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RESUMEN

Con la finalidad de entender cémo se relaciona la topologia del genoma con la tran-
scripcion, en esta revision analizaremos las evidencias que sugieren a la organizacion
tridimensional del genoma como regulador de la transcripcion y datos que sugieren a la
transcripcién como el proceso regulador de la organizacién del genoma. Por otro lado,
resulta interesante entender cdmo la maquinaria de replicacién del DNA se enfrenta a
esta organizacion tridimensional, por lo que abordaremos también evidencias recien-
tes de cdmo la estructura tridimensional del genoma puede ser relevante durante el
proceso de replicacion y las implicaciones de este proceso en la topologia gendémica.

ABSTRACT

In order to understand how genome topology relates to transcription, in this review
we will analyze the evidence that suggests the tridimensional organization of geno-
me as a regulator of transcription and data that suggest transcription as the process
shaping genome organization. On the other hand, it is interesting to understand how
the DNA replication machinery confronts this three dimensional organization, so we
will also address recent evidence of how the three dimensional structure of the ge-
nome can be relevant during DNA replication and the implications of this process on
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1. ESTRUCTURACION 3D DEL GENOMA

El genoma estad organizado en cromosomas que
durante la interfase del ciclo celular se distribuyen
en territorios cromosomicos, ocupando espacios
particulares en el nucleo (1). Los cromosomas
se dividen en regiones de cromatina abierta y en
regiones de cromatina cerrada que se encuentran
segregadas en el nucleo celular, también llamados
compartimentos A y B, respectivamente (2). A su
vez, los compartimentos de cromatina se encuen-
tran estructurados en Dominios Topoldgicamente
Asociados (TADs, por sus siglas en inglés) cuya
funcién reside en aislar a los elementos de una
region del genoma en particular de elementos en
otros TADs (como genes, elementos regulatorios y
secuencias repetidas). Al interior de cada dominio
se fomentan interacciones promotor-potenciador,
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entre otras, por lo que se ha propuesto que es-
tas estructuras contribuyen a la regulacidon de
la transcripcion (Fig. 1) (3-5). Los TADs, estan
delimitados por regiones fronteras que funcionan
como aisladores o “insulators”. Las fronteras entre
TADs se contactan a través de proteinas entre las
cuales se encuentran CTCF, cohesina, Mediador
y RNA Pol II, son ricas en genes de expresion
constitutiva y en las marcas de histonas caracte-
risticas de cromatina abierta (6, 7). CTCF es una
proteina de uniéon a DNA con 11 dedos de zinc
que tiene funciones diversas, entre ellas, participa
en la estructuracion tridimensional del genoma
ya que se encuentra enriquecido en las fronteras
entre dominios. También es importante en la for-
macién de asas de cromatina entre promotores y
potenciadores (15). La cohesina es un complejo
multiproteico en forma de anillo que mantiene a
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Figura 1. Niveles de organizaciéon de la cromatina. El genoma se organiza en distintos niveles de estructuracion
qgue comienzan con los territorios cromosémicos, donde cada cromosoma ocupa un espacio particular en el nucleo
celular. Posteriormente, en la escala de decenas de Mb estan los compartimentos, que corresponden a regiones
de cromatina abierta (compartimentos A o eucromatina) y cerrada (compartimentos B o heterocromatina), cada
compartimento alberga a los dominios topolégicamente asociados (TADs) donde se fomenta la formacion de loops
de cromatina, por ejemplo entre una region promotora y un enhancer.

las cromatidas hermanas juntas desde la replica-
cion del DNA hasta la division celular (16). En la
cromatina colocaliza con zonas donde se une CTCF,
ayudando en el establecimiento asas de cromatina
(17). Mediador es un complejo multiproteico que
facilita la unién entre factores de transcripcién y
de la RNA pol II en elementos promotores (18).

Grupos de genes al interior de un TAD tienden a
tener niveles de expresién semejantes en compa-
racion con genes ubicados en otros TADs y la abro-
gacion de fronteras entre TADs altera la correcta
conformacion de los dominios adyacentes lo cual
conlleva en ciertos casos a la desregulacién de la
expresion génica (8, 9). En resumen los Dominios
Topoldgicamente Asociados representan una uni-
dad estructural muy relevante para que ocurra la
expresion en espacio y tiempo adecuado, ya que
restringen y fomentan que elementos regulatorios
distales como potenciadores, interaccionen y actien
en un promotor particular. No obstante, existen
evidencias que sugieren que es la transcripcion el
proceso que determina la estructura tridimensional
del genoma (10-14) y al dia de hoy desconocemos
si la topologia del genoma es una consecuencia de
la transcripcién, o si es la topologia quien acota y
regula la expresién de genes en cada tipo celular
de manera independiente de la transcripcion.

