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1. INTRODUCCIÓ 

L’splicing és el mecanisme que té lloc durant la maduració del pre-mRNA, en el 

qual els introns són exclosos i els exons es lliguen consecutivament per formar el 

mRNA madur. Entenem com a splicing alternatiu la combinació de diferents 

patrons d’exclusió/inclusió d’exons i introns (Graveley, 2001; Kim et al., 2008), el 

qual permet la generació de diversos transcrits alternatius que, un cop traduïts, 

resulten en diverses isoformes proteiques provinents totes d’un mateix gen. 

1.1 Descripció i importància de l’splicing alternatiu 

Tot i que fa més de trenta anys que es va descriure aquest fenomen (Chow et al., 

1977; Early et al., 1980; Gilbert, 1978), no ha estat fins aquesta última dècada en la 

que s’ha pres consciència de la importància biològica de l’splicing alternatiu. Avui 

dia ja es dona per fet que no només és un del principals generadors de la diversitat 

de transcrits i proteïnes (Graveley, 2001; Nilsen and Graveley, 2010), sino que 

també té un paper regulador de la expressió gènica i, per tant, l’splicing alternatiu 

pot ser un contribuïdor destacat en la determinació del fenotip de cèl·lules, teixits i 

organismes (Hartmann and Valcarcel, 2009; Wang et al., 2008). 

1.1.1 Freqüència de l’splicing alternatiu 

Les estimacions que s’han anat obtenint sobre la freqüència de l’splicing alternatiu 

han anat augmentant al llarg dels anys, de manera parella a l’avenç en la 

sensibilitat i profunditat de cobertura de les tècniques de detecció genòmica (Taula 

1). Gràcies a l’aplicació de les noves tècniques de seqüenciació massiva de DNA i 

RNA (High Thoughput next generation DNA sequencing) s’han pogut obtenir unes 

estimacions de presència d’splicing alternatiu superiors al 90% en gens humans, el 

86% dels  quals tenen una freqüència de la isoforma alternativa superior al 15% 

(Pan et al., 2008; Wang et al., 2008).  No obstant això, encara hi ha cert debat sobre 

els biaixos i errors a l’hora d’analitzar aquests resultats (Schwartz et al., 2011) i 
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sobre la funcionalitat de tots aquests transcrits. Per esvair els dubtes biològics que 

suscita seria necessari un aprofundiment en l’estudi dels transcrits sotmesos a 

NMD (de Lima Morais and Harrison, 2010), la quantitat d’mRNAs que són traduïts 

(Tanner et al., 2007) i quina proporció és considerada al·lèlica (Graveley, 2008). 

Pel que fa a altres espècies, la proporció de gens amb splicing alternatiu s’ha 

relacionat amb el grau de complexitat de l’organisme (Keren et al., 2010; Nilsen 

and Graveley, 2010). Les estimacions són del 40-75% a ratolí (Bingham et al., 

2008; Kim et al., 2007), del 30% a porc (Nygard et al., 2010), entre el 23 i el 42% a 

vaca (Chacko and Ranganathan, 2009b; Kim et al., 2007), d’un 21-43% a pollastre 

(Chacko and Ranganathan, 2009a; Kim et al., 2007), del 60% a Drosophila 

(Graveley et al., 2011) i sensiblement inferior a C. elegans (Kim et al., 2007; Stolc et 

al., 2004). 

 

Any AS estimat Tècnica Referència 

2000 38% ESTs (Brett et al., 2000) 

2001 42% ESTs (Modrek et al., 2001) 

2003 74% Exon junction arrays (Johnson et al., 2003) 

2004 40% cDNAs (Imanishi et al., 2004) 

2004 45% ESTs (Gupta et al., 2004) 

2007 73% Exon array (Clark et al., 2007) 

2008 92-94% mRNA-seq (Wang et al., 2008) 

2008 95% mRNA-seq (Pan et al., 2008) 

Taula 1: Freqüència de gens amb splicing alternatiu a humà. Recull d’alguns treballs en els que s’ha 
caracteritzat de manera massiva (genome-wide) el percentatge de gens amb splicing alternatiu a humà. 

 

1.1.2 Tècniques de detecció transcriptòmica  

El desenvolupament de les tecnologies NGS ha revolucionat el món de la 

transcriptòmica, com ja van fer en el seu moment els estudis basats en ESTs i 

microarrays, i avui dia és possible la seqüenciació massiva i directa de cDNA 

mitjançant la tècnica de l’RNA-seq. A banda del descobriment de nous transcrits,  

de nous esdeveniments d’splicing alternatiu específics de teixit i nous gens 
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(Denoeud et al., 2008; Wang et al., 2008), s’han aconseguit altres fites que afecten 

la descripció d’aquests transcrits com és l’estudi massiu de les dianes a l’RNA dels  

factors d’splicing mitjançant la tècnica HITS-CLIP (Xiao and Lee, 2010), una 

definició més clara del inicis de transcripció mitjançant tècniques derivades de 

CAGE (Valen et al., 2009) i la identificació de transcrits sense, antisense i de fusió 

gènica (Maher et al., 2009; Ozsolak and Milos, 2011). 

Les tecnologies NGS han permès superar certs problemes relacionats amb els 

microarrays mitjançant la reducció del soroll de fons, l’increment de la sensibilitat 

i precisió, i, al cap i a la fi, una estimació final més acurada dels nivells totals de 

transcrits (Fu et al., 2009), tot plegat sense la necessitat d’hibridacions i de 

coneixements previs de les estructures gèniques (Wang et al., 2008; Xiao and Lee, 

2010). L’anàlisi de totes aquestes dades, però, suposa tot un repte computacional, 

sobretot a l’hora d’associar de manera no ambigua les lectures (reads) a isoformes 

(Trapnell et al., 2010). 

1.1.3 Desenvolupament i diferenciació tissular  

Diferents conjunts de gens poden ser regulats a nivell de transcripció i splicing 

alternatiu a l’hora de definir els perfils d’expressió gènica específics de teixits i 

cèl·lules i, per tant, també dels diferents estadis de desenvolupament cel·lular d’un 

organisme (Blencowe, 2006). Tot i això, és interessant destacar que, en un teixit o 

programa cel·lular concret, no s’ha trobat cap solapament significatiu entre gens 

coregulats a nivell de transcripció per una banda i entre gens coregulats a nivell 

d’splicing per l’altra (Castle et al., 2008; Pan et al., 2004), el que suggereix que 

l’especificitat tissular s’assoleix mitjançant mecanismes paral·lels sobre conjunts 

de gens amb expressió específica de teixit. 

Fins fa ben poc, la confirmació experimental d’aquestes diferències en els patrons 

d’splicing entre teixits ha patit de grans dificultats tècniques (Wang et al., 2008) 

però, gràcies a l’adveniment de les tècniques d’NGS, en els darrers temps s’han 

publicat multitud de treballs en els quals s’han descrit la gran diversitat de 

transcrits en teixits humans i murins (Castle et al., 2008; Kwan et al., 2008; Pan et 

al., 2008; Sultan et al., 2008), entre teixits cancerígens i normals (Venables et al., 

2009) i en el desenvolupament de teixits i òrgans concrets, tant de ratolí com humà 
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(Bland et al., 2010; Johnson et al., 2009; Kalsotra et al., 2008; Tang et al., 2009) , 

entre d’altres. 

A banda del conegut increment en la diversitat de transcrits, aquests estudis han 

mostrat una clara especificitat tissular dels esdeveniments d’splicing, els quals són 

específics en el 60% dels casos (Hallegger et al., 2010; Wang et al., 2008). Entre els 

teixits amb més isoformes específiques trobem el sistema nerviós central, el 

múscul esquelètic i els testicles (Castle et al., 2008; de la Grange et al., 2010) i, tot i 

que els transcrits alternatius rarament són únics per només un teixit concret (Xie 

et al., 2002), podem trobar proporcions extremes entre teixits en els 

esdeveniments anomenats “switch-like” (Wang et al., 2008) relacionats amb la 

regulació de funcions molt concretes de teixit.  

S’ha postulat que l’splicing específic de teixit pot ser una conseqüència de les 

variacions entre teixits de l’expressió relativa (o en l’activitat) dels factors 

reguladors d’splicing que trobem majoritàriament de manera ubiqua (hnRNP, SR) 

(Grosso et al., 2008; Kalsotra et al., 2008). També s’ha descrit factors reguladors 

d’splicing específics de teixits, com els NOVA i PTB a les neurones (Boutz et al., 

2007; Ule et al., 2005) o FOX1 i 2 a neurones i múscul, entre d’altres (Zhang et al., 

2008). Els miRNAs també activen programes d’splicing alternatiu específics en la 

diferenciació neuronal o en el desenvolupament post-natal del cor (Kalsotra et al., 

2010; Makeyev et al., 2007)  o influeixen sobre els factors reguladors d’splicing 

(Boutz et al., 2007). Tenint en compte que el 40% dels llocs d’unió de l’miRNA es 

troba en la regió 3’UTR (Majoros and Ohler, 2007), l’splicing alternatiu en aquesta 

zona pot reduir els llocs d’unió d’miRNAs, eliminant així la seva capacitat 

reguladora en cèl·lules proliferants (Sandberg et al., 2008). 

1.1.4 Incidència de la variació interindividual en l’splicing alternatiu 

La precisió de les noves tècniques de seqüenciació ha permès un pas més en 

l’aprofundiment del coneixement de les diferències al·lèliques entre individus. Una 

preocupació legítima és determinar fins a quin punt aquestes variacions 

intraespecífiques poden emmascarar les estimacions d’splicing alternatiu global. 

La variació interindividual dels patrons d’splicing alternatiu entre mostres de 

còrtex de cerebel de sis individus va ser d’entre el 10 i  el 30% (Wang et al., 2008), 
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resultats que concorden amb el ~21% estimat anteriorment degut a polimorfismes 

associats a splicing que alteren les proporcions relatives de les isoformes 

alternatives (Nembaware et al., 2004). Altres estudis (Hull et al., 2007; Kwan et al., 

2007) també han identificat esdeveniments d’splicing al·lèlics relacionats amb 

SNPs, però disten encara de ser estudis exhaustius com per a poder proposar una 

conclusió global (Graveley, 2008). D’aquesta manera, la influència de la variació 

intraespecífica en l’splicing alternatiu encara queda per determinar. 

1.1.5 Implicació de l’splicing alternatiu en malalties  

L’splicing alternatiu afecta la majoria dels nostres gens i, per això mateix, no és rar 

que estigui implicat en multitud de malalties més o menys greus. Les patologies 

són una alteració en el fenotip dels individus d’una mateixa espècie i això ens pot 

donar una idea de quin és el grau d’implicació de l’splicing alternatiu en la 

diferenciació tissular o del desenvolupament. Tot simplificant, les patologies 

degudes a splicing es poden separar entre aquelles produïdes per la generació 

d’isoformes aberrants, les que són degudes a l’expressió d’isoformes “correctes” en 

el moment o lloc inadequat o, finalment, pot ser degut al balanç anormal entre 

isoformes. 

Les isoformes aberrants poden ser produïdes per mutacions en seqüències 

bàsiques per el desenvolupament normal de l’splicing. El 15% de les mutacions 

presents a la Human Gene Mutation Database (HGMD) afecten llocs d’splicing, però 

pot arribar a ser fins el 50% si afegim les mutacions que generen llocs críptics 

d’splicing i les que afecten seqüències inhibidores/estimuladores de l’splicing a 

introns i exons (Blencowe, 2006; Matlin et al., 2005). Aquests percentatges farien 

de l’splicing alternatiu un dels principals responsables de les malalties hereditàries 

(Lopez-Bigas et al., 2005).  Alguns exemples són els de la atrofia muscular espinal, 

originada per una mutació que produeix l’exclusió d’un exó a SMN2 (Tazi et al., 

2009), o l’activació d’un lloc críptic d’splicing a la LMNA que genera la progèria de 

Hutchinson-Gilford (De Sandre-Giovannoli and Levy, 2006). Les isoformes 

aberrants també estan àmpliament esteses en els diferents processos cancerígens 

(Venables, 2004; Venables, 2006), les quals han estat relacionades amb la 

resistència contra els tractaments anti-càncer (Hartmann and Valcarcel, 2009), 
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però que per una altra banda també es poden utilitzar com a biomarcadors de 

diferents càncers (Brinkman, 2004; Yi and Tang, 2011). 

És en el càncer on trobem també múltiples exemples d’expressió d’isoformes no 

patològiques (o el balanç entre elles) en estadis inadequats, les quals poden afectar 

molts altres gens, com és el cas de la sobreexpressió de la proteïna SF2/ASF. 

Aquesta proteïna desencadena la transformació de la cèl·lula i el desenvolupament 

del tumor degut a l’alteració que provoca en el balanç entre isoformes de diversos 

reguladors clau del creixement cel·lular (Ben-Dov et al., 2008). L’expressió d’una 

isoforma inapropiada pot ser bàsic en el desenvolupament de càncer, com succeeix 

amb l’expressió de la isoforma embrionària de la piruvat quinasa (PKM2) en 

l’estadi adult, tot permetent a la cèl·lula cancerígena mantenir alts nivells de 

captació de glucosa i producció de lactosa sota condicions aeròbiques, el que es 

coneix com a efecte Warburg (Christofk et al., 2008; Hartmann and Valcarcel, 

2009). Per una altra banda, la proporció alterada entre les dues isoformes de WT1, 

les quals només difereixen en tres aminoàcids, deguda a una mutació en un lloc 

d’splicing és la que provoca l’aparició del síndrome de Fraser i altres malalties 

derivades (Faustino and Cooper, 2003). 

Altres malalties estan relacionades amb el número de repeticions de seqüències 

curtes que poden alterar els patrons d’splicing ja sigui perquè segresten proteïnes 

d’unió a l’RNA i no permeten realitzar el procés d’splicing correctament en altres 

pre-mRNA’s o  perquè són hotspots de generació de nous llocs d’splicing, com és el 

cas de les repeticions Alu, molt abundants i amb molts llocs d’splicing potencials  

(Tazi et al., 2009).  Les malalties associades a l’envelliment també han estat 

relacionades amb l’aparició d’splicing aberrant (Meshorer and Soreq, 2002), en 

especial en les malalties neurodegeneratives com l’Alzheimer i la desregulació de 

l’splicing controlat per NOVA (Tollervey et al., 2011). 

1.2 Efecte a nivell de nucleòtid 

La lògica de l’splicing alternatiu rau en la mateixa estructura gènica, en la qual 

trobem exons i introns intercalats. Durant el processat del pre-mRNA, s’ha 

d’enretirar els introns i mantenir els exons escollits que codificaran per a una 

proteïna. El complex de l’spliceosoma, format per cinc snRNPs i més de 200 
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proteïnes (Hartmann and Valcarcel, 2009), és l’encarregat d’aquesta funció 

mitjançant el reconeixement d’una sèrie de senyals que l’informen sobre on tallar i 

empalmar. Aquestes seqüències senyal són el llocs d’splicing als extrems 5’ i 3’ de 

l’intró que indiquen el punt de tall (5’ splice site i 3’ splice site),  el nus (branch 

point) i el tram de pirimidines (Kim et al., 2008) . A més a més, tenim una sèrie de 

seqüències curtes i poc conservades incrustades dins d’exons i introns que tenen 

una funció estimuladora o inhibidora de la inclusió d’un determinat exó (Matlin et 

al., 2005).  

 

Figura 1: Patrons d’splicing més freqüents. Les capses blaves representen els exons constitutius; les barres 
fosques, els introns; i les capses blanques els exons alternatius. Les línies discontínues assenyalen les diferents 
combinacions d’splicing. Els percentatges indiquen la freqüència estimada de cada esdeveniment a metazous 
més complexos (Keren et al., 2010; Kim et al., 2008). 

 

De la interacció dels diferents factors reguladors d’splicing amb unes seqüències o 

unes altres (que poden estar competint (Yu et al., 2008)), combinat amb la taxa de 

transcripció (Kornblihtt, 2007), l’aparició d’estructures secundàries a l’RNA 

(Shepard and Hertel, 2008) i l’estat de la cromatina (Kolasinska-Zwierz et al., 

2009), entre molts altres factors, resulta en un patró d’splicing  o un altre. Els 

principals patrons es resumeixen en omissió d’exó, exons excloents, 

acceptors/donadors d’splicing alternatius i retenció d’intró (Figura 1) (Kim et al., 

2008).  Combinant tots aquests patrons amb d’altres menys freqüents, obtenim un 
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panorama força complicat: s’han descrit més de 150 tipus diferents 

d’esdeveniments d’splicing (Nagasaki et al., 2006). 

Aquesta és una visió per força simplificadora però ja que l’objecte d’aquesta tesi no 

ha estat centrada en els mecanismes moleculars d’splicing, sino en les 

conseqüències a nivell de proteïna, m’he limitat a fer una breu pinzellada sobre 

aquest tema.  

1.3 Efectes a nivell de proteïna 

Una altra qüestió pendent és determinar quantes isoformes provinents d’splicing 

alternatiu s’arriben a traduir i quantes d’elles són degradades per mitjà del 

mecanisme del NMD. S’han fet esforços considerables en aquesta direcció en 

diverses espècies (Power et al., 2009; Tanner et al., 2007; Tress et al., 2008) 

mitjançant dades provinents d’espectrometria de masses, encara amb resultats 

limitats. La importància dels processos d’NMD és discutida i encara no tenim uns 

valors de referència de la seva incidència a nivell de proteïna. Les estimacions de la 

quantitat d’isoformes candidates a ser regulades mitjançant NMD estan al voltant 

d'un 25%-33% dels exons alternatius a humà (Lareau et al., 2007; Stamm et al., 

2005). Per una altra banda, s'ha estudiat la conservació de les senyals de NMD, que 

es mantenen en un 9% dels gens ortòlegs a humà i ratolí (Mudge et al., 2011) o 

entre un 27-35%  dels ortòlegs d’humà, ratolí, vaca i rata (de Lima Morais and 

Harrison, 2010) i poden afectar gens d’importància cabdal per l’organisme. 

Aquests i altres autors han postulat que els processos de NMD acoblats a l’splicing 

alternatiu no són ni molt menys soroll, sinó que formen part d’un mecanisme més 

ampli, conegut com a RUST (Regulated Unproductive Splicing and Translation), que 

permet una altra via de regulació de l’expressió gènica en moments o localitzacions 

concrets (Lareau et al., 2007; Lewis et al., 2003).  

Tot i la gran variabilitat de processos que tenen lloc a nivell de nucleòtid, els 

efectes que produeix l’splicing alternatiu a nivell de seqüència de proteïna es 

limiten a insercions/delecions i/o substitucions de fragments de seqüència 

(Kondrashov and Koonin, 2001; Kondrashov and Koonin, 2003), la severitat dels 

quals abasta des de substitucions subtils fins grans delecions de dominis sencers 

(Figura 2) (Ben-Dov et al., 2008).  De totes maneres, només amb la informació dels 



Introducció 

9 

canvis a nivell de seqüència aminoacídica és complicat predir quin impacte tindrà 

l’splicing en l’estructura i funció de la proteïna.  

 

 

La informació experimental dels efectes estructurals de l’splicing alternatiu sobre 

la proteïna és reduïda. Fins ara només 14 proteïnes humanes tenen estructures al 

PDB per, com a mínim, dos isoformes alternatives, de les quals la majoria són 

degudes a insercions d’entre 2 i 30 aminoàcids (Hegyi et al., 2011). Aquest canvis 

tendeixen a evitar els dominis globulars (o a afectar-los marginalment),  solen 

situar-se en regions coiled o loop localitzades a la superfície i estan enriquits en 

zones desordenades de la proteïna (Hegyi et al., 2011; Romero et al., 2006). Per 

una altra banda, diversos estudis han proposat que l’splicing alternatiu pot 

modificar la localització i funció de la isoforma alternativa si altera o elimina els 

dominis transmembrana de les proteïnes de membrana, convertint-les així en 

proteïnes solubles, i/o eliminant el pèptid senyal (Davis et al., 2006; Stamm et al., 

2005; Xing et al., 2003).  

A continuació menciono una sèrie de casos que han estat estudiats 

experimentalment, amb o sense estructura cristal·litzada, que ens informen dels 

efectes funcionals i estructurals de l’splicing a nivell de proteïna .   

Entre les parelles resoltes tenim dos isoformes de l’ectodisplasina (EDA), un factor 

de necrosi tumoral implicat en el desenvolupament ectodèrmic. L’splicing 

Figura 2: Efecte de l’splicing a nivell de seqüència proteica. La seqüència en color vermell correspon a la 
part variable entre les isoformes d’un mateix gen. La inserció/deleció representa el canvi que trobem a 
IL4_HUMAN, isoformes 1 i 2, i la substitució, a GAPD1_HUMAN, isoformes 1 i 6 (nomenclatura de gen a
Uniprot/Swissprot) 
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alternatiu provoca una inserció de només dos residus (Glu308 i Val309) que afecta 

la forma del lloc d’unió a receptor de la isoforma EDA-A1, a més a més de generar 

alteracions conformacionals i de càrrega superficial. El resultat és un control de 

tipus interruptor de l’especificitat del receptor (Hymowitz et al., 2003). 

