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Capitulo 1

Componentes fundamentales de
la cromatina eucariota

La cromatina estd compuesta basicamente por DNA e histonas, que son por tanto
sus unidades estructurales fundamentales. Pero en el nicleo celular, existen también
muy diversas proteinas, que son necesarias para la expresion génica y la duplicacion
del DNA durante el ciclo celular. De todas estas proteinas, solo algunas juegan un
papel importante en el mantenimiento de la estructura de la cromatina.

1.1. El DNA

La molécula de DNA se compone de dos polinucleéticos antiparalelos dispuestos
helicoidalmente. Cada nucleétido presente en esta larga molécula, se compone a su
vez de un grupo fosfato, una pentosa (2’-desoxirribosa) y una base nitrogenada:
adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G). Las bases nitrogenadas ocupan
el centro de la hélice y establecen puentes de hidrégeno (A-T y C-G) que mantienen
la cohesion de la doble hélice (Watson y Crick, 1953).

El genoma humano, por ejemplo, contiene aproximadamente 3 x 10? pb, lo que
supone una longitud aproximada de 1 m si la molécula de DNA se extendiera por
completo. La célula es capaz de confinar todo el material genético en el interior del
ntcleo, de 5 pm de didmetro (Wolffe, 1998), lo que implica que el DNA est4 altamente
empaquetado. Todo este material debe ser accesible a factores de transcricpién y
otras proteinas para que puedan llevarse a cabo procesos de regulaciéon y expresion
génica, por lo que debe existir ademéas una adecuada organizaciéon del DNA.

Generalmente, el grado de compactacion del DNA se calcula determinando la
relaciéon entre la longitud del DNA extendido y la longitud de la estructura que
contiene el DNA. El valor de la concentracién local de DNA resulta méas adecuado
para la validacién de modelos de condensaciéon de DNA (Daban, 2000). La concen-
tracién de DNA oscila entre 0.10 g/ml (ntcleo interfasico) y 0.17 g/ml (cromosoma
metafdsico) a lo largo del ciclo celular.
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1.2. Las histonas

Las histonas son las principales proteinas asociadas con el DNA, y las mas abun-
dantes del niicleo celular. La estructura y funciéon de estas proteinas, asi como tam-
bién sus modificaciones postraduccionales, han sido estudiadas ampliamente. Las
histonas son proteinas pequenas ricas en aminodcidos bésicos (lisinas y argininas;
van Holde, 1989). Poseen una region globular altamente conservada, conocida como
dominio de pliegue histénico (histone fold domain) y un extremo N-terminal carente
de estructura secundaria (Figura 1.1 A; Watson et al., 2003). Las colas desestructura-
das son susceptibles de ser modificadas, lo cual puede provocar cambios importantes
en la estructura de la cromatina. Las modificaciones postraduccionales mas impor-
tantes que afectan a las histonas son la fosforilacién, metilacion y acetilacién, entre
otras (Wolffe, 1998).

(A)

H2A N P E

H2B N S — — — (o

H3 N — - —— e C

Ha N ———— C
N-terminal tail histone fold

(B) (@)

Figura 1.1: Representaciéon esquemaética de la estructura de las proteinas histonas. A
El dominio de pliegue histénico se compone de tres zonas que forman hélices av. B Plegamiento del
dominio de pliegue histénico. C Estructura del dimero H2A-H2B. Fuente: Alberts et al. (2008),
Figura 4-25.

Existen varios tipos de histonas: H1 (20.8 kDa), H2A (14 kDa), H2B (13.9 kDa),
H3 (15.4 kDa) y H4 (11.4 kDa). Las histonas H2A, H2B, H3 y H4 constituyen el
nucleo proteico del nucleosoma, alrededor del cual se enrolla el DNA. La histona
H1 (denominada H5 en eritrocitos de aves, reptiles, anfibios y peces) se conoce
también como histona de unién. Esta proteina no forma parte del nicleo proteico
del nucleosoma, sino que interacciona con la region de entrada y salida del DNA en
torno al octamero de histonas. Ademaés, sus extremos N y C terminales son capaces
de interaccionar también con el DNA de unién (DNA linker), entre nucleosomas
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sucesivos. De entre todas las histonas, las histonas de unién interaccionan de forma
més débil con el DNA, de manera que son més facilmente asociables/disociables.
Son también ampliamente modificadas a lo largo del ciclo celular, con importantes
consecuencias para la funcionalidad de la cromatina. Las histonas que forman el
nucleo del nucleosoma presentan una secuencia altamente conservada entre especies,
siendo las histonas H3 y H4 las més conservadas. Todas ellas tienen un dominio
globular que participa en las interacciones entre histonas o entre histonas y DNA
(Wolffe, 1998) (Figura 1.1 B).

1.3. Proteinas no histonas

1.3.1. El grupo de las HMG

La proteinas HMG o High Mobility Group son las proteinas no-histona mas
abundantes que estan asociadas a la cromatina. Presentan un dominio de unién a
DNA y forman parte de una red de proteinas implicadas en procesos de regulacion
de la replicacion, reparacion de DNA y transcripcién génica (Catez y Hock, 2010).

Las proteinas HMG presentan una estructura modular con regiones defindas
de unién al DNA y extremos con residuos acidos. Segun el tipo de dominio de
unién a DNA, se subdividen en tres familias: HMGA, caracterizadas por su dominio
AT-hook; HMGB, con dominios HMG-box y HMGN, con dominios de unién a nu-
cleosoma (ver Figura 1.2; Bustin, 2001; Catez y Hock, 2010). Las proteinas HMGA
(excepto HMGA1c) poseen tres dominios AT-hook separados entre ellos por regiones
flexibles ricas en residuos bésicos, que en conjunto forman una regién de unioén a
DNA (Bustin y Reeves, 1996). Cada dominio AT-hook consta de 9 aminoacidos que
unen regiones ricas en adenina y timina (Bianchi y Agresti, 2005). Recientemente,
Fonfria-Subirés et al. (2012) han descrito la estructura cristalografica de uno de los
dominios AT-hook de la HMGA1 junto a una secuencia concreta de DNA rica en
pares de bases AT. Los autores obsrevan que la asociacién del dominio AT-hook
ocurre preferencialmente en secuencias AATT. La regién de unién a DNA de las
proteinas HMGB esta formada por un dominio HMG-box A en posicién N-terminal
y un segundo dominio HMG-box B central. Cada dominio HMG-box consta de 80
aminodcidos e interacciona con secuencias aparentemente no especificas de DNA
(Bianchi y Agresti, 2005). Finalmente, el grupo de las HMGN posee un dominio de
unién al nucleosoma flanqueado por dos pequenas regiones cuya funcién no esta del
todo clara. Este dominio, a diferencia de los otros dos, no interacciona directamente
con el DNA, sino que se dispone entre el DNA y el octdmero de histonas (Bianchi y
Agresti, 2005).

Las funciones especificas que llevan a cabo estas proteinas pueden variar en
funcién de la familia o incluso el subtipo de HMG dentro de una misma familia. Como
ocurre con las histonas, el grupo de las proteinas HMG son también susceptibles de
sufrir modificaciones postraduccionales que modulan su funcién. Se ha descrito que
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Famil
Structure Size y
members
M 95178aa  HMGA1a, HMGA1b,
5 N el HMGA1c, HMGA2
AT-Hook
o A =l B )—: 199-214aa  HMGB1, HMGB2,
HMGB3
N Acidic tail
HMG-box

0N pe{Jes{T 9840622 HMGN1, HMGN2, HMGN3a,
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Binding Domain Domain

Figura 1.2: Familias de proteinas HMG segiin su dominio de unién a DNA. Los
miembros de las tres familias de proteinas HMG presentan una estructura modular (rojo, amarillo
y azul) que contiene el dominio de unién a DNA y una cola con cardcter acido. En la figura se
indica el contenido en aminoécidos de cada familia. Fuente: Catez y Hock (2010), Figura 1.

las HMGA y HMGB pueden actuar como reguladores tanto positivos como negativos
en procesos como la transcripcién génica, la replicacién, o incluso la reparacion
del DNA (dnicamente HMGB; Reeves, 2010). Las proteinas de la familia de las
HMGN parecen estar relacionadas con la regulaciéon positiva de la transcripcion,
pero también se ha observado que intervienen en procesos de reparacion de DNA y
participan en el proceso de replicacién del DNA (Reeves, 2010).

1.3.2. La Topoisomerasa II

La topoisomerasa II es una de las proteinas més abundantes asociadas al cromo-
soma metafasico. A nivel estructural, la topoisomerasa II eucariota es una proteina
dimérica de tamatio considerable (peso molecular de cada monémero: ~175 kDa)
formada por tres dominios (ATPasa, B’ y A’; Collins et al., 2009). Aunque inicial-
mente fue identificada como parte del esqueleto proteico del cromosoma, por lo que
se le atribuia una funcién principalmente estructural (Earnshaw et al., 1985; Earns-
haw y Heck, 1985; Gasser et al., 1986), estudios posteriores han permitido definir su
funcion especifica (Moser y Swedlow, 2011).

La funcién principal y mejor caracterizada de la topoisomerasa Il es la de relajar
el DNA durante la replicacién a través de la hidrdlisis de ATP (ver Figura 1.3).
Algunos autores han senalado que esta proteina es imprescindible para la compac-
tacién de la cromatina y la formacién del cromosoma metafasico (Uemura et al.,
1987; Wood y Earnshaw, 1990; Hirano y Mitchinson, 1991). Mientras que unos au-
tores apuntan hacia una distribucién uniforme de esta proteina en el cromosoma
(Christensen et al., 2002), otros sugieren que su distribucién es dindmica. Experi-
mentos recientes mediante fluorescencia (FRAP) muestran un rapido intercambio
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de topoisomerasa II con el medio citoplasmético (Tavormina et al., 2002) por lo que
los autores sugieren que es improbable que se trate de un componente estructural.
Otros estudios senalan que la Topoisomerasa II es necesaria para el mantenimiento
de la flexibilidad del cromosoma (Kawamura et al., 2010).
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Figura 1.3: Mecanismo de relajacion del DNA por parte de la topoisomerasa II. 1
La topoisomerasa II une un fragmento de DNA doble hebra y entonces es capaz de asociarse a
un segundo fragmento de DNA. La unién de ATP (2) estimula el corte del primer fragmento de
DNA unido (3) y el segundo fragmento de DNA pasa a través del hueco producido tras el corte
del primer fragmento (4). Se produce entonces la ligacién de los extremos del fragmento cortado
(5) y, finalmente, es liberado (6). Fuente: Vos et al. (2011), Figura 6.

1.3.3. El grupo de las SMC

Las proteinas SMC o Structural Maintenance of Chromosome presentan una
longitud de 1000-1500 aminoécidos, y se componen de un dominio globular central,
del que salen dos dominios helicoidales que finalizan cada uno en un dominio globular
(motivo Walker A y Walker B; ver Figura 1.4 a). Estas proteinas forman grandes
complejos junto a otras proteinas accesorias que determinan su funcion.

Las proteinas mas representativas y mejor descritas del grupo de las SMC son
las proteinas eucariotas cohesina, condensina y los complejos Smc5/6, por su par-
ticipacion en el mantenimiento de la cohesién entre cromatidas hermanas, en la
condensacion del DNA y en su reparacién, respectivamente. Pero realmente, no pue-
de serles atribuida una tnica funcién, ya que pueden influir sobre muchos procesos
(Jeppsson et al., 2014).



Componentes fundamentales de la cromatina eucariota

La cohesina estd formada por las proteinas SMC1, SMC3 y otras proteinas ac-
cesorias (ver Figura 1.4 b). Algunos autores sugieren que la cohesina es necesaria
para el mantenimiento de la cohesiéon entre croméatidas hermanas, desde su forma-
cién hasta su separacién (Tanaka et al., 2000). La condensina esta formada por las
proteinas SMC2 y SMC4 y otras proteinas accesorias que conforman los subtipos
condensina I y IT (ver Figura 1.4 b). Se ha sugerido que este conjunto proteico facilita
la compactacién de las cromatidas hermanas y colabora en su separacién (Losada y
Hirano, 2001). Existen indicios que sitian a estas proteinas en el eje cromosémico
(Ono et al., 2003). Finalmente, el complejo Smc5/6 (ver Figura 1.4 b) se relaciona
con procesos de reparacion del DNA, aunque también se ha sugerido que contribuye
a la organizacién del cromosoma (Jeppsson et al., 2014).
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Figura 1.4: Composicion y estructura de los complejos SMC. a Representacion es-
quematica de la estructura de los complejos SMC. b La cohesina se compone de las subunidades
Smcl, Smc3, Sccl y Scc3, aunque otras proteinas accesorias pueden unirse a este complejo y
regular su accién. La condensina es un heterodimero formado por Smc2-Smc4, y en eucariotas va
acompanado de otras tres subunidades accesorias, que forman los dos subtipos condensina I y II.
El complejo Smc5/6 es un heterodimero formado por Smc5-Smc6 y suele ir acompaiiado de, al
menos, cuatro proteinas mas. Fuente: Jeppsson et al. (2014), box 1.



Capitulo 2

El nucleosoma

El nucleosoma es la unidad estructural fundamental de la cromatina. Millones
de nucleosomas forman largos filamentos que se identifican bajo el miscroscopio
electronico por su similitud con un “collar de perlas” El nucleosoma es el primer
nivel estructural de orden superior de la cromatina. La formacion del nucleosoma
implica una reduccion de la longitud del DNA hasta una sexta parte de su longitud
original. El nucleosoma tiene una clara implicacion en la dindmica de la cromatina.

2.1. Estructura del nucleosoma

Cada nucleosoma esté compuesto por una particula niicleo (NCP) y un segmento
de DNA de 20-90 pb (segtn especies) que une particulas nticleo entre si, al que se le
da el nombre de DNA de union o linker. La estructura de la particula nicleo ha sido
determinada a diferente resolucién por varios grupos de investigaciéon (Richmond
et al., 1984; Uberbacher y Bunick, 1989; Arents et al., 1991; Luger et al., 1997).
Cada particula nucleo estd formada por un octdmero de histonas (2 moléculas H2A,
2 H2B, 2 H3 y 2 H4) y un fragmento de DNA de aproximadamente 146 pb que
da 1.65 vueltas helicoidales levégiras alrededor del ntcleo proteico. La estructura
tiene forma de disco achatado y presenta un didmetro de 11 nm y una altura de
5.7 nm. Presenta un eje de simetria binario perpendicular al eje longitudinal de la
hélice de DNA, que divide la particula en dos mitades de 72 y 73 pb respectivamente,
conectados a través de un par de bases que coincide con el eje de simetria (ver Figura
2.1).
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Figura 2.1: Particula ntcleo del nucleosoma. Vistas frontal y lateral. Se representan el
fragmento de 146 pb de DNA (verde y naranja) y gran parte de las cadenas polipeptidicas de
las 8 proteinas histona (H3-azul, H4-verde, H2A-amarillo, H2B-rojo). Fuente: Luger et al. (1997),
Figura 1la.

Las histonas H3-H4 forman un tetramero en la parte central del nucleosoma.
A ambos lados de esta estructura se unen dos dimeros H2A-H2B, constituyendo
el octamero completo (Arents et al., 1991; Arents y Moudrianakis, 1993). Numero-
sos puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas y puentes salinos mantienen la
unioén entre el nicleo proteico y el DNA. Las histonas tienen un ntcleo rico en resi-
duos de lisina y arginina, cuyas cargas positivas interaccionan con el DNA cargado
negativamente, estabilizdndolo (Luger et al., 1997). Las largas colas N-terminales
estan relacionadas con el plegamiento de la cromatina (Widom, 1998). La histona
H1 (o H5, segun especies) también participa en la condensacién de la cromatina
modificando la trayectoria del DNA linker (Thoma et al., 1979). Este cambio mor-
folégico en el DNA parece guiar la condensacion de los nucleosomas en el proceso
de formacién de estructuras de orden superior.

2.2. Dinamica del nucleosoma

Tanto el nucleosoma como la cromatina en general, deben ser consideradas es-
tructuras altamente dinamicas dentro de un contexto biolégico en el que participan
gran cantidad de proteinas. El concepto de nucleosoma como unidad elemental de
la cromatina debe ser revisado si se tiene en cuenta el gran nimero de evidencias
que indican una gran variabilidad nucleosomal en composicién y morfologia (Zlata-
nova et al., 2009). Hoy en dia, el nucleosoma puede considerarse como una familia

de particulas variables en estequiometria y morfologia del DNA, como muestra la
Tabla 2.1.
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Existen numerosas Histone Composition/

Suggested Name Traditional Name

evidencias experimen- Stoichiometry
tales de que el DNA Nucleosome
que se organiza alrede- (alternative equivalent Nucleosome H2A/H2B (H3/H4),
dor del octdmero pro- names: L-octasome, H2A/H2B

; L-nucleosome)
teico, puede presentar
regiones ma men R-nucleosome Reversome H2A/H2B (H3/H4),
CEIONEs IHas O menos (R-octasome) R H2A /H2B
enrolladas de lo ha- e p H2A/H2B (H3/H4),;
bitual. La variabilidad rasome rasome or (H3/H4), H2A /H2B
en el grado de enrolla- L-tetrasome Tetrasome (H3/H4),
n.uento del DNA b'e aso- Retetrasome Right-handed (H3/H4)»
cia a la presencia de tetrasome
determinadas variantes Split nucleosome Split nucleosome H2A /H2B/H3/H4 +
de histona. Las diferen- H?’i H4/H2A /H2B

. Jo H2A /H2B/H3/H4
cias morfolégicas entre . /H2B/ i /

Hemisome Half-nucleosome (could be histone

variantes podrian de-

terminar la conforma-

cién del DNA en torno Tabla 2.1: Tipos de nucleosomas en funcién de la composicién
del ntcleo proteico. Se muestran las variantes conformacionales
. encontradas, junto a su nombre tradicional y el nombre que se propone
por tanto, a las propie- actualmente. Fuente: Zlatanova et al. (2009), Tabla 1.

dades dindmicas de la

cromatina. Otra estructura descrita en numerosas publicaciones es el hexasoma, que
esta formado por un tetramero H3-H4 y un solo dimero H2A-H2B. Se ha propuesto
que podria tratarse de una estructura temporal que se forma durante el proceso de
transcripcion. La liberacién de uno de los dimeros H2A-H2B por parte del nucleoso-
ma facilitaria el proceso, y una vez finalizado se reensamblaria de nuevo, recuperando
la estructura original. El tetrasoma, formado por un tetramero H3-H4, es también
una estructura ampliamente descrita y, aunque se creia que era la primera estruc-
tura formada durante el ensamblaje del nucleosoma, hoy en dia no existe certeza
al respecto. De hecho, también se han observado dimeros individuales H3-H4. Una
variante del tetrasoma es el R-tetrasoma, que presenta un enrollamiento dextrogiro
del DNA. El enrollamiento positivo en el DNA no s6lo se ha descrito en particulas
con un nucleo tetramérico, sino que también ha sido observado en nucleosomas com-
pletos (R-octasoma) (Zlatanova et al., 2009). Todas estas estructuras deben estar
intimamente relacionadas y posiblemente tengan funciones concretas en el entorno
dindmico nuclear segin el proceso biologico que se deba llevar a cabo.

variant specific)

a la particula y afectar,

2.3. Propiedades autoasociativas de la NCP

Estudios de fluorescencia demostraron la capacidad de autoensamblaje del nu-
cleosoma y estudiaron la cinética y mecanismo del proceso de formacion de la particu-
la nicleo (Daban y Cantor, 1982a,b). Ademds, ya en los primeros estudios sobre la
estructura de la particula nucleo del nucleosoma, se observé la capacidad de au-
toasociacién de éstas particulas para generar estructuras de orden superior (Finch
et al., 1977; Dubochet y Noll, 1978; Tatchell y van Holde, 1978). Estas primeras
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observaciones pusieron de manifiesto la importancia de las interacciones entre ca-
ras laterales de nucleosomas en el ensamblamiento de estas particulas para formar
estructuras complejas, como las asociaciones hexagonales, los arcos y las hélices des-
critas por Dubochet y Noll (1978). En las estructuras observadas existe una fuerte
interaccion cara-cara entre nucleosomas, que da lugar a columnas de discos apilados,
que a su vez interaccionan entre ellas de forma mas débil. Estudios cristalograficos
(Uberbacher y Bunick, 1985) describieron también columnas asociadas formando
agrupaciones hexagonales.

e IF
—— i -
= =
\
s G 8 =
a’ b’ c d’ 3 4

Figura 2.2: Interaccién entre particulas nicleo. A Criomicroscopia electrénica de agre-
gados de NCP en presencia de espermidina (catién trivalente). Se observan columnas de NCP
altamente ordenadas, alineadas de forma paralela que presentan estriaciénes internas (indica-
das mediante flechas negras). B Representacion esquemadtica de particulas NCP vistas mediante
crio-microscopia electrénica. Se consideran algunas orientaciones posibles y sus correspondien-
tes proyecciones en el plano de observacién (P). C Tipos de agregados de particulas nicleo en
presencia de espermidina. Fuente: Leforestier et al. (1999), figuras 4, 5 y 6.
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Para poder atribuir una funciéon concreta a las asociaciones observadas, era ne-
cesario mimetizar las condiciones del interior nuclear; esto es, emplear elevadas con-
centraciones de cromatina y condiciones iénicas adecuadas. En estas condiciones
y empleando técnicas de microscopia de polarizaciéon y crio-microscopia electréni-
ca (crio-EM), algunos autores han observado que bajo concentraciones variables de
iones mono y trivalentes, las particulas nicleo son capaces de autoensamblarse for-
mando fases de cristal liquido (Leforestier y Livolant, 1997; Leforestier et al., 1999).
En estas fases se detecta la presencia de dos tipos de texturas amorfas isotrépicas
(Figura 2.2 C: 1y 2) y dos tipos de texturas cristalinas (Figura 2.2 C: 3 y 4) forma-
das por columnas que pueden disponerse de forma paralela entre si o bien asociarse
entre ellas en agrupaciones hexagonales como las mostradas anos antes por Dubo-
chet y Noll (1978). Los nucleosomas en este tipo de columnas también se apilan a
través del contacto entre sus caras (Figura 2.2 A). Bajo el microscopio, las NCP
pueden verse como particulas con forma anular, si se disponen paralelas al plano
de observacion (Figura 2.2 B: a y a’), o bien como un par de lineas mas o menos
paralelas, en forma de V o V invertida, segiin se oriente el eje de simetria (Figura
2.2 B: b-b’, ¢-¢’ y d-d’). Estas columnas de NCP también pueden interaccionar entre
ellas bajo condiciones iénicas intermedias formando bicapas y, aunque en general las
particulas se apilan de forma paralela exponiendo su proyeccion lateral, también se
han observado proyecciones circulares, lo que indica cierta libertad de movimiento
(Leforestier et al., 2001). Las NCP presentan una clara sensibilidad a las condiciones
i6nicas del medio, por lo que las variaciones en la fuerza iénica dentro de la célula
podrian determinar cambios funcionales y estructurales debidos a la formacion de
diversas estructuras de cromatina de orden superior (Mangenot et al., 2003).

Estudios de cristalografia de rayos X han mostrado que la interaccién entre
caras laterales implica regiones acidas de las histonas H2A y H2B, asi como también
algunos residuos del extremo N-terminal de H4 (Luger et al., 1997; Harp et al., 2000;
White et al., 2001). Los autores proponen que esta interaccién es fundamental para
la formacién de estructuras de orden superior. De hecho, algunos modelos propuestos
para la fibra de cromatina de 30 nm se basan en la interaccién lateral entre caras
laterales de nucleosomas. Es el caso del modelo de DNA [inker cruzado (Schalch
et al., 2005), segun el cual los nucleosomas se apilan formando una hélice de doble
origen, o de los modelos basados en la interdigitacién de nucleosomas (Daban y
Bermudez, 1998; Robinson et al., 2006).

Es posible que cambios en el medio determinen cambios en la estructura y la
funcién de la cromatina. Las estructuras descritas previamente, puede que no existan
como tal en el interior del ntcleo, pero si que pueden estar mostrando indicios
sobre sus propiedades dinamicas. La gran cantidad de publicaciones acerca de la
importancia de las interacciones cara-cara entre nucleosomas sugiere que este tipo
de interaccion es crucial para la formacién de estructuras de orden superior (Daban,
2003).






Capitulo 3

La fibra de cromatina

Los nucleosomas constituyen el primer nivel de plegamiento de la cromatina. La
fibra de 30 nm fue considerada durante mucho tiempo el sequndo nivel de compac-
tacion de la cromatina, ya que permitia solucionar en parte el problema del empa-
quetamiento del DNA en el interior de la célula. La evolucion de las técnicas ex-
perimentales ha llevado a la aparicion de numerosos modelos que intentan explicar
el plegamiento del filamento de nucleosomas. Como se verd en el presente capitulo,
algunos de los modelos propuestos son contradictorios, lo que pone de manifiesto el
poco conocimiento real que tenemos acerca de los procesos de plegamiento de la cro-
matina. De hecho, actualmente muchos autores cuestionan la existencia de la fibra
de 30 nm en la célula.

3.1. Introduccion a la fibra de cromatina

Se han propuesto diversos modelos para la estructura de la fibra de cromatina
(Boulé et al., 2015). Las primeras micrografias de microscopia electrénica de trans-
misién (TEM) de fibras de cromatina obtenidas mediante tincién negativa (Finch
y Klug, 1976; Rattner y Hamkalo, 1979) mostraban largos filamentos de ~30 nm
de didmetro donde, aparentemente, eran visibles los nucleosomas (Figura 3.1 Ay
E). Algunas de estas fibras mostraban estriaciones transversales que llevaron a los
autores a proponer el modelo del solenoide para la fibra de cromatina, segiin el cual
los nucleosomas siguen una trayectoria helicoidal con un paso de rosca de ~11 nm
y ~6 nucleosomas por vuelta (Widom y Klug, 1985; Widom, 1986). En esta estruc-
tura, el filamento de cromatina se enrolla manteniendo un contacto parcial entre
nucleosomas adyacentes, y el DNA [linker se distribuye por el interior de la fibra
siguiendo también una trayectoria helicoidal.
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1

Figura 3.1: Micrografias de TEM de fibras de cromatina. Fibras observadas a partir de
cromatina de diversas procedencias en: A Finch y Klug (1976), B-D Thoma et al. (1979), E
Rattner y Hamkalo (1979), F Subirana et al. (1985), G Williams et al. (1986), H Widom (1986).
Barras: 50 nm, C y D; 100 nm A-B y E-H. Fuente: Daban (2011), Figura 1.

Estos primeros estudios pusieron de manifiesto la importancia de las condiciones
iénicas (presencia de iones di/trivalentes) en el medio, asi como la presencia de la
histona H1 para el ensamblamiento de estructuras de orden superior (Thoma et al.,
1979). Otros estudios estructurales mediante AFM han mostrado también que la
ausencia de iones en el medio compromete la formacién de estructuras de orden
superior, ya que bajo estas condiciones los nucleosomas siguen siendo visibles como
entidades individuales, mientras que ligeros cambios en la fuerza iénica del medio
son capaces de provocar la compactacién del material (Zlatanova et al., 1994; Leuba
et al., 1994).
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Los modelos presentados en la Figura 3.2 son los mas representativos. El modelo
del solenoide esta esquematizado en la Figura 3.2 A. Posteriormente, otros autores
demostraron que la longitud del DNA linker determinaba el didmetro de las fibras
observadas (Williams et al., 1986, ver Figura 3.1 G), lo que llevé a proponer el
modelo de plegamiento con DNA linker cruzado (Figura 3.2 B). Segtin este modelo,
los nucleosomas describen una trayectoria helicoidal donde el DNA linker atraviesa
diametralmente la parte interna de la hélice. Bednar et al. (1998) emplearon la
técnica de la crio-microscopia para obtener imagenes de fibras de cromatina en un
estado lo mas préoximo posible a su estado nativo. El uso de concentraciones idnicas
bajas permitié la observacion de fibras de nucleosomas que seguian una trayectoria
en zig-zag. Sus micrografifas mostraban nucleosomas individuales conectados por
medio del DNA linker, que atravesaba el interior de la fibra (Figura 3.2 C). Més
recientemente, aparece el modelo de hélice de doble origen (Dorigo et al., 2004). La
estructura cristalografica de un tetranucleosoma con un corto fragmento de DNA
linker y en ausencia de la histona H1 apoya también este modelo (ver Figura 3.2 D;
Schalch et al., 2005). Los modelos solenoidales con interdigitacion de nucleosomas
(Figura 3.2 E y F) son compatibles con la elevada compactacién de la cromatina
observada en presencia de Mg?* (Daban y Bermtdez, 1998; Robinson et al., 2006).

Figura 3.2: Modelos estructurales para la fibra de cromatina de 30 nm. A Modelo del
solenoide (Thoma et al., 1979). Modelos con DNA de unién cruzado: B Williams et al. (1986), C
Bednar et al. (1998) y D Schalch et al. (2005). Modelos de solenoide interdigitado compacto: E
Daban y Bermudez (1998) y F Robinson et al. (2006). Fuente: Daban (2011), Figura 4.
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3.2. El modelo del solenoide

El modelo del solenoide fue el primer modelo que surgié para dar explicaciéon
al problema de la compactacion de la cromatina en estructuras de orden superior
(Finch y Klug, 1976). Tal como se ha indicado en el apartado 3.1, las primeras micro-
grafias de TEM de cromatina en presencia de diversas concentraciones de cationes
mostraban fibras de ~30 nm que presentaban a su vez pequenas estriaciones en su
interior. Estas estriaciones tenian una direccién transversal al eje longitudinal de la
fibra, lo que sugeria un plegamiento helicoidal de los nucleosomas en su interior.

El analisis del patron de difraccion
de filamentos de cromatina parcialmen-
te orientados permitié proponer una or-
ganizacion tridimensional de los nucleo-
somas en el interior de esta estructura
(Widom y Klug, 1985). El patréon de di-
fraccion presentaba una banda ecuato-
rial de ~30 nm, debida probablemente
al apilamiento lateral entre fibras de cro-
matina. En estas primeras observacio-
nes, los autores sugerian que se trata-
ba de estructuras de cristal liquido, mas
que de estructuras cristalograficas debi-
do a la amplitud de los picos de difrac-
cién. Se observaba también una banda
amplia de 11 nm, perpendicular a ban-

das de 2.7, 3.7 y 5.7 nm. Las sefiales de ___ . .
Figura 3.3: Representacion esquemaéatica del

2.'7 y 3.7 nm eran visibles en ‘_EOdOS los modelo de solenoide para la fibra de cro-
tipos de agregados de cromatina estu- matina. Las lineas oblicuas pretenden simular la
diados, por lo que debian corresponder trayectoria seguida por el DNA en torno al niicleo

a la difraccién generada por la estructu- proteico. Fuente: Widom y Klug (1985), Figura 7.
ra interna del nucleosoma. Las senales

de 5.7 y 11 nm debian estar relacionadas con las dimensiones de la particula nicleo.
La orientacién relativa de las bandas permitia proponer un modelo segun el cual los
nucleosomas se disponen de forma radial siguiendo una trayectoria helicoidal con
6-7 nucleosomas por vuelta y un paso de rosca de ~11 nm. En este modelo, los
nucleosomas estan dispuestos tal como se muestra en la Figura 3.3, apilados y més
o menos paralelos al eje longitudinal de la fibra.

3.3. Modelos con DNA linker cruzado

Segun los modelos con DNA linker cruzado, los nucleosomas sucesivos describen
trayectorias en zig-zag, de manera que ocupan posiciones diametralmente opuestas
en la fibra y el DNA [linker se extiende totalmente ocupando el centro de la fibra.

Williams et al. (1986) propusieron el modelo de hélice de doble origen con DNA
linker cruzado en base a patrones de difraccion de fibras de cromatina y a las ob-
servaciones realizadas mediante TEM. Sus patrones de difraccién mostraban bandas
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Figura 3.4: Representacién es-
quematica del modelo de doble
hélice con DNA linker cruzado
para la fibra de cromatina. a-
b Vistas laterales de la fibra exten-
dida. c-h Vistas transversal y late-
ral de fibras de cromatina con DNA
linker de longitud variable, segtin el
modelo del linker cruzado. Fuente:
Williams et al. (1986), Figura 2.

a 2.7, 3.8, 6 y 11 nm que se debian a la difraccién de los nucleosomas. También
observaron la presencia de una banda correspondiente a espaciados superiores que
atribuyeron al didmetro de la fibra de cromatina. En este estudio también se observé
que la longitud del DNA linker determinaba el didmetro de las fibras obtenidas; de
manera que a mayor longitud, mas grande debia ser la hélice para poder acomodar
el DNA en la parte interior. Puede verse una representacién de este modelo en la
Figura 3.4. Bordas et al. (1986) también propusieron un modelo en zig-zag basado
en el andlisis de patrones de difraccién de cromatina. Segiin este modelo los nucleo-
somas describen una trayectoria helicoidal con 3-4 nucleosomas por vuelta y 33 nm
de paso de rosca, y el DNA se extiende por la parte central de la hélice. Wood-
cock et al. (1993) propusieron un modelo similar que permitia acomodar hasta 11.6
nucleosomas por cada 11 nm.

El analisis de la compactacién mediante crio-tomografia electréonica de Bednar
et al. (1998) mostraba fibras con nucleosomas visibles que seguian trayectorias en
zigzag. Los autores determinaron que el angulo entre la entrada y la salida del
DNA en cada nucleosoma de la fibra era de ~34°. Estas fibras se observaban en
condiciones de baja fuerza iénica y adquirian una mayor compactacién a medida
que se aumentaba la concentracion iénica.

Maés tarde, estudios cristalograficos con oligonucleosomas sin histona H1 han
proporcionado mas evidencias a favor de los modelos con DNA [inker cruzado. La
primera cristalizacion y analisis de la estructura de un oligémero formado por cuatro
nucleosomas ha sido posible en presencia de una elevada concentraciéon de Mg?™
(Schalch et al., 2005). El anélisis de la estructura muestra que las particulas nicleo
se asocian dos a dos, formando parejas unidas a través de sus caras laterales. Los
autores proponen un modelo teérico generado mediante apilamiento de la estructura
del tetranucleosoma, segun el cual los nucleosomas siguen una trayectoria helicoidal
de doble origen con el DNA linker cruzado entre las dos columnas de nucleosomas
(ver Figura 3.5). La estructura permite acomodar 6.6 nucleosomas por cada 11 nm
de longitud. Recientemente han sido reconstruidos fragmentos de 12 nucleosomas
(sin histona H1) a una resoluciéon de 11 A utilizando técnicas de crio-microscopia
electronica. Las reconstrucciones muestran fibras helicoidales de doble origen con
un didmetro aproximado de ~30 nm (Song et al., 2014). Estas fibras presentan una
unidad repetitiva formada por cuatro nucleosomas (tetranucleosoma) agrupados en
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columnas de a dos y conectados a través del DNA linker que se extiende por el
centro de la fibra.

Figura 3.5: Modelo tedrico de hélice de doble origen con DNA linker cruzado para
la fibra de cromatina. a Modelo generado a partir de la rotacién/traslacién de los nucleosomas
N1 y N2 para generar la interfase N1-N2 en el tetranucleosoma. b Modelo generado a partir de
N2 orientado con su eje de simetria perpendicular al eje longitudinal de la fibra. ¢ Interfase entre
N1 y N2 segtn el modelo a. d Interfase entre nucleosomas equivalentes segin el modelo b vistos
desde el interior de la fibra. Fuente: Schalch et al. (2005), Figura 3.

3.4. El solenoide interdigitado compacto

Los modelos propuestos eran capaces de acomodar cada vez mas nucleosomas
por vuelta, pero eran insuficientes para dar explicacion a la elevada compactacion
de las estructuras de orden superior. El modelo del solenoide interdigitado compacto
fue propuesto en nuestro laboratorio y permitia explicar la presencia de un mayor
nimero de nucleosomas por vuelta por medio de la interdigitacion entre nucleosomas
de vueltas sucesivas.

Micrografias de TEM de fragmentos de cromatina en presencia de 1.7 mM de
Mg?* mostraban, sobre la superficie de las rejillas de microscopia, unas estructuras
circulares cuyo diametro permanecia constante independientemente de la longitud
de los fragmentos (Bartolomé et al., 1994; Bermudez et al., 1998). El sombreado
unidireccional de las muestras permitié determinar la altura de estas estructuras,
observandose un aumento de la misma a medida que aumentaba la longitud de
los fragmentos. Las estructuras observadas presentaban unos rasgos comunes: un
contorno intensificado debido a una mayor deposicién de platino, una regién anular
entre el centro y la periferia y un agujero central. En la regién anular aparecian
estrias que podian corresponder a vistas laterales de nucleosomas. El agujero central
presentaba cierta heterogeneidad, probablemente debida a la ocupacién variable por
parte del DNA linker. Estas estructuras llevaron a proponer el modelo del solenoide
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interdigitado compacto para la fibra de cromatina (Daban y Bermudez, 1998) segin
el cual los nucleosomas se disponen de forma helicoidal orientando su eje de simetria
en direccion perpendicular al eje longitudinal de la fibra. La interdigitacién entre
vueltas de hélice sucesivas permite el contacto entre caras de nucleosomas y hace que
esta estructura sea altamente compacta, pudiendo ensamblar hasta 14 nucleosomas
por cada 11 nm de longitud. Segin el niimero de nucleosomas por vuelta, la hélice
primaria puede estar formada, a su vez, por hasta 6 hélices secundarias, que crean un
agujero central que permite acomodar DNA linker de longitud variable (ver Figura
3.6). Experimentos de AFM de fragmentos de cromatina en solucién llevados a cabo
empleando condiciones idénicas interfiasicas mostraban el mismo tipo de agregados
de cromatina observados en las micrografias de TEM (Caro et al., 2006).

Figura 3.6: Modelo de solenoide interdigitado compacto para la fibra de cromatina.
A-C Se muestra el DNA perteneciente a cada vuelta de hélice primaria en diferente color. Los
nucleosomas estan inclinados permitiendo la interdigitacién entre vueltas sucesivas. E-H Familia
de hélices de nucleosomas interdigitados. Hélices primarias con 2.80, 3.76, 4.74 y 5.77 nucleosomas
por vuelta y con 3, 4, 5 y 6 hélices secundarias respectivamente. D Dimensién del nucleosoma (en
nm). Fuente: Daban y Bermudez (1998), Figura 1.

Maés recientemente, micrografias de TEM y crio-TEM de arrays de nucleosomas
reconstituidos en presencia de 1.6 mM de Mg?t empleando longitudes variables de
DNA linker mostraron también fibras helicoidales con un elevado grado de com-
pactacién como las que se muestran en las Figuras 3.2 F y 3.7. Esta elevada com-
pactacién es explicable inicamente a partir de la interdigitacion entre nucleosomas
de vueltas sucesivas (Robinson et al., 2006). Segun la longitud del DNA linker, los
autores diferenciaban dos tipos de fibras. Un DNA [linker con una longitud menor
que 40 pb producia fibras de ~33 nm de didmetro, mientras que una longitud de
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50-70 pb producia fibras de hasta 44 nm de didmetro. La estructura era capaz de
acomodar de 11 a 15 nucleosomas por cada 11 nm de longitud. La vista superior de
estas fibras de cromatina en micrografias de crio-TEM (Figura 3.7 B) presentaba
la misma estructura que los agregados de cromatina que dieron pie al modelo del
solenoide interdigitado compacto.
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Figura 3.7: Modelo helicoidal interdigi-
tado compacto para la fibra de cromati-
na. Comparacion de la imagen real con el mo-
delo creado. A Imégenes de crio-microscopia
electrénica de arrays de cromatina de 22 nu-
cleosomas. Barra: 100 nm. B Diferentes vis-
tas del modelo creado. Fuente: Robinson et al.
(2006), Figura 4.