2. EVIDENCIAS SOBRE LA REGULACION DE
LA TRANSCRIPCION MEDIADA POR LA OR-
GANIZACION 3D DEL GENOMA

2.1 Los TADs como reguladores de la trans-
cripcién

Los dominios topoldgicamente asociados, a los
cuales nos referiremos como dominios, son uni-

dades estructurales que contribuyen al control
espacio-temporal de los genes, ya que aislan la
interacciones entre regiones del genoma, por lo
que las interacciones intra-dominios tienen una
alta frecuencia mientras que las interacciones
inter-dominios son menos frecuentes. Diversos
reportes han demostrado la importancia de estas
estructuras para que ocurra una expresion de ge-
nes correcta, en procesos de desarrollo y diferen-
ciacion. En cancer por el contrario, se ha obser-
vado que existen alteraciones en la estructuracion
de dominios que conducen a la desregulacion de
la expresién génica. En algunos casos la desre-
gulacion se produce dada la interaccién anormal
entre un elemento potenciador y un promotor.

Una de las evidencias mas contundentes de
la importancia de los dominios en la regulaciéon
transcripcional durante el desarrollo, surge con
el estudio de alteraciones genéticas en humanos,
donde las fronteras entre dominios que contienen
a genes importantes para el desarrollo de las ex-
tremidades estan alteradas y esto conduce a una
desregulacion de los contactos promotor-potencia-
dor, que conlleva a malformaciones de los digitos
tanto en humanos como en ratén (5, 9) (Fig. 2).
Esta region, se organiza en tres dominios, el primer
dominio aisla a los genes WNT6 e IHH (dominio
1), el segundo dominio contiene al gen EPHA4 y
un potenciador (dominio 2), mientras que el tercer
dominio contiene al gen PAX3 (dominio 3). En el
contexto del desarrollo normal de las extremidades
anteriores, el potenciador en el dominio 2 actua so-
bre el promotor de EPHA promoviendo su expresion
en el primordio de la extremidad en desarrollo.

La duplicacién de la frontera entre el dominio 1
y 2, que incluye al gen IHH y al potenciador, tiene
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Figura 2. Perturbaciones en las fronteras de TADs. Se muestra una region gendmica en donde alteraciones
de la posicion relativa de las fronteras entre dominios conduce a malformaciones en las extremidades. Esta region
se organiza en tres dominios mostrados como triangulos verdes (condicion wild type). El dominio 1 contiene a
los genes WNT6 e IHH, el segundo dominio contiene un elemento potenciador y al gen EPHA4 y el tercer dominio
contiene al gen PAX3. En la imagen superior se muestra la alteracién que conduce al fenotipo polidactilia, donde la
duplicacion de la frontera entre el dominio 1 y 2, produce la generacién de un nuevo dominio (triangulo morado)
en donde el potenciador activa a IHH de manera anormal. En la imagen intermedia se representa la inversion de
la frontera, en donde el gen IHH cambia su ubicacién del domino 1 al 2 y el potenciador cambia del dominio 2 al 1
activando al gen WNT6. Finalmente, en la imagen inferior se esquematiza la pérdida de frontera entre los dominios 2
y 3 haciendo que el potenciador active al gen PAX3, normalmente ubicado en el dominio 3 y aislado del potenciador.
En esta alteracion, al deletar esta frontera, se reduce la region a dos dominios, donde el potenciador y el gen PAX3

ahora se ubican al interior del mismo dominio (dominio morado).

como consecuencia la generaciéon de un nuevo
dominio en donde el potenciador actla sobre THH,
provocando el fenotipo de polidactilia (Fig. 2, arri-
ba) (5, 9). Al invertir la frontera entre el dominio
1y 2, incluyendo a la secuencia que contiene al
gen IHH y al potenciador, ocurre un cambio de
localizacién del potenciador, del dominio 2 al do-
minio 1, provocando que el gen WNT6 se exprese.
Esta alteracidn se refleja fenotipicamente como el
Sindrome-F (fusién de dedos) (Fig. 2, en medio).
Una tercera alteracion estructural, consiste en la
eliminacién de la frontera entre el dominio 2 y 3.
En consecuencia, el gen PAX3 es activado por el
potenciador de manera anormal, lo que conduce al
fenotipo de braquidactilia (acortamiento de dedos)
(Fig. 2, abajo).

Este tipo de alteraciones en las fronteras entre
dominios se ha reportado en otras patologias,
como el sindrome Liebenberg, displasia mesoméli-
ca y sindrome de cooks, en donde la afectacion en

las fronteras desregula la expresion de los genes
PITX1, ID4, KCNJ2, respectivamente (19-23).
También en leucemia y glioma hay reportes de
perturbaciones en las fronteras de dominios, que
ocasionan la accién de potenciadores sobre genes
(i.e TAL1, LMOZ2, PDGFRA) que de manera normal
se encuentran en dominios distintos y esto conlleva
a la trasformacién celular (24, 25).

En conjunto, estas evidencias muestran que
los dominios son importantes para aislar las
interacciones promotor-potenciador, evitando que
un potenciador contacte a un gen de otro dominio.
Ademas de lo anterior, otra funcidn relevante de
los dominios es que permiten que dos regiones del
genoma que se encuentran separados por cientos
de kilobases formen interacciones, un ejemplo
de este fendmeno es el promotor del gen Shh y
el potenciador ZRS (26). Estos elementos estan
separados por aproximadamente 850kb pero
se localizan en el mismo dominio, por lo que se
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contactan eficientemente. La interaccion de Shh
con este potenciador es fundamental durante
el desarrollo de las extremidades en todos los
metazoarios incluyendo al humano (26).

