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3. MONITORITZACIÓ DE L’EXPRESSIÓ GÈNICA A GRAN 
ESCALA EN FIBROBLASTES EMBRIONARIS DE RATOLÍ.  

Els coneixements actuals sobre el mecanisme fisiopatològic de la X-ALD són 

molt escassos. Davant d’aquest fet, i donada la complexitat del procés biològic, hem 

cregut oportuna la utilització de les micromatrius de cADN (microarrays) per esbrinar 

els efectes de la inactivació del gen ald sobre l’expressió del genoma. Aquesta nova i 

poderosa tecnologia permet l’anàlisi de l’expressió gènica de tot el genoma 

(transcriptoma complet) sota determinades condicions o bé, com en el nostre cas, d’un 

determinat nombre de gens (transcriptoma parcial) que podrien ser susceptibles de ser 

modificats com a conseqüència d’una perturbació (la mutació del gen ald).  

 

Per aconseguir el nostre objectiu, hem aprofitat la tecnologia de micromatrius 

de cADN disponible a l’IGBMC i hem construït una micromatriu de cADN que 

representa a 16.000 gens murins. Les sondes seleccionades representen als gens 

implicats en les principals vies anabòliques i catabòliques del metabolisme dels lípids, 

donant una importància especial a les vies de la β-oxidació peroxisomal i mitocondrial. 

Hi hem inclòs enzims, transportadors, receptors nuclears i cofactors que participen tant 

en la síntesi com en la degradació d’àcids grassos, així com aquells que estan 

relacionats amb el metabolisme del colesterol i de lípids complexos. Per altra banda, i 

tenint en compte que la X-ALD és una malaltia neurodegenerativa, hem inclòs enzims 

rellevants per a la síntesi i manteniment dels axons i de la mielina, molècules 

d’adhesió neural, factors de transcripció neuronals, canals iònics i proteïnes gap-

junction. També hem introduït citoquines i enzims implicats en inflamació, activació de 

la microglia, regeneració, degeneració i envelliment. Finalment, hem inclòs totes les 

proteïnes peroxisomals identificades fins al moment.  

  

Mitjançant aquesta micromatriu de cADN, hem analitzat l’expressió gènica en 

cultius de fibroblastes embrionaris de ratolí (MEFs). S’han utilitzat cultius de MEFs 

establerts a partir de dos clons Ald ko i dos clons Wt. Tots aquests clons són de sexe 

masculí i procedeixen de la mateixa camada, fet que contribueix a reduir la variabilitat 

interindividual. Amb aquests cultius podem analitzar les diferències en l’expressió 

gènica que es deriven de la inactivació d’ald (variable genotip). Alhora, l’anàlisi 

transcripcional ha estat ampliat a l’efecte del tractament amb àcid hexacosanoic 

(C26:0). Tenint en compte que aquest compost s’acumula a causa de la inactivació 

d’ALDP i que podria tenir un cert grau de participació en el mecanisme fisiopatològic 

de la X-ALD, és d‘esperar que una sobrecàrrega indueixi canvis en el patró d’expressió 
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gènica. Així doncs, la meitat dels subcultius derivats de cadascun dels clons ha estat 

tractada amb C26:0 (8.2µM) durant 48h, mentre que la resta s’ha continuat cultivant 

amb medi estàndar. La concentració de C26:0 utilitzada pel tractament comporta un 

augment de 20 vegades del nivell d’aquest compost respecte l’existent en el medi 

estàndar (determinat prèviament a través de cromatografia de gasos (CromG)). 

 

Per tal de comprovar l’efectivitat del tractament amb C26:0, hem mesurat el 

nivell d’aquest compost en els nostres cultius a través de CromG. En condicions de 

cultiu normals, els MEFs Ald ko presenten 5 vegades més de C26:0 que els MEFs Wt. 

Després del tractament amb C26:0, el nivell d’aquest compost en MEFs Wt augmenta 

14 vegades respecte del nivell detectat en condicions de cultiu estàndar. En MEFs Ald 

ko, el tractament amb C26:0 incrementa 8 vegades el nivell d’aquest compost respecte 

el detectat en condicions de cultiu estàndar. D’aquesta manera, els MEFs Ald ko 

presenten 3 vegades més de C26:0 que els MEFs Wt quan el medi és enriquit amb 

aquest compost.   

 

3.1. EFECTES DETECTATS EN L’EXPRESSIÓ GÈNICA.  

A continuació presentem alguns dels resultats obtinguts amb les dades extretes 

de la micromatriu de cADN. En el primer apartat es tractaran les diferències basades 

en el genotip, mentre que en el segon es tractaran les diferències que es deriven del 

tractament amb àcid hexacosanoic. En ambdós casos es presentarà una llista amb 

alguns dels gens d’expressió alterada, que s’han elegit en base a les informacions 

bibliogràfiques obtingudes i es discutirà sobre la seva possible relació amb el factor 

estudiat. Cal tenir en compte que aquestes dades són preliminars i que cal la seva 

verificació posterior a través d’altres tècniques com la hibridació Northern o la RT-PCR 

quantitativa.  
 
