DEPARTAMENT DE BIOQUIMICA | BIOLOGIA
MOLECULAR

UNIVERSITAT DE BARCELONA

PROGRAMA DE DOCTORAT DE BIOTECNOLOGIA

BIENNI 2002-2004

CARACTERITZACIO BIOINFORMATICA DE LA
CONTRIBUCIO DE L’SPLICING ALTERNATIU A LA
VARIABILITAT DEL PROTEOMA

Tesi realitzada pel llicenciat en Biologia David Talavera i Bard sota la direccid dels Drs.
Modesto Orozco Ldpez i Xavier de la Cruz Montserrat per optar al titol de doctor per la

Universitat de Barcelona.

David Talavera i Bard Xavier de la Cruz Montserrat Modesto Orozco Lopez

BARCELONA, 2007






Als que m’estimo






Agraiments

Primer de tot, vull donar les gracies al Xavier de la Cruz 1 al Modesto Orozco, que han
estat els meus directors de tesi i que m’han acollit al seu laboratori. D’ells he intentat
encomanar-me la passio per la ciéncia i la feina que fem i espero haver-ne aprés el rigor

cientific.

Al Josep Lluis 1 els Ivans, per fer que durant aquests quasi cinc anys, les maquines

funcionessin.

A I’Adam, per solucionar-me tots els dubtes informatics amb una immensa paciéncia,

per les converses tot dinant, per ensenyar-me casa seva... No canviis, xaval!

Als que vau comencar al mateix temps que jo, donar-vos anims. Abans de que us

n’adoneu ja haureu enllestit tota la feina.

Als bioinformatics, quants Journal Clubs! Quantes reunions al despatx del Xavier! No

defalliu que el premi es a tocar.

A la resta del grup MMB, moltes gracies a tots, els que us quedeu i els que ja heu

marxat, els de Farmacia i els del BSC.

A la Marta Closa, pels nostres dinars i cafes, sempre amanits de llargues converses.
Quants cops no m’hauré sentit molt més optimista després de passar una estona

entretinguda xerrant amb tu!
Als companys de la Facultat, encara que ens vegem poc, sabeu que us duc ben endins.

Als amics del poble, companys de jocs, festa i altres aventures, que ens han permés

compartir-ho tot alhora que creixiem.
A la Sara, per suportar-me tal com sdc, per amagar la propia por i fer-me sentir segur.

I, finalment, a la meva familia, per ser alla on son, per donar-me tantes coses i no
demanar res a canvi, per les hores treballades i les que hem rigut junts, perqué sé¢ com

n’estaran de felicos.

Barbens/Barcelona, maig de 2007












Contingut

index
INAEX e FIGUIES..vucreererrrrersersersessessessessesesssssessessessessessessessessssessessessessessessessessessesssses xiii
index de taules XV
ADTEVIATULES ccuueeeerueriisnrissreesssnecsssnecsssnecsssnscsssnesssssesssssessssasssssessssssssssssssssssssssasssssnsssses Xix
1 Introduccio 3
1.1 Importancia biologica de I’splicing alternatitl...........cocceeveeniieiiiniiienieceeee, 3
1.1.1 Freqiiéncia de I'splicing alternatiul .............cccoevveeiienieniieenieeieeeeeeeeee. 3
1.1.2 Especificitat tissular i de desenvolupament.............cccecveeieeriienieeciiennnnns 4
1.1.3 Interaccid amb altres processos 1 regulacio.........cceevveeerieeerieeeiveenineeens 6
1.1.4 Relacid amb malalties. ........cocuieiiiiiiiiiiiiieieeeee e 8
1.1.4.1  Splicing alternatil 1 CANCET .......ccceeeiuieriieiieriieeieeeiie et eee e 9
1.1.4.2  Splicing alternatiu 1 SiStemMa NEIVIOS ........cceeevrerrierreeiieeieerieeereeneeenns 9
1.1.5 Splicing alternatiu en terapeULICA........cccueeevuveeeiiieeeiieeeiee e ervee e 9
1.1.5.1 Variants d’splicing en diag@nosi ..........cceeveeeeierieiiiienieeieesiie e 10
1.1.5.2  Variants d’splicing en tractaments ..............ccoeevueevueenieerieeneeeieenieenns 10
1.2 Mecanismes a nivell d’acids nUCICICS.........ccverierieriiiiiieiieeeeeeeee 11
1.2.1 Estructura genica 1 SPLiCIiNg ........ccouveeeveeecieeeieeeiie et 11
1.2.2 Seqiiencies senyal que regulen I’splicing alternatiu...........c..ccceeeeneenee. 12
1.2.3 La maquinaria d’SpliCing ..........ccoeecueeveeeeieiieeieeiieee e 13
1.2.4 Tipus d’splicing alternatiU............cceevveerieeriieniieeiieeie e 15
1.3 Impacte de I’splicing alternatiu a nivell de proteines..........ccccceeevvveerveeennenn. 16
1.4 Aproximacié bioinformatica a I’estudi de I’splicing alternatiu...................... 19
1.4.1 La bioinformatica com a técnica de SUpOTt........ccceeeveeeeriienieesiienieeiene, 20
1.4.1.1  Estudi de I’splicing alternatiu a partir ’ESTs i mRNAs ................... 20
1.4.1.2  Us de microxips en I’estudi de I’splicing alternatiu........................... 20
1.4.2 La bioinformatica com a eina per estudiar problemes biologics associats
a I'splicing alterNatiU .........coceeiiiiiiiiiiieie e 22
1.4.2.1 Estudis de conservacié de I’splicing alternatiu..............c.ccceevuerenneenee. 22
1.4.2.2 Estudis d’impacte estructural i funcional ............cccceeeieriinciieniennnnn. 24
2 ODJECTIUS couuvrerrnriersrrcssrncssarncssarisssssssssssessssesssssosssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssss 29
3 Materials I MELOAES.....cuueeveenrueisreiisuenseicsnensseenssnnsssecssessssesssessssesssessssesssssssasssns 33
3.1 Bases de dades UtilitZades .........ccoeovevieriiiieniinieieeeeee e 33

X



Tesi Doctoral David Talavera i Bar6

3.1.1 SWISSPIOL ...t 33
3.1.2 ATESPIICE .o e 33
3.13 ENSEMDI ..o 34
3.14 INPAranoid.......cc.coveiiiiiiniiiee e 34
3.1.5 SEGE ...t 34
3.1.6 ASAP e ettt eneens 34
3.1.7 Pram....co e 35
3.1.8 SMART ...ttt st 35
3.2 Obtencid de 1es dades .........ooeerieiiiiiiiieieeee e 35
3.2.1 Obtencid dels factors de tranSCripCio.........eeeeveeerveeerieeeriieeeieeeiee e 36
322 Obtencio dels @NZIMS.........eeiuiieiierieiieeie e 36
33 Obtencio de les families de paralegs ........cceeveveeiiiiiiiiiieeiieece e 36
34  Alincament de SEQUENCIES .......ccueeeiiiriiieiieniieeieeeieeite et eiee e e ereeseee s ens 37
3.5  Prediccid de dOMINIS ......coouieieriieniieieeiiesieee e 37
3.6 Modelat@e COMPATALIU ........eeeviieeiiieeiieeeiee et eae e e e e e e e sabeeeereeens 38
3.7  Identificacio d’esdeveniments homolegs d’splicing alternatiu entre diferents
ESPICCIES ..t utietieeuteeeite et eetteeteestteeebe e tteeabe e bteeab e e bt e e abe e bt e eabeeneeenbeenteeenbeeneeenteeseeenbean 39
3.8 Prediccions d’accessibilitat i estructura secundaria ...........ccceeeeceerieeneennenen. 41
3.9 Analisis eStadiStIQUES. ....ccvrieriieeiiieeiiee et e eee et e e e e e e e e e eneeesaee e 41
3.9.1 Solapament de les diStribucCions ...........cccceeeereeviinieneenenicneeieeeceenen 41
392 Tests EStAAISTICS ..euverureriieiieieeierie ettt 41
393 Intervals de conflanga............ccoooeviieiiiiciiiiieie e 42
3.10  Analisi @ VeIl ENOMIC .....cccviiiiiieeiiiieeiee ettt eetee e e re e e e e areeeaaeeens 42
3.10.1  Correlacid/antiCorrelacio .........oovieieerieeiiieiieeiieee e e 42
3.10.2  Analisi de 1a funcid.........ccocevieriiiiiiiiiiiie e 42
3.10.3  Expressio de gens OrtOlegS .....cueeeruvieeriiieeiiieeiieeeiiee e 43
3.11  Analisi a nivell de ProteInes ........cceeeevieeriieeriieerieeeeiee e eree e e e e 44
3.11.1  Estudi de la conservaci6 de les propietats fisico-quimiques .................. 44
3.11.2  Caracteritzaci6 de les SUbSHIUCIONS .......cc.coeerieriirienieienierceeeeeeeene 44
3.11.3  Identitat @lobal.........c.cccoiiiiieiiiiiiieiiee e 44
3.11.4  Identitat 1ocal ........cocuiiiiiiiiiie e 45
3.11.4.1 Identitat local entre iISOfOIMES .........cccveeviiiiiieniiiieee e, 45
3.11.4.2  Identitat local entre duplicats..........ccccoceveeiienieiiiiinieeieie e 46
3.11.43  Identitat local entre dominis funcionals ..........ccccceceerievirienienncne. 48



Contingut

4

3115 Similitud 10Cal .oeeeiieiieieee e 48
3.11.6  Canvis NO CONSEIVALIUS ...c..eerurieiieaiieeiieeiteenteesiteeteesiteebeesseeebeesieeebeeseee 48
3.11.7  Distribucid de la distancia maxima entre canvis no conservatius........... 49
3.11.8  Caracteritzaci6 de les insercions/delecions .........cc.ccoceevevceervenieneennenne. 50
3.11.8.1 Mida de les insercions/delecions .............coceveereeienienensiesieenne. 50
3.11.8.2 Solapament de les insercions/delecions...........cccceeevvieeeieeecieeennneen. 50

3.11.9  Analisi de Despecificitat dels efectes de 1’splicing alternatiu sobre

I’estructura modular dels factors de tranScripCio.........oeeeveerverciieniieeiiienieeieeieee 51
Splicing alternatiu i duplicacio GeNICA .......cevueerercruensneiseensnensnensnesssecsanecsanes 55

4.1 INEEOAUCCIO . ..t 55
4.2 Intercanviabilitat com a font de diversitat proteica..........ccccerveerieniueeneennen. 55
4.3 ANALIST ZENOMICA ...eieutiiiiiieiieetieiee ettt tte e et e et e et eeseeeeteesaaeenbeessseenseas 57
4.3.1 Estructura i localitzacio dels Sens ...........coocvevieeiieniieiiiecieeeeeeeee 57
4.3.2 Splicing alternatiu, duplicacid genica i funcid..........ccceeevvevverveeieennnnnnn. 59
4.4 ANALIST PIOEOIMIC ...vveeeiiieeeiiieeeiieeeieeesteeesiteeeseteeeeaeeetreesaeeessseeessseeensseeensseens 60
4.4.1 InSercions/deleCions ...........ccueeuierieeiiienie et 60
4411 MIdA. it 61
4.4.1.2 Posicid relativa de les insercions/delecions...........ccoceevervenieeienncnne. 63
4.4.2 SUDSHITUCIONS ...ttt 65
4.42.1 Identitats de seqiiencia global i local............cccoooiiiiiiiiiniiiiiiiee, 65
4.4.2.2 Natura i distribucio dels CanVis .........cccceeveerienierienienienieneeeeeeenee 68

4.5 DISCUSSIO. ¢ttt ettt 70
Splicing alternatiu en un context eVOIULIU ......cccvveeeevveressrresseressnrcsssnecssanecsans 75

5.1 INEEOAUCCIO . ...t et 75
5.2 Analisi dels mecanismes de modulaci6 funcional en proteines ..................... 75
5.3 Analisi de parells equivalents...........cccoevieeiiieriiiiiienie e 78
54 DISCUSSIO ettt ettt ettt et e sttt e st b e et e bt sate e b aan 85
Splicing alternatiu de factors de transcripcio ........cceeveeereercscnercssnercssanscsaneces 87

6.1 INEEOAUCCIO ..ttt 87
6.2  Diversitat dels factors de transcripcio .........cceeevervieriieriiienieeieeriee e 89
6.3 SEIECTIVITAL ...ttt et 92
6.4  Especificitat dels efectes de I’splicing alternatiu...........ccceeceerienenicnienennne. 94
6.5 Conservacio INtereSPECITICa.....c.urvuieriieriieiie ettt 96
6.5.1 Conservacio eStruCtUIal ........cceevuieiiiiiiiieiiee e 96

X1



Tesi Doctoral David Talavera i Bar6

6.5.2 Conservacio funcional ............covieviiiiniinieieneeeeeee e 99

6.6 DISCUSSTIO. ¢ttt ettt ettt et e ettt e et e e bt e s eeeas 101

7 Un métode per cercar esdeveniments equivalents.........cccceeeeveeecssarecsanecnns 103
7.1 INEEOAUCCIO .t 103
7.2 Metode de PrediClio . eeuiiniriiiiiieeiieeie ettt ettt s be e eee 105
7.3 Disseny del metode de prediCCio.....oouuiiniiiiniieeniieeciee et 108
7.3.1 Origen de les dades........cc.ooverieiiriiniiiiieicece e 108
7.3.2 Obtencio d’un conjunt de parelles d’esdeveniments equivalents......... 109
7.3.3 Parametres ........oooueeiiiiiiiiiiec e 111
7.3.4 XarXa NEUTONAL .....eeiiiiiiiiiiieie et 112
7.3.5 Validacid creuada .........c.oeecveeeiiiiiiiie e 114
7.3.6 Entrenament de les xarxes neuronals..........c.ccoccevvvereenirieneenienneneene. 115
7.3.7 Criteris de SElECCIO. .. .oouiiiiriiriiiiiiieeee e 116
7.3.8 Figures de merit de 1S Xarxes .......ccoevveveiieriieriienieeiie et 117
7.3.9 Tests del metode de predicCio ......uvvvvviieeiiiiiiieeceeee e 117

7.4 Resultats dels teSES .....iiuiiiiiiiiiiie et 118
7.4.1 Capacitat predictiva de les xarxes neuronals............ccoeceevieeieeniennnnn. 119
7.4.2 Poder predictiu del metode...........oovieiieeiieniiiiiieieceee e 120

7.5 Discussid dels POSSIDIES ©ITOTS ........eevvieeruieeeiieeeiieeciieeeiee e ereeeevee e 121
7.5.1 Xarxes NEUTONALS .....oeeiiiieeiiieciie ettt e e eere e e eeanee e 121
7.5.2 Metode de PrediCCio ...ouuiirieiiiiiieieeieeee ettt 123

7.6 DISCUSSIO.ceuueiiitieiieeieeeite ettt ettt ettt et e 124

8 RESUIN ouueeniiiiinniniientinniennenneectessnesssesssnscssesssassssesssssssssssssssssnssssssssssssasssses 129
9 CONCIUSIONS .ouccnneiiniiruiiisniisniisnecsnisssesssnesssnsssansssessssssssessssssssesssssssssssssssssasssse 133
10 Bibliografia.....c.eeiiciiiviiiciinnricssssnnecssssnnssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 137

Xii



Contingut

index de figures

Figura 1. Esquema de la determinacio sexual a D. melanogaster.................cccccevveeeunnen. 6
Figura 2. Esquema dels principals elements involucrats en I’splicing. ............c............ 12
Figura 3. Esquema de la regulacid de I’splicing alternatiu..............ccoceevvievienienneenen. 13
Figura 4. Mecanismes més corrents d’splicing alternatiu. ............ccceeeveevveeereeneenneennen. 15
Figura 5. Efectes a nivell proteic de I’splicing alternatiu. ...........ccceeecvveevveeeeveeeceeennnen. 17

Figura 6. Impacte funcional de I’splicing alternatiu sobre el centre actiu de la Glutatio-

STANSTEIASA. «..vevieiiiiieiiete et 19
Figura 7. Exemple d’esdeveniment equivalent............ccceeeeveeriieiiienieeniienieeieeeie e 39
Figura 8. Comparacions 1 indexs per trobar esdeveniments equivalents....................... 40
Figura 9. Calcul de la identitat global. ............cccooiiiiiniiiiiicc 45
Figura 10. Calcul de la identitat 10cal............coouieiiiiiiiiiieiiicce e 46

Figura 11. Identitat local en duplicats amb preséncia d’splicing alternatiu. Métode totes
POSICIONS. 1.vvtieeiireeetieeetteeetteeeteeeeteeesaseeessseeaassaeeasseeansseeansseeansseeesseesnsseessseennsseeans 47
Figura 12. Identitat local en duplicats amb preséncia d’splicing alternatiu. Metode
MALEIXA POSICIO. .vieneiieiiieiie ettt ettt et e et e et e et e sabe e bt e sabeesaeeabeeseeenbeenseesnseans 47
Figura 13. Identitat local en duplicats sense splicing alternatiu. .............ccecvverueeenrennen. 48

Figura 14. Distancia maxima quan només hi ha una substitucio d’splicing alternatiu. . 49

Figura 15. Distancia maxima quan hi ha dues substitucions d’splicing alternatiu......... 49
Figura 16 Solapament €Ntre CANVIS. .......ccueeruierieeriieniieiiesieeieeeeeetee e eneeeereesaeeenseeenas 51
Figura 17. Calcul de I’especificitat dels efectes de I’splicing alternatiu. ....................... 52
Figura 18. Anticorrelacio entre splicing alternatiu i duplicacid génica...........ccccueeen.ee. 56
Figura 19. Estructura genica de les families geniques..........cooeevveeienienenicnecncniicnnenn. 58
Figura 20. Freqtiéncia de gens amb diferent localitzacié cromosomica.............c..c....... 59
Figura 21. Mida de les insercions/delecions de les isoformes i els duplicats................. 61

Figura 22. Mida de les insercions/delecions internes de les isoformes i els duplicats. .. 62
Figura 23. Mida de les insercions/delecions externes de les isoformes i els duplicats. . 63
Figura 24. Solapament de les insercions/delecions de variants d’splicing 1 duplicats. .. 64
Figura 25. Identitat global dels alineaments entre isoformes o entre duplicats.............. 66
Figura 26. Identitat local dels alineaments entre fragments substituits de les isoformes o

entre regions dels duplicats. ........cceeeiiieiiiieiiieee e 67

Figura 27. Identitat local de la mateixa regi6 en variants d’splicing 1 duplicacié genica.



Tesi Doctoral David Talavera i Bar6

Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.

Distancia maxima entre canvis N0 CONSEIVALIUS.......cc.eerververieereeeeeneeriennnenn. 69
Efectes de I’splicing alternatiu i la duplicacid genica. ........ccceeevveeeiveenneenns 72
Accessibilitat 1 estructura secundaria de les insercions/delecions. ............... 77
Exemple d’esdeveniments equivalents. ...........ccceeeveevieniienienieenie e 79
Composicio modular dels factors de transcripCio. ........coceevveeeveerieenveenenne. 88
Distribucid de mides dels factors de transcripCio. .........ccceeeveeerveeerveerinneene 88
Efectes de I’splicing alternatiu sobre els factors de transcripcio. ................. 89
Especificitat dels efectes de 1’splicing alternatiu sobre els dominis funcionals.
........................................................................................................................ 95
Tipus d’efecte de I’splicing alternatiu sobre els dominis funcionals. ........... 95
Identitat dels dominis funcionals. ..........cccceevuiieiiieiiiieeieeee e 98
Identitat dels dominis constitutius 1 alternatius. ............cceceeeveereveenveeiieeneene 99
Expressio dels factors de transcripCio. ........cocveevvverieeiienieeiienie e 100
Equivaléncia entre esdeveniments equivalents. ..........c.cccceevvenieenieenneennen. 104
Esquema del metode de prediCCio. .......oouiieiieeiiieeiieeieeeee e 106
Exemple de calcul dels indexs d’identitat. ...........coceeveeiiiniiniencnicneencnnne. 109

Figura 43. Diversos exemples d’alineaments entre isoformes equivalents i no

CUIVAICTIES. ...ttt ettt et e et e e b e eteeesbe e saessbe e sneenseesnas 110

Figura 44. Esquema de les comparacions per caracteritzar els esdeveniments

EQUIVAIBTIES. ...ttt et ettt ettt 112
Figura 45. Esquema de la xarxa neuronal utilitzada.............cccceeeieniiiiiinniiienienieeee 114
Figura 46. Esquema de I’entrenament de les xarxes neuronals. ...........ccccceeevreriveennnnn. 116

X1V



Contingut

index de taules

Taula 1. Percentatge de gens amb splicing alternati............ccceeevvveerieeenieeeniee e 4
Taula 2. Parametres per a la clusteritzacio de seqiiéncies proteiques. ..........coceeeeueenee. 37
Taula 3. Efectes de I’splicing alternatiu i la duplicacid génica. .........cccceeveerveneevennenne. 71
Taula 4. Solapament de les distribucions per insercions/delecions.............cccoeeveeenvennee. 77
Taula 5. Solapament de les distribucions per SubstituCions. ..........cccccvveerveeerveeerreeennne. 78
Taula 6. Esdeveniments equivalents. ..........coeiieriieiiieniienie e 82

Taula 7. Comparaci6 dels esdeveniments equivalents que tenen insercions/delecions. 83
Taula 8. Comparaci6 dels esdeveniments equivalents que tenen substitucions. ............ 85

Taula 9. Breu descripcio de les dades: nombre de gens totals 1 de factors de transcripcio,

percentatge de gens amb splicing alternatiu i nombre d’isoformes per gen........... 90
Taula 10. Divergencia intraespecifica dels factors de transcripcio. .......ccceveevvervennennee. 92
Taula 11. Dominis funcionals més afectats per I’splicing alternatiu................ccccuv.enn... 93
Taula 12. Efectes de I’splicing alternatiu sobre els dominis funcionals......................... 96

Taula 13. Descripcid dels factors de transcripcid ortolegs presents en huma i ratoli..... 97

Taula 14. Comparacié dels patrons d’expressié dels factors de transcripcié amb

diferéncies funcionals interespecifiques i els que no en tenen. .............cceeeuneeee. 101
Taula 15. Distribucio d’isoformes per proteina. .........ccceecveeeviveeeciieeriieeenieeerieeeevee e 105
Taula 16. Tests del metode de predicCio. ......covvriiiiiiiiiiieeiee e 118
Taula 17. Figures de meérit de les xarxes neuronals..............ccceevveviienieeniienieenieeneenn 119
Taula 18. Precisio aplicant criteris de SelecCio........ccuvviieriiriieniiiiieieeieeeee e 119
Taula 19. Percentatge de prediCCIONS. .....c.eeeeveeeeiireriieeeiee ettt 120
Taula 20. Figures de merit del meétode de predicCio.......oovveriieriiniiieiieeiieie e 121
Taula 21. Especificitat del metode de predicCio. .......oovuieniiniiiiiiiiiiieeeeee e 121
Taula 22. Precisio depenent de 1a identitat. ...........cocceeviieniiiiiienieeiieieeeeee e 122
Taula 23. Precisio depenent del tipus d’esdeveniment d’splicing. .............cceeeveenneee. 122
Taula 24. Precisié depenent de la mida de la insercid/delecio. .........cccevveevvveenenennnnee. 123
Taula 25. Precisio depenent de 1a identitat. ...........coceeeiieniiiiiieiiiiieeeeee e 123
Taula 26. Precisio depenent del tipus d’esdeveniment d’splicing. ............cccceeveenneee. 124
Taula 27. Precisio depenent de la mida de la insercid/delecio. ..........cceeveevreennveannennne. 124

XV






ABREVIATURES







Abreviatures

Abreviatures

AS Splicing Alternatiu.

ATP Adenosina Trifosfat

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BLOSUM Blocks of Amino Acid Substitution Matrix
BP Branch Point

CDD Conserved Domains Database
DNA Acid Desoxiribonucleic

ESE Exonic Splicing Enhancer

ESS Exonic Splicing Silencer

EST Expressed Sequence Tag

FGF Fibroblast Growth Factor

FGFR Fibroblast Growth Factor Receptor
GD Duplicacié Genica

hnRNP Heterogeneous ribonucleoprotein
IG Identitat Global

IL Identitat Local

ISE Intronic Splicing Enhancer

ISS Intronic Splicing Silencer

KS Test de Kolmogorov-Smirnov
mRNA RNA missatger

NMD Non-sense Mediated Decay

PAM Point Accepted Mutation

PCR Reaccid en Cadena de la Polimerasa
PDB Protein Data Bank

X1X



Tesi Doctoral

David Talavera 1 Baro

PSM

RMA

RNA

SNP

snRNP

SPLASH

SR

SRS

Prostate-Specific Membrane

Robust Multiarray Averaging

Acid Ribonucleic

Single Nucleotide Polymorphism

Small Nuclear Ribonucleoprotein

Search at Protein Level of Alternative Splicing Homologs
Serine/Arginine-rich proteins

Sequence Retrieval System

XX



INTRODUCCIO







Introduccid

1 Introduccio

L’splicing alternatiu €s el mecanisme que permet a un gen la codificacid de diversos
productes proteics. Mitjancant 1’us de diversos patrons d’splicing, és a dir, tallant i
empalmant els exons de maneres diferents, a partir d’un gen es generen multiples RNAs
missatgers, que, quan es tradueixen, generen diferents productes proteics —isoformes de

la mateixa proteina.

1.1 Importancia bioldgica de I’splicing alternatiu

Des del descobriment de I’estructura genica dividida en exons i introns en el gen hexon
d’adenovirus (Berget and Sharp, 1977; Chow et al., 1977) es va comengar a postular
I’existencia de I’splicing alternatiu i les seves possibles implicacions en 1’evolucid de la
funcié geénica (Gilbert, 1978; Mount and Steitz, 1983). No obstant aix0, no ha estat fins
que s’han encarat els projectes de seqiienciacid massiva del genoma (IHGSC, 2001,
Venter, 2001) que I’splicing alternatiu ha pres protagonisme. Ara mateix es pensa que
I’splicing alternatiu és un mecanisme que participa en el control de I’expressid génica

dels organismes eucariotes.

1.1.1 Freqiiéncia de I'splicing alternatiu

La Taula 1 mostra I’evolucioé que han tingut les estimacions sobre la quantitat d’splicing
alternatiu en els genomes. Si fins a finals dels anys 90 es pensava que aquest era un
fenomen molt rar que afectava pocs gens (Sharp, 1994), després les estimacions han
anat augmentant, situant-se alguns cops per sobre del 50% dels gens (IHGSC, 2001;
Kan et al., 2001) i arribant fins a les tres quartes parts o0 més dels gens multi-exonics
(Johnson, 2003; Kampa et al., 2004). Les estimacions actuals més conservadores donen
valors al voltant del 40% (Brett et al., 2000; Mironov et al., 1999; Modrek et al., 2001;
Stolc et al., 2004). No obstant aixd, sembla que en la majoria de casos hi pot haver
subestimacions del percentatge d’splicing alternatiu, ja que aquest depén de la quantitat

d’ESTs analitzats (Brett et al., 2002).
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Any Estimacié Referéncia

1994 5% (Sharp, 1994)

1999 35% (Mironov et al., 1999)
2000 38% (Brett et al., 2000)
2000 22% (Croft et al., 2000)
2001 59% (IHGSC, 2001)

2001 55% (Kan et al., 2001)
2001 42% (Modrek et al., 2001)
2003 74% (Johnson, 2003)
2004 40% (Stolc et al., 2004)
2004 88% (Kampa et al., 2004)

Taula 1. Percentatge de gens amb splicing alternatiu. La taula mostra I’evolucio de les estimacions de

gens amb splicing alternatiu.

1.1.2 Especificitat tissular i de desenvolupament

S’ha proposat que I’splicing alternatiu té dues funcions: augmentar la diversitat del
proteoma 1 ser un altre nivell de regulacio en I’expressid genica dels teixits sans, fent
que cada teixit expressi les isoformes adequades a cada estadi de desenvolupament (Pan
et al., 2004). A més, hi ha teixits que requereixen més plasticitat que d’altres, és a dir,
per funcionar correctament necessiten expressar més diversitat de productes peptidics,
ja sigui perque estan formats per diversos tipus de cel-lules o perque les proteines han
de fer diverses funcions (Blencowe, 2006). Com a exemples d’aquest punt tenim els
sistemes nervids i immunologic que semblen tenir un nivell d’splicing alternatiu

superior a la majoria de teixits (Grabowski and Black, 2001; Modrek et al., 2001).

S’han fet diferents projectes per estudiar I’especificitat tissular. En un d’ells s’arriba a la
conclusid que almenys entre un 10 1 un 30% dels gens tenien alguna isoforma amb

especificitat tissular (Xu et al., 2002). En un altre estudi es troba que el sistema nervios
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central, el fetge i els testicles eren els teixits amb més isoformes especifiques (Yeo et
al., 2004). Tanmateix, poques isoformes tindrien especificitat tissular absoluta —en un

sol teixit (Xie et al., 2002).

