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PRESENTACION

Los Informes Anticipando, elaborados en el marco del
Observatorio de Tendencias en la Medicina del Futuro
impulsado por la Fundacion Instituto Roche, surgen con
el objetivo de contribuir a la generacién y difusion de los
avances en areas de conocimiento incipiente relacionadas
con la Medicina Personalizada de Precision y que forma-
ran parte de la Medicina del Futuro.

El Observatorio cuenta con un Comité Asesor formado
por el Dr. Angel Carracedo, el Dr. Joaquin Arenas, el
Dr. Pablo Lapunzinay el Dr. Fernando Martin-Sanchez,
responsables de la seleccion de las teméticas y la iden-
tificacion de los expertos que elaboran los contenidos de
los informes, asi como la revision final de dichos docu-
mentos.

Este informe que versa sobre el Nucleoma 4D esta
coordinado por el Dr. Marc A. Marti-Renom. En su ela-
boracién han participado como expertos el Dr. Jorge Fe-
rrer, la Dra. Ana Losada y el Dr. Dario Lupiafiez.

El Dr. Marc Marti-Renom, es licenciado en biologia y
PhD en Biofisica Molecular por la Universidad Auténoma
de Barcelona. Desde 2006, el Dr. Marti-Renom lidera el
grupo de investigacion en Gendmica Estructural, primero
en el Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF) y pos-
teriormente en el Centro Nacional de Analisis Genémico -
Centro de Regulacion Genémica (CNAG-CRG). Ademas,
es profesor de investigacion en la Institucion Catalana de
Investigacion y Estudios Avanzados (ICREA). La mision
de su grupo es desarrollar y utilizar enfoques experimen-
tales y computacionales para caracterizar la regulacion
molecular de las células mediante el estudio de la estruc-
tura de las macromoléculas y sus complejos. En particular,
estudian moléculas reguladoras como el ARN y la croma-
tina. Ha coordinado dos equipos internacionales financia-
dos por la Unién Europea (UE): Era-Net Pathogendmica
Grant, y el Human Frontier Science Program-Research

Grants Award. Ademds, ha participado en numerosos
proyectos financiados por la UE, incluida la subvencion
4DGenome financiada por European Research Council
Synergy (2014-2020). Actualmente, es co-Investigador
Principal (co-PI) en ChromDesign ETN, el Centro de exce-
lencia de PerMed y 3D’Omics, proyectos financiados por
el programa Horizonte 2020 de la Comisién Europea. Tam-
bién coordinay participa en subvenciones de fundaciones
privadas como la Fundacién “La Caixa” y “La Marat¢” de
TV3 'y la Fundacién Lundbeck. Desde 2021 es co-PI del
Center for Genome Imaging, un Centro de Excelencia en
Ciencias Gendmicas, del National Human Genome Re-
search Institute del National Institute of Health en EE.UU.

El Dr. Jorge Ferrer, es coordinador del Programa
Transversal de Gendmica Médica y lider del Grupo de
Regulacion del genoma y diabetes del Centro para la
Regulaciéon Genémica (CRG). Se licencié en Medicina y
realizé la residencia en Endocrinologia en el Hospital Cli-
nic de Barcelona. Posteriormente, se formd en genética
y regulacion transcripcional en la Universidad de Was-
hington y la Universidad de Harvard antes de regresar al
Institut d'Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer
de Barcelona, y al CIBERDEM. Luego se trasladé al Impe-
rial College de Londres, donde establecié un laboratorio
con sede en el Centro Imperial de Medicina Traslacional
y Experimental. Fue jefe de la Seccién de Epigendmica y
Enfermedades, jefe de Genética y Gendmica en el Centro
de Investigacion Biomédica Imperial del NIHR e investi-
gador senior de Wellcome Trust. Desde 2018, es jefe de
grupo en el Centro de Regulacién Genémica (CRG) de
Barcelona y mantiene la posicion de profesor de Genética
y Gendmica en Imperial College. La linea de investigacion
del profesor Ferrer estd dirigida a comprender la regula-
cion del genoma de las células beta pancreédticas y sus
implicaciones para la diabetes humana. Su equipo combi-
na sistemas de modelos genéticos y gendmica avanzada
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para abordar cuestiones clave en la biologia, regenera-
cion y enfermedad de las células beta humanas. Entre los
trabajos recientes del equipo, destaca la generacion de
mapas 3D del genoma en islotes pancredticos humanos
qgue han permitido identificar mecanismos genéticos de
esta enfermedad y posibles dianas terapéuticas.

La Dra. Ana Losada, es licenciada y doctora en Cien-
cias Quimicas por la Universidad Auténoma de Madrid.
Desde 2004, dirige el Grupo de Dindmica Cromosémica
dentro del Programa de Oncologia Molecular del Centro
de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO). Durante su eta-
pa postdoctoral trabajé con el Dr. Tatsuya Hirano en Cold
Spring Harbor Laboratory (NY, USA) e identificé el primer
complejo cohesina de vertebrados, contribuyendo de for-
ma notable a la caracterizacion de su funcionamiento y re-
gulacion. Su investigacion hoy en dia se centra en el estu-
dio de dicho complejo y en las consecuencias patolégicas
de su mutacion, tanto en sindromes del desarrollo como
en cancer. En particular, el grupo explora la especificidad
funcional de las diferentes versiones de cohesina que co-
existen en las células de mamiferos y su participacion en
la organizacion 3D del genoma usando modelos celulares
y modelos de ratén. Recientemente ha puesto en marcha
un proyecto financiado por la Asociacién Espafiola Contra
el Cancer (AECC) para entender la contribucion de las

mutaciones en el gen de cohesina STAG2 a la agresividad
del Sarcoma de Ewing, un céancer de hueso que afecta a
ninos y jovenes.

El Dr. Dario Lupiafiez, se licencié en Farmacia en
la Universidad de Granada, donde también obtuvo un
doctorado en genética y evolucion por su estudio de los
procesos de determinacion del sexo en mamiferos. Pos-
teriormente, realizé un postdoctorado en el Max Planck
Institute for Molecular Genetics de Berlin (Alemania) don-
de, fue de los primeros en demostrar la relevancia bio-
I6gica de la estructura 3D del genoma y su implicacion
en enfermedad humana. Desde 2017 dirige el grupo de
investigacion “Epigenetics & Sex Development”, en el
Berlin Institute for Medical Systems Biology (BIMSB) del
Max Delbrlick Center for Molecular Medicine (MDC).
Su investigacion se centra en la combinacion de técnicas
6émicas y edicion genética para el estudio de la regulacion
génica en 3D in vivo. Durante su carrera, ha recibido va-
rios reconocimientos cientificos, incluyendo un European
Research Council Consolidator Grant, el EMBO Young In-
vestigator Award o el ESHG Young Investigator Award for
Outstanding Science, entre otros. En 2023, se incorporara
como cientifico titular al Centro Andaluz de Biologia del
Desarrollo (CABD), en el Consejo Superior de Investiga-
ciones Cientificas (CSIC).




