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ABSTRACT 

Close to one hundred genes cause Retinitis Pigmentosa (RP), a rare mendelian 

disease affecting 1:4,000 people worldwide. Mutations in CERKL cause autosomal 

recessive RP and cone-rod dystrophy, but the physiological role of this gene in the 

retina is yet not fully determined. We have achieved the Cerkl locus deletion by 

CRISPR-Cas9 gene-editing. Since this deletion in homozygosis is lethal in mice, we 

have generated a double heterozygote mouse model with less than 10% residual 

Cerkl expression. This CerklKD/KO model shows retinal morphology alterations, with 

a decreased number of cones and progressive photoreceptor loss, poorly stacked 

photoreceptor outer segment membranes, defective RPE phagocytosis, and altered 

electrophysiological recordings in aged retinas. The CerklKD/KO mouse model mimics 

many of the phenotypic traits, including the slow and progressive disease 

progression, present in human patients carrying CERKL mutations. 

This novel mouse model allowed us to perform oxidative and light stress assays, 

which showed that in the retinas of the CerklKD/KO CERKL localized to the stress 

granules formed in the retina in response to stress. Moreover, the number of stress 

granules was notably higher in the retinas with reduced CERKL expression 

compared to those of wild type mice, thus supporting the CERKL role in the 

protection and maintenance of retinal cells under oxidative stress conditions. 

The generation of hiPSCs-derived retinal eyecups from a patient carrying the 

mutation p. R283* in homozygosis and a healthy sibling allowed us to confirm the 

results obtained with the mouse model. The organoids from the patient showed an 

exacerbated response, with an increase in the number of stress granules (SGs) and 

of CERKL localization in the SGs in response to oxidative stress insult. 

Finally, we tested 40 nm gold nanoparticles (NPs) as a proof of principle for DNA 

delivery in phenotypic rescue and gene therapy assays. Our studies demonstrated 

that the NPs wrapped to the DNA internalized into ARPE-19 cells using alternative, 



 
 

 
 

clathrin-independent routes. Moreover, these NPs also enter into retinal explants 

and allow the expression of the reporter gene, preferentially in cones. For this 

reason, this nano-delivery system is a promising delivery tool that deserves further 

study. 
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1. Estructura de l’ull 

La vista és el sentit més important del que depenen els humans, essent els ulls la 

finestra al món. La majoria de les sensacions sensorials provinents de l’ambient es 

capten a través del sentit de la vista, el que permet als humans entendre i 

desenvolupar-se amb l’entorn [1], [2]. La visió és el sentit resultant de la integració 

i interpretació d'un conjunt d’imatges, gràcies a un gran circuit neuronal molt refinat 

que treballa de manera sinèrgica i està controlat per un extens nombre de gens. 

L’ull presenta una forma globular i està format per tres capes principals: la capa 

fibrosa, la capa vascular i la capa nerviosa. Addicionalment, també es pot parlar del 

medi ocular [3]. 

1.1. Capa Fibrosa 

La capa fibrosa és la capa més externa de l’ull i està formada per la còrnia i 

l’escleròtica.  

1.1.1 La còrnia 

La còrnia és avascular i transparent, la formen principalment cèl·lules epitelials que 

poden regenerar desprès de ser danyades i és on hi ha la majoria de terminacions 

nervioses, el que fan la part externa de l’ull sensible al tacte i al dolor. A la base 

d’aquestes cèl·lules es troba la capa de Browman, formada per fibres de col·lagen 

que si reben algun tipus de dany, aquest és irreversible. Seguidament, es troba 

l’estroma, format per fibres de col·lagen, proteoglicans, aigua, fibres elàstiques, 

fibròcits i fibres nervioses sensitives, tot el qual confereix el gruix a la còrnia; la 

disposició en paral·lel de les fibres permet que la còrnia sigui transparent. A la part 

posterior de l’estroma es troba la membrana de Descemet, que representa la base 

sobre la que se situarà l’endoteli. Finalment, la capa més posterior de la còrnia és 

l’endoteli, que consisteix en una monocapa de cèl·lules que funciona com una 

membrana permeable que permet l’entrada d’oxigen i la sortida de productes de 

rebuig i fluid (Figura 1) [3]–[5]. 
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1.1.2 L’escleròtica 

L’escleròtica ocupa cinc sisens de la part posterior de l’ull. Es composa 

principalment per fibres de col·lagen elàstiques i denses que es disposen de forma 

aleatòria, formant un manyoc de fibres irregulars, el que confereix el color blanc als 

ulls. La unió entre l’escleròtica i la còrnia es coneix com el limb (Figura 1) [3]–[5]. 

1.2 Medi Ocular 

El medi ocular està format pels teixits transparents i el líquid de dins de l’ull, 

incloent-hi la cambra anterior, la lent i l’humor vitri.  

1.2.1 La cambra anterior 

La cambra anterior es un espai ple d’humor aquós, fluid transparent de consistència 

aquosa. Està flanquejada per la part anterior, per la còrnia i, per la posterior, per 

l’iris (Figura 1) [3]–[5].  

1.2.2 La lent 

La lent és una estructura biconvexa i transparent que es troba darrera de l’iris i 

davant de l’humor vitri. La transparència d’aquest teixit es deu a que és avascular, 

no presenta innervacions ni tampoc teixit connectiu. És flexible i està suspesa en la 

seva posició gràcies a les zònules, o lligaments suspensoris del cristal·lí, que 

l’enganxen al cos ciliar. La lent està composta per la càpsula, l’epiteli i la substància 

de la lent. La càpsula és una membrana elàstica que cobreix completament la lent, 

emmotllant la seva forma segons l’enfoc de requeriment de l’ull. A més a més, actua 

com a barrera protectora impedint el pas de bacteris, entre altres. Les cèl·lules 

epitelials de la lent es troben darrera de la càpsula anterior de la lent, conferint-li 

rigidesa; s’encarreguen del transport de substàncies dins de la lent, així com de 

secretar material capsular. Finalment, la substància de la lent consisteix en cèl·lules 

i fibres densament empaquetades que aporten a la lent un alt contingut d’aigua i de 
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proteïnes i eleven l’índex de refracció del cristal·lí; canvis en el contingut proteic de 

la lent causen pèrdua de la seva elasticitat (Figura 1) [3]–[5].  

1.2.3 L’humor vitri 

L’últim element que forma el medi ocular és l’humor vitri, que representa el 80% 

del volum de l’ull i es localitza darrera de la càpsula de la lent. L´humor vitri està 

format per una substància gelatinosa, composada per col·lagen, mucopolisacàrid i 

àcid hialurònic. Té l’ora serrata per la part anterior, i el nervi òptic i la fòvea per la 

part posterior. La funció de l’humor vitri és mantenir la transparència del medi òptic 

i aportar una pressió interna constant per donar suport a les estructures internes de 

l’ull (Figura 1) [3]–[5]. 

1.3 Capa Vascular 

La capa vascular, també coneguda com a tracte uveal, és la capa intermèdia de l’ull, 

localitzada entre l’escleròtica i la retina. Les seves funcions principals són produir 

humor aquós en els processos ciliars i alterar la forma de la lent cristal·lina per tal 

d’enfocar correctament. Aquesta capa està formada per tres elements: el cos ciliar, 

l’iris i la coroide [3]–[5].  

1.3.1 El cos ciliar 

El cos ciliar s’estén des de la base de l’iris fins a ser un continu amb la coroide en 

l’ora serrata. Els processos ciliars que es troben a la cambra posterior de darrera l’iris 

produeixen humor aquós, mentre que els processos ciliars que connecten amb la lent 

estan units al múscul ciliar que quan es contrau relaxa les zònules, permetent 

l’acomodació de la lent i per tant, l’enfoc visual. La part més posterior dels processos 

ciliars connecten amb la retina i l’ora serrata (Figura 1) [3]–[5].  

1.3.2 L’iris 

L’iris és la regió acolorida de l’ull i forma un diafragma davant de la lent, el que 

controla l’entrada de llum a l’ull canviant la mida de la pupil·la. L’iris prevé 
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l’entrada de llum en excés i ajuda a formar imatges clares a la retina, ja que evita 

l’entrada de rajos de llum perifèrica. Aquest està format per tres capes: la capa 

anterior, que conté melanòcits i col·lagen; la capa mitja o estroma, formada 

principalment per col·lagen, melanòcits i fibroblast, aquesta capa també conté els 

vasos sanguinis i els nervis; i finalment, la capa posterior, consistent en el múscul 

dilatori de la pupil·la i epiteli pigmentari (Figura 1) [3]–[5].  

1.3.3 La coroide 

L’últim element que forma la capa vascular és la coroide, essent la seva funció 

principal nodrir i aportar oxigen a la capa més externa de la retina. La coroide està 

compresa per quatre capes: la lamina fusca, l’estroma, els coriocapil·lars i la 

membrana de Bruch. És un teixit llarg, vascular i pigmentat que forma el revestiment 

mig de la part posterior de l’ull i s’estén des de l‘ora serrata fins el nervi òptic. La 

coroide s’uneix a l’escleròtica per teixit connectiu i li arriben els vasos sanguinis i 

innervacions des de l’escleròtica. La retina i la coroide comparteixen l’artèria 

oftàlmica, sent el major subministrament sanguini que els arriba. La vasculatura de 

la coroide presenta dos tipus de vasos sanguinis: els coriocapil·lars, i les artèries i 

venes. Finalment es troba la membrana de Bruch, localitzada entre els 

coriocapil·lars i sobre la base de l’epiteli pigmentari de la retina; aquesta membrana 

basal permet el pas dels nutrients cap a les capes externes de la retina, però evita que 

restes retinals passin a través dels porus cap als coriocapil·lars (Figura 1) [3]–[5]. 

1.4 Capa Nerviosa 

La capa nerviosa és on es troben les cèl·lules receptores que conformen la retina. La 

retina és la capa més interna de l’ull, així doncs, la llum ha de travessar primer tots 

els elements que conformen l’ull per tal d'arribar a la retina, on l’energia 

fotolumínica serà convertida en impulsos elèctrics, que es transmetran ara en 

direcció inversa per totes les capes que formen la retina, mitjançant sinapsis, fins 

arribar a l’última capa, formada per cèl·lules ganglionars (RGCs). Els axons de les 
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RGCs conflueixen i formen el nervi òptic, que portarà la informació captada fins al 

quiasme òptic, localitzat a la fosa cerebral anterior (Figura 1) [3]–[5].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. La Retina: Estructura i Desenvolupament 

La retina és la porció neural de l’ull i forma part del sistema nerviós central. Durant 

el desenvolupament, la vesícula òptica s'evagina del diencèfal per després invaginar-

se i formar la copa òptica. La capa interna de la copa òptica donarà lloc a la retina, 

mentre que la capa externa esdevindrà l’epiteli pigmentari (RPE). L’RPE conté 

melanina i redueix la retrodispersió de la llum que entra a l’ull; l’RPE també juga 

un paper crític en el manteniment dels fotoreceptors, renovant els fotopigments i 

fagocitant els discs dels fotoreceptors, dels que l’elevada taxa de renovació –tots els 

discs en el segment extern són renovats cada 12 dies– és essencial per a la visió.  

Figura 1. Representació de l’anatomia de l’ull. (Imatge adaptada de Central Florida 

Retina & Macular degeneration Center, https://www.centralfloridaretina.com/). 

https://www.centralfloridaretina.com/
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La retina comprèn un complex circuit neural que converteix l’activitat elèctrica 

generada als fotoreceptors en potencials d’acció que viatgen al cervell via axons del 

nervi òptic. Encara que té els mateixos elements funcionals i neurotransmissors 

d'altres parts del sistema nerviós central, la retina solament conté unes poques 

classes de neurones. Bàsicament, hi han cinc tipus de neurones a la retina: 

fotoreceptors, cèl·lules bipolars, cèl·lules ganglionars, cèl·lules horitzontals i 

cèl·lules amacrines. Els somes i processos d’aquestes neurones s’organitzen en cinc 

capes alternes, amb els somes localitzats a les capes nuclears interna i externa i a la 

capa de cèl·lules ganglionars, mentre que els processos i les connexions sinàptiques 

es localitzen a les capes plexiformes interna i externa (Figura 2) [6]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representació esquemàtica de la retina. RPE: Epiteli Pigmentari de la retina. 

PhR: Capa dels fotoreceptors. ONL: Capa nuclear externa. OPL: Capa plexiforme 

externa. INL: Capa nuclear interna. IPL: Capa plexiforme interna. GCL: Capa de 

cèl·lules ganglionars. Imatge adaptada de Webvision 

(https://webvision.med.utah.edu). 
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2.1 La retina neural 

2.1.1 Els Fotoreceptors: Cons i Bastons 

A priori, la disposició espacial de les capes de 

la retina sembla contrària a la intuïció, ja que 

els raigs de llum han de passar a través dels 

elements de la retina no sensibles a la llum 

abans d’arribar als segments externs dels 

fotoreceptors, on es duu a terme la 

fotorecepció i la fototransducció. La retina 

dels vertebrats presenta dos tipus de cèl·lules 

sensibles a la llum, els cons i els bastons. 

L’estructura d’ambdós tipus de fotoreceptors 

presenta un segment extern (OS), compost 

per discs membranosos que es formen al 

segment intern del fotoreceptor i es mouen 

cap a la punta del segment extern, on acaben 

sent fagocitats per les cèl·lules de l’RPE, que 

són adjacents. L’OS conté el fotopigment i 

altres proteïnes involucrades en el procés de 

fotorecepció i transducció, mentre que el segment intern (IS) conté el citosol, on es 

donen els processos metabòlics, la biosíntesi i l’endocitosi, a més del nucli cel·lular. 

Finalment, també hi ha un curt axó amb els terminals sinàptics que contacten amb 

les cèl·lules bipolars o horitzontals. L’absorció de la llum pels fotoreceptors inicia 

una cascada d’esdeveniments que canvien el potencial de membrana del receptor i, 

conseqüentment, la quantitat de neurotransmissor alliberat per la sinapsi del 

fotoreceptor a les cèl·lules amb que contacten [7]. 

Els bastons tenen un OS llarg i cilíndric i els discs membranosos es troben 

empaquetats i separats de la membrana plasmàtica. Els bastons són els responsables 

Figura 3. Il·lustració dels dos tipus 

de fotoreceptors, cons i bastons. 

(Imatge pròpia generada amb 

BioRender). 



Introducció 

24 
 

de la visió escotòpica i, a diferència dels cons, únicament hi ha un tipus de bastó. A 

la retina dels humans predominen els bastons, havent-hi 20 bastons per cada con, 

que es troben distribuïts al llarg de tota la retina a excepció de la fòvea, on únicament 

hi ha cons. Els bastons humans són molt sensibles i poden arribar a detectar un únic 

fotó. El pigment visual dels bastons és la rodopsina, que compren el 95% de les 

proteïnes dels discs i està altament empaquetada en el seu interior; l’elevada densitat 

d’aquest empaquetament, juntament amb l’ordenació dels discs respecte l’entrada 

de la llum, augmenta la probabilitat de capturar els fotons que hi incideixen (Figura 

3) [8], [9]. 

Els cons reben aquest nom perquè l’OS presenta una forma cònica. Els OS dels cons 

són més curts que el dels bastons, i els seus discs formen un continu amb la 

membrana plasmàtica. Els cons són els responsables de la visió fotòpica i en color, 

essent els que aporten agudesa visual. A diferència dels bastons, a la retina humana 

hi ha tres tipus de cons diferents segons la longitud d’ona de la llum que són capaços 

d’absorbir, ja que expressen diferents fotopigments, anomenats opsines: cons L 

(longituds d’ona llargues, rang del vermell), cons M (longituds d’ona mitjanes, rang 

del verd) i cons S (longituds d’ona curtes, rang del blau). Els cons es distribueixen al 

llarg de la retina, però en alguns vertebrats hi ha una regió ubicada al centre de la 

retina anomenada màcula, on hi ha una elevada densitat de cons. Els humans tenen 

enmig de la màcula, la fòvea, caracteritzada per l'absència de bastons, i que permet 

una major agudesa visual (Figura 3) [8], [9]. 

2.1.2 Cèl·lules horitzontals, bipolars i amacrines 

El segment intern dels fotoreceptors conté el nucli, el soma i el curt axó amb les 

terminals sinàptiques que contacten amb les cèl·lules bipolars o horitzontals. 

L’absorció de la llum pel fotopigment a l’OS dels fotoreceptors inicia una cascada 

d’esdeveniments que canvien els potencials de membrana de la cèl·lula receptora. 

Els neurotransmissors són alliberats a l'espai sinàptic entre el fotoreceptor i la cèl·lula 

amb la qual contacten [7]. En general, els processos de les cèl·lules horitzontals 
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permeten les interaccions laterals entre els fotoreceptors i les cèl·lules bipolars que 

mantenen els sistemes de sensibilitat visual de contrast de llum, tot permetent la 

visió d’un rang ampli d'intensitat lumínica. Els processos de les cèl·lules amacrines 

són post-sinàptics respecte als terminals de les cèl·lules bipolars, i pre-sinàptics 

respecte a les dendrites de les cèl·lules ganglionars. Les diferents subclasses de 

cèl·lules amacrines contribueixen de manera diferent a la funció visual [7].  

Les cèl·lules horitzontals són les encarregades de modular la informació i transferir-

la entre les cèl·lules bipolars i els fotoreceptors; estan involucrades en ajudar a l’ull 

a ajustar-se a condicions d’alta i baixa intensitat de llum. Existeixen 3 tipus de 

cèl·lules horitzontals, els seus terminals sinàptics formen la capa plexiforme externa 

de la retina i els seus somes es localitzen a la capa nuclear interna. A més, 

interaccionen mitjançant unions comunicants (gap junctions) amb les cèl·lules 

bipolars. Les connexions que formen les cèl·lules horitzontals a la capa plexiforme 

externa (OPL) transmeten informació sobre la polaritat, sensibilitat espectral, 

rapidesa i l’estructura del camp espacial [9], [10]. 

La retina humana conté més de 13 subtipus diferents de cèl·lules bipolars que, de 

manera diferencial, recullen la informació provinent dels fotoreceptors amb els quals 

formen sinapsis a la capa plexiforme externa i processen la informació al nucli, que 

forma la capa nuclear interna. Les cèl·lules bipolars formen circuits amb altres 

fotoreceptors que els aporten els blocs elementals per la visió com la composició 

cromàtica, la polaritat, el contrast i el perfil de l’estímul que els arriba. Per tal de 

transmetre la informació visual, les cèl·lules bipolars connecten, bé amb les cèl·lules 

amacrines o bé amb les cèl·lules ganglionars. Les cèl·lules bipolars formen relacions 

diferents segons amb la cèl·lula que interaccionin, ja sigui ganglionar, amacrina o 

bé horitzontal [9]–[12]. 

Les cèl·lules amacrines són un tipus de neurona que no desenvolupen axó i les seves 

dendrites es ramifiquen formant la capa plexiforme interna de la retina. S’han descrit 

més de 30 subtipus diferents de cèl·lules amacrines, i aquesta diversitat dins del 



Introducció 

26 
 

mateix tipus cel·lular permet formar microcircuits funcionals molt especialitzats que 

habiliten a la retina per a detectar ombres i moviments de llum en direccions 

concretes. Aquests microcircuits funcionals condueixen diferents espectres 

d’informació i es classifiquen segons el tipus cèl·lula amacrina, ja sigui de camp 

ampli, de camp mitjà o de camp estret. Les cèl·lules amacrines de camp ampli 

s’especialitzen en la comunicació horitzontal al llarg d’una sola capa de la retina, 

assistint a la integració horitzontal de la informació. Les cèl·lules amacrines de camp 

estret penetren més capes de la retina de manera vertical, permetent la integració de 

la informació en vertical [9], [10]. L’elevada varietat de subtipus de cèl·lules 

amacrines il·lustra la norma més general que, tot i que hi hagi únicament cinc tipus 

bàsics de cèl·lules retinals, hi pot haver una gran diversitat dins d’un mateix tipus 

cel·lular. 

2.1.3 Cèl·lules ganglionars 

Les cèl·lules ganglionars formen la capa més anterior de la retina. Se n’han descrit 

més de 20 subtipus i els seus axons formen el nervi òptic que comunica amb el 

cervell. La disposició dels circuits que transmeten la informació dels cons i dels 

bastons a les cèl·lules ganglionars també contribueix a les diferents característiques 

de la visió fotòpica i escotòpica. En la major part de la retina, els senyals dels cons i 

dels bastons convergeixen a les mateixes cèl·lules ganglionars, per exemple, una 

mateixa cèl·lula ganglionar respon a estímuls provinents tant de cons com de 

bastons, depenent del nivell d’il·luminació. La transmissió de la informació des dels 

bastons a les cèl·lules ganglionars requereix de cèl·lules bipolars de bastons que, a 

diferència de les cèl·lules bipolars de cons, no contacten directament amb les 

cèl·lules ganglionars. Les cèl·lules bipolars dels bastons fan sinapsi amb cèl·lules 

amacrines específiques, les quals transmeten la informació a cèl·lules bipolars de 

cons mitjançant unions comunicants i, finalment, aquestes envien la informació a 

les cèl·lules ganglionars. Conseqüentment, els circuits que uneixen els cons i els 

bastons a les cèl·lules ganglionars difereixen dramàticament en el seu grau de 
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convergència. L’alta convergència dels bastons fa que siguin un millor sistema de 

detecció de la llum, ja que petites senyals de molts bastons convergeixen generant 

una gran resposta en les cèl·lules bipolars. A la vegada, aquesta elevada 

convergència redueix la resolució espacial, ja que, el senyal pot provenir de 

qualsevol punt de la superfície de la retina. La relació 1-a-1 dels cons cap a les 

cèl·lules bipolars i ganglionars maximitza l’agudesa visual [7]. 

Alguns autors classifiquen les cèl·lules ganglionars com a un tercer tipus de 

fotoreceptor. Les cèl·lules ganglionars ajuden a: transmetre tant la informació per a 

la formació d'una imatge com la que no; sincronitzar els processos fisiològics dels 

ritmes circadiaris; modular l’alliberament de melatonina, i regular la mida de la 

pupil·la. De l'1 al 2 % de les cèl·lules ganglionars són fotosensibles, ja que expressen 

melanopsina, un fotopigment que actua com a neuromodulador. Els axons de les 

cèl·lules ganglionars convergeixen al disc òptic i passen a través de la làmina cribosa 

desmielinitzada, per tal de no interferir amb la llum que entra. Els axons arriben al 

nucli supraquiasmàtic, al nucli pretectal olivar, a la divisió ventral del nucli geniculat 

i a l’àrea preòptica, pel que estan implicades en la sincronització dels ritmes 

circadiaris i el reflex de la pupil·la a la llum [10], [13], [14]. 

2.2 L’Epiteli Pigmentari de la Retina (RPE) 

L’epiteli pigmentari de la retina (RPE) forma part de la retina. Tot i que no es 

considera porció neural, forma part de la retina externa i es troba situat entre la 

retina neural i la coroide. La membrana apical de l’RPE embolcalla amb els 

microvilli els OSs dels fotoreceptors, i la membrana basolateral contacta amb la 

membrana de Bruch, la qual separa l’RPE de l’endoteli fenestrat dels coriocapil·lars. 

L’RPE constitueix la barrera hemato-retiniana externa, mentre que la interna està 

constituïda bàsicament per cèl·lules endotelials. Les unions estretes entre cèl·lules 

veïnes de l’RPE i endotelials són essencials per controlar de manera molt estricte els 

fluids i les molècules que travessen la barrera hemato-retiniana, a més de prevenir 

l’entrada de tòxics dins de la retina.  
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Les funcions principals de l’RPE són: I) el transport de nutrients, ions i aigua, II) 

absorbir la llum i protegir davant la fotooxidació, III) reisomeritzar l’all-trans-retinal 

a 11-cis-retinal, el qual és un element clau del cicle visual, IV) fagocitar els discs dels 

OS dels fotoreceptors i V) secretar factors essencials per la integritat estructural de 

la retina. Addicionalment, l’RPE estabilitza la composició iònica a l’espai 

subretinal, el qual és crucial pel manteniment de l’excitabilitat dels fotoreceptors i 

contribueix a l’estatus immunològic privilegiat de l’ull, ja que forma part de la 

barrera hemato-retiniana i secreta factors immunosupressius dins de l’ull. Així 

doncs, l’RPE és un element essencial per a la funció visual [15]–[17]. 

 

3. Distròfies hereditàries de Retina: La Retinosi Pigmentària 

La neurodegeneració retinal associada a la mort o disfunció dels fotoreceptors és la 

causa principal de pèrdua de visió incurable. Diferents factors genètics determinen 

la gènesi i homeòstasi dels fotoreceptors, pel que mutacions a gens concrets poden 

propiciar alteracions estructurals, o bé funcionals, que acabin causant ceguera. Les 

malalties degeneratives de retina (RDDs) estan àmpliament dividides en 

monogèniques (mendelianes) o multifactorials (complexes), tant sindròmiques com 

no-sindròmiques. La RDD multifactorial més comú és la degeneració macular 

associada a l’edat (AMD) que, com el nom indica, és una degeneració que es 

manifesta a edats avançades i presenta una prevalença de 3,5 per cada 1.000 

individus majors de 50 anys arreu del món [18], [19]. D'altra banda, les RDDs 

mendelianes afecten a 1 entre 2.000-3.000 individus arreu del món, essent la 

Retinosi Pigmentària (RP) la més prevalent [19] i en la que ens centrarem en aquest 

apartat. 

3.1 Prevalença i característiques clíniques de l’RP 

L’RP és la forma més comú de distròfia hereditària de retina, amb una prevalença 

d’1 entre 3.000-5.000 individus arreu del món [20]. Aquesta malaltia es caracteritza 
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per la pèrdua progressiva de visió causada per la mort, primer dels bastons i 

posteriorment, del cons. A més, s'observen dipòsits de pigment a la retina provinents 

de l’RPE a conseqüència de la mort dels fotoreceptors [21]. 

Els primers estadis de la malaltia es manifesten normalment com a ceguera 

nocturna. Aquest símptoma pot aparèixer durant la primera o la segona dècada de 

vida o, a vegades, inclús més tard. Una ceguera nocturna suau pot ser ignorada 

inicialment pel pacient però, a l’adolescència, moltes vegades s’acusa a les festes que 

transcorren durant la nit. En aquest estadi de la malaltia és comú presentar defectes 

en la visió perifèrica en condicions de baixa lluminositat. Malgrat això, aquests 

defectes no són notables a la llum del dia, pel que els pacients tenen un estil de vida 

completament normal. El diagnòstic en aquest estadi és difícil d’establir, 

particularment, quan no hi ha una història familiar que l’acompanyi. Finalment, 

l’agudesa visual és normal o lleugerament per sota del llindar de la normalitat. 

En estadis intermedis de la malaltia la ceguera nocturna es torna evident, el que 

causa impediment a l’hora de desenvolupar-se en condicions de baixa intensitat de 

llum. Els pacients presenten visió en túnel (pèrdua de visió del camp perifèric) 

durant el dia, el que també els afecta a les accions quotidianes, com ara conduir. A 

més a més, molts pacients es tornen fotofòbics, especialment en presència de llum 

difosa (quan hi ha resol), el que els dificulta la lectura a l’aire lliure, per exemple, de 

cartells. Altres dificultats que els afecten a la capacitat de lectura són causades pel 

decrement en l’agudesa visual, en part per la implicació macular (presenten edema 

macular o atròfia foveomacular lleugera) i l’aparició d’una cataracta subcortical 

posterior. El fons de l’ull presenta dipòsits pigmentats a la perifèria, estretament dels 

vasos de la retina i el disc òptic és moderadament pàl·lid. 

En els últims estadis de la malaltia els pacients ja no es poden desenvolupar de 

manera autònoma com a resultat de la visió en túnel, i els queden pocs graus de 

romanent de camp visual al voltant del punt de fixació. La lectura és pràcticament 

impossible i es necessiten ulleres d’elevada magnificació, la fotofòbia és molt intensa 
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i el fons de l’ull presenta extensos dipòsits de pigment que arriben a l’àrea de la 

màcula. Els vasos sanguinis són encara més prims i el disc òptic presenta una 

pal·lidesa encerada. Addicionalment, es detecta atròfia corioretinal a la perifèria i 

també a l’àrea foveomacular. Tot i això, la progressió de la malaltia continua essent 

lenta fins que els pacients es tornen completament cecs quan el camp de visió central 

desapareix encara que, usualment, són capaços de percebre la llum en el camp de 

visió perifèric [22]. 

La variabilitat clínica en l’edat en que es manifesta la malaltia i la seva evolució en 

el temps, així com l’heterogeneïtat genètica, moltes vegades dificulten un diagnòstic 

precoç i acurat [23], [24]. 

3.2 Tipus d’herència i gens causants d’RP  

L’RP és, majoritàriament, una malaltia monogènica que segueix els patrons 

d’herència mendelians clàssics. 

- RP autosòmica dominant (adRP): Aproximadament, el 30-40% dels casos 

presenten aquest tipus d’RP [21] i, normalment, són les formes més suaus de la 

malaltia, arribant a presentar-se casos amb els primers símptomes més tard dels 

50 anys, tot i que en alguns casos, depenent del gen afectat, també pot ser molt 

severa. Variacions en la penetrància són freqüents, en particular quan les 

mutacions es donen en PAP1, PRPF31 i RP1 [22]. 

- RP autosòmica recessiva (arRP): Representa el 50-60% dels casos [21] i els seus 

símptomes comencen típicament durant la primera-segona dècada de vida [22]. 

- RP lligada al cromosoma X (X-RP): Aquest tipus d’RP és el menys freqüent 

explicant el 5-15% dels casos [21]. En aquests casos, la majoria d'afectes són 

homes hemizigots. Els símptomes de l’RP acostumen a aparèixer durant la 

primera dècada de vida i, freqüentment, s’associa amb miopia [22]. 

De forma minoritària, també s’han descrit casos d’herència no-mendeliana clàssica 

[22], [25], [26] entre els que es trobarien: els d’herència mitocondrial [27], els de 
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forma digènica en que es presenten mutacions en heterozigosi en ROM1 en 

combinació amb mutacions en heterozigosi amb RDS [28] i la isodisomia 

uniparental [29]. Tot i que l’RP normalment es manifesta de forma aïllada, en alguns 

casos forma part de síndromes d'afectació ciliar (ciliopaties), essent els més freqüents 

el síndrome d'Usher, al qual s’associa l’RP a sordesa neurosensorial –el 14% de tots 

els casos d’RP són, de fet, síndrome d'Usher– [22], [30] i el síndrome de Bardet-Biedl 

(BBS), el qual associa l’RP amb obesitat infantil, retard mental i psicomotor, 

polidactília, hipogenitalisme i anormalitats renals [22], [31]. Endemés, a part dels 

síndromes esmentats, l’RP també pot estar associada a malalties neurològiques i 

metabòliques [22].  

La Retinosi Pigmentària, a més de seguir diferents tipus d’herència i ser tant 

sindròmica com no, presenta una elevada heterogeneïtat genètica i al·lèlica, ja que 

més de 90 gens poden causar la mateixa malaltia (Taula 1), i mutacions en el mateix 

gen poden causar diferents formes d’RP o, fins i tot, diferents distròfies de retina. 

 

Retinosi Pigmentària autosòmica dominant (adRP) 

Gen Proteïna Localització 
Associació amb 

altres distròfies 

ADIPOR1 Adiponectin receptor 1 1q32.1 sRP, adRP, BBS 

ARL3 ADP ribosylation factor like GTPase 3 10q24.32  

BEST1 Bestrophin 1 11q12.3 
adMD, adRCP, 

arBP 

CA4 Carbonic anhydrase IV 17q23.2  

CRX 
Cone-rod otx-like photoreceptor homeobox 

transcription factor 
19q13.32 

adCRD, adLCA, 

arLCA 

FSCN2 
Retinal fascin homolog 2, actin bundling 

protein 
17q25.3 adMD 

GUCA1B Guanylate cyclase activating protein 1B 6p21.1 adMD 

HK1 Hexokinase 1 10q22.1 NSHA, HMSNR 

IMPDH1 Inosine monophosphate dehydrogenase 1 7q32.1 adLCA 

IMPG1 Interphotoreceptor matrix proteoglycan 1 6q14.1 adMDV, arMDV 

KLHL7 Kelch-like 7 protein (Drosophila) 7p15.3  

NR2E3 Nuclear receptor subfamily 2 group E3 15q23 ESC, arRP, GFS 

NRL Neural retina lucine zipper 14q11.2 arRP 

Taula 1. Llistat de gens causants de Retinosi Pigmentària.  
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PRPF3 pre-mRNA processing factor 3 1q21.2  

PRPF4 pre-mRNA processing factor 4 9q32  

PRPF6 pre-mRNA processing factor 6 20q13.33  

PRPF8 pre-mRNA processing factor 8 17p13.3  

PRPF31 pre-mRNA processing factor 31 19q13.42  

PRPH2 Peripherin 2 6p21.1 

adMD, digRP, 

adAMDV, 
adCRD, adCACD, 
arLCA 

RDH12 Retinol dehydrogenase 12 14q24.1 arLCA 

RHO Rhodopsin 3q22.1 arRP, adCSNB 

ROM1 Retinal outer segment membrane protein 1 11q12.3 digRP 

RP1 RP1 8q12.1 arRP 

RP9 RP9  7p14.3  

RPE65 
Retinal pigment epithelium-specific 65 

kDa protein 
1p31.2 arLCA, arRP 

SAG Arrestin (s-antigen) 2q37.1 arRP, arOD 

SEMA4A Semaphorin 4A 1q22 adCRD 

SNRNP200 
Small nuclear ribonucleoprotein 200kDa 

(U5) 
2q11.2  

SPP2 Secreted phosphoprotein 2 2q37.1  

TOPORS 
Topoisomerase I binding arginine/serine- 

rich protein 
9p21.1  

Retinosi Pigmentària autosòmica recessiva (arRP) 

Gen Proteïna Localització 
Associació amb 

altres distròfies 

ABCA4 ATP-binding cassette transporter - retinal 1p22.1 
arSD, arMD, 

arFF, arCRD 

AGBL5 ATP/GTP binding protein-like 5  2p23.3  

AHR Aryl hydrocarbon receptor  7p21.1  

ARHGEF1

8 

Rho/Rac guanine nucleotide exchange 

factor 18 
19p13.2  

ARL6 ADP-ribosylation factor-like 6 3q11.2 arBBS 

ARL2BP 
ADP-ribosylation factor-like 2 binding 

protein  
16q.13.3  

BBS1 BBS1 11q13 arBBS 

BBS2 BBS2 16q13 arBBS 

BEST1 Bestrophin 1 11q12.3 
adMD, adRCP, 

arBP 

C2orf71 Chromosome 2 open reading frame 71 2p23.2  

C8orf37 Chromosome 8 open reading frame 37 8q22.1 arCRD, arBBS 

CERKL Ceramide Kinase-like 2q31.3 arCRD 

CLCC1 
Chloride intracellular ion channel (CLIC)-

like protein 1 
1p13.3  

CLRN1 Clarin-1 3q25.1 arUSH3 
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CNGA1 Rod cGMP-gated channel alpha subunit 4p12  

CNGB1 Rod cGMP-gated channel beta subunit 16q21  

CRB1 Crumbs homolog 1 1q31.3 

arRP-PPRPE, 

arLCA, 

adPPRCA 

CYP4V2 Cytochrome P450 4V2 4q35.2 arBCCD 

DHDDS Dehydrodolichyl diphosphate synthetase 1p36.11  

DHX38 
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box 

polypeptide 38 
16q22.2  

EMC1 ER membrane protein complex subunit 1 1p36.13  

EYS 
Eyes shut/spacemaker (Drosophila) 

homolog 
6q12  

FAM161A 
Family with sequence similarity 161 

member A 
2p15  

GPR125 G protein-coupled receptor 125 4p15.2  

HGSNAT 
Heparan-alpha-glucosaminide N-

acetyltransferase 
8p11.21-p11.1 arMPS 

IDH3B 
NAD(+)-specific isocitrate dehydrogenase 

3 beta 
20p13  

IFT140 
Intraflagellar transport 140 

Chlamydomonas homolog protein 
16p13.3 arMSS, arLCA 

IFT172 Intraflagellar transport protein 172 2p33.3 arBBS 

IMPG2 Interphotoreceptor matrix proteoglycan 2 3q12.3  

KIAA1549 KIAA1549 protein 7q34  

KIZ Kizuna centrosomal protein 20p11.23  

LRAT Lecithin retinol acyltransferase 4q32.1 arLCA 

MAK Male germ-cell associated kinase 6p24.2  

MERTK 
c-mer protooncogene receptor tyrosine 

kinase 
2q13 arCRD 

MVK Mevalonate kinase 12q24.11 arMA, arHIDS 

NEK2 
NIMA (never in mitosis gene A)-related 

kinase 2 
1q32.3  

NEUROD1 Neuronal differentiation protein 1 2q31.3  

NR2E3 Nuclear receptor subfamily 2 group E3 15q23 ESC, adRP, GFS 

NRL Neural retina lucine zipper 14q11.2 adRP 

PDE6A cGMP phosphodiesterase alpha subuni 5q33.1  

PDE6B 
Rod cGMP phosphodiesterase beta 

subunit 
4p16.3 adCSNB 

PDE6G 
Phosphodiesterase 6G cGMP-specific rod 

gamma 
17q25.3  

POMGNT1 
Protein O-linked 

acetylglucosaminyltransferase 1 (beta 1,2-) 
1p34.1  

PRCD Progressive rod-cone degeneration protein 17q25.1  

PROM1 Prominin 1 4p15.32 adSD, adMD 

RBP3 Retinol binding protein 3, interstitial 10q11.22  
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REEP6 
Receptor accessory protein 6 (receptor 

expression enhancer protein 6) 
19p13.3  

RGR RPE-retinal G protein-coupled receptor 10q23.1 adCS 

RHO Rhodopsin 3q22.1 adRP, adCSNB 

RLBP1 Retinaldehyde-binding protein 1 15q26.1 
arBD, arRPA, 

arRCD 

RP1 RP1 8q12.1 adRP 

RP1L1 Retinitis pigmentosa 1-like protein 1 8p23.1 adOMD 

RPE65 
Retinal pigment epithelium-specific 65 

kDa protein 
1p31.2 arLCA, adRP 

SAG Arrestin (s-antigen) 2q37.1 adRP, arOD 

SAMD11 
Sterile alpha motif domain containing 11 

protein 
1p36.3  

SLC7A14 Solute carrier family 7 member 14 3q26.2  

SPATA7 Spermatogenesis associated protein 7 14q31.3 arLCA 

TRNT1 CCA adding tRNA nucleotidyl transferase 3p26.2  

TTC8 Tetratricopeptide repeat domain 8 14q32.11 arBBS 

TULP1 Tubby-like protein 1 6p21.31 arLCA 

USH2A Usherin 1q41 arUSH2a 

ZNF408 Zinc finger protein 408 11p11.2 adFEVR 

ZNF513 Zinc finger protein 513 2p23.3  

Retinosi Pigmentària lligada al cromosoma X (X-RP) 

Gen Proteïna Localització 
Associació amb 

altres distròfies 

OFD1 Oral-facial-digital syndrome 1 protein Xp22.2 
SGBS, OFD1, 

JBTS 

RP2 Retinitis pigmentosa 2 (X-linked) Xp11.23  

RPGR Retinitis pigmentosa GTPase regulator Xp11.4 
CORDX1, 

rAMDX 

 

 

 

 

 

 

 

 

ad: Autosòmic dominant. ar: Autosòmic recessiu. sRP: Retinosi Pigmentària 

sindròmica. BBS: Síndrome de Bardet-Biedl. MD: Distròfia Macular. RCP: 

Vitriretinocoiropatia. BP: Bestrofinopatia. LCA: Amaurosi congènita de Leber. CRD: 

Distròfia de cons i bastons. NSHA: Anèmia hemolítica no esferocítica. HMSNR: 

Neuropatia hereditària motora i sensorial del tipus Russe. ESC: Síndrome de l’increment 

de cons S. GFS: Síndrome de Goldman-Favre. CSNB: Ceguera nocturna congènita 

estacionària. AMDV: Distròfia macular vitel·liforme adulta. MDV: Distròfia macular 

vitel·liforme. OD: Malaltia de Oguchi. SD: Malaltia de Stargardt. FF: Fundus 

flavimaculatus. USH3: Síndrome d’Usher tipus 3. RP-PPRPE: Retinosi Pigmentària 

amb preservació para-arteriolar de l’epiteli pigmentari. PPRCA: Atròfia corioretiniana 

paravenosa pigmentada. MPS: Mucopolisacaridosi. MSS: Síndrome de Mainzer-

Saldino. MA: Acidúria mevalònica. HIDS: Síndrome d’híper-IgD. CS: Esclerosi 

Coroidal. BD: Distròfia de Bothnia. RPA: Retinosi punctata albescens. RCD: Distròfia 

de bastons i cons. OMD: Distròfia macular oculta. USH2a: Síndrome d’Usher tipus 2a. 

