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a mayor parte del genoma de

los vertebrados esté consti-

tuido por ADN no codifican-

te, que contiene elementos
reguladores en cis (ERCs) respon-
sables de controlar la expresion de
sus genes diana mediante la inte-
raccion fisica con sus promotores.
En el genoma humano, se ha
llegado a estimar que existen mas
de 6 millones de ERCs putativos,
de los cuales decenas de miles
estan activos en cada tejido o
tipo celular, pudiendo localizarse a
grandes distancias (hasta 1-2 Mb)
de los genes que controlan. La
organizacion 3D de la cromatina
es clave para asegurar interaccio-
nes especificas entre ERCs y sus
genes diana.

La estructura organizada y he-

terogénea del genoma eucariota

empez6 a describirse ya a princi-
pios del siglo XX, con la observa-
cién de dominios de heterocroma-
tina y eucromatina en el nucleo
mediante microscopia electrénica.
No obstante, la implementacién
de técnicas de captura de confor-
macién de cromatina, especial-
mente Hi-C y sus variantes, ha
sido fundamental para revelar la
compleja y jerarquica organizacién
del genoma vy su vinculo con el
control de la expresién génica
(Figura 1).

Dominios topoldgicamente
asociados: la unidad basica de
organizacion del genoma

Los estudios pioneros de Dixon
y col. revelaron que los genomas
se organizan en dominios 3D
denominados TADs (del inglés

Topologicaly Associated Domains):
regiones donde las secuencias de
ADN interacttan preferentemen-
te entre si en comparacion con
secuencias fuera de ellas. Estos
dominios, de 0,5-1 Mb en mami-
feros, se han propuesto como deli-
mitadores del entorno regulador
de los genes gracias a la actividad
aisladora de sus bordes. A su vez,
la organizacion interna de los TADs
se basa en el establecimiento de
bucles de cromatina que corres-
ponden, en gran medida, a interac-
ciones entre elementos regulado-
res y promotores, y que tienen un
tamano medio de 100-200 kb.
Diferentes estudios apuntan a
que los TADs constituyen entida-
des en gran parte conservadas
entre diferentes tipos celulares/
tejidos, mientras que los bucles
de cromatina muestran una mayor
plasticidad entre los mismos.
Ademas, los TADs pueden subdi-
vidirse en dominios méas peque-
nos (subTADs) y/o asociarse en
dominios jerarquicamente supe-
riores (superTADs, TAD cligues).
A escalas mas altas, los TADs se
asocian dependiendo del estado
transcripcional de los genes que
contienen, constituyendo com-
partimentos que varfan conside-
rablemente entre diferentes tipos
celulares y tejidos. Asi, los TADs
“activos” conforman los compar-
timentos de tipo A, que tienden a
ubicarse alejados de la membrana
nuclear, mientras que los TADs
“reprimidos” se organizan en los
compartimentos B, a menudo
asociados con la ld&mina nuclear.
Finalmente, los cromosomas se
organizan en el nlcleo interfasico
ocupando territorios especificos y
reproducibles.

Mecanismos ([i]ue contribuyen a la
organizacion de los TADs

El establecimiento de los TADs
estd mediado por un conjunto

de proteinas que incluye CTCF
(CCCTC binding factor) y el com-
plejo Cohesina. CTCF es un factor
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de transcripcién con dominios de
dedo de zinc que reconoce una
secuencia consenso de 20 pb.
Sus sitios de unién estan parti-
cularmente enriquecidos en los
bordes de los TADs y su niumero
y afinidad por CTCF correlacio-
na con el aislamiento de dichos
limites. Cohesina es un complejo
proteico que media la cohesiéon
entre las cromatidas hermanas
durante la division celular, pero
que también ejerce importantes
funciones de regulacion trans-
cripcional. En este contexto,
Cohesina abraza el ADN vy utiliza
la hidrolisis del ATP para despla-
zar la fibra de cromatina. El mode-
lo actual para el establecimiento
de los TADs, se conoce como
"loop extrusion’ y postula que los
complejos Cohesina se cargan
aleatoriamente en la cromatina
donde extruden bucles de cro-
matina hasta colisionar con sitios
CTCF ocupados por la proteina
con su dominio N-terminal en-
frentado al sentido de progresién

del complejo. Asi, los bordes de
los TADs muestran a menudo
sitios CTCF orientados de forma
convergente (Figura 1B).