RESUMEN EJECUTIVO

El genoma se encuentra altamente organizado para
poder ser empaquetado en el nlcleo de las células man-
teniendo su funcionalidad. Esta organizacién no sucede
al azar, sino que se ha visto que regiones especificas del
genoma ocupan espacios concretos dentro del nicleo. El
estudio del Nucleoma 4D esta dirigido a conocer la or-
ganizacion tridimensional del genoma dentro del nucleo
y su dinamica, es decir, los cambios que se producen en
dicha estructura tridimensional a lo largo del tiempo, con
el objetivo de conocer las implicaciones y consecuencias
que puede tener dicha organizacién sobre las funciones
del genoma.

Los avances tecnolégicos y computacionales y el estu-
dio de series temporales han permitido conocer los dife-
rentes niveles de organizacion, asi como los cambios que
se producen en dicha organizacion a lo largo del tiempo,
poniendo de manifiesto la relevancia de la distribucion tri-
dimensional y la dindmica sobre la expresion génica y las
funciones del genoma.

El estudio del Nucleoma 4D se esta convirtiendo en
un drea de gran interés en investigacion por el potencial
del conocimiento generado para comprender los proce-
sos fisiolégicos y patoldgicos asociados a la estructura

tridimensional y los cambios temporales del genoma den-
tro del ndcleo. Es relevante sefialar que se trata de un
area en fase de estudio y generacion de evidencia, pero
es posible vislumbrar el desarrollo de aplicaciones basa-
das en el estudio del Nucleoma 4D que podrian permitir
la mejora de los grandes estudios de asociacion geno-
mica (GWAS), la prediccién, diagnéstico y prondéstico de
enfermedades, y el descubrimiento y desarrollo de nue-
vos abordajes terapéuticos en el marco de la Medicina
Personalizada de Precision.

Asi, es previsible que, con los avances tecnoldgicos,
especialmente los métodos de mapeo del genoma com-
pleto, se puedan plantear posibles asociaciones entre la
estructura 3D del genoma y su dindmica, con el desarro-
llo de enfermedades y su evolucion. Sin embargo, existe
todavia un camino que recorrer en el estudio y validacion
de la informacién obtenida mediante el estudio del Nu-
cleoma 4D como, por ejemplo, la necesidad de realizar
experimentos sobre células vivas. Por ello, se espera que
los futuros avances y herramientas permitan conocer en
mayor profundidad el Nucleoma 4D y desarrollar el po-
tencial de sus aplicaciones en la Medicina Personalizada
de Precision.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, se han producido grandes avan-
ces en el desarrollo de las ciencias 6micas. La gendmica,
que se centra en el estudio del conjunto de secuencias de
ADN que hay en un organismo, fue la primera de estas
ciencias en desarrollarse y ha permitido conocer, carac-
terizar y localizar las secuencias genéticas. Gracias a ello,
ha sido posible obtener mapas genéticos de los organis-
mos, determinar las funciones de los genes y los patro-
nes de expresion génica, permitiendo profundizar en el
conocimiento de determinadas patologias, especialmente
las monogénicas. No obstante, la existencia de enferme-
dades multifactoriales y los avances acontecidos en otras
areas de conocimiento han puesto de manifiesto que el
genoma aislado y su secuencia no son los Unicos factores
determinantes.

Ejemplo de ello es la epigenémica, entendida como la
ciencia que estudia el conjunto de todas las modificacio-
nes que se producen a lo largo del genoma de un individuo
sin modificar la secuencia de ADN, pero que si influyen en
la expresion génica (para mas informacion, ver Informe
Anticipando sobre "Epigenémica”)." Algunas de estas
modificaciones epigenéticas® afectan a la estructura de la
cromatina y condicionan la expresion génica, indicando
que la disposicion espacial del genoma tiene un rol funcio-
nal. En este contexto, surge el Nucleoma 4D como el estu-
dio de la estructura tridimensional del genoma dentro del
nucleo y como varfa a lo largo del tiempo, que puede ser
relevante para avanzar en la comprension de los diferentes
mecanismos que afectan a la expresion génica.

QUE ES EL NUCLEOMA 4D:
LA GENOMICA TRIDIMENSIONAL (3D)
Y SU DINAMICA (4D)

Histéricamente, el estudio del genoma se ha centra-
do en su secuencia lineal para determinar sus principales

funciones, tales como la transcripcién, replicacion, repa-
racion del ADN y de las mutaciones.! Sin embargo, en
las dltimas décadas, el conocimiento del genoma y su
funcién, junto con la aparicion y desarrollo de técnicas
de microscopia e imagen mas sofisticadas, ha permi-
tido conocer en mayor profundidad la organizacion del
genoma dentro del espacio del ndcleo.??

Cada célula del organismo contiene aproximadamente
2 metros de ADN dentro del ntcleo, cuyo tamafio es
micrométrico. Para lograrlo, el ADN debe compactarse
gracias a su asociacion a diferentes proteinas formando
la cromatina® dentro de la estructura compleja del nu-
cleo de las células.®** Asi, en el nicleo existen elementos,
como por ejemplo la ldmina nuclear®, el nucleolo® o los
“speckles” o granulos nucleares®, que influyen sobre la or-
ganizacion espacial de la cromatina e interfieren sobre las
funciones del genoma.

Varios estudios sugieren que este empaquetamiento
no se produce al azar, sino que existen diferentes niveles
de organizacion del ADN dentro del nucleo. De hecho, el
plegamiento sigue unos patrones especificos e inti-
mamente relacionados con la expresion y la funcion
de los genes, dirigidos a facilitar las interacciones entre
los genes y sus elementos reguladores generando la es-
tructura 3D del genoma.® De esta manera es posible dis-
tinguir una estructura jerarquica con los siguientes niveles
de organizacién de mayor a menor escala (Figura 1):468

 Territorios cromos6émicos (Figura 1a). Se trata de
estructuras que corresponden al lugar que ocupa
cada cromosoma como molécula individual den-
tro del nicleo. Se forman por un mecanismo fisico
cuando el cromosoma se descompacta y se expande
en la interfase del ciclo celular, manteniéndose den-
tro de una localizacién concreta en el ndcleo. Se ha
observado que los cromosomas de mayor tamario
(generalmente menos activos) se sitdan en la perife-
ria del ndcleo, mientras que los de menor tamafio
(generalmente mds activos) se sitéian en el interior.