Existeix un control combinatori, €s a dir, xarxes de processos que controlen I’splicing
alternatiu 1 que permeten 1’eleccid de llocs d’splicing en base a factors reguladors
especifics de cada teixit (Blencowe, 2006; Smith and Valcarcel, 2000) i seqiiéncies
diana també especifiques (Sugnet, 2006). Un exemple d’aix0 seria la proteina Nova-1
que és un regulador d’splicing especific del teixit neuronal que s’uneix a seqiiéncies
introniques especifiques (Jensen et al., 2000) i controla I’expressio de tota una xarxa de

proteines relacionades amb la inhibicio de la sinapsi (Ule et al., 2003).

Curiosament, s’ha vist que els gens que tenen un splicing alternatiu amb regulacio6
tissular especifica no es corresponen amb gens que tenen una transcripcid regulada a

nivell tissular. (Blencowe, 2006).

Un cas molt interessant de 1’especificitat de les isoformes en el desenvolupament és la
determinacid sexual de Drosophila melanogaster (Black, 2003) (veure la Figura 1 per
un esquema). La diferenciacié entre mascles i femelles es fa a través d’una cascada
d’activaci6é de gens al capdamunt de la qual hi ha sex lethal (sxl). sx/ té un splicing
alternatiu especific de génere 1 a partir d’aqui la forma activa —la femenina- reprimeix el
desenvolupament de les caracteristiques masculines, actuant com un factor regulador de
I’splicing. Els seus gens diana son transformer (tra) 1 male-specific lethal 2 (msl2) —que
també tenen splicing especific de génere- i ell mateix —per mantenir la dosi en femelles.
Addicionalment, Tra també ¢&s un regulador de D’splicing que provoca splicings
alternatius per mascles 1 femelles en doublesex (dsx) i fruitless (fru). Doublesex és el
responsable de la diferenciacio diferencial de les cel-lules somatiques de mascles i

femelles, mentre Fruitless té a veure amb el comportament dels mascles (Lopez, 1998).
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Sex lethal

o Sxl
< Sxl
Transformer Male-specific lethal 2
o Tra o Msl2
2 Tra 2 Msi2

Doublesex Fruitless
d Dsx a" Fru
¢ Dsx £ Fru

Figura 1. Esquema de la determinacio sexual a D. melanogaster. En negre hi ha els gens i en roig, les

proteines. Les fletxes indiquen la regulacio.

Finalment, cal remarcar que no tots els splicings especifics de teixit tenen una
funcionalitat tan clara. Aixi, per exemple, s’han trobat RNAs que pateixen splicing

alternatiu amb especificitat tissular 1, en canvi, no son codificants (Ravasi et al., 2006).

1.1.3 Interaccié amb altres processos i regulacié

S’ha vist que I’splicing en general i I’splicing alternatiu en particular tenen relacié amb
molts altres processos, que poden arribar a regular-lo o influir en la viabilitat dels

productes proteics.

A T’hora de I’eleccid dels llocs d’splicing es pensava que funcionava el mecanisme “el
primer que arriba, és servit el primer”, és a dir, I’spliceosoma actuava a mesura que
trobava els llocs d’splicing. No obstant aix0, ara se sap que el procés €s més complex,
intervenint-hi diversos factors: la maquinaria de transcripcio, les modificacions post-
transcripcionals, I’estructura secundaria de I’RNA 1 I’estructura de la cromatina. Aixi,

s’ha vist que un nivell de regulaci6 de I’splicing alternatiu el controlarien proteines
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implicades en I’estructura de la cromatina (Batsche et al., 2006; Kornblihtt, 2006).
Nogués 1 col-laboradors mostraren com 1’accié d’un inhibidor de la deacetilacio de les
histones portava una baixa taxa d’inclusio d’exons alternatius (Nogues et al., 2002) i en
un altre treball del mateix grup veieren que una alta taxa de replicacidé afavoria la
inclusio d’aquests exons (Kadener et al., 2001). Finalment, Batsché i1 col-laboradors han
vist com el factor modificador de la cromatina SWI/SNF, canvia el patré de fosforilacio
de ’RNA polimerasa II, n’alenteix el ritme i facilita la inclusié6 d’exons alternatius
(Batsche et al., 2006). D’aquesta manera, el ritme amb el que avanga I’'RNA polimerasa
II és molt important per determinar la inclusié o omissié dels exons (Kadener et al.,
2001); per tant, els factors de transcripcid que regulen 1’inici o I’elongacié del transcrit
influeixen en la seleccid dels llocs d’splicing (Kornblihtt, 2006). A més, s’ha vist que
I’edicié de I’RNA pot comportar el canvi dels llocs d’splicing (Laurencikiene et al.,
2006). Finalment, també feia anys que se sabia que 1’estructura secundaria que adopta el
pre-mRNA en el moment de la transcripcid pot arribar a interferir 1’spliceosoma
(Sirand-Pugnet et al., 1995), a més, en els darrers anys s’han anat succeint els treballs
experimentals en que es troba una relacid entre I’splicing alternatiu i1 1’estructura
secundaria del pre-mRNA (Graveley, 2005; Hefferon et al., 2004); tot aix0 ha fet pensar
que d’alguna manera I’estructura secundaria del pre-mRNA exerceix un paper regulador
de I’splicing (Buratti and Baralle, 2004; Lian and Garner, 2005; Meyer and Miklos,
2005).

Un efecte modulador important que rep I'splicing és el mecanisme d’eliminacié de
transcrits defectuosos (NMD per non-sense RNA mediated decay), que elimina els
transcrits que tenen codons terminadors prematurs (Lewis et al., 2003). S’ha vist que
una part significativa dels transcrits alternatius sén degradats abans de traduir-se, aixi
produeixen una quantitat de proteina menor que la que els tocaria per nivell d’expressid
(Lewis et al., 2003). En realitat, encara no se sap massa quina seria la finalitat d’aquesta
estrategia, perd podria ser que I’NMD tingués un rol actiu en el control de 1’expressio
génica (Green et al., 2003). No obstant aix0, s’ha vist que una quarta part dels
esdeveniments d’splicing alternatiu conservats entre humans i ratolins podrien ser
dianes de ’'NMD (Baek and Green, 2005) i analisis funcionals més recents semblen
indicar que els transcrits amb terminadors prematurs s’expressen en nivells molt baixos
1 en la majoria de teixits independentment de I’accié de I’'NMD (Pan et al., 2006) i que,

per tant, tenen alguna funci6 biologica (Neu-Yilik et al., 2004). Tanmateix, aixo no en
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demostra la importancia funcional (Xu et al., 2002).

1.1.4 Relacié amb malalties

La relaci6 de I’splicing alternatiu amb les malalties es pot donar per dues vies diferents:
canvis patologics en el patré d’expressié de les isoformes i expressié d’isoformes
aberrants, és a dir, expressio d’isoformes normals en un estadi de desenvolupament o
teixit incorrecte i1 expressid d’isoformes anormals obtingudes a partir d’errors en

I’splicing.

La majoria de canvis en el patré d’splicing son naturals i de resposta a senyals externes
(Stamm, 2002), pero n’hi ha d’altres que son anormals 1 donen com a resultat isoformes
patologiques (Grabowski and Black, 2001), ja que les diferents isoformes poden tenir
rols molt diferents i, per tant, els errors en I’expressio de les isoformes poden comportar
fenotips patologics. Un exemple d’aixo és el cas de Bcl-x. Aquesta proteina té dues
isoformes produides per 1’is d’un donador d’splicing alternatiu —Bcl-xp 1 Bcl-xs.
Mentre Bcl-x;, la isoforma llarga, és antiapoptotica, la isoforma curta és proapoptotica.
Aixi la viabilitat de les cel-lules depén de la proporcid en que s’expressen aquestes

isoformes (Rohrbach et al., 2005; Taylor et al., 1999).

D’altra banda, els splicings aberrants s’han relacionat amb moltes malalties (Caceres
and Kornblihtt, 2002; Stoilov et al., 2002; Venables, 2004) i amb I’envelliment
(Meshorer and Soreq, 2002). Aixi, s’ha vist que moltes mutacions causen malalties
perqué¢ promouen I’omissié d’un exd sencer o activen un lloc d’splicing criptic
(Blencowe, 2006), provocant la sintesi d’isoformes patologiques. D’acord amb una
hipotesi recent, les mutacions que afecten I’splicing arribarien a ser el 60% de les
mutacions del genoma huma que causen algun tipus de malaltia, convertint-se en la
causa més freqiient de les malalties hereditaries (Lopez-Bigas et al., 2005). Els autors
d’aquest estudi mostren que la longitud de la seqiiéncia codificant 1 el nombre d’introns
tenen una alta correlaci6 amb la propensitat dels gens a ser causants de malalties
(Lopez-Bigas et al., 2005). Segons Xing i Lee (Xing and Lee, 2006), hi ha diverses
evidéncies que fan que I’anterior hipotesi s’hagi de tenir en compte: primer, 1’splicing
esta associat amb un pressié selectiva negativa (Bustamante et al., 2002; Lopez-Bigas et
al., 2005); segon, I’splicing alternatiu sembla augmentar aquesta seleccid negativa,
afegint més restriccions (Xing and Lee, 2005); tercer, la prediccio que els gens amb més

exons i, en particular, aquells amb més variants d’splicing tinguin un risc més alt de



Introduccid

patir mutacions a la zona d’splicing causants de malalties casa amb I’experiéncia (Buee

et al., 2000; Eng, 2004).
1.1.4.1 Splicing alternatiu i cancer

La relacid entre I’splicing alternatiu 1 el cancer es dona tant per I’aparicié de mutacions
en un gen que n’afecten I’splicing (Srebrow and Kornblihtt, 2006; Venables, 2004),
com per defectes en els factors que el regulen (Srebrow and Kornblihtt, 2006; Venables,
2006). Entre els primers, trobariem els gens KIT (Chen, 2005) i LKBI (Hastings et al.,
2005) 1, pel que fa als segons, un bon exemple seria el gen RON que té unes isoformes
amb poder transformant (Zhou et al., 2003b) que s’expressen a causa d’una desregulacio

de I’splicing provocada per la sobreexpressio del factor SF2/ASF (Ghigna et al., 2005).

Tot i que es troben diferéncies pel que fa a les isoformes expressades (Kalnina et al.,
2005; Roy et al., 2005) o en I’aparicié d’splicings aberrants (Wang et al., 2003b), s’ha
vist que les correlacions només existeixen amb tipus especifics de cancers (Kirschbaum-
Slager et al., 2004; Kirschbaum-Slager et al., 2005; Okumura et al., 2005). Per tant, no
és possible trobar en I’splicing una causa unica que ens permeti explicar el
desenvolupament del cancer, sind que sembla que cada cancer té els seus problemes

d’splicing especifics (Venables, 2006)
1.1.4.2 Splicing alternatiu i sistema nervios

El sistema nervios sembla tenir un nivell d’splicing alternatiu superior a la majoria de
teixits (Grabowski and Black, 2001; Modrek et al., 2001). A més a més, també sembla
que seria el teixit amb més isoformes especifiques (Xu et al., 2002). S’han trobat
diversos gens implicats en malalties del sistema nervids per culpa d’isoformes
patologiques. La llista inclou malalties neuromotores (Aerbajinai et al., 2002; Lorson et
al., 1999; Munch et al.,, 2002; Robertson et al., 2003), sindromes neuromusculars
(Brenner et al., 2003), desordres mentals associats a 1’estrés (Abdel-Rahman et al.,
2002; Cohen et al., 2002) i malalties neurodegeneratives (Benmoyal-Segal et al., 2005;
Inestrosa et al., 1996) (Buee et al., 2000; Frederikse and Ren, 2002; Goedert et al.,
1988; Hutton et al., 1998; Isoe-Wada et al., 1999; Sato et al., 1999).

1.1.5 Splicing alternatiu en terapéutica

La medicina 1 la farmacia també han estat atentes al gran coneixement sobre I’splicing

alternatiu que s’ha generat en els darrers anys. D’aquesta manera s’han desenvolupat
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diferents aplicacions, entre les que cal destacar I’us de les isoformes d’splicing
alternatiu com a biomarcadors (Brinkman, 2004) en el diagnostic de les malalties o com

a diana terapeutica (Bracco and Kearsey, 2003; Hagiwara, 2005) en el seu tractament.
1.1.5.1 Variants d’splicing en diagnosi

L’ s com a biomarcadors es basa en 1’expressio diferencial de les isoformes: en el cas
del gen PAX5, s’ha vist que els malalts de limfoma només expressen una isoforma,
mentre els individus sans n’expressen diverses (Robichaud et al., 2004); la proporcid
d’isoformes d’acetilcolinesterasa permet controlar 1I’evolucio del tractament dels malalts
d’Alzheimer (Darreh-Shori et al., 2004); s’han trobat diferéncies en les isoformes que
s’expressen en les cel-lules normals i en el cancer de pit (Mills, 2005). Aixi, sembla clar
que 1I’is de microxips amb sondes especifiques per a isoformes poden permetre fer

diferents diagnostics (Wang et al., 2003b; Yeakley et al., 2002).

Dr’altra banda, si no es té en compte la seva existéncia, I’splicing alternatiu també pot
ser un problema a I’hora de fer una diagnosi. Per exemple, per diagnosticar el cancer de
prostata s’utilitza la PCR en temps real per detectar I’antigen PSM en sang, pero es va
veure que hi havia un cert nombre de falsos positius a causa de la deteccié d’una altra
isoforma. L’us de primers especifics de variants d’splicing ajudara, doncs, a millorar el

diagnostic (Hisatomi et al., 2002).
1.1.5.2 Variants d’splicing en tractaments

La farmacogenomica —I’estudi del genoma 1 els seus productes per dissenyar farmacs-
ha d’estar amatent als possibles casos d’splicing alternatiu, perqué aquest pot afectar a
I’eficacia dels farmacs o a la seva toxicitat (Bracco and Kearsey, 2003). Per exemple,
molts problemes de toxicitat dels farmacs son a causa de 1I’splicing alternatiu en
membres de la familia del citocrom P450 (Hanioka et al., 1990), els quals s’encarreguen

del metabolisme dels farmacs.

Un altre punt molt important és 1’eleccié de la isoforma diana. Per exemple, les
isoformes de VEGF tenen diferéncies pel que fa a la seva expressid, funcio biologica 1
rol en el desenvolupament del cancer. Zhang i col-laboradors van proposar 1’us de
tecniques d’RNA interference per actuar sobre les isoformes implicades en
I’angiogeénesi dels tumors (Zhang et al., 2003). Aixi mateix, influir en la proporcio6
d’isoformes de BCL2 es pot utilitzar com a tractament per regular 1’apoptosi, pero

equivocar-se d’isoforma pot ser contraproduent (Akgul et al., 2004). Per exemple, en el
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cas de p53, I’alteracio de les proporcions entre les isoformes pot portar un augment de la

predisposici6 al cancer o de I’envelliment de les cel-lules (Mills, 2005).

1.2 Mecanismes a nivell d’acids nucleics

Els gens eucariotes tenen distribuida la informaci6 codificant per les proteines de forma
discontinua, seguint un patré d’exons i introns. Els exons contenen la informaci6 que es
traduira en les proteines, mentre que els introns, que séon molt més grans, no sén
codificants perd poden contenir seqiiencies reguladores. A I’hora de la transcripciod

genica, tant els exons com els introns son inclosos en el pre-mRNA.

L’existencia de I’splicing alternatiu esta intimament lligada a ’estructura dels gens, és a
dir, al seu patrdé d’exons i introns i a la forma de processar-lo. En efecte, els introns
s’han d’eliminar, empalmant els exons entre ells, en el procés anomenat splicing.
Aquest procés ¢€s realitzat de manera co-transcripcional (Goldstrohm et al., 2001) per un
complex nucleoproteic anomenat spliceosoma —probablement, un antic ribozima
(Roberts and Smith, 2002)- que realitza dues transesterificacions successives (Lopez,
1998). A més de la relacid espacio-temporal entre els dos processos —transcripcio i
splicing-, s’ha suggerit que hi ha un control comu de les dues maquinaries (Auboeuf et
al., 2002) 1, fins 1 tot, una relacié funcional entre I’'RNA polimerasa II i la maquinaria
d’splicing (Hicks et al., 2006). En les seglients subseccions es tracta, amb més detall, la

relaci6 existent entre 1’estructura geénica i I’splicing alternatiu.

1.2.1 Estructura génica i splicing

Els diferents organismes no tenen una estructura genica comuna. Aixi, mentre els llevats
tenen pocs introns i petits, els gens humans tenen, en promig, entre vuit i nou introns
(Blencowe, 2006; Wong et al., 2001). D’altra banda, Clark i Thanaraj van veure que la
mida dels introns depeén del contingut en guanines i citosines (Clark and Thanaraj,

2002).

Els gens tenen diversos tipus d’exons, depenent de la freqtiencia d’aparicid en els RNAs
missatgers. La majoria d’exons son constitutius —sempre apareixen a I’RNA-, mentre els
alternatius es divideixen en majoritaris 1 minoritaris —aquests ultims rarament son
inclosos al transcrit (Modrek and Lee, 2003). Un fet molt important a 1’hora de
relacionar 1’estructura génica i I’splicing alternatiu és que una tercera part dels exons

poden ser traduits en més d’una pauta sense trobar senyals d’acabament —normalment,
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son exons curts 1 rics en guanina i citosina (Clark and Thanaraj, 2002). Llavors,
qualsevol canvi en el patré d’splicing pot comportar un canvi en la traduccid dels exons

posteriors (Clark and Thanaraj, 2002; Matlin et al., 2005)

Tant els exons com els introns tenen uns elements conservats que en permeten el
reconeixement per la maquinaria d’splicing. Aixi, la majoria de juntures d’splicing —els
llocs donadors 1 acceptors d’splicing- estan definides per dues parelles de dinucleotides
que marquen els extrems dels introns —GU 1 AG-, encara que també existeixen altres
possibilitats, essent GC i AG la més corrent entre aquestes (Burset et al., 2000). Per la
seva banda, els introns venen definits per uns llocs d’splicing a 5’ i 3°, un nus (BP per
branch point) 1 un tram de pirimidines (Goldstrohm et al., 2001) (veure la Figura 2 per
un esquema). El lloc d’splicing 5° (donador) consens seria 2AG|GURAGU™ —on R és
una purina i els nombres indiquen les posicions respecte el lloc d’splicing representat
amb la fletxa. El lloc acceptor d’splicing consens seria “NYAG|RN™ —on N ¢és
qualsevol nucleotid, Y €s una pirimidina 1 els nombres indiquen les posicions respecte
el lloc d’splicing representat amb la fletxa. La seqiiéncia consens del nus seria CURAY
—on l’adenina que hi ha entremig és el lloc on I’extrem 5’ de l'intrdé s’uneix.
Addicionalmnet, Hiller i col-laboradors van trobar que el 30% dels acceptors d’splicing
de gens humans tenen la seqiiencia NAGNAG (on N pot ser A, T, C o G) (Hiller et al.,
2004), creant acceptors en tandem, que s’han trobat experimentalment en diverses
especies (Ferranti et al., 1999; Li and Howe, 2001; Rogina and Upholt, 1995). En
aquests casos, la primera part del tandem sempre queda retinguda a 1’intrd, mentre la
segona pot ser retinguda a I’intré o incorporada a 1’exd, obtenint-se aixi diferents
isoformes que difereixen per un residu. En el mateix treball, trobaren que almenys un

5% dels gens humans tenen splicing alternatiu per aquesta ra6 (Hiller et al., 2004).

—

AGUURAGL CURAY YYYYY¥=—NYA(RN

Figura 2. Esquema dels principals elements involucrats en I’splicing. A la figura, apareixen els dos
llocs d’splicing, el nus i el tram de pirimidines. En vermell, la part exonica del gen; en negre la part

intronica.

1.2.2 Seqiiencies senyal que regulen I’splicing alternatiu

La maquinaria d’splicing ha de distingir entre els llocs d’splicing correctes i els criptics,
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que sén molt abundants (Blencowe, 2006; Sun and Chasin, 2000). A més, dins dels
llocs d’splicing correctes, n’hi ha de forts 1 de débils (Thanaraj and Clark, 2001). Per
tant, no n’hi ha prou amb les seqiiencies dels llocs d’splicing, sind que cal que hi hagi
seqiiéncies estimuladores o silenciadores de I’splicing per poder distingir entre exons

reals o pseudoexons (Matlin et al., 2005).

Tant els exons com els introns contenen seqiiéncies curtes —i poc conservades- que
regulen I’splicing (Matlin et al., 2005) (veure la Figura 3 per un esquema). Aixi, forca
exons contenen seqiiéncies —que comparteixen espai amb la seqiiéncia codificant
(Blencowe, 2000)- que n’estimulen o n’inhibeixen I’splicing. D’altra banda, també hi ha
seqliencies reguladores als introns (Hastings et al., 2001; Simard and Chabot, 2002).
Aquestes, molts cops, actuen a distancia. Pel que fa als motius silenciadors, s’ha vist
que sén especialment rics en els pseudoexons, els exons alternatius i els introns
flanquejants dels exons constitutius (Blencowe, 2006; Wang et al., 2004; Zhang and
Chasin, 2004) i que sén necessaris per permetre que 1’splicing es doni correctament
(Sun and Chasin, 2000). Finalment, s’ha vist que els motius reguladors dels splicings
alternatius especifics de teixit estan situats als introns propers als exons alternatius

regulats (Brudno et al., 2001; Sugnet, 2006).

N AT A
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Figura 3. Esquema de la regulacié de I’splicing alternatiu. [.’esquema mostra un fragment de DNA
genomic: les capses blaves son els exons constitutius i la groga, 1’alternatiu, mentre que la capsa amb linia
discontinua és un pseudoexo; les barres grises mostren llocs d’splicing criptics, mentre que les verdes son
seqiiencies estimuladores —ESE i ISE- i les roges, inhibidores —ESS i ISS. Les seqiiencies estimuladores
afavoreixen la inclusio dels exons, mentre que les seqiiéncies inhibidores impedeixen 1'is dels llocs

d’splicing.

1.2.3 La maquinaria d’splicing

Tota aquesta col-leccido de senyals associada al patré d’exons i introns del gen és
processada per una complexa maquinaria molecular anomenada spliceosoma. Aquest

esta format per 5 snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins) —U1, U2, U4, US i U6- i
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més de 300 proteines diferents (Jurica and Moore, 2003). Es creu que hi ha tantes
proteines que en formen part per assegurar el reconeixement dels llocs d’splicing,
acoblar I’splicing amb la maquinaria transcripcional 1 introduir senyals per a processos
post-transcripcionals (Nilsen, 2003). Ara, fins i tot, es creu que els spliceosomes

interactuen entre ells, formant estructures supramoleculars (Azubel et al., 2006)

Durant molt temps s’havia cregut que 1’spliceosoma es formava in situ en presencia del
pre-mRNA a processar, en canvi, alguns resultats dels darrers anys apunten a la
formacié del complex a priori (Stevens et al., 2002), mantenint el tema candent encara

obert en el camp d’estudi (Bentley, 2005).

A Thora de Isplicing hi ha diversos models per explicar el funcionament del
mecanisme. El model que s’anomena “definicié exonica” suggereix que la maquinaria
d’splicing busca llocs d’splicing prou separats i amb 1’orientacid correcta, quan els
troba, I’exd és definit amb la unié dels snRNPs Ul 1 U2 i proteines SR (Berget, 1995).
Ul s’uneix al lloc 5° 1 U2 s’uneix al BP, pero aquest necessita I’ajuda d’U2AF per fer-
ho (Lopez, 1998). Posteriorment, U4, U5 1 U6 ajuden a definir el lloc 3’ (Hastings and
Krainer, 2001) —la definicié de 1’ex6 3’ terminal és una mica diferent (Goldstrohm et
al., 2001). En canvi, es creu que els pre-mRNA amb introns curts utilitzen el model
anomenat “definicio intronica” (Berget, 1995). A més, alguns dels passos que es donen
per empalmar els exons requereixen la hidrolisi d’ATP 1 es creu que aquests son punts

de control (Hastings and Krainer, 2001).

Tal com s’ha mencionat, a més de les snRNPs de I’spliceosoma, hi ha moltes altres
proteines reguladores de I’splicing que s’uneixen 1 se separen dels transcrits a mesura
que aquests maduren, estimulant o inhibint la inclusid dels exons (Smith and Valcarcel,
2000). Les proteines SR soén la familia de proteines reguladores de I’splicing més
conegudes (Graveley, 2000). Contenen dominis d’unié a I’'RNA i un domini amb
dipeptids arginina/serina repetits (dominis RS), molt comu entre les proteines que
regulen I’splicing alternatiu (Cowper et al., 2001). Les proteines SR s’uneixen als ESE
—estimuladors exonics de ’splicing-, perd s’ha vist que hi ha SRs que s’uneixen de
manera especifica al nus, quan encara no hi ha I’spliceosoma madur (Shen et al., 2004) i
que després s’uneixen al lloc d’splicing 5’ (Shen and Green, 2004). Per contra, hnRNP
¢s el grup més conegut d’inhibidors de I’splicing (Krecic and Swanson, 1999) i a
diferéncia de les proteines SR, les hnRNPs no tenen dominis RS (Smith and Valcarcel,

2000). Sembla que les proteines SR promourien splicings proximals suboptims, mentre
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que hnRNPs afavoririen els distals (Caceres and Kornblihtt, 2002; Smith and Valcarcel,
2000). Finalment, el control de tots aquests factors d’splicing alternatiu es basaria en les

vies de transducci6 de senyals (Stamm, 2002).

1.2.4 Tipus d’splicing alternatiu

A nivell d’mRNA, Dsplicing alternatiu es pot donar per una gran diversitat de
mecanismes: donadors o acceptors d’splicing alternatius, retencidé d’introns, omissio
d’exons i1 exons excloents (veure Figura 4). A més, aquests mecanismes poden estar
combinats (Smith and Valcarcel, 2000; Xing and Lee, 2006) per generar esdeveniments
d’splicing for¢ga complexos (Zheng et al., 2005). En aquest sentit, Nagasaki 1
col-laboradors feren una classificacio sistematica d’esdeveniments d’splicing alternatiu i
n’arribaren a trobar més de 150 de diferents (Nagasaki et al., 2006). A més a més, s’ha
vist que 1’us de diferents promotors també té relacid amb 1’splicing alternatiu, arribant a

afectar llocs d’splicing distants (Kornblihtt, 2005).
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Figura 4. Mecanismes més corrents d’splicing alternatiu. Les capses negres representen els exons

constitutius, mentre les blanques representen els alternatius. Les linies discontinues indiquen els possibles
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splicings. L omissié d’exo seria el mecanisme més freqiient (~40%). Els donadors d’splicing alternatiu
soén molt més freqiients que els acceptors d’splicing. La retencio d’introns es dona en menys del 3% dels
casos. Hi ha un ter¢ dels casos que corresponen als exons excloents i altres fenomens complexos (Ast,

2004; Sugnet et al., 2004).

Normalment, I’splicing es dona amb elements en cis, perd s’han trobat for¢a casos
d’splicing en trans —empalmament d’exons de diversos pre-mRNAs- a C. elegans i
organismes unicel-lulars, encara que sense afegir variabilitat proteica (Horiuchi and
Aigaki, 2006). Tanmateix, també se n’ha trobat en organismes més complexes i, en
aquests casos, implicant la part codificant. A Drosophila s’ha trobat el gen mod(mdg4)
(Dorn et al., 2001; Horiuchi et al., 2003; Labrador et al., 2001), que esta organitzat amb
gens en les dues cadenes de DNA, i el gen lola (Horiuchi et al., 2003), que transcriu
exons dels dos al-lels. A mamifers s’ha trobat trans-splicing intragénic (Caudevilla et

al., 1998) 1 intergenic (Hirano and Noda, 2004; Li et al., 1999).

Addicionalment, tots aquests processats del transcrit poden donar lloc a un inici de
traducci6 alternatiu o a un acabament alternatiu de la transcripcid (Zavolan et al., 2003).
D’aquesta manera, es calcula que prop del 90% dels processos d’splicing alternatiu

estan associats a algun tipus de canvi en la proteina final (Modrek and Lee, 2002).

1.3 Impacte de I’splicing alternatiu a nivell de proteines

Tot 1 la gran diversitat i complexitat dels mecanismes descrits anteriorment, a nivell de
la seqiiéncia peptidica tan sols es donen dos tipus d’efectes diferents: les insercions i
delecions de fragments i les substitucions d’unes seqiiéncies per unes altres (veure
Figura 5) (Kondrashov and Koonin, 2001; Kondrashov and Koonin, 2003; Letunic et
al., 2002; Liu and Altman, 2003).
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Figura 5. Efectes a nivell proteic de I’splicing alternatiu. Les capses negres representen la part

constituent de la seqiiéncia peptidica. En canvi, els fragments blancs sén la part variant.

Obviament, els canvis a nivell de la seqiiéncia poden originar canvis estructurals en la
proteina, que son dificils de predir a priori. Aixi, s’ha vist que insercions petites poden
produir canvis estructurals considerables, fins i tot, en parts allunyades de la proteina
(Stetefeld and Ruegg, 2005). Malauradament, no s’han fet prou estudis per interpretar,
d’una manera global, I’impacte estructural i1 funcional dels canvis d’splicing.
Nogensmenys, a continuacid es mencionen una serie de resultats experimentals que ens

parlen d’aquest impacte.

