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Hace ahora 20 afios pronunciaba mi
discurso de ingreso en esta Real Academia,
que llevaba por titulo “El rostro humano de
la Ciencia”. Usando a modo de cafiamazo el
amplio campo de los aspectos moleculares
de la regulacion bioldgica —genética, epige-
nética, enzimética, etc.—, se iban entrete-
jiendo diversos aspectos de la actividad hu-
mana, esos rasgos gque pueden definir lo que
es auténticamente humano. Reflexionaba asi
sobre las condiciones en que la ciencia en ge-
neral o la actividad cientifica concreta son
realmente humanizadoras, capaces de desa-
rrollar, de hacer patentes las mas nobles cua-
lidades humanas. La creatividad, el opti-
mismo, la colaboracion, el afan de supera-
cion, la busqueda de la belleza, la actitud de
servicio a la sociedad y hasta el buen humor,
fueron otros tantos hilos, que sobre ese cafia-
mazo de la regulacidn biol6gica formaron un
tapiz en el que pretendi reflejar un rostro
amable. Y, si me permite que continue recor-
dando en primera persona aquel discurso, el
motivo principal para tratar de aunar un
complejo entramado de mecanismos biol6-
gicos con los valores humanos era doble. Por
una parte, la consideracion de que la ciencia
la hacen hombres y mujeres que se perfec-
cionan en cuanto tales en la medida en que
su actividad no vulnere esos valores. En
efecto, aunque la ciencia, en abstracto, po-
dria considerarse como algo éticamente neu-
tro, no lo es el ejercicio cientifico. Por otro
lado, la necesidad de que el cientifico no se
enrogue en una especie de torre de marfil, in-
sensible a los problemas de la humanidad. O
si se quiere decir con otras palabras, el con-
vencimiento de que la ciencia debe desarro-
llarse al servicio del hombre.

Estas consideraciones, que eran a mi
modo de ver, validas hace 20 afios, siguen
siéndolo ahora. Pero no cabe duda de que,

dado el exponencial avance de las ciencias,
20 aflos constituyen un periodo suficiente-
mente largo como para que ese cafiamazo de
la regulacion bioldgica haya crecido extraor-
dinariamente. Y, por otro lado, al hilo del
progreso de la ciencia son varias las voces
que se alzan pidiendo una intervencion en la
propia naturaleza humana, de modo que el
Homo sapiens evolucione hacia un Homo te-
chnologicus [1]. ¢Se puede seguir hablando
de que la ciencia muestre un rostro humano,
si se quiere trascender lo humano como
apuntd Huxley al acufiar el término transhu-
manismo [2]?

Seria extremadamente ambicioso
por mi parte que pretendiera abarcar en una
forzosamente breve disertacion los proble-
mas que se plantean en esta linea. No obs-
tante, me parece que debo atreverme a hacer
una incursién en ese campo. Me mueven a
ello dos razones, especialmente cuando Su
Majestad preside el acto de apertura de curso
de las Reales Academias del Instituto de Es-
pafia. En primer lugar, la Corona siempre ha
mostrado un especial interés por el desarro-
llo de la ciencia al tiempo que no le son aje-
nas —antes, al contrario— las cuestiones que,
de una manera u otra, se refieren a los valo-
res humanos. De hecho, en el discurso que
Su Majestad Felipe VI pronunci6 en Valen-
cia el 25 de noviembre del afio pasado, con
ocasion de la entrega de los premios Rei
Jaume |, ponia en intima relacién ambos in-
tereses al referirse a «la noble meta de com-
prender el mundo que nos rodea, que es la
premisa para poder cambiarlo y encontrar
las soluciones que mejoren la vida de las
personas».

Por otra parte, sé que los problemas
humanos no quedan al margen de la dedica-
cion de las Académicas y Académicos a las



materias de la competencia de sus Acade-
mias; es mas, son estos problemas los que les
impulsan a cultivar su actividad. Animado
con estas consideraciones, me propongo
abordar un tema que, como continuacion de
aquellaya lejana reflexién sobre el rostro hu-
mano de la ciencia, actualice alguno de los
recientes avances en el amplio campo de la
regulacion bioldgica. Permitaseme —como
vulgarmente se dice— llevar el agua a mi mo-
lino y centrarme en el estudio de la regula-
cion de la expresion génica y en el papel en
ella de la epigenética. Son estos unos aspec-
tos de la biologia molecular en los que los
avances de los ultimos 20 afios han resultado
especialmente asombrosos.

Y he aqui delineados —por seguir
con la analogia varias veces repetida— el ca-
flamazo y los hilos del tapiz que compondran
esta intervencion. El primero estard consti-
tuido por los logros que en sus aspectos es-
tructurales y mecanisticos han hecho posible
llegar a un conocimiento insospechado a
principios del presente siglo. El asombro que
tales logros ha producido servira para ir en-
tretejiendo los distintos hilos, que espero for-
men una imagen de cdmo los verdaderos
cientificos no son ajenos al asombro, a la
sorpresa ante la belleza de la naturaleza, sino
que, al contrario, esa admiracion les ha ser-
vido de fuerza impulsora para sus mas deci-
sivos descubrimientos.

Se habla con frecuencia del periodo
que abarca los siglos XV y XVI como la Era
de las Grandes Exploraciones. Titulo el pre-
sente discurso como una apasionante explo-
racion porque, como los grandes explorado-
res de nuestro siglo de oro, el cientifico se
mueve por el afan de conocer las maravillas
del mundo y su trabajo es también una apa-
sionante aventura. La innata pasion del hom-
bre por conocer llevé a aquellos a arrostrar
peligros, privaciones, sacrificios y esfuerzos
de todo tipo. Ciertamente, hubo otros intere-
ses entre los exploradores: el afan de rique-
zas, de poder, en definitiva, todas esas ambi-
ciones menos nobles que pueden atenazar-
nos a todos. Pero, me atreveria a decir que
una gran parte —si no la mayoritaria— de quie-

nes se lanzaron a esas aventuras estaban im-
pulsados por ideales més elevados. Y en su
exploracion fueron descubriendo un sinfin
de novedades, que contemplaron con asom-
bro, con un asombro que fue motor para con-
tinuar avanzando en su aventura. Y al final,
se vieron recompensados al ir progresiva-
mente asomandose a nuevos escenarios, lle-
nos de belleza y de sorpresas.

He titulado este discurso como una
apasionante exploracién, y es que el cienti-
fico, como los grandes descubridores, se
mueve fundamentalmente por el afan de co-
nocer, de desentrafiar las maravillas que el
mundo ofrece y asi su trabajo se puede con-
vertir en una maravillosa aventura, en la que
el asombro, la sorpresa, la curiosidad son
motores de su esfuerzo. Esfuerzo que se ve
recompensado también por la contemplacion
de la belleza de la naturaleza. En nuestro re-
corrido histérico iremos encontrando difi-
cultades, sorpresas, resultados asombrosos,
belleza. Espero poder hacer participes a to-
dos del entusiasmo por la investigacion, por
esa blsqueda de las asombrosas y bellas
realidades que toda labor cientifica —en este
caso, la regulacion de la expresion génica—
encierra.

1. INTRODUCCION

Forma parte del acervo cultural de
nuestros dias el hecho de que el DNA es el
portador de la herencia bioldgica. EI DNA es
un polimero en cuya constitucién forman
parte 4 nucleétidos, que se encadenan hasta
formar moléculas lineales de un ndmero
muy elevado de eslabones. Es también de
dominio publico que fueron Watson y Crick
quienes en 1953, en el articulo que se ha ca-
lificado como el mas trascendente de la Bio-
logia en el siglo XX, propusieron un modelo
estructural para el DNA, en el cual dos cade-
nas complementarias se enrollan entre si for-
mando una doble hélice [3]. Dejando de
lado, por ahora, las cuestiones estructurales,
hay que tener en cuenta que, al hablar de que
el DNA es el portador de la informacion ge-
nética, se quiere indicar que la naturaleza



quimica de los genes es la de este biopoli-
mero. Pero no es facil definir qué es un gen.
Se trata de un concepto que ha evolucionado
desde una idea relativamente simple hasta
convertirse en algo enormemente dificil de
delimitar. Un concepto gue, si hace 50 o0 60
afios se explicaba en pocas lineas, hoy re-
quiere un arduo esfuerzo para describirlo.
Una descripcion tan compleja, que hace
practicamente imposible dar una definicion
del concepto de gen en pocas lineas. Hasta
tal punto es esto cierto, que el historiador
Raphael Falk re refiri6 al gen como “un con-
cepto en tension” [4]. Pero eso, lejos de re-
sultar algo descorazonador, no es mas que
una consecuencia del avance imparable de
las ciencias: si bien cada nuevo descubri-
miento implica un conocimiento mas per-
fecto de la realidad y resuelve numerosas du-
das, al mismo tiempo plantea un nuevo aba-
nico de interrogantes. Esta circunstancia es,
precisamente, una de las causas que confie-
ren a las ciencias experimentales un atrac-
tivo especial, a la par que hace de la investi-
gacién una apasionante aventura.

Para el recorrido a través de la regu-
lacion génica que se hard en estas lineas,
bien pueden dejarse de lado muchas de las
actuales disquisiciones sobre el concepto de
gen para centrar ese recorrido sobre lo que
algunos autores han denominado “el gen
molecular” [5]. Se puede recordar aqui lo
que se dio en llamar “el dogma central de la
Biologia Molecular” [6], segun el cual la in-
formacion genética pasa del DNA a las pro-
teinas, ultimos ejecutores del mensaje gené-
tico, a través del RNA mensajero. Para ex-
presar la informacion que un gen contiene
para la sintesis de una proteina, el DNA se
transcribe primero para producir un RNA
mensajero (MRNA), que posteriormente se
traduce para dar lugar a la proteina. Y es evi-
dente que estos procesos han de estar some-
tidos a una fina regulacion. Con la excepcion
de los linfocitos B y T, todas las células hu-
manas poseen el mismo genoma, los mismos
genes. Y sin embargo hay 250 tipos celulares
distintos, que se distinguen por los genes que
se transcriben y se traducen. Es decir, hay
genes que permanecen siempre silenciados

en un determinado tipo celular y otros sus-
ceptibles de expresarse, que no lo hacen con-
tinuamente, sino cuando es necesario para la
funcidn de esas células concretas. La expre-
sién de los genes constituye un proceso re-
gulado de forma muy compleja, que esta en
la base de la diferenciacion celular, el man-
tenimiento de la identidad celular y las res-
puestas adaptativas a los cambios en su en-
torno. Los mecanismos por los que se pro-
duce esta regulacion, y muy especialmente,
los epigenéticos, formaran el cafiamazo so-
bre el que construiré este discurso.

2. ;DONDE SE LOCALIZA EL DNA DE
LAS CELULAS HUMANAS? UNA PRI-
MERA SORPRESA

En 1933, Brachet llegé a la conclu-
sion de que el DNA de los organismos eu-
caridticos se encuentra localizado en el nu-
cleo celular [7]. Posteriormente se supo que
también las mitocondrias poseen DNA, si
bien su cantidad es infima si se compara con
la del nuclear. En efecto, las estimaciones
mas recientes indican que el contenido de
DNA en una célula soméatica humana mas-
culina es de 6,41 pg. Debido a la diferencia
de tamafio de los cromosomas sexuales X e
Y, el de una célula somética femenina es de
6,51 pg [8]. Por el contrario, la cantidad de
DNA mitocondrial —variable, puesto que no
es constante el nimero de mitocondrias por
célula— se puede estimar en un valor medio
de 0,06 pg por célula a partir de los datos ob-
tenidos por el grupo de Graziano Pesole [9].

Los datos anteriores tienen la frial-
dad de los nimeros. Ademas, como un pico-
gramo es la billonésima parte de un gramo,
la cifra puede quedar relegada al mundo de
lo submicroscdpico, muy lejano a las escalas
en que habitualmente nos movemos. Pero, si
se tienen en cuenta los pardmetros estructu-
rales de la molécula de DNA —que, a pesar
del tiempo transcurrido, son esencialmente
los previstos por sus descubridores [3]-, re-
sulta que esos pocos picogramos de DNA,
tienen una longitud de alrededor de 2 m. Y
aqui esta la primera sorpresa. El ndcleo de
una célula humana tiene entre 5y 6 um de



didmetro y si se tiene en cuenta que un mi-
crometro es la milésima parte de un milime-
tro, el problema de cdmo puede empaque-
tarse esa longitud de DNA parece algo muy
dificil de resolver. Y, por dar una cifra que
puede asombrar mas, si todo el DNA de los
aproximadamente 50 billones de células de
un hombre adulto se alineara, resultaria una
longitud de unos 100.000 millones de kil6-
metros, es decir, una cantidad suficiente para
iry volver de la tierra al sol méas de 300 veces
0 bien, para recorrer 2 millones y medio de
veces el ecuador terrestre [10].

Tras el primer estupor que podrian
producir estos datos, seria posible pensar
que, al fin y al cabo, como en un carrete de
hilo de coser pueden enrollarse unos 400 m
de hilo, el problema de situar 2 m de DNA
en el nucleo celular seria similar; bastaria
con enrollar compactamente el DNA, cuyo
volumen (aproximadamente 9,1 umq) es, en
efecto, inferior en un orden de magnitud al
del nicleo (aproximadamente 110 um3).
Pero hay que tener en cuenta que el DNA es
un polianion, de modo que su empagueta-
miento exige algo capaz de eliminar la repul-
sion electrostatica. Hace mucho tiempo que
los investigadores se percataron de este pro-
blema. Partieron de la base de que el DNA
eucaridtico no esta desnudo en el ndcleo,
sino que forma un complejo denominado
cromatina, del que las histonas son compo-
nentes fundamentales. Las histonas, descu-
biertas en 1884 [11], son proteinas de natu-
raleza basica, con cargas positivas, que pue-
den, al menos en parte, neutralizar las nega-
tivas del DNA.

Por otro lado, desde 1941, se habia
atribuido un papel funcional a las histonas
[12], que en 1950 cristalizo en la hipotesis de
que las histonas eran represores especificos
de los genes en un articulo publicado por Ed-
gar y Ellen Stedman [13]. De esta manera,
se estimulo la curiosidad de los cientificos
que se lanzaron a una carrera para estudiar
unas proteinas que, hasta entonces, habian
recibido poca atencion. Los éxitos obtenidos
en el fraccionamiento de histonas [14-16] y
en su secuenciacion [17] pusieron de mani-
fiesto que el nimero de especies de histonas

era reducido y, ademas, presentaban una
enorme constancia evolutiva, de modo que
habia una extraordinaria conservacion en la
estructura de histonas pertenecientes a orga-
nismos muy alejados filogenéticamente. Na-
turalmente, hubo que abandonar la hipétesis
de los Stedman y se atribuy6 a las histonas
un papel estructural, papel que habia de ser
decisivo si exigia tal constancia evolutiva. El
problema de empaquetar el DNA, quedaba
reformulado como el empaguetamiento de la
cromatina.

Este nuevo rumbo de la investiga-
cion dio lugar, especialmente entre los afios
1965 y 1974 a una copiosa produccién cien-
tifica, que cuajé en numerosas propuestas
para la organizacion de la cromatina. La di-
fraccion de rayos X fue una herramienta fun-
damental para esos estudios, y todos ellos,
con diversos matices, admitian que, por me-
dio de la interaccion con las histonas, la do-
ble hélice del DNA se disponia en forma de
una superhélice continua [18].

3. UNA RUPTURA EN LAS IDEAS: LA
ORGANIZACION NUCLEOSOMAL DE
LA CROMATINA

Sorprenderse ante un hallazgo ines-
perado es el primer paso para hacer avanzar
el conocimiento, pero «nuestro espiritu
siente una tendencia natural a rechazar
aquello que no entra en el marco de las
creencias cientificas o filosoficas de nuestro
tiempo» [19]. Estas palabras de Alexis Ca-
rrel se pueden aplicar a la aceptacion por la
comunidad cientifica del modelo de la super-
hélice como algo definitivo. Tan es asi, que
cuando algunos autores, al observar croma-
tina mediante microscopia electronica, en-
contraron fibras de diametro irregular, lo
achacaron a artefactos en la preparacion de
las muestras. La duda ante lo inesperado es
una actitud prudente. Cuando Réntgen ob-
tuvo los primeros indicios de la existencia de
un nuevo tipo de radiacién, su inicial sor-
presa derivd en incredulidad, hasta que la
evidencia lleg6 a convencerle. Marie Curie
repitid muchas veces las medidas de radiac-



tividad que finalmente condujeron al descu-
brimiento de un nuevo elemento, el radio. A
este propdsito, Eva Curie comenta que su
madre sospechaba que habria algun error en
los experimentos, pues ante un fenémeno
inesperado, la duda es la primera reaccion
del cientifico [20].

Pero, como ocurrié a Wilhelm Ront-
gen y a Marie Curie, llega un momento en
gue hay que rendirse ante la evidencia y eso
ocurrio en el estudio de la estructura de la
cromatina en 1973, cuando las sospechas en
favor de una organizacion discontinua de las
fibras de cromatina comenzaron a consoli-
darse de la mano de dos grupos: el de Wood-
cock y el de los esposos Olins. Ambos pro-
pusieron, en un congreso de Biologia Celular
celebrado ese afio en Miami, que la croma-
tina estaba formada por una sucesion de par-
ticulas mé&s o menos esféricas, de diametro
cercano a 100 A. Ese mismo afio aparecio un
articulo en el que se presentaban argumentos
bioguimicos, basados en la digestion con en-
donucleasas, a favor de una organizacién
discontinua y repetitiva de la cromatina [21].
Woodcock encontré serias dificultades para
publicar sus resultados, como recoge la cla-
sica obra de van Holde [22], y el trabajo final
de Ada y Donald Olins vio la luz el afio si-
guiente [23]. Acababa de producirse un cam-
bio radical en la manera de contemplar la es-
tructura de la cromatina, en la que el DNA se
organiza en forma de nucleosomas. Un nu-
cleosoma consta de una particula ndcleoy un
DNA espaciador. Mientras que el DNA es-
paciador es de longitud variable, la particula
nlcleo es idéntica en todas las células eu-
caridticas. Esta constituida por un octamero
formado por dos copias de cada una de las
histonas H2A, H2B, H3 y H4 alrededor del
cual se enrollan 147 pares de bases de DNA
describiendo una superhélice.

Teniendo en cuenta que el binomio
estructura-funcion se habia ya constituido en
uno de los principios insoslayables que con-
figuran la mentalidad de la Biologia Mole-
cular, tan pronto se descubrid la existencia
del nucleosoma y se estableci6 su composi-
cioén, se comenzo a tratar de determinar su

estructura. Gracias especialmente a los tra-
bajos del grupo de Klug, pronto se determind
la estructura de la particula nucleo con una
resolucion de 22 A [24] y més tarde se llegd
a describir con una resolucion de 7 A [25].
Si bien este nivel de resolucion permiti6 de-
terminar las dimensiones de la particula na-
cleoy trazar algunos detalles de su organiza-
cion, era insuficiente para decidir la estruc-
tura terciaria exacta de las histonas y locali-
zar en el espacio todos sus aminoécidos. Con
todo, el conjunto de la investigacion fue de-
cisivo para que Klug recibiera el premio No-
bel de Quimica en 1982.

