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Resumen 
El splicing alternativo es un proceso que además de proporcionar diversidad al 
transcriptoma y proteoma celular, añade una nueva capa de regulación en la 
expresión de proteínas y en la función que estas desempeñan. Este proceso es 
un mecanismo clave en diversos estadios del desarrollo del sistema nervioso 
como son la diferenciación neuronal, el crecimiento axonal o la consolidación de 
la memoria a largo plazo. Mientras que se tiene un amplio conocimiento de 
cómo las diferentes proteínas de unión a RNA regulan el splicing alternativo y 
cómo los cambios de expresión de estas proteínas producen diferentes patrones 
de transcripción neuronal, se sabe muy poco sobre cómo se regula la actividad 
de estas proteínas. 

En este trabajo mostramos que KIS, una quinasa enriquecida en el cerebro con 
un dominio compartido por factores que conforman el espliceosoma, juega un 
papel clave en la regulación de diferentes exones relacionados con desarrollo 
neuronal. KIS fosforila la proteína reguladora del splicing alternativo PTBP2 y 
contrarresta su papel en la exclusión de exones. A nivel molecular, la 
fosforilación de PTBP2 produce su disociación de co-reguladores clave y dificulta 
su capacidad de unión a RNA. En conjunto, nuestros datos proporcionan nuevos 
conocimientos sobre el control post-traduccional de los reguladores de splicing 
y describen la función de KIS en el establecimiento del uso alternativo de exones 
en neuronas. 
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Summary 
Alternative splicing is a process that not only provides diversity to the cellular 
transcriptome and proteome but adds a new layer of regulation to protein 
expression and their functions. This process is a key mechanism in different 
stages of nervous system development, such as neuronal differentiation, axonal 
growth, and long-term memory consolidation. It is described how different RNA-
binding proteins can regulate alternative splicing and how changes in the 
expression of these proteins can explain the neuronal transcriptome. However, 
little is known about its regulation. 

In this study we demonstrate that KIS, a kinase enriched in the brain with a 
domain shared by the spliceosome factors, plays an important role in the 
regulation of different exons related to neuronal development. KIS 
phosphorylates the alternative splicing regulatory protein PTBP2 and 
counteracts its role in exon exclusion. At a molecular level, phosphorylation of 
PTBP2 leads to its dissociation from key co-regulators and impairs its RNA-
binding ability. Taken together, our data provide new insights into the post-
translational control of splicing regulators and describe the function of KIS in 
establishing alternative exon usage in neurons  
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Introducción 

Splicing  

En 1978, W. Gilbert(1) contradijo el dogma fundamental planteado por Horowitz 
en 1948 “un gen, una enzima”(2) o como sería reformulado más adelante “un 
gen, una cadena polipeptídica”, proponiendo como el uso de los diferentes 
exones de un mismo gen, podría dar lugar a proteínas distintas. 

El splicing es el mecanismo por el cual los diferentes exones de un gen se 
combinan para dar lugar a un transcrito de ARN mensajero maduro (mRNA, del 
inglés messenger RNA). Si este mecanismo puede dar lugar a más de un 
transcrito, se denomina splicing alternativo. De esta forma, los transcritos 
pueden ser traducidos a diferentes proteínas procedentes de un mismo gen (3). 
El splicing alternativo es un mecanismo que permite un aumento en la 
diversidad del proteoma y supone una capa más de regulación para la expresión 
de determinadas proteínas (4). En humanos, por ejemplo, solo un 5% de los 
genes tienen un único exón (5) y más del 90% experimentan splicing alternativo 
(6). 

Maquinaria de splicing 

El splicing es un proceso dinámico en el cual la maquinaria molecular encargada, 
el espliceosoma, forma diferentes complejos desde la unión al pre-mRNA hasta 
la unión final de los exones involucrados (5) (Figura 1). 



 

Figura 1. Esquema del proceso de splicing y los diferentes complejos formados por el 
espliceosoma.  
La figura representa las diferentes etapas y formación de complejos a lo largo del proceso de 
splicing. Los exones se marcan con cajas gris claro, mientras que el intrón y se marca por una línea 
negra de rallas. U1, U2, U3 U4, U5 y U6 señalan las small nuclear RNP (snRNPs). Figura extraída de 
Kretova M et al 2023 (7). 

Durante la iniciación del splicing las proteínas Splicing Factor 1 (SF1), U2 small 
nuclear RNA auxiliary factor 2 65kDa (U2AF65) y U2 small nuclear RNA auxiliary 
factor 2 35kDa (U2AF35) se unen a regiones específicas del intrón a eliminar, 
formando el complejo E. Específicamente, SF1 se une al punto de ramificación 
(BPS, del inglés branching point site), U2AF65 se une al tracto de polipirimidinas 
(Py-track ó PPT del inglés polypirymidine track) y U2AF65 se une al AG terminal 
perteneciente al lugar de splicing 3’ (3’SS). Estas proteínas, además de unirse al 
pre-mRNA, interaccionan entre ellas gracias a los dominios UHM (U2AF 
Homology Motif) presentes en las proteínas U2AF. Estos dominios de unión 
proteína-proteína se unen al triptófano presente en el ULM (UHM ligand motif) 
de SF1 y U2AF65 (Figura 2)(8). Estas uniones son necesarias para que se pueda 
dar correctamente el proceso de splicing(9). 
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Figura 2. Representación esquemática de las interacciones UHM-ULM necesarias para el proceso 
de splicing. 
Durante el proceso de splicing, diferenres proteínas como U2AF65, SF1, SF3B1 y U2AF35 
interaccionan entre ellas gracias a los dominios UHM. Esquema extraído de Pabis et al., 2019 (8). 

El splicing es un proceso donde las uniones proteína-proteína y RNA-proteína 
juegan un papel fundamental. Estas uniones se ven reguladas mediante 
modificaciones post-traduccionales, alterando su afinidad. Proteínas como SF1 
y SRSF1 (serine and arginine splicing factor 1) son fosforiladas a lo largo del 
proceso de splicing, lo cual aumenta su afinidad a U2AF65 y U1 snRNP (small 
nuclear nibonucleoprotein unit 1) facilitando así el ensamblaje del espliceosoma 
(7). De la misma forma, se ha demostrado que sin la fosforilación de SF3B1, 
mediada por CDK11, la maquinaria de splicing se ve interrumpida. Esta 
interrupción provoca una acumulaci de pre-mRNA y un aumento en la retención 
intrónica (10). 

Splicing alternativo 

El splicing alternativo es el proceso mediante el cual un mismo gen puede dar 
lugar a diferentes transcritos, aumentando la diversidad del transcriptoma y del 
proteoma celular (3). 

Los productos de splicing alternativo pueden definirse según el evento que se 
haya dado (Figura 3): 

- Inclusión / exclusión exónica: es el proceso de splicing más prevalente en el 
genoma humano, siendo el responsable del 50-60% de los eventos de splicing 
alternativo (11). Durante este evento, un Cassette exon rodeado de otros dos 
exones es incluido o excluido del mRNA maduro, dando lugar a dos proteínas 
con secuencias distintas. Esta diferencia puede producir cambios a nivel de 
pauta de lectura, como es el caso del exón 18 PSD95 (post-synaptic density 95, 
en inglés) (12)o en la función de la proteína resultante, como con los exones 13 
y 16 de CaMKIIβ (13). 



-Exclusividad exónica mutua: es el proceso mediante el cual el splicing de dos 
exones (o un conjunto de ellos) se coordinan de tal manera que la inclusión de 
uno implica la exclusión del otro (o de un conjunto de exones). Un ejemplo son 
los exones 6 y 7 de Cdc42, donde el exón 6 se expresa ubicuamente y el exón 7 
es específico del sistema nerviosos (14) 

- Aceptor o donador diferencial de splicing: proceso por el cual un exón muestra 
más de un aceptor (a 3 ’) o más de un donante de splicing (a 5’), los cuales suelen 
tener fuerzas diferentes y compiten entre ellos. Cambios en el aceptor o  
donador de splicing pueden alargar o acortar el tamaño del exón produciendo 
cambios sutiles o incluso cambios en el patrón de splicing (15). 

-Retención intrónica: es el proceso que se da cuando no se produce splicing en 
un intrón y se mantiene en el mRNA maduro. En un principio se creía que se 
debía a errores en el proceso de splicing, pero se ha observado que los intrones 
retenidos juegan un papel en la regulación de los transcritos y proteínas que lo 
contienen (16). Un ejemplo es la retención del intrón 16 de CaMKIIα en cual 
ayuda al mRNA de CaMKIIα a localizarse en segmentos distales dentro de las 
neuritas (17). 

- Primer exón alternativo, también conocido como promotor alternativo o en 
inglés Transcription Start Site (TSS). Proceso que se produce cuando la iniciación 
de la traducción se da desde diferentes promotores, cambiando así el primer 
exón transcrito. Estudios de long-read sequencing han demostrado que la 
selección del promotor no es independiente al resto de procesos de splicing y 
que la iniciación desde un promotor u otro dentro del mismo gen correlaciona 
con cambios en el conjunto de exones expresados, provocando cambios 
funcionales en las proteínas codificadas (18). 

- Último exón alternativo, también conocido lugar alternativo de 
poliadenilización o en inglés Transcription Terminación Site (TTS). Proceso que 
se da cuando se termina la transcripción desde diferentes terminadores, 
conllevando diferentes sitios de poliadenilación y cambiando el perfil de 3’UTR 
de los transcritos procesados. Este cambio en la terminación, además, puede 
implicar la depleción o adición de diferentes dominios, como es el caso de 
IL1RAP donde en células hepáticas es una proteína soluble pero gracias a la 
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aparición de Sam38 en neuronas, se da un cambio en el lugar de terminación de 
la transcripción, añadiendo un dominio transmembrana (19). 

 

 
Figura 3. Eventos de splicing alternativo.  
Cassete exon: inclusión/exclusión exónica. Intron retention: retención intrónica. Alternative 5’ 
splice site y Alternative 3’ splice site: donador y aceptor diferencial de splicing. Alternative 
promoters: Primer exón alternativo. Alternative polyadenilation: Último exón alternativo. Figura 
extraída de Qi Liu et al  2022 (20). 

A pesar de esta visión binaria de los eventos de splicing, donde se decide si un 
elemento es incluido o no en el mRNA maduro, se han observado patrones 
complejos donde diferentes conjuntos de exones se seleccionan de la misma 
forma para dar lugar a una mayor cantidad de variantes de splicing. Un ejemplo 
es el caso de Dscam en Drosophila melanogaster con más de 38000 isoformas 
(21). 

El splicing alternativo es un proceso altamente regulado donde tanto elementos 
en cis (secuencias dentro de los exones e intrones) como elementos en trans 
(proteínas reguladoras del splicing alternativo, histonas, etc) cooperan y 
compiten en equilibrio para decidir el resultado de un posible evento de splicing 
alternativo. 



Reguladores en cis 

Dentro de la secuencia de los exones e intrones existen multitud de elementos 
que pueden regular la inclusión/exclusión de un exón. Un ejemplo son las 
secuencias aceptoras y donadoras de splicing. Dependiendo de qué nucleótidos 
rodeen al AG en el aceptor de splicing, o al GT en el  donador de splicing, estos 
lugares tendrán mayor o menor probabilidad de ser usados en comparación con 
los  donadores/aceptores de los exones colindantes (22,23). 

La repetición de algunos elementos canónicos del splicing también puede 
ayudar a la inclusión de algunos exones, como es el caso del exón 2 de MCL1, 
con tres repeticiones del BP en el intrón 1 (24). Otros estudios han modelizado 
cómo la longitud de un intrón y su tasa de transcripción puede alterar la 
inclusión del exón que le precede (25). 

Adicionalmente, existen elementos reguladores del splicing (SRE, del inglés 
splicing regulatory elements) clasificados como elementos exónicos/intrónicos 
silenciadores (ESS y ISS) y activadores (ESE o ISE) (Figura 4). Estos elementos 
regulan el splicing alternativo de un exón y normalmente se localizan en las 
cercanías del lugar de splicing, aunque también pueden encontrarse a más de 
500 nucleótidos en las regiones intrónicas (26). Por sí solos, estos elementos 
pueden actuar como estructuras secundarias del RNA que inhiben el splicing, 
ocultando elementos clave para el proceso, o incluso facilitarlo, acercando a los 
aceptores y los  donadores de splicing (27) . Aun así, estos elementos suelen 
responder a secuencias específicas donde se pueden unir proteínas de unión a 
RNA (RBP, del inglés RNA binding protein). 

 
Figura 4. Representación de los elementos regulatorios en cis del splicing alternativo.  
Diferentes elementos intrínsecos a la secuencia génica son capaces de regular la 
inclusión/exclusión exónica. Figura extraída de  Xiang-Dong Fu et al. 2014 (28). 
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Reguladores en trans 

Las RBP suponen una compleja capa de regulación del splicing alternativo. Su 
expresión y función es capaz de correlacionar con la identidad tisular y su 
desregulación se ha visto implicada en patologías como el autismo, la esclerosis 
lateral amiotrófica y el cáncer (29,30). 

Las proteínas reguladoras del splicing alternativo reconocen y se unen a 
diferentes regiones exónicas e intrónicas a fin de aumentar o disminuir la 
probabilidad de un evento de splicing. En términos generales se conoce que las 
proteínas tipo hnRNP (heterogeneous nucleolar ribonucleoprotein) se unen a los 
elementos inhibitorios (ESS e ISS) mientras que las proteínas de la familia SR 
(Serine arginin rich) se unen a los elementos activadores (ESE e ISE) (31) (Figura 
5A). Aun así, se ha observado como diferentes RBP pueden actuar tanto de 
activadoras como de inhibidoras del splicing dependiendo de las regiones del 
pre-mRNA al que se unan (Figura 5B), así como cambiar su función según los co-
factores que se expresen (32,33). 

 
Figura 5. Representación de los reguladores del splicing alternativo en trans.  
A. Diferentes proteínas de unión a RNA se unen a regiones específicas a fin de facilitar o impedir 
la inclusión exónica. B. Aunque las proteínas de unión a RNA suelen mantener un patrón de unión 
(ESE, ISE, ISS o ESS), estas pueden unirse a diferentes regiones actuando en ocasiones como 
activadoras o como inhibidoras del splicing. Figura extraída de Matera, A et al. 2014 (34). 

https://www-nature-com.sire.ub.edu/articles/nrm3742


La unión de estas proteínas al pre-mRNA modifica el splicing alternativo de 
diferentes maneras, ya sea facilitando o inhibiendo la unión de U2AF al pre-
mRNA (35) u otros componentes de la iniciación del splicing. A su vez, estas 
proteínas reguladoras del splicing alternativo son capaces de competir entre 
ellas, favoreciendo o impidiendo la inclusión de un mismo exón (Figura 6). De 
esta manera, el patrón de expresión de estas proteínas en diferentes tejidos y a 
lo largo del desarrollo es capaz de determinar, en parte, los patrones específicos 
de splicing (Figura X) (36). 

 

Figura 6. Regulación de la inclusión exónica a lo largo del desarrollo neuronal.  
Diferentes proteínas de splicing son capaces de competir entre ellas para regular el nivel de 
inclusión/exclusión de exones concreto a lo largo del desarrollo. Esquema extraído de Weyn-
Vanhentenryck et al., 2018 (36). 

 

Splicing alternativo en el sistema nervioso 

Considerando el patrón de splicing alternativo una característica discriminativa 
entre tejidos, el sistema nervioso presenta uno de los patrones más 
diferenciales tanto en humanos como en ratón. De hecho, en estos organismos, 
el tejido neuronal muestra un mayor número de exones up-regulados que el 
resto de tejidos (37) Recientemente, experimentos de single cell RNA 
sequencing (scRNAseq) han demostrado que el patrón splicing alternativo es 
suficiente para identificar los diferentes tipos neuronales (GABAérgicas, 
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glutamatérgicas, interneuronas, etc.), clasificación que antes se realizaba en 
base a la expresión diferencial de marcadores específicos (38). 

Durante el desarrollo del sistema nervioso, el splicing alternativo juega un papel 
fundamental, siendo un factor clave en diferentes procesos. In vitro, se ha 
demostrado que la axonogénesis es un proceso que se da por cambios en el 
transcriptoma y no en la expresión génica. En este proceso, el splicing 
alternativo de Shootin1 (SHTN1) mediado por PTBP2 es uno de los principales 
responsables (39). In vivo, cambios en el splicing alternativo de Robo3.1 son 
necesarios para el proceso de migración axónica (4). Robo3.1 es un receptor de 
membrana que, durante el crecimiento axonal, transduce señales de atracción 
hacia la midlane. Una vez cruzada se produce la retención del último intrón, 
resultando en una isoforma truncada (Robo3.2) la cual transduce repulsión 
sobre la midlane y permite que el axón no se quede retenido (40).  

El splicing alternativo también es crucial para la maduración neuronal, siendo el 
proceso que regula la expresión de PSD95, mediante la exclusión/inclusión de 
su exón 18 (41),  o modula las características de los canales de calcio 
dependientes de voltaje Cav2.2 a través del splicing diferencial del gen Cacna1b 
(42).  

Estos cambios en los patrones del splicing alternativo vienen asociados a 
cambios en la expresión de diferentes RBP (36). Los cambios en los niveles de 
expresión de estas proteínas a lo largo del desarrollo son capaces de determinar 
cómo éste progresa, así como el destino neuronal/glial (Figura 7) (36,38,43).  



 

Figura 7. Las proteínas reguladoras del splicing alternativo son cruciales en las diferentes etapas 
del neurodesarrollo.  
A. Proceso de división simétrica y asimétrica para discernir el destino celular. B. Migración de 
nuevas neuronas durante la corticogénesis. C. sinaptogénesis y funciones sinápticas reguladas por 
la actividad neuronal. Figura extraída de Chun-Hao Su et al, 2018 (43).  

Proteínas reguladoras del splicing alternativo en el sistema nervioso 

El sistema nervioso presenta un conjunto de proteínas reguladoras del splicing 
alternativo específicas (36). Estas proteínas, cuyos niveles cambian a lo largo del 
desarrollo, crean una red de regulación donde cooperan y compiten entre ellas 
con el fin de definir la inclusión/exclusión exónica/intrónica (Figura 8) y con ello 
el patrón de splicing neuronal (44). 
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Figura 8. Las proteínas reguladoras del splicing alternativo compiten y cooperan entre ellas para 
decidir la inclusión/exclusión exónica.  
A. Representación esquemática del modelo de cooperación/competición. B. Ejemplos de genes 
cuyos exones se ven regulados por más de una RBP. Figura extraída de  Celine K. Vuong, et al. 
2016 (45). 

Entre las proteínas que regulan este patrón encontramos las familias de genes 
Nova, Mbnl, Ptbp y Rbfox. 