Aixi, s’ha vist que els canvis funcionals poden estar causats per canvis en la composicid
dels residus involucrats en interaccions o la catalisi, com ara en el cas de ’FGFR2.
FGFR2b 1 FGFR2c sén dues isoformes dels receptors dels factors de creixement del
fibroblast (FGF), que tenen diferent especificitat (Ornitz et al., 1996). S’ha vist que
FGF7, FGF10 i FGF22 s’uneixen a FGFR2b, pero no a FGFR2c¢. La cristal-litzacio de
I’estructura de FGF10 unida a FGFR2b permeté veure que molts ponts d’hidrogen de la
interaccio es donen pel domini Ig-like D3 que diferencia les dues isoformes del receptor

(Yeh et al., 2003), fet que explica perque¢ FGFR2c no pot unir-se amb aquells FGFs.
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També s’han observat variacions funcionals com a conseqiiencia de canvis en la
flexibilitat dels dominis; per exemple, les proteines AGX 1 WT1. AGX1 1 AGX2 sén
dues isoformes d’una classe de pirofosforilases, que es diferencien per una insercid
forca flexible de 17 residus. La insercid provoca un canvi de 1’estat oligomeric de les
isoformes 1 de 1’arquitectura del seu centre actiu (Peneff et al., 2001). Aixi, mentre que
AGX1 ¢és dimeérica 1 actua preferentment com a UDP-N-acetilgalactosamina
pirofosforilasa, AGX2 ho fa millor com a UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa. Per
la seva banda, el gen WTI1 codifica per un factor de transcripcié que conté quatre
dominis dits de zinc a la regié C-terminal. L’splicing alternatiu del gen genera
isoformes amb o sense un tripeptid conservat de Lys-Thr-Ser (KTS) entre el tercer 1
quart dominis d’uni6 al DNA (Laity et al., 2000a). Aix0 els dona diferent flexibilitat en
aquella regi6 de la proteina i, conseqiientment, els dos tipus d’isoformes tenen diferent
capacitat per unir-se al DNA (Laity et al., 2000b): WT1-KTS s’uneix al DNA i actua
com un factor de transcripcid, mentre que WT1+KTS s’uniria a I’RNA 1 interactuaria

amb la maquinaria d’splicing.

Altres canvis d’splicing poden provocar canvis d’elements d’estructura secundaria, tal
com li passa a Piccolo, que és una proteina bastida (scaffolding) de les regions
presinaptiques. Té dos dominis C, d’uni6 a Ca*" (C,A i C,B) a la seva regi6 C terminal.
S’ha vist que la insercid de 9 residus en el llag que separa les lamines 3 3 1 4 del domini
C,A provoca un reajustament estructural —I’antiga lamina 4 es converteix en dues
petites helixs i la insercid ocupa el seu lloc com a lamina- que comporta la baixa afinitat

pel Ca>" de la isoforma llarga (Garcia et al., 2004).

Una altra variacid estructural, causada per I’splicing alternatiu, que pot comportar
canvis funcionals molt importants és el canvi en la forma de la proteina. Aixi, en el cas
de la Glutatio-S-transferasa d’Anopheles dirus s’ha trobat que la causa de les diferéncies
funcionals entre AAGST1-3 1 AAGSTI1-4 (Jirajaroenrat et al., 2001) és una inserci6 de
cinc residus a la clivella en forma de V que provoca que el centre actiu de la isoforma
AdGST1-4 sigui menys accessible al substrat (veure Figura 6) (Oakley et al., 2001). Un
altre exemple és 1’agrina, que és un proteoglica heparan sulfat important a les unions
neuromusculars. Es el responsable de 1’agregacié dels receptors d’acetilcolina en les
membranes post-sinaptiques i també s’uneix a a-distroglica. L’agrina té moltes variants
d’splicing que generen isoformes amb diferent funcid 1 expressid. Unes de les variants

es donen per la insercié de 8, 11 o 19 residus al domini G3. El domini G3 té una
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estructura de B-sandvitx. Les isoformes amb la insercid es pleguen correctament, pero
s’observa una expansié del llag on s’inserten els residus 1 una lamina 3 es reorienta

passant de concava a convexa (Stetefeld et al., 2004).

Figura 6. Impacte funcional de DI’splicing alternatiu sobre el centre actiu de la Glutatié-S-
transferasa. A ’esquerra, AAGST1-3 i a la dreta, AAGST1-4. En vermell, els residus responsables de la
diferéncia d’accessibilitat (Aspl110 i Asn126 a AdGST1-3; Glul16 i Argl34 a AdGST1-4).

Finalment, hi ha casos en que diverses de les anteriors caracteristiques son presents en
les variants d’splicing. EDA és un membre de la familia de factors de necrosi tumoral
involucrat en el desenvolupament ectodermic. T¢ dues isoformes ~-EDA-A1 1 EDA-A2-
que tan sols es diferencien per una inserci6 de dos residus (Glu308 i Val 309) en la
regid6 d’unio al receptor d’EDA-A1l. Aquesta insercido fa que les dues isoformes
s’uneixin a diferents receptors perque provoca canvis de conformacio, de carregues i de

forma del lloc d’unié al receptor (Hymowitz et al., 2003).

Tots aquests estudis posen de manifest I’abundancia d’efectes sobre I’estructura i funcio
de les proteines que pot tenir I’splicing alternatiu. No obstant aixo0, el seu limitat nombre

(Stetefeld and Ruegg, 2005) fa que no es puguin treure conclusions més generals.

1.4 Aproximacié bioinformatica a [I'estudi de [I’splicing
alternatiu

La bioinformatica pot permetre ampliar el coneixement que es té sobre les variants

d’splicing, més enlla dels resultats experimentals. Aixi, la bioinformatica s’ha aplicat a

I’estudi de I’splicing alternatiu, tant en la prediccio de llocs d’splicing com en 1’analisi

de les seves conseqiiencies. Tot seguit s’aborden aquests punts.
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1.4.1 La bioinformatica com a técnica de suport
1.4.1.1 Estudi de I’splicing alternatiu a partir d’ESTs i mRNAs

Els projectes de seqiienciacidé genomica s’han trobat amb unes necessitats imperioses a
I’hora de la prediccié de ’estructura geénica: la prediccid de llocs d’splicing, en general,
1 dels esdeveniments d’splicing alternatiu, en particular. Aixi, doncs, 1’analisi
bioinformatica de les dades d’aquests projectes ha intentat ajudar en la prediccid de
gens 1, com a conseqliencia, s’ha generat molta informacié referent als patrons
d’splicing, que ha comportat la construccié de diverses bases de dades per

emmagatzemar-la.

Els projectes bioinformatics de prediccido d’estructura genica i d’esdeveniments
d’splicing alternatiu es basen, principalment, en 1’alineament d’ESTs i/0 mRNAs a
fragments de DNA genomic. Aquests projectes han anat apareixent a mesura que
s’anaven obtenint les dades de la seqiiénciacid, primer amb els genomes animals (Kan et
al., 2001; Modrek et al., 2001), perod després s’han estés als de plantes (Haas et al.,
2002; Iida et al., 2004). A més, també s’han fet projectes per trobar variants d’splicing
amb especificitat tumoral (Wang et al., 2003b; Xie et al., 2002) o tissular (Xu et al.,
2002). El seu principal problema ¢és que, al treballar amb ESTs, son molt sensibles a la
seva cobertura, tan pel que fa a la seva quantitat (Brett et al., 2002) com a la distribucid

de teixits estudiats (Gupta et al., 2004).

Pel que fa a les bases de dades, n’hi ha de diversos tipus: algunes es dediquen a extreure
la informacid d’altres bases de dades més generals, com ara SwissProt (Boeckmann et
al., 2003), mentre que la majoria prediuen esdeveniments d’splicing alternatiu a partir
d’alineaments d’mRNAs i ESTs. Dins del primer grup hi encabiriem ASDB (Dralyuk et
al., 2000), ASMamDB (Ji et al., 2001) 1 PASDB (Zhou et al., 2003a). Pel que fa a les
bases de dades generades automaticament, hi ha PALS db (Huang et al., 2002), ASAP
(Lee et al., 2003) i la seva versid més desenvolupada (Kim et al., 2007), EASED
(Pospisil et al., 2004). Finalment, un cas a part és el projecte ASD (Stamm et al., 2006;
Thanaraj et al., 2004) que conté alhora bases de dades anotades manualment (Stamm et

al., 2000) 1 altres generades computacionalment (Clark and Thanaraj, 2002).
1.4.1.2 Us de microxips en estudi de I’splicing alternatiu

L’extensi6 de 1’Gs dels microxips i [’aparicio6 de noves tecniques d’hibridacio

diferencial, juntament amb el gran desenvolupament de les eines bioinformatiques, ha
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permes que ens els darrers anys s’hagin fet diversos estudis a gran escala de 1’splicing
alternatiu (Blanchette et al., 2005; Castle et al., 2003; Johnson, 2003; Le et al., 2004;
Pan et al., 2006; Pan et al., 2004; Shai et al., 2006; Stolc et al., 2004; Sugnet, 2006; Ule
et al., 2005; Wang et al., 2003a; Watahiki et al., 2004; Yeakley et al., 2002).

En paral-lel, el més gran coneixement sobre 1’splicing ha obligat a tenir-lo en compte a
I’hora de dissenyar els microxips. Basicament, hi ha dues metodologies pel que fa al
disseny dels microxips 1 les sondes: uns sén els “anotar per dissenyar” (Davis et al.,
2000; Spingola et al., 1999; Srinivasan et al., 2005), mentre els altres son els “dissenyar
per anotar” (Johnson, 2003; Shoemaker et al., 2001) En el primer cas, 1’splicing ¢és
anotat préviament i el xip es dissenya per obtenir informacidé quantitativa del nivell
d’expressi6 de les isoformes d’mRNA ja conegudes. Pel que fa a la segona estrategia,
I’objectiu és trobar noves isoformes d’mRNA o nous exons alternatius, és a dir, anotar

I’estructura genica.

A més a més, hi ha diverses plataformes de microxips: tiling, exd i/o unid 1 disseny
dirigit (Cuperlovic-Culf et al., 2006). Les dues primeres plataformes permeten el
descobriment de noves isoformes i fer una certa mesura de 1’expressid6 —no obstant,
nom¢s la primera permet cobrir tot el genoma (Mockler and Ecker, 2005), ja que per les
d’uni6 es requereix un coneixement previ de les unions d’splicing (Castle et al., 2003;
Fehlbaum et al., 2005; Srinivasan et al., 2005). Per contra, les plataformes de disseny
dirigit permeten quantificar el nivell d’expressié de les isoformes, perd necessiten que
es conegui l’estructura genica; per tant, no serveixen per detectar noves variants

d’splicing.

Paral-lelament al desenvolupament de la metodologia dels microxips també s’ha hagut
de produir un gran aveng en les tecniques bioinformatiques que en possibiliten 1’analisi,
car ha estat necessari adaptar-se al paradigma “un gen, multiples productes”

(Cuperlovic-Culf et al., 2006; Lee and Roy, 2004).

En principi, les eines d’analisi de dades utilitzades en els experiments estandard de
microxips també es poden utilitzar per I’analisi dels microxips d’isoformes. No obstant
aixo, els microxips per estudiar I’splicing alternatiu tenen una problematica especifica:
cada sonda pot representar la suma d’expressions de diverses isoformes i1 diferents
sondes representen 1’expressié del mateix gen. A més, s’obté la informacié sobre la

coexpressio dels exons i les unions d’splicing, perd no informaci6é de la seqiiencia,
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quantitat o coexpressio de les isoformes (Cuperlovic-Culf et al., 2006). Per aixo, s’han
utilitzat diverses correccions i aproximacions metodologiques al problema (Clark et al.,
2002; Cline et al., 2005; Hu et al., 2001; Johnson, 2003; Le et al., 2004; Pan et al., 2004;
Shai et al., 2006; Srinivasan et al., 2005; Wang et al., 2003a). Tot i aix0, aquest €s un
camp d’estudi que continua obert (Cuperlovic-Culf et al., 2006).

1.4.2 La bioinformatica com a eina per estudiar problemes biologics

associats a I’splicing alternatiu

Es evident que I’evolucié ha comportat un augment de la complexitat del genoma dels
organismes. Aquesta major complexitat —per ra¢ de 1’augment de mida del genoma o de
complexitat de 1’estructura genica- porta a un augment de la complexitat del proteoma
(Lynch and Conery, 2003; Valentine, 2000). En el seu interés per I’estudi de la
diversitat lligada a I’splicing alternatiu, la bioinformatica ha destacat clarament per les
analisis des de dues vessants: la conservacié dels esdeveniments d’splicing 1 les seves

conseqliencies.
1.4.2.1 Estudis de conservacio de I’splicing alternatiu

L’analisi de la conservacio de I’splicing alternatiu entre especies, t€¢ un valor afegit al
mer fet d’estudiar I’evolucio dels gens, ens diu quins esdeveniments son funcionalment
importants. Els canvis d’splicing poden portar a un canvi de la pauta de lectura, per aixo
hi ha qui ha dit que els canvis que son multiples de tres estarien afavorits evolutivament
(Magen and Ast, 2005). D’aquesta manera prenen molta importancia els casos d’A/u
com a generador de canvis de pauta (Kreahling and Graveley, 2004) i ’'NMD com a
control dels canvis sense sentit (Lewis et al., 2003). Els elements transposables, com ara
Alu, estan ampliament repetits dins dels genoma huma. Aixi es creu que un 5% dels
exons alternatius s’han originat a partir d’aquests elements (Sorek et al., 2002), molts
cops a partir de I’exonitzaci6 d’elements insertats en els introns que han patit mutacions
originadores de llocs d’splicing (Lev-Maor et al., 2003). D’aquesta manera, la inclusid
del nou exo6 pot portar una perdua de funcié de la proteina —pel trencament d’un domini
funcional, el canvi de la pauta de lectura o I’aparicié de codons d’STOP-, pero si I’ex6
nomes ¢€s inclos rares vegades dins dels transcrits, la funcié es manté i 1’ex6 alternatiu
pot comengar a evolucionar tal com un ex6 duplicat (Kreahling and Graveley, 2004;

Sorek et al., 2002).

La bioinformatica ha permes classificar els exons segons la seva preséncia en les
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isoformes de les diferents especies. Aixi, s’ha vist que els exons es poden dividir en tres
tipus: constitutius —son presents en totes les isoformes-, conservats —exons alternatius
que sén en diverses especies- 1 especifics —exons alternatius propis d’una especie
(Blencowe, 2006). Una altra manera de classificar els exons ¢s la que utilitzaren
Modrek 1 Lee, basada en la seva abundancia en els mRNAs (Modrek and Lee, 2003).
Ells van classificar els exons alternatius en majoritaris i minoritaris i observaren que els
graus d’inclusio eren semblants per als exons ortdlegs, quan compararen gens humans i
murins. A més, veieren que la maxima variacid es trobava en els exons minoritaris
(Modrek and Lee, 2003), el que ha fet pensar que les formes minoritaries serien exons
de nova aparicio 1 amb una accelerada taxa evolutiva (Wang, 2005). A més, 1’analisi
d’humans 1 ratolins ha mostrat la conservacid interespecifica en canvis de pauta de
lectura i s de codons STOP alternatius en determinats esdeveniments d’splicing
(Thanaraj et al., 2003). Aixi mateix, s’ha vist que I’omissio d’exons és el mecanisme
d’splicing alternatiu més freqiient en els casos conservats en mamifers (Sugnet et al.,
2004). Finalment, sembla que la conservacid de la seqiiéncia geénica esta estretament

relacionada amb la conservacid del seu patr6 d’splicing (Cusack and Wolfe, 2005).

Un altre punt d’interés en el camp de la conservacid de I’splicing alternatiu ha estat la
seva freqiiencia en les diverses especies. Brett i col-laboradors van demostrar que el
percentatge d’splicing alternatiu que es detecta depen del repertori d’ESTs 1 que aquest
percentatge en els diferents organismes animals no era diferent i que, per tant, les
diferéncies fenotipiques no eren degudes a la capacitat d’empalmar els exons de
diferents maneres (Brett et al., 2002). No obstant aixo, altres cientifics han trobat
resultats oposats utilitzant aproximacions diferents (Kim et al., 2004), deixant, doncs, el

camp obert per a estudis posteriors.

Pel que fa a I’efecte de I’splicing alternatiu sobre I’evolucid proteica, de forma natural,
alguns grups han mirat I’evolucid dels exons excloents obtinguts per una duplicacid
exonica (Kondrashov and Koonin, 2001; Letunic et al., 2002). Després de la duplicacio
dels exons, aquests acostumen a no ser inclosos alhora al mateix transcrit per
restriccions estructurals o funcionals (Letunic et al., 2002) —pérdua de pauta, alteracid
del plegament estructural o regulacié dels introns flanquejants. A partir d’aqui, sembla
que els dos exons comencen a evolucionar i especialitzar-se de manera diferent, sense
cap periode de redundancia (Kondrashov and Koonin, 2001). Més recentment, s’ha vist

que les formes minoritaries d’splicing alternatiu estarien afectades per una pressio
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selectiva forca relaxada que els permetria evolucionar rapidament (Xing and Lee, 2005)
1 que, a més a m¢s, tindrien una tendéncia més gran a modificar els dominis funcionals
(Pan et al., 2005). Aix0 fa pensar que I’splicing alternatiu pot ser un mecanisme per a

permetre una evolucio neutral a escala genomica (Masel, 2006).
1.4.2.2 Estudis d’impacte estructural i funcional

Tot i el seu interes, hi ha molt pocs estudis experimentals (Stetefeld and Ruegg, 2005).
Es per aixd que la bioinformatica pot ser forca 1til per ampliar el coneixement de les

conseqiiencies estructurals i funcionals de I’splicing alternatiu.

Els primers estudis van anar destinats a entendre els efectes dels canvis d’splicing en la
variabilitat proteica, ja que les isoformes que es generen poden arribar a tenir menys
d’un 50% d’identitat entre elles —encara que la majoria només varien en pocs residus- i
poden tenir diferéncies de mida considerables (Kersey et al., 2000). Aixi, Kondrashov i
Koonin van veure que la majoria dels canvis d’splicing alternatiu portaven associat un
canvi en la mida de la proteina (Kondrashov and Koonin, 2003). Van analitzar
I’evolucié de les proteines tenint en compte quina era l’isoforma ancestral i van
concloure que les insercions anirien associades a canvis de funcio, mentre les delecions
generarien reguladors negatius (Kondrashov and Koonin, 2003). Pel que fa a les
substitucions, una part s’originen en la duplicacié d’exons (Kondrashov and Koonin,
2001). Els exons duplicats codifiquen, majoritariament, per 30-50 aminoacids (Letunic
et al., 2002) 1 tenen una similitud entre ells que va del 30 al 90% (Kondrashov and
Koonin, 2001). Aquests exons acostumen a ser excloents, fet que s’ha relacionat amb la
conservaci6 de la pauta de lectura, per evitar problemes en el plegament de la proteina o
bé perque els introns flanquejants no son del mateix tipus (Letunic et al., 2002).
Finalment, el seu patrd de variacié és mimétic en els gens ortolegs, la qual cosa indica
que hi ha unes restriccions funcionals 1 estructurals importants (Kondrashov and
Koonin, 2001). Aixi, s’ha vist que encara que hi hagi una gran variaci6 en la seqiiencia,
la prediccio d’estructura secundaria no acostuma a mostrar grans canvis (Boue et al.,

2002), encara que hi ha algunes excepcions (Wen et al., 2004).

Altres estudis s’han centrat en estudiar possibles biaixos funcionals o estructurals de
I’splicing alternatiu. Pel que fa a I’estructura, s’ha vist que la distribucié de I’splicing
alternatiu no estaria esbiaixada cap al centre ni cap als extrems de la proteina

(Kriventseva et al., 2003), pero algun analisi de genomica estructural ha permes
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concloure que la majoria de residus alternatius estarien situats a la superficie de les
proteines i, principalment, en zones sense elements d’estructura secundaria definits
(Wang et al., 2005), pero sense correlacio amb els llocs d’interaccid entre proteines
(Offman et al., 2004). D’altra banda, s’ha vist que hi ha dominis funcionals que estan
més afectats que altres per I’splicing alternatiu (Liu and Altman, 2003; Resch et al.,
2004) i que Dsplicing alternatiu té tendeéncia a actuar sobre dominis o elements
funcionals sencers, enlloc de fer-ho sobre fragments (Kriventseva et al., 2003), encara
que s’ha constatat que hi ha casos en que el domini només és funcional en la isoforma

curta, quan desapareix la disrupcio (Hiller et al., 2005).

Finalment, s’han intentat utilitzar técniques de modelatge per homologia (Furnham et
al., 2004) 1 threading (Wang et al., 2005) per analitzar 1’estructura tridimensional de les
isoformes. Els resultats obtinguts son ambivalents, ja que encara que s’obtenen models
de bona qualitat per a les delecions €s molt més dificil en el cas de les insercions
(Furnham et al., 2004), a causa de la manca de plantilla (Marti-Renom et al., 2000), 1
per un ter¢ de les isoformes no es pot construir ’estructura (Wang et al., 2005). A més,
s’ha vist que els canvis d’splicing molt curts, que haurien de ser més facils de modelar,
tindrien una estructura secundaria diferent a la de les zones flanquejants (Wen et al.,

2004).

Tots aquests estudis han comengat a aclarir el rol que juga I’splicing alternatiu com a
regulador de la funcid proteica, mitjangant canvis estructurals. Tanmateix, encara hi ha
molts aspectes que no s’han clarificat i que ens han impulsat a realitzar el treball

presentat en aquesta tesi.

25






OBJECTIUS







Objectius

2 Objectius

El treball realitzat en aquesta tesi s’emmarca en I’estudi de la variabilitat originada per

I’splicing alternatiu i intenta aprofundir en els seus efectes a nivell de les proteines. Per

acomplir aquest objectiu general, ens hem marcat una serie de fites:

Comparar Usplicing alternatiu i la duplicaci6 génica com a fonts de
variabilitat proteica. El coneixement que es té sobre els efectes estructurals 1
funcionals de la duplicacié geénica ¢s superior al que es té de I'splicing
alternatiu; per tant, pensem que la comparaci6 pot permetre inferir

conseqiieéncies estructurals i/o funcionals dels canvis en les isoformes.

Analitzar la conservacio interespecifica dels efectes de I’splicing alternatiu
com a mecanisme de modulacié funcional. L’splicing alternatiu s’ha postulat
com a causant de les diferéncies entre organismes, perd ben poca cosa se sap
sobre si les diverses especies 1'utilitzen de la mateixa manera a 1’hora de generar

diversitat proteica.

Estudiar els efectes de I’splicing alternatiu sobre una familia funcional de
proteines. Hem elegit la familia dels factors de transcripcio pel seu gran interes
biologic i perque és el sistema en que els efectes de d’splicing alternatiu poden

tenir un impacte fenotipic més ric.

Trobar un protocol que permeti la identificacié d’esdeveniments d’splicing
alternatiu equivalents en diverses espécies. L’anotacio automatica dels
genomes 1 l’aveng en la recerca biomedica necessiten determinar quins
esdeveniments d’splicing alternatiu sén homolegs, és a dir, juguen el mateix rol

biologic en diferents especies.
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3 Materials i metodes

Durant la realitzacio dels treballs que han donat lloc a la present tesi s’han utilitzat les
mateixes teécniques per obtenir els resultats presentats en diferents capitols. Aixi, s’ha
cregut oportd tenir una sola seccid de materials i metodes, enlloc d’anar repetint les

mateixes explicacions en diversos capitols.

Aquesta seccid agrupa les técniques utilitzades en les analisis gendomiques i

protedomiques dels capitols 4, 51 6.

3.1 Bases de dades utilitzades

La major part del treball presentat en aquesta tesi es va fer utilitzant dades de la base de
dades SwissProt (Boeckmann et al., 2003). No obstant aix0, en algunes parts o com a

controls ha estat necessari 1’us de bases de dades alternatives.

3.1.1 SwissProt

SwissProt (http://expasy.org/sprot/) (Boeckmann et al., 2003) ¢és una base de dades de

proteines supervisada manualment. El servidor conté una sola seqiiencia proteica per
entrada; no obstant aix0, també té informacid per regenerar les isoformes alternatives,

quan n’hi ha.

En I’analisi genomica (capitol 4), utilitzarem les dades de SwissProt per extreure

informacio tant de gens amb variants d’splicing com de gens amb duplicats.

Les analisis protedmiques (capitols 4, 5 i 6) es feren preferentment amb aquesta base de

dades, si no €s que s’especifica al text.

3.1.2 AltSplice

AltSplice (http://www.ebi.ac.uk/asd/altsplice/) (Thanaraj et al., 2004) és una base de

dades de variants d’splicing alternatiu generada automaticament a partir de les
anotacions d’Ensembl (Birney et al., 2006), basades en gens coneguts, cDNAs i ESTs
(Curwen et al., 2004).

En I’analisi genomica (capitol 4), utilitzarem les dades d’AltSplice (versions 2.0 per

huma i ratoli) com a font dels gens amb splicing alternatiu.
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3.1.3 Ensembl

Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) (Birney et al., 2006) és una base de

dades secundaria per a I’anotacid automatica de genomes eucariotes.

En I’analisi genomica (capitol 4), utilitzarem les dades d’Ensembl (versi6 37.35j per
huma; versié 37.34e per ratoli) per extreure la informacié sobre els duplicats. Aixi
mateix, també s’utilitzaren les prediccions de variants d’splicing per comprovar els

resultats obtinguts.

A T’hora de buscar les families geniques vam eliminar la redundancia dels genomes,
quedant-nos només amb la seqiiéncia del transcrit predit de més llargada i vam utilitzar
un filtre de baixa complexitat per evitar agupar els gens d’acord amb zones altament

repetitives (Wootton and Federhen, 1996).

3.1.4 InParanoid

InParanoid (http://inparanoid.sbc.su.se/) (O'Brien et al., 2005) és una base de dades que

agrupa els gens eucariotes en clusters d’ortolegs.

InParanoid s’utilitza per detectar els gens humans amb ortolegs a llevat, mosca i ratoli.

Aquestes dades s’utilitzaren en 1’analisi genomica (capitol 4).

3.1.5 SEGE

SEGE (http://sege.ntu.edu.sg/wester/intronless/) (Sakharkar and Kangueane, 2004) ¢és

una base de dades generada automaticament a partir de les dades de GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide) (Benson et al., 2007)

que conté gens eucariotes sense introns.

Aquesta base de dades fou utilitzada en I’analisi genomica (capitol 4) per descartar la
retrotransposicid com a causa de 1’anticorrelaci6 entre splicing alternatiu i duplicacid
genica.

3.1.6 ASAP

ASAP (http://bioinfo.mbi.ucla.edu/ASAP/) (Lee et al.,, 2003) és una base de dades

d’isoformes d’splicing alternatiu generada automaticament a partir de les ESTs
dipositades a UniGene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unigene)

(Wheeler et al., 2003).
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L’utilitzarem com a control en algunes de les nostres analisis protedomiques (capitol 4).

3.1.7 Pfam

Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) és una base de dades d’alineaments

multiples de dominis proteics o regions conservades (Sonnhammer et al., 1997). Esta
basada en alineaments multiples i perfils obtinguts amb Hidden Markov Models a partir

de les seqiiencies de SwissProt i TrEMBL (http://expasy.org/sprot/) —traduccid

automatica de les seqiiencies dipositades a ’EMBL Nucleotide Sequence Database

(http://www.ebi.ac.uk/embl/) i als seus homolegs america i japongs.

Particularment, nosaltres utilitzarem la fraccid Pfam-A, que esta anotada manualment i
que en les darreres versions, ja té milers d’alineaments de families (Bateman et al.,

2004).

Utilitzarem Pfam en la prediccid de dominis funcionals dels factors de transcripcid

(capitol 6) i com un exemple de families de duplicats altament divergents (capitol 4).

3.1.8 SMART

SMART (Simple Modular Architecture Research Tool) (http://smart.embl-

heidelberg.de/) és una base de dades de dominis funcionals basada en perfils construits
amb Hidden Markov Models extrets de seqiiencies homologues (Schultz et al., 1998).

SMART esta especialitzat en dominis de senyalitzacid, nuclears i extracel-lulars.