“Moificaciones quimicas que ocurren en el entomo de la molécula de ADN que son heredables, pero que no suponen un cambio sobre la secuencia del ADN. Estas modificaciones juegan un papel fundamental en la regulacién de la estructura de la
cromatina y, por tanto, en la regulacion de la expresion génica. *Estructura tridimensional altamente organizada y compleja en la que se presenta el genoma empaquetado dentro del niicleo. ‘Red entrelazada de flamentos compuestos por protefnas (laminina
A By C) que se sittia en la parte periférica del nicleo y estd en contacto con la cara intema e la envoltura nuclear. “Area del nicleo compuesta principalmente por ARN y proteinas, donde se producen los ribosomas. “Area el niicleo enriquecida en
factores y proteinas implicados en procesos de empalme o splicing del ADN que se visualizan como agrupaciones de granulos. Proceso mediante el cual las células se divicen para dar lugar a dos células hias. Este proceso consiste en una interfase, en
|a que se encuentra la célula la mayor parte del tiempo, durante la cual la célula se prepara para la division (fase G1), duplica su ADN (fase S), el ADN se condensa y se organiza (fase G2) para entrar en la fase de mitosis en la que se produce la division.


https://www.institutoroche.es/observatorio/epigenomica
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* Compartimentos (Figura 1b). Se trata de regiones epigenéticas represivas como, por ejemplo,

del genoma, que pueden encontrarse en un Uni-
€O cromosoma 0 en varios, con una extension de
megabases (Mb)¢ en las que la cromatina presenta
mayor o menor grado de condensacion y se aso-
cian moléculas de caracteristicas similares. Hasta
el momento se han descrito dos tipos de comparti-
mentos:

- Compartimento A o eucromatina: regio-
nes del genoma relacionadas con transcrip-
cion activa y/o enriquecidas con modifica-
ciones epigenéticas con efecto activador
como, por ejemplo, la acetilacion de las histo-
nas en H3K27. Ademads, tienden a interactuar
con elementos del interior del nucleo que se
asocian a la transcripcién como por ejemplo
los “nuclear speckles”.®

- Compartimento B o heterocromatina:
regiones con un caracter transcripcional-
mente inactivo y enriquecidas en marcas

la trimetilacion H3K27 de las histonas. Por su
parte, estas regiones tienden a asociarse con
elementos de la periferia del nicleo que tienen
un cardcter represivo, como la lamina. °

* Dominios asociados topoldgicamente (TADs, por

sus siglas en inglés) (Figura 1c). Se trata de zonas
de interaccion entre regiones gendémicas, del or-
den de centenares de kilobases" (Kb), que contri-
buyen al control espacio-temporal de los genes.
Estos dominios aislan las interacciones entre re-
giones del genoma, de manera que las interaccio-
nes intra-dominios tienen una alta frecuencia mien-
tras que las interacciones inter-dominios son menos
frecuentes. Este nivel de organizacion del genoma
permite que, por ejemplo, los enhancers que modu-
lan la expresion de un gen, pero que se encuentran
distantes en la secuencia lineal del ADN, se acerquen
fisicamente a las regiones que regulan. De esta ma-
nera, los enhancers que se encuentran dentro de un

Figura 1. Niveles de organizacion dentro del espacio nuclear y elementos relacionados con el plegamiento.

Territorios .
cromosomicos 3 3 Compartimentos

= _:0.1 <4
Inactivo 'r

—— Cromatina
&' Gen inactivo
£ Gen activo

Activo

/| NUCLEOLO

l Lazos
Ldmina —
Membrana nuclear =
&\~
=% c1CF
C ti . Wi o
Li::);;? ina Nucleosoma * Extrasion
de lazos
Cohesina (&)
VAVA/ N/ N7 — u’JD s

A) Durante la interfase, cada cromosoma (representados por diferentes colores) ocupa una regién nuclear concreta dentro del nicleo conocida como territorio cro-
mosoémico. B) A una escala menor, los cromosomas y las regiones genémicas se posicionan de forma radial en funcién de la actividad de los genes, de manera que las
regiones mas activas (A1y A2 en la figura) se posicionan en el interior, interactuando con elementos activos, como el nucleolo, y formando el compartimento Ay las
regiones menos activas se sitlian en la periferia, interactuando con elementos menos activos como la lamina, y formando el compartimento B. C) La cromatina forma
dominios que interactdan entre sy que forman las unidades funcionales del genoma, conocidos como TADs. D) Los TADs estén formados por lazos de cromatina que
se construyen por la interaccién de dos proteinas: cohesina y CTCF, a través de un proceso de extrusion de la fibra de cromatina. E) La fibra de cromatina esta formada
por la combinacién del ADN lineal con las histonas que albergan modificaciones que participan en la regulacién epigenética. Adaptado de (8).

9Unidad de longitud para fragmentos de ADN que equivale a 1 millén de nucleétidos (aproximadamente 1 centimorgan, cM).
"Unidad de longitud de los &cidos nucleicos que corresponde a 1000 nucleétidos. En DNA bicatenario serfa 1000 pares de bases (Kbp).
'Regién corta de ADN que puede unirse con proteinas para aumentar los niveles de transcripcion de determinados genes.
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TAD, tienden a regular genes dentro de dicho TAD.
Estos TADs se encuentran delimitados por boun-
daries, secuencias de ADN que suelen conservarse
entre tipos celulares o tejidos y tienen una funcion
determinante sobre las interacciones entre los
genes y sus elementos reguladores.

» Loops o lazos de cromatina. Se trata de estructu-
ras que facilitan la interaccion entre elementos
reguladores y genes dentro de los TADs. Existen
varias hipétesis, pero la mas extendida sostiene que
se forman a partir de un proceso conocido como ex-
trusion del lazo, en el que intervienen principalmen-
te dos elementos: la cohesina y el factor de union
a CCCTC (CTCF, por sus siglas en inglés). En el
proceso de extrusion, la cohesina, una proteina que
se pliega en forma de anillo, se coloca alrededor de
la fibra de cromatina, provocando el deslizamiento de
la fibra por su interior formando bucles de material
genético (Figura 1d). Por otro lado, el CTCF se une
a la cromatina ejerciendo de barrera fisica para dete-
ner el avance de la cohesina y, por tanto, delimitando
los TADs.

Estos niveles de organizacion ponen de manifiesto la
relevancia de la distribucién tridimensional del geno-
ma sobre la expresién génica. Ademas, se trata de un
proceso dinamico en el que la estructura del genoma
dentro del nucleo varia en funcion del tiempo. Por ello,
el estudio de la organizacion del genoma en diferentes

espacios temporales puede aportar informacion relevante
sobre las funciones del genoma, por lo que se esta con-
virtiendo en un drea muy activa de la investigacion. En este
contexto, los avances tecnolégicos y el desarrollo de
nuevas técnicas se enfocan en observar series tempo-
rales para asf conocer la dindmica de la compleja estruc-
tura tridimensional del genoma, que constituye la cuarta
“D” del término “Nucleoma 4D".'°

INICIATIVAS PARA EL ESTUDIO
DEL NUCLEOMA 4D

Este término surge tras la secuenciacion del genoma
completo en el Proyecto Genoma Humano, y la carac-
terizacion de los elementos reguladores de iniciativas
como el proyecto ENCODE Roadmap Epigenome, el
International Human Epigenome Consortium o el Pro-
yecto FANTOM. Con la informacién derivada de estas
iniciativas, que facilité la comprension de la complejidad
del genoma, se constituyo la 4D Nucleome Network, una
red dirigida a determinar el papel del factor tiempo en
la organizacién del genoma y la funcién celular. Esto
aportard una nueva perspectiva sobre la organizacion, el
mantenimiento, la expresion y la replicacion del genoma
tanto en estados fisioldgicos normales, como patoldgicos,
con un previsible impacto sobre la medicina del futuro.>'™®

Tabla 1. Iniciativas que han permitido el estudio del Nucleoma 4D.