3.5. Modelaje dinamico

La cantidad de documentaciéon que se puede encontrar actualmente acerca de
la forma en que los nucleosomas interaccionan lateralmente entre si para formar
densas estructuras de ~30 nm pone de manifiesto que este tema sigue siendo gran
interés. Son muchos los modelos tedricos surgidos a raiz de los avances en estudios de
modelaje. Estos modelos son cada vez mas refinados e intentan definir con exactitud
la orientacién de los nucleosomas en la fibra y el efecto de la unién de la histona H1
teniendo en cuenta energias de interaccion y efectos estéricos, para tratar de buscar
conformaciones estables. Modelos como el de Depken y Schiessel (2009) tratan de
integrar las observaciones experimentales que se tienen hasta la fecha, procurando
minimizar la distorsion en la estructura del nucleosoma individual y del DNA linker.
El método de simulacién de Monte Carlo ha permitido modelar fibras altamente
estables que permiten determinar la orientacion preferente de los nucleosomas, el
paso de rosca y la longitud del DNA linker. Segin estos estudios, de entre todos
los modelos propuestos en base a evidencias experimentales, el modelo del solenoide
interdigitado compacto es el presenta una mayor estabilidad dindmica (Kepper et al.,
2008; Stehr et al., 2010; Collepardo-Guevara y Schlick, 2014).



Capitulo 4

Estructura de la cromatina a lo
largo del ciclo celular

La célula, durante el tiempo que dura su vida, estd sometida a transformaciones
continuas que le permiten crecer, madurar, especializarse y dividirse. Estas variacio-
nes temporales se conocen por el nombre de ciclo celular. La cromatina, por su parte,
debe ser una estructura dindmica, que permita la expresion de genes cuando sean re-
quertidos, pero también su proteccion cuando la célula va a dividirse. En este capitulo
se detalla el escaso conocimiento existente acerca de la estructura de la cromatina
interfasica, asi como también la estructura de los cromosomas metafdsicos.

4.1. El ciclo celular

El ciclo celular se encarga de duplicar el material genético de la célula y propor-
cionar a cada célula hija una copia exacta del mismo. Este proceso se subdivide en 4
fases: G1, S, Go2 y M (ver Figura 4.1). Las fases G1, S y Go comprenden la interfase
y la fase M corresponde a la mitosis (Alberts et al., 2008). El ciclo comienza en fase
G1, durante la cual la célula crece y se encarga de duplicar su contenido proteico y
organulos citoplasmaticos. Durante esta fase también comprueba que las condiciones
externas sean favorables para la division. Si la célula recibe sefiales desfavorables del
entorno, puede producirse lo que se conoce como arresto en GGy, un estado de reposo
que se extenderd hasta que pueda producirse la divisién celular. Si las senales son
favorables, cerca del final de la fase (G se pone en marcha la maquinaria de replica-
cién del DNA. La duplicacién del DNA ocurre durante la fase de sintesis o fase S.
Cuando todo el material genético ha sido duplicado se entra en la fase Go; la célula
comprueba que no se hayan producido errores y prepara la maquinaria para la divi-
sion celular. Se inicia entonces la mitosis, y la cromatina se contrae hasta alcanzar
el punto de maxima compactacién con la formacién del cromosoma condensado. La
membrana nuclear desaparece y los cromosomas (cada uno formado por dos cromati-
das hermanas) son guiados por los microtiibulos del huso mitético hacia el centro
de la célula. Durante la metafase los cromosomas se alinean en el plano ecuatorial
del huso mitoético. Da comienzo entonces la anafase, con el inicio de la segregacion
de las cromatidas hermanas hacia los polos de la célula. Cada copia de cromosoma
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se coloca en un extremo opuesto para descondensarse y reformar el nicleo celular
(telofase). En este punto se produce la citocinesis, proceso por el cual la célula es
dividida en dos células hijas, cada una con una copia del genoma de la célula madre.

Figura 4.1:  Fases

del ciclo celular. 3
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4.2. Condiciones id6nicas a lo largo del
ciclo celular

Las condiciones iénicas del medio han demostrado tener un papel importante
en el grado de compactacién de la cromatina y son muchos los estudios que han
mostrado que los iones mono y divalentes son esenciales para el mantenimiento de
estructuras de orden superior, ya que su carga positiva neutraliza las cargas negativas
de los grupos fosfato presentes en el DNA. Las poliaminas esperimina y espemidina
parecen tener también cierta implicacién en el mantenimiento de la estructura de la
cromatina. Algunos estudios como el de Watanabe et al. (1991) detectan su presen-
cia junto al DNA. Sin embargo, segiin Laitinen et al. (1998) las poliaminas afectan
a la organizacion de la cromatina in wvitro pero no tienen un papel regulador en la
compactacién de la cromatina a lo largo del ciclo celular, sino que parecen tener
implicacién en la progresion a través de la fase S. Experimentos realizados mediante
microscopia iénica de barrido han permitido cuantificar las concentraciones de Ca?*,
Mg?*, Nat y Kt a lo largo del ciclo celular (Strick et al., 2001). Los iones mono-
valentes parecen jugar un papel fundamental en el mantenimiento de la estructura
de la cromatina ya que su concentracion se mantiene mas o menos constante. Los
iones de Ca?* y Mg?" sufren una redistribucién a lo largo del ciclo celular afectando
enormemente a la compactacién del material. Concretamente, la concentracion de
Mg?* en el niicleo interfasico es de 2-4 mM, mientras que en la cromatina mitética
es de 5-17 mM y alcanza su maximo de 12-22 mM en el cromosoma metafdsico (ver
Tabla 4.1).
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Ca Mg
Interfase Mitosis I:M Interfase Mitosis I:M
Ntcleo 4-6 (5.0) 12-24 (18.0) 0.28:1 2-4 (3.0)  5-17 (11.0) 0.27:1
Citosol 5-8 (6.5) 4-6 (5.0) 1.3:1 2-3 (2.5) 2-3 (2.5) 1:1
Cromosoma - 20-32 (26.0) - - 12-22 (17.0) -
Célula 7-9 (8.0) 4-8 (6.0) 1.3:1 1-3 (2.0) 1-3 (2.0) 1:1

Tabla 4.1: Concentracién de Ca*" y Mg** a lo largo del ciclo celular. Rango (y promedio)
de la concentracién de cationes en mM. La primera linea se refiere a medidas realizadas en zonas
de alta intensidad en ntcleos y cromatina. La segunda linea indica la concentracion media en el
citosol celular. La tercera linea muestra valores promediados a lo largo del cromosoma metafésico.
La cuarta linea representa la concentracién total de Ca?t y Mg?" promediadas para la totalidad
de la célula. I:M corresponde a la relacién de concentracién de cada i6n entre la interfase y la
mitosis. Fuente: Strick et al. (2001), Tabla 1.

4.3. Organizaciéon de la cromatina en el interior
del nicleo interfasico

La mayoria del conocimiento que se tiene acerca de la organizacion de la croma-
tina se ha obtenido in vitro a partir de cromatina purificada o arrays de nucleosomas
reconstituidos. Estos experimentos han dado pie a la aparicién de muchos modelos,
pero ninguno de ellos es capaz de explicar la organizacion funcional de la cromati-
na en el nicleo celular (Horowitz-Scherer y Woodcock, 2006). Algunos trabajos de
microscopia han intentado obtener una imagen mas cercana a la realidad biol6gi-
ca, estudiando la cromatina en el interior de nucleos interfasicos mediante TEM de
energia filtrada (EFTEM) (Dehghani et al., 2005). Los autores proponen un mode-
lo de entramado de fibras de ~10-30 nm de didmetros dispuestas de forma més o
menos desordenada. Otros estudios realizados mediante crio-microscopia electrénica
de secciones vitreas (CEMOVIS), muestran que la cromatina de ntcleos interfasicos
presenta una textura densa y muy homogénea (Bouchet-Marquis et al., 2006). Las
regiones mas compactas de cromatina tienen una textura granular (debida a nucleo-
somas) que no es compatible con la agrupacién de fibras de 30 nm. Lo cierto es que
la presencia de la fibra de 30 nm en el nucleo interfasico estd siendo ampliamente
cuestionada (Tremethick, 2007; van Holde y Zlatanova, 2007). Otros estudios es-
tructurales que han empleado también la técnica de CEMOVIS proponen que tanto
la cromatina interfasica como los cromosomas metafasicos presentan una estructura
en la cual el filamento de cromatina estd desordenado e interdigitado y forma una
estructura dindmica similar a la de un polimero fundido (ver Figura 4.2; Maeshima
et al., 2010).

La aparicién de los nuevos métodos de inmunoprecipitacién de la cromatina,
ChIP, y de captura de la conformacién cromosémica, 3C y sus variantes, asi como
los avances en tecnologia de secuenciacién de alto rendimiento, han proporcionado
una gran informacién acerca de las interacciones entre secuencias especificas de DNA
en la cromatina que pueden estar muy alejadas entre si a nivel de secuencia. Este tipo
de experimentos pueden ayudar a comprender la formacién de estructuras de orden
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superior. Los resultados de Dekker (2008) combinando la técnica 3C y el modelaje
de polimeros no son compatibles con la presencia de fibras de 30 nm en regiones
transcripcionalmente activas.

Diluted nucleosomes
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Chromosome Nucleus
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Figura 4.2: Modelo de polimero fundido para la cromatina. a,b Bajo condiciones diluidas,
las fibras de nucleosomas son flexibles y se compactan a través de asociaciones entre nucleosomas
préximos, formando fibras de 30 nm. Un aumento en la concentraciéon de nucleosomas provoca la
interaccién entre fibras, que interfiere a su vez con las interacciones intrafibra. ¢ Nucleosomas de
fibras adyacentes se interdigitan, lo que provoca irregularidades en la fibra y genera un estado de
polimero fundido (d). e El estado de polimero fundido implica fibras altamente dindmicas. f El
silenciado de genes durante la transcripcién puede establecerse a través del bloqueo en regiones de
cromatina mas compacta; las regiones activas transcripcionalmente se dispondrian en la superficie
de las regiones de cromatina compacta. Fuente: Maeshima et al. (2010), Figura 3.
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Por otra parte, las técnicas de microscopia de fluorescencia de alta resolucion
combinadas con la simulaciéon por ordenador permiten obtener una imagen de la
distribucién de nucleosomas en ntcleos y células integras. Ricci et al. (2015) propo-
nen que los nucleosomas forman agrupaciones de tamano variable a lo largo de la
fibra de cromatina, que estan separadas entre ellas por regiones carentes de nucleoso-
mas. Los autores sefialan que existe una correlacién entre el tamano, la distribucién o
la compactacion de estos agregados y la accesibilidad de la cromatina. Los agregados
grandes y compactos estan asociados a la heterocromatina (cromatina inaccesible
o cerrada), mientras que los agregados pequenios corresponden a regiones de eucro-
matina, caracterizados a su vez por la presencia de RNA polimerasa II. Los autores
no descartan la posibilidad de que la organizacién interna de estos agregados de
nucleosomas pueda ser explicada mediante alguno de los modelos propuestos para
la fibra de 30 nm.

4.4. Modelos estructurales para el cromosoma
metafasico

La formacion de estructuras altamente compactas como los cromosomas es un
requisito fundamental para la transmisién de la informacién genética durante la
division celular, sin embargo, todavia no se tiene una idea clara acerca de los cam-
bios estructurales que llevan a la formacion de dichas estructuras. Las primeras
micrografias de TEM de suspensiones acuosas de cromosomas no fijados, deposi-
tados directamente sobre rejillas de microscopia, mostraban cromosomas altamente
desestructurados de los que emanaban largos filamentos (DuPraw, 1966). Mas tarde,
Paulson y Laemmli (1977) depositaron cromosomas previamente desprovistos de la
histona H1 sobre rejillas para TEM. Sus micrografias mostraban gran cantidad de
lazos de DNA de ~30-90 kpb unidos a un bastidor de proteinas no histonas. Estas
observaciones llevaron a los autores a proponer el modelo de cromosoma metafasico
basado en lazos anclados a un esqueleto proteico (Figura 4.3 A). La eliminacién de
los iones divalentes mediante la incubacién con el agente quelante EDTA, provocaba
la misma descompactacion de los cromosomas que provocaban los medios con baja
fuerza iénica. En estas condiciones, los cromosomas se observaban en forma de largas
fibras de cromatina ancladas a un esqueleto proteico denso (Marsden y Laemmli,
1979; Earnshaw y Laemmli, 1983). El tamafio de las fibras observadas era compati-
ble con la fibra de ~30 nm. Otros estudios pusieron de manifiesto la capacidad de
las fibras observadas de adoptar un plegamiento helicoidal (Rattner y Lin, 1985).
Estos autores sugirieron ademas que los lazos que emanaban del esqueleto proteico
podian, a su vez, plegarse de forma helicoidal para formar fibras de ~200-300 nm,
como se muestra en la Figura 4.3 B.

Mas recientemente, Kireeva et al. (2004) combinaron técnicas de microscopia
6ptica y microscopia electronica de transmisién para estudiar nicleos sincronizados
en profase, con el fin de observar el proceso de plegamiento del cromosoma. Su
estudio revelaba tres grandes cambios estructurales durante la profase. Las primeras
evidencias de la compactacion de la cromatina en el nticleo marcaban el inicio de la
profase. Mientras que el niicleo en fase Go presentaba una distribucién homogénea
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y fibrilar de la cromatina, durante la profase temprana se observaban pequenas
regiones mas densas, aunque la textura fibrilar se mantenia. La transicién a la profase
intermedia podia identificarse por el aumento de la compactacién de la cromatina
y la apariciéon de cromosomas con un didmetro de ~0.4-0.5 pm. Comenzaban a
reconocerse las croméatidas hermanas, pero las fibras atn eran visibles. La tercera
transiciéon era visible por el aumento considerable del tamafio de los cromosomas,
que aumentaban su didmetro hasta ~0.8-1.0 um; su longitud oscilaba entre 1 y 3
pm. Los autores mostraron también una correlacién entre estas tres transiciones
estructurales y la distribucién de la topoisomerasa I y la condensina SMC2. Ambas
proteinas presentaban una distribucién homogénea a lo largo de la cromatida al
inicio de la profase. Con el aumento del didmetro de las croméatidas, podia observarse
como estas proteinas se redistribuian a lo largo del eje central longitudinal de las
cromatidas y mantenian esa distribucién hasta el final de la profase. Las evidencias
descritas llevaron a los autores a proponer el modelo de plegamiento jerarquico
para el cromosoma metafasico (ver Figura 4.3 C), segtn el cual la formacién del
cromosoma es un proceso cooperativo que implica tres estadios: 1) la condensacién
de las largas fibras de cromatina dando lugar al cromosoma prometafésico temprano,
todavia con textura fibrilar; 2) el aumento de la compactacién de la cromatina, que
hace visibles las cromatidas hermanas y 3) la formacién del cromosoma metafésico.

Poonperm et al. (2015) han empleado la técnica 3D-SIM! combinada con FIB-
SEM?. La primera permite visualizar la localizacién de proteinas individuales, y
la segunda ofrece una visién de conjunto. La combinacion de estas técnicas per-
mite obtener reconstrucciones tridimensionales que muestran la distribucion de las
proteinas analizadas. Los resultados de este estudio muestran la presencia de un
esqueleto proteico helicoidal que se extiende a lo largo de las cromatidas (Figura 4.3
D).

Poirier y Marko (2002) llevaron a cabo un estudio de micromecénica con el
objetivo de determinar la elasticidad del cromosoma y evaluar cambios estructura-
les debidos a la pérdida de conectividad cuando estos eran tratados con nucleasa
micrococal u otras enzimas de restriccién. Los cromosomas eran extendidos desde
sus extremos mediante dos micropipetas. Inicialmente, sometian los cromosomas a
una fuerza de ~0.1 nN y a continuacién anadian nucleasa micrococal o enzimas
de restriccién y monitorizaban la fuerza soportada por las micropipetas. Los auto-
res observaron que tras la adicién de nucleasa micrococal sobre el cromosoma, la
fuerza disminuia practicamente a cero después de 60 s de digestiéon. Sin embargo,
la morfologia del cromosoma permanecia invariable durante ~500 s. La digestion
con enzimas de restriccion provocaba resultados similares. Si la frecuencia de corte
de la enzima seleccionada era elevada, podian provocar la completa desintegracién

'Esta técnica permite adquirir imagenes de fluorescencia de alta resolucién de diferentes secciones
de una muestra para obtener mapas tridimensionales de moléculas marcadas fluorescentemente.

?Esta técnica consiste en la implementacién de un caiién de iones (FIB) en un microscopio SEM
que se emplea para la adquisicién de proyecciones. En el FIB, iones de Ga™ son acelerados y el haz
i6nico generado se focaliza sobre la muestra para “pulirla” y obtener secciones sucesivas. Cada vez
que se genera una nueva secciéon se realizan adquisiciones a diferentes inclinaciones de la muestra.
Finalmente, las proyecciones son analizadas para obtener las reconstrucciones tridimensionales. Es
una técnica semejante a la empleada por Strick et al. (2001) para el andlisis de la composicién iénica
de los cromosomas (ver seccién 4.2).
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del DNA en pocos segundos. De los resultados se desprende que el DNA debe ser
el encargado de mantener la cohesién en los cromosomas, ya que su degradacion
provoca la desintegraciéon del cromosoma. En base a estas evidencias, los autores
proponen un modelo de entramado o red de cromatina donde el DNA es la base de
la integridad mecénica del cromosoma (Figura 4.3 F). Estos resultados descartan la
presencia de un bastidor proteico que mantenga la estructura del cromosoma.
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Figura 4.3: Modelos estructurales para el cromosoma metafasico. A Modelo de lazos
anclados a esqueleto proteico de Saitoh y Laemmli (1994), B Modelo de de lazos radiales y
plegamiento helicoidal de Rattner y Lin (1985), C Modelo de plegamiento jerdrquico de Kireeva
et al. (2004), D Modelo de esqueleto proteico de Poonperm et al. (2015), E Modelo de polimero
fundido de Eltsov et al. (2008), F Modelo reticular de Poirier y Marko (2002) y G Modelo de
placas de cromatina de Géllego et al. (2009).

Los modelos estructurales para el cromosoma metafisico comentados hasta el
momento han sido propuestos a partir de evidencias obtenidas del estudio de cro-
mosomas preparados en medios acuosos con muy baja fuerza iénica o en medios
organicos. En el apartado 4.2 ya se ha puesto de manifiesto la importancia de los
iones divalentes y trivalentes para el mantenimiento de estructuras de orden supe-
rior. Teniendo este hecho en cuenta, algunos autores han intentado mantener en
sus experimentos unas condiciones cercanas al estado fisiologico. Experimentos de
crio-microscopia electrénica CEMOVIS muestran que los cromosomas en la célula
presentan una textura homogénea granular, debida a la presencia de nucleosomas
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muy préximos entre si. Esta observacion es incompatible con la presencia de fibras
de 30 nm (Eltsov et al., 2008). En base a sus resultados, los autores proponen una
estructura desordenada pero altamente compacta (ver Figura 4.3 E) similar a un
polimero fundido para el cromosoma metafasico. Este modelo permite explicar facil-
mente la difusién que presentan muchos factores solubles que interaccionan con la
cromatina, ya que se trata de una estructura dinamica en constante movimiento, y
cualquier regién es accesible a otras proteinas en todo momento. El segundo pro-
blema es la elevada compactacién de la cromatina en el interior nuclear. El modelo
de polimero fundido es una estructura densa altamente compacta que permite ex-
plicar también la elevada concentracién de cromatina en el cromosoma metafasico.
Los experimentos de dispersién de rayos X a bajo angulo (SAXS) de cromosomas
metafasicos tampoco son compatibles con fibras de 30 nm (Nishino et al., 2012).

4.4.1. Modelo de laminas delgadas para el cromosoma metafasico

Este modelo (Figura 4.3 G) fue descrito en nuestro grupo de investigacion a
raiz del descubrimiento de estructuras laminares alrededor de cromosomas parcial-
mente desnaturalizados observados mediante TEM. Se incubaron suspensiones de
cromosomas procedentes de células HeLa a 37 °C empleando concentraciones iéni-
cas variables. Las micrografias obtenidas mostraban estructuras multilaminares que
parecian emanar de los cromosomas (Caravaca et al., 2005). Las técnicas de micros-
copia electrénica convencional, crio-microscopia electrénica, microscopia de fuerza
atémica y tomografia electronica de muestras deshidratadas han permitido carac-
terizar estas estructuras en condiciones fisiolégicas (Castro-Hartmann et al., 2010;
Gallego et al., 2010). Las laminas o placas de cromatina son visibles en torno a cro-
mosomas metafasicos tras la aplicaciéon de tratamientos desnaturalizantes suaves,
que permiten el deslizamiento de las laminas y su deposiciéon sobre la superficie de
las rejillas de microscopia (Figura 4.4).

Figura 4.4: Placas de cromatina observadas en torno a cromosomas metafasicos par-
cialmente desnaturalizados observados mediante TEM. Fuente: Castro-Hartmann et al.
(2010), Figura 7.
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estables en solucion y en presencia de b-c Representaciones esquematicas de la organi-
magnesio (Géllego, 2010; Gzillego et al., zacién multilaminar de la cromatina en el interior
2010). La determinacién de fuerzas de del cromosoma.

fricciéon a escala nanoscopica (nanotri-

bologia) de las placas ha permitido establecer que el DNA es el responsable de la
estabilidad mecanica de las placas y que estas forman una red bidimensional compac-
ta y elastica. Las placas presentan tamanos muy diversos, debido probablemente a
roturas sufridas por la manipulacién de la muestra, pero hay placas de gran tamafio
visibles en estas preparaciones. Hay placas que tienen una superficie mayor que la
seccién de la cromatida, lo que sugiere que las placas podrian formar una estructura
continua a lo largo del cromosoma (Castro-Hartmann et al., 2010; Daban, 2011).

Experimentos mas recientes han mostrado que fragmentos de cromatina proce-
dente de cromosomas metafasicos digeridos con nucleasa micrococal se asocian es-
pontaneamente en condiciones metafasicas dando lugar a grandes estructuras mul-
tilaminares como las observadas en las proximidades de los cromosomas parcial-
mente desnaturalizados (ver Figura 4.6; Milla y Daban, 2012). Algunas de estas
multildminas formadas por autoasociaciéon presentan capas superficiales ligeramente
desestructuradas que se caracterizan por una textura granular, debida posiblemente
a nucleosomas parcialmente desorganizados en las placas en formacién. Las micro-
grafias muestran también pequenas estructuras circulares de ~30 nm de didmetro,
que habfan sido previamente descritas como cortas fibras de 30 nm plegadas en
forma de solenoide interdigitado compacto (Daban y Bermudez, 1998, ver apartado
3.4). Estas fibras cortas pueden verse en las proximidades de las placas pero también
asociadas, e incluso parcialmente absorbidas por placas en formacion. Estos expe-
rimentos refuerzan el modelo de laminas delgadas y sugieren que el cromosoma es
una estructura auto-organizada. Daban (2014) ha empleado una gran cantidad de
datos existentes acerca de las dimensiones de los cromosomas de diversas especies,



32 Estructura de la cromatina a lo largo del ciclo celular

y sobre estudios de micro- y nano-mecanica de cromosomas y fibras de cromatina,
para evaluar en términos energéticos la capacidad de las ldminas de cromatina de
autoorganizarse para formar una estructura como el cromosoma metafasico. Los re-
sultados del estudio permiten justificar la morfologia cilindrica del cromosoma, su
didmetro y longitud e incluso sus propiedades mecanicas .

Figura 4.6: Placas formadas por autoasociacién de fragmentos de cromatina proce-
dente de cromosomas metafasicos. Pueden observarse regiones con textura granular (indi-
cadas mediante asteriscos), posiblemente debidas a nucleosomas desorganizados en proceso de
incorporacién a las placas. Barra: 500 nm. Fuente: Milla y Daban (2012), Figura S2.



Capitulo 5

Técnicas empleadas

La presente tesis doctoral ha consisitido en obtener nuevos datos para ahondar
en el conocimiento de la estructura de la cromatina a lo largo del ciclo celular y
en el interior de los cromosomas metafdsicos. Para ello, se han empleado técnicas
novedosas cuyos fundamentos se presentan en este capitulo.

5.1. Citometria de flujo

5.1.1. Fundamentos de la citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite detectar caracteristicas dife-
renciadoras de las células gracias a fenémenos de dispersiéon de la luz y fluorescencia.
La fluorescencia es debida a fluorocromos o anticuerpos conjugados con moléculas
fluorescentes, que se asocian a componentes especificos de las células. De esta ma-
nera, la citometria de flujo permite seleccionar y aislar poblaciones de células con
caracteristicas comunes. La técnica fluorescence activated cell sorting (FACS) fue
desarrollada para separar células del sistema inmunitario con el fin de determinar
su funcién. La técnica FACS emplea laseres de diversas longitudes de onda para
excitar moléculas fluorescentes. Cuando una célula atraviesa el haz liser, se produ-
ce la excitacion del fluorocromo y la consiguiente emisiéon fluorescente en todas las
direcciones espaciales. Por otra parte, la luz dispersada a angulos bajos (0.5-10°) es
proporcional al tamano de la célula. Ademaés las células pueden marcarse mediante
fluorocromos diferentes segiin sus caracteristicas, lo que permite discriminar entre
poblaciones. Una de las ventajas de los citometros de flujo es que son herramientas
que permiten la monitorizacion de gran variedad de parametros al mismo tiempo,
haciendo posible la deteccién de subpoblaciones de células.

Los componentes fundamentales de un citémetro de flujo son: uno o mas laseres,
un sistema de deteccién, un sistema hidraulico que controle el flujo de células a
través del sistema y un sistema informatico que registre las medidas y las procese.
La cadmara de flujo es la parte instrumental que se encarga de mantener un flujo
constante de células a través del circuito y de dirigirlas hasta la zona de intersecciéon
con el laser. Es necesaria una alineacién precisa de los circuitos y un ajuste de la
presion que impulsa el flujo, con el fin de que las células lleguen al punto de detecciéon
de una en una. El sistema 6ptico y eléctrico se encarga de determinar la emision
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de fluorescencia a una determinada longitud de onda, transformar los fotones en
impulso eléctrico y finalmente generar un valor numérico, que serd procesado por el
ordenador. El ordenador, mediante software especializado, representa graficamente
la distribucién de las células analizadas en una, dos o tres dimensiones, donde cada
punto representa una célula. Al final del conteo, todas las particulas analizadas son
representadas de manera global mediante un histograma. La representacion grafica
mas bésica es un histograma bidimensional que muestre la fluorescencia en el eje X
y el ntimero de eventos en el eje Y.

5.1.2. Separacion celular mediante citometria de flujo

Una de las ventajas de los citémetros de flujo actuales es que permiten separar
subpoblaciones de células y moléculas segin sus caracteristicas especificas. Para
ello, deben poderse marcar de manera selectiva mediante fluorocromos. Una vez se
ha marcado la muestra, se hace pasar a través de la caAmara de flujo del citémetro.
La separacién celular es posible debido a que se provoca la vibraciéon de la camara
a frecuencias ultrasénicas mediante un cristal piezoeléctrico, lo que provoca que
el flujo se rompa formando pequenas gotas, cada una con una célula. Las células
individuales son dirigidas al punto de iluminacion laser, y los detectores se encargan
de determinar la intensidad de fluorescencia de cada una. El ordenador recibe los
datos, y asigna a cada valor de fluorescencia un canal, de manera que las células que
emitan fluorescencia de la misma longitud de onda serdn clasificadas en el mismo
canal. Cuando las células han superado el punto de iluminacién laser son sometidas
a un pulso eléctrico que les otorga una carga positiva, negativa o neutra, segtin el
canal al que pertenecen. Finalmente, las placas deflectoras aplican una diferencia
de potencial, de forma que cuando cada célula pasa a través de ellas es desviada
hacia un tubo colector segin la carga que posea. En la Figura 5.1 de la pagina
siguiente puede verse un esquema del proceso de separacién. Mediante la técnica de
citometria de flujo es posible separar células, pero también otros organulos celulares
como ntcleos o cromosomas. En la presente tesis se ha utilizado para separar ntcleos
correspondientes a las fases Gi, S y Ga del ciclo celular.

5.1.3. Separacion de células de diversas fases del ciclo celular

Una de las principales aplicaciones de la citometria de flujo es el andlisis de
células marcadas mediante fluorocromos de unién especifica a DNA, que permite
determinar de forma rapida la ploidia de las células y por tanto la fase del ciclo
celular en la que se encuentran, segun el contenido de DNA que presentan.

El anélisis del ciclo celular requiere analizar la intensidad de fluorescencia de cada
célula, que estd relacionada con la cantidad de DNA en su interior (Ormerod, 2000).
Cuando una particula atraviesa el haz laser, la senal de fluorescencia provoca en el
detector un pulso de voltaje. Tres pardmetros definen cada pulso: su altura (méxima
intensidad de fluorescencia), su anchura (tiempo de transito a través del laser) y su
area, que corresponde a la fluorescencia total de cada particula. En el caso del analisis
del ciclo celular, todas las células se marcan mediante el mismo fluorocromo, por lo
que todas pertenecen al mismo canal de fluorescencia. La representacion mas tutil
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Figura 5.1: Representacion esquematica del proceso de separacién celular mediante
citometria de flujo. Inicialmente, las células son marcadas fluorescentemente. Una vez realizado
el marcaje, la suspensién de muestra se hace pasar a través del circuito del citébmetro. En un primer
momento, se generan las gotas que contienen particulas individuales, y se iluminan mediante un
laser. Segun la fluorescencia emitida, cada senal es asignada a un canal, que contendrd cada
una de las subpoblaciones. La separacién se consigue aplicando un diferencia de potencial sobre
cada una de las células para proporcionarles carga, y segin el canal al que corresponden, las
placas deflectoras las desvian hacia un recepticulo u otro. 1 Detector de dispersiéon frontal, 2
detector de dispersiéon lateral, 3 detectores de fluorescencia, 4 espejos y monocromadores y 5
placas deflectoras. Fuente: Jahan-Tigh et al. (2012), Figura 1.
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para el analisis del ciclo celular es un histograma =
que muestra la cantidad de células que presen-
tan el mismo area de pulso, esto es, el mismo
valor de fluorescencia (ver Figura 5.2). El ciclo
celular es un proceso continuo en constante cam-
bio. El DNA requiere un tiempo para duplicar-
se, la unién al fluorocromo no es exactamente
igual en todas las células y la variabilidad exis-
tente produce un ensanchamiento de los picos 200 S ) ol 5.,
del histograma que provoca el solapamiento en- 20 40" b0 " ehoiono
tre fases. Sobre el histograma se seleccionan los DNA Content/Cell
valores concretos de fluorescencia que correspon- Figura 5.2: Analisis del ciclo celu-
den a una subpoblacién para que las células sean  15r mediante citometria de flujo. El
enviadas al tubo colector correspondiente. Pa- histograma muestra la distribucién de
ra evitar problemas de contaminacién entre sub- las células en funcién del contenido de
poblaciones, las zonas seleccionadas deben estar D,NA' Se indican las regiones correspon-
. L. dientes a cada fase del ciclo celular: Gy,
claramente separadas. En esta tesis esta técnica S y Ga/M. Fuente: Hang y Fox (2004),
se ha utilizado para separar nicleos correspon- Figura 1.

dientes a las fases G1, Sy Gg del ciclo celular.
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5.2. Dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS)

Mientras que la microscopia nos permite obtener informaciéon detallada de una
muestra concreta, las técnicas de dispersién de rayos X proporcionan informacion
genérica de una muestra. Es decir, un perfil de SAXS muestra parametros estructu-
rales de la muestra promediados en todas las direcciones del espacio. Por esta razén
s6lo obtendremos informacién de un tipo de estructura si esta es suficientemente
abundante en la muestra. Adn asi, estas dos técnicas estan intimamente relaciona-
das (Schnablegger y Singh, 2013). Ambas requieren que exista un contraste entre
la estructura analizada y el medio que la rodea, esto es, debe haber un cambio de
densidad electrénica para poder apreciar un objeto. Por otro lado, el objeto en es-
tudio debe ser reconstruido a partir de la informacién que ofrece la radiacién. La
microscopia cuenta con un sistema 6ptico que permite la obtencién de una imagen
del objeto a partir de los electrones, pero no existe un sistema equivalente para
los rayos X. En SAXS la reconstruccién del objeto se realiza matematicamente. En
definitiva, la microscopia y la dispersion de rayos X son dos técnicas intimamente
ligadas que ofrecen informaciéon complementaria en cuanto a los rasgos estructurales
de las moléculas biolégicas.

5.2.1. Fundamentos de la técnica de SAXS

La técnica de SAXS permite el estudio de estructuras bioldgicas y otras particulas
a una resolucion de 1-2 nm. Basicamente, consiste en irradiar la muestra mediante un
haz de rayos X y registrar el patron de dispersiéon de la estructura objeto de estudio
mediante un detector. Cuando los rayos X inciden sobre los dtomos que forman
la estructura, son dispersados en todas las direcciones. La técnica se centra en la
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deteccién de la dispersién a angulos bajos y resulta altamente resolutiva al emplear
haces de rayos X de gran intensidad generados mediante radiaciéon de sincrotrén. Las
fuentes de luz de sincrotrén generan rayos X mediante la aceleracién de particulas
cargadas (electrones o positrones).

La dispersién de luz puede ocurrir con o sin pérdida de energia. La técnica de
SAXS emplea la dispersiéon elastica, sin pérdida de energia, conocida también co-
mo dispersion de Thomson, para obtener informacion estructural de una muestra
(Schnablegger y Singh, 2013). La dispersién de Thomson ocurre cuando los rayos X
chocan contra electrones sin que se produzca una transferencia de energia, y estos
comienzan a oscilar emitiendo radiacién en la misma frecuencia que la radiacién
incidente. Cuando las ondas llegan al detector, se producen interferencias que pue-
den ser constructivas, destructivas o intermedias. Si la interferencia es constructiva
se produce un punto brillante en el detector, mientras que una interferencia des-
tructiva produce un punto negro. Entre el blanco y el negro existe todo un abanico
de intensidades seguin el grado de interferencia entre las ondas. El resultado es un
patrén de interferencia bidimensional que es caracteristico de la estructura interna
de cada muestra. Cualquiera que sea el detector empleado, inicamente obtendremos
informacién acerca de la intensidad de las interferencias, por lo que la interpretacion
de los datos de SAXS es, generalmente, una tarea complicada que requiere de un
conocimiento previo minimo acerca de la estructura de la muestra.

Los patrones de dispersion o scattering suelen representarse en funcion de g:

q= im X sin ¢ (5.1)
A

donde A corresponde a la longitud de onda (en nm) y 2¢ es el dngulo de scattering.
También se suele emplear el vector de scattering S = q/2m en vez de ¢, ya que
su valor inverso proporciona directamente los valores de distancia en nm. Asi pues,
un perfil de SAXS consiste en la representacion de los valores de intensidad (eje
Y) en funcién de g o S (eje X). Cuando las particulas en estudio se alinean de
alguna manera formando estructuras muy ordenadas repetitivas, producen picos de
gran intensidad, llamados picos de Bragg, muy estrechos y definidos, cuyo maximo
indica la distancia entre dichas particulas. Los picos correspondientes a estructuras
parcialmente ordenadas no-cristalinas son muy anchos y de poca intensidad.

5.2.2. Instrumentaciéon en SAXS

Los componentes basicos del instrumental para analisis de SAXS son: una fuente
de rayos X, un sistema colimador, una plataforma portamuestras, un dispositivo de
freno del haz o beam stop y un sistema de deteccién. A grandes rasgos, la fuente
ilumina la muestra, el sistema colimador genera un haz muy concentrado y brillante,
el beam stop evita que el haz incidente alcance el detector y oculte el resto de senales
y finalmente el detector se encarga de determinar la radiacién dispersada por la
muestra (Schnablegger y Singh, 2013).

Los sincrotrones emplean un dispositivo inyector de electrones acoplado a un
acelerador lineal (LINAC), donde los electrones son acelerados linealmente mediante
la aplicacién de un campo eléctrico. A continuacién, pasan a un acelerador circular



38 Técnicas empleadas

o anillo de propulsién para finalmente, cuando alcanzan una energia del orden de
varios GeV, pasar al anillo de almacenamiento. Los electrones giran en torno al anillo
de almacenamiento y emiten rayos X de alta energia y radiaciéon de mayor longitud
de onda que se envian hacia las lineas de luz, cada una disefiada para un tipo de
experimentacion.

El sistema colimador es muy importante en SAXS, ya que la intensidad debida a
la dispersién a angulos mas bajos puede quedar ocultada por la elevada intensidad
del haz incidente. Este sistema consiste en onduladores que fuerzan a los electrones
a seguir trayectorias ondulatorias, lo que genera un haz muy intenso y concentrado.

Debido a la variabilidad de muestras que pueden ser analizadas mediante SAXS,
la plataforma portamuestras es la parte mas variable. En términos generales, pa-
ra obtener una buena sefial de SAXS es necesario iluminar una zona considerable
de la muestra, sin embargo, no puede ser excesivamente gruesa ya que absorberia
parte de la radiacion. Por esta razon, se debe buscar un equilibrio entre el tamafo
del haz y el grosor de la muestra (~1 mm). Normalmente, en el caso de muestras
liquidas se emplean volimenes de 50 pl y una superficie de colimacion del haz de
1x1 mm?. En el caso de muestras sélidas se emplea una superficie de colimacién
de 1x20 mm?, aunque existen variaciones segiin se trate de muestras en forma de
pasta, polvo o depositadas sobre sustratos. Segin el experimento que se quiera lle-
var a cabo, puede ser necesario poder fijar condiciones de temperatura y humedad o
permitir el movimiento de la muestra, entre otras muchas posibilidades. Las estacio-
nes experimentales de los sincrotrones permiten adaptar el disefio de la plataforma
portamuestras al experimento que se quiera llevar a cabo.

El beam stop es necesario para evitar que el haz incidente impacte directamente
contra el detector, no solo porque pueda ser danado, sino también porque la eleva-
da intensidad del haz puede ocultar las senales debidas a la muestra. Dispositivos
fabricados con materiales densos como el plomo permiten bloquear el haz inciden-
te por completo, aunque también existen materiales que son capaces de atenuar la
intensidad del haz.

En SAXS se utilizan basicamente cuatro tipos de detectores: los detectores de
gas, detectores CCD, placas de imagen y detectores de estado sélido (CMOS). La
eleccion del detector dependera de los requerimientos experimentales de resolucion,
precision, sensibilidad o velocidad de adquisicién que se requiera.

5.3. Microscopia electronica de transmision y
crio-tomografia electréonica

La microscopia electréonica de transmision empezé siendo una técnica comple-
mentaria para biologia estructural. Los nuevos métodos de preparacion de muestras
y la aparicién de nuevos microscopios y sistemas de deteccion han hecho que estas
técnicas sean actualmente una herramienta fundamental y poderosa para la biologia
molecular estructural.

Las técnicas de preparaciéon de muestras han evolucionado enormemente (Harris,
2015). Por ejemplo, la obtencién de finas secciones de especimenes incluidos en re-
sinas es cada vez més facil con los nuevos ultramicrotomos que incorporan cuchillas
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mucho mas precisas. El sombreado metélico de muestras como método de generacién
de contraste se ha beneficiado también de los avances tecnologicos. Hoy en dia es
una técnica ampliamente usada, sobre todo en el caso de la criofractura, y se realiza
en equipos diseniados para ello con camaras de elevado vacio que facilitan la evapora-
cién de finas particulas metalicas. Los protocolos para tincién negativa de muestras
o las técnicas de localizacion de proteinas mediante anticuerpos conjugados también
son muy utilizados.

Cada vez se considera mas en el ambito cientifico que los procesos biologicos
raramente implican una sola molécula. En este sentido ha surgido con fuerza el con-
cepto de crowding macromolecular, segiin el cual el entorno bioldgico es un entorno
enormemente poblado y los procesos celulares suelen implicar continuas asociaciones
y disociaciones entre los muchos complejos proteicos (Luci¢ et al., 2013). A pesar
de que también han podido ser aislados y estudiados algunos complejos proteicos,
lo cierto es que hay muchas estructuras moleculares que existen sélo durante un
breve periodo de tiempo o bien no son estables para poderlas aislar y estudiarlas
individualmente.