D’aquesta manera, la base de dades, que ja té diversos centenars de dominis funcionals
en les darreres versions (Letunic et al., 2004), permet anotar la composicié de dominis
de les proteines. Nosaltres 1’utilitzarem en la prediccié de dominis funcionals dels

factors de transcripcio (capitol 6)

3.2 Obtencio de les dades

La informacid sobre el nombre d’isoformes, les posicions inicials i finals dels canvis
d’splicing 1 el seu tipus —substitucions o insercions/delecions- s’extragué analitzant la
base de dades SwissProt. En examinar els fitxers en format text de la base de dades,
totes les linies comencen amb un identificador de dues lletres que indica la seccid
d’informacid. En el nostre cas, buscavem I’etiqueta “FT VARSPLIC”, que indica que
hi ha un canvi en la seqiiencia causat per I’splicing alternatiu. En aquest camp hi ha la

informacié de les posicions inicial i final del canvi i les seqiiencies substituides o
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insertades. En el cas de les delecions, apareix la paraula “MISSING”. S’ha de fer notar
que en les darreres versions de la base de dades, aquesta informacié s’indica amb

I’etiqueta “FT VARSEQ”

3.2.1 Obtencio dels factors de transcripcio

Els factors de transcripcié analitzats al capitol 6 es van obtenir de la base de dades
SwissProt mitjangant la  seglient petici6 SRS (Etzold et al, 1996)
(http://expasy.org/srsSbin/cgi-bin/wgetz): Keywords “DNA-binding AND transcription”

OR Description “transcription factor” OR Gene Name “tramnscription factor” OR
Comment “transcription factor” BUTNOT Description “polymerase OR kinase OR
aldolase OR hydrolase OR putative”.

3.2.2 Obtencio dels enzims

Per obtenir el conjunt d’enzims, que s’utilitzen com a control en 1’analisi d’expressid

genica al capitol 6, es buscaren totes les entrades que tenien un numero EC associat.

3.3 Obtencié de les families de paralegs

Per obtenir les families de gens duplicats, es clusteritzaren les seqiiencies mitjancant el
programa CD-HIT (Li et al., 2001) utilitzant diversos percentatges d’identitat i els
corresponents parametres optimitzats (veure Taula 2). Aquest programa ordena les
seqiieéncies segons la seva mida i, comencant per la més llarga, agupa les seqiiencies que
tinguin una identitat que iguali o superi la que s’utilitza com a llindar. Per accelerar
I’algoritme cerca peptids idéntics de diferents mides (Li et al., 2001). Quan el llindar

d’identitat de seqiiencia era baix, utilitzavem la variant MCD-HIT.
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Identitat Programa -c -n
90% cd-hit 0.9 5
80% cd-hit 0.8 5
70% cd-hit 0.7 5
60% cd-hit 0.6 4
50% mcd-hit 0.5 3
40% mcd-hit 0.4 2

Taula 2. Parametres per a la clusteritzacio de seqiiéncies proteiques. Depenent del llindar identitat del
cluster s’ha d’utilitzar un programa o un altre i uns parametres optimitzats: ¢ ¢s la identitat llindar, mentre

que n és la mida de péptid que s’utilitza en la cerca.

Com més alt és el percentatge d’identitat utilitzat com a llindar, més conservades son les
families de paralegs —les families al 40% se suposa que han de ser més grans 1 contenir

membres més distants que les families al 80%.

3.4 Alineament de seqiiéncies

Per fer alineaments de seqiiencies hi ha diverses estratégies. Nosaltres utilitzarem
I’algoritme d’alineament global proposat per Neddleman i Wunsch (Needleman and
Wunsch, 1970). Aquest algoritme de programacié dinamica té 1’avantatge que
proporciona un alineament global optim —a diferéncia dels algoritmes basats en
alineaments locals, com BLAST (Altschul et al., 1990)-, perdo només pot ser utilitzat per

alinear dues seqliencies, a causa de I’elevat cost computacional.

Com a matriu de substitucié d’aminoacid utilitzarem, generalment, la matriu BLOSUM
62 (Henikoff and Henikoff, 1992). Els parametres per penalitzar [’obertura i

eixamplament de forats en 1’alineament foren -11 1 -1, respectivament.

3.5 Prediccio de dominis

Els dominis funcionals es prediren mitjangant I’eina RPS-BLAST —una variant del PSI-

BLAST (Altschul et al., 1997)- utilitzant un E-valor de 0.02 i amb el filtre de baixa
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complexitat actiu. Aquest programa proporciona el nom i la localitzacié dels extrems N

1 C terminal dels dominis.

Cercarem els dominis funcionals a la base de dades CDD (per Conserved Domains
Database) (Marchler-Bauer et al., 2005). CDD agrupa la informacié de diverses bases
de dades amb informacié de dominis funcionals —predits a partir de perfils
d’alineaments multiples. Tot i que dona més informacid, nosaltres només ens quedarem
amb els dominis funcionals basats en les bases de dades SMART (Letunic et al., 2004) i
Pfam (Bateman et al., 2004).

Després, eliminarem redundancia de la composicido de dominis: quan dos dominis se
solapaven, eligiem el més llarg 1 descartavem D’altre si la regié solapada era almenys el
60% de la mida del domini curt. Aixo ho férem perque haviem utilitzat dues bases de

dades i1 perque alguns patrons de dominis inclouen subdominis al seu interior.

Algunes cerques amb RPS-BLAST poden ser insatisfactories i no trobar cap domini
funcional. L exit de les cerques té a veure amb la mida de la seqiiencia, el llindar d’E-

valor utilitzat i la informacié continguda a la base de dades elegida.

3.6 Modelatge comparatiu

L’estructura de la proteina quinasa activada per mitogens nimero 9 (MAPK 9) d’huma,
que apareix a la discussid del capitol 4, es va modelar a partir de I’estructura de la
MAPK 10 humana (1jnk) (Xie et al., 1998). Les dues proteines pertanyen a la mateixa
subfamilia de MAPKs (Kultz, 1998) i la identitat de seqiiéncia entre les dues proteines

¢s del 84%, fet que permet obtenir un model bastant fidedigne.

L’alineament global entre la seqiiencia de la MAPKY i la de I’estructura 1jnk es va
obtenir amb un algoritme de programaci6 dinamica (Needleman and Wunsch, 1970) i la
matriu de substitucio d’aminoacids BLOSUM 62 (Henikoff and Henikoff, 1992).
Aquest alineament va ser I’entrada que es va utilitzar per al programa de modelatge
comparatiu MODELLER (Sali and Blundell, 1993), en el seu Us més simple: la
construccié d’un model a partir d’'una plantilla que esta alineada amb la proteina
d’interés. El programa té una série de restriccions espacials per millorar la qualitat dels

models (Eswar et al., 2003).
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3.7 Identificaci6  d’esdeveniments  homolegs d’splicing

alternatiu entre diferents espécies

Considerarem que dos esdeveniments d’splicing alternatiu en dues especies diferents
eren homolegs quan tenien un rol biologic similar en les dues espécies, és a dir, quan la
variabilitat en les dues especies —tant de funcid com de lloc d’expressio- era la mateixa
(veure Figura 7). Aix0 vol dir que cada isoforma implicada en un esdeveniment
d’splicing alternatiu en una especie té una isoforma equivalent en un esdeveniment

d’splicing alternatiu d’una altra espécie.

[ Homo sapiens J

Isoforma 1 | =— —= | Isoforma 2
| AS |

AS
Isoforma 1 | = — | Isoforma 2

[ Mus musculus }

Figura 7. Exemple d’esdeveniment equivalent. En aquest cas, una proteina humana i una de ratoli tenen
la mateixa funcio bioquimica i ambdues tenen diverses isoformes amb especificitat tissular: la isoforma 1
humana i la isoforma 1 de ratoli sén equivalents perque s’expressen al cervell; mentrestant, la isoforma 2
humana i la isoforma 2 murina s’expressen ambdues al fetge. L’equivaléncia particular de les isoformes
comporta I’equivaléncia de I’esdeveniment d’splicing alternatiu definit com els canvis entre les isoformes

112 en’huma i les isoformes 11 2 en el ratoli.
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Desafortunadament, no vam trobar bases de dades amb anotacions sobre I’equivaléncia
biologica de les isoformes; per tant, primer de tot, vam haver d’examinar manualment la
bibliografia per trobar gens ortolegs —humans 1 d’altres especies- amb esdeveniments
d’splicing alternatiu que podien tenir un rol similar en ambdues especies. Ens fixarem

en I’expressid tissular i en 1’especificitat per estadis de desenvolupament.

Després, alinearem les isoformes humanes amb les isoformes equivalents en altres
especies. També férem alineaments creuats (veure Figura 8). Finalment, calcularem uns

indexs d’identitat global i local per a cada alineament (veure Figura 8).

[ Homo sapiens J

Isoforma 1 | = — | Isoforma 2
(IGy IL) w w (Gy 1LY A
(IG,, ILy) T g (IG,, IL)
(IGy, ILy) #,"g“n\ (IGy, ILy)
v (Gl A A G, 1L, v
Isoforma A | =— — | Isoforma B

Mus musculus J

Figura 8. Comparacions i indexs per trobar esdeveniments equivalents. IGy i ILy son els indexs
d’identitat global i local prenent la isoforma humana com a referéncia. IGy i ILy sén els indexs
d’identitat global i local prenent la isoforma de ratoli com a referéncia. Les fletxes continues senyalen les

comparacions d’isoformes equivalents. Les fletxes discontinues corresponen a les comparacions creuades.

Analitzant amb cura el nostre petit conjunt de dades, ens adonarem que les isoformes
equivalents tenien uns percentatges d’identitat —tant global com local- forca alts i
similars, mentre que les isoformes no equivalents tenien una identitat local molt més
baixa. Per aix0, d’acord amb Kondrashov i Koonin (Kondrashov and Koonin, 2003)
decidirem utilitzar un criteri basat en la seqiiencia per generar la llista d’esdeveniments

homolegs. Aquest criteri es basa en el fet que, en les isoformes equivalents, la identitat
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de la zona variable és similar a la de la resta de la proteina (Kondrashov and Koonin,

2003).

Aixi, desenvoluparem un protocol per a I’assignacid automatica d’isoformes equivalents
basat en ’existéncia de diverses isoformes en els gens ortolegs 1 unes identitats global i
local superiors al 50% —aquest llindar permet confiar en la conservacié de la funcio
bioquimica (Tian and Skolnick, 2003; Wilson et al.,, 2000). En el cas de les
insercions/delecions, alguns indexs locals no es poden calcular; per aquesta rad,
mirarem que els canvis es localitzessin més o menys al mateix lloc. Posteriorment, tots

els assignaments foren revisats manualment.

Amb aquest protocol semiautomatic, trobarem uns conjunts d’esdeveniments d’splicing
alternatiu homolegs: 99, entre huma 1 ratoli 1 58, entre huma 1 rata. No se’n troba entre

huma i mosca del vinagre.

3.8 Prediccions d’accessibilitat i estructura secundaria

Les prediccions d’accessibilitat i estructura secundaria s’obtingueren amb els programes
PREDACC (Mucchielli-Giorgi et al., 1999) i PREDATOR (Frishman and Argos, 1997),
respectivament. Cal assenyalar que PREDACC prediu 1’accessibilitat per a cada residu
de la seqliencia en dos estats: accessible i amagat o enterrat. D’altra banda,
PREDATOR proporciona una prediccid en tres estats de la regi6 d’estructura secundaria

a que pertany cada residu: helix o, [amina B i1 sense estructura definida (coil).

3.9 Analisis estadistiques

3.9.1 Solapament de les distribucions

El solapament de les distribucions de freqiiéncia permet comparar facilment dos

histogrames, donant una mesura intuitiva de la seva semblanca.

3.9.2 Tests estadistics

La prova de la t d’Student (http://home.clara.net/sisa/t-test.htm) s’utilitza per calcular la

probabilitat de que dos promitjos o dues freqiiéncies siguin iguals.

Si la quantitat de dades és petita, pot ser problematic fer un histograma de freqiiencies —
encara que calculem intervals de confianca. En aquest cas, és millor aplicar el test de

Kolmogorov-Smirnov  (http://www.physics.csbsju.edu/stats/KS-test.n.plot_form.html),
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que a més no necessita cap assumpcid preévia sobre la forma de les distribucions

comparades. En el nostre cas, utilitzarem el test KS per a dues mostres.

La prova de la y* (http://home.clara.net/sisa/twoby2.htm) s’utilitza per provar la

independencia entre dos criteris de classificacié de les dades.

3.9.3 Intervals de confianga

Pels histogrames de freqiiéncies, calcularem un interval de confianca per a cadascuna de
les freqtiencies de la distribucid assumint la hipotesi d’independéncia (Durbin et al.,

1998) seguint el treball de Goodman (Goodman, 1965) i tal com es veu a ’Equaci6 1.

cx(1—p.
P _—'_\/Z(za/k,l) *p,(np,) (Equacio 1)

on p; és la freqliencia observada per la i-¢sima variable, a és el nivell de significacio

utilitzat (95%, en el nostre cas), k és el nombre d’intervals i n és la mida total de la

mostra. El valor de ;((Za k) S’Obté de la distribucio 7’ per un grau de llibertat i una
significacio de o/k.

En alguns casos, hem calculat la quantitat de barres de 1’histograma de freqiiencies que

tenen els intervals de confianga solapats.

3.10Analisi a nivell genémic

3.10.1 Correlacio/anticorrelacio

Per mirar si hi havia relacio6 entre la duplicacio génica i I’splicing alternatiu, s’agruparen
totes les families géniques segons la seva mida i, posteriorment, es calcula la fracci6 de

gens amb variants d’splicing per a cada grup.
La fraccid esperada per a una distribucid a I’atzar és el resultat de dividir el nombre de

gens amb splicing alternatiu pel nombre total de gens.

3.10.2 Analisi de la funcio

Per estudiar si I’anticorrelacio6 entre I’splicing alternatiu i la duplicacid geénica té relacid
amb les funcions dels gens, analitzarem les funcions de les proteines humanes dels
quatre subconjunt de dades que teniem —amb o sense variants d’splicing 1 duplicats-, €s

a dir, gens unics sense variants d’splicing, gens Unics amb splicing alternatiu, gens
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duplicats sense isoformes i duplicats amb variants d’splicing.

Analitzarem les funcions dels gens de les proteines de les bases dades SwissProt 1
AltSplice, mitjancant el servidor DAVID (http://david.abcc.nciferf.gov/home.jsp)
(Dennis et al., 2003).

Aquest servidor analitza les proteines humanes per veure si hi ha biaixos en una gran
diversitat de categories -termes de Gene Ontology (Ashburner et al., 2000), dominis
proteics, vies metaboliques, categories funcionals, interaccions entre proteines,

malalties, bibliografia i propietats de la seqii¢ncia.

3.10.3 Expressio de gens ortolegs

Vam utilitzar les dades d’expressio per a diferents teixits de gens humans i murins del

servidor SymAtlas (http://symatlas.gnf.org) (huma: GNF1H; ratoli: GNFIM) (Su et al.,

2004). Els nivells d’expressid s’havien obtingut utilitzant algoritmes RMA (per robust
multiarray averaging) (Bolstad et al., 2003; Irizarry et al., 2003)

S’analitzaren 30 teixits diferents comuns a les dues especies —les dades de medul-la
espinal de ratoli son el promig de les dades per les parts superior i inferior del teixit. Es
compararen els nivells d’expressio de 553 factors de transcripcié —109 amb variants
d’splicing 1 la resta, sense. Com a control s’utilitzaren els patrons d’expressio de 1923

enzims.
Per aquells gens que tenien diverses repliques, les dades d’expressid es promitjaren.

Seguint els comentaris de Liao i Zhang (Liao and Zhang, 2006), utilitzarem

I’abundancia relativa (RA) enlloc de la intensitat de senyal (S) (veure Equacio 2).

RA(i, j) = 8@ (Equacio 2)

n

ZS(i,j)

on i representa un gen i €s un teixit concret.

Seguint les recomanacions de la bibliografia (Huminiecki and Wolfe, 2004; Jordan et
al., 2005; Liao and Zhang, 2006; Makova and Li, 2003; Yanai et al., 2004), per analitzar
I’expressio dels factors de transcripcid utilitzarem la correlacido de Pearson (r, veure

Equaci6 3) i la distancia euclidea (d, veure Equacio 4).
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i[RAH(i,j)*RAR(i,j)]—[iRAH(i,j)}*[iRAR(i, j)}

Jj=1

,— n
JZ [RAu(i, )T {Z RAH(i,j)} JZ (Rt T —{Z RAR(i,j)}
n

(Equacié 3)

on i representa un gen, j ¢s un teixit concret, H i R indiquen si el patrd d’expressio és

d’huma o de ratoli, respectivament.

J=1

d = \/Z [RAn(i, j)— RAx(i, j)|  (Equaci6 4)

on i representa un gen, j és un teixit concret, /1 R indiquen si el patrd d’expressio €s

d’huma o de ratoli, respectivament.

3.11Analisi a nivell de proteines

3.11.1 Estudi de la conservacio de les propietats fisico-

quimiques
A T’hora d’estudiar la conservacid de I’accessibilitat 1 I’estructura secundaria dels
residus, es feia un alineament global de les dues seqiiencies i, posteriorment, se
substituien els residus per les seves prediccions.

3.11.2 Caracteritzacio de les substitucions

En el nostre treball hem hagut de fer diversos analisis per caracteritzar les substitucions

d’aminoacids causades per I’splicing alternatiu o la duplicaci6 génica.

La informacié de la localitzacid i residus implicats en les substitucions d’splicing

alternatiu s’extragué de la base de dades SwissProt (Boeckmann et al., 2003).

Pel que fa a les duplicacions géniques, la informacié dels residus substituits s’obtingué

a partir dels alineaments de seqii¢ncia.

3.11.3 Identitat global

La identitat global correspon al percentatge de residus idéntics entre tots els residus

alineats (veure Figura 9). Es calcula a partir d’un alineament d’un parell de seqiiéncies
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completes.

Seql HAKRPAYRELVL.KCANHKNIIVSLINVF.PQKTLDEFQDAYLVMELM
01T 0 A A S 1 A 1 U0 O L O 1) O M, I 5 I ) VA W 6 O
Seq2 HAKR.AYRDLVLLKCVNHENI.VSLLNVFTPQKTLEEFQDVYLVMELM

P
44

Figura 9. Calcul de la identitat global. Després de I’alineament global es compten tots els residus

ideéntics i es divideixen pel nombre de residus alineats.

3.11.4 Identitat local

La identitat local es refereix al percentatge d’identitat entre parts de la seqiiencia.
Normalment, la identitat local es refereix a parts substituides, perd també s’aplica als

dominis funcionals dels factors de transcripcid.
3.114.1 Identitat local entre isoformes

En la major part dels casos, sempre que s’havia de calcular una identitat local, es feia un
alineament global, perd només es calculava el percentatge d’identitat localment (veure
Figura 10). No obstant aix0, la identitat local entre variants d’splicing que apareix al
capitol 4 es va calcular de manera diferent: s’alineaven només els fragments implicats
en ’esdeveniment d’splicing 1 a partir d’aqui es comptaven els aminoacids idéntics de

tots els residus substituits (veure Figura 10).
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Seql HAKRPAYRELVL.KCANHKNIIVSLINVF.PQKTLDEFQDAYLVMELM
LI T A U 4 O o 1 W O e 141
Seg2 HAKR.AYRDLVLLKCVNHENI.VSLLNVFTPQKTLEEFQDVYLVMELM

mw="°
8

Segl VSLINVE

AR
Seq? VSLLNVF

Figura 10. Calcul de la identitat local. A la part superior, després de 1’alineament global es compten tots
els residus idéntics de la part en negreta i es divideixen per la seva mida. A la part inferior, s’extreuen els
fragments i es procedeix com en el calcul de la identitat global. Els resultats no han de ser necessariament

ideéntics, perque en el segon cas es té¢ en compte el nombre de residus alineats, enlloc de la mida del canvi.

En aquest cas, per evitar comparacions sense sentit vam imposar que ambdues
seqliencies substituides havien de ser més llargues de 10 aminoacids i1 la més curta havia
de tenir una longitud d’almenys el 60% de la llargada de la seqiiencia més llarga.

Aquests filtres s’usaren en el calcul de la identitat local, pero en cap dels altres analisis.
3.11.4.2 Identitat local entre duplicats

En el calcul de la identitat local entre duplicats, vam diferenciar entre les families que
tenien algun membre amb splicing alternatiu i les que no en tenien. El punt d’inici és un
alineament global entre els duplicats i, a partir d’aqui, vam seguir estrategies diferents

per als dos casos, depenent de si un dels duplicats tenia splicing alternatiu o no.

En el cas de les families de duplicats en que algun membre té splicing alternatiu,
seguirem dos protocols diferents. En el primer, després de fer 1’alineament entre la
proteina que té variants i els seus duplicats —sempre alineaments per parelles entre la
isoforma de referéncia 1 els duplicats-, utilitzarem una finestra lliscant de la mateixa
mida que el canvi d’splicing i calcularem la identitat local per a totes les possibles
localitzacions de la finestra (veure Figura 11). En el segon protocol, analitzarem la
capacitat d’introduir la mateixa variabilitat; per tant, després d’alinear les seqiiéncies,

calcularem el percentatge d’identitat local per la zona d’splicing 1 la seva corresponent
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en el duplicat (veure Figura 12).

il i i+N-1
Gen A Gens
duplicats
Gen B : : - R
Isoforma de referéncia I
\ N i
! Isoformes
1 ]
; ; d’splicing
] !
b .
Isoforma alternativa

Figura 11. Identitat local en duplicats amb preséncia d’splicing alternatiu. Métode totes posicions.

Es genera una finestra lliscant de mida N (mida del canvi d’splicing) i es calcula la identitat local entre els

duplicats en totes les posicions de la finestra.

i i+N-1
Gen A Gens
duplicats
Gen B -
Isoforma de referéncia I
i N i
| Isoformes
1 ]
: i d’splicing
] !
b .
Isoforma alternativa

Figura 12. Identitat local en duplicats amb preséncia d’splicing alternatiu. Métode mateixa posicio.

Es calcula la identitat local entre els duplicats en la mateixa regi6 on hi ha el canvi d’splicing alternatiu.

En el cas de les families sense membres amb variants d’splicing la comparacié directa

no ¢s possible; per tant, utilitzarem una finestra lliscant de mida fixa —100 residus de
llargada (veure Figura 13).
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Gens
duplicats
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Figura 13. Identitat local en duplicats sense splicing alternatiu. Es genera una finestra lliscant de mida

igual a 100 residus i es calcula la identitat local entre els duplicats en totes les posicions de la finestra.

3.11.4.3 Identitat local entre dominis funcionals

En aquest cas, s’alinearen només les seqiiencies que formaven part dels dominis
funcionals, definides a partir de les prediccions fetes amb I’RPS-BLAST (veure seccid

3.5).

3.11.5 Similitud local

La similitud entre regions substituides s’obtingué puntuant I’alineament entre els dos
fragments, mitjangant una matriu de substituci6 PAM250 (Dayhoff et al., 1978), que
esta considerada una matriu prou general per permetre alinear correctament seqiiéncies

divergents.

Es van utilitzar les mateixes restriccions de mida que en el cas de la identitat local i la

puntuacié de I’alineament es va normalitzar utilitzant la seva longitud.

3.11.6 Canvis no conservatius

Definim com a canvis no conservatius aquelles substitucions d’aminoacids que tenen
una puntuacidé negativa en la matriu de substitucions BLOSUM 62 (Henikoff and
Henikoff, 1992). Aquest mateix criteri fou utilitzat anteriorment en 1’anotacié d’SNPs

(Single Nucleotide Polymorphisms) (Cargill et al., 1999).

La fraccid de canvis no conservatius s’obtingué dividint el nombre de canvis amb

puntuacid negativa pel nombre total de canvis en 1’alineament.

Els percentatges de canvis no conservatius apareguts a causa de I’splicing alternatiu o la
duplicacid geénica foren comparats amb el test de t-Student (http://home.clara.net/sisa/t-

test.htm).
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3.11.7 Distribucio de la distancia maxima entre canvis no

conservatius

Per calcular les distancies maximes seguirem diferents estratégies segons el nombre de
substitucions involucrades en I’esdeveniment d’splicing alternatiu. Aixi, analitzarem els

casos amb una sola substitucid i els casos amb dues substitucions.

En el cas dels esdeveniments d’splicing alternatiu amb una sola substitucido —
independentment del nombre d’insercions o delecions-, la distancia maxima correspon a
la distancia que hi ha entre els canvis de residu més separats (veure Figura 14). La

distancia es normalitza dividint-la per la mida de la proteina.

Dmﬁx

o
" B

Figura 14. Distancia maxima quan només hi ha una substitucié d’splicing alternatiu.

El mateix criteri s’utilitza pels corresponents duplicats.

En els cas de les isoformes amb dues substitucions, la distancia maxima es mesura com
la quantitat d’aminoacids separant els dos canvis d’splicing, normalitzada dividint per la

distancia separant els dos canvis de residus més allunyats (D'yax) (veure Figura 15).

max
.
-~ B
——
[ ] - SS—__
o E—
—

Figura 15. Distancia maxima quan hi ha dues substitucions d’splicing alternatiu.

En els corresponents duplicats mesurarem la distancia entre els canvis de residus
contigus més separats. També la normalitzarem amb la distancia entre els canvis més

separats.
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Les distancies maximes en el cas de dos canvis foren comparades amb el test KS per a

dues mostres.

3.11.8 Caracteritzacio de les insercions/delecions

La informaci6 de les delecions s’extragué de la base de dades SwissProt (Boeckmann et

al., 2003), a partir de 1’anotacio “MISSING” en el camp VARSPLIC.

Les insercions estaven anotades com una substitucid, amb la particularitat que el canvi

era d’un sol residu per una seqiiencia que comengava per aquell mateix aminoacid.

Les insercions/delecions entre duplicats es trobaren alineant les seqiiéncies per parelles.
Alla on D’algoritme generava un forat en 1’alineament, es comptava la quantitat de

residus implicats.
3.11.8.1 Mida de les insercions/delecions

Les insercions/delecions s’agruparen en intervals, dels quals es calcularen les

freqiliencies per generar un histograma.

En el cas de les duplicacions, es va aplicar una correccié de redundancia consistent en
ponderar la contribucié de cada duplicat a la corresponent barra de I’histograma tenint
en compte la mida de la familia geénica, és a dir, dividiem cada compte sumat a

I’histograma pel nombre de duplicats dins de la familia.

Posteriorment, els dos grups de dades foren dividits, tenint en compte si els canvis
afectaven els extrems N- o C-terminals. Els canvis que incloien els extrems

s’anomenaren externs i la resta, interns.
3.11.8.2 Solapament de les insercions/delecions

Per estimar el solapament entre les insercions/delecions de les variants d’splicing 1 els
duplicats seguirem el seglient protocol: primer, mapejarem els canvis per rad de
I’splicing alternatiu en 1’isoforma més llarga; en segon lloc, alinearem aquesta isoforma
amb els corresponents duplicats de la familia; després, mapejarem les insercions i
delecions trobades en els alineaments anteriors —a causa de la duplicacid geénica- en
I’isoforma més llarga; seguidament, per cada possible comparacio entre els canvis
d’splicing 1 els de duplicats, calcularem el nombre de residus comuns i1 ho dividirem per
la mida del canvi causat per I’splicing alternatiu (veure Figura 16); finalment,

agruparem els resultats després de fer una correccid per redundancia, a fi de no
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sobreestimar els resultats de les families géniques més nombroses.

Gens
duplicats
[soforma de referéncia . 3 K
'~.\ Fi } Isoformes
. d’splicing
'\.I .J
I

Isoforma alternativa

Figura 16 Solapament entre canvis. En la regiéo on hi ha la delecido d’splicing es compta quantes

delecions apareixen entre els duplicats i es divideix per N.

La correccid de redundancia utilitzada consisti en afegir un sol compte a I’histograma
de freqiiencia quan els solapaments entre un canvi entre isoformes i una serie de canvis

entre duplicats eren sempre el mateix.

3.11.9 Analisi de [I'especificitat dels efectes de [I'splicing
alternatiu sobre I'estructura modular dels factors de

transcripcio

Analitzarem 1’especificitat de 1’accid de D’splicing alternatiu sobre els dominis
funcionals, és a dir, la relacid entre els limits de les zones variables 1 les fronteres dels
dominis funcionals. Per fer el calcul, ordenarem les quatre posicions —N i C terminal del
domini, N i C terminal del canvi d’splicing- de manera ascendent i calcularem quina

fraccid de tots els residus era compartida (veure Equacio 5).

i

D
Especificitat = D

e

(Equacié 5)

on D; és la distancia entre les dues posicions internes del grup —S; i S;- 1 D, és la

distancia entre les dues posicions extremes —M; i M»- (veure Figura 17).
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Figura 17. Calcul de I’especificitat dels efectes de I’splicing alternatiu. Les capses representen dominis

funcionals, mentre que el color vermell assenyala on hi ha la regi6 afectada per ’splicing alternatiu.

Una especificitat propera a 1 implica que ’efecte de I’splicing alternatiu se centra,

principalment, en el domini funcional. Per la seva banda, si I’especificitat s’apropa a 0,

aixo indica que I’splicing alternatiu modifica molts residus de les regions entre els

dominis o que I’efecte sobre el domini funcional és molt petit.
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4 Splicing alternatiu i duplicacié genica

4.1 Introduccio

Hi ha moltes incognites que envolten els efectes de I’splicing alternatiu, des de la
viabilitat de les diverses isoformes (Lewis et al., 2003; Magen and Ast, 2005; Neu-Yilik
et al., 2004) fins a la seva funcio (Blencowe, 2006; Neu-Yilik et al., 2004). Una de les
poques coses que es consideren segures €s la gran importancia que té en I’increment de
la diversitat proteica (Brett et al., 2002; Graveley, 2001), perd0 no és possible
racionalitzar les conseqiiencies estructurals i funcionals en les proteines que provoquen

els canvis en la seqiiencia (Lee and Wang, 2005).

