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Resumen

El conocimiento de la biologia celular ha ido enriqueciéndose a medida que se iban
descubriendo los componentes de la célula. En este trabajo se pretende describir
los avances en el conocimiento de la arquitectura de la cromatina en el ntcleo y
como esta arquitectura es crucial en la regulacion génica. El hecho de que los terri-
torios cromosémicos no estén distribuidos al azar, que su disposicion radial den-
tro del ntcleo dependa de la densidad y funcién de los genes activos en un mo-
mento determinado y que los dominios de asociacién topoldgica sean cruciales en
la expresion de los genes, explica la implicacion de la arquitectura de la cromati-
na en la aparicion de algunas enfermedades y su repercusion tanto en el desarrollo
de un organismo como en la evolucién. Ainadiendo la variable tiempo, el proyecto
nucleoma 4D pretende analizar la organizaciéon tridimensional del ntcleo en el es-
pacio y el tiempo.

Abstract

Knowledge of cell biology has been improved as the cell components became
discovered. This paper aims to describe the advances in the knowledge of chromatin
architecture in the nucleus and how this architecture is crucial in gene regulation.
The fact that chromosomal territories are not randomly distributed, that their radial
distribution within the nucleus depends on the density and function of the active
genes at a given time, and that the topological association domains are key in the
expression of genes, explains the involvement of chromatin architecture in the onset
of some diseases and their impact on both, the organism development, and the
evolution. By adding time as a variable, the nucleome 4D project aims to analyse the
three-dimensional organization of the nucleus in space and time.

INTRODUCCION

Tabla 1.-

Conocimiento estructural

El conocimiento de la biologia celular ha ido enri-
queciéndose a medida que se iban descubriendo los
diferentes componentes de la célula. En referencia a
la cromatina, el andlisis de su arquitectura y su dis-
posicién espacial ha ido desarrollandose y variando
en paralelo con la evolucién de diferentes tecnolo-
gias sobre la visualizacidn de estas estructuras den-
tro de las células.

En este trabajo se pretende describir los avances en
el conocimiento de la arquitectura de la cromatina
en el nicleo y como esta arquitectura es crucial en
la regulacion génica. Para ello, hemos dividido este
recorrido en el conocimiento en cinco etapas que
se corresponden con el desarrollo de la microsco-
pia y otras técnicas de visualizaciéon microscopica
(Tabla 1).
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Instrumentacion

Microscopio 6ptico
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Hi-Cy otros
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Microscopio optico

Desde el inicio del microscopio a finales del siglo
XVII, la observacion y descripcion de la morfologia de
las células ha contribuido al desarrollo de la biologia.
Con respecto al ntcleo y sus componentes, Fleming en
1882 visualiza las mitosis y acufa el término croma-
tina para referirse al material cromosomico. Seis aos
después, Waldeyer en 1888 es quien denomina a es-
tas estructuras que se observan en la mitosis con la
palabra cromosoma (1, 2). Posteriormente Boveri es
quien propone la teoria cromosémica de la herencia,
estableciendo que la transmision de los cromosomas
de una generacion a otra va en paralelo a la herencia
mendeliana y que los factores mendelianos, genes, se
localizan en los cromosomas (3).

Desde finales del siglo XIX hasta mediados del siglo
XX, se piensa que la cromatina condensada en los
cromosomas que se visualizan en la mitosis, esta
desespirilizada en las células en interfase y ocupa todo
el nticleo de forma aleatoria, aunque pueden observarse
algunos agrupamientos pequenos correspondientes,
entre otros, a la heterocromatina.