De l’ús alternatiu del primer exó de la sulfotransferasa (SULT)2B1 s’obté una 

substitució a l’extrem N-terminal i una alteració en l’especificitat de substrat: la 

isoforma 2B1b actua sobre el colesterol i la 2B1a sobre l’hormona esteroide 

pregnenolona (Fuda et al., 2002; Hegyi et al., 2011).  En el cas de la proteïna 

Piccolo, proteïna scaffolding de la pre-sinapsi i important en l’alliberació de 

neurotransmissors, l’afinitat pel Ca2+ per cada una de les dues isoformes és 

modulada per un reajustament a l’estructura secundària deguda a una inserció de 

només 9 residus (Garcia et al., 2004). S’han descrit dues isoformes del receptor de 

la insulina (IR-A, IR-B) que solament difereixen en 12 aminoàcids degut a l’splicing 

alternatiu de l’exó 11, però que provoquen canvis considerables en les afinitats 

d’unió a IGF-I, IGF-II i, en menor mesura, a insulina però també genera diferències 

en la internalització i reciclatge del receptor i, en definitiva, en la senyalització 

intracel·lular (Belfiore et al., 2009; Denley et al., 2003). 

Aquestes modificacions estructurals solen ser molt subtils i, per tant, difícils de 

detectar. No és el cas dels canals d’ions, sovint afectats per l’splicing alternatiu i els 

efectes dels quals són mesurables amb tècniques electrofisiològiques (Stamm et al., 

2005). Aquests efectes cobreixen tot el ventall de possibilitats: des de la inactivació 

total del canal fins lleugeres modulacions de les eficiències d’unió al lligand i temps 

de resposta. Un cas paradigmàtic és el dels canals BK (calcium-activated potassium 

channel) amb presència d’splicing tant a invertebrats com a vertebrats: tot i que els 

exons alternatius no estan conservats entre espècies, vindrien a ser hot-spots 

d’splicing que permetrien un ajustament funcional del canal per les diverses 

necessitats de les espècies (Fodor and Aldrich, 2009). La comprovació per patch-

clamp de la funcionalitat de les diferents isoformes ha permès descartar isoformes 

aberrants mitjançant tècniques no computacionals (Ha et al., 2000). 
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1.3.1 L’splicing alternatiu en les vies cel·lulars 

La funció de les proteïnes ve determinada per la xarxa d’interaccions amb altres 

proteïnes i molècules (DNA, RNA, metabòlits, etc.) en un estat cel·lular concret, 

formant part de macrocomplexos i organitzant-se en vies (de senyalització, 

metabòliques, de regulació de l’expressió gènica, etc.) (Eisenberg et al., 2000) Dins 

d’aquestes xarxes, trobem proteïnes amb un alt nombre d’interaccions (hubs) que 

tenen una importància capital en el bon funcionament de la cèl·lula. El debat 

encara resta obert sobre si només aquests nodes són essencials o ho són tots 

(Przytycka et al., 2010), però no hi ha cap dubte que afecten de manera 

considerable la viabilitat cel·lular. L’splicing alternatiu també actua sobre gens 

implicats en aquests hubs, en especial a les interaccions proteïna-proteïna i d’unió 

al DNA (Floris et al., 2008), tot aportant així un nou nivell de complexitat al sistema 

d’interacció proteica (que pot ser entre isoformes d’un mateix gen) i, per tant, al 

fenotip final de la cèl·lula.  A continuació n’esmentaré uns exemples il·lustratius. 

La p53 és un factor de transcripció ubic clau en el manteniment de l’estabilitat 

genètica. A l’hora de respondre a senyals d’estrès, la p53 regula l’expressió d’una 

bateria de gens implicats en la reparació del DNA, apoptosi i cicle cel·lular per 

donar la resposta adequada i evitar així el desenvolupament de càncer. S’ha 

determinat l’existència de 10 isoformes generades per splicing alternatiu i altres 

mecanismes (Khoury and Bourdon, 2010), les quals només tenen en comú el 

domini d’unió a DNA. S’ha suggerit que aquestes isoformes poden tenir funcions 

autònomes depenent del cicle cel·lular, modular l’activitat d’unió a DNA de la 

isoforma “clàssica” (tant sigui pel seu segrest al citosol o per la formació d’hetero-

oligomers) i, fins i tot, regular l’expressió de la p53 clàssica de manera equivalent a 

la regulació de promotor (Beno et al., 2011; Marcel and Hainaut, 2009).  

Hi ha casos molt més generals on l’splicing afecta molts nodes i interaccions al llarg 

de la via. És el cas del complex de l’ NF-�B, un factor de transcripció pleiotròpic que 

és responsable de les variacions en els nivells d’expressió de múltiples gens 

involucrats en la resposta immune i inflamatòria, en el desenvolupament, en la 

supervivència cel·lular i l’apoptosi. S’han descrit esdeveniments d’splicing 

alternatiu pràcticament a tots els nivells de la via de senyalització de l’NF-�B 
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(Leeman and Gilmore, 2008), incloent el complex de l’ NF-�B, i modulant així la 

seva pròpia activitat. 

Un cas similar de regulació general per splicing és el que trobem en la biosíntesi i 

captació del colesterol, on l’alteració de les proporcions entre la isoforma completa 

i les alternatives sembla ser el mecanisme per regular l’expressió i activitat dels 

gens implicats. Dos gens clau, la reductasa HMGCR i el receptor de l’LDL, entre 

d’altres, tenen l’splicing alternatiu regulat en resposta als nivells d’esterol cel·lular 

(Medina et al., 2011) 

En altres casos, l’splicing pot afectar famílies dins d’una via, tal com passa amb les 

proteïnes SMAD. Aquestes família inclou les mitjanceres intracel·lulars de la senyal 

de la via del TGF-�, factor determinant en el desenvolupament tissular, entre 

d’altres funcions. S’ha descrit isoformes provinents d’splicing en diverses SMADs, 

algunes d’elles amb expressió diferencial tissular (SMAD6) o temporal (SMAD2), 

amb funció de dominant negatiu (SMAD8) i, en general, força regulades en la seva 

transcripció per tal de mantenir les proporcions entre les diferents isoformes, les 

quals poden servir per realitzar petits ajustaments en el senyal de la via  (Tao and 

Sampath, 2010).  

Una altra família provinent de duplicacions gèniques ancestrals i essencial en el 

desenvolupament embrionari en metazous són els gens Pax. Aquests factors de 

transcripció s’organitzen en quatre subfamílies, tots els membres de les quals 

tenen splicing (Short and Holland, 2008). Les isoformes resultants per cada gen 

tenen funcions prou diferenciades i crítiques en diferents processos, com en el 

desenvolupament del múscul esquelètic per part de Pax3/7 (Buckingham and 

Relaix, 2007), amb fortes dependències en la dosi de cada isoforma de Pax6 durant 

el desenvolupament de l’iris i el cos ciliar de l’ull (Davis et al., 2009) o vitals durant 

la diferenciació dels limfòcits B (Robichaud et al., 2008). 

Les proteïnes estructurals també estan afectades per splicing alternatiu i, de la 

mateixa manera, les seves interaccions. La proteïna gegant Titin (o connectina) és 

essencial en l’assemblatge, integritat i elasticitat del sarcòmer (Trinick and 

Tskhovrebova, 1999). El gen de Titin codifica per múltiples isoformes amb 

expressió específica depenent de la fase de desenvolupament o del teixit (a múscul 
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esquelètic o cardíac),  i la proporció incorrecta entre aquestes isoformes pot dur a 

malalties del cor  (Guo et al., 2010). 

1.4 Altres fonts de diversitat transcripcional i proteòmica 

A banda de l’splicing alternatiu com a font de diversitat transcripcional trobem 

altres fenòmens que, gràcies a l’avenç en les tècniques de seqüenciació o derivades, 

s’han pogut valorar en la seva justa mesura. L’inici i terminació alternatius de la 

transcripció en són els més destacats. La seva freqüència i efecte és similar als de 

l’splicing alternatiu amb el qual se solapen als extrem 5’ i 3’ i, per tant, amb el que 

estan fortament relacionats (Shabalina et al., 2010). La poliadenilació alternativa 

és també un procés més freqüent del que s’estimà inicialment, fins més del 50% 

dels gens a mamífers (Lutz, 2008),  i pot dur també a la formació de noves 

isoformes (Yan and Marr, 2005), les quals sovint són específiques de teixit (Wang 

et al., 2008). La poliadenilació alternativa i l’splicing estan altament correlacionats 

entre teixits, fet que suggereix que són dos processos coordinats (Marguerat and 

Bahler, 2010). 

Per acabar, el trans-splicing i l’RNA editing són dos processos que es creia 

restringits a eucariotes més simples però que treballs recents, i prou polèmics, han 

afirmat que són presents en eucariotes més complexos (Li et al., 2009a; Li et al., 

2011). Pel que fa al trans-splicing, se suposa que és un fenomen no gaire freqüent 

encara que estudis bioinformàtics han afirmat tot el contrari (Herai and Yamagishi, 

2010). La proteïna traduïda prové d’un mRNA quimèric format per dos fragments 

de pre-mRNA’s de gens diferents. S’ha pogut demostrar que s’expressa en teixits 

sans i no només en processos cancerígens (Li et al., 2009a).  Per la seva banda,  

l’RNA editing consisteix en substitucions post-transcripcionals de bases simples a 

l’mRNA, el més freqüent del quals és la desaminació de l’adenosina i la substitució 

C-to-U. Tot plegat pot alterar l’aminoàcid que es traduirà a la seqüència peptídica, 

tal com ha estat provat, però falta aclarir si és tan estès com s’ha considerat (tot 

descartant anotacions incorrectes de SNP’s o polimorfismes al·lèlics) i la seva 

relació amb alguna patologia (Li et al., 2009b; Li et al., 2011; Marguerat and Bahler, 

2010). 
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Tot plegat ens mostra que el panorama transcripcional i proteòmic és molt més 

complex i ric del que es pensava d’antuvi, sense oblidar el rol cada cop més 

important que tenen els RNA’s no codificants. 

1.5 Estudis comparatius entre espècies 

La conservació al llarg de l’evolució d’un determinat patró d’splicing pot ser un 

argument ben sòlid a l’hora de defensar la viabilitat i funcionalitat biològica d’una 

isoforma (Keren et al., 2010). En el cas contrari, la no conservació es pot 

considerar tant com un indici de l’aparició d’isoformes específiques d’espècie com 

una evidència de soroll transcripcional (Takeda et al., 2008), però tot i així amb 

algun possible rol regulador (Artamonova and Gelfand, 2007; Keren et al., 2010). 

En definitiva, els estudis comparatius d’splicing entre espècies ens poden ajudar a 

esclarir com l’splicing alternatiu amplia el repertori funcional d’un llinatge i inferir 

la importància de l’splicing alternatiu en els processos d’especiació i adaptació  

(Xing and Lee, 2006). 

S’han fet una gran quantitat d’estudis comparatius a gran escala entre humà i ratolí 

en els quals s’ha estimat la conservació d’splicing alternatiu sobretot a nivell d’exó 

i/o esdeveniment d’splicing (Cusack and Wolfe, 2005; Irimia et al., 2009; Mudge et 

al., 2011; Nurtdinov et al., 2007), d’altres més centrats a nivell de cDNA i transcrit 

(Mollet et al., 2010; Takeda et al., 2008), en bases de dades de transcrits i EST’s 

(Kim et al., 2007; Zambelli et al., 2010) o dades genòmiques directament 

(Koralewski and Krutovsky, 2011), entre molts d’altres. Els valors obtinguts no 

ofereixen una explicació unívoca però sembla haver-hi una conservació baixa dels 

exons alternatius (Keren et al., 2010; Modrek and Lee, 2003), sobretot en aquelles 

isoformes amb expressió menor (Nurtdinov et al., 2007), encara que s’ha trobat 

nivells alts de conservació d’aquests exons a gens expressats al cervell i en gens 

implicats en processos de regulació de la transcripció, desenvolupament i 

processat d’RNA (Yeo et al., 2005).  

A nivells més elevats de l’organització biològica, més enllà del nivell de seqüència i 

motius de nucleòtids, els estudis comparatius de l’splicing alternatiu entre espècies 

són minsos. És per això que ens hem proposat avançar un pas més en el 

coneixement d’aquest camp poc conegut, estudiar l’impacte d’splicing alternatiu a 
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nivell de proteïna i desxifrar quines conseqüències poden tenir en el fenotip i, per 

tant, en les diferències entre espècies. 
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2. OBJECTIUS 

 

El present treball s’inclou dins de l’estudi bioinformàtic de la funcionalitat i la 

conservació entre humà i ratolí de l’splicing alternatiu. Per aprofundir en aquesta 

àrea de coneixement, ens vam marcar els següent objectius: 

 

� Estudiar la contribució de l’splicing alternatiu a la diversitat 
fenotípica. Mitjançant un estudi comparatiu entre humà i ratolí,  ens 
proposem establir les relacions entre l’splicing alternatiu i altres fonts de 
diversitat fenotípica com són les divergències de la seqüència proteica, de la 
regió cis-reguladora gènica i de l’expressió gènica. 
 

� Esclarir la conservació de l’splicing alternatiu regulador. Mitjançant un 
estudi comparatiu entre humà i ratolí,  ens proposem establir el nivell de 
l’alteració de l’arquitectura de dominis, els canvis de seqüència que el 
provoquen, i el possible impacte funcional i regulador de l'expressió gènica.  

 

� Esbrinar la relació de l’splicing alternatiu, i de l’splicing alternatiu 
regulador, amb el fenomen de la dominància gènica. L’splicing 
alternatiu és un ferm candidat a influir en la dominància, donada la seva 
capacitat d’introduir variabilitat i la relació inversa entre l’splicing 
alternatiu i la paralogia, sent aquest últim associat amb la 
haploinsuficiència. Volem comprovar fins a quin punt aquesta hipòtesi és 
certa.



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTATS I DISCUSSIÓ 
 



 

 
 



 

 
 

3. Estudi de la relació entre l’splicing alternatiu 

 i les divergències de seqüència proteica i de la 

regió cis-reguladora: enllaçant les fonts de 

diversitat fenotípica 

3.1 Introducció 

Les diferències qualitatives (com pot ésser la presència/absència d’una proteïna 

donada) i les diferències quantitatives (per exemple, les variacions en la quantitat 

de producte proteic) en la composició del proteoma són just a la base de la 

diversitat fenotípica entre organismes. Avui dia, gràcies a un gran conjunt d’estudis 

experimentals, computacionals i teòrics, estem començant a conèixer els 

mecanismes moleculars en el que es basen aquestes diferències com són la 

duplicació gènica (Lynch and Conery, 2000; Ohno, 1970), la divergència en la 

seqüència proteica (Hoekstra and Coyne, 2007), divergència en la regió cis-

reguladora (Carroll, 2000; Wray, 2007), diferències en l’splicing del pre-mRNA 

(Blencowe et al., 2009; Nilsen and Graveley, 2010), així com canvis en altres 

mecanismes reguladors de l’expressió gènica (com variacions en l’exportació del 

mRNA nuclear, la degradació d’mRNA, etc.) (Alonso and Wilkins, 2005). 

Entre aquests mecanismes, la capacitat dels gens per codificar diversos transcrits 

és una font destacada de les diferències a nivell de proteoma entre eucariotes 

(Blencowe et al., 2009; Nilsen and Graveley, 2010; Tress et al., 2007). Aquesta 

diversitat transcripcional (TD, per les sigles en anglès) pot ser deguda a l’splicing 

alternatiu del pre-mRNA o per inicis i/o terminacions alternatives de la traducció, 

encara que s’accepta de manera general que l’splicing alternatiu és el màxim 

contribuïdor a aquesta diversitat (Nilsen and Graveley, 2010). És més: el potencial 

de l’splicing alternatiu per mostrejar l’espai funcional proteic és tan ampli (Kim et 

al., 2008; Nilsen and Graveley, 2010; Talavera et al., 2007b) que s’ha postulat com 
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un contribuïdor a les diferències de complexitat entre organismes (Lander et al., 

2001; Marden, 2008). La idea de que les variacions en els patrons d’splicing 

alternatiu poden tenir aquest rol està sent recolzada per un nombre creixent 

d’estudis que relacionen l’splicing i diverses malalties (Garcia-Blanco et al., 2004; 

Tazi et al., 2009).  També, des d’un punt de vista més general,  aquesta idea ha estat 

explorada i avaluada per molts investigadors que han examinat la quantitat de 

diferències en l’splicing alternatiu entre organismes (Kim et al., 2007), la 

conservació dels esdeveniments d’splicing entre espècies (Artamonova and 

Gelfand, 2007; Calarco et al., 2009; Calarco et al., 2007; Modrek and Lee, 2003; 

Nurtdinov et al., 2003; Ohler et al., 2005; Pan et al., 2005; Sorek et al., 2004; Takeda 

et al., 2008; Thanaraj et al., 2003; Yeo et al., 2005), l’impacte de l’splicing a nivell 

funcional i estructural (Valenzuela et al., 2004), el paper dels codons de terminació 

prematurs (Wetterbom et al., 2009), la regulació diferencial (Blekhman et al., 

2010), etc. Els resultats de tots aquests estudis assenyalen cap a una relació clara 

entre les diferències interespecífiques i la distribució de les propietats de l’splicing 

alternatiu. 

Uns altres processos diferents des del punt de vista mecanístic, però relacionats 

amb l’splicing alternatiu, són l’inici/terminació alternatiu de la transcripció, els 

quals són dos fonts addicionals de la TD d’origen gènic (Landry et al., 2003; 

Shabalina et al., 2010). Poden generar proteïnes amb extrems N-ter o C-ter 

diferents, o d’altres modificacions a la seqüència més substancials (Landry et al., 

2003; Shabalina et al., 2010), les quals poden comptar amb propietats funcionals 

similars a les que tenen les isoformes provinents d’splicing alternatiu, com són els 

dominants negatius o l’aparició de noves localitzacions cel·lulars (Landry et al., 

2003). Dades recents indiquen que aquests mecanismes poden ser comparables als 

obtinguts per l’splicing alternatiu (Latchman, 2008; Shabalina et al., 2010).  

A mesura que avancem en el coneixement de les diferents fonts de variabilitat del 

proteoma, és cada cop més evident que és necessari entendre les relacions entre 

aquestes fonts si pretenem obtenir una explicació completa de les diferències entre 

organismes (Alonso and Wilkins, 2005; Copley, 2008). En el cas concret de la TD, 

no coneixem de quina manera la seva contribució a les diferències fenotípiques 

està relacionada amb la divergència de les zones codificants i del promotor 
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(Castillo-Davis et al., 2004; Chiba et al., 2008). La TD pot jugar un paper secundari: 

per exemple, la TD podria modular l’efecte de les mutacions a la regió cis-

reguladora per mitjà de la producció d’una quantitat determinada d’isoformes 

inactives o de dominats negatius, amb una distribució que depengués del teixit. 

Però també podria ser un actor principal, ja que si ens fixem en la seva naturalesa 

reguladora (Barberan-Soler et al., 2009; Lois et al., 2007), les diferències 

interespecífiques podrien ser equivalents  a les mutacions a la regió reguladora del 

gen. Això podria ocórrer especialment en els casos en els que la identitat de 

seqüència aminoacídica està per sota del llindar de la divergència funcional. 

En principi, esperem certa relació entre la TD i les divergències de seqüència 

proteica i de la regió cis-reguladora, donat el solapament entre les seves 

seqüències codificants. Per exemple,  les seqüències exòniques a 5’ i 3’ implicades 

en l’exclusió d’intró se solapen amb la regió codificant (Fichant, 1992; Whamond 

and Thornton, 2006);  els enhancers i silencers d’splicing poden trobar-se dins dels 

exons (Goren et al., 2006; Schaal and Maniatis, 1999; Smith and Valcarcel, 2000). 