FEVR: Vitriretinopatia exsudativa familiar. SGBS: Síndrome de Simpson-Golabi-

Behmel. OFD1: Síndrome orofaciodigital 1. JBTS: Síndrome de Joubert. CORDX: 

Distròfia de cons lligada al cromosoma X. AMDX: Distròfia macular atròfica lligada al 

cromosoma X. Llistat de gens recollits a RetNet (https://sph.uth.edu/retnet/). 

https://sph.uth.edu/retnet/
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4. El gen CERKL (Ceramide Kinase-Like) 

L’any 2004, el nostre grup va identificar per primera vegada el gen CERKL, localitzat 

al locus RP26, a partir de l’anàlisi per clonatge posicional d’una família espanyola 

afecta d’RP. Des de llavors, la funció de CERKL encara roman desconeguda. Així, 

doncs, en aquest treball ens centrarem en l’estudi funcional d’aquest gen per aportar-

hi una mica de llum. 

4.1 Història i descobriment: Des del locus RP26 fins a CERKL  

A finals del anys noranta, el grup de recerca de la Dra. Gonzàlez-Duarte va analitzar 

una família consanguínia amb 13 fills dels quals 5 estaven clínicament diagnosticats 

d'arRP. Els símptomes havien aparegut durant la segona dècada de vida i 

presentaven pèrdua de la visió perifèrica i central, entre altres, tot i que el grau 

d’afectació entre ells era diferent. Gràcies als electroretinogrames, prova que es 

realitza de manera rutinària als pacients amb distròfies de retina, es va mostrar que 

presentaven alteracions principalment en els bastons, el que es característic de l’RP 

[32]. 

El primer abordament que es va dur a terme va ser l’anàlisi de lligament amb loci 

que, en aquell moment, havien estat ja reportats com a causatius de la malaltia RP, 

Síndrome d’Usher, Síndrome de Bardet-Biedl o altres distròfies de retina. A més, 

també es van incloure gens candidats causants de desordres oculars com ara: PEDB, 

RHO, RDS, ROM1, RCV1, NRL i PDEG. En aquesta anàlisi no es van trobar 

evidències de cosegregació entre la malaltia i cap dels marcadors genètics analitzats 

[32]. 

Davant la manca de candidats, el següent pas va ser realitzar un anàlisi de lligament 

amb marcadors distribuïts de manera aleatòria al llarg del genoma. Després 

d’analitzar més de 75 microsatèl·lits, un dels marcadors, el D2S118, localitzat al 

cromosoma 2, va donar una puntuació de lod score significativa. L’estudi d’aquesta 
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regió va permetre caracteritzar un nou locus, conegut com RP26, causant d’arRP. 

Inicialment es creia que la seva mida eren aproximadament 17 Mb però estudis més 

refinats el van acotar a 2,5 Mb [32], [33]. 

La regió descrita com RP26 contenia cinc gens ja descrits però cap d’ells presentava 

cap variant patogènica un cop seqüenciats. La cerca més exhaustiva de cDNA o 

ESTs no caracteritzats a les bases de dades dins de les 2,5 Mb va revelar dues 

seqüències properes incompletes, una EST i un cDNA de retinoblastoma, 

localitzades entre els gens ITGα4 i NEUROD1. L’alineament in silico d’ambdues 

seqüències mostrava una elevada homologia amb la ceramida cinasa, l’esfingosina 

cinasa i la diacilglicerol cinasa, el que suggeria que les seqüències analitzades 

corresponien a un nou gen. Desprès d’analitzar una llibreria de cDNA de retina 

humana es va determinar que la regió codificant del nou gen contenia 1.596 

nucleòtids i 13 exons (avui sabem que el gen humà té 14 exons). La proteïna de 532 

aminoàcids predita presentava una elevada similitud (50% homologia) [33] amb la 

ceramida cinasa humana [34], enzim que fosforil·la a la ceramida 1 fosfat (C1P), un 

metabòlit de la via dels esfingolípids involucrat en l’apoptosi, la proliferació, la 

fagocitosi i la inflamació [35]–[37]. Per raó d'aquesta similitud, el nou gen es va 

anomenar Ceramide kinase-like (CERKL). CERKL està localitzat a la regió 

cromosòmica 2q31.3 i comprèn un total de 140,35 Kb. 

Es va analitzar el gen CERKL a la família on s’havia identificat el locus RP26, i es 

va identificar una mutació sense sentit en homozigosi a l’exó 5 (R257X) a tots els 

pacients de la família. Aquesta mutació truncava de manera prematura la proteïna 

al mig del domini catalític predit i que, a més a més, cosegregava amb la malaltia 

[33]. Per tant, CERKL és el gen causant d’arRP del locus RP26. 

4.2 Complexitat transcripcional i expressió de CERKL 

Estudis inicials en teixits humans varen identificar al menys 9 transcrits diferents del 

gen CERKL [38], tot i que, posteriorment, l’anàlisi de retines humanes i de ratolí va 
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permetre concloure que, en realitat, produïa més de 20 transcrits diferents generats 

per splicing alternatiu (Figura 4) [39].  

Per cada transcrit, tant humà com murí, la regió 3’ UTR és única i a més, en el cas 

dels ratolins és més llarga, el que possiblement significa que presenta dues senyals 

de poliadenilació. En ambdues espècies, la regió 5’ UTR presenta multiplicitat de 

promotors i llocs d’inici de transcripció (TSS), el que contribueix a la complexitat 

dels transcrits madurs generats per aquest gen [39].  

En el cas dels transcrits humans identificats a retina, es van identificar quatre TSS, 

dels quals la majoria de transcrits s’expressen des del promotor adjacent a CERKL 

(comencen a la regió 5’ UTR inicialment descrita), així com també del promotor del 

gen adjacent a 5', NEUROD1, que es transcriu en la mateixa direcció. També hi ha 

transcrits que es generen a partir de TSSs interns a l’exó 1 i l'exó 3. Addicionalment, 

el gen humà conté un exó addicional en pauta, específic d’aquesta espècie, l’exó 4b, 

que es troba dins del domini DAGK, trencant el domini consens [39]. Aquest exó 

de més, respecte el gen de ratolí, fa que la nomenclatura de les mutacions canviï, en 

el cas de la mutació més prevalent al món de CERKL que ja hem esmentat 

prèviament, R257X (o p.R257*), també se l'anomena p. R283*. Finalment, tant 

l’exó 4b com l’exó 5 presenten un lloc d’splicing minoritari (GC enlloc de GU), el 

que suggereix que l'splicing alternatiu és rellevant i té una fina regulació. 

Pel que fa als transcrits a retina de ratolí es van identificar quatre TSS diferents, dels 

quals es va poder comprovar que, com succeeix en la retina humana, la majoria de 

transcrits s’expressen des del promotor adjacent a CERKL i del promotor del gen 

adjacent a 5', NEUROD1. També existeix un promotor intern, dins l'intró 2, actiu en 

altres òrgans i que pot generar dos exons inicials diferents anomenats 3a i 3b [39]. 
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Figura 4. Representació de la complexitat transcripcional de CERKL humà i ratolí. En 

la imatge es poden observar els diferents splicings alternatius i totes les isoformes que es 

generen. (Imatge adaptada de Garanto, et. al., 2011). 
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Aquesta complexitat transcripcional suggereix que CERKL pot exercir més d’una 

funció, que poden ser subtilment diferents segons els dominis proteics expressats, i 

que aquestes funcions poden ser distintes en diferents òrgans, depenent dels 

transcrits diferencials. Alguns estudis demostren que CERKL està involucrat en la 

resposta a l’estrès oxidatiu, tot i que la seva funció encara no està clara, i s’ha 

suggerit un paper en la protecció cel·lular en resposta al dany per estrès oxidatiu 

[40], [41]. Estudis funcionals han demostrat que CERKL presenta una localització 

subcel·lular dinàmica, ja que es pot translocar de nucli a citoplasma, i pot estar 

associat a vesícules de l’aparell de Golgi i trans-Golgi, així com, a les membranes 

del reticle endoplasmàtic i mitocondris [40], [42]. Malgrat les mutacions a CERKL 

únicament causen un fenotip patològic a retina, aquest gen s’expressa en nombrosos 

teixits adults i fetals, tant en ratolí com en humans. En humans, la major expressió 

de CERKL es detecta a la retina, a algunes regions del cervell, els pulmons i els 

ronyons [33], [43] mentre que en ratolins adults, el nivells més elevats d’expressió 

es detecten a la retina, el fetge i els testicles [39].  

4.3 Homologia i dominis de la proteïna CERKL 

L’isoforma completa de Cerkl codifica per una proteïna de 525 aminoàcids, 

d'aproximadament 60 kDa, amb diferents dominis (Figura 5). 

 

 

 

 

 Figura 5. Representació de la proteïna CERKL, amb els dominis proteics 

identificats.  
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CERKL conté dos dominis de localització nuclear (NLS), l’NLS-1 està codificat a 

l’exó 1 i l’NLS-2, a l’exó 2 i ambdós contenen 12 aminoàcids. Malgrat que ambdós 

NLS contenen la seqüència consensus característica dels dominis NLS, quan es 

muten aquests dominis, únicament canvia la localització subcel·lular de CERKL si 

es muta l’NLS-2, el que indica que dels dos NLS presents a CERKL, l’NLS-2 és 

l’únic que media la importació nuclear [35]. Addicionalment, presenta també dos 

dominis d’exportació nuclear (NES), NES-1 està codificat entre els exons 6 i 7, i 

NES-2, entre els exons 12 i 13 (Figura 5) [44]. El fet que contingui aquests dos 

senyals d’exportació i importació del nucli suggereix que és una proteïna dinàmica, 

com ja veurem posteriorment, ja que té la capacitat d’entrar i sortir d’aquest 

compartiment subcel·lular.  

El domini plecstrina (PH) es troba a la part N-terminal de la proteïna i és el menys 

estudiat. Alguns estudis suggereixen que podria tenir una funció estructural o 

d'interacció proteïna-proteïna, més que d’ancoratge subcel·lular, com és habitual, 

(Figura 5) [44]. D’altra banda, el domini diacilgricerol cinasa (DAGK) és un dels 

dominis més ben estudiats i caracteritzats de CERKL ja que inicialment se li atribuia 

una funció cinasa. El domini DAGK presenta un 29% d’identitat nucleotídica i un 

50% de similitud proteica amb la ceramida cinasa o CERK, la cinasa de lípids més 

similar, filogenèticament, a CERKL i per la qual se li va atribuir el nom. De fet, 

anàlisis sistemàtics de la superfamília que conté el domini DAGK confirmaren que 

CERKL prové del grup de les cinases d’esfingosina (SPHKs). L’anàlisi d’homologia 

entre CERKL i CERK també va revelar l’existència d’un lloc d’unió a l’ATP a l’exó 

5. Malgrat totes les semblances i conservació dels dominis cinasa i d’unió a l’ATP 

amb CERK, el que suggereix que podria tenir una funció cinasa, i a pesar de 

múltiples esforços de diferents grups de recerca, mai no s’ha pogut demostrar que 

pugui exercir una funció cinasa, ni de lípids ni de proteïnes, així com tampoc s’ha 

trobat un possible substrat (Figura 5) [43], [45]. Finalment, s’ha descrit que la regió 

N-terminal de 256 aminoàcids és capaç d’interaccionar amb l’RNA, el que s’ha 

relacionat amb la capacitat de CERKL per formar ribonucleocomplexes [41]. 
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4.4 CERKL, un gen causant de distròfies de retina  

Des del descobriment de CERKL s’han descrit, fins al moment, més de 40 mutacions 

patogèniques diferents, sempre implicades en distròfies de retina recessives (Taula 

2). Les mutacions no-sinònimes són les més freqüents en aquest gen, tot i que no hi 

ha cap associació entre el tipus de mutacions –canvi de sentit o sense sentit– ni si es 

troben en homozigosi o doble heterozigosi, amb el fenotip observat. De fet, les 

mutacions a CERKL poden causar Retinosi Pigmentària, distròfia de cons i bastons, 

distròfia macular o altres patologies retinals. 

 

Mutacions no-sinònimes (canvi de sentit i sense sentit) de CERKL 

Mutació Localització 
Canvi 

d’aminoàcid 
Zigosi 

Distròfia 

retinal 

GAG-TAG c.193G>T p.E65* 
HM [46] 

HT [47] 

RCD, 

MD 

CGT-TGT c.316C>T p.R106C HT [46] arRP 

CGT-AGT c.316C>A p.R106S HM [48] arRP 

GGT-GAT c.356G>A p.G119D HT [49] CRD 

CTC-CGC c.365T>G p.L122R HM [50] RP 

TGC-TGG c.375C>G p.C125W HM [51] CRD 

CTA-CCA c.398T>C p.L133P HT [52] RP 

TGG-GGG c.451T>G p.W151G HT [53] RD 

CCG-CTG c.497C>T p.P166L HT [54] MD 

AAA-TAA c.598A>T p.K200* HT [55] RP 

CAG-TAG c.664C>T p.Q222* HT [56] arRP 

GAT-GTT c.674A>T p.D225V HT [57] RP 

GGA-AGA c.772G>A p.G258R HT [58] CRD 

CTG-CCG c.812T>C p.L271P HM [59] RP 

CGA-TGA c.847C>T p.R283* 
HM [33] 

HT [47] 
RP, CRD 

ATA-ACA c.890T>C p.I297T HM [60] RP, RCD 

TGC-TGA c.999C>A p.C333* HM [61] CRD 

CGA-TGA c.1090C>T p.R364* HM [62] 
CD, 

CRD 

TGT-TGA c.1164T>A p.C388* HT [63] RD 

CAG-TAG c.1270C>T p.Q424* HM [64] RP 

CGA-TGA c.1381C>T p.R461* HT [65] RP 

Taula 2. Classificació de les mutacions descrites en CERKL.  
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AGC-TGC c.1651A>T p.S551C HT [66] 
MD, CD, 

CRD 

Mutacions d’splicing de CERKL 

Mutació Localització Zigosi 
Distròfia 

retinal 

IVS1 ds G-A +1 c.238+1G>A HM [38] RD 

IVS2 ds T-G +2 c.481+2T>G HM [64] CRD 

IVS9 as T-A -3 c.1212-3T>A HT [67] RP 

IVS11 as C-G -3 c.1347-3C>G HT [68] RD 

IVS1 ds T-C +2 c.238+2T>C HT [69] RP, CRD 

Petites delecions de CERKL 

Mutació Localització 
Canvi 

d’aminoàcid 
Zigosi 

Distròfia 

retinal 

CACTT^139 

GATCTtATTAATTTAA 
c.420delT 

p.(Ile141 

Leufs*3) 
HT [55] RP 

ACTGT^149 

GACATatGGTTTAGACA 
c.450_451 delAT 

p.(Ile150 

Metfs*3) 
HM [70] CRD 

GTA^204ACAA_EI_ 

GTAagTAATTTTCAG 

c.613+4_613+5 

delAG 
 HT [68] RP 

TA^204ACAA_EI_ 

GTAAgtaaTTTTCAGAAT 

c.613+5_613+8 

delGTAA 
 HM [71] RP 

TTTTCTAG_IE_ 

TGtT^254GTCTGTGTT 
c.759delT 

p.(Val254 

Serfs*12) 
HT [53] RD 

AATGCT^278 

GGGAtGGAAACAGAC 
c.836delT 

p.(Met279 

Argfs*7) 
HT [72] RP 

GAATC^285 

CTGACtCCTGTCAGAG 
c.858delT 

p.(Pro287 

Leufs*10) 
HT [55] RP 

ATTGCAC^322 

ATTatAATGG_EI_GTAAG 
c.968_969delTA 

p.(Ile323 

Asnfs*46) 
HM [73]  

GTTCTCA^34 

8GCCatGTTTGGCTTT 

c.1045_1046 

delAT 

p.(Met349 

Valfs*20) 
HM [47] RD 

AAA^383CTTAA_EI_ 

GTaagtCTTTTTCTTA 

c.1151+3_1151+6 

delAAGT 
 HM [68] RP 

GCAGAA^387 

GACTgtGAAATATCAT 

c.1164_1165 

delTG 
p.(Cys388*) HT [74]  

CTGTT^493 

GAGGAaGTAAAAGTTC 
c.1482delA p.(Val495*) HM [75] RD 
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Petites insercions de CERKL 

Mutació Localització 
Canvi 

d’aminoàcid 
Zigosi 

Distròfia 

retinal 

GGGCATC^52 

TTCtGAGATCGGGA 
c.156_157insT p.(Glu53*) HM [72] RP 

GCGAG^66CGAGC 

gagcACTGCGGTGG 

c.197_200dup 

GAGC 

p.(Leu68 

Serfs*15) 
HT [67] 

MD, CD, 

CRD 

TGAGACT^490 

TACttacACTGTTGAGG 

c.1467_1470 

dupTTAC 

p.(Thr491 

Leufs*4) 
HM [76] RP 

ATCAGT^547 

CTTTctttATGGAGGAAG 

c.1639_1642 

dupCTTT 

p.(Tyr548 

Serfs*19) 
HT [52] RP 

Grans delecions de CERKL 

Mutació Localització Zigosi 
Distròfia 

retinal 

gDNA Exó 1-2 HT [77] RD 

gDNA Exó 2 HT [67] RP 

gDNA Exó 2 HT [68] 
MD, CD, 

CRD 

gDNA Exó 1 HT [69] RP, CRD 

gDNA Exó 2 HT [69] RP, CRD 

 

 

 

 

 

La primera mutació descrita a CERKL va ser la p.R283* l’any 2004 en una família 

espanyola. Aquesta mutació produeix un codó d’aturada prematur a l’exó 5, 

trencant el domini DAGK [33]. Posteriorment, aquesta mutació s’ha trobat en molts 

més casos, tant en homozigosi com en heterozigosi (essent els pacients heterozigots 

composts), de fet és la mutació més prevalent a Espanya –i en tot el món– i pot 

causar tant RP com CRD [74], [78]. Aquesta mutació afecta a un exó que presenta 

splicing alternatiu. 

En els últims quince anys, el nombre de mutacions patogèniques identificades a 

CERKL ha augmentat molt notablement. Entre les mutacions amb un fenotip més 

sever, trobem la mutació d’splicing de l’exó 1 (c.238 + 1 G >A), que provoca la 

ar: Autosòmic recessiu. HM: Homozigosi. HT: Heterozigosi. RD: Distròfia de retina. 

RP: Retinosi Pigmentària. CD: Distròfia de cons. CRD: Distròfia de cons i bastons. MD: 

Degeneració macular. Llistat de mutacions extretes de la base de dades Human Gene 

Mutation Database (HGMD) (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). 

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
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retenció de l‘intró 1 i la disrupció de tota la pauta de lectura, mutació identificada 

en una població iemenita. Aquesta mutació provoca una afectació macular molt 

severa i primerenca, i en alguns casos s’ha diagnosticat com a RP d'aparició precoç 

(early-onset RP) i en altres com a CRD [38]. Altres mutacions afecten a dominis 

funcionals de CERKL, com ara les mutacions p.R106C o p.R106S, localitzades al 

NLS-2 [48].  

En resum, CERKL presenta una gran varietat de mutacions que afecten tant als 

dominis seus dominis com a les regions d’splicing, etc. i el fenotip causat no depèn 

ni de la mutació, ni de si la mutació es troba en homozigosi o doble heterozigosi. 

Val a dir que les afectacions més comuns quan CERKL es troba mutat són la Retinosi 

Pigmentària, de la que ja hem parlat anteriorment, i en menor quantia, la Distròfia 

de cons i bastons. 

4.4.1 Distròfia de cons i bastons (CRD) 

La CRD té una prevalença d’1 cada 30.000-40.000 individus i es caracteritza per la 

mort dels fotoreceptors, primer els cons i després, els bastons (a diferència de l’RP 

en que primer moren els bastons i, posteriorment, els cons). Els seus símptomes 

acostumen a aparèixer durant l’adolescència o inclús a posteriori, entre els quals 

s'observa un decrement en l’agudesa visual i un increment en la sensibilitat a la llum 

(fotofòbia). Aquests trets normalment van lligats a una deficiència en la visió en 

color, punts cecs al centre del camp de visió i pèrdua parcial de la visió perifèrica. 

Amb el temps, els pacients desenvolupen ceguera nocturna i acaben perdent la visió 

completament a causa de la mort dels bastons. 

La CRD presenta una elevada heterogeneïtat genètica, amb més de 30 gens causals 

descrits que segueixen un patró d’herència mendeliana clàssic: autosòmic recessiu 

CRD (arCRD), autosòmic dominant CRD (adCRD) i CRD lligada al cromosoma 

X (X-CRD) encara que també pot presentar-se associada a síndromes, com són la 
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síndrome de Bardet-Biedl o l’atàxia espinocerebral del tipus 7 (SCA7). Els gens que 

causen CRD més freqüentment són: ABCA4, CRX, GUCY2D i RPGR [79]–[81]. 

 

5. Estrès cel·lular i malalties de la retina 

En l’homeòstasi tissular hi ha un equilibri entre la taxa de creixement cel·lular net i 

la taxa de mort [82]. Davant d’un estrès cel·lular, aquesta homeòstasi fisiològica es 

posa en risc pel que, depenent del tipus d’estrès cel·lular i la seva severitat, les 

respostes poden ser diverses. Essencialment, si l’estímul d’estrès no sobrepassa cert 

llindar, les cèl·lules poden enfrontar-s'hi, ja que disposen de mecanismes protectors 

davant estímuls d’estrès, els quals estan dissenyats per assegurar la supervivència 

cel·lular. Pel contrari, la incapacitat en activar o mantenir una resposta cel·lular 

efectiva de protecció, comporta l’activació de cascades de senyalització en resposta 

a l’estrès que, finalment, poden dur a la mort cel·lular [83]. 

Les cèl·lules responen a l’estrès de maneres molt variades, des de l'activació de vies 

que suporten la supervivència fins a vies que duen a la mort cel·lular programada 

per eliminar les cèl·lules que han estat danyades. La resposta inicial d’una cèl·lula 

enfront de l’estímul d’estrès és intentar defensar-se i recuperar-se davant l’estímul 

nociu. D’altre banda, si l’estímul persisteix o la cèl·lula no pot resoldre la situació, 

s'activen les vies de senyalització d’apoptosi o mort cel·lular. El fet que la 

supervivència cel·lular depengui críticament de l’habilitat adaptativa de generar una 

resposta adient davant estímuls intracel·lulars o d’estrès ambientals, podria explicar 

perquè aquestes respostes estan tan altament conservades en l’evolució [83], [84].  

Hi ha molts tipus diferents d’estrès i la resposta cel·lular dependrà del tipus i de la 

seva intensitat. Per exemple, respostes protectores, com ara la resposta heat shock o 

la resposta a proteïnes mal plegades, incrementa l’activitat de les proteïnes 

xaperones, el que millora la capacitat de les proteïnes per aconseguir la conformació 
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correcta i, per tant, contraresta els efectes de l’estrès i promou la supervivència 

cel·lular. La capacitat adaptativa cel·lular acaba determinant-ne el seu destí [83]. 

Si els mecanismes de supervivència no són suficient o no són exitosos, llavors els 

programes de mort cel·lular programada són activats per eliminar les cèl·lules 

danyades de l’organisme. Els mecanismes pels quals les cèl·lules moren poden ser 

diversos: apoptosi, necrosi, piroptosi o mort cel·lular autofàgica [83], [85]. 

5.1 Estrès oxidatiu (OS) i espècies reactives de l’oxigen (ROS) 

La supervivència cel·lular requereix unes proporcions adequades de molècules 

d’oxigen i antioxidants. Les espècies reactives de l’oxigen (ROS), com ara l’anió 

superòxid (O2
•-), el peròxid d’hidrogen (H2O2), el radical hidroxil (OH•), el radical 

peroxi, així com el segon missatger òxid nítric (NO•, que pot reaccionar amb l’anió 

superòxid per formar el peroxinitrat, ONOO-), són el tipus d’OS més presents a 

nivell cel·lular, tot i que hi ha molts altres estímuls que causen estrès oxidatiu. 

Normalment, existeix un equilibri entre les espècies pro-oxidants i els mecanismes 

de defensa antioxidants, entre els que es troben els enzims que metabolitzen les 

ROS, com ara la catalasa, la glutatió peroxidasa o les superòxid dismutases (SODs). 

L’OS es dona quan hi ha un desequilibri entre els agents oxidants i antioxidants, la 

qual cosa està a l'inici de diversos processos patològics. Malgrat que la majoria 

d’estímuls d’OS poden ser superats amb èxit per les cèl·lules, pertorbacions 

sostingudes d’aquest equilibri pot causar tant apoptosi com necrosi cel·lular [86]–

[89]. 

Les espècies reactives de l’oxigen es produeixen durant alguns processos enzimàtics 

i en les reaccions d’oxidació. La cadena respiratòria dels mitocondris és la font 

principal de producció de ROS. A la membrana interna dels mitocondris, els 

electrons són transportats i l’oxigen es converteix en aigua. Sota condicions 

d’hipòxia, aquest procés no es pot dur a terme completament, el que incrementa la 

producció d’anions superòxid (O2
•-). La nicotinamida adenina dinucleòtid fosfat 

(NADPH) oxidasa (NOX) és la font de les ROS, derivades principalment dels 
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anions superòxid provinents de reaccions enzimàtiques. Dins de la família NOX hi 

ha set oxidases, entre les que trobem NOX4, que pot produir anions superòxid i 

peròxid d’hidrogen. L’òxid nítric (NO) es produeix per una reacció seqüencial 

d’oxidació/reducció de la L-arginina a L-citrulina per la sintasa d’òxid nítric (NOS), 

de la que existeix la forma induïble (iNOS), la neuronal (nNOS) i l’endotelial 

(eNOS) [90].  

Aquests radicals lliures són molècules petites o ions que són reactius amb petites 

activacions d’energia i tenen una vida mitjana curta [91]. Hi ha molts agents 

ambientals que poden causar l’aparició de ROS, com ara la pol·lució, el fum (per 

exemple del tabac) i la llum del sol, encara que també poden formar-se en reaccions 

dins del propi cos, com ara en reaccions catabòliques incompletes, la destoxificació 

hepàtica o la producció d’energia [92]. Un increment intracel·lular dels nivells 

d’aquests agents oxidants presenta dos efectes: el dany de varis components 

cel·lulars, i l’activació de vies de senyalització específiques, els quals poden 

influenciar nombrosos processos cel·lulars lligats a l’envelliment i a les malalties 

relacionades amb l’envelliment [93]. L’OS pot danyar lípids, proteïnes, enzims, 

carbohidrats i el DNA de les cèl·lules, el que pot comportar la inducció de la mort 

cel·lular, ja que el DNA i l’RNA es fragmenten i els lípids es peroxiden. En humans, 

moltes malalties cardíaques, pulmonars i oculars estan associades amb aquests 

radicals lliures. Les conseqüències de l’OS són la base molecular, en concret, de 

molts tipus de càncer, de malalties neurodegeneratives, malalties cardiovasculars, 

diabetis i desordres autoimmunitaris (Figura 6) [94].  

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema de l’estrès 

oxidatiu, els seus efectes i del punt 

d'acció d'alguns antioxidants.  
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5.1.1 La pol·lució ambiental i el fum del tabac 

El fum i la pol·lució són elements exògens que porten toxines productores de ROS. 

En el cas del tabac, la nicotina promou la producció d’òxid nítric (NO) i incrementa 

els nivells de factors proangiogènics [95], mentre que el cadmi del tabac s’acumula 

a l’RPE i a la coroide, el que augmenta la producció de ROS [96]. Addicionalment, 

la hidroquinona (HQ), un oxidant natural present en molts aliments, plàstics i la 

pol·lució ambiental, també s’indueix amb el fum del tabac. Finalment, hi ha estudis 

que han demostrat que l’extracte del fum de les cigarretes (CSE) indueix alteracions 

en la integritat mitocondrial i causa un increment en la peroxidació de lípids i en la 

mort de les cèl·lules de l’RPE [90], [97]. 

5.1.2 Estrès lumínic 

Els humans són éssers diürns, pel que diàriament estan exposats a la llum solar, que 

provoca l’oxidació de proteïnes i lípids. La retina dels mamífers és especialment 

vulnerable a aquest tipus d’estrès. De fet, els fotoreceptors i l’RPE generen alts 

nivells de ROS a causa de diversos factors: I) els fotoreceptors estan contínuament 

exposats a la llum durant el dia i contenen diferents molècules fotosintetitzadores; 

II) ambdós tipus cel·lulars metabolitzen i treballen en condicions d’elevat oxigen, de 

fet, tota la retina es caracteritza per ser una gran consumidora d’oxigen; III) els discs 

membranosos dels fotoreceptors estan enriquits en àcids grassos poliinsaturats que 

són especialment susceptibles al dany per oxidació. El reciclatge dels discs dels 

fotoreceptors es duu a terme gràcies a que l’RPE els fagocita, pel que l’estrès oxidatiu 

genera que s’acumulin ROS no solament als fotoreceptors sinó també a l’RPE. La 

foto-oxidació provoca l’acumulació de lipofuscina, que és el producte de l’oxidació 

de lípids i lipoproteïnes que contenen fluoròfors foto-oxidables [98], [99]. Així 

doncs, l’estrès lumínic promou la mort cel·lular dels fotoreceptors i de la retina més 

interna [100], [101], així com pot afectar severament a la funció fagocítica de l’RPE 

[102]. 
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5.1.3 La inflamació 

La inflamació és un mecanisme de defensa natural contra patògens. Moltes 

malalties cròniques estan lligades a elevades produccions de ROS, resultat de l’OS i 

de l’oxidació de proteïnes. L’oxidació de proteïnes activa l’alliberament de 

molècules de senyalització inflamatòries, com ara la peroxiredoxina 2 (PRDX2). 

La relació entre l’OS i la inflamació ha estat molt ben estudiada al llarg dels anys, 

evidenciant que l’OS juga un paper patogènic clau en les malalties inflamatòries 

cròniques [103]. Un exemple clar és que les citosines pro-inflamatòries, com ara 

TNF-α, l’interleucina-1β o l’interferó-, indueixen la producció de ROS en cèl·lules 

de l’RPE humanes. De fet, aquestes citocines pro-inflamatòries estan sobre-

regulades als ulls de pacients afectats per glaucoma, degeneració macular associada 

a l’edat, retinopatia diabètica o oclusió de la vena retinal. En particular, les cèl·lules 

endotelials es troben afectades per la inflamació, ja que indueix canvis en el fenotips 

d’aquest tipus cel·lular, tot incrementant l’expressió de mediadors inflamatoris, 

citocines i l’activació d' iNOS [90]. 

5.1.4 Estrès del reticle endoplasmàtic (RE) 

El reticle endoplasmàtic (RE) és el compartiment cel·lular principal, encarregat de 

la biosíntesi i el plegament de proteïnes. Aquest orgànul cel·lular és un dels sensors 

cel·lulars principals en respondre a estímuls d’estrès. L’estrès del RE com a resultat 

de l’acumulació de proteïnes mal plegades permet l’activació de tres proteïnes 

transmembrana del RE amb activitat enzimàtica i senyalitzadora, l’inositol-requiring 

enzyme 1α (IRE1α), la PKR-like ER kinase (PERK) i el factor de transcripció 

activador 6 (ATF6), els quals inicien la resposta de les proteïnes mal plegades 

(UPR). Mentre que l’estrès transitori del RE pot ser superat amb la resposta UPR, 

la persistència d'aquest estímul causa l’expressió de gens de resposta inflamatòria 

[104], [105]. L’acumulació de proteïnes mal plegades té un paper molt important en 

el desenvolupament de malalties oculars tals com l’RP, MD o el glaucoma [104]. 



Introducció 

51 
 

5.1.5 El paper dels antioxidants: Efecte dual de l’NF-B i l’antioxidant NRF2 

Fins ara hem parlat de les ROS com agents tòxics per la viabilitat cel·lular, però si 

en parlem de manera més acurada, podríem dir que els ROS tenen un paper 

beneficiós quan es troben a baixos nivells en els processos d’inflamació o en la 

resposta immunitària, ja que són els responsables de l’activació de certes vies de 

protecció cel·lular davant d’un dany.  

Per tal que les ROS no superin un llindar perjudicial per la supervivència, la cèl·lula 

controla el balanç d’agents oxidants/antioxidants. L'organisme humà té diferents 

mecanismes per contrarestar l’OS, per exemple, produint antioxidants endògens o 

adquirint antioxidants exògens mitjançant el menjar o suplements. En ambdós 

casos, els antioxidants actuen com a cercadors i neutralitzadors de radicals lliures, 

per tal de prevenir i reparar els danys causats per les ROS i, així, millorar la defensa 

immunitària i reduir el risc de patir certes malalties. 

Per prevenir l’OS, les cèl·lules han de respondre a les ROS muntant un sistema de 

defensa antioxidant per a regular les reaccions redox i, per això, la producció de 

factors de transcripció específics és essencial en la determinació del perfil d’expressió 

gènica i la resposta cel·lular davant l’estrès oxidatiu [106], [107]. 

El factor de transcripció nuclear B (NF-B) pertany a una família de factors de 

transcripció (FTs) amb una importància central en la inflamació i la immunitat. NF-

B també juga un paper clau en altres processos, com ara el desenvolupament, el 

creixement cel·lular i la supervivència i la proliferació i, a més, està involucrat en 

moltes condicions patològiques. 

NF-B té un paper dual davant l’estrès oxidatiu. Malgrat que en la majoria dels 

casos actua com un agent antioxidant i promou la supervivència cel·lular també és 

ben conegut que pot tenir un paper oxidant i promoure la mort cel·lular. Una de les 

vies més importants d'actuació d’NF-B sobre els nivells de ROS és l'increment de 

l’expressió de proteïnes antioxidants, tals com les SODs, la ferritina de cadena 
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pesada, les tioredoxines, la glutatió peroxidasa, la dihidrol deshidrogenasa, entre 

altres, la funció de les quals és protegir davant l’estrès oxidatiu, reduint els seus 

productes o neutralitzant-los. D’altra banda, NF-B té un paper molt important en 

la inflamació, i alguns enzims que promouen la producció de ROS també són la 

diana d’NF-B, entre els que trobem NOX2, iNOS, nNOS o la ciclooxigenasa 2, 

tots ells caracteritzats per produir ROS i estar implicats en la resposta inflamatòria 

o immunitària, i en alguns casos aquesta activació pot comportar la mort cel·lular 

[108], [109]. 

D’altra banda, el nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) és un factor de 

transcripció que regula la defensa antioxidant. En condicions normals, NRF2 es 

troba al citoplasma interaccionant amb KEAP1, que afavoreix la seva degradació 

via proteasoma, per la qual cosa els seus nivells són baixos. Pel contrari, en 

condicions d’estrès oxidatiu, els seus nivells incrementen i es transloca al nucli, on 

dimeritza amb les proteïnes MAF i s’uneix als promotors de gens que codifiquen 

per agents antioxidants, com ara les SODs, la catalasa, la glutatió-S-transferasa que, 

en conjunt, tenen la funció de neutralitzar l’efecte de ROS [90]. 

NRF2 i NF-B regulen vies claus en un balanç cel·lular acurat de l’estat redox i les 

respostes a l’estrès i a la inflamació. La interacció entre aquestes dues vies succeeix 

a través de complexes interaccions moleculars que, sovint, depenen del tipus 

cel·lular i del context tissular. Aquestes interaccions operen a través de mecanismes 

transcripcionals i post-transcripcionals, tot permetent una fina sintonització de les 

respostes dinàmiques enfront d'un ambient canviant [109], [110]. 

5.2 Resposta cel·lular a l’estrès oxidatiu: formació de grànuls d’estrès (SG) i P-

bodies (PB) 

En resposta a l’estrès ambiental (calor, hiperosmoloraritat, estrès oxidatiu, etc.), les 

cèl·lules eucariotes aturen la síntesi de proteïnes de forma estereotipada per 

conservar l’energia anabòlica i reparar el dany induït per l’estrès. L’aturada de la 
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traducció és selectiva: mentre que la traducció de transcrits que s’expressen 

contínuament (gens housekeeping) s'atura, la traducció de transcrits induïts per 

l’estrès que codifiquen per heat shock proteins i altres proteïnes de resposta a estrès, o 

bé es manté, o bé s’afavoreix [111]. Per tal de protegir a aquells mRNAs que no 

seran traduïts, la cèl·lula inicia una cascada de senyalització per a la formació de 

grànuls d’estrès (SG), un conjunt de proteïnes que embolcallen als RNAs per tal de 

protegir-los quan hi ha un estímul d’estrès i que no siguin danyats. 

5.2.1 Els grànuls d’estrès (SG) 

Al cim de les cascades de senyalització responsables de la reprogramació de la 

traducció proteica en les cèl·lules estressades, es troba la família de cinases 

serina/treonina que serveixen com a sensors de l’estrès ambiental. Dins d’aquesta 

família, cal remarcar: I) PKR, una cinasa depenent de RNA de doble cadena que 

s’activa amb infeccions víriques, calor o irradiació per llum ultraviolada; II) 

PERK/PEK, una proteïna del RE que s’activa quan proteïnes mal plegades s’hi 

acumulen; III) GCN2, un sensor dels nivells d’aminoàcids dins de la cèl·lula que 

respon a la privació d’aminoàcids; i IV) HRI, una cinasa hemo-regulada que 

assegura la síntesi equilibrada de cadenes de globina i hemo durant la maduració 

dels eritròcits. Tots aquests sensors fosforil·len eIF2α, un component regulador crític 

del complex ternari (composat per eIF2αβ unit a tRNAiMet i GTP) que carrega 

l’iniciador tRNAiMet a sobre de la subunitat petita ribosòmica per a iniciar la síntesi 

de proteïnes. La fosforilació d'eIF2α inhibeix la traducció de proteïnes, ja que 

redueix la disponibilitat del complex eIF2-GTP-tRNAiMet [111].  

Quan la traducció s’inicia en absència d'eIF2-GTP-tRNAiMet, s’acobla un complex 

pre-iniciador deficient en eIF2/eIF5, que encalla el complex 48S* [112]. Els 

complexes pre-iniciadors deficients en eIF2/eIF5, juntament amb els seus mRNAs, 

són redirigits mitjançant un procés que requereix les proteïnes d’unió a l’RNA, TIA1 

i TIAR. Tant TIA1 com TIAR es concentren al nucli, tot i que tenen una localització 

dinàmica entre nucli i citoplasma.  
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En resposta a l’estrès cel·lular, TIA1 i TIAR s’acumulen al citoplasma, on 

ràpidament formen els agregats coneguts com a grànuls d’estrès (SG) [111]. Els SGs 

són orgànuls sense membrana que es comporten com a gotes lipídiques [113]. 

L’absència de la subunitat ribosòmica gran en aquests agregats va descartar que els 

SGs fossin llocs de traducció proteica durant l’estímul d’estrès. De la mateixa 

manera, la presència de la subunitat petita en aquests foci indica que podrien estar 

relacionats amb els polisomes, ja que la seva composició és molt semblant a la dels 

SGs. La traducció s’inicia, normalment, quan en el complex pre-iniciador eIF5 

hidrolitza GTP i els seus factors iniciadors són desplaçats per a permetre que la 

subunitat gran del ribosoma s’hi uneixi. L’acoblament addicional de ribosomes 

converteixen el complex RNA-proteïnes en un polisoma. En cèl·lules estressades, 

l’activació d’una o més cinases d’eIF2α causen la seva fosforilació que, 

conseqüentment, inhibeix eIF2B, el factor intercanviador de GTP/GDP que 

carrega el complex ternari eIF2 sobre la subunitat 40S que ja té unit el mRNA. La 

privació del complex eIF2-GTP-tRNAiMet inhibeix l’inici de la traducció. Sota 

aquestes condicions,  TIA1 i TIAR promouen l’acoblament del complex deficient 

eIF2/eIF5 que serà dirigit als SG. Proteïnes d’unió a l'RNA (com ara PABP) que 

poden tant promoure com inhibir l’estabilitat del mRNA també són reclutades als 

SGs, pel que el destí dels mRNAs serà determinat per l’activitat aquestes proteïnes. 

Els SGs són uns complexos altament dinàmics i el fet que els mRNAs entrin i surtin 

dels SGs fa que hi hagi un equilibri dinàmic entre polisomes i SGs (Figura 7) [111], 

[112], [114]. 
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Figura 7. Inici de la traducció en situació o no d'estrès. En condicions normals (fletxes 

verdes), eIF2B promou l’intercanvi GDP per GTP i permet que eIF2-GTP-tRNAiMet es 

carregui al complex 48S. Quan el complex ternari, està disponible el complex de pre-

iniciació canònic 48S s’acobla a l’extrem 5’ encaputxat de l’RNA. Un cop el codó 

d’iniciació és reconegut per l’anticodó tRNAMet, eIF5 promou la hidròlisi de GTP i els 

factors iniciadors inicials són desplaçats per la subunitat ribosòmica 60S. Quan 

ribosomes addicionals s’afegeixen al transcrit, el mRNA es converteix en un polisoma. 