Microscopio de fluorescencia

En 1977 Stack, Brown y Dewey (4) describen como se
agrupa la cromatina en territorios dentro del ntcleo
ya que en células de Allium Cepa y de hamster,
tratadas con hidroéxido sédico después de fijacion y
deshidratacidonytenidas con Giemsa,loscromosomas
descondesados no pierden la integridad espacial.
Posteriormente Cremer y Cremer en 1982 (5), con
la utilizaciéon de técnicas de hibridacién in situ
fluorescente (FISH) posibilitadas por la aparicion
del microscopio de fluorescencia, observan que los
cromosomas mantienen una integridad territorial
dentro del nucleo. Estos mismos autores refuerzan
la evidencia de los territorios cromosémicos
con el analisis del dafio cromosémico en células
irradiadas gracias a la aparicion de fuentes de
laser UV suficientemente pequefias que facilitan la
microirradiacién de ntcleos celulares induciendo
roturas y posteriores reajustes cromosomicos. Esto
permitio observar la disposicion de los cromosomas
en interfase ya que los reajustes cromosdmicos
deberian de hacerse solo entre los cromosomas o
partes de cromosomas que estan contiguos. (6, 7).

En la década de los 80, gracias a la obtencién de li-
brerias de sondas para cromosomas individuales se
pudo realizar la técnica de chromosome painting me-
diante FISH (8). Con esta técnica podia visualizar-
se el territorio que ocupaba el cromosoma hibrida-
do (pintado) en el nucleo en interfase, observindose
que cada cromosoma ocupa un territorio sin sola-
pamiento con los territorios de otros cromosomas.

Tras numerosas observaciones, la organizacion terri-
torial de la cromatina quedo descrita en los siguientes
términos: los cromosomas ocupan diferentes territo-
rios (CT, chromosome territories) en el nicleo tanto de
plantas como de animales. Los CTs estan compuestos
de dominios de cromatina (CD, chromatin domain) de
aproximadamente 1 Mb de tamafio, que a su vez es-
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tan compuestos de pequenios subdominios de cro-
matina (subCDs). Consecuentemente, entre los
dominios de cromatina deberia de haber un espa-
cio denominado dominio intercromosémico
(IDC, interchromosomal domain) en el que se di-
bujan unos canales de intercromatina por el que cir-
culan los ARN vy otras moléculas que se intercam-
bian con el citoplasma (9).

Microscopio confocal

La comercializacién del microscopio confocal laser
en 1983 permitio observar la estructura tridimen-
sional del nucleo. Wijnaendts-van-Resandt y col. en
1985 (10) fueron los primeros en usarlo para visua-
lizar en 3D los dominios cromosdmicos. Posterior-
mente Lichter y col. en 1988 confirman la estructura
tridimensional de los territorios cromosdémicos (11).

Estos estudios con microscopia confocal laser
demostraron que habia una organizacion territorial
de los cromosomas tanto en animales como en
plantas. Esta estructura demostraba similitudes y
diferencias en la disposicién espacial de los territorios
cromosomicos entre diferentes tipos de células de
la misma especie. En un intento de comprender los
patrones de esta disposicion espacial, Croft y col.
(12) publican que los cromosomas densos en genes,
como el 19, adoptan una posicion central en el nicleo
mientras que los cromosomas mds pobres en genes
como el 18 se colocan en la periferia. Boyle y col.
(13) analizando linfoblastos y fibroblastos confirman
la posicion central o periférica de los cromosomas
en interfase dependiendo de su densidad en genes,
independientemente del tamafio que tengan cada uno
de los cromosomas. Cremer y col. (14) describen este
tipo de distribucién en linfocitos T y B, fibroblastos
y amniocitos, analizando tanto cromosomas grandes
como cromosomas pequefios. Esto es el principio de
la localizacion radial de los cromosomas en el nicleo
en interfase. La posicion radial hace referencia a la
localizacion de un cromosoma o gen respecto del centro
del nucleo o de la membrana nuclear. Ademas, se
ha demostrado que ésta distribucién radial de los
cromosomas dependiente de la densidad génica se
conserva en otras especies, salvo en los bastones de
la retina de los animales nocturnos que es la contraria (15).

Esta disposicién de los territorios cromosémicos, por
lo tanto, no es al azar y teniendo en cuenta que estan
formados por una estructura de cromatina plegada de
forma compleja, en la que los genes estaran activos o
inactivos de acuerdo con la mayor o menor compacta-
cién, hace suponer que su arquitectura ha de estar re-
lacionada con la regulacién génica.