Per tant, els canvis interespecífics en les regions codificadores estan probablement 

relacionats amb les variacions en els patrons de TD. Per una altra banda, la 

quantitat creixent d’estudis que connecten la transcripció amb l’splicing alternatiu 

(Chern et al., 2008; Kornblihtt, 2006; Kornblihtt et al., 2004; Pandit et al., 2008), 

junt amb l’existència d’una lleu correlació entre la divergència de les regions 

codificants i promotores (Chiba et al., 2008), ens suggereix l’existència d’una 

relació entre la zona cis-reguladora i la divergència a nivell de TD. Malgrat això, i 

tot i la importància del tema per a poder entendre les diferències fenotípiques, no 

hi ha cap estudi que connecti la TD i qualsevol d’aquestes dues variables 

implicades en el fenotip. Per tal d’esclarir aquest assumpte, hem estudiat la relació 

entre els patrons de TD (presència/absència de la TD i equivalència d’isoformes) i 

les divergències de les seqüències proteiques (DP, per les sigles en anglès) i de la 

regió cis-reguladora (DcR, per les sigles en anglès). També hem indagat quina 

relació existeix entre els patrons de TD i la divergència de l’expressió gènica, ja que 

és un fenotip de baix nivell que és resultat de diverses contribucions a la diversitat 

fenotípica (regulació del promotor, estat de la cromatina, etc.).   
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Com es veurà en el que segueix, els nostres resultats, obtinguts mitjançant un 

estudi a nivell genòmic de la TD d’humà i ratolí, proporcionen una caracterització 

del lligam entre la TD per una banda i de la DP, DcR i la divergència de l’expressió 

gènica per una altra. Primer, mostrem que la coincidència de TD (la fracció 

d’ortòlegs humà-ratolí amb més d’un transcrit en tots dos gens, Figura 1A) està 

relacionada amb la DP, la DcR i, menys significativament, amb la divergència de 

l’expressió gènica. Segon, obtenim uns resultats oposats pel que fa a l’equivalència 

d’isoformes (la fracció d’isoformes alternatives que són equivalents a totes dues 

espècies, Figura 1B), la qual no està relacionada amb la DP i la DcR. Aquests 

resultats situen la contribució de la TD com una font de diferències fenotípiques 

respecte la DP i la DcR, tot indicant que la TD pot tenir un impacte en les 

diferències fenotípiques abans que la DP i la DcR puguin fer-ho. 

 

 

Figura 1: Descripció de les variables utilitzades en aquest treball per a caracteritzar la diversitat 
transcripcional. (A) Concurrència de la diversitat transcripcional i (B) equivalència d’isoformes. La 
conservació de la diversitat transcripcional és la fracció d’ortòlegs en els quals tots dos gens codifiquen per 
més d’un transcrit. L’equivalència d’isoformes és la fracció mitjana d’isoformes alternatives conservades entre 
ortòlegs (veure Materials i Mètodes). En aquesta figura només mostrem com es va calcular la fracció 
d’isoformes alternatives conservades; tot seguit, es va fer la mitjana d’aquest valor sobre el total de parelles 
d’ortòlegs en els que es va comparar isoformes alternatives 
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3.2 Material i mètodes 

3.2.1 El conjunt de dades TD 

En aquest treball hem comparat la diversitat transcripcional (TD) entre ortòlegs 

d’humà i ratolí. Per tant, el primer requisit era obtenir una llista de gens d’humà i 

de ratolí amb els seus transcrits corresponents. Per aconseguir aquesta llista, vam 

combinar dos bases de dades manualment revisades: UniProt/SwissProt 

(Boeckmann et al., 2003; The_UniProt_Consortium, 2010) i RefSeq (Pruitt et al., 

2007). Vam utilitzar el següent protocol tant per humà com per ratolí. Primer de 

tot, vam recuperar tots els gens d’humà per UniProt/SwissProt i RefSeq. Segon, 

vam agrupar els mateixos gens de les dues fonts (UniProt/SwissProt i RefSeq) 

mitjançant l’identificador GeneId. Tercer, vam eliminar els gens que tinguessin més 

conflictes a la seqüència del que esperaríem a l’atzar. Per això vam modelitzar la 

distribució de conflictes amb una distribució Poisson en la que es va calcular la 

probabilitat d’observar un conflicte en una seqüència a partir de la informació de 

seqüència d’UniProt/SwissProt. Aleshores vam excloure tots aquells gens en els 

que el nombre de conflictes observats tinguessin una probabilitat inferior al 0.05 

(la informació de RefSeq per aquests gens també va ser descartada). Quart, vam 

descartar les isoformes provinents de RefSeq que comencessin per XP_ o ZP_. 

Cinquè, vam recuperar les seqüències de transcrits per cada gen que estiguessin 

disponibles per cada base de dades. Sisè, vam unificar totes les seqüències 

mitjançant el programa d’agrupació de seqüències CD-Hit (Li et al., 2001) ja que, en 

molts casos, versions lleugerament diferents del mateix transcrit estan 

emmagatzemades tant a SwissProt com RefSeq. Vam aplicar paràmetres molt 

restrictius a l’hora d’executar CD-Hit: només vam permetre un residu de diferència 

entre les mides de les proteïnes, i el nombre de desaparellaments (mismatches) 

entre seqüències equivalents havia d’estar entre els límits esperats pels conflictes 

de seqüència calculats prèviament. Setè, per assegurar-nos que no estàvem 

agrupant isoformes no equivalents, vam imposar la màxima distància entre 

desaparellaments (és a dir, el nombre de residus entre els dos desaparellaments 

més allunyats a l’alineament), k, que havia de seguir la següent distribució: 
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             (1)      

 

on n és el nombre de desaparellaments a l’alineament, i N és la longitud de la 

seqüència.  

Llavors vam utilitzar el programa InParanoid (Ostlund et al., 2010), a fi i efecte 

d’obtenir les relacions d’ortologia entre els gens d’humà i ratolí. Al final del procés, 

vam obtenir 13970 parelles d’ortòlegs humà-ratolí, després d’excloure aquells 

casos en els que no es va trobar cap ortòleg o en les situacions que no s’hagués 

pogut establir cap parella única humà-ratolí. Aquest conjunt de dades constituí  el 

punt de partida per tots els anàlisis posteriors. S’ha de precisar que degut a que no 

sempre es va poder calcular les variables desitjades (per exemple, problemes a 

l’hora de definir les regions promotores o absència de dades sobre l’expressió 

gènica) el nombre final de gens utilitzats poden ser diferents per cada cas 

particular. 

3.2.2 La concurrència de la TD  

La concurrència de TD, explicada a la Figura 1A, va ser definida com la fracció de 

parelles d’ortòleg per les quals tots dos gens codifiquessin per més d’un transcrit. 

Vam representar aquesta fracció en funció de les quatre variables escollides per 

aquest estudi: identitat de seqüència proteica, identitat de seqüència de la regió 

promotora i distància entre motius, i correlació de l’expressió gènica. Una definició 

més formal de la concurrència de la TD és la següent: 

 

on TDHs és una variable indicadora que té dos valors: YES, quan l’ortòleg humà té 

més d’un transcrit, i NO, quan només en tenen un. TDMm és l’equivalent per ratolí 

de TDHs. “var” és una de les quatre variables mencionades anteriorment (identitat 

de seqüència de proteïna, etc.), i X representa els valors que pren (per exemple, per 

la identitat de seqüència proteica, X pot tenir valor d’entre 0 i 100%). 
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3.2.3 Equivalència d’isoformes 

L’equivalència d’isoformes, explicada ja a la Figura 1B, va ser definida com la 

fracció mitjana de isoformes alternatives conservades entre ortòlegs. Una vegada 

més vam representar aquesta fracció en funció de les quatre variables escollides 

per aquest estudi: identitat de seqüència proteica, identitat de la seqüència de la 

regió promotora i distància entre motius, i correlació de l’expressió gènica. Una 

definició més formal de l’equivalència d’isoformes és la següent: 

 

  
 

    (3) 

 

on NX és el nombre d’ortòlegs, per un valor donat de la variable seleccionada (per 

exemple, al 95% d’identitat de seqüència), per la qual les isoformes van ser 

comparades (pel procés de comparació, veure el protocol més endavant); el 

subíndex “i” recorre totes les parelles d’ortòlegs, ci és el nombre d’isoformes 

homòlogues per parella “i”, i min(nHs,i,nMm,i) és el nombre mínim de transcrits per 

humà i ratolí per parella, nHs,i i nMm,i, respectivament. El mínim va ser escollit ja que 

és el valor màxim que pot ser adoptat per ci. 

3.2.4 Isoformes homòlogues 

A l’hora de calcular l’equivalència d’isoformes aplicant la Equació (3), és necessari 

conèixer si les isoformes per un gen humà concret tenen algun equivalent o 

homòleg entre les isoformes de l’ortòleg corresponent a ratolí. Per això vam 

utilitzar un procediment desenvolupat al grup, i basat en xarxes neuronals 

(Talavera et al., 2007a), el qual utilitza seqüències proteiques completes. Aquesta 

aproximació té l’avantatge, si ho comparem amb les aproximacions basades en la 

presència/absència d’exons, que ens permet el tractament d’esdeveniments multi-

exònics, els quals representen un percentatge gens menyspreable dels fenòmens 

d’splicing alternatiu i d’iniciació de la transcripció (Nagasaki et al., 2006). 

1
NX

ci
min(nHs,i,nMm,i)i1

NX

�
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La informació necessària per aplicar el procediment de comparació d'isoformes és: 

(i) les isoformes principals dels dos ortòlegs; i (ii) per un dels ortòlegs, els canvis 

de seqüència entre la isoforma principal i l’alternativa, tal com estan definits a 

UniProt/SwissProt (el nostre procediment requereix el coneixement dels canvis de 

seqüència entre isoformes per només un dels gens). Aquesta comparació no es va 

fer quan no teníem informació disponible d’UniProt/SwissProt. La sortida del 

programa és senzilla: una resposta YES/NO, indicant si les isoformes alternatives 

són homòlogues, i un índex de fiabilitat per a aquesta resposta, que abasta des de 0 

(fiabilitat mínima) fins a 9 (màxima fiabilitat). Només vam analitzar les 

comparacions que tinguessin una fiabilitat igual o superior a 5. A més a més, vam 

decidir descartar tots els casos en els que la identitat de seqüència entre ortòlegs 

fos inferior al 50%, ja que el mètode va ser entrenat amb seqüències la majoria de 

les quals tenien una identitat superior al 50%. També vam cenyir les nostres 

comparacions a aquelles parelles on la diferència de mida fos inferior del 20% de 

la longitud de la isoforma principal, llindar establert en base a una inspecció 

manual de les prediccions. En realitat, vam explorar tres escenaris alternatius: 

diferències de mida igual a zero, diferències per sota del 10% i diferències per sota 

del 20%. 

3.2.5 Controls pels biaixos de mostratge i de base de dades. Efectes específics 

al·lèlics 

En el nostre estudi sobre la connexió entre la concurrència de la TD i la resta de 

variables (DP, DcR i divergència de l’expressió gènica), els biaixos a qualsevol de 

les bases de dades utilitzades (UniProt/SwissProt i RefSeq) o en el nostre 

procediment de mostreig podien fer aparèixer relacions espúries. Amb l’objectiu 

de tenir en compte aquests efectes a l’hora d’interpretar els resultats, vam dibuixar 

en tots els casos el valor esperat de la concurrència de TD sota l’assumpció 

d’independència. És a dir, vam representar: 
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on el significat de les diferents variables és el mateix que a (2). Les corbes 

corresponents a aquest control apareixen en gris a les figures 2-5 i 7, juntament 

amb el seu embolcall (+/- 1 desviació estàndard). 

En el primer bloc del nostre treball, vam obtenir (Figures 2-4) una relació 

monotònica entre la concurrència de la TD i la DP, i per les dos mesures de DcR. 

Podria haver passat que, degut a que estàvem treballant amb una mostra del total 

de la població, aquesta relació monotònica fos resultat d’un efecte de mostreig. A fi 

i efecte de descartar aquesta possibilitat, vam idear un control format per 100000 

versions del nostre conjunt de dades, en el qual la TD fos assignada a l’atzar a 

cadascun del gens d’humà i ratolí, tot preservant les freqüències de TD totals per 

cada espècie. D’aquesta manera vam simular el procés de mostreig a partir d’una 

població sense relació entre la concurrència de la TD i la resta de variables i vam 

obtenir la relació mitjana entre elles. Tot seguit vam comparar aquest escenari 

amb els nostres resultats. Les corbes corresponents a aquest control es poden 

veure a la Figura 6, juntament amb el seu embolcall (+/- 1 s.d.). 

 

Figura 2. Relació entre la concurrència de la TD i la DP. A l’esquerra, mostrem els valors observats i 
esperats per a la concurrència de la TD. Els valors esperats varen ser obtinguts sota l’assumpció 
d’independència pel que fa a la TD entre els ortòlegs d’humà i ratolí. S’hi adjunta un embolcall de desviació 
estàndard d’1. Podem veure que les corbes són diferents i que només es troben en valors baixos d’identitat de 
seqüència. A la dreta, hem representat la diferència entre els valors observats i esperats. Podem veure que la 
concurrència de la TD tendeix a disminuir a mesura que les proteïnes ortòlogues divergeixen. L’àrea 
enfosquida correspon als límits d’identitat de seqüència per sobre dels quals la funció proteica és, en general, 
conservada. 
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Finalment, un tercer aspecte que vam tenir en compte fou la possibilitat que part 

de la TD observada fos deguda a variabilitat d’origen al·lèlic, o individual, la qual 

no té rellevància per les diferències fenotípiques interespecífiques. Pel que fa a 

l’splicing alternatiu, s’ha postulat que entre el 5% i el 15% (Nembaware et al., 

2004; Wang et al., 2008) correspon a variabilitat interindividual, la qual 

probablement no influirà en la diversitat fenotípica interespecífica. A priori, però, 

no podem excloure la possibilitat que part dels nostres resultats corresponguin a 

variacions individuals o al·lèliques, encara que esperem que aquest efecte sigui poc 

freqüent ja que moltes isoformes de les bases de dades revisades manualment són 

el resultat d’estudis específics amb la intenció de caracteritzar un gen donat i la 

seva funció.   

3.2.6 Càlcul de la DP 

Les seqüències proteiques, tan les isoformes principals com les alternatives, van 

ser obtingudes a partir de les bases de dades d’UniProt/SwissProt i RefSeq. Vam 

utilitzar el percentatge d’identitat de seqüència aminoacídica entre els ortòlegs 

d’humà i ratolí com a referència de la DP.  Aquest percentatge va ser calculat, 

després d’alinear les seqüències (fent servir l’algoritme de programació dinàmica 

de Needleman i Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970)), com el nombre total de 

parells de residus idèntics dividit per la mida mitjana de les dues proteïnes 

alineades.  

3.2.7 Càlcul de la DcR  

Les regions cis-reguladores pels gens d’humà i ratolí van ser definides com els 

1000 parells de bases situats a 5’ del lloc d’inici de transcripció (TSS). Aquestes 

seqüències van ser obtingudes des del UCSC genome server (Fujita et al., 2011). Ja 

que no estava del tot clar què és el constitueix la regió cis-reguladora d’un gen, vam 

provar diverses definicions (2000 i 500 pb a 5’ del TSS i de -700 a +300 pb en 

relació al TSS (Zhang, 2007)),  amb les quals vam obtenir resultats similars. 

Per una parella d’ortòlegs donada, les regions reguladores d’humà i ratolí van ser 

comparades fent servir dos mesures diferents: el percentatge d’identitat de 

seqüència i la divergència dels motius compartits (shared motif divergence) 

(Castillo-Davis et al., 2004). La identitat de seqüència va ser calculada com el 
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percentatge de parells de bases idèntics després d’alinear-les amb ClustalW 

(Thompson et al., 1994). Per una altra banda, la divergència de motius compartits 

entre dos seqüències és (Castillo-Davis et al., 2004) “la fracció d’ambdues 

seqüències que no conté un regió de similitud local significativa”. La divergència de 

motius compartits varia entre 0 (identitat de motius completa) i 1 (absència de 

motius compartits); va ser calculada mitjançant el programa distribuït per Castillo-

Davis i col·laboradors (Castillo-Davis et al., 2004).  

3.2.8 Càlcul de la correlació de l’expressió gènica 

Les dades d’expressió gènica es van descarregar des del servidor de biogps 

(http://biogps.gnf.org/): les dades per humà i ratolí (Su et al., 2004) foren 

U133A/GNF1H i GNF1M, respectivament. En elles, cada gen està caracteritzat pel 

seu nivell d’expressió a 26 teixits. Per a la divergència de l’expressió gènica entre 

els ortòlegs d’humà-ratolí, vam seguir en Liao i Zhang (Liao and Zhang, 2006) i 

vam calcular el coeficient de correlació de Pearson entre els perfils d’expressió 

tissular respectius per cada parell d’ortòlegs: 

 

 
.

 
 (5) 

 

on NTissue és igual a 26; HsExpi i MmExpi són els nivells d’expressió gènica pel teixit 

“i” a humà i ratolí, respectivament; i  <HsExp>, <MmExp> són les mitjanes 

corresponents; �HsExp i �MmExp, les desviacions estàndard. Recordar que el càlcul 

només es va dur a terme en aquells ortòlegs amb informació disponible de 

l’expressió gènica. 

1
NTissue

(HsExpi
i1

NTissue

� .MmExpi� � HsExp � .� MmExp �)

� HsExp .�MmExp
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Figura 3 Relació entre la concurrència de la TD i DcR (representat per la identitat de seqüència de la regió 
cis-reguladora). Vam utilitzar quatre definicions de la regió cis-reguladora: 500 (A), 1000 (B) i 2000 (C) parells 
de bases a 5’ del TSS, i de -700 a +300 parells de bases en relació al TSS (D). Per tots els casos, mostrem dos 
gràfics: a l’esquerra, les corbes observades i esperades; a la dreta, la diferència entre elles. En tots els casos, 
observem un relació evident entre la concurrència de la TD i la divergència a la regió cis-reguladora. 
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Figura 4. Relació entre la concurrència de la TD i DcR (representat per la divergència dels motius 
compartits (Castillo-Davis et al., 2004)). Com en el cas de la identitat de seqüència a la regió cis-reguladora, 
vam utilitzar quatre definicions de la regió cis-reguladora: 500 (A), 1000 (B) i 2000 (C) parells de bases a 5’ del 
TSS, i de -700 a +300 parells de bases en relació al TSS (D). Per tots els casos, mostrem dos gràfics: a l’esquerra, 
les corbes observades i esperades; a la dreta, la diferència entre elles. En tots els casos, observem un relació 
evident entre la concurrència de la TD i la divergència dels motius conservats. 
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3.3 Resultats 

Tal com hem explicat, vam utilitzar una sèrie de descriptors per caracteritzar la 

TD: (i) Coincidència de TD (és a dir, la fracció de parells d’ortòlegs en els quals tots 

dos gens codifiquen per més d’una isoforma, Figura 1A) i (ii) equivalència 

d’isoformes (la fracció d’isoformes alternatives equivalents entre ortòlegs, Figura 

1B). Per cada un dels descriptors vam estudiar la seva relació amb la DP, la DcR i la 

divergència de l’expressió gènica entre els ortòlegs humà-ratolí (veure Materials i 

Mètodes). 

 

Figura 5. Relació entre la concurrència de la TD i la divergència de l’expressió gènica. A l’esquerra del 
gràfic, es mostren els valors observats i esperats per a la concurrència de la TD. Els valors esperats 
s’obtingueren sota l’assumpció d’independència per a la TD entre els ortòlegs d’humà i ratolí. S’hi adjunta un 
embolcall de desviació estàndard d’1. No podem apreciar una diferència clara entre les corbes, a banda de la 
distància entre elles. A la dreta, mostrem la diferència entre els valors observats i esperats. Podem veure, 
encara que no tan clarament com per la DP i la DcR, que la concurrència de la disminueix a mesura que 
l’expressió gènica divergeix. 

 

3.3.1 Resum del conjunt de dades TD 

En primer lloc, vam obtenir un recull de bona qualitat dels gens i les seves 

isoformes per humà i ratolí, amb les seves seqüències corresponents. Per això vam 

fusionar les bases de dades d’UniProt/SwissProt (Boeckmann et al., 2003; 

The_UniProt_Consortium, 2010) i RefSeq (Pruitt et al., 2007), tot aplicant una sèrie 

de filtres de qualitat segons el seguit de criteris de seqüència explicats (veure 

Materials i Mètodes); a partir d’aquest conjunt de gens vàrem generar una llista 

d’ortòlegs humà-ratolí mitjançant InParanoid (Ostlund et al., 2010). En el nostre 
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conjunt de dades final, format per 13970 parells d’ortòlegs humà-ratolí, 46% i 30% 

dels gens d’humà i de ratolí, respectivament, tenien més d’una isoforma i foren 

considerats com a gens amb TD. S’ha de puntualitzar que aquest conjunt de dades 

va incloure tant gens multiexònics com gens amb un únic exó, degut a que la TD 

pot ser deguda als fenòmens d'inici/terminació alternatiu de la transcripció. 