Ademas de aislar a las interacciones, se ha pro-
puesto que los dominios controlan la extension de
estados de cromatina en el genoma (10). Como es
el caso de los clusters Hox, estos genes se distribu-
yen en dos dominios y la frontera es un elemento
fundamental para que se dé la expresion correcta
de estos genes durante el desarrollo. Por ejemplo,
el cluster HoxA esta organizado en dos dominios,
uno que alberga a los genes HoxA1 a HoxA6, y otro
que tiene a los genes HoxA7 a HoxA13. Durante la
diferenciaciéon de Células Troncales Embrionarias
(ESC por sus siglas en inglés) a motoneuronas
se expresan los genes HoxAl a HoxA6, por el
contrario los genes HoxA7 a HoxA13 permanecen
silenciados (27). Estos cambios en la expresion de
genes, coinciden con un cambio de la marca de
histona H3K27me3 (marca de cromatina cerrada)
a H3K4me3 (marca de promotores activos) y de
enriguecimiento de RNA pol II, Unicamente en el
domino que contiene a los genes HoxA1-HoxA6.
La frontera entre estos dominios tiene motivos de
unién para CTCF, cuando se deletan estos motivos,
la marca H3K4me3 se extiende hacia el dominio
HoxA7-HoxA13 provocando su expresion (27).

Con estas evidencias queda demostrado que
CTCF es importante como barrera de la extension
de H3K4me3, sin embargo la extension no ocurre
en todo el dominio y transcripcionalmente solo
activa a los genes HoxA7, HoxA9, HoxA10 (27).
Esto sugiere que existen otros mecanismos que
ayudan a delimitar las zonas de eucromatina y
heterocromatina.

2.2 Proteinas estructurales, su papel en la
regulacion de la transcripcion y en la orga-
nizacion del genoma

Las proteinas estructurales, tienen un papel directo
en la organizacion del genoma. De éstas, CTCF y
el complejo cohesina son las proteinas mas estu-
diadas. Con base en la funcién de estos factores
proteicos, se ha propuesto el modelo de extrusion
de asas de cromatina para explicar como se forman
los TADs (28).

Como se menciono anteriormente, CTCF es una
proteina con dedos de zinc de funcién versatil.
Se ha demostrado que CTCF puede tener un pa-
pel como factor de transcripcion, también como
proteina mediadora de interacciones promotor-
potenciador, y también juega un papel relevante
en la formacion de fronteras entre dominios (4,
29). Para determinar la relevancia de CTCF en la
estructuracion de dominios, se ha degradado a la

proteina CTCF en ESC de ratén y en células Hela.
El resultado de estos experimentos muestra que
los dominios pierden estructura y ocurren cambios
en los niveles de transcripcion de genes (30,31).
Particularmente en ESC de ratdn, la degradacion de
CTCF por 1 a 4 dias conlleva a la desregulacion de
la transcripcion de genes encontrando desde 370
hasta 4,996 genes diferencialmente expresados al
dia 1 y 4 respectivamente (30). De estos genes,
la mayoria de los genes que estan sub expresados
tienen un motivo de unién a CTCF en el sitio de ini-
cio a la transcripcion, por el contrario los genes que
se sobre expresan no tienen sitio de union a CTCF
pero se encuentran en dominios cuya frontera los
separa de potenciadores activos (30). Estos datos
sugieren que en el caso de los genes sub expre-
sados, CTCF podria regular la expresidén de genes
al evitar la oclusion por nucleosomas en el sitio de
inicio a la transcripcion o evitando la metilacion del
DNA en el promotor, asimismo estas evidencias
sugieren que CTCF es un elemento importante
en el establecimiento de fronteras entre dominios
delimitando la accion de los potenciadores. Sin
embargo, con los datos experimentales que se han
desarrollado hasta el momento, desconocemos
cuantos genes se desregulan directamente por
los cambios en la estructura en dominios, cuantos
genes se desregulan porque CTCF tiene un papel
como factor de transcripcion y por ultimo des-
conocemos qué genes se desregulan de manera
indirecta. En este sentido, llama la atencidon que
la degradacion de CTCF no altera la disposicion
de los compartimentos, es decir que las zonas de
eucromatina y heterocromatina se mantienen,
sugiriendo que CTCF no es una proteina que par-
ticipe como aislador o barrera de compartimentos.
Sin embargo es posible que CTCF participe en el
aislamiento de estados cromatinicos en conjunto
con otros factores proteicos desconocidos.

CTCF tiene dominios de unidon a RNA, que al
mutarse disminuyen la capacidad de CTCF para
unirse a la cromatina, produciendo un incremento
de interacciones intra-dominio y desregulacion de la
expresion de una proporcion de genes. Estos datos,
indican que los RNAs que se unen a CTCF contri-
buyen a la regulacion de la topologia gendémica y a
la transcripcion (32). En conjunto, estos elementos
implican un nivel mayor de complejidad que existe
en el nucleo celular para regular la topologia vy la
expresion de genes.