3.1.1. EFECTES EN L’EXPRESSIÓ GÈNICA BASADES EN DIFERÈNCIES A 
NIVELL DE GENOTIP (ALD KO VS WT).  

En aquesta secció presentem alguns efectes detectats en l’expressió gènica en 

base a una diferència de genotip dels MEFs (Ald ko vs Wt), independentment de les 

condicions de cultiu que hagin rebut. A través de l’anàlisi de les micromatrius de cADN, 

hem detectat 395 gens amb un nivell d’expressió alterat en els clons Ald ko en 

comparació als Wt. D’aquests 395 gens, 261 es troben reprimits en els clons Ald ko 

mentre que 134 es troben sobreexpressats. Entre els gens reprimits cal destacar la 

presència d’abcd1, el gen codificador d’ALDP i únic control positiu de l’experiment. 
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Aquest fet és destacable de cara a la validació del mètode de tractament de dades 

utilitzat en aquest estudi. El nivell d’expressió del gen abcd1 en els clons Ald ko és del 

30% respecte el Wt.  

 

Entre els gens amb l’expressió alterada en els clons Ald ko, n’hem trobat dos 

grups que, degut a la seva funció, podrien estar relacionats amb el procés 

fisiopatològic de la X-ALD. Un dels grups està constituït per gens amb funcions 

relacionades amb el metabolisme lipídic, mentre que l’altre inclou gens implicats en el 

procés de senyalització dels inositols (taula 4.4).  

 

Dins del grup de gens relacionats amb el metabolisme lipídic, n’hi ha tres que 

participen en la síntesi de lípids: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, serina- 

palmitoiltransferasa i UDP-glucosa ceramida glucosiltransferasa. La 3- hidroxi-3-
metilglutaril-CoA reductasa es troba implicada en la síntesi de colesterol. Catalitza la 

reducció del β-hidroxi-β-metil glutaril CoA a àcid mevalònic a través de 2 molècules de 

NADPH. Aquest enzim és el regulador de la via de síntesi del colesterol. El seu gen 

codificador es troba reprimit en els clons Ald ko (60% respecte el Wt, taula 4.4), fet que 

podria conduir a una disminució de la síntesi de colesterol.  

 

Pel què fa als altres dos gens implicats en la síntesi lipídica, la funció dels seus 

productes estaria relacionada amb la formació dels esfingolípids. La serina- 
palmitoiltransferasa catalitza la síntesi de la dihidroesfingosina o esfinganina, 

precursor de l’esfingosina. Aquesta última dóna lloc a la ceramida, que és el precursor 

de tots els esfingolípids. La UDP-glucosa ceramida glucosiltransferasa participa en 

la síntesi dels glucocerebròsids tot catalitzant la transferència d’una glucosa a la 

ceramida. El gen codificador de la serina-palmitoiltransferasa es troba sobreexpressat 

en els clons Ald ko (150% respecte el Wt, taula 4.4), fet que podria conduir a un 

augment de la síntesi d’esfingolípids. En canvi, el gen que codifica per la UDP-glucosa 

ceramida glucosiltransferasa es troba reprimit en els clons Ald ko (47% respecte el Wt, 

taula 4.4). Això es podria traduir en una disminució de la síntesi de glucocerebròsids, 

la qual cosa podria afavorir la formació d’un altre tipus d’esfingolípid.  

 

A més dels gens implicats en la síntesi lipídica, hi ha dos gens que participen 

en la transferència de fosfolípids entre membranes, els quals es troben reprimits en els 

clons Ald ko (taula 4.4). Aquests gens codifiquen per la proteïna transferidora de  
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fosfatidilcolina (57% d’expressió en l’Ald ko respecte el Wt) i la proteïna 
transferidora de fosfatidilinositol (56% d’expressió en l’Ald ko respecte el Wt). 

Aquestes proteïnes poden aportar o retirar fosfolípids dels indrets on tenen lloc 

reaccions enzimàtiques que impliquen a aquestes molècules. D’aquesta manera 

poden participar en processos importants, com és el manteniment dels nivells de 

diacilglicerol a l’aparell de Golgi (necessaris pel transport de proteïnes a la membrana 

plasmàtica), a través de la regulació del seu consum en la formació de fosfatidilcolina 
278.  

 

La “oxysterol binding protein-like 1A” (OSBP) és una altra proteïna 

relacionada amb el metabolisme lipídic. El seu gen codificador es troba sobreexpressat 

en els clons Ald ko (150% respecte el Wt) (taula 4.4). Aquesta proteïna s’uneix a 

oxisterols, que són derivats oxigenats del colesterol que participen en la regulació de la 

homeostasi del colesterol 279. Alguns efectes coneguts dels oxisterols consisteixen en 

la disminució de la síntesi de colesterol, i en l’augment de l’esterificació del colesterol i 

de la síntesi d’esfingomielina.  