Degut al processament manual de les dades que han aplicat els responsables de 

generar les bases de dades d’UniProt/SwissProt (Boeckmann et al., 2003; 

The_UniProt_Consortium, 2010) i de RefSeq (Pruitt et al., 2007), i al posterior 

filtratge que hem realitzat per seleccionar les seqüències d’aquest treball, els 

valors de la TD obtinguts són inferiors als proposats en altres estudis, com és el cas 

de l’splicing alternatiu (Pan et al., 2008; Tress et al., 2007; Wang et al., 2008). De 

totes maneres, el nostre percentatge de gens amb TD (46% i 30% per humà i ratolí, 

respectivament) representen una fracció destacada de les estimacions més altes 

per al percentatge de gens amb diversitat transcripcional a humà i  ratolí, al voltant 

del 90% (Wang et al., 2008) i del 50% (Bingham et al., 2008), respectivament (tot 

afegint el fet que aquestes estimacions són per gens multiexònics i , per tant, 

hauríem de reduir-les de l’ordre d’un 5%-10% per fer-les comparables amb les 

nostres dades). No obstant això, per descartar la possibilitat que els nostres 

resultats siguin deguts a un efecte de mostratge, a un biaix a la base de dades o 

producte d’un efecte de la variabilitat individual, vam concebre els tres controls 

que es mostren a les Figures 2-7 (veure també Materials i Mètodes). 

A banda de la qualitat de les dades, un avantatge destacat a l’hora d’utilitzar les 

bases de dades ja mencionades és que ens proveeixen de seqüències d’isoformes 

alternatives que han estat observades experimentalment. És a dir, aquestes 

seqüències, que formen part del nucli de la segona part d’aquest treball (Resultats 

secció "3. Equivalència d’isoformes vs DP, DcR i divergència de l’expressió gènica 

"), no són inferides. Aquest és un aspecte important, ja que els productes de 

l’splicing alternatiu poden ser, en un nombre gens menyspreable de casos, resultat 

de canvis de seqüència complicats (Nagasaki et al., 2006) que presenten moltes 

dificultats a l’hora de ser deduïdes a partir de certes fonts de dades. 
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3.3.2 Concurrència de la TD respecte DP, DcR i divergència de l’expressió 

gènica 

La concurrència de la TD va ser representada com a funció de la DP (simbolitzada 

pel percentatge d’identitat de seqüència proteica) (Figura 2, en negre, gràfic a 

l’esquerra), DcR (definida per dos variables: percentatge d’identitat de seqüència i 

distància entre motius) (Figures 3 i 4, en negre, gràfics a l’esquerra) i divergència 

en l’expressió gènica (representada pel coeficient de correlació de Pearson entre 

els patrons d’expressió gènica d’humà i ratolí) (Figura 5, en negre, gràfic a 

l’esquerra).  

Com a referència, vam dibuixar a la mateixa figura (Figures 2-5, en gris, gràfics a 

l’esquerra) la concurrència de la TD esperada (Equació 4), que vam obtenir sota 

l’assumpció d’independència entre la TD d’humà i ratolí (veure Materials i 

Mètodes). Les fluctuacions observades per aquest terme són d’origen mostral, però 

també poden incloure efectes tècnics (degut als límits de disponibilitat de dades a 

les bases de dades, qualitat de les dades, etc.). La corba de la concurrència de la TD 

esperada ens va permetre discernir si les tendències presents a les dades 

observades eren degudes a una relació real entre la TD a humà i ratolí o tenien un 

origen tècnic (quan s’observés una coincidència entre les dades observades com 

les esperades). S’ha d’emfatitzar que en la nostra anàlisi, quan parlem de 

tendències només ens referim a aquelles de naturalesa monotònica, per exemple, 

corbes creixents o decreixents. Aquestes són les que amb més probabilitat es 

poden interpretar com una conseqüència del solapament entre el motius de 

seqüència que codifiquen per la TD i aquells que codifiquen per la resta de 

propietats (veure Introducció). Hem de puntualitzar que vam obtenir resultats 

molt similars per les diferents definicions de la regió cis-reguladora (veure Figures 

3 i 4) i, per aquesta raó, només mostrarem els resultats per una de les regions cis-

reguladores, en concret, la regió que cobreix els 1000 parells de bases situats a 5’ 

del lloc d’inici de transcripció (TSS). 

Els nostres resultats (Figures 2-5, en negre, gràfics a l’esquerra) mostren una corba 

pràcticament monotònica per a la concurrència de la TD vs. DP i per les dos 

mesures de la DcR. També vam apreciar que les corbes per les dades observades i 

esperades mostraven un comportament monotònic similar. Això ens indica que 
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part de les tendències observades podrien ser degudes a biaixos a les bases de 

dades. A fi i efecte de refinar aquesta visió, vam calcular i visualitzar la diferència 

entre la concurrència de TD observada i esperada. En tots quatre casos, vam veure 

que hi havia una tendència significativa en la direcció esperada (Figures 2-5, 

gràfics a la dreta): vam obtenir uns coeficients de correlació d’Spearman de 0.62, 

0.99, -0.81 i 0.55, per TD vs. DP, vs. les dos mesures de DcR i vs. la correlació de 

l’expressió gènica, respectivament, amb els p-valors propers a zero en tots els 

casos. És a dir, la variació entre les corbes observades i esperades no era constant:  

quan anàvem des d’identitat de seqüència elevades cap a baixes, la corba 

observada tendia gradualment cap a la corba esperada; hem de mencionar que 

totes dues corbes només es creuaven en el cas de la DP. En resum, aquests 

resultats ens indiquen que també hi ha una relació entre la concurrència de la TD i 

la resta de variables, a banda de possibles biaixos d’origen tècnic representats per 

la corba de valors esperats. 

Com ja hem dit abans (Resultats secció "1.Resum del conjunt de dades TD"), degut 

als filtres tan estrictes que vàrem aplicar a les dades, els percentatges observats de 

gens amb TD, 46% i 30% per humà i ratolí, respectivament, eren inferiors respecte 

certes estimacions recents (Pan et al., 2008; Tress et al., 2007; Wang et al., 2008). 

Degut a aquesta diferència, podria ser que les tendències que hem discutit 

prèviament (Figures 2-4) fossin degudes a un efecte de mostreig més que no pas a 

l’existència d’una tendència real. Amb l’objectiu de descartar aquesta possibilitat, 

vam simular el procés de mostreig a partir d’una població sense relació entre la TD 

i la resta de variables: vam generar a l’atzar 100000 mostres amb les 

característiques del nostre conjunt de dades (13970 parells d’ortòlegs, i 46% i 

30% d’humà i ratolí, respectivament, amb TD), però assumint independència entre 

la TD als ortòlegs d’humà i ratolí. Els resultats s’exposen a la Figura 6, on podem 

veure que la corba mitjana de la simulació de mostreig és bàsicament plana (com 

esperàvem, segons l’assumpció d’independència) i que hi ha diferències 

significatives entre les relacions observades i les corbes mitjanes de la simulació de 

mostreig (Coeficient de correlació d’Spearman per a la diferència entre observat i 

les corbes mitjanes de la simulació de mostreig a (A), (B) i (C) de 0.77, 0.89, -0.93, 

respectivament, amb p-valors �0 en tots tres casos). Aquest resultat mostra que és 
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bastant poc probable que les tendències que s’han discutit prèviament siguin 

degudes a un efecte de mostreig.  

 

Figura 6. Exclusió d’un possible efecte de mostreig en els resultats sobre la concurrència de la TD. A fi i 
efecte de descartar la possibilitat que les tendències observades a les Figures 2-4 fossin degudes a un efecte de 
mostreig i que, en realitat, no n’hi hagués, de tendències, vam reproduir el resultat d’aquestes figures (a més a 
mes de la Figura 5) fent servir 100000 versions a l’atzar del nostre conjunt de dades original (veure Material i 
mètodes). En negre, mostrem els resultats observats  (igualment mostrats en negre a les Figures 2-4); en gris 
fosc, tracem els resultats de la mitjana d’aquestes 100000 versions a l’atzar i, en gris clar, l’embolcall d’1 de la 
desviació estàndard de la mitjana. Els quatre dibuixos corresponen a les quatre variables treballades en aquest 
estudi: (A) la identitat de seqüència proteica; (B) i (C) la identitat de seqüència i divergència dels motius 
compartits de la regió cis-reguladora (concretament, 1000 parells de bases a 5’ del TSS); i (D) la correlació de 
l’expressió gènica. Les diferències observades a (A), (B) i (C) entre les dades originals i la seva versió a l’atzar 
ens indiquen que les tendències de les Figures 2-4 no són, amb molta probabilitat, resultat de fluctuacions del 
mostreig. 

 

Una quantitat indeterminada d’isoformes en el nostre conjunt de dades  podria 

correspondre a TD d’origen genètic, deguda a diferències al·lèliques entre 

individus (Nembaware et al., 2004), o a soroll estocàstic (Melamud and Moult, 

2009) o una combinació de tots dos. De nou, per excloure la possibilitat que 

aquesta variabilitat pogués introduir tendències no desitjades en els nostres 

resultats,  vam realitzar 10000 simulacions, on a cadascuna de les quals un 

percentatge donat de TD era eliminat a l’atzar pel 15% dels gens de cada espècie 

(de manera independent a humà i ratolí, veure Materials i Mètodes); aquest valor 
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va ser escollit perquè coincidia amb el llindar superior de la variabilitat d’origen 

genètic proposat per Nembaware i col·laboradors (Nembaware et al., 2004). A 

continuació, vam recalcular els gràfics de les Figures 2-5. Els resultats obtinguts 

(Figura 7) foren similars a les dades originals (Figures 2-5) i, per tant, van revelar 

que les tendències originals no corresponien a un biaix degut a la TD 

intraespecífica, sinó més bé a diferències interespecífiques.  

 

 

Figura 7. Inalterabilitat dels resultats sobre la concurrència de la TD respecte la variabilitat individual 
o estocàstica. Després d’eliminar a l’atzar TD del nostre conjunt de dades original, vam reproduir els resultats 
per a les gràfiques de la concurrència de la TD respecte les quatre variables estudiades en aquest treball: (A) 
identitat de seqüència proteica; (B) i (C) identitat de seqüència i divergència dels motius compartits de la regió 
cis-reguladora (en aquest cas, 1000 parells de bases a 5’ del TSS); i (D) la correlació de l’expressió gènica. En 
aquest cas, també vam obtenir un embolcall d’1 de la desviació estàndard per als valors observats. Les 
tendències resultants són comparables a les que hem vist a les dades observades originals (Figures 2-5) i 
mostren que és poc probable que aquestes tendències originals fossin degudes a la variabilitat individual o 
estocàstica a nivell molecular. 

 

3.3.3 Equivalència d’isoformes respecte DP, DcR i la divergència de 

l’expressió gènica 

Per aquelles parelles d’ortòlegs en les quals tots dos gens tinguessin TD,  vam 

comparar les isoformes alternatives per intentar esbrinar si l’equivalència 
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d’isoformes tenia algun tipus de relació amb la DP, la DcR i la divergència 

d’expressió gènica. La comparació d’isoformes es va dur a terme utilitzant el 

mètode de comparació basat en xarxes neuronals (Talavera et al., 2007a) tal com 

expliquem a la Secció “3.2.4 Isoformes homòlogues”, a Material i mètodes.  

No vam trobar cap tendència en els nostres resultats (Figura 8), és a dir, no hi 

havia cap relació significativa entre l’equivalència d’isoformes i la resta de 

variables (DP, DcR o correlació de l’expressió gènica). La solidesa d’aquest resultat 

va ser confirmada mitjançant l’aplicació del nostre protocol de comparació amb 

uns llindars de diferència de longitud del 0% i el 20%, sense trobar diferències 

€substancials (veure Figures addicionals 1 i 2). 

 

 

Figura 8. Relació entre l’equivalència d’isoformes i les divergències de proteïna, de la regió cis-
reguladora i de l’expressió gènica. (A) DP (representada per la identitat de seqüència proteica), (B) i (C) DcR 
(representada per la identitat de seqüència i la divergència dels motius compartits) i (D) la divergència de 
l’expressió gènica (representada per la correlació de l’expressió gènica). Les dades en cru estan traçades en 
gris, i les dades suavitzades per finestra flotant estan representades en negre. No vam poder veure cap relació 
clara per cap dels quatre casos, ja que aquesta era molt lleu o inexistent. 
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3.4 Discussió 

En els darrers anys, s’han aconseguit avanços significatius en la identificació de les 

fonts moleculars de la diversitat fenotípica (Castillo-Davis et al., 2004). A més a 

més d’aprofundir en el coneixement d’aquestes fonts, és necessari establir quines 

relacions hi ha entre elles (Copley, 2008). Per exemple, si actuen plegades o de 

manera independent, i fins a quin punt, en el procés de diferenciació de fenotips 

(Copley, 2008; Lemos et al., 2005); si hi ha algun grau d’equivalència entre elles, de 

manera que diferents fenòmens moleculars poden tenir un paper comparable o 

similar en diferents espècies (com ha estat suggerit justament per l’splicing 

alternatiu i la duplicació gènica (Kopelman et al., 2005; Su et al., 2006)); etc. Un 

grapat d’estudis recents han començat a clarificar aquest assumpte pel que fa a la 

DP, la DcR i la divergència en l’expressió gènica (Castillo-Davis et al., 2004; Chiba et 

al., 2008; Tirosh et al., 2008; Wall et al., 2005; Wang and Rekaya, 2009). Malgrat 

això, no hi havia cap estudi fins ara relacionant aquests fenòmens amb la TD. En 

aquest treball hem posat fil a l’agulla en aquest tema, tot explorant l’existència 

d’una relació entre, per una banda, la TD (descrita utilitzant dos mesures: la 

concurrència de TD i l’equivalència d’isoformes, Figura 1) i, per una altra banda, la 

DP, la DcR i l’ expressió gènica.  

Hem trobat que la concurrència de la TD està relacionada amb les altres fonts de 

diferències fenotípiques (Figures 2-4). És especialment interessant la relació entre 

la concurrència de TD i la DP (Figura 2, gràfic a l’esquerra) ja que, quan ho 

complementem amb informació addicional sobre la seqüència i funció proteica, ens 

permet distingir dos regions rellevants per a la diversitat fenotípica i el seu origen 

molecular. És ben conegut que la funció de la proteïna i la divergència de seqüència 

estan lligades, i que molts aspectes de la funcionalitat de la proteïna  estan 

conservats per sobre d’un llindar d’identitat de seqüència, els quals són: 60-70% 

per la funció enzimàtica (Devos and Valencia, 2000; Rost, 2002; Tian and Skolnick, 

2003); 30-40% per la geometria global de les interaccions proteiques (Aloy et al., 

2003); 50% per l’estructura quaternària (Levy et al., 2008); per sobre del 65% per 

a la conservació de la parella proteica (Yu et al., 2004); i entre el 60 i 80% per una 

sèrie de propietats associades a funció (Devos and Valencia, 2001). Basant-nos en 

aquestes dades, podem definir un llindar d’identitat de seqüència d’entre el 50% i 
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el 70% per sota i per sobre del qual la funció proteica és diferent o conservada, 

respectivament. Això ens suggereix que, en general, la TD pot contribuir a les 

diferències interespecífiques, tot i que la DP no ho faci: podria ser el cas de gens 

situats en la regió de conservació de funció (identitat de seqüència proteica > 50-

70%). Dades recents (Blekhman et al., 2010; Calarco et al., 2007) concorden amb 

aquesta idea, al menys pel que fa a espècies molt properes. En un treball 

experimental i comparatiu de l’splicing alternatiu a humà i ximpanzé, Calarco i 

col·laboradors (Calarco et al., 2007) trobaren exemples clars on els patrons 

d’splicing alternatiu poden variar entre ambdues espècies, i conclouen que 

probablement tinguin un impacte en les diferències fenotípiques. Per exemple, el 

gen de TAF6 (TATA-box-binding protein-associated factor 6) codifica per una 

isoforma a humà que no es troba a ximpanzé (Calarco et al., 2007). Per una altra 

banda, Blekhman i col·laboradors (Blekhman et al., 2010) arribaren a una 

conclusió similar quan van comparar els patrons d’expressió de transcrits a humà 

respecte els de ximpanzé i macaco rhesus (Macaca mulatta). En concret, varen 

observar que les isoformes curtes (les quals són generalment de naturalesa 

reguladora (Lois et al., 2007)) exclusives d’humà estan associades amb gens que 

participen en l’estructura anatòmica i en processos de morfogènesi (Blekhman et 

al., 2010). Degut a que les espècies estudiades tenen una similitud mitjana 

aminoacídica superior al 90% (Magness et al., 2005; Watanabe et al., 2004), 

clarament per sobre del llindar que ens indica divergència funcional (un valor 

proper al 50-70%, com ja hem explicat), tots aquests resultats indiquen que 

l’splicing alternatiu pot contribuir a les diferències fenotípiques entre humà i la 

resta de primats quan la identitat de seqüència codificant és massa elevada per 

introduir cap contribució real. Una situació semblant també ha estat descrita en un 

estudi comparatiu de l’splicing alternatiu en subespècies de Mus musculus (Harr 

and Turner, 2010), on la identitat de seqüència entre aquestes subespècies és, 

lògicament, molt alta. 

També vam observar una relació entre la concurrència de TD i la DcR (Figures 3-4) 

i entre la concurrència de TD i la correlació de l’expressió gènica (Figura 5). 

Aquesta última és molt més feble que la primera, un fet que no ens hauria de 

sorprendre ja que és un fenotip regulat per a diversos factors (com pot ésser la 

presència/absència d’enhancers, l’estat de la cromatina, etc.) i, a més a més, se sap 
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que la qualitat de les dades sobre expressió, normalment baixa, afecta els estudis 

comparatius entre espècies (Liao and Zhang, 2006). Pel que fa a la DcR, la situació 

és lleugerament diferent (Figures 3-4): es pot observar una tendència molt més 

evident en la direcció esperada (creixent amb el percentatge d’identitat de 

seqüència i decreixent amb la divergència dels motius compartits). En aquest cas, 

però, i contràriament al que hem vist pel cas de la DP, la interpretació de les dades 

és limitada degut a la falta de llindars generals relacionats amb la divergència 

funcional. No obstant això, com en el cas de la DP, donat el fet que la concurrència 

de TD és baixa per conservacions altes de la regió cis-reguladora, podem especular 

que la TD pot contribuir a les diferències fenotípiques entre organismes quan la 

divergència a la regió cis-reguladora és encara massa baixa com per a poder tenir 

un impacte funcional. 

A més a més de la concurrència de la TD, vam estudiar la relació entre fracció 

d’isoformes alternatives equivalents (Talavera et al., 2007a) i DP, DcR i correlació 

de l’expressió gènica. Els resultats obtinguts foren els mateixos per totes les 

comparacions (Figura 8): no hi ha cap relació entre l’equivalència d’isoformes i la 

resta de variables. Aquest resultat va d’alguna manera contra la intuïció que 

teníem, ja que esperàvem al menys una tendència entre l’equivalència d’isoformes 

i la DP, degut al solapament entre les regions codificadores i les senyals de 

l’splicing alternatiu (Fichant, 1992; Goren et al., 2006; Schaal and Maniatis, 1999; 

Smith and Valcarcel, 2000; Whamond and Thornton, 2006). Hi ha diversos factors 

que poden explicar aquesta contradicció. A continuació, els discutirem breument 

considerant aquells factors en els que estigui implicat l’splicing alternatiu, ja que és 

el contribuïdor a la TD més conegut. Primer de tot, les insercions/delecions i les 

substitucions, les quals són les principals propietats que determinen la similitud 

d’isoformes i, per tant, l’equivalència, depenen de l’estructura gènica, la qual està 

sovint ben conservada entre els ortòlegs d’humà i ratolí (Meyer and Durbin, 2004; 

Pavesi et al., 2008; Waterston et al., 2002). Amb tota seguretat, estarà conservada 

dins del rang de valors que hem escollit per aquest estudi. Per tant, no esperem cap 

variació destacada en l’equivalència d’isoformes en relació a aquestes variables. I 

en segon lloc, no podem descartar la importància que pot tenir una petita fracció 

d’errors en el nostre protocol de comparació d’isoformes. De totes maneres, és poc 

probable que aquestes alteressin substancialment la tendència real, ja que la regió 
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més propensa a cometre errors del nostre protocol (identitats de seqüència que 

voregin el 50%) és on menys ortòlegs humà-ratolí tenim. En resum, basant-nos en 

els nostres resultats (Figura 8) pensem que no hi ha cap tendència, o és lleu, entre 

l’equivalència d’isoformes i la DP, la DcR i la divergència en l’expressió gènica. 

Donat que les isoformes poden realitzar multitud de papers reguladors, aquest 

resultat ens indica que les diferències en la naturalesa de les isoformes poden 

jugar algun rol en determinar diferències fenotípiques quan les altres variables 

mostren un nivell de divergència baix. Cal destacar el cas de la DP, per la qual 

només vam trobar equivalència d’isoformes parcial per sobre del llindar de 

divergència funcional (per identitats de seqüència proteiques superiors al 50%). 