La determinacion estructural in situ requiere del desarrollo de técnicas que per-
mitan el estudio de células vivas en un entorno biolégico. Solo de esta manera serd
posible entender los procesos bioldgicos tal y como ocurren en el interior de la célula.
La evolucién de la microscopia electrénica esta permitiendo ahondar en el conoci-
miento de los procesos celulares por medio de la obtencién de tomogramas (Vanhecke
et al., 2011). La combinacién de la microscopia electrénica y las criotécnicas para
la preparacién de muestras ha generado la crio-microscopia electrénica (crio-EM),
que permite la observacion de muestras bioldgicas hidratadas que no requieren de
ninguna preparaciéon més que la vitrificacién de la muestra (Milne et al., 2013). La
aparicién de las caAmaras de deteccion directa de electrones ha marcado la diferencia
en este campo, permitiendo la obtencién de estructuras tridimensionales de elevada
resolucién. El contraste de las imagenes de crio-microscopia (que suele ser bajo de-
bido a la baja dosis electrénica empleada) ha sido también mejorado gracias a los
filtros de energia (Schroder, 2015).

5.3.1. Crio-tomografia electrénica

La crio-tomografia electronica (crio-ET) permite obtener estructuras tridimen-
sionales de alta resolucion a partir de muestras tinicas. Esta técnica consiste en la
adquisicién de series de imagenes, cada una con diferente inclinacién de la muestra;
la combinacion de dichas imagenes permite obtener la reconstruccion tridimensional
(Bércena y Koster, 2009). La técnica de crio-ET requiere muestras muy finas para
que los electrones puedan ser transmitidos a través de las mismas. Las muestras que
son suficientemente finas para su observacién directa (<20 pm), son vitrificadas por
inmersién rapida en un agente criogénico (plunge freezing; Barcena y Koster, 2009;
Vanhecke et al., 2011). En el caso de muestras con un grosor de hasta ~200 pm, la
vitrificacion a alta presion (high pressure freezing) permite la criofijacién rapida de la
muestra. Las muestras con grosores superiores a 500 nm requieren disminuir previa-
mente su grosor. Los crioultramicrotomos permiten obtener secciones de 50-500 nm.
Otra alternativa es el uso de un haz de iones focalizado (FIB, Focused Ion Beam mi-
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lling) para disminuir el grosor de la muestra (Vanhecke et al., 2011) (ver Figura 5.3).
La muestra se mantiene bajo temperaturas

cgogemc'as /durante todo el pr'ocem de aquu1.81— (Thldtm][mh )
cion de imagenes, que se realiza en el interior (< 200 pm) (:m.m)
del microscopio, con la muestra montada sobre

un dispositivo mévil que gira en torno a un eje

perpendicular al haz de electrones. Las series de w E
proyecciones se van adquiriendo gradualmente . ... 4
cada 1-2° cubriendo un rango de £60-70°. Pos- 2 Vitrification

teriormente, las series han de alinearse para, fi-
nalmente, reconstruir la estructura tridimensio-
nal de la muestra en estudio. El alineamiento
se consigue incorporando particulas electroden-
sas que sean visibles aun empleando muy bajas
dosis electronicas, generalmente se utilizan na-
noparticulas metélicas (Barcena y Koster, 2009;
Vanhecke et al., 2011). El proceso de alineamien-
to consiste en marcar cada una de las particulas
y trazar sus trayectorias a lo largo de todas las
proyecciones. Los programas disponibles actual-
mente permiten alinear las proyecciones a partir
de las posiciones de las particulas marcadoras, y Y 7
obtener la reconstruccién tridimensional final de Cmage alignment & 3D reconstructio

la estructura. Tedricamente, si fuese posible ob-
tener imagenes a lo largo de 360°, se podria con-
seguir una reconstruccién completa de la estruc-
tura. En la practica existen restricciones fisicas
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sing wedge; Vanhecke et al., 2011). Este efecto
puede ser reducido realizando adquisiciones en Figura 5.3: Esquema del proceso
dos direcciones perpendiculares entre sf, lo que 9¢ ©observacién de muestras me-
, . diante crio-EM y obtencién de to-
se conoce como tomografia de doble eje (dual- mogramas. Fuente: Vanhecke et al.
azis tomography). (2011), Figura 1.
Las muestras vitreas hidratadas son sensibles
a los electrones; elevadas dosis electrénicas pueden danar la muestra. Por esta razon,
en crio-EM las imégenes se adquieren empleando una dosis muy baja de electrones,
lo que también limita drasticamente la relacién entre senal y ruido. Ademas, se aplica
un enfoque negativo para que aumente el contraste (Barcena y Koster, 2009). Actual-
mente, las imagenes son adquiridas generalmente empleando filtros de energia, que
permiten mejorar considerablemente el contraste gracias a la eliminacion de los elec-
trones dispersados de forma inelastica (Schroder, 2015). Cuando la muestra presenta
una distribuciéon homogénea y abundante a lo largo de la rejilla, es posible mejorar
considerablemente la sefial sumando las imagenes (Vanhecke et al., 2011). En estos
casos se extraen sub-volimenes que contienen una tinica molécula de la estructura
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objeto de estudio, que posteriormente son alineados, clasificados y sumados para
obtener una imagen tridimensional con una resolucién mayor (sub-tomogram avera-
ging). El procesamiento de imagen digital es indispensable para obtener imagenes de
alta resolucion; existen programas como Dynamo (Castano-Diez et al., 2012) o Py-
Tom (Hrabe et al., 2012) dedicados al alineamiento de proyecciones, reconstruccion
y post-procesamiento de los subtomogramas.

5.3.2. Nuevos avances en crio-tomografia electronica

Numerosos avances tecnolbgicos han permitido que la crio-tomografia electrénica
se posicione como una de las mas prometedoras técnicas para la biologia estructural
(Schroder, 2015). A nivel técnico, el alineamiento del haz de electrones y el sistema
optico de los microscopios son cada vez més estables. La posiciéon de la muestra y su
inclinacion requieren de una elevada precisién, que se consigue empleando sistemas
mecanizados. Existen programas dedicados a la adquisicién de datos, que permiten
automatizar el proceso (por ejemplo SerialEM; Mastronarde, 2005).

También el proceso de preparacién de muestras ha sido enormemente optimizado
gracias a los sistemas robotizados. Actualmente, los pasos criticos durante la vitri-
ficacion pueden ser automatizados; es posible fijar las condiciones de temperatura,
humedad y tiempo de secado que mejor se adapten a cada muestra.

Las nuevas camaras de deteccién directa de electrones (direct electron detectors)
han supuesto también un enorme avance (Schroder, 2015). Estos dispositivos elimi-
nan la necesidad de convertir la senal electronica en fotones, reduciendo asi el ruido
de las imagenes (McMullan et al., 2014). Las placas de fase son otro dispositivo,
actualmente en desarrollo, que permite aumentar considerablemente el contraste y
elimina la necesidad de adquirir imagenes desenfocadas. Con este sistema se pueden
adquirir imagenes muy cerca del plano de foco (Schroder, 2015).






Capitulo 6

Objetivos

El filamento de nucleosomas es el primer nivel de plegamiento de la cromatina
(ver introduccién, seccién 2.1). Tras décadas de investigacion, la forma en que este
filamento alcanza diversos estadios de compactacion y acaba formando el cromosoma
metafasico al final del ciclo celular sigue siendo uno de los problemas mas dificiles de
resolver en el campo de la biologia estructural. La fibra de 30 nm ha sido considerada
durante mucho tiempo el segundo nivel de plegamiento de la cromatina, y se han
propuesto numerosos modelos para explicar el empaquetamiento de los nucleosomas
en el interior de estas fibras (ver introduccién, capitulo 3). La mayoria de los estudios
que han llevado a considerar que la fibra de 30 nm es una estructura fundamental,
se han realizado bajo condiciones de muy baja fuerza iénica, que poco tienen que
ver con las condiciones del ntucleo celular in vivo. El conocimiento acerca de la
dindamica de la cromatina a lo largo del ciclo celular es escaso y, actualmente, algunos
estudios han puesto en duda la existencia de la fibra de cromatina de 30 nm como
elemento estructural basico (ver introduccion, seccién 4.3; Bouchet-Marquis et al.,
2006; Tremethick, 2007; van Holde y Zlatanova, 2007; Maeshima et al., 2010; Dekker,
2008). Por otro lado, los modelos méas aceptados para explicar la organizacién de la
cromatina en el interior del cromosoma metafasico (ver introduccion, seccién 4.4),
no son capaces de justificar la elevada concentracion local de DNA en su interior
(Daban, 2000).

Nuestro grupo de investigacién ha realizado diversos estudios sobre la estructura
interna del cromosoma metafasico. La aplicacién de tratamientos desestructurantes
suaves permitié observar por primera vez estructuras laminares en torno a los cro-
mosomas (Caravaca et al., 2005). Desde entonces, se han empleado diversas técnicas
para caracterizar estas estructuras (Gallego et al., 2009, 2010; Castro-Hartmann
et al., 2010; Daban, 2011) que han llevado a proponer el modelo de plegamiento en
laminas delgadas para el cromosoma metafasico que se ha descrito en el apartado
4.4.1. Ademas, se ha demostrado la capacidad de autoorganizaciéon de la cromatina
metafdsica para formar placas (Milla, 2011; Milla y Daban, 2012; Daban, 2014).

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones sobre el estado actual de nuestro
conocimiento de la estructura de la cromatina, el objetivo general de esta tesis doc-
toral es doble. Por una parte, se pretende investigar la estructura de la cromatina
durante la interfase en condiciones iénicas fisiolégicas y, por otra parte, se preten-
de obtener informacién estructural de alta resoluciéon sobre las placas de cromatina
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descubiertas por nuestro grupo de investigacién en los cromosomas metafasicos.

Los objetivos concretos del trabajo experimental presentado en esta tesis doctoral
son los siguientes:

1. Realizar un estudio de la estructura de la cromatina procedente de ntcleos bajo
condiciones i6énicas correspondientes a la interfase. Este estudio se extenderd a
ntcleos en diferentes fases del ciclo celular. También se investigara la capacidad
autoasociativa de fragmentos de cromatina procedente de niucleos interfasicos. El
estudio estructural se realizard mediante microscopia electréonica de transmision

(TEM).

2. Realizar un estudio de la estructura interna del cromosoma metafasico mediante
la técnica de dispersion de rayos X a bajo dngulo (SAXS). La gran intensidad de la
radiacion de sincrotréon es imprescindible para el andlisis de estructuras biolégicas
no-cristalinas. Para este estudio se ha utilizado la estacién de difraccién de rayos
X para muestras no-cristalinas del sincrotrén ALBA.

3. Realizar un estudio ultraestructural de la cromatina metafasica en medio acuo-
so vitrificado mediante la técnica de crio-tomografia electrénica (crio-ET). Para
alcanzar la méxima resolucién y contraste es necesario utilizar microscopios de
alto voltaje equipados con detectores directos de electrones y con la tecnologia de
phase plate. En este estudio se han utilizado crio-microscopios de la plataforma
INSTRUCT del Max Planck Institut fiir Biochemie en Martinsried (Miinchen).
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Capitulo 7

Procedimientos generales

Durante el desarrollo de la presente tesis doctoral se han utilizado métodos que
han sido aplicados en muchos experimentos. Este capitulo recopila dichos procedi-
mientos bdsicos.

7.1. Didlisis e incubacion de muestras

La dialisis en saco nos ha permitido variar lentamente las condiciones idnicas
de la muestra. La incubacién en camara nos ha permitido cambiar las condiciones
i6nicas de la muestra previamente depositada sobre rejillas para TEM.

7.1.1. Didlisis en saco
7.1.1.1. Preparacion de los sacos de dialisis

Se cortaban aproximadamente 5 m de sacos de dialisis de membrana de celulosa
deshidratados de 10 mm de didmetro (Sigma-Aldrich) y un tamano de poro de 14
kDa. A continuacién, se sumergian en un matraz de Erlenmeyer con 2 1 de una
disolucién de EDTA 1 mM (pH 8.0). La disolucién se llevaba a ebullicién, y tras
dejarla enfriar durante un corto periodo de tiempo, se descartaba el liquido y se
anadian 2 1 mas de la misma solucién. De nuevo se llevaba a ebullicién y, tras
eliminar el liquido, se realizaban 5 lavados con agua destilada. Una vez limpios,
los sacos se transferian a una botella con 1 1 de agua destilada y unas 10 gotas de
cloroformo para evitar el crecimiento de microorganismos. Los sacos se conservaban
a 4 °C durante no mas de dos meses.

7.1.1.2. Dialisis de la muestra

Para llevar a cabo la dialisis de una muestra determinada, se cortaban unos 15 cm
de saco para dialisis hidratado y se sellaba el extremo inferior con un cierre pldstico
(Sigma-Aldrich). Se introducifan, como méaximo, 2 ml de muestra en el interior del
saco con la ayuda de una micropipeta y se sellaba el extremo superior, procurando
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dejar el minimo volumen de aire en el interior. Un extremo del saco se fijaba a
la pared de un vaso de precipitados de 1 1 de capacidad mediante una pinza. El
interior del vaso de precipitados se llenaba con 1 1 de la solucién requerida en cada
experimento, y la didlisis se llevaba a cabo sobre una plataforma agitadora en el
interior de una camara a 4 °C, o bien en un bano de agua con termostato en caso de
requerirse otra temperatura.

7.1.2. Incubacién en camara

Este tipo de incubacién se realizaba con la muestra no fijada, depositada pre-
viamente sobre rejilla de cobre para microscopia (ver apartado 7.3.5). Para ello, se
empleaba una cdmara de polipropileno con tapén roscado (Plastiques Gosselin), en
la que se introducian 5 ml del tampdén de eleccién en cada experimento. La rejilla,
que contenia la muestra, se introducia en la solucién con una inclinacién de unos 45°
respecto a la superficie del liquido y se depositaba sobre el fondo de la cimara de
polipropileno, dejando hacia arriba el film de carbono con la muestra. Estos frascos
de polipropileno se colocaban sobre un soporte flotante en un bano de agua con
termostato, procurando un contacto directo entre el frasco y el agua. Como en el
caso de la didlisis en saco, el tampoén, el tiempo y la temperatura de didlisis eran
condiciones a evaluar en cada experimento.

Figura 7.1: Camara para la "

dialisis de muestra sobre rejilla.

Se muestra la cAmara empleada para
la dialisis e incubacién de muestras
sobre rejillas para TEM. 1 Rejilla de
cobre que contiene la muestra deposi- I 4

tada previamente por centrifugaciéon
(ver apartado 7.3.5.2).

7.2. Microscopia 6ptica

Tanto para experimentos con niicleos o cromosomas, la microscopia éptica nos
ha permitido evaluar de forma répida el estado y cantidad de material de partida.
Para esta valoracién répida se empleaba el microscopio 6ptico DMRB (Leica Mi-
crosystems), que permitia la observacion de la muestra tanto por contraste de fases
como por fluorescencia. La adquisicién de imagenes se ha realizado con la cdmara
CCD DFC 500 (Leica Microsystems).

La preparacion de la muestra para microscopia de contraste de fases se realizaba
de la siguiente manera: se colocaban 10 ul de muestra sobre un portaobjetos y, a
continuacién, un cubreobjetos sobre la muestra. Para evitar que el film de muestra
fuera demasiado grueso, lo que provocaria su movimiento durante la observacion,
se ejercia una suave presion sobre el cubreobjetos con un papel absorbente para
eliminar el exceso de muestra.

En el caso de la microscopia de fluorescencia se usaba el fluorocromo 4’,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI), especifico para el marcaje de DNA. El maximo de
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absorcion del DAPI es a 358 nm; el méximo de emision fluorescente se produce a
461 nm.

Se preparaba una disolucién stock de DAPI en agua MilliQQ a una concentracion
de 1 mg/ml. Esta disolucién se guardaba a 4 °C un méximo de un mes. El dia en
que se realizaban experimentos, se preparaba una dilucién de la soluciéon stock de
DAPI a una concentracién de 1 pg/ml, empleando el mismo tampén en el que se
encontraba la muestra. Se mezclaban 10 pl de ésta solucion con 10 ul de muestra,
y se depositaban 10 ul de la mezcla sobre un portaobjetos que se tapaba con un
cubreobjetos. El exceso de liquido se retiraba con ayuda de un papel absorbente.
Por razones practicas, las muestras eran tenidas siempre con el fluorocromo DAPI
y se visualizaban en el microscopio alternando el contraste de fases y la observacién
de fluorescencia.

7.3. Microscopia electronica de transmision

7.3.1. Condiciones de trabajo en microscopia electrénica

La apariciéon de artefactos puede resultar un problema durante la observacién
de las muestras en el microscopio. Por esta razén era aconsejable el uso de mascari-
lla quirargica durante todo el proceso preparativo de las mismas. Ademas, todo el
material fungible usado en los experimentos era estéril y los tampones utilizados se
filtraban mediante sistemas de filtrado desechables con un didmetro de poro de 0.22
pm. Se empleaban diversos dispositivos de filtracion en funcién del volumen que se
queria filtrar (ver Tabla 7.1).

La preparacién de las muestras para microscopia electrénica se realizaba sobre
una superficie limpia, plana y libre de corrientes de aire. Para la manipulacién de las
rejillas se empleaban pinzas de precision del nimero #5 y #7 (Sigma-Aldrich) de
punta curva o recta, desmagnetizadas y recubiertas de teflon. Las pinzas se limpiaban
antes de cada experimento en el bafo de ultrasonidos Bransonic 1510 (Branson)
durante 10 minutos. Este equipo tenia un receptaculo donde se colocaba un cesto
con las pinzas y se llenaba con una solucién de SDS al 2% (p/v) en agua destilada.
A continuacién, se realizaban varios lavados con agua destilada. Mientras se estaban
usando las pinzas, se limpiaban ocasionalmente con etanol al 70 % (v/v).

Tabla 7.1: Sistemas de filtracién de tampones

Volumen filtrado Sistema de filtracion

0-10 ml® Millex, membrana Millipore Express
10-50 ml® Steriflip, membrana Millipore Express PLUS
50-1000 ml¢ Steritop, 250 ml, membrana Millipore Express PLUS

Stericup, 500 ml, membrana Millipore Express PLUS

“ Sistema de filtracién acoplado a jeringuilla.
b Sistema, de filtracién acoplado a tubos de 50 ml.
¢ Sistemas de filtracién acoplados a botellas.
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7.3.2. Evaporaciéon de carbono y carbono-platino

Las rejillas para microscopia electronica de transmisién consisten en una malla
metalica, con un entramado de tamano variable. Para poder depositar la muestra
sobre estas rejillas es necesario crear un soporte, que consiste en una fina pelicula de
un material transparente a los electrones. Durante la realizacién de los experimentos
que aqui se detallan, el soporte empleado era una fina pelicula de carbono generada
por evaporacion de particulas desde una varilla del mismo material.

Debido a que el material biolégico es transparente a los electrones, es necesario
emplear métodos que permitan aumentar el contraste de la muestra. Una opcién para
aumentar el contraste es depositar una fina pelicula de algtin elemento pesado sobre
la muestra, previamente depositada sobre la rejilla para TEM. Durante el desarrollo
experimental de esta tesis doctoral, el contraste se ha generado por evaporacién de
una fina pelicula de una mezcla de carbono-platino sobre la muestra.

Para llevar a cabo las evaporaciones, tanto de carbono como de carbono-platino,
se ha usado un sistema de médulos (Bal-Tec) formado por los componentes: QSG
060, EVM 30, MED 020 y EK 030. El instrumento funciona generando un elevado
vacio en el interior de una camara, donde se encuentran dos canones de electrones
(uno de ellos equipado con una varilla de carbono y el otro con una de carbono-
platino) que provocan la evaporacién de particulas finas de las varillas por aplicacién
de una diferencia de potencial. En el interior de cada canén, la varilla de carbono
o carbono-platino actia como anodo. Alrededor del 4nodo se colocaba una espiral
metalica (cdtodo), a través de la cual se generaba un potencial negativo que provo-
caba un aumento de la temperatura y la consiguiente liberacién de electrones hacia
el anodo. Los electrones asi generados adquieren una velocidad muy elevada, y al
impactar contra la varilla, provocan la evaporacion del material. En el caso de la eva-
poracién de carbono, parte de las particulas se dirigen hacia mica recién exfoliada.
En el caso del carbono-platino las particulas se dirigian a un soporte giratorio que
contenia las rejillas con la muestra. El equipo estaba provisto de un sensor que per-
mite monitorizar el aumento de grosor de la pelicula de carbono o carbono-platino
que se iba generando.

Una variable importante a tener en cuenta durante las evaporaciones es el angulo
de incidencia de las particulas evaporadas con respecto a la mica o a las rejillas. El
angulo con el que las particulas evaporadas llegan a la muestra (aq;) era el resultante
de la suma de dos angulos: el angulo de inclinacién del canén respecto a la vertical
(8), cuyo valor es constante e igual a 8.9 + 2.6° (Caravaca, 2004), y el angulo de
inclinacion del soporte respecto al eje vertical (cp.), que era variable en funcién del
tipo de evaporacién que se realizara. Concretamente, la evaporacién de carbono se
realiza a 90° y la evaporacion de platino a 5° (Tabla 7.2), y en ambos casos se sometia
a rotacion el soporte que contenia la mica o las rejillas para que las particulas se
distribuyeran homogéneamente por la superficie de la muestra.

Para realizar la evaporacién de carbono-platino sobre las rejillas que contenian
la muestra, era necesario generar un vacio de 2x107% mbar en el interior de la
camara. La generacién de tan elevado vacio requeria ~3 h. Alcanzado dicho valor,
se seleccionaba el cafién de electrones de carbono-platino, se inclinaba el soporte
giratorio, se fijaba un voltaje de 1.6 kV, y se iba aumentando la intensidad de
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Tabla 7.2: Evaporacién de carbono y carbono-platino

Tipo de evaporacién Angulo B¢ Angulo ainc” Voltaje Intensidad

Carbono 8.9° 90° 1.8 kV 80 mA
Carbono-Platino 8.9° 5° 1.6 kV 60 mA

¢ Angulo entre los canones de electrones y el eje vertical.

b Angulo entre el soporte giratorio y el eje vertical.

corriente hasta alcanzar un valor de 60 mA (ver Tabla 7.2). Bajo estas condiciones,
la velocidad de evaporacién era <0.01 nm/s. Cuando el sensor de grosor indicaba
que se habfa alcanzado el grosor deseado (1 nm), se llevaban a 0 los valores de
voltaje e intensidad y se eliminaba el vacio de la camara para extraer las rejillas.
Normalmente, se introducia un fragmento de papel junto a la muestra para obtener
un control visual de la evaporacién.

En el caso de la evaporaciéon de carbono, se generaba un vacio de 2x10~° mbar,
que se conseguia al cabo de ~30 min. Previamente se debia fijar un cuadrado de
mica recién exfoliada de 2.5x2.5 cm de superficie sobre el soporte. Alcanzadas las
condiciones de vacio 6ptimas, se inclinaba el soporte, se fijaba un voltaje de 1.8
kV y se iba aumentando la intensidad hasta un valor de 80 mA (Ver Tabla 7.2).
Bajo estas condiciones, la velocidad de evaporacién era <0.1 nm/s. Cuando el
sensor marcaba que se habia evaporado el grosor deseado (1.5-2.5 nm), se detenia el
sistema. La pelicula de carbono se dejaba reposar durante un minimo de 24 h antes
de depositarla sobre rejillas para microscopia electrénica (apartado 7.3.3). Igual que
en el caso de la evaporacion de platino, se incluia un fragmento de papel en la cAmara
de evaporacién para realizar un control visual de cada evaporacion.

7.3.3. Generacion del soporte de carbono

Las muestras a observar mediante microscopia electrénica se extendian sobre
rejillas de cobre de 3.05 mm de didmetro con una malla formada por 400 campos de
62 pm de lado (Sigma-Aldrich). Para ello, era necesario depositar primero un film de
carbono generado por evaporacion (apartado 7.3.2) sobre la cara mate de las rejillas
para TEM.

Las rejillas se limpiaban antes de su uso sumergiéndolas en acetona analitica
(Merck) en el interior de una capsula de Petri durante 2-3 minutos. Hecho esto, se
secaban sobre papel Whatman y una vez secas, se procedia a aplicar un adhesivo
especial para fijar el carbono a la rejilla (Sigma-Aldrich). A continuacién, las rejillas
se dejaban secar durante 2 minutos y se colocaban sobre un soporte anular de PVC
de 4 cm con un didmetro interno de 3 cm, en el interior de un embudo Biichner
lleno de agua MilliQQ con una llave de paso en la parte inferior. La regién central de
este soporte estaba formada por una malla de nailon que permitia el paso de agua
a la vez que servia de soporte para las rejillas. Una vez estaban colocadas sobre el
soporte, se introducia el fragmento de mica que contenia la pelicula de carbono y se
procedia a la deposicion del carbono tal como se describe en la Figura 7.2. Antes de
utilizar las rejillas preparadas de esta manera, se dejaban secar sobre el soporte en
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el interior de un desecador con trompa de vacio, al menos 24 h.

Film de carbono

Mica

Rejillas

Soporte

de nailon Embudo

Biichner

] —— Llave de paso

]

Figura 7.2: Esquema del proceso de deposicién de carbono sobre rejillas para mi-
croscopia. Inicialmente, la mica que contenia la pelicula de carbono generada por evaporacién
se introducia en el agua con una inclinacién de ~45°. Con suavidad se iba introduciendo todo
el fragmento de mica en el liquido, de manera que la pelicula de carbono se desadheria de la
mica y quedaba flotando en la superficie. A continuacién, se abria la llave de paso que permitia
la eliminacion del agua del interior del embudo. El nivel de agua iba disminuyendo hasta que,
finalmente, el carbono quedaba depositado sobre las rejillas.

7.3.4. Activacion del film de carbono

La adhesion de la muestra al soporte de carbono se realiza a través de fuerzas
electrostaticas. La superficie de carbono tiene un caricter hidrofébico, por lo que
para poder depositar la muestra es necesario hacerlo hidrofilico. Esto se consigue
mediante la generacion de cargas que favorezcan la adherencia tanto del DNA como
de las proteinas. En el desarrollo de esta tesis doctoral se han empleado dos méto-
dos de activacién de carbono. Para la preparacion de la mayoria de muestras para
TEM convencional, asi como durante los experimentos preparatorios de crio-TEM
la activacién se realizaba empleando el compuesto quimico Alcian Blue. Durante la
realizacién de experimentos de crio-ET, la activacion se realiz6 de forma mas rapida
mediante glow discharge.

7.3.4.1. Activacién con Alcian Blue

Se empleaba una disolucién del colorante Alcian Blue (Feinbiochemica) a una
concentracién de 1 pg/ml (Coggins, 1987). Para ello, justo antes de proceder a
depositar la muestra sobre rejillas para microscopia, se preparaba una disolucién
de Alcian Blue en éacido acético al 3% (v/v), a una concentracién de 2 mg/ml. A
continuacién, se tomaban 50 ul de dicha disolucién y se diluian 1000 veces con agua
MilliQ. Esta mezcla debia ser utilizada en un tiempo méaximo de 30 minutos (Sogo
et al., 1986).

La activacion del soporte de carbono de las rejillas se realizaba sobre una superfi-
cie lisa, donde se colocaba una tira de parafilm y sobre ella una serie de cubreobjetos.
Se anadia 1 ml de la disolucién diluida de Alcian Blue sobre varios cubreobjetos, y
con cuidado se colocaban las rejillas con el carbono en contacto con la solucién. El
proceso de activaciéon se realizaba durante 5 minutos. A continuacién, las rejillas eran
lavadas con 1 ml de agua MilliQ para retirar el exceso de Alcian Blue. Puede verse
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el proceso esquematizado en la Figura 7.3. Finalmente, se colocaban con el carbono
hacia arriba sobre papel Whatman hasta el momento de depositar la muestra.

Figura 7.3: Esquema del
- Cubreobjetos proceso de activacién del
HOMES / carbono empleando Alcian

Alcian Blue — - Blue. La rejilla, sobre la que
e e previamente se habia deposita-
do una fina pelicula de carbono,

se colocaba flotando sobre 1 ml
de Alcian Blue en un cubreob-
Agua — jetos. La activacion se realiza-
ﬂ E [| E ba durante 5 min. Pasado este
tiempo, se realizaba un lavado

Parafilm

de la rejilla en 1 ml de agua Mi-
1liQ durante 5 min més.

7.3.4.2. Activacién mediante glow discharge

El proceso de activaciéon del film de carbono mediante glow discharge se realiza-
ba empleando un equipo de tratamiento por plasma. El plasma se generaba en el
interior de una camara cilindrica de 120 mm de didmetro y 100 mm de alto, a una
presién de 0.1-2.2 Torr. Se colocaban las rejillas que se quisieran activar sobre un
portaobjetos de cristal, y se introducia en la plataforma del interior de la cdmara. A
continuacién, se evacuaba la cimara, se inyectaba aire y se aplicaba una diferencia
de potencial entre dos electrodos colocados en el interior, lo que provocaba la ioni-
zacién de las moléculas presentes en el aire, produciéndose el plasma. Las moléculas
de aire ionizado provocaban, a su vez, la ionizacién del film de carbono, generando
cargas negativas y convirtiéndolo asi en una superficie hidrofilica.

7.3.5. Extension de material sobre rejilla

Es importante depositar la muestra sobre el soporte de carbono, en cantidades
suficientes que permitan obtener imagenes de calidad en el microscopio electrénico.
Para ello se han seguido dos procedimientos. La extensién directa consiste en depo-
sitar una gota de muestra concentrada sobre una rejilla durante un tiempo suficiente
para permitir la adsorcion de material al carbono. La centrifugacién de muestra con-
tra rejillas previamente activadas permite enriquecer enormemente la cantidad de
material en la superficie.

7.3.5.1. Extensién directa

Se colocaba un trozo de parafilm en el interior de una placa de Petri, y sobre
él las rejillas con el carbono activado orientado hacia arriba. A continuacién, se
afiadfan 5-10 ul' de muestra sobre cada rejilla y se permitia la adsorcién por tiempos
variables. Cuando se trataba de deposiciones de fragmentos de cromatina, el tiempo

'El volumen empleado dependia del tipo de muestra. Si se trataba de deposiciones de fragmentos
de cromatina se empleaban 5 ul, para muestras con placas de cromatina se empleaban 10 pul.
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de adsorcion era de 10 minutos. Si se trataba de deposiciones de placas de cromatina,
se probaron diversos tiempos: 0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 horas. Normalmente, la extension
se realiz6 a temperatura ambiente, pero para tiempos largos de adsorcion se requirid
mantener la placa de Petri con las rejillas a 4 °C.

7.3.5.2. Extensiéon por centrifugacién

La deposicién de la muestra sobre las rejillas para experimentos de TEM con-
vencional, crio-TEM o crio-ET se ha realizado mayoritariamente empleando esta
técnica. Para la deposicién de muestra por centrifugacién se usaban tubos de plasti-
co de 1.5 ml con tapén roscado y junta térica (Sarstedt). Una vez el carbono habia
sido activado, se colocaba una hoja de parafilm sobre hielo, y sobre ella los tapones
de los tubos. Se dispensaban 100 pl (200 pl en caso de deposicién de placas para
crio-TEM y crio-ET) de muestra en cada tapén. A continuacién, se introducia la re-
jilla cuidadosamente en el liquido y se procuraba que quedara depositada en el fondo
del tapén. Se cerraban los tubos, manteniéndolos siempre en posicién invertida, y se
colocaban de tres en tres en adaptadores de nailon 344497 de Beckman (Figura 7.4).
Los adaptadores se colocaban en el interior de los recipientes portamuestras del rotor
vasculante JS 13.1 (Beckman). El rotor se colocaba en el interior de la centrifuga
Beckman J2-HS y se centrifugaba durante 10 minutos a 4 °C y a una velocidad de
1500x g calculadas a la altura de la rejilla (Cano, 2003; Caravaca, 2004). Acabada
la centrifugacion, se desenroscaban los tapones y se extraian las rejillas con ayuda
de unas pinzas de precision.

Vi

Figura 7.4: Esquema del sistema em-
pleado para la extensién de muestras
sobre rejillas mediante centrifugacién.
1 Adaptador de nailon, 2 tubo de 1.5 ml con

tapon roscado y junta térica, 3 muestra y 4
rejilla de cobre para TEM.

7.3.6. Fijacion del material

En microscopia electronica de transmisiéon convencional, las muestras deben ser
fijadas y deshidratadas con el fin de conservar su estructura. Para la fijacién de las
muestras se empleaba glutaraldehido, un agente entrecruzador. El mecanismo de
fijacion consiste en la reacciéon de los dos grupos aldehido del glutaraldehido con
grupos amino primarios adyacentes en la muestra. El glutaraldehido pierde su capa-
cidad reactiva en pocos minutos, por lo que se debia preparar durante la realizacién
de cada experimento, justo después de la deposicion de la muestra sobre rejillas. En
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cada experimento, se empleaba un nuevo vial de 1 ml de glutaraldehido 25 % (v/v)
(Sigma-Aldrich). Debido a la toxicidad de este compuesto quimico, todo el proceso
de fijacion se realizaba bajo una campana extractora de gases.

La fijacion de la muestra para su observaciéon mediante crio-EM se realizaba por
congelacion rapida, sin necesidad de aplicar tratamientos quimicos.

7.3.6.1. Fijacién de fragmentos de cromatina interfasica

Los fragmentos de cromatina interfasica se fijaban justo después de la didlisis
desestructurante y antes de su deposicion sobre rejillas para microscopia electréni-
ca. El vial de glutaraldehido se diluia 10 veces empleando el mismo tampoén en el
que se encontraba la muestra. La fijacion se realizaba anadiendo glutaraldehido a
una concentracién final de 0.2% (v/v) al tubo que contenia la muestra, y se incu-
baba a temperatura ambiente durante 3.5 horas. Pasado este tiempo, la muestra se
depositaba sobre la rejilla siguiendo el protocolo descrito en el apartado 7.3.5.1 y, a
continuacién, se realizaban 2 lavados con agua MilliQ. Para ello, se colocaban dos
cubreobjetos sobre una hoja de parafilm, y se anadia 1 ml de agua sobre cada uno.
Las rejillas se colocaban sobre la gota de liquido con el material orientado hacia
abajo. Cada lavado se realizaba por un tiempo de 5 minutos. Finalmente, la muestra
se deshidrataba sumergiéndola en etanol absoluto (Merck) durante 2-3 segundos y
se dejaba secar sobre papel de filtro antes de guardarla en un portarejillas.

7.3.6.2. Fijacién sobre rejilla

La mayoria de procesos de fijacién se realizaban una vez la muestra habia sido
depositada sobre rejillas para microscopia electrénica. El vial de glutaraldehido se
dilufa 10 veces con el mismo tampén que contenia la muestra. En una superficie
lisa se fijaban varios cubreobjetos? sobre una hoja de parafilm. Se anadia 1 ml de
glutaraldehido al 2.5 % (v/v) sobre cada cubreobjetos y se colocaban las rejillas con la
cara que contenia la muestra en contacto con el glutaraldehido. Pasados 10 minutos,
se retiraban los restos de glutaraldehido realizando dos lavados de 5 minutos con
1 ml de agua MilliQ, también sobre cubreobjetos. Finalmente, se deshidrataba la
muestra sumergiéndola en etanol absoluto (Merck) durante 2-3 segundos.

7.3.6.3. Criofijacién por inmersién

La vitrificacién de la muestra se realizaba por inmersion rapida en etano liquido
(agente criogénico secundario). Para ello, se empleaba el sistema EM CPC (Leica
Microsystems). El proceso consistia en sumergir rapidamente la rejilla que portaba
la muestra en un receptiaculo metdlico que contenia el agente criogénico, que se
mantenia a muy baja temperatura gracias al nitrégeno liquido (agente criogénico
primario) que fluia alrededor del receptaculo.

La muestra, previamente depositada sobre la rejilla por centrifugacion (apartado
7.3.5.2), se extraia del fondo del tapén roscado con ayuda de unas pinzas de precision.
Seguidamente, las pinzas se fijaban a la guillotina del sistema EM CPC (Figura 7.5).

2Se empleaba un cubreobjetos para cada condicién de muestra que se tuviera.
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A continuacién, se retiraba el exceso de muestra de la
parte posterior de la rejilla con ayuda de un fragmento
de papel Whatman y rapidamente se accionaba la gui-
llotina, que disparaba las pinzas con la rejilla hacia el n
receptaculo que contenia el agente criogénico. Finalmen- 2
te, la rejilla se transferia al sistema portamuestras del \
microscopio para ser observada, o a una caja para el al-
macenamiento de rejillas sumergida en nitrégeno liquido,
donde se conservaban hasta su observacion.

7.3.7. Generacion de contraste en muestras
deshidratadas

) Lo i .. Figura 7.5: Sistema de
Debido a que las muestras biolégicas estdn constitui- criofijacién de muestras

das por elementos quimicos de bajo peso atomico, resul- Leica EM CPC. Fuente:
tan muy transparentes a los electrones. Se deben afadir 1ttP:// WWW'SCt'uab'Cat/ mi-
agentes de contraste que contengan metales pesados, que croscopia/es.

aumenten las posibilidades de dispersién de los electro-

nes que forman la imagen. En nuestros experimentos se

ha empleado una mezcla de carbono y platino, que se depositaba por evaporacién
sobre las rejillas que contenian la muestra fijada y deshidratada previamente (ver
apartado 7.3.2). El grosor de esta capa era de 1 nm.

7.3.8. Observacion de muestras en el microscopio electrénico
de transmisiéon

La microscopia electronica de transmision convencional se ha empleado para la
caracterizaciéon de la estructura de la cromatina interfasica. También se ha utilizado
durante la optimizacién de métodos para la obtencién de cromosomas, ya que ha
permitido valorar la calidad y cantidad de material en las muestras antes de su estu-
dio mediante SAXS. Ademds, durante la evaluacién de los métodos de preparacién
de placas de cromatina metafasica en gran cantidad para su estudio mediante crio-
ET se ha empleado también para evaluar el estado de la muestra. La observacién
mediante TEM de las diversas muestras se ha realizado empleando el microscopio
JEM 1400 (Jeol) que operaba con un voltaje maximo de 120 kV. La adquisicién de
micrografias se ha realizado empleando dos camaras instaladas en este microscopio:
ES1000W Erlangshen (Gatan) y 794 Multi-Scan 600HP (Gatan).

Por otro lado, la observaciéon de placas mediante crio-EM se ha realizado em-
pleando el microscopio JEM 2011 (JEOL) con un voltaje de aceleraciéon de 80-200
kV y equipado con una cdmara CCD 896 USC 4000 (Gatan). En todos los casos, las
micrografias obtenidas eran invertidas, calibradas y procesadas mediante el progra-
ma Digital Micrograph (Gatan). El montaje final de las figuras se ha realizado con
el programa CorelDRAW X3.



Capitulo 8

Cultivos celulares

Durante el desarrollo del presente trabajo se han empleado células HeLa (adeno-
carcinoma de cérviz humano), inmortalizadas con el virus del Papiloma (HPV-18)
como material de partida. A partir de esta linea celular se han obtenido tanto nicleos
interfasicos como cromosomas metafdsicos.

8.1. Cultivo de células HeLa

Las caracteristicas de la linea celular HeLa hacen necesaria la proteccion del
experimentador, por lo que debe trabajarse bajo cabinas de seguridad biolégica de
nivel 2. En nuestro caso se ha empleado la cabina Bio-II-A de Telstar, que protege de
posibles contaminaciones tanto al experimentador como al cultivo. El trabajo con
cultivos celulares requiere tomar precauciones para evitar contaminaciones. Para
ello, todo el material que fuera a entrar en contacto con el cultivo era previamente
esterilizado en autoclave. Por otro lado, la temperatura éptima de crecimiento de esta
linea celular es de 37 °C, por lo que todos los componentes liquidos eran equilibrados
a esta temperatura antes de ser utilizados, para evitar desestabilizar el crecimiento
del cultivo celular.