Como se menciono, CTCF y el anillo de cohesina
colocalizan en la cromatina y estructuran la base
de algunos loops y fronteras (33, 34). Al eliminar la
subunidad de cohesina Rad21, los dominios desa-
parecen, sin embargo a nivel transcripcional solo el
14% de genes muestran cambios en su expresion. El
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60% de los genes se sobre expresa, sugiriendo que
el papel principal de la cohesina como estructurador
de dominios es el bloqueo de la interaccién entre
promotores y potenciadores que estan en distintos
dominios (35). Efectos similares se han observa-
do al eliminar a la proteina Nipbl, cuya funcién es
depositar al complejo cohesina en la cromatina,
en hepatocitos de raton, y también deletando la
subunidad Sccl del complejo cohesina en células
Hela (31, 36). Sin embargo, existen evidencias de
que la cohesina puede mediar interacciones entre
promotores y potenciadores durante procesos de
diferenciacion terminal (37). Por lo cual probable-
mente la cohesina tenga distintas funciones tanto
como formador de dominios y como mediador de
interacciones entre promotores y elementos de
regulacion.

Si bien CTCF y cohesina son proteinas que es-
tructuran a los dominios, en ausencia de estas pro-
teinas, un porcentaje pequefio de dominios no se
afectan, por lo que deben existir otros componentes
moleculares involucrados en la organizacién del
genoma en dominios, que aun no se han descrito.
Aunque algunos estudios demuestran que la alte-
racion de las fronteras provoca la desestructuracion
de los dominios y cambios en la expresion de genes,
no se ha analizado si es la transcripcion en las fron-
teras o al interior de los dominios, lo que fomenta
la organizacién gendémica.

3. EVIDENCIAS SOBRE LA REGULACION DE
LA ORGANIZACION 3D DEL GENOMA POR LA
TRANSCRIPCION

La fronteras son elementos fundamentales para
el establecimiento de los dominios y en ellas exis-
ten elementos gendmicos que sugieren una alta
actividad transcripcional (6). Inicialmente esta
caracteristica se describio en fronteras de ratén y
humano. Actualmente diversos estudios muestran
que las fronteras en otros organismos también
tienen transcripcion activa. En este sentido se ha
propuesto que la transcripcion puede modular a la
organizacion del genoma en dominios y que es un
mecanismo conservado evolutivamente.

3.1 La transcripcion establece a los dominios
en procariontes

En la bacteria Caulobacter crescentus el 74% de
las fronteras de los dominios muestran alta acti-
vidad transcripcional y al inhibir la elongacion de
la transcripcion con rifampicina, las fronteras se
desestabilizan. Sin embargo, este dato no asegura
que la transcripcion regule de manera directa la
estructura de los dominios. Para demostrar que la
transcripcion es fundamental en el establecimiento
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de fronteras, el grupo de Michael T. Laub insert6 un
gen con alta actividad transcripcional que se localiza
en una frontera, el gen rsaA, a una region de baja
actividad transcripcional al interior de un dominio.
El resultado obtenido es la formacién de una fron-
tera en Caulobacter crescentus (38, 39).

En Bacillus subtilis el 60% de las fronteras mues-
tran alta expresion de genes e interesantemente el
30% de las fronteras corresponden a elementos de
DNA adquiridos por transferencia horizontal, con
bajos niveles de dinucledtidos GC en comparacion
con el resto del genoma y ocupados por el activador
transcripcional Rok (40). Esto coincide con datos
de otros organismos en donde no hay elementos
que sugieran una alta actividad transcripcional pero
que tienen otras caracteristicas, aln no descritas,
que contribuyen en la estructuracién del genoma.
En ambas especies de bacterias, la transcripcion es
relevante para el establecimiento de las fronteras
de dominios, pero se sigue desconociendo si este
mecanismo es suficiente para dirigir la formacion
de dominios en otros organismos procariontes.

3.2 La transcripcion establece a los dominios
en eucariontes

La presencia de dominios también se ha reportado
en otros organismos eucariontes ademas de los
mamiferos, como son S.cerevisiae, S. pombe, C.
elegans, A. thalina, Oryza sativa y Droshopila. En
todos ellos las fronteras de los dominios muestran
marcas de histonas activas y una alta actividad
transcripcional. Con excepcion de Drosophila, es-
tos organismos no tienen una proteina homodloga
a CTCF por lo que se ha propuesto que es la trans-
cripcion y no proteinas estructurales, quien dirige
a la organizacion del genoma (11-14).

3.2.1 Drosophila

Las fronteras que se han estudiado con mayor de-
talle en organismos diferentes a mamiferos, son las
de Drosophila. Las proteinas que estan presentes
en estas fronteras son RNA pol II, ISWI, BEAF-32,
CP190, las marcas de histonas H3K27ac, H3K4mel,
H3K4me3, H3K36me3, H4K1l6ac y genes consti-
tutivos (41). Los genes que se encuentran en las
fronteras de dominios en Drosophila, tienen niveles
de transcripcion mas altos que los genes localizados
al interior de los dominios (41).

En cuanto a CTCF, existen evidencias en la li-
teratura donde se reporta que en lineas celulares
embrionarias de Drosophila, CTCF esta enriquecido
en fronteras (42) y otras en las que este no parece
ser el caso (41). Un estudio del afio 2019, reporta
que el enriquecimiento de CTCF en las fronteras
de células embrionarias no es significativo, pero
al diferenciar las células a linajes neurales, estas
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células diferenciadas si tienen enriquecimiento de
CTCF en las fronteras (43). Otro estudio en células
embrionarias S2R+, muestra que la frontera del
gen Notch, esta enriquecida en CTCF, y al eliminar
los sitios de union por CRISPR se desestructura el
dominio (44).

