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Resumen

El 98% del genoma es no-codificante y hasta hace poco se consideraba ADN basura. Los
recientes avances en gendmica han demostrado su funcion esencial en la regulaciéon de la
expresion génica, y su papel clave en la construccidon de los organismos, la evolucién de
las especies y en las enfermedades humanas.

Summary

98% of the genome is non-coding and until recently it was considered junk DNA. Recent
advances in genomics have demonstrated its essential function in the regulation of gene
expression, and its key role in the construction of organisms, the evolution of species and
in human diseases.
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En los genomas de vertebrados solo una pequefia fraccion de ADN se corresponde con
secuencias codificantes. Ademas, la gran mayoria de las proteinas codificadas por estos genes
estan altamente conservadas en todas las especies. ¢Cémo ha surgido entonces la diversidad
morfolégica durante la evolucién? Actualmente, la teoria genética de la evolucion morfologica
propone que las variaciones morfolégicas entre especies se deben, en gran medida, a la alteracion
en la expresion de genes durante el desarrollo embrionario (Carroll 2008). La expresion de los
genes esta controlada por secuencias reguladoras localizadas en el ADN no-codificante que rodea
dichos genes. Asi, son las variaciones en estas regiones reguladoras las principales fuentes de
variacion morfolégica.

La regulacion de los genes no s6lo es crucial para el desarrollo, sino también es esencial para el
desarrollo embrionario y la fisiologia de las células en los organismos adultos. Por lo tanto, no es
sorprendente que la gran mayoria de las lesiones asociadas a enfermedades genéticas humanas
se localicen en el ADN regulador (Zhang 2015). A pesar de la evidencia cada vez mayor de la
funcion fundamental del ADN regulador en el desarrollo, la evolucién y las enfermedades
humanas, hasta hace poco teniamos un gran problema: mientras que el cédigo de las secuencias
codificantes de las proteinas se conoce, el lenguaje del ADN regulador es en gran medida
desconocido, lo que impedia la identificacion de las regiones reguladoras en los genomas
secuenciados. El desarrollo de técnicas basadas en la secuenciacion masiva ha cambiado
completamente este panorama y hoy no sé6lo podemos identificarlas, sino que ademas hemos
descubierto la importancia de su organizacion tridimensional en el ndcleo para su correcto
funcionamiento.

Varias han sido las iniciativas para identificar todos los elementos funcionales en la secuencia del
genoma humano. Asi, el proyecto ENCODE (Enciclopedia de Elementos de ADN), liderado por el
National Human Genome Research Institute (NHGRI), pretende identificar toda la actividad
funcional del genoma humano, utilizando como material multitud de lineas celulares humanas. Otro
proyecto con objetivos similares, pero usando diferentes tejidos humanos tanto de embriones
como de adultos es el Roadmap Epigenomics, también liderado por el gobierno de EE.UU. a
través del Instituto Nacional de Salud (NIH). Estos proyectos se han complementado con otros
financiados por el mismo organismo para estudiar también los genomas de modelos animales
como el gusano (Caenorhabditis elegans), la mosca del vinagre (Drosophila melanogaster) y
ratones (Mode Encode y Mouse Encode). En todos estos proyectos se han combinado diferentes
experimentos de secuenciacion masiva para identificar a nivel de todo el genoma la cromatina
abierta, las regiones donde se localizan diferentes modificaciones de histonas, los sitios de unién
en el genoma de diferentes factores de transcripcion y los estados de metilacion del DNA.
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Todos estos trabajos, junto con otros realizados en otras
especies de vertebrados e invertebrados en numerosos grupos
de investigacion de multitud de paises, han permitido identificar
marcas epigendmicas universales asociadas a estados
especificos de la cromatina. Por ejemplo, la trimetilacion de la
lisina 4 de la Histona 3 (H3K4me3), es una marca epigenémica
caracteristica de promotores activos, mientras que la acetilacion
de la lisina 27 de la misma histona (H3K27ac), se asocia a
elementos reguladores activos. Ademas, se ha visto que tanto
promotores como elementos reguladores activos se localizan en
regiones abiertas del genoma (Shlyueva 2014; Figura 1).