8.2. Establecimiento del cultivo celular

Para establecer un cultivo celular, se partia de células Hela conservadas en el
interior de viales criogénicos en tanques de nitrégeno liquido (-196 °C). Cada vial
contenia 108 células en presencia de suero fetal bovino (FBS) y dimetilsulféxido
(DMSO) al 10 %. El vial se descongelaba parcialmente en un bano de agua a 37 °C
y las células se transferian a un frasco de cultivo de 25 cm? de superficie (Sarstedt).
Era importante utilizar un bano de hielo al realizar la transferencia porque a 37
°C el DMSO resulta toxico para las células. A continuacion, se anadian lentamente
7 ml de medio de cultivo [Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM-«) a pH 7.3
complementado con FBS al 10% (v/v) y 2 mM de Glutamax-1 (Invitrogen)]. Al
realizar esta dilucion, la concentracion de DMSO deja de comprometer el crecimiento
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de las células. En este momento, el frasco se introducia en un incubador con camisa
de agua (Forma Scientific) a 37 °C, 90 % de humedad y 5 % de COa; las células crecian
adheridas a la pared del frasco de cultivo. Al dia siguiente se aspiraba el medio de
cultivo con una pipeta Pasteur acoplada a una bomba de vacio, y se sustituia por
5 ml de medio de cultivo fresco, equilibrado previamente a 37 °C. El crecimiento de
las células se controlaba en el microscopio 6ptico. Cuando las células alcanzaban el
80 % de confluencia se escalaba el cultivo a un frasco de 75 cm? (Sarstedt) segin el
protocolo que se describe en el apartado 8.4. El cultivo se mantenia en frascos de 75
cm? (ver apartado 8.3) durante ~3 meses. Para la realizacién de un experimento, el
cultivo se expandia a frascos mas grandes (ver apartado 8.4).

8.3. Mantenimiento del cultivo celular

La disponibilidad de nutrientes se comprobaba visualmente por el color que pre-
sentaba el medio de cultivo, ya que el viraje del color rosa a tonalidades naranjas
indica un cambio en el pH por agotamiento de nutrientes. Normalmente, se debia
cambiar el medio 2-3 veces a la semana. Por otro lado, las células HeLa se duplican
cada 24 horas, por lo que era necesario ir controlando el crecimiento para mantener-
las hasta llegar a un 70-80 % de confluencia. Se observaba el estado de las células en
el microscopio Optico, y al alcanzar el 80 % de confluencia se aspiraba el medio de
cultivo y se realizaba un lavado de las células con 5 ml de PBS. Se aspiraba el PBS
y, a continuacion, se disgregaban las células afiadiendo 3 ml de tripsina (la solucién
empleada contenia 5 g/l de tripsina porcina y 2 g/1 de EDTA, y se diluia 10 veces con
PBS antes de su uso). El frasco se incubaba a 37 °C durante no mas de 1 minuto y se
desadherian las células golpeando suavemente el lateral. Se comprobaba el estado de
las células en el microscopio 6ptico. Cuando estaban desadheridas, se adicionaban
dos volimenes de medio de cultivo. La adicién del medio se realizaba con pipeta
serologica de 10 ml, dejando caer el medio por las paredes, para asegurar que se
recuperaban la gran mayoria de células. Entonces, el medio de cultivo que contenia
las células se transferia a un tubo cénico de 15 ml y se centrifugaba a 400x¢g en
la centrifuga Eppendorf 5702 durante 5 minutos a temperatura ambiente. Acabada
la centrifugacion, se aspiraba el medio y el sedimento celular se resuspendia en un
volumen adecuado de medio de cultivo. Teniendo en cuenta la densidad celular en
el tubo que contenia las células y el niimero de células que se querian resembrar, se
calculaba el volumen que debia anadirse de nuevo al frasco de cultivo. Con ayuda
de una pipeta seroldgica se transferia la fraccion de células al frasco de cultivo y
se aniadia medio fresco hasta 15 ml (ver tabla 8.1). Los frascos se dejaban en el
incubador hasta que las células alcanzaran de nuevo la confluencia limite.

8.4. Expansion del cultivo celular

Puesto que para la realizacion de todos los experimentos descritos en este tra-
bajo era necesaria una gran cantidad de células de partida, el cultivo se expandia
finalmente a frascos de 225 cm? (Cultek) con una capacidad de 45 ml. Cuando el
cultivo, independientemente de la superficie que ocupara, se encontraba a un 80 % de
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confluencia, las células se disgregaban con tripsina (ver seccién 8.3) y el sedimento
celular se resuspendia en el volumen adecuado, segiin el namero de frascos que se
tenfan que preparar y el dia en que quisiera realizarse el experimento. Se utilizaban
2-8 frascos de cultivo con una superficie de 225 cm?. Se transferfa una fraccién de
células a cada uno de los frascos y se afiadia medio fresco hasta completar los 45
ml. La Tabla 8.1 muestra la relacién de frascos de cultivo empleados, su capacidad
maxima y el uso que se les daba.

Tabla 8.1: Tipos de frascos de cultivo empleados

Superficie Marca comercial Volumen medio Uso
25 cm? Sarstedt 7 ml Establecimiento del cultivo
75 cm? Sarstedt 15 ml Mantenimiento del cultivo
225 cm? Cultek 45 ml Expansion del cultivo

8.5. Metodologia del cultivo celular en interfase

Para llevar a cabo un experimento para el estudio de la estructura de la croma-
tina interfasica, se preparaban cultivos celulares al 80 % de confluencia en frascos de
225 cm? de superficie, tal como se explica en el apartado 8.4. Justo antes de empe-
zar se comprobaba el estado de crecimiento y se valoraba la relacién entre células
interfasicas y metafisicas mediante un microscopio éptico. Las células metafdsicas
pueden diferenciarse porque tienen un aspecto redondeado y estan flotando en el me-
dio de cultivo, adheridas a la superficie inicamente a través de un pedunculo. Las
células interfasicas, por el contrario, estan completamente adheridas a la superficie
y presentan un aspecto estrellado. Generalmente, las células interfasicas suponian el
80-90 % del total de células en el cultivo.

8.5.1. Aislamiento de células interfasicas

Para poder estudiar la estructura de la cromatina interfasica, era necesario eli-
minar todas las células metafdsicas presentes en el cultivo. Las células metafasicas
pueden desengancharse facilmente de la superficie del frasco de cultivo ya que, como
se ha indicado, estdan adheridas tan sélo a través de un pedinculo. Para ello, se em-
pleaba la técnica de shake-off (Narayanswamy y Hamkalo, 1987; Caravaca, 2004),
que consiste en golpear lateralmente el frasco, unas 10 veces por cada lado. A conti-
nuacién, se eliminaba el medio de cultivo que contenia la gran mayoria de las células
metafasicas. Se anadian 10 ml de PBS a cada frasco y se repetia la operacién de
shake-off. Se comprobaba que el frasco no contuviera células metafasicas, y cuando
era necesario se repetia de nuevo la operacion. Una vez se habian eliminado todas las
células metafésicas, se anadian 10 ml de PBS y se procedia a desadherir las células
interfasicas con ayuda de un scraper (Sarstedt)! de 25 cm de longitud, con el que se

'BEspétula de plastico de tamaifio reducido para desadherir células crecidas en cultivos adherentes.
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iba barriendo la superficie del frasco. Con ayuda de una pipeta serologica se dejaba
caer el PBS por las paredes para arrastrar las células. E1 PBS con las células en
suspension se transferfa a un tubo plastico estéril de 15 ml de capacidad y se centri-
fugaba a 200x g durante 5 minutos en la centrifuga Beckman Allegra 6R, empleando
el rotor GH-3.8 (Beckman Coulter). A continuacién, se aspiraba el sobrenadante de
cada tubo y se resuspendian todos los sedimentos con 10 ml de PBS frescos. En
este punto se realizaba un recuento celular, tal como se indica en el apartado 8.7.
Al final, se hacia un ultimo lavado, y se volvian a centrifugar las células a 200x g
durante 5 minutos a 4 °C. Se retiraba el PBS y se conservaba el sedimento de células
interfasicas. A partir de aqui, la muestra se mantenia a 4 °C en todo momento.

8.5.2. Purificacion de nucleos interfasicos

El protocolo de aislamiento de nicleos ha sido di-
senado a partir del protocolo descrito por Rill et al. A
(1978). La composicién de todos los tampones que
se mencionan puede consultarse en la Tabla 9.1. El
sedimento celular obtenido segin el protocolo deta-
llado en el apartado 8.5.1 se resuspendia en tampoén
A (2.7 ml por cada frasco de partida). Este tampo6n
se complementaba, justo antes de su uso, con fluoru- 1,62 M
ro de fenilmetanosulfonil (PMSF)?2, un inhibidor de
serina-proteasas. La suspensién de células era trans-
ferida a un homogeneizador de vidrio tipo Dounce
provisto de un pistén de teflén. La muestra se pasa-

ba por el piston 15 veces para conseguir la rotura de 23 M

la membrana celular. El volumen de células recupe- v

rado se transferia a un tubo plastico conico estéril de

50 ml que contenia 2 volimenes de tampén B y se Figura 8.1: Esquema del gra-
mezclaba por inversién. diente bifisico empleado pa-

El tampén de base en todas las soluciones em- r2 la purificacién de nicleos.
La fase inferior se preparaba con

pleadas en el aislamiento de nicleos era PM1X (Pi- tampon C (2.3 M sacarosa) v la su-
pes 5 mM, NaCl 5 mM y MgCly 5 mM). La separa- perior contenia la suspensiéon celu-
ciéon de los nicleos del resto de material citoplasmati- lar en presencia de 1.62 M de saca-
co se llevaba a cabo por sedimentacién en un solo o5&

paso mediante un gradiente bifasico de sacarosa (Fi-

gura 8.1). La solucién superior tenia una concentraciéon de sacarosa de 1.62 M y un
detergente iénico® que eliminaba la membrana nuclear externa y el material cito-
plasmaético asociado. La solucién inferior contenia 2.3 M de sacarosa y era donde
sedimentaban los niicleos. El gradiente se preparaba en tubos Ultra-Clear (Beckman
Coulter) para ultracentrifuga con una capacidad de 5 ml. En el fondo se depositaban
1.25 ml de tampon C y sobre éste se afiadian 3.75 ml de la suspensién de ntucleos

2Se preparaba una disolucién stock de PMSF en isopropanol a una concentracién de 0.1 M. En
cada experimento se afiadia el volumen necesario de dicha solucién al tampdn correspondiente.

3Este tampén es el resultante de mezclar un volumen de células en tampén A con 2 volimenes
de tampén B.
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en tampon A+B preparado tal como se ha indicado en el parrafo anterior. Se intro-
ducian los tubos en los recipientes portamuestras del rotor, y se equilibraba el peso
dos a dos. A continuacién, se colocaban los portamuestras con los tubos dentro en el
rotor vasculante SW 55 Ti (Beckman Coulter) de la ultracentrifuga Optima L-100
XP (Beckman Coulter). Se centrifugaba a una velocidad de 100.000x g durante 2 ho-
ras a 4 °C. Se eliminaba el sobrenadante mediante una pipeta Pasteur y los nicleos
se resuspendian en el tampén correspondiente, en funcién del tipo de experimento
realizado (ver apartado 9.1).

8.6. Metodologia del cultivo celular en metafase

Se preparaban los frascos de cultivo necesarios para cada experimento (ver apar-
tados 8.1-8.4). Para obtener cromosomas, el cultivo celular debia estar al 70 % de
confluencia justo antes de sincronizar su crecimiento?.

8.6.1. Sincronizacion de células en metafase

El crecimiento del cultivo celular se sincronizaba con el fin de obtener un cultivo
altamente enriquecido en células metafisicas. Para ello se empleaba colcemida, un
compuesto quimico que actia provocando la despolimerizaciéon de los microtiibulos,
con lo que se conseguia que el ciclo celular de las células en cultivo quedase detenido
en la metafase. Para una sincronizacion efectiva, las células se incubaban en presencia
de 0.1 pug/ml de colcemida durante 16 horas (Craig, 1999) .

8.6.2. Obtencion de células en metafase

En este tipo de experimentos se partia de entre 2 y 8 frascos de cultivo con
una superficie de 225 cm?. En un cultivo metafisico muchas de las células estaban
Unicamente unidas por un pedunculo a la superficie del frasco de cultivo y se aplicaba
la técnica de shake-off (ver apartado 8.5.1) para desadherirlas. Mediante una pipeta
seroldgica, se transferia la suspension de células a tubos plasticos estériles con fondo
cénico con capacidad para 50 ml. La suspension celular se centrifugaba a 400xg
durante 10 minutos y a 4 °C empleando la centrifuga Beckman Allegra 6R con
el rotor GH-3.8 (Beckman Coulter). Mientras duraba la centrifugacion, se anadian
10 ml de PBS a cada frasco, y a continuacién, se transferia el PBS de todos los
frascos, que contenia el resto de las células metafdsicas, a un tubo de plastico de
50 ml de capacidad y se repetia la centrifugacién. Se aspiraba el sobrenadante de
los tubos y finalmente, se resuspendian todos los sedimentos en 10 ml de PBS. En
este punto se realizaba un recuento de células tal como se indica en el apartado 8.7
y se centrifugaba de nuevo la muestra en las mismas condiciones, para obtener un
sedimento de células que era utilizado para obtener cromosomas metafasicos.

4La sincronizacién requiere un tiempo de incubacién de 16 horas, y durante este tiempo todavia
puede aumentar ligeramente la densidad celular.
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8.7. Recuento celular

El recuento celular se realizaba empleando el contador automético TC10 Au-
tomated Cell Counter (Bio-Rad), que dispone de portaobjetos de plastico con dos
pequenas celdas de 10 pl de capacidad, donde se insertaba la muestra. Se introducia
el portaobjetos con 10 ul de suspension de células en la abertura frontal del contador
y, al cabo de unos pocos segundos, se obtenia el resultado del recuento en la pantalla
digital, en células/ml.



Capitulo 9

Métodos para el estudio de la
estructura de la cromatina de
nucleos interfasicos

Durante los tultimos anos, los trabajos experimentales llevados a cabo en el la-
boratorio de Cromatina, donde se ha realizado el presente trabajo, se han centrado
en el estudio de la estructura de los cromosomas metafisicos. En esta tesis, estos
estudios estructurales se han extendido a la cromatina durante la interfase. En este
capitulo se describen los métodos utilizados en esta parte de la tesis.

9.1. Medios empleados en el estudio de la cromatina
interfasica

En el presente apartado se detallan los tampones empleados durante la realiza-
cién de experimentos en los que se estudiaba la cromatina interfasica. Todos ellos
se preparaban el dia anterior a su utilizacion y se filtraban empleando los filtros
descritos en la Tabla 7.1 del apartado 7.3.1.

La Tabla 9.1 muestra los tampones utilizados para purificar ntcleos a través de
gradientes de sacarosa. La composicion de los tampones A, B y C es similar a la de
los tampones A-PA, B-PA y C-PA, respectivamente, solo que los primeros contienen
MgCls como elemento compactante de la cromatina y los segundos contienen poli-
aminas. Se sabe que ambos componentes juegan un papel crucial en la compactacion
de la cromatina y el consiguiente avance a través del ciclo celular (Wolf y Cittadini,
1999; Laitinen et al., 1998, ver apartado 4.2). Se preparaban soluciones madre de
sacarosa 2.5 M en tampén PM (ver Tabla 9.2) o agua MilliQ, que se podian man-
tener a 4 °C durante un mes aproximadamente. Para preparar estas disoluciones
concentradas se anadia a la sacarosa la mitad del volumen de tampdén o agua que se
requeria para tener la concentracion deseada. Se calentaba en una placa calefactora
a unos 50 °C, agitando en todo momento, hasta que al final se anadian los otros
componentes y se ajustaba el volumen.

La Tabla 9.2 muestra los tampones empleados para provocar diversos grados de
compactacion de la cromatina de nucleos interfasicos.
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Tabla 9.1: Tampones empleados en la purificacién de ntcleos interfasicos

Tampén A Tampén B Tampén C
Sacarosa 0.25 M Sacarosa 2.3 M Sacarosa 2.3 M
PMSF 1 mM Tritén X-100 0.75 % (v/v) PMSF 0.1 mM
Pipes 5 mM pH 7.2 PMSF 0.1 mM Pipes 5 mM pH 7.2
NaCl 5 mM Pipes 5 mM pH 7.2 NaCl 5 mM
MgCls 5 mM NaCl 5 mM MgCly 5 mM
MgCIQ 5 mM
Tampoén A-PA Tampoén B-PA Tampén C-PA
Sacarosa 0.25 M Sacarosa 2.3 M Sacarosa 2.3 M
PMSF 1 mM Tritén X-100 0.75 % (v/v) PMSF 0.1mM
Espermina 0.2 mM PMSF 0.1 mM Espermina 0.2 mM
Espermidina 0.5 mM Espermina 0.2 mM Espermidina 0.5 mM

Espermidina 0.5 mM

Tabla 9.2: Tampones utilizados para el estudio de la cromatina interfasica

Tampén PE* Tampén PM  Tampén PMKN Tampén PAKN

. Pipes 5 mM
. Pipes 5 mM
Pipes 10 mM 1P SIM g0 gg y NaCl20mM
EDTA 10 mM 202 M e 190 v KCL120 mM
MgCly 1-5 mM Espermina 0.2 mM

MgCly 2.5-17 mM Espermidina 0.5 mM

“En ocasiones se sustituy6 Pipes 10 mM por TEA-HCI1 10 mM (TE).

9.2. Meétodos de desestructuracion de nucleos
interfasicos

Segun Strick et al. (2001), el nucleo interfasico contiene una concentracion de
Mg?* de 2-4 mM. Por esta razon, se decidié incubar niicleos en presencia de con-
centraciones de Mg?t de 1, 2, 3, 4, y 5 mM. Los niicleos purificados en tampén C
se dilufan 3 veces con tampén PM con concentraciones variables de Mg?T. Se incu-
baban en estas condiciones durante 90 minutos a temperatura ambiente. Al final, se
realizaba una dilucién 1:10 empleando el mismo tampoén en el que se encontraba la
muestra y la suspension nuclear se incubaba en estas condiciones durante tiempos
variables.



9.3 Separacién de nucleos en diferentes fases del ciclo celular mediante
citometria de flujo 65

También se emplearon tampones de baja fuerza iénica compuestos basicamente
por EDTA (ver Tabla 9.2). El tratamiento consistia en realizar la dilucién 1:10 de
la suspension de nticleos con estos tampones. Finalmente, la suspension se incubaba
durante 90 minutos a temperatura ambiente. En algunos experimentos la incubacion
final se realizé con la muestra previamente depositada sobre rejilla.

En otros experimentos se realizé la incubacién en presencia del detergente Tritén
X-100 0.75% (v/v). También se hizo pasar la muestra 7-20 veces a través de una
aguja hipodérmica de 22G1 (Sigma-Aldrich) acoplada a una jeringuilla de 5 ml. Este
paso se realizaba justo antes de la incubacién de la muestra. La concentracién de
Mg?* empleada en estos experimentos era de 2.5 mM o 5 mM.

El efecto de los ultrasonidos como método de desestructuracion también ha sido
ensayado. Para ello, se empleaba el sonicador Sonifier 450 (Branson) trabajando a
una intensidad de 2 y una amplitud del 50 %. Antes de comenzar, se limpiaba la aguja
del sonicador, primero con etanol al 70 % (v/v) y después con agua destilada. La
suspension de ntucleos, contenida en un tubo plastico con fondo cénico, se colocaba
en el interior de un vaso de precipitados con hielo. Era importante mantener la
temperatura baja durante los ciclos de sonicaciéon ya que el propio tratamiento podia
calentar la muestra. La aguja del sonicador se sumergia en la muestra, con precaucion
de que no tocase las paredes del tubo. La sonicacion se realizaba durante 3 ciclos de
5 pulsos cada uno, dejando reposar la muestra durante 3 minutos entre ciclo y ciclo.

También se evalué el efecto de la agitacion de los niicleos en presencia de bolas de
vidrio como método de desestructuracién. Este tratamiento se realizaba justo antes
de la incubacion. Se anadian 0.5 volimenes de bolas de vidrio con un didmetro de
~100 pm (Sigma-Aldrich) y se procedia a la agitacién con vortex; se realizaron entre
2y 6 ciclos de 5 segundos.

En todos los casos, una vez realizada la incubacién de la muestra se procedia a
activar el carbono de las rejillas para microscopia electrénica, tal como se indica en
el apartado 7.3.4.1. Finalmente, la muestra se depositaba sobre las rejillas siguiendo
el protocolo descrito en el apartado apartado 7.3.5.

9.3. Separacion de nucleos en diferentes fases del ciclo
celular mediante citometria de flujo

Para realizar experimentos de separacion de nucleos en funcién de la fase del
ciclo celular en la que se encontraban, fue necesario emplear una gran cantidad de
material de partida. Los niicleos presentaban una elevada tendencia a la agregacion,
y la concentracién de nicleos en la suspension final solia ser muy baja en relacién a
la gran cantidad de nitcleos iniciales que se obtenian.

Se empleaban entre 3 y 8 frascos de cultivo de 225 cm? como material de partida.
Los ntcleos se purificaban siguiendo el protocolo explicado en el apartado 8.5. El se-
dimento nuclear obtenido se resuspendia vigorosamente en el tampén PMKN 5mM
Mg?* a una concentracién de 2x107 niicleos/ml (valor calculado asumiendo que el
ntmero de nucleos purificados era equivalente al niimero de células obtenidas). A
continuacién, se procedia a realizar el marcaje de los niicleos mediante un fluorocro-
mo que, por un lado fuera capaz de introducirse en el nicleo, y por otro lado, fuese
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detectable mediante los ldseres disponibles en el separador celular FACSAria IT (BD
Biosciencies). El fluorocromo escogido fue el Hoechst 33342 (Life Technologies), por
su capacidad para unirse a la doble hebra de ADN y por presentar la ventaja de que
no requeria la fijacién previa de la muestra (Srour y Jordan, 2002). Se preparaba
una disolucién stock de Hoechst 33342 a una concentracién de 10 mg/ml en agua
MilliQ. Esta disolucién se guardaba en alicuotas de 100 ul protegidas de la luz y
a una temperatura de -20 °C; en estas condiciones era estable un tiempo méaximo
de 6 meses. La disolucién stock se diluia 20 veces empleando PBS. Esta solucién se
mantenia protegida de la luz a 4 °C y se mantenia activa durante aproximadamente
un mes. Segun el volumen de ntucleos del que se disponia, se calculaba el volumen de
fluorocromo que se debia anadir a la suspensién. Las condiciones 6ptimas de marcaje
se determinaron previamente, y correspondian a la adicién de 0.5 pmoles de fluoro-
cromo por cada 10° células. Los niicleos se incubaban en presencia del fluorocromo
durante 30 minutos a una temperatura de 37 °C. Pasado el tiempo de incubacion,
se resuspendian vigorosamente con ayuda de una punta de pipeta de 1 ml y se
transferian a un homogeneizador de vidrio tipo Dounce provisto de un pistén. Los
suspension nuclear se disgregaba pasandola por el pistén 10 veces. A continuacion,
se empleaba una aguja hipodérmica de 22G1 (Sigma-Aldrich) acoplada a una jerin-
ga con el fin de minimizar los agregados. Acto seguido, la suspension de ntcleos se
filtraba mediante un filtro de 30 pm de didmetro de poro, para eliminar los agrega-
dos que pudieran haber quedado. Hecho esto, se procedia a separar los nticleos, en
fracciones de 1 ml, sin aplicar rotacion a la muestra y a una temperatura de 4 °C.
El citémetro se configuraba para obtener tres subpoblaciones: nicleos en fase Gy,
S v Ga. Los nticleos se recogian en tubos de plastico de 1.5 ml que contenian 0.7
ml de tampén PMKN 5mM Mg?*. Se anotaba el ntimero de niicleos que se habian
recogido en cada tubo.

EFI]

G2

150
|

Numero de ntcleos

jist ] el

[ '“'l-ll'l"'l‘lrlllllll
a0 100 150 200 250
Intensidad de fluoerscencia a 450 nm

0

L

Figura 9.1: Analisis del ciclo celular de nicleos interfasicos mediante citometria de
flujo. Se representa el nimero de ntcleos (eje Y) respecto a la intensidad de fluorescencia a 450
nm (emisién del Hoechst 33342; eje X).

Para estudiar la estructura de la cromatina se aplicaban los tratamientos deses-
tructurantes descritos en el apartado 9.2. Se seguia con el proceso de activacién del
carbono de las rejillas de microscopia (apartado 7.3.4.1) y la extensién de la muestra
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se realizaba por centrifugacién (apartado 7.3.5.2). Después, se realizaba la incuba-
cién en camara de polipropileno (apartado 7.1.2) y finalmente la fijacién (apartado
7.3.6).

9.4. Obtencion de fragmentos de cromatina interfasica

9.4.1. Digestion con nucleasa micrococal

Se utilizaba nucleasa micrococal (Sigma-Aldrich) para fragmentar la cromatina
procedente de los ntucleos interfasicos purificados, siguiendo el protocolo descrito
previamente para la cromatina procedente de cromosomas metafasicos (Milla, 2011).
Se preparaba una solucién stock de esta enzima en agua MilliQ a una concentracion
de 1 mg/ml (215 U/ml). A continuacion, se dilufa 100 veces, también con agua
MilliQ, y se guardaba en alicuotas de 100 ul. Estas soluciones podian mantenerse a
-20 °C durante largos periodos de tiempo, o bien a 4 °C durante un mes. La actividad
de la nucleasa micrococal es dependiente de Ca’T, que se afladia a partir de una
disolucion stock de CaClsy a una concentracién de 500 mM.

Para llevar a cabo la digestién, se colocaba la suspension de nucleos en un tubo
plastico cénico de 50 ml y se sumergia en un bano de agua a 37 °C durante 5
minutos. Se afiadia CaCly para conseguir que la concentracién final fuera de 1 mM.
A continuacion, se anadia el volumen necesario de nucleasa micrococal para tener una
actividad de 1072-1072 U/ml en cada tubo de reaccién. La digestién se realizaba
durante 1h a 37 °C con la muestra en agitacion.

Para poner fin a la digestion se anadia EDTA pH 7.5 (concentracién final 10
mM), para quelar iones de Ca?t y el tubo se sumergia en un bafio de agua-hielo
durante 10 minutos.

9.4.2. Lavados en condiciones de baja fuerza iénica

Con la finalidad de obtener filamentos de cromatina, la muestra digerida se dia-
lizaba en saco (apartado 7.1.1) en presencia de tampén desestructurante (PE; ver
Tabla 9.2) durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, el digerido se transferia a
tubos plasticos de 1.5 ml donde se centrifugaba empleando la centrifuga Eppendorf
5415D; en caso de que se obtuvieran volimenes considerables de digerido se em-
pleaban tubos de 15 ml que eran centrifugados con la centrifuga Beckman Allegra
6R (rotor Beckman GH-3.8). En ambos casos, la muestra se centrifugaba a 2500x g
durante 10 minutos y a 4 °C. El sobrenadante, que contenia los fragmentos de cro-
matina, se transferia a un tubo nuevo y se procedia a cuantificar la concentracion
empleando el espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo). Se limpiaba el lugar de
colocacion de la muestra del espectrofotometro con agua MilliQ. A continuacién, el
aparato se calibraba con 2 pl del mismo tampoén en el que se encontraba la muestra.
Finalmente, se depositaban 2 ul de muestra y se determinaba la concentracién de
cromatina cuantificando su absorbancia a 260 nm.

Para poder observar filamentos de nucleosomas claramente visibles en el micros-
copio electrénico de transmision, era necesario diluir la muestra hasta obtener una
concentraciéon baja (equivalente a una absorbancia de 0.0004 unidades). Se realizaba
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una primera dilucién 1:10 empleando agua MilliQ (las concentraciones del tampén
quedaban: EDTA 1mM, Pipes 1 mM). Las sucesivas diluciones se realizaban con
tampon PE diluido 10 veces. La extensién de fragmentos de cromatina sobre reji-
llas para TEM y la fijaciéon se realizaban siguiendo los protocolos descritos en los
apartados 7.3.5.1 y 7.3.6.1, respectivamente.

9.4.3. Analisis de fragmentos de digestion: electroforesis de DNA

El andlisis del tamano de los fragmentos obtenidos de la digestion de cromatina
interfasica se realizaba mediante una electroforesis desnaturalizante de DNA en gel
de agarosa al 0.7% (p/v) en presencia de SDS. El proceso electroforético se ha
llevado a cabo mediante el sistema Mini Sub-Cell (Bio-Rad).

Se pesaba la cantidad de agarosa necesaria en un matraz de Erlenmeyer y se
anadia el volumen adecuado de tampén de electroforesis TBEx1 (Tris 90 mM, Acido
bérico 90 mM, EDTA 1 mM). Esta mezcla se calentaba hasta llevarla a ebullicién,
agitando de vez en cuando. Cuando la solucién era completamente transparente,
se anadié SDS hasta una concentracién final de 0.1% (p/v) y se dej6 enfriar (se
utiliz6é un stock de SDS al 10 % p/v). Mientras tanto, se preparaba el molde para el
gel; se sellaron las paredes con cinta adhesiva y se colocé (a 1-2 mm del fondo del
molde) la pieza que daria forma a los pocillos que contendrian la muestra. Cuando
el matraz con la agarosa disuelta se podia tocar con las manos sin quemarse, la
temperatura era adecuada para verterla sobre el molde. La agarosa se dejé gelificar
durante aproximadamente 1 hora. Pasado este tiempo, se retir6 la pieza que genera
los pocillos y la cinta adhesiva del molde. Finalmente, el gel se sumergia en la cubeta
y se anadia tampon de electroforesis de forma que cubriera completamente el gel.

Paralelamente, se preparaban las muestras que se iban a analizar en el gel. El
primer paso consistia en concentrar el material proveniente de la digestién. Para
ello, se emplearon tubos Amicon Ultra-4 (poro de 10 kDa; Merck Millipore) que
se centrifugaron a 4000x g en la centrifuga Heraeus Megafuge 2.0R (rotor Heraeus
#2704) o en la Beckman Allegra 6R (rotor Beckman GH-3.8) a una temperatura de
4 °C. Los filtros debian limpiarse previamente, centrifugando 1 ml de agua MilliQ
a 4000x g durante 20 minutos. A continuacion, se retiraban los restos de agua del
filtro, se anadia la muestra y se repetia el proceso de centrifugacion. Puesto que el
volumen de muestra obtenido era variable en cada experimento, se solia centrifugar
en tandas de 20 minutos. Tras cada centrifugacion, se observaba el volumen sobre el
filtro y se decidia si se debia continuar con el proceso. Al final, se obtenfan unos 100
ul de muestra, cuya concentracién se determinaba empleando el espectrofotémetro
NanoDrop 2000 (Thermo), tal como se indica en el apartado 9.4.2. La muestra con-
centrada se incubaba en presencia de SDS al 1 % durante 1 hora a 37 °C. Finalmente,
se dilufa con tampoén de muestras para electroforesis de DNA 5x [Ficoll 2.5% (p/v),
azul de bromofenol 0.125% (p/v), xilencianol 0.125% (p/v), Tris 0.45 M y &cido
bérico 0.45 M]!' y se introducia en los pocillos del gel con una micropipeta.

Para poder determinar la longitud de los fragmentos, en uno de los carriles del

Una vez determinado el tiempo de electroforesis necesario para resolver los fragmentos de la
digestién, se preparé un tampoén de muestras que contenia ficoll, Tris, dcido boérico y muy poca
cantidad de xilencianol. Se conseguian asi geles mas limpios sin interferencia de los colorantes.
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gel se cargaba el marcador de peso molecular DRIgest 111 (GE Healthcare). Este
marcador contenia una mezcla de fragmentos de tamafios comprendidos entre 72 y
23130 pb obtenidos de la digestién del fago A con la enzima de restriccion Hind 111
y del fago ¢X-174 digerido con la enzima Hae III. Se anadian 50 ul de agua MilliQ
al vial comercial del marcador y se agitaba vigorosamente. Se prepararon alicuotas
de 20 pl del marcador diluido 4 veces en agua MilliQQ, que se conservaban a 4 °C.
Justo antes de su utilizacion, se cogian 4 pl de marcador por pocillo a cargar y se
calentaban en un termobloque a 60 °C durante 1 minuto. Finalmente, se anadia 1
ul de tampdédn de muestras por cada 4 ul de marcador y se cargaban 5 ul en cada
carril del gel. La separacion electroforética de fragmentos de cromatina se llevaba a
cabo durante 1 hora aplicando un voltaje de 100 V.

Para poder observar la posiciéon de los fragmentos de cromatina en el gel de
agarosa, se empleaba el marcador fluorescente bromuro de etidio (Sigma-Aldrich).
Debido a su elevada capacidad mutagénica se debia manipular con mucha precaucion
en una zona reservada del laboratorio. Todo el material empleado en la manipulacion,
asi como los residuos generados, se desechaban en recipientes adecuados. El vial
comercial de dicho fluorocromo se distribuye a una concentraciéon de 10 mg/ml.
Para la tincién se preparaba una solucién de bromuro de etidio a 1 ug/ml y se
vertia en una cubeta de plastico donde previamente se habia colocado el gel. El
marcaje del DNA se realizaba agitando suavemente la cubeta durante 10 minutos.
A continuacion, se descartaba la solucién que contenia el fluorocromo y se lavaba el
gel con agua destilada, renovando el agua cada 5 minutos. Finalmente, se utilizaba el
sistema Gel Doc 1000 (Bio-Rad) para iluminar el gel con luz ultravioleta y obtener
una fotografia.

9.5. Tratamientos para la autoasociaciéon de fragmentos
de cromatina interfasica

9.5.1. Dialisis en condiciones fisiolégicas

Para estudiar la capacidad autoasociativa de la cromatina interfasica se ha em-
pleado el tampén PMKN, con concentraciones de magnesio de 2.5, 5, 10 y 17 mM
(ver Tabla 9.2). La eleccién de las concentraciones de Mg?™ a ensayar se realizé segtin
los resultados de Strick et al. (2001), que mostraban un aumento de la concentracién
de Mg?* a lo largo del ciclo celular.

Una vez finalizada la didlisis desestructurante (apartado 9.4.2) se procedia a
dializar de nuevo la muestra, pero esta vez empleando condiciones iénicas que pro-
movian la asociacién. Los sacos de dialisis se transferian a un vaso de precipitados
que contenia 1 1 de tampén PMKN y se dializaban durante 4 horas empleando una
temperatura de 4 °C.






Capitulo 10

Métodos para el estudio de la
estructura de la cromatina en
los cromosomas metafasicos

Desde el descubrimiento de las ldminas de cromatina en torno a cromosomas
metafdsicos parcialmente desnaturalizados, los trabajos realizados en nuestro labora-
torio han tenido por objetivo el estudio de estas estructuras en diversas condiciones.
Gran parte de los resultados que se muestran en este trabajo dan continuacion a esa
linea de investigacion. En este capitulo se detallan los métodos empleados en esta
parte de la tesis.

10.1. Medios empleados en el estudio de la cromatina
metafasica

En el presente apartado se detallan los tampones empleados durante la reali-
zacién de experimentos de obtencion de cromosomas y placas metafasicas en gran
cantidad. Todos los tampones se preparaban el dia anterior a la realizacién del ex-
perimento a partir de sales concentradas a 1-2 M y se filtraban empleando los filtros
descritos en la Tabla 7.1 del apartado 7.3.1.

Los cromosomas se aislaban empleando el tampoén de lisis PA [poliaminas: es-
permina (Sigma-Aldrich) y espermidina (Sigma-Aldrich); ver Tabla 10.1]. Los com-
ponentes liquidos se mezclaban a la concentracién adecuada y una vez enrasado el
volumen que se deseaba, se disolvian la espermina y la espermidina. Justo antes de
emplear el tampo6n, debifa complementarse con digitonina (Sigma-Aldrich), un de-
tergente que facilitaba la rotura de la membrana plasmaética. Se anadia digitonina
a una concentracién de 1 mg/ml y la solucién se calentaba en un bafo de agua a
37 °C durante 20 minutos. La disolucién se agitaba con vortex cada 5 minutos para
favorecer la disolucion del detergente.

Durante el proceso de obtencion de cromosomas para su analisis mediante SAXS,
se ha empleado una variante de tampon de lisis en la que las poliaminas se han sus-
tituido por magnesio y la digitonina por Tritén X-100 (ver Tabla 4.1). En estos
experimentos también se empleaban dos tampones estructurantes (PCo y SA) (ver
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Tabla 10.2). En el estudio de placas mediante crio-microscopia se empleaba bésica-
mente el tampoén PM como tampdn estructurante.

Tabla 10.1: Tampones para provocar la lisis celular

Tampoén PA Tampén MT

TEA 15 mM pH 74 TEA 15 mM pH 74

EGTA 0.5 mM KCI 80 mM

EDTA 2 mM NaCl 20 mM

KCI 80 mM MgCly, 5 mM

NaCl 20 mM Tritén X100 0.1-0.5% (v/v)

Tabla 10.2: Tampones estructurantes

Tampén PM Tampén PCo Tampén PMKN

Pipes 5 mM pH 7.2
Pipes 10 mM pH 7.2 NaCl 20 mM
Co(NH3)3" 1 mM KCl1 120 mM

MgCly 5-17 mM

Pipes 5 mM pH 7.2
NaCl 5 mM

10.2. Extraccion de cromosomas. Purificaciéon en
gradiente de sacarosa

El sedimento celular obtenido siguiendo el protocolo descrito en el apartado
8.6.2 se resuspendia en medio hipoténico (KC1 75 mM) equilibrado a 37 °C, a una
concentracién celular de 2 - 10% células/ml. Este medio permite la entrada de agua
al interior celular mediante 6smosis y provoca la desestabilizacién de la membrana
celular. Las células se incubaban en estas condiciones en un bano de agua durante 10
minutos a 37 °C. Mientras se realizaba la incubacién, se complementaba el tampdn
PA con digitonina (ver apartado 10.1) y se filtraba mediante una membrana de 0.22
pm de diametro de poro. Pasado el tiempo de incubacion, las células se centrifugaban
a 275x g (centrifuga Beckman Allegra 6R con el rotor GH-3.8) durante 5 minutos a
4 °C, y se desechaba el sobrenadante. Segtn el experimento, el sedimento celular se
resuspendia en el tampoén de lisis adecuado (ver Tabla 10.1) a una concentracion de
8 - 105 células/ml y se transferfa a un homogeneizador de vidrio tipo Dounce provisto
de un pistén, que se pasaba a través de la muestra 15 veces. El homogeneizado se
transferia a un tubo tipo Corex, donde se centrifugaba a 200x g (centrifuga Beckman
Allegra 6R) durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante, que contenia los cromosomas,
se reservaba en un tubo a parte y el sedimento se resuspendia de nuevo en 1 ml de
tampodn de lisis y se repetia la operacion.
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Los cromosomas se purificaban em- - >
pleando un gradiente escalonado forma-
do por 4 fases que contenifan sacarosa muestra

al 60 %, 50%, 40% y 30% (p/v) di-
suelta en tampén PM (ver Tabla 10.2).

El gradiente se preparaba en tubos de 20 %
7 ml (Nalgene centrifuge) y sobre él se 40 %
anadian 3 ml de la suspensién de cromo-

somas (si el volumen que se habia obte- 50 %

nido era menor, se anadia tampén PM
hasta completar los 3 ml). Los gradien-
tes se centrifugaban a 4000 g en el rotor 60 %

JS 13.1 (Beckman Coulter) empleando \_/
la centrifuga J2-HS (Beckman Coulter)

durante 15 minutos a 4 °C y sin freno. Figura 10.1: Esquema del gradiente escalo-
Los cromosomas se recuperaban de las nado empleado para la purificacién de cro-
interfases 60-50 % y 50-40 % (p/V) de sa- mosomas. Los cromosomas se recuperaban de las

carosa mediante una pipeta Pasteur de Mterfases 60%-50% (p/v) y 50%-40% (p/v).
vidrio.

10.3. Experimentos de dispersion de rayos-X a bajo
angulo de cromosomas

10.3.1. Generacién de un sedimento de cromosomas

Se realizaban centrifugaciones secuenciales de la suspensién de cromosomas en
tubos de 1.5 ml con fondo conico. La muestra se dividia en tantos tubos como
sedimentos se quisieran generar y se iba centrifugando hasta generar un sedimento
mas o menos esférico. Las centrifugaciones se realizaban a una velocidad de 4000x g
durante 5 minutos y a 4 °C empleando el rotor vasculante JS 13.1 y la centrifuga
J2-HS (Beckman Coulter). A continuacién, el sedimento de cromosomas se lavaba
con 1 ml de tampén PM, invirtiendo el tubo 2-3 veces. Finalmente, se incubaban en
agitacion y a 4 °C durante toda la noche con 1 ml del tampén de eleccién en cada
experimento. El tamp6n final se preparaba con un 40 % (v/v) de glicerol UltraPure
(Invitrogen), que se empleaba como criopreservante. La muestra se conservaba en el
interior de capilares a -80 °C hasta la realizacion de los experimentos.