Para explorar si la transcripcion o la proteina
estructural CTCF, es quien organiza a los dominios,
se necesitaria realizar un experimento en donde
se inhiba la transcripcion localmente para deter-
minar si esto es suficiente para desestabilizar a
un dominio. Por otro lado, se podria abatir a CTCF
en células embrionarias para evaluar si existe o
no un cambio en la organizacion de los dominios
dado que CTCF no parece enriquecido en las fron-
teras de este tipo celular. Si ahora estas células
se diferencian a células neurales, donde CTCF si
estd enriquecido en las fronteras, esperariamos
encontrar alteraciones de los dominios y quiza
deficiencia en la diferenciacion. Estos escenarios,
sugieren que la organizacién del genoma y su re-
lacion con la transcripcion es altamente compleja,
y que dependiendo del tipo celular o estadio del
desarrollo pudiera influir mas la transcripcién o
mas la contribucién de proteinas estructurales
en la organizacion del genoma, o bien, pueden
ser procesos interdependientes. Asimismo, esta
relacion podria ser locus especifico, es decir que
en las fronteras existan mecanismos heterogéneos
qgue regulen la expresion o la estructura, lo cual
explicaria la relevancia de CTCF en la frontera del
gen Notch, donde CTCF estructura al dominio pero
contradice las evidencias que sefialan que CTCF no
esta enriguecido en fronteras.

Un fendmeno que se ha explorado en Drosophi-
la para tratar de entender como la transcripcion
y la estructura 3D del genoma se relacionan, es
el estimulo de células embrionarias a choque de
calor. Cuando se exponen las células embriona-
rias Kc167, por 20 minutos a un choque de calor,
ocurre un cambio de expresidon transcripcional
en donde los genes que se estaban expresando
pierden la unién de la RNA pol II y se silencian
rapidamente, y solo los genes de respuesta a
estrés térmico como los factores de choque de
calor (Heat Shock Factors, HSF), se expresan de
manera abundante (45). Esto va acompafiado por
una disminucidn de proteinas estructurales en las
fronteras entre los dominios, de tal forma que los
contactos inter-dominio aumentan. También, las
marcas de cromatina activa disminuyen y se gana
H3K27me3, que denota cromatina silenciada por
el complejo Polycomb (45). Dado que el choque de
calor produce que la mayoria de los genes se si-
lencien transcripcionalmente y las fronteras de los
dominios pierden estructura, se podria sugerir que

la transcripcidn es el modulador de la organizacion
del genoma. Para probar esta hipétesis, se incubo
a las células con triptolide, un inhibidor del inicio de
la transcripcion que disminuye el enriquecimiento
de la RNA pol II en promotores, el resultado mostro
un aumento de las interacciones inter-dominios
y desestabilizacion de las fronteras, efectos que
son similares a los que causa el choque de calor.
Con estas evidencias los autores de este trabajo
sugieren que es la transcripcion quien modula a la
organizacion del genoma (45). Sin embargo, estos
experimentos no descartan la posibilidad de que
al inhibir la transcripcién de todo el genoma, se
pierda algin RNA que codifique a una proteina, o
bien un RNA no codificante, importantes en la es-
tructuracion del genoma. Tampoco se descarta que
sea la Pol II la que confiera estructura al genoma
y no la transcripcion per se, por lo que la pregunta
se mantiene vigente.

En otros trabajos también se ha inhibido la
transcripcion para tratar de determinar si este
proceso modula la organizacion 3D del genoma.
Sometiendo a células embrionarias de Drosophila
a triptolide, como en el trabajo de Li et al. 2015
(45), se determind que las interacciones entre los
compartimentos A-B y B-B aumentan, y disminu-
yen las interacciones entre A-A, reflejado en una
ganancia de interacciones de larga distancia y
disminucion de las interacciones de corta distancia
(11). Asimismo el tratamiento con flavopiridol,
un inhibidor de la elongacién de la transcripcion,
que no afecta la union de la RNA pol II a los pro-
motores, produce que los contactos al interior de
estructuras llamadas mini-dominios disminuyan,
estas estructuras son interacciones mediadas por
la RNA pol II activa, cohesina y condensina II, que
se forman entre el sitio de inicio de transcripcion
con el sitio de terminacion de la transcripcion de
un gen que se esta elongando (46).

La elongacion de la transcripcion puede tener
un efecto en la modulacion de la organizacién del
genoma a nivel de los mini-dominios, por lo tanto,
desconocemos si la elongacion de la transcripcion
influye en la estructura de los dominios topoldgi-
camente asociados.

3.2.2 Mamiferos

En diversas lineas celulares de ratdon y humano se
ha caracterizado que las fronteras de los dominios
estan enriquecidas en varios elementos que inclu-
yen transcripcion activa, marcas de histonas de
cromatina accesible, genes constitutivos, ZNF143,
YY1, RNA pol II, cohesinas y CTCF (6,7). Muchos
estudios en mamiferos muestran que la delecidn,
inversion o duplicacion de una frontera entre domi-
nios impactan en la expresion de genes, como se
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describio en la seccidon “Los TADs como reguladores
de la transcripcidon”.