Dentro de los TADs, la interaccion
entre promotores y ERCs depen-
de tanto de la actividad extrusiva
de Cohesina como de la accion
de enlace de diversos factores de
transcripcion. La primera se basa
en que los promotores génicos
también estan enriquecidos en
sitios de unién de CTCF, aunque
estos suelen estar en menor nu-
mero y ser de menor afinidad que
los encontrados en los bordes de
los TADs. Dichos sitios CTCF ac-
tlan como elementos de anclaje
promoviendo la interaccién con
ERC distales donde Cohesina es
retenida por complejos transcrip-
cionales, modificadores epigené-
ticos y enhancerRNAs/IncRNAs.
Entre los elementos de enlace
implicados en las interacciones
ERCs-promotores cabe destacar
YY1, un factor de transcripcién
con dominios de dedos de zinc

que dimeriza promoviendo
contactos entre enhancersy
promotores activos. Otro actor
importante es Mediator, un gran
complejo de 26 subunidades que
interacciona por una parte con los
factores de transcripcion unidos
a ERCs, y por otra con el com-
plejo de la ARN polimerasa Il. De
esta forma, Mediator promueve
la expresién génica mediante el
reclutamiento de diversos ERCs
y la formacion de grandes agre-
gados proteicos que se segregan
espacialmente en hubs transcrip-
cionales mediante un mecanismo
de separacion de fases.

Implicaciones funcionales de los TADs
Diversos estudios han abordado la
cuestion de la relevancia funcional
de la organizacion 3D del genoma
en TADs mediante diversas apro-
ximaciones genéticas. Trabajos
pioneros a los que contribuyeron
diferentes investigadores espa-
noles, como los del laboratorio

de José Luis Gomez Skarmeta y

Complejo de cohesina

Figura 1

La organizacion jerarquica de la cromatina. (A) Esquema de los distintos niveles de organizacién de la cromatina, desde los
territorios cromosoémicos (izquierda) hasta los TADs y bucles de la cromatina (derecha), pasando por los compartimentos. (B) Es-
quema del modelo de "loop extrusion” y del complejo Cohesina. Las cabezas de flecha purpura y rosa indican los sitios de union

de CTCF y su orientacion.
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Figura 2

Evolucion de losTADs en vertebrados. Esquemas de distintos aspectos de la evolucion de los TADs en vertebrados, ejemplificados
por el estudio de la organizacién de los genes Hox. (A) En vertebrados el clUster de genes Hox (representado por el rectangulo negro),
se localiza en el borde entre dos TADs (triangulos grises). Dentro de laTAD3' han evolucionado diferentes enhancers linaje-especificos
(0. ej. enhancers para los primordios de glandulas mamarias y vibrisas en mamiferos, enhancers para primordios de plumas y algunos
enhancers para extremidades especificos de aves). Incluso ERCs para estructuras evolutivamente conservadas como los somitas
(circulos verdes) también muestran una gran plasticidad evolutiva. En serpientes, muchos de estos elementos se han perdido de la
TADS' y han sido compensados por ERCs ganados dentro del cluster, pero la organizaciéon de los TADs se mantiene. (B) La estructura en
dos TADs del cluster Hox de vertebrados evoluciond a partir de una estructura de un solo TAD en el clister Hox ancestral de cordados,
representado por el clister Hox de Amphioxus. En esta especie los enhancers se localizan entre los propios genes Hox (representados
individualmente como rectédngulos negros). (C) A pesar de su conservacion en vertebrados, se han producido cambios sutiles en la orga-
nizacion de los TADs del cluster HoxD de vertebrados, como el cambio de la posicion del borde de los dos TADs entre raton y pollo que
se asocia con un cambio en el grupo de paralogos HoxD expresados en el dominio proximal de las extremidades de ambas especies.

de Dario Lupianez, entre otros,
demostraron que los bordes de
los TADs permiten aislar la regu-
lacion de genes localizados en
dominios adyacentes. De hecho,
la eliminacion de estas regiones,
o de sus sitios CTCF, resulta en la
pérdida de aislamiento entre TADs
y en la ganancia de interacciones
ectopicas entre enhancersy pro-
motores. En este contexto, cabe
desatacar la implementacién de
herramientas informaticas, como
la desarrollada por el laboratorio
de Alvaro Rada Iglesias, capaces
de predecir el efecto de dichas
variantes en funcién de la estruc-
tura de los TADs vy la distribucion
de ERCs.