Proyecto Genoma
Humano

Proyecto de investigacion internacional nacido en los afios 90 con el objetivo de mapear y entender todos los genes del ser
humano desde el punto de vista funcional. Este proyecto concluy6 en 2003 tras completar el mapa del genoma completo.

Proyecto FANTOM
(Functional Annotation
of the Mammalian

Consorcio internacional nacido en el afio 2000 para establecer las funcionalidades a la secuencia codificante del ADN. A
partir de este proyecto se han ido publicando diferentes andlisis funcionales sobre diferentes elementos del ADN.

Genome)
ENCODE Roadmap Proyecto de investigacion lanzado en 2003 por el Instituto de investigacion del Genoma Humano de EE. UU (NHGRI) tras
Epigenome la conclusion del Proyecto Genoma Humano. Incorpora un consorcio mundial de grupos de investigacion y sus datos

son accesibles a través de bases de datos publicas. Su objetivo principal es determinar el papel de todos los elementos
funcionales del genoma humano (por ejemplo, elementos reguladores y secuencias relacionadas con la estructura)

International Human
Epigenome Consortium

Consorcio cientifico fundado en 2010 que nace para coordinar todos los esfuerzos y diferentes iniciativas surgidas en el
campo de la epigenémica con el objetivo de entender a qué nivel el epigenoma ha moldeado las poblaciones a lo largo
del tiempo.

4D Nucleome Network

Consorcio internacional, creado en 2014, que busca desarrollar nuevas tecnologias computacionales y experimentales y
optimizar las actuales para conseguir mapear la estructura 3D y avanzar en el estudio de la dindmica del genoma para
comprender las implicaciones funcionales que puede tener.

L
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TECNOLOGIAS PARA EL
ESTUDIO DEL NUCLEOMA 4D

Los avances computacionales y experimentales
a lo largo de las Ultimas décadas han permitido obtener
una mejor caracterizacion de la organizacién nucleary
son esenciales para determinar la arquitectura 3D y la
dinamica (4D) del genoma. De hecho, dichos avances
han permitido estudiar caracteristicas estructurales a
diferentes escalas, desde loci especificos, cromosomas,
hasta genomas enteros.

Para el estudio de la organizacién genémica se pueden
distinguir dos metodologias, una basada en la observa-
cion indirecta a través de técnicas de biologia molecu-
lar, y otra basada en la observacién directa mediante el
uso de microscopia. El uso de una u otra metodologia,
asi como la seleccion de las técnicas y tecnologias, de-
penderd en gran medida de la escala que se estudie.

Para estudiar la estructura del empaquetamiento
del ADN se emplean técnicas como la cristalografia’, la
resonancia magnética nuclear' o la microscopia elec-
trénica de congelacion™. Sin embargo, estas técnicas
s6lo permiten estudiar un nimero limitado de nucleétidos.
Para el estudio de estructuras de mayor tamario, como
los territorios cromosémicos, se utiliza la microscopia de
luz o las técnicas de Chromosome Conformation Cap-
ture (3C).

MICROSCOPIA DE LUZ PARA
EL ESTUDIO DEL NUCLEOMA 4D

La microscopia de luz permite obtener imagenes
de loci especificos dentro de una célula. Ademas, su
combinacién con tinciones completas de cromosomas
o con hibridacién in situ fluorescente (FISH", por sus

siglas en inglés) permite el estudio de territorios cromo-
somicos completos a baja resolucion. De esta manera,
es posible determinar la situacion espacial de las re-
giones gendmicas, pero no la asociacion fisica real entre
diferentes regiones.!'"™

Los avances en microscopia, y en especial la mi-
croscopia de luz de alta resolucion, estan contribuyendo
a mejorar la capacidad de estudio de la estructura del
genoma, y con ello al avance del estudio del Nucleoma
4D. Estos avances se hacen desde dos aproximaciones
que intentan, por una parte, visualizar cada vez mas
partes del genoma a baja resolucion, y por otra parte
visualizar a alta resoluciéon un nimero limitado de re-
giones del genoma. Dos de las tecnologias recientes de
cada aproximacion serian:

+ OligoFISSEQ: se basa en la combinacién de la co-
loracion mediante ordenador de nucleétidos de
interés (oligopainting) con FISSEQ (Fluorescence in
situ sequencing), una técnica que permite conocer
la secuencia de ADN directamente en el tejido.
Esta combinacién permite detectar una gran canti-
dad de loci dependiendo de las rondas de secuen-
ciacion.'

* OligoSTORM: se trata de una técnica que combina
el oligopainting con STORM (Stochastic Optical
Reconstruction Microscopy). Esta combinacion ofre-
ce una mayor resolucion, mostrando la localiza-
cién del oligonucledtido que se estéd estudiando
y la forma que presenta. Sin embargo, esta mayor
resolucion que se consigue se acompafia de un in-
cremento en los costes y en el tiempo de estudio, de
manera que no es factible hoy en dia obtener una
imagen de todo el genoma.'™

ILugares o localizaciones fisicas que ocupan los genes de manera especifica en los cromosomas. “Técnica que utiiza rayos X para el estudio de la estructura de las moléculas a través del patrén de difraccion resultante de la
desviacién que producen los dtomos de la molécula de los rayos X. ' Técnica analitica para el estudio de la estructura molecular y composicion quimica de una muestra, que analiza la interaccion de los nicleos tras la aplicacion
de un campo magnético. "Técnica que combina la microscopfa electrénica con la congelacion de la muestra para evitar alteraciones en la estructura producidas por el procesamiento (la deshidratacion) de las muestras. "Técnica
para detectar y localizar secuencias de ADN especfficas en los cromosomas mediante el uso de sondas de ADN purificado, marcadas con una molécula fluorescente, que hibridan con la secuencia complementaria en la muestra.
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En este sentido, el campo de la microscopia busca
como objetivo fusionar estas aproximaciones para po-
der obtener una vision de todo el ndcleo a alta resolucion.

CHROMOSOME CONFORMATION
CAPTURE: “MICROSCOPIOS”
MOLECULARES

Respecto a otros métodos de estudio no basados en
la microscopia, uno de los grandes hitos en el estudio
de la organizacion tridimensional del genoma ha sido el
desarrollo de la técnica de Chromosome Conformation
Capture (3C). Se trata de una metodologfa que permite
el estudio de niveles de organizacion que hasta el mo-
mento no se podian estudiar generando una laguna de
conocimiento o resolution gap." La 3C se basa en un
proceso de fijacion, digestion y ligado de la cromatina,
de manera que los fragmentos que interaccionan que-
dan unidos y se pueden detectar mediante secuencia-
cién (Figura 2).'617

A partir de la aparicién del 3C, han ido surgiendo va-
riantes, cada vez mas avanzadas basadas en esta meto-
dologia con el objetivo de crear mapas de frecuencias de
contactos entre diferentes loci del genoma. Algunas de
estas técnicas son:

* 4C (Circular Chromosome Conformation Capture),
que mide las frecuencias de interacciones entre un
locus y diferentes loci.