En mamiferos no hay una demostracion expe-
rimental donde se evidencie de manera directa
que es la transcripcion el proceso que dirige a la
topologia del genoma, aunque diversos estudios
han inhibido la transcripcion de manera general
para evaluar si ocurren cambios en la topologia
(32, 47). Un estudio que quiso demostrar este
fenomeno, utilizé un modelo de diferenciacion de
ESC de ratdén a células neurales. En este estudio se
encontraron tres tipos de fronteras en ambos tipos
celulares; fronteras con CTCF-cohesina, fronteras
sin CTCF y fronteras que no tienen caracteristicas
de transcripcidon activa (47). La mayoria de los
dominios estan conservados entre ambos tipos
celulares. Al explorar las caracteristicas de las
fronteras de los dominios que son especificos de
cada tipo celular se encontré que exhiben una alta
actividad transcripcional, sugiriendo que la trans-
cripcion conduce a la formacion de dominios. Para
demostrar lo anterior, se dirigié una dCas9-RNA pol
IT a tres genes transcripcionalmente inactivos en
ESC de ratdn con la hipdtesis de que la transcrip-
cion de estos genes fomentara el establecimiento
de una frontera. Con este sistema los genes se
expresan de 10 a 20 veces mas respecto al con-
trol, sin embargo, no se observéd la formacidon de
nuevas fronteras (47). Este experimento muestra
que la transcripcion per se, en mamiferos, no es
suficiente para la estructuracion del genoma. Un
aspecto importante a considerar es que la sobre
expresion de los genes a los que se dirigio la
dCas9-RNA pol II no causa la diferenciacion celular,
por lo que quiza algun elemento expresado durante
este proceso, sea necesario para el establecimien-
to de los dominios. Asimismo, seria interesante
conocer el conjunto de proteinas de una frontera
especifica de células neurales y compararlas con
las proteinas que se localizan en esa regidén pero
en ESC de ratén, para saber qué proteinas son
importantes en la formacién de una frontera en
un tipo celular y en otro, asi como los factores
compartidos entre ambos. Recordemos que en
Caulobacter crescentus la transcripcion si dirige el
establecimiento de una frontera, entonces la inter-
dependencia entre la organizacion 3D del genoma
y la transcripcion en mamiferos, parece ser mas
compleja que en procariontes, y a la fecha no es
claro si es la transcripcion quien dirige la topologia
o si es la topologia quien dirige a la transcripcion.
Por las evidencias que hasta ahora se han descrito,
parece que hay elementos que si tienen un papel
global en la organizacién del genoma, como CTCF y
cohesina, pero también hay evidencias en regiones
especificas del genoma donde la delecion de estos
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elementos no afecta a las fronteras de dominios,
asi como fronteras que no tienen estos elementos
proteicos ni caracteristicas de transcripcion activa
(6, 30, 47, 48).

4. RELACION ENTRE LA ORGANIZACIéN 3D
DEL GENOMA Y LA TRANSCRIPCION EN EL
CIGOTO

Un modelo muy interesante que se ha usado para
entender como surge la organizacion del genoma
y su relacion con la transcripcion, es el cigoto. El
genoma cigdtico se forma de dos tipos celulares
haploides con caracteristicas particulares y trans-
cripcionalmente inactivos (49, 50). La fusion de
estos genomas implica que en un punto particular
del desarrollo se deberan establecer las estructu-
ras tridimensionales del nuevo genoma. Existen
reportes en raton, Drosophila y en pez cebra, que
describen la organizacion del genoma en TADs
y compartimentos durante diversas etapas del
desarrollo embrionario temprano y su relacion
con la transcripcidén. El objetivo de esta seccion
es describir como surge la topologia del genoma
en cada uno de estos organismos, examinar si
la transcripcidon tiene o no un papel importante
en esta estructuracion y finalmente detectar las
diferencias que existen entre organismos.

El cigoto en raton se forma con un genoma pa-
terno transcripcionalmente silenciado y empaque-
tado en protaminas, con solo el 2% de su genoma
ocupado por proteinas histonas. Curiosamente,
aunque no hay transcripcion en el genoma pater-
no, éste se organiza en dominios y compartimen-
tos, incluso algunas regiones muestran enriqueci-
miento de CTCF y cohesina (49, 51, 52). También,
existen genes inactivos transcripcionalmente que
se encuentran altamente enriquecidos en RNA pol
I y presentan interacciones intra-génicas. En este
escenario la RNA pol II podria tener una funcion
estructural sin necesidad de la actividad transcrip-
cional (46, 52).