Aquest resultat està en la línia, de nou, de les conclusions obtingudes en els estudis 

comparatius entre humà i primats (Blekhman et al., 2010; Calarco et al., 2007) i 

entre les subespècies de ratolí (Harr and Turner, 2010). 

3.5 Conclusions 

Aquest treball subministra, per primera volta, un model quantitatiu per a la relació 

entre la TD (centrant-nos en dos de les seves característiques: la concurrència de la 

TD i l’equivalència d’isoformes) i la DP i la DcR, i mostra com aquest model pot ser 

utilitzat per entendre les contribucions relatives d’aquests factors a la diversitat 

fenotípica entre espècies. En el primer bloc, hem exposat com la concurrència de 

TD varia d’acord amb la DP i la DcR; en concret, hem descrit com fins i tot a nivells 

de divergència no funcionals de la seqüència proteica i de la regió cis-reguladora, la 

concurrència de la TD introdueix una variació funcional potencial, és a dir, la TD 

pot estar ja contribuint a la diversitat fenotípica. Aquesta conclusió ve reforçada 

pel segon bloc, en el qual mostrem que l’equivalència d’isoformes no està 

relacionada, o de manera molt lleu, a la DP i la DcR. Això ens fa pensar que, abans 

que la divergència per proteïna i per la regió cis-reguladora amb implicació 

funcional pugui produir-se, trobem isoformes específiques a humà i ratolí que 

poden contribuir a les diferències entre organismes 
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3.6 Figures addicionals 

 

 
Figura Addicional 1. Relació entre l’equivalència d’isoformes i les divergències de la seqüència 
proteica, de la regió cis-reguladora i de l’expressió gènica. Aquesta figura és equivalent a la Figura 8 però 
en aquest cas les dades van ser obtingudes després d’imposar que no hi hagués diferències de mida entre les 
isoformes principals d’humà i ratolí.  (A) DP (descrita per la identitat de seqüència proteica), (B) i (C) DcR 
(representada per la identitat de seqüència i la divergència dels motius compartits) i (D) la divergència de 
l’expressió gènica (representada per la correlació de l’expressió gènica). Les dades en cru estan representades 
en gris i les dades suavitzades per finestra flotant estan traçades en negre. No vam poder veure cap relació 
clara per cap dels quatre casos, ja que aquesta era molt lleu o inexistent. 
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Figura Addicional 2. Relació entre l’equivalència d’isoformes i la divergència de proteïna, de la regió 
cis-reguladora i de l’expressió gènica. Aquesta figura és equivalent a la Figura 8 però, en aquest cas, les 
dades van ser obtingudes després d’imposar que la diferència entre la longitud de les isoformes principals 
d’humà i ratolí fossin inferiors al 20% de la mida mitjana. (A) DP (definida per la identitat de seqüència 
proteica), (B) i (C) DcR (representada per la identitat de seqüència i la divergència dels motius compartits) i 
(D) la divergència de l’expressió gènica (descrita per la correlació de l’expressió gènica). Les dades en cru 
estan representades en negre i les dades suavitzades per finestra flotant estan dibuixades en negre. No vam 
poder veure cap relació clara per cap dels quatre casos, ja que aquesta era molt lleu o inexistent.



 

 
 

4. L’impacte de l’splicing alternatiu en 

l’arquitectura de dominis a humà i ratolí: 

implicacions per a la conservació de la regulació de 

la funció proteica 

4.1 Introducció 

Tal com hem descrit a la introducció d’aquesta tesi, l’splicing alternatiu és una de 

les fonts més importants de diversitat proteica (Nilsen and Graveley, 2010). Té la 

capacitat de modificar la seqüència proteica de dos maneres diferents: mitjançant 

substitucions (on part de la seqüència proteica és substituïda per un fragment de 

seqüència de mida variable) i/o insercions/delecions (Indels) a localitzacions 

específiques de la seqüència (Ben-Dov et al., 2008; Kondrashov and Koonin, 2003; 

Valenzuela et al., 2004). Aquestes modificacions de la seqüència estan associades a 

un àmplia i variada sèrie d’efectes funcionals, que poden abastar des de 

modulacions subtils (com els canvis en l’especificitat de substrat (Hymowitz et al., 

2003)) fins a mecanismes més dràstics de switch on/off, com la generació de 

dominants negatius (Barberan-Soler et al., 2009; Stamm et al., 2005).  

L’splicing alternatiu aprofita la manera com està distribuïda la funció al llarg de la 

seqüència proteica. Les proteïnes tenen una estructura modular on els diferents 

dominis presents són els responsables de les activitats més diverses, com és  

l’activitat enzimàtica, les interaccions proteïna-proteïna o la unió al DNA, entre 

d’altres (Creighton, 1993)(Figura 1). La quantitat i la disposició d’aquests dominis 

al llarg de la seqüència proteica defineix l’arquitectura de dominis de la proteïna, la 

qual està tan íntimament relacionada amb la seva funció (Hegyi and Gerstein, 

2001) que alguns mètodes de predicció de la funció proteica es basen 

completament en aquesta arquitectura i la seva conservació (Forslund and 
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Sonnhammer, 2008). L’splicing alternatiu, doncs, es beneficia de la modularitat 

dels dominis per generar diversitat funcional.  

 

 

Figura 1: L’estructura modular de les proteïnes. En aquest exemple, veiem com s’organitzen els dominis del 
receptor d’andrògen (ANDR_HUMAN). Està format per un domini modulador a l’extrem N-ter, un domini 
d’unió al DNA (zf-C4) i un domini d’unió a lligand al C-ter. Una isoforma generada per AS s’expressa al cor i al 
múscul esquelètic i no conté el domini “Androgen-recep”. L'anotació de dominis ha estat obtinguda mitjançant 
Pfam. 

 

En els darrers anys, una sèrie d’estudis ens han mostrat les diverses formes per les 

quals l’splicing alternatiu pot alterar l’arquitectura proteica (Garcia et al., 2004; 

Stetefeld and Ruegg, 2005; Xing et al., 2003). En una revisió sobre els factors de 

transcripció eucariotes, Latchman (Latchman, 1990) va descriure com els 

reguladors de la isoforma principal poden originar-se per la pèrdua del domini 

d’unió a lligand. En un treball posterior, López (Lopez, 1995) va descriure, de 

manera més extensa, com l’splicing alternatiu en factors de transcripció pot donar 

lloc a isoformes amb l’arquitectura de dominis modificada en relació a la isoforma 

principal. També va descriure la relació entre aquest canvi de seqüència i el rol 

funcional de la isoforma, tot recalcant el fet que algunes isoformes podrien actuar 

com a reguladors de la isoforma principal (com són, per exemple, els dominants 

negatius). Una generalització d’aquests resultats estesos cap a d’altres famílies 

proteiques es pot trobar en el treball de Kriventseva i col·laboradors (Kriventseva 

et al., 2003), en el qual van mostrar que l’splicing alternatiu tendeix tant a eliminar 

com a afectar greument els dominis de la proteïna, provocant així l’aparició de 

possibles isoformes reguladores. Liu i Altman (Liu and Altman, 2003) van observar 

que no tots els dominis proteics tenen la mateixa probabilitat de patir splicing: 

alguns dominis que suporten splicing d’una manera desproporcionada tenen 

tendència a formar part de proteïnes associades a processos com la diferenciació, 

el desenvolupament, etc. En un estudi sobre la composició proteica d’ENCODE, 

Tress i col·laboradors (Tress et al., 2007) van trobar molts exemples on l’splicing 

alternatiu introdueix grans canvis de seqüència, incloent alguns casos interessants 
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on els esdeveniments d’splicing exclouen dominis sencers. Encara que aquests 

autors anticipen la possibilitat que part d’aquest splicing alternatiu no tingui cap 

rol específic i que gaudeixin de la tolerància de la cèl·lula, també consideren que és 

possible que tinguin un paper regulador. Recentment, fent servir un conjunt de 

dades diferent als anteriors, Floris i col·laboradors (Floris et al., 2008) han 

observat que en molts casos les isoformes mostren arquitectures de dominis 

alterades, amb dominis que es troben absents de manera parcial o total. Aquests 

autors ens indiquen que aquestes isoformes estan relacionades amb un paper 

regulador de la isoforma principal com pot ser que, per exemple, les isoformes 

alternatives siguin antagonistes de l’efecte funcional de la isoforma principal. 

En tots aquests estudis, encara que s’emfatitza en el coneixement de la naturalesa 

del canvis de seqüència i el seu efecte en les arquitectures de dominis, hi ha lloc 

per postular sobre el paper funcional de l’splicing alternatiu. És més, en molts 

d’aquests treballs es proposa un rol regulador de la funció gènica, en el sentit de 

control sobre les quantitats d’isoforma principal, per part de les isoformes 

alternatives. No obstant això, aquesta proposta rarament ha anat acompanyada 

d’una descripció del mecanisme que expliqui aquest paper regulador. Tal com va 

mostrar de manera sistemàtica López (Lopez, 1995; Lopez, 1998) i, més 

recentment, Talavera et al. (Talavera et al., 2009) en el cas dels factors de 

transcripció, per relacionar aquest paper regulador amb els canvis de seqüència 

introduïts per l’splicing és necessari tenir en compte les diferències en 

l’arquitectura de dominis entre les isoformes principal i alternativa, i la seva co-

expressió. Pel que fa a l’extensa família dels enzims epigenètics, Lois i 

col·laboradors (Lois et al., 2007) van descriure diferents mecanismes reguladors 

relacionats amb l’splicing alternatiu: dominants negatius, efectes similars a la 

regulació del promotor, etc. Del treball de Stamm i col·laboradors també obtenim 

una visió de com els dominants negatius de la isoforma principal poden ser 

generats per la pèrdua de dominis (Stamm et al., 2005). Brenner i col·laboradors 

(Lareau et al., 2007) han defensat un paper regulador de l’splicing en combinació 

amb el NMD, en concret del mecanisme anomenat RUST (Regulated Unproductive 

Splicing and Translation). En resum, hi ha una evidència àmplia que ens mostra que 

l’splicing alternatiu pot tenir un rol regulador mitjançant l’alteració de 

l’arquitectura de dominis de la proteïna, però també assenyalant que els 
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mecanismes reguladors resultants poden ser diversos. Donades aquestes 

conclusions, combinades amb la rellevància de la regulació a l’hora d’establir les 

diferències de complexitat entre organismes (Carroll, 2005), hem decidit estudiar 

la conservació de l’splicing alternatiu entre humà i ratolí, tot centrant-nos en les 

propietats reguladores de les isoformes alternatives. Ens hem proposat estudiar 

tres punts principals: (i) la relació entre l’splicing alternatiu i l’expressió gènica; 

(ii) la conservació dels mecanismes reguladors basats en l’splicing alternatiu entre 

els ortòlegs d’humà i ratolí; (iii) la conservació d’esdeveniments específics 

d’splicing alternatiu regulador.  

 

4.2 Material i mètodes 

4.2.1 Obtenció del conjunt de dades 

El conjunt de dades que es va fer servir en aquest treball prové del que s’ha descrit 

al Capítol 3. En aquest conjunt de dades, tenim 13970 parelles d’ortòlegs d’humà i 

ratolí, amb informació de tot tipus sobre identitat de seqüència proteica, presència 

d’AS i nombre d’isoformes, expressió gènica, etc. Per a més detalls de com es van 

obtenir aquestes dades, consulteu la secció de Material i mètodes del Capítol 3.  

4.2.2 Definició i quantificació dels diferents tipus d’splicing alternatiu  

A continuació, es descriu la classificació de les quatre classes d’splicing alternatiu 

que s’han definit per aquest treball (veure també la Figura 2) i es donen les dades 

completes corresponents a les Taula 1 i 2.   

 

Classe 1: Sense dominis ni a la isoforma principal (MI) ni a la isoforma 

alternativa (AI). En aquesta classe, agrupem tots aquells casos en el quals no vam 

obtenir informació sobre dominis ni a la isoforma principal (MI, per les sigles en 

anglès) ni per la isoforma alternativa (AI, per les sigles en anglès). En aquest cas, 

no vam podem establir ni interpretar el paper regulador de les isoformes 

alternatives, degut a la falta d’informació sobre l’arquitectura de dominis de la 

proteïna i l’efecte conseqüent que introduiria l’AS sobre ella.  
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    Visió gènica Visió d’isoforma 

Classe  Sub-classe Casos % Casos % 

Classe 1   1263 16,31 2181 14,60 

Classe 2 0-49% 2605 33,63 4502 30,14 

  50-79% 1455 18,78 2208 14,78 

  80-100% 556 7,18 764 5,11 

Classe 3  1159 14,96 1619 10,84 

Classe 4 1 domini perdut 1882 24,30 2601 17,41 

  >1 domini perdut 812 10,48 1063 7,12 

    - - 14938 100 

Taula 1: Resum de la classificació dels esdeveniments d’AS per humà. Es mostren els resultats organitzats 
segons dues visions: a la visió d’isoforma hem comparat les arquitectures de dominis entre totes les isoformes 
alternatives (AI) i la isoforma principal (MI) pel gen corresponent i les hem classificat segons els criteris 
esmentats. El nombre total i el percentatge es refereixen al nombre d’AI incloses en el conjunt de dades. Per la 
seva banda, la visió gènica resumeix la visió d’isoforma per gen: compta la presència de cada una de les classes 
per gen. El percentatge és respecte el nombre total de gens amb AS però la suma de casos no és igual al 
nombre de gens amb AS, ja que un mateix gen pot tenir parelles MI-AI de diferents classes. (Per exemple, en un 
gen amb 5 AI, si tres isoformes són de la Classe 2 i dues isoformes de la Classe 4, per la visió d’isoforma 
tindrem un 3 a la casella de la Classe 2 i un 2 a la casella de la Classe 4. Des de la visió gènica, tindrem un 1 a la 
casella Classe 2 i un 1 a la casella Classe 4, ja que només es compta la presència en aquell gen d’alguna de les 
classes, no importa quants cops). 

 

    Visió gènica  Visió d’isoforma  

Classe  Sub-classe Casos % Casos % 

Classe 1   666 13,75 1048 13,02 

Classe 2 0-49% 1798 37,13 2783 34,57 

 50-79% 898 18,54 1238 15,38 

 80-100% 375 7,74 479 5,95 

Classe 3  604 12,47 751 9,33 

Classe 4 1 domini perdut 929 19,18 1217 15,12 

  >1 domini perdut  429 8,86 535 6,65 

    - - 8051 100 

Taula 2: Resum de la classificació dels esdeveniments d’AS per ratolí. Aquesta taula és l’equivalent de la 
taula 1 però amb dades de ratolí. Veure Taula 1 per a més detalls. 

 

Classe 2: Variants de la mateixa funció. En aquest cas, tant la isoforma principal 

com l’alternativa presenten la mateixa estructura de dominis. En aquesta categoria 

la naturalesa reguladora de l’AS és substancialment diferent que a la resta de 

classes ja que l’AS probablement introdueixi canvis que modulin subtilment la 
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funció, mitjançant la modificació de les cues dels dominis o de les zones 

interdominis. És a dir, tant la isoforma principal com l’alternativa exploren regions 

properes de l’espai funcional proteic. Per assignar un esdeveniment d’AS a aquesta 

classe, vam emprar el següent protocol: (i) calcular l’arquitectura de dominis de les 

isoformes principal i alternativa; (ii) comprovar que totes dues isoformes 

tinguessin exactament el mateix nombre d’elements funcionals (dominis, hèlixs 

transmembrana, pèptids senyal i dominis desordenats) i disposats en el mateix 

ordre. Degut a que en aquesta classe la interpretació funcional depèn de la 

cobertura de dominis funcionals al llarg de la seqüència proteica, vam dividir 

aquesta classe en tres subclasses d’acord a la fracció de residus que pertanyen a 

algun domini funcional: entre el 0% i el 50%, entre el 50% i el 80% i, finalment, 

entre el 80% i el 100%. A la primera subclasse, la fracció de dominis és tan baixa 

que impedeix un anàlisi funcional fiable de l'AS, basant-nos únicament en 

l'arquitectura de dominis. La segona la situació és millor i, finalment, a la tercera 

subclasse l'anàlisi funcional esdevé molt fiable, degut a que pràcticament tota la 

proteïna pertany a un domini funcional. 

 

Classe 3: Aparició de nous dominis. Aquesta classe inclou aquells casos on l’AS 

ha modificat l’arquitectura de dominis de la isoforma principal mitjançant la 

introducció de nous dominis, la reordenació de dominis ja existents o degut a la 

introducció de petits canvis de seqüència però amb rellevància funcional (hèlixs 

transmembrana, pèptids senyal o regions desordenades). A l’hora de col·locar un 

esdeveniment d’splicing en aquesta classe, vam utilitzar el protocol següent: (i) 

calcular l’arquitectura de dominis de les isoformes principal i alternativa; (ii) 

comprovar que la isoforma alternativa presentés algun element funcional que no 

aparegués a la isoforma principal. Aquest element podia ser un nou domini, una 

hèlix transmembrana, una pèptid senyal diferent o una regió desordenada  

 

Classe 4: Pèrdua de dominis coneguts. Aquesta classe inclou aquells casos on 

l’AS ha modificat l’arquitectura de dominis de la isoforma principal mitjançant 

l’eliminació de domini(s) específic(s). Aquesta classe és especialment interessat 

degut a que inclou el mecanisme àmpliament conegut dels reguladors dominants 

negatius. Hem dividit aquesta classes en dues sub-classes: (a) quan la pèrdua és de 
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només un domini i (b) quan diversos dominis s’eliminen. A l’hora de destinar un 

esdeveniment d’AS a aquesta classe, vam emprar el següent protocol: (i) calcular 

l’arquitectura de dominis de les isoformes principal i alternativa; (ii) Comprovar si 

la isoforma alternativa ha perdut un o més dominis en referència a la isoforma 

principal; (iii) Verificar que cap element funcional nou ha aparegut a la isoforma 

alternativa, com hèlixs transmembranes, dominis desordenats i/o pèptids senyals, 

i els que restin, mantinguin el mateix ordre que a la isoforma principal. Si aquest 

fos el cas, aquest cas concret seria recol·locat a la classe 3.  

 

 
Figura 2: Classificació dels esdeveniments d’splicing alternatiu. S’esquematitzen les quatre classes que 
s’han descrit al text. Per claredat, no s’han mostrat les tres subclasses de la Classe 2. Per a que un domini es 
consideri absent, ha de tenir en aquell domini menys del 50% de residus que tenia el domini corresponent a la 
MI. EF: element funcional (dominis, hèlix transmembrana, regió desordenada, pèptid senyal); MI: isoforma 
principal; AI: isoforma alternativa. 

 

4.2.3 Identificació d’elements funcionals  

4.2.3.1 Assignació de dominis 

A fi d’establir l’arquitectura de dominis de totes les isoformes, vam utilitzar el 

programa Cd-Search (CDD versió 2.22, 27-05-2010) (Marchler-Bauer and Bryant, 

2004), a partir del qual vam recuperar la informació de dominis que provinguessin 

de la base de dades Pfam (Finn et al., 2010). Del dominis predits resultants, vam 

resoldre els solapaments de dominis i vam considerar absents aquells dominis que, 
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a la isoforma alternativa, han perdut un 50% o més dels residus que tenen a la 

isoforma principal. A la fi del procés, vam obtenir l’anotació de dominis Pfam i el 

seu ordre respectiu dins de totes les isoformes.  

4.2.3.2 Hèlixs transmembrana 

Vam emprar el programa Memsat3 (Jones, 2007) que ens permet predir quins 

residus estan implicats en hèlixs transmembrana i, a més a més, ens dona la 

topologia general més probable. Només vam tenir en compte les hèlixs 

transmembrana predites que tinguessin una fiabilitat superior a 2, que garanteix 

una elevada probabilitat d'encert, que fou del  80% en el test de referència emprat 

pels seus programadors (Jones, 2007). En els casos que el nombre d’hèlixs 

transmembrana entre la isoforma principal i alternativa fossin diferents, vam 

analitzar manualment si l’splicing alternatiu estava implicat en la introducció 

d'aquesta diferència. 

4.2.3.3 Pèptids senyal 

Per identificar el residus implicats en algun pèptid senyal, vam utilitzar el 

programa TargetP (Emanuelsson et al., 2007), el qual ens indicà la localització 

subcel·lular de les proteïnes. Aquest programa proporciona un valor de fiabilitat 

que vam considerar només en el cas que fos 1, és a dir, quan la predicció és més 

restrictiva i fiable. 

4.2.3.4 Regions desordenades 

La identificació de residus desordenats es va realitzar mitjançant el programa 

Disopred2 (Ward et al., 2004). En aquest cas, només vam considerar les 

prediccions amb una fiabilitat igual o superior a 5.  Vam considerar només els 

casos on la isoforma alternativa presentés més d’un 80% de residus desordenats, 

sempre i quan aquest valor fos més elevat que el percentatge de residus 

desordenats a la isoforma principal. En els casos que així va succeir, vam analitzar 

manualment si l’splicing alternatiu n’estava implicat. 