En condicions d’estrès (fletxes vermelles), la fosforilació d’eIF2α inhibeix a eIF2B, 

esgotant les reserves de eIF2-GTP-tRNAiMet. Llavors, TIA és reclutat al complex pre-

iniciador no canònic 48S*, deficient en eIF2/eIF5, que no pot iniciar la traducció. 

L’agregació de TIA promou l’acumulació d’aquests complexos al citoplasma formant els 

grànuls d’estrès (SGs). Addicionalment, es recluten altres proteïnes d’unió a l'RNA, com 

ara PABP. Els SGs són molt dinàmics i els mRNAs entren i surten d’aquests complexos 

depenent de la necessitat de traducció, pel que estan en equilibri amb els polisomes.  
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Recentment, s’ha caracteritzat el transcriptoma insoluble de les proteïnes d’unió a 

l’RNA (RNP) en resposta a diferents tipus d’estrès, com ara l’estrès del RE, l’estrès 

oxidatiu produït amb un tòxic com l’arsenit sòdic, o un xoc de temperatura (heat 

shock), elucidant que hi ha una distribució dinàmica i diferencial dels RNAs entre la 

part soluble del citoplasma i els RNPs, depenent del tipus d’estrès [115]. 

Conseqüentment, el reclutament diferencial dels RNAs en els SGs podria ser un dels 

principals mecanismes pels quals la cèl·lula regula l’expressió gènica i el 

transcriptoma funcional durant l’estímul d’estrès. Una regulació defectiva de la 

dinàmica subcel·lular dels RNAs, com ara una acumulació excessiva d’SGs o 

grànuls d’RNP, així com mutacions a les proteïnes implicades en la formació dels 

RNPs, ha estat relacionat amb moltes malalties humanes, incloent-hi el càncer i 

malalties neurodegeneratives [115], [116]. Aquestes patologies solen implicar una 

situació continuada d’estrès a nivell cel·lular i, per tant, la relació entre la dinàmica 

de l'RNA i l’estrès podria ser clau per entendre els mecanismes patogènics d’aquestes 

malalties [115]. 

5.2.2 Els P-bodies (PB) 

Els P-bodies són un complex macromolecular citoplasmàtic i dinàmic composat per 

mRNAs traduccionalment inactius i per proteïnes involucrades en la repressió de la 

traducció i el recanvi del mRNA, com la 3’-desadenilació, 5’-desencaputxament, 

activitat exonucleasa 5’-3’, nonsense mediated decay (NMD) i silenciament de gens 

mediat per miRNA. Els PBs dels mamífers normalment contenen les proteïnes 

AGO1/3, DCP2, XRN4, EDC3, EIF4E-T, LSM1-7, SMG7, HNRNPM i CPEB1 i 

són visibles a nivell microscòpic, tant en condicions normals com d’estrès, tot i que 

l’estrès afavoreix que els complexos es facin més grans [114].  

Donada la concentració de factors de degradació d'RNA als PBs, inicialment es va 

creure que eren llocs de degradació d’mRNA però, recentment, s’han trobat 

evidències que els PBs no són exclusivament llocs de degradació dels mRNAs, sinó 

que també poden actuar com a lloc d’emmagatzematge dmRNAs reprimits, els 
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quals podrien ser alliberats i expressats segons les necessitats cel·lulars. El fet que hi 

hagin mRNAs intactes i factors de degradació d’RNA als PBs sembla contradictori, 

però reflexa la complexitat del control cel·lular que, d'una banda requereix 

producció de moltes proteïnes i, alhora, protecció d’mRNAs concrets per proteïnes 

específiques d’unió a l'RNA i repressors de la traducció que inhibeixen la seva 

degradació [114], [117], [118]. 

5.2.3 Paral·lelismes i diferències entre els SGs i els PBs 

Els PBs i els SGs comparteixen al voltant del 10-15% dels seus components proteics, 

incloent-hi moltes proteïnes d’unió a l'RNA, com ara AGO1/2, EDC3/4, eIF4E, 

LSM1/3, PATL1 [114]. Algunes de les característiques que comparteixen els PBs i 

els SGs: I) són agregats citoplasmàtics que no es troben embolcallats per membranes 

i presenten un comportament similar a les gotes lipídiques; II) tot i que els PBs estan 

sempre presents, ambdós, PBs i SGs, s’indueixen sota condicions d’estrès; III) la 

mida dels dos tipus de complexos depèn del transport retrògrad a través dels 

microtúbuls; IV) tant els PBs com els SGs estan en recanvi constant amb els 

polisomes per tal de regular la traducció proteica; V) com ja hem mencionat 

anteriorment, comparteixen una extensa llista de proteïnes que formen part 

d'ambdós complexos [119].  

Malgrat les moltes semblances que presenten, en realitat són complexos amb clares 

diferències. En condicions d’estrès es troben molt propers dins les cèl·lules, pel que 

es pensava que hi havia un intercanvi d’RNAs entre ells, però actualment s’ha vist 

que aquest intercanvi és molt infreqüent. Tot i que poden compartir els mateixos 

mRNAs, l’estat en que es troba l’RNA és diferent. En els SGs, els mRNAs estan 

poliadenilats, i el fet que es trobin units a eIF4 i a PABP suggereix que podrien 

estar circulars, mentre que als PBs, els mRNAs no es troben poliadenilats, de fet es 

creu que és un dels requeriments essencials en la formació inicial dels PBs. D'altra 

banda, les vies de senyalització que desencadenen la formació dels SGs o els PBs 

són diferents, la formació dels PBs està regulada per la MAPK, mentre que com ja 
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hem vist, la formació dels SGs està regulada per la fosforilació d'eIF2α. Encara que 

els dos complexos han estat altament estudiats al llarg del temps, encara queda 

bastant per ser descobert, especialment la seva funció, el repartiment dels mRNAs 

entre ells i la manera per la que alguns mRNAs són capaços d’escapar a la 

degradació en els PBs [114], [119]. 

5.3 Estrès oxidatiu: Causant de malalties oculars 

L’estrès oxidatiu és un factor important en el desenvolupament i la progressió de 

múltiples desordres neurodegeneratius –incloent-hi l’esclerosi lateral amiotròfica 

(ALS), el Parkinson, l’Alzheimer i la malaltia de Huntington– i també, en diferents 

malalties oculars. L’envelliment, les mutacions gèniques, i l’exposició excessiva a 

agents oxidants externs (com ara l’exposició a la llum) incrementen l’estrès oxidatiu 

a l’ull [90]. 

5.3.1 Malalties de la superfície ocular  

Malgrat que la lent i la retina són els principals elements de l’ull que es veuen afectats 

per l’estrès oxidatiu, la superfície de l’ull és l’àrea més exposada a l’ambient i, per 

tant, la primera barrera contra oxidants exògens. Una de les patologies més 

freqüents és la cojuntivitis al·lèrgica, causada per l’hipersensibilitat a certs tipus de 

pol·lens o a contaminants ambientals (fums dels cotxes, tabac, etc.), que 

incrementen la producció de ROS intracel·lular i desencadenen una cascada de 

senyalització encapçalada pels mastòcits, la qual acaba reclutant i acumulant 

cèl·lules del sistema inflamatori a la conjuntiva de l’ull [120], [121].  

Curiosament, una de les condicions més comuns associada a l’estrès oxidatiu a la 

superfície de l’ull és la resposta iatrogènica als col·liris que contenen clorur de 

benzalconi. Hi ha estudis que demostren que és un agent citotòxic que actua a través 

de l’activació del receptor de mort cel·lular P2X7, associat amb l’OS i l’apoptosi 

[121]. 
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Un element de la superfície de l’ull que està subjecte a elevats nivells d’OS i, 

conseqüentment, s’hi associen moltes malalties és la còrnia.  

- En la inflamació aguda de la còrnia, les ROS estan molt implicades. De fet, una 

de les teràpies emprades per curar les úlceres provocades durant la inflamació és 

l’aplicació d’antioxidants que continguin superòxid dismutasa [122]. 

- Pacients que pateixen d’ulls secs presenten marcadors de ROS, com ara la 

peroxidació de lípids i l’activitat mieloperoxidasa elevats, el que implica una 

resposta inflamatòria. Aquestes reaccions poden causar un dany sever a l’ull, ja 

que els radicals lliures i la inflamació estan involucrats en l’avenç de la malaltia 

dels ulls secs [123]. La lactoferrina, l’àcid ascòrbic, l’àcid úric i la cisteïna, 

antioxidants present a les llàgrimes, protegeixen a la superfície ocular de la 

radiació ultraviolada (UV), a més de protegir dels danys causats per la sequedat 

de l’ull [121], [124]. 

- El queratocon és una condició ocular en que la còrnia s’aprima progressivament 

cap endavant, recordant a la forma d’un con, el que causa dificultats visuals. La 

peroxidació de lípids i una capacitat antioxidant reduïda s'associen al 

desenvolupament d’aquesta patologia, el que suggereix que les ROS estan 

implicats en el seu desenvolupament [125]. 

- La distròfia endotelial de Fuch, caracteritzada per la pèrdua progressiva de 

cèl·lules endotelials de la còrnia, pot comportar queratopatia bullosa, ja que a 

causa de la disfunció endotelial es formen ampolles subepitelials plenes de líquid. 

En aquesta malaltia, la còrnia presenta peroxinitrat juntament amb peroxidació 

de lípids [126]. 

Diferents malalties de la còrnia estan relacionades amb el dany causat per l’estrès 

oxidatiu, no obstant, cada malaltia presenta un perfil de molècules de ROS 

produïdes diferent [127]. Una exposició perllongada a la UV provoca dany oxidatiu 

al DNA de les cèl·lules de la còrnia. L’estrès oxidatiu juga un paper molt important 

en la propagació del dany cel·lular, que acaba causant malalties com les que ja hem 

descrit, entre altres com la conjuctivocalasis, excés de plegaments a la conjuntiva 
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entre el globus ocular i el lacrimal, i el dany epitelial causat per la llum UV i el tabac. 

Endemés, l’OS s’ha vist implicat en la patogènesi i la patofisiologia de malalties 

cornials com ara el pterigió, un creixement anormal per la inflamació del teixit de 

la conjuntiva que tendeix a dirigir-se cap a la còrnia, provocant l'aparició de 

queratocon i tot un conjunt de condicions inflamatòries, metabòliques, 

degeneratives i iatrogèniques [94], [121]. 

5.3.2 Malalties de la lent 

Una de les malalties més freqüents que afecten a la lent són les cataractes, 

caracteritzades per l’opacitat progressiva del cristal·lí. Tot i que poden tenir un 

origen congènit, en la majoria dels casos es troben associades a l’envelliment. Hi ha 

tres tipus de cataractes diferents segons on apareix l’opacitat: –Cataracta 

subcapsular posterior, en que les cèl·lules epitelials posteriors de la lent migren a 

l’equador; –Cataracta Morgagniana, en que s’acumula fluid eosinofílic entre les 

cèl·lules de la lent, el que porta al desplaçament i la degeneració de les cèl·lules de 

la vora; i –Cataracta d’anell de Soemmering, caracteritzada per presentar una forma 

de donut a causa de la pèrdua del nucli de la lent i la major part del còrtex anterior i 

posterior, a més de presentar cèl·lules proliferatives epitelials a la perifèria i a 

l’equador de la lent (Pernick N. Lens and vitreous: cataract. PathologyOutlines.com 

website. https://www.pathologyoutlines.com/topic/eyelenscataract.html). 

Caldria esperar que a la lent no hi hagués el problema acusat de l’estrès oxidatiu, ja 

que presenta una baixa taxa metabòlica i hi ha pocs mitocondris però, de fet, és el 

teixit que probablement pateix més OS en el cos. El major causant és la fotooxidació 

produïda per l’exposició constant a la llum, que no solament danya el DNA sinó 

que oxida els grups tiol de la lent a ponts disulfur, tot resultant en l’agregació 

proteica que provoca cataractes. A la lent, la protecció a la llum UV es basa en un 

grup de molècules sintetitzades a partir del triptòfan, essent el principal protector el 

glucòsid 3-hidroxiquinurènic. Aquest glucòsid és danyat al ser irradiat pels rajos UV 

i és destoxificat per agents antioxidants, que protegeixen a les cèl·lules de la lent del 

https://www.pathologyoutlines.com/topic/eyelenscataract.html
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dany. Aquesta protecció és important, atès que el cristal·lí no regenera. Aquests 

filtres moleculars que protegeixen a la lent de la radiació UV, no són específics 

solament de la lent humana sinó també dels primats [128]. 

La proteïna α-cristal·lina present a la lent no té una paper merament estructural sinó 

que actua com a xaperona i controla el plegament de les proteïnes. La lent es troba 

en un medi aquós, pel que el mal plegament de les proteïnes pot comportar la seva 

agregació i fer que la lent es torni opaca. Canvis en la composició proteica així com 

en les modificacions post-traduccionals de les proteïnes, com ara la glicosilació, 

oxidació o desamidació poden provocar l’aparició de cataractes [121], [129]. 

La peroxidació dels lípids de les membranes cel·lulars de la lent també és un factor 

que promou l’aparició de cataractes, ja que molts efectes de l’OS es deuen a canvis 

en la composició lipídica que actuen com a segons missatgers tòxics [94], [121], 

[130]. 

5.3.3 Malalties de la retina 

El glaucoma 

L’estrès oxidatiu danya el DNA de la xarxa trabecular (TM). La TM, una xarxa de 

teixits esponjosos situats al voltant de la base de la còrnia prop del cos ciliar, és la 

responsable del drenatge de l'humor aquós des de la cambra anterior de l'ull. L’OS 

pot causar canvis crònics en l’humor aquós i vitri. A més, en pacients afectats per 

glaucoma s’ha trobat un increment en l’expressió de NOS i nitrosina a la TM [94]. 

El glaucoma no solament afecta a la TM, sinó que és una retinopatia òptica, en la 

que es veu afectat el nervi òptic i la pèrdua de cèl·lules ganglionars. El dany axonal 

causat per l’increment de la pressió ocular que desemboca en l’apoptosi de les 

cèl·lules ganglionar provoca la generació de ROS, que llavors contribueixen a la 

mort de cèl·lules ganglionars que no havien estat danyades per la pressió ocular. Les 

ROS poden actuar com a molècules de senyalització cel·lular, el que comporta una 

disfunció de les cèl·lules de la glia i una estimulació de la presentació d'antígens. 

https://ca.wikipedia.org/wiki/Teixit_(biologia)
https://ca.wikipedia.org/wiki/C%C3%B2rnia
https://ca.wikipedia.org/wiki/Cos_ciliar
https://ca.wikipedia.org/wiki/Drenatge
https://ca.wikipedia.org/wiki/Humor_aqu%C3%B3s
https://ca.wikipedia.org/wiki/Cambra_anterior
https://ca.wikipedia.org/wiki/Ull_hum%C3%A0
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Tanmateix, la pressió intraocular és el factor més important en la mort de les 

cèl·lules ganglionars en el glaucoma, encara que factors vasculars que promouen 

una reducció en la perfusió del disc òptic –el que es tradueix en hipòxia– activen 

l’expressió de molts gens tant a la retina com en el nervi òptic que, juntament amb 

les ROS, afavoreixen la progressió del glaucoma [121]. 

Degeneració macular associada a l’edat (AMD) 

L’AMD és una de les principals causes de ceguera als països desenvolupats, 

caracteritzada per la pèrdua de cèl·lules de l’RPE i fotoreceptores a la zona de la 

màcula. L’AMD es caracteritza per la presència de deposicions extracel·lulars, 

conegudes com a druses, entre la membrana de Bruch i l’RPE [131]. L’RPE és molt 

propens a presentar ROS degut a l’elevada taxa metabòlica. A més, les cèl·lules 

també estan exposades a les ROS com a conseqüència de l’acumulació d’ions de 

ferro, l’exposició a la llum solar o al fum del tabac. El pigment macular format per 

dos dihidroxicarotenoids, la luteïna i la zexantina, és una barrera natural que 

protegeix a la màcula enfront de l’OS [94]. Sovint, en estadis inicials d’AMD 

s’observa dany l’RPE, però no s’ha pogut establir un clar vincle entre el dany directe 

de l’RPE causat per l’estrès oxidatiu amb la progressió de l’AMD [132], tot i haver 

casos en que s’han trobat productes finals de glicació avançada (AGEs) i adductes 

de carboxietilpirrol produïts per l’oxidació d’àcids grassos a les puntes dels 

fotoreceptors, a les druses [131]. A més, les cèl·lules de l’RPE danyades per les ROS 

alliberen citocines i quimiocines que recluten i activen a les cèl·lules dendrítiques de 

la coroide; aquestes amplifiquen el procés inflamatori mitjançant el contacte cèl·lula-

cèl·lula, el que condueix a un estat crònic d’inflamació que es considera clau en la 

patogenicitat de l’AMD [133].  

Retinosi Pigmentària (RP) 

L’RP té un origen genètic però l’OS juga un paper en la seva patogènesi. En els 

últims anys s’ha demostrat el tractament amb antioxidants preserva durant més 

temps la funció dels cons i, a més, es perllonga la supervivència dels bastons. 
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Aquests estudis demostraren que l’OS provinent del metabolisme, com ara la 

peroxidació lipídica o el dany al DNA, així com provinent de factors exògens, com 

ara la llum, contribueix a la mort dels fotoreceptors. A més, la pròpia mort dels 

bastons causa que hi hagi una major quantitat d’oxigen al teixit, el que 

progressivament produeix dany oxidatiu i afavoreix la mort dels cons. Finalment, 

les NOX tenen un paper essencial en l’estrès oxidatiu que promou la mort dels cons 

[94], [134], [135]. 

Retinopatia diabètica (DR) 

La DR és una de les complicacions més comuns de la Diabetis mellitus. No s’ha 

determinat completament el mecanisme pel qual nivells elevats de glucosa causen 

ceguera. La hiperglicèmia crònica permet una sèrie de canvis bioquímics entre els 

que trobem l’activació de la proteïna cinasa C, l’acumulació de poliols a través de la 

via de la reductasa d’aldoses, un increment en la producció d’AGEs i la 

sobreproducció de radicals lliures. Aquests radicals lliures es generen a partir de 

reaccions d’auto-oxidació de sucres i adductes de sucres conjugats a proteïnes. 

Aquests canvis metabòlics incrementen les citocines pro-inflamatòries, les 

quimiocines i altres mediadors de la resposta inflamatòria, que estimulen un influx 

de leucòcits i alteren la permeabilitat vascular, el que en conjunt afavoreix la 

degeneració de la retina [94], [133]. 

Retinopatia òptica de Leber (LHON) 

La LHON és potser l’exemple més clar de retinopatia associada a l’estrès oxidatiu. 

Aquesta malaltia es caracteritza per la degeneració de les cèl·lules ganglionars 

causada per la mutació en algun dels gens mitocondrials que codifiquen per la 

NADH deshidrogenasa de la cadena de fosforilació oxidativa als mitocondris. 

Aquestes mutacions provoquen un decrement en la síntesi d’ATP i incrementen 

l’estrès oxidatiu. L’apoptosi de les cèl·lules ganglionars està relacionada amb un 

transport defectuós de glutamat i un increment en les ROS causat per la disrupció 

de la cadena de transferència d’electrons mitocondrial [121], [136]. 
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6. Models animals, cèl·lules humanes pluripotents induïdes 

(hiPSCs) i estratègies de teràpia  

Les distròfies de retina no són exclusives dels humans i han estat descrites en altres 

mamífers. En aquesta Tesi ens centrarem en els models animals que s’han descrit 

per a l’RP, tant models animals naturals que s’han generat espontàniament a la 

naturalesa, com models animals generats gràcies a la manipulació genètica, el que 

permet l’estudi de qualsevol mutació i la seva patogenicitat, així com establir noves 

estratègies terapèutiques [137]. 

Els models animals per a estudiar la retina poden ser molt diversos, des del peix 

zebra i el gripau africà Xenopus, fins a rates i ratolins, gossos i micos. El model 

animal més utilitzat és el ratolí, ja que és un organisme fàcilment manipulable 

genèticament, permet l’estudi en grans grups i, a més, té una esperança de vida 

d’aproximadament dos anys, pel que es pot estudiar amb facilitat la 

neurodegeneració de la retina, un procés que en humans triga dècades en produir-

se. Malgrat que molts dels gens murins tenen el seu homòleg en humans, hi ha 

diferències genètiques i metabòliques remarcables entre humans i ratolins, 

tanmateix el model animal és una eina d’aproximació que ens ajuda a entendre 

millor el comportament o la funció dels gens i les vies de senyalització.  

6.1 Models animals murins d’RP 

A la naturalesa s’han identificat soques de ratolins mutants que presenten 

degeneració de la retina i s’ha aprofitat per estudiar-ne la malaltia en funció del gen 

que tingueren mutat. D’altra banda, gràcies als avenços de l’enginyeria genètica 

s’han pogut generar models animals de manera artificial. Aquestes tècniques han 

permès generar models delecionant el gen sencer o trencant-ne la pauta de lectura, 

per tal d'eliminar l’expressió del gen i generar el que es coneix com a knockout (KO). 

En el cas que el que interessa és estudiar l’efecte de mutacions concretes, l’enginyeria 

genètica permet introduir mutacions puntuals, per exemple, en els models animals 
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knockin (KI). A la Taula 3 es mostra el llistat de ratolins transgènics naturals de 

degeneració retinal i ratolins generats per estratègies d'enginyeria genètica, essent la 

diana, els gens causant d’RP fins al moment. 

 

Models murins naturals de degeneració retinal 

Gen Soca Mutació Fenotip 

Agtpbp1 pcd - 

Als 18-25 dies comencen a aparèixer 

cèl·lules picnòtiques als fotoreceptors, el 

que causa la seva degeneració; al cap 

d’un any, els fotoreceptors han degenerat 

completament [138]. 

Cacna1f nob2 

Inserció d’un 

element transposable 

a l’exó 2 

Anormalitats funcionals i estructurals de 

la retina [19]. 

Cep290 rd16 

Deleció en pauta de 

298 aa als exons 35-

39 

Degeneració molt ràpida, a les sis 

setmanes ja no hi ha resposta 

electrofisiològica [139]. 

Cln6 nclf 

Inserció d’1 bp a 

l’exó 4, que genera 

canvi de pauta de 

lectura a p.P102 

Degeneració de la ONL a partir dels 

quatre mesos; als nou mesos la retina està 

completament atrofiada [138], [140], 

[141]. 

Cln8 mnd Inserció d’1 bp 

Degeneració retina severa a partir de 

P15, amb una greu afectació a la capa 

dels fotoreceptors [142]. 

Cnga3 cpfl5 T165A 
Degeneració dels cons amb migració dels 

cossos del cons a l'OPL [143] 

Col2a1 sedc R1417C Retinòsquisi [144]. 

Crb1 rd8 
Deleció d’1 bp a 

l’exó 9 (nt 3481) 

Degeneració progressiva i lenta de la 

retina. L’electrofisiologia es manté 

estable un any [139], [145]. 

Dcc rd14 - 
Degeneració lenta de la retina amb 

aparició de punts blancs [19].  

Gnat1 rd17 

Deleció de 57 bp a 

l'intró 4 del gen 

transducina α, altera 

lloc donador 

d’splicing i causa 

truncament prematur 

proteïna 

Degeneració lenta de la retina i resposta 

electrofisiològica pobre [146]. 

Gnat2 cpfl3 

Inserció de 4 bp a 

l’exó 7, genera un 

canvi de pauta de 

lectura 

Model de degeneració de la retina amb 

electrofisiologia indetectable a les 9 

setmanes. Model d’acromatòpsia [147]. 

Taula 3. Models murins naturals de degeneració retinals i models murins transgènics de 

gens que causen RP.  
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Gnb1 rd4 
Inversió en el 

cromosoma 4 

Letal en homozigosi. En heterozigosi, hi 

ha una degeneració de la ONL als 10 

dies, que desapareix a les 6 setmanes 

completament [148]. 

Grm6 nob3 

Canvi de C per T a 

l’intró 1 generant un 

nou donador 

d’splicing, inserta 65 

nt entre l’exó 1 i 2 

Anormalitats funcionals i estructurals de 

la retina [19]. 

Gucy2e cpfl9 
Deleció de 25 bp a 

l’exó 9 

A les tres setmanes, la resposta 

electrofisiògica del cons es veu molt 

afectada, i als 11 mesos, el bastons també 

es veuen afectats [149]. 

Hcn1 cpfl6 - 

Degeneració de la retina d’inici precoç, 

però de lenta progressió, on primer 

degeneren els cons i, posteriorment, els 

bastons [150]. 

Lpcat1 rd11 

Inserció d’1 bp i 

canvi de pauta de 

lectura 

Ràpida degeneració dels fotoreceptors, 

primer dels bastons, seguit dels cons 

[151]. 

Mdm1 arrd2 R399X 

Degeneració lenta de la retina, als 14 

mesos presenten atenuació dels vasos 

sanguinis i atròfia de l’RPE; als 24 mesos 

els fotoreceptors han degenerat 

completament [152]. 

Mfrp rd6 Deleció de l’exó 4 

Degeneració lenta i progressiva dels cons 

i dels bastons. Presenten una aparició de 

dipòsits subretinals al llarg de la retina 

[153]. 

Mitf vitiligo D222N 
Degeneració progressiva de la retina amb 

una gradual despigmentació [138], [154].  

Nr2e3 rd7 

Inserció d’un 

retrotransposó LINE 

(L1) a l’exó 5 

Lenta degeneració de la retina, tot i que 

presenten un increment en la quantitat de 

cons que expressen S-opsina. S’assembla 

a ESCS en humans [139], [155]. 

Pax2 krd 
Deleció gran al 

cromosoma 9 
Reducció en el nombre de cèl·lules de la 

retina [156]. 

Pde6b rd1 Y347X 

Degeneració dels bastons durant les 

primeres setmanes de vida, tot i que els 

cons també acaben degenerant [157]. 

Pde6b rd10 R560C 

Degeneració de la retina, a partir de les 3 

setmanes es detecten alteracions i als dos 

mesos ja no es detecta activitat 

electrofisiològica [138], [139]. 

Pde6c cpfl1 

Inserció de 116 bp 

entre els exons 4 i 5 i 

deleció d’1 bp a 

l’intró 7 

Degeneració completa dels cons des de 

les 3 setmanes, però no dels bastons. 

S’assembla molt a l’acromatòpsia 

humana [138], [158]. 
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Prom rd19 

Transversió d’una 

A>T que genera un 

codó d’aturada 

Vasos sanguinis atenuats a les 2 setmanes 

i el 20-30% dels fotoreceptors degenerats 

a les tres setmanes. La degeneració és 

lenta [19]. 

Prph2 rd2 
Inserció de 9,2 Kb a 

l’exó 2 

Degeneració lenta dels fotoreceptors a 

partir de les 7 setmanes de vida. A l’any, 

ja no tenen ONL [138], [159]. 

Rd3 rd3 R107X 

Degeneració severa de la capa dels 

fotoreceptors a partir de la segona 

setmana; a partir de la vuitena setmana, 

els fotoreceptors han desaparegut, 

s’assembla molt a la LCA [160]. 

Rpe65 rd12 R44X 

Degeneració retinal a partir dels cinc 

mesos; amb els temps, l’electrofisiologia 

es veu atenuada [161]. 

Rpgr-

ORF15 
rd9 

Duplicació de 32 bp 

a l’ORF-15 que 

genera un codó 

d’aturada prematur 

Degeneració progressiva de la retina 

interna, així com dels cons i dels bastons, 

a partir de les 6 setmanes. S’assembla 

molt a l’RP [162]. 

Rpl24 bst 

Deleció de 4 bp al 

primer intró, que 

causa la seva 

retenció 

Atròfia òptica [19]. 

Tub rd5 

Mutació G>T a la 

posició 18.626 del 

gen, trenca lloc 

donador d’splicing, 

trunca 44 aa proteïna  

Als cinc mesos hi ha una atenuació dels 

vasos sanguinis de la retina i pèrdua de 

l’RPE; a partir dels 6 mesos, la retina 

degenera juntament amb una pèrdua 

d’audició [138], [139]. 

Tulp1 rd18 - Degeneració de la retina [19]. 

>10 gens 

candidats 
nr Cromosoma 8 

Degeneració ràpida dels fotoreceptors 

fins a P13-P19; posteriorment, és més 

gradual [163], [164]. 

- Cpfl2 - 

Degeneració dels cons als 4 mesos i dels 

bastons als 8 mesos; model 

d’acromatòpsia i distròfia progressiva 

dels cons, a més presenten rosetes a la 

retina central [165]. 

- cpfl4 - 

Degeneració dels cons als 4 mesos i dels 

bastons als 8 mesos, model 

d’acromatòpsia i distròfia progressiva 

dels cons [166]. 

- cpfl7 - 
Degeneració retinal a partir dels tres 

mesos [167]. 

- rd15 - 
Degeneració de la retina amb distròfia de 

la OPL [168]. 
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Models murins artificials dels gens d’RP 

Gen Transgènic Fenotip 

Abca4 KO 

Disrupció del gen Abcr. Els ratolins presenten retard en 

l’adaptació a la foscor, increment de all-trans-retinaldehid i 

elevats nivells de fosfatidiletanolamida als OS [169]. 

Adipor1 KO Afectació severa de la retina i de la visió [170]. 

Agbl5 KO 
Afectació en l’espermatogènesi, compromet la fertilitat 

masculina [171]. 

Ahr KO 

Els ratolins presenten infertilitat, anormalitats en el fetge, i 

defectes cardiovasculars; les retines no presenten major 

afectació, tot i que a nivell ocular tenen nistagmus [172]. 

Arl2bp KO 
Decrement de la funció dels fotoreceptors als 16 dies, a més 

d’estar altament desorganitzats [173]. 

Arl3 KO 
Mal desenvolupament de les cèl·lules fotoreceptores de l’OS, 

seguit d’una ràpida degeneració [174]. 

Arl6 KO 
Model de BBS, els ratolins presenten degeneració de la retina, 

entre altres trets fenotípics  [175], [176]. 

Bbs2 KO Degeneració de la retina, obesitat i cists renals [177]. 

Best 1 KI Acumulació de lipofuscina a l’RPE [178]. 

Ca4 KO Són ratolins menys viables i neixen menys femelles [179]. 

Cerkl 

KD 

(deleció 

exó 5) 

Cap fenotip aparent a la retina respecte a la producció de Cer 

i Cer-1-P [180]. 

KD 

(deleció 

promotor i 

exó 1) 

Alteració en l’electrofisiologia de les cèl·lules ganglionars 

[181]. 

Clrn1 KO 
No desenvolupen un fenotip de retina, el fenotip que 

s’observa està associat a la còclea [182]. 

C2orf71 KO Degeneració retinal ràpida i severa [183]. 

Cngb1 KO 
Degeneració progressiva i lenta de la retina causada per mort 

cel·lular i gliosi [184]. 

Crb1 

KI Degeneració de la retina a partir de 18 mesos [185]. 

KO 
Desorganització de la retina i severa degeneració, model de 

LCA [185]. 

Crx 

KI 
Degeneració de la retina, segons la mutació introduïda i la 

zigosi, la progressió és més o menys ràpida [186]. 

KO 
Degeneració molt severa de la retina a estadis molt 

primerencs [187]. 

Dhdds 

KI 
Als 3 mesos d’edat els ratolins presenten degeneració retinal, 

amb una reducció dels OS i del gruix de la ONL [188] 

KO 
El KO total és letal, pel que es va generar el KO condicional, 

on sol mancava el gen als fotoreceptors [189].  

Fam161a KO 
Degeneració progressiva de la retina i pèrdua de la visió 

[190]. 

Fscn2 KO Degeneració de la retina a les 24 setmanes [191]. 
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Guca1b KO 

Els bastons del model són més fotosensibles que els dels 

animals controls i triguen més a recuperar-se després de rebre 

llum [192]. 

Hgsnat KO 

No presenta cap fenotip de retina. Estudis sobre teixit 

neuronal que presenta defectes mitocondrials i inflamació 

[193]. 

Idh3b KO/KI 

El KO és letal. El KI presenta degeneració retinal a edat 

avançada del ratolí; l’heterozigot compost té una degeneració 

més severa que el KI [194]. 

Ift172 KO 

Degeneració ràpida de la retina, al mes els fotoreceptors ja no 

responen electrofisològicament als dos mesos, l'ONL ha 

desaparegut per complet [195]. 

Impdh1 KO 
Degeneració progressiva de la retina, la resposta 

electrofisiològica encara és normal als 12 mesos [196]. 

Impg1 KO No mostra defectes retinals estructurals ni funcionals [197]. 

Impg2 KO 

Deslocalització de les opsines, interacció defectuosa entre la 

retina i l’RPE i degeneració de la resposta electrofisiològica a 

partir dels 8 mesos [197]. 

Lrat KO 
Els OS dels fotoreceptors presenten un 35% d’escurçament i 

la resposta electrofisològica es veu reduïda a edat jove [198]. 

Mertk KO 
Degeneració ràpida i progressiva de la retina amb absència de 

fagosomes a l’RPE [199]. 

Neurod1 KO 

El KO és letal. Es genera un knockout condicional en el que 

s’observa una completa degeneració dels fotoreceptors als 

quatre mesos [200]. 

Nr2e3 KO 
Retines amb menys nombre de nuclis a la ONL i formació de 

rosetes, també excés de cons, essent un model de ESCS [201]. 

Nrl KO Retines amb absència completa de bastons [202]. 

Ofd1 KO Els ratolins presenten malformacions severes [203]. 

Pde6a ENU Degeneració dels fotoreceptors [204]. 

Pde6b KO 
Degeneració severa de la retina a les tres setmanes de vida 

[205]. 

Pde6g 

KI Model de nictalopatia estacionària [206]. 

KO 
Degeneració severa i ràpida de la retina amb manca de 

bastons [207]. 

Pomgnt1 KO 
Desenvolupament de l’ull anormal, amb defectes a la retina i 

el nervi òptic [208]. 

Prcd KO 
Degeneració lenta i progressiva de la retina a partir de les 20 

setmanes [209]. 

Prpf3 

KI Els ratolins mostren alteracions en l’RPE [210]. 

KO 
La deleció del gen és letal en homozigosi. Els heterozigots no 

mostren alteracions en els fotoreceptors [211]. 

Prpf8 KI Els ratolins mostren alteracions en l’RPE [210]. 

Prpf31 
KI 

En homozigosi la mutació introduïda és letal. En 

heterozigosi, els ratolins mostren alteracions en l’RPE [210]. 

KO Els ratolins mostren alteracions en l’RPE [210]. 

Rbp3 KO Degeneració de la retina [212]. 
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Rdh12 KO Els ratolins no presenten un fenotip retinal aparent [213]. 

Reep6 KO 
Degeneració retinal, increment en el nombre de mitocondris 

i expansió del reticle endoplasmàtic [214]. 

Rgr KO 
Afectació molt subtil en la resposta electrofisiològica, 

diferències en la capacitat adaptativa a la foscor [215]. 

Rho 

KI 

La introducció de la mutació P23H permet que els bastons es 

desenvolupin normalment, però els OSs són més curts. Hi ha 

una degeneració progressiva dels fotoreceptors [216]. 

KI 
Degeneració severa de la retina quan presenten la mutació 

P347S [217]. 

KI 
Introducció de GFP al locus de Rho causa una degeneració 

dels discs membranosos dels fotoreceptors [218]. 

KI 
La mutació Q344X causa que la transducció sigui lenta, com 

també és lenta la degeneració de la retina [219]. 

KO 
L’estructura de la retina es preserva intacta, tot i que els 

bastons són totalment no funcionals [220]. 

Rlbp1 KO 
No hi ha degeneració de la retina, tot i que l’adaptació a la 

foscor és més lenta [221]. 

Rom1 KO 
Els discs dels fotoreceptors presenten una elevada 

desorganització i moren lentament [222]. 

Rp1 
KI 

Q662X causa una degeneració de la retina caracteritzada per 

la desorganització dels fotoreceptors [223]. 

KO A partir del dia 7 les retines presenten alteracions [224]. 

Rp1l1 KO Degeneració suau i lenta dels fotoreceptors [225]. 

Rp2 KO 
Degeneració molt lenta de la retina amb cap alteració severa 

[226]. 

Rpe65 
KI 

R91W presenten molta dificultat per recuperar-se de 

l’adaptació a la foscor; preserven l’estructura de la retina, tot 

i que s’hi acumulen retinil èsters [227]. 

KO Degeneració progressiva de la retina [228]. 

Rpgr KO Degeneració molt subtil dels fotoreceptors [229]. 

Sag KO 

Les retines són més fotosensibles i la resposta 

electrofisiològica és normal pels cons, però anormal pels 

bastons [230]. 

Sema4a KO 
A les 14 setmanes els ratolins presenten una degeneració 

severa de la retina i atenuació dels vasos sanguinis [231]. 

Slc7a14 KO 
Degeneració de la retina amb una resposta electrofisiològica 

anormal [232]. 

Snrnp200 KO Letal embrionari en homozigosi [233]. 

Spata7 KO 
Degeneració de la retina a partir del dia 15 de vida, amb 

desorganització dels OSs [234]. 

Ttc8 KO 
Degeneració molt severa als 25 dies, però no progressa amb 

el temps [235]. 

Topors KO 
Elevada taxa de mortalitat perinatal i transformacions 

malignes en molts teixits [236]. 

Tulp1 KO 
Degeneració molt ràpida de la retina causada per una mort 

accelerada dels fotoreceptors [237]. 
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Ush2a KO 
Degeneració progressiva de la retina acompanyada d’una 

sordesa moderada que no progressa [238]. 

 

 

 

 

Actualment, gràcies als avenços en l’enginyeria genètica i al descobriment de 

CRISPR/Cas9 i les seves aplicacions, es poden generar models animals de casi 

qualsevol gen, molt fàcilment i a un cost raonable. Dels gens causants d’RP que no 

es troben a la Taula 3, segurament existeix algun altre model generat per cases 

comercials, però cap grup de científics l’ha utilitzat per estudiar-ne el fenotip. Com 

es pot observar en alguns casos concrets que s’ha generat el model animal per un 

gen específic, no s'ha descrit cap fenotip de retina, o bé no s’ha estudiat en aquell cas 

concret, com és el cas d’Agbl5, en el que els animals presenten problemes en 

l’espermatogènesi, la qual cosa no significa que no tinguin un problema de 

degeneració de la retina, sinó que probablement no hagi estat de l’interès del grup 

que l’ha generat i no l’ha estudiat. Pel que fa a les semblances entre la malaltia 

humana i el model de ratolí, trobem que segons la mutació puntual o el knockout 

generat tenen un fenotip semblant tot i que, de vegades, és notablement més sever o 

més moderat. Malgrat aquestes diferències, els models animals són una eina 

d’aproximació molt útil que permet estudiar en profunditat, no solament l’efecte 

d’una mutació puntual sinó la funció o via de senyalització en que està implicat un 

gen. 

Respecte els models murins de Cerkl –el gen d’interès en aquesta Tesi- segons com 

s’hagin generat, o bé no s'ha estudiat a fons la retina, o bé presenten un fenotip molt 

lleu, amb els potencials oscil·latoris de les cèl·lules ganglionars lleugerament alterats 

i una davallada en el contingut lipídic de la retina. Això es deu a que, com ja hem 

esmentat anteriorment, tot i haver delecionat una part del gen no s'ha aconseguit fer 

KO: Knockout, KI: Knockin, KD: Knockdown, ENU: N-etil-N-nitrosurea, Bp: parell de 

bases, nt: nucleòtid, aa: aminoàcid. Els buits a la taula indiquen que no es coneix el gen 

o bé la mutació. Informació extreta de The Jackson Laboratory (https://www.jax.org/), 

Mouse Genome Informatics (MGI) (http://www.informatics.jax.org/) i Veleri, et. al., 

Disease Models and Mechanisms, 2015. 

. 

 

https://www.jax.org/
http://www.informatics.jax.org/
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un knockout total, ja que Cerkl presenta una elevada taxa d’splicing alternatiu i pot 

generar moltes de les isoformes funcionals [180], [181]. 

D’altra banda, s’han generat models de cerkl a peix zebra. Mentre que el knockdown 

generat amb morpholinos va mostrar una alteració major en el desenvolupament dels 

fotoreceptors i una desorganització de l'estructura de la retina en general [239], el 

knockout generat amb TALENS ha demostrat que la manca de cerkl provoca 

problemes en la fagocitosi de l’RPE, en l’organització dels OSs i alteracions de 

l’autofàgia a la retina [240], [241]. 