* 5C (Chromosome Conformation Capture Carbon
Copy) que permite medir las frecuencias de interac-
ciéon de muchos loci con diferentes loci.

* Hi-C (Genome-wide Chromosome Conformation
Capture) que no se limitan a un unico locus o grupo
de loci, si no que generan matrices de frecuencias de
interaccion del genoma completo.

Concretamente, Hi-C ha sido determinante a la hora
de identificar estructuras como los compartimentos y
los TADs, y en el planteamiento del modelo de extrusion
de lazos de cromatina.>'

El avance de las 6micas junto con el desarrollo com-
putacional y la aparicién de nuevas tecnologias es clave
para el futuro estudio del Nucleoma 4D. En concreto, las
técnicas de imagen y los métodos de mapeo del ge-
noma completo han permitido conocer la relevancia de la
estructura 3D del genoma y su dindmica sobre la funcion
del mismo, y permiten plantear posibles asociaciones
al desarrollo de enfermedades y su evolucién. Por ello,
se espera que los futuros avances y herramientas per-
mitan conocer en mayor profundidad el Nucleoma 4D y
desarrollar a partir de esta informacion aplicaciones en la
Medicina Personalizada de Precision.

Figura 2. Chromosome Conformation Capture en su version de alta cobertura conocida como Hi-C.
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Las secuencias obtenidas se secuencian las veces que sea necesario para obtener matrices de interacciones del genoma. Adaptado de (17).




AVANCES EN EL ESTUDIO
DEL NUCLEOMA 4D Y
APLICACIONES DERIVADAS
EN LA MEDICINA DEL FUTURO

Es importante sefialar que, si bien el estudio de la es-
tructura 3D del genoma y la descripcion de los diferentes
niveles de organizacién han contribuido a la compresion
de la regulacién y funcién del genoma, el Nucleoma 4D
se encuentra en una fase exploratoria y sus aplicacio-
nes se encuentran en desarrollo. Por ello, es previsible
que los avances tecnoldgicos permitan establecer re-
laciones entre la arquitectura del genoma y sus varia-
ciones a lo largo del tiempo con condiciones de salud
y/o enfermedad.® Asi, serd posible el desarrollo de apli-
caciones para la practica clinica que contribuyan a ofrecer
a los pacientes una Medicina Personalizada de Precision.

INVESTIGACION EN EL CAMPO
DEL NUCLEOMA 4D

Las principales lineas de investigacion del Nucleoma
4D con potencial para su traslacion a la préctica clinica
estan dirigidas a comprender la conformacion espacial de
los cromosomas, las interacciones entre genes distantes
en la secuencia y los cambios estructurales del genoma a
lo largo del tiempo.'

En este contexto, el consorcio 4D Nucleome Ne-
twork estd impulsando el estudio del Nucleoma 4D de
cara a mapear la estructura y la dindmica del genoma.
Para ello, se esté trabajando en la generacion de modelos

cuantitativos sobre la organizaciéon del genoma en
diferentes tipos celulares, tiempos y condiciones,
cuyos datos puedan correlacionarse con su actividad
biolégica para que, una vez sean validados, puedan
asociarse a estados fisioldgicos y patoldgicos.® En
este sentido, la red ha definido 3 lineas de trabajo para
avanzar en la aplicacion del Nucleoma 4D en diferentes
campos:

» Mapear el genoma mediante técnicas y tecnolo-
gias de genémica molecular e imagen. Concreta-
mente, el mapeo de las estructuras del genoma
permite obtener informacion sobre las caracteristicas
de la organizacion espacial y establecer los con-
tactos e interacciones que se producen entre ge-
nes y elementos reguladores en cada célula en
distintos momentos. El trabajo previo realizado por
iniciativas dirigidas a abarcar el estudio del genoma
completo (genome-wide), como el proyecto ENCO-
DE, han permitido identificar un gran nimero de ele-
mentos regulatorios dispersos a lo largo del genoma,
cuyas interacciones atienden a diferentes mecanis-
mos.>"® Este conocimiento junto al uso de técnicas
basadas en microscopia de luz y 3C ha permitido
conocer algunos de los mecanismos asociados al
control genético relacionados con la estructura 3D
del genoma. Por ejemplo, se sabe que la disposicion
espacial no es aleatoria dentro del ndcleo, es decir,
los cromosomas y determinados genes ocupan po-
siciones relativas con respecto al centro del ntcleo.

&
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Dicha posicion es especifica del tipo celular o del te- .
jido (por ejemplo, la posicién radial del cromosoma

X en las células hepéticas es mas periférica que en

las renales), y puede ser diferente entre el estado
fisiolégico y patoldgico de la célula (por ejemplo, en

el cancer de pancreas, el cromosoma 8 tiende a si-
tuarse en una localizacion mas periférica).™

* Generar modelos espaciales y dindmicos del nu-
cleo. Los modelos se generan a partir de técnicas
computacionales que permiten interpretar las
observaciones experimentales y los mapas para
establecer hipdtesis sobre las implicaciones sobre
la estructura, el funcionamiento y actividad del
genoma (Figura 3). Existen dos posibles aproxima-
ciones para construir dichos modelos: Data-driven
modelling, con el que se obtienen modelos a partir
de los datos de mapas de Hi-C obtenidos en mo-
mentos diferentes; De novo modelling, con el que
se obtienen modelos generados a partir del conoci-
miento de los mecanismos, con lo que se genera una
hipdtesis que justifica los cambios observados en los
datos de Hi-C.5

Figura 3. Modelos espaciales y dindmicos del nucleo.

Validar funcionalmente los modelos. Para de-
mostrar la eficacia de los modelos a la hora de
establecer relaciones causa-efecto y evaluar
las implicaciones funcionales que tiene la con-
figuracion tridimensional del genoma, se realizan
experimentos que buscan alterar esta estruc-
tura. Estos experimentos utilizan herramientas de
edicion gendmica, como el CRISPR/Cas9°, para
generar deleciones, inserciones o translocacio-
nesP en elementos involucrados en estructuras
tridimensionales, y posteriormente analizar los
efectos de estas perturbaciones. Por ejemplo, es
posible inducir alteraciones con herramientas de
edicion génica en los TAD boundaries o en los la-
zos de cromatina para estudiar el papel de estas al-
teraciones en el plegamiento de la cromatina, en la
expresion génica o en la replicacion del ADN, que
pueden conducir al desarrollo de enfermedades.>'
Un ejemplo de experimento llevado a cabo en este
sentido es la delecion de un TAD boundary en el
locus Epha4 de ratones transgénicos®. Se ha vis-
to que esta alteracion puede resultar en contactos
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Existen dos posibles aproximaciones para construir dichos modelos: Data-driven modelling, con lo que se obtienen modelos a partir de los datos de mapas de Hi-C
obtenidos en momentos diferentes; De novo modelling, con lo que se obtienen modelos generados a partir del conocimiento de los mecanismos, con lo que se genera

una hipétesis que justifica los cambios observados en los datos de Hi-C. Adaptado de (5).
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° Técnica de edicién génica basada en el uso de secuencias cortas repetitivas palindrémicas (CRISPR) para dirigir a una proteina endonucleasa (Cas9) a secuencias concre-

tas del ADN e introducir cortes en la secuencia de ADN.