Ptbp 

Ptbp1 y Ptbp2 (del inglés, Polypirimidine Track Binding Protein) son dos genes 
parálogos que codifican por proteínas de unión a RNA (46). Gracias a sus 
dominios RRM (RNA recognition motif), estas RBP reconocen elementos cis-
regulatorios (repeticiones ricas en CU) dentro del pre-mRNA e interactúan con 
el espliceosoma para modificar su función, reprimiendo o favoreciendo la 
inclusión de un exón o un intrón (47). Ptbp1 fue uno de los primeros genes 



reguladores del splicing conocidos. Es un gen ubicuamente expresado excepto 
en músculo y neuronas, donde encontramos su parálogo Ptbp2 (48). A lo largo 
del desarrollo neural los niveles de PTBP1 disminuyen mientras que la expresión 
de PTBP2 incrementa, produciendo un cambio en el patrón de splicing específico 
del sistema nervioso (46,49). El aumento de la expresión de PTBP2 sucede ya 
que PTBP1 reprime la inclusión del exón 10 de Ptbp2, impidiendo su expresión 
(Figura 9). En ratón, los niveles de PTBP2 alcanzan un pico de expresión en la 
etapa embrionaria, correspondiente a  E12-E18 o DIV4-6 en cultivos corticales, 
y posteriormente se produce una disminución de sus niveles (41) .  

 

Figura 9. Ptbp1 y Ptbp2 regulan el splicing de exones comunes y sufren un proceso de 
autorregulación de su expresión. 
La unión de las proteínas PTBP al pre-mRNA altera la inclusión exónica tanto de manera 
redundante como de manera específica. La expresión tanto de PTBP1 como de PTBP2 se ve 
regulada tanto por la unión de miRNAs como por la exclusión del exón 10 de PTBP2 u 11 de PTBP1, 
lo que produce una degradación del RNA mediante NMD. Figura extraída de Niroshika 
Keppetipola, et al. 2012 (50). 

PTBP2 regula la expresión de diferentes genes específicos de neuronas maduras 
tales como CaMKIIβ (51) y PSD95 (41). En el caso de PSD95, PTBP2 inhibe la 
inclusión del exón 18, uniéndose a las regiones intrónicas upstream y 
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downstream del exón. La exclusión de este exón produce un mRNA con un 
codón de STOP prematuro que se degrada por Nonsense Mediated Decay 
(NMD), lo que se impide la correcta expresión de la proteína. En el artículo 
publicado en 2012 por Sika Zheng y colaboradores, se demostró como la 
sobreexpresión de PTBP2 producía un incremento en la exclusión del exón 18 
de PSD95, seguido de una disminución en los niveles de proteína. Esta 
disminución se veía seguida por un decremento en el número de espinas en 
cultivos primarios de neuronas hipocampales.  

Se ha descrito que PTBP1 y PTBP2 regulan el splicing alternativo compitiendo 
con U2AF por los lugares de unión al pre-mRNA (52). Recientes estudios 
demuestran que PTBP1 tiene la capacidad de interactuar con diferentes 
proteínas reguladoras del splicing como son NOVA1 (32) , RAVER1 (53), hnRNPM 
(54) o MATR3 (54,55).  La composición específica de estos complejos proteicos 
puede modificar la afinidad de PTBP1 para unirse a pre-mRNAs específicos y así 
regular los procesos de splicing alternativo. Por el contrario, hay muy pocos 
datos de cómo se regula la formación y disolución de estos complejos. 

Mbnl 

La familia Muscleblind-like protein (Mbnl) corresponde a los genes Mbnl1, 
Mbnl2 y Mbnl3, los cuales codifican proteínas de unión a RNA que regulan el 
splicing alternativo (56,57).  

Los tres miembros de la familia contienen cuatro zinc finger domains que 
permiten el reconocimiento de clusters de repeticiones YGCY dentro del RNA 
(58,59). Tanto MBNL1 como MBNL2 se localizan tanto en el núcleo como en el 
citoplasma. Dentro del núcleo, promueven tanto la inclusión como la exclusión 
de diferentes exones, regulando el patrón de splicing alternativo (60,61).  

Dentro de la familia, MBNL2 es la proteína predominante en neuronas 
postmitóticas y su expresión incrementa a lo largo de la maduración neuronal, 
junto a MBNL1 (62,63). Por el contrario, MBNL3 no se expresa en el sistema 
nervioso. De forma similar a la regulación entre PTBP1 y PTBP2, los niveles de 
MBNL2 en el sistema nervioso dependen de la ausencia de MBNL1, quién 
reprime la inclusión de dos exones necesarios para su correcta expresión (64), 
siendo el knockout de Mbnl1 compensado por una mayor expresión de MBNL2. 



Esta familia de proteínas juega un papel en el desarrollo regulando los patrones 
de splicing alternativo y su desregulación impide la conversión de isoformas de 
embrionarias a adultas (65,66). 

El knockout de Mbnl2 muestra problemas de aprendizaje en tareas donde se 
requiere la activación hipocampal, una disminución en la transmisión sináptica 
dependiente de receptores NMDA y una plasticidad sináptica incorrecta en las 
neuronas hipocampales (60). MBNL2 regula el splicing alternativo de diversos 
genes probablemente responsables de este fenotipo, como son Cacna1d (67), 
Tanc2 (68) y Ndrg4 (69). 

Rbfox 

La familia de proteínas Rbfox (del inglés, RNA-binding fox-1 homolog) está 
constituida por Rbfox1 (A2bp1), Rbfox2 (Rbm9) y Rbfox3 (NeuN) (70–72). Las 
tres proteínas hacen uso de su dominio RRM para unirse a motivos (U)GCAUG 
(73).  Aunque se desconoce el mecanismo molecular general por el cual las 
proteínas de la familia Rbfox regulan el splicing alternativo, sí se conoce algún 
ejemplo concreto como en el caso de la regulación del splicing de calcitonina, 
donde la unión de Rbfox2 bloquea el ensamblaje del espliceosoma, previniendo 
así la unión de SF1 al BPS y la unión de U2 snRNP al 3’SS (74). 

El patrón de expresión de estas proteínas difiere según el tipo neuronal, en la 
capa granular del cerebelo se expresa Rbfox1 y Rbfox3, mientras que las células 
de Purkinje expresan Rbfox1 y Rbfox2 y la capa molecular expresa únicamente 
Rbfox2 (75). Dada esta especificidad, pero a la vez concurrencia entre las 3 
proteínas, en los modelos de ratón knockout se han encontrado solo pocos 
ejemplos de exones específicamente regulados por estas proteínas, 20 en el 
caso de Rbfox1 y 29 en el caso de Rbfox2 (75,76). Este proceso de compensación 
se ve demostrado por experimentos de HITS-CLIP, los cuales señalan que las tres 
proteínas comparten lugares de unión al RNA (36,73). 

Se ha demostrado que los exones regulados por estas proteínas están 
enriquecidos en genes de susceptibilidad a autismo. Algunos ejemplos de estos 
genes corresponden a canales iónicos (Scn8a, Cacna1c/d/g, Scn2a1, Kcnma1), 
proteínas de unión celular (Fat1, Nrcam, Nrxn1/3) y proteínas sinápticas 
(Cadps2, Lrrc7). 
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Nova 

La familia Nova (del inglés, neuro-oncological ventral antigen) consiste en dos 
proteínas de unión a RNA: NOVA1 y NOVA2. Ambas proteínas del sistema 
nervioso se expresan en la mayoría de las neuronas adultas, aunque a diferentes 
niveles y con una localización mayoritariamente nuclear (77–79). 

Estas proteínas utilizan sus dominios de unión a RNA de tipo KH para unirse a 
motivos YCAY (80), promoviendo la exclusión exónica al impedir la unión de U1 
snRNP al aceptor de splicing 5’ (81). A su vez, estas uniones pueden favorecer la 
inclusión exónica por mecanismos aún desconocidos. 

El ratón deficiente para Nova1 no muestra cambios al nacer. Por el contrario, 
durante el crecimiento muestra apoptosis en las motoneuronas del tronco 
cerebral y medula espinal, resultando en la muerte del organismo tras 1-2 
semanas después de nacer (82). Las neuronas hipocampales del ratón knockout 
de Nova2 muestran una reducción en la potenciación a largo plazo (LTP) de los 
sIPSC (del inglés, slow inhibitory postsynaptic currents) y el animal fallece a las 
2-3 semanas después del nacimiento (83). De esta manera se sugiere que el 
papel fundamental de Nova repercute en las etapas tardías del desarrollo 
neuronal. 

Se cree que Nova1 y Nova2 tienen un papel redundante en cuanto a la 
regulación del splicing y que los diferentes fenotipos de los animales knockout 
se deben a los diferentes patrones de expresión en los subtipos neuronales 
(84).La familia Nova regula exones enriquecidos en transcritos que codifican 
para proteínas sinápticas (GluR6, syntaxin2), proteínas de la matriz extracelular 
(Agrin) y canales de iones (Kcnq2, Cav2.2), entre otros. Para algunos exones, la 
familia Nova juega un papel antagónico a la familia Ptbp, no solo favoreciendo 
la inclusión de algunos exones que Ptbp reprime (Figura 8B) (45) si no 
compitiendo por los mismos lugares de unión. Se ha observado que en el 
knockout de Nova2 el patrón de unión de PTBP2 cambia y pasa a unirse a las 
regiones donde se localiza NOVA2 (84). 

 



Plasticidad sináptica y regulación del splicing 

La gran diversidad de proteínas otorgada a través de splicing alternativo juega 
un papel fundamental en la consolidación de las sinapsis y la formación de 
memoria a largo plazo. Conjuntos de exones, como son los micro-exones, han 
demostrado ser necesarios para una consolidación sináptica correcta y la 
desregulación, a través de afecciones en el regulador de splicing nSR100, 
conlleva a problemas cognitivos en ratón (85,86).  

Pero no es solo que las isoformas de splicing sean fundamentales para la 
plascitidad sináptica, sino que la actividad sináptica es capaz de modular los 
patrones de splicing. Por ejemplo, una actividad sináptica continuada permite 
un cambio de splicing en el gen Homer pasando de la isoforma Homer a 
Homer1a, la cual actúa como modulador alostérico de algunos receptores 
metabotrópicos de glutamato permitiendo una actividad independiente de 
ligando y una reducción homeostática de los receptores AMPA (87). 

Se ha observado que estímulos rápidos como el Kainato (88), DHPG (del inglés 
Dihydroxyphenylglycine)(89) son capaces de alterar el patrón de splicing en 
cultivos primarios en periodos de 30 minutos a 2 horas. Estos cambios son lo 
suficientemente veloces como para no ser explicados por cambios en la 
expresión génica de las proteínas reguladoras del splicing y, probablemente, 
respondan a modificaciones post-traduccionales. Aunque existen algunos 
ejemplos de RBP cuya actividad se ve modulada por fosforilación (79,90), poco 
se conoce a cerca de cómo se puede regular la actividad de las proteínas 
involucradas en el splicing alternativo y los mecanismos que subyacen a esta 
regulación. 

 

  



25 
 

KIS 

La proteína KIS, codificada por el gen UHMK1 (U2AF65 homology motif kinase 
1), se nombró con las siglas de Kinase Interacting with Stathmin ya que fue 
descubierta en un ensayo doble híbrido donde se utilizaba estatmina como 
cebo. KIS es una serina/treonina quinasa que fosforila preferencialmente serinas 
seguidas de un residuo de prolina (91).  La característica principal de KIS reside 
en su estructura: es la única quinasa con un dominio de interacción proteína-
proteína UHM. Este dominio, que presenta un 42% de homología con el factor 
de splicing U2AF (92) (Figura 10), es propio de las proteínas canónicas del 
splicing como SF1 y U2AF65, hecho que hace pensar que podría estar 
relacionado con la interacción con proteínas de unión a RNA. Aunque existen 
algunos candidatos, poco se conoce sobre las dianas de fosforilación, así como 
de las funciones de KIS. 

 

Figura 10. Análisis de la secuencia de aminoácidos de la proteína KIS. 
A. Dominio quinasa y dominio de interacción con proteínas de unión a RNA (RRM). B. 
Alineamiento de los aminoácidos de la parte C-terminal de KIS con la parte C-terminal de U2AF, 
mostrando la homología y estructura.  Figura extraída de Kielkopf Cl. et al. 2004 (92). 



KIS en el sistema nervioso 

KIS tiene una expresión ubicua, con altos niveles de expresión en el sistema 
nervioso (93) especialmente en el giro dentado y las zonas CA1, CA3 y CA4 del 
hipocampo, así como en las células de Purkinje y la zona granular del cerebelo. 
En ratón, los niveles de expresión de KIS van aumentando a lo largo del 
desarrollo, llegando al máximo en la etapa adulta (93). Aunque la expresión de 
KIS es mayoritariamente nuclear, en cultivos primarios de neuronas corticales, 
se ha observado que también está presente en el citoplasma y presenta un 
patrón punteado a lo largo de las dendritas (94). 

Estudios anteriores en el laboratorio demuestran la importancia de KIS en el 
sistema nervioso: en dendritas KIS interacciona con KIF3A, una proteína motora 
importante para el transporte de gránulos de mRNA a lo largo del citoesqueleto 
de tubulina. De la misma forma, se demostró la colocalización de KIS con KIF3A 
así como el mRNA de BETA-tubulina. La ausencia de KIS en etapas tempranas del 
desarrollo provoca una disminución del crecimiento de las neuritas, 
probablemente debido por su efecto sobre la traducción localizada dependiente 
del 3’UTR del mRNA de BETA-actina (94). En neuronas adultas se ha demostrado 
que la ausencia de KIS conlleva un déficit en la maduración neuronal. Neuronas 
knockdown para KIS muestran una reducción en el árbol dendrítico así como una 
reducción en la amplitud de las corrientes excitatorias postsinápticas en 
miniatura (mEPSC). Estos cambios correlacionan con un decremento en el 
número de espinas dendríticas maduras, presentando un fenotipo más de tipo 
filopodio que en neuronas control, así como una disminución de la traducción 
de proteínas importantes para la maduración neuronal y la plasticidad sináptica 
como son GluR1, GluR2 y PSD95 (95). 

Adicionalmente a los experimentos con cultivos primarios, el modelo de ratón 
knockout para KIS presenta defectos cognitivos y altera la expresión de genes de 
la familia de los receptores GABAérgicos, desembocando en diferencias en fear 
conditioning en los animales donde la expresión de KIS se ve comprometida (93). 
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KIS y el splicing alternativo 

El característico dominio UHM de KIS sugiere un papel en la regulación del 
splicing. Los dominios UHM comparten un gran nivel de identidad con los 
dominios canónicos de unión a RNA, los cuales median uniones proteína-RNA y 
suelen estar presente en proteínas de unión a RNA. Secuencias específicas 
dentro de los dominios UHM permiten la unión proteína-proteína en lugar de 
proteína-RNA, siendo necesario un residuo de triptófano rodeado de cargas 
positivas como ligando. Dada la identidad entre ambos dominios, se ha 
propuesto que los dominios UHM han evolucionado de los RRM y conectan a las 
proteínas que los contienen con el procesamiento del pre-mRNA (92). 

En el núcleo, KIS tiene una distribución similar a la de los complejos de splicing. 
Se ha demostrado que, in vitro, KIS fosforila tanto SF1 (91) como SF3B1 (96), 
siendo necesaria la unión de su dominio UHM a los UHM ligand motifs (ULMs) 
presentes en estas proteínas. Concretamente, la fosforilación de SF1 en el 
motivo SPSP (serina 80 y serina 82, ambas mediadas por KIS) incrementa su 
capacidad de unirse a U2AF65 y reduce su afinidad a RNA, cambios necesarios 
para el proceso de splicing (91,97). 

Experimentos de proximity biotinylation assay muestran como KIS interacciona 
con proteínas relacionadas con el splicing y el splicing aleternativo como son 
SF1, SF3B1/2, PTBP1, MATR3, hnRNPM y hnRNP H1/2/3 (98). Aún con estos 
datos y con la acumulación de pre-mRNAs en el cerebro del ratón knockout de 
KIS (93),poco se ha estudiado sobre las implicaciones directas de KIS sobre el 
splicing y el splicing alternativo. 

 

 

  



Hipótesis y objetivos 

Esta tesis doctoral se centra sobre la hipótesis de que KIS puede ser un   
regulador del splicing alternativo en el sistema nervioso, afectando al desarrollo 
en el sistema nervioso.  

Para testar esta hipótesis se plantean cuatro objetivos: 

1. Determinar si la presencia/ausencia de KIS modifica el patrón de splicing 
alternativo en cultivos primarios de neuronas. 

2. Determinar cuáles son las dianas de fosforilación de KIS y su posible relación 
con la regulación del splicing alternativo. 

3. Estudiar el mecanismo por el cual la actividad de KIS es capaz de modificar el 
splicing alternativo. 

4. Estudiar el mecanismo molecular que subyace a la regulación de KIS sobre las 
proteínas relacionadas con el splicing alternativo.  
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Métodos 
Cultivos primarios, transfección y fijación 

En el presente trabajo se utilizaron cultivos primarios de neuronas corticales e 
hipocampales procedentes de embriones de ratón a día 17 y medio de gestación 
(E17.5), a partir de un método modificado del protocolo clásico (99). 

El día anterior a la disección de los embriones se realizó un coating sobre las 
placas donde las neuronas serán plantadas, utilizando una solución de poli-D-
lisina (Sigma cat nºP7886) a 0.5ug/mL en tampón bórico-borato a pH 8.3 e 
incubándolas durante 12h a 38ºC. El mismo día de la disección, se realiza 5 
limpiezas de las placas utilizando agua miliQ con el fin de eliminar toda la poli-
D-lisina no adherida, ya que puede ser tóxica para las neuronas.  

Para la obtención de las células, se sacrificó una ratona a 17.5 días de gestación 
mediante dislocación cervical, se extrajeron los embriones y se trasladaron, en 
medio de disección (Tabla 1), a una campana de cultivos celulares a fin de 
trabajar en condiciones de esterilidad. Se diseccionaron los córtex e hipocampos 
con la ayuda de fórceps y bisturí, siempre trabajando en medio de disección y 
en hielo. Después de la disección, los córtex e hipocampos se limpiaron 3 veces 
con 10 mL de medio de disección frío y se añadió tripsina al 0.05% (Fisher cat 
nº15090046) y EDTA al 0.02%. Se digirió enzimáticamente el tejido durante 15 
minutos a 37ºC. Tras la incubación se paró la digestión limpiando el tejido 3 
veces con medio de siembra (Tabla 1), en la primera limpieza se añadió DNAsa 
a 0.2mg/mL (Sigma cat nºDN25). Las limpiezas se realizaron permitiendo que el 
tejido sedimentase en lugar de centrifugarlo para mantener el máximo la 
viabilidad. Una vez limpio, se disgregó el tejido mecánicamente, pasándolo 10 
veces por una pipeta pasteour de 230mm con la punta estrecha. Seguidamente 
se centrifugaron las células a 600rpm durante 3 minutos y se desechó el 
sobrenadante. Tras resuspender las células, estas se contaron utilizando una 
cámara Burker y se plantaron en medio de siembra a una densidad de 70000 
células corticales/cm2 para experimentos bioquímicos y de 3500 células 
hipocampales/cm2 para experimentos de microscopía.  

Una vez plantadas, las neuronas se mantuvieron en el incubador (37ªc, 5% CO2, 
ambiente saturado de humedad) durante 2. A continuación se les retiró el medio 



de siembra y se substituyo por medio de mantenimiento neuronal (Tabla 1). A 
partir de este momento, se consideran in vitro, dejándolas los días in vitro (DIV) 
necesarios para cada experimento. 

Tabla 1. Medios utilizados para los cultivos primarios de neuronas. 