Estudis en cèl·lules han permès determinar que CERKL podria tenir un paper 

important en la resposta a l’estrès cel·lular i la resiliència enfront d'aquest estímul 

[41]. A desgrat de tots aquests intents per aportar llum a la funció de CERKL, la 

manca d’un model murí, que no expressi el gen i que presenti un fenotip, així com 

la poca proximitat entre humans i peixos zebra, fa que encara estem lluny de 

dilucidar per complet la funció de Cerkl i la via de senyalització en la que està 

implicat, com tampoc coneixem encara per què mutacions en aquest gen causen RP 

o CRD.  

L’escassa caracterització funcional del gen CERKL i la manca d'un model que pugui 

reproduir el fenotip humà posa de manifest la necessitat de generar un nou model 

que ens permeti abordar l’estudi d’aquest gen, per tal d’atribuir-ne una funció i 

assignar-li una via de senyalització, i així, determinar possibles dianes terapèutiques 

que aportin esperança al pacients que pateixen RP o CRD causada per mutacions a 

CERKL. 

6.2 Nous models: Cèl·lules humanes pluripotents induïdes (hiPSCs) 

Les cèl·lules iPSCs són cèl·lules adultes que han estat reprogramades a un estat 

semblant al de les cèl·lules mare embrionàries. Per aconseguir-ho, han estat forçades 

a expressar gens i factors importants per redefinir-se com a cèl·lules mare. L’any 

2006 es van generar per primera vegada iPSCs de ratolí i un any després, l’any 2007, 
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es van generar les iPSCs humanes, essent capaces de generar característiques 

cel·lulars de les tres capes germinals (NIH Stem Cell Information Home Page. 

https://stemcells.nih.gov/info/basics/6.htm). 

Les hiPSCs són una eina molt potent que permet la diferenciació dirigida a la 

majoria de tipus cel·lulars, incloent-hi els de la retina [242]. Inicialment, les cèl·lules 

que es van utilitzar van ser de fibroblasts adults, ja que aquest tipus cel·lular és 

relativament accessible via una biòpsia a la pell, mínimament invasiva. Actualment, 

hi ha casos de producció d’hiPSCs d’altres fonts, a partir de cèl·lules de la sang o de 

l’orina, que requereixen procediments menys invasius o inclús no invasius. No hi 

ha un consens del tipus cel·lular somàtic més adequat per produir hiPSCs, per això, 

per a decidir quin tipus cel·lular utilitzar, cal tenir en compte l'invasivitat del 

procediment per obtenir les cèl·lules, la plasticitat de les cèl·lules mare resultants i la 

capacitat per rediferenciar-se, en el cas que ens ocupa, a varis tipus cel·lulars de la 

retina [243]. A diferència dels cultius primaris, les hiPSCs estan immortalitzades de 

manera natural, ja que expressen telomerasa amb les característiques de cèl·lules 

mare embrionàries, pel que poden ser mantingudes en cultiu de manera indefinida. 

Generar una línia d’hiPSCs consisteix en una sèrie de passos i decisions claus, com 

ara el tipus de cèl·lula somàtica de la que es partirà, l’estratègia de reprogramació i 

establir un protocol concret de diferenciació. És molt important el tipus de cèl·lula 

somàtica que s’utilitza, ja que tenen memòria epigenètica, el que pot afectar a la 

capacitat de diferenciació [244], [245]. 

Un dels majors impediments per entendre les malalties neurodegeneratives, com ara 

l’RP, és la poca accessibilitat al teixit afectat, en aquest cas, la retina [246]. Fins fa 

relativament poc temps, els models d’estudi de malalties humanes han sigut els 

models animals, principalment els murins, que com ja s’ha esmentat amb 

anterioritat, presenten diferències respecte els humans, essent en alguns casos difícil 

mimetitzar el fenotip dels pacients. En el cas de la retina, els ratolins són animals 

nocturns i presenten una major proporció de bastons i els manca la fòvea, a més 

https://stemcells.nih.gov/info/basics/6.htm
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d’haver-hi diferències segons el fons genètic. D’altra banda, les mostres post mortem 

humanes són molt difícils d’aconseguir actualment, i en el cas de la retina, al tractar-

se d’un teixit neural, és dels primers en que les cèl·lules moren, la qual cosa dificulta 

el seu estudi, a més de l’escassetat de mostres per a dur a terme experiments amb 

replicats [244].  

Per aquestes raons, les hiPSCs són una eina molt valuosa per estudiar la 

patofisologia d’una malaltia com l’RP, ja que es poden obtenir cèl·lules somàtiques 

d’un pacient afectat i d’un control, i reprogramar-les perquè derivin a cèl·lules de la 

retina. Endemés, les hiPSCs, tenen la capacitat de reorganitzar-se i formar 

organoides, donant lloc a estructures estratificades que simulen el teixit i òrgan en 

què s’estan diferenciant [244], [246].  

Els agregats homogenis d’hiPSCs s’organitzen espontàniament en organoides 

tridimensionals de retina que presenten totes les capes i cèl·lules presents a la retina 

neural.  

Aquests nous models d’estudi no solament permeten estudiar el desenvolupament 

de la retina i l’evolució de les seves malalties, sinó provar de manera relativament 

ràpida noves teràpies específiques de pacient (medicina personalitzada), sobretot en 

aquells casos que el model animal no recapitula el fenotip de la malaltia, a més de 

ser una font pel reemplaçament cel·lular i d’òrgans [243], [244], [247]. 

En resum, les hiPSCs són un recurs innovador i il·limitat que permet disseccionar 

l’RP, segons la mutació del pacient, a nivell molecular, cel·lular i funcional. A més, 

els organoides poden ser generats en condicions xeno-free i free-feeder el que permet 

que es puguin criopreservar sense perdre les seves característiques fenotípiques, el 

que és clau per fer possibles transplantaments autòlegs pel tractament de la 

degeneració retinal en el futur [244], [247]–[249]. 
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6.3 Estratègies terapèutiques per a malalties degeneratives de la retina 

Durant dècades, les distròfies de retina hereditàries (IRDs) s’han considerat 

mèdicament intractables, però després d’un llarg camí de progrés científic i clínic, 

s'han iniciat assajos clínics de teràpia gènica i cel·lular, aportant esperança a tots els 

pacients, fins ara orfes de cap tractament realment efectiu [250], [251]. 

Fins arribar a trobar una cura o implementar un tractament comercial per les IRDs, 

cal passar per una prova de concepte, assajos pre-clínics i clínics, resultats eficaços i 

comercialització del producte [250]. Val a dir que el tractament de les IRDs, com 

per a qualsevol malaltia genètica hereditària, és personalitzat, depèn del gen i de la 

mutació, pel que per una mateixa malaltia s’hauran de dissenyar diferents teràpies 

segons el gen i la mutació que presentin els pacients. A la Taula 4, s’han recopilat 

els assajos clínics que s’estan duent a terme actualment [250], [251]. 

 

 

Assajos clínics amb teràpies gèniques de DNA 

Gen Molècula terapèutica 
ID de l’assaig 

clínic 
Estat 

Addició gènica 

ABCA4 

SAR422459 NCT01367444 Reclutant (Fase I/II) 

SAR422459 NCT01736592 
Participant per invitació 

(Fase I/II) 

CHM 

AAV2-hCHM NCT02341807 Actiu (Fase I/II) 

AAV2-REP1 NCT03496012 Reclutant (Fase III) 

AAV2-REP1 NCT03507686 Reclutant (Fase II) 

AAV2-REP1 NCT02407678 Actiu (Fase II) 

rAAV2.REP1 NCT02671539 Actiu (Fase II) 

rAAV2.REP1 NCT02077361 Completat 

rAAV2.REP1 NCT01461213 Completat 

AAV2-REP1 NCT03584165 Participant per invitació 

AAV2-REP1 NCT02553135 Completat 

CNGA3 AGTC-402 NCT02935517 Reclutant (Fase I/II) 

Taula 4. Assajos clínics d'IRDs classificats segons el tipus de teràpia. (Informació extreta 

de I. Vázquez-Domínguez, et al., Genes 2019, A. V. Garafalo, et al., Progress in Retinal and 

Eye Research, 2020 i https://clinicaltrials.gov/). 

https://clinicaltrials.gov/
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AAV2/8-

hG1.7p.coCNGA3 
NCT03758404 Reclutant (Fase I/II) 

rAAV.hCNGA3 NCT02610582 Actiu (Fase I/II) 

CNGB3 

rAAV2tYF-PR1.7-

hCNGB3 
NCT02599922 Reclutant (Fase I/II) 

AAV2/8-

hCARp.hCNGB3 
NCT03001310 Reclutant (Fase I/II) 

AAV-CNGB3 NCT03278873 Reclutant (Fase I/II) 

MERTK 
rAAV2-VMD2-

hMERTK 
NCT01482195 Reclutant (Fase I) 

MYO7A UshStat NCT02065011 
Participant per invitació 

(Fase I/II) 

PDE6B AAV2/5-hPDE6B NCT03328130 Reclutant (Fase I/II) 

RPE65 

AAV OPTIREP NCT02946879 Reclutant 

rAAV2-CBSB-hRPE65 NCT00481546 Actiu (Fase I) 

AAV2-hRPE65v2- NCT00516477 Actiu (Fase I) 

AAV2-hRPE65v2 NCT00999609 Actiu (Fase III) 

AAV2-hRPE65v2 NCT01208389 Actiu (Fase I/II) 

AAV2-hRPE65v2 NCT03602820 Actiu 

tgAAG76 (rAAV 

2/2.hRPE65p.hRPE65) 
NCT00643747 Completat 

rAAV2-CB-hRPE65 NCT00749957 Completat 

rAAV2-hRPE65 NCT00821340 Completat 

rAAV2/4.hRPE65 NCT01496040 Completat 

AAV RPE65 NCT02781480 Completat 

RLBP1 CPK850 NCT03374657 Reclutant (Fase I/II) 

RPGR 

AAV8-RPGR NCT03116113 Reclutant (Fase I/II) 

AAV2/5-hRKp.RPGR NCT03252847 Reclutant (Fase I/II) 

rAAV2tYF-GRK1-

RPGR 
NCT03316560 Reclutant (Fase I/II) 

RS1 
AAV8-scRS/IRBPhRS NCT02317887 Reclutant 

rAAV2tYF-CB-hRS1 NCT02416622 Actiu 

Edició gènica 

CEP290 
EDIT-101 (AGN-

151587) 
NCT03872479 Reclutant 

Optogenètica 

RP 

avançada 
RST-001 NCT02556736 Reclutant (Fase I/II) 

RP no-

sindròmica 
GS030-DP NCT03326336 Reclutant 
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Assajos clínics usant teràpies d’RNA 

Gen Molècula terapèutica 
ID de l’assaig 

clínic 
Estat 

CEP290 

QR-110 NCT03140969 Actiu 

QR-110 NCT03913130 Reclutant 

QR-110 NCT03913143 Reclutant 

USH2A QR-421a NCT03780257 Reclutant 

Assajos clínics usant teràpies farmacològiques 

Gen Molècula terapèutica 
ID de l’assaig 

clínic 
Estat 

ABCA4 

ALK-001 NCT02402660 Reclutant 

Zimura NCT03364153 Actiu 

Emuxustat NCT03772665 Reclutant 

Emuxustat NCT03033108 Completat 

RPE65 

QLT091001 NCT01014052 Completat 

QLT091001 NCT01521793 Completat 

QLT091001 NCT01543906 Completat 

RS1 
Dorzolamide 2% TID o 

brinzolamide 1% TID 
NCT02331173 Completat 

 

6.3.1 Teràpia d’addició gènica 

Una còpia normal del gen mutat s’introdueix a la cèl·lula hoste mitjançant l’ús de 

vectors terapèutics. L'àcid nucleic terapèutic d’interès pot ser DNA, mRNA, un 

anàleg d’RNA o un oligonucleòtid. D'aquests possibilitats, la que actualment és la 

més emprada, és la introducció del gen via DNA, ja que el DNA és molt estable i, 

per millorar la visió de forma estable, cal una producció continuada de la proteïna. 

El gen entra al nucli on es manté de manera episomal (o també es podria integrar), 

i la maquinària de transcripció cel·lular facilitaria la seva expressió [252].  

Normalment, el DNA és introduït dins les cèl·lules retinals mitjançant virus adeno-

associats (AAVs), vectors d'elecció per la seva baixa immunogenicitat, tot i que 

també s’utilitzen lentivirus i nanopartícules, ja que tenen una capacitat de càrrega 

major [251]. 
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L’any 2017, la FDA (Food and Drug Administration, USA) va aprovar la teràpia 

gènica in vivo per mutacions bi-al·lèliques a RPE65. El medicament dissenyat és 

voretigene neparvovec (VN, LuxturnaTM, SparkTherapeutics), un AAV que conté el 

cDNA humà de RPE65 (AAV2-hRPE65v2), que s’injecta a l’espai subretinal dels 

pacients. 

La seguretat i l’eficàcia d’aquest agent terapèutic va ser comprovada a la fase III 

d'assajos clínics, amb resultats positius. Per a explicar la variabilitat del rescat 

fenotípic en els pacients, s'addueixen diferències en l’eficàcia i la durabilitat entre els 

assajos de teràpia gènica, l'efecte distint de les diferents mutacions del mateix gen, 

la composició del vector viral, els constituents del vehicle, com els surfactants, i els 

mètodes d’alliberament del vector. Els resultats obtinguts fins el moment mostren 

que el tractament presenta millors resultats en la millora de l’agudesa visual en 

pacients més joves, d’aproximadament 10 anys, que en pacients més adults, tot i que 

caldria provar-ho amb més pacients i d’edats més petites.  

Cal remarcar que aquest sistema és un tractament, no una cura, amb una estabilitat 

d’aproximadament tres anys (no es pot saber encara la duració final de la teràpia), 

però únicament aquells privilegiats que tinguin aproximadament un milió dòlars 

podran accedir-hi, encara que hi ha algunes assegurances i serveis de sanitat públics 

que es fan càrrec de part dels costs [253]. 

6.3.2 Teràpia d’edició gènica 

Actualment, hi ha dos abordaments pels quals es pot editar el genoma, d'una banda 

els TALENs i ZNFs (Nucleases Zinc-Finger), amb els que la mutació del pacient es 

corregeix ex vivo i seguidament es trasplanten les cèl·lules corregides, i de l'altra, la 

tècnica CRISPR/Cas9 que, a més de la correcció in vitro, permet corregir mutacions 

in vivo, és a dir, directament, dins de la retina del pacient. 
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TALENs i ZNFs 

Aquests enzims estan dissenyats per a introduir modificacions al DNA dels 

cromosomes generant un tall a la doble cadena que, seguidament, es repararà o bé 

per recombinació amb homologia de seqüència (HDR) o bé per recombinació sense 

homologia (non-homologous end joining, NHEJ). 

Els ZNFs s’han utilitzat com a prova de concepte en el tractament de la mutació 

p.P23H de Rodopsina [251]. 

CRISPR/Cas9 

És la tècnica més innovadora d’edició gènica usada fins al moment. Aquesta tècnica 

té la capacitat d’introduir una o més mutacions al mateix gen o a diferents gens, 

usant una guia d’RNA. Únicament es requereix introduir l’endonucleasa Cas9 

juntament amb la guia d’RNA que facilitarà el tall del genoma a un lloc cromosòmic 

específic. 

S’han realitzat proves de principi en iPSCs emprant la tècnica de tall per 

CRISPR/Cas9, seguida específicament de HDR per corregir mutacions als gens 

RPGR, MERTK, PDE6B, MAK i CEP290, i desprès poder realitzar trasplantaments 

autòlegs als pacients [254]. 

Actualment, Editas Medicine (una empresa spin-off fundada per Feng Zhan, un dels 

científics més coneguts en el món de les aplicacions de CRISPR) està reclutant 

pacients per tal d'introduir mitjançant injecció subretinal, AAVs terapèutics que 

portin els gens per a fabricar les guies d'RNA i l'enzim Cas9 per tal de fer directament 

in vivo l'edició gènica d'una mutació deep-intronic al gen CEP290 [255]. 

Actualment, aquesta és la tècnica més eficient d’edició genètica, pel que molts 

investigadors es centren en implementar aquesta tècnica per corregir les mutacions 

en gens implicats en IRDs donada la seva versatilitat i eficàcia, i així en un futur 

poder generar una teràpia [256]. 
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6.3.3 Optogenètica 

L’optogenètica combina la manipulació genètica i l’òptica. Aquesta tècnica 

consisteix en la introducció d’un gen que codifiqui per una proteïna sensible a la 

llum a una neurona amb el propòsit d’estimular-la amb la llum. D’aquesta manera, 

s’introdueix un vector fotosensible a les cèl·lules de la retina, convertint les neurones 

secundàries i terciàries en primàries. Les opsines són els elements més utilitzats en 

l’optogenètica, i poden ser d’origen microbià (Tipus I) o animal (Tipus II). Aquesta 

tècnica és molt atractiva, però té dues limitacions majors, la primera és que els 

pacients que han de ser tractats han d’estar en etapes poc avançades de la malaltia, 

ja que les cèl·lules han d’estar vives; el segon inconvenient és que la incorporació de 

les opsines limita la fotorecepció (i la visió) a una longitud d’ona concreta. D’altra 

banda, una de les avantatges de l’optogenètica és que es pot utilitzar 

independentment del defecte genètic primari per tal de restaurar la visió, a més de 

ser més precís que els implants electrònics de retina. Tot i la varietat de promotors 

que s’han utilitzat –incloent-ne d’ubics, específics de fotoreceptors, de cèl·lules 

bipolars i de ganglionars–, la millor cèl·lula a la que s’hauria de dirigir el tractament 

encara no està clara, així com tampoc el procediment quirúrgic per realitzar-ho. No 

obstant, els assajos pre-clínics que s’estan duent a terme són molt prometedors per 

la restauració de la visió, encara que els resultats de la Fase I/II en humans estan en 

procés i no han sigut publicats ni analitzats [257]. 

6.3.4 Teràpia de modulació de l’splicing 

Molts gens causant d'IRDs presenten mutacions que afecten a l'splicing, pel que 

causen que es produeixin transcrits aberrants i no funcionals [258]. 

Oligonucleòtids antisentit (AONs) 

Els AONs són molècules petites d'RNA o DNA modificades químicament, que 

s’uneixen per complementarietat de bases al pre-mRNA. Segons les modificacions 

químiques i el seu disseny poden exercir diferents funcions: I) exclusió d’exons i 
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pseudoexons; II) inclusió d’exons; III) degradació del transcrit i IV) bloqueig de la 

traducció [258].  

Aquesta tecnologia s’ha emprat per corregir defectes en el procés d'splicing en 

mutacions a CEP290, OPA1, CHM, USH2A i ABCA4 [251]. 

U1 Spliceosomal RNA 

Mutacions que afecten al lloc d'splicing causen que l'spliceosome, la maquinària 

d’splicing, no es pugui unir al pre-mRNA. Un element necessari per al reconeixement 

dels llocs d'splicing és el complex U1 small nuclear RNA (snRNA); quan algun 

nucleòtid de la regió donadora d’splicing està mutat, el complex no la pot reconèixer 

i no es pot produir el procés de maduració i empalmament de l’mRNA. 

La tècnica correctiva que s’ha emprat és utilitzar un U1 snRNA modificat i adaptat 

a la mutació, que afavoreix, d’aquesta manera, que es doni l’splicing. Aquest mètode 

ha estat assajat amb eficàcia amb mutacions a RHO, BBS1 i RPGR [251], [259]. 

Trans-splicing 

El trans-splicing es produeix quan el procés d’splicing es dona entre dues molècules 

d’RNA. Aquesta tècnica s’ha utilitzat per corregir mutacions de l'mRNA, ja que 

introduint la molècula exògena d’RNA que conté un domini d’unió a l’mRNA 

diana, s'activa el procés de trans-splicing.  

Aquest sistema ha estat efectiu corregint mutacions en RHO i CEP290 [251], [260]. 

6.3.5 Teràpia de silenciament gènic post-transcripcional 

El silenciament gènic és un procés natural que succeeix a les cèl·lules eucariotes. 

Normalment es dona perquè els RNAi inhibeixen l’expressió d’un gen en unir-se a 

l'mRNA, tot bloquejant-lo. 
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RNAi 

S’ha aconseguit introduir  RNAs d'interferència per a degradar transcrits de RHO 

mutats i aconseguir, d’aquesta manera, que no s’expressi l'al·lel mutat [261]. 

AONs depenents d’RNAsa H 

Aquesta tècnica es basa en que els híbrids de DNA/RNA són degradats per 

l’RNAsa H. Així doncs, es poden dissenyar AONs específics que vagin dirigits a un 

transcrit concret i el degradin gràcies a l’acció de l’RNAsa H.  

Aquesta eina s’ha emprat per a corregir mutacions en RHO in vivo, i també in vitro 

per a mutacions en NR2E3 [251], [262]. 

6.3.6 Teràpies farmacològiques 

L’heterogeneïtat de les IRDs, així com la barrera hemato-retiniana compliquen que 

un medicament pugui arribar a la retina sense disseminar-se per l’organisme. D'altra 

banda, la diversitat dels gens i, per tant, de vies de senyalització dificulten generar 

un medicament genèric que sigui efectiu. 

Tot i això, hi ha diversos assajos clínics que empren medicaments químics 

convencionals amb l'objectiu de millorar la visió o, inclús, restaurar-la en pacients 

amb mutacions a ABCA4, RPE65 i RS1 [251]. 

6.3.7 Sistemes d’alliberament de gens 

La retina és un element aïllat protegit per la part anterior de l’ull i per la barrera 

hemato-retiniana, pel que aconseguir que les teràpies dissenyades arribin a la cèl·lula 

objectiu no és fàcil, ja que els tractaments no es poden subministrar de manera 

sistèmica perquè no hi arribarien. Els mètodes més comuns per aplicar el tractament 

són la injecció subretinal i la injecció intravítria. La injecció subretinal, tot i alliberar 

el contingut genètic més a prop dels fotoreceptors i de l’RPE –les cèl·lules que 

normalment són l'objecte del tractament terapèutic– és un mètode invasiu i arriscat 
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de dur a terme ja que pot causar que la retina es desenganxi de l’RPE, tot generant 

despreniment de retina, el que pot ser un problema major en aquells pacients que 

presenten una mala integritat retinal. Pel que fa a la injecció intravítria, és molt 

eficient per tractar problemes a la lent o la retina més interna, però l’eficiència a 

l’hora de transduir les cèl·lules fotoreceptores o l’RPE es menor que la injecció 

subretinal. No obstant, aquest tipus d’alliberament presenta menys complicacions a 

nivell de procediment, i de recuperació després de la intervenció quirúrgica [263]. 

El sistema de transport i entrega de gens més àmpliament utilitzat són els sistemes 

virals, concretament, els virus adeno-associats (AAVs), tot i que n’hi ha d’altres com 

els lentivirus o els adenovirus. Els AAVs presenten una baixa toxicitat i 

immunogenicitat. A més, transdueixen les cèl·lules fàcil i ràpidament, i fan que 

l’expressió del transgen sigui estable. Malgrat les nombroses avantatges que 

presenten aquests sistemes, tenen una limitació molt important: la capacitat de 

càrrega gènica és restringida, essent de 4,7 Kb, el que limita enormement la teràpia 

per addició gènica [251], [264].  

Hi ha altres sistemes d’alliberament de DNA que no són sistemes virals. El DNA 

pot ser introduït directament a les cèl·lules, però no és gens eficient ja que les cèl·lules 

estan preparades per a no deixar entrar molècules exògenes al seu interior, així que 

aquest mètode no sembla molt factible per utilitzar-lo en teràpia retinal. 

Un altre mètode per alliberar DNA dins les cèl·lules són els liposomes i les 

nanopartícules (NP). Els liposomes, o lípids catiònics, presenten la gran limitació 

que generen toxicitat i s’agreguen, mentre que les NP obren un camp a explorar ja 

que, en molts casos, es poden fabricar de materials que no presenten citotoxicitat, 

poden variar en mida i forma per tal d'escollir la que més convingui segons el teixit, 

a més de no presentar limitacions en la mida del DNA a carregar [251], [265]. 

En aquesta Tesi explorarem un tipus de NP com a prova de concepte com a mètode 

d’alliberament de càrrega gènica a la retina, així com la seva via d’entrada a la 
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cèl·lula, per tal d’ampliar el ventall de possibilitats de sistemes d’entrada d’agents 

terapèutics a la retina. 
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OBJECTIUS 

CERKL és un gen causant de Retinosi Pigmentària, una malaltia genètica de caràcter 

mendelià, malaltia caracteritzada per la mort dels fotoreceptors i que, amb el pas del 

temps, desemboca en ceguera. Malgrat els esforços de diferents grups d’investigació, 

incloent-hi el nostre grup (que va ser el descobridor del gen), la funció de CERKL 

encara roman desconeguda. Els intents a l’hora de generar un model animal que 

mimetitzi el fenotip humà han dificultat l’estudi funcional d’aquest gen i, 

conseqüentment, s’ha alentit poder trobar una teràpia efectiva que pugui aturar la 

progressió de la malaltia o curar als pacients amb mutacions a CERKL. Per aquest 

motiu, en aquesta Tesi ens plantejarem estudiar el paper de CERKL a la retina i així, 

apropar-nos al disseny efectiu d’una teràpia o tractament que millori el pronòstic de 

la malaltia. 

Els objectius concrets plantejats en aquesta Tesi són: 

1. Generació i caracterització d’un nou model murí de Cerkl 

1.1. Generació de ratolins Cerkl knockout mitjançant la tècnica d’edició gènica 

CRISPR/Cas9 

1.2. Caracterització fenotípica de la retina dels ratolins Cerkl knockout en 

comparació amb ratolins control (wild-type) 

 

2. Determinació del paper de CERKL davant un estímul d’estrès oxidatiu tan in 

vitro com in vivo 

2.1. Estudi de la dinàmica cel·lular de CERKL in vitro 

2.2. Identificar el rol de CERKL en resposta a un estímul d’estrès oxidatiu o 

lumínic in vivo i ex vivo 

2.3. Generar i caracteritzar l’expressió de CERKL en organoides 

tridimensionals de retina a partir de fibroblasts d’un pacient i un control 

2.4. Determinar la resposta front a l’estrès oxidatiu en els organoides  
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2.5. Comparar l’efecte de l’estrès oxidatiu en el model humà d’organoides i 

les retines del model murí 

 

3. Comprovar l’efectivitat de l'alliberament d'àcids nucleics mitjançant 

nanopartícules d’or com a prova de principi de teràpia gènica 

3.1. Determinar el sistema d’entrada de les nanopartícules en cèl·lules en 

cultiu 

3.2. Comprovar l’eficiència d’entrada de les nanopartícules en cèl·lules en 

cultiu en comparació amb els lipoplexes convencionals 

3.3. Explorar la possibilitat d’alliberar àcids nucleics terapèutics mitjançant 

nanopartícules en retines ex vivo
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INFORME DE LA DIRECTORA 

Com a directora d'aquesta Tesi Doctoral, titulada “La funció de CERKL a la retina: 

generació d’un model de ratolí i anàlisi de la seva implicació en la resposta a estrès 

oxidatiu”, realitzada per l’Elena Borrego Domènech, confirmo que es presenta com 

a compendi de 3 publicacions (amb feina per una altra publicació, en preparació). 

La participació de la doctorand en cada publicació és la que es detalla a continuació: 

 

PUBLICACIÓ 1: A new Cerkl mouse model generated by CRISPR-Cas9 shows progressive 

retinal degeneration and altered morphological and electrophysiological phenotype. Elena B. 

Domènech, Rosa Andrés, M José López-Iniesta, Serena Mirra, Rocío García-

Arroyo, Santiago Milla, Florentina Sava, Jordi Andilla, Pablo Loza-Álvarez, Pedro 

de la Villa, Roser Gonzàlez-Duarte, Gemma Marfany. Investigative 

Ophtalmology and Visual Science (en premsa). 

Aquest article és un dels articles de major rellevància dins d'aquesta Tesi, perquè 

presenta una bona part de la feina feta per la doctorand durant la seva Tesi doctoral, 

que ha consistit en la generació i caracterització fenotípica d'un model de ratolí 

knockout del gen Cerkl, mitjançant l'ús del sistema CRISPR/Cas9, en dos fons 

genètics, el fons black i l'albí. A més, com que la deleció total del gen ha sigut letal, 

va construir i mantenir les soques com a doble heterozigot CerklKD/KO, mitjançant 

l'encreuament amb un model anterior. De les 8 figures principals de l'article i de les 

6 figures suplementàries, l'Elena ha fet la feina experimental i ha obtingut la figura 

final en 7 de les figures principals, i en 4 de les suplementàries, sent amb diferència 

la persona que més hi ha treballat i contribuït. Aquest model presenta una 

degeneració lenta de la retina, similar a la que succeeix en humans, i és un excel·lent 

model per a estudiar l'efecte de l'estrès lumínic sobre la retina quan el gen Cerkl està 

mutat o deplecionat. Aquest article suposa l'acompliment de l'objectiu 1 d'aquesta 

Tesi doctoral. 



 

 
 

PUBLICACIÓ 2: The Relevance of Oxidative Stress in the Pathogenesis and Therapy of 

Retinal Dystrophies. Elena B. Domènech and Gemma Marfany. Antioxidants, 9 (4): 

347, 2020.  

En aquesta revisió molt completa sobre la rellevància de l'estrès oxidatiu en les 

patologies mendelianes i complexes de degeneració de la retina i altres teixits 

oculars, amb més de 150 referències, la participació de l'Elena ha sigut la cerca 

bibliogràfica exhaustiva, la generació de diverses figures originals, la discussió activa 

de les dades i les hipòtesis presentades, que constitueixen una part rellevant de la 

introducció, disseny d'experiments i discussió de resultats de l'objectiu 2 de la seva 

Tesi. Cal esmentar que aquesta revista és una de les més rellevants en el camp 

específic de l'estrès oxidatiu. 

 

PUBLICACIÓ 3: In Vitro Gene Delivery in Retinal Pigment Epithelium Cells by Plasmid 

DNA-Wrapped Gold Nanoparticles. Sònia Trigueros, Elena B. Domènech, Vasileios 

Toulis and Gemma Marfany. Genes, 10 (4): 289, 2019. 

Aquest article suposa una prova de concepte per a intentar fer entrega d'àcids 

nucleics directament a la retina de ratolí usant nanopartícules d'or com a vectors, 

tant per a fer transgènesi transitòria com teràpia gènica. Entra totalment dins de 

l'objectiu 3 d'aquesta Tesi. Aquesta prova de concepte es va realitzar en cèl·lules de 

l'epiteli pigmentari de retina en cultiu, i és un primer pas per tal de realitzar l'entrega 

de gens  a fotoreceptors i altres tipus cel·lulars en explants de retina ex vivo, i, fins i 

tot, in vivo en un futur.  

 

Barcelona, Juny del 2020 

 
                                                Gemma Marfany Nadal  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítol 1 

Generació i caracterització fenotípica 

d’un nou model murí de Cerkl 
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A new Cerkl mouse model generated by CRISPR-

Cas9 shows progressive retinal degeneration and 

altered morphological and electrophysiological 
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PUBLICACIÓ 1 

TÍTOL 

“A new Cerkl mouse model generated by CRISPR-Cas9 shows progressive retinal degeneration 

and altered morphological and electrophysiological phenotype” 

AUTORS (ANY) 

Elena B. Domènech, Rosa Andrés, M José López-Iniesta, Serena Mirra, Rocío 

García-Arroyo, Santiago Milla, Florentina Sava, Jordi Andilla, Pablo Loza-

Álvarez, Pedro de la Villa, Roser Gonzàlez-Duarte, Gemma Marfany (2020). 

REFERÈNCIA 

Investigative Ophtalmology and Visual Science, en premsa (Índex d’impacte 3,812) 

Q1 Ophthalmology. 

RESUM 

Aproximadament un centenar de gens causen Retinosi Pigmentària (RP), una 

malaltia rara que afecta a 1:4.000 persones arreu del món. Mutacions en el gen 

Ceramide Kinase-like (CERKL) són una de les causes més prevalents que causen RP i 

distròfia de cons i bastons (CRD) autosòmiques recessives, tot i que la funció 

d’aquest gen a la retina roman desconeguda, ja que la manca d’un model animal 

que presenti un fenotip similar a la malaltia dificulta la realització d’estudis 

funcionals i l’assaig amb noves teràpies potencials. Un model previ fet per membres 

del grup, basat en la deleció via cre/loxP del promotor i exó 1 de Cerkl va resultar 

ser un knockdown enlloc d'un knockout, atès que Cerkl, tant a humà com a ratolí, 

presenta promotors alternatius i roman, aproximadament, un 40% de transcripció 

basal del gen. En aquesta Tesis, hem aconseguit delecionar el locus de Cerkl 

(aproximadament 97 kb) mitjançant la tècnica d’edició gènica CRISPR/Cas9, usant 

la variant nickase Cas9 D10A. La deleció en homozigosi del locus Cerkl ha resultat 
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ser letal, pel que hem generat un ratolí doble heterozigot que expressa menys d’un 

10% d’expressió residual de Cerkl. La caracterització fenotípica d'aquest model, 

CerklKD/KO, mostra alteracions morfològiques de la retina, amb un nombre reduït de 

cons i la pèrdua progressiva de fotoreceptors. A més, les membranes dels segments 

externs dels fotoreceptors estan mal empaquetades, l’epiteli pigmentari presenta una 

fagocitosi defectuosa i la resposta electrofisiològica de retines d’animals es veu 

progressivament alterada amb l'edat. Aquest nou model murí de Cerkl mimetitza 

molts dels trets fenotípics, incloent-hi la lenta i progressiva degeneració de la 

malaltia, que s’observen en pacients amb mutacions bi-al·lèliques a CERKL. 

APORTACIÓ PERSONAL AL TREBALL 

Aquest treball ha estat realitzat per diverses persones del grup de la Dra. Marfany i 

la Dra. Roser Gonzàlez-Duarte, i també hem collaborat amb el grup del Dr. Pablo 

Loza (ICFO) i del Dr. Pedro De la Villa (Universidad de Alcalà de Henares). 

La meva aportació ha estat la totalitat de la part experimental de la caracterització 

fenotípica i funcional del model CerklKD/KO, així com l’anàlisi del resultats obtinguts. 

En concret: a) manteniment de la colònia de ratolins i generació de la colònia albina, 

així com l’obtenció d’embrions per determinar el punt de la letalitat (Figures 1C i 

1D); b) dissecció de teixits i extracció d’RNA per realitzar les RT-qPCRs i així 

determinar els nivells d’expressió dels gens d’interès (Figures 1E i 1F); c) dissecció 

dels teixits, preparació de les mostres per l’observació de les mostres al microscopi 

confocal o electrònic de transmissió, l’anàlisi per western-blot, i la participació en la 

realització dels ERGs (Figures 2A i C; i Figures 3, 4, 5, 6 i 8). 
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Annex Capítol 1  

Cerca d’isoformes de Cerkl: expressió diferencial 

en fotoreceptors i origen de traducció no 

convencional  
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1.1. Cerca d’isoformes de Cerkl diferencialment expressades en 

cons i bastons 

ANTECEDENTS 

Des de ja fa uns anys es coneix que Cerkl presenta una elevada complexitat 

transcripcional, presentant en el cas del ratolí més de 20 isoformes diferents, amb 

presència de diversos dominis proteics diferencials, segons la isoforma [39]. És lògic 

pensar que la diversitat d'isoformes té un significat biològic, i segons els dominis 

proteics que presenten, les diferents isoformes puguin executar una o altre funció 

i/o tenir una localització subcel·lular diferent o, fins i tot, expressar-se en tipus 

cel·lulars diferents de manera preferent, com ja hem vist en el manuscrit de la 

primera publicació d’aquesta Tesi. En aquest apartat ens centrarem en posar a punt 

un sistema per separar cons i bastons per, posteriorment, poder distingir quines són 

les isoformes majoritàries de Cerkl en ambdós tipus cel·lulars. 

RESULTATS 

Prèviament a aquesta Tesi, una altre membre del grup (Dra. Rosa Andrés) va 

aconseguir aïllar bastons i cèl·lules ganglionars de la resta de la retina. Mitjançant 

una col·laboració amb el Dr. Alejandro Garanto, i usant RT-PCRs específiques es 

van amplificar transcrits expressats a partir de diferents regions promotores, i 

s'observà que hi havia una expressió diferencial d’isoformes de Cerkl segons si la 

població cel·lular estava enriquida amb bastons o amb cèl·lules ganglionars de retina 

(Figura 8). 
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Aquest resultat, ens va portar a intentar aïllar cons i bastons de la retina mitjançant 

un marcatge diferencial i citometria de flux, per tal de poder diferenciar quines 

isoformes majoritàries de Cerkl s'expressen en cada tipus cel·lular. Els fotoreceptors 

tenen un cili molt prim que separa el soma de la neurona del segment extern, pel 

que al passar pel capil·lar del citòmetre per separar les cèl·lules hi havia una elevada 

mortalitat i només podíem recuperar entre 100 i 1.000 cèl·lules intactes a partir de 

dues retines senceres (Figura 9). Aquesta quantitat de cèl·lules és clarament molt 

limitada per a fer experiments específics de RT-PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Gel d’electroforesi on s’observa un patró 

diferencial en l’expressió d’isoformes de Cerkl segons 

la població cel·lular. MQ: Control negatiu de la PCR, 

mRET: Retina total. Rods: Bastons. GC: Cèl·lules 

ganglionars. Obtenció de cèl·lules retinals- Rosa 

Andrés, PCRs diferencials i electroforesi- Àlex 

Garanto. 
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Per determinar si durant la separació de cons i bastons realment les poblacions de 

cèl·lules estaven enriquides en la població cel·lular que corresponia, es va realitzar 

una PCR semiquantitativa per detectar Rodopsina (específica de bastons), S-opsina 

(específica de cons) i Cone arrestin (específica de cons) (Figura 10). 

Figura 9. Imatge representativa de la separació de cons i bastons per citometria de flux. 

En la imatge es mostra el conjunt de cèl·lules escollit segons la mida (per a evitar agregats 

i debris). De la fracció de cèl·lules soles, se separen les vives (marcades amb Hoescht, però 

no amb iodur de propidi) de les mortes (marcades amb iodur de propidi) i, finalment, del 

grup de les cèl·lules vives se separen poblacions enriquides segons la fluorescència que 

hagin adquirit mitjançant la unió amb marcadors i anticossos específics de tipus cel·lular. 

Cons: A647+ i bastons: A488+. 
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INTENSITAT 
 Rho S-opsina Cone arrestin Gapdh 

Bastons 1.499.638.835 796.861.017 220.174.012 806.702.439 

Cons 1.360.597.413 927.048.885 570.038.835 1.123.707.464 

Dobles 1.396.863.099 1.144.043.860 1.223.104.520 1.330.875.231 

NORMALITZACIÓ 

 Rho /Gapdh S-opsina / Gapdh 
Cone arrestin 

/Gapdh 
 

Bastons 1,859 0,988 0,273  

Cons 1,211 0,825 0,507  

Dobles 1,050 0,860 0,919  

ENRIQUIMENT 

 Rho / S-opsina 
Rho / Cone 

arrestin 
S-opsina / Rho 

Cone arrestin / 

Rho 

Bastons 1,882 6,811 0,531 0,147 

Cons 1,468 2,387 0,681 0,419 

Dobles 1,221 1,142 0,819 0,876 

 

 

 

Figura 10. Imatge representativa de l’electroforesi de la PCR semiquantitativa dels 

extractes cel·lulars obtinguts a partir de la separació de cons i bastons per citometria 

de flux. La quantificació mostra com la població de bastons es veu enriquida en 

bastons (ràtio de gens de bastons/cons, en color blau) mentre que la població de cons 

està barrejada i enriquida en bastons (ràtio de gens de cons/bastons, en color 

vermell). Dobles: Cèl·lules doblement marcades; Rho: Rodopsina. 

 



Resultats 

147 
 

A més del baix nombre de cèl·lules recuperat, els bastons són una població molt més 

abundant que els cons en les retines de ratolí, la qual cosa ens va dificultar molt la 

separació dels dos tipus de fotoreceptors, ja que mentre enriquíem la població de 

bastons, la població de cons ens quedava sempre contaminada de bastons (Figura 

10). Aquests resultats mostren d'una banda, la fragilitat que presenten els 

fotoreceptors i de l'altra, la dificultat d'aïllar poblacions pures. 