10.3.2. Introduccion del sedimento de cromosomas en el capilar

Para la realizacion de los experimentos de SAXS de cromosomas, se han empleado
capilares MicroRT (MiTeGen), diseniados para trabajar bajo rayos X a temperatura
ambiente. El sedimento de cromosomas se introducia en el capilar con ayuda de una
punta de pipeta para cargar geles de electroforesis. El capilar se llenaba con el mismo
tampon en el que se encontraba la muestra. A continuacién, se sellaba el extremo
del capilar con cera dental W050 (TAAB). Se cortaban trozos pequenos de cera y se
introducian en tubos pldsticos de 1.5 ml, que se llenaban aproximadamente al 80 %



Métodos para el estudio de la estructura de la cromatina en los
74 cromosomas metafasicos

de su capacidad. Los tubos se calentaban en un termobloque a 70 °C hasta que la cera
tuviese una textura liquida. Para sellar el extremo, se sumergia brevemente la punta
del capilar en la cera y se dejaba enfriar. Se repetia el proceso varias veces hasta
obtener un tapén de cera mas o menos esférico. Finalmente, los capilares debian
desinfectarse. Se preparaba una solucién de lejia al 3% (v/v) en agua destilada. En
una capsula de Petri, se anadian 25 ml de lejia y se introducia el capilar durante 2
minutos. Transcurrido el tiempo, se daba la vuelta al capilar y se repetia la operacion.
Los restos de lejia se eliminaban repitiendo el procedimiento con 25 ml de agua
MilliQ. Finalmente, los capilares se secaban con papel absorbente y se conservaban
en tubos plasticos rotulados a -80 °C hasta su procesamiento.

10.3.3. El soporte de la muestra dentro de la cabina experimental

Durante los experimentos de SAXS, los capilares que contenian los cromosomas
debian fijarse a la plataforma portamuestras de la cabina experimental. Cada capilar
se fijaba a un soporte magnetizado mediante una goma tubular, y el soporte podia
fijarse a la plataforma metéalica en la posicién deseada. El capilar quedaba dispuesto
en posicion horizontal, y perpendicular al haz de rayos X, como se muestra en la
Figura 10.2. La plataforma portamuestras tenia autonomia de movimiento. Una
camara de video en el interior de la cabina experimental permitia observar la posicién
del capilar, pudiendo modificarla desde la estacién de control.

Figura 10.2: Capilar con cromosomas fijado a la plataforma moévil en el interior de
la cabina experimental de la linea NCD en ALBA. 1 Capilar que contiene el sedimento
de cromosomas, 2 imanes acoplados a la plataforma y 3 plataforma mévil.

10.3.4. Adquisiciéon de medidas

La adquisicién de datos se realizé empleando un haz de rayos X con una longitud
de onda de 1.29 A. Gracias al sistema colimador, la superficie del haz al impactar
contra la muestra era de 600x138 pm. La superficie de colimacién del haz en la
muestra depende de la posicién en la que se encuentre. Para la realizacién de nuestros
experimentos, la distancia entre la muestra y el detector se fijé6 a 2.61 m. Esta
distancia es la minima que permite la configuracién de la linea NCD y fue elegida
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porque nos permitia adquirir datos en un rango de distancias comprendidas entre 1.7
y 94 nm. La deteccion de los patrones de dispersion se realizé mediante el detector
CCD SAXS Quantum 210r (ADSC). Este detector presenta un area de 210x210
mm? y un tamano de pixel de 102.4x102.4 pm?. La velocidad maxima de adquisicién
mediante este detector era de 1 imagen cada 5 segundos.

La calibracién del detector se realizé con un material estandar, el behenato de
plata. Este material presenta un patrén de difraccién muy bien definido a angulos
bajos, por lo que sirve de referencia para calibrar los angulos de difraccién pequenos.

El patron de scattering de cada muestra de cromosomas se obtenia a partir de
la suma de los patrones de scattering de diferentes regiones a lo largo de la longitud
del capilar. Para obtener el patrén de scattering producido por los cromosomas, era
necesario sustraer la contribucién del medio en el que se encontraban. Asi pues, cada
adquisicién implicaba determinar primero el patrén de dispersién debido inicamente
al medio, y después, el correspondiente a los cromosomas junto con el medio.

El proceso de adquisiciéon era controlado desde la estaciéon de control por me-
dio de software especializado. Desde alli era posible modificar muchos parametros,
pero la parte mas importante de este software era la encargada del control de las
adquisiciones Time Frame Generator. Uno de los pardametros mas importantes del
experimento era el tiempo de exposicién. Este tiempo era critico ya que una exposi-
ciéon demasiado larga, aunque podia proporcionar mayor informacién, podia también
danar la muestra. Asimismo, resultaba critico para el detector, cuyo tiempo de vida
se ve reducido tras exposiciones largas al haz de rayos X. El andlisis de la dispersiéon
de cromosomas metafasicos se realizo a partir de imagenes adquiridas con un tiempo
de exposiciéon de 60 segundos.

10.3.5. Procesamiento de las medidas

Durante el procesado de los patrones de dispersién de cromosomas se han emplea-
do los programas FIT2D (Hammersley, 1997, 1998) y ATSAS PRIMUS (Konarev
et al., 2003).

Dado que los rayos X dispersados se recogian en 2 dimensiones en el plano de
deteccién, se obtenfa un patrén de dispersién bidimensional, Iczp,(my, m;), siendo
m, y m. el nimero de pixel horizontal y vertical, respectivamente. Los valores de
pixel se convertian a valores de ¢ teniendo en cuenta el valor de la longitud de onda
(1.292 A), el tamaio de pixel (102.4x102.4 um) y la distancia entre los cromosomas
y el detector (2.61 m). De ésta manera, se obtenian perfiles unidimensionales dénde
se representaba Ic;,(q). Esta primera transformacién se realizaba con el programa
FIT2D. A continuacion, se introducian los pardmetros descritos anteriormente en las
casillas adecuadas de la interfaz grafica de FIT2D. Al final, el programa generaba el
grafico de intensidades en funcién de ¢ (nm~!) para cada una de las adquisiciones
realizadas.

Una vez obtenida la funcién I(q) de cada adquisicién, se empleaba el programa
ATSAS PRIMUS para obtener tablas de valores de cada uno de los gréficos I(q).
Se procedia entonces a sumar los datos de las series de adquisiciones de la misma
muestra o tampon y se sustraia la funcion del tampdn correspondiente a cada una
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de las adquisiciones de cromosomas (ver Figura 10.3).

AI(Q) = Imuestra(Q) - Imedio(Q) (101)

Si la intensidad de la muestra es menor que la intensidad del medio en el que se en-
cuentra, el resultado de la ecuacién 10.1 serd negativo. Para evitar valores negativos
de intensidad puede aplicarse un factor de correccion. En nuestro caso, aplicAbamos
un factor de 0.98 a los valores de intensidad del medio (ecuacién 10.2).

AI(Q) = Imuestra(q) — 0,98 x Imedio(Q) (102)

Para interpretar estos datos y relacionarlos con la estructura interna de los cromoso-
mas, se transformaban los valores de g en valores S. Para realizar esta transformacion
se empleaba la equivalencia de S = ¢/27. Finalmente, se representaba log(I - S?)*
en funcién de S, en nm~!. Para extraer los valores de las distancias repetitivas en
la muestra, se determinaba el valor de S (eje X) que correspondia a cada maximo
de intensidad (eje Y) y se calculaba la inversa.

(1> AvragBB-MOSTRA.dat
(2> AvragBB-BUFFER.dat
<3> HMOSTRA BUFFER.dat

log |

-1.8C 1 1 1
8.8 1.8 2.0 3.8

q (nm”)

Figura 10.3: Ejemplo de la representacién grafica obtenida utilizando el programa
ATSAS Primus. Se muestra la media (average) de 4 espectros de cromosomas, la media de 3
espectros de tampo6n y la diferencia entre la media de la muestra y la del tampén. En este caso
se ha aplicado un factor de correccién de 0.98.

!Siendo I la intensidad y S el vector de scattering.
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10.4. Meétodos para la reconstrucciéon tridimensional de
placas metafasicas mediante crio-TE

Tanto la vitrificacién de la muestra como la adquisicién de proyecciones para su
reconstruccion tomografica se han realizado en el Max-Planck-Institut fiir Bioche-
mie (Martinsried, Miinchen). Las reconstrucciones tomograficas han sido posibles
gracias al soporte técnico de la Unidad de Biocomputacion del Centro Nacional de
Biotecnologia (CNB-CSIC; Madrid).

10.4.1. Precauciones con el nitrégeno liquido

La manipulacién de nitrogeno liquido presenta algunos riesgos que debian ser
conocidos. Por un lado, se debia tener en cuenta que la temperatura a la que se
encuentra el nitrégeno liquido a presion atmosférica es de -196 °C, por lo que el
simple contacto con la piel puede producir quemaduras. Por otro lado, el nitréogeno
liquido se evapora rapidamente, provocando un aumento de la concentraciéon de
nitrégeno en el aire, y el consiguiente desplazamiento del oxigeno. La disminucién
de la cantidad de oxigeno en el aire puede provocar la asfixia del usuario en un corto
periodo de tiempo. Por todo esto, el nitrégeno liquido debia manipularse en espacios
ventilados y empleando equipos de proteccion individual como guantes térmicos y
mascaras o gafas.

10.4.2. Rejillas para criomicroscopia electréonica

El soporte de las rejillas para crio-TE estaba formado por una pelicula de car-
bono perforado Quantifoil (Quantifoil Micro Tools) que presentaba unos agujeros de
tamafo determinado. La funcién del carbono Quantifoil era dar soporte a la muestra
en el proceso de vitrificacion, permitiendo que buena parte quedase vitrificada en
los agujeros. La adquisicién de las micrografias se realizaba en estos agujeros, de
manera que la presencia de carbono no interferia en el proceso de reconstruccion.

En nuestros experimentos se han usado rejillas de cobre y molibdeno de 200
campos recubiertas de Quantifoil circular 2/12. Las rejillas de molibdeno presentaban
la ventaja de que al tener una malla mas ancha, permitian vitrificar una pelicula de
muestra ligeramente mas gruesa que las de cobre.

10.4.3. Procedimiento para la obtencion de placas en gran cantidad

Los cromosomas purificados segiin el apartado 10.2 se diluian 5 veces con el
tampdén PM. A continuacion, la suspensién se pasaba 1 o 5 veces a través de una
aguja hipodérmica de 22G1 (Sigma-Aldrich) acoplada a una jeringa. Finalmente,
los cromosomas parcialmente desestructurados se dializaban en saco (ver apartado
7.1.1) en presencia de 1 1 de tampén PM durante 2.5 horas a 37 °C. Acabada la
dialisis, la suspension de placas se transferia a un tubo plastico estéril de 15 ml,
donde se conservaba a 4 °C.

2E] primer nimero indica el didmetro del agujero y el segundo el espaciado minimo entre agujeros,
ambos en pm.
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10.4.4. Deposicion de la muestra sobre rejillas para criomicroscopia

Se han evaluado diversos protocolos de deposicién, con el fin de favorecer la
adhesién de una gran cantidad de placas sobre la superficie de las rejillas.

Por un lado, se han realizado curaciones de la suspensién de placas (ver apartado
10.4.3), sobre rejillas previamente activadas. Se anadian 200 pl de muestra en el
interior de un tapén con junta térica para tubos de polipropileno de 1.5 ml (Sarstedt).
Los tapones se disponian sobre una hoja de Parafilm en hielo. A continuacién, se
colocaba la rejilla con el carbono hacia arriba en el fondo del tapén, y se cerraba
el tubo manteniendo la posicién invertida. Se permitia la adhesion de la muestra
durante 1, 2, 3, 4 o 16 horas a 4 °C.

Por otro lado, también se ha aplicado el procedimiento convencional para la
deposicion de muestra sobre rejillas para TEM, esto es, centrifugar la muestra di-
rectamente sobre Quantifoil activado (ver procedimiento en el apartado 7.3.5.2).

10.4.5. Adicion de nanoparticulas de oro y vitrificacion de la
muestra

La vitrificacién de la muestra se realizaba por
inmersion rapida en agente criogénico de forma
automatizada mediante el sistema Vitrobot Mark
III (FEI). Se empleaba una mezcla de etano y pro-
pano como agente criogénico, contenido en un pe-
quenio receptaculo que se mantenia a muy baja
temperatura gracias al nitrogeno liquido que fluia
alrededor.

Inicialmente, se colocaban unos filtros circu-
lares de papel Whatman en los discos del equi-
po, que servian para retirar el exceso de muestra.
A continuacién, la rejilla que contenia la muestra
previamente depositada por centrifugaciéon (ver
apartado 10.4.4), se fijaba al robot por medio de
unas pinzas de precision. Se accionaba un pedal
para que la rejilla descendiera hasta la altura en
la que se encontraba la ventana por la que se intro-
ducia una micropipeta con 2 ul de nanoparticulas
de BSA-oro de 10 ym de didmetro (Aurion). Las
nanoparticulas se depositaban sobre la muestra y Figura 10.4: Sistema de crio-
se mezclaba suavemente. Acto seguido, se accio- fijacién de muestras Vitro-
naba el pedal sucesivamente hasta que la rejilla bot Mark III (FEI). Fuente:
quedaba sumergida en el contenedor con el agen- http://www.nuance.northwestern.edu
te criogénico. Para acabar, se transferia la rejilla
de forma manual a una caja almacenadora sumergida en nitrégeno y, finalmente,
las cajas correctamente rotuladas se guardaban en tanques de nitrégeno liquido. El
proceso se realizaba a 22 °C, 95% de humedad, empleando un tiempo de secado de
la rejilla de 6 segundos y manteniéndola en una posicién vertical de -3 mm (blot
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offset). Se obtuvieron mejores resultados en el proceso de vitrificacién sustituyendo
uno de los discos secantes por un disco de teflon.

Era muy importante que durante el proceso de vitrificacién se conservara la
atmoésfera formada en torno al recipiente que contenia el agente criogénico, evitando
corrientes de aire y movimientos bruscos. Todos los instrumentos que se utiliza-
ban en la manipulacién de las rejillas debian secarse previamente para retirar la
humedad que se condensaba. Se debia minimizar al maximo la humedad de todos
los recipientes y herramientas, para evitar la formacién de hielo cristalino en las
preparaciones.

10.4.6. Adquisicion de series de proyecciones

La crio-tomografia electronica se ha realizado empleando los microscopios electro-
nicos de transmisién Tecnai G2 Polara (FEI) y Titan Krios (FEI). Este iltimo estaba
equipado con una placa de fase Volta (FEI) (Danev et al., 2014), que permitia au-
mentar considerablemente el contraste y obtener, por consiguiente, reconstrucciones
tridimensionales con mejor resoluciéon. El aumento del contraste permite obtener ca-
da proyeccién empleando una menor dosis electrénica, por lo que se puede obtener
un mayor niimero de proyecciones para una misma dosis electrénica total®. Ademas,
la incorporacién de dicha placa de fase aumenta el contraste en el plano de foco,
por lo que no es necesario aplicar un enfoque negativo para generar contraste, como
ocurre cuando no tenemos placa de fase.

Las imagenes empleadas en la obtencién de reconstrucciones tridimensionales
obtenidas sin emplear la placa de fase, se han adquirido mayoritariamente en el mi-
croscopio Tecnai G2 Polara, con un voltaje de aceleracion maximo de 300 kV, filtro
de energia GIF 2002 (Gatan) y equipado con una cdmara K2 Summit de detec-
cién directa de electrones (Gatan). Se han adquirido series de proyecciones cada 2°
mediante el programa SerialEM (que permite la automatizacién del proceso; Mas-
tronarde, 2005), aplicando un enfoque negativo de 5-6 pm y empleando una magni-
ficacién relativa de 27500x. El tamaifio de pixel es 4.27 A. Bajo estas condiciones,
se han obtenido 7 series de adquisiciones.

Las iméagenes empleadas en la obtencién de reconstrucciones tridimensionales
obtenidas empleando la placa de fase Volta, se han adquirido en el microscopio Titan
Krios?, con un voltaje de aceleracién de 300 kV y equipado también con una cdmara
Gatan K2 Summit. Se han adquirido series de proyecciones cada 2°° mediante el
programa SerialEM (Mastronarde, 2005), aplicando un enfoque negativo de 0.5 ym
y empleando una magnificacién relativa de 33000x. El tamaifio de pixel es de 4.21 A.
En estas condiciones se han obtenido 26 series de adquisiciones.

3La dosis electrénica 6ptima era de 60 electrones/A?. Durante la adquisicién de las series to-
mogréficas se toleraban hasta 100 electrones/AZ.

45 de estos tomogramas se adquirieron en las mismas condiciones pero sin emplear la placa de
fase, aplicando un enfoque negativo de 7 pm.

55 de las series de proyecciones se adquirieron siguiendo el esquema de dngulos 1 /coseno, que
incrementa la dosis electrénica en los dngulos més grandes, obteniéndose asi un mayor nimero de
proyecciones a mayores angulos.
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10.4.7. Reconstruccion tridimensional a partir de las series
de proyecciones

10.4.7.1. Alineamiento de las proyecciones

El proceso de alineamiento se ha realizado utilizando el programa IMOD (Kremer
et al., 1996), que lleva implementados paquetes adicionales como etomo, dedicado
al alineamiento de las proyecciones y obtencién de la reconstrucciéon final; o 3dmod,
para la visualizacién grafica de las proyecciones y reconstrucciones.

El primer paso en el proceso de reconstruccion es el alineamiento de las proyeccio-
nes. En el apartado Coarse Alignment de IMOD, se realizaba un primer alineamiento
rapido y poco preciso, obteniéndose un nuevo archivo. Se pasaba entonces al apar-
tado Fiducial model generation en modo Make seed and track y en el visualizador
ddmod se marcaban las posiciones de las nanoparticulas de oro presentes en la pro-
yeccion central. Podian seleccionarse particulas en otras proyecciones para facilitar
el trazado de las trayectorias de cada particula. Se guardaba el modelo y se ejecutaba
Track beads, obteniéndose un nuevo archivo con las trayectorias de los marcadores.
Se comprobaba que todas las trayectorias fuesen correctas y se guardaba el modelo.
La serie alineada se generaba en el apartado de Fine Alignment. En este apartado se
trataba de refinar el modelo, revisando y afinando las posiciones de los marcadores.
Al acabar, se guardaba el modelo y, finalmente, en el apartado Final aligned stack,
se generaba la serie alineada definitiva. Se seleccionaba la opcién de interpolacion
lineal y se empleaba un binning de x49.

10.4.7.2. Algoritmos de reconstruccion

Para reconstruir la mayoria de tomogramas que se muestran en el presente traba-
jo (ver Resultados, capitulo 15) se ha empleado el algoritmo weighed back projection
implementado en etomo (IMOD), aplicando un pizel binnning de x4. Una vez se ob-
tenia la reconstruccién, se invertia el contraste empleando el programa bimg de Bsoft
(Heymann, 2001). En algunos casos, la reconstruccion se ha realizado sin aplicar pi-
zel binnning. Una vez generada la serie de proyecciones alineada, se normalizaba. La
normalizacién de la serie de imagenes consiste en igualar las intensidades de cada
proyeccion, que debido a fluctuaciones del haz pueden variar. Para ello, se ha em-
pleado primero el programa xmipp transform normalize con el método OldXmipp
(XMIPP; Sorzano et al., 2004) y el pardmetro invert para invertir el contraste del
conjunto de imédgenes. A continuacién, se ha usado un script proporcionado por la
Unidad de Biocomputacion del CNB-CSIC para normalizar la serie de proyecciones
alineadas. Este script estd basado en el procedimiento de normalizacién del pro-
grama Priism. Una vez normalizada la serie, se reconstruia empleando el algoritmo
iterativo de reconstruccién SIRT (20 iteraciones) del programa tomo3D (Agulleiro
y Ferndndez, 2012). El contraste en estas reconstrucciones era muy bajo debido al
reducido tamano de pixel, de manera que para aumentar el contraste se ha aplicado
el paquete de realce de bordes TOMOBFLOW (Fernandez, 2009).

5El concepto de pizel binning consiste en combinar pixeles de manera que generen un sélo pixel
de mayor tamano. El binning reduce el tamano de la serie alineada considerablemente, a expensas
de reducir la resolucién. Ademés, suaviza el ruido de fondo y resalta los méargenes de las estructuras.
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10.4.7.3. Analisis de las reconstrucciones

En las reconstrucciones tridimensionales obtenidas, el plano XY corresponde al
plano paralelo a la rejilla de microscopia, y el eje Z es perpendicular al plano XY
y equivale al grosor del volumen reconstruido. El paquete 3dmod (IMOD) permite
analizar los tomogramas reconstruidos. El visualizador “XYZ” de 3dmod muestra
simultaneamente los planos XY, XZ e YZ en un punto concreto del volumen. Este
mismo paquete también permite extraer capturas de secciones de los tomogramas que
muestran estructuras de interés. Desde aqui también se han extraido subtomogramas
de regiones concretas para proceder a su segmentacion, empleando la herramienta
Eztract File desde en el ment File. El recorte de las micrografias, asi como también
el disefio de la barra de escala se hacia mediante el programa Corel DRAW X3.

La determinaciéon de distancias a partir de imédgenes se ha realizado mediante
el programa Fiji (ImageJ) (Abramoff et al., 2004), que permite obtener la respre-
sentacién grafica de la intensidad de una zona en funcién de la distancia, teniendo
en cuenta el tamafnio de pixel. Las determinaciones de diversos distanciados que se
presentan en esta tesis doctoral, se han realizado sobre secciones XY de las recons-
trucciones. Para realizar la determinacion del grosor de un contacto entre placas, se
han inspeccionado las secciones en las que es visible, en busca de la seccién en la que
el contacto entre las dos placas es intimo. La altura de solenoides interdigitados se
ha determinado a partir del ntimero de secciones en los que la estructura es visible.
Para obtener la altura, en nm, se debe multiplicar el ntimero de secciones en las que
es visible la estructura por el tamafo de pixel (4 veces el tamano del pixel original,
si se aplicaba un pizel binning de 4x).

La segmentacién de estructuras de interés encontradas en las reconstrucciones se
ha realizado mediante el plugin Segmentation Editor implementado en el programa
Fiji (ImageJ). Las segmentaciones se han filtrado empleando el filtro morfolégico
tridimensional closing del paquete Fast Morphology con un valor de 1 pixel. Con
este filtro se conseguia suavizar ligeramente las estructuras. La visualizacion tridi-
mensional de las reconstrucciones y sus segmentaciones se ha realizado mediante el
plugin 3D Viewer. Desde aqui se han extraido las imagenes y peliculas de estructuras
tridimensionales que se muestran en el capitulo III.
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Capitulo 11

Estructura de la cromatina en el
nucleo interfasico

Generalmente, se asume que la cromatina se compacta formando estructuras fi-
brilares. La fibra de 30 nm ha sido considerada durante mucho tiempo el sequndo
nivel de plegamiento de la cromatina. Pero lo cierto es que se tiene muy poco cono-
cimiento acerca de la dindmica la cromatina y de como los nucleosomas son capaces
de adoptar diversos niveles de plegamiento hasta formar el cromosoma metafdsico,
al final del ciclo celular. De hecho, la existencia de la fibra de 30 nm estd siendo
cuestionada (ver apartado 4.3). Teniendo en cuenta la importancia de las condi-
ciones ionicas en la compactacion de la cromatina a lo largo del ciclo celular (ver
apartado 4.2), los experimentos se han realizado bajo condiciones similares a las
que se pueden encontrar en el nicleo interfasico. A continuacion, se detallan los
resultados obtenidos en esta parte de la tesis.

11.1. Efecto de la concentracién de Mg?* sobre la
compactacion de la cromatina

Se ha evaluado el efecto que la concentracién de Mg?* ejerce sobre la estructura
de la cromatina en el interior del nicleo interfasico. Los ntcleos purificados (ver
seccién 8.5) se incubaron en presencia de tampén PM (ver Tabla 9.2) con concen-
traciones de Mg?* entre 1 y 5 mM. Se han tenido en cuenta los resultados de Strick
et al. (2001) que indican que en el nticleo interfésico la concentracién de Mg+ es de
2-4 mM. Las Figuras 11.1 y 11.2 muestran los resultados obtenidos.
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Figura 11.1: Nucleos interfisicos incubados en presencia de Mg?t 1 y 2 mM. Los
nucleos interfasicos se purificaron segin el protocolo descrito en la secciéon 8.5, se resuspendieron
en tampén C, se diluyeron 3 veces con tampén PM (Mg®T 1y 2 mM) y se incubaron durante 90
minutos a temperatura ambiente (ver seccién 9.2) en presencia de Mg®™ 1 mM (A-A’) y 2 mM
(B-B’). La extension sobre rejilla para TEM se realizé por centrifugaciéon (ver apartado 7.3.5.2).
Barras: 1 pum.

Figura 11.2 (en la pdgina siguiente): Nucleos interfasicos incubados en presencia de
Mg?" 3, 4 y 5 mM. Los ntcleos interfisicos se purificaron segiin el protocolo descrito en la
seccién 8.5, se resuspendieron en tampén C, se diluyeron 3 veces con tampén PM (Mg®™ 3,4y 5
mM) y se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente (ver seccién 9.2) en presencia
de Mg®™ 3 mM (C-C’), 4 mM (D-D’) y 5 mM (E-E’). La extensién sobre rejilla para TEM se
realizé por centrifugacién (apartado 7.3.5.2). Barras: 1 pm.
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Puede observarse que la cantidad de emanaciones de cromatina en torno a los
ntcleos interfasicos era escasa, hecho que dificultaba el analisis de la cromatina debi-
do a la elevada densidad del material. Atin asi, podian extraerse algunas conclusiones
respecto al efecto que el Mg?*t tenia sobre la cromatina. Son apreciables sutiles dife-
rencias en cuanto al grado de compactacién de la cromatina, segtin la concentracion
de Mg?t empleada. Mientras que los nicleos incubados en presencia de 1-2 mM de
Mg?* presentan emanaciones laxas sin una estructura definida, los nticleos incuba-
dos en presencia de 3-5 mM de Mg?t muestran un material bastante méas compacto.
En experimentos posteriores se decidié aplicar métodos quimicos que facilitaran la
emanacién de cromatina desde los niicleos y permitieran asi su estudio.

11.2. Desestructuracion de nucleos interfasicos
mediante métodos quimicos

Durante la realizacién de estos experimentos se han empleado dos tampones: el
tampén de muy baja fuerza idnica, que ademéds contiene EDTA (PE); y el tampén
PM (ver Tabla 9.2), el mismo tampén en el que se resuspendian los niicleos tras
la purificacién, pero sin sacarosa. Con el tampén de baja fuerza iénica (PE), se
pretendia secuestrar los cationes divalentes implicados en el mantenimiento de la
estructura de la cromatina y provocar asi la descompactacion del material. Por otro
lado, la dilucién de los niicleos con tampdédn PM provocaba la entrada brusca de
agua en el nucleo y se esperaba que facilitase la emanacién de la cromatina desde el
interior nuclear.

En la Figura 11.3 pueden verse los resultados obtenidos tras la incubacién de
nicleos en presencia de EDTA 10 mM durante 15 y 45 minutos. En la Figura 11.4
se muestran niicleos incubados con tampén PM (5 mM Mg?*) sin sacarosa durante
15 y 45 minutos.
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Figura 11.3: Nicleos interfasicos incubados en presencia de EDTA 10 mM. Los nicleos
interfasicos purificados (ver seccién 8.5), se resuspendieron en tampén C, se diluyeron con tampén
PE (EDTA 10 mM) y se incubaron en esas condiciones durante 15 (A-A’) y 45 (B-B’) minutos
a temperatura ambiente (ver seccién 9.2). La extensién sobre rejilla para TEM se realizé por
centrifugacién (ver apartado 7.3.5.2). Barras: 1 pm.
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Figura 11.4: Ntcleos interfasicos incubados en presencia de tampén PM. Los ntcleos
interfésicos purificados (ver seccién 8.5) se resuspendieron en tampé6n C, se diluyeron con tampén
PM (Mg*" 5 mM) y se incubaron en esas condiciones durante 15 (A-A’) y 45 (B-B’) minutos
a temperatura ambiente (ver seccién 9.2). La extensién sobre rejilla para TEM se realizé por
centrifugaciéon (ver apartado 7.3.5.2). Barras: 1 pm.
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Como puede observarse en las micrografias mostradas en las Figuras 11.3, el
tratamiento de los nicleos interfasicos con tampén quelante (EDTA) era efectivo
provocando emanaciones, sin embargo, resultaba demasiado agresivo. El resultado
era un material fibrilar completamente desestructurado, especialmente tras 45 mi-
nutos de incubacién. La estructura de las fibras observadas recuerda a las primeras
micrografias TEM de cromosomas metafisicos en presencia de medios de baja fuer-
za i6nica y EDTA, que mostraban emanacién de fibras (Paulson y Laemmli, 1977;
Marsden y Laemmli, 1979; Earnshaw y Laemmli, 1983). Sin embargo, las condicio-
nes de baja fuerza iénica distan enormemente de las que se encuentran en el nticleo
interfasico, lo que sugeria que dichas fibras eran el producto de la desestructura-
cion total o parcial de la cromatina. Por el contrario, el tampén PM (Figura 11.4)
conservaba mejor la estructura del material, pero resultaba muy poco efectivo para
provocar emanaciones de cromatina.

11.3. Desestructuracion de nucleos interfasicos
mediante métodos mecanicos

Para aumentar el nimero de emanaciones de cromatina alrededor de los ntcleos,
se decidi6 aplicar métodos mecdnicos sobre los nicleos interfasicos (ver apartado
9.2). Por medio de estos métodos se esperaba poder desestabilizar lo suficiente la
membrana nuclear para permitir la observacién del material. Las concentraciones
de Mg?T empleadas fueron 2.5 y 5 mM, que cubren los valores de concentracién
observados en el nicleo interfasico (Strick et al., 2001).

11.3.1. Desestructuracion mediante paso por aguja hipodérmica
a presion

La suspension de nicleos interfasicos en tampén C (ver apartado 8.5.2) se pasaba
10 veces a través de una aguja hipodérmica acoplada a una jeringa, justo antes de
la incubacién en presencia de tampén PM (ver procedimiento en seccién 9.2). En
algunos experimentos se anadia triton X-100 en el tampoén de incubacion, que es un
detergente que facilita la desestabilizacion de la membrana nuclear. La Figura 11.5
muestra los resultados obtenidos tras pasar la suspensiéon de ntcleos a través del
orificio de la aguja.
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Figura 11.5: Nicleos interfasicos desestructurados por paso a través de aguja a pre-
sién. Los nucleos interfsicos purificados (ver seccién 8.5), se resuspendieron en tampén C y se
diluyeron con tampén PM con Mgt 2.5 mM (A, C) y 5 mM (B, D). La suspensién de ntcleos
se pasd 10 veces a través del orificio de una aguja y se incubé durante 90 minutos a 37 °C en
presencia de tampén PM con Mg** 2.5 mM (A, C) y 5 mM (B, D). En C y D el tampé6n de
incubacién se complement6 con tritén X-100 (ver seccién 9.2). La extensién sobre rejilla para
TEM se realiz6 por centrifugacién (apartado 7.3.5.2). Barras: A-B 500 nm, C-D 1 pm.

El tratamiento con aguja hipodérmica y la posterior incubacién de la suspensiéon
(Figura 11.5) resulté no ser demasiado efectivo provocando emanaciones de croma-
tina en torno a los nucleos interfasicos. Aunque, en general, los alrededores de los
ntcleos mostraban mas material, encontrar zonas accesibles donde se pudiera apre-
ciar con claridad la estructura de la cromatina resultaba complicado. Una mayor
concentracién de Mg?* en el tampén de incubacién provocaba un ligero aumento en
la compactacion del material visible. Por otro lado, la incorporacion de tritén X-100
en el tampén de incubaciéon aumentaba ligeramente la cantidad de emanaciones,
pero la textura de la cromatina se apreciaba mas laxa.
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11.3.2. Desestructuracion mediante ultrasonidos

Otro de los métodos desestructurantes empleados con el fin de provocar emana-
ciones de cromatina en torno a los ntcleos ha sido el tratamiento con ultrasonidos
(ver procedimiento en seccién 9.2). En algunos experimentos se anadié tritén X-100
durante la sonicacién. La Figura 11.6 muestra los resultados obtenidos empleando
el tratamiento con ultrasonidos.

Figura 11.6: Nicleos interfasicos desestructurados mediante ultrasonidos. Los nicleos
interfasicos se purificaron (ver seccién 8.5), se resuspendieron en tampén C, se diluyeron con
tampén PM con Mg®™ 2.5 mM (A, C) y 5 mM (B, D). La suspensién de nticleos se sometié a
tratamiento con ultrasonidos y se incubé durante 90 minutos a 37 °C en presencia de tampén PM
con Mg®T 2.5mM (A, C) y 5mM (B, D). En C y D el tampén de incubacién se complementé con
tritén X-100 (ver seccién 9.2). La extension sobre rejilla para TEM se realizé por centrifugacion
(ver apartado 7.3.5.2). Barras: A,B y D 1 pum, C 500 nm.

El tratamiento de los niicleos mediante ultrasonidos provocaba un mayor ntimero
de emanaciones de cromatina y, de nuevo, se observaba un ligero aumento de la
compactacion de material en presencia de Mg?* 5 mM. La incorporacién de tritén
X-100 facilitaba ligeramente la emanacién de la cromatina desde el interior nuclear. A
pesar de que algunas zonas presentaban emanaciones de tamafio considerable (Figura
11.6 D), seguia siendo algo esporddico. Para facilitar el estudio de la estructura de
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la cromatina se hacia necesario conseguir emanaciones importantes en torno a la
gran mayoria de ntcleos. La relativa escasez de emanaciones no permitia extraer
conclusiones acerca de la estructura de la cromatina interfasica y obligaba a buscar
tratamientos desestructurantes alternativos.

11.3.3. Desestructuraciéon por agitaciéon con bolas de vidrio

Se ha evaluado también el efecto de la agitacién de la suspension nuclear con
bolas de vidrio como método de desestructuracion de nicleos (ver procedimiento
en seccion 9.2). Las bolas de vidrio se utilizan para disgregar células bacterianas
y eucariotas (Benov y Al-Ibraheem, 2002; Dunn y Wobbe, 2001). Posteriormente
al tratamiento desestructurante, los niicleos eran incubados en presencia de Mg?™
2.5 0 5 mM. El siguiente conjunto de micrografias (Figuras 11.7 - 11.12) muestran
los resultados obtenidos tras realizar diversos ciclos de agitacién de los nucleos en
presencia de bolas de vidrio.

Figura 11.7 (en la pdgina siguiente): Ntcleos interfasicos desestructurados por agita-
cién en presencia de bolas de vidrio. Los nicleos interfasicos se purificaron (ver seccién 8.5),
se resuspendieron en tampén C y se diluyeron con tampén PM con Mg®™ 2.5 mM (A, By C) y
5 mM(A’, B’y C’). La suspensién de ntcleos se sometié a 1 (A-A?), 2 (B-B’) y 4 (C-C?) ciclos
de agitacion en presencia de bolas de vidrio. Finalmente, se incubaron en tubo de 1.5 ml durante
90 minutos a 37 °C (ver protocolo en seccién 9.2). La extension sobre rejilla para TEM se realizé
por centrifugacién (ver apartado 7.3.5.2). Barras: A, B’, 200nm; A’, B, C, C’, 500 nm.
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El empleo de bolas de vidrio como método de desestructuracion permitié obte-
ner las primeras emanaciones importantes de cromatina. Se observaron emanaciones
de tipo laminar en torno a nicleos interfasicos, asi como también un ligero aumen-
to en la compactacién del material en presencia de Mg?* 5 mM. Sin embargo, la
desestructuracién no era visible en toda la rejilla y dificultaba encontrar zonas que
permitieran su estudio. Se decidié entonces variar el método de incubacién. Se sus-
tituy6 la incubacién en tubo por una didlisis desestructurante nocturna en saco (ver
apartado 7.1.1) en presencia de tampén PE (ver Tabla 9.2). A continuacién, se rea-
lizaba otra didlisis en saco frente a tampén PMKN (con concentraciones de Mg?™
de 2.5 y 5 mM). Finalmente, el material se depositaba sobre rejillas para TEM (ver
apartado 7.3.5.2). La Figura 11.8 muestra los resultados obtenidos.

Figura 11.8: Niicleos interfasicos desestructurados por agitacién en presencia de bo-
las de vidrio y dializados con tampén PMKN con Mg?* 2.5 y 5 mM. Los nicleos
interfasicos se purificaron (ver seccién 8.5), se resuspendieron en tampén C y se desestructuraron
por aplicacién de 4 ciclos de agitacién en presencia de bolas de vidrio (ver protocolo en la seccién
9.2). A continuacién, la suspensién nuclear se someti6é a una didlisis desestructurante en tampén
PE (EDTA 10 mM) durante toda la noche a 4 °C y finalmente, a una didlisis estructurante du-
rante 5h con PMKN en presencia de Mg** 2.5 mM (A-A’) y 5 mM (B-B’) a 4 °C (ver apartado
7.1.1). La extensién sobre rejilla para TEM se realizé por centrifugacién (ver apartado 7.3.5.2).
Barras: A, 1 pm; A’, By B’, 200 nm.
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De nuevo, se observaba cierto aumento en la compactacién del material en pre-
sencia de Mg?* 5 mM, pero este método de incubacién no resultaba todavia suficien-
temente efectivo provocando emanaciones de cromatina. Se recurrié entonces a la
incubacion en camara de polipropileno. El hecho de incubar la muestra previamente
depositada sobre la rejilla, podria facilitar la deposicién de cromatina sobre el so-
porte de carbono. También se aumentd el nimero de ciclos de agitacion en presencia
de bolas de vidrio. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 11.9-11.12.

Figura 11.9: Ntcleos interfasicos desestructurados por agitaciéon en presencia de bolas
de vidrio e incubados en cdmara con tampén PMKN (Mg>" 2.5 mM). Los nticleos
interféasicos se purificaron (ver seccién 8.5), se resuspendieron en tampén C y se desestructuraron
por aplicacién de 4 ciclos de agitacién en presencia de bolas de vidrio (ver protocolo en la seccién
9.2). A continuacion, se extendieron sobre rejilla para TEM por centrifugacién (apartado 7.3.5.2)
y se incubaron en cdmara durante 30 minutos (A-A”) o 60 minutos (B-B’) con PMKN (Mg**™ 2.5
mM) a 37 °C (ver apartado 7.1.2). Se muestran emanaciones de tipo laminar en torno a nticleos
interfasicos. Las flechas senalan bordes de placas. Barras: 200 nm.
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Figura 11.10: Ntucleos interfasicos desestructurados por agitacién en presencia de
bolas de vidrio e incubados en cdmara con tampén PMKN (Mg*" 2.5 mM). Los nticleos
interfasicos se purificaron (ver seccién 8.5), se resuspendieron en tampén C y se desestructuraron
por aplicacién de 10 ciclos de agitacién en presencia de bolas de vidrio (ver protocolo en la seccién
9.2). A continuacién, se extendieron sobre rejilla para TEM por centrifugacién (ver apartado
7.3.5.2) y se incubaron en cdmara durante 60 minutos con PMKN (Mg?t 2.5 mM) a 37 °C (ver
apartado 7.1.2). Se muestran emanaciones de tipo laminar en torno a nucleos. Las flechas sefialan
bordes de placas. Barras: 200 nm.