Obviament, ’splicing alternatiu no és I’inic mecanisme que incrementa la variabilitat
del proteoma. Aixi, la duplicacido genica —seguida de la divergéncia entre els gens
duplicats- és un mecanisme alternatiu que té molta importancia (Chothia et al., 2003;
Koonin et al., 2000; Lynch and Conery, 2000). L’estudi de la duplicacié genica esta
més avancat que el de I'splicing alternatiu 1 aixi, per exemple, se sap que les
modificacions —les substitucions d’aminoacids- que introdueix 1’evolucid en la
seqiiencia dels diversos homolegs no poden ser a I’atzar, sind que estan sotmeses a una
série de restriccions estructurals, per permetre un plegament correcte i una funcionalitat
plena (Chothia and Lesk, 1986). De la mateixa manera, s’ha vist que les insercions o
delecions que s’observen entre els homolegs tendeixen a ser a zones poc estructurades i

superficials (Pascarella and Argos, 1992), on els canvis son menys lesius.

4.2 Intercanviabilitat com a font de diversitat proteica

Essent els dos fenomens —splicing alternatiu 1 duplicacié genica- fonts de variabilitat del
proteoma, és normal preguntar-se fins a quin punt les funcions de I’splicing alternatiu i
la duplicacio genica se solapen. Els darrers anys s’han trobat diversos exemples en que
les variants d’splicing o els gens duplicats semblen aportar la mateixa variabilitat
(Altschmied, 2002; Dominguez et al., 2004; Lister et al., 2001; Pacheco et al., 2004) i
que recolzarien la hipotesi de que els dos fendmens poden ser intercanviables. Un
d’aquests és el cas del gen U24F1 d’huma i els gens u2afl-a 1 ulafl-f de Fugu
rubipres (Pacheco et al., 2004). El gen huma déna dues isoformes —U2AF*a i U2AF>’b,

que difereixen per només 7 residus del motiu de reconeixement de ’RNA-, mentre els
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duplicats de Fugu no tenen splicing alternatiu. Quan es miren les seqiiéncies proteiques,
es veu com la diversitat proteica introduida per I’splicing alternatiu en humans i la
duplicaci6 geénica a Fugu és la mateixa. Un altre exemple és el del gen mitf, duplicat al
llinatge dels peixos 1 amb variants d’splicing en mamifers i aus (Lister et al., 2001).
Sembla que després de la duplicacio, els gens de peixos s’haurien especialitzat —cobrint
les diverses funcions del gen ancestral- 1 haurien perdut 1’splicing alternatiu

(Altschmied, 2002).

A més a més, quan mirem el proteoma globalment, tant en les nostres dades (veure
Figura 18) com en estudis recents (Kopelman et al., 2005; Su et al., 2006) s’observa una
clara anticorrelacid entre I’splicing alternatiu i la duplicacié genica. Aixi, els gens que
no s’han duplicat tenen més splicing alternatiu que 1’esperat, mentre les families
geniques més nombroses tenen un volum d’splicing alternatiu més baix del que haurien

de tenir si la distribucio fos a 1’atzar.

o
S
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' d'splicing alternatiu
A
A
| l | |
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mida de la familia génica

H N [ [
Identitat de seqliéncia (%): 40 60 80 90

]
I
1
L

o o
Now

Fraccié de gens amb
splicing alternatiu
o
[

o

Figura 18. Anticorrelacié entre splicing alternatiu i duplicacié génica. La grafica mostra la fraccio de
gens que tenen splicing alternatiu segons la mida de la familia génica. Les families estan construides amb
el programa CD-HIT (Li et al., 2001), utilitzant diversos llindars d’identitat de seqiiéncia. La linia
discontinua mostra la fracciéo de gens amb splicing alternatiu que s’esperaria si la distribucié no estes

esbiaixada. Resultats semblants s’obtenen utilitzant diferents bases de dades o els gens ortolegs.

Tot aixo (anticorrelacid a nivell genomic i exemples especifics a nivell protedomic)

suggereix que I’splicing alternatiu i1 la duplicacié genica podrien arribar a ser
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intercanviables a 1’hora d’introduir diversitat en el proteoma, ¢€s a dir, que els dos

fenomens podrien ser redundants com a font de variabilitat (Kopelman et al., 2005).

4.3 Analisi gendmica

Primer de tot, estudiarem si la causa de la relaci6 inversa entre els dos fenomens podia
tenir un origen genomic —tant estructural com funcional. Per aix0 analitzarem

I’estructura i la localitzacid dels gens i les classes funcionals a les que pertanyen.

4.3.1 Estructura i localitzacié dels gens

Pel que fa a I’estructura genica, calcularem el nombre d’exons per a cada gen.
Analitzarem tres grups de dades: els gens unics amb variants d’splicing, les families de
gens duplicats sense splicing alternatiu i les families geniques que tenen algun membre

amb variants d’splicing (veure Figura 19).

Els nostres resultats mostren que I’estructura dels gens ¢s diferent depenent de la via
utilitzada per diversificar-se. Mentre que els gens sense splicing alternatiu tenen
tendéncia a tenir un nombre d’exons menor al que tenen els gens amb variants

d’splicing, els gens unics tenen una quantitat d’exons superior a la dels gens duplicats.
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Figura 19. Estructura génica de les families géniques. La grafica mostra la freqiiencia del nombre
d’exons per gen. En verd clar, les families géniques que tenen membres amb splicing alternatiu
(AS+/GD+); en verd fosc, els gens unics amb variants d’splicing (AS+/GD-); en blau, les families

geniques amb una sola isoforma per gen (AS-/GD+).

La freqiiéncia més gran de gens sense splicing alternatiu (AS-/GD+) en la primera barra
de I’histograma —un o dos exons per gen- es podria atribuir parcialment al fenomen de
la retrotransposicio, és a dir, als gens duplicats per ra¢ de la insercié al genoma d’un
transcrit processat. Obviament, aquests gens no tenen introns i, per tant, no poden fer
splicing. No obstant aix0, aquest mecanisme ja havia estat descartat préviament com a
causa de I’anticorrelacio (Kopelman et al., 2005) 1, a més, només serviria per explicar
un petit subconjunt de casos. Una altra explicacid, més general, pel major nombre
d’exons en els gens amb splicing alternatiu (AS+/GD+) és que molts d’aquests exons

apareixen per duplicacié exonica (Kondrashov and Koonin, 2001; Letunic et al., 2002).

Pel que fa a la localitzacié dels gens duplicats, s’observa que en la majoria de families
geniques, independentment de la seva mida, la majoria dels seus membres tenen diferent
localitzacié cromosomica (veure Figura 20), la qual cosa suggereix diferent regulacié de
I’expressid dels duplicats (Semon and Duret, 2006) i en dificulta la intercanviabilitat

amb I’splicing alternatiu, perque els dos fenomens van molts cops lligats (Maniatis and
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Reed, 2002; Maniatis and Tasic, 2002).
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freqiiéncia de gens tenen diferent localitzacid dins de cada familia. Es feren totes les comparacions dins
de la familia i les contribucions de cada comparacidé es corregiren tenint en compte el nombre de

comparacions no redundants. Les dades estan agrupades per la mida de la familia.

Aixi doncs, mentre sembla que hi ha una relaci6 entre I’estructura geénica i la manera
d’augmentar la variabilitat de la familia geénica, la localitzacié cromosomica semblaria
descartar-nos una regulacié que permetés intercanviar els dos fenomens com a fonts de

diversitat.

4.3.2 Splicing alternatiu, duplicacié génica i funcié

Podria ser que determinades families geniques —lligades a una funcid biologica
concreta- mostressin una preferéncia per una via d’increment de la seva variabilitat, és a
dir, podria ser que una de les raons de I’anticorrelacié fos 1’ts de I’splicing alternatiu o
la duplicacié geénica depenent de la funcié dels gens. El que s’observa, pero, €s que els
gens amb splicing alternatiu 1 els gens amb duplicats tenen distribucions similars entre

la majoria de les categories funcionals.

Les proteines ribosomals i els receptors pertanyen a les families proteiques més

nombroses en humans (Madera et al., 2004) 1 és conegut que els gens amb splicing
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alternatiu no acostumen a tenir aquestes funcions (Neverov et al., 2005), cosa que
suggereix que aquests grups de gens podrien ser els causants de ’anticorrelacid. No
obstant aix0, quan s’exclogueren aquestes dues families de I’analisi (Madera et al.,
2004), es continua trobant una relacid inversa significativa (p-valor < 0.001) entre

I’splicing alternatiu i la duplicacio genica.

Aquests resultats indiquen que 1’anticorrelacid entre aquests fenomens —splicing
alternatiu 1 duplicaci6 génica- no esta relacionada amb una distribucid diferencial de les

funcions.

4.4 Analisi proteomic

Per investigar si I’splicing alternatiu i la duplicacio génica son intercanviables des d’una
perspectiva protedmica —nivell estructural 1 funcional- vam comparar els canvis en la

seqliencia que introdueixen els dos fenomens.

Encara que siguin tan diferents, des de punts de vista molecular i evolutiu, les
modificacions introduides a nivell proteic sén del mateix tipus: insercions/delecions i/o
substitucions. Nosaltres caracteritzarem aquests canvis mitjangant la seva mida, el tipus
de residus afectats i la localitzacié dins de la seqiiéncia, ja que a partir d’aquestes
variables es poden inferir caracteristiques estructurals i/o funcionals (Shortle and

Sondek, 1995).

Les dades de duplicaci6 genica s’obtingueren a partir de dos models: un basat en
identitat de seqtiencia i ’altre, en dominis funcionals. Elegirem dues identitats de
seqiiencia forca diferents —40% 1 80%-, perque la for¢a de I’anticorrelacié sembla estar
relacionada amb la identitat dins de les families (veure Figura 18). Les families amb una
identitat minima del 80% tenen un alt grau d’homologia estructural i funcional, mentre
que les families amb identitats de fins al 40% permeten recuperar duplicats més vells o
altament divergents perd que encara poden tenir la mateixa funcié (Tian and Skolnick,
2003; Wilson et al., 2000). Finalment, assenyalar que el model basat en families de
dominis funcionals €s un model més divergent que inclou casos més extrems de canvis

de seqiiencia.

4.4.1 Insercions/delecions

Les insercions/delecions vam caracteritzar-les mirant la seva mida i la posicio que tenen

dins de la seqiiencia proteica. La primera propietat ens pot donar una idea de la
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magnitud de I’efecte —més o menys drastic-, mentre que la segona ens pot permetre
inferir lleument algunes conseqiiéncies estructurals. No obstant aix0, per tenir una idea

clara dels efectes de les insercions/delecions cal tenir en compte les dues variables.
4.4.1.1 Mida

La mida de les insercions/delecions €s un factor determinant a 1’hora de valorar els
canvis entre isoformes o duplicats. Aixi, s’ha d’esperar que els canvis de més llargaria —
ja siguin I’eliminacid o I’addicié6 d’un fragment- tinguin uns efectes estructurals i
funcionals més grans que els de mida petita. Tanmateix, canvis petits poden tenir
efectes importants tant a nivell d’estructura —per exemple, impedint la formacid
d’elements d’estructura secundaria- com de funcid —com ara, eliminant el residu

catalitic del centre actiu.

La Figura 21 mostra com la distribucio de mides de les insercions/delecions en duplicats
1 en isoformes d’splicing alternatiu és molt diferent. Mentre la majoria de canvis
introduits per I’splicing tenen una mida que permetria extreure o afegir un domini
funcional sencer, els canvis dels duplicats —qualsevol que sigui el model que mirem-

son menors que 5 residus.
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Figura 21. Mida de les insercions/delecions de les isoformes i els duplicats. S’utilitzaren diversos
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models de families geniques —identitats del 40% i 80% 1 families de dominis.

Posteriorment, vam refinar el nostre analisi separant les insercions/delecions que
ocorren als extrems de la seqiiéncia de les interiors. Aixd es féu perque se sap que els
extrems N- 1 C-terminal tendeixen a ser a la superficie de la proteina (Hovmoller and
Zhou, 2004); per tant, grans canvis afectant els extrems podrien ser més facilment
acomodats 1 no estarien tan restringits estructuralment (Chothia and Lesk, 1986). Les
Figures 20 i 21 mostren el resultat d’aquesta analisi. En ambdds casos les diferéncies
entre les isoformes sén molt més grosses que les que hi ha entre els duplicats génics. Tal
com esperavem, tant en el cas dels duplicats com en el de les isoformes els canvis soén
més petits a D’interior de la seqiiencia (veure Figura 22) indicant D’efecte de les
restriccions estructurals; d’aquesta manera, els canvis de mida més grossa entre les

isoformes (>100 aminoacids) es troben majoritariament als extrems N- i C-terminal

(veure Figura 23).
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Figura 22. Mida de les insercions/delecions internes de les isoformes i els duplicats. S’utilitzaren

families amb 40% d’identitat.
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Figura 23. Mida de les insercions/delecions externes de les isoformes i els duplicats. S’utilitzaren

families amb 40% d’identitat.

4.4.1.2 Posicio relativa de les insercions/delecions

Amb I’objectiu de veure si els efectes de les insercions/delecions aparegudes en variants
d’splicing 1 duplicats sén similars, ens fixarem en la seva posicid dins de la seqiiencia.
Com s’ha mencionat anteriorment, no nom¢s la mida del canvi és important, sind que
molts dels seus efectes depenen del lloc —I’entorn- on hi ha el canvi. Ho férem calculant
la posici6 relativa dels canvis causats per la duplicacid respecte a la posicié dels canvis
d’splicing, és a dir, calcularem quin percentatge dels residus insertats o delecionats a les
variants d’splicing també ho eren als duplicats del mateix gen (veure Figura 24).
Aquesta mesura ens permet saber si les regions afectades pels canvis son les mateixes,
fet que seria molt important ja que ens indicaria si els efectes estructurals 1 funcionals

son comparables.
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Figura 24. Solapament de les insercions/delecions de variants d’splicing i duplicats. Percentatge de
residus d’una insercid/delecié causada per splicing alternatiu que pertanyen a un canvi del mateix tipus
entre duplicats. S’utilitzaren families amb 80% i 40% d’identitat. De les darreres també s’analitza el

subconjunt de canvis de mida petita.

La majoria de les insercions/delecions causades per splicing alternatiu (~80%, en
families duplicades al 40%) tenen un solapament exigu amb les que venen dels
duplicats. Trobem un resultat semblant quan ens centrem en els canvis de mida petita

(<30 aminoacids) o en les families al 80%.

Per tant, les insercions o delecions causades per I’splicing alternatiu o la divergencia
genica no afecten, en general, les mateixes regions de la seqiiéncia, cosa que ens fa
pensar que els dos fenomens tindran diferents efectes estructurals 1 funcionals. Amb tot,
no podem oblidar que hi ha un petit percentatge de casos (~15%, en families duplicades
al 40%) amb un solapament considerable, que després de mirar-los amb més cura,
concloguérem que alguns d’aquests corresponen a canvis equivalents que semblen
recolzar la hipotesi de la intercanviabilitat com un mecanisme aplicable a un nombre

petit pero significatiu de proteines.
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4.4.2 Substitucions

Les substitucions foren caracteritzades mitjangant la seva identitat de seqiiéncia, tan
globalment com localment, la natura fisico-quimica dels canvis de residus i la

distribuci6 d’aquests canvis al llarg de la seqiiencia.
4.4.2.1 Identitats de seqiiéncia global i local

La identitat global entre dues proteines ens dona una idea del grau de conservacio
funcional (Tian and Skolnick, 2003). No obstant aix0, la identitat global no ens diu res
del que passa localment, €s a dir, proteines amb les mateixes identitats globals poden
tenir una distribuciod de canvis completament diferent. Per aixo, també vam estudiar el
que passava en determinades regions de la proteina —fragments substituits en I’splicing

alternatiu i finestres de mides variables en gens duplicats.

La Figura 25 ens mostra les distribucions d’identitat global per les isoformes d’splicing
1 pels duplicats. En el cas de les isoformes, només es diferencien per la part substituida;
per tant, tal com esperavem, el seu percentatge d’identitat és molt alt —majoritariament,
per sobre del 90%. En els cas dels duplicats, la seva distribucié cobreix un interval més
gran i depén del llindar utilitzat a ’hora d’establir les families. Les families que tenen
un 80% de residus identics son les que tenen una distribucid més semblant a la de les
isoformes. Finalment, si ens fixem en el model de dominis, podem veure que les

seqiiencies han divergit molt.
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Figura 25. Identitat global dels alineaments entre isoformes o entre duplicats. S utilitzaren diversos

models de families geniques —identitats del 40% i 80% i families de dominis.

Si ens fixem en la identitat local (veure Figura 26), els resultats que observem son forga
diferents. En el cas de les variants d’splicing, compararem les regions substituides. En
canvi, pels duplicats calcularem totes les possibles identitats locals dins de la familia
genica —amb la mida dels canvis d’splicing- utilitzant la metodologia de la finestra
lliscant (veure Materials 1 métodes, seccid 3.11.4.2). Les seqliencies substituides en
I’splicing alternatiu son molt diferents (20-30%), mentre que pels duplicats al 80% —que
tenen una identitat global semblant a la de les isoformes (veure Figura 25)- la identitat
local és molt superior. Aixo ens indica que tot i tenir un nombre de canvis comparables,
I’splicing alternatiu els concentra més 1 als duplicats estan més esparsos. Els duplicats al
40% també tendeixen a ser localment més similars que les isoformes, perd en aquest cas

la diferéncia no és tan clara.
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Figura 26. Identitat local dels alineaments entre fragments substituits de les isoformes o entre

regions dels duplicats. S’utilitzaren families amb 40% i 80% d’identitat.

Per completar aquesta analisi vam comparar les regions substituides en 1’splicing
alternatiu amb les regions equivalents als duplicats. En la majoria dels casos (78% pels
duplicats al 80%; 64% pels duplicats al 40%), la identitat local dels duplicats és més

alta que la de les isoformes (veure Figura 27).
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Figura 27. Identitat local de la mateixa regié en variants d’splicing i duplicacioé génica. Els rombes

blaus corresponen a les families al 80%; els punts rojos, a les families al 40%.

4.4.2.2 Natura i distribucio dels canvis

Havent vist que I’splicing alternatiu tendeix a generar zones amb més substitucions
d’aminoacids que la duplicacié geénica, decidirem estudiar la natura d’aquests canvis.
Per fer-ho, ens centrarem en els canvis d’aminoacids no conservatius. Aquestes
substitucions confereixen canvis en les propietats fisico-quimiques de la proteina i tenen
més probabilitat d’estar implicades en alteracions estructurals i/o funcionals (Ferrer-

Costa et al., 2002; Topham et al., 1997).

Veiérem que la quantitat relativa de canvis no conservatius és més alta en I’splicing
alternatiu que en la duplicaci6 genica, tant si ho mirem en les families al 80% —58% 1
44%-, com en les families al 40% —60% 1 43%. Aquests canvis son estadisticament

significatius (test t-Student; p-valor < 0.05 en ambdds casos).

Finalment, mesurarem la concentracié d’aquests canvis més drastics al llarg de la

seqliencia de la proteina. Amb aquest objectiu calcularem la distancia entre les
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substitucions no conservatives més allunyades en la seqiiencia. Per descartar biaxos
causats per la quantitat de canvis d’splicing, dividirem les dades en diversos
subconjunts atenent al nombre de regions substituides per ra¢ de I’splicing alternatiu. Es
a dir, vam creure que no tenia sentit analitzar les dades conjuntament perque en aquest

cas la mida i nombre dels exons podia afectar molt els nostres resultats.

En el subconjunt de dades amb una sola substitucio per splicing, mesurarem la distancia
maxima entre canvis —la distancia entre els canvis d’aminoacids més allunyats. La
Figura 28, d’acord amb els resultats previs, mostra que les distribucions per splicing
alternatiu i per duplicaci6 génica sén molt diferents. Aixi, mentre els canvis no
conservatius en les isoformes amb una sola substitucio estan concentrats en una porcid
molt petita de la proteina, les substitucions entre els corresponents duplicats estan

espargides al llarg de tota la seqiiéncia.
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Figura 28. Distancia maxima entre canvis no conservatius. La distancia fou normalitzada dividint per

la mida de la proteina. S’utilitzaren families amb 40% i1 80% d’identitat.

Pel que fa als casos amb dues substitucions en les variants d’splicing, ens interessarem
per la distancia que hi ha entre les dues regions variants. Per aix0, calcularem el

quocient entre la distancia maxima entre substitucions contigiies de residus i la distancia
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entre els canvis més allunyats (veure Materials 1 metodes, seccié 3.11.7, per una
explicacid més completa). A causa de la menor quantitat de dades, trobarem preferible
fer un test estadistic per comparar els dos conjunts de dades, enlloc d’un histograma de
freqiiencies amb intervals de confianga. Com no sabiem a priori quina distribucié tenien
les dades, elegirem el test KS. Tant quan analitzarem totes les substitucions com quan
ens centrarem en les no conservatives, trobarem diferéncies entre les mostres de
duplicats 1 variants d’splicing —D = 0.80 (p < 0.05) 1 D = 0.65 (p < 0.05) per a tots el

canvis i per als canvis no conservatius, respectivament.

4.5 Discussio

Com hem vist, I’splicing alternatiu i la duplicaci6 genica estan inversament relacionats a
nivell genomic. Aquesta anticorrelacié entre els dos fenomens (veure Figura 18)
(Kopelman et al., 2005; Su et al., 2006) es manté per diferents graus de divergéncia de
les seqiiencies proteiques 1 pot tenir relacio amb I’estructura dels gens. En canvi, sembla
ser independent de les funcions de les proteines. Aixi doncs, la hipotesi que suggereixen
aquests resultats és 1’existéncia d’intercanviabilitat funcional entre els dos fenomens
(Kopelman et al., 2005) —splicing alternatiu i duplicacié genica-, que a nivell de
proteines recolzarien diversos exemples (Altschmied, 2002; Dominguez et al., 2004;

Lister et al., 2001; Pacheco et al., 2004).

D’aquesta manera, I’splicing alternatiu i la duplicacid genica, tot i ser tan diferents,
jugarien el mateix rol com a promotors de la variabilitat proteica i I’explicacid6 més
plausible per aquesta redundancia seria la de I’existéncia de restriccions estructurals per

mantenir la viabilitat funcional dels productes proteics (Chothia and Lesk, 1986).

Per contra, les nostres analisis de les seqiiencies proteiques ens indiquen clarament que
la variabilitat introduida per I’splicing alternatiu i la duplicacié geénica ¢€s tan diferent
que, en general, no es poden considerar els dos fenomens com a redundants. La Taula 3

resumeix els resultats obtinguts.
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canvis passen entre

els extrems

(més de 15 residus)

de 5 residus)

Localitzacid

Normalment no se
solapen massa amb
dels

els canvis

duplicats

Preferencialment, a
zones  exposades
(Pascarella and

Argos, 1992)

Taula 3. Efectes de I’splicing alternatiu i la duplicacié génica.

Finalment, hem de tenir en compte que les diferéncies a nivell de la seqiiencia proteica

tenen la seva traduccié en diferéncies a nivell de I’estructura terciaria. La Figura 29

exemplifica aquesta conseqiiencia en un cas especialment rellevant (familia de les MAP

quinases) —els canvis entre les variants d’splicing son pocs, drastics 1 concentrats,

mentre que els duplicats tenen molts més canvis, esparsos i més conservatius. Aixi,

llevat d’alguns casos particulars, podem afirmar que la majoria d’efectes sobre
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I’estructura i la funci6 no poden ser intercanviables.

Isoformes de MAPK9 i MAPK10 MAPK9 i MAPK13
MAPK9

=

il

Canvi d'hidrofoblcitat
(kealimol)

Figura 29. Efectes de I’splicing alternatiu i la duplicaciéo génica. Canvi d’hidrofobicitat entre les
variants d’splicing de MAPKD9 i entre MAPKDY i els seus duplicats MAPK 10 (84% d’identitat) i MAPK13
(46% d’identitat). Com a mesura d’hidrofobicitat utilitzem 1’energia lliure de la transferéncia dels
aminoacids d’aigua a octanol (Fauchere et al., 1988), assignant a cada canvi d’aminoacid el valor absolut
de la diferéncia L’escala va del blau (sense canvi) al vermell (maxim canvi). Per facilitar la comparacio,

la regi6 substituida en I’splicing alternatiu apareix marcada amb un marc daurat en totes les estructures.

Aixi doncs, ens trobem davant d’una paradoxa aparent: la relacid existent entre
I’splicing alternatiu 1 la duplicacid genica €s contradictoria depenent del nivell al qual la
mirem. Per intentar explicar-la, nosaltres proposem fixar-nos en la historia evolutiva de

les familes géniques i en el concepte de I’equilibri de la dosi genica.

Tal com em vist, la majoria de gens duplicats tenen una localitzaci6 diferent, a partir de
la qual s’infereix una regulacié genica diferent (Semon and Duret, 2006); per tant, els
diversos productes proteics podrien interferir els uns amb els altres, afectant la funcio
biologica original. Aixi, per mantenir estable la dosi genica (Papp et al., 2003), pot ser
que la duplicacio dels gens estigui desafavorida o es pot donar el cas que una de les

copies sigui silenciada després de la duplicacio (Lynch and Conery, 2000).
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Evidentment, aquest punt va en contra de qualsevol duplicacié geénica, perd no ens pot
passar per alt que és probable que la pressio selectiva sigui més forta en el cas dels gens

amb splicing alternatiu que en el dels gens que tan sols donen un producte proteic.

Un cas en que la duplicacio i posterior retencio dels gens pot resultar molt beneficiosa
per a I’organisme €s quan aquesta afecta als gens essencials, ja que pot ser un sistema de
seguretat (Shakhnovich and Koonin, 2006). En canvi, la introduccié de canvis en el
patré d’splicing dels gens essencials no es pot utilitzar per aportar aquest plus de

seguretat a I’organisme que li confereix la duplicacio.

Finalment, si un gen amb splicing alternatiu es duplica, la pérdua de variants d’splicing
en un dels duplicats, o en ambdos, pot ser assumida perque¢ hi ha altres versions
identiques de la isoforma. Aquest fet, que és una extensi6 del sistema de seguretat dels
paralegs (Kafri et al., 2005), queda reforgat pel fet que 1’anticorrelacié és més forta com
més semblants son les proteines (veure Figura 18) (Kopelman et al., 2005; Su et al.,
20006) i el descobriment que immediatament després de la duplicacio es perden moltes

variants d’splicing (Su et al., 2006).

En conclusid, una combinacié de tots aquests efectes ha de donar, com a resultat
general, una fraccid menor de gens amb splicing alternatiu en les families geniques més
nombroses. Aquest efecte seria més dramatic en els duplicats recents, mentre que la

divergeéncia posterior hauria de permetre un ressorgiment de noves variants d’splicing.
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5 Splicing alternatiu en un context evolutiu

5.1 Introduccio

Havent establert que la contribucio de I’splicing alternatiu a la diversitat del proteoma
¢s, en general, diferent a la que aporta la duplicacié genica, ens centrarem a analitzar la

conservaci6 d’aquesta contribucié en diverses especies animals.

La preséncia d’splicing alternatiu en els diferents organismes i1 la seva conservacid
interespecifica van comengar a ser temes de gran interés arrel de la troballa de menys
gens dels esperats en la seqiienciacié del genoma huma (IHGSC, 2001; Venter, 2001).
Llavors, se suggeri que la fracci6 de gens amb splicing alternatiu o la quantitat
d’isoformes podrien explicar les diferéncies fenotipiques entre els organismes (IHGSC,
2001). Malgrat tot, a dia d’avui no hi ha resultats concloents en aquesta linia d’estudi,
car s’han trobat resultats oposats —descartant (Brett et al., 2002) o recolzant (Kim et al.,

2004) la hipotesi sobre el paper de I’splicing alternatiu en 1’especiacio.

D’altra banda, el que si s’ha vist és que hi ha diversos gens en humans i ratolins que
tenen splicings alternatius conservats a nivell genomic (Sugnet et al., 2004; Thanaraj et
al., 2003) 1, fins 1 tot, exemples especifics de conservacid en altres especies (Bomze and
Lopez, 1994). No obstant aix0, hi ha qui dubta de que la conservacio sigui global i
mostra que hi ha moltes isoformes que sén especifiques de les espeécies (Nurtdinov et

al., 2003).

Molt menys clara és encara la possible conservacio del fenomen de 1’splicing alternatiu
a nivell proteic, és a dir, fins a quin punt les diferents espécies pateixen els mateixos
efectes proteics per rad de I'splicing alternatiu. Aixi, saber si diferents organismes
utilitzen els mateixos mecanismes per modular la funcié fou el segiient tema que centra

el nostre interes.

5.2 Analisi dels mecanismes de modulacié funcional en
proteines

Les diverses isoformes d’una proteina poden tenir diferents substractes o afinitats

(Zarich et al., 2000), diferents constants d’activitat o, fins i tot, efectes antagonics

(Taylor et al., 1999); per tant, es pot veure I’splicing alternatiu com un mecanisme per

modular la funcié proteica. Les diferéncies funcionals provenen dels canvis que hi ha a
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nivell de la seqliencia que porten a canvis estructurals (Garcia et al., 2004) i1 de les

propietats fisico-quimiques.