Vam repetir aquest experiment diverses vegades canviant les condicions 

d’incubació, la quantitat d’anticòs, així com també vam provar diferents finestres de 

recollida de cèl·lules al citòmetre, unes més estrictes per intentar purificar poques 

cèl·lules però que fossin específicament cons –però llavors el nombre de cèl·lules 

recollides disminuïa per sota de 100 el que feia que impossible la seva detecció per 

una PCR semiquantitativa– i d’altres més permissives, on la contaminació per 

bastons va fer que fos impossible purificar els cons. Aquests resultats 

malauradament ens van portar a desistir i ens vam centrar en altres reptes importants 

per la Tesi. Actualment, hi ha altres metodologies i sistemes de sorteig cel·lular més 

refinats que podríem intentar per tal d’aconseguir obtenir les poblacions separades, 

com la realització de Single-cell RNA-seq, tot i que no seria fàcil distingir entre 

diferents isoformes perquè les lectures són massa curtes i no permeten fàcilment 

combinar la identificació de promotors alternatius alhora que splicings interns 

alternatius. 
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1.2. Identificació de possibles inicis de traducció alternatius de 

CERKL 

ANTECEDENTS 

Cerkl presenta moltes isoformes, però desprès de l’inici de traducció convencional 

situat just després de la regió 5’ UTR, el següent inici de traducció en pauta a partir 

d'una metionina es troba a l’exó 5. En un treball anterior, ja s'havia realitzat una 

cerca in silico de possibles regions Kozak [39] en les seqüències de transcrits del gen 

CERKL humà. En aquest treball previ ja es va demostrar que la metionina que es 

troba dins de l'exó 5 era eficient per iniciar la traducció dels transcrits procedents 

dels promotors interns (3a i 3b). Tot i això, ens vàrem plantejar què succeïa amb 

totes aquelles isoformes que provenen del promotor de NeuroD1, ja que si l'inici de 

traducció usat era una metionina convencional, un 40% dels transcrits a retina 

s’haurien d’expressar des de l’inici de traducció de l’exó 5 i això implicaria perdre 

molts dels possibles dominis funcionals de la proteïna, apart de tenir 5 exons 

codificants com a 5' UTR. Ens vam proposar cercar possibles inicis de traducció 

alternatius que poguessin produir proteïna CERKL a partir dels transcrits 

procedents del promotor del gen NeuroD1, a ratolí. Per aquesta raó, vam decidir 

clonar la isoforma 13 de ratolí (HQ426692), ja que es genera a partir del promotor 

de NeuroD1 i és una de les formes més completes, a un vector d’expressió de GFP 

per tal de poder detectar la proteïna de fusió. Així doncs, segons el pes molecular 

detectat de la proteïna de fusió mitjançant una immunodetecció per western-blot 

podríem determinar si probablement hi ha un inici de traducció a 5’ del que es troba 

a l’exó 5, ja que presentaria un pes molecular major de l’esperat. 
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RESULTATS 

Identificació de dues leucines que podrien actuar com a inici de traducció no 

convencional 

El nostre objectiu era clonar la isoforma Cerkl m13 (procedent del promotor de 

NeuroD1, i que per splicing uneix el primer exó de NeuroD1, no codificant, amb l'exó 

2 de Cerkl), per tal d'identificar si existia un lloc alternatiu d'inici de traducció, no 

convencional, és a dir, que no s'inicia per una metionina. Vam amplificar una 

isoforma similar, la isoforma Cerkl m13-like que presenta un petita inserció de 10 

nucleòtids degut al corriment del lloc acceptor d’splicing.  

Aquesta isoforma Cerkl m13-like va ser clonada a 5' de la pauta de lectura de GFP, 

per a ser expressada en cèl·lules HEK293 i observar la mida (pes molecular) de la 

proteïna de fusió amb una immunodetecció per western-blot. Si la proteïna de fusió 

CERKL-GFP comencés la traducció a partir de l’inici descrit a l’exó 5, esperaríem 

un pes molecular de 56,7 kDa, però quan vam realitzar la immunodetecció per 

western-blot dels lisats de les cèl·lules transfectades, vam observar una banda de major 

pes molecular no present en el control negatiu, d'aproximadament 75 kDa, 

compatible amb un inici de traducció no convencional (Figura 11A). Una altra 

evidència a favor que es generava proteïna de fusió va ser l'observació al microscopi 

de la fluorescència característica de GFP (Figura 11B). 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. A) Immunodetecció per western-blot de la proteïna generada per la proteïna de 

fusió CERKL m13-GFP amb un pes molecular d’aproximadament 75 kDa (*), indicant 

un possible lloc de traducció alternatiu. B) Visualització per microscòpia la fluorescència 

emesa per la proteïna de fusió. 
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Com que el senyal era dèbil, vam enriquir la fracció proteica amb la proteïna de 

fusió CERKL-GFP mitjançant una immunoprecipitació amb l’anticòs αGFP. 

L'eluït va ser enviat a espectrometria de masses per tal d'identificar-ne els pèptids. 

Vam raonar que si podíem identificar pèptids de CERKL codificats als exons 

inicials, prèviament a la metionina de l'exó 5, seria una evidència més segura de la 

producció d'aquesta proteïna a partir d’un inici de traducció no convencional. 

L'espectrometria de masses va trobar un conjunt de pèptids de CERKL, GFP i fusió 

entre CERKL-GFP, però notablement, també va identificar de forma clara el pèptid 

EESLELEDIFSVK (Figura 12A i 12B), codificat per l’exó 2. Els inicis de traducció 

no convencionals solen usar variacions del triplet d'iniciació, com ara Leucina 

(CTG) o Valina (GTG) [266]. Justament, en posició més amino-terminal d’aquest 

pèptid hi ha dues leucines (CTG) que podrien actuar com a inici de traducció 

alternatiu com es pot veure en la seqüencia que codifica per la proteïna de fusió 

(Figures 12A i 12C).  
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Finalment, per determinar si les dues leucines candidates podien realment actuar 

com a inici de traducció alternatiu vam realitzar mutagènesi dirigida per a mutar-

les, per separat, o delecionant totes dues a la vegada. Els resultats obtinguts amb la 

deleció de les dues leucines, mostra una davallada en els nivells d’expressió de la 

proteïna de fusió (Figura 13), el que podria ser un clar indicatiu que aquestes 

leucines (una d'elles, almenys) estan actuant com a inici de traducció alternatiu fins 

ara desconegut.  

Figura 12. A i B) Seqüència del cDNA i de la  proteïna codificada per la isoforma Cerkl 

m13-like i conjunt de pèptids CERKL-GFP identificats per espectrometria de masses. 

Enquadrat en verd s'indica el pèptid codificat per l'exó 2, situat en una posició més 

amino-terminal que la primera metionina en l'exó 5. Enquadrat en blau trobem un altre 

dels pèptids trobats en una posició més amino-terminal de la metionina de l’exó 5. 

Marcat en color rosa trobem la seqüència esperada que es donaria a partir de la metionina 

de l’exó 5 (seqüència no completa). En lila es troben marcades les dues leucines (CTG 

CTG) consecutives que podrien estar actuant com a inici de traducció alternatiu. En groc 

es troba marcada la inserció de 10 nucleòtids. C) Il·lustració de la isoforma completa de 

Cerkl, la isoforma Cerkl m13 que prové del promotor de NeuroD1 i la isoforma Cerkl m13-

like, que resulta molt semblant a la isoforma Cerkl m13, excepte per una inserció de 10 

nucleòtids a l’inici de l’exó 2 (indicada en vermell). Les leucines que podrien estar actuant 

com a inici de traducció alternatiu s’han representat en magenta i la metionina 

localitzada a l’exó 5 i que actua com a inici de traducció ja descrit es marca en verd. Les 

fletxes blaves indiquen els inicis de traducció, alternatius i convencionals. 

C 
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Es requereixen més experiments, com ara una immunodetecció per western-blot, per 

confirmar que realment desapareix la banda CERKL-GFP d’aproximadament 75 

kDa. Aquest és un treball que s'està duent a terme actualment, per una altra membre 

del grup. 

 

ANNEX CAPÍTOL 1 - MATERIALS I MÈTODES 

Separació de cons i bastons de la retina de ratolí per citometria de flux 

Rentem les retines amb PBS 1x suaument i deixem que precipitin al fons del tub. 

Retirem el PBS 1x i dissociem les retines amb el kit Neural Tissue Dissociation Kit 

(Miltenyi Biotec, Bergisch, Gladbach, Germany), seguint les instruccions del 

fabricant amb petites modificacions. Incubem al bany humit a 37°C durant 20 

minuts, i cada 5 minuts, donem cops al fons del tub per disgregar les cèl·lules. 

Transcorregut aquest temps afegim Hoescht 33342 (1:1.000) per marcar les cèl·lules 

Figura 13. Visualització dels nivells d’expressió de GFP en cèl·lules transfectades, amb 

control buit, la isoforma CERKL m13-GFP, o aquesta construcció amb les dues leucines 

esmentades delecionades. S’observa una important davallada en els nivells de 

fluorescència de GFP quan les dues leucines estan delecionades. 
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vives, iodur de propidi (1:1000) com a marcador de cèl·lules mortes, PNA-647 

(1:100 o 1:50) per identificar als cons, i CD73-488 (1:100, 561545, BD Biosciences) 

per marcar als bastons, i incubem 1h a temperatura ambient amb un lleuger sacseig. 

Finalment, les mostres se seleccionen amb el sorter de cèl·lules FACSAria III, segons 

el tipus de població cel·lular, quan passen pel capil·lar de l’aparell, cèl·lula a cèl·lula: 

en mortes, vives, i dins d'aquest últim grup, aquelles que estan marcades amb el 

fluoròfor 647 (població de cons), 488 (població de bastons), i les que estan 

doblement marcades amb els fluoròfors 488 i 647. En el nostre cas, recollim 

separadament les cèl·lules vives marcades amb el fluoròfor 647, 488 i les doblement 

marcades (no recollim les cèl·lules mortes). Finalment, centrifuguem a 1.000 rpm i 

congelem a -20°C el pellet de cèl·lules per realitzar pròxims experiments. 

Aïllament de RNA i RT-PCR  

L’RNA es va aïllar a partir de retines de ratolí mitjançant l’ús del kit RNA isolation 

kit (Roche, Basilea, Suïssa), tal i com està detallat a l’article presentat en el Capítol 

1 d’aquesta Tesi. La retrotranscripció cap a cDNA també es va realitzar com està 

indicat en aquest manuscrit. Per tal de fer l'amplificació del cDNA, segons els 

experiments, es van usar diferents encebadors (Taula 5). 

 

 Encebador Forward 5’→3’ Encebador Reverse 5’→3’ 

Rodopsina CACATCACTCCATGGCTACTTCGTC TCAATGGCCAGGACCACCAG 

S-opsina TCCAAGAGCTCCTGTGTCTACAACC GAGAGCCAGACACGTCAGATTCG 

Cone Arrestin CTACAACTGCAGGCCTGGATGG TCTTGATTCTTCTGATGACCTTGTTGG 

Gapdh TGGAGAAACCTGCCAAGATGATG TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 

Cerkl m13 CCGCTCGAGACGAGGAATTCGCCCACG GAGGAAGCTCTGCTCCAACGAG 

Leucina 1 

(Leu→Ala) 

GTAGCACCAGGCATGATGCACTG 

AGCAAAGAAGAGTCCCTAG 

CTAGGGACTCTTCTTTGCTCAGTG 

CATCATGCCTGGTGCTAC 

Taula 5. Llistat d’encebadors utilitzats en aquest Annex. 
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Leucina 2 

(Leu→Ala) 

GTAGCACCAGGCATGATCTGGCA 

AGCAAAGAAGAGTCCCTAG 

CTAGGGACTCTTCTTTGCTTGCC 

AGATCATGCCTGGTGCTAC 

ΔLeucines 
GTAGCACCAGGCATGATAGCAAA 

GAAGAGTCCCTAGAA 

TTCTAGGGACTCTTCTTTGCTAT 

CATGCCTGGTCGTAC 

 

 

 

Clonatge en cassette de la isoforma Cerkl m13 

Per dur a terme el clonatge en cassette de la isoforma m13 de Cerkl (HQ426692) es va 

amplificar mitjançant una PCR la part inicial de Cerkl del transcrit que prové del 

promotor de NeuroD1, amplificant un fragment de 823 bp amb els encebadors 

corresponents (Taula 5). Dins d’aquest fragment amplificat es troba una diana de 

restricció SacI. Un cop amplificat el fragment, es va purificar amb el kit (NZYtech 

MB01104) i es van digerir el vector CERKL-pGFP N2 i el fragment amplificat amb 

els enzims de restricció XhoI i SacI per tal de poder-lo clonar dins del vector en 

cassette. Després d'una lligació i transformació de cèl·lules E. coli DH5α (mètodes 

convencionals), les colònies positives que contenien el fragment de la mida adient 

es van seqüenciar per comprovar que la integritat de la construcció.  

Transfecció en cèl·lules HEK 293 

La transfecció de la isoforma m13 clonada en cèl·lules HEK 293 es va realitzar 

seguint el mateix protocol descrit en l’article presentat en aquest Capítol. 

Immnunodetecció per western-blot 

Es va seguir el mateix protocol realitzat en l’article presentat en aquest Capítol, 

l’anticòs utilitzat va ser αGFP (Abcam 290) 1:1.000 (incubació tota la nit, a 4°C) 

 

Rodopsina, S-opsina, Cone arrestin i Gapdh: encebadors utilitzats per a la separació de 

cons i bastons. Cerkl m13: encebadors utilitzats per realitzar el clonatge. L’encebador 

Forward presenta la diana de restricció XhoI subratllada. Leucina 1, Leucina 2 i 

ΔLeucines: encebadors emprats per a la realització de la mutagènesi dirigida. 
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Immunoprecipitació 

Es renten les cèl·lules 48h post-transfecció amb PBS 1x i es tripsinitzen. Un cop 

desenganxades de la placa es centrifuguen 5 minuts a 2.000 rpm. El pellet es resuspen 

en tampó RIPA i s’homogeneïtza amb un èmbol (pellet pestle). Seguidament 

s’afegeixen 6 µg d’anticòs αGFP (Abcam Ab290) i s’incuba tota la nit a 4°C. Al dia 

següent es renten 100 µL de boles de sefarosa (Sigma Aldrich GE17-0618-01) amb 

RIPA i s’afegeixen a la mostra per a incubar-ho durant 4h a temperatura ambient. 

Finalment, es realitzen rentats amb RIPA i s’elueix amb tampó Laemmli 1x. 

Espectrometria de masses 

Per realitzar aquesta tècnica les mostres es van portar a la Unitat de Proteòmica del 

Parc Científic de Barcelona on es van processar. Les mostres (bandes retallades d’un 

gel de poliacrilamida tenyit amb blau de comassie R-250) van ser netejades amb 

bicarbonat d’amoni (50mM NH4HCO3) i acetonitril (ACN). Les mostres van ser 

reduïdes (DTT 20mM; 60 minuts, 60°C) i alquilades (iodoacetamida 55 mM; 25°C, 

30 minuts, a la foscor). Seguidament les mostres es van digerir durant tota la nit a 

37°C amb Lys-C (Lysyl Endopeptidase®,Mass Spectrometry Grade, Wako). La 

barreja de pèptids resultats van ser extrets del gel amb un 5% d’àcid fòrmic (FA) en 

un 50% ACN, i un 100 % ACN, i es van eixugar amb un SpeedVac que a més ajuda 

a reduir el volum de les mostres. La barreja de pèptids secs es van analitzar en el 

cromatògraf nanoAcquity liquid (Waters) acoblat a l’espectròmetre de masses LTQ-

Orbitrap Velos (Thermo Scientific). Les digestions tríptiques van ser resuspeses en 

una solució amb un 1% de FA i una alíquota de cada mostra va ser injectada per la 

separació cromatogràfica. Els pèptids van ser atrapats amb la columna Symmetry 

C18TM (5μm 180μm x 20mm; Waters), i van ser separats amb una columna de 

capil·laritat inversa C18 (ACQUITY UPLC BEH; 130Å, 1.7μm, 75 μm x250 mm, 

Waters). El gradient utilitzat per l’elució de pèptids va ser de 1 al 40 % B en 30 

minuts, seguit d’un gradient del 40% al 60% en 5 minuts (A: 0.1% FA; B: 100% 
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ACN, 0.1%FA; ritme de flux: 250 nL/minuts). Els pèptids eluïts van estar sotmesos 

a un electrospray d’ionització en una agulla emissora (PicoTipTM, New Objective) 

amb un voltatge aplicat de 2.000V. Les masses dels pèptids (m/z 200-1800) es van 

analitzar amb un mode de dades dependents on el Scan sencer de l’espectrometria 

de masses (MS) va ser adquirit a Orbitrap amb una resolució de 60.000 FWHM a 

400m/z. Fins els 15 pèptids més abundants (mínim intensitat de 500 comptatges) 

van ser seleccionats de cada scan de MS i llavors fragmentats al linear ion trap usant 

CID (38% col·lisió d’energia normalitzada) amb heli com a gas de col·lisió. Els 

paràmetres del scan van ser: Full MS: 250 ms (1 microscan) i MSn: 120 ms. Les 

dades generades es van ser recollides amb Thermo Xcalibur (v.2.2). 

Mutagènesi dirigida 

Per realitzar aquesta tècnica es van dissenyar un parell d’encebadors per mutar la 

primera leucina per una alanina, el mateix per la segona leucina i finalment una 

parella d’encebadors per eliminar les dues leucines (Taula 5) Seguidament es realitza 

una PCR amb una polimerasa d’alta fidelitat i es digereix amb DpnI (Roche) durant 

1h a 37°C. Finalment, es procedeix a transformar cèl·lules d’E. coli DH5α. 
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PUBLICACIÓ 2 

TÍTOL 

“The Relevance of Oxidative Stress in the Pathogenesis and Therapy of Retinal Dystrophies” 

AUTORS (ANY) 

Elena B. Domènech i Gemma Marfany (2020). 

REFERÈNCIA 

Antioxidants, 9 (4): 347, DOI: 10.3390/antiox9040347 (Índex d’impacte 4,520). D1 

- Chemistry, Medicinal 

RESUM 

La supervivència de les cèl·lules de la retina requereix un equilibri entre l’oxigen, les 

espècies reactives de l’oxigen i les molècules antioxidants que contraresten el dany 

causat per l’estrès oxidatiu. L’estrès oxidatiu altera l’homeòstasi cel·lular i 

desencadena una resposta cel·lular de protecció, que és d’elevada importància als 

fotoreceptors i a les cèl·lules ganglionars, ja que són neurones amb una elevada taxa 

metabòlica que contínuament estan subjectes a estímuls d’estrès oxidatiu/lumínic. 

En aquesta revisió, hem analitzat com alteracions en les vies endògenes de protecció 

contra l’estrès oxidatiu provoquen una disfunció retinal en malalties visuals 

prevalents (AMD, glaucoma), així com també en malalties genètiques rares de la 

retina (RP, LHON). En aquest treball també s’indiquen alguns dels factors 

moleculars claus de l'estrès oxidatiu a retina i es discuteixen possibles teràpies 

mitjançant l’ús d’agents antioxidants i moduladors de l’expressió gènica, per tal de 

tractar els efectes nocius de l’estrès oxidatiu en distròfies retinals multifactorials i 

rares. 
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APORTACIÓ PERSONAL AL TREBALL 

La meva aportació a aquest treball ha estat la cerca i recopilació de la informació, la 

síntesi i integració de les dades, l'elaboració de figures i taules originals, així com 

l’escriptura de l'esborrany.  
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Annex Capítol 2 

Implicació de CERKL en la resposta a l’estrès 

oxidatiu 
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2.1 Dinàmica cel·lular de CERKL front a l’estrès oxidatiu in 

vitro 

ANTECEDENTS 

Com ja hem esmentat a la introducció d’aquest treball, estudis funcionals previs han 

demostrat que CERKL presenta una localització subcel·lular dinàmica. La proteïna 

presenta dos dominis de localització nuclear (NLS) i dos d’exportació (NES), pels 

quals pot translocar de nucli a citoplasma i viceversa. A més, es pot trobar també 

associat a vesícules de l’aparell de Golgi i Trans-Golgi, així com, a les membranes 

del reticle endoplasmàtic i mitocondris [40], [42]. Per aquest motiu, vam realitzar 

estudis in vitro, en cèl·lules en cultiu, per estudiar la dinàmica d’importació i 

exportació nuclear de CERKL front a un estímul d’estrès oxidatiu i determinar si 

aquest estímul tenia un efecte en la mobilitat subcel·lular de la proteïna. 

RESULTATS 

Dinàmica cel·lular de CERKL en resposta a l’estrès oxidatiu 

Es va determinar la dinàmica de CERKL-GFP sota diferents condicions. En un 

primer assaig es va afegir arsenit sòdic, un agent que genera espècies reactives de 

l’oxigen i, per tant, provoca estrès oxidatiu. A més, en un segon assaig es va afegir 

Leptomicina B, que serveix per estudiar la translocació nucli/citoplasma de les 

proteïnes, ja que inhibeix l’exportació nuclear mediat per CRM1 i, llavors, les 

proteïnes que usen aquesta via s’acumulen al nucli. La Leptomicina B es va afegir 

4h abans de fixar les cèl·lules i l’arsenit sòdic 45 minuts abans, un cop transcorregut 

aquest temps es va procedir a realitzar l’ICC. En tots els assajos es van deixar 

cèl·lules sense tractar com a control negatiu de l’experiment. 

En condicions control, el 51% de CERKL es transloca al nucli (Figura 14A). En 

presència de Leptomicina B, l’import nuclear es veu incrementat fins un 59% 
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(Figura 14B). Quan s’afegeix arsenit sòdic per a provocar estrès oxidatiu, la 

localització nuclear de CERKL incrementa fins al 63% (Figura 14C) i, finalment, 

quan hi ha un estímul d’estrès oxidatiu (arsenit sòdic) i, a més, l’exportació nuclear 

es troba inhibida per l’efecte de la Leptomicina B, l’increment de localització nuclear 

de CERKL encara és més notable, arribant a ser del 69%. Totes les comparatives 

mostren significació estadística respecte a la situació control (Figura 14D). 

 

 

 

 

 

 

Per tant, aquests resultats demostren que CERKL és una proteïna altament 

dinàmica amb capacitat d’entrar i sortir del nucli en poc temps, ja que tots els assajos 

amb estrès oxidatiu s'han fet en 45 minuts, i s'observa un increment que pot arribar 

a suposar un 18% del total (un increment relatiu respecte al control d'un 35% més). 

En aquestes condicions, la proteïna respon incrementant la seva presència al nucli 

quan la cèl·lula es troba sotmesa a condicions d’estrès oxidatiu, el que podria indicar 

que CERKL és un sensor davant l’estrès oxidatiu i es transloca al nucli per protegir 

als mRNAs que s’estan formant, o per activar o senyalitzar a altres proteïnes la 

presència d’estrès oxidatiu i, per tant, d’un potencial dany cel·lular. Tot i que 

caldrien més experiments per a demostrar el propòsit de la translocació de CERKL 

cap al nucli davant l’estímul d’estrès oxidatiu, aquests resultats són molt suggerents. 

Figura 14. Increment de la localització de CERKL al nucli en resposta a condicions 

d’estrès oxidatiu i retenció nuclear. A) L'ICC mostra un increment de la importació 

nuclear de CERKL sota condicions d’estrès oxidatiu. B) Hi ha una retenció de CERKL-

GFP al nucli desprès del tractament amb Leptomicina B (Lepto B). C) S’observa un 

increment notable de CERKL-GFP al nucli desprès de realitzar el tractament amb arsenit 

sòdic (NaAsO2). D) Comparacions múltiples segons el tractament realitzat: control (cap 

tractament), Leptomicina B, arsenit sòdic i ambdós tractaments. El test estadístic utilitzat 

és una two-way ANOVA en tres experiments independents, amb més de 7 imatges per 

experiment i unes 50 cèl·lules per imatge. Els valors obtinguts segueixen una distribució 

normal. (**) p-valor < 0,01 i (***) p-valor < 0,001. 
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Anàlisi de potencials modificacions post-traduccionals de CERKL en resposta a 

l’estrès oxidatiu 

Per analitzar si l’expressió i l’estabilitat general de la proteïna es veien afectades sota 

condicions d’estrès oxidatiu, es van transfectar cèl·lules HEK293 amb la construcció 

CERKL-GFP i es van tractar amb arsenit sòdic. Seguidament, van ser lisades i es va 

realitzar la immunodetecció per western-blot. El pes molecular de la proteïna de fusió 

esperat CERKL-GFP és de 81 kDa. 

En el western-blot no s’observen diferències en el nivell d'expressió quan es comparen 

les cèl·lules tractades amb les control, ja que l’expressió en ambdós casos és bastant 

similar. A més, tampoc no s’observen modificacions post-traduccionals que 

provoquin un canvi de mobilitat de la proteïna (fosforilació, ubiquitinació 

sumoïlació...) en cap de les condicions (Figura 15). La conclusió seria que no 

s'observen diferències significatives ni en el nivell d'expressió de la proteïna CERKL, 

ni en possibles modificacions post-traduccionals com a resposta a estrès oxidatiu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Anàlisi d'estabilitat i modificacions post-traduccionals de la proteïna CERKL 

en condicions d'estrès oxidatiu. La immunodetecció mostra uns nivells molt similars de 

la proteïna en condicions control i amb estrès oxidatiu. A més, tampoc no es detecten 

diferències en possibles modificacions post-traduccionals que indiquin diferències entre 

ambdues condicions. 
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2.2 Resposta de CERKL front a l’estrès oxidatiu in vivo a ratolí 

ANTECEDENTS 

En estudis anteriors in vitro, s’ha demostrat que CERKL interacciona amb proteïnes 

d’unió a l’mRNA, com ara PABP i eIF4E, clarament colocalitzant amb els grànuls 

d’estrès (SGs) quan les cèl·lules estan sotmeses a un estímul d’estrès [41]. A més, 

publicacions anteriors a aquest treball indicaren que CERKL contribueix a la 

resposta de protecció cel·lular, ja que la seva sobreexpressió protegeix a les cèl·lules 

de l’apoptosi induïda per l’estrès [40]. CERKL juga un paper anti-apoptòtic 

important donat que modula la via antioxidant de la peroxiredoxina mitocondrial 

[42]. Finalment, un estudi amb rates va mostrar que hi havia una alteració en la 

localització i expressió de CERKL als fotoreceptors com a conseqüència de l’estrès 

oxidatiu [267]. Totes aquestes evidències prèvies, juntament amb els nostres 

resultats de tràfic nucli-citoplasma amb estrès oxidatiu, ens varen suggerir 

d'analitzar la resposta de CERKL a la retina enfront l’estrès oxidatiu, emprant el 

model de ratolí CerklKD/KO que hem generat i caracteritzat durant aquesta Tesi.  

RESULTATS 

Anàlisi de la resposta de CERKL a estrès oxidatiu en cultius primaris de cèl·lules 

ganglionars de la retina d’embrions E16 

Inicialment vam realitzar un primer abordament amb animals silvestres per posar a 

punt la tècnica de cultiu de cèl·lules ganglionars. En aquest experiment vam 

seleccionar les cèl·lules ganglionars segons la morfologia diferenciada d’un axó 

extremadament llarg i un soma arrodonit ple de dendrites, a més vam realitzar un 

marcatge amb αTHY-1 per confirmar que la morfologia corresponia a les cèl·lules 

ganglionars. Mentre posàvem a punt aquesta tècnica vam determinar l’edat òptima 

per a realitzar aquest tipus de cultiu, atès que la plasticitat neural es perd a mida que 

la retina passa a estadis més madurs. Vam realitzar cultius d’estadis a E16 (quan hi 
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ha el pic de maduració de les cèl·lules ganglionars), P0, P4 i P7 i els vam deixar 

diferenciar durant 7 dies in vitro. En els quatre casos vam aconseguir obtenir cèl·lules 

ganglionars vives en cultiu però vam determinar que els estadis E16 i P0 eren els 

més òptims per a realitzar aquesta tècnica, ja que la supervivència cel·lular era molt 

major. Finalment, vam determinar si existien diferències en el comportament de 

CERKL dins les cèl·lules ganglionars quan rebien un estímul d’estrès oxidatiu. A 

més, vam determinar que érem capaços de generar estrès a les cèl·lules ganglionars 

desprès d’incubar les cèl·lules amb 0,5 mM d’arsenit sòdic, ja que davant l’estímul 

es produïa un increment en la formació de grànuls d’estrès detectats amb PABP i, a 

més, trobàvem que CERKL també formava grànuls (Figura 16A). Si ens fixem amb 

detall, podem observar com davant l’estímul d’estrès hi ha un increment molt 

notable en la formació d’SGs (Figura 16B), així com també podem observar com 

CERKL passa d’estar localitzat de manera ubiqua per la cèl·lula a localitzar-se de 

forma molt concentrada amb els grànuls d’estrès.  
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Figura 16. Cultius primaris 

d’RGCs de ratolins CerklWT/WT 

E16. A) Cèl·lula ganglionar 

característica amb un axó mot llarg 

i un soma arrodonit amb neurites, 

aquesta morfologia és confirmada 

amb el marcador THY-1, específic 

de cèl·lules ganglionars. B) 

Magnificació del soma de les 

RGCs on s’observa amb detall que 

en condicions d’estrès oxidatiu 

augmenta la producció de grànuls 

d’estrès marcats amb PABP (color 

blanc), indicant que aquest tipus 

cel·lular és sensible a l’estímul 

aplicat. També observem que 

CERKL (en vermell) s’expressa en 

aquestes cèl·lules i a més respon a 

l’estímul d’estrès localitzant-se de 

forma molt notable als SGs.  
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Per determinar amb més robustesa l’efecte de l’estrès oxidatiu sobre CERKL a la 

retina, vam realitzar cultius primaris de cèl·lules ganglionars (RGCs) de 3 embrions 

E16 CerklWT/WT i CerklKD/KO, ja que a aquesta edat hi ha el pic de desenvolupament 

d’aquest tipus cel·lular i, addicionalment, les neurones tenen la plasticitat suficient 

per ser cultivades ex vivo, pràctica que en teixit neuronal adult resulta 

extremadament difícil. Al cap de 7 dies de diferenciació in vitro, se’ls hi va afegir 0,5 

mM d’arsenit sòdic per provocar estrès oxidatiu durant 45 minuts i, seguidament, es 

va fixar el cultiu per realitzar una ICC (Figura 17A). Les cèl·lules ganglionars de la 

retina de ratolí són un dels tipus cel·lulars que es veu més afectat per l’estrès (tant 

mecànic com oxidatiu) per darrera dels fotoreceptors, el que les fa bones candidates 

pel seu estudi. D'altra banda, sabíem que l'afectació retinal més visible en el model 

knockdown de CerklKD/KD són les alteracions electrofisiològiques en els potencials 

oscil·latoris (produïts per les  cèl·lules ganglionars), per la qual cosa ja ens esperàvem 

que la seva resposta a l'estrès oxidatiu quan l'expressió de Cerkl està molt disminuïda 

segurament es veuria agreujada. Tot i que la resposta de les cèl·lules és global, hem 

centrat les quantificacions en els somes de les neurones, per facilitar-ne l'anàlisi. 

Els grànuls d’estrès es van immunodetectar amb PABP, mentre que CERKL es va 

detectar utilitzant dos anticossos generats al laboratori (veure materials i mètodes de 

l’article presentat al Capítol 1). El propòsit d’utilitzar dos anticossos per detectar 

CERKL era per discernir si les diferents isoformes de CERKL responien 

diferentment a l’estrès oxidatiu. Els resultats obtinguts en els cultius primaris 

coincideixen totalment amb els observats tant en cèl·lules transfectades in vitro, com 

in vivo en retines (veure següent secció). S’observa un increment en la formació de 

grànuls d’estrès en la situació en la que les RGCs han estat sotmeses a estrès 

oxidatiu, essent aquest increment més notable en les RGCs dels mutants CerklKD/KO. 

Caldria destacar que la formació d’SGs en la situació d’estrès de les retines 

CerklWT/WT és molt semblant a la situació control sense estrès de les RGCs de 
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CerklKD/KO, el que suggereix que en condicions basals les cèl·lules de les retines 

CerklKD/KO ja es troben basalment en una situació d’estrès (Figura 17B). 

La detecció amb l’anticòs αCERKL2 no mostra una davallada en la intensitat de 

CERKL en els individus CerklKD/KO, aquest resultat pot estar emmascarat per l’efecte 

de l’estrès propi causat pel cultiu, ja que com veurem en el següent apartat, la 

intensitat de CERKL incrementa davant l’estímul d’estrès, per exemple, per 

activació de la transcripció. D’aquesta manera, si les isoformes detectades per aquest 

anticòs es troben en la primera línia de resposta davant l’estrès, tot i no afegir arsenit 

sòdic, com el cultiu per se ja implica cert estrès cel·lular, s’arriba a un plateau 

d’intensitat que no podem diferenciar (Figura 17C). D’altra banda, la detecció amb 

l’anticòs αCERKL5 mostra diferències d’intensitat de CERKL segons el genotip. 

En aquest cas, observem l'esperat decrement en la intensitat de CERKL en les RGCs 

provinents d’individus CerklKD/KO. A més, en situació d’estrès, tant a CerklWT/WT com 

CerklKD/KO, s'incrementa notablement l’expressió d’aquestes isoformes (Figura 17G). 

Pel que fa a la colocalització de CERKL amb PABP en els SGs, observem un 

increment d’aquesta colocalització amb els dos anticossos quan les RGCs es troben 

en condicions d’estrès, particularment en el cas de les RGCs de ratolins CerklKD/KO 

(Figura 17D i 17H). Addicionalment, i en consonància amb els resultats del següent 

apartat, tenint en compte la intensitat total de CERKL, s’observa un increment de 

CERKL cap als SGs en les RGCs de ratolins CerklKD/KO, essent aquest increment més 

exacerbat en situació d’estrès oxidatiu (Figura 17E i 17I). 

Finalment, hem pogut determinar que les isoformes de CERKL detectades amb 

l’anticòs αCERKL2 es localitzen més al nucli en els individus CerklKD/KO respecte els 

CerklWT/WT . Els animals mutants ja presenten cert estrès basal, i en condicions 

d’estrès oxidatiu induït, aquest desplaçament cap al nucli és encara més notable 

(Figura 17F). Aquests resultats confirmen i complementen els resultats obtinguts de 

dinàmica cel·lular de CERKL en cèl·lules en cultiu. D’altra banda, pel que fa a les 
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isoformes detectades amb l’anticòs αCERKL5 observem una davallada en la 

intensitat de CERKL al nucli en les RGCs de CerklKD/KO respecte els CerklWT/WT 

(Figura 17J), el que clarament indica que les isoformes de CERKL detectades amb 

aquest anticòs no es comporten igual, ja que enlloc de translocar-se al nucli com les 

detectades amb αCERKL2, segurament es desplacen cap a un altre compartiment 

subcel·lular, com podrien ser els mitocondris. Altres membres del grup estan 

estudiant la possible associació d'isoformes de CERKL als mitocondris, i 

conjuntament abordarem aquest moviment subcel·lular diferencial entre isoformes 

de CERKL. 
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Figura 17. Estudi de la resposta de CERKL en condicions d’estrès oxidatiu en RGCs. 

A) Immunocitoquímica d’RGCs de retines CerklWT/WT i CerklKD/KO en condicions d’estrès 

oxidatiu i control. B) Àrea dels SGs. C i G) Intensitat total de CERKL. D i H) Intensitat 

de CERKL als SGs. E i I) Fracció de CERKL que es desplaça als SGs. F i J) Intensitat 

de CERKL al nucli. 
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Estudis d’estrès lumínic in vivo en retines de ratolins CerklKD/KO  

Un dels objectius del nostre treball és estudiar si CERKL és rellevant a l’hora 

d’intervenir en la resposta a l’estrès lumínic in vivo, ja que la retina és un teixit que 

es troba constantment exposat a la radiació de la llum, i per tant, pateix molt estrès 

lumínic i oxidatiu. Els experiments d’estrès lumínic en ratolins únicament es poden 

dur a terme amb ratolins albins, ja que la retina dels ratolins pigmentats és força 

resilient a l'irradiació lumínica. Per aquest motiu, mitjançant successius 

encreuaments de ratolins albins silvestres (que només porten la mutació en 

homozigosi en el gen Tyrosinase (B6(Cg)-Tyrc-2J/J)) amb la soca de mutants doble 

heterozigots per a Cerkl que ja teníem en fons negre (C57BL/6J) (veure l’article 

presentat al Capítol 1), vam generar la colònia mutant CerklKD/KO en fons genètic albí. 

En aquest estudi es van utilitzar dos ratolins albins, un control CerklWT/WT i un mutant 

CerklKD/KO. Desprès d’una hora d’estrès lumínic, les dues retines de cada animal van 

ser utilitzades per fer una IHC per tal de determinar la resposta de CERKL davant 

d’un estímul de llum. Com era d’esperar i d’acord amb el genotip dels animals, les 

retines CerklKD/KO mostren una clara davallada en l’expressió de CERKL en 

comparació amb l’animal control (Figura 18A). A la retina CerklWT/WT control, 

PABP s’expressa de manera ubiqua per tota la retina, en contrast amb l’increment 

en el nombre d’SGs de la retina sotmesa a l’estrès lumínic del mateix animal. Els 

SGs a la retina CerklWT/WT són particularment evidents a la capa de cèl·lules 

ganglionars, la capa nuclear externa (ONL) i la capa dels fotoreceptors. D’altra 

banda, la retina CerklKD/KO presenta més SGs en condicions basals que la CerklWT/WT, 

indicant que tot i que no hi hagi una situació d’estrès provocada intencionadament, 

les cèl·lules de la retina pateixen algun tipus d’estrès basal quan els nivells 

d’expressió de CERKL són extremadament baixos. De fet, a la retina sotmesa a 

l’estrès lumínic de l’individu CerklKD/KO la resposta és notablement exacerbada, 

mostrant un increment substancial en l’expressió de PABP i en la formació d’SGs 
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que, en aquest cas, es troben distribuïts per tota la retina en comparació amb la retina 

control del mateix animal (fletxes grogues, Figura 18A). 
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Figura 18. Resposta exacerbada a l'estrès lumínic a retines de ratolins CerklKD/KO.A) 

Immunohistoquímica de retines CerklWT/WT i CerklKD/KO. Les fletxes blanques indiquen la 

translocació de CERKL cap a la perifèria nuclear i les fletxes grogues els SGs. B i G) 

Intensitat total de CERKL. C i H) Àrea dels SGs. D i I) Intensitat de CERKL als SGs. 

E i J) Fracció de CERKL als SGs. F i K) Gràfics de colocalització de CERKL amb 

PABP. 
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Per analitzar el comportament de CERKL, ens hem centrat en les retines CerklWT/WT, 

ja que tenen uns nivells d’expressió de CERKL normals. En els nuclis dels 

fotoreceptors de la condició control, ambdós anticossos que reconeixen CERKL 

mostren petites però visibles diferències en el patró d’expressió, probablement 

reflectint la detecció de diferents isoformes segons l’anticòs emprat. D’altra banda, 

sota condicions d’estrès els dos patrons són molt similars, es produeix un canvi i 

s'observa una acumulació perinuclear de les isoformes de CERKL detectades amb 

l’anticòs αCERKL2 (fletxes blanques, Figura 18A). Aquest resultat mostra, no 

solament que les diferents isoformes poden estar actuant diferent, sinó que segons el 

tipus cel·lular la resposta de les isoformes també podria ser diferent, ja que en els 

cultius d’RGCs les isoformes de CERKL detectades amb αCERKL2 en condicions 

d’estrès es localitzaven més al nucli. Caldria realitzar quantificacions de la 

localització de CERKL als nuclis dels fotoreceptors al llarg de tota la retina per tal 

de demostrar si realment existeix aquesta discordança. A més, en condicions d’estrès 

lumínic, la intensitat total de CERKL detectada per αCERKL2 es veu incrementada 

en contrast amb la detectada amb αCERKL5 (Figura 18B i 18G). 

Pel que fa als grànuls d’estrès, s’ha comparat l’àrea dels SGs en condicions control 

i en situació d’estrès lumínic en ambdós animals. Aquesta comparació mostra un 

increment en l’àrea dels SGs en retines sotmeses a estrès lumínic (Figura 18C i 18H). 

Complementàriament, es va determinar que CERKL colocalitza amb PABP als 

SGs, particularment sota condicions d’estrès lumínic (Figura 18D i 18I). Finalment, 

es va quantificar la fracció total de CERKL localitzada en els SGs. Tenint en compte 

la intensitat total de CERKL, s’observa un desplaçament de CERKL cap als SGs 

quan la retina es troba sotmesa a aquest estímul, però aquest increment és molt més 

evident a la retina CerklKD/KO (Figura 18E i 18J). 

L’anàlisi de colocalització de CERKL i PABP es va dur a terme mesurant les 

intensitats i la possible colocalització en els grànuls d’estrès a la retina CerklWT/WT 

sotmesa a estrès lumínic. Els nostres resultats mostren una colocalització 
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pràcticament perfecte entre ambdues proteïnes quan les retines estan sota estrès, 

indicant un paper rellevant de CERKL en la formació dels SGs. CERKL va ser 

detectat amb els dos anticossos, αCERKL2 i αCERKL5 (Figura 18F i 18K). Aquests 

resultats són encara preliminars i caldria realitzar replicats per tal de tenir robustesa 

i extreure'n conclusions definitives que complementin la resta de resultats d’aquest 

apartat. 