 

La OSBP està distribuïda entre el citosol i les membranes de l’aparell de Golgi. 

Aquesta proteïna transloca a l’aparell de Golgi en resposta a alteracions en el tràfic de 

colesterol 280, depleció de colesterol a la membrana plasmàtica 281, i quan uneix 

oxisterols 282. La funció exacta de la OSBP es desconeix, però la seva interacció amb 

l’aparell de Golgi en resposta als esterols és significativa perquè aquest orgànul té un 

paper important en el transport de colesterol. A l’aparell de Golgi es realitza 

l’assemblatge entre els rafts rics en colesterol/esfingolípids i la caveolina. Aquests rafts 

estan implicats en el transport de colesterol des del RE fins a la membrana plasmàtica, 

a través de l’aparell de Golgi 283.  

 

Alguns estudis indiquen que la OSBP està implicada en el procés de síntesi del 

colesterol i de l’esfingomielina. La sobreexpressió d’aquesta proteïna en cèl.lules CHO 

(Chinese Hamster Ovary) dóna lloc a una disminució del 50% en la síntesi d’ésters de 

colesterol i un augment de la síntesi de colesterol quan es cultiva en un medi 

deslipidat, o en presència d’oxisterols 284. Aquest efecte seria contrari al que 

produeixen els oxisterols quan la OSBP no està sobreexpressada. En canvi, la 

sobreexpressió de OSBP en cèl.lules CHO potencia els efectes estimuladors dels 

oxisterols en la síntesi d’esfingomielina. Els oxisterols promourien la translocació de 

OSBP a l’aparell de Golgi, on estimularia la conversió de ceramida a esfingomielina 285.   
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Les dades procedents del transcriptoma indiquen clarament que la inactivació 

d’ALDP i la conseqüent acumulació de C26:0 es tradueixen en una reorganització de 

l’expressió de gens relacionats amb el metabolisme lipídic (processos de síntesi i de 

transport de lípids). La variació en els nivells d’expressió d’aquests gens podria conduir 

a una modificació de la composició lipídica de les membranes cel.lulars. Aquest fet, 

que probablement tindria repercussions importants en l’estructura i manteniment de les 

membranes, podria ser una de les claus per explicar el procés de desmielinització que 

es produeix a SNC en els pacients X-ALD amb la forma cerebral, i a SNP en els 

pacients AMN.   
 

Les dades obtingudes de l’experiment amb la micromatriu de cADN també 

revelen que el gen codificador de PPARγ es troba reprimit en els clons Ald ko (63% 

d’expressió respecte el Wt, taula 4.4). PPARγ és un receptor nuclear conegut 

principalment per la seva participació en el procés de diferenciació dels adipocits. En 

aquest procés es produeix un augment de l’import de lípids i del metabolisme anabòlic 

i una disminució de la lipòlisi. Tots aquests canvis estan orquestrats per PPARγ a 

través del control de l’expressió dels gens implicats en aquests processos. Aquest fet 

podria posar de manifest una possible relació entre l’alteració del nivell d’expressió de 

PPARγ en MEFs Ald ko i els canvis en el nivell d’expressió que hem descrit 

anteriorment per alguns gens relacionats amb el metabolisme lipídic en aquestes 

mateixes cèl.lules. Per a això caldria estudiar primer si PPARγ pot exercir algun control 

en l’expressió d’aquests gens (enumerats a la taula 4.4) en aquest tipus cel.lular.  

 

A més dels gens implicats en el metabolisme lipídic, existeix un segon grup de 

gens amb l’expressió alterada en els clons Ald ko. Aquest segon grup de gens està 

relacionat amb la via de senyalització dels inositols (taula 4.4). Entre aquests 

destaquen els gens codificadors de la fosfolipasa C (δ) (PLCδ) i de la diacilglicerol 

cinasa (α) (DGKα), ambdós reprimits en els clons Ald ko (60% i 66% d’expressió, 

respectivament, en comparació al Wt). La PLCδ hidrolitza el fosfatidilinositol 4,5-

bifosfat (PIP2), per donar lloc a 2 missatgers intracel.lulars secundaris: diacilglicerol 

(DAG) i inositol 1,4,5-trifosfat (IP3). El DAG media l’activació de la proteïna quinasa C 

(PKC), mentre que IP3 media l’alliberament intracel.lular de calci des del RE. La DGKα 

fosforila el DAG convertint-lo en àcid fosfatídic, el qual és també un missatger 

secundari. L’acció d’aquests dos enzims, la PLCδ i la DGKα, és molt important en el 

procés de transducció de senyals, ja que controlen els nivells cel.lulars de DAG. 

Aquest missatger secundari està implicat en molts processos, fet pel qual ha d’estar 



Resultats i discussió 135

ben regulat per mantenir unes condicions fisiològiques normals. Tenint en compte la 

importància de la funció d’aquestes dues proteïnes, la seva repressió podria tenir 

coseqüències rellevants per a la cèl.lula.  