En 1991 Moudrianakis, que habia
conseguido aislar y cristalizar octameros de
histonas a partir de particulas nucleo, logré
determinar su estructura con una resolucion
de 3,1 A [26]. Evidentemente, los resultados
se restringian a las histonas y, ademas, no a
la totalidad de sus moléculas ya que las colas
N-terminales, al no estar estructuradas, no
eran observables en la estructura cristalina.
En cualquier caso, los resultados de Mou-
drianakis supusieron también una ruptura
con algo que se admitia hasta entonces sin
dudas: las regiones estructuradas de las his-
tonas —los dos tercios C-terminales de sus
moléculas— no son, en propiedad, globula-
res. Se disponen con un motivo estructural,
desconocido hasta entonces, que se deno-
mind “histone fold” y mediante una interdi-
gitacion de las hélices de cada histone fold,
se adquiria la peculiar organizacién estructu-
ral del octdmero.

Asi, Moudrianakis se encontré con
unas imagenes que mostraban la estructura
de las histonas en el octamero con una preci-
sion nunca vista hasta entonces. La valia de
un investigador radica en saber plantear la
pregunta adecuada [27] y Moudrianakis la
plante6: ¢por donde pasa el DNA? Pero el
DNA no estaba presente en la muestra objeto
de la investigacion. Un investigador medio-
cre habria encontrado en esa circunstancia la
disculpa para no aventurar ninguna solucion.
Pero Moudrianakis captd un detalle funda-
mental: en la superficie del octdmero existe
una especie de rampa helicoidal, que la reco-
rre con unas dimensiones acordes con las



predichas por las observaciones de la parti-
cula nacleo a baja resolucion. Mas aun, la
disposicion de amino&cidos béasicos en esa
rampa parece una impronta de los fosfatos de
las dos cadenas de una doble hélice, algo asi
como un negativo fotografico en el que se
aprecian las cargas de signo contrario a las
gue hay en el DNA [28]. Moudrianakis in-
tuyd su recorrido, ya que la disposicion de
las cargas positivas de los aminoacidos basi-
cos esta pidiendo a gritos que el DNA se dis-
ponga de una manera concreta’.

4. LA BELLEZA, MOTOR Y RESUL-
TADO DE LA INVESTIGACION DE LA
ESTRUCTURA DEL NUCLEOSOMA

Einstein estaba convencido de que la
belleza era un principio rector en la bus-
queda de resultados importantes [29]. Los
resultados y la intuicién de Moudrinakis ha-
cian entrever la belleza que podia poseer la
organizacion estructural del nucleosoma.
Pero si el octamero de histonas se habia lo-
grado cristalizar para poder estudiar su es-
tructura con buena resolucion, los intentos
de superar la lograda por el grupo de Klug
[25] fracasaron. La Unica técnica entonces
disponible para investigar la organizacion
tridimensional de estructuras complejas,
como el nucleosoma, era la difraccion de ra-
yos X, que exige trabajar con muestras cris-
talizadas. Pero los cristales de nucleosomas
eran inestables y si se prolongaba el tiempo
de irradiacion para bajar de los 7 A de reso-
lucion, se destruian. Un hecho es la cosa mas
tozuda del mundo, como advirtié Mijail Bul-
gakov [30] y aqui el hecho era la inestabili-
dad de los cristales de nucleosomas. Pero
frente a la tozudez de los hechos, esta la de
los investigadores, que pueden rebuscar en-
tre el arsenal de métodos disponibles aque-
llos que les ayuden a superar los obstaculos
y pueden contar, ademas, con la imaginacion
para idear nuevos caminos para alcanzar el
fin.

! Pueden observarse estos detalles en las figuras
1y 4 del articulo de Arents y Moudrianakis [28].

Asi, el grupo de Richmond, pudo re-
solver las dificultades. La imaginacién les
Ilevo a disefiar una particula ntcleo mas es-
table, reconstituida a partir de octameros ob-
tenidos con histonas recombinantes y un
DNA de 146 pares de bases de secuencia pa-
lindrémica. De este modo, todas las particu-
las eran idénticas y perfectamente simétri-
cas, lo que aumentaba la estabilidad de los
cristales. Por otro lado, en lugar de emplear
una fuente convencional de rayos X, emplea-
ron los procedentes de la radiacién del sin-
crotrdn. La elevada energia de estos rayos X
permitia obtener datos de difraccidn precisos
son un tiempo de irradiacion lo suficiente-
mente breve como para que los cristales no
se destruyeran. De esta manera, llegaron a
describir la estructura de la particula nucleo
con una resolucion de 2,8 A [31]. Gracias a
la imaginacion y a los avances técnicos, se
logr6 un importante hito en la investigacion
sobre la estructura de la cromatina. No es
este el lugar para describir todas las implica-
ciones estructurales y funcionales de este
trascendental articulo, que ha sido citado
mas de 7000 veces?.

Figura 1. Estructura de la particula nucleo del nucleo-
soma. A. Estructura determinada por Luger et al. [31]
con una resolucion de 2,8 A. B. Estructura determi-
nada por Davey et al. [32] con 1,9 A de resolucion.
Las iméagenes se han construido con el programa Ras-
Mol 2.7.5.2, a partir de las coordenadas facilitadas en
los articulos correspondientes (archivos laoi.pdb y
1kx5.pdb, respectivamente. En la columna de la iz-
quierda se aprecia el cédigo de color utilizado para el
DNAy las histonas.

Las imagenes publicadas en el ar-
ticulo que se acaba de comentar, asi como en

2 https://www.researchgate.net/scientific-contri-
butions/Timothy-J-Richmond-57142037. Acce-
so 15 de septiembre de 2023.



los subsiguientes del grupo de Richmond, en
los que consiguieron mejorar la resolucion
hasta 1,9 A [32,33], poseen una indudable
belleza pléstica (Figura 1), aun a sabiendas
de que los colores se han afadido para faci-
litar la comprension de las estructuras. El
cientifico no pierde la admiracién por la be-
lleza con su trabajo. Al contrario, como es-
cribio Konrad Lorenz, uno de los iniciadores
de la etologia moderna, galardonado con el
premio Nobel de Medicina o Fisiologia,

«Las verdades de la Natura-
leza orgénica son de una belleza que
inspira amor y veneracion, y se nos
ofrecen tanto mas bellas cuanto més
penetramos en sus detalles y particu-
laridades. Es un desatino decir que la
investigacion positiva, la Ciencia, el
conocimiento de las relaciones natu-
rales, menguan el placer que procu-
ran las maravillas de la Naturaleza.
Al contrario, el hombre se siente con-
movido por la realidad viva de la Na-
turaleza, y tanto mas profundamente
cuanto mayores son sus conocimien-
tos sobre ella. No existe ningun buen
bidlogo, cuyos trabajos fueran coro-
nados por el éxito, que no haya sido
llevado hacia su profesiéon por aquel
placer interior que deriva de contem-
plar las bellezas de las criaturas vi-
vas, y que al mismo tiempo no sienta
aumentar su placer en la Naturaleza 'y
en el trabajo, a medida que se am-
plian sus conocimientos profesiona-
les. Lo dicho vale para todas las ra-
mas de la Biologia» [34].

En efecto, si la contemplacién de un
colibri nos admira por el colorido de su plu-
maje, por el rapido batido de sus alas para
conseguir su vuelo estatico, el estudio de los
complejos mecanismos moleculares que per-

3 El histone fold esta constituido por una hélice a
larga flanqueada por dos cortas. Algunos de los
aminodcidos que forman la unién de las hélices
adoptan una estructura B, que permite la unién
con el histone fold de la histona complementaria,
mediante enlaces de hidrégeno que forman hojas

miten una frecuencia de 70 aleteos por se-
gundo, llena de admiracién al cientifico.
Considerar, por ejemplo, que para lograr esa
impresionante frecuencia se precisa una ra-
pidisima transmision de impulsos nerviosos
hasta llegar a las sinapsis neuromusculares;
gue en las hendiduras sinapticas se ha de li-
berar acetilcolina que, como neurotransmi-
sor, al alcanzar las placas motoras de los
musculos responsables del movimiento de
las alas provoca su contraccion; que, para
que esos musculos se relajen y queden en
disposicion de iniciar una nueva contrac-
cion, la acetilcolina debe eliminarse de la
hendidura sinaptica; que esa eliminacion im-
plica la accién de una enzima, la acetilcoli-
nesterasa, que ha de unirse a su sustrato ace-
tilcolina, deformarlo para hacer posible su
hidrdlisis y liberar los productos de la reac-
cién; que todo eso, en fin, debe transcurrir en
un tiempo lo suficientemente corto para que
unos milisegundos después pueda registrarse
un nuevo impulso nervioso e iniciar un
nuevo ciclo de contraccién-relajacién. Con-
siderar todo esto, decia, nos admira mas que
la observacion del pajaro.

Espero que se disculpe esta breve di-
gresion, que no es banal; volvamos a la es-
tructura del nucleosoma. Si es admirable la
belleza plastica de las estructuras, cuando se
profundiza en los detalles moleculares que
subyacen en esa estructura, emerge una
nueva admiracion ante una belleza més pro-
funda. La precisa localizacion de los ami-
noacidos de las histonas hace posible la or-
ganizacion estructural del nucleosoma, gra-
cias al establecimiento de maltiples interac-
ciones de las histonas entre si y con el DNA.
Tan precisa es esa estructura que basta, por
ejemplo, la mutacion de la treonina 118 de la
histona H3 a una isoleucina para que el nu-
cleosoma se desestabilice [35]. EI aminoa-
cido 118 de H3 se encuentra localizado en el
lazo HSH23, que separa las hélices 2 y 3 del

B antiparalelas. De este modo se emparejan H2A
y H2B, formando dimeros. Dos dimeros H3-H4,
emparejados del mismo modo, forman un tetra-
mero. Los lazos que unen las hélices de cada his-
tone fold se designan como HSH (Helix-Strand-



histone fold, y que esta en contacto con el
lazo HSH1 situado entre las hélices 1y 2 de
la histona H4. En este Gltimo lazo se encuen-
tra la arginina 48, que establece una interac-
cion electrostatica con el DNA en la posicién
SHL 0,5 [31]. Basta esa minima diferencia —
del orden de 0,6 A— en el tamafio de las ca-
denas laterales de la treonina y de la isoleu-
cina para que el leve alejamiento de la argi-
nina 48 y el DNA, provocado por la muta-
cion, desestabilice el nucleosoma. Si la con-
templacion de la estructura del nucleosoma
puede causar admiracién a cualquier per-
sona, cuando el especialista profundiza en
detalles estructurales como el que acabamos
de considerar, su admiracion es alin mas pro-
funda que la del profano en la materia.

5. OTRA VEZ LA CURIOSIDAD: ;QUE
HAY ENTRE EL NUCLEOSOMA Y EL
CROMOSOMA METAFASICO?

Como se ha comentado anterior-
mente, el DNA debe compactarse mucho
para encerrarse en un nucleo eucariético. Y
debe hacerlo mas para formar el cromosoma
metafésico. En efecto, mientras que la con-
centracion de DNA en un nucleo en interfase
puede calcularse en 0,10 g/ml, en un cromo-
soma es del orden de 0,17 g/ml [36]. La or-
ganizacion del nucleosoma supone ya una
compactacion del DNA, ya que la longitud
ocupada por el &cido nucleico se reduce por
un factor comprendido entre 6 y 7, pero es
necesaria una compactacion mucho mayor
para llegar a la correspondiente al cromo-
soma, que se calcula en un factor del orden
de 10*[37].

La organizacion de la cromatina en
estructuras de orden superior al nucleosoma
excitd pronto la curiosidad de los investiga-
dores. Dos afios después de que se descri-
biera la existencia de nucleosomas [23] y se
propusiera su composicion [38], ya se plan-
ted el modelo solenoidal para la organiza-
cion de los nucleosomas formando una fibra
de unos 30 nm de diametro [39], que podia

Helix) y se numeran correlativamente segln la
secuencia de la histona.

observarse al microscopio electrénico, en
determinadas condiciones, en preparaciones
diluidas de cromatina. Posteriormente, se
propusieron multiples modelos para la es-
tructura de esas fibras de 30 nm, algunos de
los cuales se han revisado recientemente
[40] y se admitia que esas fibras podrian ple-
garse ulteriormente hasta llegar a formar la
compacta organizacion de los cromosomas
metaféasicos [41].

Pero también surgieron dudas sobre
la existencia real de las fibras de 30 nm, que
se postul6 eran caracteristicas de las prepa-
raciones diluidas de cromatina, pero no de su
estado real en el nucleo [42,43]. El grupo del
Prof. Daban, en la Universidad Autbnoma de
Barcelona propuso que los cromosomas me-
tafasicos estan organizados en forma de pla-
cas de espesor compatible con las dimensio-
nes de los nucleosomas, que estarian dis-
puestos irregularmente en ellas [44-46]. Re-
cientemente, los mismos autores han encon-
trado datos a favor de la existencia de placas
en nucleos en interfase [47] y sus propieda-
des dinamicas permitirian la reorganizacion
de la cromatina durante la transicion inter-
fase-metafase y viceversa [48] (Figura 2).

Figura 2. Placas de nucleosomas en cromosomas me-
tafasicos. Adaptado de la ref. [48], con licencia CC BY
4.0. Figura cortesia del Prof. J. R. Daban.

En cualquier caso, en la ultima de-
cada se ha producido un importante giro en



el estudio de las estructuras de orden supe-
rior de la cromatina. El interés por estudiar
esas estructuras in vitro ha ido decayendo vy,
como afirma Strickfaden, la fibra de 30 nm
ha perdido su condicién de estructura esen-
cial in vivo [49]. La atencidn de los investi-
gadores se centra ahora en la organizacion
tridimensional de la cromatina in situ, es de-
cir, en el interior del ndcleo eucaridtico in-
tacto. EI matemético Ennio de Giorgi (1928-
1996) afirmaba que «el avance normal de la
ciencia sigue la logica del aprovechamiento
del éxito, mientras que los grandes cambios
de rumbo de la ciencia obedecen a la l6gica
del “aprovechamiento del fracaso”» [50].
Seria un tanto exagerado decir que el acceso
experimental a la dilucidacion de las estruc-
turas de orden superior de la cromatina me-
diante estudios in vitro fue un fracaso, asi
como pensar que el paso a considerar la es-
tructura in situ haya supuesto un gran cam-
bio de rumbo en la ciencia; pero, en cual-
quier caso, este giro en la investigacion pone
de manifiesto como los cientificos saben
aprovechar los resultados adversos —o, al
menos, insatisfactorios— para imprimir un
nuevo rumbo a su estudio. A la considera-
cion de la estructura tridimensional de la cro-
matina en el ndcleo se dedica un posterior
apartado de este discurso.

6. LO QUE QUEDABA POR DESCUBRIR

El fisico ted6rico norteamericano
John Archibald Wheeler (1908-2011) hizo
importantes aportaciones a la ciencia, aun-
que quiza es mas conocido por popularizar
el término “agujero negro”. Y, como hombre
de ciencia, era consciente de que cada ha-
llazgo en la investigacion abre las puertas a
lo desconocido, a lo que queda por descubrir.
Asi pudo escribir:

«Las maravillas descubiertas
estdn en un segundo plano con res-
pecto a aquellas que aln esperan ser
descubiertas. Lo no descubierto nos
rodea en todas las direcciones, en lo
gue los antiguos romanos gustaban
llamar ‘las murallas llameantes del

mundo’, flammanda moenia mundi»

[51].

En este momento son totalmente
pertinentes estas palabras de Wheeler. En
efecto, el descubrimiento de la estructura del
nucleosoma, la apenas atisbada estructura de
orden superior de la cromatina, pueden pare-
cernos maravillosos avances en nuestro co-
nocimiento. Pero mas all& de esas Ilameantes
murallas queda atn mucho por descubrir. La
cromatina y su compleja estructura no son
mas que el escenario donde ha de represen-
tarse el trascendental juego de la expresion
génica. Como se comentaba al principio de
este discurso, un gen se expresa cuando una
hebra del DNA se transcribe para producir el
RNA mensajero, que luego se traduce para
dar lugar a las proteinas. La transcripcion se
realiza gracias a la accion de la RNA poli-
merasa, una enzima que va recorriendo la ca-
dena molde del DNA vy cataliza la consecu-
tiva adicion a la cadena de RNA naciente de
ribonucleétidos complementarios a los de la
cadena molde. Pronto se advirtié que no sélo
la superestructura de la cromatina, sino tam-
bién la propia organizacién nucleosomal,
impiden el avance procesivo de la RNA po-
limerasa, de modo que, para que se realice la
transcripcion es preciso un cambio, una re-
modelacién, como se comenzd a decir, de la
estructura de la cromatina.

Las dos udltimas décadas del siglo
pasado fueron enormemente fructiferas para
ahondar en esos cambios estructurales que
habia de sufrir la cromatina para permitir la
transcripcion. Se obtuvieron los primeros
datos gracias a las investigaciones realizadas
con la levadura Saccaromyces cerevisiae
[52-56] extendidas después a organismos
superiores. Se comprob6 que la acetilacion
de las histonas —una modificacion covalente
reversible que, a expensas de acetil-CoA
convierte el grupo g-amino de algunos resi-
duos de lisina en acetamida anulando asi su
carga positiva— relaja la superestructura de la
cromatina [57,58]. Tras la publicacion de la
hipotesis de Peter Loidl, que postulaba que
la acetilacion de histonas, ademas de contri-
buir al relajamiento de la estructura de la cro-



matina, podia desempefiar funciones de se-
fializacion, que marcaran determinados luga-
res de la cromatina para la ejecucion de fun-
ciones especificas [59], se consiguié demos-
trar la existencia de multiples actividades en-
ziméticas responsables de modificar el es-
tado de acetilacion de las histonas [60-65].
Se descubrieron los complejos de remodela-
cién que, gracias a la energia de hidrolisis
del ATP consiguen vencer los obstaculos
energéticos que la desorganizacion de una
estructura estable como el nucleosoma im-
plica [66]. El estudio de otras modificacio-
nes covalentes reversibles de las histonas,
como la metilacion, la fosforilacion, la ubi-
cuitinacion y la poliADP ribosilacion, asi
como la demostracion de que la metilacion
del DNA en algunas de sus citosinas es un
proceso reversible, abrié un campo de al-
cance insospechado: el de las modificacio-
nes epigenéticas de la cromatina, es decir,
los cambios potencialmente heredables que,
sin alterar la secuencia del DNA, pueden
modificar la expresion génica.