Anàlisi de l’expressió gènica diferencial en condicions d’estrès lumínic en 

ratolins CerklKD/KO per RNA-seq  

Com reacciona la retina sota estrès oxidatiu? És evident que les neurones, en 

particular, les cèl·lules fotoreceptores han d'activar vies senyalitzadores de 

resiliència i supervivència per fer front al dany sobre les biomolècules. Quan 

aquestes vies no són suficients per fer front a les lesions, llavors s'activen vies de mort 

cel·lular programada. Tenint en compte que la nostra hipòtesi és que CERKL és un 

gen de resiliència que pot ser molt necessari a l'hora de respondre al dany per estrès 

oxidatiu, i que la seva manca o mutació causa una situació d'estrès basal a les 

neurones, ens vam preguntar si podríem esbrinar quina és la funció bàsica de 

CERKL a la cèl·lula i com respon aquesta davant l'estrès respecte a una situació 

control, identificant la resposta transcripcional diferencial per seqüenciació massiva 

del transcriptoma. 

Així, una anàlisi per RNA-seq ens permet determinar les diferències a nivell 

transcripcional entre les retines del model que hem generat i aquelles que provenen 

d’una soca salvatge. Endemés, també ens permet distingir diferències entre la 

condició d’estrès (llum) i la control (fosc) dins del mateix genotip i entre els genotips. 

Per tal de tenir una mínima variabilitat entre els controls de fosc i llum, vam fer 

servir el mateix animal anestesiat, amb un ull tapat i l'altre, obert, en resposta a 1h 

d'il·luminació continuada a 3.000 lux (Figura 19). Les retines van ser processades, 

l'RNA total obtingut i seqüenciat de forma massiva amb els protocols estàndard.  
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Les lectures d’RNA (RNA reads) de totes quatre condicions (3 animals per a cada 

genotip, per tant, 12 mostres diferents) van ser "curades" i netejades, també es van 

normalitzar i comparar entre elles. Una de les primeres mesures que es fa és analitzar 

la diferència d'expressió en Fold Change, que és la ratio entre l'expressió del mateix 

gen entre dues condicions i genotips. Per afavorir la comparació, se'n fa el logaritme 

en base 2. Com tenim replicats, també es fa una anàlisi estadística dels valors 

obtinguts intragrup respecte els valors intergrup. Alguns dels resultats es mostren 

resumits a la Figura 20 en forma de heatmap, que representa el Log2FoldChange de ±2 

amb un p-valor ajustat< 0,05, on el color lila representa un valor relatiu d'expressió 

baixa del gen, mentre que en taronja/groc es representen els gens que mostren una 

elevada expressió. El dendrograma que acompanya al heatmap mostra la relació que 

hi ha entre els patrons d'expressió dels diferents gens segons genotip i tractament. 

En aquest mapa d’expressió observem tots aquells gens que presenten diferències de 

±4 vegades d’expressió. Com es pot observar, en molts dels casos es formen grups 

de gens que en el model animal CerklKD/KO es troben clarament sub-expressats 

respecte als ratolins control i viceversa. De fet, les diferències entre genotips són molt 

evidents, ja en condicions basals. A més, clarament observem que hi ha notables 

diferències sobretot en el cas dels animals CerklKD/KO entre les condicions de llum i 

de foscor, indicant que possiblement presenten més sensibilitat a l’estrès produït amb 

la llum. En aquest mapa d’expressió i mirant amb un cert detall, podem detectar que 

Figura 19. Esquema de la 

realització  de l'assaig d’estrès 

lumínic en ratolins albins 

CerklWT/WT i CerklKD/KO. 
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els gens agrupats i que mostren clares diferències són gens no involucrats 

directament en cap via de senyalització relacionada amb l’estrès, mitocondris, 

autofàgia o apoptosi, sinó que majoritàriament es tracta de gens no anotats, 

pseudogens o gens housekeeping (Figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Això és relativament freqüent en les anàlisis de transcriptòmica, en que es poden 

trobar diferències degudes a respostes a heat shock, també a l’RPE i en diferents tipus 

de càncer, on els pseudogens s'expressen diferencialment i hi ha hipòtesis que 

Figura 20. Representació en forma de heatmap dels gens obtinguts amb un 

Log2FoldChange de ±2. A la imatge es pot observar grups de gens expressats 

diferencialment entre genotips i condició. 
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suggereixen que poden actuar com a "esponges" de miRNA, o com a RNA 

d'interferència (que tindria un efecte contrari), sobre els seus gens cognats, els gens 

funcionals [268]–[271]. Per tant, tot i que les diferències més clarament observables 

en aquest heatmap no siguin les esperades respecte a les vies de resposta a estrès, no 

significa que no estiguin afectades, sinó que les diferències a nivell transcripcional 

degudes a la manca de Cerkl o a la situació d’estrès lumínic són probablement més 

subtils. 

Es veuen diferències tant dins dels genotips, per tant, degudes a la manca d'expressió 

de Cerkl, i també, però de forma menor, en la resposta llum i foscor. Tot i això, els 

individus no es comporten de forma homogènia, per exemple, la mostra 184, un 

animal CerklKDKO, no sembla agrupar-se en el seu grup, ni presenta gaires diferències 

de resposta entre llum i foscor. Per tal d'identificar gens codificants que 

responguessin diferencialment vam decidir generar un altre heatmap, amb els gens 

de Log2FoldChange de ±0,5 amb un p-valor ajustat< 0,05. En aquest cas, el llistat de 

gens és molt extens i tot i observar blocs de gens d’expressió diferencial a simple 

vista, no podem determinar fàcilment grups de gens que actuïn en la mateixa via de 

senyalització, ja que es necessita una anàlisi de grups de gens més fina (Figura 21). 

Per aquest motiu, hem realitzat un estudi general del llistat de gens amb un 

Log2FoldChange de ±1, el que significa que es tenen en compte tots els gens que 

presenten una expressió diferencial del doble o la meitat dins de les comparatives, i 

observem que hi ha un gran ventall de gens que presenten diferències.  

Cal remarcar que l'individu 184, del grup CerklKD/KO, no presenta un comportament 

similar als altres animals, ni tampoc és homogeni amb els controls. No presenta 

resposta diferencial entre llum i foscor i creiem que, a l'estar analitzant grups petits 

de replicats animals, distorsiona l'anàlisi disminuint la significació de la variació en 

l'expressió de gens que són rellevants. Caldria fer un Principal Component Analysis per 

a decidir si s'elimina d'aquesta anàlisi, com a outlier. 
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Pel que fa a la comparativa CerklKD/KO amb CerklWT/WT observem que hi ha diferències 

en l’expressió de gens relacionats amb mitocondris i autofàgia, l’estrès cel·lular, 

apoptosi i supervivència i metabolisme lipídic. Entre els gens altament expressats en 

el model trobem: Alpk1, gen que promou la mitofàgia quan els mitocondris es 

despolaritzen, a més d’estar relacionat amb la resposta immunitària innata i 

estimular la via de senyalització NFB; Trib3, que s’associa amb la mort neuronal 

programada; Atf3, que és un factor de transcripció implicat en la resposta a l’estrès i 

Figura 21. Representació en forma de heatmap dels gens obtinguts amb un 

Log2FoldChange de ±0,5. A la imatge no podem distingir entre els gens però s’observa que 

hi ha una clara diferència entre l’expressió de gens segons el genotip i condició. 
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Tnf és un factor pro-inflamatori i apoptòtic. Mentre que entre els gens que estan sub-

expressats trobem: Nr4a3, que juga un paper en la regulació de la proliferació, la 

supervivència i la diferenciació cel·lular així com també està implicat en el 

metabolisme i en la resposta inflamatòria, i Eif2ak2, relacionat amb l’apoptosi, 

proliferació i diferenciació. A més, dintre dels gens sub-expressats també hi ha gens 

de la via dels esfingolípids i altres lípids de membrana indicant que possiblement 

alguna via metabòlica implicada en el metabolisme dels lípids es troba alterada (Pld1 

i B3gnt5). 

La comparativa dels dos genotips en condicions de foscor, a part de mostrar un patró 

d’expressió similar pels gens que ja hem mencionat, presenta el gen Ror1, que està 

implicat en el creixement neuronal de les dendrites, sub-expressat en les retines del 

nostre model. I en condició de llum trobem Trib3 i Alpk1 sobre-expressats i Nr4a3 

sub-expressat. És suggerent que el gen Hspb2, corresponent a una proteïna heat-shock, 

es trobi sub-expressat. Finalment, la comparativa entre les condicions de llum i 

foscor no mostra diferències significatives entre els gens obtinguts. 

Per tal de validar si la manca de Cerkl està implicada directament en l’alteració de 

l’expressió dels gens seleccionats, caldria realitzar una PCR quantitativa a temps 

real per determinar-ne els nivells d’expressió. Així mateix, si la relació fos indirecta, 

caldria fer un estudi acurat de les vies de senyalització en les quals estan implicades 

aquests gens i determinar el punt en el que CERKL està actuant. Actualment, estem 

duent a terme un estudi més exhaustiu realitzant diferents anàlisis de les dades 

obtingudes amb l’RNA-seq per determinar gens diferencialment expressats segons 

la via de senyalització concreta o la funció biològica, ja que d’aquesta manera, enlloc 

de tenir una visió general del conjunt de gens, ens podrem centrar d’una forma més 

fina en els gens d’una via o resposta concreta i, per tant, augmentarem les 

possibilitats de trobar possibles interactors de CERKL. 
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2.3 Estudi de l’expressió de CERKL en copes òptiques de retina 

derivades d'hiPSCs i resposta enfront l’estrès oxidatiu  

ANTECEDENTS 

Els organoides derivats d’hiPCs són un model molt útil perquè permeten l’estudi de 

mutacions concretes en teixits i òrgans impossibles d’aconseguir en humans, de 

forma que permeten fer models in vitro de malalties, amb les mateixes 

característiques (o molt similars) a les que presenta el pacient, com ja hem explicat 

a la introducció d’aquesta Tesi. Gràcies a la col·laboració amb el grup de la Dra. 

Dunja Lukovic i el Dr. Slaven Erceg, del Centro de Investigación Príncipe Felipe 

(CIPF) de València, es van generar copes òptiques de retina mitjançant la 

diferenciació d'hiPSCS a partir de fibroblasts d’un pacient afecte de Retinosi 

Pigmentària, portador de la mutació p. R283* en homozigosi en el gen CERKL, i 

d'una germana homozigota sana, utilitzada com a control [272]. El nostre treball ha 

estat caracteritzar l’expressió de CERKL durant el desenvolupament dels 

organoides i analitzar la seva resposta davant l’estímul d’estrès oxidatiu. 

RESULTATS 

Patró d’expressió de CERKL durant el desenvolupament i diferenciació de les 

copes òptiques de retina derivades d'hiPSCs 

La diferenciació cap a copes òptiques a partir de fibroblasts no és senzilla. Es poden 

seguir diversos protocols, amb diferents factors tròfics i medis de diferenciació. En 

aquest treball, només es va realitzar una diferenciació cap a retina neuronal, sense 

epiteli pigmentari. Per tant, les copes òptiques derivades d'hiPSCs que vam estudiar, 

amb el pas del temps es van anar desenvolupant i estratificant en capes formant una 

estructura semblant a la de la retina, però sense RPE, que és un element rellevant 

per a la diferenciació i elongació dels segments externs dels fotoreceptors. A les 8 

setmanes de desenvolupament ja presentaven forma de copa òptica (Figura 22A) 
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però els diferents tipus cel·lulars encara no estan totalment diferenciats. Les copes 

retinals s'estructuren inicialment formant rosetes de desenvolupament, unes regions 

a la part cèntrica de la copa on s’originen els precursors cel·lulars, que es divideixen 

i repliquen, generant cèl·lules que migren cap a la perifèria de la copa, fins a formar 

la copa òptica definitiva. A les 8 setmanes de desenvolupament, CERKL ja 

s’expressa però majoritàriament es localitza a la perifèria de la copa òptica, a les 

cèl·lules que posteriorment esdevindran els fotoreceptors. PNA, que marca els cons, 

es localitza completament a l’interior de les rosetes indicant la formació de cons 

immadurs que encara han de migrar a la zona de la copa òptica exterior, on es 

diferenciaran els fotoreceptors. Marcats amb CD-73 trobem els precursors dels 

bastons que, a diferència dels cons, ja els detectem a la perifèria de la copa òptica 

mentre acaben la seva diferenciació (Figura 22B).  

A les 17 setmanes de desenvolupament, la copa òptica mostra una estructura 

completament diferent, amb les cèl·lules estratificades en capes, indicant que ja és 

un organoid madur. En aquest estadi de desenvolupament podem observar com els 

fotoreceptors es troben a la perifèria de la copa òptica on la intensitat del marcatge 

de RHO (bastons) i PNA (cons) és clarament molt més intensa i l'expressió de 

CERKL es detecta amb una intensitat notable a la zona dels fotoreceptors, 

colocalitzant amb els marcadors de cons i bastons (Figura 22B).  

Val a dir, que durant el transcurs del desenvolupament i diferenciació de les copes 

òptiques, sempre s'observa la presència de rosetes a zona central i, per tant, hi ha 

una certa acumulació de tipus cel·lulars en diferents estadis de diferenciació, que 

migraran fins posicionar-se a la seva localització definitiva. 
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Nivells d’expressió de CERKL en copes òptiques de retina derivades de hiPSCs 

d’un pacient portador de la mutació p. R283* de CERKL en comparació amb la 

seva germana sana 

Les copes òptiques de retina derivades d'hiPSCs són una eina molt útil per estudiar 

les malalties de la retina, i en el nostre cas, per a estudiar l’efecte de les mutacions 

de CERKL. Gràcies a aquesta col·laboració, vam poder generar i estudiar copes 

òptiques generades a partir d’un pacient afecte d’RP portador de la mutació p. 

R283* de CERKL en homozigosi i, com a control, es van generar copes de la seva 

germana sana (per tal d'intentar el màxim aparellament d' edat i background genètic). 

Figura 22. A) Imatge de microscòpia confocal d’una copa òptica de retina derivada 

d'hiPSC a partir de fibroblasts humans, on s’observa la morfologia d'organoide retinal 

sense epiteli pigmentari i amb una mida de 1,2 mm de diàmetre. B) Immunohistoquímica 

de les copes òptiques a setmana 8 i 17 de desenvolupament. A la setmana 8, s’observen 

les rosetes de creixement i diferenciació cel·lular on es troben els precursors dels tipus 

cel·lulars que conformaran la copa òptica. A la setmana 17, els precursors cel·lulars  ja 

s'han diferenciat i es localitzen a la posició final dins l'organoide que donarà lloc a una 

estructura en capes, emulant una retina. Els nuclis es marquen amb DAPI, PNA marca 

els cons, CD73 i RHO marquen els bastons. 
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Aquest estudi s’ha realitzat en copes òptiques madures d’entre 27 i 34 setmanes de 

diferenciació, quan ja estan completament estratificades en capes. En la situació 

control, s’observa una elevada expressió de CERKL a la zona dels fotoreceptors i 

una expressió més tènue a la resta de capes de la copa. A la roseta de diferenciació 

també hi podem observar que l’expressió de CERKL és més elevada, però no tant 

com en els fotoreceptors, zona on clarament hi ha molta expressió.  

D’altra banda, respecte la copa òptica provinent del pacient amb la mutació p. 

R283* observem una davallada notable en l’expressió de CERKL, el que és 

d’esperar, ja que aquesta mutació genera un codó d’aturada a l’exó 5 que trunca la 

proteïna. Cal recordar que l'exó 5 presenta splicing alternatiu, per això, es podran 

generar totes les isoformes que no contenen l’exó 5 (Figura 23). Aquests resultats, 

juntament amb els controls de qualitat,  diferenciació i expressió gènica duts a terme 

pels nostres col·laboradors, confirmen que els organoids de retina generats d'hiPSCs 

obtingudes a partir de fibroblasts de pacients, són un bon model per estudiar l’efecte 

fenotípic d’aquesta mutació en un model molt proper a la retina humana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Immnunohistoquímica realitzada en un microscopi confocal d’alta resolució 

on podem observar que les copes òptiques estan estratificades en capes ja que AIPL1 ens 

marca el segment intern dels fotoreceptors i PNA, els cons. En la copa òptica de 

l’individu control s’observa una elevada expressió de CERKL a la zona dels fotoreceptors 

i a la roseta de diferenciació, mentre que en la copa òptica provinent del pacient s’observa 

el mateix patró d’expressió, però amb un decrement en els nivells d’expressió de CERKL 

causats per la mutació p. R283*. 
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Resposta cel·lular de CERKL en les copes òptiques de retina enfront un estímul 

d’estrès oxidatiu 

En condicions basals i sense estrès oxidatiu, com ja hem vist en l’apartat anterior, 

l’expressió de CERKL es distribueix per tota la copa òptica però la seva expressió 

es fa més notable a la zona dels fotoreceptors. L'organoide derivat del pacient, com 

era d’esperar, presenta una reducció significativa en l’expressió de CERKL. Quan 

detectem PABP, marcador de grànuls d’estrès, observem que el pacient, de manera 

basal, ja presenta una elevada quantitat d’SGs en comparació amb el control, el que 

indica que sense cap estímul extern d’estrès, aquests organoides derivats del pacient 

ja estan sotmesos a un major estrès basal que els controls (Figura 24A). Quan es 

realitza un tractament amb arsenit sòdic 0,5 mM durant 45 minuts per a provocar 

estrès oxidatiu, observem en el cas control un increment significatiu en la formació 

d’SGs, però en el cas del pacient aquesta resposta és totalment exacerbada, en 

comparació amb el control. De manera anàloga al model de ratolí, la situació basal 

del pacient s’assembla molt a la situació en condicions d’estrès del control (Figura 

24A i 24B). Pel que fa a l’expressió de CERKL, a les copes òptiques control i en 

condicions d’estrès oxidatiu, observem un increment significatiu en l’expressió de 

CERKL respecte les condicions basals, però de nou, aquest increment és molt més 

exagerat en el pacient, arribant a tenir una expressió de CERKL major que el control 

(Figura 24C). Això indica que, tot i haver inicialment una menor expressió de 

CERKL en el pacient, la situació d'estrès oxidatiu desencadena una resposta a nivell 

transcripcional i/o traduccional, amb un gran increment de la producció de CERKL 

per tal de fer front a aquest insult.  

A més, també hem analitzat la presència de CERKL als SGs. Els nostres resultats 

mostren que davant l’estímul d’estrès oxidatiu hi ha un increment de localització de 

CERKL als SGs, tant en el control com en el pacient, essent aquest increment molt 

més notable en el pacient. Cal remarcar que no s'observen diferències aparents entre 

la formació d’SGs entre el control estressat i el pacient en condicions basals, el que 
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indica que el pacient per se està molt més estressat que un individu control (Figura 

24D). Finalment, vam determinar respecte els nivells totals d’expressió de CERKL, 

quina fracció es trobava als SGs. En concordança amb els resultats anteriors 

realitzats en retines de ratolí i cèl·lules ganglionars de la retina, es detecta un 

increment de CERKL als SGs quan les copes òptiques estan sotmeses a un estímul 

d’estrès oxidatiu, essent aquest increment major en el pacient (Figura 24E). 

Per acabar, vam determinar la intensitat de CASPASA-3 als grànuls d’estrès, 

marcador de mort cel·lular. De nou, observem que la comparació entre els nivells 

de CASPASA-3 entre el control en situació d’estrès oxidatiu i el pacient en 

condicions basals són molt similars, mentre que es produeix un increment molt 

exagerat en el pacient amb estrès oxidatiu (Figura 24F). Endemés, si observem els 

nivells de CASPASA-3 als SGs enriquits en CERKL, les copes òptiques del pacient, 

sota condicions d’estrès oxidatiu, també presenten una expressió molt major a la 

resta de situacions (Figura 24G). 
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Aquests resultats indiquen que, molt probablement, les retines de pacients amb 

mutacions a CERKL presenten uns nivells d’estrès basal molt més elevats que els 

individus sans. Conseqüentment, quan es sotmeten a un estímul d’estrès oxidatiu 

extern, la resposta davant aquest és molt més exacerbada, produint una quantitat 

ingent de grànuls d’estrès i incrementant la producció de CERKL. A més, aquests 

resultats mimetitzen els obtinguts anteriorment en aquest capítol amb el nostre 

model animal, amb el que també observàvem un increment en la resposta davant 

Figura 24. Resposta cel·lular de CERKL a les copes òptiques de retina derivades d'hiPSC 

d’un pacient de RP portador de la mutació p. R283* en homozigosi i un control sa. A) 

Immunohistoquímica en condicions basals i d’estrès on es pot observar que el pacient 

presenta d'entrada nivells d’estrès basals elevats i que la seva resposta a l’estrès és molt 

més elevada que el control. B) Quantificació de l’àrea dels grànuls d’estrès. C) Intensitat 

total de CERKL. D) Intensitat de CERKL als grànuls d’estrès. E) Fracció de CERKL als 

grànuls d’estrès. F i G) Intensitat de CASPASA-3 als grànuls d’estrès segons si estan 

enriquits amb CERKL. PABP marca els grànuls d’estrès i CASPASA-3 és un marcador 

de mort cel·lular. La significació estadística s’ha realitzat amb tres rèpliques tècniques 

amb el test Mann-Whitney (*) p-valor < 0,05. 
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l’estímul d’estrès a les retines dels ratolins on l'expressió de Cerkl està molt 

disminuïda. 

En conjunt, els nostres resultats posen de manifest que CERKL podria ser un sensor 

clau en la detecció i posterior resposta cel·lular davant estímuls d’estrès oxidatiu i, 

per tant, tenir un paper essencial en la resiliència i supervivència dels fotoreceptors 

davant els estímuls d’estrès oxidatiu quotidians, com la llum solar. 

Transcriptòmica per seqüenciació massiva de Single-Cell RNA per determinar 

l’expressió diferencial de gens en cons i bastons a les copes òptiques de retina del 

pacient i del control 

Les notables diferències en el comportament enfront l'estrès oxidatiu entre les copes 

òptiques de retina del pacient i de l’individu sa suggerien que hi podria haver una 

expressió gènica diferencial en els diferents tipus cel·lulars dels organoides segons si 

provenien d’un individu sa o no, i de si rebien un estímul d'estrès, de manera anàloga 

al que passa amb les retines del model CerklKDKO respecte al ratolí silvestre en situació 

d'estrès lumínic. Per aquest motiu vam decidir realitzar una anàlisi transcriptòmic 

per Single-Cell. Aquesta tècnica ens permetria determinar el transcriptoma d’una 

única cèl·lula i en cas d’obtenir diferents poblacions cel·lulars poder-les comparar 

entre elles, com per exemple, una possible resposta diferencial entre cons i bastons. 

Com a primera aproximació, vam intentar realitzar la disgregació de les copes 

retinals i la posterior separació de les cèl·lules per citometria de flux. A diferència 

dels fotoreceptors de ratolí, amb els que prèviament ja havíem intentat 

infructuosament fer una separació mitjançant aquesta tècnica, els fotoreceptors de 

les copes òptiques presenten un cili i un segment extern molt més curts, i vam 

hipotetitzar que no serien tan fràgils (Figura 25). 

Seguidament, es va realitzar el control de qualitat de l’RNA de les cèl·lules de la 

placa però, desafortunadament en el nostre cas, no van superar el control de qualitat.  
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Vam fer algun intent més, però sense èxit. Malgrat la dificultat per aïllar i obtenir 

RNA dels fotoreceptors, vam decidir realitzar finalment una anàlisi d’RNA-seq de 

les copes òptiques amb un protocol d'obtenció d'RNA a partir de mostres altament 

degradades. Vam considerar que si no podíem obtenir poblacions cel·lulars aïllades, 

podríem analitzar les diferències d’expressió gènica de manera general. Les copes 

òptiques, tot i ser molt útils, són un recurs costós i escàs, així que vam obtenir l’RNA 

dels talls de les crioseccions. Aquesta vegada l’RNA va superar amb èxit les proves 

de control de qualitat i es van generar les llibreries per analitzar les diferències entre 

les diferents mostres (Figura 26).  

 

Figura 25. Separació per citometria de flux de cons i bastons de les copes òptiques. 
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Les mostres obtingudes presentaven molta contaminació de DNA genòmic com es 

pot veure a la Figura 26, ja que hi ha un elevat percentatge de regions intròniques i, 

en menor quantitat, intergèniques. Això es deu a que l’extracció d’RNA es va 

realitzar de crioseccions de copes òptiques fetes en condicions que no eren lliures de 

RNAses i el tipus d’aïllament no és òptim. Amb aquests resultats, l’anàlisi que es va 

decidir realitzar no va ser incloent-hi totes les dades de seqüències obtingudes. Per 

tal d'evitar biaixos importants a les anàlisis, vam decidir concentrar-nos només en 

els split-reads, que són el conjunt de lectures que cada extrem mapa a regions properes 

però no contigües del genoma, és a dir, que corresponen a lectures de la unió de dos 

exons desprès d'un procés d'splicing (i per tant, que corresponen amb seguretat a 

Figura 26. Anotacions de les lectures (reads). AF3925: Control-OS, AF3926: Control, 

AF3927: Pacient-OS, AF3928: Pacient. Blau: regions exòniques, taronja: regions 

intròniques i verd: regions intergèniques. 
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lectures de cDNA. Tot i tenir un baix percentatge d'split-reads, vam pensar que 

reflecteixen, ni que sigui parcialment, els nivells d'expressió gènica.  

Aquesta anàlisi s’està realitzant actualment i un cop obtinguts els resultats 

realitzarem la comparativa humà-ratolí, per tal de poder validar les dades en els dos 

models. Aquesta anàlisi és d’elevada rellevància, ja que ens permetrà identificar gens 

que es troben diferencialment expressats en el pacient i a més aquells que són de 

resposta a l’estrès, expressió dels quals és essencial per gestionar la resposta a l’estrès 

evitant la mort cel·lular. 

 

ANNEX CAPÍTOL 2 - MATERIALS I MÈTODES 

Cultius cel·lulars, transfecció i tractaments 

Per dur a terme els assajos de dinàmica cel·lular en situació control i d’estrès 

oxidatiu es van utilitzar cèl·lules humanes embrionàries de ronyó (HEK293). Les 

cèl·lules van ser cultivades en medi DMEM High Glucose amb L-Glutamina (ATCC) 

suplementat amb 10% v/v de sèrum boví fetal (FBS) prèviament inactivat a 55°C 

durant 15 minuts) (Invitrogen) i un 1% v/v de penicil·lina/estreptomicina i 

incubades a 37°C i 5% de CO2. 

Per a la transfecció de construccions, es van sembrar aproximadament 50.000 

cèl·lules per pou quan l’anàlisi posterior era western-blot, i entre 15.000-25.000 

cèl·lules per pou quan s'havia de fer una immunocitoquímica (ICC). La sembra de 

cèl·lules HEK293 es va realitzar 24 hores abans de realitzar la transfecció en un medi 

sense antibiòtic i en plaques de 24 pous. Al dia següent, es va realitzar la transfecció 

amb Lipotransfectina (Niborlab) seguint les indicacions del fabricant. Finalment, els 

lipoplexes van ser afegits a les cèl·lules i incubats durant 4-6 h a 37°C. Seguidament, 

el medi va ser canviat per medi amb antibiòtic, i les cèl·lules es van incubar durant 
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48h. Seguint aquest protocol es van transfectar el vector buit pEGFP-N2 i la 

construcció, prèviament generada a aquesta Tesi, CERKL-GFP. 

Per induir una situació d’estrès oxidatiu es va afegir arsenit sòdic (NaAsO2) 0,5 mM 

al cultiu durant 45 minuts. Per estudiar la dinàmica de CERKL in vitro, les cèl·lules 

es van tractar amb leptomicina B, un agent inhibidor de l’exportació nuclear que pot 

ser usat per estudiar el tràfic nucli-citoplasma de les proteïnes. La leptomicina B 

(Alomone Labs) va ser afegida als cultius cel·lulars a una concentració final de 40 

nM durant 4h. 

Seguidament, les cèl·lules van ser fixades i processades al microscopi confocal o 

lisades per realitzar la immunodetecció per western-blot. 

Immunocitoquímica (ICC) 

Per tal de realitzar una ICC, les cèl·lules es van fer créixer sobre un cobreobjectes 

prèviament tractat amb 0,01% de Poli-L-Lisina (Sigma Aldrich). Un cop finalitzada 

la transfecció, les cèl·lules van ser fixades amb 2% de PFA durant 5 minuts, i al 4% 

durant 20 minuts. Seguidament, es van rentar tres vegades amb PBS 1x i es van 

permeabilitzar i bloquejar durant 1h amb una solució de 0,1% Tritó X-100 i 2% de 

Sheep sèrum en PBS 1x a temperatura ambient (RT). Finalment, es van incubar tota 

la nit amb l’anticòs primari específic en la solució prèviament utilitzada. Al dia 

següent, les cèl·lules es van rentar tres vegades amb PBS 1x i van ser incubades amb 

l’anticòs secundari corresponent i DAPI (Roche) en PBS 1x durant 1h a RT. Desprès 

de tres rentat amb PBS 1x, els cobrebjectes van ser muntats en un portaobjectes amb 

Mowiol per poder-los visualitzar al microscopi confocal (SP5, Leica Microsystems). 

Els anticossos utilitzats van ser els següents: αGFP (Abcam 290) 1:1.000 i Alexa 

FluorR 488 αRabbit IgG (Thermo Fisher Scientific A11070) 1:400. 
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Anàlisi i quantificació de la localització nuclear de CERKL 

Les imatges obtingudes amb el microscopi confocal van ser analitzades amb el 

software processador d’imatges FIJI. Per determinar la quantitat de CERKL 

localitzada al nucli en comparació amb el total es van generar dues màscares. La 

primera màscara mesura la fluorescència total de CERKL-GFP de la imatge i la 

segona màscara únicament considera els nuclis, tenyits amb DAPI. La primera 

màscara ens serveix per mesurar la fluorescència total de CERKL, mentre que la 

segona màscara, quan se superposa a la imatge de CERKL, obtenim el valor de 

fluorescència corresponent a la proteïna de fusió que es troba al nucli. La divisió 

entre la fluorescència dins del nucli i la total ens permet determinar el percentatge 

de CERKL amb localització nuclear respecte del total. 

Immnunodetecció per western-blot 

Les cèl·lules van ser lisades usant tampó Laemmli 1x. Seguidament, es va realitzar 

l’electroforesi de les mostres en un gel SDS-PAGE, que van ser transferides a una 

membrana PVDF (Roche Applied Science), la qual va ser bloquejada amb un 5% 

de llet i 5% de BSA (Sigma Aldrich) en PBS que contenia el 0,1% de Tween-20 

(PBST). Els anticossos primaris van ser incubats durant la nit a 4°C i al dia següent 

es va incubar amb l’anticòs secundari corresponent. Els anticossos que es van 

utilitzar van ser els següents: αGFP (Abcam 290) 1:1000, αGAPDH (Abcam 9484) 

1:1000, Peroxidase-Conjugated αRabbit (GE Healthcare NA934VS) 1:2.000 i 

Peroxidase-Conjugated αMouse (Sigma Aldrich AB5706) 1:2.000. 

Estrès lumínic i oxidatiu in vivo 

Els experiments d’estrès lumínic es van dur a terme en animals adults CerklWT/WT i 

CerklKD/KO amb un fons genètic albí (B6 (Cg)-Tyrc-2J/J). Els animal van ser anestesiats 

per prevenir el seu patiment amb la combinació de relaxant muscular Xilacina 

(10mg/Kg) i l’anestèsic Ketamina (100ng/Kg). Un ull de cada animal va ser cobert 
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per tal que el control negatiu fos l’altre ull, al qual se li va aplicar el col·liri Cyclogyl, 

per tal de dilatar la pupil·la. L'animal va ser exposat durant 1h a una llum blanca de 

3.000 lux d’intensitat. Finalment, els animals van ser eutanasiats per dislocació 

cervical i els ulls es van extreure per futurs experiments. Per dur a terme els 

experiments d’estrès oxidatiu en cultius primaris de cèl·lules ganglionars de la retina 

s’ha seguit el mateix protocol esmentat en l’apartat anterior de resultats. 

Enucleació de l’ull 

Es va seguir el protocol descrit prèviament [273]. Posteriorment, es van realitzar 

crioseccions de retina de 12 µm de gruix, que van ser congelades a -80°C fins a 

posteriors tractaments. 

Immunohistoquímica (IHC)  

Es va seguir el mateix protocol que el de l’article “A new Cerkl mouse model generated 

by CRISPR-Cas9 shows progressive retinal degeneration and altered morphological and 

electrophysiological phenotype” presentat al Capítol 1 d’aquesta Tesi. Els anticossos 

primaris utilitzats i les dilucions van ser les següents: αCERKL2 (1:200, generat al 

laboratori), Rabbit αCERKL5 (1:100, generat al laboratori), Rabbit αCERKL9 

(1:100, generat al laboratori) Mouse αRhodopsin (1:300, ab5417, Abcam, 

Cambridge, UK), Rabbit αL/M Opsin (1:300, AB5405, Merck Millipore, 

Burlington, Massachussetts, USA), ), DAPI (1:1000, 10236276001, Sigma Aldrich, 

Saint Louis, Missouri, USA), PNA (1:50, L32460, Invitrogen, Carlsbad, California, 

USA), αPABP-488 (1:50, sc-166381 AF488, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

Texas, USA), αPABP-647 (1:50, sc-166381 AF647, Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, Texas, USA), αPABP-488 (1:50 sc-166381 AF48 Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, Texas, USA) i αCaspase-3 (1:200, 559565, BD Biosciences). 
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Cultius primaris de cèl·lules ganglionars de la retina 

Es va realitzar el mateix protocol que el de l’article “A new Cerkl mouse model generated 

by CRISPR-Cas9 shows progressive retinal degeneration and altered morphological and 

electrophysiological phenotype” presentat al Capítol 1 d’aquesta Tesi, excepte perquè 

en aquest cas es van utilitzar retines d’embrions E16. 

Microscòpia confocal i anàlisi d’imatges 

La visualització de les imatges es va realitzar usant un microscopi confocal (Zeiss 

LSM 880, Thornwood, NY, USA), (LEICA TCS-SP2, Wetzlar, Germany) i un 

microscopi confocal d’alta resolució (LEICA SP5 STED CW). Per totes les IHCs 

d’aquest treball que han estat quantificades s’ha realitzat el següent procediment: a 

l’hora de determinar l’àrea de les imatges, aquestes han estat segmentades en dues 

fases, establint un llindar segons el que volguéssim calcular, tant per CERKL com 

per PABP: 

- Intensitat o àrea total: El llindar es defineix en el valor d’intensitat que 

selecciona tota l’àrea amb senyal. 

- Intensitat o àrea dels grànuls d’estrès: El llindar es defineix en el valor 

d’intensitat que selecciona només els grànuls d’estrès. 

Un cop els llindars s’han determinat, les imatges s’han fet binàries, generant el que 

anomenem màscara. El càlcul de l’àrea es realitza sobre la màscara, calculant la 

mitjana i mutiplicant-la pel nombre de píxels al quadrat i per la mida del píxel al 

quadrat. D’altra banda, per calcular la intensitat, es multiplica la màscara del que 

volem calcular sobre la imatge corresponent, i el valor de la mitjana es multiplica 

pel nombre de píxels al quadrat.  

Pel que fa a les imatges corresponents a αCERKL9 es va realitzar un tractament 

inicial normalitzant-les per la seva mitjana en una àrea de senyal basal (àrea dels 
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fotoreceptors) i es va multiplicar per la mitjana basal de les tres rèpliques, d’aquesta 

manera es va suavitzar la variabilitat entre les mostres, ja que provenien del mateix 

pacient/control i qualsevol variació era causada per les rèpliques tècniques. 

Finalment, tots els valors han estat normalitzats per la mitjana de la intensitat del 

control. 

Per determinar la significació estadística es va utilitzar un T-test en els casos que es 

complia normalitat i igualtat de variàncies, i un test de Mann-Whitney en cas que 

no es complissin els paràmetres requerits. (*) p-valor<0,05, (**) p-valor<0,001 i (***) 

p-valor<0,0001. 

RNA-seq de retines de ratolí 

Es van utilitzar 3 ratolins albins CerklWT/WT i CerklKD/KO de la mateixa edat i sexe. En 

primer lloc, es va realitzar el protocol d’estrès lumínic (descrit anteriorment) i un 

cop eutanasiats els ratolins es van extreure les retines i es va procedir a aïllar l’RNA 

mitjançant el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanya), seguint les 

indicacions del fabricant. Un cop obtingut l’RNA es va enviar al Centre Nacional 

d’Anàlisi Genòmica (CNAG) on es van realitzar els controls de qualitat i les 

llibreries pel posterior anàlisi. L’RNA total de les retines de ratolí va ser quantificat 

per Qubit® RNA BR Assay kit (Thermo Fisher Scientific) i la integritat de l’RNA 

va ser estimada per RNA 6000 Nano Bioanalyzer 2100 Assay (Agilent). Les 

llibreries de l’RNA-seq van ser preparades amb KAPA Stranded mRNA-Seq Illumina® 

Platforms Kit (Roche) seguint les recomanacions del fabricant. De 100-300 ng d’RNA 

total van ser usats per l’enriquiment de la fracció amb poly-A amb boles magnètiques 

d’oligo-dT, seguit d’una fragmentació de l’mRNA per ions divalents a elevada 

temperatura. L’especificitat de cadena es va aconseguir durant la síntesi de la segona 

cadena duta a terme en presència de dUTP enlloc de dTTP. El cDNA d’extrems 

roms de doble cadena va ser adenilat a la regió 3’ i se li van afegir els adaptadors 

Illumina de la plataforma compatible d’adaptadors amb índex duals únics i 
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identificadors moleculars únics (Integrated DNA Technologies). El producte de la 

lligació va ser enriquit amb 15 cicles de PCR i la llibreria final va ser validada amb 

Agilent 2100 Bioanalyzer amb el DNA 7500 assay. Les llibreries van ser 

seqüenciades amb HiSeq 4000 (Illumina), amb una longitud de lectures de 

2x76bp+8bp+8bp usant HiSeq 4000 SBS kit (Illumina) i HiSeq 4000 PE Cluster kit 

(Illumina), seguint les indicacions del fabricant del protocol per indexació dual. 

L’anàlisi de les lectures i la puntuació de la qualitat es va dur a terme amb el software 

Real Time Analysis (RTA 2.7.7). 

Gràcies a una col·laboració amb els grups del Dr. Pep Abril i el Dr. Jordi Garcia-

Fernàndez del Departament de Genètica, Microbiologia i Estadística hem pogut 

realitzar l’anàlisi de les dades obtingudes. Els reads crus de l’RNA-seq van ser 

mapats contra el genoma de ratolí i els comptatges van ser realitzats mitjançant el 

programa edgeR v3.28.1 [274]. Els comptatges dels reads van ser analitzats per 

detectar gens diferencialment expressats amb el paquet R DESeq2 (v1.26.0) [275] 

incloent a la fórmula del disseny experimental els diferents individus, condicions 

d’estrès lumínic i genotip pel gen Cerkl. Els paràmetres per a considerar un gen 

diferencialment expressat com a significatiu han estat p-valor ajustat < 0,05 i un 

canvi en l’expressió >1 log2 (Fold Change). L’anotació automàtica dels gens es va 

realitzar mitjançant DAVID (v6.8) [276] utilitzant l’Ensembl GeneID disponible i 

buscant els codis GO disponibles en les tres categories (BP, CC, MF), així com la 

seva participació en rutas gèniques (BBID, BIOCARTA, KEGG), paraules clau 

relacionades amb la funció del gen i dominis proteics (INTERPRO, PIR, SMART). 

Generació de copes òptiques de retina derivades de hiPSCs 

Les copes òptiques de retina es van realitzar en col·laboració amb el grup dels Drs. 

Erceg i Lukovic del Centro de Investigación Príncipe Felipe (CIPF). El protocol de 

generació de les copes el van realitzar íntegrament allà [272], mentre que el nostre 

grup va realitzar la caracterització de l’expressió de CERKL durant les setmanes de 

diferenciació, així com les proves d’estrès oxidatiu, d'ICH i de RNA-Seq. 
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Transcriptòmica Single-Cell de les copes òptiques humanes derivades de hiPSCs 

En primer lloc es va realitzar un tractament amb arsenit sòdic 0,5 mM durant 45 

minuts a dues copes òptiques del pacient i dues del control, i es van deixar sense 

tractar dues copes òptiques del pacient i dues del control. Transcorregut aquest 

temps es va seguir el mateix protocol descrit a l’apartat de materials i mètodes del 

Capítol 1 “Separació dels cons i bastons de la retina de ratolí per citometria de flux”. 