Figura 11.11: Ntcleos interfasicos desestructurados por agitacién en presencia de
bolas de vidrio e incubados en cdmara con tampén PMKN (Mg*" 5 mM). Los ntcleos
interfasicos se purificaron (ver seccién 8.5), se resuspendieron en tampén C y se desestructuraron
por aplicacién de 10 ciclos de agitacién en presencia de bolas de vidrio (ver protocolo en la seccién
9.2). A continuacién, se extendieron sobre rejilla para TEM por centrifugacién (apartado 7.3.5.2)
y se incubaron en cdmara durante 30 minutos con PMKN (Mg** 5 mM) a 37 °C (ver apartado
7.1.2). Se muestran emanaciones en torno a ntcleos interfasicos donde son visibles numerosas
placas (senialadas mediante flechas). Barras: 200 nm.
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Figura 11.12: Nicleos interfasicos desestructurados por agitacion en presencia de bo-
las de vidrio e incubados en caAmara en presencia de tampén PMKN (1\/.[g2Jr 5 mM).
Los nicleos interfdsicos se purificaron (seccién 8.5), se resuspendieron en tampén C y se desestruc-
turaron por aplicacién de 10 ciclos de agitacién en presencia de bolas de vidrio (ver protocolo en la
seccién 9.2). A continuacion, se extendieron sobre rejilla para TEM por centrifugacion (apartado
7.3.5.2) y se incubaron en cdmara durante 120 minutos con PMKN (Mg®™ 5 mM) a 37 °C (ver
apartado 7.1.2). Se muestran emanaciones importantes en torno a nicleos interfdsicos donde son
visibles numerosas placas. Las flechas sefialadan algunos bordes de placas.) Barras: 200 nm.

En resumen, la agitacién en presencia de bolas de vidrio resulté ser un método
de desestructuracién efectivo, y la dialisis de la muestra en cdmara de polipropileno
generaba emanaciones importantes en torno a los nucleos interfasicos. El aumento
del ntimero de ciclos de agitacion a 10 permitié obtener emanaciones importantes
de forma homogénea sobre las rejillas.

La cromatina interfasica emanada de los ntucleos, presenta una morfologia basi-
camente laminar cuya compactacion aumenta proporcionalmente a la concentracion
de Mg?T. Las placas interfasicas tienen un tamano considerablemente menor que las
placas procedentes de cromosomas metafasicos, ampliamente estudiadas en nuestro
grupo de investigacion (Caravaca et al., 2005; Géllego et al., 2009; Castro-Hartmann
et al., 2010). Ademas, asi como las placas emanadas desde cromosomas metafisi-
cos suelen formar agregados multilaminares, las placas interfasicas no parecen tener
tendencia a apilarse.






Capitulo 12

Estructura de la cromatina
interfasica en funcion de la
fase del ciclo celular

Una vez puesto a punto un protocolo de desestructuracion de nicleos, se decidio
aplicarlo a nicleos en diversas fases del ciclo celualar separados mediante citometria
de flujo.

12.1. Estructura de la cromatina en la fase G;

En las paginas siguientes se muestran micrografias TEM de niticleos en fase G
tras ser sometidos a dos tratamientos desetructurantes: la agitacion con bolas de
vidrio y el paso a través de aguja hipodérmica. Se han ensayado diversas condiciones
de incubacion, variando también la temperatura y el tiempo de incubacién, para
evaluar el efecto que éstas variables tenian sobre el rendimiento de la emanacién de
cromatina de los ntcleos interfasicos.
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Figura 12.1: Nicleos interfasicos en fase G; desestructurados por agitacién en pre-
sencia de bolas de vidrio e incubados en cAmara en presencia de tampén PMKN. Los

niicleos interfisicos se purificaron (ver seccién 8.5), se resuspendieron en tampén PMKN (Mg**+ 5

mM), se separaron del resto de nicleos y se desestructuraron por aplicacién de 6 ciclos de agitacién
en presencia de bolas de vidrio (ver protocolo en la seccién 9.2). A continuacién, se extendieron
sobre rejilla para TEM por centrifugacion (apartado 7.3.5.2) y se incubaron en cdmara durante
60 minutos con PMKN (Mg®* 5 mM) a 37 °C (ver apartado 7.1.2). Se muestran emanaciones
de tipo laminar en torno a nicleos interfasicos en fase Gi; las flechas sefialan bordes de algunas
placas. Barras: 200 nm.

Tal como se ha observado en el capitulo anterior y segin los resultados que se
muestran en la Figura 12.1, el tratamiento con bolas de vidrio y la posterior incuba-
cién en presencia de Mgt 5 mM resultaba ttil para la produccién de emanaciones
de cromatina en torno a nicleos. Sin embargo, la enorme pérdida de material duran-
te la separacion nuclear, junto con la posible adhesion de los nucleos a las bolas de
vidrio, provocé que la cantidad de ntcleos sobre las rejillas de TEM fuera muy esca-
sa. Se decidié entonces recurrir de nuevo al tratamiento mediante aguja hipodérmica
como método de desestructuraciéon de nicleos. Las Figuras 12.2 y 12.3 muestran los
resultados obtenidos.
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Figura 12.2: Ntcleos interfasicos en fase G; desestructurados por paso a través de
aguja a presion e incubados en tubo en presencia de tampén PMKN. Los nticleos
interfasicos se purificaron (seccién 8.5), se resuspendieron en tampén PMKN (Mg?t 5 mM), se
separaron del resto de nicleos (ver apartado 9.3) y se desestructuraron tras pasar la suspensién
nuclear 10 veces a través de una aguja (ver protocolo en la seccién 9.2). Se incubaron en tubo
de 1.5 ml durante toda la noche a 37 °C en presencia de PMKN (Mg®" 5 mM). Finalmente,
se extendieron sobre rejilla para TEM por centrifugacién (apartado 7.3.5.2). Las flechas senalan
bordes de placas. Barras: 200 nm.

Figura 12.3: Ntcleos interfasicos en fase G; desestructurados por paso a través de
aguja a presion e incubados en tubo en presencia de tampén PMKN. Los nticleos
interfisicos se purificaron (seccién 8.5), se resuspendieron en tampén PMKN (Mg*™ 5 mM), se
separaron del resto de nicleos (ver apartado 9.3) y se desestructuraron tras pasar la suspensién
nuclear 20 veces a través de una aguja (ver protocolo en la seccién 9.2). A continuacién, se
extendieron sobre rejilla para TEM por centrifugacién (apartado 7.3.5.2) y se incubaron en cdmara
durante toda la noche a 37 °C en presencia de PMKN (Mg®* 5 mM) (ver apartado 7.1.2). Se
muestran emanaciones laminaresdesde nicleos en fase Gi; las flechas sefialan bordes de algunas
placas. Barras: 200 nm.
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La sustitucién del método de desestructuracion inicial por el tratamiento con
aguja hipodérmica permitié aumentar la cantidad de material en las rejillas de
microscopia. Cualquiera que fuera el método de desestructuracién empleado, los
ntcleos en fase G; mostraban emanaciones laminares junto a agregados amorfos. No
se apreciaban diferencias significativas en cuanto a dializar la muestra en rejilla o
incubarla en solucién. La temperatura de incubacién tampoco afecta a la morfologia
del material. Las placas observadas suelen presentar un tamano reducido y escasa
tendencia al apilamiento, en comparacién con las placas metafasicas (Géallego et al.,
2009; Castro-Hartmann et al., 2010; Milla y Daban, 2012).

12.2. Estructura de la cromatina en la fase S

A continuacion, se muestran micrografias de TEM de ntcleos en fase S tras ser
sometidos a dos tratamientos desestructurantes: la agitacion con bolas de vidrio y el
paso a través de aguja hipodérmica. De nuevo, se han ensayado diversas condiciones
de incubacién, variando la temperatura y el tiempo de incubacién para evaluar el
efecto que éstas variables provocaban en el rendimiento de emanacién de cromatina.
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Figura 12.4: Nucleos interfasicos en fase S desestructurados por agitacién en pre-
sencia de bolas de vidrio e incubados en cdmara en presencia de tampén PMKN.
Los niicleos interfisicos se purificaron (seccién 8.5), se resuspendieron en tampén PMKN (Mg?™
5 mM), se separaron del resto de ntcleos (ver apartado 9.3) y se desestructuraron por aplica-
cién de 7 ciclos de agitacién en presencia de bolas de vidrio (ver protocolo en la seccién 9.2).
A continuacién, se extendieron sobre rejilla para TEM por centrifugacién (apartado 7.3.5.2) y
se incubaron en cdmara durante 60 minutos con PMKN (Mg?™ 5 mM) a 37 °C (ver apartado
7.1.2). Se muestran emanaciones en torno a ntcleos en fase S; las felchas serialan algunos bordes
evidentes de placas. Barras: 200 nm.

Como en el caso de los niicleos en fase G, la agitacion en presencia de bolas de
vidrio provocaba pérdida de material por la adsorcion a la superficie de las bolas.
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El hecho de que en una poblacién de nicleos, las fases S y Go sean las menos
pobladas, junto a la pérdida de material que suponia la separaciéon nuclear, tenia
como resultado que la cantidad de material sobre las rejillas era minima. Se aplico
entonces el tratamiento mediante aguja hipodérmica. La Figura 12.5 muestra los
resultados obtenidos.

Figura 12.5: Ntcleos interfasicos en fase S desestructurados por paso a través de aguja
a presién e incubados en tubo en presencia de tampén PMKN. Los nicleos interfasicos
se purificaron (seccién 8.5), se resuspendieron en tampén PMKN (Mg®™ 5 mM), se separaron del
resto de nicleos (ver apartado 9.3) y se desestructuraron tras pasar la suspensién nuclear 10 veces
a través de una aguja (ver protocolo en la seccién 9.2). A continuacién, se incubaron en tubo de
1.5 ml durante toda la noche a 37 °C en presencia de PMKN (Mg®™ 5 mM) y se extendieron sobre
rejilla para TEM por centrifugaciéon (apartado 7.3.5.2). Las felchas sefialan bordes evidentes de
algunas placas de tamafo reducido. Barras: 200 nm.
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Tras el tratamiento de los nicleos con aguja hipodérmica se conseguia que las
rejillas presentaran més material. En la fase S, la cromatina observada presentaba
una morfologia entre granular y laminar, muy similar a la observada en la fase Gj.
No se aprecian diferencias significativas en funcién del método de incubacién ni de
la temperatura empleada. Las placas observadas en esta fase también presentan un
tamano reducido y escasa tendencia al apilamiento.

12.3. Estructura de la cromatina en la fase G,

También se ha estudiado la estructura de la cromatina procedente de niicleos en
fase Go tras someterlos a agitaciéon en presencia de bolas de vidrio (Figura 12.6) o
bien desestructurados mediante aguja hipodérmica (Figuras 12.7 y 12.8).

Figura 12.6: Nucleos interfasicos en fase S desestructurados por agitacién en presen-
cia de bolas de vidrio e incubados en ciAmara en presencia de tampén PMKN. Los
nucleos interfasicos se purificaron (seccién 8.5), se resuspendieron en tampén PMKN (Mg;2+ 5
mM), se separaron del resto de ntcleos (ver apartado 9.3) y se desestructuraron por aplicacién de
7 ciclos de agitacién en presencia de bolas de vidrio (ver protocolo en la seccién 9.2). A continua-
cién, se extendieron sobre rejilla para TEM por centrifugacién (apartado 7.3.5.2) y se incubaron
en cdmara durante 60 minutos con PMKN (Mgt 5 mM) a 37 °C (ver apartado 7.1.2). Las felchas
sefialan bordes evidentes de algunas placas. Barras: 200 nm.
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El tratamiento con bolas de vidrio, a pesar de que permitia obtener emanaciones
importantes en torno a los niicleos interfasicos, provocaba una pérdida considerable
de material, que quedaba adsorbido a las bolas. También en este caso, se recurrié al
tratamiento mediante aguja hipodérmica.

Figura 12.7: Nucleos interfasicos en fase G2 desestructurados por paso a través de
aguja a presiéon e incubados en cdmara en presencia de tampén PMKN. Los niucleos
interfésicos se purificaron (seccién 8.5), se resuspendieron en tampén PMKN (Mgt 5 mM), se
separaron del resto de ntcleos (ver apartado 9.3) y se desestructuraron tras pasar la suspensién
nuclear 10 veces a través de una aguja (ver protocolo en la seccién 9.2). A continuacién, se
extendieron sobre rejilla para TEM por centrifugacién (apartado 7.3.5.2) y se incubaron en cdmara
durante 60 minutos con PMKN (Mg*™ 5 mM) a 37 °C (ver apartado 7.1.2). Las flechas sefialan
bordes de algunas placas. Barras: 200 nm.
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Figura 12.8: Ntcleos interfasicos en fase G, desestructurados por paso a través de
aguja a presion e incubados en cidmara en presencia de tampén PMKN. Los nticleos
interfisicos se purificaron (seccién 8.5), se resuspendieron en tampén PMKN (Mgt 5 mM), se
separaron del resto de nicleos (ver apartado 9.3) y se desestructuraron tras pasar la suspensién
nuclear 20 veces a través de una aguja (ver protocolo en la seccién 9.2). A continuacién, se
extendieron sobre rejilla para TEM por centrifugacion (apartado 7.3.5.2) y se incubaron en cdmara
con PMKN (Mg?" 5 mM) a 37 °C durante toda la noche (ver apartado 7.1.2). Las flechas sefialan
bordes evidentes de algunas placas. Barras: 200 nm.

La desestructuracion de los ntcleos empleando aguja hipodérmica mejoraba el
rendimiento en la emanacion de la cromatina desde los nticleos. Tras pasar la muestra
10 0 20 veces a través de la aguja hipodérmica se observaban gran cantidad de placas
de tamano reducido sobre el soporte de las rejillas. La morfologia observada para la
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cromatina en fase Go era entre granular y laminar, combinada con la presencia de
agregados amorfos. Cabe senalar que la cromatina procedente de nticleos en fase Go
presenta una mayor compactacién que en el resto de fases analizadas. En general, las
placas de cromatina procedentes de niicleos en fase Go tampoco presentan tendencia
al apilamiento. No se observaban grandes diferencias en funcién del tipo o tiempo
de incubacién, ni tampoco en funcién de la temperatura empleada.



Capitulo 13

Estudio de la autoasociacion
de fragmentos de cromatina
interfasica

Se ha realizado un estudio sobre la capacidad autoasociativa de la cromatina in-
terfdsica, como ya se hizo en nuestro laboratorio con la cromatina metafdsica (Milla,
2011). Inicialmente, se determinaron las condiciones dptimas de autoasociacion de
la cromatina interfdsica, para luego aplicarlas sobre nicleos separados en funcion de
la fase del ciclo celular. El objetivo del estudio era poder evaluar si existen cambios
en las propiedades de la cromatina a lo largo del ciclo celular. En el presente capitulo
se muestran los resultados obtenidos en estos estudios.

13.1. Analisis de los fragmentos de cromatina obtenidos

El resultado de la digestién de la cromatina interfasica con nucleasa micrococal
fue analizado (ver procedimiento en la seccién 9.4). La dilucién lenta de la muestra
digerida con tampoén de baja fuerza iénica (tampén PE) provocaba la desconden-
sacion del material y permitia la visualizacién de los tipicos “collares de perlas”
sobre la superficie de las rejillas para TEM. En la Figura 13.1 pueden verse algunos
ejemplos.
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Figura 13.1: Micrografias de TEM de cromatina interfasica digerida con nucleasa
micrococal. Los ntcleos interfasicos purificados (ver seccién 8.5), fueron digeridos con nucleasa
micrococal (1:100) durante 10 (A-B) y 30 minutos (C-F) a 37 °C y diluidos con Pipes 1 mM y
EDTA 1 mM (ver seccién 9.4) (ver protocolo en la seccién 9.4). La fijacién con glutaraldehido se
realiz6 en solucién (ver apartado 7.3.6.1) y, posteriormente, el material se extendi6 sobre rejillas
para TEM (apartado 7.3.5.2). Barras: 100 nm.

En la Figura 13.2 se muestran dos ejemplos del andlisis de la digestién en expe-
rimentos tipicos de autoasociacion de cromatina interfasica. El andlisis se realizaba
en geles desnaturalizantes de agarosa al 0.7% (p/v) que contenian SDS al 0.1 %
(v/v) (ver apartado 9.4.3). De acuerdo con el hecho de que la longitud de DNA
correspondiente a un nucleosoma es de aproximadamente 200 pb, el producto de
la digestion eran fragmentos con un peso molecular miultiplo de unos 200 pb. En
el gel de la Figura 13.2-A puede observarse una gran dispersiéon de tamanos, que
van desde fragmentos de dos nucleosomas (~400 pb) hasta largos fragmentos de 20
nucleosomas (~4000 pb). La banda superior en el gel indica la presencia de material
sin digerir. La concentraciéon de nucleasa micrococal empleada en este caso era de
1072 U/ml. En el caso de la Figura 13.2-B el material se ha digerido completamente,
ya que no se observa banda en la parte superior del gel. El carril derecho (digestién
con nucleasa micrococal 10! U/ml) muestra fragmentos de 1-6 nucleosomas, siendo
la longitud correspondiente a un solo nucleosoma la méas comin, lo que indica una
excesiva digestion. El carril central (digestién con nucleasa micrococal 1072 U/ml)
muestra la presencia de fragmentos de 2-10 nucleosomas, siendo mas abundantes
los fragmentos de 4-6 nucleosomas. Generalmente, se empleaba una concentracion
de nucleasa micrococal de 1072 U/ml, y la digestién se llevaba a cabo durante 15
minutos a 37 °C.
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Figura 13.2: Andlisis mediante electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa. El
gel contiene 0.7 % (p/v) de agarosa y 0.1 % (v/v) de SDS preparado en TBE (ver apartado 9.4.3).
A Resultado de la digestién de niicleos interfasicos con nucleasa micrococal (1072 U/ml) durante
15 minutos a 37 °C. B Resultado de la digestién de ntcleos interfasicos con nucleasa micrococal
(1:100 carril central; 1:1000 carril derecho) durante 1 hora a 37 °C. P corresponde al patrén de
peso molecular DRIgest 111 (GE-Healthcare).

13.2. Formacion de placas de cromatina interfasica

La cromatina proveniente de la digestién de los nicleos interfasicos con nucleasa
micrococal fue dializada en presencia de tampén PMKN con concentraciones de
Mg?t de 2.5-5 mM, la concentracién que corresponde al ntcleo interfisico, hasta
17 mM, la concentracién tipica en el cromosoma metafasico (Strick et al., 2001,
ver protocolo en la secciéon 9.5). Ensayando estas concentraciones de magnesio se
pretendia evaluar el efecto compactante de éste ion divalente sobre el material. Las
Figuras 13.3-13.12 muestran los resultados obtenidos.
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Figura 13.3: Agregados de cromatina interfiasica formados por autoasociaciéon de
fragmentos dializados en presencia de tampén PMKN (Mg?" 2.5 mM) durante 6
horas a 4 °C (ver protocolo en la seccién 9.5). Barras: 200 nm.
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Figura 13.4: Agregados y placas formadas por autoasociacién de fragmentos de cro-
matina interfasica dializados en presencia de tampén PMKN (Mg?" 2.5 mM) durante
6 horas a 4 °C (ver protocolo en la seccién 9.5). Barras: 200 nm.
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Figura 13.5: Agregado del que emanan placas formadas por autoasociacién de frag-
mentos de cromatina interfisica dializados en presencia de tampén PMKN (Mg>" 5
mM) durante 6 horas a 4 °C (ver protocolo en la seccién 9.5). Barras: 200 nm.

Figura 13.6: Placas alargadas formadas por autoasociacién de fragmentos de croma-
tina interfisica dializados en presencia de tampén PMKN (Mg®"™ 5 mM) durante 6
horas a 4 °C (ver protocolo en la seccién 9.5). Barras: 200 nm.
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Figura 13.7: Placas de tamaino considerable con varios pisos formadas por autoaso-
ciacién de fragmentos de cromatina interfasica dializados en presencia de tampén
PMKN (Mg?"™ 5 mM) durante 6 horas a 4 °C (ver protocolo en la seccién 9.5).
Barras: 200 nm.
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Figura 13.8: Placas formadas por autoasociacién de fragmentos de cromatina in-
terfasica dializados en presencia de tampén PMKN (Mg>" 10 mM) durante 6 horas
a 4 °C (ver protocolo en la seccién 9.5). Barras: 200 nm.
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Figura 13.9: Placas alargadas formadas por autoasociaciéon de fragmentos de croma-
tina interfasica dializados en presencia de tampén PMKN (Mg2+ 10 mM) durante 6
horas a 4 °C (ver protocolo en la seccién 9.5). En la micrografia inferior pueden observarse
gran numero de pequenos cuerpos circulares sobre la superficie de las placas. Barras: 200 nm.
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Figura 13.10: Agregados con placas de diversos tamanos formadas por autoasociacién
de fragmentos de cromatina interfasica dializados en presencia de tampén PMKN
(Mg** 10 mM) durante 6 horas a 4 °C (ver protocolo en la seccién 9.5).

Barras: 200 nm.
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Figura 13.11: Gran agregado del que emanan placas de diversos tamanos formadas
por autoasociacion de fragmentos de cromatina interfasica dializados en presencia de
tampén PMKN (Mg?"t 17 mM) durante 6 horas a 4 °C (ver protocolo en la seccién
9.5). Véase también la cantidad de pequenos cuerpos circulares sobre la superficie de las placas.
Barras: 200 nm.
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Figura 13.12: Agregados laminares y placas formadas por asociacién de fragmentos
de cromatina interfasica dializados en presencia de tampén PMKN (Mg2+ 17 mM)
durante 6 horas a 4 °C (ver protocolo en la seccién 9.5). Barras: 200 nm.
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Los resultados muestran numerosas placas de tamafos diversos en cualquiera
de las condiciones ensayadas, lo cual demuestra que la cromatina interfasica tiene
tendencia a autoasociarse para formar estructuras laminares. Algunas placas llegan
incluso a superar 1 pum de longitud. Las placas metafasicas son multilaminares y
ocupan grandes superficies (Gallego et al., 2009; Castro-Hartmann et al., 2010; Mi-
lla y Daban, 2012). Las placas interfasicas pueden llegar a ser comparables a las
metafasicas en longitud, pero en general son mas alargadas y tienen poca tendencia
a formar multicapas (Figuras 13.3-13.7). Puede observarse también un aumento de
la compactaciéon del material a medida que aumenta la concentracién de magnesio,
apreciable sobre todo en los grandes agregados. En condiciones iénicas proximas a la
metafase (Mg?t 10 y 17 mM; Figuras 13.8-13.12), las placas interfisicas conservan
la forma alargada, y contienen muchos cuerpos redondeados en la superficie. El he-
cho de que se mantengan sus caracteristicas diferenciales practicamente invariables,
aun bajo condiciones propias de la metafase, sugiere que las propiedades de asocia-
cion de la cromatina durante la interfase difieren de las que presenta la cromatina
metafasica.

Algunos cuerpos circulares presentes sobre las placas tienen un didmetro apro-
ximado de 30 nm y son similares a los que se observan a menudo en el fondo de las
rejillas de las preparaciones de cromatina. Estas estructuras han sido descritas en
diversos trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion a partir de cromatina
de eritrocito de pollo, como pequenos fragmentos de cromatina plegados en forma
de solenoide interdigitado compacto (Bartolomé et al., 1994; Bartolomé et al., 1995;
Caio, 2007). Pero la mayoria de los que estan sobre las placas son de menor didmetro
y podrian corresponder a pequeiios agregados de nucleosomas. En ocasiones, parece
que los cuerpos circulares acabarian siendo incorporados a placas si el proceso de
autoasociacion continuase produciéndose (ver Figura 13.13).
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Figura 13.13: Agregados y placas de cromatina junto a gran cantidad de cuerpos de
30 nm. Se observan agregados de 30 nm distribuidos alrededor y sobre las placas de cromatina.
Barras: 200 nm.
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13.3. Formacion de placas de cromatina en diferentes
fases del ciclo celular

Tras evaluar la capacidad asociativa de la cromatina interfasica, se decidié reali-
zar el mismo experimento, pero esta vez empleando cromatina procedente de nicleos
separados en diversos estadios de la interfase (ver protocolo en la seccién 9.5). Se
esperaba poder detectar diferencias estructurales en funcion de la fase de la que
procediera el material. Durante la realizacién de estos experimentos, la didlisis se
realizé empleando concentraciones interfasicas de Mg?* (2.5 y 5 mM) (Strick et al.,
2001).

Las Figuras 13.14-13.17 muestran agregados que presentan regiones amorfas,
asi como también placas de diversos tamanos, producidas por autoasociacién de
fragmentos de cromatina en fase Gi. Se puede observar que las placas obtenidas por
dialisis en presencia de Mg?T 5 mM tienen un mayor tamafio y son mas compactas.

Figura 13.14: Agregado del que emanan placas obtenidas por autoasociacién de frag-
mentos de cromatina en fase G, dializados en presencia de Mg?" 2.5 mM durante 6h
a 4 °C. Las micrografias A, B y C muestran ampliaciones de las zonas senaladas.

Barras: 200 nm.
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Figura 13.15: Placas de diversos tamanos obtenidas por autoasociaciéon de fragmentos
de cromatina en fase G; dializados en presencia de Mg2+ 2.5 mM durante 6 h a 4 °C.
Barras: 200 nm.

En las Figuras 13.16 y 13.17 pueden verse diversas placas en formacion. La mi-
crografia 13.16 A muestra fibras en proceso de estructuraciéon para formar agregados
laminares; B-C muestran agregados laminares en estado avanzado de compactacion.
Puede observarse como las capas superficiales parecen estar ain en proceso de es-
tructuracién, por la gran cantidad de rugosidades que presentan.

Figura 13.16: Placas en formacién obtenidas por autoasociacién de fragmentos de
cromatina en fase G, dializados en presencia de Mg?" 5 mM durante 6 h a 4 °C.
Barras: 200 nm.
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Figura 13.17: Placas obtenidas por autoasociacién de fragmentos de cromatina en
fase G; dializados en presencia de Mg2+ 5 mM durante 6 h a 4 °C. Barras: 200 nm.

Las Figuras 13.18-13.21 muestran pequenas placas alargadas en formacién a par-
tir de fibras, agregados amorfos y placas de diversos tamanos obtenidos por auto-
asociacién de fragmentos de cromatina de nticleos en fase S. Se puede observar que
las placas obtenidas por didlisis en presencia de Mg?t 5 mM suelen ser mds com-
pactas, de mayor tamano y presentan menor numero de cuerpos circulares sobre
su superficie (Figuras 13.20 y 13.21). Las placas alargadas son més abundantes en
presencia de Mg?™ 2.5 mM (Figuras 13.18 y 13.19). La Figura 13.18 A muestra pe-
quenas laminas espiculares formadas a partir de fibras, en B comienzan a apreciarse
estructuras laminares de tamano importante y C muestra un agregado laminar de
tamafo considerable junto a otro agregado con placas pequenas.

Figura 13.18: Placas en formacién por autoasociacién de fragmentos de cromatina
en fase S dializados en presencia de Mg?" 2.5 mM durante 6 h a 4 °C. Barras: 200 nm.



128 Estudio de la autoasociacién de fragmentos de cromatina interfasica

Figura 13.19: Agregados laminares obtenidos por autoasociacién de fragmentos de
cromatina en fase S dializados en presencia de Mg 2.5 mM durante 6 h a 4 °C. A
y B muestran ampliaciones de las zonas sefialadas. Barras: 200 nm.
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Figura 13.20: Placas obtenidas por autoasociacién de fragmentos de cromatina en
fase S dializados en presencia de Mg®"™ 5 mM durante 6 h a 4 °C. Barras: 200 nm.

Figura 13.21: Mas ejemplos de placas obtenidas por autoasociacién de fragmentos
de cromatina en fase S dializados en presencia de Mg?" 5 mM durante 6 h a 4 °C.
Barras: 200 nm.
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Las Figuras 13.22-13.25 muestran pequenas placas alargadas en formaciéon a
partir de fibras, agregados laminares y placas de diversos tamafnos obtenidos por
autoasociacion de fragmentos de cromatina correspondiente a ntucleos en fase Go.
De nuevo, se aprecia que las placas obtenidas por didlisis en presencia de Mg?*t 5
mM son mas compactas y generalmente mas grandes.

Figura 13.22: Placas en formacién obtenidas por autoasociacién de fragmentos de
cromatina en fase G, dializados en presencia de Mg?* 2.5 mM durante 6 h a 4 °C.
Barras: 200 nm.
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Figura 13.23: Placas obtenidas por autoasociacién de fragmentos de cromatina en
fase G, dializados en presencia de Mg?" 2.5 mM durante 6 h a 4 °C. Barras: 200 nm.

Figura 13.24: Mas ejemplos de placas obtenidas por autoasociacién de fragmentos
de cromatina en fase G, dializados en presencia de Mg?" 5 mM durante 6 h a 4 °C.
Barras: 200 nm.
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Figura 13.25: Grandes agregados laminares obtenidos por autoasociacién de frag-
mentos de cromatina en fase G, dializados en presencia de Mgt 5 mM durante 6 h
a 4 °C. Barras: 200 nm.

En conjunto, los resultados presentados en este capitulo indican que la cromatina
procedente de los tres periodos en los que se divide la interfase (G, S y G2), tiene
la capacidad intrinseca de autoasociarse para formar estructuras laminares. Apa-
rentemente, las estructuras formadas son menos compactas y con menor tendencia
a formar multicapas que las placas autoasociadas a partir de cromatina metafasica
(Milla, 2011; Milla y Daban, 2012).



Capitulo 14

Estructura de la cromatina en
los cromosomas metafasicos:
Preparacion de muestras y
analisis mediante SAXS

El presente capitulo se centra en el estudio de la estructura de la cromatina en
los cromosomas metafdsicos. Se incluye la preparacion de muestras y el andlisis de
los patrones de dispersion de cromosomas metafdsicos obtenidos mediante SAXS.

14.1. Resultados obtenidos en la preparacion de
muestras: Observacion de cromosomas

En cada uno de los experimentos realizados, se evaluaba la cantidad y calidad
de los cromosomas antes y después de la realizaciéon de los tratamientos pertinentes.
Para ello, se extraia una alicuota de la suspensiéon de cromosomas y se depositaba
por centrifugacion sobre rejillas para TEM. La Figura 14.1 muestra micrografias
de cromosomas integros y compactos observados en controles preparados tras la
purificacién en gradiente escalonado de sacarosa (ver protocolo en la seccién 10.2).
En ocasiones en que los cromosomas, atin en condiciones estructurantes, perdian su
integridad, han podido observarse placas (ver Figura 14.2). De nuevo, el fondo de
las preparaciones de cromatina metafasica presentaba gran cantidad de agregados y
cuerpos circulares de unos 30 nm, como se aprecia en la Figura 14.3.
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Figura 14.1: Micrografias de cromosomas purificados a través de gradiente escalonado
de sacarosa. La extension se realizé por centrifugacién (seccién 7.3.5.2), el material se fijé sobre
rejilla (seccién 7.3.6) y se platiné siguiendo el protocolo habitual (seccién 7.3.7). Barras: 200 nm.
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Figura 14.2: Cromosoma con emanaciones laminares. Los cromosomas fueron purificados
en gradiente escalonado de sacarosa, diluidos 5 veces con tampén PM y dializados durante 4 h en
presencia de tampén PM. Barras: 500 nm.

Figura 14.3: Pequeiios agregados circulares de cromatina metafasica de ~30 nm de
didmetro. Barra: 500 nm.
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14.2. Resultado del andlisis de cromosomas mediante
SAXS

Se han realizado muchos estudios para comprender la estructuraciéon de la cro-
matina en el interior de los cromosomas metafasicos. Tal como se ha comentado
a lo largo de la introduccién de este trabajo, han sido propuestos diversos modelos
estructurales que consideran las fibras de 30 nm el elemento estructural fundamental
de la cromatina (ver seccién 4.4). Diversos estudios basados en técnicas bioquimicas
(TEM y SAXS) apoyan los modelos basados en fibras de 30 nm (Finch y Klug,
1976; Woodcock et al., 1984; Widom y Klug, 1985; Bordas et al., 1986; Schalch
et al., 2005; Robinson et al., 2006). Lo cierto es que muchos de estos estudios se han
realizado bajo condiciones de baja fuerza iénica, que distan considerablemente de
las condiciones celulares in vivo. Estudios previos de Poirier et al. (2002) han eva-
luado el efecto de cationes con diferente tamano y carga sobre la condensacién de la
cromatina metafasica. Estos autores concluyen que las interacciones electrostaticas
entre la cromatina y los cationes juegan un papel importante en la compactacién
y mantenimiento de la estructura del cromosoma metafasico. Por esta razon, otros
autores han intentado estudiar la estructura del cromosoma en condiciones préximas
a las que se encuentran en la célula. Las técnicas de crio-EM presentan la ventaja de
que permiten la observacién del material in situ. Los resultados obtenidos al apli-
car esta técnica al estudio estructural del cromosoma no muestran fibras de 30 nm
(McDowall et al., 1986; Eltsov et al., 2008; Maeshima et al., 2010).

El reciente trabajo de Nishino et al. (2012), que aplica la técnica de SAXS al
estudio de la estructura interna del cromosoma, muestra unos perfiles de SAXS en
los que aparece una senal correspondiente a distancias de aproximadamente 30 nm.
Los autores han empleado también la técnica de crio-EM para el estudio del cromo-
soma. Las micrografias muestran agregados granulares en torno a los cromosomas,
cuyo tamano es similar al del ribosoma. Al analizar cromosomas previamente des-
provistos de ribosomas mediante SAXS, los autores han observado céomo la senal
correspondiente a 30 nm desaparece. Concluyen, por tanto, que la senal de 30 nm
corresponde a ribosomas y no a fibras de 30 nm en el interior del cromosoma.

En nuestros experimentos en la estacion de difraccién de rayos X para materiales
no-cristalinos del sincrotrén ALBA (ver métodos en la seccién 10.3), hemos obtenido
patrones de dispersion de cromosomas preparados en presencia de diversas condicio-
nes ionicas (ver Tabla 10.2). En todas las condiciones ensayadas se han observado las
sefiales tipicas de la estructura interna del nucleosoma (2.8 y 3.7 nm). La senal a 11
nm, correspondiente a la distancia entre columnas paralelas de nucleosomas, mues-
tra muy poca intensidad; la sefial a 30 nm, correspondiente a la distancia repetida
entre fibras empaquetadas de 30 nm (Widom y Klug, 1985), inicamente es visible
en condiciones poco compactantes (Mg?t 5mM y EDTA 100 mM). En condiciones
estructurantes, pero sobretodo en condiciones iénicas propias de la metafase (Mg?™
17 mM, K™ 120 mM y Na™ 20 mM) aparece una sefial prominente centrada a 6 nm.
Esta distancia corresponde a interacciones cara-cara entre nucleosomas. Ademads, tal
como se indicara en el proximo capitulo, es equivalente a la distancia entre placas
adyacentes.



14.2 Resultado del analisis de cromosomas mediante SAXS 137

19 1mM Co(NH)* ™7 17 mM Mg 191 5 mM Mg*? 91 100 mmEDTA
120 mM K* L300m 10 mM Na*
181, 1.8 4 20 mM Na* 1.8 4 18 4
17 17 z 17 4
186 1 164" 16
3 = = . 3
< <18 L <151 . <15
& T 37 nm &= . & s
w ) w - w0
g & il =141 % Z14
@ = .
=] §' 28nm 2 3 ’
13 1 134,
12 4 12 4
1.1 1 1.1 4
10 ; . 10 . . 10 r - 10 . | .
00 02 04 06 00 02 04 06 00 02 04 06 0o 02 04 06
S (nm-) S (nm-) S (nm) S (nm-)

Figura 14.4: Perfiles de SAXS de cromosomas metafiasicos adquiridos en presencia de
diversas condiciones i6nicas. Se representa log(IxS?) en funcién de S, siendo I la intensidad
media y S el vector de scattering.






Capitulo 15

Estructura de la cromatina en
los cromosomas metafasicos:
Caracterizacion ultraestructural
mediante crio-ET

El presente capitulo se centra en el estudio de la estructura de la cromatina en los
cromosomas metafdsicos. Este capitulo incluye la caracterizacion ultraestructural de
las placas de cromatina metafdsica realizada mediante crio-tomografia electronica.

15.1. Resultados obtenidos en la preparaciéon de suspen-
siones de cromatina metafasica para su estudio
mediante crio-ET

Para la realizacion de experimentos de crio-ET era necesario obtener una suspen-
sién suficientemente concentrada de cromatina metafasica. Los cromosomas purifi-
cados en gradiente escalonado y diluidos posteriormente 5 veces con tampon PM, se
desestructuraban parcialmente al hacerlos pasar varias veces a través de una aguja
hipodérmica acoplada a jeringa. A continuacion, se sometian a didlisis a 37 °C du-
rante 2 h y, finalmente, eran depositados sobre rejilla para TEM por centrifugacion
(ver métodos en el capitulo 10). El rendimiento de la preparacion se evalué en el
microscopio electrénico de transmision.

Los primeros experimentos se realizaron empleando el tampén MT para provocar
la lisis celular y el tampén PM con una concentracién de Mg?* de 17 mM durante el
resto del proceso (ver Tabla 10.1). Se decidié emplear estas condiciones experimen-
tales ya que la lisis con tritén X-100 y Mg?* durante la obtencién de cromosomas
para SAXS habia resultado dar muy buen rendimiento, y en segundo lugar porque
esta descrito que el cromosoma metafasico contiene una concentracién de Mg?T de
17 mM (Strick et al., 2001) y dicha condicién mostraba placas muy compactas. La
Figura 15.1 resume los resultados obtenidos en los primeros experimentos.
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Figura 15.1: Placas de cromatina obtenidas a partir de cromosomas purificados en
gradiente escalonado de sacarosa, desestructurados tras pasar la suspensién 15 veces
a través de aguja a presién y didlizados en presencia de Mg?" 17 mM a 37 °C durante
2 h. En A y B la muestra fue depositada sobre rejillas para TEM justo después de la didlisis. En
C la muestra obtenida tras la dialisis se conservé en bafio de hielo durante 42 h. Barras: 200 nm.

Puesto que las adquisiciones de las series tomograficas iban a realizarse en el
Max-Planck Institut fiir Biochemie (Martinsried, Miinchen), y la muestra debia ser
trasladada a 4 °C, era necesario asegurar la completa integridad de las placas prepa-
radas el dia anterior en la UAB. Para evaluar el efecto del tiempo sobre la suspension
de placas, se mantuvieron en bafio de hielo durante 42 h y, a continuacion, fueron
depositadas sobre rejillas para TEM. Tras este tiempo, las placas eran equivalentes
a las que fueron depositadas el mismo dia de su preparacién (ver Figura 15.1 C).

Tras varios intentos para obtener una gran cantidad de placas en las preparacio-
nes, se llegé a la conclusién de que el empleo de una concentracién de Mg?+ de 17
mM provocaba tal compactacion del material que aumentaba el niimero de grandes
agregados, pero reducia notablemente la presencia de placas en la superficie de las
rejillas para TEM. Por esta razon, se decidié disminuir la concentracién de Mg?*.
Se sustituy6 la lisis con tampén MT por la lisis con tampén PA y en el resto del
proceso se empled Mg?t 5 mM. Esta condicién demostré ser mucho maés efectiva
para producir suspensiones concentradas de placas.

La Figura 15.2 muestra placas obtenidas a partir de cromosomas purificados en
gradiente escalonado de sacarosa (ver seccién 10.2), diluidos 5 veces con PM (Mg?*
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5 mM), desestructurados tras pasar 20 veces a través de una aguja hipodérmica
acoplada a jeringa y dializados a 37 °C durante 4h con tampén PM (Mg?* 5 mM;
ver procedimiento en la seccién 10.4.3). La muestra se desposité por centrifugacién
sobre rejillas para TEM (ver apartado 7.3.5.2).

Figura 15.2: Placas de cromatina obtenidas a partir de cromosomas purificados en
gradiente escalonado de sacarosa, desestructurados tras pasar la suspensién de cro-
mosomas 20 veces a través de aguja a presién y dializados en presencia de Mg?"
5 mM a 37 °C durante 4 h. En A se muestra un gran agregado bastante desestructurado,
caracterizado por la presencia de placas de reducido tamano. En B se puede ver un agregado
laminar. Barras: 500 nm.