 

La PLCδ és activada a través de calci, com totes les altres isoformes d’aquest 

enzim. En canvi, la seva activitat no està controlada per la família de proteïnes G ni per 

la tirosina cinasa, al contrari del que succeeix per altres isoformes. A SNC de rata, la 

PLCδ està molt expressada en cèl.lules de l’astroglia, que és un dels tipus cel.lulars 

que media la resposta inflamatòria cerebral en la X-ALD i, en canvi, molt poc 

expressada en neurones 286,287. Pel què fa a la DGKα, s’ha vist a través d’hibridacions 

in situ en cervell de rata que es troba expressada en oligodendrocits però no en 

neurones 288. En estudis immunohistoquímics posteriors s’ha confirmat l’expressió de 

la DGKα a la matèria blanca, però en canvi no s’ha detectat la seva expressió a la 

mielina del sistema nerviós perifèric 289. Tenint en compte que els dos fenotips 

principals de la X-ALD són una forma cerebral (caracteritzada per una 

desmielinització) i una neuropatia perifèrica (AMN), el patró d’expressió de la DGKα 

podria convertir al seu gen codificador en un bon candidat a modificador de la malaltia 

X-ALD. Prenent totes les informacions en conjunt, creiem que seria interessant de 

realitzar estudis addicionals per veure si PLCδ i DGKα tenen alguna relació amb el 

mecanisme fisiopatològic de la X-ALD i, en concret, amb la resposta inflamatòria que 

caracteritza la forma més agressiva de la malaltia.  

 

Els altres gens implicats en la via de senyalització dels inositols i que es troben 

amb l’expressió alterada en MEFs Ald ko codifiquen per les següents proteïnes: 

fosfatidilinositol-3-cinasa, receptor acoblat a la proteïna G i arrestin β2. Tots ells es 

troben reprimits en els clons Ald ko (65%, 53%, 65% d’expressió, respectivament, en 

comparació al Wt, taula 4.4). La fosfatidilinositol-3-cinasa genera fosfatidilinositol 

3,4-bifosfat i fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat. Aquests substractes són potents i selectius 

activadors de les isoformes de PKC pertanyents a les noves classes, mentre que no 

tenen massa efecte sobre les isoformes clàssiques o atípiques 290. Pel què fa als 

receptors acoblats a la proteïna G, aquests transmeten els senyals extracel.lulars a 

l’interior de la cèl.lula. Aquests receptors estimulen la proteïna G, la qual pot activar la 

PLCβ i donar lloc a la formació dels missatgers secundaris DAG i IP3, que alhora 

conduiran una sèrie de respostes. L’arrestin β2 també es pot unir a aquests receptors. 

De fet, les arrestines condueixen el procés d’aturada de transmissió de la senyal tot 

unint-se al receptor fosforilat. A més, també són capaces de mediar una sèrie de 
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processos de senyalització, com és l’activació de la cascada de senyalització de les 

MAP Kinases. Tots aquests resultats suggereixen fortament la possibilitat que el 

mecanisme de senyalització dels inositols estigui implicat en el mecanisme 

fisiopatològic de la X-ALD.  

 

3.1.2. EFECTES EN L’EXPRESSIÓ GÈNICA BASADES EN EL TRACTAMENT AMB 
ÀCID HEXACOSANOIC (C26:0) (TRACTAMENT AMB C26:0 VS NO TRACTAMENT) 

En aquest apartat presentem algunes alteracions gèniques basades en el 

tractament dels MEFs amb C26:0 (independentment del genotip de les cèl.lules). En 

base a aquest factor, hem trobat 500 gens alterats a nivell d’expressió a través de les 

dades obtingudes de les micromatrius de cADN. D’aquests, 229 gens es troben 

reprimits i 349 gens sobreexpressats en els clons tractats amb C26:0 respecte dels no 

tractats.  

 

Entre els gens amb l’expressió alterada en els cultius tractats amb C26:0, 

volem destacar, en primer lloc, la presència d’alguns gens relacionats amb l’estrés 

oxidatiu (taula 4.5). En les cèl.lules tractades amb C26:0, hem detectat un increment 

del nivell d’expressió dels gens codificadors de la peroxirredoxin 5 i de la 

peroxirredoxin 6 (153% i 188% d’expressió, respectivament, en comparació als 

cultius no tractats). Les peroxirredoxines són proteïnes antioxidants que protegeixen a 

les cèl.lules del dany oxidatiu a través de la reducció de peròxid d’hidrogen i de 

peròxids orgànics. Aquest resultat suggereix l’existència d’un augment de l’estrés 

oxidatiu en les cèl.lules tractades amb C26:0. Anteriorment ja hem indicat que l’addició 

de C26:0 en cultius de cèl.lules glials de rata amplifica l’efecte de certs compostos 

inductors d’estrés oxidatiu, augmentant de forma significativa la producció de radicals 

lliures respecte de les cèl.lules no tractades amb C26:0 146.  A més, això posa de 

manifest la relació que aquest compost podria tenir amb la detecció d’un increment de 

la peroxidació lipídica en pacients X-ALD 147.  