Cada cèl·lula es va dipositar a una placa de 96 pous (SMART-seq2 plate que conté 

tampó de lisi 0,2% Tritó X-100 i 1U/µL d’inhibidor de proteases). Aquestes plaques 

han estat congelades prèviament a -20°C fins el dia de l’experiment, en què s’han 

descongelat i centrifugat 1 minut a 2000 rpm i 4°C. Un cop la placa està plena amb 

una cèl·lula per pou, es cobreix amb un plàstic que fa la funció de tapa i es centrifuga 

durant 1 minut a 2.000 rpm i 4°C i es congela ràpidament amb gel sec. Finalment, 

les mostres es van congelar a -80°C fins al moment d’enviar-les al CNAG, on es va 

dur a terme el control de qualitat i l’anàlisi. El protocol que es va seguir va consistir 

en una transcripció inversa mitjançant la transcriptasa inversa SuperScript II 

(ThermoFisher Scientfic), en presència d’1 µM d’oligo-dT30VN (IDT), 1 µM 

d'oligonucleòtids per a fer el canvi de motlle, i 1 M de betaïna. El cDNA es va 

amplificar usant KAPA Hifi Hotstart ReadyMix (Kapa Biosystems) i IS PCR primer, 

amb 15 cicles d’amplificació. Seguidament es va realitzar una purificació amb 

Agencourt Ampure XP beads (Beckmann Coulter), i la distribució del producte i la 

quantitat va ser obtinguda amb el Bioanalyzer usant el kit High Sensitivity DNA 

(Agilent Technologies).  

Aïllament d’RNA a partir de crioseccions amb OCT d'hiPSC i RNA-seq 

Per aïllar RNA a partir de crioseccions, s’afegeix trizol a sobre del teixit, s’incuba 

durant 5 minuts a temperatura ambient i es centrifuga a 10.600 rpm a 4°C durant 10 

minuts. Seguidament, es transfereix el sobrenedant a un tub nou i s’afegeix una 

dilució 1:5 de cloroform, es barreja mitjançant vòrtex i s’incuba a temperatura 
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ambient 2 minuts. A continuació, es centrifuga a 10.600 rpm a 4°C durant 15 

minuts, la fase aquosa es transfereix a un nou tub i s’afegeix isopropanol en relació 

1:1, es realitza un vòrtex i s’incuba a temperatura ambient durant 10 minuts. 

Seguidament, es centrifuga a 10.600 rpm a 4°C durant 10 minuts i es descarta el 

sobrenedant. El pellet es renta dues vegades amb etanol al 75% i es centrifuga a 

5.000 rpm a 4°C durant 5 minuts. Finalment, s’asseca el pellet a l’aire i es resuspèn 

amb aigua pre-escalfada a 65°C. 

La seqüenciació per RNA-seq es va dur a terme al CNAG, on es va seguir el protocol 

per generar llibreries d’RNA usant el SMARTer® Stranded Total RNA-Seq Kit v2 - Pico 

Input Mammalian (Takara, Bio USA, Inc.), seguint les recomanacions del fabricant, 

per RNA molt degradat. Per cada mostra, es van usar 10 ng d’RNA total per dur a 

terme la transcripció inversa. Seguidament, adaptador i índexs d’Illumina van ser 

afegits al cDNA, que va ser purificat mitjançant Agencourt Ampure XP beads 

(Beckmann Coulter). A continuació, els transcrits de cDNA ribosòmics (18S i 28S) 

i mitocondrials (m12S i m16) van ser eliminats i les llibreries d’RNA-seq van ser 

amplificades durant 16 cicles. Finalment, després de dues purificacions 

consecutives, es va analitzar la mida dels productes i la quantitat obtinguda gràcies 

al Bioanalyzer usant el kit High Sensitivity DNA (Agilent Technologies). La 

seqüenciació de les llibreries finals es va dur a terme mitjançant Illumina HiSeq2500 

v4. 
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RESUM 

Moltes malalties rares presenten afectacions als òrgans neurosensorials. Entre 

aquests teixits i òrgans destaca la retina neuroepitelial que, d'una banda, és molt 

vulnerable a causa de l’exposició constant a la llum i el conseqüent estrès oxidatiu, 

però de l'altra, és una part del sistema nerviós central accessible i fàcil de manipular 

genèticament. Actualment, les teràpies d’addició gènica que tenen com a diana el 

teixit retinal (tant els fotoreceptors com l’epiteli pigmentari), per exemple, en les 

distròfies de retina hereditàries, es basen en l'ús d'adenovirus associats (AAVs) com 

a vectors d'entrega del material genètic. No obstant l'èxit d'algunes teràpies que ja es 

troben en fase II/III, l’eficiència i la seguretat d'aquesta estratègia no sempre és 

òptima. L'entrega mitjançant una injecció subretinal implica un tractament invasiu, 

és un tractament d'una única administració, per aquests motius cal explorar 

metodologies alternatives. Basant-nos en la nostre experiència i en col·laboració 

amb el grup de la Dra. Sònia Trigueros (University of Oxford), actualment estem 

estudiant les innovadores propietats físiques, a escala nanomètrica, de partícules 

inorgàniques d’or per tal d'alliberar àcids nucleics (gens) a cèl·lules de l’epiteli 

pigmentari de la retina (RPE), com una potencial alternativa, eficient i segura. En 
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aquest treball, presentarem els nostres resultats preliminars emprant nanopartícules 

carregades amb DNA (DNA-NPs d’or) com a vectors per a l'entrega de càrrega 

gènica en  cultius de cèl·lules de l’epiteli pigmentari humà in vitro. Aquests assajos 

constitueixen una primera prova de principi per determinar la viabilitat de realitzar 

l’entrega de gens in vivo. Els nostres resultats mostren que les cèl·lules transfectades 

amb DNA-NPs d’or expressen molt més ràpidament el gen reporter en comparació 

amb aquelles transfectades amb complexes DNA-liposomes. Addicionalment, 

també demostrem que les DNA-NPs d’or segueixen una via d’entrada a la cèl·lula i 

rutes de tràfic vesicular diferent comparat amb les NP sense DNA, molt 

probablement evadint, encara que parcialment, el sistema endosomal/lisosomal que 

acabaria destruint el DNA entregat. 

APORTACIÓ PERSONAL AL TREBALL 

La meva aportació a aquest treball ha estat el cultiu i la transfecció de cèl·lules 

ARPE-19, tant amb nanopartícules com amb liposomes, així com la realització i 

visualització de les preparacions al microscopi confocal. Finalment, he realitzat les 

quantificacions i muntatge d’imatges (Muntatge de totes les imatges de microscòpia 

confocal, Figura 1 quantificació a les 16h, Figura 2 quantificació control i Figura 3 

quantificació EEA1).  
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3.1. Eficiència de transfecció en cultius primaris organotípics de 

retina emprant nanopartícules d'or com a vector d'entrega de 

DNA  

ANTECEDENTS 

Malauradament, encara no existeix una teràpia efectiva per a totes les cegueres 

hereditàries. La teràpia gènica, sola o combinada amb la teràpia cel·lular, és la única 

opció de tractament per tots aquells individus que pateixen una distròfia de retina 

hereditària. Actualment, hi ha diversos assajos clínics de teràpies per a malalties de 

la retina realitzades majoritàriament amb virus adeno-associats com a vectors per a 

l'entrega del gen terapèutic en teràpies d'addició gènica, o amb oligonucleòtids 

antisentit nus en teràpies gèniques post-transcripcionals. De fet, una de les teràpies, 

basada en l'addició del gen RPE65 mitjançant AAVs per transfectar cèl·lules de 

l’RPE de pacients afectats per mutacions bi-al·lèliques en aquest gen, ha estat 

desenvolupada per Spark Therapeutics i comercialitzada a Europa per Novartis. 

Malgrat que aquest èxit i el d'altres teràpies que estan en procés de desenvolupament 

aporten esperança a molts pacients, encara queda un llarg camí per recórrer ja que 

hi ha més de 300 gens que quan estan mutats causen malalties de la visió, i la teràpia 

gènica és específica de gen i, en alguns casos, específica de mutació.  

Un dels inconvenients de l’ús dels virus o molècules inorgàniques per alliberar gens 

dins les cèl·lules és la seva toxicitat, o la possible resposta immunogènica que 

desencadenin per part del pacient (tot i que la barrera hematoretiniana ofereix una 

certa contenció a l'ull). Per aquest motiu, i tenint en compte l’èxit en l’alliberament 

d’unes nanopartícules d’or in vitro (Article presentat en aquest Capítol) en cèl·lules 

en cultiu de l’RPE, que són una de les dianes terapèutiques a la retina, vam decidir 

provar la capacitat d’alliberament de càrrega gènica d’aquestes nanopartícules de 

forma ex vivo en cultius primaris organotípics de retina de ratolí. 
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RESULTATS 

Eficàcia de transfecció amb les DNA-NP d’or en cultius primaris organotípics de 

retina de ratolí 

Els explants de retina són una tècnica emprada per treballar amb retines senceres i 

vives de manera ex vivo (Figura 27). Aquesta tècnica permet manipular i treballar 

amb la retina de manera que les cèl·lules retinals tenen el context tissular, tot i que 

no es trobin dins de l’organisme. Els explants es cultiven en un medi ric en una placa 

de cultiu cel·lular sobre un transwell, una membrana porosa, que permet que arribin 

els nutrients necessaris per capil·laritat sense que l’explant quedi inundat. La 

col·locació de la retina sobre el transwell és essencial, ja que els fotoreceptors s’han 

d’orientar cap amunt per afavorir la supervivència. Aquest tipus de cultiu presenta 

un límit de supervivència, que és d’aproximadament 72h, però que és suficient per 

poder transfectar les NPs d’or i determinar si són capaces d’entrar dins del teixit i 

expressar la càrrega gènica. Desprès de la prova en cèl·lules in vitro, ens vam 

proposar determinar si era possible transfectar les neurones de la retina quan estan 

formant un teixit, ja que són un tipus cel·lular diferenciat i complex. Aconseguir 

l’entrada i expressió de càrrega gènica mitjançant les NPs d’or podria ser un pas 

endavant per trobar un vehicle per a la teràpia gènica no invasiu. 

 

 

 

 

 
Figura 27. Representació esquemàtica per obtenir explants de retina. En primer lloc 

s’eutanàsia al ratolí i s’extreu l’ull sencer, seguidament es talla l’ull per l’ora serrata i 

s’extreu el cristal·lí. A continuació, aplicant pressió per la part posterior de l’ull s’extreu 

la retina sencera sense l’epiteli pigmentari. Finalment es realitzen un talls per aplanar la 

retina, que queda en forma de flor, i es col·loca sobre el transwell. 
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Es van realitzar tres replicats de l’experiment de transfecció d’explants amb NPs d’or 

de 40 nm amb el plasmidi pEGFP-N2 com a càrrega gènica demostrant que, a partir 

de les 24h post-transfecció, les DNA-NP d’or són capaces d’entrar a la retina –un 

teixit sencer, organitzat i complex, format per neurones diferenciades– i el plasmidi 

amb el gen reporter (pEGFP-N2) és alliberat i expressat amb èxit (Figura 28). 

Aquests resultats posen de manifest la rapidesa d’entrada de les DNA-NPs d’or a les 

cèl·lules que estan formant un teixit (ja que normalment es necessita més temps, al 

voltant de >36 hores per a una detecció de GFP elevada).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No es va detectar una afectació de la viabilitat cel·lular, pel que aparentment, les 

DNA-NPs d'or no semblen presentar toxicitat, almenys a curt termini. Caldria 

efectuar assajos de viabilitat i supervivència a més temps per a determinar si les 

partícules d'or podrien generar algun tipus de toxicitat retardada. 

 

Figura 28. Imatge representativa de les nanotrasfeccions amb DNA-NPs d’or en cultius 

primaris organotípics de retina de ratolí. Es poden observar àrees de la retina on les 

DNA-NPs d’or han alliberat la càrrega gènica, en aquest cas el plasmidi pEGFP-N2, de 

forma que aquesta proteïna s'ha pogut expressar en aproximadament 24h. 
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Preferència cel·lular de les DNA-NPs d’or a la retina 

La retina és un teixit amb diferents tipus neuronals i a l’observar que les NPs eren 

capaces de penetrar dins del teixit i expressar la càrrega gènica, vam proposar-nos 

determinar si les NPs d’or entraven indiferentment a tots els tipus cel·lulars, o tenien 

algun tipus de preferència. Endemés, vam decidir provar diferents tipus de 

condicions de nanotransfecció per determinar si en el teixit, la llum també activa la 

ressonància plasmònica de les NPs causant que la seva entrada sigui major. 

Únicament vam realitzar un replicat i vam utilitzar 5 explants diferents i cada un va 

ser sotmès a una condició diferent de nanotransfecció: 1) un control de condicions 

basals, que no vam nanotransfectar; 2) un segon control transfectant pEGFP-N2 

sense les nanopartícules per comprovar si el DNA nu, sense un vector físic, tenia 

capacitat d’entrar a les cèl·lules del teixit; 3) nanotransfecció amb el plasmidi en 

condicions normals; 4) i 5) les dues condicions següents es van realitzar, una en 

foscor i l’altra, aplicant un pols de llum durant 2 minuts ja que, com s’ha descrit a 

l’article presentat a l'inici del Capítol 3, la llum activa la ressonància plasmònica de 

les nanopartícules i pot millorar l’eficiència d’entrada. 

Els resultats obtinguts en aquest experiment no solament suporten els resultats que 

ja havíem obtingut ex vivo sobre els explants, és a dir, que les DNA-NP d’or són 

capaces d’entrar en un teixit diferenciat i entregar el DNA que serà expressat, sinó 

que a més, quan són activades per la llum, millora molt notablement la seva 

capacitat de penetració. Addicionalment, podem observar que la majoria de cèl·lules 

nanotransfectades colocalitzen amb els cons, marcats amb PNA, el que suggereix 

que, tant la membrana dels cons com la superfície de les DNA-NPs d’or, 

presentarien unes característiques que n'afavoririen l’entrada (Figura 29). 
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Figura 29. Immunohistoquímica d'explants de retina nanotransfectats amb DNA-NPs 

d'or. Control: Sense DNA ni NPs. Control DNA: Transfectades amb DNA, però sense 

NPs. Llum normal: Transfectades amb DNA-NPs d'or en condicions normals de llum. 

Pols de llum: Transfectades amb DNA-NPs d'or en condicions normals de llum, però 

desprès d'afegir les DNA-NPs d'or, es fa un pols de llum blanca de 2 minuts. Foscor: 

Transfectades amb DNA-NPs d'or en condicions de foscor. S'observa que hi ha una 

major proporció de cèl·lules transfectades desprès del pols de llum. En tots els casos 

s'observa una major colocalització de GFP amb PNA (marcador de cons), indicant una 

certa preferència de les DNA-NPs d'or per als cons. Els nuclis estan marcats amb DAPI. 
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Malgrat que caldria realitzar més replicats, aquests resultats revelen l’elevat 

potencial d’aquestes DNA-NPs d’or per ser optimitzades i utilitzades com a futura 

teràpia en distròfies de retina hereditàries. Arribats a aquest punt, el següent pas 

seria provar d’alliberar CERKL-GFP per comprovar si el nostre gen d’interès és 

capaç de ser introduït dins les cèl·lules fotoreceptores mitjançant aquest sistema i 

comprovar-ne la seva expressió. Un cop aconseguida aquesta fita, el següent pas 

seria intentar realitzar un rescat en el model murí que hem generat per comprovar 

que realment aconseguim una millora fenotípica a la retina d’aquests animals. 

Evidentment, caldria molta més recerca per esbrinar quin és l'efecte de les NPs d'or 

un cop alliberat el DNA, i com és excretat de les cèl·lules, si poden ser fagocitades 

per l’RPE i expulsades via endoteli a la sang, o si s'acumulen, abans de pensar en un 

possible ús com a futur vector per a teràpia gènica. 

Finalment, ja que teníem la tècnica de cultius d’RGCs posada a punt i que les DNA-

NPs d’or són capaces de ser nanotransfectades en cèl·lules ARPE-19 en cultiu i en 

explants de retina, vam pensar en transfectar les NPs en RGCs i comprovar si érem 

capaços de nanotransfectar neurones retinals aïllades, a més de comparar l’eficiència 

d’expressió del gen reporter amb les tècniques de transfecció amb lipoplexes i 

l’electroporació. Els cultius d’RGCs són cultius primaris, pel que serien un terme 

entremig entre les cèl·lules immortalitzades que ja hem vist en l’article presentat en 

aquest Capítol i els explants. A més, podrien ser receptives a la nanotransfecció, 

considerant que aquest sistema sembla ser més eficient que els lipoplexes en cultius 

organotípics, com els explants, on pot entregar la càrrega gènica alliberada per les 

NPs.  

Vam realitzar diversos intents de nanotransfecció, electroporació i transfecció amb 

lipoplexes en cultius primaris d’RGCs però malauradament en cap dels casos vam 

aconseguir expressar el gen reporter en RGCs, únicament la glia present al cultiu es 

transfectava. A més, en el cas de l’electroporació la mortalitat de les RGCs 

augmentava molt significativament. Pel que fa a la nanotransfecció vam provar de 
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nanotransfectar quan les cèl·lules encara no estan enganxades a la placa i a 3 dies de 

diferenciació in vitro, però en cap dels tres casos vam obtenir resultats positius.  

Es probable que al ser un cultiu primari de cèl·lules aïllades ja diferenciades i 

complexes tinguin unes propietats de membrana diferents a quan es troben en el 

context del teixit, tot i ser ex vivo com són els explants. Per tal de fer comparacions 

d’eficiència i tenint en compte que la nanotransfecció en explants és possible que 

realitzem aquest experiment en explants. Així com, també comprovarem si altres 

tipus cel·lulars de la retina com les RGCs són capaces d’expressar el gen reporter 

alliberat per les NPs dins del teixit i no solament els fotoreceptors. 

Per últim, vam nanotransfectar el cultiu organotípic i al cap de 48h vam disgregar-

lo i cultivar una porció per obtenir cèl·lules ganglionars, però tampoc en vam trobar 

cap que expressés el gen reporter. En aquest cas, és lògic pensar que la probabilitat 

de cultivar justament aquelles que són fluorescents en un cultiu de nombre limitat 

de cèl·lules a l’atzar és poc probable. Per aquest motiu, un possible abordament seria 

realitzar la nanotransfecció en el cultiu organotípic i a les 24-48h quan ja hi ha 

expressió del gen reporter separar aquelles cèl·lules GFP+ per citometria de flux i 

cultivar-les per, posteriorment, amb una ICC determinar de quin tipus cel·lular es 

tracta. 

 

ANNEX CAPÍTOL 3 - MATERIALS I MÈTODES 

Preparació de les DNA-NPs d’or de 40 nm 

La preparació de les NPs amb DNA es troba en aquests moments sota patent. Les 

quantitats de NPs i DNA, així com la referència de la patent, es troben descrites en 

l’article presentat en aquest Capítol. 
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Cultius primaris organotípics de retina de ratolí 

Es va realitzar el mateix protocol que el de l’article “A new Cerkl mouse model generated 

by CRISPR-Cas9 shows progressive retinal degeneration and altered morphological and 

electrophysiological phenotype” presentat al Capítol 1 d’aquesta Tesi, excepte per la 

tinció que es descriu en IHC d’aquest apartat. 

Nanotransfecció en cultius primaris organotípics de retina de ratolí  

Es dipositen retines de ratolins silvestres senceres i planes amb els fotoreceptors 

orientats cap a munt sobre una membrana d’un transwell per a cultiu de cèl·lules 

(Millicell® cell Culture Inserts 0,4 µm, 30 mm de diàmetre Millipore) que 

s'introdueixen sobre una placa de cultiu cel·lular de 6 pous amb 2 mL de medi de 

cultiu Neurobasal®-A (Gibco), suplementat amb penicil·lina/estreptomicina 1x 

(BioWest), L-glutamina 1mM (Gibco), D-glucosa 0,06% (Sigma), bicarbonat sòdic 

0,0045% i B27® 1x (Gibco) i s’incuba durant 3 hores a 37°C i 5% CO2. 

Transcorregut aquest temps, s’afegeixen 20 µL de DNA-NPs d’or (nanopartícules 

carregades amb el plasmidi pEGFP-N2) sobre els explants. En alguns casos van ser 

afegides en condicions de baixa intensitat de llum seguit de foscor (es va cobrir la 

placa amb paper d’alumini per evitar l’entrada de llum); en altres, es van afegir en 

condicions normals de llum, i en una última condició, es va donar un pols de llum 

blanca durant 2 minuts, desprès d'afegir les DNA-NPs. Finalment, es van incubar 

durant 24h a 37°C i 5% CO2. 

Immunohistoquímica (IHC) 

Es col·loca l’explant sobre d’un portaobjectes amb els fotoreceptors orientats cap a 

munt, i es fixa amb una solució de 4% de PFA en PBSx1 durant 1h a temperatura 

ambient. Seguidament, es realitzen tres rentats de 5 minuts amb PBS 1x i es bloqueja 

amb una solució de PBS 1x amb 2% de sèrum d'ovella (Sheep serum) i 0,3% de Tritó 

X-100 durant 1h a temperatura ambient. Seguidament s’incuba amb l’anticòs 
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primari αGFP (1:500 Abcam ab290) durant 90 minuts. A continuació es realitzen 

tres rentats de 5 minuts amb PBS 1x i s’incuba amb PNA-conjugat a Alexa Fluor 

647 (1:50 ThermoFisher) per marcar els cons, i l’anticòs secundari α-Rabbit conjugat 

a Alexa Fluor 488 (ThermoFisher) durant 90 minuts a temperatura ambient. 

Finalment, es realitzen 3 rentats de 5 minuts amb PBS 1x i s’afegeix un cobreojectes 

amb medi de muntatge Fluoprep (bioMèrieux). 

Cultius primaris de cèl·lules ganglionars de la retina 

Es va realitzar el mateix protocol que el de l’article “A new Cerkl mouse model generated 

by CRISPR-Cas9 shows progressive retinal degeneration and altered morphological and 

electrophysiological phenotype” presentat al Capítol 1 d’aquesta Tesi, excepte que en 

aquest cas, es van utilitzar retines d’embrions E16. 

Nanotransfecció amb NPs d’or de 40 nm, electroporació i transfecció amb 

lipoplexes de RGCs de retina de ratolí E16 

Per nanotransfectar amb DNA-NPs els cultius d’RGCs es van sembrar de 50.000-

100.000 cèl·lules per pou i es va deixar que les cèl·lules sedimentessin al fons de la 

placa. Per la nanotransfecció de cèl·lules en suspensió, se’ls va afegir directament les 

NP-DNA i al cap de 30 minuts se’ls hi va aplicar el pols de llum Per la condició de 

cèl·lules enganxades, es van deixar diferenciar durant 3 dies in vitro i se lis va afegir 

les NP-DNA seguit del pols de llum. 

Pel que fa a l’electroporació entre 50.000-100.000 cèl·lules RGCs van ser 

electroporades amb el Neon® Transfection System (Invitrogen), seguint les 

instruccions del fabricant. Es van utilitzar 16 µg del plasmidi pEGFP-N2 en un 

volum final de 15 µL de Buffer R per electroporació, i una configuració de 

l’electroporador de 800 V, 50 ms i 5 polsos. Finalment, es van plaquejar les cèl·lules 

ganglionars i es van deixar en cultiu durant 7 dies. 
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La transfecció mitjançant lipolexes de DNA es va realitzar als 3 dies de diferenciació 

in vitro. En primer lloc es van incubar 800 ng del plasmidi pEGFP-N2 en 2 µL de 

Lipofectamine®2000 (Invitrogen) en un total de 100 µL de medi òptim durant 20 

minuts. Seguidament es va afegir la barreja a les cèl·lules en cultiu i es va deixar 

durant 20 minuts. Transcorregut aquest temps, es va canviar el medi per evitar la 

mort de les neurones i es van deixar en cultiu fins a 7 dies. 

Microscòpia confocal 

Les imatges van ser obtingudes al microscopi confocal (Zeiss LSM 880, Thornwood, 

NY, USA) i al microscopi ZOE™ Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA). 
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Per què el knockout de Cerkl és letal per l'organisme? 

La generació d’un model knockout de Cerkl és crucial per tal d’estudiar la seva funció. 

Diferents investigadors, incloent-hi el nostre grup de recerca, han intentat 

prèviament generar un model knockout però, malauradament, en tots els casos ha 

estat impossible degut a la complexitat transcripcional de Cerkl [181], [239]. Com ja 

s'ha comentat, un primer model generat per un altre grup en que es va delecionar 

l'exó 5 del gen no va mostrar cap alteració en la fosforilació d'esfingolípids ni, 

aparentment, tampoc a la retina, tot i que cal dir que no es va publicar cap imatge 

de la retina ni es va fer un estudi en animals d'edat avançada [180]. El model previ 

a aquesta Tesi que es va generar al nostre grup anava dirigit a aconseguir el knockout 

total o condicional (mitjançant cre/loxP) mitjançant la deleció del promotor 

proximal i del primer exó. Tot i així, es va descobrir que hi romania una expressió 

del 40% de Cerkl mitjançant l'ús alternatiu d'un promotor més a 5', el del gen 

NeuroD1. Aquest nou model, més un knockdown que un knockout, es va anomenar 

CerklKD/KD i tampoc no mostrava alteracions morfològiques aparents a la retina (ni 

en ratolins joves ni vells), únicament es va observar un desplaçament moderat en 

l’electrofisiologia dels potencials oscil·latoris de les cèl·lules ganglionars, indicant 

que aquestes cèl·lules podien estar alterades [181]. En tots dos models, romania 

expressió de Cerkl, ja que s'expressaven algunes de les isoformes produïdes pel gen 

encara que alguns dominis proteics no hi fossin presents. 

Donat que fins el moment d'inici de la Tesi encara no s’havia aconseguit generar un 

model murí knockout de Cerkl que presentés degeneració de la retina, i que les 

mutacions en aquest gen són una de les causes més prevalents d’RP i CRD a 

Espanya, vam decidir generar un model de ratolí knockout de Cerkl per deleció total 

del locus, mitjançant la tècnica d’edició gènica CRISPR/Cas9. Malauradament, la 

deleció completa del locus Cerkl no és viable en homozigosi, però això no ens indica 

si la letalitat és deguda a la deleció del locus o del gen. A continuació, vam generar 
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una aproximació a un model knockout, el doble heterozigot CerklKD/KO, mitjançant 

encreuaments amb el model knockdown anterior [181]. Aquest nou model presenta 

una expressió de Cerkl menor al 10% (només algunes isoformes hi són expressades) 

i, fenotípicament, mostra una degeneració progressiva de retina ja que, mentre 

animals amb edats d’entre 6-10 mesos no se’ls troba afectació, en ratolins d'edats 

més avançades, d’entre 12-18 mesos, sí s'observen alteracions a la retina (Figura 30). 

Aquest model mimetitza la degeneració progressiva que s’observa en humans amb 

mutacions a CERKL, ja que l' al·lel més freqüent és relativament hipomorf (p. R283*, 

com ja hem comentat), i la majoria de pacients són o bé homozigots o dobles 

heterozigots amb aquest al·lel. Depenent de la combinatòria de les mutacions la 

severitat del fenotip varia, així com el diagnòstic, essent RP o CRD, però la relació 

genotip-fenotip no és gens clara, ja que pot variar entre humans homozigots per 

aquesta mutació, fins i tot, dins de la mateixa família [74], [277], [278], el que apunta 

a la contribució de gens modificadors del fenotip. El nostre model murí, comparat 

amb les mutacions humanes descrites fins el moment, semblaria mostrar semblances 

a nivell genètic amb la mutació c. 238+1 G>A identificada en una població 

iemenita, que afecta a la regió donadora d’splicing de l’exó 1 [38] i, per tant, totes les 

isoformes provinents del promotor proximal de CERKL no es poden generar, al igual 

que succeeix en el nostre model, ja que presenta una deleció completa d’un al·lel i 

en l’altre una deleció del promotor proximal i l’exó 1. De fet, el model CerklKD/KD en 

homozigosi també hauria d'assimilar-se des del punt de l'efecte molecular. Tant pels 

pacients humans, com pel nostre model, les isoformes de CERKL que es generen són 

aquelles que provenen del promotor de NeuroD1 però, en canvi, la severitat i el temps 

de detecció del fenotip és molt diferent. Mentre que els humans amb aquesta 

mutació mostren un fenotip sever de ràpida aparició i amb una greu afectació 

macular, els ratolins del nostre model presenten una afectació lenta i progressiva de 

degeneració de la retina. Aquestes diferències fenotípiques en la severitat entre 

humans i ratolins amb alteracions genètiques semblants posa de manifest la 

dificultat de generar un model murí que mimetitzi l’efecte d’una mutació de 



Discussió 

263 
 

neurodegeneració progressiva, perquè els temps de desenvolupament i progressió 

d'una malaltia respecte la longevitat màxima entre humans i ratolins són molt 

diferents. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La letalitat causada per l’abrogació total de Cerkl podria ser una letalitat deguda a la 

deleció del gen o per la deleció del locus, és a dir, la deleció de Cerkl és letal perquè 

la funció d'algunes isoformes de CERKL estan directament lligades a la viabilitat de 

l’organisme o bé, perquè dins del locus de Cerkl s'hi localitzen regions reguladores 

essencials per a l’expressió d’altres gens, vitals per a l’organisme. Cerkl està expressat 

ubiqüament, incloent-hi òrgans vitals [33], [39] pel que la letalitat causada per 

l’ablació completa del propi gen no pot ser descartada. D’altra banda, s'han descrit 

elements reguladors, del tipus enhancer, en cis dins del locus humà de CERKL (Taula 

Figura 30. Representació esquemàtica dels models murins de Cerkl generats i l’afectació 

fenotípica que presenten. A la zona superior s'indica l'organització genòmica de Cerkl (no 

està a escala), amb la posició dels exons (rectangles blancs), diferents TSS (rectangles en 

degradat). Les fletxes blaves indiquen la localització de les seqüències loxP, i les fletxes 

vermelles verticals, la localització de la seqüència PAM reconeguda pel sistema 

CRISPR/Cas9. OPs: Potencials oscil·latoris. RGCs: Cèl·lules ganglionars de la retina. 
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6), seqüències que han estat descrites funcionalment en línies cel·lulars humanes 

(https://www.genecards.org/ i https://genome.ucsc.edu/), i que podrien regular 

tant l'expressió del gen CERKL com del gen NEUROD1.  

 
 
 

Enhancer/ 

Promotor* 
Localització Conservació Mostres 

GH02H181655 * 
Super-enhancer 

chr2:181655555-

181657417 → Intró 1. 
Semiconservat 

TAD 

18/20 

GH02H181586 
Super-enhancer 

chr2:181586714-

181586863→ Intró 2. 
Altament conservat TAD 8/20 

GH02H181629 

Pertany a 2 super-

enhancers 

chr2:181629630-

181629974 → Intró 1. 
Conservat 

TAD 

12/20 

GH02H181615 

Pertany a 2 super-

enhancers 

chr2:181615268-

181615508→ Intró 1. 
Altament conservat 

TAD 

12/20 

GH02H181619 

Pertany a 2 super-

enhancers 

chr2:181619295-

181620804→ Intró 1. 
Conservat 

TAD 

12/20 

GH02H181572  

chr2:181572784-

181572798→ Intró 3 
Semiconservat TAD 5/20 

GH02H181554  

chr2:181554162-

181554554→ Intró 6 
Altament conservat TAD 5/20 

 

Si realitzem un estudi in silico de les interaccions de la cromatina a la regió genòmica 

de CERKL observem que el domini del locus de CERKL inclou els loci de NEUROD1 

i ITGα4. De fet, els gens CERKL i ITGα4 es transcriuen a partir de cadenes 

complementàries i les seves regions 3' UTR es troben solapades. El biaix al final del 

domini no és pronunciat i altres bases de dades (http://3dgenome.org) consideren 

que el domini acaba allà on comença el següent (Figura 31A). L’índex d’interacció 

(DI) és una mesura estadística del grau del biaix d’interacció upstream o downstream 

Taula 6. Enhancers localitzats dins del locus de CERKL que podrien regular l’expressió 

tant de CERKL com de NEUROD1. 

Chr: Cromosoma, TAD: Domini associat topològicament. 

https://www.genecards.org/
https://genome.ucsc.edu/
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181655
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181586
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181629
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181615
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181619
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181572
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181554
http://3dgenome.org/
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per a una regió genòmica. Amb els DI i un model de Hidden Markov s'inferí la 

localització dels dominis topològics (Figura 31B) [279].  

Quan ens centrem en la regió de CERKL, les interaccions entre CERKL i NEUROD1 

són visibles al heatmap i els DI no mostren un biaix significatiu per a considerar-lo 

un subdomini (Figura 31C). La magnificació revela que la regió que conté els exons 

3 i 4 de CERKL està interaccionant amb tres regions diferents: i) el promotor 

proximal de CERKL, ii) el promotor proximal de NEUROD1 i, iii) i amb el final del 

domini descrit (Figura 31D). Finalment, el promotor proximal de CERKL es troba 

interaccionant amb la regió promotora de NEUROD1. Existeix una regió aïllada 

sense contactes en el heatmap, que coincideix amb un LINE (long interspersed nuclear 

element), un retrotransposó sense LTRs, i una regió altament metilada (Figura 31E). 

La conservació en l’evolució d’aquests super-enhancers en els genomes dels vertebrats, 

concretament els GH02H181586, GH02H181615 i GH02H181554, remarca la seva 

importància (Figura 31F). Cal recordar que el gen CERKL és una innovació del 

llinatge dels vertebrats, no existeix cap ortòleg en genoma d'invertebrats i el locus 

que comprendria els dos gens adjacents no està disposat de la mateixa manera. 

NeuroD1 és un factor de transcripció neural i pancreàtic implicat en la regulació del 

cicle cel·lular, la gènesi de les cèl·lules de la retina i el desenvolupament neuronal 

[200], [280], i els ratolins que no expressen NeuroD1 moren pocs dies desprès del 

naixement a causa d’una diabetis severa [281]. Arrel de l’observació que la deleció 

de Cerkl causa una davallada significativa en l’expressió de NeuroD1, una possible 

explicació per la letalitat causada per la deleció de Cerkl en homozigosi podria ser 

provocada tant per la pèrdua directa de Cerkl en òrgans vitals com el fetge o els 

pulmons i per la notable reducció en l’expressió de NeuroD1 causada per la deleció 

dels seus enhancers. Val a dir que s’haurien de trobar més evidències per acabar de 

demostrar les causes de la letalitat associada a la deleció del locus de Cerkl. 

http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181586
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181615
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181554
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Actualment, un membre del grup ha clonat els tres super-enhancers altament 

conservats evolutivament en un vector d’expressió específic de peix zebra per tal de 

generar una línia estable de peixos zebra i comprovar l’acció reguladora dels 

enhancers, és a dir, si determinen l'expressió en òrgans on s'expressa cerkl o neuroD1.  

Finalment, per abordar el tema de la letalitat, si s’hagués de generar un nou model 

ratolí considerant tot el que ara coneixem, o bé caldria dissenyar un model murí 

condicional induïble de retina per tal d’estudiar l’efecte del knockout total a la retina, 

tot i que en humans no s’hagi descrit cap individu amb manca completa de CERKL, 

o bé es podria delecionar –o trencar la pauta de lectura– des de l’exó 6 fins al 12 de 

F 

Figura 31. A) Heatmap que mostra les interaccions de la cromatina a la regió genòmica 

de CERKL tenint en compte el DI i el context genòmic. B) Esquema dels dominis 

topològics i del biaix direccional resultant (extret i adaptat de J.R. Dixon, et al., Nat, 

2012). C) Interaccions de la cromatina centrades en el locus de CERKL i el seu voltat 

tenint en compte el DI i el context genòmic. D) Heatmap dels loci de CERKL i NEUROD1 

tenint en compte les regions reguladores descrites. F) Interaccions de la cromatina 

centrades en el promotor proximal de CERKL i en el locus de NEUROD1 tenint en compte 

les regions reguladores. F) Conservació en els 60 vertebrats dels enhancers GH02H181615 

(identificat amb el número 1), GH02H181586 (identificat amb el número 2) i 

GH02H181554 (identificat amb el número 3) localitzats al locus de CERKL. Imatges A-

E cedides per Joan Sala Garriga i presentades al seu TFM 2020 elaborades a partir de 

dades a https://genome.ucsc.edu/).  

 

http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181615
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181586
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc-bin/display_map.pl?chr_nr=02&range_type=gh_id&gh_id=GH02H181554
https://genome.ucsc.edu/
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Cerkl, evitant que es formés qualsevol isoforma, ja que totes les isoformes presenten 

els últims exons del gen. D’aquesta manera tindríem, bé un model que fos 

completament knockout a la retina (i per tant no causaria la letalitat de l’individu ja 

que no es tracta d’un òrgan vital) o, en l’altre cas, mantindríem els enhancers, de 

manera que si no fos letal sabríem que segurament la letalitat ve donada únicament 

per la manca de Cerkl, ja que els enhancers continuarien trobant-se en el locus. 

Quina rellevància tenen les diferents isoformes de Cerkl en les distròfies de retina? 

La complexitat transcripcional de Cerkl a la retina suggereix una expressió 

preferencial d’isoformes en els diferents tipus neuronals. Per aquesta raó vam 

generar dos anticossos dirigits contra pèptids codificats en diferents exons, 

CERKL2 i CERKL5, que reconeixen isoformes diferents de CERKL encara que 

també n'hi ha de compartides. La immunohistoquímica de crioseccions de retina de 

ratolí va mostrar que aquelles isoformes que contenen l’exó 2 es localitzen 

principalment en cons, mentre que les que presenten l’exó 5 s’expressen 

preferentment en bastons, suggerint que diferents isoformes de CERKL s’expressen 

preferentment segons el tipus cel·lular de la retina. A més, estudis de transcripció 

amb poblacions cel·lulars enriquides en RGCs o en bastons van revelar la presència 

d’isoformes d’mRNA majoritàries diferents en aquests tipus neuronals. 

Malauradament, no es van poder separar completament les poblacions de cons i 

bastons per tal de realitzar un estudi exhaustiu i determinar quin tipus d’isoforma 

s’expressa en cada tipus cel·lular. No obstant, s'observa una expressió diferencial 

d'isoformes que suggereix funcions diferents, ja que la majoria d’splicings alternatius 

impliquen la presència o absència de dominis rellevants de la proteïna, com el 

DAGK, NLS o el d’unió als RNAs i, per tant, la manca o presència d’aquests 

dominis podria definir la necessitat d’una isoforma o una altra, segons el tipus o el 

requeriment cel·lular en un moment concret. Caldria realitzar més experiments 

sobre l’efecte de les mutacions i la funció de les diferents isoformes de CERKL, a 

més de l’efecte dels gens modificadors, per poder explicar per què en alguns pacients 
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els trets fenotípics es troben clínicament associats a RP mentre que en altres casos 

causen CRD.  

Per tal d’abordar el problema de la separació dels cons, caldria realitzar uns 

experiments similars als que realitzen altres investigadors emprant organoides de 

retina, en que els fotoreceptors presenten l’expressió d’un gen reporter sota el control 

d’un promotor de fotoreceptor específic que facilita la separació per FACS per tipus 

cel·lular i realitzar, posteriorment, el transcriptoma [282]. En el nostre cas, emprant 

aquest mètode podríem determinar l’expressió d’isoformes diferencials de CERKL 

en ambdós tipus de fotoreceptors. També podríem cercar bancs de dades de 

transcriptòmica per single-cell de retina que ja existeixen per tal d'analitzar la 

presència diferencial d'alguns exons en les isoformes. Aquest és un treball 

bioinformàtic que s'abordarà en un futur. D'altra banda, pensem aprofitar els 

resultats de transcriptòmica generats en els nostres experiments, per intentar esbrinar 

la presència de formes diferencialment expressades en condicions d'estrès lumínic. 

Per últim, les isoformes proteiques reconegudes per tots dos anticossos semblen 

presentar localitzacions subcel·lulars diferents. En el nostre cas, ens hem centrat 

particularment en la importació/exportació nuclear i la formació de grànuls d'estrès, 

però sabem que algunes de les isoformes de CERKL poden estar associades a 

mitocondris, i aquesta és una feina desenvolupada per altres membres del grup. 

És similar el fenotip dels ratolins CerklKD/KO respecte als pacients humans amb 

mutacions a CERKL? 