Tras pasar la muestra a través del orificio de una aguja hipodérmica 20 veces
se obtenian placas, pero no en suficiente cantidad como para llevar a cabo experi-
mentos de crio-ET. En general, se velan muchos agregados muy desestructurados,
en los que podian intuirse bordes laminares y alguna que otra placa pequena. Pero,
en definitiva, no resultaba un material apto para los experimentos que se querian
realizar. Se decidi6é reducir el nimero de pases a través de la aguja, con el fin de
que el tratamiento resultara menos agresivo para el material. El hecho de reducir
el uso de la aguja hipodérmica, provocdé un aumento en el rendimiento de produc-
ciéon de placas. En la Figura 15.3 se muestran los resultados obtenidos tras pasar la
muestra a través de aguja hipodérmica 5 veces. Para los experimentos de crio-ET
también se prepararon muestras pasadas 1 sola vez por aguja hipodérmica. Estas
dos ultimas condiciones ensayadas mostraron un rendimiento éptimo para la pre-
paracién de suspensiones concentradas de placas. A pesar de que, sobre todo tras
pasar la suspensién nuclear una sola vez a través de la aguja hipodérmica, algunos
cromosomas permanecian practicamente intactos, estas condiciones mostraban una
gran presencia de placas de tamanos diversos y fue el tratamiento elegido para la
preparacion de las muestras que se destinarian a experimentos de crio-ET.
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Figura 15.3: Placas de cromatina obtenidas a partir de cromosomas purificados en
gradiente escalonado de sacarosa, desestructurados tras pasar la suspensiéon de cro-

mosomas 5 veces a través de aguja a presién y dializados en presencia de Mg?" 5

mM a 37 °C durante 2 h. Barras: 200 nm.

15.1.1. Optimizacion de las condiciones de deposicion de placas de
cromatina sobre rejillas para criomicroscopia

Las micrografias obtenidas bajo temperaturas criogénicas presentan muy bajo
contraste, debido a la baja dosis electrénica empleada en el proceso de adquisicion.
FEn estas condiciones, se hacia muy complicado evaluar el estado del material, pero
era util para evaluar el estado del hielo, su grosor y la cantidad de muestra. La Figura
15.4 muestra los resultados obtenidos tras depositar la muestra sobre las rejillas con
Quantifoil por contacto directo durante diversos tiempos (ver procedimiento en el
apartado 10.4.4).
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Figura 15.4: Imagenes de crio-TEM de placas de cromatina metafasica depositadas
sobre rejillas para criomicroscopia mediante curaciéon a diversos tiempos. Las rejillas
con Quantifoil estuvieron en contacto con la muestra durante 1 h (A), 2 h (B),3h (C) y 16 h
(D). Barras: 200 nm.

Las preparaciones con tiempos cortos presentaban un hielo muy limpio y pocos
agregados grandes. Sin embargo, la presencia de placas era muy escasa. Las pre-
paraciones de 16 h presentaban mayor cantidad de material pero no eran 6ptimas
porque requerian demasiado tiempo de preparacion.

Se ensay0 la deposicién mediante centrifugacion de la suspensién de placas di-
rectamente sobre rejillas con Quantifoil activado. A pesar de la posible fragilidad
del Quantifoil, este método resultd ser el mejor para depositar placas. En la Figura
15.5 pueden verse micrografias que muestran placas depositadas por centrifugacién,
observadas mediante crio-TEM.
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Figura 15.5: Micrografias de placas de cromatina metafasica depositadas sobre rejillas
para criomicroscopia mediante centrifugacion adquiridas en condiciones criogénicas.
La centrifugacién de la muestra sobre Quantifoil activado se realizé durante 10 minutos a 4 °C(ver
seccién 7.3.5.2). Barras: 200 nm.

Para poder evaluar el estado de las placas depositadas sobre rejillas para crio-
TEM, se procedié a descongelar algunas de estas rejillas. La Figura 15.6 muestra
micrografias de TEM convencional de las rejillas empleadas en crio-TEM, descon-
geladas y platinadas a posteriori. En estas rejillas, gran cantidad del material se
perdia al descongelar la rejilla y retirar el exceso de liquido, pero ain asi se observé
la presencia de placas.

Figura 15.6: Micrografias de placas de cromatina metafisica depositadas sobre reji-
llas para criomicroscopia mediante centrifugacién. Estas rejillas fueron empleadas para su
valoracién bajo condiciones criogénicas; posteriormente fueron descongeladas y platinadas para
su observacién mediante TEM convencional. Barras: 200 nm.
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15.2. Caracterizacion ultraestructural de las placas de
cromatina metafasica mediante crio-ET

En primer lugar, se debe tener presente que las placas analizadas mediante crio-
ET se encontraban en suspension acuosa antes de que se procediera a la vitrificacion
del agua por inmersién en etano licuado. Las adquisiciones tomograficas se realizan
en las zonas libres de carbono que proporcionan los agujeros de la ldmina de Quan-
tifoil. Por lo tanto, en contraste con las placas vistas previamente mediante TEM
convencional (Géllego et al., 2009; Castro-Hartmann et al., 2010; Milla y Daban,
2012), no existe un soporte que oriente las placas en una direccién preferente. Como
resultado, las placas adoptan trayectorias complicadas dentro del volumen de hielo
que las contiene.

Los primeras reconstrucciones tridimensionales de placas resultaron desconcer-
tantes, ya que unicamente presentaban lineas y no superficies planas. El analisis de
un tomograma se realiza secciéon a seccién, y cada seccién tiene un grosor corres-
pondiente a un pixel. Por tanto, cada plano que se observe, muestra una seccion
concreta del volumen. Si el tomograma posee diversas placas distribuidas por todo
el volumen, en cada seccion se veran lineas correspondientes a las placas presentes
en ese plano concreto (ver Figura 15.7).

Por otro lado, el contraste propor-
cionado por la técnica de crio-ET es es-
caso, aunque aumenta considerablemen-
te cuanto m&s material encuentren los
electrones a su paso a través de la mues-
tra. Es decir, si tenemos una placa dis-
puesta de forma perpendicular a la di-
reccién del haz de electrones, la cantidad A Al
de atomos que encontraran los electro-
nes al atravesar la placa serda pequena.
Por el contrario, si la superficie de la
placa es paralela a la direccién de los
electrones, estos encontrardn una gran
cantidad de dtomos a su paso, y esto Figura 15.7: Representacién esquematica
se traducird en un aumento considera- de la observacién de una placa reconstruida
ble del contraste. Entre ambas situacio- mediante crio-ET. Se muestra la reconstruccién
nes existe todo un abanico de inclinacio- tridimensional de una placa y la correspondiente
nes posibles de las placas contenidas en visualizac.ién en una secciéon concreta del volumen

reconstruido.
la pelicula de hielo. Ademads, las placas
varian su orientacién a lo largo de las
secciones, lo que provoca variaciones del contraste de las lineas observadas. Al ana-
lizar los tomogramas, también se debe tener en cuenta el efecto del missing wedge
(ver apartado 5.3.1).

reconstruction slice
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15.2.1. Reconstrucciones sin placa de fase a una magnificacion de
27500x

La Figura 15.8 muestra un tomograma reconstruido (ver métodos en la seccién
10.4). Se pueden observar las tres proyecciones XY, XZ e YZ intersecadas en un
punto concreto del volumen. El plano XY muestra una imagen mas comprensible
del contenido del volumen, pero corresponde tinicamente a una seccién (ver Figura
15.7). Los planos XZ e YZ ayudan a entender la distribucién de las estructuras en
el interior del volumen, pero tienen menor definicién.
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Figura 15.8: Proyecciones XY, XZ e YZ correspondientes a una vista general de un
volumen de ~200 nm de grosor reconstruido; tomograma obtenido a 27500 x mediante
crio-ET a 300 kV y un tamaino de pixel de 0.427 nm. Las lineas amarillas en el plano
XZ limitan el grosor de hielo, h; Q en el plano XY indica la superficie de carbono Quantifoil. El
tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo SIRT y filtrado mediante TOMOBFLOW.
Barras: 100 nm.
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El grosor (en el eje Z) del
volumen reconstruido suele ser
de 200-300 nm, muy estrecho si
se tienen en cuenta las dimen-
siones de algunas de las placas.
Debido a que durante la depo-
sicién de muestra sobre rejillas,
se retira el exceso de liquido con
papel absorbente, las placas ven
reducido el espacio en el que se
encuentran, lo que provoca cier-
to colapso, y esto hace que algu-
nas presenten trayectorias com-
plejas a lo largo del eje Z. La Fi-
gura 15.9 muestra el efecto de la
compresion en la direcciéon del
eje Z sobre una placa, cuyas pa-
redes se ven curvadas. El efecto
del missing wedge es visible en
los planos XZ e YZ, ya que las
zonas superior e inferior de la
placa en la direccién Z no apa-
recen en la imagen.

A lo largo de estos experi-
mentos se han observado pla-
cas de tamanos y orientaciones
muy diversas, llegando incluso
a superar 1 um de longitud en
el plano XY. La mayoria de las
placas analizadas son visibles

Figura 15.9: Placa de cromatina sometida a com-
presién debido a las dimensiones reducidas del hielo
COmo monocapas, aunque tam-  yitreo en el eje Z. Las flechas en el plano XZ sefialan
bién se observan numerosas bi- zonas curvas de la placa.

capas formadas por la interac-
cion total o parcial de dos placas. Las placas individuales también muestran contac-
tos internos que dan lugar a estructuras cilindricas. Por ultimo, se han observado
zonas con placas parcialmente desestructuradas, asi como también agregados, en los
que se han visualizado pequefias estructuras mas o menos circulares con un tamafo
similar al del nucleosoma. Las siguientes figuras resumen lo observado en recons-
trucciones tridimensionales de placas metafasicas obtenidas sin placa de fase a una
magnificacion relativa de 27500 .

Las Figuras 15.10 y 15.11 muestran reconstrucciones de placas sencillas, acom-
panadas de su correspondiente segmentacion.
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Figura 15.10: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional de
una placa obtenida a partir de imagenes de crio-ET a 27500x. S muestra la segmentacién
de la placa. Para facilitar la observacién, la placa segmentada ha sido ampliada y reorientada.
El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo SIRT y finalmente filtrado mediante
TOMOBFLOW. Tamano de pixel de 0.427 nm. Barras: 100 nm.

Figura 15.11: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional de
una placa obtenida a partir de imagenes de crio-ET a 27500 . S muestra la segmentacién
de la placa, que ha sido ampliada y reorientada. El tomograma ha sido reconstruido mediante el
algoritmo SIRT y finalmente filtrado mediante TOMOBFLOW. Tamano de pixel de 0.427 nm.
Barras: 100 nm.
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Se han realizado gran cantidad de medidas del grosor de las placas; el valor
promedio obtenido es de 9.8 + 1.6 nm. Los datos provienen de més de 400 medidas
del grosor de placas presentes en tomogramas reconstruidos con un tamafo de pixel
de 0.427 nm. También se han realizado medidas sobre reconstrucciones empleando
un pizel binning de 4x; en este caso el valor promedio es 10.2 + 1.6 (89 medidas).
La Figura 15.12 muestra el procedimiento seguido en la determinacién de grosores,
asi como el histograma correspondiente a estas medidas.
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Figura 15.12: Medidas de grosor de placas de cromatina metafisica reconstruidas a
partir de imagenes de crio-ET (27500x). A muestra una micrograffa que contiene varias
placas. La linea amarilla muestra la zona aproximada de la que se ha obtenido la intensidad de
cada pixel, que se muestra en el grafico B; las lineas rojas delimitan el grosor de la placa (UA:
unidades arbitrarias). C Histograma obtenido a partir de mds de 400 medidas de grosores de
placas. Todas las medidas se han extraido de tomogramas reconstruidos mediante el algoritmo
SIRT y finalmente filtrados mediante TOMOBFLOW. Tamaifio de pixel de 0.427 nm. Barra: 100
nm.

Se ha observado que algunas placas pueden cerrarse sobre si mismas adoptando
formas cilindricas; ver por ejemplo la estructura presentada en la Figura 15.13. Es-
ta observacién no es sorprendente teniendo en cuenta que las placas de cromatina
presentan una elevada tendencia a incorporar nucleosomas (Milla y Daban, 2012).
Ademas, en términos energéticos debe resultar mas estable para los nucleosomas co-
locarse uno junto al otro en el seno de una placa, minimizando asi la desestabilizacion
debida al contacto con el medio acuoso (Daban, 2014).
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Figura 15.13: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional co-
rrespondiente a una placa cerrada sobre si misma adoptando una forma cilindrica.
S muestra la segmentacion del cilindro, que ha sido ampliado y reorientado. El tomograma obte-
nido mediante crio-ET a 27500% ha sido reconstruido mediante el algoritmo SIRT realizando 20
iteraciones; se ha aplicado un pizel binning de 4x. Tamafo de pixel original: 0.427 nm. Barras:
100 nm.

También han sido cominmente observadas en las reconstrucciones tomograficas
zonas de contacto entre placas como las que se muestran en las Figuras 15.14 y
15.15.

Figura 15.14: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional co-
rrespondiente a un contacto entre dos placas de cromatina. Las flechas sefialan zonas
de contacto. S muestra la segmentaciéon de la zona. El tomograma obtenido mediante crio-ET
a 27500 ha sido reconstruido mediante el algoritmo SIRT y finalmente filtrado mediante TO-
MOBFLOW. Tamaifio de pixel de 0.427 nm. Barras: 100 nm.
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Figura 15.15: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional co-
rrespondiente a un contacto entre dos placas de cromatina. Las flechas sefialan zonas de
contacto. S muestra la segmentaciéon de la zona, que ha sido ampliada y reorientada. El tomo-
grama obtenido a 27500x mediante crio-ET ha sido reconstruido mediante el algoritmo SIRT y
finalmente filtrado mediante TOMOBFLOW. Tamafio de pixel de 0.427 nm. Barras: 100 nm.

Se ha determinado también el grosor de estas bicapas presentes en los tomogra-
mas reconstruidos; el valor promedio es de 16.0 £+ 1.3 nm. Estos datos provienen de
28 medidas de contactos presentes en tomogramas reconstruidos con un tamaifio de
pixel de 0.427 nm. Puede observarse que el grosor del contacto entre dos placas es
menor que la suma del grosor de dos placas individuales. Este resultado es coherente
con la interdigitacién entre nucleosomas de capas adyacentes propuesto en el mode-
lo de las placas delgadas para el cromosoma metafésico (ver Introduccion, apartado
4.4.1 y Discusion, apartado 17.2). La Figura 15.16 muestra un ejemplo de determi-
nacién del grosor de un contacto, asi como también el histograma correspondiente
a las medidas realizadas.
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Figura 15.16: Medidas de grosor de contactos entre dos placas de cromatina me-
tafdsica. A muestra una seccién de un tomograma con dos placas en contacto (barra: 100 nm).
Tamafio de pixel de 0.427 nm. La linea amarilla muestra la zona aproximada de la que se ha
obtenido la intensidad de cada pixel, que se representa en el grafico B; las lineas rojas delimitan
el grosor del contacto (UA: unidades arbitrarias). C Histograma obtenido a partir de 28 medidas
de contactos de placas. Todas las medidas se han extraido de tomogramas de crio-ET (27500 ) re-
construidos mediante el algoritmo SIRT realizando 20 iteraciones y finalmente filtrados mediante
TOMOBFLOW empleando 15 iteraciones.

En algunas de las reconstrucciones tomograficas obtenidas, se han observado
grandes agregados que en el plano XY presentan lineas en su interior. A partir del
estudio de las proyecciones X7 e YZ en diferentes zonas de estas estructuras, se
han podido ver también lineas, lo que indica que dichas lineas son placas que tienen
profundidad en el eje Z. Estas estructuras corresponden a agregados multilaminares,
que posiblemente debido a los métodos preparativos pierden cohesién entre placas
adyacentes, permitiendo que puedan observarse como placas individuales. Si estas
ldminas mantuvieran su cohesion, tal como se muestran en preparaciones deshidrata-
das de TEM, probablemente seria imposible discernir entre capas adyacentes. Puede
verse un ejemplo de una reconstruccion tridimensional de un agregado multilami-
nar en la Figura 15.17. La Figura 15.18 muestra diversas secciones de esta misma
estructura.
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Figura 15.17: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional corres-
pondiente a un agregado multilaminar. El tomograma obtenido mediante crio-ET a 27500 x
ha sido reconstruido mediante el algoritmo SIRT y finalmente filtrado mediante TOMOBFLOW.
Tamano de pixel: 0.427 nm. Barras: 100 nm.

Figura 15.18: Capturas de secciones sucesivas del agregado multilaminar mostrado
en la Figura 15.17. Se han obtenido imagenes cada 10 secciones, desde la secciéon 135 hasta
la 235 (una seccién equivale al grosor de un pixel). El tomograma ha sido reconstruido mediante
el algoritmo SIRT y finalmente filtrado mediante TOMOBFLOW. Tamano de pixel: 0.427 nm.
Barras: 100 nm.
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Las placas externas del agregado son claramente visibles en los planos X7 e
YZ; son placas que ocupan gran parte del espesor total del hielo, bien formadas y
por esta razén se muestran mas intensas. Las lineas internas, corresponden a placas
adyacentes que han perdido cohesion entre ellas. Si se analizan en detalle estas placas
internas, es posible ver una serie de pequenas lineas perpendiculares a la direccién
de la linea principal y més o menos paralelas entre ellas (ver Figura 15.18). Este
interlineado presente en las placas de cromatina, no solo se ha observado en grandes
agregados como el mostrado, sino que también se ha observado en gran cantidad de
placas analizadas en detalle, como las que se muestran en la Figura 15.19.

Figura 15.19: Ejemplos de ampliaciones correspondientes a reconstrucciones de placas
donde se aprecia un interlineado interno. Se muestran ampliaciones donde se observan
lineas transversales en el interior de las lineas de placa. Las imégenes provienen de diversos
tomogramas adquiridos a 27500, todos ellos reconstruidos mediante el algoritmo SIRT realizando
20 iteraciones y finalmente filtrados mediante TOMOBFLOW empleando 15 iteraciones. Tamano
de pixel: 0.427 nm. Barra: 50 nm.

Se ha determinado la distancia entre las lineas presentes en las placas; se ha
obtenido un valor promedio de 5.2 + 1.6 nm al analizar mas de 700 medidas (Figura
15.20) procedentes de tomogramas reconstruidos con un valor de pixel de 0.427 A.
Estas lineas presentes en las placas han sido observadas en estudios previos de tomo-
graffa electrénica y podrian corresponder al DNA nucleosomal (Castro-Hartmann
et al., 2010). La distancia entre estas lineas en muestras deshidratadas es de 4.0 £ 0.3
nm (n=259). La diferencia entre ambos resultados puede ser debida a la presencia
o ausencia de agua en las preparaciones. El distanciado entre lineas en las placas es
significativamente superior a la distancia entre las vueltas de DNA en las columnas
de nucleosomas apilados de forma regular a través de sus caras laterales (~2.8 nm;
Finch et al., 1977; Uberbacher y Bunick, 1985; Leforestier et al., 1999). Una posible
explicacién es que la orientacién irregular de los nucleosomas provoca un aumento
de la distancia entre lineas.
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Figura 15.20: Distancia entre las lineas internas encontradas en las placas de croma-
tina. A muestra una secciéon de una reconstrucciéon tridimensional de una placa. La regién a de
la placa presenta lineas internas (barra: 100 nm; tamaifio de pixel de 0.427 nm); la linea amarilla
muestra la zona aproximada de la que se ha obtenido la intensidad de cada pixel, representada en
el grafico B. La distancia entre lineas es de: (1) 4.3, (2) 4.7, (3) 4.7y (4) 4.3 nm. (UA: unidades
arbitrarias). C Histograma obtenido a partir de més de 700 medidas de lineas internas en placas.
Todas las medidas se han extraido de tomogramas obtenidos a 27500 reconstruidos mediante el
algoritmo SIRT y finalmente filtrados mediante TOMOBFLOW.

En ciertas ocasiones, se han observado agregados de tamafios diversos que pa-
recen estar desestructurados, como el que se muestra en la Figura 15.21. Estos
agregados no presentan estructura clara cuando se observan en los planos XZ e YZ.
En el plano XY, dentro de estos agregados, se han observado zonas con pequenas es-
tructuras circulares que presentan dimensiones tipicas de nucleosomas en diferentes
orientaciones. Pueden verse algunos ejemplos en la Figura 15.22. Ademas, es posi-
ble observar en algunas de estas particulas, dos lineas de intensidad, que sugieren
nuevamente que se trata de nucleosomas y las lineas que observamos corresponden
a las vueltas de DNA de la particula ntcleo.
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Figura 15.21: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional de un
gran agregado desestructurado. Enmarcada en blanco se encuentra la zona desestructurada.
El tomograma obtenido a 27500%, ha sido reconstruido mediante el algoritmo SIRT y finalmente
filtrado mediante TOMOBFLOW. Tamaiio de pixel: 0.427 nm. Barras: 200 nm.

Figura 15.22: Capturas de secciones sucesivas del agregado desestructurado mostrado
en la Figura 15.21. Las secciones 225, 245 y 258 corresponden a la misma zona, y se acompafian
de una figura esquematica. Las flechas senalan particulas con tamano de nucleosoma observadas
en zonas desestructuradas. La seccién 315 corresponde a otra zona en el mismo tomograma.
El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo SIRT y finalmente filtrado mediante
TOMOBFLOW. Tamaifio de pixel: 0.427 nm. Barras: 100 nm.
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15.2.2. Reconstrucciones con placa de fase Volta a una magnifica-
cion de 33000x

Se realizé una nueva serie de adquisiciones empleando el microscopio Titan Krios
(FEI) a 33000x y complementado con la placa de fase Volta (Danev et al., 2014).
En estas condiciones se conseguia aumentar considerablemente el contraste de las
imégenes. En la Figura 15.23 puede verse la comparacion entre tomogramas recons-
truidos a partir de adquisiciones sin y con placa de fase Volta. Las placas presentes
en la imagen B presentan un mayor contraste con respecto al fondo, ademas de mejor
resolucion.

Figura 15.23: Comparacion de dos secciones XY generales de tomogramas adquiridos
con y sin placa de fase Volta. A y B son tomogramas adquiridos respectivamente, sin y con
placa de fase Volta. Ambos tomogramas han sido reconstruidos mediante el algoritmo Weighted
Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaiio de pixel original: 0.421 nm.
Barras: 200 nm.



Estructura de la cromatina en los cromosomas metafasicos:
158 Caracterizacién ultraestructural mediante crio-ET

La Figura 15.24 muestra vistas generales XY, XZ e YZ de un tomograma en el que
puede verse el grosor de hielo (acotado por lineas amarillas), de aproximadamente
300 nm. También puede verse el film de carbono Quantifoil (indicado mediante lineas
blancas, Q). En este tomograma se pueden ver ejemplos de todas las estructuras que
se observaran en el resto de reconstrucciones. Pueden verse agregados circulares de
unos 30 nm en forma de solenoides interdigitados (X), varias placas (placa), algunas
de ellas con formas complejas, contactos entre ellas (¢) e incluso zonas multila-
minares (multi). También se observan agregados completamente desestructurados,
aparentemente formados por nucleosomas con orientaciones al azar (ncl).

Figura 15.24: Proyecciones XY, XZ e YZ correspondientes a una vista general de un
volumen de ~300 nm de grosor reconstruido; tomograma obtenido mediante crio-ET
a 300 kV y 33000x. Las lineas amarillas en el plano XZ limitan el grosor de hielo, indicado con
la letra h. Las lineas blancas Q indican la lamina de carbono Quantifoil. En esta vista pueden
observarse diversas placas, contactos (c), agregados desestructurados con nucleosomas (ncl),
estructuras circulares de unos 30 nm (x) y una zona multilaminar (multi). El tomograma ha sido
reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning
de 4x. Tamafio de pixel original: 0.421 nm. Barras: 200 nm.
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A lo largo de estos experimentos se han observado gran cantidad de placas con ta-
maifo, orientacion y forma muy diversa. Se han reconstruido, desde pequenas placas
de pocos cientos de nm, hasta grandes placas o agregados multilaminares de hasta
2 pm. El grosor del hielo oscila entre 200-400 nm. Se han encontrado placas cuya
extension en el eje Z es considerablemente mas grande. Las placas adoptan formas
muy diversas, algunas de ellas complejas, e incluso se rasgan en las zonas de tension.
Ocasionalmente, se han observado pequenos agregados de cromatina en forma de
solenoide interdigitado. También se han encontrado numerosas zonas de contacto
entre placas, ya sea entre placas distintas, o en una misma placa, dando lugar, en
este ultimo caso, a formas cilindricas. Otra estructura comtn en estas reconstruccio-
nes han sido los agregados multilaminares, a menudo de tamano considerable tanto
en extensiéon como en grosor. Ademas, la incorporacién de la placa de fase Volta
ha permitido aumentar el contraste en reconstrucciones de placas desestructuradas,
facilitando la adquisicion de iméagenes de calidad de zonas con nucleosomas.

Ocasionalmente, han podido observarse en las reconstrucciones tridimensionales
realizadas, pequenos agregados circulares. Estas estructuras han sido previamente
descritas en diversos trabajos realizados en nuestro laboratorio como fibras muy
cortas de cromatina que adoptan un plegamiento en forma solenoidal, que permite
la interdigitacién de nucleosomas entre vueltas sucesivas (Bartolomé et al., 1994;
Bartolomé et al., 1995; Cano, 2007; Cafio et al., 2006). También se han detectado
estas estructuras en micrograffas de TEM mostradas en esta tesis (Figura 14.3).
La Figura 15.25 muestra algunos ejemplos de estas estructuras circulares observa-
das en las reconstrucciones tridimensionales. Ciertamente, el aumento del contraste
permite detectar la presencia de lineas internas més o menos radiales que podrian
corresponder a DNA enrollado en torno a particulas ntcleo de los nucleosomas que
forman la estructura.

Figura 15.25: Secciones de diversos tomogramas que muestran ejemplos de solenoides
interdigitados encontrados en reconstrucciones tridimensionales. Las imagenes provie-
nen de tomogramas obtenidos mediante crio-ET a 33000x reconstruidos mediante el algoritmo
Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamafio de pixel original:
0.421 nm. Barra: 50 nm.
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Las reconstrucciones de la Figura 15.26 muestran que este tipo de estructuras
circulares pueden ser absorbidas por placas, lo que sugiere que la cromatina posee
una gran capacidad autoasociativa.

Figura 15.26: Ejemplo de solenoide interdigitado incorporado parcialmente a una
placa de cromatina. Reconstruccion tridimensional a partir de imagenes de crio-ET
a 33000x. Reconstruccién mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando
un pizel binning de 4x. Tamafio de pixel original: 0.421 nm. Barra: 50 nm.

Se han realizado medidas de las dimensiones de estas estructuras circulares (ver
Figura 15.27). Se ha encontrado un didmetro promedio de 32.1 £+ 4.0 nm (177 me-
didas) y una altura de 29.9 £ 3.0 (168 medidas) en medidas procedentes de tomo-
gramas reconstruidos a partir de imagenes adquiridas con placa de fase Volta. En
las reconstrucciones de tomogramas obtenidos sin placa de fase, se ha encontrado
un didmetro promedio de 26.4 + 4.0 nm (34 medidas) y una altura de 22.0 + 2.8
nm (34 medidas). En estudios previos acerca de la estructura de estos agregados
circulares de cromatina mediante TEM, se encontré que poseian un didmetro de
33 nm aproximadamente, independientemente del nimero de nucleosomas que for-
maran los agregados, mientras que la altura aumentaba en funcién del nimero de
nucleosomas (Bartolomé et al., 1994). Los resultados obtenidos en este trabajo estan
en consonancia con estos resultados anteriores. El hecho de que presenten una altura
pequena sugiere que esta estructura resulta estable para filamentos cortos y aislados
de cromatina. Por otra parte, el hecho de que se trate de una estructura esporadica
v que se haya observado su incorporacion a placas parece indicar que, en condiciones
de elevada concentraciéon de cromatina, la estructura dominante es la lamina.
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Figura 15.27: Tamaiio de los agregados de cromatina en forma de solenoide interdigi-
tado encontrados en reconstrucciones obtenidas a partir de tomogramas adquiridos
con placa de fase Volta. A muestra una seccién de un tomograma en la que se observa un
solenoide interdigitado. La linea amarilla muestra la zona aproximada de la que se ha obtenido la
intensidad de cada pixel, que se muestra en el grafico B; las lineas rojas delimitan el didmetro del
agregado (UA: unidades arbitrarias). C Histograma obtenido a partir de 177 medidas de particu-
las. Las medidas se han extraido de tomogramas reconstruidos mediante el algoritmo Weighted
Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaifio de pixel original: 0.427 nm.
Barra: 50 nm.

Las reconstrucciones tridimensionales analizadas muestran gran cantidad de pla-
cas individuales de cromatina; algunas sencillas y otras con formas complejas muy
variables a lo largo de las secciones del volumen reconstruido. En estos casos es de
enorme valor obtener la segmentacion de la zona, ya que ayuda al observador a visua-
lizar la imagen tridimensional. Las Figuras 15.28-15.34 muestran reconstrucciones
de placas de cromatina de cromosomas metafasicos acompanadas de las correspon-
dientes segmentaciones.

Figura 15.28: Proyecciones XY, XZ e YZ de la reconstruccién tridimensional de una
placa de cromatina. S muestra la segmentacién de la placa, que ha sido ampliada y reorientada.
El grosor del hielo es de ~300 nm; la placa ocupa practicamente todo el grosor. El tomograma
ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel
binning de 4x. Tamano de pixel original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.
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Figura 15.29: Proyecciones XY, XZ e YZ de la reconstruccién tridimensional de una
placa de cromatina curvada. S muestra la segmentaciéon de la placa, que ha sido ampliada
y reorientada. El grosor del hielo es de ~320 nm; la placa tiene ~130 nm en la direccién Z.
El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD)
aplicando un pizel binning de 4x. Tamafo de pixel original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.

Figura 15.30: Proyecciones XY, XZ e YZ de la reconstruccién tridimensional de
una placa de cromatina. S muestra la segmentacion de la placa, que ha sido ampliada y
reorientada. El grosor del hielo es de ~400 nm. El tomograma ha sido reconstruido mediante el
algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamafio de pixel
original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.



15.2 Caracterizacién ultraestructural de las placas de cromatina
metafasica mediante crio-ET 163

Figura 15.31: Proyecciones XY, XZ e YZ de la reconstruccién tridimensional de dos
placas de cromatina. S muestra la segmentacion de ambas placas, que han sido ampliadas y
reorientadas. El grosor del hielo es de ~230 nm. El tomograma ha sido reconstruido mediante el
algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaifio de pixel
original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.

Figura 15.32: Proyecciones XY, XZ e YZ de la reconstruccién tridimensional de una
placa de cromatina con forma compleja. S muestra la segmentacion de la placa, que ha sido
ampliada y reorientada. El grosor del hielo es de ~250 nm; la placa se extiende a lo largo de todo
el grosor. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection
(IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaio de pixel original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.
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Figura 15.33: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional de
una placa de cromatina con forma compleja. S muestra la segmentacion de la placa, que ha
sido ampliada y reorientada. El grosor del hielo es de ~200 nm; la placa ocupa practicamente la
totalidad del grosor de hielo. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted
Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4 x. Tamartio de pixel original: 0.421 nm.
Barras: 100 nm.

Figura 15.34: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional de
una placa de cromatina con forma compleja. S muestra la segmentaciéon de la placa, que
ha sido ampliada y reorientada. El grosor del hielo es de ~400 nm, la placa se extiende a lo
largo de todo el grosor. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back
Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamano de pixel original: 0.421 nm. Barras:
100 nm.
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Se han realizado gran cantidad de medidas del espesor de las placas reconstruidas
a partir de imagenes de crio-ET adquiridas en presencia de la placa de fase Volta.
Se han obtenido més de 400 medidas de placas presentes en tomogramas reconstrui-
dos con un pizel binning de 4x. El valor promedio es 10.9 £+ 1.1 nm. También se
han realizado medidas sobre las reconstrucciones que fueron obtenidas sin emplear
la placa de fase Volta. En este caso se ha obtenido un valor promedio para el es-
pesor de 10.8 4+ 0.8 nm (39 medidas). La Figura 15.35 muestra un ejemplo de la
determinacion del grosor de una placa, asi como el histograma correspondiente a las
medidas realizadas.

El grosor de las placas en estas reconstrucciones es similar al determinado a
partir de tomogramas adquiridos a 27000x sin placa de fase Volta (9.8 + 1.6 nm,
n>400) y es significativamente superior al determinado previamente mediante TEM
(7.4 £+ 2.5 nm, n=77), AFM (4.0 =+ 0.9 nm, n=100) y tomografia electrénica de
muestras deshidratadas y platinadas (7.8 + 0.5 nm, n=18) (Géllego et al., 2009;
Castro-Hartmann et al., 2010). Posiblemente, la cantidad de cromatina que rodea
las placas (sobre carbono o mica) en preparaciones de TEM y AFM provoca que el
grosor detectado sea menor al que realmente presentan las placas.
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Figura 15.35: Medidas de grosor de placas de cromatina metafasica reconstruidas a
partir de criotomogramas adquiridos utilizando placa de fase Volta. A muestra una
micrografia que contiene una placa. La linea amarilla muestra la zona aproximada de la que se
ha obtenido la intensidad de cada pixel, que se muestra en el grafico B; las lineas rojas delimitan
el grosor de la placa (UA: unidades arbitrarias). C Histograma obtenido a partir de mas de 400
medidas. Todas las medidas se han extraido de tomogramas reconstruidos mediante el algorit-
mo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamano de pixel original:
0.427 nm. Barra: 50 nm.

Muchas de las placas estudiadas presentan contactos internos entre diferentes
zonas de una misma placa. Estos contactos, cuando se producen entre bordes de
placas, provocan que las placas se cierren sobre si mismas, dando lugar a zonas
cilindricas de diversos tamanos. La Figura 15.36 muestra un ejemplo de una placa
con forma de espiral, la zona superior de la cual se cierra sobre si misma generando
un pequeno cilindro. Las Figuras 15.37-15.40 muestran ejemplos de placas cerradas
sobre si mismas de formas diversas. Algunas de estas estructuras podrian estar com-
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pletamente cerradas, pero el efecto del “missing wedge” no permite asegurar esta
posibilidad.

Figura 15.36: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional de
una placa de cromatina con forma de espiral. S muestra la segmentacién de la placa,
que ha sido ampliada y reorientada. El grosor del hielo es de ~200 nm. El tomograma ha sido
reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning
de 4x. Tamafio de pixel original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.

Figura 15.37: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional de
una placa de cromatina con forma cilindrica. S muestra la segmentacién de la placa,
que ha sido ampliada y reorientada. El grosor del hielo es de ~300 nm. El tomograma ha sido
reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning
de 4x. Tamafio de pixel original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.
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Figura 15.38: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional de
dos placas de cromatina con forma cilindrica. S muestra la segmentaciéon de las secciones
1-50 de las 85 en las que se extienden las placas, que han sido ampliadas y reorientadas. El grosor
del hielo es de ~300 nm. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted
Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4 x. Tamafio de pixel original: 0.421 nm.
Barras: 100 nm.

Figura 15.39: Reconstrucciones tridimensionales de dos placas cerradas sobre si mis-
mas que adoptan diversas formas. A Proyecciones XY, XZ e YZ de una placa cerrada sobre
si mismas adoptando forma cilindrica. B Proyecciones XY, XZ e YZ de dos placas concéntricas
cerradas sobre si mismas adoptando forma esférica. Los tomogramas han sido reconstruidos me-
diante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamafio
de pixel original: 0.421 nm. Barra: 100 nm.
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Figura 15.40: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional de
una placa de cromatina cerrada sobre si misma. X244-X320 e Y261-Y 332 corresponden
a secciones a lo largo de los ejes X e Y, respectivamente. El tomograma ha sido reconstruido me-
diante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamafio
de pixel original: 0.421 nm. Barra: 100 nm.
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No es de extranar que se encuentren placas cerradas en nuestras reconstrucciones.
En experimentos de autoasociacién se ha observado que las placas de cromatina
depositadas sobre una superficie de carbono, son capaces de absorber fragmentos de
cromatina préximos a sus bordes (Milla y Daban, 2012). Teniendo en cuenta que
en experimentos de crio-ET, antes de que se produzca la vitrificacién, las placas se
encuentran suspendidas libremente en medio acuoso, es posible que acaben formando
estructuras como las que se han mostrado anteriormente, de forma que se minimice
el contacto de los nucleosomas con el solvente.

También se han observado numerosas zonas de contacto lateral entre placas, que
dan lugar a bicapas como las que se muestran en las Figuras 15.41-15.47. Algunos de
estos contactos se muestran acompanados de la correspondiente zona segmentada.
Estas interacciones laterales también reducen el contacto de los nucleosomas con el
solvente.

Figura 15.41: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensional del
contacto entre dos placas de cromatina. S muestra la segmentaciéon de ambas placas, que
han sido ampliadas y reorientadas. El grosor del hielo es de ~200 nm. Las flechas senalan las zonas
de contacto lateral en las proyecciones XZ e YZ. El tomograma ha sido reconstruido mediante el
algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaifio de pixel
original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.
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Figura 15.42: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstrucciéon tridimensional del
contacto entre dos placas de cromatina. S muestra la segmentacién de ambas placas, que
han sido ampliadas y reorientadas. El grosor del hielo es de ~400 nm. Las flechas sefialan zonas
de contacto lateral en las proyecciones XZ e YZ. El tomograma ha sido reconstruido mediante el
algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamafio de pixel
original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.

Figura 15.43: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstrucciéon tridimensional del
contacto entre dos placas de cromatina. S muestra la segmentacion de ambas placas, que
han sido ampliadas y reorientadas. El grosor del hielo es de ~200 nm. Las flechas sefialan zonas
de contacto lateral en las proyecciones XZ e YZ. El tomograma ha sido reconstruido mediante el
algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamafio de pixel
original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.
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De los contactos estudiados, algunos se prolongan durante un niimero importante
de secciones (ver por ejemplo el contacto de la Figura 15.42, que se prolonga ~50
nm). Otros se extienden escasas secciones a lo largo del eje Z, por lo que deben
implicar pocos nucleosomas. Este es el caso de los ejemplos de la Figura 15.44,
donde el contacto a se prolonga tinicamente a lo largo de 9 secciones (~15 nm) y el
contacto b lo hace a lo largo de 15 secciones (~25 nm).

Figura 15.44: Seguimiento de dos contactos entre placas de cromatina a lo largo
de diversas secciones de un volumen reconstruido a partir de un crio-tomograma
obtenido a 33000x. al70-al179 son secciones de una misma zona de contacto y b119-b134
pertenecen a otra zona de contacto. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo
Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaifio de pixel original:
0.421 nm. Barra: 50 nm.

Las siguientes figuras muestran algunos ejemplos mas de contactos entre placas
encontrados a lo largo del analisis de todas las reconstrucciones realizadas.

Figura 15.45: Seguimiento de un contacto entre dos placas de cromatina a lo largo
de 20 secciones de un volumen reconstruido. Se muestran las secciones 224, 234 y 244 del
volumen, en el plano XY. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted
Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaiio de pixel original: 0.421 nm.
Barra: 100 nm.
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Figura 15.46: Seguimiento de dos contactos entre dos placas de cromatina a lo largo
de diversas secciones de un volumen reconstruido. al44, al51 y al62 son secciones de una
misma zona de contacto y b290, b300 y b307 pertenecen a otra zona de contacto. El tomograma
ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel
binning de 4x. Tamano de pixel original: 0.421 nm. Barra: 100 nm.

Figura 15.47: Seguimiento de un contacto entre dos placas de cromatina a lo largo de
25 secciones de un volumen reconstruido. Se muestran las secciones 154, 160, 166, 170 y 175
del volumen. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection
(IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaio de pixel original: 0.421 nm. Barra: 100 nm.