4.2.4  Comparació dels esdeveniments d’splicing alternatiu 

Tal com s’ha descrit al Capítol 3, vam comparar els esdeveniments d’splicing 

mitjançant el nostre software Splash (Talavera et al., 2007a), basat en xarxes 

neuronals. Aquest procediment ens indica si un parell d’esdeveniments d’splicing 
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són equivalents (o homòlegs) i ens dona un índex de fiabilitat d’aquest resultat. La 

comparació no sempre es pot dur a terme, per causes tècniques d’origen de les 

dades (per exemple, quan totes dues isoformes provenien de l’anotació VARSPLIC 

de SwissProt) o per diferències en la mida de les isoformes principal i alternativa. 

En el cas dels esdeveniments d’splicing que generen fenòmens de la Classe 4, vam 

afegir a aquest protocol un procediment semiautomàtic per recuperar el màxim de 

parelles d’isoformes principal i alternativa per comparar amb Splash. En aquest 

cas no ens vam cenyir a les anotacions de SwissProt sobre splicing, sinó que vam 

generar nosaltres mateixos, sempre que vam poder, aquestes anotacions 

mitjançant alineaments amb ClustalW (Thompson et al., 1994) seguides d’una 

inspecció manual. Per a més detalls, consultar la secció “3.2.4 Isoformes 

homòlogues” de la secció de Material i mètodes del Capítol 3. 

4.2.5 Dades d’expressió gènica 

Aquest protocol i les dades obtingudes ja han estat descrites al Capítol 3 (secció 

“3.2.8 Càlcul de la correlació de l’expressió gènica”, dins de Material i mètodes). A 

continuació, tornem a resumir el protocol breument: 

Les dades d’expressió gènica es van obtenir del servidor de biogps 

(http://biogps.gnf.org/): les dades per humà i ratolí van ser U133A/GNF1H i 

GNF1M, respectivament. En cadascun d’ells, cada gen està caracteritzat per la seva 

expressió a 26 teixits. Pel que fa a la divergència de l’expressió gènica entre 

ortòlegs d’humà i ratolí, vam seguir Liao i Zhang (Liao and Zhang, 2006), tot 

calculant el coeficient de correlació de Pearson entre els perfils d’expressió tissular 

respectius per a cada parell d’ortòleg. Recordar que el càlcul només es va dur a 

terme en aquells ortòlegs amb informació disponible de l’expressió gènica.  

4.3 RESULTATS 

4.3.1. Desacoblament entre l’AS i els nivells d’expressió gènica 

Donat el fet que l’AS és un ferm candidat a tenir un paper regulador en les 

quantitats de producte gènic (Floris et al., 2008; Talavera et al., 2009; Tress et al., 

2007), vam explorar si hi havia cap relació entre AS i els nivells d’expressió gènica. 

Per assolir aquest objectiu, vam seguir la mateixa aproximació que ja van emprar 
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Talavera i col·laboradors (Talavera et al., 2009), en la que dividiren la població de 

parelles d’ortòlegs en quatre subgrups, depenent si els gens humans i/o els gens 

murins presentaven AS: (AS,AS), (AS,noAS), (noAS,AS) i (noAS,noAS). Quan vam 

representar l’histograma de freqüències de la correlació de l’expressió gènica per 

cadascun d’aquests quatre grups, no vam trobar cap diferència significativa entre 

ells (Figura 3, X2 = 0,12; p-valor > 0,05). Així, aquesta similitud entre les 

distribucions sembla indicar-nos un desacoblament entre l’AS i l’expressió gènica.  

 

Figura 3: Comparació de l’expressió gènica entre ortòlegs d’humà i ratolí. Es compara el coeficient de 
correlació de Pearson de l’expressió gènica pels quatre grups definits: (AS,AS), (AS,noAS), (noAS,AS), (noAS, 
noAS), per humà i ratolí, respectivament. 

 

4.3.2 Conservació global dels mecanismes reguladors d’AS entre humà i 

ratolí 

A la Taula 3 mostrem els resultats de l’experiment de comparació dels mecanismes 

reguladors basats en AS entre 2914 parelles d’ortòlegs d’humà i ratolí. L'objectiu 

d'aquest experiment és establir el grau de conservació en els mecanismes de 

regulació entre humà i ratolí. Per a cadascuna de les parelles d'ortòlegs 

disponibles, vam comparar si totes dues espècies presentaven els mateixos o 

diferents mecanismes reguladors. Per exemple, comprovàrem si tots dos ortòlegs 

expressaven isoformes alternatives que es poguessin comportar com dominants 
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negatius (o el que és el mateix, si totes dues isoformes per humà i ratolí estaven 

incloses dins de la Classe 4), etc.  

Els nostres resultats mostren que hi ha uns nivells de conservació desiguals entre 

els diferents mecanismes reguladors basats en AS. Per les tres subclasses de la 

Classe 2, Variants de la mateixa funció, la conservació es situa per sobre del 60% 

tant en humà com en ratolí (65,7% i 61,7% respectivament); aixó és 

particularment valuós en el cas de la Classe 2.3 (on s'assoleix un grau de 

conservació del 60,9% i 64,5%, en humà i ratolí, respectivament), degut a que els 

canvis es poden interpretar funcionalment amb més facilitat. Pel que fa a la Classe 

4, Pèrdua de dominis coneguts, el percentatge de conservació no arriba al 50% 

(44,8% i 48,6% per humà i ratolí, respectivament). Finalment, la Classe 3, Nous 

dominis, és la menys conservada de totes, amb percentatges del 29,1% i 27,4% per 

humà i ratolí, respectivament. Vam excloure la Classe 1, Sense dominis a MI/AI, 

d’aquest anàlisi ja que, degut a la falta d’anotacions funcionals, ens va ser 

impossible proposar cap explicació sobre el mecanisme regulador en qüestió. 

 

Taula 3: Resum de les dades obtingudes en la comparació entre ortòlegs dels mecanismes reguladors 
basats en AS. Les zones enfosquides corresponen als esdeveniments conservats entre humà i ratolí 

 

4.3.3. Conservació dels esdeveniments de la Classe 4 (Pèrdua de dominis 

coneguts)  

Un aspecte interessant d’aquest treball fou cercar els esdeveniments equivalents 

d’AS (és a dir, processos d’AS homòlegs entre espècies) entre ortòlegs d’humà i 

ratolí. Vam concentrar el nostre anàlisi en la Classe 4, Pèrdua de dominis, ja que se 

li ha assignat un paper regulador. 
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Vam poder analitzar amb Splash un elevat nombre de les comparacions 

d’esdeveniments d’AS amb patró de dominis de la Classe 4 tant per humà (3093 de 

3482 possibles, 90%) com per ratolí (3067 de 3461 possibles, 88,6%) , gràcies a un 

procediment semiautomàtic, dissenyat a fi i efecte de poder recuperar el màxim 

nombre de casos (veure secció “4.2.4 Comparació dels esdeveniments d’splicing 

alternatiu” a Material i mètodes). Pel que fa a cada espècie, a la Taula 4 es 

resumeixen el percentatge d’esdeveniments de la Classe 4 que van ser equivalents 

amb algun esdeveniment d’splicing (de totes les Classes estudiades) de l’altra 

espècie. La fracció d’isoformes de la Classe 4 amb esdeveniments d’AS equivalents 

és lleugerament superior per ratolí (32,3%), així com la proporció 

d’esdeveniments que incloïen fenòmens de la Classe 4 amb només la pèrdua d’un 

domini (26,7% i 34,2% per humà i ratolí, respectivament). Tot i això, la 

conservació de l’splicing és, en general, baixa per tots els casos de la Classe 4. 

 

 % Equivalents 

1 domini perdut 
% Equivalents 

>1 domini perdut 
% Equivalents 

Total 

Humà Classe 4 
(Ratolí qualsevol Classe) 

26,7% 

(525/1966) 

20,1% 

(227/1127) 

24,3% 

(752/3093) 

Ratolí Classe 4 
(Humà qualsevol Classe) 

34,2% 

(685/2005) 

28,7% 

(305/1062) 

32,3% 

(990/3067) 

Taula 4: Fracció d’esdeveniments d’AS equivalents de la Classe 4 per espècie. Anàlisi de la conservació de 
l’AS on un dels ortòlegs sigui de la Classe 4. Entre parèntesi, el nombre d’esdeveniments d’AS equivalents 
respecte el nombre total de casos que es van poder analitzar per cadascuna de les espècies que van ser, en 
total, 3093 i 3067 per humà i ratolí respectivament. 

 

A continuació, vam reduir aquest mateix anàlisi als casos comuns de Classe 4, és a 

dir, als casos en que totes dues espècies havien de presentar un fenomen de la 

Classe 4. D'aquesta manera, vam poder estudiar l’equivalència/no equivalència 

entre espècies del mecanisme d’AS que donava lloc a la pèrdua de dominis. A més a 

més, vam limitar l’estudi a aquells casos on aquestes isoformes alternatives de la 

Classe 4  per humà i ratolí haguessin perdut exactament els mateixos dominis, 

independentment de la composició de dominis que tingués a cada espècie la 

isoforma principal (en unes altres paraules, que les isoformes principals 
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respectives presentessin diferent arquitectura de dominis no era important: el que 

sí que ho era fou que les isoformes alternatives manquessin dels mateixos 

dominis). Amb aquest conjunt de casos, vam calcular l’equivalència/no 

equivalència dels esdeveniments d’AS.  

Vam obtenir 735 parelles d’esdeveniments d’AS (MI-AI)(MI-AI) amb patrons de la 

Classe 4 comuns, que correspongueren a un total de 333 parelles d’ortòlegs. Des 

del punt de vista d’isoforma, 350 esdeveniments d’AS (47,6%)  van resultar ser 

equivalents pel que fa al mecanisme d’AS. Per a millorar la qualitat d'aquestes 

prediccions, vam considerar només les casos amb fiabilitat igual o superior a 5. Pel 

cas dels esdeveniments d’AS equivalents, 182 casos (52%) complien aquesta 

condició. Per una altra banda, 300 esdeveniments (40,8%) van ser considerats no 

equivalents pel que fa al mecanisme d’AS, tot i que el resultat a nivell de 

l’arquitectura de dominis fos el mateix per ambdues espècies. A la Taula 5 es 

resumeixen aquestes dades. 

 

 Esdeveniments d’AS % Fiabilitat >5 % Fiabilitat >5 

Equivalents 350 47,6% 182 52% 

No equivalents 300 40,8% 285 95% 

Sense resultat 85 11,6% - - 

 735 100% 467 71,8% 

Taula 5: Resum de les comparacions d’esdeveniments d’AS amb Classe 4 comuna des del punt de vista 
d’isoforma. Les dades estan referides al total de les comparacions possibles, 735, que corresponien a 333 
grups d’ortòlegs.  

 

A la Taula 6 es mostren aquests mateixos resultats però des del punt de vista de 

gen o ortòleg. Per a tal fet, vam cercar per a cada un dels 333 ortòlegs la presència 

d'equivalències/no equivalències entre esdeveniments de la Classe 4 i una fiabilitat 

màxima en la comparació SPLASH. El percentatge de ortòlegs amb algun 

esdeveniment d’AS equivalent s’enfila fins el 53% però, tot i això, no podem dir que 

els processos d’AS amb els quals s’obtenen fenòmens de Classe 4 estiguin 

especialment conservats entre humà i ratolí. A més a més, s’ha de tenir en compte 
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que no deixen de ser uns resultats modestos tenint en compte els valors de partida 

(13970 ortòlegs).  

  

 Ortòlegs % Fiabilitat >5 % Fiabilitat >5 

Equivalents 178 53,4% 100 56,2% 

No equivalents 124 37,2% 119 96% 

Sense resultat 31 9,3% - - 

 333 100% 219 72,5% 

Taula 6: Resum de les comparacions d’esdeveniments d’AS amb Classe 4 comuna per ortòlegs (visió de 
gen). En aquests cas, per cada parella d’ortòlegs es quantifica la presència d’algun esdeveniment d’AS 
equivalent i de màxima fiabilitat i, si no hi hagués cap, la presència de l'esdeveniment d’AS no equivalent amb 
fiabilitat més alta. Per diversos motius, no vam obtenir resultat d’equivalència d’AS a la categoria “Sense 
resultat” (veure Material i mètodes, secció 4.2.4 “Conservació dels esdeveniments d’splicing alternatiu”)  

 

4.4 DISCUSSIÓ 

En el present capítol ens hem centrat en l’estudi de la conservació de l’splicing 

alternatiu, entre humà i ratolí, des del punt de vista de les propietats reguladores 

de les isoformes alternatives. Els tres blocs que l’han constituït han estat: (i) la 

(in)dependència entre l’AS i l’expressió gènica; (ii) la conservació dels mecanismes 

reguladors basats en AS entre els ortòlegs d’humà i ratolí; i (iii) la conservació 

d’esdeveniments específics d’splicing alternatiu regulador (Classe 4).  

Pel que fa al primer bloc, els nostres resultats ens indiquen que l’AS i l’expressió 

gènica actuen de manera independent (Figura 3). Així, l’AS tindria una funció 

complementària a la regulació al promotor (regió cis-reguladora) de l’expressió 

gènica, una font ben coneguda de diferències fenotípiques (Carroll, 2005), l’efecte 

del qual seria anàleg però en un nivell diferent. Al Capítol 3 (Figures 5 i 8)  ja hem 

pogut observar la baixa relació obtinguda entre la concurrència de la diversitat 

transcripcional (i la fracció d’isoformes homòlogues) i la divergència de l’expressió 

gènica entre humà i ratolí. Resultats previs (Talavera et al., 2009) ja van assenyalar 

cap a la independència d’aquests dos fenòmens (AS i expressió gènica) pel cas de 

559 factors de transcripció. Anteriorment, s’havia postulat aquesta independència 

(Pan et al., 2004) en els programes d’expressió que dirigeixen la determinació i 

diferenciació tissular. Així doncs, aquestes dades afegides als nostres resultats, ens 
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confirmen que l’AS i la regulació clàssica del promotor operen a diferent nivell i de 

manera independent i, per tant, l’AS pot introduir diferències fenotípiques pròpies 

entre teixits, individus o espècies. El següent pas lògic d’aquest raonament va ser 

preguntar-se, donat el fet que l’AS sembla tenir un rol regulador, quina proporció 

d’aquests mecanismes reguladors basats en AS estan conservats entre humà i 

ratolí.  

Per respondre aquesta qüestió, en primer lloc vam fixar-nos en els efectes que té 

l’AS a nivell de la arquitectura de dominis de les isoformes i fins a quin punt 

aquestes alteracions estan conservades entre espècies. Després de definir els 

diferents tipus o classes de fenòmens que es poden produir (veure secció “4.2.2 

Definició i quantificació dels diferent tipus d’splicing alternatiu” ), vam observar que 

no tots els mecanismes reguladors estan conservats de la mateixa manera, fet que 

permetria a l’AS introduir diferències de complexitat entre humà i ratolí (Taula 3). 

La Classe 2 (Variants de la mateixa funció) va resultar ser la més conservada 

(valors al voltant del 60%). És en aquests casos que l’AS modularia l’expressió 

mitjançant petites modificacions dels extrems dels dominis i les regions 

interdominis, sense alterar dràsticament la funcionalitat de la proteïna. La Classe 3 

(Nous dominis) va ser la menys conservada (valors inferiors al 30%) però aquí és 

necessària una puntualització. Aquesta categoria pot incloure artefactes 

provinents d’una anotació incorrecta de dominis Pfam en casos on aquesta 

predicció hagués de distingir entre diverses arquitectures de dominis amb 

fiabilitats molt properes. Pel que fa a la darrera classe, la Classe 4 (Pèrdua de 

dominis), presentà una conservació inferior al 50% entre els ortòlegs d’humà i 

ratolí però, tot i ser la categoria més restrictiva en les seves condicions, vam poder 

obtenir un nombre destacat de casos. Cal assenyalar que tot aquest anàlisi ha estat 

limitat per la cobertura de casos d’splicing, és a dir, d’isoformes definides per gen, i 

segurament una millor cobertura podria modular la descripció que hem 

proporcionat. 

Finalment, vam centrar-nos en la Classe 4 (Pèrdua de dominis coneguts) per 

desenvolupar un estudi més exhaustiu de la conservació dels esdeveniments 

d’splicing entre espècies, no només de l’alteració del patró de dominis, sinó també 

de la conservació. Vam escollir aquesta categoria ja que és un mecanisme 
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regulador que ha estat ben documentat i establert experimentalment (Gamba, 

2001; Janicke et al., 2009; Stamm et al., 2005; van der Vaart and Schaaf, 2009). Els 

resultats (Taules 4-6) ens indiquen que els esdeveniments d’splicing que duen a la 

pèrdua de dominis no estan gaire conservats, tot i que els esdeveniments 

equivalents siguin lleugerament superiors. D’aquest resultat podem extreure 

diverses explicacions. Un primer raonament seria de tipus tècnic: aquestes 

diferències només respondrien a una mostra molt petita del total de casos 

possibles (333 ortòlegs d’un total de 13970) i seria necessari una cobertura més 

extensa d’AS i de fenòmens de pèrdua de dominis per poder extreure alguna 

conclusió més sòlida. Un segon enfocament seria que aquestes diferències de 

seqüència provoquen alteracions en el patró de dominis i, per tant, impliquen 

divergència funcional. Així doncs,  la baixa conservació dels esdeveniments d’AS 

significarien una introducció de diferències fenotípiques i/o complexitat entre 

espècies.  

 

Figura 4: AS  i el seu impacte en l’arquitectura de dominis. (a) L’ortòleg d’humà i ratolí per la quinasa ZAP-
70 presenta un esdeveniment d’AS equivalent. El canvi de seqüència (deleció de dos dominis SH2) i l’alteració 
de l’arquitectura de dominis és la mateixa, i per tant, esperem el mateix impacte funcional en totes dues 
espècies. (b) L’esdeveniment d’AS pels ortòlegs de la potassium voltage-gated channel subfamily H member 2 és 
no equivalent: l’alteració de seqüència és diferent. No obstant, l’impacte a nivell de dominis és comparable, ja 
que tant a humà com a ratolí el domini PAS es perd. Aquest pot ser un exemple de convergència funcional, on 
la funcionalitat de les dues isoformes d’humà i ratolí és similar, tot i les diferències en el canvi de seqüència. 
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Finalment, un tercer argument defensaria que una part de les diferències que hem 

trobat no implicarien diferències funcionals, tot i ser divergents a nivell de 

seqüència i esdeveniment d’splicing. És a dir, tots dos esdeveniments que duen a la 

pèrdua de dominis tindrien el mateix impacte funcional a partir de diferents 

processos d’AS, el que ve a ser un cas de convergència funcional (Figura 4). 

Aquesta visió ja ha estat suggerida en diversos treballs (Fodor and Aldrich, 2009; 

Lois et al., 2007), el primer d’ells en el cas dels canals de potassi dependents de 

calci, i, en el segon treball, en un conjunt de reguladors epigenètics. Així doncs, tot i 

que la funcionalitat de les isoformes, en general, estigui conservada, els 

mecanismes a nivell de seqüència, com l’AS, que l’han generada poden deure’s a 

vies evolutives divergents. Aquesta opció és especialment interessant en el cas de 

les alteracions del patró de dominis de la Classe 4, pel seu paper establert de 

reguladors (per exemple, dominants negatius), però seria molt interessant també 

generalitzar aquest anàlisi a tota la resta d’esdeveniments d’AS per les diferents 

categories funcionals del proteoma.       

4.5 CONCLUSIONS 

La regulació de l’expressió gènica és un fenomen cabdal en l’establiment de les 

diferències fenotípiques entre organismes. És per això que en aquest capítol hem 

estudiat quines són les propietats i la conservació dels mecanismes reguladors 

basats en AS. Per una banda, hem observat que l’AS i la regulació de l’expressió 

gènica convencional són independents i que actuarien a diferents nivells. A 

continuació, hem descrit una baixa conservació dels mecanismes reguladors per AS 

pel que fa a l’alteració de l’arquitectura de dominis de les isoformes. En concret, 

per aquells esdeveniments d’AS que comporten pèrdua de dominis, la conservació 

del mecanisme d’AS és baixa, encara que la funcionalitat s’hagi conservat, el que 

ens fa pensar en un cas de convergència funcional. Tot plegat ens fa concloure que 

l’AS disposa d’un espai dins la regulació gènica, independent dels altres 

mecanismes de regulació, on introduir variabilitat i influir en la determinació de 

les diferències fenotípiques entre humà i ratolí. 