Medio Contenido 

Medio de disección 
HBSS 1x (VWR cat noX0507), glucosa 0.8%, 
penicilina / estreptomicina (Fisher cat no 
15140122) 

Medio de siembra 
MEM (VWR cat no L0415), FBS 10% (Cultek cat 
no 91S1810), glucosa 0.8%, penicilina / 
estreptomicina 

Medio de mantenimiento 

Neurobasal (Fisher cat no 21103049), B-27 2% 
(Fisher cat no 17504044),Glutamax 1% (Fisher 
cat no 35050),penicilina / estreptomicina. 
Tanto el B-27 como el glutamax se guardaron a 
-20ºC y añadieron al momento del uso. 

   

Para transfectar los cultivos hipocampales, se realizó el método de calcio-fosfato 
utilizando el kit CalPhos Mammalian Transfection Kit (Clonetech cat nº631312). 
Como las neuronas con células delicadas y difíciles de transfectar, en lugar de 
las instrucciones del fabricante el kit se utilizó junto al protocolo adaptado para 
el uso de neuronas(100). Las neuronas hipocampales se transfectaron utilizando 
2μg de DNA total, donde un 10% correspondía a trazador fluorescente GFP o 
mScarlet. Para los experimentos de co-transfección, el vector trazador y los 
constructos a co-transfectar se mezclaron en una relación 1:4.5:4.5. La fijación 
de los cultivos para los experimentos de microscopía, las neuronas se limpiaron 
dos veces con PBS frío y después se fijaron con una solución al 4% de 
paraformaldehido y al 4% de sucrosa en PBS durante 30 minutos a 4ºC. 
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Cultivos de líneas celulares, transfección, producción de virus e 
infección 

Una de las líneas utilizadas fueron las células HEK293T (Human Epitelial Kidney 
293 Transformed), las cuales provienen de epitelio embrionario humano y son 
muy utilizadas por su facilidad de cultivo, manipulación y transfección. También 
se utilizó la línea Neuro2A (N2A), procedentes de neuroblastoma de ratón. Estas 
se seleccionaron ya que, aunque no realizan sinapsis y no son tan fáciles de 
transfectar como las HEK293T, expresan genes neuronales de forma endógena 
y tienen origen neuronal. Ambas líneas celulares se cultivaron en medio DMEM 
(VWR cat nºL0104) suplementado con 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Cultek cat 
nº91S1810) y penicilina/estreptomicina (Fisher cat nº15140122) para evitar 
contaminaciones. Cuando se quiso diferenciar las células N2A, estas se 
cultivaron en el mismo medio sin FBS. 

Para la transfección de las células HEK293T, estas se sembraron 24h antes para 
que en el momento de la transfección estuvieran al 70% de confluencia. Las 
células se transfectaron utilizando el reactivo PEI. Para la producción de 
partículas lentivirales, las células fueron transfectadas con los vectores de 
empaquetamiento pHR82ΔR y pVSV.G, juntamente con el plásmido lentiviral 
deseado. Tras 4 horas de la adicción del reactivo de transfección, se cambió el 
medio por DMEM suplementado y se recogió el medio a las 24,48 y 72h post-
transfección. Los medios fueron filtrados con filtros de polietilensulfona de 0.45 
μm y ultracentrifugados a 26000rpm durante 2h a 4ºC. El precipitado resultante 
es el que contiene las partículas lentivirales y este fue resuspendido en BSA al 
1% y guardado a -80ºC hasta su utilización. 

Para titular la cantidad de partículas lentivirales activas, se siguió el protocolo 
descrito en (101), realizando un banco de diluciones donde se infectaron células 
HEK293T a concentraciones decrecientes. 4 días post infección se fijaron las 
células, se tiñeron los núcleos con DAPI (REF) y, siendo que los vectores 
lentivirales empleados expresan GFP, se contó el porcentaje de células 
infectadas (GFP positivas / DAPI). Para extraer la concentración inicial de virus, 
se tuvieron como referencia aquellas diluciones donde se encontró un 
porcentaje de infección de entre el 10 y el 30%, ya que en este rango las células 
se infectan por solo una partícula lentiviral. 



Los cultivos neuronales fueron infectados a DIV 7 utilizando 2 MOI (multiple of 
infection) por célula sembrada. Al cabo de 2h se substituyo el medio por medio 
de mantenimiento neuronal fresco. 

La línea celular N2A se transfectó utilizando el reactivo FuGene HD (Promega, 
E2311) tal y como se explica en el apartado transfección reversa y reportero dual 
pFlareG. 

Producción de DNA, clonajes y vectores 

Los plásmidos utilizados en este trabajo se amplificaron utilizando la cepa DH5α 
de Escherichia coli y se obtuvieron utilizando el kit NucleoSpin Plasmid 
(Macherey-Nagel cat nº740588), siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
integridad y calidad del DNA se midió mediante electroforesis en gel de agarosa 
y espectrometría con nanodrop. Las digestiones de DNA con endonucleasas de 
restricción, electroforesis de DNA, ligaciones, recombinaciones para mutación 
puntual y transformación se realizaron según los protocolos descritos en Current 
Protocols in Molecular Biology (102). Las PCRs se realizaron con Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (Fisher cat nº10024537) siguiendo las instrucciones del 
fabricante y el DNA se purifico utilizando el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up 
(Macherey-Nagel cat nº740609). 
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Tabla 2. Compendio de plásmidos utilizados durante la realización de la tesis doctoral. 

    
Plásmidos utilizados en este estudio Procedencia 

pcDNA3-Falg Stock del laboratorio 
pcDNA3-Flag-PTBP1 Clonado para este trabajo 
pcDNA3Flag-PTBP2 Clonado para este trabajo 

pcDNA3-Flag-PTBP2 (3S/A) Clonado para este trabajo 
pcDNA3-Flag-PTBP2 (3S/D) Clonado para este trabajo 

pET-28A Novagen 69864-3 
pET-28a-6HIStag-PTBP2(S178A) Clonado para este trabajo 
pET-28a-6HIStag-PTBP2(S308A) Clonado para este trabajo 
pET-28a-6HIStag-PTBP2(S434A) Clonado para este trabajo 
pET-28a-6HIStag-PTBP2(3S/A) Clonado para este trabajo 

pEGFP-C3 Addgene 6082-1 
pEGFP-PTBP2 Clonado para este trabajo 
pNBM470-HA Stock del laboratorio 

pNBM470-Ha-KIS Clonado para este trabajo 
pNBM470-Ha-KIS K54A Clonado para este trabajo 

pmScarlet-C1 Addgene 85044 
pmScarlet-Matr3 Clonado para este trabajo 

pmScarlet-hnRNPM Clonado para este trabajo 
pLKO.3-GFP shSCR Stock del laboratorio 
pLKO.3-GFP shKIS Stock del laboratorio 
pCMV-dR8.2 dvpr Addgene 8455 

pCMV-VSV-G Addgene 8454 
pGEX-GST Stock del laboratorio 

pGEX-GST-KIS Stock del laboratorio 
pGEX-GST-KIS(K54A) Stock del laboratorio 

pFlareG-PSD95 eon 18 Addgene 90266 
  

 

  



Tabla 3. Compendio de los primers utilizados para realizar los constructos de la Tabla 2. 

      
Constructo Tipo Secuencia 5'-3' 

pcDNA3-Flag-PTBP1 
Forward GAATTCGATATCCATGGACGGCATCGTCCCAG 
Reverse GAATTCGCGGCCGCCTAGATGGTGGACTTGGAAAAG 

pcDNA3-Flag-PTBP2 
Forward GAATTCGATATCCATGGACGGAATTGTCACTGAG 
Reverse GAATTCGCGGCCGCTTAGATTGTTGACTTGGAGAAAG 

pET-28a-6HIStag-PTBP2 
Forward GTGTAAGCTTGCGACGGAATTGTCACTGAGG 
Reverse GTGTGCGGCCGCTTAGATTGTTGACTTGGAGAAAG 

pEGFP-PTBP2 
Forward GATACTAGATCTCATGGACGGAATTGTCACTGAG 
Reverse AGTATCAAGCTTTTAGATTGTTGACTTGGAGAAAG 

PTBP2S178A 
Forward GCCCAGGCTCCAGTACTTAGAATAATTATTGACAATAT 
Reverse TACTGGAGCCTGGGCTGGAGTCACCGCACTCTC 

PTBP2S178D 
Forward GCCCAGGATCCAGTACTTAGAATAATTATTGACAATATG 
Reverse TACTGGATCCTGGGCTGGAGTCACCGCACTCTC 

PTBP2S308A 
Forward GCTCCTTTGGCTATTCCAAATGCTG 
Reverse AATAGCCAAAGGAGCGAGAGCCCCTGGAACAGCTA 

PTBP2S308D 
Forward GATCCTTTGGCTATTCCAAATGCTG 
Reverse AATAGCCAAAGGATCGAGAGCCCCTGGAACAGCTA 

PTBP2S434A 
Forward GGGAATGCTCCACTGCACCGTTTTAAAAAACCGGG 
Reverse CAGTGGAGCATTCCCAAAATCTTTTGTTAGCCCTTGA 

PTBP2S434D 
Forward GGGAATGATCCACTGCACCGTTTTAAAAAACCGGG 
Reverse CAGTGGATCATTCCCAAAATCTTTTGTTAGCCCTTGA 

pmScarlet-Matr3 
Forward ACTGCTCGAGCTATGTCCAAGTCATTCCAGCA 
Reverse ACTGGAATTCTTAAGTTTCCTTCTTCTGCCT 

pmScarlet-hnRNPM 
Forward GGACTCAGATCTCGAGGCGGCAGGGGTCGAAGC 
Reverse GAAGCTTGAGCTCGATTAAGCATTTCTATCAATTCGAA 

pNBM470-Ha-KIS 
Forward GCGCGGAATTCGGCCATGGCGGGGTCCGGC 
Reverse GCGCGCTCGAGTTAGGTTACTGATTAAAGCAAGG 

KISK54A 
Forward CGCCCTTGCGCAGTTCCTGCCTCC 

Reverse GCAGGAAAGAACCGGTGAGCAAAAGG 
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Extracción de RNA, RT-PCR, qPCR 

La extracción de RNA se llevó a cabo con Total RNA purification kit (VWR cat 
nºR6834), siguiendo las instrucciones del fabricante. La integridad y pureza del 
RNA se midió mediante electroforesis en gel de agarosa y espectroscopía 
mediante nanodrop. Para la retrotranscripción, hasta 1 μg de RNA se 
retrotranscribía a cDNA con First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche cat 
nº4379012001) utilizando como oligonucleótidos hexámeros al azar, a fin de 
cubrir toda la secuencia y evitar el sesgo a 3’ producido por los oligo-dTs. 

Para la cuantificación mediante qPCR se utilizó 1μL de la reacción de 
retrotranscripción y se amplificó mediante JumpStart Taq ReadyMix for 
quantitative PCR (Sigma cat nºD7440), mediante un protocolo de 10 minutos a 
94ºC y 40 ciclos de 15s a 94ºC, 20s a 51ºC y 30s a 72ºC.  

Tabla 4. Secuencia de los primers utilizados para realizar qPCR.  
Las probes vienen conjugadas con la combinación 6xFAM-Black Hole Quencher 1. 

      
Diana Tipo Secuencia 5'-3' 

UHMK1 
Forward CAGGAATGAAGCTGAAAC 
Reverse AGGTCTCTGAGGTGATAG 
Probe AATTGCGGCATTCACCACTG 

GAPDH 
Forward CGTAGACAAAATGGTGAAG 
Reverse CCATGTAGTTGAGGTCAA 
Probe TTGATGGCAACAATCTCCACTT 

pFlareG 
Forward GAACCGCATCGAGCTGAA 
Reverse  TGCTTGTCGGCCATGATATAG 
Probe  ATCGACTTCAAGGAGGACGGCAAC 

   
  



Inmunofluorescencia y cuantificación de los niveles somáticos de 
PSD95 

Los cultivos hipocampales se fijaron a los DIV deseados con paraformaldehido y 
sacarosa tal y como se ha explicado. Después de fijar y limpiar el 
paraformaldehido, las neuronas se permeabilizaron con tritón-X100 al 0.1% en 
PBS durante 5 minutos a 4ºC, seguidamente se limpiaron tres veces con PBS y 
se bloquearon con Normal Goat Serum al 5% en PBS durante 30 minutos. El 
anticuerpo primarioα-PSD95 (EMD Millipore, MABN68, RRID: AB_10807979) Se 
diluyó con un factor 1:400 en solución de bloqueo y se incubó la muestra 2 h a 
temperatura ambiente. Después, se limpiaron las células 3 veces con PBS y se 
incubó el anticuerpo secundario Alexa 488 (Life Technologies catalog #28175) o 
Alexa 568 (Life Technologies catalog #A10037) diluido 1:1000 en solución de 
bloqueo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras 3 limpiezas con PBS 
se montó la muestra con usa solución de glicerol al 80%. 

Las muestras fueron analizadas en un microscopio confocal Zeiss LSM780, 
ajustando los valores de potencia del láser y del tubo fotomultiplicador para las 
necesidades de cada experimento, pero manteniéndolos iguales entre las 
condiciones problema y control. 

Para cuantificar los niveles de expresión de PSD95 se tomaron fotografías a 
diferentes Z y, con ayuda del software de análisis de imagen ImageJ, se realizó 
la proyección máxima de las diferentes secciones. Se realizó una selección de los 
somas de las neuronas transfectadas y se midió la intensidad promedio en el 
canal de fluorescencia correspondiente a PSD95. Los niveles de expresión de 
PSD95 de las neuronas transfectadas fueron relativizados a los niveles de 
expresión de las neuronas no transfectadas del mismo campo, para así 
minimizar las diferencias de permeabilización y tinción dentro de cada muestra. 

Transfección reversa y reportero dual pFlareG 

Para la transfección reversa, a la hora se sembrar las células N2A en placas 
recubiertas de poli-D-lisina, se añadió el DNA conjugado con el reactivo FuGene 
HD. Se transfectó un total de 1μg de DNA con una proporción 3:7 de vector 
pFlareG y el constructo a co-transfectar. A las 8 horas el medio se substituyó por 
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DMEM con penicilina/estreptomicina pero sin FBS, a fin de favorecer la 
neurodiferenciación y detener, parcialmente, el crecimiento. 

Los niveles de fluorescencia de las células fueron registrados in vivo a 24, 48 y 
72 horas post transfección, utilizando el microscopio de campo amplio Leica 
Thunder Imager y aplicando un proceso de deconvolución de la imagen para 
facilitar el análisis de las imágenes. Los niveles de expresión de las isoformas de 
inclusión (GFP) y exclusión (RFP) del exón 18 de PSD95 fueron medidos como la 
fluorescencia total menos la fluorescencia procedente de un pocillo sin 
transfectar. 

La ratio de exclusión/inclusión del exón 18 fue calculado en cada punto 
relativizándolo al control a 24h siguiendo la fórmula: 

𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑅𝑅ó𝑛𝑛 = 𝑒𝑒𝑅𝑅𝑙𝑙2 �
𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅
𝐺𝐺𝑅𝑅𝑅𝑅

� 𝑒𝑒, 𝑅𝑅 − 𝑒𝑒𝑅𝑅𝑙𝑙2 �
𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅
𝐺𝐺𝑅𝑅𝑅𝑅

� 𝑒𝑒𝑅𝑅𝑛𝑛𝑅𝑅𝑐𝑐𝑅𝑅𝑒𝑒, 24ℎ 

Donde x hace referencia a la muestra a analizar y t al tiempo a estudiar. 

Western blot 

Las células se limpiaron siempre con PBS frío antes de recogerlas en el volumen 
deseado de 1xSR. Una vez disueltas en SR, se sonicaron para romper las 
membranas y el DNA genómico. A continuación, se añadió el volumen 
correspondiente de 4xSS (20% sacarosa y 0.05% de azul de bromofenol) y B-
mercaptoetantol al 2%. Antes de cargar las proteínas en gel de acrilamida o 
congelarlas, se hirvieron durante 5 minutos a 95ºC. La electroforesis se llevó a 
cabo en geles desnaturalizantes de poliacrilamida, SDS-PAGE, utilizando el 
sistema Miniprotean (Biorad). 

Después de la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas de 
PVDF (Fisher cat nº 10452792). Seguidamente, la membrana se bloqueó con 
leche en polvo al 5% en PBS-T (0.1% Tween20 en PBS) durante una 1 en agitación 
y temperatura ambiente. Posteriormente se limpiaron las membranas durante 
15, 10 y 5 minutos con PBS-T y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo 
primario diluido en leche en polvo al 0.25% en PBS-T. Después de otras 3 rondas 
de limpieza, Las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario, diluido 
en la misma solución que el anticuerpo primario, durante 40 minutos. Después 



de 3 limpiezas finales, las membranas se revelaron o bien mediante el escáner 
de fluorescencia Oddisey Fc o con reactivos ECL (Bio-Rad cat nº1705060) según 
el anticuerpo secundario utilizado. 

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para Western blot. 

      
Anticuerpo  Dilución Referencia 

Mouse α-FLAG M2  1:500  MerckSigma, F3165 
Rabbit α-Matr3  1:501  BioNova, A300-591A-T 

Rabbit α-hnRNP M3/4  1:502  BioNova, A303- 910A-T 
α-Mouse IRDye 680RD  1:10000  LI-COR Biosciences, 926-68070 

α-rabbit HRP  1:10000  Fisher, 31460, RRID 
AB_228341 

    

 

Inmunoprecipitación de proteínas nucleares 

Para co-inmunoprecipitar proteínas de splicing aletnativo se siguió el protoclo 
descrito anteriormente (54). HEK293T al 70% en placas de 100mm fueron 
transfectadas con un total de 12ug, correspondiente a 1μg de pEGFP, 3μg de 
pcDNA43Flag-PTBP2 y 9μg de pNBM470-KIS o KIS-KID. 48 horas post-
transfección, se limpiaron las células con PBS y se recogieron con tampón de lisis 
( 50mM Tris HCl pH 8 , 150mM KCl, 5mM MgCl2, 0.25%NP-40, 0.05% deoxicolato 
sódico, 5% glicerol, 1mM EGTA, 1mM EDTA, inhibidores de fosfatasas e 
inhibidores de proteasas). A continuación, se incubaron los lisados con RNAsa I 
(Fisher, 10330065) durante 3 minutos a 37ºC con la finalidad de lisar el RNA y 
mantener solamente las interacciones directas entre proteínas.  

Tras la digestión, se sonicaron las muestras y se centrifugaron 10 minutos a 
12000rpm en frio. Los sobrenadantes se incubaron con un volumen deseado de 
resina de FLAG M2 agarosa (Sigma cat nº A2220) previamente equilibradas con 
tampón de lisis. LA mezcla se incubó durante 2 horas a 4ºC. 

Después de la incubación, la resina se recuperaba mediante centrifugación a 50g 
durante 1 minuto en frío y se limpió 3 veces con tampón de lisis. Finalmente, la 
resina se incubaba con un volumen igual de 2xSSR durante 5 minutos a 95ºC 
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para posteriormente analizar el eluido mediante western blot. En el caso de 
querer realizar la fosforilación in vitro, la resina se equilibró con tampón BK tal 
y como se explica en el siguiente apartado. 