Se ha determinado el grosor de estas zonas de contacto lateral entre placas de
cromatina presentes en las recontrucciones de tomogramas obtenidos utilizando la
placa de fase Volta. Se ha obtenido un valor promedio de 16.1 £+ 1.6 nm a partir
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de 215 medidas realizadas sobre tomogramas reconstruidos con un pizel binning de
4x (tamafio de pixel original: 0.421 nm). La Figura 15.48 A-B muestra un ejemplo
de determinacion del grosor de un contacto. El histograma correspondiente a todas
las medidas realizadas en estas condiciones se muestra en la grafica C. También
se han realizado medidas de contactos sobre reconstrucciones obtenidas a partir de
crio-tomogramas adquiridos sin placa de fase. En este caso se ha obtenido un valor
promedio de 16.0 £ 1.3 nm a partir del andlisis de 33 contactos. Estos valores son
muy similares a los que se han obtenido de las reconstrucciones obtenidas a partir
de adquisiciones a 27000x (ver Figura 15.16).
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Figura 15.48: Medidas de grosor de contactos entre placas de cromatina metafasica.
A muestra una seccién de un tomograma con dos placas en contacto. La linea amarilla muestra la
zona aproximada de la que se ha obtenido la intensidad de cada pixel, que se muestra en el grafico
B; las lineas rojas delimitan el grosor del contacto (UA: unidades arbitrarias). C Histograma
obtenido a partir de més de 200 medidas de contactos entre placas. Todas las medidas se han
extraido de tomogramas reconstruidos mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD)
aplicando un pizel binning de 4x. Tamafio de pixel original: 0.427 nm. Barra: 100 nm.

El andlisis de las reconstrucciones tridimensionales (obtenidas a partir de tomo-
gramas adquiridos a 33000x con placa de fase Volta) ha mostrado también nume-
rosos agregados multilaminares que presentan lineas paralelas en su interior. Estas
estructuras también se observaron en reconstrucciones realizadas a partir de iméage-
nes obtenidas a 27000 % y sin placa de fase (ver secciéon 15.2.1). Este tipo de agregados
presentan unas dimensiones importantes, muchos de ellos tienen longitudes (en XY)
de mas de 1 um y grosores que se extienden a lo largo de gran parte del espesor de
hielo. Practicamente todos los agregados de este tipo tienen un par de placas exter-
nas, que se extienden a lo largo de todo el espesor del hielo y producen imagenes
muy contrastadas. El resto de placas que quedan entre las dos placas externas su-
fren deformaciones y presentan trayectorias complejas que dificultan su seguimiento
a lo largo del eje Z. El grosor de las placas en agregados multilaminares es de 9.6
+ 2.8 nm; se han realizado un total de 310 medidas (ver Figura 15.49). Este valor
es similar al grosor de placas individuales (ver Figura 15.35). Las siguientes figuras
muestran algunos ejemplos de agregados multilaminares.
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Las Figuras 15.50 y 15.51 perte-
necen al mismo agregado multilami-
nar. En la primera de estas figuras
se muestra un seguimiento del agre-
gado a través de 50 secciones don-
de puede verse que las placas inte-
riores siguen trayectorias aproxima-
damente paralelas entre si. En este
caso, las placas interiores se han se-
parado entre ellas, pudiéndolas ob-
servar individualmente a lo largo de
todo el agregado. La segunda de las
figuras presenta secciones XY, XZ e
YZ en dos regiones de dicho agrega-
do. El hecho de poder visualizar las
placas en el plano YZ como lineas
paralelas al eje Y nos indica que si-
guen una trayectoria inclinada en la
direccion Z.
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Figura 15.49: Histograma correspondiente a las
medidas del grosor de placas presentes en agre-
gados multilaminares en reconstrucciones tridi-
mensionales realizadas mediante crio-ET.

Figura 15.50: Reconstruccién tridimensional de un agregado multilaminar de cro-
matina. Se muestran diversas secciones del volumen. El agregado se extiende 120 nm a lo largo
del eje Z. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection
(IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamafo de pixel original: 0.421 nm. Barras: 200 nm.
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Figura 15.51: Proyecciones XY, XZ e YZ de la reconstruccion tridimensional del
agregado multilaminar presentado en la Figura 15.50. Se muestran secciones en dos zonas
del agregado. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection
(IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaio de pixel original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.

En ocasiones, las placas internas de estos agregados multilaminares contactan.
En la Figura 15.52 se muestra otro ejemplo de agregado multilaminar en el cual hay
contraste entre placas. Las lineas internas de este agregado estdn muy juntas entre
si, lo que dificulta su seguimiento a través del eje Z.
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Figura 15.52: Reconstruccion tridimensional de un agregado multilaminar de croma-
tina. El agregado se sigue a lo largo de 100 secciones, en intervalos de 20. El tomograma ha sido
reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning
de 4x. Tamano de pixel original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.
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La Figura 15.53 corresponde a otro ejemplo cuyas lineas interiores también des-
criben trayectorias complicadas que impiden su seguimiento a lo largo del eje Z.

Figura 15.53: Reconstruccion tridimensional de un agregado multilaminar de croma-
tina. El agregado se sigue a lo largo de 80 secciones, en intervalos de 20. El tomograma ha sido
reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning
de 4x. Tamafio de pixel original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.

A lo largo de los ejemplos mostrados anteriormente se ha podido observar que las
dimensiones que generalmente presentan los agregados multilaminares son realmente
grandes: 800-1300 nm en el plano XY y hasta 300 nm en el eje Z. En la Figura
15.54 se muestra el agregado mas grande que se ha encontrado. Sus dimensiones
son similares a las que se esperan para un cromosoma metafasico (2 cromatidas de
aproximadamente 600 nm cada una). Las regiones nombradas como zonal y zona2
en la Figura 15.54 podrian corresponder a una parte de las dos cromatidas de un
cromosoma desestructurado. Puede observarse que las lineas internas son visibles a
lo largo de toda su extension. El contacto entre estas lineas es intimo en algunas
regiones, de tal manera que practicamente dejan de verse como placas individuales.
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Figura 15.54: Reconstruccién tridimensional de un agregado multilaminar de croma-
tina de grandes dimensiones. El agregado ocupa practicamente todo el grosor de hielo (300
nm) y tiene una longitud méxima de 1300 nm. Zonal y Zona2 se presentan més detalladamente
en las Figuras 15.55 y 15.56. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted
Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaifio de pixel original: 0.421 nm.
Barra: 200 nm.
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Figura 15.55: Reconstruccion tridimensional de un agregado multilaminar de croma-
tina de grandes dimensiones. Seguimiento de la Zonal a través de 40 secciones, en intervalos de
10. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD)
aplicando un pizel binning de 4x. Tamafo de pixel original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.
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Figura 15.56: Reconstruccién tridimensional de un agregado multilaminar de croma-
tina de grandes dimensiones. Seguimiento de la Zona2 a través de 40 secciones, en intervalos de
10. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD)
aplicando un pizel binning de 4x. Tamafo de pixel original: 0.421 nm. Barras: 100 nm.

A lo largo del andlisis de todas las reconstrucciones se ha observado la presencia
de pequenas lineas aproximadamente paralelas entre si y perpendiculares a las lineas
de placa. La Figura 15.57 muestra algunos ejemplos a mayor ampliacion de placas
y agregados multilaminares que presentan este tipo de lineas.
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Figura 15.57: Ejemplos de placas que presentan pequenas lineas perpendiculares a la
linea de placa. A y B muestran agregados multilaminares; C-F muestran placas individuales.
Todos los tomogramas han sido reconstruidos mediante el algoritmo Weighted Back Projection
(IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaifio de pixel original: 0.421 nm. Barras: 50 nm.

Se ha determinado el dis-
tanciado entre dichas lineas, en-

180
contrandose un promedio de 5.3
. 180
4+ 1.1 nm a partir de un total
de 266 medidas (Figura 15.58). o
Este distanciado es equivalen- 2 120
te al encontrado en las pla- § 100
cas reconstruidas a partir de E B0
crio-tomogramas adquiridos a (& a4
27500x (5.2 £ 1.6 nm). Como i
se indicé en el apartado 15.2.1,
el distanciado entre lineas es su- o
] S

perior a la distancia entre vuel-
tas de DNA en las columnas
de nucleosomas apilados de for-
ma regular a través de sus ca-
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; Figura 15.58: Histograma correspondiente a la dis-
ras laterales (N2~8 nm; Finch tancia entre lineas internas de las placas. Recons-
et al., 1977; Uberbacher y Bu- trucciones tridimensionales realizadas a partir de crio-
nick, 1985; Leforestier et al., tomogramas adquiridos a 33000% con placa de fase Volta.
1999)‘ Posiblemente, debido a En la reconstruccion se ha empleado un pizel binning de 4.

la orientacion irregular de los
nucleosomas en la placa, la orientacion de las vueltas de DNA también es varia-
ble, y esto se traduce en un aumento de la distancia entre lineas en las placas.
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La Figura 15.59 muestra una vista general de un tomograma que presenta placas
parcialmente desestructuradas. La Figura 15.60 muestra el seguimiento a través de

diversas secciones de la zona 1, donde se observan detalladamente las estructuras
encontradas.

Figura 15.59: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccién tridimensionalde
placas de cromatina parcialmente desestructuradas. Estas placas ocupan practicamente
todo el grosor de hielo. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back

Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamano de pixel original: 0.421 nm. Barras:
200 nm.
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Figura 15.60: Seguimiento a través de diversas secciones en el plano XY de placas con
zonas parcialmente desestructuradas. Las flechas senalan placas compactas y los corchetes
indican placas desestructuradas donde se observa la presencia de pequenas particulas. Estas pla-
cas ocupan practicamente todo el grosor de hielo. Se muestran ampliaciones de la Zona 1 del
tomograma correspondiente a la Figura 15.59, que ha sido reconstruido mediante el algoritmo
Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaifio de pixel original:
0.421 nm. Barra: 100 nm.

Las ampliaciones de la Zona 1 de la Figura 15.59 se muestran en la Figura 15.60.
Las flechas sefialan placas compactas, similares a las que se han mostrado a lo lar-
go de este capitulo. En la seccion 141, pueden verse 3 lineas de placa paralelas,
suficientemente separadas como para apreciarlas individualmente. Esta estructura
trilaminar presenta a su vez pequenas lineas aproximadamente paralelas entre si y
perpendiculares a la linea de placa. A medida que se recorren las secciones sucesivas,
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puede observarse como la placa superior se desestructura parcialmente. Al deses-
tructurarse, se hacen visibles pequenas particulas més o menos circulares (senialadas
mediante corchetes), cuyo tamano se corresponde con el del nucleosoma (ver Figura
15.64). La Figura 15.61 muestra otro tomograma donde se han observado el mismo
tipo de estructuras. En las Figuras 15.62 y 15.63 se presentan ampliaciones de las
zonas 1y 2, donde pueden verse estas estructuras circulares con mayor detalle.

Figura 15.61: Proyecciones XY, XZ e YZ de una reconstruccion tridimensional de
placas de cromatina parcialmente desestructuradas. Estas placas ocupan practicamente
todo el grosor de hielo. El tomograma ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back
Projection (IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamaio de pixel original: 0.421 nm. Barras:
200 nm.
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Figura 15.62: Seguimiento a través de diversas secciones de placas con zonas par-
cialmente desestructuradas. Estas placas ocupan practicamente todo el grosor de hielo. Se
muestran ampliaciones de la Zona 1 del tomograma correspondiente a la Figura 15.61, que ha
sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel
binning de 4x. Tamafio de pixel original: 0.421 nm. Barra: 100 nm.
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Figura 15.63: Seguimiento a través de diversas secciones de placas con zonas parcial-
mente desestructuradas. Se muestran ampliaciones de la Zona 2 del tomograma correspon-
diente a la Figura 15.61, que ha sido reconstruido mediante el algoritmo Weighted Back Projection
(IMOD) aplicando un pizel binning de 4x. Tamano de pixel original: 0.421 nm. Barra: 100 nm.

Se ha determinado el tamano de las estructuras circulares. Se ha obtenido un
valor promedio de 12.0 + 1.7 nm, a partir del analisis de 209 particulas; todas las
medias se han realizado sobre reconstrucciones con binning 4x de tomogramas ad-
quiridos con placa de fase. La Figura 15.64 muestra el histograma correspondiente
a estas medidas. El valor encontrado es similar al didmetro del nucleosoma. De las
secciones analizadas se desprende que los nucleosomas presentan orientaciones varia-
bles, no sélo cuando se observan individualmente, sino también cuando se observan
como lineas en el interior de las lineas de placa.
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Figura 15.64: Tamaiio de las particulas circulares encontradas en placas parcialmente
desetructuradas. A muestra una seccion de un tomograma en la que se observan dos lineas
correspondientes a placas compactas junto a otra parcialmente desestructurada donde pueden
apreciarse pequenas particulas. La linea amarilla muestra la zona de la que se ha obtenido la
intensidad de cada pixel, que se muestra en el grafico B; UA: unidades arbitrarias. C Histograma
obtenido a partir de 209 medidas de particulas. Todas las medidas se han extraido de tomogramas
reconstruidos mediante el algoritmo Weighted Back Projection (IMOD) aplicando un pizel binning
de 4x. Tamafio de pixel original: 0.421 nm. Barra: 100 nm.

La observacién detallada de estas pequenas particulas ha permitido discernir,
en algunos casos, un par de lineas mas o menos paralelas de elevada intensidad.
También los densitogramas indican la presencia de estas lineas. En la Figura 15.64
B las flechas indican aumentos de intensidad dentro de una misma particula. Se han
realizado medidas de la distancia entre estos dos picos de intensidad dentro de una
particula; el valor obtenido a partir del andlisis de 58 particulas es 5.2 £ 1.0 nm
(todos los datos se han extraido de reconstrucciones de tomogramas adquiridos con
placa de fase). Esta distancia es similar a la encontrada al determinar el distanciado
entre las lineas internas de las placas (ver Figura 15.58), lo cual indica que las
dos lineas internas de los nucleosomas individuales son equivalentes a las lineas
transversales observadas en el interior de las placas.

La Tabla 15.1 muestra un resumen de todas las medidas realizadas a partir de
las reconstrucciones tridimensionales analizadas en esta parte de la tesis.
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Estructura Microscopio® | Phase Plate | Pizel Binning | Distancia’? (nm)

Solenoides interdigitados

Didmetro TK + 4x 32.1 + 4.0 (n= 177)

TK - Ix 26.4 + 4.0 (n= 34)

Altura TK + 4x 29.9 + 3.0 (n= 168)

TK - ix 22.0 + 2.8 (n= 34)

T - no 9.8 + 1.6 (n=493)

Grosor de placa individual T i o 102 £ 1.9 (n=96)

TK + 4x 10.9 + 1.1 (n=411)

TK - 4x 10.8 &+ 0.8 (n=39)

Grosor de placa en agregados multilaminares TK + 4x 9.6 £+ 2.8 (n=310)
Distancia entre lineas internas en placas : i e 52+ 1.6 (n=T24)
TK + 4x 5.3 + 1.1 (n=266)

T - no 16.0 + 1.3 (n=27)

Grosor de dos placas en contacto TK + 4x 16.1 + 1.6 (n=215)
TK - ix 16.0 £ 1.3 (n= 33)

Nucleosomas individuales TK + 4x 12.0 + 1.7 (n=209)
Distancia entre lineas internas en nucleosomas TK + 4x 5.2 £+ 1.0 (n=58)

Tabla 15.1: Resumen de las medidas realizadas. 'T: Tecnai G2 Polara, 27000, tamafio de
pixel: 4.27 A. TK: Titan Krios, 33000x, tamaifio de pixel: 4.21 A. 2Se indica la distancia promedio
+ desviacién estandard y, entre paréntesis, el niimero de medidas.
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Capitulo 16

Estructura de la cromatina en el
nucleo interfasico

16.1. Estructura de la cromatina interfasica

Se ha realizado un extenso estudio mediante TEM de la estructura de la croma-
tina en el interior del nicleo interfdsico en presencia de diversas condiciones idnicas.
Las micrografias obenidas tinicamente muestran fibras cuando los niicleos son incu-
bados en presencia de EDTA (Figura 11.3). Estas fibras recuerdan a los primeros
estudios de microscopia, obtenidos con cromosomas en medios de baja fuerza i6ni-
ca, que mostraban gran cantidad de lazos de cromatina (Paulson y Laemmli, 1977;
Marsden y Laemmli, 1979; Earnshaw y Laemmli, 1983). Sin embargo, las condicio-
nes de baja fuerza idnica distan enormemente de las que se encuentran en el ntcleo
interfasico. Esta descrito que los cationes divalentes juegan un papel importante en
el mantenimiento de estructuras de orden superior de la cromatina. De acuerdo con
los resultados de Strick et al. (2001), la concentracién de iones divalentes aumenta
considerablemente a lo largo del ciclo celular, alcanzando un maximo de concen-
traciéon durante la metafase. Los autores detectan una concentracién de Mg?t de
2-4 mM en el interior del nucleo interfasico. Por esta razén, los experimentos de
esta parte de la tesis han sido llevados a cabo en condiciones iénicas similares a las
observadas en interfase.

En términos generales, las emanaciones de cromatina desde ntucleos interfasicos
desestructurados parcialmente por agitacion en presencia de bolas de vidrio e in-
cubados en condiciones idnicas préoximas a la interfase presentan una textura entre
amorfa y laminar (ver Figuras 11.7-11.12). Los resultados evidencian un aumento en
la compactacién de la cromatina a medida que aumenta la concentracién de Mg?t.
Ademas, el estudio de la estructura de la cromatina emanada a partir de nicleos en
diferentes estadios de la interfase, muestra también placas en Gi, S y Go para todas
las condiciones ensayadas (ver Figuras 12.1-12.8). Asumiendo la estructuracién del
cromosoma metafasico segiin el modelo de placas finas de cromatina (Géllego et al.,
2009; Castro-Hartmann et al., 2010), es de esperar que los estadios previo (Gs) y
posterior (Gp) a la formacién del cromosoma condensado presenten una morfologia
laminar. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que las placas
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de cromatina estan presentes a lo largo de todo el ciclo celular, incluso en la fase S,
durante la cual tiene lugar la sintesis de DNA. A pesar de ello, se detectan sutiles
diferencias estructurales al estudiar con detenimiento la cromatina procedente de
ntcleos separados en funcién de la fase celular en la que se encuentran. Las placas
de cromatina en las fases G (Figura 12.3) y S (Figura 12.4) presentan una superficie
rugosa que indica una menor compactacién del material en su interior, mientras que
las placas procedentes de ntcleos en fase G2 presentan una superficie bastante mas
lisa y compacta (Figura 12.7).

Las placas interfasicas observadas, en comparacién con las metafdsicas, tienen
un tamano significativamente menor y en general no presentan tendencia al apila-
miento. Ademds, mientras que la textura de las placas metafdsicas es muy lisa, las
placas interfasicas muestran rugosidades en la superficie, que recuerdan a las rugo-
sidades observadas en algunas placas de cromatina formadas por autoasociacién de
fragmentos de cromatina procedentes de cromosomas metafasicos (Milla y Daban,
2012). La apariencia rugosa de las capas superiores de estas placas formadas por
autoasociacion sugirié que se trataba de placas que se encontraban atin en proceso
de formacién. El hecho de que las placas de cromatina interfisica presenten una tex-
tura similar a dichas placas en formacién, indica que la compactacién de las placas
interfdsicas es considerablemente menor. La menor compactacién de la cromatina
interfasica podria estar relacionada con la accesibilidad que el material genético debe
tener para permitir la transcripciéon y replicacién del DNA.

El hecho de que la morfologia de la cromatina interfasica sea laminar no des-
carta que en el interior del nticleo tenga una organizacién macroscopica. Dehghani
et al. (2005) proponen que la cromatina en el nicleo interfdsico se organiza en terri-
torios cromosomales formados por una red de fibras de 10-30 nm de didmetro que
permitiria la difusién de factores de transcripcion y otras proteinas. Los resultados
obtenidos en esta tesis no descartan la posibilidad de que existan territorios cro-
mosomales. Sin embargo, la ausencia de fibras en condiciones i6énicas propias de la
interfase descarta la organizacién fibrilar. Por el contrario, cada territorio cromo-
somal podria estar formado por agrupaciones laminares de cromatina. Como se ha
podido observar, la cohesién entre las placas interfasicas es significativamente menor
que durante la metafase, lo que permitiria la libre difusiéon de factores de transcrip-
cién y otras proteinas en el interior de dichos territorios. El estudio reciente de Ricci
et al. (2015) empleando técnicas de microscopia de fluorescencia de alta resolucién,
sugiere que en el interior de los nicleos, la cromatina interfasica esta muy diluida y
forma agregados de diversos tamanos, separados por zonas carentes de nucleosomas.
Efectivamente, estas técnicas basadas en fluorescencia de alta resolucién permiten
detectar la posicion de estos agregados nucleosomales, pero no tienen suficiente re-
solucién como para poder estudiar la organizacion interna de dichos agregados. Por
otro lado, el estudio de la estructura de la cromatina en secciones vitreas de nicleos
interfasicos muestra que la cromatina es muy densa y presenta una textura basica-
mente granular y homogénea, que descarta la presencia de fibras (Bouchet-Marquis
et al., 2006). La textura que los nicleos interfasicos muestran, es muy similar a la
textura granular, sin fibras visibles, que presentan las secciones vitreas de cromoso-
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mas (McDowall et al., 1986; Eltsov et al., 2008; Maeshima et al., 2010). La textura
homogénea de las placas interfasicas, es compatible con la textura de las secciones
vitreas de los niucleos. Todos estos resultados son incompatibles con la presencia
dominante de fibras de cromatina durante la interfase.

16.2. Estudio de la capacidad autoasociativa de la
cromatina interfasica

En vista de la elevada tendencia de los fragmentos de cromatina metafasica a
autoasociarse para formar placas cuando se incuban en condiciones iénicas metafési-
cas (Milla y Daban, 2012), en esta tesis se ha investigado si la cromatina interfésica
presenta también dicha capacidad. Tras digerir la cromatina de ntcleos interfasicos,
someter los fragmentos a condiciones de baja fuerza iénica y posteriormente a condi-
ciones semejantes a las observadas en el nicleo interfasico, se han observado placas.
Los resultados que se muestran en este trabajo (ver seccién 13.2, Figuras 13.3-13.12)
indican que los filamentos de cromatina interfasica tienen la capacidad intrinseca de
asociarse formando estructuras laminares, y que no es necesaria la continuidad del
DNA para el ensamblamiento de estas estructuras de orden superior. Las placas
formadas por autoasociacion presentan las mismas caracteristicas estructurales que
las observadas en torno a los nucleos interfasicos parcialmente desnaturalizados. A
menudo, presentan una morfologia alargada y contienen gran cantidad de cuerpos
circulares de tamano variable en la superficie de las placas. Se ha evaluado también
el efecto que el aumento de la concentracién de Mg?t ejerce sobre la estructura de
las placas y, de nuevo, se ha observado un aumento en la compactaciéon del material
analizado. Incluso cuando los filamentos de cromatina interfisica se someten a con-
centraciones de Mg?* préximas a la metafase (10 y 17 mM), las placas mantienen
la morfologia alargada y los cuerpos circulares siguen siendo visibles en la superficie
de las placas. Estos resultados indican que, a pesar de que en todos los casos se
obtienen placas por autoasociaciéon, la morfologia de las placas formadas a partir de
cromatina interfasica es menos compacta que la que presentan las placas generadas
a partir de fragmentos de cromatina metaféasica.

También se ha evaluado la capacidad de autoasociacién de fragmentos de cro-
matina interfasica procedente de nicleos en diferentes fases del ciclo celular. Los
resultados muestran placas de diversos tamanos en cualquiera de las condiciones en-
sayadas (ver seccion 13.3, Figuras 13.14-13.25). También se ha observado un aumento
en la compactacion de las placas a medida que avanza el ciclo celular. Las placas
formadas por autoasociacion de fragmentos de cromatina procedentes de niicleos en
fase G1 presentan una textura laxa y rugosa (Figura 13.16), mientras que si el ma-
terial proviene de ntcleos en fase S (Figura 13.19) o Go (Figura 13.25) se observan
placas mucho mas compactas. Las placas obtenidas a partir de cromatina en fase
Go presentan un tamano mayor y generalmente una superficie mas lisa que recuerda
a las placas metafisicas, sobre todo en presencia de Mg?* de 5 mM. En todas las
condiciones se pueden apreciar gran cantidad de cuerpos circulares en la superficie
de las placas. Tal como se ha indicado en la seccién anterior, la presencia de estas
estructuras sobre la superficie de las placas sugiere que se trata de agrupaciones de
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nucleosomas en proceso de integracion a las placas. La formacion espontanea de pla-
cas también en el caso de la cromatina interfasica, observada en esta tesis, expande
las observaciones previas sobre las placas de cromatina metafasicas al resto del ciclo
celular y abre nuevos horizontes para el conocimiento de la estructura y la funcién
de la cromatina.



Capitulo 17

Estructura de la cromatina en el
cromosoma metafasico

17.1. Estructura interna del cromosoma condensado

Se ha realizado un andlisis de dispersion de rayos X de sincrotréon de cromoso-
mas metafasicos preparados en presencia de diversas condiciones iénicas (ver seccién
10.3). Independientemente de las condiciones iénicas empleadas, los perfiles de SAXS
muestran senales tipicas (3.7 y 2.8 nm) correspondientes a distancias internas del
nucleosoma (ver resultados en la seccion 14.2). Nuestros resultados muestran que
los picos a 11 nm y 30 nm muestran baja intensidad y estan ausentes cuando se em-
plean condiciones i6nicas metafisicas. Estas senales corresponden, respectivamente,
a las distancias repetidas entre columnas paralelas de nucleosomas y fibras de 30
nm (Widom y Klug, 1985). El estudio reciente sobre la estructura de cromosomas
metafdsicos realizado por Nishino et al. (2012), ha demostrado que la senal corres-
pondiente a 30 nm procede de ribosomas asociados al cromosoma. Estos autores
observaron que después de eliminar los agregados de ribosomas, los cromosomas, en
presencia de 5 mM de Mg?t no presentan el pico a 30 nm. Por el contrario, presen-
tan un pico dominante a 6 nm aproximadamente. Nuestros resultados indican que
en presencia de condiciones iénicas propias de la metafase (17 mM Mg?*, 120 mM
K™, 20 mM Na™) la sefial méas importante corresponde a una distancia de aproxi-
madamente 6 nm. Este resultado estd de acuerdo con los resultados de Nishino et al.
(2012). La distancia de 6 nm corresponde a nucleosomas que interaccionan lateral-
mente. Ademas, tal como se indica en la siguiente seccién, esta distancia también
corresponde a la separacién entre placas apiladas.

17.2. Ultraestructura de las placas de cromatina me-
tafasica

Se ha estudiado mediante crio-ET, la estructura de la cromatina emanada de
cromosomas metafsicos en soluciones acuosas en presencia de Mgt 5 mM, bajo
temperaturas criogénicas (ver resultados en el capitulo 15).
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Las reconstrucciones tridimensionales muestran ocasionalmente pequefios agre-
gados circulares de aproximadamente 30 nm de didmetro (ver Figura 15.25 y Ta-
bla 15.1). Estos agregados circulares han sido ampliamente descritos en estudios
previos en nuestro laboratorio y corresponden a pequenos fragmentos de cromati-
na que adquieren un plegamiento en forma de solenoide compacto que permite la
interdigitacién de nucleosomas entre vueltas sucesivas (Bartolomé et al., 1994; Bar-
tolomé et al., 1995; Cario, 2007). La estructura que muestran estas pequenas fibras
analizadas mediante crio-TE es igual que la observada en el caso de fragmentos de
cromatina procedentes de eritrocito de pollo analizados mediante TEM (Bartolomé
et al., 1994; Bartolomé et al., 1995). También son equivalentes a las estructuras for-
madas por arrays de nucleosomas analizados mediante crio-TEM (ver Figura 3.7,
Robinson et al., 2006). Se ha podido observar cémo estas estructuras ocasionalmente
deshacen su plegamiento helicoidal para incorporarse a las placas (Figura 15.26). Se
ha observado que la altura de estas estructuras es pequena (22-30 nm; ver Tabla
15.1). Los resultados obtenidos indican que en la cromatina metafdsica no existen
fibras largas de 30 nm. En los resultados mostrados en el presente trabajo, tan sélo
aparecen muy ocasionalmente fibras cortas de 30 nm. Las placas de cromatina son la
estructura dominante observada en las muestras preparadas a partir de cromosomas
metafasicos.

Las reconstrucciones tridimensionales muestran una enorme cantidad de placas
individuales (Figuras 15.10-15.11 y 15.28-15.34). El grosor de las placas es de apro-
ximadamente 10-11 nm (ver Tabla 15.1). En estudios previos en nuestro grupo de
investigacién se ha determinado la altura de las placas individuales mediante TEM
(7.4 nm), AFM (4.0 nm) y tomografia electrénica de muestras deshidratadas (7.8
nm) (Gallego et al., 2009; Castro-Hartmann et al., 2010). El grosor de las placas
analizadas mediante estas técnicas es considerablemente menor que el valor obser-
vado mediante crio-ET. Esta diferencia puede ser debida al hecho que las placas
individuales sobre las rejillas para TEM o sobre mica en experimentos de AFM, se
encuentran parcialmente inmersas en un fondo de cromatina que cubre la superficie
del sustrato, lo que reduce su grosor aparente. Por otro lado, las placas estudiadas
mediante crio-TE no han sido fijadas y se encuentran hidratadas. La presencia de
agua podria ser la razéon del aumento del grosor. El grosor de placas analizadas
mediante crio-TE es muy préximo al didmetro del nucleosoma (~11 nm). Las me-
didas corresponden a placas individuales en solucién acuosa vitrificada, y no existe
ningin soporte que enmascare su tamano. El hecho de que se haya detectado un
grosor ligeramente inferior al didmetro del nucleosoma, puede explicarse si los nu-
cleosomas estan inclinados y presentan una orientacién irregular en el interior de
la placa, tal como ha sido sugerido previamente a partir del analisis de los bordes
de las placas en reconstrucciones tomograficas de muestras deshidratas y platinadas
(Castro-Hartmann et al., 2010).

A menudo, se ha observado que las placas individuales contenidas en medio
acuoso son capaces de adoptar estructuras cilindricas (Figuras 15.13 y 15.36-15.40).
Este hecho se explica por la elevada tendencia de las placas de cromatina a incorporar
nucleosomas en su estructura (Milla y Daban, 2012). En términos energéticos, resulta
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mucho més estable para los nucleosomas, colocarse uno junto al otro en el interior
de una placa, minimizando asi la desestabilizaciéon debida al contacto con el medio
acuoso (Daban, 2014).

También se ha observado que las placas interaccionan entre ellas formando bi-
capas (Figuras 15.14-15.15 y 15.41-15.47). Las medidas realizadas en estas zonas de
contacto intimo entre dos placas individuales revelan un grosor de aproximadamente
16 nm (ver Tabla 15.1). Este valor es
inferior a la suma del grosor de dos pla-
cas individuales, lo que indica que exis-
te interdigitacion entre nucleosomas de
ambas placas. Del resultado se deduce
que el grosor aparente de cada placa in-
dividual es de 8 nm aproximadamente.
Este valor es superior al grosor de pla- Figura 17.1: Interdigitacién entre nucleoso-
cas en agregados multilaminares deter- mas de capas adyacentes segin el mode-
minado mediante TEM (5'3 nm) y to- lo de placas para el cromsooma meta.fésico.

, , . . Fuente: Castro-Hartmann et al. (2010), Figura 6.
mografia electronica de muestras deshi-
dratadas (6.1 nm) (Géllego et al., 2009;
Castro-Hartmann et al., 2010). Posiblemente, la diferencia se debe a la presencia de
agua en las preparaciones de crio-ET. Estos resultados obtenidos con muestras en
medio acuoso vitrificado y sin ningtin tipo de fijaciéon ni contraste son importantes
porque confirman que existe interdigitacion entre las capas de cromatina multila-
minar, tal como se habia propuesto en el modelo de las placas delgadas para el
cromosoma metafisico (Gallego et al., 2009; Castro-Hartmann et al., 2010, ; ver
Figura 17.1). Ademés, de acuerdo con las medidas obtenidas, la distancia entre los
planos centrales de dos placas interdigitadas es de aproximadamente 6 nm. También
la distancia entre nucleosomas que interaccionan a través de sus caras laterales en
la estructura interdigitada es de 6 nm aproximadamente. Estas distancias repetidas
son coherentes con la difracciéon dominante a 6 nm observada en los experimentos
de SAXS realizados en el sincrotrén ALBA (apartado 14.2).

También se han observado grandes agregados que presentan placas en su interior
(Figuras 15.17-15.18 y 15.50-15.53). El anélisis de estas estructuras indica que se
trata de agregados multilaminares, formados por varias capas dispuestas de forma
aproximadamente paralela entre ellas. El grosor de estas placas es de ~10 nm. Es-
te valor es similar al que corresponde a placas individuales, lo que indica que no
existe interdigitacién entre estas placas. En las zonas de estos agregados en las que
existe interdigitacion resulta imposible realizar las medidas de grosor de placas in-
dividuales porque la estructura es demasiado compacta y no se distinguen las lineas
correspondientes a placas independientes (ver Figura 15.54).

Al analizar las secciones de placas presentes en los tomogramas adquiridos a
27000x y sin emplear placa de fase, puede observarse la presencia de lineas trans-
versales relativamente intensas (Figura 15.19). La distancia entre estas lineas es de
5.2 nm (ver Tabla 15.1). Cuando se analizan las lineas de placa en tomogramas adqui-
ridos a 33000x y empleando la placa de fase (Figura 15.57), se obtiene un promedio
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semejante (5.3 nm, ver Tabla 15.1). Estas medidas son superiores al distanciado
entre lineas transversales observado en estudios previos de muestras deshidratadas
mediante tomografia electronica (4.0 nm; Castro-Hartmann et al., 2010). De nuevo,
la deshidratacién podria explicar estas diferencias estre ambas medidas. La distancia
entre lineas en las placas y en los nucleosomas individuales con orientaciones alea-
torias es la misma (aproximadamente 5 nm), sin embargo, es superior a la distancia
entre vueltas de DNA en las columnas de nucleosomas apilados de forma regular
a través de sus caras laterales (2.8 nm; Finch et al., 1977; Uberbacher y Bunick,
1985; Leforestier et al., 1999); lo cual indica que los nucleosomas en las placas estan
dispuestos de manera irregular. También estos resultados, obtenidos con cromatina
metafasica en medio acuoso vitrificado y sin ningin tipo de sustrato, son coherentes
con la estructura interna del cromosoma metafasico propuesto en el modelo de las
placas delgadas.



Parte V

CONCLUSION FINAL






Capitulo 18

Conclusiones

1. Los resultados obtenidos mediante microscopia TEM sobre la estructura de la
cromatina emanada de ntucleos interfasicos, muestran que las fibras de cromatina
s6lo son visibles en condiciones de muy baja concentracién idénica, en presencia
de EDTA. En condiciones iénicas interfasicas se observan estructuras amorfas y
placas de cromatina.

2. El anélisis de la estructura de la cromatina en las fases Gi, S y Gy indica que
las placas estan presentes a lo largo de toda la interfase. A medida que el ciclo
celular avanza, la compactacion de las placas aumenta.

3. Los resultados obtenidos indican que, en comparacion con las placas procedentes
de cromosomas metafasicos, las placas interfasicas generalmente son de dimen-
siones mas reducidas, a menudo tienen una morfologia alargada y presentan poca
tendencia al apilamiento. La falta de cohesién entre placas podria estar relaciona-
da con el aumento de accesibilidad del DNA que se requiere durante los procesos
de transcripcion y replicacion.

4. Los experimentos realizados con fragmentos de cromatina interfasica indican que
existe una clara tendencia de la cromatina a autoasociarse para formar estructuras
laminares. Utilizando fragmentos de cromatina procedentes de nticleos en las fases
G1, S y Go también se observa que, en todos los casos, se forman placas por
autoasociaciéon. Las placas formadas en la interfase temprana son pequenas y
laxas; las placas en la interfase tardia presentan tamanos mayores y un aumento
en la compactacién.

5. Se ha realizado un analisis mediante crio-ET de la cromatina emanada de cro-
mosomas metafasicos de células humanas. Los resultados obtenidos demuestran
que en medio acuoso vitrificado, en ausencia de sustratos y en condiciones iénicas
préximas a la metafase, la cromatina presenta estructura laminar.

6. En estas preparaciones no se han observado fibras largas de cromatina. Ocasio-
nalmente, se han detectado cuerpos cilindricos de aproximadamente 30 nm de
diametro. La reconstruccién tridimensional indica que son fibras cortas de cro-
matina (longitud 20-30 nm) que, aparentemente, tienen la misma estructura que
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10.

11.

12.

los solenoides interdigitados compactos que habian sido descritos en estudios pre-
vios en nuestro laboratorio. También se ha observado que estas pequenas fibras
pueden ser desestructuradas y absorbidas por las placas de cromatina.

Las reconstrucciones tridimensionales de muchos crio-tomogramas han permitido
analizar gran cantidad de placas. Algunas de ellas tienen dimensiones superiores
a 1 pm y una anchura tan grande como todo el espesor del hielo en las crio-
preparaciones (200-400 nm). El grosor de las placas es de ~10 nm. Esta medida
corresponde aproximadamente al didmetro del nucleosoma.

En las placas desestructuradas pueden visualizarse claramente nucleosomas bien
separados, pero en las placas compactas solo se observan lineas transversales que
tienen un mayor contraste, que corresponden al DNA nucleosomal. La distancia
entre estas lineas (~5 nm) es la misma que se observa, en estas preparaciones,
entre las lineas visibles en el interior de nucleosomas individuales con diversas
orientaciones. Por lo tanto, estos resultados indican que los nucleosomas en las
placas estdn dispuestos irregularmente.

Se ha observado frecuentemente que las placas pueden interaccionar a través de
sus bordes, dando lugar a estructuras cilindricas. También se ha observado fre-
cuentemente que las placas interaccionan lateralmente formando bicapas y, en
algunas ocasiones, multicapas que pueden llegar a tener las dimensiones de una
crométida (~0.6 um). Tanto los contactos entre bordes, como los contactos late-
rales, se justifican por el aumento de estabilidad que se genera cuando disminuye
el nimero de nucleosomas expuestos al medio.

El grosor de dos placas en contacto es ~16 nm. Este valor es significativamente
menor que el esperado para dos placas individuales (~20 nm). De acuerdo con
observaciones anteriores realizadas en nuestro laboratorio, estos resultados indi-
can que los nucleosomas de ambas placas se interdigitan. En estas estructuras, la
distancia entre los centros de dos placas adyacentes es de ~6 nm.

En una estructura multilaminar interdigitada, los nucleosomas pueden interac-
cionar lateralmente. La distancia entre nucleosomas con interaccién lateral es ~6
nm. Esta distancia repetida, y la distancia entre placas apiladas, coincide con
la difraccion dominante a ~6 nm observada en los experimentos de SAXS pa-
ra cromosomas en presencia de cationes a la concentracién correspondiente a la
metafase.

En conjunto, todos estos resultados refuerzan el modelo de las capas finas de
cromatina para la estructura del cromosoma metafdsico. La existencia de placas
en interfase sugiere que, ademas de proteger el DNA, estas estructuras laminares
deben participar en las diversas funciones de la cromatina a lo largo del ciclo
celular.
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Simbolos y abreviaturas

°C
/g
ul
pum

M

aa
AFM
ATP
BSA
CCD
cm
crio-ET
DAPI
DMSO
DNA
EDTA
et al.

FBS

Grado

Grado centigrado

Microgramo

Microlitro

Micrémetro

Micromolar

Angstrom

Aminoacidos

Microscopia de fuerza atéomica
Trifosfato de adenosina
Albtmina de suero bovino
Dispositivo de carga acoplada
Centimetro

Crio-tomografia electrénica

4’ 6-diamino-2-fenilindol
Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucleico
Acido etilendiaminotetraacético
et alter, y colaboradores

Suero fetal bovino
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FRAP Recuperacién de fluorescencia tras fotoblanqueo
g Gramo

g Fuerza centrifuga relativa

h Hora

kDa Kilodalton

kV Kilovoltio

1 Litro

M Molar

m Metro

mA Miliamperio

mbar Milibar

mg Miligramo

ml Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

min Minuto

nm Nanémetro

NCP Particula nicleo del nucleosoma

pb Pares de bases

PBS Tampon fosfato salino

PMSF Fluoruro de fenilmetanosulfonil
PVS Policloruro de vinilo

p/v Peso/volumen

SAXS Dispersion de rayos X a angulo bajo
SDS Dodecilsulfato sédico

Torr Torricelli

TEM Microscopia electronica de transmision

Uuv Ultravioleta
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Volumen/volumen
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