Dichas evidencias contrastan
con la observacion de que la
disrupcién de CTCF o elementos
del complejo Cohesina, a pesar de
disrumpir la organizacién de los

TADs solo repercute en efectos
modestos en la expresion génica,
abriendo un debate sobre la rele-
vancia funcional de la organizacién
en TADs. Una posible explicaciéon
es que estos estudios se reali-
zaron en células terminalmente
diferenciadas, que no recapitulan
la compleja dindmica de expresion
génica de los procesos de desa-
rrollo. De hecho, en ensayos de
diferenciacién celular la deplecién
de Cohesina resulta en un impac-
to mayor sobre la expresion de
genes dinamicamente regulados
durante dichos procesos. También
se ha demostrado que enhancers
localizados a largas distancia (parti-
cularmente enriquecidos en los
dominios reguladores de genes de
desarrollo), suelen ser mayormen-
te dependientes de la actividad
de proteinas arquitecturales para
interaccionar con sus promotores

diana en comparaciéon con ERC
proximales. Otra posibilidad es
que CTCF/Cohesina contribuyan al
establecimiento de las interaccio-
nes enhancer-promotor, pero no
serian estrictamente necesarias
para su mantenimiento. En este
modelo, las modificaciones epige-
néticas y la actividad de factores
de transcripcién serian suficientes
para mantener el estado transcrip-
cional de los genes, particularmen-
te en células diferenciadas y no
proliferativas.

La relacién entre la organiza-
cion de la cromatina vy la transcrip-
cién también ha sido intensamen-
te estudiada en el contexto de la
activacion de la expresién génica
en el cigoto (Zigote Genome
Activation, ZGA por sus siglas
en inglés). Después de la fusién
de los gametos, la organizacién
en TADs y compartimentos del
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Figura 3

Diferentes aspectos de la localizacion de genes de desarrollo en o cerca del borde de TADs. (A) Como se ha explicado en
la Figura 2, los genes HoxD de vertebrados se localizan en el borde entre dos TADs, pudiendo ser regulados por CREs de un
dominio u otro segun el tejido, activando diferentes combinaciones de los mismos en cada estructura (p. ej. digitos vs porcion
proximal de las extremidades). (B) La localizacion cerca de los bordes de los TADs favorece la interaccion entre enhancers'y
promotores, al quedar ambos en la base del bucle formado entre los sitios CTCF que delimitan el TAD, como se ejemplifica en
el caso de Shhy el enhancer de extremidades ZRS. (C) La localizacion cerca del borde también actta de forma sinérgica con

la actividad de los sitios CTCF para potenciar el aislamiento de los TADs, ya que los promotores de los mismos ejercen como
"atractores” de los enhancers, impidiendo que estos “crucen” el borde. Cambios en la posicién relativa de los genes resulta en
una disminucién del aislamiento entre TADs como queda demostrado para los genes Six3y Six2. (D) Algunos enhancers pueden
cruzar bordes de los TADs para contactar sus genes diana como demuestra el caso del gen Pitx1. En este caso el TAD interme-
dio queda segregado de los otros de forma que el enhancery el promotor de este gen quedan espacialmente cerca en la base

de los bucles.

genoma cigotico es muy débil y
no se afirma hasta el estadio de
4-8 células (en mamiferos) corre-
lacionando con la activacion de

la transcripcion de los genes del
cigoto. Sin embargo, hasta qué
punto el establecimiento de la or
ganizacién 3D de la cromatina es
necesaria para la ZGA en mamife-
ros aln no esta clara. Una discu-
sidbn mucho mas exhaustiva de
estos aspectos puede encontrar-
se en la revisién de Bondarieva A
y Tachibana K (2024).

La organizacion del genoma en
perspectiva Evo-Devo

Los TADs se describieron inicial-
mente en mamiferos y Drosophila,
y posteriormente en todos los
linajes eucariotas, e incluso proca-
riotas, analizados hasta la fecha,
aun con excepciones. Por ejem-
plo, los autosomas del nematodo

C. elegans se organizan en TADs,
pero presentan bajos niveles de
interaccioén intra-dominio y de
aislamiento, coincidiendo con la
pérdida secundaria de CTCF a lo
largo del linaje de nematodos. Asi
mismo, el urocordado (el grupo
hermano de los vertebrados)
Ciona intestinalis y el cnidario
Nematostella vectensis carecen
de TADs, posiblemente por even-
tos de pérdida secundaria asocia-
dos a la divergencia evolutiva de
Sus genomas.