 

Hi ha un segon grup de gens, relacionats amb el metabolisme lipídic, que 

també tenen el nivell d’expressió alterat en les cèl.lules tractades amb C26:0. Entre 

aquests gens destacaríem la sobreexpressió del gen que codifica per la fosfolipasa 
A2 (200% d’expressió en cèl.lules tractades respecte de les no tractades, taula 4.5). 

La fosfolipasa A2 hidrolitza l’enllaç éster sn-2 dels fosfolípids i allibera un àcid gras. 

Representa el mecanisme directe d’alliberament d’àcid araquidònic dels fosfolípids de 

membrana, el qual és precursor d’eicosanoïds i prostaglandines. En relació a 

l’increment de peroxirredoxines esmentat anteriorment, cal dir que la peroxidació dels  
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fosfolípids de membrana està acompanyada per un increment de l’activitat de la 

fosfolipasa A2 291.  S’ha suggerit que aquesta proteïna és necessària per reparar 

aquest tipus de dany peroxidatiu 292. 

 

Alguns dels gens amb l’expressió afectada en les cèl.lules tractades amb C26:0 

tenen funcions relacionades directament amb àcids grassos. Aquests gens codifiquen 

per una proteïna transportadora d’àcids grassos (Slc27a4 o FATP4), una sintetasa 

d’àcids grassos (FACL4), una proteïna que uneix àcids grassos (FABP5) i l’acil-CoA 

oxidasa 1 (ACOX1) (taula 4.5). FATP4 està reprimit en les cèl.lules tractades amb 

C26:0 (63% d’expressió respecte les cèl.lules no tractades). Aquesta proteïna s’ha vist 

expressada a les cèl.lules epitelials de l’intestí prim, i és capaç de transportar LCFAs i 

VLCFAs, fet que suggereix la possibilitat que pugui estar implicada en l’import de 

C26:0 a l’interior dels MEFs. En canvi, els gens codificadors de FACL4, FABP5 i 

ACOX1 es troben sobreexpressats en les cèl.lules tractades amb C26:0 (153%, 196% i 

170% d’expressió respecte les cèl.lules no tractades, taula 4.5).  

FACL4 és una proteïna que activa els LCFAs tant per a la síntesi de lípids cel.lulars 

com per a la seva degradació via β-oxidació. Se li ha descrit una preferència per l’àcid 

araquidònic com a substracte 293, fet que podria estar relacionat amb l’increment 

d’expressió de la fosfolipasa A2 detectat en aquestes cèl.lules. Pel què fa a FABP5, és 

una proteïna que uneix àcids grassos a l’interior de la cèl.lula. Es creu que la unió 

d’àcids grassos a aquestes proteïnes podria facilitar la descàrrega de proteïnes 

transportadores (com la FATP4) i de sintetases (com la FACL4) 294. D’aquesta manera 

actuaria com un tamponador d’àcids grassos a nivell intracel.lular. I l’última de les 

proteïnes mencionades, la ACOX1, és un enzim que catalitza la primera reacció del 

procés de β-oxidació d’àcids grassos a la mitocòndria, i és on recau el control 

d’aquesta via metabòlica. L’increment de l’expressió d’aquest gen posaria de manifest 

una relació entre la β-oxidació peroxisomal de VLCFAs i la β-oxidació mitocondrial de 

LCFA, fet que ja ha estat demostrat en un altre estudi 181.  

 

Si tenim en compte les funcions dels productes que codifiquen els gens fatp4, 

facl4, fabp5 i acox1, les alteracions detectades en els seus nivells d’expressió semblen 

ser coherents amb una major concentració d’àcids grassos lliures a l’interior de la 

cèl.lula. D’aquesta manera hauríem identificat algunes proteïnes que podrien estar 

implicades en el metabolisme de l’àcid hexacosanoic i que, per tant, podrien tenir 

alguna participació en el mecanisme fisiopatològic de la X-ALD.    
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Els MEFs tractats amb C26:0 també presenten una alteració del nivell 

d’expressió de tres gens implicats en el metabolisme i homeostasi del colesterol. 

Aquests gens codifiquen per la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa, l’Apoliproteïna M i 

el transportador ABCG1. El primer gen es trobaria reprimit en els MEFs tractats amb 

C26:0 (55% d’expressió respecte les cèl.lules no tractades, taula 4.5), mentre que els 

gens codificadors de l’Apolipoproteïna M i d’ABCG1 es troben sobreexpressats (162% 

i 166% d’expressió, respectivament, en comparació a les cèl.lules no tractades, taula 

4.5). La 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa catalitza el primer pas de la síntesi del 

colesterol, proveint el substracte de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coa reductasa, que 

actuaria just després. Aquest darrer enzim es trobaria reprimit en els clons Ald ko, tal 

com hem comentat abans, la qual cosa estableix un paral.lelisme entre el factor 

genotip i el factor tractament amb C26:0. Pel què fa a l’Apolipoproteïna M i ABCG1, 

aquestes estan implicades en el transport revers del colesterol.   