Parece, pues, que existe una organizacion de la cro-
matina con caracteristicas funcionales (16, 17) en el
que juegan un papel importante los compartimentos
intercromatinicos que junto con los territorios cro-
mosoémicos formarian la regién pericromatinica, mo-
delo estructural que ha sido corroborado mediante
estudios de microscopia electrénica. En el comparti-
mento pericromatinico estaria la cromatina descon-
densada, localizada en la periferia del dominio de
cromatina (18).
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La disposicién espacial radial de los cromosomas no
siempre es la misma ya que depende del tipo de células,
asi Parada y col. en 2004 (19, 20) demuestran como la
disposicion espacial de los cromosomas 12, 14 y 15 es
diferente en los linfocitos, en las células pulmonares
grandes, en las células pulmonares pequenias, en el
rin6én y en el higado; lo que apoya la teoria de que
los cromosomas con genes activos se localizan
centralmente mientras que los cromosomas con genes
inactivos se localizan periféricamente en el ntcleo. Esta
distribucién espacial diferente segtn el tipo de células
es algo que cabia esperar ya que no son los mismos
genes los que estan activos en los diferentes tipos de
células de un organismo. Ademas, esta disposicion se
mantiene en los casos de aneuploidias, asi en las células
con trisomia 21 de un sindrome de Down, Paz y col.
(21) demuestran como uno de los genes responsables
del sindrome, DYRKIA que se expresa de forma triple
en las células trisomicas, conserva la posicién de las
células normales y permanece en el centro, mientras
que el gen SODI1 que no aumenta su expresion tiene
una posicién periférica.

Si las células cancerosas se caracterizan, entre
otros aspectos, por tener genes activos y genes
inactivos distintos a los que caracteriza el tejido al
que pertenecen, cabe esperar que la organizacion
territorial de los cromosomas sea diferente. Asi
Marion Cremer y col. en 2003 (22) observan que hay
una pérdida del orden espacial de los cromosomas 18
y 19 en células cancerosas de varios tipos de tumores
como leucemia, Hodgkin, melanoma, cancer de
cervix y adenocarcinoma de colon.

Definitivamente Cremer y col, (23) establecen que
hay una organizaciéon nuclear funcional basada
en compartimentos nucleares activos (ANC) e
inactivos (INC) alineados espacialmente. El INC
esta formado por el nucleo compacto de grupos de
dominio de cromatina (CDCs) transcripcionalmente
inactivo, mientras que el ANC estd formado por dos
componentes, la periferia transcripcionalmente activa
de los CDC, llamada regién de pericromatina (PR),
y un sistema coalineado de canales compartimentales
de intercromatina que comienzan en los poros
nucleares, llamado compartimiento intercromatinico
(IC), que permiten los movimientos de los mRNPs
(ribonucleoproteinas mensajeras) hasta los poros
nucleares. Los IC proporcionan rutas preferenciales
para las proteinas funcionales como los factores de
transcripcién para que penetren en el interior del
nucleo hasta sus lugares de unién al ADN, asi como
a los ARNs no codificantes reguladores desde los
lugares donde se sintetizan hasta donde se les necesita

La concurrencia de dos o mds cromosomas en una
misma factoria transcripcional puede explicar el origen
de algunos canceres (24) debidos a traslocaciones
cromosomicas especificas, como la leucemia mieloide
crénica que se origina por la traslocacion 9;22 que
produce un nuevo gen de fusion BCR/ABL. En este
caso, el brazo largo del cromosoma 9 y el brazo largo
del cromosoma 22 comparten la misma factoria
transcripcional por lo que cualquier dafio cromosdémico
que comporte una rotura y posterior reparacion en esa
zona, facilita la aparicion de la traslocaciéon como lo
demostraron Kozubek y col en 1999 (25). Similar es

el caso del linfoma de Burkitt que se origina por una
traslocacion 8;14, posicionando al gen CMYC junto a
IgH en un territorio activo, ambos estdn cercanos y en
la misma factoria transcripcional (26).

