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ConcLusions

La caracteritzaci6 detallada de I'expressio del gen CERKL ha revelat un total de 21 transcrits en
humans i 32 en ratolf, dels quals 31 han estat descrits de novo. A la retina de ratoli s’expressen
com a minim 25 isoformes de Cerkl. Aquesta multiplicitat d’isoformes es deguda, entre altres

causes, a una elevada activitat d’splicing alternatiu a la retina.

L’ts de promotors alternatius afegeix més complexitat a I'expressi6 de CERKL. Mitjancant
I'aproximaci6é combinada in silico i experimental s’han identificat 4 inicis de transcripcio (TIS)
diferents, tant a humans com a ratol{. A humans: els promotors de NEURODI i el préviament
descrit de CERKL, a més de dos TIS nous a les regions 3’ de I'ex6 1 i de 'ex6 3 (1b i 3b). El
ratoli comparteix els TIS dels promotors de NeuroD1 i Cerkl, i presenta 2 TIS nous, ambdos
localitzats a I'intrd 2, que generen els exons 3a i 3b. Estudis bioinformatics també reforcen 1'as

de metionines iniciadores (TSS) de noves isoformes proteiques a partir d’aquests nous TIS.

Els teixits murins on hem trobat una expressid més elevada de Cerkl son retina i fetge. El
promotor més actiu en retina de ratoli és el de Cerkl, que dirigeix la sintesi del 65-70% de
I'mRNA del gen, mentre que a fetge el TIS més actiu és el que s’inicia a I’ex6 3b (no actiu a la

retina). Aquests resultats suggereixen especificitat tissular dels diferents TIS.

L’estudi de la localitzacié subcel-lular de CERKL, mitjancant la sobreexpressio de les isoformes
1, 2, 3 i 4 (nova nomenclatura) demostra una localitzacid dinamica, principalment associada a
les membranes de I’ER i de 'aparell de Golgi, i un petit percentatge dins del nucli. La proteina

mutant, R257X, queda preferentment retinguda a nucli.

A retina murina, la proteina CERKL es troba principalment a cons, majoritariament al segment
extern i també mostra una localitzacid perinuclear, tot i que les hibridacions in situ mostren una

elevada expressio de Cerkl a la capa de cel-lules ganglionars.

Els nombrosos assaigs enzimatics realitzats no han permes demostrar que CERKL, tot i tenir un
domini DAGK conservat, tingui activitat quinasa envers una gran diversitat de substrats lipidics

i algunes proteines.

La sobreexpressid de CERKL en cellules en cultiu protegeix les cel-lules en situacions d’estres
oxidatiu. La isoforma R257X, en canvi, no es capag de mantenir el nivell de proteccid de les

cel'lules davant d’aquest tipus de dany.

S’ha construit un model mur{ knockout (Cerkl -/-) mitjancant la deleci6 del promotor proximal i
I'ex6 1 sencer del gen. A nivell de transcripcio es manté un 30-35% de transcrit en aquests
animals, degut a l'activitat dels promotors alternatius (NeuroD1 i 3a). L’expressi6 a partir

d’aquests promotors no es veu incrementada en els KO.
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xii.

L’estudi dels nivells de GFAP han mostrat un augment en I'expressio d’aquest marcador d’estres,
fet que indica l'existencia d’algun tipus d’alteracio estructural o funcional a la retina. Els estudis
morfologics de les retines dels ratolins Cerkl -/- a 2, 4, 6 i 12 mesos no evidencien alteracions

morfologiques observables, respecte als animals control.

Les analisis de varis marcadors especifics de cel-lules de retina van mostrar una disminuci6
significativa, i no progressiva amb l'edat, dels nivells de Brn3a, un marcador de cel-lules
ganglionars. Aquesta davallada és especifica atés que no s’observen diferéncies en els nivells

d’expressiod dels marcadors emprats de fotoreceptors i cel-lules bipolars.

L’estudi electroretinografic dels ratolins Cerkl -/- a 2, 3, 4, 5, 6 i 12 mesos mostren alteracions
consistents i estadisticament significatives en els potencials oscil-latoris (OP), fet que suggereix
una afectacid funcional de les cel-lules ganglionars ifo amacrines. Aquests canvis no son
progressius, es mantenen en el temps i concorden amb les diferéncies observades en els nivells
del marcador Brn3a. No s’han observat alteracions en els ERGs de la funcié dels cons i els
bastons, la qual cosa indica que aquest model Cerkl -/- no mimetitza el fenotip de retinosi

pigmentaria esperat.

Estudis de lipidomica de les retines dels ratolins KO wersus WT, mostren una davallada
important dels nivells de glucosil- i galactosilceramida, i moderada de ceramida i
d’esfingomielina. Aquests resultats concorden amb els obtinguts en els assaigs de lipid-protein
overlay, on es demostra la uni6 de CERKL a glucosilceramida i esfingomielina i reforcen la
contribuci6 de CERKL en el metabolisme dels esfingolipids, malgrat queden molts interrogants

per respondre.
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