 

Finalment, en els MEFs tractats amb C26:0 hi ha una disminució del nivel 

d’expressió de la fosfatidilinositol-3-cinasa (65% d’expressió respecte les cèl.lules 

no tractades, taula 4.5). Aquest mateix efecte havia estat detectat en MEFs Ald ko, la 

qual cosa posaria de manifest una possible relació entre els nivells de C26:0, el 

mecanisme de senyalització de l’inositol i el mecanisme fisiopatològic de la X-ALD.  

 

No s’han trobat altres alteracions comunes pels factors genotip i tractament 

amb C26:0, i el baix nombre de mostres disponibles no ens ha permès d’estudiar 

directament la interacció entre ambdues variables a través de la comparació dels clons 

Wt i Ald ko tractats amb C26:0. Aquest darrer aspecte seria particularment interessant 

per elucidar el paper d’aquest compost en el mecanisme fisiopatològic de la X-ALD, 

per la qual cosa creiem que cal repetir l’experiment però amb un nombre de mostres 

suficient com per poder tractar les dades estadísticament (prenent clons de sexe 

masculí Ald ko i Wt procedents de diverses camades).   

 

L’experiència que acabem de presentar ha estat útil de cara a l’aprenentatge 

d’aquesta tècnica llarga i complexa, i ha contribuït a l’establiment i posada a punt de 

les condicions per a futurs experiments. Amb aquests resultats hem pogut fer un 

primer cribatge dels gens que presenten una alteració de la seva expressió a causa de 

l’absència d’ALDP o del tractament amb C26:0. La possible relació d’aquests efectes 

amb el mecanisme fisiopatològic de la X-ALD resta per aclarir i obre una nova àrea 

d’investigació. L’aplicació d’aquesta metodologia seria especialment interessant per a 
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la monitorització gènica en subtipus cel.lulars dels diferents teixits diana de la malaltia, 

sobretot en oligodendrocits i en cèl.lules de Schwann.  
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CONCLUSIONS I PERSPECTIVES 
 

1) La determinació d’àcids grassos en teixits procedents del ratolí Ald/tg ens ha 

permès de demostrar que la sobreexpressió d’ALDRP (5-10 vegades respecte el 

Wt) en el ratolí Ald ko és capaç de corregir, per se, els nivells anòmals de C26:0 en 

tots els teixits on s’havien detectat (cervell, medul.la espinal, nervi ciàtic i glàndula 

adrenal). Les nostres dades constitueixen la primera prova, in vivo, que la 

sobreexpressió d’ALDRP té un efecte operatiu en la normalització dels nivells 

patològics de C26:0 derivats de la inactivació d’ald.  

 

2) A través de la RT-PCR quantitativa hem demostrat que tant l’absència d’ALDP i/o 

d’ALDRP, així com la sobreexpressió d’ALDRP, no condueixen a cap modificació 

de l’expressió, a nivell de mARN, dels altres membres de la subfamília proteica 

ABCD en cap dels teixits murins analitzats (cervell, medul.la espinal, nervi ciàtic, 

glàndula adrenal i fetge). Creiem necessària, però, l’anàlisi del nivell proteic dels 

transportadors ABCD en aquests teixits per poder descartar l’acció de mecanismes 

de regulació post-transcripcionals.  

 

3) La composició d’àcids grassos saturats de la glàndula adrenal dels ratolis Ald ko, 

Aldr ko i Ald/aldr ko apunta clarament a la implicació d’ALDP i d’ALDRP en el 

transport peroxisomal d’aquests compostos. Els nostres resultats indiquen, per 

primera vegada, l’existència d’una especificitat de substracte diferencial d’ambdues 

proteïnes per aquests compostos, basada en la longitud de cadena de l’àcid gras. 

En concret, ALDRP mostra una preferència pels àcids grassos saturats de 20 a 24 

carbonis (ambdós inclosos), mentre que ALDP la mostra pels àcids grassos 

saturats de 24 i 26 carbonis.  

 

4) El solapament detectat a glàndula adrenal en la preferència d’ALDP i d’ALDRP pel 

C24:0, juntament amb els increments sinergètics de C24:0 a cervell i medul.la 

espinal del ratolí Ald/aldr ko, posen en evidència una redundància funcional entre 

ALDP i ALDRP pel transport d’aquest substracte, amb una eficiència similar per 

part d’ambdues proteïnes.  

 

5) La composició de ω9-MUFAs a nervi ciàtic i a glàndula adrenal del ratolí Aldr ko 

ens ha permès posar de manifest, per primera vegada, la implicació d’ALDRP en el 

transport peroxisomal d’aquests compostos. Aquesta proteïna mostra una 



                                                                                                 Conclusions i perspectives 142

preferència pels substractes de 20 a 24 carbonis de longitud, igual que en el cas 

dels àcids grassos saturats.  