La organizacion del genoma materno de raton,
se ha explorado en ovocitos maduros, revelando
que el genoma en estas células carece de dominios
y compartimentos (50, 53, 54). Cuando ocurre la
fertilizacidon, los genomas parentales se encuen-
tran espacialmente segregados y su organizacion
es diferente hasta la etapa de 8 células, donde
los dominios y compartimentos se establecen (53,
54). Un aspecto que llama la atencion es que,
aunque el establecimiento de los compartimentos
es gradual, en el genoma paterno se detectan
con mayor eficiencia desde etapas tempranas
del desarrollo, en comparacion con el genoma
materno. Dado que en las células germinales, el
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genoma paterno exhibe dominios y en el materno
estan ausentes, se ha sugerido que después de la
fertilizacion el genoma materno forma los com-
partimentos de novo, mientras que en el genoma
paterno los compartimentos se podrian establecer
por herencia, es decir que los compartimentos se
forman con base en la estructura establecida en
los espermatozoides (54). Comparando los com-
partimentos de embriones con los compartimentos
del genoma paterno, se logran identificar regiones
que se reorganizan. Principalmente regiones que
cambian del compartimento B al compartimento
A, estas regiones contienen genes que codifican a
factores de pluripotencia. También hay genes que
cambian del compartimento A al B, como el gen
Hook1, que tiene una funcion en la produccion
de espermatozoides (50). Las fronteras entre los
dominios de espermatozoides y embriones, mues-
tran un enriquecimiento de marcas de histonas de
cromatina activa, CTCF y cohesina (50).

La activacion genomica del cigoto es un proceso
bioldgico que ocurre durante la embriogénesis tem-
prana, por medio del cual se activa por primera vez
la transcripcion. Para determinar si este evento esta
relacionado con el establecimiento de los comparti-
mentos y dominios, se han realizado experimentos
en los que embriones de dos células, son incubados
con a-amanitina, un inhibidor que la RNA pol II
que impide la unidén al DNA. En este contexto, las
estructuras del genoma no se ven afectadas, por
lo que la transcripcidon no es un factor que parezca
determinante en la organizacion 3D del genoma (50,
53).

Al igual que en otros modelos, se ha sugerido
en Drosophila, que el principal conductor de la
organizacion del genoma es la transcripcion. Esta
hipotesis se basa en que los dominios se detectan
en etapas posteriores a la activacion del genoma,
y coinciden con un enriquecimiento gradual de la
RNA pol II en las fronteras (55). En Drosophila, al
incubar embriones con los inhibidores de la trans-
cripcion a-amanitina y con triptolide, se siguen
detectando los dominios, sugiriendo al igual que en
los embriones de ratdén, que el establecimiento de
los dominios ocurre por un proceso independiente
a la transcripcion (55). Sin embargo, los dominios
de los embriones tratados con los inhibidores de
la transcripcion, ganan contactos inter-dominios
mientras que los contactos intra-dominio disminu-
yen. Los autores de este trabajo sugieren que si
bien la transcripcion no es un proceso elemental
en la estructuracion de los dominios, si contribuye
a limitar a los contactos al interior de cada dominio
(55). Una proteina que muestra enriquecimiento
en las fronteras de los embriones de mosca, en una
etapa del desarrollo donde los dominios comienzan

a formarse es el factor de transcripcion Zelda. En
embriones con abatimiento de esta proteina, se
observa que las fronteras desaparecen, por lo que
este factor puede ser relevante para el estableci-
miento de la topologia genémica de Drosophila, sin
embargo, no todas las fronteras requieren de Zelda
para establecerse (55).

En pez cebra, el genoma de los cigotos que aun
no han pasado por la activaciéon genémica, se orga-
niza en compartimentos y dominios, las fronteras
de los dominios estan enriquecidas con CTCF, genes
constitutivos y marcas de histonas de cromatina
accesible.

De forma interesante, cuando ocurre la activacion
gendmica del cigoto, la topologia del genoma se
pierde dramaticamente, y se establecen nuevamen-
te de manera gradual conforme avanza el desarrollo
(56).

Estas evidencias de diferentes tipos de orga-
nismos, en el establecimiento de las estructuras
topoldgicas, nos sugieren que la transcripcion tiene
una relaciéon compleja con la organizacion 3D del
genoma Yy que ésta puede tener una funcidon mas
0 menos relevante dependiendo de la especie en
estudio. A la fecha no podemos asegurar que la
transcripcion sea el proceso suficiente y necesario
que dirige a la organizacion del genoma durante el
desarrollo del cigoto en todas las especies y segu-
ramente actla junto con otros elementos que con-
tribuyen a estructurar el genoma, como es el caso
de la proteina Zelda en Drosophila. Por otro lado,
varias evidencias sugieren que existen particulari-
dades dependiendo del locus evaluado, con lo cual,
las reglas generales que determinan la organizacion
3D del genoma todavia se desconocen.