En primer lloc, caracteritzarem a nivell de proteina els efectes de I’splicing alternatiu en
quatre especies diferents —huma, ratoli, rata i mosca del vinagre-, mitjangant diverses
propietats, tant de seqiiéncia com estructurals. Posteriorment, compararem els
histogrames de freqiiéncia de les diverses propietats obtinguts amb les proteines
humanes amb els de les altres especies determinant el seu grau de semblanga o

diferéncia.

En el cas dels esdeveniments d’splicing alternatiu consistents en insercions/delecions,
ens fixarem en la seva mida —normalitzada utilitzant les longituds d’exons més
freqiients per a cada espécie segons Deutsch 1 Long (Deutsch and Long, 1999)-, la
composicié aminoacidica de les insercions de longitud menor o igual a 30 residus,
I’accessibilitat al solvent del fragment insertat/delecionat i la seva estructura secundaria.
Totes aquestes propietats ens permeten relacionar els canvis de seqiiéncia causats per
I’splicing alternatiu amb el seu possible efecte estructural i/o funcional (Kim et al.,

2001; Shortle and Sondek, 1995; Sondek and Shortle, 1990).

La Taula 4 mostra els resultats pel solapament entre les distribucions per les variables
utilitzades en el cas de les insercions/delecions. Per la majoria de variables, el
solapament entre la superficie de les distribucions €s superior al 90%. Només la mida de
les insercions/delecions sembla ser una mica més divergent, quedant per sota del 80%
en dues especies. Addicionalment, es calculd I’interval de confianga al 95% per a cada
barra de I’histograma i en la majoria dels casos es veu solapament entre els intervals de
les diverses especies (veure Figura 30). Una altra conclusié important és que no sembla
que les diferéncies estiguin relacionades amb la distancia evolutiva entre els
organismes: els resultats per a la comparacio entre huma i rata son, alguns cops, més

semblants als del ratoli, mentre que altres son similars als de la mosca del vinagre.
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Ratoli Rata Drosophila
Mida 90% 78% 79%
Composicid 97% 95% 89%
Accessibilitat 98% 98% 96%
Estructura 98% 93% 93%
secundaria

Taula 4. Solapament de les distribucions per insercions/delecions. Percentatge de solapament de les

distribucions humanes amb les distribucions de ratoli, rata i Drosophila.
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Figura 30. Accessibilitat i estructura secundaria de les insercions/delecions. En blau fosc, humans; en

morat, ratolins; en groc, rates; en blau cel, mosca del vinagre.

Pel que fa a les substitucions, analitzarem la similitud de seqiiencia entre els fragments
substituits 1 els canvis de mida que provoquen a les proteines. La similitud local es
calcula com la puntuacié de ’alineament entre els dos fragments normalitzada per la
seva longitud. Les dues variables mesuren diferents aspectes del mecanisme de
modulacié funcional: la similitud de seqiiencia ens déna una idea de la natura fisico-
quimica del canvi, mentre la diferéncia de mida ens pot donar una idea de si hi pot haver
canvis en el plegament de la proteina; aixi, si els dos fragments tenen una mida similar,
els canvis estructurals 1 funcionals entre les isoformes dependran, probablement, de la
similitud entre els fragments substituits; en canvi, si un dels fragments ¢s molt més llarg

que I’altre, I’efecte pot ser semblant al de les insercions/delecions.

La Taula 5 conté els resultats en el cas de les substitucions. De manera semblant a
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I’exposat més amunt, tant el solapament de la superficie de les distribucions de similitud
de seqiicncia com el de les de canvi de mida se situa al voltant del 90% per totes les

especies, independentment de la distancia evolutiva.

Ratoli Rata Drosophila
Similitud 93% 92% 90%
Canvi de mida 91% 97% 88%

Taula 5. Solapament de les distribucions per substitucions. Percentatge de solapament de les

distribucions humanes amb les distribucions de ratoli, rata i Drosophila.

En aquest cas, també es troba solapament en la majoria d’intervals de confianca de les

barres de I’histograma.

5.3 Analisi de parells equivalents

Després d’aquest analisi global, seleccionarem un subconjunt de dades que contenia
parells d’esdeveniments equivalents —amb el mateix rol biologic (veure Figura 31)-,
entenent com a esdeveniment d’splicing alternatiu dues isoformes de la mateixa
proteina. Segons el nostre criteri, per a que l’esdeveniment sigui equivalent, les
isoformes homologues han de tenir el mateix rol, ja sigui perque s’expressen en el
mateix teixit o estadi de desenvolupament o perque tenen, potencialment, la mateixa
funcié bioquimica. Un exemple del darrer cas ¢és el de la proteina homeobox Hox-Al:
tant en humans com en ratolins hi ha isoformes amb i sense el domini homeobox (Hong
et al., 1995; LaRosa and Gudas, 1988), la qual cosa fa pensar que les isoformes poden

tenir un paper semblant.

Les dades —parells d’esdeveniments equivalents- s’obtingueren utilitzant un protocol

inspirat en observacions de Kondrashov i Koonin (Kondrashov and Koonin, 2003).
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[ Homo sapiens }

Isoforma 1 | =— —= | Isoforma 2
AS

AS
Isoforma A | = — | Isoforma B

[ Mus musculus }

Figura 31. Exemple d’esdeveniments equivalents. En aquest cas, una proteina humana i una de ratoli
tenen la mateixa funcio bioquimica (provenen de gens ortolegs) i ambdues tenen diverses isoformes amb
especificitat tissular: la isoforma 1 humana i la isoforma A de ratoli sén equivalents perqué s’expressen al
cervell; mentrestant, la isoforma 2 humana i la isoforma B murina s’expressen ambdues al fetge.
L’equivaléncia particular de les isoformes comporta I’equivaléncia de I’esdeveniment d’splicing

alternatiu definit com els canvis entre les isoformes 112 en I’huma i les isoformes A i1 B en el ratoli.

Aquesta analisi es féu comparant proteines humanes 1 murines, car no hi havia dades
per utilitzar la mosca del vinagre. La Taula 6 mostra alguns exemples d’esdeveniments

d’splicing alternatiu equivalents.
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Gen Espécie | Esdeveniments d’splicing alternatiu (nom de les isoformes) i
lloc d’expressio
AP2A41 | Huma A B
Teixit neuronal 1 muscul | Ubiqua (Scorilas et al., 2002)
esqueletic  (Scorilas et al.,
2002)
Ratoli A B
Teixit neuronal 1 muscul | Ubiqua (Ball et al., 1995)
esquelétic (Ball et al., 1995)
CLTA | Huma Brain Non brain
Cervell (Jackson and Parham, | No trobada al cervell (Jackson
1988) and Parham, 1988)
Rata Brain Non brain
Cervell (Jackson and Parham, | No trobada al cervell (Jackson
1988; Kirchhausen et al., 1987) | and Parham, 1988; Kirchhausen
etal., 1987)
CLTB | Huma Brain Non brain
Cervell (Jackson and Parham, | No trobada al cervell (Jackson
1988) and Parham, 1988)
Rata Brain Non brain

Cervell (Jackson and Parham,

1988; Kirchhausen et al., 1987)

No trobada al cervell (Jackson
and Parham, 1988; Kirchhausen
etal., 1987)

80




Resultats 1 discussid

ECEl | Huma B A
Fetge (Schweizer et al., 1997; | Muscul llis (Schweizer et al.,
Valdenaire et al.,, 1999; | 1997, Valdenaire et al., 1999;
Valdenaire et al., 1995) Valdenaire et al., 1995)
Rata B A
Fetge (Valdenaire et al., 1999) | Muscul llis (Valdenaire et al.,
1999)
HMBS | Huma Non erythropoietic Erythropoietic
Teixits no  eritropoictics | Teixits eritropoiétics
(Grandchamp et al., 1987) (Grandchamp et al., 1987)
Ratoli Non erythropoietic Erythropoietic
Teixits  no  eritropoictics | Teixits eritropoietics (Beaumont
(Beaumont et al., 1989) et al., 1989)
GCK Huma 1 2
Pancreas (Tanizawa et al., | Fetge (Tanizawa et al., 1992)
1992)
Ratoli 1 2
Pancreas (Ishimura-Oka et al., | Fetge (Ishimura-Oka et al.,
1995) 1995)
Rata 1 3

Pancreas  (Magnuson  and

Shelton, 1989)

Fetge (Magnuson and Shelton,
1989)
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RGS9 | Huma 1 3

Cervell (Granneman et al., | Fotoreceptors retinals (Zhang et

1998; Zhang et al., 1999) al., 1999)

Ratoli 2 1

Cervell (Garzon et al., 2001; | Fotoreceptors retinals (He et al.,

Rahman et al., 1999) 1998)

TPM3 | Huma 1 2

Muscul esqueletic  (Reinach | Fibroblast (Reinach and
and MacLeod, 1986) MacLeod, 1986)

Ratoli 1 2

Muscul esqueletic (Pieples and | Fibroblast (Takenaga et al.,
Wieczorek, 2000) 1990)

Taula 6. Esdeveniments equivalents.

Pel que fa a les insercions/delecions, analitzarem només aquelles que tenien una mida
menor a un domini funcional —30 residus fou el llindar escollit. Aixd és perque, en
principi, la interpretacid funcional de les grans delecions és més senzilla, ja que van
associades a la pérdua d’activitat a causa de ’eliminacié de dominis funcionals, mentre
que els canvis petits poden estar relacionats tant amb canvis lleugers com amb altres
més drastics, depenent dels ajustaments estructurals necessaris pel plegament de la

isoforma (Garcia et al., 2004).

Les variables utilitzades foren la diferéncia de mides entre les regions delecionades
equivalents —que es compara amb la diferéencia de mida entre les isoformes curtes
homologues- i la conservacio d’accessibilitat i estructura secundaria entre les isoformes
equivalents. En el cas de [’accessibilitat, diferenciarem dos estats pels residus —
accessible 1 enterrat. Pel que fa a I’estructura secundaria, agruparem els residus d’helix
o i lamines P i els analitzarem conjuntament i els diferenciarem de les zones sense

estructura definida (coil).
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La conservacid de 1’accessibilitat 1 I’estructura secundaria es calcula com el percentatge

de residus alineats amb la mateixa propietat (veure Equacio 6).

n

Ze,-,j

C; =100- i:ln (Equacié 6)

on C és el percentatge de conservacid de la propietat j; n és el nombre de residus

humans alineats; e és qualsevol residu que té el mateix estat.

La Taula 7 ens mostra els resultats de la comparacid entre isoformes equivalents
d’esdeveniments d’insercions/delecions. Pel que fa a les mides, es veu com les regions
delecionades sén molt similars pel que fa a la seva mida (0.56 residus de diferéncia
entre humans i ratolins, 0.12 entre humans i rates), molt més del que ho sén les
isoformes curtes entre elles (10.32 1 7.12 per les comparacions amb ratolins i rates,
respectivament). L’accessibilitat i I’estructura secundaria estan for¢a conservades —en
tots els casos-, sent els elements estructurats alldo menys constant. No obstant aixo, més

de tres quartes parts de residus tenen les propietats fisico-quimiques i1 estructurals

conservades.
Ratoli Rata
Diferéncia de mida Regid 0.56£1.98 0.12+0.47
delecionada
Isoforma curta 10.324+42.53 7.12+21.59
Accessibilitat Residus enterrats | 91% 87%
Residus 94% 87%
accessibles
Estructura secundaria | Residus T7% 81%
estructurats
Residus 94% 94%
desestructurats

Taula 7. Comparacié dels esdeveniments equivalents que tenen insercions/delecions. La diferéncia
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de mida es refereix a la que hi ha entre les regions delecionades equivalents i a la que hi ha entre les
isoformes curtes homologues. Els percentatges es refercixen a la conservacidé per a cada estat de les

propietats estudiades.

En el cas de les substitucions, compararem la identitat de seqiiencia entre els fragments
substituits en les isoformes equivalents —aquelles que tenen el mateix rol biologic- i les
isoformes alternatives —les dues isoformes d’un esdeveniment d’splicing alternatiu.
També calcularem la conservacio tant de 1’accessibilitat a solvent com de I’estructura

secundaria, de la manera abans esmentada (veure Equaci6 6).

A la Taula 8 podem veure els resultats per les substitucions equivalents. Clarament es
veu com les isoformes equivalents tenen un percentatge d’identitat de seqiieéncia molt
superior (per sobre de 0.80 en ambdues especies) al que tenen els fragments alternatius
(al voltant de 0.20). Aixo indica que pels organismes i gens considerats la variabilitat
introduida per I’splicing alternatiu €s molt superior a la que aporta el procés
d’especiacio. Pel que fa a les caracteristiques de les regions d’splicing, tant per
I’accessibilitat com per ’estructura secundaria dels residus, la conservacid €s superior al

80%.

Ratoli Rata
Identitat de seqiiencia | Isoformes 0.89+0.08 0.82+0.12
equivalents
Isoformes 0.24+0.15 0.23+0.08
alternatives
Accessibilitat Residus enterrats | 94% 93%
Residus 93% 85%
accessibles
Estructura secundaria | Residus 83% 80%
estructurats
Residus 94% 84%
desestructurats
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Taula 8. Comparacié dels esdeveniments equivalents que tenen substitucions. La identitat de
seqiiencia es refereix a I’alineament de les regions variables, implicades en I’splicing alternatiu, tant en
les isoformes equivalents com en les alternatives. Els percentatges es refercixen a la conservacio per a

cada estat de les propietats estudiades.

5.4 Discussio

L’splicing alternatiu juga un paper molt important en la modulacio6 de la funci6 proteica
(Black, 2000; Graveley, 2001; Lopez, 1998). La seva accid es dona mitjangant diversos
mecanismes: delecido de dominis d’activacié (Foulkes et al., 1992), creacidé de llocs
d’uni6 addicionals (Zarich et al., 2000), substitucié de fragments de seqii¢éncia per altres

amb diferents propietats (Schmucker et al., 2000)...

Nosaltres hem estudiat el grau de conservacido d’aquests mecanismes entre diverses
especies des de dos punts de vista —una comparacid global i un estudi d’isoformes

homologues.

Primer de tot, hem caracteritzat les zones variables per raé de I’splicing alternatiu,
agrupant-les segons el mecanisme de modulacié de la funci6é proteica. Posteriorment,

les hem comparat —les d’huma amb les de ratoli, rata i mosca del vinagre.

En ambdos casos —insercions/delecions i substitucions- hi ha una gran similitud entre
les diverses funcions de distribuci6 (veure Taules 4 i1 5). Aquesta semblanga suggereix
que hi ha conservacio en I’efecte funcional de I’splicing alternatiu en les especies

considerades.

L’estructura genica compartida podria explicar la gran similitud entre humans, ratolins i
rates (Thanaraj et al., 2003), perd I’estructura génica dels invertebrats acostuma a ser
molt diferent a la dels vertebrats (Deutsch and Long, 1999). Creiem que 1’explicacio
més raonable dels nostres resultats és ’existéncia de restriccions fisico-quimiques
(Benner et al., 1993) per a I'obtencié d’isoformes funcionals i, en conseqiiéncia,

organismes viables.

En segon lloc, hem analitzat el grau de conservacio entre parelles d’esdeveniments
d’splicing alternatiu homolegs entre diferents espeécies —huma comparat amb ratoli i
rata-, és a dir, esdeveniments d’splicing alternatiu pels quals cada isoforma en una

especie té una isoforma equivalent en 1’altra especie.

Tant en les insercions/delecions com en el cas de les substitucions hi ha una gran
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conservacié de les propietats estructurals analitzades, quan comparem les isoformes
equivalents. Per contra, quan ens fixem en les dues variants d’splicing que formen un
esdeveniment, trobem que la conservacid és molt menor (veure Taules 7 1 8). Aixo
suggereix que, en el cas dels esdeveniments homolegs, els efectes de I'splicing
alternatiu sobre la funci6 en les diferents espécies —huma, ratoli i rata- deuen ser molt

semblants, confirmant els resultats de 1’estudi general.

En resum, els nostres resultats mostren que en especies diferents hi ha una gran
conservacio pel que fa a la manera que I’splicing alternatiu modula la funcié proteica.
Probablement, les petites diferéncies que s’observen no tenen significat bioldgic i estan
relacionades amb les diferéncies a nivell de D’estructura geénica que hi ha entre els

diversos organismes (Russell and Barton, 1994).

Per tant, els nostres resultats i altres préviament publicats semblen descartar que les
difereéncies de complexitat entre els organismes siguin causades per diferéncies globals
en 1’us dels mecanismes de 1’splicing alternatiu per modificar la funcié de les proteines,

almenys en el cas dels esdeveniments majoritaris.

Si estem interessats en entendre les diferéncies entre les diferents espécies, haurem de
parar atencio tant a ’splicing en families especifiques de proteines (com ara els factors
de transcripcio (Latchman, 1996c¢)), com als esdeveniments minoritaris (Modrek and
Lee, 2003; Wang, 2005) i1 a una altra gran varietat de mecanismes —modificacions post-
traduccionals (Kondrashov and Koonin, 2001), evolucié dels gens reguladors (Barrier et
al., 2001), etcétera- perd no a la magnitud del seu efecte sobre I’estructura de les

proteines en els esdeveniments homolegs.
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6 Splicing alternatiu de factors de transcripcioé

6.1 Introduccio

Als capitols anteriors hem vist com els efectes a nivell de proteina produits per
I’splicing alternatiu sén molt més drastics que els que es produeixen després de la
divergencia dels duplicats (Talavera et al., 2007). Aixi mateix, també hem vist que els
mecanismes de modulacié proteica que utilitza D’splicing alternatiu estan molt
conservats evolutivament (Valenzuela et al., 2004). Finalment, decidirem estudiar com
es tradueixen aquests canvis en una familia concreta de gran interés biologic: els factors

de transcripcid (Lopez, 1995; Lopez, 1998).

L’ expressio dels gens es regula a diversos nivells —seqiiéncia, cromatina i nucli (Arney
and Fisher, 2004; Hurst et al., 2004; van Driel et al., 2003). Fins i tot, es pensa que
I’ordre dels gens dins del genoma té a veure amb el seu control d’expressié (Hurst et al.,
2004). Els factors de transcripcid tenen un rol molt important a 1’hora de controlar
I’expressio genica (Lopez, 1995), ja que tenen la facultat d’augmentar o reprimir la
transcripcio dels gens mitjangant llur unié a seqiiencies especifiques del DNA; per tant,
son responsables dels tipus i quantitats de proteines que existeixen a la cel-lula. Per ser
actius, els factors de transcripcio han de ser capagos de llegir diferents senyals: des de

seqliencies especifiques de nucleotids fins al codi de modificacid de les histones.

Els factors de transcripcidé acostumen a estar construits d’una manera modular (Laoide
et al., 1993; Lopez, 1995), és a dir, amb un o més dominis, que poden tenir diferents
funcions: dominis d’unié al DNA, dominis d’interacccié i dominis reguladors (veure
Figura 32). Aix0 fa que, tal com es veu a la Figura 33, els factors de transcripcid siguin

sovint proteines de mida gran.
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Figura 32. Composici6 modular dels factors de transcripcié. Es mostren els dits de zinc 274 d’huma i
Pax-4 de rata. Les diverses capses son dominis funcionals. En verd, els dominis reguladors; en blau, els

d’oligomeritzacio; en vermell els d’unié al DNA.
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Figura 33. Distribucié de mides dels factors de transcripcié. Les mides son en nombre de residus. Els

factors de transcripcio son proteines multi-dominis que necessiten tenir una mida relativament gran

Els gens que codifiquen per factors de transcripcié també poden tenir splicing alternatiu,
generant diferents isoformes reguladores (Hsu et al., 1992; Laoide et al., 1993;
Latchman, 1996c¢). L’splicing alternatiu pot influir en els factors de transcripcid per
mitja de tres vies diferents: canviant les seves propietats d’unio al DNA, alterant les
seves caracteristiques d’activacid/repressid 1 afectant els dominis de dimeritzacié
(Lopez, 1995). Aquests canvis poden afectar la funcié dels factors de transcripcié de
diverses maneres: manca d’activitat, augment o disminucido de 1’activitat o efecte

agonista (Latchman, 1996¢). Addicionalment, tal com s’ha comentat anteriorment,
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I’splicing pot ser especific del teixit o de 1’estadi de desenvolupament (Lopez, 1995;
Taneri et al., 2004). Per exemple, el gen Nrli3 de ratoli, que codifica pel receptor
nuclear orfe NR1I3, dona una isoforma curta (CAR2) que no té part del domini de
dimeritzacié/unié a lligand (veure Figura 34) i, per tant, no és capa¢ d’activar la
transcripcio (Choi et al., 1997). En el cas del factor de transcripcié huma p65, codificat
pel gen RELA, I'splicing alternatiu remou una lamina B inclosa en el domini RHD
(veure Figura 34). La modificacié del domini RHD en la isoforma delta desafavoreix la
formacio de I’heterodimer amb p50 —I’heterodimer activa la transcripcié-, pensant-se

que actua com un regulador negatiu (Ruben et al., 1992).

Figura 34. Efectes de I’splicing alternatiu sobre els factors de transcripcié. En groc, les regions
delecionades en les variants d’splicing; en vermell, els fragments substituits. A I’esquerra, NR113 de
ratoli (codi PDB: 1xnx (Shan et al., 2004)). A la dreta, p65 de ratoli (codi PDB: 1my7 (Huxford et al.,
2002)).

En el nostre treball, hem intentat clarificar una mica més la importancia de les variants
d’splicing en la diversitat funcional dels factors de transcripcio, fixant-nos en els tipus
de dominis modificats i en la manera que té I’splicing alternatiu de modificar la
composicid global de dominis funcionals. Aixi mateix, en una segona part hem analitzat

la conservacid interespecifica de la variabilitat.

6.2 Diversitat dels factors de transcripcio

Els factors de transcripcid han de ser molt versatils (Latchman, 1996a), car han de
respondre a multiples 1 diversos estimuls —tan interns com externs- unint-se a
sequiencies especifiques del DNA. La seva manera més freqiient d’actuacio consisteix a

activar la transcripcidé dels gens, perd alguns actuen com a inhibidors (Latchman,
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1996b).

El nostre estudi comenca per una analisi global sobre la variabilitat dels factors de
transcripcio. Treballarem amb els factors de transcripcid de la base de dades SwissProt
(Boeckmann et al., 2003) que haviem extret pel sistema SRS (Etzold et al., 1996). Ens
fixarem en el seu nombre, la seva taxa d’splicing alternatiu i la semblanga entre els

diversos factors de transcripcid

La Taula 9 fa una descripci6 de la quantitat 1 variabilitat dels factors de transcripcio
d’organismes eucariotes en general i d’humans i ratolins en particular. Els factors de
transcripcio son for¢ca nombrosos: un 5% dels gens presents a la base de dades
corresponen a factors de transcripcido -7% 1 8% en ratoli 1 huma, respectivament.
Malgrat tot, la gran proporcio de factors de transcripcid pot ser el resultat de biaixos en
la composicié de la base de dades pel gran interes que hi ha hagut en 1’estudi d’aquestes
proteines. Sembla que els gens de factors de transcripcid tenen splicing alternatiu de
manera més freqiient que la majoria de gens, aixi a humans es passa del 26.9% en tots
els gens al 29.4% dels factors de transcripcid, 1 quan mirem tots els organismes
eucariotes es dobla el percentatge (de 8.2% a 17%) (test t-Student: p-valor = 0.08, p-
valor = 0, p-valor = 0, per humans, ratolins i eucariotes, respectivament) (Taneri et al.,
2004); per contra, la quantitat de variants que generen no és significativament diferent

de la resta de proteines (test t-Student: p-valor > 0.1).

Gens de factors de transcripcio Tots els gens

Eucariotes | Ratoli Huma Eucariotes | Ratoli Huma
Nombre de gens 4377 737 1077 85952 10031 12946
% gens amb |17.0 26.1 29.4 8.2 17.6 26.9
splicing alternatiu
Isoformes/gen 2.8 2.9 3.0 2.8 2.7 2.8

Taula 9. Breu descripcio de les dades: nombre de gens totals i de factors de transcripcio,

percentatge de gens amb splicing alternatiu i nombre d’isoformes per gen.

Com hem vist anteriorment, una de les maneres d’incrementar la variabilitat és la

duplicacid genica, seguida de la divergencia evolutiva. Al capitol 4 hem vist com en
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humans no s’observaven preferéncies a nivell funcional a 1’hora de diversificar-se
mitjangant 1’splicing alternatiu o la duplicacid; aixo no obstant, decidirem analitzar els
factors de transcripcio de diversos organismes per veure quin paper podia jugar-hi la

duplicaci6 genica.

Per realitzar aquesta analisi vam mirar el percentatge d’homolegs, és a dir, mirarem
quina proporcid de proteines compartien un determinat percentatge d’identitat (veure
Taula 10). Aixd ens permetia tenir una idea aproximada de la importancia de la
duplicacié genica o, almenys, saber quina diversitat hi ha entre les proteines. Les
restriccions estructurals (Chothia and Lesk, 1986) i un nombre limitat de dominis
funcionals ens feien suposar que hi podria haver una alta taxa d’homologia dins de les
diverses especies. Com a control, utilitzarem les proteines humanes que no eren factors

de transcripcio.

La primera cosa que crida I’atencio dels resultats mostrats a la Taula 10 és la baixa
homologia dins de les diverses espécies, almenys per les identitats molt altes. Aixo ens
indica que o bé hi ha molt poca duplicacié geénica en aquest tipus de proteines, o bé hi
ha una gran divergencia entre les families 1 dins d’elles. Si els factors de transcripcid es
comporten igual que els enzims, aix0 fa que dificilment puguin tenir la mateixa
funcionalitat (Tian and Skolnick, 2003). Totes les especies tenen almenys dos tergos de
proteines que no sén homolegs, €s a dir, tenen menys del 40% de residus identics —
essent el llevat el cas més dramatic, amb un 3% de proteines similars en aquest llindar.
En promig, menys d’un 1% de les seqiiencies dels factors de transcripcié tenen un 90%
d’identitat i hem de baixar el llindar fins al 50% per trobar un minim d’un 10% de

proteines homologues.

D’altra banda, el resultat més interessant des del punt de vista d’aquest treball és
I’aparent manca d’influéncia de la capacitat de fer splicing alternatiu a I’hora de tenir
proteines més o menys homologues. D’aquesta manera, mentre que E. coli, que no fa
splicing alternatiu, té unes taxes d’homologia molt semblants a les de ratoli i rata, el
llevat, que té un petit nombre de variants d’splicing, gairebé no té factors de transcripcid

similars
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Identitat entre les | Control | Huma | Ratoli | Rata | Mosca del | Llevat | E. coli
proteines vinagre

90% 0.04 0.01 0.01 0.01 | 0.00 0.00 0.00
80% 0.07 0.02 0.02 0.01 |0.02 0.00 0.02
70% 0.10 0.07 0.04 0.04 |0.03 0.01 0.06
60% 0.16 0.13 0.08 0.07 | 0.04 0.01 0.06
50% 0.22 0.22 0.15 0.14 | 0.08 0.01 0.10
40% 0.31 0.34 0.23 0.20 | 0.11 0.03 0.17
Nombre de gens | 10937 1077 | 737 255 | 199 183 239

Taula 10. Divergencia intraespecifica dels factors de transcripcié. La taula mostra, per a cada llindar

d’identitat, el percentatge d’homolegs, és a dir, la proporcid de proteines que son similars.

6.3 Selectivitat

Com que el nostre interes se centrava en la modulacid de la funcio6 per rad de Usplicing
alternatiu, ens fixarem només en el subconjunt de factors de transcripcidé que tenien

variants d’splicing —2087 isoformes, a partir de 742 gens.

166 proteines (22.4%) tenen almenys una isoforma amb canvis a la composicio de
dominis, adquirint o perdent elements funcionals. La Taula 11 resumeix els principals
canvis causats per I’splicing alternatiu. La taula mostra els deu dominis funcionals que,
en nombres absoluts, son modificats més freqiientment. Aixi mateix, mostra el nombre
de proteines que tenen aquests dominis i en quina proporcidé de casos almenys una

isoforma té canvis de composicio.
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Domini Nombre de | Nombre (fraccio) de proteines | Funcio

proteines amb | amb isoformes que perden o

aquest domini | guanyen aquest domini
KRAB 25 15 (60%) Regulacié
ZF-C2H2 24 13 (54%) Uni6 al DNA
HOLI 92 12 (13%) Unié a lligand
HOX 80 9 (11%) Uni6 al DNA
HLH 46 8 (17%) Uni6 al DNA
PHD 23 6 (26%) No coneguda
ZNF C4 92 6 (6%) Uni6 al DNA
SAM 5 5 (100%) Dimeritzaci6
PAS 16 5(31%) Uni¢ a lligand
ZNF GATA |7 4 (57%) Uni6 al DNA

Taula 11. Dominis funcionals més afectats per ’splicing alternatiu.