 

Purificación de proteínas exógenas y fosforilación in vitro 

La purificación de proteínas se realizó a partir de la cepa BL21 de Escherichia coli. 
Una vez transformadas con el plásmido deseado, se picaba una colonia de BL21 
y se dejaba crecer, en 20mL de medio LB con el antibiótico correspondiente, 
durante toda la noche a 37ºC en agitación.  

Al día siguiente, se diluía el cultivo 50 veces, se añadía 10% de glicerol y se dejaba 
crecer en agitación a 30ºC durante 2-3h hasta que el cultivo alcanzase una 
OD600 de 0.2-0.3. En este momento, se inducía la producción de proteína con 
0.4 mM de IPTG (sigma cat nº I6758) y se dejaban crecer durante 6h a 25ºC. 
Seguidamente, se centrifugaban los cultivos a 10000g durante 15 minutos y se 
congelaban los pelets a -80ºC.  

Al día siguiente, y teniendo en cuenta que las proteínas producidas eran GST-KIS 
y GST-KIS-KID, se resuspendias los pelets en tampón GSB (25mM Hepes a pH 7.5, 
0.3M KCL, 1mM EDTA, 0.1%NP40 y 10% glicerol 1mM DTT, 1mM NaF, 1mM β-
glicerolfosfato, 1mM EGTA, 5mM pirofosfato sódico, 1mM PMSF), se sónico en 
intervalos de 15 segundos al 10% de amplitud hasta que quedó totalmente 
lisado y se centrifugó 14 minutos a 14000rpm a 4ºC para deshacernos de los 
residuos celulares. El sobrenadante se incubó con beads de glutatión-sefarosa 
(GE Healthcare cat no 17-0756-01) lavadas anteriormente tres veces en tampón 
GSB, en una relación 10μL beads/ 20mL de cultivo. Dicha incubación se realizó a 
4oC durante 2 h en constante agitación.  A continuación, se limpiaron las beads 
con la proteína unida centrifugando a 1000rpmdurante 1 minuto a 4oC, 
descartando el sobrenadante y añadiendo tampón GSB, un total de 4 veces. Para 
la elución de las proteínas se limpió las beads añadiendo tampón de elución 
(40mMGSH, 150mM NaCL, 1mM DTT, 65mM Tris HCL, 0.1% tritón, 10% glicerol 
y pH 8) sin GSH. Una vez se limpiaron las beads tres veces, se añadió tampón de 
elución con GSH y se dejó incubar durante una hora a temperatura ambiente en 
constante agitación. 



La concentración de proteína se testó mediante una electroforesis en gel de 
poliacrilamida con condiciones desnaturalizantes (SDS- PAGE), siempre 
utilizando el sistema de Miniprotean (Biorad), y tinción de coomassie. 

Para la fosforilación in vitro, los inmunoprecipitados de proteínas nucleares 
fueron equilibrados en BK buffer (50mM HEPES pH 7.6, 10mM MgCl2, 2mM DTT, 
10µM ATP) y posteriormente incubados con un total de 200 μg de GST-KIS o 
GST-KIS-KID, 10µM ATP de ATP en buffer BK durante 30 minutos a 30 ºC. tras 
limpiar 3 veces con tampón de lisis (50mM Tris HCl pH 8 , 150mM KCl, 5mM 
MgCl2, 0.25%NP-40, 0.05% deoxicolato sódico, 5% glicerol, 1mM EGTA, 1mM 
EDTA, inhibidores de fosfatasas e inhibidores de proteasas), se eluyeron las 
beads con un volumen igual de 2xSSR.  

En el caso del ensayo quinasa con las proteínas PTBP2, se realizó de la misma 
manera teniendo un total de 2μg de sustrato. 

 

ICLIP 

Las células HEK293T fueron transfectadas con proteínas FLAG-PTBPs. 48h 
después de la transfección, las células fueron lavadas una vez con PBS y 
crosslinkadas con 150mJ/cm2 de luz UV a 254nm en Stratalinker 2400. 

Las células fueron recogidas por centrifugación y resuspendidas en el buffer de 
lisis (50mM Tris-HCl ph7.4, 100mM NaCl, 1% IGEPAL CA-630, 0,1% SDS, 0,5% de 
desoxicolato de sodio, inhibidores de la proteasa y la fosfatasa). Después de la 
sonicación, los lisados se digerieron con 4U/mL Turbo DNase (Fisher, AM2238) 
y 1.5U/μL RNase I (Fisher, 10330065). Los lisados fueron clarificados e incubados 
con beads α-FLAG M2 pre-equilibradas durante 2h a 4oC. Las beads se lavaron 
dos veces con buffer de lavado de alta concentración salina (50 mM Tris-HCl, pH 
7.4, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 1% IGEPAL CA-630, 0,1% SDS, 0,5% desoxicolato de 
sodio, inhibidores de la proteasa y la fosfatasa). Seguidamente, las beads fueron 
equilibradas dos veces con el tampón PNK (20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 10 mM 
MgCl2, 0.2% Tween-20) y los extremos de RNA 5’ fueron marcados con [γ-32P]-
ATP y T4 PNK (NEB, M0201L) a 37ºC durante 5 min. Las beads fueron eluidas a 
70ºC durante 5 minutos con el tampón de carga NuPAGE (Fisher, 11549166) y 
cargadas en gel de 4-12% NuPage Bis-Tris (Fischer, 10247002) para su posterior 
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electroforesis y transferencia a la membrana de nitrocelulosa (Merck-Sigma, 
GE10600003). 

 

CLIP de PTBP2 y pFlareG 

El protocolo utilizado para el ensayo CLIP del plásmido pFlareG fue 
esencialmente como en la sección anterior con algunas modificaciones. En 
resumen, las células HEK293T fueron transfectadas con el reportero pFlareG-
PSD95 en combinación con vectores plasmídicos que expresan las proteínas 
FLAG-PTBP2 y las proteína HA-KIS. Después del crosslink, las células fueron 
resuspendidas en buffer de lisis más 40U/ml inhibidor de la RNase (Attendbio, 
RNIG), sonicados e incubados con beads α-FLAG M2 afinidad gel durante la 
noche a 4 ° C. Las beads se lavaron dos veces con buffer de lisis, dos veces sin 
detergentes y una vez con DNase buffer. (10Mm Tris-HCl, pH 7.4, 2,5 Mm MgCl2, 
0.5 Mm CaCl2). Las beads fueron digeridas con DNasa I (Merck-Sigma, DN25) 
durante 15 minutos y seguidamente se inactivó. Los RNA unidos a las beads se 
utilizaron como un molde para la síntesis de cDNA utilizando el kit mencionado 
en el apartado anterior. Se analizó la cantidad de RNA mediante qPCR. Los 
niveles de pFlareG fueron relativizados a los de GAPDH y normalizados en 
relación con los niveles de proteína FLAG-PTBP2 inmunoprecipitada, verificados 
por western blot. 

FRET 

Los cultivos de neuronas hipocampales fueron transfectados a 6 DIV con 
plásmisos biosensores para FRET mGFP-PTBP2 y pmScarlet-hnRNPM, junto con 
KIS o KISK54A. La imagen en vivo se realizó 16 horas después de la transfección. 
Las neuronas fueron tomadas en vivo utilizando un microscopio confocal Zeiss 
LSM780 con una lente de inmersión en agua de 40×1.2. Las imágenes eran de 
1024 × 1024 píxeles, con una anchura de píxel de 65 nm. En resumen, la proteína 
donante (mGFP-PTBP2) se excitó a 488 nm, y su emisión se midió a 490 a 532 
nm. (ID). El aceptor (pmScarlet-hnRNPM) se excitó a 561 nm, y la emisión se 
midió en 563 a 695 nm. (IA). También medimos la señal total emitida a 563 a 
695 nm cuando se excitó a 488 nm (IF) para obtener la eficiencia FRET como  

 



𝑅𝑅% =  
100 ∗ (𝐼𝐼𝑅𝑅 − 𝑘𝑘𝑘𝑘 ∗ 𝐼𝐼𝑘𝑘 − 𝑘𝑘𝑘𝑘 + 𝐼𝐼𝑘𝑘)

𝐼𝐼𝑘𝑘
 

Donde kA y kD son los parámetros de corrección para la excitación cruzada del 
aceptor y la emisión residual del donante, respectivamente. La cuantificación se 
realizó con la ayuda de FRETmapJ, un plugin que también proporciona mapas 
con la señal FRET, como valor de píxel para la cuantificación local. Para los 
experimentos de HEK293T, las células fueron transfectadas con plásmidos que 
expresaban mGFP-PTBP2 y pmScarlet-hnRNPM o pmScarlet-Matr3, junto con 
KIS o KISK54A. 

 

Fosfoproteoma 

Células HEK293T fueron transfectadas con los plásmidos pEGFP-KIS y pEGFP-KIS-
KID, 48 horas post transfección. Los métodos utilizados para la preparación de 
muestras y la obtención de datos fueron como se describió anteriormente (103) 
con algunas modificaciones. En resumen, se utilizaron 100 μg delisado total para 
la preparación de muestras por  iFASP. La digestión con tripsina y quimotripsina 
se realizó en dos experimentos diferentes antes del etiquetaje isobárico 
mediante TMT (TMT- 126TM y TMT-131TM, Thermo Fisher). Los eluados 
digeridos con tripsina (Promega, V5280) y con quimotripsina, V106A, fueron 
luego agrupados de forma independiente. Las dos mezclas agrupadas se 
fraccionaron en cuatro fracciones utilizando el kit PierceTM High pH reverse-
phase fractionation (Life Technologies, 84868), de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. Las muestras fueron sometidas al enriquecimiento en 
fosfopeptido mediante TiO enrichment kit (GL Sciences, 5010-21308), de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los fosfopéptidos se analizaron 
utilizando un espectrómetro de masa Q Exactive plus Orbitrap (Barts Cancer 
Institute, London). Se utilizó software MaxQuant (versión 1.6.3.3) para el análisis 
de los datos crudos de espectrometría de masas y la identificación de péptidos. 
La búsqueda se realizó contra un archivo FASTA del proteoma de Homo sapiens 
extraído de Uniprot (2016). El análisis de los datos se realizó utilizando Perseus. 
(version 1.6.2.3). 
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El cálculo del PPS de cada proteína se realizó sumando los valores de 
log2FoldChange de cara fosfopéptido. Los datos sobre fosfopéptidos publicados 
en el estudio de Vieira-Vieira y colaboradores (104) fueron descargados y el 
delta score (tal y como se describe en el artículo) se recalculó de nuevo 
utilizando el promedio de abundancia aquellos fosfopéptidos que se 
encontraban en más de un replicado. Seguidamente se calculó el delta-PPS 
utilizando el sumatorio del delta score de cada fosfopéptido en Log2 para poder 
obtener la lista de proteínas cuya fosforilación permite mayor unión al mRNA 
(delta-PPS positivo) o menor unión (delta-PPS negativo). 

Los mapas de interacciones se realizaron seleccionando las 120 proteínas con 
los fosfopéptidos más enriquecidos al transfectar KIS y utilizando la base de 
datos STRING con la configuración por defecto. El mapa se dividió en tres 
clusters de interacciones utilizando el algoritmo de kmeans clustering con un 
valor de k = 3. 

  



RNAseq 

El RNA de los cultivos neuronales fue extraído a los días pertinentes y se 
comprobó la integridad de este mediante electroforesis en gel de agarosa, 
asegurando una ratio 18s/16s de mínimo 1. 

Los mRNA fueron secuenciados en BGI utilizando el tipo de librería DNBSEQ 
Eukaryotic Strand-specific mRNA library para reads de 100 pares de base en 
paired end. Todas las muestras fueron secuenciadas con una profundidad de 90 
millones de reads. El alineamiento se llevó a cabo utilizando el paquete de R 
Rsubread(105) y la función align() sobre el genoma de ratón mm10. 
Seguidamente los reads mapeados se asignaron a cada exón o gen utilizando la 
función FeatureCounts(), especificando el parámetro useMetaFeatures = TRUE 
para asignar los reads a genes y el useMetaFeatrues = FALSE para asignar los 
reads a exones, en ambos casos se tuvieron cuenta aquellos exones/genes que 
tenían un mínimo de 5 reads en todas las muestras, así como los genes con solo 
1 exón. Una vez obtenidos los counts por gen y exón, estos se relativizaron a 
FPKM y se calculó el SI de cada exón, dividiendo los FPKM exónicos entre los 
FPKM del gen. En un principio el SI está definido como la expresión de un exón 
respecto a los al promedio de expresión de los exones constantes del gen 
(aquellos que están presentes en al menos el 75% de las isoformas descritas) 
(106,107). Para evitar los sesgos por las notaciones, y asumiendo un incremento 
de la variabilidad, se prefirió utilizar los valores de expresión del gen para 
relativizar la expresión exónica. Los cálculos de enriquecimiento en diferentes 
categorías de Gene Ontology se realizaron utilizando la base de datos STRING. 

Para el calcular los cambios de expresión génica o exónica, se transformaron los 
datos de SI a Log2SI para que a la hora de realizar un t-test la diferencia de las 
medias representas el cambio en la ratio entre condiciones.  

El filtraje de los exones en las muestras shKIS se realizó utilizando el factor Fano, 
el cual se calcula como: 

𝑅𝑅(𝑒𝑒) =
𝜎𝜎𝑥𝑥2

µ𝑥𝑥
 

Se seleccionaron los exones que mostraron un factor fano menor a 0.0005 El 
cálculo de la expresión exónica se realizó relativizando cada exón en las 
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muestras shKIS al promedio del mismo exón en las muestras shCtrl. A 
continuación se calculó el FDR con un t-test modificado añadiendo el parámetro 
de variación de fondo s0=0.1 (108). 

La expresión a lo largo del desarrollo de los genes reguladores del splicing se 
realizó utilizando el Gene Ontology de regulation of RNA splicing GO:0043484 
en las muestras de neuronas a 7 y 18 DIV. Se calculó la expresión génica 
mediante un two-sample t-test asumiendo homocedasticidad. Aquellos genes 
con un FDR menor a 0,1 y un valor absoluto de Log2FoldChange mayor a 0,5 
fueron también estudiados en las muestras shCtrl y shKIS. 

Los los datos del estudio del knock-out de PTBP2 (109), pertenecientes al 
estudio GSE84803, fueron descargados y re-analizados como el resto de 
muestras presentes en este estudio. Este dataset consta de dos replicados para 
cada condición (muestras control y knockout), como GSEA necesita tres 
replicados para poder aplicar el algoritmo de noise2signal ratio (explicado en el 
apartado de GSEA), se simuló una tercera muestra utilizando, para cada exón, 
un sampleo aleatorio en una distribución normal con el promedio y la desviación 
correspondiente a los del exón en los dos replicados de origen. 

GSEA 

Para estudiar la distribución de exones y proteínas en las diferentes muestras se 
utilizó el programa GSEA en su versión 4.2.3.  

El análisis del enriquecimiento de las diferentes categorías de Gene Ontology 
sobre los datos del fosfoproteoma de KIS se realizó utilizando el conjunto de 
datos c5.all.v7.5.1.symbols descargado a través del mismo programa GSEA. Los 
datos fueron analizados utilizando 1000 permutaciones a nivel de gene_set y 
utilizando Diff_of_Classes como métrica para ranquear las proteínas.  

Para analizar la distribución de las proteínas fosforiladas presentes en el estudio 
de Viera-Viera dentro del fosfoproteoma de KIS, se realizaron dos listas de 
proteínas: una con las 100 proteínas cuya fosforilación favorece más la unión a 
mRNA (top 100 proteínas con un delta-PPS positivo) y otra con las 100 proteínas 
cuya fosforilación impide más la unción a mRNA (top 100 proteínas con un delta-
PPS negativo). A continuación, se repitió el análisis con las condiciones 
mencionadas anteriormente. 



Para la obtención de las listas de interactores físicos e interactores funcionales 
y físicos de PTBP1 y PTBP2 se utilizó la base de datos STRING, haciendo una 
búsqueda de interactores con las especificaciones: Network type - physical 
subnetwork (NO textmining, YES Experiments, YES Databases) o full string 
network (para físicos y funcionales), Max number of interactors show – no more 
tan 50 interactors. Para todos los casos se obtuvieron 50 interacotores por lista, 
excepto para los interactores físicos de PTBP2 donde solo se obtuvieron 22. 

El análisis de los datos procedentes de RNAseq se realizó aplicando 1000 
permutaciones a nivel de gene_set y utilizando Signal2Noise ratio como métrica 
para ranquear la expresión de los exones, la cual se introdujo como input en 
Log2SI. Signal2Noise ratio es una métrica proporcionada por GSEA donde se 
calcula la diferencia de los promedios de las condiciones a testar (dando el 
Log2FoldChange SI) y se escala a la desviación estándar de las muestras. Las 
listas de top100 exones inhibidos y top100 exones activados por PTBP1 o PTBP2 
se extrajeron de Vuong 2016 (109).  

𝑆𝑆𝑅𝑅𝑙𝑙𝑛𝑛𝑅𝑅𝑒𝑒2𝑁𝑁𝑅𝑅𝑅𝑅𝑒𝑒𝑑𝑑 =  
µ𝑘𝑘 − µ𝐵𝐵
𝜎𝜎𝑘𝑘 +  𝜎𝜎𝐵𝐵

 

Para simular la muestra aleatorizada del experimento knockdown de KIS, para 
cada exón se simularon 6 muestras de una distribución normal el promedio y la 
desviación de las 6 muestras (3 shCtrl y 3 shKIS). 

  



47 
 

  



Resultados 

KIS regula el splicing alternativo de exones relacionados con el 
desarrollo neuronal 

Sustentados por los datos de localización (96) y estructura de KIS (92),como 
primer objetivo de este estudio, se quiso investigar la posible implicación de KIS 
en la regulación del splicing alternativo en neuronas y su posible relevancia en 
el desarrollo neuronal. La quinasa KIS pertenece es codificada por un gen cuya 
expresión, en el sistema nervioso de ratón, se ve incrementada en la etapa 
adulta (93). En cultivos primarios de neuronas corticales, su expresión a nivel de 
mRNA incrementa hasta alcanzar su nivel máximo a día 10 in vitro (Figura 11A), 
siguiendo el patrón común en las proteínas relacionadas con la maduración y 
plasticidad neuronal  (110–112).  

Con el fin de estudiar si KIS regula el splicing alternativo durante el desarrollo 
neuronal, se infectaron neuronas corticales con lentivirus que expresan un 
shRNA control (shCtrl) o un shRNA contra KIS (shKIS), produciendo una 
reducción de la expresión de KIS del 80% (Figura 11B). Junto a las muestras de 
neuronas infectadas, se obtuvieron muestras de neuronas a 7 y 18 DIV y, 
conjuntamente, se realizó un RNAseq de las diferentes muestras. 

 

Figura 11. Expresión del mRNA de KIS en cultivos primarios de neuronas corticales.  
A. Expresión de KIS en cultivos de neuronas corticales de ratón E17.5 a lo largo del desarrollo. Las 
muestras fueron recogidas a diferentes días in vitro (DIV) y analizadas por qPCR. Los niveles de 
expresión fueron relativizados a Gapdh. El gráfico muestra el promedio y la desviación estándar 
(n=3). B. Expresión de KIS en en neuronas corticales a 18 DIV infectadas con shCtrl o shKIS. Los 
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niveles de expresión fueron analizados igual que en A. El gráfico muestra la expresión promedio y 
la desviación estándar (n=3). 