Hi-C

Eldesarrollo de métodos de captura dela conformacién
de la cromatina, ha permitido ver minuciosamente
el orden de plegamiento y organizacidén nuclear de
los cromosomas. Uno de los primeros es el método
Hi-C (high-throughput capture). La organizacion
en tres dimensiones de la cromatina es critica
para la comunicacién potenciador-promotor y
consecuentemente para una ejecucion precisa de la
transcripcién de un gen en los procesos celulares.
Con Hi-C se pueden visualizar y marcar los bucles de
cromatina y sus entrecruzamientos para secuenciarlos
posteriormente (27).

El analisis gendmico de las interacciones emparejadas
de la cromatina ha dado una nueva luz a la
organizacién de la cromatina en interfase, permitiendo
la identificacion de dichas interacciones de cromatina
a lo largo de todo el genoma, teniendo en cuenta que
Hi-C tiene una resolucién de aproximadamente 1kb.
Una buena descripcion de los métodos de captura
de alta resolucién en 3D como Hi-C, GAM, SPRITE
y ChIA- Drop se pueden encontrar descritas por
Kempfer y Pombo (28).

La utilizaciéon de Hi-C in vivo para analizar las
frecuencias de contacto entre pares de secuencias
gendmicas hizo posible construir los modelos de
interaccidén entre regiones gendmicas, cada una de
estas zonas se ha denominado dominios de asociacién
topoldgica (TADs, topologically associating domains).

TADS (Dominios de asociacion topoldgica)

Los cromosomas estan organizados de forma jerarquica
en grandes compartimentos compuestos de pequefios
dominios de asociacion topoldgica, TADs. Estos dominios
permiten que los potenciadores (enhancers), que a veces
estan localizados a cientos de kilobases de distancia,
estén fisicamente cercanos a sus genes diana con los que
deben de interaccionar. Esta conformacién en pequenios
compartimentos esta presente en todos los organismos ya
sean animales, plantas, hongos o bacterias (29).

Los TAD pueden variar en tamafo de miles a millones
de bases (30) y su alteracion es capaz de producir
enfermedades, ya que el cambio de la organizacion
tridimensional del cromosoma interrumpe la
regulacién génica (31).

Se ha demostrado la existencia de TADs con un
contenido de ADN de 1 Mb aproximadamente en
nucleos de mamiferos, separados por limites. Los
grupos de elementos no codificantes evolutivamente
conservados, CNEs, coinciden con los limites de los
TAD tanto en humanos como en Drosophila, actuando
la cohesina como un motor molecular en la formacién
delos bucles de cromatina. Las variantes estructurales,
deleciones, duplicaciones e inversiones, que eliminan
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los limites de un TAD pueden conducir a la formacion
de neoTADs con interacciones patologicas entre
genes, lo que puede inducir tanto malformaciones
como cancer. En estos neoTADs puede cambiar la
posicion del potenciador haciendo que su efecto o
interaccién sobre su gen diana ahora se haga sobre
otro gen proximo desregulandole, ya sea activandolo
o cambiando su regulaciéon. Hay ejemplos muy claros
de enfermedades, de malformaciones o de inicio y
desarrollo del cancer, ademas se piensa que puede ser
uno de los mecanismos implicados en la evolucion.

Lupiafiez y col. (32, 33) describen ejemplos como
el de la displasia acropectorovertebral o sindrome
E en el que una inversién dentro de un TAD, aun
dejando intacto el limite del TAD, coloca un grupo
de potenciadores de extremidades de un TAD vecino
frente a WNT6 causando una mala expresion de este
gen; o el de una enfermedad neuroldgica como la
leucodistrofia desmielinizante de comienzo tardio
debida a la sobreexpresién de LMNBI inducida por
una delecién que posiciona a otros potenciadores
interactuando sobre la expresidn de dicho gen.