 

 
 

 



 

 
 

5. La implicació de l’splicing alternatiu en el 

fenomen de la dominància gènica 

5.1 Introducció 

El concepte de dominància genètica deriva del fet que la contribució dels diferents 

al·lels d’un gen autosòmic donat, d’un organisme com a mínim diploide,  és sovint 

no additiva (Kondrashov and Koonin, 2004). Entendre les bases moleculars 

d’aquest fenomen és basic per incrementar el coneixement de les vies 

metabòliques i el seu impacte en el fenotip, així com en el desenvolupament dels 

processos evolutius (Kondrashov and Koonin, 2004). Des d’un punt de vista més 

aplicat, és necessari per conèixer amb més claredat els processos que duen a 

l’aparició de malalties (Furney et al., 2006; Lopez-Bigas et al., 2006; Osada et al., 

2009).  

 

 Punt de vista 

EVOLUTIU 

(Al·lel salvatge) 

Punt de vista 

GENÈTICA HUMANA 

(Al·lel mutant) 

Relació amb la dosi 

gènica 

Gen Haplosuficient Dominant Recessiu Insensible 

Gen Haploinsuficient Recessiu Dominant Sensible 

Taula 1. Resum terminològic sobre la dominància. La part ombrejada correspon a la que s’utilitzà en 
aquest treball 

 

El debat sobre què és exactament la dominància s’ha estès durant més d’un segle, 

des que Gregor Mendel fes les primeres quantificacions d’aquest fenomen (Furney 

et al., 2006). A partir de pocs caràcters qualitatius, Mendel va concloure que una 

sèrie de “factors” (al·lels) dominants amagaven els efectes d’uns altres de recessius 

(Veitia and Birchler, 2010). Posteriorment, durant el primer terç del segle XX, les 

investigacions es van enfocar cap a l’explicació dels mecanismes moleculars de la 
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dominància. Dues teories es van enfrontar: per una banda la teoria fisiològica de 

Sewall Wright i, per l'altra, la teoria evolutiva de R.A. Fisher (Bagheri, 2006; 

Kondrashov and Koonin, 2004). Segons Fisher, els al·lels mutants serien recessius 

respecte els al·lels salvatges i aquesta dominància hauria aparegut gràcies a la 

selecció natural, que protegiria els heterozigots dels efectes adversos de mutacions 

recurrents deletèries (Fisher, 1928). Per la seva banda, Wright va criticar que, 

segons la teoria de Fisher, era necessari una pressió selectiva enorme per mantenir 

i fixar aquesta dominància, pressió que considerava més bé feble i no exempta de 

ser afectada per la deriva gènica. En contraposició, Wright postulà que la 

dominància no era resultat de l’adaptació, sinó una conseqüència de la fisiologia de 

l’organisme i que, per tant, els al·lels salvatges de gens sensibles a dosi haurien de 

ser recessius, tot just el contrari del que defensà Fisher (Wright, 1934).  

 

 

Figura 1: Relació entre dosi gènica i viabilitat (fenotip) depenent del tipus de dominància. La línia 
vermella correspon a gens haplosuficients i la línia negra a gens haploinsuficients. La línia blava correspon a 
gens haploinsuficients altament sensibles a dosi, com podrien ser els que formen part de subunitats de 
complexos multiproteics. Adaptat de la Figura 1 de (Kondrashov and Koonin, 2004) 

 

Cap al darrer quart del segle XX, la teoria de Wright va rebre un fort suport gràcies 

al treball de Kacser i Burns (Kacser and Burns, 1981), els quals van modelar 

l’efecte de mutacions en gens que codifiquen per enzims en vies metabòliques. Van 

veure que la dominància dels al·lels salvatges dels enzims era una conseqüència de 

les propietats del flux metabòlic, el qual podia resistir fins a un 50% de disminució 
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de la concentració de l’enzim sense alterar de manera notable la via o cicle 

metabòlic. Aquest resultat concorda amb la predicció de Wright ja que en el cas 

d’un gen que formi part d’una via amb diversos passos, el fenotip associat amb una 

mutació d’aquest gen ha de ser insensible a la dosi gènica (Kondrashov and 

Koonin, 2004). Per una altra banda, estudis sobre l’aneuploïdia van poder simular 

un efecte extrem de la dosi gènica i, per tant, donar pistes sobre la dominància. Van 

identificar que els efectes en l’expressió gènica per la pèrdua/guany de còpia no 

afectaven només el cromosoma aneuploide (monosòmic, trisòmic, etc.) en qüestió, 

sinó que s’estenien a altres regions del genoma. Aquest efecte era produït per una 

sèrie de gens individuals presents als cromosomes aneuploides que eren, de 

manera predominant, factors de transcripció, proteïnes d’unió a la cromatina i 

membres de cascades de transducció de senyal, categories funcionals que després 

van ser relacionades amb els gens haploinsuficients (recessius des del punt de 

vista d’al·lel salvatge) (Birchler et al., 2005). Així doncs, el principals efectes de 

l’aneuploïdia (dosi gènica) eren deguts a l’alteració de l’estequiometria dels 

components reguladors de l’expressió gènica i no només a la variació del nombre 

de còpies dels gens reguladors. En definitiva, l’aneuploïdia va resultar ser una eina 

per  identificar una sèrie de gens sensibles a dosi i haploinsuficients que 

confirmaren les derivacions de la teoria de Wright, tal com des d’aleshores han fet 

diversos treballs (Kondrashov and Koonin, 2004; Qian and Zhang, 2008; Veitia, 

2002). En aquest punt és important assenyalar quina ha estat la terminologia 

utilitzada en els treballs que han tractat la dominància aquest darrers anys 

(Birchler et al., 2005; Kondrashov and Koonin, 2004), donat que els termes de 

dominant i recessiu poden dur a moltes confusions. S’entén com a gens 

haplosuficients aquells casos en els que l’al·lel salvatge és dominant sobre el 

mutant i és insensible de la dosi gènica, i gens haploinsuficients seran aquells en 

els que l’al·lel mutant afecti significativament el fenotip en estat heterozigot 

(Figura 1). Encara així aquests termes no estan exempts de confusions: en genètica 

humana el significat d’haplosuficient i haploinsuficient és just el contrari, ja que 

s’observa des del punt de vista dels al·lels anormals (Furney et al., 2006). Tot i 

això, nosaltres seguirem amb el sentit que s’empra en biologia evolutiva, que és la 

que hem plantejat en primer lloc, és a dir, des del punt de vista dels al·lels salvatges 

(Kondrashov and Koonin, 2004). Així doncs, per una banda, dominant i 
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haplosuficient i, per l’altra, recessiu i haploinsuficient seran sinònims per aquest 

treball. Cal recordar que en les bases de dades que utilitzarem el sentit és l’oposat i 

el que s’ha definit com a dominant a OMIM o MGI és recessiu des del punt de vista 

evolutiu i, per tant, haploinsuficient per aquest treball. El mateix raonament fem 

pels gens recessius per OMIM o MGI. A la taula 1 es resumeix l'equivalència entre 

les diferents terminologies.  

Tal com hem esmentat, entre els gens insensibles a dosi gènica (haplosuficients o 

dominants) trobem els gens que codifiquen per proteïnes amb funció enzimàtica. 

Per contra, entre els haploinsuficients, sensibles a dosi gènica o recessius, podem 

distingir els gens que codifiquen per proteïnes amb funcions reguladores o 

estructurals, factors de transcripció, de senyalització o d’unió a diversos substrats, 

entre d’altres (Birchler et al., 2005; Kondrashov and Koonin, 2004). Evidentment, 

no és una relació unívoca ja que pot succeir que enzims amb una baixa taxa de 

renovació poden tenir un comportament haploinsuficient o, en el cas contrari, 

proteïnes estructurals o reguladores que es trobin a concentracions molt baixes 

poden ser considerades haplosuficients (Kondrashov and Koonin, 2004). És en 

aquest camp, en el de les proteïnes no enzimàtiques, que s’ha obert un ventall de 

possibilitats en el paper de la dominància. Mitjançant un enfocament mecanístic, 

s’ha trobat relacions entre la dosi gènica, la funció proteica i l’estructura de 

complexos proteics (Birchler et al., 2005; Teichmann and Veitia, 2004). Un aspecte 

particularment important ha estat la integració dins la teoria de la dominància de 

l’efecte de les duplicacions gèniques, les quals són una font destacada de 

variabilitat en la dosi gènica i el producte proteic (Kondrashov and Koonin, 2004; 

Veitia, 2005). En aquest treballs, han trobat que el nombre de paràlegs per gens 

haploinsuficients són significativament més alts que pels gens haplosuficients, 

constatació que es deriva de la teoria de Wright on la fixació per selecció és més 

probable en gens dependents de dosi que no pas en els haplosuficients 

(Kondrashov and Koonin, 2004). En un context molecular, aquesta relació ens fa 

pensar que l’splicing alternatiu, en concret l’splicing alternatiu regulador (RAS), 

pugui tenir també un paper destacat dins de la dominància genètica per dos 

motius: en primer lloc, diversos estudis han trobat una relació inversa entre AS i 

paralogia (Kopelman et al., 2005; Talavera et al., 2007b); en segon lloc, RAS és 

també una font important de variabilitat d’isoformes, amb propietats reguladores 
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susceptibles de tenir algun rol en la dominància. No obstant això, fins allà on 

sabem, no hi ha hagut fins ara cap estudi amb l’objectiu de comprendre la 

contribució de l’AS a la dominància genètica. L’objectiu d’aquest treball ha estat 

estudiar aquesta contribució i integrar l’splicing alternatiu dins del marc de la 

teoria fisiològica de la dominància.  

5.2 Material i mètodes 

5.2.1 Obtenció de les dades sobre dominància i splicing a humà 

El protocol per humà es basa en el que trobem descrit en el treball de Kondrashov 

(Kondrashov and Koonin, 2004), tot integrant les modificacions suggerides en 

treballs posteriors (Qian and Zhang, 2008) i una sèrie de filtres de qualitat propis. 

Aquest protocol es basa en l'ús de dades OMIM (Online Mendelian Inheritance in 

Man, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim) per a obtenir un model sobre l’efecte 

que té la dominància sobre el fenotip. Aquesta base de dades està constituïda per 

un recull de gens amb al·lels anormals que tenen descrita la seva herència 

mendeliana i l’efecte patològic que provoquen, és a dir, el fenotip resultant. 

Descrivim a continuació els passos d'aquest protocol: 

Pas 1: Obtenció dels conjunts inicials de gens dominants i recessius. Es basa en una 

cerca local exhaustiva de la base de dades OMIM, per tal de trobar els gens humans 

amb al·lels anormals responsables de malalties, tant “dominants” com “recessius”. 

La cerca va incloure aquestes paraules combinades amb “haploinsuficient” i 

“haplosuficient”, però només utilitzant l’arrel dels termes (per exemple: recessi*,  

haploin*, etc) per a poder recuperar el màxim de casos. Depenent en quin camp de 

la fitxa d’OMIM aparegués aquesta paraula, se li donava una puntuació o una altra, 

el que ens donava un índex de qualitat (per exemple, que aparegués la paraula 

“dominant” en la descripció de la malaltia tenia molt més valor que no pas en la 

“Sinopsi clínica”, en la que sovint es pot trobar informació poc clara o 

contradictòria).  Només vam considerar aquells gens on el tipus d’herència hagués 

sigut degudament demostrat per OMIM. 

Pas 2: Filtratge de les dades. Els gens contradictoris, és a dir, aquells que haguéssim 

trobat que eren alhora dominants i recessius, van ser sotmesos a una inspecció 
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manual. Si la contradicció es confirmava, eren descartats. Tot seguit es va 

identificar si hi havia “dominants negatius” i es va comprovar manualment que 

fossin descrits com a dominants, tal com ens han posat en avís altres treballs (Qian 

and Zhang, 2008) (en efecte, l'expressió "dominant negatiu" pot donar lloc a errors 

en la cerca textual).  

5.2.2 Obtenció de les dades sobre dominància i splicing a ratolí 

Per obtenir les dades de ratolí vam fer servir la mateixa idea del procés emprat per 

humà, però fent servir l’equivalent d’OMIM a ratolí, que és la base de dades del MGI 

(Mouse Genome Informatics, http://www.informatics.jax.org/) (Blake et al., 2011). 

El protocol també consistí de dues passes.  

Pas 1: Obtenció dels conjunts inicials de gens dominants i recessius. Les dades de 

ratolí van ser obtingudes a partir d’un conjunt de dades, generat expressament pel 

personal del MGI a petició nostra, que incloïa informació de la herència de tots els 

al·lels i l’efecte patològic en l’animal. En aquest cas, la informació es trobava només 

en termes de dominant,  recessiu i les variants respectives.  

Pas 2: Filtratge de les dades. Vam descartar els al·lels amb herència “codominant” i 

els “semidominants” es van considerar dominants. De la mateixa manera que 

havíem fet amb OMIM, els termes “dominants” va ser considerats haploinsuficients 

i “recessiu”, haplosuficient. Tots els gens que tinguessin contradiccions van ser 

descartats, ja que no teníem cap altra dada de qualitat, com a OMIM, que ens fes 

decidir entre dominant o recessiu. 

5.2.3 Generació del conjunt de dades sobre dominància i splicing alternatiu 

Tots aquests gens amb informació sobre herència per humà i ratolí van ser creuats 

amb la nostra base de dades (veure Capítol 3), per obtenir finalment una taula amb 

informació sobre el gen, tipus d’herència, índex de qualitat (en el cas d’humà), 

pertinència a algun parell d’ortòlegs humà-ratolí propi, presència d’AS, nombre 

d’isoformes, presència d’alguna isoforma RAS (veure Capítol 4) i tota la informació 

obtinguda fins el moment (veure Capítol 3 i 4). 

A banda de tot aquest procés, vam generar un conjunt de dades amb la funció de 

control extern de les taules mencionades anteriorment. A tal fi, vam creuar la 
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informació de dominància obtinguda a OMIM/MGI amb dades d’Ensembl (Flicek et 

al., 2012). Mitjançant BioMart, vam recuperar gens unívocs amb el nombre 

d’isoformes conegudes que es transcriuen per cadascun dels gens (Taula 4), 

obtenint així una taula amb informació sobre gen, tipus de dominància i presència 

d’AS    

5.2.4 Dades addicionals de caracterització de la dominància 

A banda de la informació bàsica sobre dominància i splicing, vam voler 

caracteritzar les dades, tal com s’ha fet en treballs precedents, amb informació 

addicional de categories funcionals, pertinença a algun complex proteic i, com a 

novetat, freqüències d’SNP’s a la seqüència cis-reguladora (l'objectiu fonamental 

d'aquest pas és enriquir la visió biològica que es deriva de les nostres dades). A 

continuació  es descriu com es van obtenir aquestes dades. 

 Gene ontology (GO). Vam cercar possibles enriquiments diferencials entre els gens 

haplosuficients i haploinsuficients, en categories de funció molecular de GO al 

nivell 3 (Gene Ontology, http://www.geneontology.org/) (Carbon et al., 2009), fent 

servir la pàgina de FatiGO (http://babelomics.bioinfo.cipf.es) (Medina et al., 2010). 

A banda, també vam analitzar les categories de Gene Ontology, però sense 

normalitzar al nivell 3, a les utilitats de GOrilla (Gene Ontology enRIchment 

anaLysis and visuaLizAtion tool, http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/) (Eden et al., 

2007; Eden et al., 2009)  

Complexos proteics. Només en humà vam afegir la informació sobre la pertinença 

d’aquests gens a algun complex proteic a partir de la web de CORUM 

(Comprehensive Resource of Mammalian protein complexes) (Ruepp et al., 2010) i 

les anotacions trobades a UniProt/SwissProt. La pertinença a complexos proteics 

és rellevant des del punt de vista de la teoria de la dominància, ja que està 

relacionada amb els mecanismes moleculars que l'expliquen (Teichmann and 

Veitia, 2004; Veitia, 2002) 

SNPs. Pel que fa a la distribució d’SNP’s al promotor, vam obtenir les seqüències de 

1000 parells de bases a 5’ del TSS a partir del servidor d’UCSC Table Browser 

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables) (Karolchik et al., 2004). La versió per 

humà fou GRCh37/h19 (Feb. 2009) i NCBI37/mm9 (Jul.2007) per ratolí. Les 
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anotacions d’SNPs es van recuperar a partir de la plataforma Galaxy 

(http://main.g2.bx.psu.edu/) (Blankenberg et al., 2010; Giardine et al., 2005; 

Goecks et al., 2010).  

5.3 Resultats 

5.3.1 Descripció de les dades 

Pel que fa a humà, vam obtenir 1370 gens amb informació inequívoca i de qualitat 

sobre l’herència. Aquest valor és molt superior al que s’ha obtingut en treballs 

anteriors (Kondrashov and Koonin, 2004; Qian and Zhang, 2008). D’aquests, 574 

gens (41,9%)  van resultar ser haplosuficients i 796 gens (58,1%) presentaven un 

comportament haploinsuficient (Taula 2). A ratolí, vam recuperar 692 gens amb 

informació sobre herència, del quals 560 (81%) eren haplosuficients i 132 gens 

(19%) haploinsuficients (Taula 3). Cal dir que un 66% dels al·lels i un 63% dels 

gens de les dades originals de MGI eren haplosuficients. Per enriquir i contrastar 

aquestes dades, paral·lelament, vam recuperar 1583 gens humans amb informació 

no contradictòria a OMIM i Ensembl, dels quals 948 (59,9%) foren 

haploinsuficients i 635 gens (40,1%) haplosuficients. Pel que fa a ratolí i amb 

dades d’MGI i Ensembl, vam obtenir 746 gens, dels quals 149 (20%) foren 

haploinsuficients (Taula 4). En general, tot i obtenir més gens, els percentatges són 

similars. 

 

 

 Gens sense 

AS (%) 

Gens amb AS 

(%) 

Gens amb RAS 

(%) 

Totals 

Gens haplosuficients 320 (55,8%) 254 (44,2%) 70 (12,2%) 574 (41,9%) 

Gens haploinsuficients 439(55,2%) 357 (44,8%) 118 (14,8%) 796 (58,1%) 

Total gens 760 (55,5%) 610 (44,5%) 188 (13,7%) 1370 

Taula 2 . Resum de les dades obtingudes sobre dominància, presència d’AS i RAS a Humà 
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 Gens sense 

AS (%) 

Gens amb AS 

(%) 

Gens amb RAS 

(%) 

Totals 

Gens haplosuficients 353 (63%) 207 (37%) 66 (31,9%)  560 (81%) 

Gens haploinsuficients 90 (68,2%) 42 (31,8%) 10 (23,8%)  132 (19%) 

Total gens 443 (64%) 249 (36%) 76 (11%) 692 

Taula 3 . Resum de les dades obtingudes sobre dominància, presència d’AS i RAS a Ratolí 

 

 

  Gens sense AS 

(%) 

Gens amb AS 

(%) 

Totals 

Humà Gens haplosuficients 150 (23,6%) 485 (76,4%) 635 (59,9%) 

 Gens haploinsuficients 206 (21,7%) 742 (78,3%) 948 (40,1%) 

 Total 356 (22,5%) 1227 (77,5%) 1583 

Ratolí Gens haplosuficients 211 (35,4%) 386 (64,6%) 597 (80%) 

 Gens haploinsuficients 62 (41,6%) 87 (58,4%) 149 (20%) 

 Total 273 (36,6%) 473 (63,4%) 746 

Taula 4 . Resum de les dades obtingudes sobre dominància i presència d’AS per humà i ratolí amb 
dades provinents d’Ensembl 

 

El següent pas en la caracterització de les dades va ser comprovar si aquests gens 

formaven part de complexes proteics o no. Amb dades només per humà, 643 gens 

(47%) tenien aquesta informació, dels quals 407 (63,3%) eren haploinsuficients i 

significativament més enriquits del que esperàvem (X2 = 2x10-4, p-valor<0,05) 

respecte els gens haplosuficients (236 gens), que resultaren estar esbiaixats cap 

gens no pertanyents a complexes proteics (Taula 5). 