5. RELACION ENTRE LA ORGANIZACI(')N 3D
DEL GENOMA Y LA REPLICACION

En ratdn, se han realizado experimentos para es-
tudiar la conformacién tridimensional del genoma
en embriones sometidos al tratamiento con el inhi-
bidor de la replicacion afidicolina. A diferencia de lo
observado con los inhibidores de la transcripcion,
que no afectan del todo la estructura del genoma,
el bloqueo de la replicacion conduce a la pérdida de
dominios, sugiriendo que este proceso contribuye en
el establecimiento de estas estructuras gendmicas.
Se ha propuesto que esto puede deberse a que las
proteinas estructurales que se unen al DNA, acceden
con facilidad a la cromatina durante el proceso de
replicacion y probablemente en los embriones de
dos células, la replicacion facilite el reemplazo de
variantes de histonas o modificaciones de histonas
activas, lo cual podria ser relevante para establecer
a los dominios y compartimentos (50).
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Figura 3. Dinamica de la estructura 3D del genoma durante el ciclo celular. Durante las fases del ciclo
celular, ocurren cambios en las distancias de los contactos entre regiones del genoma. Después de la mitosis los
cromosomas se descompactan en la fase G1, dando lugar al establecimiento de los compartimentos, dominios e
interacciones entre promotores y elementos regulatorios. Estas estructuras se mantienen desde una etapa de la
fase G1 hasta G2 (regidn verde del ciclo celular), los contactos entre regiones pueden ir desde los 50kb hasta 4Mb
aproximadamente (representados con el circulo azul y morado en un cromosoma interfasico). Los compartimentos
y dominios se desestructuran por completo en la mitosis (regién naranja del ciclo celular), dado que el cromosoma
metafasico representa el nivel mas alto de compactacion del genoma, se fomentan interacciones de largo alcance,
de 12-50Mb aproximadamente (representados con el circulo rojo y verde en un cromosoma metafasico).

Durante la replicacién existen dominios gendmi-
cos que se replican tempranamente y otros que lo
hacen de manera mas tardia. Estos dominios con
distintos momentos de replicaciéon corresponden a
dominios topoldgicamente asociados y son unidades
estables durante la sintesis del DNA. Los dominios
que se replican de manera temprana se localizan en
compartimentos tipo A, mientras que los dominios
de replicacién tardia se encuentran en comparti-
mentos B (57). Durante la etapa de mitosis éstos
se desestructuran y se re-establecen en la fase
G1 temprana del ciclo celular, permitiendo que los
contactos entre genes y elementos de regulacién
vuelvan a formarse, dando inicio a los procesos de
transcripcién y silenciamiento de genes (Fig. 3).
Respecto a los compartimentos, en contraste a los
TADs, la compartamentalizacion es débil durante la
fase G1 y aumenta hacia el inicio de la fase S, te-
niendo su maxima organizacion en la fase G2, justo
antes de una completa pérdida de compartimentos
en la mitosis (58).

Para tratar de entender como la replicacion puede
regular la topologia del genoma, se ha explorado
al dominio Dppa2/4. Las fronteras del dominio
Dppa2/4 en mESC tienen enriquecimiento de CTCF y
al deletar las fronteras de este dominio no se afecta
el proceso de replicacion. Contrariamente si se eli-

minan secuencias al interior del dominio, las cuales
estan enriquecidas con factores de transcripcién y
marcas de cromatina que incluyen a P300, H3K27ac,
H3K4m1, H3K4m3, Med1, and OCT4, SOX2 y NA-
NOG, se observa que el dominio cambia del com-
partimento A al B, las fronteras se desestabilizan
y se pierde la transcripcion del dominio. Este tipo
de elementos tipo potenciadores se han nombrado
ERCEs (Early Replication Control Element) (59). Esto
sugiere que hay regiones dentro de los dominios
gue contribuyen a la organizacién del genoma, la
replicacidon y la transcripcién, sin embargo estas ca-
racteristicas no se encuentran en todos los dominios
del genoma, por lo que no podemos concluir que
los ERCEs regulen la replicacion, la transcripcion y
la topologia en todo el genoma.

A pesar de la informaciéon que se tiene hasta
ahora sobre la relacion entre los dominios con la
replicacién, no es claro cdmo los dominios vuelven
a formarse después de la mitosis, ademas descono-
cemos qué elementos son necesarios y suficientes
para el restablecimiento de la topologia genémica.

6. CONCLUSIONES

Los dominios topoldgicos son unidades estructurales
gue contribuyen a la regulacién de la transcripcion
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y dependiendo de su tipo de cromatina, pueden
replicarse de forma temprana o tardia. Estos do-
minios estan conservados en un porcentaje alto
entre tipos celulares, y hay dominios especificos
en cada tipo celular. A la fecha no hay evidencias
que sustenten que la transcripcion o la replicacion
sean estrictamente necesarios para conformar a
la topologia del genoma y viceversa. Conocemos
factores como CTCF, cohesina, marcas de histonas
activas y elementos de replicacion temprana que
fomentan tanto la transcripcion como la estructu-
racion del genoma y el momento de la replicacion.
Sin embargo, aun desconocemos qué elementos
son esenciales para coordinar estos procesos. A
pesar de que se han descrito diversos elementos
en las fronteras de los dominios, existen fronteras
que no tienen enriquecimiento de CTCF y/o cohesi-
na y fronteras que presentan niveles bajos o nulos
de transcripcion. Estas regiones con caracteristi-

cas particulares no se han explorado, por lo que
desconocemos qué otros elementos pueden estar
fomentado la organizacion del genoma en dominios
y como esto se relaciona con la transcripcion vy la
replicacion. Por las evidencias experimentales que
se tienen hasta ahora, todo indica a que la topo-
logia, la transcripcion y la replicacion son procesos
interdependientes y que existen particularidades
dependiendo de la especie en estudio. Esto indica
que al dia de hoy, todavia desconocemos a todos los
factores necesarios y suficientes que estructuran al
genoma en tres dimensiones.
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