Ensayos funcionales y la
distribucion de sitios CTCF su-
gieren que el modelo de “/oop
extrusion” es clave para formar
estos dominios en vertebrados
y cordados. En cambio, en otros
linajes, como dipteros (Drosophila
y Anopheles), cnidarios (Hydra
vulgaris) o plantas, su organizacién
depende del estado epigenético

y transcripcional (y, por tanto, del
establecimiento de compartimen-
tos A/B). Estas observaciones
suscitan importantes reflexiones
sobre la evolucién de la organi-
zacion de los TADs, el papel de
CTCF vy el control transcripcional
mediante ERCs de largo alcance.
Para una discusién mas detallada
de estos aspectos nos remitimos
a la excelente revisién de Acemel
RD vy Lupiafiez DG (2023).
Enfocandonos en la organiza-
cion de los TADs en vertebrados,
los trabajos iniciales describieron
gue gran parte de estos domi-
nios se encuentran conservados
entre diferentes especies. Esto
contrasta con el alto grado de
plasticidad en la actividad en-
hancer entre especies, por lo
gue los TADs se han postulado
como nichos regulatorios donde
evolucionan y se ganan/pierden
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ERCs. En este sentido, la pro-

pia organizacion interna de los
TADs contribuye a determinar el
patréon de interacciones de nue-
vos ERCs adquiridos durante el
proceso evolutivo (Figura 2A). Asi,
reordenamientos genémicos que
disrumpiesen TADs serfan evoluti-
vamente desfavorecidos, debido a
la consiguiente desregulacién de
los genes contenidos en dichos
dominios. En cambio, se ha visto
que puntos de ruptura sinténicos
localizan preferentemente en
bordes de los TADs. No obstante,
trabajos recientes han demostrado
gue existe una mayor variabilidad
en la localizacién de los bordes de
los TADs, incluso entre especies
filogenéticamente préximas con
respecto a lo inicialmente postula-
do. Uno de los ejemplos més des-
tacados es la transicion de la orga-
nizacién del cluster de genes Hox
de Amphioxus en una Unica TAD a
una organizacion de dos TADs en
los cluster Hox de vertebrados,
permitiendo la implementacién de
complejas estrategias de regu-
lacion en diferentes estructuras
embrionarias (Figura 2B). Otros
trabajos han relacionado cambios
sutiles en la localizacién y/o en la
capacidad de aislamiento de los
bordes de los TADs con cambios
evolutivos en la regulacion génica
(Figura 2C).

Pese a estos avances, aun se
conoce poco sobre las implica-
ciones funcionales de la mayoria
de los cambios evolutivos en la
organizacion de los TADs.

Cruzando fronteras

Desde su identificacion, los
bordes de los TADs han recibido
gran atenciéon como elementos
aisladores. Sin embargo, trabajos
recientes sugieren un escenario
considerablemente méas comple-
jo. De hecho, estos bordes estan
enriquecidos en genes “house-
keeping” y/o de desarrollo. Por
una parte, los primeros dependen
principalmente de elementos

reguladores proximales, sin re-
querir interacciones con ERCs de
largo alcance, lo que contribuye
al aislamiento de los bordes. En
cambio, la localizacién de genes
de desarrollo en los bordes de los
TADs se ha relacionado con varios
aspectos de su regulacion. En el
caso de los clusteres Hox de ver
tebrados, su localizacién entre dos
TADs les permitiria interaccionar
con ambos dominios regulado-
res adyacentes dependiendo del
tejido, y resultaria en patrones de
expresion complejos y dindmicos
como los descritos para los genes
HoxD durante el desarrollo de las
extremidades (Figura 3A).

En otros casos, la localizacion
de genes cerca del borde de
sus respectivos TADs favorece
la interaccion con enhancers de
larga distancia, de forma que los
sitios CTCF que constituyen dichos

Para leer mas

bordes actuan tanto como elemen-
tos aisladores como de anclaje
para interacciones enhancers-pro-
motor (p. ej. Shh, Protocadherins;
Figura 3B). A su vez, la localizacion
de estos genes cerca del borde
contribuiria a incrementar su
capacidad de aislamiento al actuar
como atractores de los enhan-
cers de sus propias TADs (Figuras
3B,C). Finalmente, también se han
descrito enhancers capaces de
interaccionar con sus genes diana
a través de bordes de TADs (bys-
tander gene activation), llegando
incluso a sortear TADs completos
gue quedarian segregados aparte,
acercando asi los TADs del gen vy el
enhancer en cuestion (Figura 3D).
En resumen, estas evidencias
ponen de manifiesto cémo los
TADs y sus bordes contribuyen
de forma compleja y diversa a las
interacciones ERC- promotor.
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