Se lleg6 asi, al inicio del presente si-
glo, al convencimiento de que si la traduc-
cion del mensaje contenido en el DNA venia
determinada por el cdigo genético, en la re-
gulacion de la expresion de ese mensaje in-
tervenia decisivamente un cédigo epigené-
tico [67] y se abri6 una fructifera linea de in-
vestigacion para descifrar el codigo conte-
nido en las diferentes modificaciones de las
histonas y en como se lee ese codigo [68,69].
Se comenzaba asi a vislumbrar cémo podria
resolverse el problema que plantea la estruc-
tura de la cromatina de cara a la expresion
génica. Expresion génica que ha de ser espe-
cifica por cuanto cada célula debe expresar
s6lo una seleccion de los genes que compo-
nen su genoma y lo ha de hacer en el mo-
mento oportuno. Sobre las causas responsa-
bles de esa especificidad se conocia también
bastante a principios de nuestro siglo. Los
genes tienen regiones reguladoras en las que
se encuentran secuencias especificas —ele-
mentos cis— capaces de ser reconocidas por
factores transcripcionales, activadores o re-
presores de la transcripcion. Esas regiones se
sitian ordinariamente fuera del cuerpo del
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gen; se trata del promotor o de regiones que
pueden estar muy alejadas del inicio de la
transcripcion —hasta un millon de pares de
bases— denominadas potenciadores. La
union de factores trans a esos elementos es
determinante de la activacién o represion del
gen. Pero los elementos cis ordinariamente
contienen un ndmero reducido de nucledti-
dos, lo que significa—dado el gran tamafio de
los genomas eucaridticos— esas secuencias
especificas pueden estar repetidas millones
de veces. Surge asi la cuestion importante de
coémo los factores trans pueden encontrar la
secuencia especifica correspondiente al gen
gue en cada momento se deba expresar. Di-
cho de otro modo, como la mayor parte de
esos elementos reguladores se hacen inacce-
sibles para permitir la unién de los factores
solo al sitio correcto en cada célulay en cada
momento concreto. Parece claro que la cro-
matina desempefia un papel fundamental en
esa seleccion a través de sus modificaciones
epigenéticas y de la localizacion de los nu-
cleosomas, que pueden impedir el acceso de
los factores a sus secuencias de union. Esta
cuestioén, que ha sido recientemente revisada
[70], ya era ampliamente aceptada a finales
del siglo XX.

Ya se ha comentado como se pudo
comprobar que la localizacién de los nucleo-
somas podia variar con la activacién de los
genes y cdmo aparecian cambios epigenéti-
cos —tanto en la metilacién del DNA como
en las modificaciones de las histonas— a ve-
ces inequivocamente relacionados con la ac-
tivacion génica. También eran conscientes
los investigadores de que, si los genes que
han de expresarse en un momento dado ad-
quieren una especifica marca epigenética y
los complejos remodeladores son capaces de
leer esa marca, seria factible su transcrip-
cion. Pues bien, que algunos componentes
de los complejos de remodelacion poseen
dominios capaces de reconocer marcas epi-
genéticas era ya un hecho sabido a principios
del presente siglo [71] y también se sabia
que, como resultado de la actuacion de di-
versas cascadas de sefializacion, era posible
modificar especificamente las histonas de un



determinado gen, como se comprobd, por
ejemplo, en el caso del gen MAT2A [72].

Se conocia también que los comple-
jos de remodelacion pertenecian a cuatro fa-
milias, atendiendo a la naturaleza de su AT-
Pasa: SWI/SNF, ISWI, INO80 y Mi2/CHD
[73] y que esos complejos eran capaces, al
menos in vitro, de llevar a cabo diferentes
modos de alterar la organizacion nucleoso-
mal para permitir el acceso a la cromatina de
los diversos factores y de la maguinaria
transcripcional. En efecto, todos los comple-
jos de remodelacion son capaces de provocar
el deslizamiento de nucleosomas, de modo
que dejen secuencias de DNA libres de obs-
taculos; es también posible la eliminacion de
un dimero H2A/H2B, con o sin sustitucién
por otro dimero en cuya constitucion inter-
venga la variante H2A.Z* con la consi-
guiente desestabilizacion del nucleosoma re-
sultante; es posible, finalmente, la elimina-
cioén completa de un octdmero de histonas,
haciendo accesible al DNA antes ocupado
[74]. Pero, en aquellos primeros afios del mi-
lenio quedaban aln muchos interrogantes
por resolver. Por ejemplo, sobre los posibles
mecanismos de la remodelacion sélo se po-
dian hacer conjeturas [73,75-77]. También
habia que profundizar mucho sobre la coor-
dinacion de los diferentes mecanismos epi-
genéticos con las distintas funciones del ge-
noma; habia, por fin, que dilucidar cdmo se
organizaban espacialmente todas esas fun-
ciones en el interior del nucleo.

Hasta ahora, en nuestro recorrido
histdrico, nos hemos detenido en los aspec-
tos estructurales del material genético eu-
cariotico, aspectos que pueden asombrar y
gue permiten contemplar la belleza de algu-
nas complejas estructuras. Se ha entrevisto
coémo la admiracion ante tales aspectos es
motor para avanzar en la investigacion.
Luego, hemos pasado como de puntillas por
los interrogantes que surgen cuando se con-
sidera que esa compleja estructura ha de ser

4 En el caso de las histonas humanas, con la ex-
cepcidén de H4, ademas de la forma candénica
existen distintas variantes de secuencia; H2A.Z
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el escenario donde se desarrolla la transcrip-
cién, que da comienzo a la expresion génica,
para dejar esbozado el estado de la cuestién
tal como se planteaba hace 20 afios. Tiempo
es ya de considerar, siquiera sea brevemente,
cdémo se han ido despejando algunos de esos
interrogantes en estas dos décadas, como se
ha penetrado en esos territorios desconoci-
dos y como cada hallazgo ha abierto las
puertas a nuevos espacios, que se ofrecen a
la contemplacion y a la curiosidad del inves-
tigador. Ernst Peter Fischer, en uno de sus
maés conocidos libros, cita unas palabras de
Marie Curie que vienen como anillo al dedo
para nuestra siguiente andadura: «tampoco
creo que exista el peligro de que el espiritu
de aventura cientifica desaparezca de nues-
tro mundo. Si hay algo de lo que me rodea
que tenga fuerza vital, es precisamente este
espiritu de aventura, que parece inquebran-
table y que esta ligado a la curiosidad» [78].

7. ;COMO ALTERAN LOS COMPLEJOS
DE REMODELACION LA ESTRUC-
TURA DEL NUCLEOSOMA? OTRA VEZ
ADMIRACION

Como se ha tenido ocasion de ver en
las lineas precedentes, a principios del pre-
sente siglo se sabia que los complejos de re-
modelacion se pueden reclutar en las regio-
nes del genoma que han de transcribirse, le-
yendo las sefiales epigenéticas escritas sobre
ellas. Se sabia también que empleaban la
energia procedente de la hidr6lisis del ATP
para superar la barrera energética que im-
pone la estabilidad de la estructura nucleoso-
mal. Pero se ignoraban los mecanismos mo-
leculares por los que se conseguia desensam-
blar la estructura del nucleosoma.

Hace afios, tuve ocasion de definir la
Bioquimica, la Biologia Molecular, como
«una forma de estudiar la Biologia, que per-
sigue dar una interpretacion de los procesos
vitales organicos en términos de la estruc-

es una variante de H2A, cuya presencia, en lu-
gar de la forma canonica, hace menos estable al
nucleosoma.



tura y dindmica de las moléculas que cons-
tituyen un organismo vivo» [79]. En esta de-
finicion hacia hincapié en la decisiva aporta-
cion que la consideracion de la estructura y
la funcién, como partes inseparables de un
binomio, tuvo en la génesis de la Bioguimica
y la Biologia Molecular. De hecho, Astbury,
un fisico atraido por los problemas que plan-
teaba la estructura de macromoléculas biold-
gicas, que fue uno de los primeros usuarios
del término Biologia Molecular, escribio:
«La biologia molecular es predominante-
mente tridimensional y estructural, lo que no
significa, sin embargo, que sea un simple re-
finamiento de la morfologia. Es necesario,
al mismo tiempo, discurrir sobre el origeny
funcién» [80].

Gracias a esta mentalidad, fueron
numerosos los investigadores que llegaron al
convencimiento de que para comprender el
modo en que los complejos de remodelacién
alteraban la estructura del nucleosoma era
preciso conocer, de una parte, la estructura
de los complejos de remodelacion; de otra,
la estructura que resulta al unirse dichos
complejos al nucleosoma, ya gque esa unién
ha de ser el primer paso para la actuacion del
remodelador.

Evidentemente, el estudio de la es-
tructura de los complejos de remodelacién
no es una tarea facil. Su tamafio, excesiva-
mente grande debido a las numerosas
subunidades que la mayoria de ellos poseen,
hace practicamente imposible su cristaliza-
cion y estudio mediante difraccién de rayos
X, que, como se ha comentado anterior-
mente, era la técnica de eleccién para estu-
dios estructurales de biomacromoléculas. La
microscopia electronica convencional —por
ejemplo, con contraste negativo—, aunque
aplicable a preparaciones de esos complejos,
no proporcionaba, ni de lejos, la suficiente
resolucion. Pero como ocurre en toda explo-
racion, la carencia de medios aviva el inge-
nio para obtenerlos. Y eso ocurrio en la in-
vestigacion de la estructura de los complejos
de remodelacion. No era, por supuesto, el
Gnico caso en el que se echaba en falta una
técnica capaz de estudiar sofisticadas estruc-
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turas bioldgicas y eso aguz6 mas la imagina-
cién de los investigadores. Ya en 1980 Jac-
ques Dubochet habia observado que al traba-
jar a 4°K el dafio producido en los materiales
biolégicos por los haces de electrones que se
emplean en la microscopia electrénica, se re-
ducia considerablemente [81]. Animado con
este primer resultado, Dubochet continud in-
vestigando sobre la técnica denominada
crio-microscopia electrénica que, esencial-
mente, consiste en preservar la estructura de
las biomoléculas consiguiendo que el agua,
al bajar la temperatura a valores proximos al
0 absoluto, quede en un estado vitreo, con lo
gue se evita que los cristales de hielo destru-
yan las estructuras nativas. En esas condicio-
nes, los materiales pueden observarse por
microscopia electrénica hasta alcanzar una
resolucién proxima al nivel atomico. Ya se
ha comentado anteriormente una temprana
aplicacién de esta técnica al estudio de la es-
tructura de la cromatina [42], pero fue en la
década de 2010 cuando la crio-microscopia
electronica se populariz6, hasta el punto de
que la revista Nature Methods la califico
como el “método del ano” de 2015 [82]. Y
dos afios mas tarde, Jacques Dubochet, junto
con Joachim Frank y Richard Henderson ob-
tuvieron el premio Nobel de Quimica por “el
desarrollo de la criomicroscopia electrénica
para la determinacién con alta resolucion de
la estructura de biomoléculas en disolucién”.
Como afiadia la nota de prensa de la Real
Academia de Ciencias Sueca al anunciar la
concesion del premio, «este método ha tras-
ladado la bioquimica a una nueva era». De
hecho, la accesibilidad creciente de esta re-
volucionaria tecnologia ha hecho posible la
determinacion de la estructura de los com-
plejos de remodelacién de la cromatina, asi
como entrever el mecanismo intimo de la
desestabilizacién del nucleosoma.

La mayor parte de las investigacio-
nes se han llevado a cabo con complejos de
remodelacion de la familia SWI/SNF, los
primeros que se describieron y los méas estu-
diados en todos sus aspectos. Por ejemplo,
en 2017 se publicé un articulo en el que se
recogia la estructura de ScSnf2 —la ATPasa



del complejo Swi/Snf de la levadura Saccha-
romyces cerevisiae— unida a un nucleosoma.
La union tiene lugar fundamentalmente a
través de interacciones con el DNA en la lo-
calizacion SHL2° del nucleosoma, aunque
también intervienen contactos con la cola N-
terminal de H4. La resolucion —del orden de
5 A en la estructura de la ATPasa— permitio
apreciar la estructura secundaria de ScSnf2.
Los autores postularon un mecanismo para
la distorsion de la estructura del DNA pro-
vocada por el cambio conformacional indu-
cido por el ATP en la enzima. Ese cambio
provocaria la aparicion de un abultamiento
en la trayectoria del DNA causado por su se-
paracion local del octdmero de histonas [83].
La propagacion de esta separacion iria com-
pletando el proceso de re-estructuracion del
nucleosoma.

Dos afios més tarde el mismo grupo
afiadié un importante detalle: la estructura
del complejo Snf2-nucleosoma se determin6
tanto en presencia de ADP, como de ADP-
BeFx [84]. Hay que tener en cuenta que el
producto resultante de la unién de fluoruros
de berilio al ADP mimetiza la estructura del
estado de transicion del ATP en el ciclo ca-
talitico de la ATPasa [85], con lo que los au-
tores de la investigacion pudieron precisar
mas el mecanismo de la distorsion del DNA
inducido por la hidrdlisis del ATP y de su
propagacion [84]. Es evidente que las ima-
genes que se pueden obtener a través de estas
investigaciones, no sélo permiten contem-
plar la belleza de las estructuras, sino que,
como consecuencia de la estrecha relacion
entre estructura y funcion, permiten entrever
algunos aspectos de la dindmica de la remo-
delacion de la cromatina®.

Hasta ahora se han mencionado in-
vestigaciones realizadas solo con la ATPasa
de SWI/SNF, pero los complejos de esta fa-
milia, ademas de esa subunidad que actla
como motor del cambio estructural, tienen

5> SHL es la sigla con la que se designan las dife-
rentes localizaciones del DNA en un nucleo-
soma. Los nimeros enteros corresponden a las
posiciones en las que el surco estrecho del DNA
esta orientado hacia fuera. La posicién SHLO co-
rresponde al punto medio de la secuencia del
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un numero elevado de subunidades:
SWI/SNF de levadura y BAF humano tienen
10 subunidades; el PBAF humano posee 12
y el RSC de levadura 15. Logicamente, se
trata de estructuras complicadas, cuyo ta-
mafio supera al del propio nucleosoma. No
obstante, en 2019 ya se dispuso de resultados
sobre la estructura del complejo RSC de le-
vadura unido a un nucleosoma, con una re-
solucion de 7,1-7,6 A dependiendo de la re-
gion [86] y un afio después se publico una
investigacion similar en la que, si bien la re-
solucion de conjunto era peor, se logré al-
canzar una resolucion de 3,6-3,8 A en el caso
del complejo libre de nucleosomas [87] (Fi-
gura 3).

Complejo de

remodelacién

Figura 3. Estructura del complejo de remodelacion de
S. cerevisiae RSC unido a un nucleosoma. A la iz-
quierda se observa la estructura del nucleosoma ais-
lado y a la derecha unido a RSC. Obsérvese como el
DNA comienza a separarse del octamero de histonas
por la accion de RSC, en la region sefialada por la fle-
cha. Las imagenes se han construido con el programa
RasMol 2.7.5.2, a partir de las coordenadas facilitadas
en el articulo de Wagner et al. [87] (archivo 6tda.pdb).

RSC es capaz no sélo de provocar el desliza-
miento de nucleosomas, sino también de ha-
cer saltar el octamero para dejar totalmente
libre el DNA que lo envolvia [88]. Este pro-
ceso tiene singular importancia en torno al
sitio de inicio de la transcripcidn, para gene-
rar una region libre de nucleosomas y permi-
tir el libre acceso de la maquinaria transcrip-
cional. La secuencia del DNA en esas regio-
nes facilita la eliminacion de nucleosomas
por RSC [89] y los mencionados estudios es-
tructurales han permitido analizar la funcion

DNA, que se encuentra precisamente en el eje
diadico del nucleosoma. La numeracion se esta-
blece con valores positivos y negativos hacia un
lado u otro del DNA.

6 Se puede observar un modelo para ese meca-
nismo en el video 2 del articulo de Li et al. [84].



de uno de los componentes de RSC en el re-
conocimiento de esas secuencias [87] y de
otro de los componentes para permitir la eli-
minacién de un dimero H2A-H2B que inicia
la liberacion del octamero de histonas [86]’.

El vertiginoso ritmo de la investiga-
cioén hace que cada vez haya mas detalles so-
bre la estructura de los complejos SWI/SNF,
tanto libres [90], como unidos a nucleoso-
mas [91,92]. Estos refinamientos han permi-
tido, por ejemplo, comprender como muta-
ciones en la hélice C-terminal de la subuni-
dad SMARCBL1 del complejo humano BAF
o0 en los dominios de interaccion entre las
subunidades de los complejos, frecuentes en
cancer, conducen a una remodelaciéon abe-
rrante que seria la causa molecular de la on-
cogeénesis.

El papel fundamental de los remode-
ladores de la familia SWI/SNF es, como se
acaba de ver, provocar un deslizamiento de
nucleosomas para liberar el sitio de inicia-
cion de la transcripcién, o bien, permitir el
paso de la RNA polimerasa por una secuen-
cia ocupada por un nucleosoma y en ambos
casos, la eliminacion de un dimero H2A-
H2B representa una etapa previa. Pero hay
también otros procesos en los que la actua-
cion de los componentes de la familia
SWI/SNF desempefian una funcién impor-
tante, aunque mas especializada. Es el caso
de la proteina humana del tipo SNF2, codifi-
cada por el gen ATRX, acrénimo que hace re-
ferencia a que mutaciones en dicho gen cau-
san el sindrome de retraso mental con o-ta-
lasemia, ligado al cromosoma X (X-linked
mental retardation with alpha-thalassemia).
La proteina ATRX, en cooperacién con la
carabina molecular® DAXX, se encarga de
depositar la variante H3.3 en los telémeros,
heterocromatina pericéntrica, y otras secuen-
cias repetitivas de DNA [93,94]. Otra fun-
cién especializada de una proteina del tipo

7 El video recogido en el articulo de Wagner et
al. [87] permite contemplar algunos detalles de
la estructura del complejo RSC-nucleosoma.
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SNF2, PICH, es la remodelacion de nucleo-
somas necesaria para resolver los puentes de
cromatina que se pueden formar en la ana-
fase como consecuencia de enredos entre el
DNA de crométidas hermanas. Reciente-
mente se ha demostrado que, para PICH
desorganice los nucleosomas y asi resulte
posible la actuacion de la topoisomerasa que
rompe el puente, se requiere, por supuesto,
la hidrolisis de ATP, pero ademas PICH de-
pende de la tensién provocada por la traccion
ejercida por el huso mitético [95]. Esta ac-
tuacion de un remodelador dependiendo de
una fuerza fisica no sélo constituye un ejem-
plo Unico, sino que plantea nuevos proble-
mas sobre el modo en que esa dependencia
haya podido adquirirse en el transcurso de la
evoluciéon. Una vez maés, tropezamos en
nuestro recorrido con propiedades asombro-
sas de la materia viva que plantean nuevos
problemas y estimulan el afan de seguir in-
vestigando.

Recientemente, Chen y sus colegas
han revisado la estructura y mecanismo de
accion de los complejos de remodelacion de
la familia SWI/SNF, incluidos los humanos,
para concluir que, dada la homologia entre
ellos y la semejanza de su funcién, la arqui-
tectura y mecanismo de accion es similar en
todos ellos [96].