El domini més afectat, en quantitat, és KRAB (Krueppel-associated box), que esta

normalment associat amb un tipus de dits de zinc: C2H2. Es un domini regulador que

reprimeix la transcripcidé (Margolin et al., 1994); per tant, les isoformes que no tenen el

domini KRAB permeten I’expressio dels gens reprimits (Witzgall et al., 1994). Altres

estudis han trobat que aquest domini esta molt afectat per 1’splicing alternatiu (Resch et

al., 2004). Per la seva banda el domini de dits de zinc ZF-C2H2 també esta molt afectat

pels canvis d’splicing.

Un altre domini que esta significantment afectat és SAM (Sterile Alpha Motif), implicat

en I’homodimeritzaci6 dels factors de transcripcid. Es un domini que esta present en

diverses proteines nuclears i de senyalitzacid (Schultz et al., 1997), perd nosaltres

sempre el trobem associat al domini P53.
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Tot 1 afegir o eliminar més freqiientment els dominis d’unié al DNA (Taneri et al.,
2004), sembla que I’splicing alternatiu utilitza totes les variants per alterar els factors de

transcripcio.

Una altra cosa remarcable és que I’splicing alternatiu sembla afectar preferentment uns
dominis respecte a uns altres. Aixi, per exemple, mentre ZNF C4 és el dit de zinc més
abundant en les nostres dades, altres com ZF-C2H2 1 ZNF GATA estan afectats
relativament més sovint per I’splicing alternatiu. Aquest punt és molt important a I’hora
de la regulacio de I’expressid geénica, perque quan un factor de transcripcio perd el seu
domini d’uni6 al DNA —per exemple, un dit de zinc- no pot activar la transcripcid, perod
pot ser un regulador negatiu, ja que, si manté el seu domini de dimeritzacid, pot

segrestar isoformes actives 1 evitar-ne la uni6é al DNA (Lopez, 1995).

6.4 Especificitat dels efectes de I’splicing alternatiu

Alguns treballs anteriors deien que 1’splicing alternatiu tendeix a modificar dominis
sencers en lloc de fragments (Kriventseva et al., 2003). Nosaltres ens interessarem en el
grau de solapament entre els dominis funcionals i les regions d’splicing alternatiu; per
aix0, mesurarem la relacié entre els limits de la zona variable i les fronteres dels

dominis funcionals.

Primer de tot mesurarem [’especificitat de 1’efecte, és a dir, la quantitat de residus que
formen part alhora de la regio d’splicing i el domini funcional, enfront de tots els
residus que formen part d’una cosa o I’altra. Ho compararem amb un model d’atzar,
consistent en anar movent una finestra de la mateixa mida de la zona d’splicing per tota

la seqiiencia de la proteina i mesurar 1’especificitat en cada posicio.

La Figura 35 mostra una especificitat baixa, gairebé identica a la que donaria la
distribuci6 a I’atzar de I’splicing alternatiu. Per tant, no hi ha gairebé mai coincidéncia

entre els limits dels dominis 1 els dels fragments afectats per I’splicing alternatiu.
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Figura 35. Especificitat dels efectes de I’splicing alternatiu sobre els dominis funcionals. En blau, la

distribuci6 observada. En flcsia, I’esperada.

Posteriorment, classificarem els efectes de I’splicing alternatiu en quatre tipus diferents
(veure Figura 36): coincidéncia entre les fronteres funcionals i d’splicing (tipus 1);
domini funcional inclos totalment dins de la regid d’splicing alternatiu (tipus 2); regid
d’splicing alternatiu completa a I’interior del domini funcional (tipus 3); splicing
alternatiu afectant el domini funcional de manera parcial i incloent, a més, residus

propers (tipus 4).

Tipus 1

Tipus 2

Tipus 3

Tipus 4

Figura 36. Tipus d’efecte de I’splicing alternatiu sobre els dominis funcionals. Les capses representen

els dominis. En vermell, la regid d’splicing alternatiu.
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La Taula 12 mostra que no hi ha casos de tipus 1 (tal com veéiem a la Figura 35). Els
efectes més freqilients son els de tipus 4 —modificacio parcial del domini 1 la seqiiéncia
propera. En canvi, el tipus 2, tot i estar per sobre de I’atzar, no ¢és tan comt com era
d’esperar d’acord amb la bibliografia existent (Kriventseva et al., 2003). Per la seva

banda, els canvis d’splicing a I’interior dels dominis estan disminuits respecte a 1’atzar.

Observat Esperat
Tipus 1 0.00 0.00
Tipus 2 0.29 0.17
Tipus 3 0.32 0.44
Tipus 4 0.39 0.39

Taula 12. Efectes de I’splicing alternatiu sobre els dominis funcionals. Per a cada tipus d’efecte (tal

com els hem definit abans) es dona la freqiiéncia observada i I’esperada seguint el model d’atzar.

6.5 Conservacio interespecifica

Finalment, ens interessarem per la conservacio dels factors de transcripcidé —des d’uns
punt de vista de variabilitat 1 de funcionalitat. Per analitzar la divergéncia després de
I’especiacid, estudiarem 148 ortdlegs amb splicing alternatiu, presents a huma i ratoli.

D’aquests 148 ortolegs, 79 (53.4%) tenen diferent nombre d’isoformes.

6.5.1 Conservacio estructural

La Taula 13 mostra una breu descriptiva dels factors de transcripcid analitzats, centrant-
nos en llur nombre d’isoformes, el nombre de dominis funcionals que té cadascuna i la

quantitat que se’n perd o guanya a causa de 1’splicing alternatiu.
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Huma Ratoli
Nombre d’isoformes/gen 320+ 1.85 295+1.74
Nombre de dominis/isoforma | 1.57 = 1.40 1.58 £1.38
Dominis guanyats o perduts | 0.16 £ 0.36 0.18+0.45
per ra6 de I’splicing alternatiu

Taula 13. Descripcié dels factors de transcripcié ortolegs presents en huma i ratoli.

Els resultats mostren que no hi ha diferéncies significatives per les variables estudiades
(test t-Student, p-valor > 0.05 en tots els casos), és a dir, tant la composicio de dominis
com la manera d’augmentar la variabilitat son semblants, de manera global, entre les

especies.

Tanmateix, vam intentar aprofundir més el nostre estudi, analitzant la conservacié dels
parells. Per aixo, mirarem els percentatges d’identitat dels ortolegs i dels dominis

homolegs —constitutius i alternatius.

La Figura 37 mostra els resultats per la distribucio d’identitats per a tota la proteina i per
a tots els dominis funcionals equivalents. S’ observa clarament una alta conservacié tant
pel que fa als ortdlegs com als dominis concrets. Malgrat tot, els dominis funcionals
estan més conservats que la seqiiéncia sencera (test KS, p-valor < 0.05) —la majoria sén
quasi ideéntics-, resultat que €s consistent amb el fet que la major part de la divergencia

interespecifica se situi en les zones no definides com a funcionals a les bases de dades.
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Figura 37. Identitat dels dominis funcionals. Distribucions d’identitat per tota la proteina (blau) i els
dominis funcionals equivalents (morat). Les identitats menors o iguals que 90% s’acumules en una sola

barra de I’histograma.

Posteriorment, mirarem si hi havia diferéncies entre els dominis equivalents constitutius
—presents a totes les isoformes- i alternatius —només en algunes. La Figura 38 mostra els
resultats per les dues distribucions d’identitat, que mostren una gran conservacio pels
dos tipus de dominis equivalents. Aquest nivell d’identitat ens fa pensar que no hi haura
massa diferéncies interespecifiques pel que fa a la funcionalitat dels dominis. Tot 1 que
estadisticament les dues distribucions siguin diferents (test KS, p < 0.05), probablement

a causa de la baixa conservacié d’uns pocs dominis constitutius.
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Figura 38. Identitat dels dominis constitutius i alternatius. Distribucions d’identitat per dominis
equivalents constitutius (blau) i els dominis equivalents alternatius (morat). Les identitats menors o iguals

que 90% s’acumules en una sola barra de I’histograma.

6.5.2 Conservacio funcional

Per fer-nos una idea de la conservacio funcional dels factors de transcripcio i analitzar si
la preséncia de variants d’splicing determinava d’alguna manera el seu patrd
d’expressid, analitzarem els patrons d’expressid dels factors de transcripcid ortolegs.

Vam extreure les dades d’expressio del servidor SymAtlas (http://symatlas.gnf.org) (Su

et al., 2004) 1 mesurarem la correlacié de Pearson i la distancia euclidea entre els
patrons d’expressid dels gens humans i de ratoli, seguint la metodologia proposada per
Liao i Zhang (Liao and Zhang, 2006). Les dues mesures han estat ampliament
utilitzades per comparar patrons d’expressio entre gens (Huminiecki and Wolfe, 2004;

Jordan et al., 2005; Makova and Li, 2003; Yanai et al., 2004).

Dividirem els factors de transcripcido ortolegs en tres grups: preseéncia d’splicing
alternatiu en les dues espécies, variants d’splicing en una de les espécies i gens sense
splicing alternatiu en les dues especies. Compararem els resultats dels factors de

transcripcio amb un altre grup de proteines —els enzims- que fou utilitzat com a control.

La Figura 39 mostra les distribucions pels quatre grups esmentats —tres de factors de
transcripcio 1 un d’enzims- per les dos mesures utilitzades. En tots els casos la

distribucid €s similar: una lleugera correlacid positiva i poca distancia dels patrons
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d’expressid. Aixo significa que la preséncia o abséncia de variants d’splicing no altera

de manera significativa els patrons d’expressio tissular dels factors de transcripcio.
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Figura 39. Expressiéo dels factors de transcripcié. Mesures dels patrons d’expressio per factors de
transcripcio ortolegs amb més d’una isoforma en les dues espécies (blau), factors de transcripcié amb
variants d’splicing en una de les espécies (grana), factors de transcripcid sense splicing (groc) i enzims

(taronja).

Finalment, analitzarem més detingudament els patrons d’expressié dels ortolegs amb
splicing alternatiu en ambdues especies. La idea d’aquesta analisi era veure si
diferéncies en la composicié de dominis duien associats canvis en els patrons
d’expressid, ja que se sap que algunes isoformes tenen especificitat tissular (Lopez,
1995; Taneri et al., 2004) Compararem 13 gens que tenien diferéncies en el nombre de
dominis guanyats o perduts en les dues espécies —senyal d’aparici6 d’isoformes no
equivalents funcionalment i, per tant, més susceptibles de fer variar el patré d’expressio-
amb 109 casos que no tenien diferéncies pel que fa al nombre de dominis funcionals

afectats.

La Taula 14 mostra el promig i la mediana de cadascuna de les mesures utilitzades. Es
veu com no hi ha diferéncies significatives per rad de D’aparicid d’isoformes amb

diferent funcionalitat (test t-Student, p-valor > 0.05 en tots els casos).
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Correlacio de Pearson Distancia euclidea

Promig Mediana Promig Mediana
Ortolegs 0.30+0.31 0.17 0.1840.10 0.18
canviants
Ortolegs 0.27+0.31 0.21 0.19+0.13 0.16
constants

Taula 14. Comparacié dels patrons d’expressié dels factors de transcripci6 amb diferéncies

funcionals interespecifiques i els que no en tenen.

6.6 Discussio

Els factors de transcripcid juguen un paper molt important en el control de les funcions
biologiques i el cicle cel-lular (Lopez, 1995); per aixo, sén molt nombrosos i divergents,
fet que els permet una gran versatilitat en la resposta a estimuls (Latchman, 1996a;

Latchman, 1996b).

Els factors de transcripcid6 son proteines d’una mida considerable i tenen una
composicié modular: estan formats per diversos dominis funcionals —d’uni6 al DNA,
d’interaccid i de regulacio. Per tant, els canvis en la composicid de dominis per rad¢ de

I’splicing alternatiu poden donar isoformes amb funcions diferents (Lopez, 1995).

Els nostres resultats mostren que I’splicing alternatiu no modifica els dominis
funcionals a I’atzar, sin6 que n’hi ha uns que semblen ser-hi més propensos que altres.
Aix0 no obstant, contrariament a observacions prévies (Taneri et al., 2004), no trobem
una preferéncia clara per cap de les grans funcions (unié al DNA, dimeritzacio...), sind

que sembla que la preferéncia és una caracteristica dels dominis concrets.

Contrariament als resultats d’estudis previs que concloien que I’splicing alternatiu
eliminava dominis sencers en lloc de trencar-los (Kriventseva et al., 2003), nosaltres
hem vist com 1’efecte de I’splicing alternatiu sobre els dominis funcionals s similar al
de I’atzar, si ens fixem en la seva precisio. No obstant aix0, si dirigim la nostra atencid
vers la manera de modificar els dominis, veiem com I’eliminacido de dominis sencers
esta enriquida respecte al que esperariem si els efectes fossin a 1’atzar, tot i1 ser

clarament minoritaria.
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Finalment, la conservacié entre els factors de transcripcid humans i de ratoli és forga
alta, tant pel que fa a la seqiiencia com dels nivells d’expressid. Pel que fa a I’expressid
dels factors de transcripcid ortolegs no es veuen diferéncies significatives ni atenent a la
seva possibilitat de generar diverses isoformes, ni a la seva capacitat de generar noves

isoformes —especifiques de I’espécie.
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7 Un metode per cercar esdeveniments equivalents

7.1 Introduccio

Tal com s’ha comentat anteriorment, el coneixement de 1’splicing alternatiu dels gens i
la seva funcid té una gran importancia en biomedicina, ja que aquest mecanisme s’ha
relacionat amb multiples malalties (Caceres and Kornblihtt, 2002; Venables, 2006; Xing
and Lee, 2006), molts cops per culpa de I’expressié d’isoformes en un teixit 0 moment
que no tocava (Venables, 2004). Per tant, s’ha estudiat la possibilitat d’utilitzar
I’splicing alternatiu com una diana terapeutica (Hagiwara, 2005), intentant corregir els
seus errors (Cartegni and Krainer, 2003; Garcia-Blanco et al., 2004). En aquesta
aproximacid ¢s imprescindible tenir un coneixement extens de les isoformes
(Cuperlovic-Culf et al., 2006), car actuar sobre la isoforma equivocada pot tenir

conseqiiencies contraproduents (Akgul et al., 2004).

D’altra banda, la biomedicina utilitza constantment models animals per intentar
reproduir en altres animals els desordres que causen malalties en humans (Gibson et al.,
2005; Newman et al., 2006) 1 també per poder fer estudis in vivo de I’splicing alternatiu
(Chauhan et al., 2004; Mereau et al., 2007). Per0d per tenir uns bons models no és
suficient que 1’investigador utilitzi un organisme amb splicing alternatiu, sind que

aquest ha de ser equivalent en el sistema d’interes 1 el model (veure Figura 40).
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[ Homo sapiens }

Isoforma 1 | =— —= | Isoforma 2
AS

AS
Isoforma A | = — | Isoforma B

[ Mus musculus }

Figura 40. Equivaléncia entre esdeveniments equivalents. En aquest cas, la isoforma 1 humana i la
isoforma A de ratoli son equivalents perqué s’expressen ambdues al fetus; mentrestant, la isoforma 2
humana i la isoforma B murina s’expressen en I’adult. L’equivaléncia particular de les isoformes
comporta I’equivaléncia de I’esdeveniment d’splicing alternatiu definit com els canvis entre les isoformes

112 en’huma i les isoformes A i B en el ratoli.

Tot aix0 posa de manifest la importancia de disposar d’anotacions funcionals de
I’splicing alternatiu, que ens han de permetre pujar un nivell en la comprensié de la
jerarquia biologica, a diferéncia de les anotacions funcionals tradicionals que es fan a

nivell de proteines.

Per facilitar la feina dels investigadors experimentals i1 ajudar en I’anotaci6 funcional de
les isoformes, nosaltres proposem un metode de prediccid que permet detectar
esdeveniments equivalents d’splicing alternatiu. El nostre metode, que anomenem
SPLASH, s’aplica a esdeveniments formats per dues isoformes i, per tant, no cobreix tot

el patro d’splicing alternatiu d’un gen, ja que encara que per moltes proteines només
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s’hagin definit dues isoformes, n’hi ha un percentatge no menyspreable que en tenen
unes quantes més i, si mirem a les isoformes predites, aquestes darreres son majoria
(Neverov et al., 2005) (veure Taula 15). Addicionalment, hi ha també casos extrems,
com el gen Dscam de D. melanogaster que és el cas paradigmatic de diversitat
d’isoformes, ja que, en teoria, en pot tenir més de 38.000 (Schmucker et al., 2000). En
aquests casos, es requeriria 1’aplicacio reiterada del nostre algoritme, encara que aquest

problema no s’ha tractat a la present tesi.

Nombre d’isoformes per | Isoformes a  SwissProt | Isoformes predites
proteina (Boeckmann et al., 2003) (Neverov et al., 2005)

2 65.4% ~32%

3 17.5% ~10%

4 8.8% ~17%

51més 8.2% ~41%

Taula 15. Distribucié d’isoformes per proteina.

7.2 Métode de prediccio

L’objectiu d’aquest metode de prediccid €s respondre una quiestié for¢a senzilla:
coneixent un esdeveniment d’splicing alternatiu que genera dues isoformes d’una
proteina €s possible trobar altres esdeveniments d’splicing alternatiu, en la mateixa

especie o en altres, que es puguin considerar equivalents a aquest?

Tanmateix, la manera de resoldre el problema no n’és tant de senzilla i s’ha plasmat en
un protocol que requereix 1’ts combinat de diverses tecniques bioinformatiques en
quatre passos principals (veure Figura 41): 1) Cerca de candidats amb BLAST (Altschul
et al., 1990); 2) Construccio6 de tots els possibles esdeveniments candidats; 3) Puntuacid
dels esdeveniments candidats mitjangant 1’is de xarxes neuronals; 4) Filtracio dels
resultats. En els apartats segiients es descriuen els passos realitzats per a la posada a
punt d’aquest protocol: cerca de candidats, construccid i puntuacié dels possibles

esdeveniments i obtenci6 de la prediccio.
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[ Esdeveniment d’'splicing alternatiu: (I1, 12) J
PAS 1:

-Cerques BLAST amb les isoformes 111 12

-Descartar candidats no adients (E-valor > 10-3; identitat
de seqiiéncia < 50 %, etc)

PAS 2:

Combinar les isoformes candidates per generar la llista
d’esdeveniments candidats: (11°, 12°), (11", 12”), etc

PAS 3:

-Caracteritzar els esdeveniments candidats mitjangant 12
propietats
-Puntuar els esdeveniments candidats utilitzant 100

xarxes neuronals
PAS 4:
-Classificar els esdeveniments candidats d’acord amb el

seu valor de prediccio
-Elegir el millor esdeveniment candidat per a cada gen

Possible esdeveniment d’splicing alternatiu
identificat: (11°,12°)

Figura 41. Esquema del métode de prediccio. A partir de les dues isoformes d’un esdeveniment
problema es fan sengles cerques amb BLAST; es construeixen tots els esdeveniments equivalents
possibles i es calculen els indexs de la relacio; els vectors es passen a la xarxa neuronal i amb els filtres

posteriors es decideix quines relacions s6n equivalents.
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Primer, es parteix d’un esdeveniment d’splicing alternatiu del qual se sap, almenys, la
seqliencia d’una de les isoformes i els canvis per reconstruir I’altra. Posteriorment, per a
cadascuna d’aquestes isoformes es realitza una cerca amb el programa BLAST
(Altschul et al., 1990) en una base de dades que conté les diverses isoformes de cada
proteina. Per a cada proteina, només la isoforma amb la millor puntuacio en la valoracié
de I’alineament es manté com a candidata. En cas d’haver-hi diverses isoformes amb la
mateixa puntuacio, no es descarten cap d’aquestes. A més, cada isoforma és alineada
amb els seus candidats i es descarten tots aquells que tenen una identitat global i local —

de la zona d’splicing alternatiu- menor que el 50%.

A partir de les isoformes candidates obtingudes al pas anterior, es construeixen tots els
esdeveniments equivalents possibles a partir de les isoformes candidates, tenint en
compte que les isoformes han de ser diferents perd del mateix gen (veure Figura 41).
Tots aquests esdeveniments candidats son caracteritzats amb 1’ajuda d’uns indexs
d’identitat i de longitud. Aix0 permet analitzar-los amb 1’ajuda d’un conjunt de xarxes
neuronals que donen una prediccid global —promig de totes les prediccions particulars-
de la fortalesa d’aquella relaci6 d’equivaléncia. Aquesta prediccié pren un valor en
I’interval [0,1], considerant-se el valors superiors a 0.5 com a resultats positius (relacid

d’equivaléncia) i els altres com a negatius (no equivaléncia).

Finalment, per obtenir la predicci6 de quins esdeveniments son veritablement
equivalents, s’apliquen els segiients criteris als calculs obtinguts amb les xarxes
neuronals: per a cada esdeveniment equivalent ambigu —aquells on es recuperava més
d’un candidat a ser equivalent amb 1’ajuda de BLAST, s’escull aquell que té un nombre
més gran de xarxes neuronals que donen 1’equivaléncia com a bona i, en cas que n’hi
hagi més d’un amb el mateix nombre, s’escull aquell que té una prediccié global més

alta (veure Figura 41).

El métode t¢ un cert grau de flexibilitat ja que en funcié de les propies necessitats,
I’usuari pot modificar certs parametres per restringir més o menys les prediccions
d’equivaléncia, aquelles on es consideren els dos esdeveniments d’splicing alternatiu

com a equivalents. Els parametres per defecte son el maxim de laxes possible.

Una manera d’augmentar la restriccié per obtenir una prediccid €s exigir un valor de
prediccié global minim, o exigint que almenys un cert percentatge de les xarxes

neuronals considerin I’equivaléncia com a certa.
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7.3 Disseny del métode de prediccio

El desenvolupament del metode de prediccio requeri abordar els punts que es descriuen
en els segiients apartats: 1’origen de les dades, I’obtencié d’un conjunt de parelles
d’esdeveniments equivalents, la caracteritzacié dels esdeveniments mitjangant uns
parametres d’identitat i mida, I’entrenament de la xarxa neuronal, I’eleccié d’uns criteris

de seleccid i el calcul d’unes figures de merit per avaluar la fiabilitat de les prediccions.

7.3.1 Origen de les dades

El desenvolupament de qualsevol metode de prediccid requereix un conjunt de dades
que permetin tant el calcul dels parametres associats al metode com el contrast de la
seva capacitat predictiva. En els nostre cas, aquest conjunt s’obtingué a partir de la
versid 43 de la base de dades SwissProt (Boeckmann et al., 2003) mitjancant un senzill
protocol de mineria de dades per recollir totes les entrades amb informacid sobre
splicing alternatiu. SwissProt només dona una seqiiencia de proteina per entrada,
normalment la de la isoforma més llarga, i I’acompanya amb informaci6é addicional

sobre variacions (splicing alternatiu, polimorfismes...).

La manera d’obtenir les dades requerides fou seleccionant totes les entrades de la base
de dades amb el camp “FT VARSPLIC”, indicatiu d’un canvi en la seqiiéncia de
referéncia a causa de I’splicing alternatiu (cal indicar que, posteriorment, la base de
dades ha etiquetat aquest camp com a “FT VAR _SEQ”). Aixi obtinguérem un conjunt
d’esdeveniments equivalents, formats per la isoforma de referéncia i cadascuna de les
isoformes alternatives que sén a la base de dades. Després es van processar les dades
per regenerar les seqiiencies de les isoformes alternatives a partir de la seqiliencia de
referéncia 1 la informaci6 donada a la base de dades, d’una manera analoga a la
proposada per Kersey i col-laboradors (Kersey et al., 2000). Aquest protocol de treball
va permetre obtenir un conjunt de més de 14000 seqiiencies d’isoformes que van passar
a ser la nostra base de dades d’isoformes. Addicionalment, per a cada esdeveniment es
va guardar la informacié sobre el mecanisme d’splicing: nombre d’insercions/delecions
1 substitucions que s’havien d’aplicar a la isoforma de referéncia per obtenir I’isoforma

alternativa.
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7.3.2 Obtencié d’un conjunt de parelles d’esdeveniments

equivalents

Per obtenir les parelles d’esdeveniments equivalents vam utilitzar un protocol

préviament emprat al nostre grup (Valenzuela et al., 2004).

Primer, es va utilitzar el programa de cerca BLAST (Altschul et al., 1990) per fer una
cerca de tots contra tots en la base de dades d’isoformes, descartant-se tots aquells
candidats amb un e-valor més gran que 10", A partir d’aqui, les isoformes candidates a
ser equivalents van ser alineades amb I‘algoritme d’alineament global proposat per
Neddleman 1 Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970), utilitzant la matriu BLOSUMG62

(Henikoff and Henikoff, 1992) com a matriu de substitucié d’aminoacids.

Després, a partir dels alineaments obtinguts, es calcularen els segiients indexs d’identitat
(Valenzuela et al., 2004): I’index d’identitat global, que indica el percentatge de residus
alineats que soén identics; 1’index d’identitat local simple, que se centra en els residus
que formen part de la zona d’splicing alternatiu; I’index d’identitat local complex, que
té en compte la zona d’splicing de les dues seqiiencies (veure Figura 42). De fet, ’index
d’identitat local complex és tan sols una variant més restrictiva de 1’index d’identitat

local simple.

Segl HAKRPAYRELVL.KCANHENIIVSLINVF.PQKTLDEFQDAYLVMELM

1 0 O O N 1 1 0 0 T 0 0 . O I (N
Seq2 HAKR.AYRDLVLLKCVNHENI.VSLLNVEFTPOKTLEEFQDVYLVMELM

39 6 5

IG ILs = ILc =
44 8 8

Figura 42. Exemple de calcul dels indexs d’identitat. En aquest cas, la seqiiéncia 1 (Seql) és la que
s’ha utilitzat com a referéncia, mentre la seqiiéncia 2 (Seq2) és una de les candidates recuperades amb
BLAST. En negreta es marquen les regions d’splicing alternatiu de les dues proteines. L’index d’identitat
global (IG) és el quocient entre el nombre de residus idéntics i el nombre de residus alineats. L’index
d’identitat local simple (IGg) és el quocient entre el nombre de residus idéntics en la zona de I’splicing
alternatiu de Seql i el nombre de residus afectats per 1’splicing alternatiu de Seql. L’index d’identitat
local complex (IGc) és el quocient entre el nombre de residus idéntics que formen part de la zona
d’splicing de les dues proteines (Seql i Seq2) i el nombre de residus afectats per I’splicing alternatiu de

Seql.
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Cada isoforma de cada esdeveniment d’splicing alternatiu tenia un conjunt de
seqliencies candidates per ser isoformes equivalents. S’agruparen totes les candidates
que pertanyien al mateix gen i, d’entre elles, s’escolli com a equivalent la que tenia els
indexs d’identitat global i local més alts. Aquesta eleccid es féu per totes les isoformes;
per tant, per assolir una veritable relacié d’equivaléncia entre les seqiiéncies proteiques
s’havia de complir un criteri de millor candidat en les dues direccions. A partir d’aqui es
reconstruiren els esdeveniments equivalents, descartant aquells on apareixien

ambigiiitats.

Durant tot aquest protocol s’utilitzaren diverses restriccions per evitar incongrueéncies:
els canvis causats per 1’splicing alternatiu havien de ser com a minim de deu residus de
longitud, per excloure errors de seqiienciacid (Kondrashov and Koonin, 2001); i els
percentatges d’identitat global i local entre les isoformes equivalents no podien ser
inferiors al 50% (Valenzuela et al., 2004)(veure Figura 43), per excloure candidats

provinents de gens no homolegs al gen d’interés.
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Figura 43. Diversos exemples d’alineaments entre isoformes equivalents i no equivalents. Tots els
alineaments donen una identitat global per sobre de 0.6. En canvi, només les isoformes equivalents tenen
una identitat local alta (el-lipse superior); per contra, els alineaments entre isoformes no equivalents

donen unes identitats locals baixes (el-lipse inferior). En aquest cas s’ha utilitzat la identitat local simple.

A causa de la metodologia utilitzada, tots els possibles esdeveniments equivalents
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havien de contenir les isoformes de referéncia de SwissProt, car aquestes eren
necessaries per saber la longitud i localitzacio dels canvis. Aixi mateix, només es van

considerar les equivaléncies entre gens de diferent espécie.

En cas d’haver-hi esdeveniments complexos formats per més d’una insercio, delecid o
substitucid, o per una barreja d’aquestes, la longitud de 1’esdeveniment es va
comptabilitzar com la suma dels diversos canvis 1 les seves identitats locals, com els

promigs ponderats de tots els canvis.

Finalment, també s’utilitza com a restriccié el mecanisme de I’splicing alternatiu. Es
decidi descartar els esdeveniments equivalents trobats automaticament que no tenien el

mateix nombre de substitucions 1/0 insercions/delecions.