En céancer, la disrupciéon de los TADS cambiando
de sitio a un potenciador que interactuaba con un
promotor de un gen determinado, puede hacer que
actue directamente sobre un oncogén que previamente
estaba silenciado. Esto puede ocurrir con deleciones
o traslocaciones como los demuestran Valton y
Dekker en 2016 (34). Shi y col. (24), asocian cancer
con la estructura de la cromatina, que se altera a
través de pequenos reordenamientos cromosémicos.
Estos reordenamientos, actualmente denominados
variaciones estructurales son mds frecuentes de lo
que se habia considerado. Recientemente Ho y col.
(35) estiman estas variaciones estructurales en mas de
20.000 por genoma humano.

Por otro lado, se ha observado como cambios en los

TADs han jugado un papel importante en la evolucién
de los seres vivos (36, 37).

Secuenciacion en células unicas

La capacidad de secuenciar los bucles que conforman
los TADs junto con la posibilidad de secuenciar
células unicas, ha propiciado, no solo observar como
es la arquitectura espacial 3D de la cromatina y sus
interacciones, sino cémo cambia a lo largo del tiempo en
una estirpe celular. Teniendo en cuenta los cambios de
la arquitectura de la cromatina a lo largo de la evolucion
Y, sobre todo, en el desarrollo embrionario como Norrie
y col. (38) lo demuestran a través de la especializacion
celular, hace pensar que la arquitectura de la cromatina
es dinamica y por lo tanto pueden estudiarse sus
variaciones a lo largo del tiempo, la cuarta dimension.
De esta forma surge el proyecto nucleoma 4D.

Nucleoma 4D es un proyecto de los Institutos
Nacionales de Salud de los Estados Unidos,
anunciado en diciembre de 2014 con el objetivo
de “comprender los principios de la organizacion
tridimensional del nicleo en el espacio y el tiempo (42
dimensiodn), el papel que desempeiia la organizacién
nuclear en la expresion génica y la funcién celular
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y cémo los cambios en la organizaciéon nuclear
afectan al desarrollo normal, asi como a diversas
enfermedades” (39). El reto es considerar la
importancia de los cambios en el tiempo (40) ya que
la arquitectura de la cromatina es dinamica (41)

Este proyecto pretende dilucidar cdmo contribuye
la arquitectura del nucleo a la regulacién de las
expresiones génicas, como cambia la arquitectura
nuclear con el tiempo en el curso del desarrollo normal
y aclarar el mecanismo de como las alteraciones
disfuncionales en la organizaciéon nuclear conducen
a enfermedades para, en un futuro, plantear su uso
como biomarcador diagnostico (42)

Una segunda etapa de financiacién que comenzara en
2020 se centrara en las siguientes iniciativas: Estudio
de la dinamica y funcion de la cromatina en tiempo
real. Integracién de los datos, de su modelizacion y
su visualizacién. Traslaciéon de la investigacién en
células primarias, tejidos y modelos eucariotas para
su aplicacion tanto en la salud como en enfermedades
humanas. Creaciéon de centros organizativos para
compartir los datos con toda la comunidad cientifica
(www.4dnucleome.org).

CONCLUSION

Hay una relacién de la arquitectura nuclear de la
cromatina con su funcién. Durante la diferenciacién
celular, los cambios en la transcripciéon y el tiempo
de replicacién estan correlacionados con los cambios
en sus posiciones nucleares. Las técnicas de captura
de conformacién cromosémica han proporcionado
evidencia para asociar dominios topoldgicos “TAD”.
La arquitectura estd conservada evolutivamente
y puede ser un mecanismo de evolucién de la
complejidad estructural de proteinas y de proteccién
contra agresiones externas (radiacion, mutigenos,
oxidacion).

El proyecto Nucleoma 4D estudia la organizacion
nuclear en el espacio y el tiempo en funciones
nucleares, como los patrones de expresiéon génica, la
replicaciéon de la cromatina y el mantenimiento de la
integridad del genoma. En resumen, la conservacion
de las caracteristicas fundamentales de la organizacion
de cromatina a lo largo de la evolucion sugiere la
existencia de mecanismos conservados, pero aun
desconocidos que controlan esta arquitectura.
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