La estructura de los remodeladores
de la familia INO80/SWRL1 también ha reci-
bido atencidn, con vistas a acceder a su me-
canismo de accion. Simultaneamente se des-
cribié el analisis mediante crio-microscopia
electronica de los complejos INO80 humano
y de levadura unidos a un nucleosoma [97—
99]. Los estudios hechos con mayor resolu-
cién [97,98] permitieron vislumbrar la fun-
cion de los componentes no enzimaticos del
complejo en el deslizamiento de los nucleo-
somas. Es interesante que INO8O actla en
forma de dimero, presentandose un efecto
cooperativo entre ambos mondmeros; la cola
N-terminal de la histona H3 estd implicada

8 Véase el Vocabulario Cientifico y Tecnol6gico
de la Real Academia de Ciencias Exactas, Fisi-
cas y Naturales de Espafia (www.VCTRAC.es)
para la definicion del lema carabina molecular.



en la regulacion de dicho efecto [97]. El afio
2018 resulto prolifico en las investigaciones
estructurales sobre la familia INO80/SWR1
porque, ademas de los trabajos que se acaban
de citar, se lleg6 también a conocer la estruc-
tura de SWR1 de levadura unido a un nu-
cleosoma [100]

La organizacion estructural de los
complejos INO80/SWR1 es muy similar, no
solo al comparar INO80 de levadura con
SWR1 del mismo organismo, sino cuando la
comparacion se hace con INO80 humano.
Por ejemplo, todos los complejos contienen
actina combinada con varias Arps (actin-re-
lated proteins); estas Ultimas proteinas son
esenciales para acoplar la ATPasa motora
con el deslizamiento del octamero. Y como
este deslizamiento es algo comun a todos los
complejos, pareceria que la similitud estruc-
tural estaba relacionada con una similar fun-
cion. No obstante, al analizar en detalle las
funciones de los complejos INO80/SWR1
surgio una sorpresa: los datos bioquimicos
revelan que la actividad y el mecanismo de
los distintos complejos son muy diferentes y
en un articulo en el que se revisaban estas di-
ferencias, los autores concluian «la familia
INO80 presenta una sorprendente diversi-
dad de funciones, basada sobre un marco es-
tructural similar» [101]. Y es que la sorpresa
no es una actitud exclusiva de las personas
inexpertas; el cientifico ha de adoptar de
continuo una actitud abierta ante la natura-
leza, siempre prédiga en proporcionar sor-
presas a los que sean capaces de observarlas.
Y aqui se da una sorpresa que no hace tam-
balearse la mencionada relacién entre estruc-
tura y funcion, sino que obliga a perfilarla.

No seria justo terminar este reco-
rrido a lo largo de la estructura y funcion de
los complejos de remodelacion sin mencio-
nar los estudios sobre el complejo NURD.
Su nombre corresponde al acronimo de nu-
cleosome remodeling and deacetylation, ya
que el complejo contiene, ademaés de la AT-
Pasa Mi-2, las proteinas RbAp46 y RbAp48,
capaces de interaccionar con la histona H4,
y otros componentes, un moédulo en el que se
encuentran las histona desacetilasas HDAC1
y HDAC?2. El descubrimiento de la presencia
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de estas enzimas supuso también una cierta
sorpresa. En efecto, la sensacién general que
puede haber quedado de la descripcion ante-
rior de los remodeladores de las familias
INO8O0 y SWI/SNF, es que su accién funda-
mental consiste en dejar libres algunos seg-
mentos de DNA, bien para que puedan en-
samblarse factores tanscripcionales, comple-
jos de iniciacion de la transcripcion, topoiso-
merasas, etc., como para que puedan ser re-
corridos por las RNA polimerasas durante la
transcripcion. Sin embargo, la desacetilacion
de histonas esta clasicamente relacionada
con la represion de la transcripcion. ¢(Qué
sentido tiene, pues, que exista un complejo
de remodelaciéon con capacidad represora?
La respuesta a este interrogante parece ob-
via: la remodelacién de la cromatina puede
servir tanto para permitir el acceso de la ma-
quinaria transcripcional a ciertos genes
como para impedirlo en el caso de otros. De
hecho, los primeros estudios del transcrip-
toma de la levadura S. cerevisiae pusieron de
manifiesto que entre los genes dependientes
de SWI/SNF para su transcripcion hay mas
reprimidos que activados por el remodelador
[102,103]. Asi pues, el que los complejos
NURD estuvieran especializados en generar
cromatina inactiva, no seria una situacion
anémala y asi se reconocid en las revisiones
iniciales [73]. De hecho, el posicionamiento
nucleosomal puede tener una funcién regu-
ladora al dejar descubiertas o proteger se-
cuencias concretas del DNA y, por tanto, la
funcion de la remodelacion puede ser biva-
lente en cuanto a la regulacion de la trans-
cripcion.

Asi estaban las cosas a principios de
este siglo; todo parecia claro en torno a la
funcién del complejo NURD. Sin embargo,
cuando parecia que todo estaba pacifica-
mente aclarado, comenzaron a surgir com-
plicaciones. Una primera es la variabilidad
de sus siete subunidades. En mamiferos, se
pueden ensamblar al menos dos paralogos
por cada subunidad. La subunidad que posee
la actividad ATPasa es CHD, de la cual exis-
ten tres parélogos, 3, 4 y 5. Las restantes
subunidades son GATAD?2, con dos parélo-
gos, Ay B, MBD, con otros dos, 2y 3, MTA



con tres posibles parélogos, 1, 2 y 3, RBBP,
y CDK2AP, con dos parédlogos cada una, de-
signados, respectivamente 4/7 y 1/2; final-
mente, la histona desacetilasa, que puede ser
HDAC1 o HDAC2. Ademaés, algunas
subunidades estan repetidas en el complejo;
de hecho el establecimiento de su estequio-
metria ha presentado dificultades Esa diver-
sidad ofrece mdaltiples combinaciones es-
tructurales para los complejos NURD, que
constituyen un excelente ejemplo de lo que
se ha dado en denominar intercambio de pa-
ralogos, es decir la capacidad de modular la
funcionalidad a través de la incorporacion de
paralogos especificos de sus subunidades
[104]. Un ejemplo ilustrativo es que el para-
logo més abundante de MBD, es decir,
MBD3 participa en la regulacion de la expre-
sion de numerosos genes, mas ajustandola al
valor adecuado que efectuando un control
todo o nada [105]. Por el contrario, el com-
plejo NURD con MBD2 est4 implicado en la
represion del gen de la y-globina fetal en las
células eritroides adultas [106].

Todas estas circunstancias han afia-
dido un especial interés al estudio estructural
del complejo NURD. Dada la complejidad
estructural y las dudas planteadas por la es-
tequiometria del complejo cuando ésta se es-
tudié por métodos tradicionales, la investi-
gacion de la estructura hubo de hacerse por
una combinacién de varios métodos. El pri-
mer analisis utiliz6 espectrometria de masas
cuantitativa, entrecruzamiento, métodos cla-
sicos de bioguimica de proteinas y micros-
copia electronica con contraste negativo y
técnicas de reconstruccion tridimensional.
Permitié la obtencion de imagenes con baja
resolucion (20-30 A) del complejo, aclarar
cuestiones acerca de su estequiometria y de-
mostrar que PWWP2A, una proteina que in-
teracciona con la cromatina, se encarga de
regular la composicion de NURD [107].

Mas recientemente, se ha aplicado
otra combinacion de métodos, en este caso
cromatografia de exclusion molecular aco-
plada a dispersion de luz de angulo multiple
con laser; espectrometria de masas con ad-
quisicién independiente de datos; entrecru-
zamiento quimico acoplado a espectrometria
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de masas; microscopia electrénica con con-
traste negativo; cristalografia de rayos X; re-
sonancia magnética nuclear, predicciones de
estructura secundaria y modelizacion por ho-
mologia. A partir de los datos obtenidos por
todas estas técnicas se ha utilizado una inte-
gracién bayesiana para la determinacién de
la estructura de tres sub-complejos de
NURD. Finalmente, utilizando la previa-
mente determinada estructura del complejo
CHDA4-nucleosoma [108], los autores de la
investigacion han propuesto un modelo para
la estructura del subcomplejo MTAL-
HDAC1-RBBP4-MBD3-GATAD2A unido
a un nucleosoma [109]. Aungue hayan de
perfilarse muchos detalles, estas investiga-
ciones han servido para comprender el papel
de MBD3 en NURD, asi como para caracte-
rizar los dominios de union de las diferentes
subunidades.

Ya es hora de terminar esta descrip-
cion de las estructuras de los complejos de
remodelacién. La emprendimos basandonos
en esa intima relacion entre estructura y fun-
cion que varias veces se ha mencionado. Y,
efectivamente, el conocimiento de la estruc-
tura ha aportado datos sobre la funcién, al-
gunos de los cuales se ha resaltado en las li-
neas precedentes. Pero los estudios estructu-
rales forzosamente dan una vision estatica de
la arquitectura molecular, por mas que se
pueda entrever como se desarrolla dinamica-
mente la funcion. Acceder a estos estudios
dindmicos no es tarea facil. No obstante,
como numerosos estudios in vitro demues-
tran, la mayor parte de los complejos remo-
deladores de cromatina provocan el desliza-
miento de nucleosomas a lo largo del DNA
de un modo direccional; es decir, los nucleo-
somas se deslizan hacia el flanco mas largo
de DNA desnudo [110].

El problema se ha resuelto gracias a
un trabajo realizado en el laboratorio de la
Prof. Geeta Narlikar, referente en la investi-
gacion sobre remodelacion de la cromatina.
Han utilizado para ello la transferencia de
energia de resonancia de Forster, técnica co-
nocida con el acronimo FRET (del inglés
Forster resonance energy transfer). FRET
se basa en que un cromdforo excitado puede



transferir energia a otro croméforo aceptor a
través de acoplamiento dipolo-dipolo. La
eficiencia de esta transferencia de energia es
inversamente proporcional a la sexta poten-
cia de la distancia entre los dos cromoforos,
lo que permite medir con precision pequefios
cambios en su posicion relativa. En el expe-
rimento que nos ocupa, el cromoéforo dona-
dor se incorporé a moléculas de H2A, con
las que se reconstituyeron nucleosomas; el
aceptor estaba unido a uno de los extremos
del DNA sobre el que se habian reconsti-
tuido los nucleosomas, que inicialmente es-
taban situados muy préximos a este extremo.
Un Gnico nucleosoma se fij6 a un soporte por
el extremo del DNA que no estaba unido al
cromoforo; el deslizamiento del octamero se
consigui6 afiadiendo SNF2 y ATP y se pudo
seguir por el descenso de FRET, medido con
un espectrofluorimetro muy sensible [111].
Hay que tener en cuenta que SNF2, aunque
en disolucion existe como un monémero, di-
meriza al unirse a nucleosomas. Y es posible
obtener dimeros artificiales mediante entre-
cruzamiento, que se mantienen como tales
en disolucion. Pero la presencia de dimeros
unidos al nucleosoma plantea un problema:
¢como se coordina la actuacion de ambos
motores para que induzcan el deslizamiento
en la misma direccion y no se llegue a una
especie de competencia de “tira y afloja”?

Los resultados del experimento de
Johnson y Narlikar muestran que, efectiva-
mente, el nucleosoma se desliza en la direc-
cion del DNA libre, alejandose del extremo
que contiene el croméforo. Ademas, la hi-
drolisis del ATP por ambos motores es lo
que les hace capaces de coordinar su detec-
cion del flanco hacia el que se ha de dirigir.
En definitiva, la hidrélisis del ATP no es
s6lo una fuente de energia para hacer posible
el deslizamiento, sino que es lo que indica la
direccion en que ha de producirse. Para ob-
tener esta conclusion, los autores emplearon
una serie de dimeros artificiales en los que se
habian introducido mutantes en uno de los
motores [111]. Aunque estos resultados se
hayan obtenido con solo uno de los motores,
presumiblemente son extrapolables al resto
de las familias de remodeladores.
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Los datos aportados en este apartado
ilustran el modo de accién de los complejos
de remodelacién. Pero no puede olvidarse
que, como se ha apuntado mas arriba, su ac-
tuacion debe estar coordinada con las modi-
ficaciones epigenéticas y, por supuesto, con
la union de los factores trans a sus sitios es-
pecifico. Y, ademas, todo ello ha de reali-
zarse en el marco de la organizacion estruc-
tural del material genético dentro del ndcleo.
En la dilucidacion de estas cuestiones se ha
avanzado notablemente en los ultimos 20
afios y a ellas se dedican los proximos apar-
tados.

8. ;COMO INFLUYEN LOS FACTORES
TRANSCRIPCIONALES EN LA REGU-
LACION ESPECIFICA DE LA EXPRE-
SION GENICA?

Los factores transcripcionales son
esenciales para que se dé una transcripcion
regulada en todos los organismos. Pero en
eucariotas no puede considerarse su actua-
cion con independencia de la organizacion
nucleosomal de la cromatina, de los cambios
introducidos en ella por los complejos de re-
modelacion y de las modificaciones epigené-
ticas. La interrelacion de todos estos elemen-
tos ha de considerarse cuando se trata de
arrojar alguna luz sobre el problema de la re-
gulacidn de la expresion génica. Son muchos
los avances gue se han producido en los Ulti-
mos 20 afios. Por ejemplo, se han implemen-
tado métodos de alto rendimiento para deter-
minar en paralelo a nivel genémico las mo-
dificaciones epigenéticas y la ocupacion de
la cromatina por factores transcripcionales
[112,113], lo que ha permitido describir el
escenario en el que se desarrolla el intrin-
cado juego de la transcripcion. Por otro lado,
el desarrollo de los proyectos ENCODE
[114] y BLUEPRINT [115] ha hecho posible
conocer la ocupacion de promotores y poten-
ciadores por factores transcripcionales. Pero
los avances registrados también han hecho
més complejo el panorama; por ejemplo, se
estima que el nimero de factores transcrip-
cionales humanos esta en torno a 1.600 [116]
y, como habitualmente intervienen varios en



la regulacion de cada gen puede resultar di-
ficil delimitar el papel de cada uno de ellos.
Por ejemplo, en el promotor del gen Egrl de
raton hay al menos 14 sitios para 5 factores
transcripcionales. Uno de ellos es el propio
producto del gen, que actla como represor,
haciendo que la activacion sea transitoria,
pero no se ha llegado a discernir el papel de
los demas factores, aunque los resultados
son compatibles con el papel de SP1 en la
activacion [117].

Las bases moleculares de ese reco-
nocimiento son fundamentalmente las inter-
acciones entre las cadenas laterales de los
aminoacidos y los a&tomos accesibles de los
nucledtidos. Suele hablarse de una secuencia
consenso como la mas apta para interaccio-
nar con el factor; esa secuencia se determina
tras comparar estadisticamente las multiples
secuencias que experimentalmente se han
observado como enlazadas al factor en cues-
tion. Pueden darse asi uniones fuertes,
cuando la secuencia del sitio coincide bien
con la secuencia consenso y uniones de baja
afinidad, cuando el sitio es débil, es decir,
cuando su secuencia no coincide totalmente
con la de consenso. Ademas de uniones ines-
pecificas, que algunas veces se producen,
cabe, finalmente, una unién indirecta, en la
que el factor no se une directamente al DNA,
sino que es reclutado por interacciéon con
otro factor que lo hace. Aungue sean las in-
teracciones con el DNA las que fundamen-
talmente determinan la union de los factores
transcripcionales, en algunos casos intervie-
nen también las histonas del nucleosoma. Es
lo que ocurre con el factor p53 que, cuando
sus secuencias diana se encuentran en las zo-
nas de entrada o salida del nucleosoma, la in-
teraccion de su extremo N-terminal deses-
tructurado con el tetramero H3-H4 refuerza
la union del factor [118].

Pero, como ya se ha apuntado, hay
que tener en cuenta que la cromatina puede
influir en la union de factores al DNA. Mu-
chas veces, algun rasgo reversible de la or-
ganizacion de la cromatina, como la metila-
cion del DNA o la localizacién de los nu-
cleosomas, impide la union de un factor.
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Para esos casos, se ha propuesto la designa-
cion de la unidn del factor como “sensible a
la cromatina” [70]. Desde hace tiempo se co-
noce que hay proteinas, como MCP2 que se
unen a dinucle6tidos CpG especificamente
cuando la citosina estd metilada y que esta
unién puede impedir, por competencia, la de
factores tanscripcionales, pero reciente-
mente se ha visto que la metilacion del DNA
puede inhibir la union de factores debido a
los sutiles cambios de estructura del DNA
que implica la metilacion de citosinas [119].
Por su parte, la presencia de nucleosomas
tradicionalmente se ha considerado un obs-
taculo a la union de factores transcripciona-
les, aunque desde hace tiempo se sabe que en
algunos casos singulares pueden unirse pro-
teinas a secuencias contenidas en un nucleo-
soma. La union del receptor de glucocorti-
coides a su secuencia diana TGTTCT
cuando ésta se encuentra incorporada a un
nucleosoma es un ejemplo paradigmatico en
este sentido [120].

Quiza sea este el momento de abor-
dar una cuestién que recuerda el dialogo que,
en el acto 1° de la tragedia de Shakespeare,
mantienen Horacio y Hamlet. Este ha visto
un fantasma, que resulta ser el espiritu de su
asesinado padre, el rey. Horacio, amigo de
Hamlet y compafiero de estudios en Witten-
berg, representa al hombre racionalista. Es-
tudia filosofia natural —el nombre que reci-
bian las ciencias naturales en su época— y
cuando se le pide una explicacion sobre el
fendmeno del espectro se muestra incrédulo.
Es en ese momento cuando Hamlet le dice:

«There are more things in heaven and
earth, Horatio,

Than are dreamt of in your philoso-
phy» [121].

Y el cientifico, aunque como Horacio haya
de confiar en que su razon es capaz de abor-
dar el conocimiento del universo, no debe
caer en la arrogancia de pensar que ya esta
bien entendido. Comentando las palabras de
Hamlet que se acaban de citar, el matemético
Ennio de Giorgi (1928-1996) escribio:

«Estas palabras no son una invitacion

>

a “sonar menos”’, sino mas bien a



“sofiar mas” si queremos alcanzar
una comprension mas amplia, aunque
siempre muy parcial, de la realidad
gue nos rodea, y a la vez una invita-
cion a desconfiar de los cientificos
que, habiendo obtenido algin éxito
brillante, se hacen la ilusion de haber
encontrado la teoria Gltima, en la que
deberia encuadrarse toda investiga-
cion posterior» [50].

Encajan aqui estas consideraciones
porque se admitia pacificamente que una es-
tructura cerrada de la cromatina impedia el
acceso a los factores transcripcionales. Pero
en 2002 se observo que algunos factores,
como HNF3 y GATA-4 no s6lo pueden
unirse a sus secuencias diana cuando la cro-
matina se encuentra en un estado compacto,
sino que, ademas, son capaces de iniciar la
apertura de la estructura de la cromatina
[122]. Los autores de la investigacion deno-
minaron “pioneros” a esos factores, por su
capacidad de iniciar por si mismos la aper-
tura de la cromatina. Una reciente revision
de Luzete-Monteiro y Zaret ha recogido las
caracteristicas de estos factores pioneros
[123] por las que, después de unirse a moti-
vos parcialmente expuestos en la superficie
de un nucleosoma, promueven la exposicion
local del nucleosoma que, a su vez, permite
la unioén de otros factores transcripcionales —
para los que se ha propuesto el nombre de
“colonizadores” [124]-, remodeladores o
enzimas que provocan cambios epigenéticos
en la cromatina. De esta manera se hace po-
sible que una regién de la cromatina inicial-
mente inactiva por su compactacion, se haga
competente para la transcripcion o, por el
contrario, llegue a un estado de represion to-
tal [123].