Aquesta cerca automatica va ser, posteriorment, revisada manualment. En la revisio, es
van utilitzar criteris d’identitat de seqiiencia, localitzacid dels canvis dins de la
seqiiencia proteica i d’evidéncies funcionals: expressio diferencial (Ball et al., 1995;
Jackson and Parham, 1988; Scorilas et al., 2002; Wada et al., 1992) i activitat bioldogica
(Matsuda et al., 1992; O'Connor et al., 1998; Ogawa et al., 1994). Es van descartar,
substituir o afegir noves equivaléncies segons era necessari. Aixi, s’obtingueren 473
parells diferents d’esdeveniments d’splicing alternatiu —els esdeveniments pertanyien a

321 proteines diferents de 17 especies diferents, des d’adenovirus fins a mamifers.

Les equivalencies descartades en la inspeccidé manual de les dades -86 en total- es van

guardar per posar a prova el metode de prediccié amb posterioritat.

7.3.3 Parametres

Cada parella d’esdeveniments equivalents es pot caracteritzar amb un conjunt de
parametres que n’estableixen 1’equivaléncia i en base als quals les xarxes neuronals
faran la seva predicci6. Inspirats per Kondrashov i Koonin (Kondrashov and Koonin,
2001) i allo que haviem apres en anteriors treballs (Valenzuela et al., 2004), nosaltres
utilitzarem els indexs d’identitat global 1 local simple i el quocient de longituds entre les
diverses isoformes, ja que ens permeten analitzar tant els esdeveniments formats per

insercions/delecions, com aquells constituits per substitucions.

Es calcularen quatre indexs d’identitat global, quatre d’identitat local simple 1 quatre
indexs de relacid de mides per a cada parella d’esdeveniments equivalents. Aquests

quatre indexs per a cada variable s’obtingueren comparant, en cada possible relacid
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d’equivaléncia, les isoformes equivalents entre elles 1 aquestes amb les que no ho sén

(veure Figura 44).
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Figura 44. Esquema de les comparacions per caracteritzar els esdeveniments equivalents. Les
dobles fletxes indiquen els esdeveniments d’splicing alternatiu. Les fletxes negres indiquen les
comparacions fetes i la direccid. En totes les comparacions mostrades, les isoformes humanes es prenen
com a referéncia. La fletxa continua indica una comparaci6 entre isoformes equivalents, mentre la fletxa

discontinua indica una comparacio6 entre isoformes no equivalents.

Els indexs d’identitat eren els mateixos que s’havien utilitzat en el protocol d’obtencid
de parelles equivalents. Finalment, el darrer index era el quocient entre la longitud de

les dues seqiiencies.

Aixi, doncs, s’obtingueren uns vectors amb dotze parametres per caracteritzar totes les
parelles d’esdeveniments equivalents.

7.3.4 Xarxa neuronal

El nostre problema s’ajusta perfectament a un problema convencional de reconeixement
de patrons. Aquests problemes s’han intentat resoldre amb diverses eines (xarxes

neuronals, Support Vector Machines...). El nostre grup es va decantar per 1’as de les
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xarxes neuronals per 1I’experiéncia en aquest camp (de la Cruz et al., 2002; Ferrer-Costa
et al., 2004) 1 la seva provada utilitat en I’estudi 1 resolucié de problemes biologics

(Garth et al., 1996; Jonsson et al., 1997).

Una xarxa neuronal és una eina d’intel-ligeéncia artificial utilitzada habitualment en els
problemes de reconeixement de patrons, que imita el funcionament del cervell (Basheer
and Hajmeer, 2000). En el nostre cas, s’utilitza una xarxa neuronal de tipus feed-
forward (Rumelhart et al., 1995), amb una capa d’entrada, una capa oculta amb dos
neurones i una capa de sortida (veure Figura 45). El vector d’entrada consistia en els
dotze parametres abans esmentats i els estats de sortida eren 0 quan la relacio

d’equivaléncia era negativa i 1 quan era positiva.

Primer de tot, la xarxa ha de ser entrenada per que aprengui a classificar els patrons.
Aix0 es fa de manera supervisada, presentant-li uns vectors de dades amb el
corresponent estat de sortida (Shepherd et al., 1999). A partir d’aqui, la xarxa
comengara a iterar I’aprenentatge d’aquests vectors per trobar una manera de separar els
diversos estats mostrats, de manera que acabara optimitzant uns pesos, normalment
inicialitzats a 1’atzar, que li permetin construir el millor model matematic possible.
L’optimitzacid dels pesos es féu amb el metode de gradients conjugats escalats (Basheer
and Hajmeer, 2000; Shepherd et al., 1999) durant un maxim de 500 iteracions. Per a
cada prediccid, la xarxa calcula un valor de sortida entre 0 1 1. Si el valor €s superior a

0.5, el pren com a 1, si no, com a 0.
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Figura 45. Esquema de la xarxa neuronal utilitzada.

7.3.5 Validacio creuada

Per comprovar la fiabilitat de les eines basades en aprenentatge s’acostuma a utilitzar la
técnica de la validacié creuada (Krishnan and Westhead, 2003). En aquesta técnica, el
conjunt de dades es divideix a I’atzar en dos subconjunts —entrenament i test. E1 primer
subconjunt s’utilitza per entrenar la xarxa neuronal, mentre que 1’altre permet mesurar

la capacitat de predicci6 que ha adquirit.

En el nostre cas, els esdeveniments es van agrupar en funci6 dels gens i es dividiren en
dos subconjunts per realitzar la validacié creuada. La divisio es féu a I’atzar i mantenint
tots els esdeveniments d’splicing alternatiu d’un mateix gen agrupats. La separacio en
funci6é dels gens es va fer per evitar que dades corresponents a un mateix gen

estiguessin repartides entre els dos conjunts, ja que aixd pot provocar una
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sobreestimaci6 de la capacitat predictiva de la xarxa (Krishnan and Westhead, 2003).

7.3.6 Entrenament de les xarxes neuronals

En I’entrenament supervisat de la xarxa se li han de presentar els vectors de parametres
amb el seu corresponent estat de sortida (Shepherd et al., 1999). Per tant, s’havia de
tenir un conjunt d’esdeveniments positius i un altre conjunt de negatius. Els
esdeveniments positius eren els 473 parells d’esdeveniments que s’havien trobat amb el
protocol explicat anteriorment i després s’havien revisat manualment. Per tenir un
conjunt d’esdeveniments inequivocament negatius s’opta per fer-ho a partir dels
esdeveniments positius, invertint I’equivaléncia de les isoformes o substituint una de les
1soformes equivalents per una altra isoforma. D’aquesta manera es van construir prop de

5000 parells negatius.

A causa de la diferéncia de mida entre els conjunts de vectors positius i negatius es va
aplicar un protocol estandard per remostrejar els conjunts d’entrenament (Basheer and
Hajmeer, 2000; Heckerling et al., 2003): s’augmenta la quantitat de positius fins a
obtenir una proporcid 1:1, mitjangant la duplicacié a 1’atzar dels vectors positius —
protocol repetit 100 cops per a cada conjunt d’entrenament. D’aquesta manera
s’obtingueren 200 conjunts d’entrenament diferents, que es van posar a prova amb els
dos subconjunts originals, sense remostrejar (veure Figura 46). Aixi doncs, s’entrenaren
200 xarxes neuronals diferents. Cada xarxa donava una prediccid particular que després

es promitjava per obtenir una prediccid global tnica.
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Dades Originals

Entrenament Test
| :
— Conjunt Entrenament — Conjunt Test
-g’ —»| Conjunt! ——{ NN1 | NN1 —»| Taxa d’éxit1
2
€ | Conjunt2 — NN2 —>| NN2 —»{ Taxa d’éxit2
o
> ... -
» Conjunt100 = NN100 L » NN100 |—»| Taxa d’exit100 |
|

Figura 46. Esquema de I’entrenament de les xarxes neuronals. Les dades originals son separades en
dos conjunts (entrenament i test). El conjunt d’entrenament és remostrejat per equilibrar el nombre de
patrons positius i negatius. La xarxa s’entrena amb cadascun dels subconjunts d’entrenament resultants i
¢és provada amb el conjunt de test. Cada prova genera unes figures de mérit que seran promitjades per

calcular la taxa d’eéxit de les xarxes.

7.3.7 Criteris de seleccio

Pot passar que, per a un esdeveniment d’splicing alternatiu, les xarxes acabin predint
com a equivalent més d’un esdeveniment candidat. Evidentment, aixo no és possible i
comporta una ambigiiitat de la prediccid. Per solucionar aquest problema es va decidir
utilitzar uns criteris de seleccid a posteriori. Després d’obtenir les prediccions de les
xarxes, quan hi hagués un problema d’ambigiiitat en la prediccio, s’escolliria un sol dels

esdeveniments com a equivalent.

Es van provar dos criteris de seleccio diferents: el promig de valors de sortida —la
prediccio global de les xarxes- i el percentatge de xarxes amb prediccions positives.
Obviament, en els dos casos s’escolli el valor més alt. Finalment, es decidi utilitzar el
percentatge de xarxes amb prediccions positives com a criteri principal i ’altre com a

secundari.
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7.3.8 Figures de merit de les xarxes

Per avaluar la capacitat predictiva de les xarxes neuronals i la fiabilitat del métode
s’utilitzaren diverses figures de merit corrents: 1’exactitud (Equacié 7) —mesura 1’éxit
global de la prediccid, la precisid (Equacié 8) —mesura la capacitat de diferenciar entre
positius i negatius-, la sensibilitat (Equacidé 9) —mesura la capacitat d’identificar els

positius- 1 I’especificitat (Equacio 10) —mesura la capacitat d’identificar els negatius.

Ip+in
tp+m+ fp+ fn

Exactitud =

(Equacié 7)

p
P+ fp

Precisio =

(Equacio 8)

P
p+ fin

Sensibilitat = (Equacio 9)

Especificitat = (Equacio 10)

tn+ fp

on tp son les prediccions positives que s’han encertat; tn, les prediccions negatives que
s’han encertat; fp, les prediccions positives que s’han fallat i fn, les prediccions

negatives que s’han fallat.

7.3.9 Tests del metode de prediccio

Es feren diverses proves per calcular el rendiment del protocol de prediccio (veure

Figura 41).

En primer lloc, es buscaren esdeveniments equivalents per aquells esdeveniments que
s’havien utilitzat en 1’entrenament de les 200 xarxes neuronals (veure Test 1 a la Taula
16). En aquest cas, tots els esdeveniments tenien almenys un equivalent. Cada
esdeveniment fou predit sols amb 100 xarxes, per evitar utilitzar les mateixes xarxes de
I’entrenament en la prediccio. Per calcular les figures de merit del metode s’utilitzaren
tan sols els esdeveniments positius 1 negatius de I’entrenament de la xarxa, sense tenir

en compte si hi havia altres prediccions.

Després, els esdeveniments pels quals es buscava equivalents foren aquells que s’havien
descartat en la inspeccid ocular de les dades (veure Test 2 a la Taula 16). Per fer la
mesura del rendiment, s’utilitzaren els esdeveniments positius de I’entrenament de la

xarxa 1 com a negatius els descartats. Com abans, no es tingueren en compte noves
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prediccions.

Finalment, es féu una prova modificant la base de dades d’isoformes. Es buscaren
equivalencies pels esdeveniments de I’entrenament de les xarxes, perd abans s havien
eliminat una o les dues isoformes equivalents de la base de dades. Aixi, qualsevol

prediccio d’equivaléncia que es fes seria un error (veure Test 3 a la Taula 16).

Test 1 | Positius Seleccid de casos recuperats amb el protocol ad hoc 1 la inspeccid

manual

Negatius | Altres combinacions que es poden fer modificant I’ordre o alguna

isoforma de les parelles equivalents

Test 2 | Positius Seleccid de casos recuperats amb el protocol ad hoc 1 la inspeccid

manual

Negatius | Casos recuperats amb el protocol ad hoc i descartats durant la

inspeccid manual

Test 3 | Positius No n’hi ha

Negatius | Seleccid de casos recuperats amb el protocol ad hoc i la inspeccid

manual

Taula 16. Tests del métode de prediccio.

7.4 Resultats dels tests

A continuaci6 es mostren els resultats pels diferents tests, tant per les xarxes neuronals
com pel metode sencer. En el cas de les xarxes, férem els tests 1 1 2 per avaluar la seva
capacitat predictiva: el test 1 €s el construit per entrenar, mentre que el test 2 té casos
negatius més complicats. D’altra banda, per avaluar el metode, es feren els tests 11 3: el
test 1 ens permet veure la capacitat de trobar els veritables positius, quan sabem segur
que n’hi ha, mentre que el test 3 mesura ’habilitat per descartar falsos positius. En
I’analisi del nostre metode, hem comparat els resultats amb un metode control

consistent en elegir el millor candidat de cada cerca BLAST.
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7.4.1 Capacitat predictiva de les xarxes neuronals

La seglient taula (Taula 17) ens presenta les figures de meérit obtingudes en
I’entrenament de les xarxes neuronals. Aquestes mesures estan calculades a partir de les

prediccions fetes sobre el conjunt de test.

Test 1 Test 2
Exactitud 0.89+0.01 0.82+0.02
Precisid 0.46+0.06 0.83+0.01
Sensibilitat 0.94+0.02 0.94+0.02
Especificitat 0.88+0.01 0.47+0.05

Taula 17. Figures de mérit de les xarxes neuronals.

Com es veu, el metode és molt sensible perd poc precis, és a dir, detecta gairebé totes
les relacions d’equivaléncia veritables, perd la meitat de les prediccions positives sén

erronies.

La precisié de les prediccions també es va calcular utilitzant criteris de seleccid a
posteriori. Aixi, quan s’utilitza algun dels criteris de seleccié —valor promig de les
xarxes o percentatge de prediccions positives, la precisio de les prediccions augmenta
molt (veure Taula 18). La causa d’aquest augment cal buscar-la en queé no totes les

prediccions positives tenen la mateixa fiabilitat.

Test 1 Precisid

Promig de valors de sortida 0.90+0.02

Percentatge de prediccions positives | 0.97+0.01

Taula 18. Precisié aplicant criteris de seleccio.

Aix0 ens indica que les xarxes tenen una gran utilitat en el nostre problema, perd que

s’han d’utilitzar criteris de seleccio a posteriori.
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7.4.2 Poder predictiu del métode

Per contrastar el poder predictiu de la metodologia explicada amb anterioritat (veure
Figura 41), es va decidir comparar les figures de merit d’SPLASH amb les d’un altre

protocol més senzill: quedar-se amb el millor candidat per a cada cerca amb BLAST.

La Taula 20 ens ensenya el percentatge d’esdeveniments que obtenen alguna prediccio.

Només s’han tingut en compte els esdeveniments que se sap que tenen esdeveniments

equivalents.
Test 1 SPLASH Metode control
Percentatge de prediccions | 0.94+0.01 0.99+0.01

Taula 19. Percentatge de prediccions.

Evidentment, el percentatge de prediccions d’SPLASH mai podra ser superior al de
BLAST, car aquest darrer ¢s utilitzat en el metode de predicciéo d’SPLASH en una etapa
inicial. No obstant aix0, el que és interessant de remarcar en aquest punt és que la
pérdua de prediccions €s molt petita després d’utilitzar tot el nostre protocol (veure

Figura 41 pel protocol).

La Taula 20 mostra els resultats tenint en compte els mateixos esdeveniments utilitzats
en I’entrenament de la xarxa. Per tant, a I’hora de calcular les figures de mérit, es
consideren com a negatius tots els esdeveniments falsos utilitzats en 1’entrenament de
les xarxes. Concordant amb els resultats mostrats a la Taula 19, la sensibilitat és més
alta pel metode de control. En canvi, les figures que també tenen en compte els negatius

—especificitat, precisio i exactitud- son superiors per SPLASH.

Test 1 SPLASH Metode control
Exactitud 0.99+0.00 0.96+0.04
Precisid 0.98+0.01 0.73+0.31
Sensibilitat 0.93+0.02 0.97+0.01
Especificitat 1.00+0.00 0.96+0.05
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Taula 20. Figures de mérit del métode de prediccio.

Es interessant remarcar que tant sols en un 25% dels casos en que no s’obté la prediccid
correcta, se n’obté una d’erronia. Es a dir, en un 75% d’aquests casos el que passa és
que no s’obté cap mena de prediccid —ja sigui perque no es recuperen candidats amb

BLAST o perque les xarxes neuronals els valoren desfavorablement.

Finalment, la Taula 21 mostra els resultats del Test 3: els percentatge de prediccions
positives obtingudes quan, abans d’utilitzar el métode, s’eliminen de la base de dades
una o les dues isoformes equivalents. Evidentment, aquestes prediccions son
incorrectes. Observem que el nostre métode es comporta millor que el control basat en

I’ts de BLAST.

Test 3 SPLASH Meétode control
Manca d’una isoforma 0.81+£0.04 0.71+0.04
Manca de dues isoformes 0.91+0.02 0.88+0.05

Taula 21. Especificitat del métode de prediccid.

7.5 Discussio6 dels possibles errors

Es féu un control exhaustiu tant de les prediccions de les xarxes neuronals com de les
obtingudes amb tot el protocol (veure Figura 41) per detectar possibles errors o biaixos

en el metode.

7.5.1 Xarxes neuronals

Un possible error podia ser a causa de la identitat global entre les isoformes equivalents.
La Taula 22 ens mostra que, per bé que a mesura que la identitat entre les isoformes
baixa també ho fa la precisid de les prediccions, aquest descens €s petit 1 fins a identitats

del 60% podem considerar les prediccions forca fiables.
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Identitat promig entre isoformes equivalents | Precisid

90% 0.98+0.01
80% 0.96+0.03
70% 0.93+0.01
60% 0.92+0.12

Taula 22. Precisié depenent de la identitat.

Una altra font de problemes podia ser el mecanisme de 1’esdeveniment d’splicing
alternatiu. Dividirem el conjunt d’esdeveniments en insercions/delecions, substitucions i
esdeveniments complexes —aquells formats per insercions/delecions i substitucions

alhora.

La Taula 23 ens mostra com la precisio per les substitucions és gairebé perfecta, mentre
en el cas de les insercions/delecions i els esdeveniments complexes hi havia un

percentatge d’errors minso, perd més gran.

Mecanisme de I’esdeveniment Precisid

Insercions/delecions 0.97+0.00
Substitucions 0.99+0.01
Complexes 0.95+0.07

Taula 23. Precisié depenent del tipus d’esdeveniment d’splicing.

Els resultats de la Taula 23 ens feren pensar que era probable que el fet d’haver de
comparar dos delecions devia ser més dificil. Per tant, analitzarem la precisio de les
prediccions tenint en compte la mida de les insercions/delecions. Es consideraren com a
insercions o delecions de mida petita aquelles fins a 30 residus, les de mida més gran es
catalogaren com a grans. La Taula 24 ens mostra que la mida de la part delecionada

afecta la qualitat de la prediccid, que no obstant aixo continua sent molt acurada.
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Mida de la insercid/delecid Precisio
Petites 0.99+0.00
QGrans 0.94+0.01

Taula 24. Precisié depenent de la mida de la insercidé/delecio.

En resum, les xarxes neuronals utilitzades en el nostre meétode prediuen molt bé totes les

substitucions i les insercions i/o0 delecions de mida petita.
A mesura que la identitat entre les seqliencies baixa també ho fa la precisié de les

prediccions.

7.5.2 Métode de prediccioé

Igual que s’observava en les xarxes, a mesura que la identitat entre les isoformes va
baixant, també ho fan la precisio i la sensibilitat del metode (Taula 25), pero fins i tot a

identitats mitjanes (60%) els resultats son forga satisfactoris.

Identitat promig entre isoformes equivalents | Exactitud | Precisid | Sensibilitat
90% (N=305) 0.99+0.00 | 0.96+0.02 | 0.95+0.01
80% (N=89) 0.98+0.02 | 0.89+0.06 | 0.89+0.06
70% (N=25) 0.93+0.04 | 0.83+0.05 | 0.83+0.05
60% (N=13) 0.95+0.06 | 0.83+0.24 | 0.83+0.24

Taula 25. Precisié depenent de la identitat.

A la Taula 26 podem veure com la sensibilitat de les insercions/delecions es més baixa
que en les substitucions o els esdeveniments complexes. Aixo afecta, obviament, a la
precisio. A diferéncia del que passava en les xarxes neuronals (veure Taula 23), sembla
que aqui el fet de tenir diversos canvis en un mateix esdeveniment aporta fiabilitat al

metode.
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Mecanisme de I’esdeveniment | Exactitud | Precisid Sensibilitat
Insercions/delecions (N=248) | 0.98+0.01 | 0.91+0.03 0.90+0.02
Substitucions (N=147) 0.99+0.01 | 0.96+0.04 0.95+0.03
Complexes (N=78) 1.00£0.00 | 0.99+0.02 0.99+0.02

Taula 26. Precisiéo depenent del tipus d’esdeveniment d’splicing.

Finalment, la Taula 27 ens mostra que no hi ha diferéncies ni en la precisio ni en la

sensibilitat a causa de la mida de les insercions 1/0 delecions.

Mida de la insercié/delecié | Exactitud | Precisid Sensibilitat
Petites (N=145) 0.98+0.00 | 0.90+0.01 0.90+0.00
Grans (N=103) 0.98+0.01 | 0.91+0.05 0.91+0.05

Taula 27. Precisié depenent de la mida de la insercié/delecio.

Aquests resultats es veuen reforgats pel fet que dels casos en que I’error porta a una
prediccid errdnia, tots son en esdeveniments amb una sola deleci6 i, practicament, la

meitat en delecions de mida petita.

Per acabar aquest analisi d’errors es miraren detingudament aquell 25% de casos
negatius del test 2 que obtenien una prediccid d’equivaléncia. Es veié que les identitats
global i1 local entre les isoformes equivalents era molt alta (94.4% 1 73.4%,
respectivament). A més a més, sorprenentment, aqui ens trobarem que prop de dos
tercos dels errors eren en esdeveniments amb substitucions i que un 10% eren
esdeveniments complexes. Aixi doncs, els falsos positius del metode apareixen
basicament en esdeveniments on se substitueixen fragments bastant semblants i que no

tenen cap esdeveniment equivalent.

7.6 Discussio

La identificacio de les isoformes que participen en determinats processos biologics —

naturals o aberrants- és un tema molt important en biomedicina (Cuperlovic-Culf et al.,

124



Resultats 1 discussid

2006). No obstant aix0, actualment, se sap molt poc de les funcions o caracteristiques de
la majoria de variants d’splicing. Nosaltres hem desenvolupat un metode que permet la
identificaci6 d’esdeveniments d’splicing alternatiu homolegs o equivalents (veure
Figura 40). Aquest metode, que esta basat en un s combinat de cerques de seqiiencies
similars 1 xarxes neuronals per a valorar les possibles equivaléncies, t¢ un poder
predictiu prou bo —tant pel que fa a la precisid, com a ’especificitat- per fer pensar que
s’ha iniciat un pas cap al desenvolupament de protocols d’anotacié funcional automatica

dels esdeveniments d’splicing.
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8 Resum

Des del descobriment del mecanisme d’splicing ja es va postular 1’existéncia de
I’splicing alternatiu 1 les seves possibles implicacions en 1’evolucio de la funcié genica.
Tanmateix, no ha estat fins els darrers anys que aquest fenomen ha pres protagonisme,
vist sovint com un altre nivell de control per generar variabilitat en el proteoma. Aixi,
quan hi ha errors, apareixen isoformes patologiques, les quals s’han relacionat amb

moltes 1 diverses malalties.

A nivell d’acids nucleics, I’splicing alternatiu es pot donar per diverses vies, que
resulten en canvis a nivell proteic entre les isoformes. Aquests canvis, al seu torn, poden
donar variacions estructurals, causa de les diferéncies funcionals. La bioinformatica ha
participat en 1I’estudi de I’splicing alternatiu a tots aquests nivells. Aixi, ha estat
utilitzada com una eina de suport en projectes de seqiienciacié gendomica i de microxips.
Per altra banda, també s’ha utilitzat per estudiar la complexitat del proteoma —tant a
nivell de freqiiencia, com de la conservacid dels canvis- 1 ’impacte estructural i

funcional de I’splicing alternatiu.

El treball presentat en aquesta tesi es basa en I’estudi dels efectes estructurals 1
funcionals en les proteines causats per I’splicing alternatiu. D’aquesta manera, hem
analitzat el rol de I’splicing alternatiu com a font de variabilitat proteica, n’hem estudiat
la conservacio interespecifica dels efectes, ens hem centrat en una familia funcional de
proteines per analitzar-ne les variants d’splicing 1 hem cercat un protocol per a la

identificaci6 d’esdeveniments d’splicing alternatiu equivalents.

El primer punt que hem analitzat és la relacio entre I’splicing alternatiu i la duplicacio
genica, que son dos processos implicats en la diversificacid del proteoma. Darrerament,
s’ha trobat una anticorrelacid entre la preséncia de variants d’splicing 1 duplicats i s’han
descobert uns casos particulars d’una possible intercanviabilitat funcional entre els dos
fenomens. Per tot plegat, ens hem decidit a comparar les dues fonts de variabilitat
proteica, tant des del punt de vista genomic com proteomic. Alld qué hem vist és que la
preséncia d’splicing alternatiu 1 duplicacio génica estan inversament relacionades, pero
s’ha descartat la hipotesi d’intercanviabilitat funcional perque els gens amb splicing
alternatiu 1 amb duplicats tenen distribucions funcionals similars i els efectes proteics
que provoquen els dos fenomens sén molt diferents. Per resoldre aquesta paradoxa,

nosaltres proposem fixar-nos en 1’escenari evolutiu 1 I’equilibri de la dosi génica com a
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parametres essencials per explicar 1’anticorrelacio.

Posteriorment, hem analitzat si els efectes de I’splicing alternatiu sobre la modulacid
funcionals sén semblants en diferents especies. Per comengar, hem caracteritzat els
efectes sobre les proteines de I’splicing alternatiu en quatre especies diferents 1, després,
hem comparat esdeveniments equivalents o homolegs. Els nostres resultats mostren que
en especies diferents hi ha una gran conservacioé pel que fa a la manera que 'splicing
alternatiu modula la funcid proteica. Per tant, sembla que les diferéncies de complexitat
entre els organismes no estan causades per un us diferencial dels mecanismes de
I’splicing alternatiu a I’hora de modificar la funcié de les proteines, sind que haurem de

parar esment a altres possibilitats.

Per acabar D’estudi dels efectes de 1I’splicing alternatiu en la variabilitat proteica i
funcional, ens hem centrat en els factors de transcripcid. Aquestes proteines estan
construides de forma modular 1 I’splicing alternatiu genera isoformes amb diferents
habilitats. En el nostre treball, ens hem interessat pel mecanisme per generar diverses
isoformes reguladores de la transcripcid 1 la seva conservacid. Aixi, veiem que per
respondre a la multiplicitat d’estimuls, 1’splicing alternatiu modifica uns dominis més
sovint que uns altres, perd0 ho fa d’una manera poc precisa, afectant fragments de
dominis i regions properes. A més, la conservacid estructural i funcional dels efectes de

I’splicing alternatiu és molt alta.

Finalment, hem decidit proposar un metode per a la cerca d’esdeveniments homolegs
d’splicing alternatiu. L’objectiu ha estat ajudar en els camps de la biomedicina i la
farmacogenomica, on és molt important cone¢ixer perfectament el rol de I'splicing
alternatiu 1 de cada isoforma en particular. El metode treballa a partir d’un esdeveniment
d’splicing alternatiu i, a partir d’aqui, intenta trobar altres esdeveniments que siguin
homolegs o equivalents. Observant les figures de meérit dels tests que hem realitzat,
creiem que el metode funciona amb una bona fiabilitat, fet que ens porta a pensar que
pot ajudar en 1’anotacid funcional de les isoformes i en 1’eleccid de models animals

adequats.
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9 Conclusions

Les principals conclusions que s’extreuen del treball realitzat en aquesta tesi son les

segiients:

e Existeix una anticorrelacid a nivell genomic entre I’splicing alternatiu i la
duplicacié genica, que no es pot explicar per la preferéncia per un dels dos

mecanismes de certes families funcionals.

e Les insercions/delecions que genera ’splicing alternatiu en la seqiiencia de
proteines son, en general, de mida molt superior a les que es generen després de
la duplicaci6 genica i, a més, no acostumen a afectar les mateixes regions de la

seqliencia.

e Les substitucions de residus entre les variants d’splicing tendeixen a involucrar
canvis importants de les propietats fisico-quimiques dels aminoacids i a estar
concentrades en petits fragments de la seqiiencia. En canvi, els duplicats tenen

substitucions menys drastiques i espargides per tota la proteina.

e Els mecanismes globals d’increment de la diversitat proteica per rad de

I’splicing alternatiu estan conservats en diferents especies.

e Les isoformes homologues tenen un alt grau de conservacié de les propietats
fisico-quimiques originades per 1’splicing alternatiu.

e L’splicing alternatiu actua selectivament sobre els dominis funcionals dels

factors de transcripcid, pero, en canvi els seus efectes son poc precissos.

e Els factors de transcripcio ortolegs tenen una gran conservacid estructural i
funcional, fins i1 tot independent de la seva capacitat per generar diverses

isoformes o isoformes especifiques.

e Es possible tenir un métode automatic que permeti trobar esdeveniments
equivalents d’splicing alternatiu, per ajudar en l’anotacidé funcional i en les

recerques biomediques i farmacogendomiques.
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