El análisis de los cambios de splicing alternativo en las muestras secuenciadas se 
realizó mediante un estudio del exoma utilizando el parámetro Spliced Index (SI) 
(106,107). Este parámetro representa la expresión relativa de cada exón y se 
calcula utilizando los datos de expresión de cada exón en referencia a los datos 
de expresión del gen al que pertenece. 

𝑆𝑆𝐼𝐼𝑒𝑒𝑥𝑥𝑒𝑒𝑒𝑒 =
𝑅𝑅𝑅𝑅𝐹𝐹𝐹𝐹𝑒𝑒𝑥𝑥𝑒𝑒𝑒𝑒

𝑅𝑅𝑅𝑅𝐹𝐹𝐹𝐹𝑔𝑔𝑒𝑒𝑒𝑒
 

El análisis del RNAseq resultó en un total de 153672 exones detectados en un 
total de 19788 genes, después de aplicar los filtros de exclusión. Al analizar el 
exoma de las muestras infectadas, encontramos una gran variabilidad entre los 
replicados. Aun así, cuando estudiamos el conjunto de genes donde la presencia 
de KIS (shCtrl) implica un incremento del log2 Fold Change (SIshCtrl/shKIS >1 ) (Figura 
12A), encontramos un enriquecimiento significativo en genes relacionados con 
sinapsis (Figura 12B) como son Campsap1 y Ncam1 (Figura 12 C y D). 

 

Figura 12. KIS regula la inclusión de exones relacionados con la plasticidad sináptica.  
A. Esquema de la selección de genes con más de un exón regulado por KIS. B. Gene Ontology 
Enrichment análisis de los genes seleccionados según A. Se muestran las categorías con un FDR < 
0.1. C y D. Visualizaciones mediante IGV de los exones regulados por KIS en Camsap1 (Exón 17) y 
Ncam1 (Exón 16).  



Para minimizar el impacto de esta variabilidad y poder substraer un conjunto de 
exones regulados, se filtraron los datos utilizando el factor Fano, el cociente 
entre la desviación estándar y el promedio, en muestras las shKIS. Se aplicó un 
límite de factor Fano < 0.0005, resultando en un total de 8457 exones. Para la 
detección de los exones que muestran un cambio de expresión significativo, se 
relativizaron las muestras shKIS con el promedio de las muestras shCtrl estudió 
la significancia mediante one-sample t-test.   

Con el fin de comprobar que los exones con un cambio significativo no son 
artefactuales debido al filtraje por el factor Fano, se aleatorizaron las muestras 
utilizando el promedio de expresión de cada exón en las seis muestras (tres 
shCtrl y tres shKIS). De esta manera, se repitió el proceso, seleccionando el 
mismo número de exones, y se estudió la diferencia de FDR. El gráfico de la 
Figura 13A muestra como los valores de FDR son menores en los datos 
experimentales respecto a los datos aleatorizados, señalando que exones que 
muestran cambios significativos son fruto de las condiciones experimentales 
testadas y no al método de filtraje y análisis. 

El análisis identificó un total de 1141 exones para los cuales la presencia de KIS 
(shCtrl) favorece su inclusión, así como 1106 exones significativamente 
expresados en el knockdown (shKIS) (Figura 13B). Cuando se analiza el conjunto 
de exones up-regulados por KIS, encontramos un enriquecimiento en genes 
relacionados con proteínas de unión a RNA, genes de la familia de receptores 
GABAérgicos y proteínas de unión a RNA (Figura 13C). 
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Figura 13. Los exones regulados por KIS pertenecen a genes de unión a RNA y la familia de 
receptores GABA.  
A. Ranking de valores de FDR obtenidos en el experimento del knockdown de KIS, así como los 
datos randomizados. B. Volcano plot sobre el conjunto de exones filtrados mediante el factor fano. 
En rojo se señalan los exones significativamente sobreexpresados en presencia de KIS (shCtrl) y 
en azul los exones que muestran una reducción significativa de su expresión. C. Gene Ontology 
Enrichment análisis de los genes con exones up-regulados por KIS. 

Con el objetivo de identificar si la actividad de KIS se ve implicada en los cambios 
de splicing alternativo relacionados con el desarrollo neuronal, se estudió la 
distribución de los 100 exones más up-regulados y más down-regulados en 
presencia de KIS en las muestras de neuronas corticales a 7 y 18 DIV. Para 
realizar este análisis se utilizó el método de Gene Set Enrichment Analysis 
(GSEA).  

GSEA es un método computacional en el que se comparan dos conjuntos de 
muestras de carácter ómico y se determina si un conjunto definido de 
elementos se encuentra sobrerrepresentado en alguna de las condiciones. Estos 
elementos pueden ser genes, proteínas, exones, entre otros, que pertenecen a 
una categoría de GO o cualquier otro conjunto deseado. En este caso, los 
conjuntos de datos corresponden a los exones los exones up/down-regulados 
por el shKIS. Para ello, se comparan las dos condiciones utilizando métricas 



como el foldchange. Seguidamente se ordena cada elemento según su valor y 
se estudia la distribución de los conjuntos a analizar, obteniendo el Enrichment 
Score (ES). A continuación, esta distribución se compara con la obtenida cuando 
se aleatorizan los elementos dentro de las condiciones testadas y se obtiene el 
Normalized Enrichment Score (NES). Este parámetro representa numéricamente 
qué tan bueno es el enriquecimiento encontrado y nos permite comparar el 
valor de enriquecimiento entre conjuntos de datos de distinto tamaño. Si los 
valores de NES son mayores a 1 significa que tenemos un enriquecimiento 
positivo, si los valores son menores a -1, un enriquecimiento negativo. Los 
valores comprendidos entre -1 y 1 suelen considerarse poco enriquecidos. 

En la Figura 14 se muestran los barcode plots resultantes del análisis. Estos 
gráficos representan los exones presentes en el RNAseq de 7 vs 18 DIV, 
ordenados según el valor de log2 fold change y cada barra señala la posición de 
un exón que pertenece a la categoría testada, exones up-regulados por el en 
presencia de KIS. Además, se adjuntan la curva de enriquecimiento, que muestra 
una idea del total acumulado de exones de esa categoría a lo largo de la muestra.  

El análisis muestra como los exones up-regulados en presencia de KIS están 
enriquecidos en las muestras de neuronas corticales a 18 DIV, con un NES de 
2.22 y un FDR menor a 0.001 (Figura 14). Esto sugiere que KIS es necesaria para 
el correcto cambio en el patrón de splicing a lo largo del desarrollo. El conjunto 
de exones down-regulados por KIS no mostró ninguna distribución significativa 
(datos no mostrados) 

 

Figura 14. KIS regula un conjunto de exones relacionados con el desarrollo neuronal.  
Barcode plots del top 100 exones up-regulados por KIS (shCtrl vs ShKIS) sobre el RNAseq de 
neruonas a 7 y 18 DIV. En el gráfico se muestra, también, la curva de enriquecimiento. 

Se conoce que, a lo largo del desarrollo, el patrón de expresión de las proteínas 
relacionadas con la regulación del splicing en neuronas cambia. Algunos 
ejemplos son la bajada de expresión de PTBP2 (12,109,113), así como el 
incremento en las proteínas de la familia MBNL (62,63). Estos cambios son 
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también mostrados en nuestras muestras de neuronas corticales a 7 y 18 DIV 
(Figura 15A). En cambio, ninguno de los reguladores de splicing que muestran 
un cambio significativo de expresión entre los 7 y 18 DIV sufren cambios tras el 
knockdown de KIS (Figura 15B).  

Mientras que estos cambios de expresión sí son conocidos y, en parte, explican 
el cambio en el patrón de splicing los mecanismos por los cuales estas proteínas 
son reguladas son desconocidos.  Los datos del RNAseq del knockdown de KIS y 
como los exones que KIS regula se asocian a los cambios en el patrón de splicing 
a lo largo del desarrollo, sugieren que KIS podría estar implicada en la regulación 
de proteínas reguladoras del splicing alternativo. 

Estos resultados podrían indicar que los efectos observados en la expresión 
diferencial de exones y, por tanto, en el patrón de splicing alternativo 
producidos por la depleción de KIS podrían deberse a una regulación en la 
actividad de las proteínas reguladoras del splicing alternativo y no a cambios en 
la composición y expresión de estas. 



 

Figura 15 Los genes reguladores del splicing de mRNA que cambian a lo largo del desarrollo no 
se ven afectados por el knockdown de KIS.  
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A. Valores de expresión relativos a 7 DIV de los genes pertenecientes al GO de mRNA splicing 
regulation (GO:0043484) en las muestras de neuronas corticales a 7 y 18DIV. Los datos están 
filtrados para aquellos genes que presentan un valor de log2 fold change mayor a 0.5 y un FDR 
menor a 0.1. B. Valor de expresión de los genes en A en las muestras de shCtrl y shKIS. el promedio 
de la expresión se muestra relativo a las muestras shKIS. 

KIS fosforila proteínas de splicing alternativo y podría regular la 
actividad de Ptbp2 

Para estudiar si KIS pudiera estar regulando proteínas asociadas al splicing 
alternativo, se quiso describir sus dianas de fosforilación. Para ello, se realizó un 
análisis del fosfoproteoma de la línea celular HEK 293T transfectada con KIS y se 
comparó contra la transfección del mutante sin actividad quinasa KISK54A o KISKID 

(Figura 16A). Las células HEK 293T fueron utilizadas por su facilidad de 
transfección y manipulación. Además, estas células son capaces de expresar 
genes específicos de neuronas, se cree que debido a un posible origen en los 
tejidos de la glándula adrenal, confiriendo un linaje neuronal (114,115). 

Los lisados celulares fueron digeridos con tripsina y quimiotripsina para mejorar 
la sensibilidad a la hora de detectar un mayor número de fosfopéptidos y 
marcados con TMT para que las muestras pudiesen ser analizadas 
simultáneamente, mejorando el cálculo de sus abundancias relativas. 

Tras el análisis, 9994 fosfopéptidos fueron detectados en un total de 2743 
proteínas. Entre las proteínas diferencialmente fosforiladas en presencia de KIS 
encontramos proteínas relacionadas con el splicing alternativo, como son 
RAVER1, hnRNPM y MATR3 (116–118), así como uno de los reguladores de 
splicing clave en el desarrollo neuronal, PTBP2(113,119). Entre estas 
fosforilaciones, la más abundante es la serina 308 de PTBP2 (Figura 16B). 



 

Figura 16. KIS fosforila proteínas importantes del splicing alternativo.  
A. MA-plot de los fosfopéptidos encontrados en los proteomas de células HEK transfectadas con 
KIS y KISKD. En rojo se muestran las fosforilaciones enriquecidas en KIS y en azul las enriquecidas 
en KISKID. (n=1) B. Tabla representativa donde se muestran los 20 fosfopéptidos más fosforilados 
en presencia de KIS. La tabla contiene información de la proteína detectada, así como su ID y el 
residuo fosforilado. También se adjunta el valor de Log2 Fold Change así como el p-valor asociado. 

Para comprobar los procesos moleculares afectados por la fosforilación de KIS 
necesitamos un parámetro que resuma el Log2(KIS/KISKID) de cada fosfopéptido 
en un solo valor por proteína, a fin de evitar redundancias en el análisis.  

En un principio se decidió dar a cada proteína el valor más extremo entre sus 
fosfopéptidos detectados, siendo el que tuviera un valor absoluto de Log2 más 
alto. Finalmente, teniendo en cuenta que las diferentes fosforilaciones de una 
proteína suelen ir en la misma dirección (activación o inhibición) decidimos 
utilizar un parámetro que hemos denominado como Phospho Protein Score 
(PPS), donde el valor de cada proteína resulta de la suma de sus fosfopéptidos 
analizados (Figura 17A). Un ejemplo sería PTBP2 donde encontramos 
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fosforilaciones en la serina 308, con un foldchange de 2.36, y la serina 434, con 
un foldchange de 0.84, que combinado tiene un PPS de 3.2 . 

Estudiando la correlación entre el fosfopéptido más extremo de cada proteína y 
su valor de PPS, encontramos una correlación significativamente positiva con un 
promedio de cambio del 18%. Además, el 94% de las proteínas estudiadas 
mantienen la direccionalidad (signo positivo o negativo) entre el fosfopéptido 
más extremo y el valor de PPS (Figura 17B).  

 

Una vez categorizadas las proteínas según su PPS, siendo las más positivas las 
proteínas más fosforiladas en presencia de KIS y las más negativas, las más 
fosforiladas en presencia de KISKID, se realizó un análisis de enriquecimiento en 
categorías de Gene Ontology (GO) utilizando el método de GSEA. 

Este análisis resultó en un total de nueve categorías de GO enriquecidas en KIS 
(enriquecimiento positivo) con un False Discovery Rate (FDR) menor a 0.05 entre 
las cuales se destacan las categorías de splicing, regulación del splicing y unión 
a mRNA. En cambio, no encontramos ningún enriquecimiento significativo en 
las fosforilaciones más abundantes al sobreexprsar KISKID (Figura 18). 

 

Figura 17. Definición y descripción del PPS.  
A. Fórmula para el cálculo de la métrica PPS. El cálculo se realiza para cada proteína (x), teniendo en 
cuenta el sumatorio de cada uno de los fosfopéptidos analizados (i) sobre el total(n) B. Comparación, 
a nivel de proteína (x), entre el fosfopéptido con un valor de Log2 fold change más extremos (en 
positivo o negativo). En rojo se muestran todas las proteínas y en negro (18%) aquellas cuyo signo 
en el PPS es diferente al del fosfopéptido más extremo. 



 

Figura 18. Entre las dianas de fosforilación de KIS existe un enriquecimiento de proteínas 
relacionadas con el splicing y su regulación.  
Barcode-plots para diferentes categorías de Gene Ontology y sus correspondientes curvas de 
enriquecimiento, tras el análisis mediante GSEA. En rojo se muestran las categorías con un NES 
positivo y en azul las cateogrías con un NES negativo. 

Con el fin de averiguar cómo la fosforilación de KIS puede afectar a sus dianas, 
se utilizaron los datos publicados en el artículo de Vieira-Vieira et al., 2022 (104). 
En este trabajo los investigadores utilizan la línea celular HEK 293T para 
determinar la capacidad de unión a RNA de diferentes RBP. Para ello, realizan 
un crosslink de RNA-proteína mediante luz ultravioleta y, posteriormente, 
precipitan el mRNA utilizando beads de polyT. A continuación, analizan el 
precipitado y el input para determinar con qué eficiencia precipitan las proteínas 
de unión a RNA. A su vez, realizan un enriquecimiento en fosfopéptidos para 
determinar cómo afecta cada fosforilación a la unión a RNA de las diferentes 
RBPs. 

Como los métodos de digestión y marcaje de los fosfopéptidos son distintos 
entre este trabajo y nuestro estudio, decidimos reanalizar los resultados 
publicados para obtener el delta-PPS de cada proteína. En este caso, un delta-
PPS positivo indica una mayor unión a mRNA cuando la proteína está fosforilada 
y un delta-PPS negativo una menor unión.  

Para comprobar que las posibles relaciones encontradas no se deben a un sesgo 
en el cálculo del PPS, se estudió la correlación entre el número de péptidos 
encontrados por cada proteína y su valor de PPS (Figura 19A y B). El análisis de 
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correlación muestra una baja dependencia entre el número de péptidos y el 
valor de PPS dando unos valores de correlación (R2) entre 0,26 y 0,1. 

 

Figura 19. El valor de PPS no muestra una dependencia por el número de péptidos.  
A. Estudio de la correlación entre el número de péptidos (NP) y el PPS en las muestras de HEK 
293T fosforiladas por KIS y KISKID. En rojo se muestran los valores de PPS positivos (más fosforilados 
en presencia de KIS) y en azul los negativos (más fosforilados en presencia de KISKID). B. Igual que 
A, utilizando los datos publicados en Vieira-Vieira et al., 2022. En rojo se muestran los valores de 
delta-PPS positivos (mayor unión a mRNA al estar fosforilado) y en azul los negativos (menor unión 
a mRNA al estar fosforilados) 

Con el propósito de estudiar si entre las dianas de KIS existe una 
fosfodependencia en su unión a mRNA, los datos de Vieira-Vieira y 
colaboradores fueron divididos en dos categorías: más unión a mRNA (el top 100 
de proteínas con un delta-PPS positivo) y menos unión a mRNA (el top 100 de 
proteínas con un delta-PPS negativo) y se realizó un análisis de enriquecimiento 
mediante GSEA sobre el fosfoproteoma de KIS (en PPS). 

En la Figura 20 se muestra como entre las proteínas fosforiladas por KIS existe 
un enriquecimiento significativo en aquellas cuya fosforilación disminuye su 
unión a mRNA (NES = 1.93, FDR = 0), hecho que no encontramos para las 
proteínas fosforiladas con mayor unión a mRNA (FDR = 1). Aunque en el estudio 
de Viera-Viera et al. no se detectan fosforilaciones en PTBP2, la proteína con el 
fosforesiduo más fosforilado por KIS, entre las proteínas fosforiladas por KIS y 
que muestran una menor unión al mRNA al ser fosforiladas encontramos 
algunos interactores de PTBP1/2 como son MATR3 y hnRNPM  (55,120) 



 

Figura 20. Entre las dianas de KIS hay un enriquecimiento en proteínas cuya fosforilación inhibe 
la unión a mRNA.  
Barcode-plots de las categorías extraídas del estudio de Vieira-Vieira et al., 2022 y sus 
correspondientes curvas de enriquecimiento tras el análisis utilizando GSEA.  

En vista de los resultados obtenidos, parece que KIS está implicado en los 
mecanismos de splicing, además de ser capaz de inhibir la unión a mRNA de 
algunas de sus dianas, tal y como está descrito para SF1 (91). Estos resultados 
sugieren que KIS podría jugar un papel en la regulación del splicing alternativo 
inhibiendo algunos de sus reguladores.  

PTBP2, la proteína que presenta el péptido con mayor fosforilación en presencia 
de KIS (Figura 16B), es una proteína reguladora del splicing alternativo y está 
altamente implicada en el proceso de neurodiferenciación. En cultivos 
primarios, a 0 DIV los niveles de PTBP2 son bajos (dado que su expresión se ve 
reprimida por PTBP1), y a medida que la neurona se desarrolla, sus niveles van 
en aumento, alcanzando un máximo a 5 DIV. A partir de este momento los 
niveles de PTBP2 disminuyen hasta 10 DIV donde la expresión se estabiliza. Estos 
cambios en el patrón de expresión de PTBP2 modifican el patrón de splicing 
permitiendo que las neuronas maduren y se desarrollen correctamente. En 
ratón los niveles de PTBP2 incrementan durante los días E14 y E18 y comienzan 
a disminuir en la etapa postnatal (12,109,113). Justo lo contrario ocurre con KIS, 
cuya expresión aumenta en el cerebro postnatal (93).  

Debido a las fosforilaciones encontradas y al patrón inverso de expresión, 
hipotetizamos que KIS podría estar regulando el remanente de PTBP2 que queda 
a medida que las neuronas avanzan en el desarrollo. Para testar esta relación se 
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quiso estudiar la distribución de los exones regulados por PTBP2 en las muestras 
del RNAseq del knockdown de KIS. 