Un caso especialmente interesante
de factores pioneros es el de OCT4y SOX2.
Se trata precisamente de dos de los factores
de reprogramacion que utiliz6 Shinya Yama-
naka para obtener células pluripotentes indu-
cidas (iPS) a partir de fibroblastos de raton
[125] o humanos [126]. ElI modo de union
del heterodimero formado por esos factores
a los nucleosomas se ha investigado me-
diante crio-microscopia electrénica —otra

19

vez los estudios estructurales vienen en
ayuda de los funcionales—, para concluir que
cuando el motivo de union CTTTGT-
TATGC esté situado en la posicion SHL-6 la
unién provoca una importante distorsion del
DNA, que deja al descubierto H2A y H3,
mientras que si el motivo se encuentra en la
posicién aparentemente simétrica SHL+6
s6lo se producen minimas distorsiones en el
DNA [127]. Estos resultados son especial-
mente interesantes, porque proporcionan la
base molecular por la que una célula diferen-
ciada, por medio de la actuacion de OCT4,
puede comenzar a abrir regiones heterocro-
matizadas de su genoma, para que éste pase
al estado de pluripotencia, en el que précti-
camente todos los genes estan potencial-
mente activos.

En una recentisima investigacion se
ha encontrado una interrelacion del factor
pionero OCT4 con modificaciones epigené-
ticas de la histona H3, concretamente la ace-
tilacion o trimetilacion de su lisina 27. Esta
regién de la cola N-terminal de la histona en-
tra en contacto con OCT4 tras el cambio con-
formacional inducido en el nucleosoma por
la unidn del factor. Y cuando la lisina 27 esta
modificada, esa interaccion favorece coope-
rativamente la union de mas unidades de
OCT4 o de SOX2 a los sitios de unidn inter-
nos del nucleosoma [128]. Estos resultados
sugieren que las modificaciones epigenéti-
cas preexistentes pueden regular la accion de
algunos factores pioneros.

Una vez mas, con el descubrimiento
de los factores pioneros se abri6 una brecha
en las ideas vigentes, en este caso sobre la
represion ejercida por los nucleosomas.
Aunque la coincidencia entre unién de fac-
tores y apertura de la estructura de la croma-
tina era sobradamente conocida, siempre se
habia pensado que la adquisicion de una es-
tructura accesible era paso previo a la union
de factores. El descubrimiento delos factores
pioneros y de su modo de actuacién, permi-
tio comprender que, en ocasiones, ocurria lo
contrario. Se abri0 asi una nueva frontera en
la exploracidn de la regulacion de la activa-
cién génica. Hasta los nombres empleados



de modo tan grafico —pioneros, colonizado-
res— parecen sugerir un avance en la con-
quista de lo desconocido.

Se acaba de hablar de la relacion en-
tre adquisicion de una estructura abierta por
parte de la cromatina y la unién de factores
transcripcionales, pero no se puede olvidar
gue en los cambios de organizacién de la
cromatina los complejos de remodelacion
juegan un papel fundamental, como se ha co-
mentado repetidas veces. Que existe una re-
lacion entre unién de factores y la actuacion
de remodeladores es algo sabido. Por ejem-
plo, la unién del factor CTCF esta asociada
con la aparicion de una serie de nucleosomas
estrictamente posicionados a ambos lados
del sitio de unién [129], pero ese posiciona-
miento depende de la actuacion de SNF2. En
efecto, el silenciamiento de
SNF2H/SMARCA5 —la ATPasa de ISWI
humano— hace que se pierda apreciable-
mente la extension de ese posicionamiento
[130]. No obstante, como se advertia en la
excelente revision del grupo de Schibeler,
hasta el momento de su publicacién no habia
sido posible establecer, desde un punto de
vista bioquimico, la existencia de interaccio-
nes entre remodeladores y factores transcrip-
cionales [70]. Sin embargo, muy reciente-
mente se ha demostrado que el factor pio-
nero ASCL1 interacciona con con BAF du-
rante la neurogénesis humana, incluso —y es-
pecialmente— en los sitios donde no actda
como pionero [131].

Los experimentos que se acaban de
resefiar abren la puerta a un nuevo territorio
a explorar: el de los mecanismos de interre-
lacion entre la actuacién de complejos remo-
deladores y factores de transcripcion. Pero,
como se apuntaba al inicio de esta seccion,
en la regulacion de la expresion génica inter-
vienen también las modificaciones epigené-
ticas. Ya se ha comentado como a principios
de este siglo ya se sabia que algunos comple-
jos remodeladores eran capaces de reconocer
marcas epigenéticas en las histonas [71]. En
1992, unos meses antes de que se conociera
el papel remodelador de SWI/SNF, nuestro
grupo comprobd que en las cepas de leva-
dura en las que el gen SNF2 estaba mutado,
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el promotor del gen SUC2 mantenia una es-
tructura de cromatina tipica del estado repri-
mido adn en las condiciones normales de ac-
tivacién, como es la ausencia de glucosa
[56]. Afios més tarde, por experimentos de
inmunoprecipitacion de cromatina se de-
mostré que la proteina SNF2 estd unida al
promotor de SUC2 en ausencia de glucosa y
no en su presencia. Evidentemente, la pre-
sencia del remodelador es necesaria para la
formacion de una estructura de cromatina
que permita la expresion. Pero lo que ahora
interesa resaltar es que esa presencia re-
quiere que el bromodominio de SNF2 esté
intacto, lo que pone de manifiesto que el re-
modelador se recluta sobre el promotor de
SUC?2 a través de interacciones con histonas
acetiladas [132].

A lo largo del tiempo ha ido cre-
ciendo el convencimiento de que los com-
plejos remodeladores pueden reconocer
marcas epigenéticas en las histonas. Asi, en
2009 ya se sabia que todos los complejos de
la familia SWI/SNF poseen bromodominios,
capaces de reconocer lisinas acetiladas y que
en algunos casos se daba un reconocimiento
especifico de algunas marcas concretas de
acetilacion. También se habia descrito la
presencia de bromodominios en remodela-
dores de la familia ISWI. Por su parte, los
miembros de la familia CHD poseen cromo-
dominios, que interaccionan especifica-
mente con lisinas metiladas. Ademas, como
tipico del complejo NURD, se encuentra el
homeodominio PLANT, una alternativa a
los cromodominios en el reconocimiento de
lisinas metiladas. Finalmente, se habia en-
contrado la combinacion de dominios
HAND-SANT-SLIDE en los complejos
ISWI. SANT interacciona especialmente
con colas N-terminales de histonas no modi-
ficadas y el dominio SLIDE interacciona con
el DNA nucleosomal [133]. Pero la introduc-
cion y el reconocimiento de las marcas epi-
genéticas es algo tan importante, que merece
dedicarle atencion especial.

9. LA EPIGENETICA SE HACE PROTA-
GONISTA



Varias veces a lo largo de este dis-
curso se ha hecho referencia a las modifica-
ciones epigenéticas de la cromatina, esos
cambios potencialmente heredables que, sin
alterar la secuencia del DNA, pueden modi-
ficar la expresidn génica. Se ha hecho refe-
rencia a la metilacién del DNA y a las modi-
ficaciones covalentes de las histonas, espe-
cialmente, a la acetilacion de residuos de li-
sina y a la metilacion, que puede afectar
tanto a cadenas laterales de lisina, como de
arginina. Pero es el momento de centrarnos
en esas modificaciones epigenéticas, que es-
tan alcanzando un interés insospechado hace
tan sélo tres décadas. Es cierto que, ya en el
afio 2000, Allis habia comenzado a hablar
del “codigo de las histonas” por el que «mul-
tiple histone modifications, acting in a com-
binatorial or sequential fashion on one or
multiple histone tails, specify unique
downstream functions» [68],

Si las diferentes modificaciones de
las histonas introducen un “cédigo epigené-
tico” es evidente que hacen falta moléculas
capaces de distinguir una combinacion de
modificaciones de otra. Era, pues, l6gico que
Strahl y Allis, tras enunciar su hipotesis, se
plantearan dos preguntas, que constituyen
otros tantos epigrafes de su articulo: “How is
the histone code read?” y “Who reads the
code?” [68]. Aungue antes hay que plantear
“;,como se escribe ese codigo?”’ Y, teniendo
en cuenta que, para que las marcas epigené-
ticas desempefien un papel regulador se re-
quiere que las modificaciones sean reversi-
bles, hay que preguntarse también, ;como se
borran las marcas?” Dicho de otro modo,
como esas modificaciones implican una
reaccion quimica, tiene que haber enzimas
capaces de introducir, de escribir el cddigo
epigenético (writers), enzimas para eliminar,
para borrar esas marcas (erasers) y, cComo se
apuntaba al principio de este parrafo, protei-
nas que puedan interpretar, leer, el codigo
(readers).

En el casi cuarto de siglo transcu-
rrido desde la enunciacion del codigo de las
histonas las modificaciones epigenéticas de
la cromatina y sus consecuencias funciona-
les han suscitado un notable interés. Por
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ejemplo, a las primeras modificaciones co-
nocidas de las histonas —acetilacion, metila-
cion y fosforilacion— se afiadieran pronto la
ubicuitinacion, la sumoilacion y la poliADP
ribosilacion, para continuar el elenco con
crotonilacion, propionilacion, butirilacién,
malonilacion y succinilacion, aunque no se
sabe si todas esas modificaciones son fun-
cionalmente significativas [40]. Y es preci-
samente la funcionalidad de esas modifica-
ciones lo que hace impensable, hoy en dia,
plantearse un estudio sobre la funcion de la
cromatina sin tener en cuenta los factores
epigenéticos. Buena muestra de ello es el au-
mento exponencial del nimero de publica-
ciones que relacionan ambos aspectos, que
en 20 afios han pasado de algo mas de 60 ar-
ticulos anuales a més de 2.500 (Figura 4). Ya
se ha hecho mencion de las conexiones entre
remodelacién y epigenética y de la influen-
cia de la modificacion de histonas en la
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3000
2500
2000
1500

1000

Nimero de articulos

500

0

1985 1995 2005

Afio

2015

Figura 4. Evolucion temporal del nimero de publica-
ciones sobre epigenética y cromatina.

unién cooperativa de algunos factores pione-
ros. Pero, quizé es en el estudio de la elonga-
cion de la transcripcion donde se han obte-
nido resultados mas asombrosos que, en la
linea argumental de este discurso, merecen
ser tratados con algun detalle. Gran parte de
las investigaciones se han llevado a cabo con
la levadura S. cerevisiae, ya que constituye
un organismo modelo con apreciables venta-
jas. En general, los resultados obtenidos se
pueden extrapolar a eucariotas superiores,
incluido el hombre, aunque se den diferen-
cias que, en su momento, se sefialaran.



Como se ha comentado ya, se tenia
el convencimiento de que la estructura nu-
cleosomal debia alterarse para hacer posible
el recorrido de la polimerasa. Y, al tratar de
los complejos de remodelacion, se ha apun-
tado que la eliminacién de un dimero H2A-
H2B es una etapa previa a la desorganiza-
cion de la estructura nucleosomal. Pero los
dimeros H2A-H2B son inestables y es nece-
sario algun procedimiento para que conser-
ven su estructura una vez separados del resto
del octamero de histonas. Esa conservacion
se facilita por la existencia de algunas cara-
binas moleculares, como FACT (acrénimo
de facilitates chromatin transcription) y
Napl (acrénimo de nucleosome assembly
protein).

En la 4?2 edicion del Vocabulario
Cientifico y Técnico de la Real Academia de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales de Es-
pafia (VCTRAC) se ha incluido el lema “ca-
rabina molecular”, con la definicion: Cada
uno de los componentes celulares que parti-
cipan en el plegamiento, translocacién y en-
samblaje de las proteinas sintetizadas en las
células, impidiendo interacciones inadecua-
das. Se evita asi el anglicismo “chaperona”,
que queda relegado como sinénimo, y se re-
cupera uno de los significados espafioles del
término “carabina”, puesto que el papel de
las carabinas moleculares, acompariar a pro-
teinas para evitar interacciones inadecuadas,
recuerda el de aquella obsoleta funcion
desempefiada por quienes acompafiaban a
chicas jovenes. Pues bien, tanto FACT,
como Napl pueden jugar ese papel de
“acompanar” a los dimeros H2A-H2B
cuando se liberan del octdmero y evitar que
se degraden, pudiendo ser reutilizados.

En un articulo de revision publicado
el afio 2007 [134] se resumia el conoci-
miento que en esa época se tenia sobre los
acontecimientos que permiten el paso de la
RNA polimerasa Il a través de los nucleoso-
mas que ocupan el cuerpo de un gen. En él
se mencionaba como en un decisivo articulo
del grupo de Danny Reinberg se puso de ma-
nifiesto que la sola unién de FACT es inca-
paz de separar el dimero H2A-H2B. No obs-
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tante, ese proceso se facilita por una com-
pleja serie de acontecimientos, que incluye
el reclutamiento por FACT del factor gene-
ral de elongacion PAF1 (acrénimo de poly-
merase-associated factor) [135]. Como se
demostrd después, el complejo PAF1 con-
tiene una enzima capaz de catalizar la ubi-
cuitinacion de H2B [136]. Esta modificacion
se habia asociado con la cromatina activa,
pero el trabajo mencionado especificaba su
papel concreto, puesto que la ubicuitinacion
de H2B favorece la trimetilacion de la lisina
4 de H3 y H3K4me3 es una marca recono-
cida por el remodelador CHD1. Parece,
pues, que la accion conjunta de CHDL,
FACT vy la carabina Spt6, especifica de H3-
H4, consiguen el completo desensamblaje
del nucleosoma para permitir el paso de la
RNA polimerasa.

Pero la acetilacion de histonas tam-
bién juega un papel importante en la elonga-
cion, ya que, como se ha comentado, su aso-
ciacion con la cromatina activa era conocida
desde tiempo atras. De hecho, se habia en-
contrado, ya en 1998, que el complejo de
elongacién contenia las histona acetiltrans-
ferasas CBP y PCAF y que esta Gltima inter-
accionaba con la forma fosforilada de la
RNA polimerasa Il, que es la competente
para la elongacion [137]. Pero la estructura
abierta de la cromatina, con el nucleosoma
desestructurado, debe volver a cerrarse tras
el paso de la RNA polimerasa. De lo contra-
rio, si queda accesible el DNA, pueden ini-
ciarse rondas espurias de transcripcion a par-
tir de sitios cripticos de iniciacion, que, ordi-
nariamente, estan ocultos dentro del cuerpo
del gen por estar incluidos en un nucleo-
soma. Por supuesto, las carabinas FACT y
Spt6, se encargan de depositar de nuevo el
tetramero (H3-H4), y los dos dimeros H2A-
H2B para reconstituir el nucleosoma que se
habia destruido para permitir el paso del
complejo de elongacion. Pero ademas deben
eliminarse las acetilaciones que contribuye-
ron a la adopcién de una estructura abierta
de la cromatina. Para ello, la metiltransferasa
SET2, que va también unida a la RNA poli-
merasa fosforilada [138], cataliza la dimeti-
lacion de la lisina 36 de H3 en el nucleosoma



situado detras de la polimerasa y, a su vez,
H3K36me2 recluta el complejo de histona
desacetilasa Rpd3S, que elimina los restos
acetilo de las histonas tras el paso de la poli-
merasa.

Asi estaba el conocimiento de los
procesos epigenéticos implicados en la elon-
gacion de la transcripcion hace 15 afios, a
partir de experimentos realizados con la le-
vadura S. cerevisiae, con algunos sistemas in
vitro y con datos obtenidos con organismos
superiores [134]. En la actualidad, en lineas
generales, se acepta este esquema de aconte-
cimientos, aunque se han introducido nume-
rosas precisiones. Por ejemplo, los comple-
jos de remodelacién ISWI'y CHD favorecen
el deslizamiento de los nucleosomas recons-
tituidos tras el paso de la polimerasa, para fa-
cilitar que Rpd3S pueda unirse simultanea-
mente a dos nucleosomas a la vez y acelerar
asi la desacetilacion [139].

Por otro lado, se ha aclarado el me-
canismo por el que la ubicuitinacion de H2B
favorece la trimetilacion de la lisina 4 de H3.
Es el complejo COMPASS (acronimo de
complex of proteins associated with Setl) el
que, en levaduras, a través de su metiltrans-
ferasa Setl cataliza la formacion de
H3K4me3. En eucariotas superiores, la si-
tuacion es mas compleja, puesto que otras
metiltransferasas estan también implicadas
en la formacion de H3K4me3 [140]. A su
vez, COMPASS va unido a la RNA polime-
rasa a través de su dominio C-terminal; la
unién se facilita por la fosforilacién de sus
serinas 2y 5[140]. Y, una vez mas, los estu-
dios estructurales han venido en ayuda de la
comprension de la funcion; la determinacion
mediante crio-microscopia electronica de la
estructura de un complejo formado por un
nucleosoma con H2Bub y el médulo catali-
tico de COMPASS ha puesto de manifiesto
que H2Bub bloguea un motivo de Setl que
actlia como autoinhibidor y, por tanto, hace
posible la actuacion de la enzima [141]. Es-
tudios bioquimicos més recientes han permi-
tido precisar ain mas el mecanismo de ubi-
cuitinacién de H2B vy la participacion del
complejo PAF1 [142].
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También han aumentado considera-
blemente los datos disponibles sobre el papel
de FACT, que es mucho mas amplio que el
de una simple carabina molecular [143].
Para estudiar el mecanismo de actuacion de
FACT, el grupo de Karolin Luger ha deter-
minado —mediante crio-microscopia electré-
nica— la estructura de un complejo formado
por un tetramero (H3-H4),, un dimero H2A-
H2B, DNA vy la propia carabina molecular,
asi como la de otro complejo en el que se en-
cuentra el octamero de histonas completo.
La comparacion de la estructura de ambos
complejos ha permitido a los investigadores
proponer un mecanismo para la eliminacion
del primer dimero H2A-H2B, que queda
unido a FACT [144] (Figura 5). En la din&-
mica de la actuacion de FACT participan sus

Separacion de un
dimero H2A-H2B

Figura 5. Complejo FACT-nucleosoma en el mo-
mento en que FACT comienza a separar un dimero
H2A-H2B. Las dos subunidades de FACT se represen-
tan en rojo y magenta y las histonas H2A y H2B en
azul claro y oscuro, respectivamente. Imagen generada
por RasMol 2.7.5.2, a partir de las coordenadas deter-
minadas por Liu et al. [144] (archivo 6upl.pdb).

dos subunidades, SPT16 y SSRP1 y el di-
mero H2A-H2B queda unido al dominio C-
terminal de esta Gltima. A través de una me-
todologia radicalmente diferente, el grupo de
Tsuyoshi Terakawa ha llegado reciente-
mente a proponer un mecanismo similar para
la actuacion de la carabina Napl de S. cere-
visiae [145].