A través de estos estudios se ha revelado la enorme cantidad de
informacién reguladora en los genomas de los animales, asi
como su gran dinamica tanto en el tiempo como en el espacio.
Es de hecho ese dinamismo espacial y temporal lo que permite
expresar de forma diferencial los diferentes genes del genoma y
generar asi diferentes tipos celulares y érganos. Con estos
principios universales se abre ahora la posibilidad de estudiar la
informaciéon reguladora de cualquier genoma. Esto permitird
descifrar como los cambios en dicha informacién contribuyen a
los cambios morfol6gicos durante la evolucion.

¢Cémo se organiza esta gran cantidad de informacion
reguladora en el genoma para que las diferentes regiones actien
sobre su gen diana y no sobre otro promotor no relacionado?

El desarrollo de técnicas basadas también en secuenciacion
masiva que permiten detectar contactos ADN-ADN en todo el
genoma, denominadas técnicas de captura de conformacion
cromosémica, ha revolucionado nuestra vision sobre la
organizacion 3D del genoma. Asi, se ha demostrado que la
cromatina estéa formando compartimentos denominados dominios
topolégicamente asociados (TAD). Estas son regiones
gendmicas del orden de una megabase en las cuales las
secuencias de ADN interaccionan preferentemente entre si. Los
TAD acttan como unidades organizativas basicas del genoma,
compartimentando la informaciéon reguladora en el espacio
tridimensional del nudcleo, generando fronteras que separan
funcionalmente las regiones gendmicas que estan muy cerca de
una perspectiva lineal y que unen las secuencias de interaccion
funcional que estan separadas por cientos de kilobases. De esta
forma elementos reguladores y sus genes dianas se localizan
dentro del mismo TAD y se separan del siguiente que contiene
otros genes y sus correspondientes secuencias reguladoras
(Rowley 2016, Figura 1).

La combinacion de los andlisis de la estructura 3D de la
cromatina con la deteccién de regiones reguladoras nos permite
un conocimiento sin precedentes de la complejidad del aparato
regulador que controla la expresion espacio-temporal de
cualquier gen y de cémo alteraciones en este aparato pueden
causar enfermedades o pueden contribuir a la evolucién de las
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especies. Asi, estudios recientes han podido demostrar como los
reordenamientos cromosomicos que alteran la estructura 3D de
la cromatina causan la expresién génica ectopica en diferentes
tejidos humanos, generando malformaciones o causando
patologias como cancer (Lupiafiez 2016). Esta sobreexpresion
se debe a que el reordenamiento genera un nuevo TAD vy
determinados genes se activan por elementos reguladores que
en condiciones normales estarian en otro compartimento del
genoma. Es de esperar que este mismo tipo de reordenamientos
también contribuyan a importantes cambios de expresién a lo
largo de la evolucibn que favorezcan modificaciones
morfolégicas, como de hecho hemos podido demostrar en
estudios recientes en nuestro laboratorio (Acemel 2017).

Tal es la importancia de la organizacién 3D del genoma en la
regulacion de la expresion génica, que el NIH ha arrancado un
nuevo proyecto, denominado 4D Nucleome, para estudiar este
tema en profundidad.

Cabe esperar que en proximos afios podamos determinar con
mucha mayor precision el impacto de las mutaciones regulatorias
en la expresion génica y en el desarrollo de enfermedades
genéticas humanas, asi como su papel en la evolucién de las
especies. En gran medida, gracias al apoyo determinante de
gobiernos con vision de futuro. El desarrollo econémico derivado
de este conocimiento serd inmenso. En Espafia, estaremos en la
retaguardia, y nos va a salir caro, sobre todo para las arcas
publicas. Eso nos pasa por dejar que investiguen otros.
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Figura. Regién del genoma de pez cebra mostrando los
genes six2a y six3a. De abajo a arriba se muestran los genes
de la zona, los sitios donde se localizan las marcas
epigendmicas H3K3me3 (promotores activos) y H3K27ac
(elementos reguladores activos), las zonas de cromatina abierta
(ATAC-seq) y los contactos de los promotores six2a (azul) y
six3a (rojo), determinados por técnicas de captura de
conformaciéon cromosémica. Los asteriscos azules y naranjas
muestran elementos reguladores activos en momentos diferentes
del desarrollo embrionario. Nétese que los promotores de los
genes six2a y six3a contactan zonas opuestas del genoma,
donde se encuentran sus correspondientes elementos
reguladores. Estas dos zonas definen dos TADs diferentes.
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