En el estudio publicado para del knockout de PTPBP2 (109) el parámetro 
utilizado para estudiar el splicing de cada exón es el denominado Percentage of 
Spliced In (PSI), el cual se basa en los reads secuenciados que corresponden a las 
uniones entre exones. En nuestro caso, durante el estudio del knockdown se 
decantó por utilizar el SI debido a la profundidad de nuestro RNAseq y al poder 
tener en cuenta todos los reads presentes en cada exón, no solo los que 
pertenecen al as exón-junction. 

De esta forma, para validar nuestro parámetro, se reanalizó el RNAseq presente 
en el trabajo de Vuong et al., 2016 calculando la expresión de cada exón 
mediante SI. En este artículo, se estudiaron los cambios de splicing alternativos 
producidos por los knockout de PTBP1 y PTBP2 y se clasificaron los exones 
regulados por cada uno de estos genes. De este modo, se calculó la expresión 
de cada exón en SI y, seguidamente, se realizó un análisis de enriquecimiento 
mediante GSEA. Para ello, se utilizaron los exones publicados como Exones 
Inhibidos por PTBP2 (top 100) y Exones Activados por PTBP2 (top 50) 
pertenecientes al mismo artículo y cuyos valores de expresión están calculados 
en PSI. 

Tras el análisis, se observa una correlación significativa entre los datos 
publicados y calculados por PSI (109) y los datos reanalizados utilizando el SI, 
siendo de -2,74 para los exones inhibidos por PTBP2 y de 2,12 para los exones 
activados por PTBP2 (Figura 21). Cabe mencionar que, aunque los datos de 
enriquecimiento son favorables, el patrón de expresión no es exacto entre las 
dos metodologías. Esto es algo esperable ya que se ha reportado en estudios 
donde se utilizan diferentes metodologías para analizar el splicing alternativo, 
que estas siempre muestran cierta variabilidad (121). 



 

Figura 21. El cálculo de la expresión exónica mediante SI muestra una buena correlación 
respecto al PSI.  
Barcode-plots y gráficas de enriquecimiento de las categorías extraídas de Voung et al., 2016 
calculadas en PSI y analizadas sobre los mismos datos calculados mediante SI. 

A continuación, se testó la distribución de los exones regulados PTBP2 sobre el 
RNAseq del knockdown. Dado que el GSEA es una técnica que precia la 
distribución sobre una población de elementos (exones), se decidió usar la 
población entera de exones presentes en el RNAseq de KIS, sin el filtraje por el 
factor Fano, con la finalidad de poder trabajar con la mayor cantidad de 
información posible. La Figura 22A muestra como los Exones Inhibidos por 
PTBP2 están enriquecidos significativamente en las muestras infectadas con 
shCtrl, sugiriendo una menor actividad de PTBP2 en presencia de KIS. Este 
estudio de enriquecimiento también se llevó a cabo con los exones activados 
por PTBP2, no mostrando un enriquecimiento significativo. También se 
analizaron los exones específicamente inhibidos por PTBP1 (top 50), conjunto 
en el que no esperábamos diferencias debido a la nula expresión de PTBP1 en 
neuronas maduras (49). 

Debido a la variabilidad en las muestras del RNAseq, decidimos diseñar un 
control adicional basado en la aleatorización de los valores de log2SIshKIS/shCtrl y se 
repitió el análisis de enriquecimiento con los exones inhibidos por PTBP2. En 
este caso, la Figura 22B, muestra una pérdida del enriquecimiento mostrado 
cuando analizamos la muestra original (Figura 22A), aportando robustez a los 
datos presentados. 
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Figura 22. La expresión de KIS correlaciona con una inhibición de PTBP2. 
A. Barcode-plots y curvas de enriquecimiento de los exones inhibidos y activados por PTBP2 e 
inhibidos por PTBP1 extraídos de Vuong et al., 2016 sobre los exones expresados en neuronas 
corticales infectadas con shCtrl y shKIS (n=3). B. Barcode-plot y curva de enriquecimiento de los 
exones inhibidos por PTBP2 sobre las muestras aleatorizadas en A. 

Al estudiar los genes a los que pertenecen los exones inhibidos por PTBP2 más 
enriquecidos en las muestras shCtrl (Figura 22A) nos encontramos con un total 
de 32 genes distintos que presentan una disminución en uno de sus exones 
cuando down-regulamos KIS. Un ejemplo son el exón 2 de Ikzf4 (Figura 23A) y el 
exón 28 de Kmt2c (Figura 23B). Dentro de este conjunto de genes encontramos 
un enriquecimiento significativo (FDR < 0.05) los GO de proyección celular, 
proyección neuronal, uniones celulares y postsinápsis (Figura 23C).  



 

Figura 23. Los exones inhibidos por PTBP2 y modulados por la actividad de KIS se encuentran 
enriquecidos en funciones relacionadas procesos neuronales.  
A. Visualización de los reads de las muestras shCtrl y shKIS mapeados sobre la región 
ch10:128.639.000-128.651.000. La flecha señala el exón 2 de Ikzf4 B. Visualización de los reads de 
las muestras shCtrl y shKIS mapeados sobre la región ch5:25.322.000-25.339.000. La flecha señala 
el exón 28 de Kmt2c. C. Estudio de Gene Ontology Enrichment utilizando los exones inhibidos de 
PTBP2 que muestran un mayor enriquecimiento en las muestras shCtrl (n=32). 

En conjunto, los datos de fosfoproteómica y RNAseq indican que KIS podría 
fosforilar PTBP2 regulando e inhibiendo su actividad. De esta forma mientras 
que en ausencia de KIS, PTBP2 es capaz de inhibir la expresión de ciertos exones, 
en presencia de la quinasa, PTBP2 es inhibido, produciendo un aumento en la 
expresión de estos exones (Figura 24). 

 

Figura 24. Modelo de inhibición de KIS sobre PTBP2.  
En condiciones normales (shCtrl), KIS fosforilaría PTBP2, inhibiendo su actividad y permitiendo que 
los exones regulados por esta RBP se expresen. Por el contrario, cuando se fuerza la ausencia de 
KIS (shKIS), PTBP2 permanecería en un estado constitutivo de activación, reprimiendo la inclusión 
exónica. 
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La fosforilación de PTBP2 regula su actividad sobre PSD95 

Las secuencias a nivel de proteína de PTBP1 y PTBP2 comparten una gran 
similitud, teniendo un 73% de identidad (Figura 25A). La serina 308, el residuo 
más fosforilado en presencia de KIS (Figura 16B), es específica de PTBP2, siendo 
una alanina en PTBP1. Esta serina se encuentra localizada en el linker 2, región 
que pertenece a la fracción mínima represora del splicing al menos para PTBP1 
(122). Adicionalmente, también detectamos fosforilación en la serina 434 
(foldchange: 0.85), localizada en el linker 3 de PTBP2 y compartida con PTBP1. 
Al analizar la secuencia de PTBP2 buscando patrones de fosforilación de KIS (S-
P-X-residuo apolar) encontramos la serina 178 de PTBP2 que se encuentra en el 
linker 1 y es compartida con PTBP1. Esta última serina no se encontró en el 
fosfoproteoma, pero sí ha sido previamente reportada en otros estudios (123). 

Para comprobar si la fosforilación de PTBP2 tiene un efecto en la regulación del 
splicing alternativo, realizamos mutaciones puntuales en las tres serinas 
mencionadas. Reemplazando las serinas a alaninas obtenemos el mutante 
fosfonulo (PTBP23S/A), correspondiente al estado no fosforilado de la proteína. 
Reemplazando las serinas a ácidos aspártico obtenemos el mutante 
fosfomimético (PTBP23S/D) (Figura 25B), capaz de mimetizar el estado fosforilado 
de la proteína gracias a las cargas negativas aportadas por los residuos de ácido 
aspártico. Según los resultados obtenidos anteriormente, esperaríamos que el 
mutante fosfomimético actuara como constitutivamente inhibido y el mutante 
S/A como constitutivamente activo.  

Con el fin de comprobar estas fosforilaciones, se realizó un ensayo de 
fosforilación in vitro, o ensayo quinasa, con los mutantes fosfonulos individuales 
(S178A, S308A, S434A) y triple (3S/A) en presencia de KIS. La Figura 25C muestra 
cómo, en condiciones in vitro, KIS es capaz de fosforilar PTBP2 pero es incapaz 
de fosforilar el triple mutante. De la misma forma los mutantes individuales 
muestran una reducción de la fosforilación donde la serina 308 parece ser la 
mayor contribuyente a los niveles de fosforilación de PTBP2 por parte de KIS. 



 

 
Figura 25. Esquema de PTBP2 y localización de las fosforilaciones.  
A. Resultados de Blastp entre PTBP2 (Q9UKA9-1) y PTBP1 (P26599-1). En gris se resaltan los 
dominios de unión a RNA RRM1, RRM2, RRM3 y RRM4, las cajas amarillas resaltan las 
fosforilaciones seleccionadas como reguladoras de PTBP2, todas ellas localizadas en linkers. B. 
Esquema de los mutantes de fosforilación de PTBP2. C. Ensayo quinasa in vitro de KIS sobre PTBP2 
y sus mutantes. Arriba, imagen de autoradiografía de 32-P (señal de fosforilación) e imagen de 
tinción de coomasie para detección de proteína total. Abajo, gráfico de barras mostrando la 
cuantificación de los valores de fosforilación sobre la proteína total como la media y SEM (n=3). 

Uno de los genes más estudiados cuyo splicing se ve regulado por PTBP1 y PTBP2 
es PSD95 (post-synaptic density 95, en inglés) (12,124). Este gen neuronal, 
relacionado con el crecimiento de espinas dendríticas así como su maduración 
(125,126), sufre cambios de splicing a lo largo del desarrollo. Se conoce que 
tanto PTBP1 como PTBP2 tienen la capacidad de unirse a los intrones que 
flanquean el exón 18, impidiendo que este sea incluido en el mRNA maduro. La 
exclusión de este exón produce un cambio en el patrón de expresión que induce 
a que el mRNA se degrade mediante NMD. A lo largo del desarrollo, y a medida 



67 
 

que los niveles de PTBP2 disminuyen, la inclusión del exón 18 permite la 
expresión de la proteína madura (12). 

PSD95 es una proteína localizada en la densidad postsináptica, la cual actúa 
como anclaje para los receptores de membrana en las espinas dendríticas. Dado 
que esta proteína tiene un tiempo de semivida largo (48h) (127), para poder ver 
efectos en sus niveles las transfecciones realizadas se tienen que mantener 
durante varios días. De esta forma, los cultivos primarios de neuronas 
hipocampales fueron transfectados a 10 DIV y fijados a 14 DIV para poder medir 
los niveles de PSD95 mediante inmunofluorescencia (Figura 26A).   

Los niveles de expresión de PSD95 fueron calculados midiendo la fluorescencia 
presente en el soma de las neuronas transfectadas y relativizándolo por el 
promedio de la fluorescencia somática de las neuronas no transfectadas, dentro 
del mismo campo. La sobreexpresión de PTBP2 produce una disminución 
significativa de los niveles de expresión de PSD95 respecto al control tal y como 
estaba reportado (12). Tal y como se esperaba, la transfección del mutante 
fosfonulo muestra una reducción de los niveles de PSD95, comportándose de 
manera similar a PTBP2. Siguiendo la hipótesis de la inhibición por fosforilación, 
la sobreexpresión del mutante 3S/D no produce cambios significativos en la 
expresión de PSD95 comparado con el control (Figura 26B). De esta forma 
observamos que el estado de fosforilación de PTBP2 altera su actividad sobre 
PSD95. 

Para comprobar el efecto de KIS sobre PTBP2, se decidió repetir el experimento 
co-transfectando KIS con PTBP2. Tal y como se muestra en la Figura 26C, la co-
transfección de PTBP2 con KIS produce un rescate sobre el fenotipo de 
disminución de PSD95 obsetrvado al transfectar PTBP2 con GFP. Este rescate es 
dependiente de la actividad quinasa de KIS ya que la co-transfección del 
mutante KISKID sigue produciendo una disminución de los niveles de PSD95 
comparado con el control. De la misma manera KIS no es capaz de revertir el 
fenotipo cuando se co-transfecta con el mutante fosfonulo. 



 

Figura 26. El estado de fosforilación de PTBP2 regula su capacidad de inhibir la expresión de 
PSD95 en cultivos primarios de neuronas.  
A. Cultivos primarios de neuronas hipocampales co-transfectados a 10DIV y fijadas a 14DIV con 
GFP y Flag, Flag-PTBP2, Flag-PTBP23S/A o Flag- PTBP23S/D. En verde se muestran las neuronas 
transfectadas y en rojo los niveles de PSD95 por inmunofluoresencia. Las flechas blancas señalan 
neuronas transfectadas. B. Zeppeling plot donde se muestran los niveles somáticos de PSD95 para 
cada neurona transfectada en A. Se representan también la mediana y los cuartiles (n=3, 45 
neuornas). Los niveles de PSD95 de las células transfectadas se relativizaron a los niveles 
somáticos de las neuronas no transfectadas. C. Zeppeling plot los niveles somáticos de PSD95 de 
cada neurona co-transfectadaa con KIS o KISKID en presencia de PTBP2 o el mutante PTBP23S/A 
(n=3, 45 neuronas). Se representan también la mediana y los cuartiles. Tanto en B y C se muestran 
los p-valores fruto de análisis mediante mediante ANOVA 1 factor y múltiple t-test.   

En estudios anteriores en el laboratorio, no se ha observado que la 
sobreexpresión de KIS produjera un incremento en los niveles de PSD95 (datos 
no mostrados). Dado que en cultivos maduros de neuronas hipocampales los 
niveles de PTBP2 son reducidos, decidimos testar el efecto de la sobreexpresión 
de KIS a 5 DIV, donde encontramos una mayor expresión de PTBP2 (12,109,113) 
y menor de KIS (Figura 27A).  

En este caso, la sobreexpresión de KIS, y no de KISKID, produce un incremento 
significativo en los niveles de PSD95 (Figura 27A y B), presumiblemente 
mediante la regulación de PTBP2 endógeno, ya que la actividad de esta proteína 
es la principal causa de la baja expresión de PSD95 en esta etapa del desarrollo. 
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Figura 27. La sobreexpresión de KIS aumenta los niveles de PSD95 en neuronas hipocampales 
inmaduras.  
A. Cultivos primarios de neuronas hipocampales co-transfectados a 5DIV y fijadas a 6DIV con 
mScarlet y Flag, KIS, o KISKID. En rojo se muestran las neuronas transfectadas y en verde los niveles 
de PSD95. Las flechas blancas señalan neuronas transfectadas. B Zeppeling plot donde se 
muestran los niveles somáticos de PSD95 para cada neurona transfectada en A.  Se representan 
también la mediana y los cuartiles (n=3, 45 neuornas). Los niveles de PSD95 de las células 
transfectadas se relativizaron a los niveles somáticos de las neuronas no transfectadas. Se 
muestran, también, los p-valores fruto del análisis mediante ANOVA 1 factor y múltiple t-test.   

Pese a que se ha demostrado que los cambios de expresión de PSD95 tras la 
sobreexpresión de PTBP2 se deben a una mayor exclusión en el exón 18, se 
intentó demostrar los cambios de splicing mediante PCR semicuantitativa. Para 
ello se infectaron neuronas corticales con lentivirus a 7DIV de sobrexpresión de 
PTBP2 y mutantes y se recogieron a 18 DIV. De este experimento no pudimos 
extraer ningún resultado ya que no fuimos capaces de observar el producto de 
amplificación de la isoforma de exclusión del exón 18 a ciclos no saturantes para 
la isoforma de inclusión (datos no mostrados). 

En 2013, Sika Zheng y colaboradores diseñaron un plásmido para poder testar 
el splicing del exón 18 mediante fluorescencia (124). El reportero fluorescente 
dual pFlareG-e18-PSD95 (abreviado como pFlareG) contiene el exón 18 de 
PSD95, así como 200 pares de bases intrónicas, tanto a 5’ como a 3’ del exón. 
Este reportero es capaz de sufrir splicing: cuando se produce la inclusión del 
exón 18 el mRNA resultante codifica para GFP mientras que si se da la exclusión 
del exón, codifica para RFP (Figura 28A).  



Para realizar el experimento, se co-transfectó la línea celular Neuro2A (N2A) con 
el vector pFlareG y el constructo a testar en una relación 3:7 y se midieron los 
niveles de fluorescencia a las 24, 48 y 70h post-transfección. Las células 
transfectadas expresan tanto GFP como RFP (Figura 28B) y de la ratio de 
intensidad de estas proteínas (RFP/GFP, exlusión/inclusión) se puede deducir la 
actividad PTBP. 

 

Figura 28. Descripción del reportero fluorescente dual pFlareG-e18-PSD95.  
A. Esquema de los productos de splicing del vector pFlareG-e18-PSD95 (124) en función de la 
inclusión (GFP) o exclusión (RFP) del exón 18 de PSD95 y diseño del experimento de timecourse 
en células N2A. B. Imagen representativa de los niveles de expresión de GFP en verde (inclusión 
exónica) y de RFP en rojo (exclusión exónica) en N2A transfectadas con pFlareG. 

En la figura 29A se puede observar como KIS, a las 70h post-transfección, es 
capaz de disminuir significativamente la ratio RFP/GFP comparado con Flag y 
KISKID. Esta disminución en la ratio se traduce como un aumento en la exclusión 
del exón 18 de PSD95 presente en pFlareG y, por consiguiente, una inhibición 
de la actividad PTBP2 (Figura 29B). Por el contrario, no encontramos cambios en 
la ratio RFP/GFP al transfectar PTBP2 y sus fosfomutantes (Figura 29C). Esta falta 
de fenotipo podría deberse al hecho de que las células N2A expresan PTBP1 y 
PTBP2 a altos niveles (128,129), desbalanceando el sistema hacia la exclusión 
del exón 18. Esta posibilidad se ve respaldada por el incremento de la ratio 
RFP/GFP a lo largo del tiempo al simplemente sobreexpresar Flag (Figura 29A), 
lo que indica que las células producen mucha más exclusión que no inclusión. 
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Figura 29. KIS modifica el splicing alternativo de pFlareG-e18-PSD95.  
A. Análisis de la ratio de exclusión del exón 18 de PSD95 en células N2A a lo largo del tiempo (24, 
48 y 70h) y en presencia de Flag (control) KIS o KISKID. Los resultados se muestran en líneas de 
crecimiento representando la media en cada punto junto al SEM (n=300 células). B. Gráficos de 
barras del punto 70h en A. C. Análisis de la ratio de exclusión del exón 18 de PSD95 en células N2A 
70h después de co-transfectar el plásmido pFlareG junto a Flag, PTBP2, PTBP23S/A o PTBP23S/D. Los 
resultados se muestran en gráfico de barra la media en cada punto junto al SEM (n=300 células). 
En los gráficos A y B se adjuntan los p-valores frutos del análisis mediante ANOVA 1 factor y 
múltiple t-test. 