Ademas, hay que sefialar que, mien-
tras que la actuacion de la RNA polimerasa
Il es procesiva —es decir, la enzima, tras
completar un ciclo de catalisis y haber afia-
dido un nuevo nucledtido a la cadena de
RNA naciente, no se separa del DNA, sino
que avanza hasta llegar al siguiente eslabon



del DNA-, la metilacion de H3K4 y H3K36
no lo es. Esto significa que tras afiadir un
grupo metilo a la lisina en cuestion, la en-
zima ha de separarse y volver a ser reclutada
por la polimerasa para afadir el siguiente
grupo metilo hasta llegar al estado final de
trimetilacién [140].

Finalmente, los resultados de los ex-
perimentos in vitro realizados por el grupo
de Kurumizaka han permitido vislumbrar la
secuencia del proceso de remodelacion del
nucleosoma a lo largo del avance de la RNA
polimerasa [146]. Sobre una secuencia de
DNA con un estricto condicionante de posi-
cionamiento reconstituyeron un nucleosoma
y ligaron a uno de los extremos otra secuen-
cia de DNA capaz de unir RNA polimerasa
Il. Se sabia desde hace tiempo que la RNA
polimerasa, al atravesar un nucleosoma,
gueda parcialmente pausada en ciertas posi-
ciones en las que los contactos histona-DNA
hacen més dificil su avance [147]. Pues bien,
Kujirai et al. consiguieron, mediante electro-
foresis, separar los complejos RNA polime-
rasa-nucleosoma en las diferentes posiciones
de pausa, que corresponden a las localizacio-
nes SHL-1, SHL-2, SHL-5y SHL-6. Tras la
purificacion de esos complejos, estudiaron
su estructura mediante crio-microscopia
electronica. Esas estructuras son como ins-
tantaneas que ponen de manifiesto como la
RNA polimerasa va despegando el DNA de
la superficie del octdmero de histonas du-
rante la transcripcion. Al tratarse de un ex-
perimento in vitro, con un sistema minimo
de transcripcién, no muestra el proceso real
in vivo, en el que, como hemos comentado,
participa una numerosa serie de factoresy de
modificaciones epigenéticas, pero da una
idea de como la RNA polimerasa puede
abrirse camino para superar la barrera im-
puesta por los nucleosomas [146]°. Recien-
temente se ha demostrado mediante FRET
que, in vitro, la ubicuitinacion de H2B120
reduce la duracidn de las pausas y, por tanto,
acelera la velocidad de elongacion [148].

9 En uno de los videos (aau9904s1.mp4) recogi-
dos como material suplementario de este ar-
ticulo, se puede observar el modelo propuesto
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Hay que advertir que todos los me-
canismos de elongacion que se han resefiado
hasta aqui, no tienen por qué ser validos en
todas las células eucarioticas. Por ejemplo,
FACT, muy abundante en levaduras y en cé-
lulas de mamiferos poco diferenciadas —in-
cluidas muchas cancerosas—, tiene una pre-
sencia escasa en celulas diferenciadas. En
células HelLa, por ejemplo, las proteinas
LEDGF y HDGF2 (acr6nimos, respectiva-
mente, de lens epithelium-derived growth
factor y de hepatoma-derived growth factor
2). desempefian un papel similar a FACT
[149].

La complejidad de un proceso como
la elongacidn de la transcripcion en eucario-
tas no deja de ser sorprendente, habida
cuenta de la gran coordinacion gue existe en-
tre tantas etapas que la componen y que vale
la pena resumir ahora. En primer lugar, las
regiones competentes para la transcripcion
contienen histonas acetiladas y las acetil-
transferasas asociadas a la RNA polimerasa
Il completan esta acetilacién. Pero el nucleo-
soma, aun con histonas acetiladas, sigue
siendo un obstaculo para el avance de la po-
limerasa, de modo que, al llegar la polime-
rasa a un nucleosoma, se produce una pausa
inicial en la elongacion. Entonces, la actua-
cion combinada de la carabina molecular
FACT y del complejo PAF1 consiguen la
ubicuitinacién de H2B, lo que, a su vez, ac-
tiva la histona metiltransferasa SET1D (Setl
en levadura), que cataliza la formacién de
H3K4me3. Esta histona modificada puede
reclutar complejos de remodelacion, que
ayudan al desensamblaje del nucleosoma,
con la ayuda de las carabinas FACT (0 sus
equivalentes) y Spt6 lo que favorece el paso
de la RNA polimerasa. Detras de ella deben
desacetilarse las histonas de los nucleosomas
re-ensamblados, para lo cual la enzima
SET2D (Set2 en levadura) cataliza la dime-
tilacion de H3K36, modificacion que recluta
la histona desacetilasa correspondiente
(Rpd3S en levadura), que, con la ayuda de
los remodeladores ISWI 'y CHD, consiguen

por los autores para el avance de la RNA poli-
merasa Il a través del nucleosoma.



finalmente esa desacetilacion y dejan al nu-
cleosoma en las condiciones iniciales, prepa-
rado para una nueva ronda de transcripcion
por otra molécula de RNA polimerasa.

La RNA polimerasa Il transcribe in
vivo a una velocidad media de 35 nucledti-
dos por segundo y en determinadas regiones
puede llegar a los 72 nucleétidos por se-
gundo [150,151]; de estos datos se des-
prende que la transcripcion del DNA conte-
nido en un nucleosoma se completa en unos
5 s y puede llegar a hacerse en la mitad de
tiempo. Es innegable que nos encontramos
de nuevo ante un hecho sorprendente que
puede causar admiracion, no sélo por la
complejidad y la extraordinaria coordina-
cion de tantos fendmenos, sino, ademas, por
la velocidad con que todo ello se lleva a
cabo.

Hay varias formas de contemplar es-
tos datos. La primera seria la de una sorpresa
superficial, que no indaga en el auténtico
significado de los datos: no conduciria a nin-
gun avance en el conocimiento. Simple-
mente, conduce a una admiracién pasajera,
como la del que se pasma al contemplar un
paisaje como el del cafién del Colorado sin
preguntarse qué fenémenos geoldgicos han
dado lugar a esa maravilla de la naturaleza.

La segunda, podria definirse como
una reflexién vana, falta de curiosidad inda-
gadora. Seria la actitud del que, tras calcular
los tiempos y fases del proceso, se quedara
satisfecho y no siguiera investigando. Es la
postura de los que piensan que la ciencia, al
reducir toda la realidad a leyes y nimeros, ha
matado la maravilla del mundo. Algo asi
opinaba el poeta roméantico John Keats
cuando decia que los descubrimientos de
Newton habian «destruido la poesia del arco
iris, reduciéndolo a un prisma» [152], idea
en la que insistié en su poema Lamia:

[Natural] «Philosophy will clip an
Angel’s wings,

Conquer all mysteries by rule and
line,

Empty the haunted air, and gnomed
mine—

25

Unweave a rainbow, as it erewhile
made

The tender-person’d Lamia melt into
a shade» [153].

La tercera forma es la que podria-
mos llamar de un asombro reflexivo o inqui-
sitivo. Asombro, si, ante los datos iniciales,
pero un asombro reflexivo que, partiendo de
ellos advierte lo que queda por resolver. Ber-
sanelli y Gargantini han advertido que «no
hay investigacién si la admiracion no se
convierte en pregunta», lo que les da pie a
colocar la curiosidad entre las cualidades
que deben adornar al cientifico [27]. La ad-
miracion y el asombro ante los datos deben
estimular la curiosidad, deben llevar a valo-
rar todos los antecedentes del problema. Se-
guramente por eso, como apunta Fernandez-
Rafiada, «los griegos tomaron la lechuza
como simbolo de la filosofia, porque sélo
pueden ser sabios quienes se asombran ante
el mundo, como parece hacerlo ella con sus
ojos tan abiertos» [154]. Y para tener los
0jos abiertos, deberiamos volver a la ingenua
curiosidad de los nifios, que, como advertia
Carl Sagan, es capaz de plantear cuestiones
profundas:

«Si uno habla con nifios de una guar-
deria o de primaria, se encuentra con
una serie de entusiastas por la cien-
cia. Formulan preguntas profundas.
Se cuestionan, ¢qué es un suefio?,
¢por qué tenemos dedos en los pies?,
¢por qué la luna es redonda?,
¢scuando es el cumpleafios del
mundo?, ¢por qué la hierba es verde?
Se trata de cuestiones importantes,
profundas, que fluyen espontanea-
mente de ellos. Pero si uno habla con
chicos de 17 o 18 afios no se encuen-
tra con nada de esto. Han perdido la
curiosidad. Ha ocurrido algo terrible
entre los 3 y los 17 afios» [155].

Encajan aqui las ideas de Descartes,
que distinguia entre el asombro dtil, la admi-
racion, y el indtil, un simple pasmo. Mien-
tras que la admiracion lleva a considerar con
atencion las cosas que nos parecen raras y
extraordinarias y, por consiguiente, dignas



de ser consideradas mas atentamente, el
pasmo hace que todo el cuerpo se quede in-
movil como una estatua, de modo que sélo
puede captar una primera impresion del ob-
jeto y le impide adquirir un conocimiento
maés profundo:

«[ ’admiration est une subite surprise
de I’dme, qui fait qu’elle se porte a
considerer avec attention les objects
qui luy semblent rares et extraordi-
naires. Ainsi elle est cause premiere-
ment par l'impression qu’on a dans le
cerveau, qui represent [’object comme
rare, et par consequent digne d’étre
fort consideré; puis en suite par le
movement des esprits, qui sont dis-
posez par cette impression a tendre
avec grande force vers [’endroit du
cerveau ou elle est, pour [’y fortifier et
conserver (...). [L’étonnement est] ce
qui fait que tout le corps demeure im-
mobile comme une statue, et qu'on ne
peut apercevoir de I'objet que la
premiére face qui s'est présentée, ni
par conséquent en acquérir une plus
particuliére connaissance. C'est cela
gu'on appelle communément étre
étonné; et I'étonnement est un exces
d'admiration qui ne peut jamais étre
que mauvais» [156].

Sirvan las anteriores reflexiones
para reiterar que esas emociones que tenian
los grandes exploradores, el asombro, la cu-
riosidad, la capacidad de admirarse ante la
contemplacion de algo inesperado y bello,
no son ajenas a los cientificos, sino, mas
bien, han de servirles de acicate para progre-
sar en su trabajo e, incluso, para su autorrea-
lizacion, porque «el hombre trata de adqui-
rir los conocimientos universales que le per-
miten comprenderse mejor y progresar en la
realizacién de si mismo. Los conocimientos
fundamentales derivan del asombro susci-
tado en él por la contemplacion de la crea-
cion: el ser humano se sorprende al descu-
brirse inmerso en el mundo, en relacion con
sus semejantes con los cuales comparte el
destino. De aqui arranca el camino que lo
llevara al descubrimiento de horizontes de
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conocimientos siempre nuevos. Sin el asom-
bro el hombre caeria en la repetitividad v,
pOCO a poco, seria incapaz de vivir una exis-
tencia verdaderamente personal» [157].

10. UNA PAUSA EN NUESTRA EXPLO-
RACION

Cuando se emprende un recorrido
por territorio desconocido, el asombro ante
los descubrimientos inesperados y la admi-
racion ante la belleza de muchos de ellos
aconseja hacer una pausa, reposar un poco y
reconsiderar, sopesar lo que se acaba de des-
cubrir. Quiza sea este el momento de hacer
esa pausa y preguntarnos, lo visto hasta aqui,
¢es solo algo sorprendente, que va a satisfa-
cer la curiosidad de quienes se dedican a las
ciencias basicas? O, como ocurri6 con las de
Maxwell, ;estan llamadas estas investigacio-
nes a cambiar, a mejorar la vida de las gene-
raciones futuras? La respuesta es facil, toda
vez que no hay que presagiar qué ocurrira en
el futuro: el presente ya es testigo de la apli-
cacion de muchas de las cuestiones béasicas
que aqui se han expuesto. Por centrarnos en
ese aspecto particular de nuestro hilo con-
ductor que es la epigenética, hay que recono-
cer que sus conceptos y hallazgos estan re-
volucionando el campo de la biomedicina. Si
las modificaciones epigenéticas pueden alte-
rar la expresion de un gen, sus efectos pue-
den ser semejantes a los de una mutacion ge-
nética. Una mutacién es un cambio en la se-
cuencia de un gen o de sus regiones regula-
doras, que puede llegar a suprimir su funcién
natural. Y si la de ese gen es fundamental
para el mantenimiento de la salud, la muta-
cion sera la causa de una patologia de mayor
0 menor gravedad. Pero si la funcién del gen
se altera por cambios epigenéticos, los resul-
tados patolégicos seran similares. En este
sentido, se ha acufiado el término de epimu-
taciones para referirse a esos cambios [158]
y se puede hablar de enfermedades epigené-
ticas, tanto si estan causadas exclusivamente
por errores en las modificaciones de la cro-
matina, como si €sos participan junto con
otros factores en la etiologia de la enferme-
dad [159].



El listado de enfermedades epigené-
ticas es enormemente amplio. En un ya cla-
sico libro sobre el particular [160] se inclu-
yen capitulos sobre cancer, enfermedades
autoinmunes y alérgicas, enfermedades me-
tabdlicas, incluida la diabetes, enfermedades
neurobiol6gicas, respiratorias, infecciosas,
cardiovasculares, ginecoldgicas, asi como de
desordenes asociados al envejecimiento o a
la impronta genomica. Incluso, reciente-
mente, se ha encontrado que una de las pro-
teinas codificadas por el genoma del corona-
virus causante de la COVID-19 distorsiona
la regulacion epigenética de las células hués-
ped [161]. Este amplio panorama esté obli-
gando a cambiar el protocolo de diagndstico
en muchos casos, pero, a la vez, abre una
nueva esperanza para el tratamiento, ya que
los cambios epigenéticos, a diferencia de las
mutaciones genéticas son reversibles. De he-
cho, ya se dispone de farmacos epigenéticos,
capaces de revertir las modificaciones pato-
légicas, aprobados para su empleo [162] y la
investigacion actual es muy activa en ese te-
rreno. Por brevedad, s6lo se incluyen a este
respecto las citas mas recientes y de mas am-
plio espectro [163-169].

Queda pues, claro, que gran parte de
las investigaciones que se han resumido
hasta el momento estan conduciendo a nue-
vos y prometedores avances en su aplica-
cion, especialmente en el area de la medicina
personalizada.

11. (UN GEN, UNA ENZIMA?

La propuesta “un gen, una enzima”
constituyd una explicacién plausible y fruc-
tifera de las bases moleculares de la herencia
bioldgica en el momento de su formulacion
[170]. Sin embargo, la hip6tesis ya no puede

101 a Real Academia de Ciencias Exactas, Fisi-
cas y Naturales de Espafia, en la 42 edicion de su
Vocabulario Cientifico y Tecnoldgico, traduce
el término inglés splicing como ayuste, incorpo-
rando la definicion: Mecanismo fundamental del
procesado de los mMRNAs eucarioticos por el
que el producto primario de la transcripcion ex-
perimenta escisiones y empalmes en puntos es-
pecificos de la cadena, con el fin de eliminar los
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aceptarse en su sentido original. Aun de-
jando de lado que, como se comentd al inicio
de este discurso, el concepto de gen es hoy
materia de discusion [4], y limitdndonos a
considerar simplemente el gen como una se-
cuencia de DNA que se transcribe para pro-
ducir un mRNA, esto es, aceptando el con-
cepto de “gen molecular” de Griffiths y Stotz
[5], hay que tener en cuenta que un Unico gen
estructural puede dar lugar a varios mMRNAs
que, a su vez, pueden traducirse para formar
distintas isoformas de proteina. Esto es posi-
ble debido a la existencia de ayuste® alter-
nativo.

La existencia de ayuste para produ-
cir el mMRNA maduro a partir de un transcrito
primario, pre-mRNA, fue descrita en 1977
independientemente por los grupos de Ro-
berts [171] y Sharp [172] en sus investiga-
ciones sobre el MRNA de adenovirus. Desde
entonces, se ha visto que el ayuste existe en
la mayor parte de los genes eucaridticos
CcOmo un proceso que, ordinariamente, eli-
mina los intrones y une entre si los exones.
Los mecanismos moleculares por los que
tiene lugar el ayuste son muy complejos y se
han revisado en multiples articulos. Para la
eliminacion del intron de un pre-mRNA lo-
calizado entre los exones designados a partir
de ahora como el ex6n 5’ y el exon 3°, segun
su situacion en la secuencia, tiene lugar las
reacciones que se resumen a continuacion
[173,174]. El grupo hidroxilo 2’ de una ade-
nosina especifica situada en el intrén, en una
localizacion denominada sitio de ramifica-
cion por lo que luego se verd, realiza un ata-
que nucleofilico sobre el enlace fosfodiéster
situado en el extremo 5’ del ex6n 5°. Como
consecuencia de esta reaccion, el extremo 5’
de este exdn queda libre, con su dtomo de
oxigeno 3’ con carga negativa. El intréon que
gueda en la otra parte del pre-mRNA forma

intrones. Se utiliza asi un término existente en
castellano, lo que permite introducir, por ejem-
plo, el neologismo ayustosoma para evitar el an-
glicismo espliceosoma, que se usa con frecuen-
cia en la literatura bioquimica en lengua espa-
fiola.



un lazo entre la adenosina del sitio de rami-
ficacion y el fosfato que pertenecia al exon
5’. En una segunda etapa, el oxianion 3’ del
exon 5’ realiza un ataque nuclofilico al en-
lace fosfodiéster del extremo del ex6n 3°. De
este modo los exones 5’ y 3” quedan unidos
—ayustados—, y el lazo formado por el intrén
se degrada. Todos estos procesos requieren
la participacion de més de un centenar de
factores, que incluyen ribonucleoproteinas
nucleares pequefias (SNRNPs) y enzimas que
se ensamblan dindmicamente para formar
complicados complejos, denominados ayus-
tosomas.

Pero los genes que poseen mas de
dos exones, como es el caso de la mayoria de
los genes humanos, pueden presentar lo que
se denomina ayuste alternativo. Por ejemplo,
no todos los exones se incluyen en el MRNA
maduro o se retiene algin intron. Esto da lu-
gar a que de un Unico gen puedan resultar va-
rios mRNAs maduros [175]. El aconteci-
miento mas frecuente en el ayuste alterna-
tivo es la eliminacion de un exon, pero se dan
otras posibilidades, como la existencia de si-
tios de ayuste alternativos 3’ o 5’ que ocu-
rren en el interior de los exones, la presencia
de exones mutuamente excluyentes, que da
lugar a la inclusién de solo uno de ellos en el
mRNA maduro, y la retencion de intrones.

La existencia de ayuste alternativo
plantea una cuestion importante: ;como se
seleccionan los exones que deben ser inclui-
dos en el MRNA maduro? Aunque los meca-
nismos por los que los ayustosomas eligen
los posibles exones no se conocen adn con
total precisidn, si se han descrito muchos de-
talles sobre ellos. La secuencia consenso por
la que se inicia un intrén en el sitio 5° siem-
pre es el dinucledtido GU, y en humanos
puede continuar por A/G, A, G,y U, pero es-
tos ultimos 4 nucle6tidos, especialmente el
altimo, se dan con menor probabilidad
[176]. Por su parte, la secuencia consenso
intronica que precede al sitio 3* de ayuste es
C/U, AG y frecuentemente esta precedida
por un segmento de polipirimidinas. Pero,
como ocurre en el sitio 5°, solo el dinucled-
tido AG esta siempre presente [177]. Es co-
rriente designar a los sitios de ayuste como
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fuertes o débiles segln sus secuencias se
aproximen a las secuencias consenso que se
acaban de mencionar.