P Alteraciones cromosémicas por la que se cambia la ubicacién de un determinado material cromosémico.
4 El término transgénico se refiere a aquellas células u organismos que contienen, en su linea germinal, ADN exdgeno introducido experimentalmente.



ectopicos entre enhancers y promotores, que provo-
can una expresion anormal de genes del desarrollo
como el Pax3, Wnt6 o lhh, dando lugar a malforma-
ciones en las extremidades como la polidactilia.'

El avance en estas lineas es esencial para compren-
der cémo mutaciones puntuales o a gran escala pue-
den alterar la expresion génica y tener consecuencias
biolégicas sobre el desarrollo de patologias. Algunos
ejemplos de alteraciones relacionadas con la estruc-
tura que pueden desencadenar patologias, y que pueden
suponer una diana para el desarrollo de aplicaciones para
la practica clinica y una oportunidad para mejorar el abor-
daje de las mismas, se desarrollan a continuacién.?

+ Alteraciones en factores arquitecténicos del ge-
noma. En este sentido se han identificado alteracio-
nes en CTCF y cohesinopatias, que como resultado
modifican el proceso de extrusion del lazo de croma-
tina. Por ejemplo, se han identificado mutaciones en
las unidades que forman el CTCF que afectan a la
formacion de los boundaries, provocando la activa-
cion de genes de diferentes TADs que deberian
estar silenciados. Este tipo de alteraciones, en el
que se produce la disrupcion del boundary que aisla
un oncogén, se ha detectado en casos de leucemia
linfoblastica aguda de células T. En este caso, la alte-
racion del boundary del TAD en el que se encuentra
el oncogén TALT, provoca la aproximacion del pro-
motor proximo del gen STIL, activando su expresion y
transformando las células T en células cancerosas.??!
De hecho, el correcto funcionamiento de CTCF es
vital para la viabilidad de los organismos. Tanto es
asi que la inactivacion o eliminacion de una de las
copias del gen (haploinsuficiencia®), y por lo tanto
la disminucion de los niveles del factor, no son
compatibles con la vida. Se ha visto que, durante
el desarrollo embrionario, la ausencia completa de
CTCF en el cerebro es letal, y la reduccion significativa
de sus niveles se asocia a microcefalia.?*?* En cuanto
a las cohesinopatias, se trata de situaciones patolo-
gicas producidas por alteraciones de los compo-
nentes que forman el complejo de la cohesina.
De hecho, las mutaciones somaticas en las cohesinas
se han relacionado con diversos tipos de cancer. Se
ha visto que las mutaciones en el gen STAGZ, que
codifica para una subunidad de la cohesina, se aso-
cian a una pérdida de funcion de esta proteina. Estas

alteraciones se han detectado en algunos tipos de
cancer que presentan un fenotipo mas agresivo,
como el sarcoma de Ewing o el melanoma. #*?* Otro
ejemplo de cohesinopatia es el Sindrome de Cornelia
de Lange que en mas del 65% de los casos se origina
por mutaciones en el gen NIPBL que codifica para
una proteina involucrada en la unién de la cohesina a
la cromatina.?® Estas mutaciones en NI/PBL provocan
que los lazos de cromatina no se formen correcta-
mente, dando lugar a una desregulacion de la expre-
sién inespecifica de genes causando problemas de
desarrollo y cognitivos.?

Alteraciones en los factores que median en la
compartimentalizacion nuclear. En esta categoria
se encuentran las alteraciones en proteinas asocia-
das a la lamina o laminopatias. Como se ha comen-
tado anteriormente, la ldamina del nucleo y la dis-
posicion del genoma en sus proximidades juegan
un papel importante en la regulaciéon de la ex-
presién génica. Por ello, alteraciones que afecten
a esta relacion tendran consecuencias graves para
la salud. Ejemplo de ello es el Sindrome de Progeria
de Hutchinson-Gilford, en el que se produce un cam-
bio en las dindmicas del ADN debido a alteraciones
en el gen LMNA, que codifica para la ldmina A. La
pérdida de la ldmina A hace que se pierda la arqui-
tectura nuclear y, en consecuencia, la estructura de
la cromatina. Esto da lugar a una expresion anormal
de diferentes genes, desencadenando un aumento
de la apoptosis y de la mitosis, y dafios en el ADN.#

Alteraciones a nivel de locus especificos, tales
como, deleciones, duplicaciones, inversiones o
traslocaciones. Puede darse el caso de que estas
variaciones afecten a los sitios de union de los fac-
tores arquitecténicos de la cromatina, provocando
reorganizaciones del genoma que pueden dar lu-
gar a la aparicién de nuevos sitios de union. La en-
fermedad de Huntington, la Esclerosis Lateral Amio-
tréfica (ELA) o el sindrome de X fragil, son trastornos
causados por la expansion de repeticiones en tan-
dem de fragmentos de ADN (STRs, por sus siglas en
inglés) en los que se puede producir una disrupcion
dela estructura 3D del genoma. De hecho, en pacien-
tes con el sindrome de X fragil se han descrito casos
en los que se han alterado boundaries de TADs por
la expansion de STRs. Esto es asf porque se produce

" Situacién en la que una sola copia del gen normal es incapaz de producir proteina en cantidad o calidad suficiente para asegurar la funcién normal.
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una extrusion masiva de la cromatina en células
sanguineas, cerebrales y en los fibroblastos, que se
asocia con el silenciamiento del gen FMR1.2¢ Otro
ejemplo de este tipo de alteraciones es el caso del
Sindrome de delecion 22q11, asociado a multiples
problemas en el desarrollo neuronal y consecuencias
neuropsicoldgicas. Este sindrome se produce por
una delecién heterocigética de 3 millones de pares
de bases en el locus 22q11, que provoca cambios en
la estructura 3D y en las interacciones del genoma
por la eliminacién de boundaries o el aumento de
contactos entre regiones de los flancos de la dele-
cién que antes se encontraban distantes.?®

En este contexto, es posible concluir que el conoci-
miento sobre la estructura tridimensional del genoma
permite descubrir las implicaciones sobre el desarro-
llo de determinadas condiciones patoldgicas. Esto es
muestra del potencial del conocimiento del Nucleoma 4D
para el desarrollo de aplicaciones en el futuro para la me-
jora del abordaje de patologias en el marco de la Medicina
Personalizada de Precision.