 

6) Els efectes sinergètics de la doble inactivació d’ALDP i d’ALDRP en l’acumulació 

d’àcids grassos saturats de 22 a 26 carbonis a la glàndula adrenal, i de C22:1ω9 a 

medul.la espinal, nervi ciàtic i glàndula adrenal, demostren la participació 

d’ambdues proteïnes en el transport d’aquests compostos. Els nostres resultats 

suggereixen que, malgrat les preferències de substracte, la redundància funcional 

d’ALDP i d’ALDRP no estaria restringida només al transport de C24:0 sinó que 

existiria també per als altres compostos, tot i que amb una eficiència desigual per 

part d’ambdues proteïnes.  

 

7) La determinació d’àcids grassos en els ratolins Wt/tg i Ald/tg demostra que la 

sobreexpressió d’ALDRP (5-10 vegades respecte el Wt) afavoreix la β-oxidació de 

C22:0 i de C24:0 a cervell, nervi ciàtic i glàndula adrenal. En conseqüència, es 

redueix la disponibilitat de substractes per a la síntesi d’àcids grassos de cadena 

superior, com el C26:0. Aquest mecanisme podria explicar la capacitat de la 

sobreexpressió d’ALDRP per normalitzar els nivells de C26:0 en el ratolí Ald ko, 

juntament amb la participació directa d’aquesta proteïna en el transport de C26:0. 

Les nostres dades no ens permeten de discriminar la participació ni el grau de 

contribució de cada un d’aquests mecanismes en la normalització dels nivells de 

C26:0 en teixits diana del ratolí Ald/tg. 

 

8) A medul.la espinal i a nervi ciàtic, la sobreexpressió d’ALDRP afavoreix la formació 

de C22:5ω6. Tenint en compte que aquest procés es dóna a través de la β-

oxidació peroxisomal de C24:5ω6, és molt probable que la sobreexpressió 

d’ALDRP estigui relacionada amb un augment de l’import d’aquest compost al 

peroxisoma. 

 

9) Creiem que la funció principal d’ALDP i d’ALDRP rau en el transport peroxisomal 

de compostos, però alguns dels nostres resultats* suggereixen amb força que la 

perturbació d’aquestes funcions, ja sigui per inactivació o per sobreexpressió 

d’aquestes proteïnes, causa modificacions en altres processos del metabolisme 

dels àcids grassos com és el de la seva síntesi. (*Alteracions observades a: sèrie 

dels ω6-PUFAs a la glàndula adrenal de l’Ald/aldr ko; sèries dels saturats i dels ω9-
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MUFAs a glàndula adrenal i nervi ciàtic de l’Ald ko; totes les sèries d’àcids grassos 

analitzades a nervi ciàtic del Wt/tg).  

 

10) Els nostres resultats han descartat qualsevol alteració en l’expressió, a nivell de 

mARN, dels gens codificadors d’elongases i de desaturases com a causants de les 

alteracions en els nivells d’àcids grassos a nervi ciàtic i glàndula adrenal dels 

ratolins Ald ko, Ald/aldr ko i Wt/tg a què hem fet referència en el punt 9. Caldria 

doncs, en el futur, estudiar directament les seves activitats enzimàtiques per a 

poder explicar millor aquests fenomens.  

 

De forma complementària, també hem descartat qualsevol alteració en l’expressió, 

a nivell de mARN, de gens implicats en la la β-oxidació peroxisomal, així com el de 

la 2-enoil-CoA reductasa que possibilitaria la síntesi d’àcids grassos en aquest 

orgànul.  

 

11) L’absència d’alteracions en l’expressió, a nivell de mARN, d’alguns gens controlats  

transcripcionalment per PPARα, LXR i SREBP-1c, juntament amb la dels gens de 

la via de síntesi d’àcids grassos i de la β-oxidació peroxisomal (alguns d’ells 

controlats a nivell transcripcional per SREBP-1c en el primer cas, i per PPARα en 

el segon cas), descarta que s’hagi produït una modificació de les funcions 

d’aquests receptors nuclears/factors de transcripció a glàndula adrenal i nervi ciàtic 

dels ratolins Ald/aldr ko i Wt/tg. 

 

12) L’alta heterogeneïtat observada entre els efectes que produeix la mateixa mutació 

gènica (inactivació d’ald i/o aldr, sobreexpressió d’aldr) en els diferents teixits 

murins ens ha proporcionat una idea sobre la complexitat del mecanisme estudiat. 

Per a una millor definició del paper d’ALDP i d’ALDRP en el metabolisme dels 

àcids grassos, seria interessant de realitzar estudis similars en subtipus cel.lulars 

aïllats dels diferents teixits. Aquesta estratègia seria especialment adequada per 

teixits complexos com el cervell, on l’ús d’homogenats tissulars pot haver 

emmascarat alguns efectes.  

 

13) La nostra avaluació sobre l’expressió d’ALDRP com a possible estratègia 

terapèutica per a la X-ALD és molt positiva en base als resultats obtinguts en ratolí. 