El ayuste alternativo afiade nuevo
reto a la exploracion que venimos reali-
zando, ya que, en mamiferos, la mayor parte
de los ayustes se realizan de forma co-trans-
cripcional [178]. Algunas snRNPs, como U1
y U2AF van unidas al dominio C-terminal de
la RNA polimerasa Il durante la elongacion
de la transcripcion y se depositan sobre los
sitios de ayuste 5’ y 3’, respectivamente.
Cuanto mas fuertes son estos sitios, méas
firme es la unién de esas snRNPs y, como
consecuencia, mas facil el ensamblaje del
resto de los componentes del ayustosoma,
gue dard lugar a la eliminacién del intrén in-
termedio entre los dos exones que quedaran
unidos. Pero esté claro que, dado el inmenso
numero de secuencias GU y AG presentes en
el genoma y la relativamente baja probabili-
dad de que haya una estrecha coincidencia
con el resto de las secuencias consenso, es
necesario algo adicional para asegurar la
union de las sSNRNPs a los sitios correctos de
ayuste. En este sentido, se han descrito va-
rios elementos, tanto cis como trans, que re-
gulan el ensamblaje del ayustosoma [179].
Entre los primeros se encuentran los ISE,
ESE (acrénimos de intronic o exonic spli-
cing enhancers), ISS y ESS (intronic o exo-
nic splicing silencers), cuyo nombre revela
claramente su localizacién en el pre-mRNA
y su funcion. La interrelacion de estos ele-
mentos reguladores y los sitios de ayuste da
lugar a un compleja red de interacciones
[180].

Como el ayuste ocurre normalmente
asociado a la transcripcion, aunque afecte al
RNA naciente, la estructura de la cromatina
y sus modificaciones epigenéticas influyen
decisivamente en su regulaciéon [181,182].
Se han propuesto dos modelos por los que la
estructura de la cromatina influye en el
ayuste alternativo [183]. Uno es el modelo
cinético, segun el cual la velocidad a la que
la RNA polimerasa Il realiza su funcién pro-
cesiva determina la seleccion de unos exones
u otros. El segundo es el modelo de recluta-



miento, que propone que, ademas de las en-
zimas y factores que ya se han mencionado
antes, en determinados casos, se asocian al
dominio C-terminal de la RNA polimerasa Il
otras proteinas implicadas en el ayuste, que
condicionan la seleccion de exones. Ambos
modelos no son excluyentes y se han encon-
trado casos que encajan en ellos.

En cuanto al modelo cinético, una
velocidad alta de avance de la polimerasa
puede dificultar que las sSnRNPs Ul y U2AF
se unan a sitios débiles de ayuste, dando lu-
gar a la exclusion del exén correspondiente,
mientras que un avance lento permitiria su
inclusion [178,184]. La velocidad de trans-
cripcion depende de multiples factores, que
incluyen la propia secuencia del DNA, la or-
ganizacion de la cromatina y sus modifica-
ciones epigenéticas y la actuacién de los re-
modeladores. Para centrarnos en aspectos re-
lacionados con el hilo conductor de este dis-
curso, cabe sefialar que, ademas de la ubicui-
tinacién de H2B, ya resefiada, la presencia
de H3K79me2 y H4K20mel favorecen un
avance rapido [185], mientras que la metila-
cion de H3KO9, que puede reclutar HP1y dar
lugar a una estructura compacta, tipo hetero-
cromatina, frena ese avance [186].

La metilacion del DNA en el cuerpo
del gen también influye en la velocidad de la
transcripcion, aunque de una forma indi-
recta. El factor CTCF (CCCTC-binding fac-
tor) se une a su secuencia diana cuando los
dinucledtidos CpG adyacentes no estan me-
tilados. En este caso, la presencia del factor
hace que el avance de la polimerasa sea mas
lento, lo que condiciona el ayuste en base al
modelo cinético. Un ejemplo paradigmatico
de este mecanismo se describié en 2011, tra-
bajando con el gen CD45. Los exones 4,5y
6 pueden o no incluirse en el MRNA maduro,
mientras que los demas se encuentran en to-
das las isoformas. Pues bien, la unién de
CTCF al exdn 5 frena el avance de la poli-
merasa y permite el ayuste de este exon, pero

1 El nombre del gen MRG15 corresponde al
acronimo de MORF4-related gene on chromo-
some 15.
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cuando el DNA en ese exon esta metilado no
se une CTCF y el exon 5 se excluye [187].

En otros casos, las modificaciones
epigenéticas de las histonas influyen de otro
modo. Es lo que ocurre en el gen FGFR2,
que codifica el receptor 2 del factor de creci-
miento de fibroblastos. El ayuste alternativo
de este gen da origen a dos isoformas, deno-
minadas Il1b y Illc, que se diferencian por la
presencia de uno u otro de dos exones mu-
tuamente excluyentes. Cuando en los nu-
cleosomas que ocupan estos exones H3K36
esta desmetilada, por omision se produce la
isoforma Il1b. Por el contrario, la trimetila-
cioén de ese residuo de lisina hace que la pro-
tefna MRG15%, que posee un cromodomi-
nio, se una a esos nucleosomas y, a su vez,
recluta el factor de ayuste PTB1, que induce
la inclusion del exdn alternativo, producién-
dose la isoforma Illc [174]. Seria éste un
caso explicable por el modelo de recluta-
miento.

Ademas de su papel en la regulacion
de la velocidad de avance de la RNA poli-
merasa, el factor CTCF modula el ayuste al-
ternativo por otros mecanismos, que se han
revisado recientemente [188]. Vale la pena
sefialar uno de ellos, relacionado con otra
funcidn de este factor de la que se tratara en
el siguiente apartado del presente discurso.
Esa funcion es la dimerizacion de dos facto-
res CTCF unidos a diferentes partes del ge-
noma, con lo que se forma un bucle en la se-
cuencia del DNA y se sitlan ambas partes en
proximidad fisica. Pero esos bucles media-
dos por CTCF se forman preferentemente
entre el promotor de un geny regiones intra-
génicas y cuando el bucle implica a un exén
constitutivo préximo al promotor y otro al-
ternativo que no esté lejos en la secuencia, el
bucle favorece la inclusion de ese exon alter-
nativo [189].

Ademas del ayuste alternativo exis-
ten otras posibilidades de que resulten mal-
tiples mMRNAs a partir de un Unico gen. Las



méas comunes son la presencia de promotores
[190] o sitios de terminacion de la transcrip-
cion [191] alternativos.

La existencia de ayuste y la posibili-
dad de que se dé de modo alternativo afiade
una nueva dificultad en nuestro recorrido de
exploracidn de la transcripcion. La decision
gue ha de tomarse en cada momento no es ya
la de transcribir o no transcribir un gen sino,
ademas, la de seleccionar el mecanismo de
ayuste para que predomine la isoforma re-
querida en cada momento. Esto es asi por-
que, como se verd inmediatamente, con mu-
cha frecuencia las diferentes isoformas de
mRNA maduro se traducen a proteinas con
funciones distintas y, a veces, opuestas. Y,
ademas, complica el proceso de transcrip-
cion en el sentido de que no basta con que la
polimerasa supere las barreras impuestas por
los nucleosomas, sino que debe interaccio-
nar con otros factores que se encarguen, al
mismo tiempo en que se va produciendo la
elongacion, de ensamblar en los sitios preci-
sos toda la maquinaria de ayuste que, como
se ha comentado, consta de mas de 100 fac-
tores. Una vez mas nos hemos encontrado
con un panorama extraordinario, que re-
quiere un exquisito ajuste y coordinacion, y
que pone de manifiesto como esa tremenda
complejidad tiene un sentido.

No todas las isoformas de mRNA
que resultan de ayuste alternativo se tradu-
cen a proteina. Con frecuencia, las isoformas
de mRNA contienen codones prematuros de
parada y se degradan por medio de un meca-
nismo que elimina también otras formas
anormales de mRNA. Otras isoformas estan
presentes en cantidades despreciables y no
influyen en la homeostasis celular. Algunas
mas, aunque no se traduzcan, pueden desem-
pefiar alguna funcion. Pero ahora conviene
centrarse en las isoformas que dan lugar a
proteinas alternativas.

Las diferentes isoformas de proteina
procedentes de un mismo gen pueden tener
funciones distintas y, a veces, opuestas. Un

12 | descubrimiento fue galardonado con el Pre-
mio Nobel de Fisica en 1974, pero Jocelyn Bell

30

ejemplo clésico, que se describid ya en 1994
es el del gen FAS, que codifica una proteina
de la membrana mitocondrial, implicada en
la induccion de la apoptosis, un proceso que
conduce a la muerte celular cuando han fra-
casado otros intentos de reparar defectos
cruciales para el desarrollo normal de la cé-
lula. La apoptosis es asi un mecanismo de
defensa ante el desarrollo tumoral: por ejem-
plo, cuando en una célula se alteran de modo
insalvable los mecanismos de reparacion de
un DNA alterado, la puesta en marcha de la
apoptosis evita que la célula se divida y pro-
pague los errores presentes en el DNA. Pues
bien, un ayuste alternativo que afecta al exon
6 de FAS conduce a una proteina soluble an-
tiapoptdtica [192]. Tras este hallazgo inicial,
son muchos los casos que se han descrito en
los que un ayuste alternativo aberrante se en-
cuentra en la base de numerosas patologias.
Concretamente, la influencia del ayuste al-
ternativo en el cancer ha sido objeto de nu-
merosos estudios [193-196].

En esta linea, cabe resefiar las inves-
tigaciones realizadas en el grupo de Epige-
nética y Cromatina del Instituto de Investi-
gaciones Sanitarias INCLIVA, de Valencia,
aunque constituye una minima budsqueda
dentro de esta grandiosa exploracion que es-
tamos reviviendo. Todo comenz6 cuando se
deseaba averiguar si las mutaciones en el gen
KRAS, que suponen un factor de mal pronds-
tico en el cancer colorrectal, daban lugar a
modificaciones epigenéticas en la cromatina
gue condujeran a una regulacion aberrante
de la transcripcion. Pero ocurri6 algo relati-
vamente frecuente en la investigacion:
cuando se busca algo que se estima intere-
sante, puede encontrarse otra cosa, N0 Menos
importante. Algo asi sucedié a Susan Jo-
celyn Bell, que tratando de detectar quasa-
res, descubrio los pulsares en 19672, Y, por
seguir con la analogia de las exploraciones,
«desde Cristébal Colon en adelante son in-
numerables los episodios que muestran
cémo buscando alcanzar un cierto territo-
rio, se termina alcanzando otro distinto,

no figurd entre quienes obtuvieron el premio, el
supervisor de su trabajo Antony Hewish, y Mar-
tin Ryle.



pero no necesariamente menos importante
que el que se habia prefijado» [27].

Estudiando el acetiloma de las célu-
las cancerosas HAF1 (KRAS"") y HAEG6
(KRAS 6130 “lineas isogénicas que sélo di-
fieren en que la segunda de ellas es portadora
de una mutacion en KRAS, no se observaron
diferencias en la acetilacion de histonas,
pero si en la de hnRNPAL1 y hnRNPA2/B1,
ribonucleoproteinas implicadas en el ayuste
[197]. Al estudiar las diferencias que las mu-
taciones de KRAS introducian en el ayuste,
se encontr6 que el de los genes RPL13,
HSP90B1, ENO1, EPDR1 y ZNF518B es-
taba alterado en lineas celulares derivadas de
cancer colorrectal humano portadoras de la
mutacion KRAS ©*P cuando se comparaba
con el ayuste en células con KRAS normal
[198]. El tltimo de esos genes presentaba un
especial interés, ya que tanto el conjunto de
sus 5 isoformas, como las dos mayoritarias,
se sobreexpresan en células cancerosas a
causa de alteraciones epigenéticas, que afec-
tan a las histonas de los nucleosomas del
promotor y a cambios en el posicionamiento
del nucleosoma +1 [199]. Ademas, la sobre-
expresion del gen esta relacionada positiva-
mente con la migracion, la capacidad inva-
siva de las células y la induccion de la tran-
sicion epitelio-mesenquimal [199]. Por ese
motivo, el gen ZNF518B fue objeto de un es-
tudio ulterior a nivel genémico, que puso de
manifiesto la existencia de una compleja red
de interacciones, que implican, por una
parte, a ZNF518B y los genes EHMT2 y
EZH2 que codifican histona metiltransfera-
sas, y por otra, a los genes implicados en on-
cogénesis KAT2B, RGS4, EFNA5, RGS4 y
PADI3. Ademas, se encontr6 que las isofor-
mas mayoritarias de ZNF518B tienen un pa-
pel diferencial en la recaida en la enferme-
dad [200].

Se establecié asi una nueva cone-
Xién entre epigenética, ayuste alternativo y
patogénesis, que también se da en otro de los
genes anteriormente comentados, concreta-
mente EPDR1. La expresion del gen estéa re-
lacionada con el estadio de desarrollo del
cancer colorrectal y también en este caso la
regulacién de la expresion de la isoforma
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mayoritaria esta controlada por factores epi-
genéticos, concretamente metilacion de una
isla CpG en su promotor [201]. Mas aun, la
seleccion de las isoformas de ayuste del gen
KRAS, cuyas mutaciones estan relacionadas
con el ayuste de ZNF518B y EPDR1, est4
también gobernada por mecanismos epige-
néticos [202]. De este modo, se ha propuesto
que existe un tridngulo entre el desarrollo del
cancer, el ayuste alternativo y las modifica-
ciones epigenéticas [203]. Que alteraciones
en la regulacion epigenética o un ayuste abe-
rrante esté en la base de patologias como el
cancer es algo de lo que, implicita o explici-
tamente, ha quedado constancia en las lineas
precedentes. Pero al ayuste afecta a genes
que codifican proteinas que introducen, bo-
rran o leen las marcas epigenéticas y toda la
maquinaria de ayuste puede estar afectada
por una regulacién a nivel epigenético. De
este modo, se cierra el triangulo (Figura 6)
que, lejos de suponer un factor alarmante en
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Figura 6. Triangulo formado por el cancer, la epige-
nética y el ayuste alternativo. Las alteraciones epige-
néticas y el ayuste aberrante causan cancer en muchos
casos (flechas negras). Ambas causas estan interconec-
tadas (flechas rojas), porque los cambios epigenéticos
afectan a los factores de ayuste y el ayuste puede, a su
vez, alterar de diversos modos a la adquisicion de mar-
cas epigenéticas. Ademas, un ayuste aberrante puede
influir sobre los propios factores de ayuste Reprodu-
cido con autorizacion CC BY-ND 2.0 de Gime no-Va-
liente et al. [203].

el tratamiento del cancer, presenta rasgos es-
peranzadores a la vista de la antes mencio-
nada posibilidad de revertir las marcas epi-
genéticas.



12. UNA COMPLICACION FINAL: LA
ORGANIZACION  TRIDIMENSIONAL
DE LA CROMATINA

En cierto modo, puede decirse que
termina este discurso de un modo semejante
a como empezO. Porque comenzébamos
considerando que dentro del ndcleo de una
célula humana deben empaquetarse 2 m de
DNA y ahora, después de repasar los com-
plejos procesos que deben ocurrir para que la
expresion de los genes que en ese DNA se
contienen se realice de un modo controlado,
hemos de volver a contemplar el teatro en
que todos esos acontecimientos ocurren: el
nucleo. Y si surgia el asombro al observar
qué grado de empaquetamiento era necesa-
rio, ahora ese asombro ha de incrementarse
si tenemos en cuenta algunas propiedades
del interior del nacleo. De lo que se ha visto
hasta ahora, queda claro que no s6lo hay cro-
matina en el ndcleo eucari6tico. Hay una
multitud de enzimas, una gran cantidad de
factores transcripcionales, muchas proteinas
y RNAs implicados en el ayuste... Todo eso
hace gue en el interior del ndcleo la concen-
tracién de las diferentes moléculas sea muy
elevada, lo que conduce a un entorno de gran
viscosidad. En efecto, estudios reoldgicos
han permitido estimar que la viscosidad del
nucleoplasma es aproximadamente de
10.000 poises [204], esto es, unas 300 veces
superior a la de la miel. ¢(No llama la aten-
cion el que procesos tan complejos como los
anteriormente descritos puedan desarrollarse
en un entorno tan poco favorable para el mo-
vimiento de las moléculas?

Pero hay que afiadir otra considera-
cion. Cuando se piensa en la organizacion de
los genes, habitualmente nos los imagina-
mos como una secuencia rectilinea de sus
elementos. De hecho, cuando se representa
el mapa de una region del genoma, se suele
dibujar como una sucesion rectilinea de los
genes y espacios intergenicos. Pero la situa-
cién es muy otra en el ndcleo en interfase.

13 En la figura 3B del articulo de Strickfaden ya
comentado [49], se recoge una imagen de la dis-
posicion del cromosoma 1 humano en células
HCT116 en interfase.
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Los cromosomas —que en la metafase se con-
densan hasta formar las conocidas estructu-
ras— durante la interfase esta desplegados —
enmarafiados, se podria decir—, distribuidos
a lo largo y ancho del nucleo®3; y es dentro
de esa inmensa marafia formada por la cro-
matina de los 46 cromosomas humanos des-
plegados donde deben producirse todos los
acontecimientos que llevan a la expresion re-
gulada de los genes.

La organizacion estructural del nu-
cleo se comenzo a abordar tan pronto como
los métodos de microscopia Optica lo permi-
tieron. El nucléolo, por ejemplo, fue obser-
vado ya en 1835 [205]. Actualmente se sabe
que en él tiene lugar la transcripcién, por
parte de la RNA polimerasa I, de los genes
gue codifican los RNAs ribosomales. Y en
1903, Ramén y Cajal describié la presencia
en el nacleo de neuronas de unos organulos
que denomind “cuerpos accesorios” [206] y
gue hoy se conocen como cuerpos de Cajal.
Poco mas tarde, Cajal también describié la
presencia en ndcleos de otros corpusculos
sin membrana [207], que més tarde recibie-
ron el nombre de motas nucleares. Mas re-
cientemente se observo que tanto los cuerpos
de Cajal como las motas nucleares estan im-
plicados en el ayuste, ya que se agrupan en
ellos varias SnRNPs [208,209].

A pesar de que los datos antedichos
sobre organulos subnucleares desprovistos
de membrana proporcionaban alguna infor-
macion sobre la organizacion nuclear, el
avance en el conocimiento sobre la organi-
zacion de la cromatina en interfase, uno de
los problemas que actualmente atraen mas
atencion en el estudio de la regulacion de la
expresion génica en eucariotas, no ha sido
posible hasta los dltimos afios. Y esto se
debe en buena medida a las nuevas tecnolo-
gias, que ha hecho posible el progreso de los
métodos de analisis de imagen, asi como de
procedimientos clasicos de la biologia mole-
cular. Todo este conjunto de mejoras, junto



con las aportaciones de la informética y de
otras disciplinas, como la fisica de la materia
blanda, han hecho posible abrir nuevas pers-
pectivas en el estudio de la organizacion y
funcién de la cromatina, desde un angulo
inimaginable hace tan sélo una década.
Tanta importancia tienen los aspectos meto-
doldgicos, que en el primer semestre del afio
en curso se han publicado tres excelentes re-
visiones sobre ellos [210-212]. El notorio
afan de los bidlogos moleculares y celulares
por encontrar siglas o acrénimos facilmente
memorizables y, a veces, reproduciendo pa-
labras usadas en la vida corriente [213], ha
hecho que el catalogo de esos métodos re-
sulte una auténtica sopa de letras.