Los experimentos de inmunofluorescencia en neuronas hipocampales muestran 
como el estado de fosforilación de PTBP2 modifica su capacidad de regular la 
expresión de PSD95. Tal y como se describe en la hipótesis planteada gracias a 
los experimentos de fosfoproteoma y RNAseq, la fosforilación de PTBP2 (bien 
por co-transfección con KIS o el mutante fosfomimético), reprime su actividad 
dándose una pérdida en la regulación de la expresión de PSD95. Aunque no 
hemos conseguido resultados de que muestren cambios en el splicing 
alternativo para PTBP2, los resultados utilizando pFlareG en N2A muestran 
como la actividad quinasa de KIS es capaz de regular el splicing alternativo del 
exón 18 de PSD95, pudiendo correlacionar con una inhibición de PTBP2. Estos 
datos de splicing se ven respaldados por el aumento en la expresión de PSD95 
cuando se transfecta KIS en cultivos primarios de neuronas hipocampales. 

  



KIS disocia los complejos proteína-proteína entre PTBP2-MATR3-
hnRNPM así como impide su unión a RNA 

Dado que el splicing alternativo se regula gracias a la acción sinérgica de 
diferentes RBP, decidimos investigar si la inhibición de PTBP2 podría deberse a 
una pérdida de interacciones proteína-proteína. Es conocido que su parálogo, 
PTBP1, es capaz de unirse a diferentes proteínas que actúan de manera sinérgica 
en la regulación del splicing alternativo (32,110,124,130) y, en algunos casos, 
modificando su especificidad por algunos mRNAs (55). 

A fin de determinar qué proteínas podrían ser las candidatas para regular la 
actividad de PTBP2 tras la fosforilación de KIS, se utilizó la base de datos STRING 
para analizar las interacciones físicas y funcionales entre las top 120 proteínas 
que presentaban algún péptido significativamente fosforilado en presencia de 
KIS.  

Uno de los parámetros que el software de STRING utiliza para determinar cómo 
de relacionado está el conjunto proporcionado es el número de aristas 
presentes en el mapa de interacciones. Estas aristas son las líneas que conectan 
cada proteína en el mapa y que vienen determinadas por el número de estudios 
que demuestran algún tipo de asociación entre dos proteínas, como pueden ser 
ensayos de co-precipitación, interacciones genéticas, expresión en los mismos 
tejidos, etc. 

El análisis del conjunto de proteínas fosforiladas por KIS, resultó en un número 
de aristas significativamente mayor al esperado (389 contra 151 esperadas por 
procesos aleatorios), señalando que el conjunto está biológicamente 
relacionado. Tras realizar una clasificación del conjunto de datos utilizando el 
algoritmo de k-means clustering (con k= 3), la red de interacciones se separó en 
3 conjuntos, siendo el conjunto azul el que más aristas presenta respecto a las 
esperadas (208 contra 28) (Figura 30A y B). 
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Figura 30. El complejo PTBP-MATR3-hnRNPM destaca entre las proteínas fosforiladas por KIS.  
A. Mapa de interacciones, generado con STRING, de las proteínas altamente fosforiladas por KIS 
en la Figura X. El mapa se encuentra dividido en tres conjuntos: azul, rojo y verde utilizando el 
método de clasificación no supervisado k-means clustering. B. Ampliación del conjunto azul de A. 
Las proteínas se han marcado según su presencia en interactomas publicados de PTBP1 (rojo) (54), 
de KIS (verde) (98) o ambos (amarillo). En azul se muestra PTBP2. El grosor de las aristas es mayor 
cuantas más evidencias haya de la interacción. C. Tabla resumen de las proteínas marcadas en B.  

Dentro del conjunto azul encontramos proteínas previamente detectadas en 
estudios de interactoma tanto de PTBP1 (54) como de KIS (98), entre las cuales 
las más presentes en el núcleo central del conjunto son MATR3 y hnRNPM 
(Figura 30B y C). Se conoce que estas dos proteínas interaccionan con PTBP1 
(113,122), así como entre ellas (132) y que MATR3 tiene la capacidad de regular 
la unión de PTBP1 a pre-mRNAs donde PTBP1 no puede unirse por sí solo (55). 
PTBP2 (marcada en azul en la Figura 30B) queda desplazada del conjunto central 
de interactores, aunque creemos que este resultado se debe más a la falta de 
estudios que no a una falta de interacción entre estas proteínas. 



Desde la base de datos STRING se substrajo los 50 principales interactores físicos 
(aquellos encontrados en experimentos de co-inmunoprecipitación o 
espectrometría de masas) y funcionales (aquellos descritos mediante 
interacciones génicas, co-expressión, textmining, etc) para PTBP1 y PTBP2, así 
como los 50 principales interactores físicos de PTBP1. Para PTBP2, en cambio el 
máximo de interactores físicos que pudieron obtenerse fueron solo 20, debido 
probablemente a la falta de estudio de PTBP2 respecto a PTBP1. En la Figura 31 
se muestra el análisis de la distribución/enriquecimiento de estos conjuntos de 
datos en la población de proteínas fosforiladas por KIS/KISKID. Por falta de 
candidatos, los interactores físicos de PTBP2 no se muestran. Se puede observar 
un enriquecimiento significativo entre las proteínas fosforiladas por KIS en los 
conjuntos de interactores físicos y funcionales de PTBP1 y PTBP2, así como en el 
conjunto específico de interactores físicos de PTBP1.  

 

Figura 31. Los interactores de PTBP1 y PTBP2 se encuentran mayormente fosforilados en 
presencia de KIS.  
Barcode plots y curvas de enriquecimiento de los top 50 interactores físicos y funcionales de 
PTBP1, PTBP2 y los interactores físicos de PTBP1, según la base de datos STRING. 

Entre las proteínas enriquecidas destacan, al igual que en la Figura 30B, MATR3 
(presente y enriquecida en los cuatro conjuntos de datos analizados) y hnRNPM 
(presente y enriquecida en los conjuntos pertenecientes a PTBP1). 
Consideramos, entonces, MATR3 y hnRNPM como candidatos de proteínas cuya 
unión a PTBP2 podría verse modificada por la fosforilación de KIS. 

Para comprobar si la actividad de KIS produce una alteración en la unión de estas 
proteínas, se co-transfectaron células HEK 293T con Flag-PTBP2 y GFP, KIS o 
KISKID a fin de realizar una co-inmunoprecipitación del complejo.  48 horas post-
transfección, se lisaron las células y se digirió con RNAsa a fin de preservar 
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únicamente las interacciones proteína-proteína. A continuación, se 
inmunoprecipitó Flag-PTBP2 y se cuantificó la cantidad de MATR3 y hnRNPM 
había co-inmunoprecipitado (Figura 32A). 

 

 

Figura 32. La fosforilación de KIS disocia las uniones entre PTBP2 y MATR3/hnRNPM in vivo.  
A. Esquema representativo del experimento in vivo, células HEK293T fueron cotransfectadas con 
Flaf-PTBP2 y KIS o KISKID y se inmunoprecipitó Flag-PTBP2. B. Inmunoprecipitación de Flag-PTBP2 
en células HEK 293T co-transfectadas con GFP, KIS o KISKID. Westernblot del eluido utilizando 
anticuerpos contra MATR3, hnRNPM y Flag. C. Cuantificación de B (n=3). El gráfico de barras 
muestra el promedio del valor de intensidad de cada proteína, relativo a Flag-PTBP2, junto a la 
desviación estándar. ***: p-valor <0.01 respecto a KIS. Los datos fueron analizados mediante 
ANOVA 1 factor y múltiple t-test. 

Al inmunoprecipitar PTBP2 somos capaces tanto de detectar MATR3 como 
hnRNPM (interacción no descrita anteriormente). Nuestros resultados 
demuestran que la co-transfección con KIS produce una disminución 
significativa en la unión de PTBP2 a MATR3 y hnRNPM, de aproximadamente el 
80% en ambos casos (Figura 32B y C). Esta disminución no se da, en cambio, 
cuando co-transfectamos junto a KISKD, significando que esta disociación se da 
mediante fosforilación. 

Para comprobar la especificidad de KIS en la disolución de estos complejos, se 
planteó un ensayo in vitro. Para ello, se transfectaron células HEK 293T con Flag-
PTBP2 y se inmunoprecipitó la proteína utilizando beads anti-Flag. 
Posteriormente, se incubó el inmunoprecipitado con ATP y KIS o KISKID 



producidas previamente en E. coli para realizar un ensayo de fosforilación in 
vitro (Figura 33A). Tras limpiar el inmunoprecipitado y eluir, se analizó mediante 
western blot si las uniones entre PTBP2, MATR3 y hnRNPM se veían alteradas. 
Nuevamente observamos que KIS es capaz de disminuir, parcialmente, la unión 
de PTBP2 a MATR3 y hnRNPM, comparado con el mutante sin actividad quinasa 
(Figura 33C y D). Este resultado demuestra que KIS tiene una participación 
directa sobre la disolución de los complejos PTBP2-MATR3-hnRNPM. 

 

Figura 33. La fosforilación de KIS disocia las uniones entre PTBP2 y MATR3/hnRNPM in vitro.  
A. Esquema representativo del experimento in vitro, células HEK293T fueron cotransfectadas con 
Flaf-PTBP2, se inmunoprecipitó Flag-PTBP2 y, anteriormente a la elución, el inmunoprecipitado 
fue tratado in vitro con KIS o KISKID. B. Inmunoprecipitación de Flag-PTBP2 en células HEK 293T 
transfectadas y tratas como se indica en A. Westernblot del eluido utilizando anticuerpos contra 
MATR3, hnRNPM y Flag. C. Cuantificación de B (n=3). El gráfico de barras muestra el promedio del 
valor de intensidad de cada proteína, relativo a Flag-PTBP2, junto a la desviación estándar. ***: 
p-valor <0.01. Los datos fueron analizados mediante t-test. 

Dado que las inmunoprecipitaciones conllevan el riesgo de falsas interacciones 
fruto de los detergentes utilizados en la extracción de proteína, quisimos 
corroborar los resultados obtenidos mediante técnicas de fluorescencia. Para 
ellos se analizó la interacción entre PTBP2 y MATR3 o hnRNPM mediante FRET 
(del inglés, Fluorescence Resonance Energy Transfer). Esta técnica consiste en la 
transfección de las proteínas de interés, fusionadas a proteínas fluorescentes 
(en este caso GFP y mScarlet). Si las proteínas a testar interaccionan, se da un 
proceso de transferencia de energía entre la proteína  donadora (GFP) y la 
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aceptora (mScarlet). Midiendo esta transferencia (%FRET) se puede determinar 
la interacción entre proteínas. Para ello, se sobreexpresó GFP-PTBP2 y Scarlet-
MATR3 o Scarlet-hnRNPM, juntamente con HA-KIS o HA-KIS KID en la línea 
celular HEK293 y se analizaron los niveles de FRET en el núcleo celular. Tal y 
como esperabamos, la presencia de KIS produjo una disminución en la señal de 
FRET entre GFP-PTBP2 y Scarlet-MATR3 (Figura 34A), al igual que para Scarlet-
hnRNPM. Estos resultados corroboran que la actividad quinasa de KIS es capaz 
de disociar las interacciones entre estas proteínas. 

Se quiso comprobar si este mismo fenómeno ocurría también en cultivos 
primarios de neuronas hipocampales. Lamentablemente los niveles de 
expresión de mScarlet-MATR3 no fueron suficientes para poder tener lecturas 
fiables de la señal FRET. Por otra parte, si obtenemos diferencias significativas 
en cuanto a la unión entre PTBP2 y hnRNPM al ser co-transfectas con KIS (Figura 
34C y D), señalando que esta regulación de la interacción entre las proteínas de 
splicing se da también en cultivos neuronales. 

 

Figura 34. Los experimentos de FRET corroboran como KIS disocia los complejos entre PTBP2 y 
MATR3/hnRNPM.  
A. Niveles de FRET entre PTBP2 y hnRNPM (izquierda) o MATR (derecha) en células HEK293T co-
transfectadas con KIS/KISK54A. El gráfico muestra los valores individuales de cada núcleo y los 
cuartiles. B. Imágenes de campo claro (CF), fluorescencia y FRET de núcleos representativos en 
cultivos de neuronas hipocampales transfectadas con GFP-PTBP2, mScarlet-hnRNPM y KISWT/K54A. 
C. cuantificación de B, el grafico muestra los valores individuales de cada núcleo neuornal (n =23) 
y los cuartiles. 

Estos resultados demuestran que uno de los mecanismos moleculares que 
podrían explicar la inhibición de PTBP2 por partes de KIS sería la pérdida de 



interacciones proteína-proteína, al menos con proteínas como hnRNPM y 
MATR3. Adicionalmente, para PTBP1 es conocido que la unión a MATR3 es 
relevante para una correcta unión al RNA. De la misma forma ya se han 
reportado casos en los que la fosforilación por parte de KIS produce una 
disminución afinidad de unión al RNA en diferentes proteínas como SF1(91)y 
SF3B1 (96). Esta información, en conjunto con el análisis de los datos publicados 
por Viera-Viera et al (Figura 20) sugieren que la fosforilación de PTBP2 podría 
estar regulando también su unión al RNA. 

Para comprobar esta regulación, se realizó un ensayo de crosslink proteína-RNA 
mediante luz ultravioleta. En este ensayo células HEK293T fueron co-
transfectadas con PTBP2 y el reportero pFlareG. Ya que el reportero contiene 
las regiones intrónicas colindantes al exón 18 de PSD95, donde las proteínas 
PTBP son capaces de unirse para regular el splicing alternativo, se estudió 
mediante qPCR la cantidad relativa del RNA de pFlareG que inmunoprecipita con 
PTBP2. La Figura 35A muestra como PTBP2 efectivamente se une al RNA de 
pFlareG y como el estado de fosforilación de PTBP2 (ya sea con el fosfomutante 
o bien mediante la co-transfección con KIS) disminuye drásticamente su afinidad 
por el mRNA testado. 

Adicionalmente, Se realzó el mismo tipo de ensayo pero mediante marcaje con 
radiactividad, se testó la capacidad de PTBP2 para unirse a la población total de 
RNA, en lugar de a RNAs concretos. En la Figura 35B y C se observa como el 
mutante fosfomimético muestra menor afinidad al RNA total, aunque el cambio 
es menor al cando se compara con el mRNA de pFlareG.  
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Figura 35. La fosforilación de PTBP2 impide su unión al RNA.  
A. Ensayo de CLIP sobre Flag-PTBP2 y el RNA de pFlareG. Células HEK 293 fueron transfectadas 
con Flag-PTBP2 y fosfomutantes (izquierda) o co-transfectadas con KIS/KISK54A (derecha).  La señal 
del RNA fue media mediante qPCR y relativizada a GAPDH y a la cantidad de proteína 
inmunoprecipitada (western blot. El gráfico de barras muestra el promedio de la señal junto a la 
deviación estándar (n=3). B y C. Ensayo de ICLIP sobre Flag-PTBP2. Células HEK 293T fueron 
transfectadas con Flag-PTBP2 y fosfomutantes y, gracias al marcaje con 32P-ATP, se analizó la 
fracción total del RNA unido a PTBP2 mediante autoradiografía (B). El gráfico en C representa la 
cantidad total de RNA unido a PTBP2, normalizado por la cantidad de proteína inmunoprecipitada. 
Se muestra el promedio de la señal junto a la desviación estándar (n=3). El análisis se realizó 
mediante ANOVA 1 factor y múltiple t-test. Se adjuntan los p-valores. 

 

Estos resultados sugieren que la fosforilación de PTBP2 impide su unión al RNA 
aunque parece ser que se debe a un mecanismo que podría afectar 
específicamente a algunos conjuntos de exones, quizás dependiendo del resto 
de proteínas de unión al pre-mRNA implicadas y a sus uniones proteína-
proteína. 

 

 

 

  



Discusión 

La regulación del splicing alternativo es un proceso clave para el desarrollo 
neuronal, estando implicado en diferentes aspectos como la diferenciación 
axonal, la migración neuronal, la maduración y la correcta expresión de 
proteínas sinápticas. Aunque se conoce que las diferentes proteínas reguladoras 
del splicing alternativo cambian sus niveles de expresión a lo largo del 
desarrollo, poco se conoce sobre cómo se regula la actividad de éstas así como 
las interacciones entre ellas. 

Estudios anteriores plantean a KIS como un posible regulador del splicing, dada 
su co-localización junto a la maquinaria de splicing y su capacidad para fosforilar 
SF1 y SF3B1. Un estudio reciente demuestra cómo KIS es capaz de regular la 
inclusión exónica en células NIH3T3 regulando la proliferación de estas células, 
siendo el primer estudio publicado donde se entrevé la capacidad de KIS para 
regular el splicing alternativo (133). 

KIS es una proteína ubicua, pero con mayores niveles de expresión en el sistema 
nervioso, donde alcanza sus niveles más altos durante la maduración neuronal. 
Dado el patrón de expresión de KIS y la importancia de los cambios en el splicing 
alternativo en neuronas, durante esta tesis se ha querido estudiar la relevancia 
de la quinasa KIS como posible regulador de los procesos de splicing en el 
sistema nervioso, así como los mecanismos moleculares que subyacen a esta 
posible regulación. 

KIS supone un nuevo regulador del splicing durante el desarrollo 
neuronal 

El RNAseq del knockdown de KIS a 18 DIV demuestra cómo la presencia de KIS 
regula la inclusión de 1141 exones así como la exclusión de 1106. Este análisis 
abre una primera puerta a que KIS pueda ser un regulador del splicing 
alternativo en neuronas. Entre los genes con exones up-regulados por KIS se 
encuentran genes pertenecientes a los Gene Ontology de unión a RNA. Unión a 
sintaxina y receptores GABA, este último ya reportado anteriormente, aunque 
en un estudio de expresión génica (93). Adicionalmente, cuando estudiamos los 
genes que muestran más de un exón cuya inclusión es favorecida por KIS, 
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encontramos genes relacionados con los Gene Ontology de Sinapsis, 
Postsinapsis y Membrana sináptica, lo que sugiere que el set de genes cuyo 
splicing se ve regulado por KIS está relacionado con la formación de estructuras 
sinápticas y con la maduración neuronal.  

Un estudio anterior en el laboratorio demostró cómo el knockdown de KIS en 
neuronas corticales presenta un fenotipo de baja maduración neuronal, donde 
el árbol dendrítico se ve afectado y hay una disminución en el número de espinas 
maduras. Estos fenotipos vienen acompañados con una disminución en la 
amplitud de los mESPC, lo que produce una disminución en la plasticidad 
sináptica (134). Estos resultados podrían correlacionar con el conjunto de gene 
ontology afectados por el knockdown de KIS (Figuras 12B, 13C y 23C). 

Combinando el RNAseq del knockdown de KIS junto al de neuronas corticales a 
7 y 18 DIV, observamos cómo los exones cuya inclusión se ve favorecida por la 
presencia de KIS están enriquecidos en el conjunto de exones con mayor 
inclusión a 18 DIV, lo que sugiere que KIS regula un conjunto de exones cuya 
inclusión es necesaria a lo largo del desarrollo. La disminución de estos exones 
cuando, artificialmente, se pierde la expresión de KIS podría explicar el fenotipo 
de no-maduración neuronal mencionado anteriormente. 

Cabe destacar que durante el desarrollo neuronal muchas proteínas reguladoras 
del splicing alternativo varían de expresión, como es el caso de Ptbp2, Raver2, 
Nova1/2, Mbnl1/2, etc (Figura 15) pero estas no muestran cambios de expresión 
a nivel de mRNA en el knockdown de KIS.  Este resultado sugiere que KIS no 
regula el splicing alternativo durante el desarrollo modificando la expresión de 
diferentes proteínas relacionadas con el splicing alternativo sino, 
probablemente, regulando su actividad. 