POTENCIALES APLICACIONES
EN LA MEDICINA DEL FUTURO

Todo el conocimiento y los avances en investigacion
basica y clinica en el marco de la gendmica en general
estan permitiendo obtener una mayor cantidad de in-
formacion sobre los genes y elementos regulatorios, asi
como, sus implicaciones sobre la salud. En este sentido,
es previsible que el conocimiento derivado del estudio
del Nucleoma 4D permita complementar a la infor-
macién proporcionada por ciencias como la genémica
y la epigenémica sobre diferentes patologias. A con-
tinuacion, se exponen algunos ejemplos de potenciales
aplicaciones del Nucleoma 4D en la medicina del futuro:

* Mejora de los estudios de asociacién del geno-
ma completo o GWAS (Genome-wide associa-
tion studies). La secuenciacion del genoma com-
pleto ha permitido identificar numerosas variantes
genéticas asociadas a diferentes caracteristicas,
enfermedades y/o eventos clinicos,? si bien s6lo
una pequefia parte de las patologias se deben
a variantes Unicas que afectan a la secuencia
de genes concretos. De hecho, la mayoria de las

patologias son multifactoriales, lo que podria
explicar las diferencias en cuanto a la susceptibili-
dad y a la variabilidad de fenotipos de enfermedad
que existen, y dificulta conocer la manera en que
contribuyen multiples variantes simultdneamente al
desarrollo de una enfermedad.?*° En este sentido,
el Nucleoma 4D puede contribuir a identificar
alteraciones estructurales que afecten a dichas
variantes responsables de alteraciones biol4gi-
camente importantes, por ejemplo, permitiendo
localizar en el genoma diferentes mutaciones y va-
riantes genéticas con potencial de dar lugar a en-
fermedades.

Prediccion de enfermedades, diagndstico y pro-
nostico. La informacion que se obtiene del estudio
del Nucleoma 4D puede utilizarse para clasificar
segmentos del genoma segun los efectos que
tienen los cambios en su estructura 3D de cara al
desarrollo de enfermedades. Para ello se ha plan-
teado la creacién del Chromosome Conformation
Signature, colecciones de fragmentos de cromatina
delimitados por puntos en los que se producen in-
teracciones del ADN. Estos puntos se han asociado
con patrones de expresion especificos, informacion
que podria emplearse para la elaboraciéon de mo-
delos de prediccion de riesgo, como los basados
en puntuaciones de riesgo poligénico (PRS), y
modelos de estratificacion de pacientes, hacién-
dolos mds informativos y Utiles para establecer estra-
tegias de abordaje y prevencion de enfermedades de
manera individualizada.®’

Descubrimiento de nuevos abordajes terapéu-
ticos. El hecho de comprender cémo afecta la es-
tructura del genoma a los procesos de regulacion
de la expresion génica, puede contribuir a identifi-
car nuevas dianas para el desarrollo de nuevas
aproximaciones terapéuticas.?’ En el marco de las
terapias avanzadas, las estrategias de edicién del
genoma pueden contribuir a este objetivo ac-
tuando sobre dianas terapéuticas constituidas
por alteraciones en la estructura 3D del genoma.
En esta linea, se ha planteado la posibilidad de in-
sertar TAD boundaries entre enhancers que actien
sobre oncogenes activados en células tumorales me-
diante CRISPR/Cas9, para lograr la inactivacion del
oncogén (para mas informacion, ver Informe Antici-
pando sobre “Terapias Avanzadas: Terapia celular
y Terapia génica™.?*'
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RETOS

El potencial de la informacién derivada del estudio del
Nucleoma 4D en la medicina del futuro para comprender
los diferentes mecanismos que determinan los estados de
salud o enfermedad resalta la necesidad de profundizar
en los conocimientos sobre la estructura y la dindmica
del genoma. Sin embargo, la rapida evolucién de las
tecnologias y la generacion de grandes cantidades de
datos cada vez més complejos pueden generar ambi-
gliedades y obstaculizar la traslacion del conocimien-
to derivado del estudio del Nucleoma 4D a la préactica
clinica.” En este sentido, el estudio del Nucleoma 4D se
encuentra en una fase exploratoria y de generacién de
evidencia, en la que es necesario abordar retos de dife-
rente naturaleza para su aplicacion futura en el abordaje
de patologias.

RETOS TECNICOS

En los dltimos afios se han producido mdltiples avan-
ces tecnoldgicos y computacionales que han permitido
estudiar la estructura tridimensional del genoma y explo-
rar su dindmica. La aparicion de nuevas tecnologias, asf
como los diferentes tipos de datos que se obtienen con
ellas sugieren un mayor desarrollo y conocimiento en el
campo del Nucleoma 4D en los préximos afios. En este
sentido, se han identificado retos de cardacter técnico
que afectan principalmente a la generacion de modelos
espaciales y dinamicos del genoma.

+ La dificultad para realizar experimentos in vivo
para la obtencién de informacion a tiempo real.
Actualmente, para estudiar la dindmica del genoma se
fijan las células en diferentes momentos, de manera
que se obtienen imagenes seriadas. Esto supone que
hay transiciones de la estructura cromosdémica que no
se capturan, limitando los modelos generados.

La falta de integracién de los avances tecnoldgi-
cosy los datos obtenidos a partir de las diferentes
tecnologias en modelos integrales de Nucleoma
4D. Es necesario emplear de manera complementa-
ria las diferentes técnicas y tecnologias para mejorar
la obtencion de modelos de calidad evitando errores
asociados a los sesgos especificos de cada tecno-
logia.

La ausencia de estudios en células individuales
que permitan detectar la variabilidad entre dife-
rentes tipos de células. Hasta ahora, las técnicas
que se utilizan no permiten estudiar la variabilidad y
diferencias entre tipos celulares, ya que dichas técni-
cas abarcan grandes dominios genémicos e incluso
el genoma completo, o en su caso permiten obtener
datos de células individuales, pero a muy baja reso-
lucion. '

La escasa representatividad de los estudios para
la validacion funcional de los modelos. Actual-
mente, se suelen realizar estudios en lineas celulares
creadas en los laboratorios por su sencillez y bajo
coste. Sin embargo, esta estrategia no representa la
heterogeneidad de lo que sucede in vivo en los pa-
cientes. En este contexto, las técnicas que si podrian
ser méas representativas, como los modelos animales,
o los organoides y células madre pluripotentes indu-
cidas, se realizan Unicamente en centros de investi-
gacién con un cierto nivel de recursos.

La dificultad para obtener muestras de pacientes.
Actualmente, es necesario que un profesional clinico
solicite muestras de los pacientes para el estudio de
su nucleoma, por lo que la disponibilidad de mues-
tras se limita al nimero de profesionales implicados
en este campo de estudio. Ademés, no existen pla-
taformas conjuntas que permitan compartir datos
entre distintos grupos de investigacion.
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RETOS DE IMPLEMENTACION

Ademas de los retos analiticos, existen una serie de

retos y barreras para la implementacion en la clinica, en
parte, debido a que el Nucleoma 4D se encuentra en fase
exploratoria y todavia queda mucha investigacion por ha-

cer.