Una técnica pionera en el analisis de
la organizacion del genoma es la denomi-
nada Hi-C [214]. Los autores describen el
fundamento del método de una forma senci-
lla: tras el entrecruzamiento con formal-
dehido, el DNA se digiere con una enzima
de restriccion que deje extremos 5’ protube-
rantes. Estos extremos se rellenan, inclu-
yendo un residuo biotinilado y los fragmen-
tos romos resultantes se ligan en condiciones
de dilucion que favorezcan el ligamiento en-
tre los fragmentos entrecruzados de DNA.
Asi, los productos del ligamiento contienen
secuencias de DNA que estaban en proximi-
dad en el nucleo. El cizallamiento de estas
muestras, seguido de la recuperacién de los
fragmentos que contienen biotina y su se-
cuenciacion, permite obtener un catalogo de
las secuencias de DNA que estaban en pro-
ximidad fisica en el nucleo. Asi llegaron a la
conclusién de que en el nucleo en interfase
se pueden distinguir dos compartimentos
que, arbitrariamente, denominaron como A
y B. El compartimento A se correlaciona con
la presencia de genes con alta tasa de expre-
sién y con una estructura mas accesible de la
cromatina, como se demuestra por digestion
con DNasa I, mientras que el compartimento
B corresponde a la cromatina mas compacta,
que contiene genes reprimidos [214].

Por ejemplo, los avances en las tec-
nologias de imagen han permitido el segui-
miento dinamico de las interacciones entre
diferentes motivos moleculares de una célula

33

viva, previo su marcaje fluorescente, por mi-
croscopia o microcinematografia de alta re-
solucion. También las mejoras tecnoldgicas
han afectado a otro método microscopico de
localizacion in situ. Concretamente, la téc-
nica conocida desde hace tiempo para la lo-
calizacion microscépica de secuencias con-
cretas de DNA, denominada FISH (fluores-
cent in situ hybridisation), hibridacion in situ
fluorescente, se ha perfeccionado para llegar
a lallamada crio-FISH. La FISH clasica con-
siste en afadir una sonda formada por una
secuencia especifica de DNA, marcada con
un fluorocromo a una preparacion microsco-
pica de un tejido. La sonda se une especifi-
camente a la region de la preparacion donde
se encuentre un DNA con secuencia comple-
mentaria, lo cual permite la localizacion es-
pacial de esa secuencia. Pero la sensibilidad
de la deteccion esta limitada por las defor-
maciones introducidas por la fijacién del te-
jido y por la desnaturalizacion térmica que
se requiere como paso previo a la hibrida-
cion. La utilizacion de inclusion en sacarosa
del tejido o células, previa a la criopreserva-
cion y corte, asi como procedimientos méas
suaves de desnaturalizacion, hacen de la téc-
nica crio-FISH un método mucho mas va-
lioso para estudiar la localizacion in situ de
las regiones cromosomicas deseadas [212].

Otro método digno de mencidn, que
también utiliza la crioproteccién, es el ma-
peo de la arquitectura del genoma, GAM
(genome architecture mapping). En esencia,
el método consiste en preparar multiples sec-
ciones ultrafinas a través del nicleo y utilizar
microdiseccion por laser de esas secciones.
El DNA de las muestras se extrae, se ampli-
fica y se secuencia. Los motivos que se loca-
lizan mas préximos en el espacio, aunque no
necesariamente en la secuencia, se encuen-
tran con mayor frecuencia en una misma
muestra. El analisis informético de todos los
posibles pares de motivos entre una gran co-
leccion de muestras, permite determinar la
proximidad en el espacio de los distintos mo-
tivos de la cromatina [215].

Otros métodos que se han disefiado
recientemente son SPRITE (split-pool
recognition of interactions by tag extension)



y ChlA-Drop (chromatin-interaction analy-
sis via droplet-based and barcode-linked se-
quencing). SPRITE permite mapear interac-
ciones en la cromatina y contactos DNA-
RNA a nivel gendmico. Para ello se entre-
cruza la cromatina y se fragmenta. Los frag-
mentos se distribuyen en multiples alicuotas
y en cada una de ellas se etiquetan las molé-
culas de DNA. Este proceso de mezcla, re-
distribucion en alicuotas y etiquetado se re-
pite varias veces y, finalmente, se secuencia
la cadena de etiquetas de cada fragmento.
Esto permite agrupar los complejos que for-
maban parte de una estructura de orden su-
perior de la cromatina y se pueden detectar
los nodos que conectan regiones que pueden
pertenecer a distintos cromosomas [216].
ChlIA-Drop tiene cierta similitud con
SPRITE, aunque se basa en la distribucion
de la muestra de cromatina tras su entrecru-
zamiento y fragmentacion en una emulsion
de microgotas, cada una de ellas con una eti-
gueta diferente, que se preparan en un dispo-
sitivo ad hoc. El paso final implica también
la amplificacion y secuenciacion para iden-
tificar las secuencias con idénticas etiquetas
gue se asignan a la misma microgota de ori-
gen. Al comparar las secuencias leidas con
la del genoma de referencia, se puede descu-
brir qué regiones del genoma se encontraban
en proximidad espacial, con lo que se pue-
den inferir las interacciones que tienen lugar
en la cromatina [217]. Y hay otras técnicas
disponibles, que se han ido implementando
en los ultimos afios. Por continuar con la
“sopa de letras”, se pueden mencionar
ChIAPET, ChromEMT, DNA-PAINT, Hi-
C, que se han detallado en la revision de
Cosma y Neguembor [210] y cuya descrip-
cion haria de este texto una prolija relacion.

Bastan los detalles anteriores para
comprender cémo las nuevas metodologias,
basadas muchas veces en principios de otras
ciencias, han sido decisivas para abordar el
estudio de la organizacion tridimensional de
la cromatina en el nucleo en interfase. Pero,
como tendremos ocasién de ver seguida-
mente, la integracion de la biologia molecu-
lar y celular con la fisica no se ha limitado a
los aspectos metodoldgicos, por importantes
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que éstos sean, sino que ha aportado también
un original enfoque a ese estudio. Se vuelven
a hacer realidad las palabras de Astbury, que
se ha mencionado antes como uno de los pio-
neros en la utilizacion de la expresion “bio-
logia molecular”:

«El término biologia molecular (...)
implica no tanto una técnica como un
modo de aproximacion; aproxima-
cion desde el punto de vista de las lla-
madas ciencias basicas, con la idea
motriz de investigar lo que subyace a
los fendbmenos a gran escala de la
Biologia clésica, para encontrar su
correspondiente planificacion mole-
cular» [80].

Ni que decir tiene que a la biologia celular
moderna pueden aplicarse también estas pa-
labras de Astbury: el caracter integrador de
la fisica proporciona a la biologia una nueva
y definitiva manera de aproximarse al
mundo de los organismos vivos.

En el caso concreto del estudio de la
organizacion tridimensional de la cromatina,
como se ha apuntado anteriormente, la fisica
de la materia blanda ha aportado importantes
conceptos. Con las técnicas mencionadas an-
teriormente, se puede observar —superando
los datos accesibles a través de la morfologia
microscopica— que en el ndcleo existen mal-
tiples condensados moleculares, organulos
atipicos en el sentido de que no estan delimi-
tados por una membrana, de modo que pue-
den intercambiar sus componentes con ma-
yor libertad que si lo estuvieran. En estos
condensados se encuentran factores trans-
cripcionales, cofactores y otros componentes
implicados en el inicio de la transcripcién re-
gulada con una concentracién local elevada
[218]. EI mantenimiento de estos condensa-
dos es posible gracias a un fendmeno basado
en gque una mezcla de moléculas puede sepa-
rarse espontaneamente en dos fases, que di-
fieren en su composicion. Esta separacion de
fases se funda en la existencia de multiples
interacciones débiles y, en el caso que nos
ocupa de los condensados nucleares, la vis-
coelasticidad del entorno controla también



su tamafio y dinamica [219]. Estos conden-
sados formados por separacion de fases po-
seen varios rasgos distintivos, entre los que
cabe sefialar su forma redondeada y su capa-
cidad de fusionarse entre si, asi como la ele-
vada movilidad de las moléculas que contie-
nen dentro del orgadnulo. Ademas, estas pro-
piedades dependen de las caracteristicas fisi-
coquimicas —temperatura, pH, etc.— del en-
torno [220]. Todo ello permite que estos
condensados se situen selectivamente en
torno al promotor de un gen vy, gracias a la
presencia de sus componentes, la transcrip-
cion pueda iniciarse. No obstante, siguen
existiendo muchos interrogantes sobre el
modo en que los condensados seleccionan el
lugar concreto del genoma en que deben si-
tuarse, aunque se han propuesto algunas po-
sibilidades [221].

Otra circunstancia a tener en cuenta
es la formacion de estructuras gendémicas de
orden superior que posibilitan los contactos
entre potenciadores y promotores. Ya se ha
mencionado cémo los elementos potencia-
dores se encuentran situados a veces a una
distancia muy grande del promotor si se
atiende a su posicion en la secuencia. Pero
con frecuencia se da una asociacion fisica es-
pacial gracias al establecimiento de interac-
ciones entre diversos elementos de la se-
cuencia del DNA. Lo més frecuente es la
presencia de sitios de unidn del factor CTCF
en proximidad del potenciador y del promo-
tor. Gracias a la ya aludida capacidad de di-
merizacion de este factor, ambas regiones
génicas se acercan en el espacio y la union
de una proteina, la cohesina, sella, por de-
cirlo asi, la union. Pero la formacién de bu-
cles en la cromatina gracias a la accion de la
cohesina no garantiza siempre la suficiente
proximidad fisica del promotor y el poten-
ciador, proximidad que puede lograrse por
varios mecanismos de extrusion del bucle
[222]. Se forma asi un dominio topoldgica-
mente asociado (TAD, siglas de topologi-
cally associating domain), que, ademas,
puede reclutar un condensado de factores

14 El articulo de Gabriele et al. [223] contiene,
como material suplementario, 4 videos que per-
miten visualizar esos aspectos dinamicos.
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transcripcionales que faciliten la expresion
del gen [218,221,222]. La microcinemato-
grafia en células vivas ha puesto de mani-
fiesto la dinamica de estos bucles de croma-
tina. Por ejemplo, Gabriele et al. [223] han
utilizado el TAD que contiene el gen Fbn2
en células embrionarias de raton y, por me-
dio de técnicas de edicion gendémica, han
marcado diferencialmente con fluorescencia
cada uno de los dos sitios CTCF que hay a
ambos lados del gen. Esto les ha permitido
seguir el movimiento de esos sitios, o lo que
es lo mismo, la dindmica del bucle®®.

El desplazamiento de las diferentes
regiones del genoma —a veces muy distantes
en la secuencia— para la formacién de TADs
y para la separacion de fases en un medio de
elevadisima viscosidad, exige una gran plas-
ticidad en la estructura de la cromatina que,
a su vez, requiere la plasticidad de la estruc-
tura de los nucleosomas que, no olvidemos,
siguen presentes a lo largo del DNA. Esta
plasticidad se puede favorecer por fluctua-
ciones térmicas en la estructura nucleoso-
mal, que ocurren en las condiciones fisico-
quimicas del nucleo [224]. Pero también hay
gue tener en cuenta que la compatibilidad del
modelo de placas cromosomales con la orga-
nizacion de la cromatina en interfase [47]
(Figura ) ha permitido a Daban concluir que
la cromatina posee las propiedades intrinse-
cas de las estructuras de materia blanda [48].

Parece claro, y asi se admite general-
mente en nuestros dias, que la asociacion de
TADs con condensados de factores trans-
cripcionales permite una explicacion de las
interacciones entre todos los elementos que
determinan la expresion génica, pero es ne-
cesario profundizar mucho mas en la dina-
mica espacio-temporal de estos motivos de
organizacion de la cromatina. El marcaje es-
pecifico de diferentes motivos de la croma-
tina y el analisis por medio de microfotogra-
fia de lapso de tiempo (time-lapse) de alta
resolucion esta resultando una aproximacion



prometedora para resolver este problema
[225].

A lo largo de nuestro recorrido por
la regulacion de la expresion génica, hemos
tenido a la epigenética como una inseparable
compariera de viaje. Pero no se ha hecho nin-
guna mencidn a ella en estas consideraciones
sobre la organizacién tridimensional de la
cromatina en interfase. ¢Acaso nos habra
abandonado esta fiel compafiera? En las li-
neas siguientes se comprobard que no ha
sido asi. De entrada, hay que considerar que,
en algunos casos, la organizacion tridimen-
sional de la cromatina en dominios concretos
depende de la unién de proteinas, como la
HP1, a la que ya se ha aludido. Y esta pro-
teina que forma agrupaciones compactas,
tipo heterocromatina, se recluta por
H3K9me3 [226]. Pero en otras ocasiones, la
relacion entre modificaciones epigenéticas y
estructura tridimensional de la cromatina
ocurre en el sentido contrario: es la organi-
zacion tridimensional la que permite la ex-
tensién de las marcas epigenéticas en regio-
nes del genoma alejadas en la secuencia,
pero préximas por formar parte de un mismo
TAD. También se ha demostrado que la in-
teraccion entre diferentes nucleosomas, diri-
gida por las modificaciones epigenéticas en
las colas N-terminales de sus histonas, puede
condicionar su proximidad espacial [227].

Otra relacion entre modificaciones
epigenéticas y organizacion de la cromatina
viene dada por el hecho que el comparti-
mento A contiene marcas activadoras en sus
histonas, mientras que en el B, abundan las
marcas represivas [214]. El resultado era de
esperar, dada la distribucién de genes entra
ambos compartimentos antes comentada.
Pero, en la actualidad, se esta prestando mu-
cha atencion a otras posibles interrelaciones
entre el epigenoma y la organizacion tridi-
mensional de la cromatina, incluyendo sus
variaciones dinamicas. De momento, las in-
vestigaciones se estan realizando por mode-
lizacion  biofisica 'y  computacional

15 Se puede encontrar una explicacion sobre el
concepto de abduccién y sobre su importancia
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[227,228], una aproximacion que se califi-
cado como una herramienta poderosa para
desarrollar un modelo coherente para pro-
porcionar una visién importante en el campo
de la estructura, compactacion, plegamiento
y cambios dindmicos de la cromatina [49],
pero aun es pronto para poder describir re-
sultados satisfactorios.

13. CONCLUSION

Llegamos al final de nuestro reco-
rrido por los mecanismos de regulacion de la
expresion génica. Un final, que viene mar-
cado por el momento concreto en que se esta
narrando este viaje, que en modo alguno
puede considerarse finalizado. «No sé qué
podré parecerle yo al mundo, pero tengo
para mi que no he sido sino un muchacho
que juega a la orilla del mar, que se distrae
de cuando en cuando al encontrar un guija-
rro mas liso o0 una concha més bella que las
habituales, mientras el gran océano de la
verdad se extendia ante mi adn por descu-
brir», decia Newton, poco antes de fallecer,
a su amigo Andrew Ramsay [229]. Pienso
que de estas palabras podria apropiarse cual-
quier investigador honrado, que sabe que lo
que haya podido aportar al desarrollo de la
ciencia es muy poco en comparacion con lo
gue gueda por descubrir. Pero eso no es un
obstaculo para admirar esa concha mas be-
lla, ese aspecto de su investigacion, que, por
modesto que haya sido no deja de ser asom-
broso y admirable. Espero que quienes han
tenido la paciencia de llegar hasta estas li-
neas hayan participado de ese asombro al
contemplar la belleza de una compleja es-
tructura o la admirable coordinacion de los
procesos de regulacion. Esa sorpresa ante lo
inesperado que, como comentan Shi y Evans
[230], llevé al cientifico y filésofo Charles
Sanders Peirce (1839-1914) a postularla
como necesaria para facilitar —a través de la
abduccion®- la generacion de nuevas hipé-
tesis [231]. Esa sorpresa ante la capacidad
que el ser humano tiene de comprender la

en la génesis de hipdtesis en el articulo de Gé-
nova [233].



realidad natural y penetrar, siquiera sea par-
cialmente, en alguno de sus secretos. Ese
asombro y sorpresa que, en la “Leccion de
Anatomia” de Rembrandt se adivina en los
rostros de los estudiantes ante la diseccion
que realiza el Dr. Nicolaes Tulp. Ese asom-
bro, esa curiosidad, ese deseo de aprender,
gue han permitido conocer los complejos
mecanismos explorados esta tarde. Movidos
por una idéntica curiosidad y por su afan de
descubrir la verdad, los investigadores han
llegado a conocer mdltiples aspectos de la
organizacion del material genético; de la re-
estructuracion de la cromatina que se precisa
para gque los genes se expresen. Han llegado
a vislumbrar los complejos mecanismos que
nuestras células emplean para coordinar la
informacién genética que poseen.

Es cierto, que falta mucho por des-
cubrir y que siempre seguira faltando. Pero
no deja por eso de ser admirable que la inte-
ligencia humana pueda entrar en esos increi-
bles procesos que hemos estado explorando
esta tarde y que, en muchos casos, esa explo-
racion haya conseguido adquirir un elevado
grado de certeza. Un deseo de certeza que
habria que recuperar, pues, citando a Hannah
Arendt, «Lo que se perdié en la Epoca Mo-
derna no fue la aptitud por la verdad, la
realidad, la fe, ni la concomitante e inevita-
ble aceptacion del testimonio de los sentidos
y de la razon, sino la certeza que anterior-
mente iba con ellas» [232]. Aunque los mé-
todos de las ciencias experimentales —esos
sofisticados métodos que también hemos te-
nido ocasién de repasar— no pueden penetrar
en todos los ambitos de la vida humana, es
tiempo de que confiemos en el poder de
nuestra inteligencia para alcanzar la verdad,
esa Verdad con mayuscula que Antonio Ma-
chado animaba a buscar.

Ojala los datos expuestos en las pa-
ginas precedentes sirvan para que todos re-
cuperemos esa confianza, y quiza, para pre-
guntarnos si, junto con el azar que, a lo largo

16 | a cita original, | believe in design because |
believe in God; not in God because | see design
pertenece a una carta enviada a William Robert
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de la evolucién, ha jugado un papel impor-
tante en la adquisicion de mecanismos tan
complejos como los contemplados, hay un
sentido, un designio. Es cierto que el método
cientifico no puede dar respuesta afirmativa
— como pretenden los partidarios del “disefio
inteligente”—, ni tampoco negativa a esa pre-
gunta, que, aunque trascienda el ambito de lo
experimental, es licito plantear. Personal-
mente, me limito a compartir las palabras de
John Henry Newman: «Creo en un designio,
porque creo en Dios; no creo en Dios por-
que vea un designio»?®,
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