La sobreexpressió d’ALDRP (5-10 vegades respecte el Wt) en el ratolí Ald ko 

corregeix els nivells de C26:0 en tots els teixits i impedeix el desenvolupament del 
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fenotip nerològic. Pel què fa a les alteracions que produeix en altres sèries d’àcids 

grassos, aquestes no semblen tenir repercussions a nivell histològic, 

electrofisiològic ni en el comportament dels ratolins Wt/tg i Ald/tg 254. Així doncs, en 

base a la gravetat de la X-ALD i a l’absència d’una teràpia efectiva per al seu 

tractament, considerem necessari l’inici d’una recerca de fàrmacs capaços de 

sobreexpressar ALDRP amb la perspectiva d’una futura aplicació en pacients. 

 

14) La monitorització de l’expressió gènica a gran escala en MEFs mitjancant 

micromatrius de cADN indica que l’absència d’ALDP condueix a una reorganització 

de l’expressió de gens relacionats amb el metabolisme lipídic (processos de síntesi 

i de transport de lípids). Això podria conduir a una modificació de la composició 

lipídica de les membranes cel.lulars i, en conseqüència, repercutir en la seva 

estructura  i funció.  

 

Les dades procedents del transcriptoma també indiquen que l’absència d’ALDP en 

MEFs altera l’expressió de gens implicats en la via de senyalització dels inositols. 

Creiem necessària la realització d’estudis addicionals per veure si existeix una 

relació entre aquests canvis i el mecanisme fisiopatològic de la X-ALD, sobretot 

amb la resposta inflamatòria que caracteritza la forma més agressiva de la 

malaltia.   
 

15) Els resultats obtinguts de les micromatrius de cADN en relació al tractament de 

MEFs amb C26:0 reforcen la relació que sembla existir entre aquest compost i 

l’increment d’estrés oxidatiu. Alhora, ens han permès d’identificar quatre gens 

(fatp4, fabp5, facl4 i acox1) que podrien estar implicats directament en el 

metabolisme del C26:0, fet que podria ser útil de cara a la determinació del paper 

d’aquest compost en el mecanisme de la patologia X-ALD. 
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Jean-Louis Mandel i Teresa Pàmpols, com a directors, respectivament, de 

l’Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC, Strasbourg) i de 

l’Institut de Bioquímica Clínica (IBC, Barcelona), els dos centres on he pogut 

desenvolupar aquest treball. 

 
L’equip de “peroxis”, la Montse Ruiz per la seva gran ajuda en la “titànica” tasca 

de quantificació d’àcids grassos i a la Lina per l’excel.lent suport tècnic i demés. 

També als diferents estudiants que han anat passant pel laboratori i que han contribuït 

a fer avançar el treball. 

  
L’equip “ALD”, per les reunions científiques del dimecres. 

 
Christine Kretz, pel genotipatge setmanal dels ratolins i pel suport tècnic 

general, i a la Laurence Retenauer per l’ajuda proporcionada a l’estabulari.  

 
L’estabulari de l’IGBMC, per tenir cura dels ratolins i, en especial a William per 

la realització de les extraccions de sang. 

 
El servei de microarrays de l’IGBMC, particularment a Doulaye Dembélé, 

Bernard Jost i Christine Bole-Feysot. 

 
El servei de síntesi d’oligonucleòtids de l’IGBMC. 

 
Els serveis comuns generals de l’IBC i de l’IGBMC, que fan que els 

engranatges funcionin dia a dia.   
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Totes les persones que han treballat en la generació dels diferents ratolins 

“knockout” i transgènics, sense els quals no hauria estat possible aquest treball. 

 
Yvon Trottier i Jocelyn Laporte, membres de l’equip del Pr. Mandel, per les 

fructíferes discussions mantingudes al llarg de la meva estada a l’IGBMC. 

  
Àngels Tapias, per totes les contribucions que ha fet en aquesta tesi i, sobretot, 

en la meva formació com a científic. 

 
ELA (European Leukodystrophy Association), pel suport econòmic proporcionat 

tant a nivell personal com al projecte en general.  

 

 

I, a títol personal, vull agrair:  

 
Als meus pares, pel seu suport constant i incondicional. 

A en Josep, per la seva particular visió del món que t’han m’ha ajudat a 

relativitzar situacions, i per les frases de Nietzsche. 

A l’Àngels, per tenir criteri propi i no jutjar a les persones a través de l’opinió de 

tercers. Crec que, gràcies a això, hem pogut disfrutar d’una molt bona amistat i 

compartir moments excel.lents a Strasbourg, ja sigui de “randonnée” pels Vosges o al 

voltant d’un “bon repàs alsacien”. 

A en Ralf, qui va rien comprendre de cette thèse à cause de la langue mais qui 

a été là, comme Sancho Panza à côté de Don Quijote, pendant les “andanzas” des 

deux dernières années. 

A tots els companys/es de l’IBC i de l’IGBMC amb els quals hagi compartit 

algun bon moment al llarg d’aquests anys.  

 

  

 

  

 