La escasez de profesionales con perfil técnico,
como fisicos y biofisicos, para la optimizacion del
uso de las tecnologias. Generalmente, son pocos
los profesionales de la fisica que estan implicados en
el estudio del Nucleoma 4D. Aunque existen insti-
tuciones como el ICFO (Instituto de Ciencias Fot6-
nicas), en el que hay fisicos dedicados al desarrollo
de las tecnologias de las que se sirve el Nucleoma
4D, es necesario que este tipo de profesionales se
involucren también en la interpretacion de los datos
obtenidos a través de estas técnicas.

La falta de recursos econémicos para el desarrollo
del Nucleoma 4D. Se trata de un campo en una fase
de desarrollo incipiente dirigida a generar evidencias,
y por tanto, implica una necesidad de inversién im-
portante para avanzar en su desarrollo. Ademas, en
Espafia, no hay empresas dedicadas al desarrollo de
las tecnologias para el estudio del Nucleoma 4D, lo
cual supone un mayor coste. Aproximadamente, un

experimento de Hi-C puede costar entre 5.000 y
10.000€ por paciente, sin embargo, al igual que ha
ocurrido con las técnicas secuenciacion masiva, se
espera que vaya abaratdndose progresivamente a
medida que avanzan las técnicas.

La falta de conocimiento sobre las potenciales
aplicaciones del estudio del Nucleoma 4D en
clinica. Se trata de un campo cuya investigacion se
encuentra muy desligada de la clinica en estos mo-
mentos. Al contrario que la genémicay la epigenomi-
ca que si son impulsadas desde la clinica, la idea de
que las interacciones que ocurren dentro del nicleo
tienen un impacto sobre la regulacién génica no es
muy conocida por los clinicos. A esto se le une, en
linea con el reto anterior, que la financiacion en Es-
pafia no esta dirigida a estudiar su aplicacion clinica.
En este sentido, cabe mencionar iniciativas como el
Lifetime, un consorcio europeo masivo que busca
agrupar e integrar clinicos, investigadores y expertos
computacionales, integrar y almacenar toda la infor-
macion que se genera (clinica, 6micas, imagen, etc.),
y hacerla accesible.

La necesidad de explotar todos los datos obteni-
dos con las diferentes ciencias 6micas incluyendo
los datos obtenidos a partir del estudio del Nucleo-
ma, para generar modelos integrales que tengan en
cuenta el componente estructural del genoma.




CONCLUSIONES
Y RECOMENDACIONES

El Nucleoma 4D engloba una serie de tecnologias
y experimentos que tienen como objetivo el estudio del
genoma en el espacio (3D) y el tiempo (4D). Se consi-
dera que es la nueva frontera en gendémica y que apor-
tard gran valor tanto a la investigacion del genoma
como en aquellas facetas clinicas del mismo. En este
momento, el estado actual de la aplicacion préactica del
Nucleoma 4D en clinica se encuentra en un estado muy
inicial, por ello, de cara a conseguir una aplicacion gene-
ralizada de estas técnicas en la clinica y en concreto en la
Medicina Personalizada de Precision, se deben tener en
cuenta una serie de consideraciones.

RECOMENDACIONES

« Obtener mapas del nucleoma de diferentes tipos
celulares en diferentes estadios de tiempo y di-
ferenciacion. Esto permitiria abarcar la complejidad
de los elementos reguladores, y asi poder conocer
su localizacion y actividad sobre la estructura tridi-
mensional del genoma.

* Fomentar el desarrollo de nuevos modelos biol6-
gicos. Es necesario obtener nuevos modelos de la-
boratorio mas representativos, tanto celulares como
animales, para la experimentacion en tiempo real de
los cambios estructurales en el genoma. Estos mo-
delos experimentales tendrian que ser con célula
viva para poder capturar la dindmica del nucleo en
tiempo real.

* Disponer de mas datos de célula unica para el
estudio de la variabilidad del Nucleoma 4D. Uno

de los aspectos principales de las tecnologias mo-
leculares para el estudio del Nucleoma 4D es su
aplicacion a poblaciones de células. Se requiere de
métodos mas robustos y de aplicacién masiva para
estudiar la variabilidad poblacional de la estructura
del genoma en el tiempo.

Disponer de modelos de Nucleoma 4D y méto-
dos para la validacion funcional. La mayoria de los
estudios de Nucleoma 4D son descriptivos y no per-
miten establecer relaciones causa y efecto. En este
sentido, es necesario disponer de modelos y méto-
dos que permitan perturbar la estructura del geno-
ma. Estos experimentos permitiran realizar estudios
funcionales para entender la relacion de la estruc-
tura y funcién del genoma, ayudando a establecer la
causa y efecto de las alteraciones estructurales del
genoma que se observan en las diferentes enferme-
dades humanas.

Promover la creacién de estandares de Nucleo-
ma 4D en biobancos existentes. Muchas de las
tecnologias del Nucleoma 4D requieren que las
muestras de pacientes estén extraidas y almacena-
das de manera especifica para que sean mas preci-
sas o simplemente se puedan realizar. Es necesaria
una estandarizacion de los protocolos para que los
biobancos existentes dispongan de muestras de pa-
cientes aptas para el estudio del genoma en el espa-
cioy el tiempo.

Promover el desarrollo de nuevos métodos com-
putacionales de integracion de datos. La genera-
cion de datos émicos sobre los modelos biolégicos y
su integracion con el estudio del Nucleoma 4D seran
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esenciales para la caracterizacion de la estructura y
dindmica del nucleo en su aplicacion clinica.

Promover la incorporacion de nuevos perfiles en
el campo del Nucleoma 4D. El Nucleoma 4D es
un campo multidisciplinar, sin embargo, es necesaria
la incorporacién de mas perfiles profesionales en los
grupos de investigacion en este campo. Por un lado,
es necesaria la participacion de fisicos, matematicos
y estadisticos en el estudio de la dindmica del nticleo.
Por otro lado, méas perfiles computacionales, para
avanzar en el estudio e integracion del Nucleoma 4D
con otros datos émicos. Finalmente, perfiles relacio-
nados con la biologia molecular, de cara a la futura
traslacion a la clinica.

Potenciar el conocimiento del Nucleoma 4D a
otros sectores mas alld del de la investigacion
bésica. Un mayor conocimiento de cémo la estruc-
tura del genoma puede impactar su regulacion por
parte de los investigadores clinicos permitiria inte-
grar el conocimiento bésico actual para aplicarlo en
la practica clinica. En general, un mayor conocimien-
to por parte de la clinica podrfa contribuir a impul-
sar el estudio del Nucleoma 4D vy sus aplicaciones.
Para ello, es necesario que los que investigan en este
campo se coordinen con aquellos clinicos que po-
drian aplicarlo en el futuro.
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