Pel que fa al fenotip a la retina dels animals CerklKD/KO, vam observar una elongació 

molt significativa dels fotoreceptors (tant cons com bastons) i una deslocalització de 

les opsines des d’una edat molt inicial (retines d’animals de 2 mesos). L’elongació 

del segment extern dels fotoreceptors seguia un gradient longitudinal de la regió 

dorsal a la ventral de la retina, mostrant un possible paper de Cerkl en el patró dels 

fotoreceptors. A més, les retines amb una expressió menor de Cerkl presenten els 
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segments externs dels fotoreceptors desorganitzats, alteracions en l’apilament dels 

discs i una acumulació de vesícules. Aquests trets suggereixen que hi podria existir 

una disfunció en la fagocitosi duta a terme per l’RPE, ja que molt recentment s’ha 

demostrat que una davallada en els nivells d’expressió de Cerkl està associada amb 

defectes en l’autofàgia i la macrofàgia [241]. Val a dir que les retines de ratolins 

CerklKD/KO vells (18 mesos d’edat) mostren uns microvilli desorganitzats incapaços 

d’embolcallar les puntes dels segments externs, i l’RPE mostra una acumulació de 

fagosomes a la membrana basal i un increment en el nombre total de lisosomes, el 

que es troba en plena concordança amb un estudi prèviament realitzat en un model 

de cerkl en peix zebra [240], i per tant, apuntaria a un nou paper de CERKL en la 

regulació de la formació de vesícules, autofàgia i fagocitosi dels segments externs. 

El model generat també presenta alteracions en la longitud de les neurites, essent les 

neurites dels ratolins CerklKD/KO més curtes. Aquesta manca en el creixement de les 

neurites podria ser causat per la davallada de NeuroD1 associada a la manca de Cerkl, 

ja que NeuroD1 és un factor neurogènic. Endemés, l’RNA-seq ha revelat que el gen 

Ror1, que pertany a la família de tirosines cinases, es troba sota-expressat en el nostre 

model i regula el creixement de les neurites. ROR1 és el receptor de WNT3 que s’ha 

vist que estimula l’expressió de NeuroD1 i conseqüentment activa la neurogènesi 

[283]. Per tant, la davallada en els nivells de NeuroD1 causada per uns nivells molt 

baixos de Cerkl podria ser la causa, directa a través dels enhancers, o indirecta a través 

de Ror1, per la que les neurites del model no són capaces de créixer correctament.  

Un altre defecte morfològic observat en les retines dels ratolins CerklKD/KO és el gruix 

asimètric de la retina causat per diferències de gruix de la capa plexiforme interna i 

l’elongació també asimètrica dels fotoreceptors a regió dorsal de la retina. Aquestes 

característiques fenotípiques s’associen amb una degeneració lenta però progressiva 

de les retines dels ratolins CerklKD/KO, ja que mostren una pèrdua progressiva en el 

nombre de cons i una clara davallada en el nombre de nuclis de fotoreceptors amb 

el temps. Molts d’aquests trets s’observen en pacients humans portadors de 
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mutacions a CERKL, els quals mostren un aprimament de la fòvea, regió 

extremadament rica en cons, amb pèrdua de la capa nuclear externa o que presenta 

una laminació anormal, com s'ha observat mitjançant tomografia de coherència 

òptica (OCT) [284]. A més, la severa reducció en l’expressió de Cerkl afecta 

directament a l’homeòstasi de la retina, ja que l’expressió de GFAP produïda pels 

astròcits de la retina i les cèl·lules de Müller es troba notablement incrementada en 

les retines CerklKD/KO, fet que es reprodueix en altres malalties de la retina com la 

degeneració macular associada a l’edat [285]. 

En conclusió, el nou model murí de Cerkl generat presenta menys d’un 10% 

d’expressió de Cerkl i mimetitza trets característics de CRD, ja que presenta una 

pèrdua primerenca de cons, seguida d’una degeneració progressiva dels 

fotoreceptors. A mida que els ratolins envelleixen, el nostre model mostra un 

decrement en el nombre de cons, pèrdua de nuclis dels fotoreceptors, elongació dels 

segments externs dels fotoreceptors amb deslocalització de les opsines, alteracions 

en els microvilli de l’RPE i la fagocitosi i alteracions associades a l’estrès, com ara 

l’increment en l’expressió de GFAP. Aquestes alteracions morfològiques, en 

conjunt, causen una disfunció fisiològica de la retina i promouen l’apoptosi dels 

fotoreceptors. Remarcablement, els ERGs inicials realitzats en animals de 6 mesos 

d’edat no mostren diferències significatives entre mutants i controls, però en animals 

vells, de 18 mesos d’edat, aquestes alteracions en la resposta electrofisiològica són 

molt aparents, indicant una degeneració lenta i progressiva, a diferència d'altres 

models murins d'RP, on la degeneració és molt més ràpida. Per exemple, per a 

PRPH2, el fenotip del model murí presenta una ràpida afectació (a les dues setmanes 

d’edat presenta pèrdua de nuclis a la ONL i als 9 mesos es completament cec [138], 

[286]), mentre que en humans és d’aparició tardana i causa una degeneració lenta 

dels fotoreceptors, més marcada a partir de la segona dècada de la vida. 

Malgrat no tots els trets fenotípics es comparteixen entre humans i ratolins, com ja 

hem esmentat, el fenotip del model de ratolí CerklKD/KO és, de fet, molt més similar a 
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la degeneració retinal que mostren la majoria de pacients humans portadors de la 

mutació més prevalent de CERKL (p. R283*) que altres models ja reportats. Aquest 

model permetrà realitzar una dissecció exhaustiva del rol de CERKL a la retina i 

testar nous tractaments terapèutics. 

És Cerkl un gen poc convencional?  

CERKL és un dels pocs gens que presenta un donador d’splicing GC enlloc de GU, 

localitzat a l’exó 5 (en humans també a l'exó 4b). Aquest tipus de donador d’splicing 

poc freqüent està relacionat amb l’splicng alternatiu [287], ja que no és una seqüència 

consens que sigui altament reconeguda per l’spliceosome. La maquinària d’splicng 

(spliceosome) és un sistema molt refinat i conservat al llarg de l’evolució dels 

eucariotes, que regula de manera molt fina el tall i l'empalmament de transcrits. 

Endemés, CERKL no solament presenta aquest tipus de donador sinó que es troba 

majoritàriament conservat entre els mamífers, el que suggereix que la seva presència 

no és casual, que té una funcionalitat i que hi ha una pressió evolutiva per a la seva 

conservació (Figura 32). Aquest donador d’splicng no convencional facilitaria l'exon 

skipping i l'splicng alternatiu, afavorint la generació de diferents isoformes de CERKL, 

per exemple, en resposta a l’estrès ja que en molts casos s’ha observat una correlació 

entre certs splicings alternatius i les situacions d’estrès cel·lular [288].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Alineament de la seqüència genòmica del final de l'exó 5 de CERKL a 

diferents espècies. El donador alternatiu d’splicing GC de l’intró 5 de CERKL està marcat 

en vermell. Seqüències extretes d'UCSC (https://genome.ucsc.edu/) alineades amb 

CLUSTAL Omega (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw )  i ajustades a ull. 

https://genome.ucsc.edu/
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D'altra banda i com ja hem esmentat, CERKL és una proteïna amb diferents 

dominis de localització i exportació nuclear. En condicions basals, CERKL es troba 

en constant moviment dins de la cèl·lula, tenint la capacitat d’entrar i sortir del nucli, 

associar-se als mitocondris, al reticle endoplasmàtic i a l’aparell de Golgi [41], [42]. 

Hem demostrat que CERKL és una proteïna altament dinàmica, ja que hi ha una 

notable acumulació al nucli quan s’inhibeix l’exportació nuclear amb Leptomicina 

B. A més, en resposta a l’estrès oxidatiu, aquest increment de CERKL al nucli és 

molt significatiu. D'acord amb treballs previs, CERKL presenta un domini d’unió a 

l’RNA [41] i probablement es desplaça al nucli per unir-se als RNAs naixents per tal 

de protegir-los formant part, posteriorment, dels grànuls d’estrès. El nostre treball 

demostra que a la retina de ratolí, davant un estímul d’estrès lumínic, la localització 

nuclear detectada amb αCERKL2 als nuclis de cons canvia, i es detecta CERKL a 

nivell perinuclear. Aquest canvi de localització subcel·lular davant l’estímul d’estrès 

d'algunes isoformes de CERKL indicaria una funció diferencial en cada tipus 

cel·lular depenent de la seva susceptibilitat a l'estrès lumínic/oxidatiu.  

També sabíem que la regió de localització nuclear està codificada a l'exó 2, que el 

domini d’unió a l’RNA es localitza a la regió N-terminal de la proteïna (en els 

primers 256 amino àcids), i que la mutació C125W causa que CERKL no es pugui 

desplaçar cap al nucli i, per tant, no pot unir RNA ni formar part dels SGs [41]. 

D'aquests resultats previs sabem que els dominis codificats a l'exó 2 són importants 

per a formar part dels grànuls d'estrès. Si ara enfrontem aquest coneixement, amb el 

fet que en el ratolí CerklKD/KO no hi ha cap metionina que pugui actuar d'iniciadora 

de la traducció fins arribar a l'exó 5, teníem una situació difícil d'interpretar, ja que 

al nostre model: I) tenim proteïnes reconegudes per l’anticòs αCERKL2 i II) sabem 

que CERKL forma grànuls d’estrès i s'hi localitza de forma preferencial i 

incrementada. Per tant, els dominis codificats a l'exó 2 han de poder expressar-se al 

nostre model. Vam raonar que si no hi ha cap metionina iniciadora, CERKL hauria 

de produir-se a partir d'inicis no convencionals de traducció. Quan als assajos de 
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proteòmica vam detectar un pèptid codificat a l'exó 2, i poc més amunt a la pauta 

vam identificar en pauta dues leucines en tàndem codificades pel codó CUG 

(recordem que el codó CUG és el segon més freqüent després de l'universal AUG), 

vam pensar que aquest era un possible inici de traducció alternatiu. D'altra banda, 

si l'únic codó d'inici era la metionina de l'exó 5, no era gaire comprensible produir 

un 40% de transcrits a retina amb quatre exons no codificants, a més amb una 

metionina en un exó alternatiu, el que de forma efectiva eliminaria la producció de 

CERKL en moltes isoformes. 

Totes aquestes dades són concordants si una (o ambdues) de les dues leucines 

identificades, codificades a l'inici de l'exó 2, són inicis de traducció alternatius. La 

conservació de totes dues, o al menys una (codó CUG) als vertebrats suggereixen 

que realment són rellevants a nivell funcional (Figura 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tot i que semblaria que davant l’estrès oxidatiu no hem identificat modificacions 

post-traduccionals a CERKL, el fet que hi hagi un inici de traducció alternatiu 

diferent a la metionina convencional suggereix que la proteïna podria estar 

implicada en la resposta a l’estrès oxidatiu, ja que, en altres casos s’ha demostrat 

que proteïnes amb inicis de traducció no convencionals, com les leucines en el nostre 

Figura 33. Alineament entre la seqüència proteica de CERKL de diverses espècies de 

vertebrats. S'observa la conservació d’una o les dues leucines (indicades en vermell) 

trobades a l’inici de l'exó 2 que podrien actuar com a inici de traducció alternatiu en els 

transcrits generats a partir del promotor de NeuroD1. Seqüències de CERKL obtingudes 

de bancs de dades de proteïnes (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/), alineades 

amb CLUSTAL omega (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw ) i ajustades a ull. 
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cas, regulen processos claus durant el desenvolupament o en situacions d’estrès 

usant una maquinària d’iniciació de la traducció alternativa. Aquesta situació es veu 

afavorida en estrès oxidatiu, ja que molta part de la maquinària traduccional, 

incloent-hi el factor d'iniciació, està "segrestada" als grànuls d'estrès i la cèl·lula 

disposa de vies alternatives de traducció per a les proteïnes que requereix per a fer 

front al dany, com seria CERKL. De fet, se sap que la desregulació d’iniciació des 

d’inicis alternatius pot causar malalties neurodegeneratives [266], [289]. Per tant, el 

gen CERKL deu tenir una funció rellevant, almenys a la retina, ja que presenta 

múltiples nivells de regulació, tant a nivell transcripcional, com traduccional. 

És CERKL una proteïna sensora de l’estrès?  

Les retines i les cèl·lules ganglionars en cultiu CerklKD/KO, de manera basal i en 

comparació amb el control, presenten grànuls d’estrès, el que indica que sense rebre 

cap estímul ja pateixen un cert estrès. A més, quan reben una inducció de dany per 

estrès oxidatiu, l’increment en la formació de grànuls d’estrès és molt més exagerat, 

indicant una resposta desproporcionada davant l’estímul d’estrès oxidatiu. A més, 

s’observa que CERKL es troba en els grànuls d’estrès i que hi ha un desplaçament 

cap a aquests davant del dany. Pel que fa a la seva localització al nucli, trobem dues 

situacions depenent de les isoformes que detectem. Respecte les isoformes 

detectades amb l’anticòs αCERKL2 observem un increment de CERKL cap al nucli 

en ratolins CerklKD/KO en comparació amb el control i en situació d’estrès aquest 

increment es torna més notable, indicant que probablement les isoformes detectades 

amb aquest anticòs es desplacen al nucli per embolcallar als RNAs naixents i 

transportar-los als grànuls d’estrès per tal que siguin protegits durant el període que 

duri el dany. D’altra banda, quan detectem CERKL amb l’anticòs αCERKL5 

observem una davallada en el nucli en els individus CerklKD/KO indicant que les 

isoformes detectades amb aquest anticòs davant de l’estímul d’estrès es desplacen a 

un altre compartiment cel·lular com podrien ser els mitocondris, on s’ha vist associat 

prèviament i podria tenir un rol important en el control de la dinàmica mitocondrial 
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[241]. Així mateix, les interaccions entre el reticle endoplasmàtic (RE) i els 

mitocondris són ben conegudes per ser un punt de regulació de la fusió i fissió 

mitocondrial a més de ser el lloc on es dur a terme la regulació lipídica on està 

altament controlada [290]. Aquests llocs d’interacció entre el RE i els mitocondris 

es coneixen com a regions MAM i s’hi localitzen moltes proteïnes, com ara NLRP3, 

que actuen de sensors front l’estrès oxidatiu i la inflamació [291], pel que certes 

isoformes de CERKL podrien actuar de sensors i nodes de comunicació davant 

d’una situació d’estrès amb proteïnes de les MAMs, per tal de desencadenar una 

resposta cel·lular per fer front a l’estímul d’estrès oxidatiu. Aquesta serà una de les 

línies de treball en el futur. Per tant, aquests resultats reforcen la hipòtesi de que 

diferents isoformes de CERKL presenten funcions diferents i que podria tenir un 

paper clau en la resposta a l’estrès oxidatiu. 

El model knockdown prèviament generat presentava una davallada significativa en 

tots els lípids, molt especialment en les glucosil- i galactosil-ceramides, tot i que no 

hi havia diferències entre les ceramides i esfingomielines saturades i insaturades 

[45]. Posteriorment, en el model CerklKD/KO hem observat gràcies a l'anàlisi d’RNA-

seq en retines de ratolí que hi ha un conjunt de proteïnes relacionades amb 

esfingolípids sub-expressades en el nostre model. Els lípids es troben altament 

representats en la retina, ja que hi ha un elevat contingut lipídic. Per aquest motiu, 

alteracions en la composició de lípids podrien causar afectacions visuals [292], a més 

la composició lipídica varia en les membranes dels fotoreceptors i altres tipus 

cel·lulars que formen part de la retina [293]. S’ha observat que les diferents isoformes 

de proteïnes amb splicings alternatius regulen diferencialment certs lípids [294], pel 

que en el cas de CERKL, algunes isoformes podrien tenir una funció més enfocada 

a la regulació lipídica com, per exemple, aquelles que tenen el domini DAGK. 

Malgrat mai no s’ha demostrat que CERKL presenti una activitat cinasa, podria 

actuar com a transportador de lípids, o com activador mitjançant canvis 

conformacionals, o fins i tot, transportant o regulant les cinases que controlen la 
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forma activa dels enzims, com ara B3gnt5, gen sub-expressat en els ratolins 

CerklKD/KO, que és essencial per la síntesi de glicolípids a partir de ceramides.  

Pel que fa a Pdl1, que es troba sub-expressat en la comparativa CerklKD/KO versus 

CerklWT/WT, es coneix que regula l’autofàgia hidrolitzant fosfolípids per suplir les 

necessitats mitocondrials d’àcids grassos per tal d’oxidar-los. S’ha observat que en 

baixes condicions de PLD1 disminueix la producció d’ATP i incrementen les ROS, 

el que eventualment pot conduir a la mort cel·lular en cèl·lules del càncer [295]. 

D’altra banda a l’epiteli pigmentari de la retina, s’ha observat que la inhibició de 

PLD1 incrementa l’autofàgia i que això podria promoure la supervivència cel·lular 

[296], però com ja hem vist, l’autofàgia podria presentar un paper dual en la 

supervivència neuronal, ja que nivells elevats d’autofàgia durant un període 

perllongat de temps podrien agreujar el dany cel·lular i, conseqüentment, causar la 

mort. Per tal d’estudiar la composició lipídica del nostre model a part de realitzar 

un estudi lipidòmic convencional, es podria realitzar combinar amb un estudi 

d’imatge d’alta resolució per fer un MALDI capa per capa, amb la fi de determinar 

les diferències en els diferents tipus cel·lulars segons la capa retinal [297] i realitzar 

la comparativa en una situació d’estrès. 

Exerceix CERKL una funció protectora in vivo? 

Donat que ambdós anticossos reconeixen isoformes diferents de CERKL i que 

aquest s’uneix i forma part dels grànuls d’estrès, un estudi que podria ser de gran 

interès seria determinar a quins RNAs s’uneix CERKL per formar els SGs. Sabem 

que la formació dels grànuls d’estrès no és aleatòria sinó que els RNAs són 

reconeguts per les proteïnes i específicament escollits per formar els grànuls, i que 

no tots els SGs són iguals [115]. Per aquest motiu, seria rellevant determinar si hi ha 

diferències entre les diferents isoformes de CERKL a l’hora d’unir-se a un RNA o a 

un altre, ja que ens permetria elucidar sobre quines possibles vies de senyalització 

actua CERKL. Per aquest estudi, es podria dur a terme un RIP 

(Immnunoprecipitació d’RNA), tècnica que es basa en immunoprecipitar una 
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proteïna i seqüenciar els RNAs que té units, d’aquesta manera podríem 

immunoprecipitar amb els dos anticossos i seqüenciar els RNAs que s’hi han unit 

en cada cas. 

Pel que fa a la resposta a l’estrès lumínic, que en el fons es tracta d’estrès oxidatiu, 

observem que CERKL incrementa la seva expressió i es desplaça cap als grànuls 

d’estrès, indicant que probablement es tracta d’un sensor que desencadena una 

resposta protectora davant l’estímul d’estrès oxidatiu. L’estudi general de l’RNA-

seq demostra que hi ha grans blocs de gens que es troben sobre- o sub-expressats en 

el model animal respecte els individus control, a més aquests canvis també són 

notables davant l’estímul d’estrès lumínic, confirmant els resultats previs que 

demostren que presenta un paper important en la resposta front l’estrès oxidatiu. 

Actualment, estem realitzant un estudi refinat de les dades segons vies de 

senyalització, orgànul o funció per poder trobar gens candidats que puguin 

determinar alguna de les vies de senyalització o interactors de Cerkl. Davant la 

manca o reducció dels nivells d’expressió de Cerkl, la cèl·lula respon d’una manera 

exacerbada a l’estrès i, per tant, aquest estímul pot conduir eventualment a la mort 

cel·lular. Segons la base de dades RPGeNet 

(https://compgen.bio.ub.edu/RPGeNet/), CERKL presenta interactors directes, 

com ara PPM1A, PPM1B, PPM1G, STK26, VHL o EIF3G, que són 

majoritàriament moduladors de l’apoptosi i, en el cas de PPMG1, un regulador 

negatiu de l’estrès oxidatiu (Figura 34), de nou confirmant la relació entre CERKL 

i l’estrès. A més, observem que també interacciona amb SIRT1, proteïna que 

modula l’autofàgia i que, quan manca CERKL, s’ha trobat sub-expressada [241], tot 

indicant una relació directe d’elevada importància, ja que un augment descontrolat 

en l’autofàgia a causa de l’estrès oxidatiu, conduiria a les cèl·lules a la seva mort.  

 

 

https://compgen.bio.ub.edu/RPGeNet/
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Un estudi massiu del transcriptoma de la retina i de diferents tipus cel·lulars retinals 

per separat demostra que CERKL és una proteïna que presenta resposta a l’estrès 

lumínic i que el pic màxim d’expressió es dona a les 24h post-estrès a les cèl·lules 

fotoreceptores. Aquests resultats enforteixen la hipòtesi de que CERKL es tracta 

d’una proteïna de resposta a l’estrès i no solament de resposta a l’estrès sinó que 

resultaria rellevant per la viabilitat cel·lular, ja que els seus nivells d’expressió 

incrementen fins a 24h desprès del dany (Figura 35). De fet, sabem per experiments 

previs del grup que CERKL té una finestra de temps en que la seva sobre-expressió 

és efectiva per protegir a les cèl·lules dels efectes de l'estrès oxidatiu (a 24h però 

menys de 48h). Tanmateix, el paper com a proteïna sensora/ protectora va més enllà 

d’una resposta momentània per evitar el dany cel·lular massiu (per ex. participant 

en la formació d’SGs i, probablement, en la resposta mitocondrial), sinó que també 

participaria en la resposta a llarg termini, modulant vies senyalitzadores de la 

cèl·lula per a decidir entre apoptosi o supervivència. 

 

 

Figura 34. Representació 

esquemàtica dels interactors 

directes de CERKL, pels quals 

s'ha trobat evidències. La 

informació ha estat obtinguda a 

través de la base de dades 

(https://compgen.bio.ub.edu/R

PGeNet/). 

https://compgen.bio.ub.edu/RPGeNet/
https://compgen.bio.ub.edu/RPGeNet/
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Les copes òptiques derivades de hiPSCs de pacients, una nova eina per a estudiar 

la funció de CERKL en la resposta a l’estrès oxidatiu 

L’impacte de la pèrdua de visió en pacients afectats per una malaltia degenerativa 

de la retina, com l’RP, és devastador a l’hora d’adaptar-se i tenir una qualitat de vida 

similar a la que tenien abans de perdre la visió. Per aquest motiu, esbrinar els 

mecanismes genètics subjacents que causen aquestes malalties és clau per tal de 

poder abordar una possible teràpia.  

Les copes òptiques de retina derivades de hiPSCs d’un pacient portador de la 

mutació de CERKL p.R283* en homozigosi i de la seva germana sana han estat una 

eina essencial per generar un model de retina humà que permeti l’estudi de la funció 

de CERKL. La generació d’aquest model és costós a nivell econòmic i a nivell de 

Figura 35. Anàlisi transcriptòmic de Cerkl a retina de ratolí en diferents condicions. En 

lila s’indica l’efecte immediat de l’estrès lumínic sobre l’expressió de Cerkl en les cèl·lules 

fotoreceptores (GPCR). En blau s’indica l’efecte de l’estrès lumínic en l’expressió de Cerkl 

desprès d'un període de temps. En tots els casos s’ha observat l’efecte en retina adulta. 

CNTL: control; LIGHT: condició d’estrès lumínic. La informació ha estat obtinguda a 

través de la base de dades (https://neicommons.nei.nih.gov/#/analysis). 

https://neicommons.nei.nih.gov/#/analysis
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recursos, diàriament se’ls ha de canviar el medi i únicament uns pocs organoides 

arriben als estadis de desenvolupament finals, ja sigui perquè no s’organitzen com 

el teixit esperat, perquè moren, es contaminen o bé perquè al diferenciar-se, 

s’acumulen mutacions no desitjades que el pacient no presenta. 

Durant el desenvolupament d’aquests organoides es van realitzar proves de 

genotipatge, cariotipatge i anàlisis per PCR a temps real per tal de comprovar quina 

era l’expressió de certs gens marcadors de diversos estadis de desenvolupament de 

la retina [272]. De les copes òptiques analitzades, hem realitzat 

immunohistoquímiques per comprovar i determinar l’expressió de CERKL durant 

el desenvolupament dels organoides, i des d’estadis inicials del desenvolupament es 

detecta l'expressió de CERKL a les rosetes de proliferació cel·lular. Amb el pas de 

les setmanes, a mida que l’organoide s’estratifica en capes i les cèl·lules que 

conformaran la retina migren cap a la perifèria i es diferencien, s'observa expressió 

de CERKL, sobretot a la capa dels fotoreceptors, el que és un clar indicador que, en 

aquestes cèl·lules fotoreceptores la funció de CERKL serà important, almenys en 

teixit humà, el què té sentit, ja que mutacions en aquest gen causen malalties retinals 

que afecten principalment a aquest tipus cel·lular. 

La comparativa de l’expressió de CERKL entre les copes òptiques del pacient i el 

control demostren que l’individu homozigot per la mutació p.R283* presenta una 

reducció notable en l’expressió de CERKL a causa de la mutació de codó d’aturada 

que presenta a l’exó 5. Aquesta mutació causa que no es puguin sintetitzar les 

proteïnes codificades per les isoformes que contenen l’exó afectat. De fet, s'espera 

que els transcrits que contenen aquest exó siguin degradats pel mecanisme de control 

d’RNA non-sense mediated decay (NMD), i per tant, resulti en una disminució dels 

nivells d’expressió de la proteïna. Sense condicions d’estrès oxidatiu, hi ha una 

elevada formació de grànuls d’estrès a les copes òptiques del pacient, el que indica 

que probablement les retines d’aquest individu de forma basal presenten nivells 
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elevats d’estrès, segurament amb dany cel·lular, el que concorda amb el nou model 

murí de Cerkl que hem generat. 

Davant un estímul d’estès oxidatiu, no solament observem un increment en 

l’expressió de CERKL sinó també un increment en la formació d’SGs i la presència 

de CERKL en aquests SGs, essent aquest efecte molt més notable en el pacient que 

en control. Aquests resultats són totalment concordants amb els obtinguts amb el 

model murí i, conjuntament, reforcen el concepte que CERKL és una proteïna de 

resposta a l’estrès oxidatiu. Hipotetitzem que CERKL no seria només una proteïna 

sensora d'estrès, sinó que seria un node de protecció i resiliència cel·lular front a 

aquest tipus de dany, ja que davant la manca de CERKL, la resposta a aquest dany 

és molt més intensa i les cèl·lules de la retina presenten una mort prematura. 

Mutacions a CERKL causen RP i CRD, independentment del tipus de mutació o de 

la seva zigositat, fins al moment no s’han trobat evidències d’un patró que defineixi 

en quin cas serà RP o CRD. En el cas d’ambdues malalties tot i ser de caire totalment 

genètic i mendelià, hi ha factors que afavoreixen la seva progressió. Els nostres 

resultats, i estudis d’altres grups d’investigació, demostren que les retines d’aquest 

tipus de pacients es troben afectades per elevats nivells d’estrès, en el nostre cas estrès 

lumínic/oxidatiu, pel que, el simple fet d’estar exposat a la llum solar natural podria 

afavorir l’avenç de la malaltia, ja que mentre un individu sa presenta la totalitat de 

l’expressió de CERKL i per tant, el seu mecanisme de resposta i defensa es troben 

intactes, el pacient que hem estudiat presenta una elevada taxa d’estrès, pel que una 

perllongació d’aquest estat d'estrès, com ara es dona sota il·luminació elevada, 

afavoreix que les cèl·lules fotoreceptores tinguin respostes exacerbades que, molt 

probablement, conduiran a l’apoptosi.   

El fet que el model murí que hem generat presenti resultats similars a les copes 

retinals humanes a nivell de resposta de CERKL front l’estrès oxidatiu i a més que 

mostri una degeneració progressiva de retina el fa un bon candidat per estudiar la 

funció de CERKL i poder realitzar proves de teràpia, ja sigui gènica com mitjançant 



Discussió 

283 
 

la ingesta d’antioxidants. De fet, actualment disposem de dos models diferents i 

complementaris per a poder comprovar una possible prova de concepte per a teràpia, 

el model de ratolí i els organoides retinals derivats de pacients. Segons els nostres 

resultats, els antioxidants són un element de les nostres dietes que podria ser clau 

per tal d’intentar alentir la progressió de la pèrdua de la visió abans no es troba un 

sistema de teràpia gènica que tingui efectes a llarg termini o permanents. 

Nanopartícules d'or, una via a explorar per a una possible teràpia gènica en 

distròfies de retina hereditàries 

L’ús de nanopartícules com a vector d’entrega de DNA a les cèl·lules o als teixits ha 

estat un nou sistema en els darrers anys per intentar optimitzar i diversificar les 

metodologies de teràpia gènica. 

La via d’internalització de les nanopartícules és important a l’hora de poder estudiar 

la rapidesa d’alliberament de la càrrega gènica, si seran degradades o si la seva 

acumulació provocarà citotoxicitat cel·lular. La via d’internalització majoritària a 

les cèl·lules és la fagocitosi cel·lular, que implica la formació de grans vesícules, però 

en el cas de partícules de mida petita, la via d’internalització és la pinocitosi que 

involucra rutes d’entrada regulades per diferents interaccions entre proteïnes i lípids, 

com les que estan regulades per clatrina, caveolina i les que en són independents de 

totes dues proteïnes [298], [299]. Els nostres experiments demostren que les 

nanopartícules d’or utilitzades no són citotòxiques, ja que a les 48h post-transfecció 

les cèl·lules ARPE-19 no mostren nuclis picnòtics, i que l’eficiència de transfecció 

és similar a les transfeccions convencionals utilitzant liposomes. D’altra banda, cal 

remarcar que les nanopartícules requereixen la meitat de quantitat de DNA que els 

liposomes i a les 16h i 48h post-transfecció presenten el mateix nombre de cèl·lules 

que expressen el gen reporter GFP el que suggereix que les nanopartícules emprades 

utilitzen una via d’internalització més ràpida que els lipoplexes convencionals que, 

normalment, entren a la cèl·lula via vesícules de clatrina i requereixen al voltant de 
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20-24 hores per a detectar la producció d'un gen reporter, com ara GFP [299]–[302]. 

Així mateix, els nostres experiments també determinen que les cèl·lules ARPE-19 

responen diferent si les nanopartícules estan unides a DNA o no, ja que l’àrea de 

vesícules de clatrina és menor en presència de nanopartícules amb DNA.  

Pel que fa a la via d’internalització, el 50% de les nanopartícules de 40 nm d’or, tant 

si es troben lliures de DNA com si estan unides a DNA, s’internalitzen dins les 

cèl·lules a través d’endocitosi dependent de clatrina. D’altra banda, el 50% restant 

s’internalitza per altres vies alternatives, ja que es troben en altres compartiments 

cel·lulars. Almenys el 30% de les nanopartícules nues són internalitzades per rutes 

no vesiculars ja que no es localitzen en endosomes primerencs o tardans. Donat que 

desprès del tractament amb dynasore, l’inhibidor de la via de clatrina, totes les 

nanopartícules es detecten a la via endosomal suggereix que una part important del 

conjunt de nanopartícules nues s’internalitzen per lipid-rafts o per difusió ja que 

desestabilitzen la membrana de la cèl·lula [303], [304].  

Pel contrari, les nanopartícules unides a DNA que es detecten a compartiments no-

endosomals és menor, al voltant del 20%, el que explicaria una preferència d’entrada 

per la via endosomal ja que la mida dels complexes és major. A més, les 

nanopartícules unides a DNA es distribueixen de manera homogènia entre 

endosomes primerencs i tardans, independentment del tractament amb dynasore, el 

que indica que no tots els endosomes primerencs acaben madurant a endosomes 

tardans. Aquests resultats estan en concordança amb la ràpida expressió del gen 

reporter a les 16h pot-transfecció, que apunten a que les nanopartícules unides a 

DNA s’internalitzen mitjançant una via independent de clatrina, com podria ser la 

via d’internalització de caveolina [298], [299] i, d’aquesta manera, la seva càrrega 

(DNA) escaparia de la fusió i degradació via lisosomal. De totes maneres, no es 

poden descartar altres vies alternatives d’entrada [305]. 

L’èxit de transfecció a les cèl·lules ens va portar a provar de transfectar les mateixes 

nanopartícules unides al DNA per a l'expressió del gen reporter GFP a explants de 
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retina, que són un teixit completament diferenciat i madur que presenta una gran 

dificultat a l’hora de ser transfectat ja que totes les cèl·lules neuronals són post-

mitòtiques diferenciades. Els mètodes convencionals de transfecció amb 

nanopartícules poden causar dany físic al teixit per la seva agressivitat de penetració 

i els sistemes amb adenovirus o lipídics presenten diferències en l’eficiència d'entrega 

dins del teixit [306]. Els nostres resultats demostren que les nanopartícules unides a 

DNA tenen la capacitat de penetrar dins del teixit i expressar el gen reporter, a més 

els cultius primaris de retina presenten la mateixa supervivència que els controls, ja 

que no vam detectar que els cultius nanotransfectats morissin abans o presentessin 

algun tipus de dany a ull nu, el que indica que en el teixit no provoca a priori 

citotoxicitat. A les 16h, ja s’aprecia expressió del gen reporter i a les 24h post-

transfecció hi ha el pic màxim d’expressió, com hem comentat, molt abans que amb 

lipofecció. 

Finalment, gràcies a la immunohistoquímica dels explants s’observa que a l’hora de 

transfectar les nanopartícules en condicions de llum normal i de foscor l’eficiència 

d’entrada és menor que quan s’aplica un pols de llum que activa la ressonància 

plasmònica, igual que succeeix amb les cèl·lules. A més, aquests resultats 

suggereixen que les nanopartícules presenten una preferència a l’hora d’entrar i 

expressar-se en cons en comparació amb els bastons. La composició lipídica de la 

membrana dels cons i dels bastons és diferent [293], pel que podria ser un factor clau 

que facilités la seva entrada depenent de les propietats físico-químiques de la 

membrana. Per evitar aquests biaix entre cèl·lules es podria afegir un marcador a la 

superfície de les nanopartícules perquè tinguessin un destí predeterminat. Altres 

investigadors estan duent a terme estudis de teràpia mitjançant l’optogenètica amb 

nanorods d’or, que són un tipus de nanopartícula que també s’activa amb la 

ressonància plasmònica i va dirigida mitjançant la unió d’un anticòs als cons. 

Aquests nanorods actuen com a antena per als rajos infrarojos transformant la llum 

en calor gràcies a la ressonància plasmònica, a la vegada també injecten canals TRP 
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(canals de potencial transitori sensibles a la calor) d’aquesta manera aconsegueixen 

estimular els cons [307], [308]. 

Per tant, tot i ser molt preliminars aquests experiments amb nanopartícules, 

aparentment, no presenten citotoxicitat cel·lular i són capaces de ser internalitzades, 

tant dins cèl·lules en cultiu com en teixits madurs com la retina. Malgrat que queda 

molt camí per endavant per tal d’optimitzar el sistema i entendre els mecanismes 

d’interacció nanopartícula-cèl·lula estem davant d’un potencial sistema d’entrega 

d'àcids nucleics terapèutics dins la retina que, en el futur, podria ser una eficient i 

eficaç teràpia gènica. 

En resum, en aquesta Tesi s'ha utilitzat el sistema CRISPR/Cas9 D10A per a 

delecionar el locus de Cerkl (97 kb), per tal de generar un model murí knockout per a 

Cerkl. Aquest al·lel ha resultat ser letal en homozigosi. La combinatòria d’un model 

murí de Cerkl knockdown prèviament generat juntament amb el model knockout ens 

han permès obtenir una colònia de ratolins dobles heterozigots viables amb menys 

d’un 10% d’expressió de Cerkl a la retina. Aquest nou model, CerklKD/KO, presenta 

una degeneració lenta i progressiva de la retina, amb una pèrdua inicial dels cons 

seguit d’una afectació completa dels fotoreceptors, el que s’assimila a una distròfia 

de cons i bastons en humans. A més, tant l'estudi de les retines d'aquest model com 

del model humà de copes òptiques de retina derivades de hiPSCs d’un pacient amb 

Retinosi Pigmentària ens han permès determinar que CERKL té un paper clau en 

la resposta a l’estrès i la supervivència dels fotoreceptors i que la seva manca provoca 

una resposta davant aquest estímul exagerada que, a llarg termini, condueix a la 

mort cel·lular. Per tant, ens permet concloure que CERKL és una proteïna amb un 

paper essencial per abordar l’estrès quotidià de la llum solar, entre altres, i que 

mutacions en aquest gen que causen distròfies de retina hereditàries podrien, entre 

altres, veure’s agreujades per mutacions en gens modificadors a més de l’impacte de 

l’estrès oxidatiu. 
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Finalment, hem explorat una prova de concepte, emprant nanopartícules d’or com 

a vectors d'entrega d'àcids nucleics a cèl·lules de retina i a teixit retinal per, en un 

futur, poder realitzar proves de teràpia gènica. 
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• La deleció en homozigosi del locus del gen Cerkl en ratolins és letal. 

• Els ratolins doble heterozigots CerklKD/KO expressen menys d’un 10% de Cerkl i 

són viables i fèrtils. 

• El gen CERKL conté regions reguladores del tipus super-enhancer conservades 

evolutivament, que regulen l'expressió de CERKL i NEUROD1. 

• La disminució d’expressió de Cerkl correlaciona amb una davallada en els nivells 

d’expressió de NeuroD1, suggerint que en el ratolí CerklKD/KO, a més de l'efecte 

d'una possible deleció en hemizigosi de seqüències reguladores, hi hagi un efecte 

regulador de l'expressió de Cerkl sobre NeuroD1. 

• Els ratolins CerklKD/KO presenten les següents alteracions fenotípiques de la retina:  

- Reducció en el nombre de cons (des d'edats joves). 

- Elongació dels OS dels fotoreceptors en gradient dorso-ventral. 

- Mal empaquetament dels discs dels fotoreceptors en ratolins adults. 

- Pèrdua progressiva dels fotoreceptors amb l’edat. 

- Alteracions en la fagocitosi de l’RPE. 

- Degeneració lenta i progressiva de la funció visual, similar a la que 

presenten els pacients humans amb distròfia de cons i bastons causada 

per mutacions a CERKL. 

• In vitro, CERKL presenta un elevat dinamisme entre nucli-citoplasma 

incrementant la seva presència al nucli davant una situació d’estrès oxidatiu. 
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• Els estudis de proteòmica i de transfecció en cèl·lules suggereixen que les 

isoformes de CERKL provinents del promotor de NeuroD1 presenten un inici de 

traducció alternatiu a l’exó 2, probablement constituït per dues leucines. 

• Les retines del model CerklKD/KO mostren una acumulació de grànuls d’estrès en 

condicions basals. 

• CERKL colocalitza amb els grànuls d’estrès. 

• Sota condicions d’estrès oxidatiu CERKL es desplaça cap als grànuls d’estrès. 

• Els anticossos αCERKL2 i αCERKL5 (dirigits, respectivament, contra pèptids 

codificats a l'exó 2 i al 5) detecten isoformes diferents de CERKL: 

- αCERKL2 detecta isoformes preferentment localitzades a cons. 

- αCERKL5 detecta isoformes preferentment localitzades a bastons. 

• Davant un estímul d’estrès oxidatiu les isoformes de CERKL detectades amb 

αCERKL2 es desplacen majoritàriament cap als grànuls d’estrès, mentre que 

aquelles que són detectades amb αCERKL5 es desplacen, majoritàriament, cap 

a altres compartiments cel·lulars. 

• Les copes òptiques de retina derivades d’hiPSCs del pacient portador de la 

mutació p. R283* afectat amb RP, presenten un fenotip similar al presentat en el 

model murí: 

- Les copes òptiques del pacient en comparació amb el control presenten 

uns nivells elevats de grànuls d’estrès en condicions basals. 
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- Sota condicions d’estrès oxidatiu les copes òptiques del pacient mostren 

una resposta molt exacerbada davant d’aquest estímul presentant un 

increment exagerat de grànuls d’estrès i un augment en l’expressió de 

CERKL que es localitza als grànuls d'estrès. 

• L’elevada correspondència entre els dos models, l’humà i el murí, suggereix que 

CERKL podria tenir un paper clau en la resposta a l’estrès oxidatiu actuant com 

a sensor i sent essencial per a la supervivència cel·lular dels fotoreceptors. 

• Les nanopartícules de 40 nm d’or no són citotòxiques en cèl·lules ARPE-19 ni en 

cultius organotípics de ratolí, almenys a les 48-72 hores post-tractament.  

• Les nanopartícules (NPs) de 40 nm d’or unides a DNA s’internalitzen dins les 

cèl·lules per una ruta més ràpida que els lipoplexes convencionals i permeten 

assolir majors nivells d’expressió de gens reporters en menor temps i quantitat de 

DNA. 

• Les NPs d'or unides a DNA són capaces de penetrar dins del teixit diferenciat de 

la retina i expressar el gen reporter, preferentment als cons, pel que poden ser un 

bon vector per a teràpia gènica dirigida a fotoreceptors. 
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