 

  Pertinença a  

complex proteic (%) 

No pertinença a 

complex proteic (%) 

Total 

Gens Haplosuficients 236 (36,7%) 338 (46,5%) 574 

Gens Haploinsuficients 407 (63,3%) 389 (53,5%) 796 

Total 643 (46,9%) 727 (53,1%) 1370 

Taula 5 . Resum de les dades obtingudes sobre dominància i pertinença a complex proteic per humà. 
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5.3.2 Anàlisi Gene Ontology 

Una dada interessant és veure quina distribució de categories de Gene Ontology 

presenten les nostres dades, ja que ens permet relacionar-les amb l'impacte que té 

la dominància en els processos biològics i és rellevant a l’hora d’interpretar-les en 

termes mecanístics. Per a cadascuna de les espècies, vam comparar les llistes de 

gens haplosuficients i haploinsuficients amb FatiGO i vam estudiar quins termes de 

nivell 3 estaven enriquits en cada una d’elles. Pel que fa a humà, entre els gens 

haploinsuficients (dominants a OMIM) vam trobar que les categories de funció 

molecular de protein binding (GO:0005515), nucleic acid binding (GO:0003676), 

transcriptor activator activity (GO:0016563) i RNA polymerase II transcription 

factor activity (GO:0003702)  eren significativament superiors (p valor >0,05) als 

gens haplosuficients, els quals només presentaven la categoria d’activitat hidrolasa 

(GO:0016787) com a significativament diferent.  En el cas de ratolí, els gens 

haploinsuficients presentaven les categories de funció molecular nucleic acid 

binding, chromatin binding (GO:0003682), structural constituent of ribosome 

(GO:0003735) i structural constituent of eye lens (GO:0005212) com a 

significativament representades. Excepte per a la darrera categoria, les dades són 

raonablement consistents amb les dades obtingudes d'humà  ja que, en ambdues 

espècies, les categories significatives estan relacionades amb el control de 

l'expressió gènica. En l’anàlisi de GOrilla, vam obtenir resultats similars però sense 

normalitzar al nivell 3 de les categories GO de funció molecular. Els gens 

haploinsuficients, tant per humà com ratolí, estaven enriquits en categories d’unió 

a DNA (en especial a regions reguladores), unió a cromatina, unió a proteïna (a 

enzims, proteïnes quinases, etc.) i relacionades amb l’activitat de factors 

transcripcionals.  

5.3.3 Dominància i AS 

A continuació, vam comprovar la hipòtesi principal d’aquest treball: si hi havia 

diferències en la distribució de l’splicing alternatiu, tal com hem definit al Capítol 3, 

entre els gens haplosuficients i haploinsuficients. Aplicant el test de la chi-quadrat 

tant als resultats de la taula 2 (per humà) com als de la taula 3 (per ratolí) no vam 

trobar diferències entre els dos grups (X2 = 0,77 i 0,28, respectivament, p-

valor≥0,05). Pel que fa al control amb dades d’Ensembl (Taula 4), tampoc vam 
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trobar diferències entre els gens haplosuficients i haploinsuficients per humà i 

ratolí (X2 =  0,37 i 0,15, respectivament, p-valor≥0,05). Aquest resultat ens indica 

que no hi ha cap diferència significativa pel que fa a la presència d'AS entre els 

gens haplosuficients i  haploinsuficients o, el que és el mateix, no hem trobat cap 

relació entre dominància i AS. Tampoc vam trobar diferències significatives en la 

distribució del nombre d’isoformes entre els gens haplosuficients i 

haploinsuficients (X2 = 0,09 i 0,16 per humà i ratolí respectivament, p-valor≥0,05) 

(Figura 2a), el que ens fa deduir que no hi ha cap relació entre dominància i 

nombre d'isoformes. 

En el cas de RAS (Capítol 4), la dificultat principal fou aconseguir un nombre 

acceptable de casos. Tot i això, vam obtenir 188 gens amb alguna isoforma RAS a 

humà i 76 a ratolí. En tot cas, no vam trobar una distribució diferencial entre els 

gens haplosuficients i haploinsuficients (X2 = 0,16 tant per humà com ratolí, p-

valor≥0,05), confirmant d’aquesta manera que per RAS tampoc hi ha cap relació 

significativa entre dominància i AS. 

Pel que fa a la conservació de l’splicing alternatiu entre els ortòlegs d’humà i ratolí, 

no vam trobar diferències entre els gens que tenien conservada la dominància i els 

que no la tenien. En tots dos casos, un 70% de les parelles presentaren el mateix 

patró de presència/absència d’splicing. 

 

 

Figura 2: Nombre d’isoformes per gen i nombre d’SNP’s al promotor per humà 
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5.3.4 Relacions d'ortologia i dominància 

Pel que fa a l’ortologia, vam trobar que al voltant del 88% dels gens tant a humà 

com ratolí estaven inclosos en alguna parella d’ortòlegs (veure Capítol 3). El 

nombre d’ortòlegs pels quals vam recuperar informació sobre la dominància en 

totes dues espècies va ser de 203 (Taula 6). D’aquestes, un 75,9 % (154 parelles) 

presentaren conservació en la dominància, de les quals una proporció destacada 

foren haplosuficients (105 ortòlegs). Pel conjunt de les dades, la conservació de la 

dominància, és a dir, parelles d’ortòlegs que fossin tots dos haplosuficients o 

haploinsuficients, era significativament superior del que esperàvem a l’atzar (X2 = 

4,5x10-14, p-valor<0,05). 

  Ratolí  

  Haploinsuficient Haplosuficient Total 

Humà Haploinsuficient 49 (24,1%) 42 (20,7%) 91 

 Haplosuficient 7 (3,5%) 105 (51,7%) 112 

 Total 56 147 203 

Taula 6 . Resum de les dades obtingudes sobre la conservació de la dominància entre parelles 
d’ortòlegs d’humà i ratolí. 

 

5.3.5. SNPs en regió promotora 

Per finalitzar, vam voler explorar quina distribució hi havia d’SNPs al promotor 

dels gens (Figura 2b). Esperàvem obtenir un nombre major d’SNPs en els 

promotors dels gens haplosuficients, ja que aquests tenen la capacitat d’acumular 

més variabilitat sense alterar de manera greu la funció o el fenotip resultant de 

l’expressió d’aquest gen. Tot i això, no hi ha cap relació significativa en la 

distribució de SNPs al promotor entre els dos tipus de gens (X2 = 0,19 i 0,30 a humà 

i ratolí, respectivament, p-valor≥0,05). 

5.4 Discussió 

L'objectiu d'aquest treball és el d’establir la relació entre dos fenòmens associats a 

l'impacte fenotípic i a la regulació funcional dels gens, dominància i splicing 

alternatiu, respectivament. El nostre punt de partida van ser, per una banda, els 
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resultats d’una sèrie d’articles (Kondrashov and Koonin, 2004; Veitia, 2005) en els 

quals es va trobar una relació entre duplicació gènica i dominància i, per l’altra 

banda, el fet que es coneixia la relació inversa entre paralogia i la presència 

d’splicing alternatiu en humà i altres espècies  (Hughes and Friedman, 2008; Irimia 

et al., 2008; Irimia et al., 2009; Jin et al., 2008; Kopelman et al., 2005; Talavera et 

al., 2007b). Aquestes dues observacions ens van fer pensar de forma natural en la 

possibilitat que l’splicing alternatiu i la dominància podien tenir una relació 

inversa a la trobada prèviament entre duplicació gènica i dominància.  

En contra del que esperàvem, els nostres resultats (Taules 2-4) no mostren 

l'existència de cap relació significativa que ens permeti recolzar aquesta hipòtesi, a 

cap nivell: ni amb les dades de presència d’splicing alternatiu, ni amb el nombre 

d’isoformes ni amb una distribució diferencial de les isoformes RAS entre els gens 

haplosuficients i haploinsuficients. Aquests resultats aparentment contradictoris 

amb el nostre punt de partida, son però consistents amb el treball recentment 

publicat per Roux i Robinson-Rechavi (Roux and Robinson-Rechavi, 2011). 

Aquests autors fan servir un conjunt més gran de dades de paralogia i AS, així com 

un nou tipus d'anàlisi, i troben que no hi ha una relació entre splicing i paralogia. 

Això aclariria la manca de relació que trobem entre AS i dominància. 

En l’aspecte comparatiu, vam poder recuperar una quantitat considerable de 

parelles d’ortòlegs (203), la majoria de les quals (75,9%) presentaren conservació 

de la dominància (Taula 6). Observacions prèvies (Veitia, 2005) apuntaven a una 

baixa conservació dels gens humans haploinsuficients en ratolins, en part degut a 

la incapacitat per a detectar correctament els efectes fenotípics per a gens 

haploinsuficients murins en heterozigosi (Veitia, 2002). En el present treball, no 

hem pogut demostrar aquesta baixa conservació. Ans al contrari: la conservació de 

l’haploinsuficiència era significativament superior a l’esperat. Així doncs, encara 

que partíem d’un conjunt de dades esbiaixades cap a gens i al·lels haplosuficients 

per ratolí, els resultats ens indiquen que la conservació de la dominància, tant per 

gens recessius com dominants, és significativament superior a l’esperat.  

La caracterització dels dos tipus de gens segons les categories de Gene Ontology 

van coincidir prou bé amb resultats anteriors (Birchler et al., 2005; Kondrashov 

and Koonin, 2004), donant suport al nostre protocol de recollida de dades, encara 
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que pràcticament no vam poder trobar cap categoria enriquida entre els gens 

haplosuficients tant per humà com per ratolí. Entre els gens haploinsuficients, les 

funcions moleculars d’unió (a DNA, a proteïna, etc.) i les tasques relacionades amb 

la transcripció van ser les majoritàries. Les funcions estructurals estaven 

representades però en menor mesura. De totes maneres, tal com s’ha assenyalat a 

la introducció, aquesta categorització de Gene Ontology s’ha de prendre amb certa 

precaució, ja que els gens en qüestió poden tenir un comportament contrari al que 

s’esperava per condicions especials de concentració, renovació de la proteïna, etc. 

A més a més, certs gens, tot i comportar un desordre dominant (des del punt de 

vista d’OMIM), no tenen perquè ser haploinsuficients, en especial en els casos on 

s’expressi alguna isoforma que actuï com a dominant negatiu (Figura 3)  

(Kondrashov and Koonin, 2004; Qian and Zhang, 2008; Veitia, 2002).   

 

 

Figura 3: Haploinsuficiència i dominant negatiu. Donat un factor de transcripció compost per un domini 
d’unió a una regió específica del promotor (DNA-BD) i un domini transactivador de la transcripció (TD) podem 
observar diferents comportaments depenent de l’afectació de l’al·lel mutat. a) Exemple típic de fenotip 
haploinsuficient depenent de dosi gènica on l’al·lel mutat perd la capacitat d’unió al DNA, però manté el domini 
TD. b) Exemple de dominant negatiu: l’al·lel mutat perd la capacitat d’activar la transcripció però manté el 
domini d’unió al DNA. Aquesta isoforma competeix amb l’al·lel salvatge i l’expressió del gen es pot veure 
greument afectada en heterozigosi (Veitia, 2002). 
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Per una altra banda, els gens haploinsuficients són majoria (63’3 % de 643 gens 

humans amb informació sobre complexos proteics) i significativament diferents 

pel que fa a la pertinença a algun complex proteic (Taula 5). Els gens 

haplosuficients, per contra, estaven enriquits en gens que no han estat identificats 

participant en cap complex proteic. Aquesta informació està en concordança amb 

els resultats obtinguts en treballs previs (Birchler et al., 2005; Birchler and Veitia, 

2010; Papp et al., 2003; Veitia, 2002; Veitia, 2005) en els quals afirmen que, degut 

a que la dosi de cada una de les subunitats dels complexos multiproteics estan 

sovint fortament regulada, l’increment o decreixement d’aquesta dosi pot produir 

efectes notables en el fenotip. Això els fa pensar que aquestes subunitats 

proteiques tendiran a ser codificades per gens haploinsuficients. Tot plegat és un 

resultat totalment coincident amb el desenvolupament de la teoria fisiològica de la 

dominància .     

Finalment, i relacionat amb aquest darrer punt, esperàvem que els gens 

haploinsuficients tinguessin menys quantitat d’SNPs al promotor (-1000 pb 5’ TSS) 

pel mateix raonament desenvolupat a l’hora de tractar els complexos proteics. S’ha 

vist que els SNPs al promotor poden afectar el nivell d’expressió general del gen 

(Chorley et al., 2008; Shastry, 2009) i, des del punt de vista d’aquest treball, podria 

alterar la dosi gènica d’un al·lel concret. En principi doncs, els gens haplosuficients 

haurien de poder absorbir més SNPs al promotor sense que hi hagués una alteració 

destacada del fenotip. Però no hem obtingut cap resultat significatiu que ens pugui 

permetre defensar aquesta postura. Això pot haver estat degut a causes diverses 

de tipus tècnic, com podrien ser una mala cobertura d’SNPs al promotor o potser 

una mala definició del què és el promotor encara que, tal com hem tractat al capítol 

3, amb la mesura adoptada de -1000 pb a 5’ a partir del TSS recuperem la màxima 

informació sobre el promotor de la majoria de gens. Per una altra banda, la 

independència d’aquests dos fenòmens de manera global no contradiu el fet que, 

en gens concrets, els SNPs sí que generen haploinsuficiència (Masotti et al., 2005; 

Prokunina and Alarcon-Riquelme, 2004). Finalment, també pot ocórrer que molts 

dels SNPs recollits no afectin la funcionalitat del gen, és a dir, que siguin canvis 

neutres que no alteren de cap manera la regulació del gen; en aquest cas, esperem 

que tinguin una distribució similar tant en gens haplosuficients com 

haploinsuficients. Per obtenir una comparació més acurada entre dominància i 
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SNPs al promotor, seria necessari obtenir un conjunt de dades d’SNPs en els qual 

s’hagi comprovat la seva implicació, encara que sigui lleu, en l’alteració de la 

maquinària transcripcional. 

5.5 Conclusions 

L'objectiu del present treball era la caracterització de la relació entre l’splicing 

alternatiu i la dominància, una relació previsible en base als estudis previs sobre 

paralogia i dominància. Per tal d’assolir-ho, hem caracteritzat i actualitzat les 

dades sobre dominància obtingudes a partir d’OMIM, i hem integrat en aquesta 

visió dades sobre ratolí amb les quals hem fet un primer estudi comparatiu amb 

humà. En els punts ja estudiats anteriorment (categories GO, complexos proteics, 

etc.), hem obtingut resultats comparables als d'altres autors. Però, de manera 

interessant, pel que fa a les hipòtesis que ens vàrem plantejar a l’inici, no hem 

aconseguit trobar cap relació entre splicing alternatiu, inclòs RAS, i dominància. 

Això ens fa dubtar de l'existència d'una relació inversa establerta entre paralogia i 

splicing alternatiu, en consonància amb resultats recentment obtinguts (Roux and 

Robinson-Rechavi, 2011). Finalment, tampoc hem vist cap relació entre la 

variabilitat nucleotídica al promotor i el tipus de dominància, el que ens suggereix 

independència dels dos fenòmens, encara que seria necessari una classificació més 

acurada dels SNPs per obtenir resultats més clarificadors. 
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6. Resum 

L'estudi de les diferències fenotípiques entre espècies, i entre individus, ha estat 

una de les grans qüestions fonamentals en els camps de la biologia evolutiva i la 

genètica. Ben aviat, es va fer palès que la regulació de l’expressió gènica tindria un 

paper clau en establir aquestes diferències de complexitat. L’adveniment de les 

tècniques massives de seqüenciació no van sinó confirmar aquesta visió 

primerenca. Avui dia coneixem un grapat de mecanismes que determinen aquestes 

diferències entre organismes, com són la divergència de seqüència proteica, la 

duplicació gènica o la divergència de la regió cis-reguladora, entre d’altres.  

En la darrera dècada, l’splicing alternatiu ha anat afermant-se com a mecanisme 

post-transcripcional freqüent i ha anat prenent protagonisme com a font de 

variabilitat de transcrits i isoformes proteiques, a més a més de jugar un paper 

regulador de l’expressió gènica. Per tant, l’splicing alternatiu és un ferm candidat a 

introduir diferències substancials al proteoma que expliquin la diversitat 

fenotípica entre organismes. 

Així doncs, aquest treball es va marcar com a objectiu aclarir fins a quin punt la 

variabilitat que introduïa l’splicing alternatiu tenia implicacions en el fenotip, 

quina era la seva conservació i si actuava de manera coordinada o independent 

amb d’altres mecanismes. En primer lloc, vam estudiar la relació que hi havia entre 

l’splicing alternatiu i les altres fonts moleculars de diversitat fenotípica i si era 

possible que l’splicing alternatiu pogués introduir variabilitat amb implicacions 

fenotípiques per si sola . A continuació, ens vam centrar en els mecanismes 

reguladors de l’expressió gènica basats en splicing alternatiu, analitzant les seves 

propietats i la seva conservació entre espècies. Finalment, vam examinar la 

implicació de l’splicing alternatiu en el fenomen de la dominància gènica, ja que és 

un procés conegut que determina diferències fenotípiques intraespecífiques.  
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El primer pas fou, doncs, comparar l’splicing alternatiu amb d’altres fonts 

moleculars de diferències fenotípiques: les divergències de la seqüència proteica, 

de la regió cis-reguladora del gen i de l’expressió gènica entre humà i ratolí. En un 

estudi massiu de les propietats de tots aquests fenòmens entre 13970 parelles 

d’ortòlegs, vam observar que l’splicing alternatiu podia introduir diferències abans 

que les altres variables poguessin fer-ho. Quan les identitats de seqüència proteica 

o de la regió cis-reguladora eren massa elevades com per introduir diferències, 

l’splicing alternatiu ja presentava patrons prou diferents en la concurrència 

d’splicing entre humà i ratolí. A més a més, la relació entre l’equivalència 

d’isoformes amb aquestes divergències també va resultar ser molt lleu, fet que ens 

va fer pensar que l’splicing alternatiu pot introduir isoformes específiques que 

contribueixin a les diferències entre espècies abans que les altres divergències 

puguin fer-ho. 

Pel que fa al segon bloc, vam investigar la conservació i propietats dels 

mecanismes reguladors de l’expressió gènica basats en AS. Primer de tot, vam 

confirmar la independència entre les divergències d’expressió gènica i l’splicing 

alternatiu, fet que ens indica que actuen a diferents nivells. A continuació, vam 

definir i classificar aquests mecanismes reguladors depenent com l’splicing 

alternatiu alterava l’arquitectura de dominis de les isoformes. La conservació 

d’aquests efectes, dels mecanismes reguladors basats en AS, va resultar ser baixa 

per tots els casos. Pel que fa als esdeveniments on es perdien un o més dominis a 

les isoformes alternatives, a més a més de ser baixa la conservació del mecanisme, 

també ho va ser l’equivalència dels esdeveniments d’splicing alternatiu. Així, tot i 

tenir efectes a nivell de seqüència no homòlegs, la funció es conservava, fet que ens 

porta a suggerir que aquests esdeveniments d’AS són un exemple de convergència 

funcional.  

Per últim, ens vam fixar en el procés de la dominància, abastament conegut, que 

introdueix diferències fenotípiques clares entre individus de la mateixa espècie, 

sobretot en el cas de malalties. Donat el fet que es coneixia una relació inversa 

entre paralogia i haploinsuficiència, per una banda, i paralogia i splicing per l’altra,  

sumat a la capacitat d’introduir variabilitat per part de l’splicing alternatiu, vam 

endegar aquest estudi amb la idea de descriure la relació entre dominància i 
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splicing. El resultat final ens va mostrar una independència dels dos processos, fet 

que ens va fer qüestionar la relació entre paralogia i splicing alternatiu. Per la resta 

de variables estudiades, la caracterització de la dominància va concordar amb els 

resultats de treballs anteriors. 
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7. Conclusions 

A continuació, enumero les principals conclusions a les que s’ha arribat en aquest 

treball de tesi: 

� Hem generat, per primer cop, un model quantitatiu que relaciona l’splicing 

alternatiu amb les divergències de seqüència proteica, de la regió cis-

reguladora i de l’expressió gènica, que pot ser emprat per entendre les 

contribucions relatives d’aquests factors a la diversitat fenotípica entre 

espècies. 

� L’splicing alternatiu pot introduir diferències entre espècies abans que les 

divergències de seqüència proteica i de la regió cis-reguladora puguin fer-

ho i, per tant, contribuir a les diferències fenotípiques entre espècies. 

� La relació entre l’splicing alternatiu i la divergència de l’expressió gènica és 

lleu, el que ens fa pensar que constitueixen dos nivells diferents de 

regulació. 

� Els mecanismes reguladors de l’expressió gènica basats en splicing tenen 

una conservació molt diversa, sent la més alta entre la categoria Variants de 

la mateixa funció. 

� Els esdeveniments d’splicing de la Classe 4, Pèrdua de dominis, presenten 

una baixa conservació però, tot i això, la funció es conserva, el que seria 

doncs un exemple de convergència funcional. 

� No hem observat cap relació entre el fenomen de la dominància gènica i 

l’splicing alternatiu, en cap de les seves mesures. 

� Hem realitzat un primer estudi comparatiu de la dominància entre humà i 

ratolí, en el qual hem vist que l’ haploinsuficiència està més conservada. 

� Per la resta de variables, el nostre treball concorda amb estudis anteriors a 

l’hora de relacionar els tipus de dominància amb les categories funcionals 

de Gene Ontology i pertinença a algun complex proteic, però no hem trobat 

cap relació entre SNPs al promotor i tipus de dominància. 
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