En la literatura existen algunos ejemplos sobre cómo proteínas de splicing 
alternativo son reguladas mediante fosforilación, como es el caso de NOVA2. La 
fosforilación de esta proteína provoca su exportación nuclear y modifica el 
patrón de splicing de canales de calcio (79). Aun con esto, poco se conoce en 
general sobre las modificaciones postraduccionales que sufren las proteínas 
reguladoras del splicing alternativo. 



Una aproximación in silico que se podría haber realizado para averiguar cuáles 
podrían ser las proteínas reguladoras del splicing alternativo que explicaran los 
cambios producidos por la presencia/ausencia de KIS hubiese sido la búsqueda 
de patrones o secuencias consenso en los intrones colindantes y dentro de los 
exones regulados por KIS (38). Dado el tamaño del conjunto de exones testados 
(100 exones) para la correlación entre KIS y el desarrollo, se descartó esta opción 
y se prefirió realizar un estudio del fosfoproteoma de KIS, el cual sería más 
informativo. 
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La actividad de KIS recae sobre las proteínas reguladoras del splicing 
e inhibe PTBP2 en el sistema nervioso 

Para estudiar qué categorías de Gene Ontology se muestran 
sobrerrepresentadas entre los fosfopéptidos de una quinasa, usualmente se 
seleccionan los fosfopéptidos significativamente fosforilados y se estudia 
mediante Gene Ontology Enrichment. Para poder utilizar la información de todas 
las proteínas fosforiladas y no solo aquellas con una ratio de fosforilación 
KIS/KISK54A mayor, se decidió utilizar el análisis por GSEA, transformando la 
información en Log2 Fold Change de cada fosfopéptido a PPS por proteína.  

De esta forma, se barajaron diferentes aproximaciones como por ejemplo la de 
asociar a cada proteína solo el valor de su fosfopéptido con un valor absoluto 
mayor, o la de calcular el PPS tal y como la suma del Log2 Fold Changes (tal y 
como se ha realizado finalmente) pero restringiéndose a péptidos con un 
|LogFC|>0.1. Las diferentes aproximaciones dieron resultados muy similares 
entre ellos, incluso con valores de enriquecimiento mayor en el caso de filtrar 
por |LogFC|>0.1. Finalmente, se decidió usar el cálculo con todos los péptidos a 
fin de utilizar toda la información disponible y cometer el menor sesgo posible, 
aunque existe cierta correlación entre el número de fosfopéptidos que una 
proteína muestra y el valor del PPS resultante (Figura 17). 

Finalmente, el análisis del fosfoproteoma revela que entre las proteínas 
mayormente fosforiladas por KIS existe un enriquecimiento en proteínas 
relacionadas con la unión a mRNA, con el splicing y con su regulación.  

No encontramos diferencias significativas para SF1 y SF3B1, proteínas descritas 
in vitro como dianas de KIS. Este resultado puede deberse a que estas proteínas 
sufren un ciclo de fosforilación/desfosforilación durante el proceso de splicing 
(10,91,97) y de esta manera no podemos apreciar cambios en su estado de 
fosforilación. Una forma alternativa para ver la contribución específica de KIS 
sobre la fosforilación de estas proteínas hubiera sido la de mutar el centro 
catalítico de la quinasa a fin de que pudiera utilizar análogos del ATP como 
sustrato y ser capaces de detectar las fosforilaciones directas fruto de la 
actividad de KIS y no cambios globales en el fosfoproteoma (135). 



La unión y desunión al pre-mRNA es un proceso clave para que pueda llevarse a 
cabo el proceso de splicing, ya no solo por parte de los componentes de 
espliceosoma (9,92,96), sinó también por parte de las proteínas reguladoras del 
splicing, donde sus patrones de unión explican el producto final de splicing 
(Figura 5). Adicionalmente, gracias a los datos proporcionados en el estudio de 
Viera-Viera, observamos que entre las proteínas fosforiladas por KIS, existe un 
enriquecimiento en RBP las cuales, tras ser fosforiladas muestran una menor 
unión a mRNA. Aunque en este estudio el pull-down se realiza sobre la población 
de RNAs que están poliadenilados, se muestra como algunas de las 
fosforilaciones encontradas resultan en la regulación del splicing alternativo. 

Entre las proteínas mayormente fosforiladas tras la expresión de KIS se 
encuentran PTBP2, MATR3 y hnRNPM y RAVER1. Estas cuatro proteínas son 
capaces de regular el splicing alternativo (aunque en las categorías de GO 
MATR3 y hnRNPM  no aparecen) y putativamente actúan en conjunto (aunque 
las interacciones y la actuación como co-factores está menos estudiada para 
Ptbp2, sí se ha descrito para Ptbp1). 

Ptbp2, la proteína mayormente fosforilada en el fosfoproteoma de KIS, es un 
regulador del splicing imprescindible durante la formación y maduración del 
sistema nervioso (12,50,109,113,119,136,137). Al inicio del desarrollo neuronal, 
la expresión de Ptbp2 se ve inhibida por su parálogo Ptbp1 y a medida que éste 
se silencia, Ptbp2 comienza a expresarse, cambiando el patrón de splicing. 
Durante el desarrollo y la maduración neuronal, la expresión de Ptbp2 se reduce 
aproximadamente un 50%. La disminución de la expresión de Ptbp2 se ve 
negativamente correlacionada con el aumento de la expresión de KIS (Figura 11) 
(93) , lo que podría añadir una capa de regulación sobre ésta. 

El reanálisis del knockdown de KIS, en comparación con los datos publicados 
sobre el knockout de Ptbp2, correlaciona con una menor actividad Ptbp2 cuando 
KIS se expresa en neuronas maduras, ya que encontramos una mayor expresión 
de los exones que son específicamente inhibidos por Ptbp2. Esta correlación no 
se encuentra cuando se estudian los exones específicamente inhibidos por 
Ptbp1, proteína que no se expresa a 18 DIV (49,138).  

Es conocido que Ptbp2 compite en el equilibrio de inclusión/exclusión e incluso 
por lugares de unión al pre-mRNA con otras proteínas reguladoras del splicing 
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alternativo como son Nova2, Mbnl2 y Rbfox (36,84,139). En análisis futuros, 
sería interesante estudiar la distribución de estos exones, así como los exones 
específicamente regulados por estas proteínas en el RNAseq del knockdown de 
KIS a fin de comprobar, también, la afección de estas proteínas, aunque no las 
hayamos encontrado como dianas de KIS. 

  



La actividad quinasa de KIS regula los complejos proteína-proteína 
durante la regulación del splicing alternativo 

Ptbp2 reprime la inclusión de exones en genes relacionados con la maduración 
neuronal, permitiendo que estos se expresen correctamente una vez sus niveles 
disminuyen. Uno de los ejemplos más estudiados es la regulación del exón 18 
de PSD95. El mRNA de PSD95 se expresa desde momentos tempranos ,1 DIV en 
cultivos de neuronas corticales de ratón a E17.5, pero la expresión de la proteína 
se ve condicionada por la inclusión del exón 18. Mientras la expresión de 
PTBP1/2 se mantiene elevada, el exón 18 de PSD95 sufre exclusión, lo cual 
produce un cambio en la pauta de lectura y un codón de stop prematuro. De 
este modo la isoforma de exclusión se degrada por NMD y así se impide la 
expresión, a nivel de proteína, de PSD95 (12).  

Los experimentos de inmunofluorescencia en cultivos de neuronas 
hipocampales corroboran el fenotipo mencionado en el análisis anterior: KIS 
inhibe la actividad de Ptbp2, de forma dependiente de la actividad quinasa, e 
impide su regulación sobre PSD95. De la misma forma, la sobreexpresión de KIS 
en sistemas donde Ptbp2 está altamente expresado (N2A y neuronas a 5 DIV), 
es capaz de regular el splicing alternativo del exón 18 de PSD95 y su expresión. 

Las fosforilaciones estudiadas en Ptbp2, la serina 178, la serina 308 y la serina 
434; se encuentran localizadas en los linkers 1, 2 y 3, respectivamente. Estas 
estructuras desordenadas se encuentran separando los dominios de unión a 
RNA (Figura 25) y juegan un papel importante para el correcto funcionamiento 
de Ptbp. En concreto, se ha reportado que la unidad mínima represora del 
splicing en Ptbp1 se compone del RRM2 y el linker2 (122). Ptbp1 tiene dos 
isoformas las cuales difieren en el tamaño del linker 2. La isoforma corta 
(exclusión del exón 9) presenta menor actividad a la hora de reprimir el splicing 
de Tropomiosina (140). Esto se cree que puede deberse a una menor flexibilidad 
a la hora de que los dominios RRM2 y RRM3 pueden disponerse correctamente 
para unir al RNA, pero también a que los dominios desordenados juegan un 
papel importante a la hora de reclutar proteínas, mediante la formación de 
condensados por liquid-liquid phase separation, que permite más 
eficientemente la represión del splicing (141) (Figura 36A y D). 
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Figura 36. Los dominios desordenados juegan un papel fundamental en la formación de 
complejos y la regulación del splicing.   
Las uniones mediante dominios desordenados pueden formar condensados proteicos que 
permiten la regulación del splicing así como la definición de intrones y exones (A). Cambios en 
estos dominios pueden desencadenar cambios en la identificación de elemento reguladores del 
splicing y un cambio en la inclusión/exclusión exónica (B). Figura adaptada de Ule j. et al, 2016 
(141) 

Las redes de interacciones entre las RBP son un elemento clave en la regulación 
del splicing alternativo. Existen proteínas capaces de alterar la inclusión de 
diferentes exones sin unirse directamente al pre-mRNA, sino uniéndose a otras 
proteínas, como es el caso de Rbm38 que se une a Ptbp1. Estas uniones incluso 
pueden estar reguladas a lo largo del desarrollo, como es el caso de Puf60, 
donde el cambio de isoforma tras la inclusión de un exón alternativo modifica 



su patrón de unión ganando afinidad a Ptbp1/2 y perdiendo afinidad a Matr3 y 
a Nova2, entre otras (110). 

La serina 308 de PTBP2, el residuo más enriquecido en el fosfoproteoma de KIS 
(Figura 16) y el cual se encuentra altamente fosforilado por KIS in vitro (Figura 
25C), se encuentra precisamente en el linker2, zona cuyas propiedades 
modifican la actividad de PTBP1. El fenotipo de inhibición del fosfomutante de 
PTBP2, así como cuando se co-transfecta con KIS, y el hecho de que las 
fosforilaciónes se localicen en estos dominios desordenados, siendo la 
fosforilación del linker 2 específica de PTBP2, sugieren que PTBP2 podría estar 
perdiendo sus capacidades de interacción.  

Análisis bioinformáticos señalan que las fosforilaciones suelen ocurrir con mayor 
frecuencia en dominios desordenados y que las cargas electroestáticas que los 
grupos fosfato otorgan pueden modificar las capacidades de unión de las 
proteínas diana (142). De la misma forma se ha descrito cómo la regulación por 
fosforilación es capaz de cambiar la estructura de la familia de reguladores del 
splicing SR, pasando de una conformación desordenada a una conformación 
compacta al ser fosforiladas y regulando así su actividad (143). 

El estudio de interacciones demuestra que, entre las 120 proteínas con péptidos 
enriquecidos en el fosfoproteoma de KIS, existe una red de interacciones 
significativas entre las dianas de KIS Adicionalmente, encontramos un 
enriquecimiento en los interactores de PTBP1 y PTBP2.  

Entre los candidatos a proteínas que interaccionan con PTBP y podrían ser 
reguladas por KIS, aparecen MATR3 y hnRNPM. Las fosforilaciones en estas 
proteínas se encuentran, también, en regiones desordenadas (Figura 37) y, 
aunque la unión de MATR3 y PTBP se encuentra mediada por el RRM2 de PTBP2  
(120) los experimentos de co-inmunoprecipitación y FRET, en sistemas 
ortólogos, demuestran que KIS es capaz de de disruptar la unión entre PTBP2 y 
MATR3 y hnRNPM.  
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Figura 37. Las fosforilaciones de KIS sobre PTBP2 MATR3 y hnRNPM se encuentran en dominios 
desordenados.  
Predicciones de estructura tercería de PTBP2 (A), MATR3 (B) y hnRNPM (C) generadas a partir de 
AlphaFold2. En azul se muestran los dominios RRM de las tres proteínas, 4 para PTBP2, 2 para 
MATR3 y 3 para hnRNPM. En las estructuras se muestran las serinas encontradas en el 
fosfoproteoma de KIS y, adicionalmente, los residuos que podrían formar parte de un dominio 
ULM putativo (triptófano rodeado de cargas positivas). 



Se conoce que PTBP1 actúa en conjunto con MATR3 y hnRNPM para regular la 
inclusión/exclusión de exones específicos y que Matr3 es capaz de modificar el 
patrón de unión de PTBP1, permitiendo su unión a nuevos motivos (55,144). 
Ptbp1, Matr3 y hnRNPM se encuentran y actúan en conjunto en la regulación de 
secuencias LINE-derivadas (55,145), por lo que los complejos entre estas 
proteínas son importantes para la correcta regulación del splicing alternativo. 
Se ha descrito que PTBP1 y MATR3 se localizan conjuntamente en un 96% de los 
genes regulados por PTBP1 y en un 77 % de sus clústeres de unión  (146), 
reforzando aún más su acción conjunta. De la misma forma, se ha descrito que 
en Drosophila melanogaster hnRNPM modifica la actividad de MATR3 y ambas 
proteínas se unen en regiones comunes al pre-mRNA (132).  

Adicionalmente, la fosforilación de PTBP2 inhibe dramáticamente su unión al 
pre-mRNA de pFlare-PSD95-e18 (Figura 35) así como el mutante fosfomimético 
reduce levemente la unión a la fracción total de RNA. Estos cambios de eficiencia 
pueden deberse a la especificidad de cada una de las técnicas utilizadas, donde 
la qPCR proporciona la señal específica del pre-mRNA de pFlare, mientras que el 
crosslink y el estudio de la unión total a RNA puede estar contaminada por 
uniones específicas fruto de la propia técnica de crosslink. 

Esta pérdida en la unión a RNA podría deberse a la fosforilación y la regulación 
sobre el linker2 de PTBP2, siendo un efecto directo o bien un efecto indirecto de 
la pérdida de las uniones proteína-proteína. Como se comentaba 
anteriormente, el linker2 de PTBP1 juega un papel fundamental en su 
regulación, siendo que la distancia de este condiciona la actividad de PTBP1 y 
puede cambiar su patrón de unión (147). De la misma forma, la co-expresión de 
los cofactores de PTBP1 es también un punto crítico en su capacidad de unión a 
RNA. Un ejemplo es el ratón knockdown de MATR3, donde produce una 
reducción considerable de la afinidad de PTBP1 al RNA (55). 

De esta manera, la regulación de KIS es capaz de inhibir PTBP2 no sólo 
impidiendo su unión a otras proteínas reguladoras del splicing alternativo sino, 
también, impidiendo su unión al RNA. 

Dado que los experimentos de co-inmunoprecipitación se han llevado a cabo en 
condiciones de ausencia de RNA, gracias al tratamiento con RNAsa, podemos 
afirmar que estas uniones son específicas e independientes a la unión a RNA. En 
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cambio, con los resultados obtenidos no podemos confirmar si la pérdida de 
afinidad de PTBP2 al RNA tras ser fosforilada se debe a la fosforilación per se o 
a que es necesario que PTBP2 se encuentre formando complejos con MATR3 y 
hnRNPM. Para averiguarlo, un experimento interesante sería la producción de 
PTBP2 y sus mutantes de manera exógena y titrar su afinidad al RNA mediante 
oligonucleótidos de polipirimidinas marcados radiactivamente. Este 
experimento permitiría conocer si el estado de fosforilación afecta netamente a 
la capacidad de unión al RNA. 

Los resultados de este trabajo proporcionan una nueva capa de regulación sobre 
el splicing alternativo, donde KIS, mediante la fosforilación de PTBP2 y algunos 
de sus cofactores, permite la inclusión de exones relacionados con el desarrollo 
neuronal. Esta regulación se lleva a cabo mediante la disociación de los 
complejos entre PTBP2, MATR3 y hnRNPM y una disminución en la capacidad 
de unión al RNA.  

El incremento de la expresión de KIS durante el desarrollo, en paralelo con la 
disminución de la expresión de PTBP2 podría crear un evento sinérgico en la 
inhibición de la actividad PTBP, permitiendo de una manera más eficiente el 
cambio en el patrón de splicing alternativo. De esta forma, proponemos el 
modelo ilustrado en la Figura 38 en el cual, en las primeras etapas del desarrollo 
neuronal, los bajos niveles de KIS permiten que PTBP2 sea activa. Esto permite 
la formación de complejos con MATR3 y hnRNPM y la regulación del splicing 
alternativo. A medida que las neuronas maduran, los niveles de Ptbp2 
disminuyen y los de KIS aumentan, favoreciendo una inhibición de Ptbp2, así 
como una disociación de estos complejos proteína-proteína y al RNA lo que 
desencadena un cambio en el patrón de splicing permitiendo la expresión de 
isoformas específicas de neuronas adultas.  

 



 

Figura 38. Modelo de la regulación del splicing alternativo a través de KIS/PTBP2 a lo largo del 
desarrollo neuronal. 

En paralelo, aunque se desconoce el mecanismo por el cual KIS es activada, 
experimentos preliminares de fosforproteómica en neuronas corticales 
muestran sutil aumento sugieren que Ptbp2 podría estar perdiendo sus 
capacidades de interacción. de la fosforilación en la serina 308 de PTBP2 así 
como diferentes residuos de MATR3 y hnRNPM tras la estimulación con DHPG 
(datos no mostrados). Se ha reportado que la actividad sináptica, mediante 
estimulación con kainato y DHPG, es capaz de cambiar rápidamente el patrón 
de splicing alternativo de las neuronas estimuladas, favoreciendo la 
inclusión/exclusión de exones específicos (88) así como incluso permitir la 
exportación de mRNAs los cuales se encuentran secuestrados en el núcleo 
mediante retención intrónica (89). 

Creemos que los resultados obtenidos durante este proyecto, así como algunos 
resultados preliminares sobre KIS, podrían apuntar a que, en neuronas adultas, 
KIS podría estar mediando cambios en el splicing alternativo tras la actividad 
sináptica. Este planteamiento puede abrir las puertas a continuar estudiando la 
quinasa como un enlace entre la plasticidad sináptica y la regulación del splicing. 
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Conclusiones 

- KIS es capaz de modificar el patrón de splicing alternativo en cultivos 
primarios de neuronas corticales. 

- Los cambios en el splicing alternativo fruto del knockdown de KIS 
correlaciona con un desarrollo neuronal incompleto. 

- KIS es capaz de fosforilar proteínas relacionadas con la regulación del 
splicing. 

- Los cambios en el splicing alternativo fruto del knockdown de KIS 
correlacionan con un cambio en la actividad de PTBP2. 

- Las fosforilaciones en PTBP2 mediada por KIS inhiben su actividad, 
perdiendo su regulación sobre PSD95. 

- KIS regula la disolución de los complejos proteína-proteína entre PTBP2, 
MATR3 y hnRNPM. 

- La fosforilación por parte de KIS reduce la capacidad de unión de PTBP2 
al RNA.  
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