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El ATAC-seq, la llave para abrir los

secretos del genoma

ATAC-seq, the key to unlock the genome secrets

Resumen

El genoma de cada célula es enorme, por lo
que se encuentra hiper compactado dentro
del nucleo celular en forma de cromatina. Sin
embargo, no toda la informacion codificada en
nuestro ADN es necesaria en todo momento,
por lo que sdlo se requiere que algunos de los
genes estén activos en determinada célula y
en cierta condicion. La cromatina tiene sitios
completamente inaccesibles por el nivel de
compactacion, mientras que las regiones que
se encuentran accesibles corresponden a los
genes necesarios para la célula. El ATAC-seq
es una técnica utilizada para conocer todas las
regiones accesibles del genoma celular.

Palabras clave: Cromatina, compactacion del
ADN, transposasa, secuenciacion masiva,
bioinformatica.

Summary
The genome of each cell is huge and highly
compacted within the nucleus as chromatin.
However, not all DNA-encoded information
is required simultaneously; only a subset of
genes is activated depending on the cell type
and specific conditions. Chromatin contains
inaccessible regions due to its high compaction
level, while accessible areas correspond to
functionally active genes. ATAC-seqis a powerful
technique for accurately identifying accessible
regions of the genome, offering critical insights
into gene regulation and chromatin organization.

Keywords: Chromatin, transposase, massi-

ve-sequencing, DNA-compaction, bioinforma-
tics.
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¢ Como cabe el genoma de 4,600 millones de
pares de bases en un nucleo de 6 microme-
tros?

uchos estamos familiarizados con el
hecho de que nuestras células tie-
nen un nucleo donde se almacena
nuestro ADN, es decir, nuestro ge-
noma. Pero sigue siendo impresionante recor-
dar que la longitud de nuestro genoma seria de
poco mas de dos metros si lo extendiéramos de
manera linear [1]. Uno se preguntara entonces,
¢,como cabe todo nuestro genoma en un nucleo
que mide tan solo 6 micras?, es decir, jun sitio
tres millones de veces menor! jEs como aco-
modar 40 km de hilo dentro de una pelota de
tenis! La respuesta es la compactacion: el ADN
esta enrollado alrededor de unas proteinas de-
nominadas histonas, formando una estructura
llamada nucleosoma (Figura 1). Los nucleoso-
mas van uno tras otro, como si fuera un “collar
de perlas moleculares”. Después los nucleoso-
mas hacen una estructura helicoidal, conocida
como fibra de 30 nandmetros (por su grosor)
[1]. Es como si fueras enrollando al collar de
perlas alrededor de una ramita. En este punto
el genoma esta tan compacto que cabe dentro
del nucleo, y a esa estructura hiper compacta-
da de ADN vy proteinas se le llama cromatina.
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Secuencia de
nucleotidos

1 nucledtido = 0.33 nm
Genoma de célula humana =
6,400 millones de nucleotidos

0.33 nm x 6,400,000,000 = 2,112 metros

Fibra de 30 nm

Celula

Figura 1. Compactacion de la cromatina dentro del nucleo eucarionte. La molécula de ADN se enrolla alrededor de los
nucleosomas que estan conformados por ocho proteinas histonas (H3, H4, H2A y H2B, dos de cada una) para formar la cromatina.
Esta estructura se hipercompacta en la fibra de 30 nm dentro del nucleo.

¢ Todas las células tienen la misma accesibi-
lidad de la cromatina?

Aunque todas las células de nuestro cuer-
po tienen la misma informacion genética, en
él tenemos gran variedad de células y tejidos.
Esto se debe a que las distintas células expre-
san distintos genes [2]. Por ejemplo, mientras
que las neuronas expresan genes para sinte-
tizar neurotransmisores, las células muscula-
res expresan genes como la miosina, que nos
permiten movernos. Conocer los mecanismos
moleculares que permiten la “expresion dife-
rencial” de genes entre tejidos, es una frontera
de la biologia moderna, y la compactacion de la
cromatina es uno de estos mecanismos.

Ahora que sabemos por qué es importante
la compactacién de la cromatina, nos interesa
explorar una técnica que se usa para estudiar
su accesibilidad. Pero, ¢a qué nos referimos
con accesibilidad? Pensemos en un ejemplo:
una secuencia de ADN que corresponde a un
gen hipotético llamado “Genus”. Para que a
partir del ADN de Genus se produzca una pro-
teina, el gen necesita primero ser transcrito de
ADN a ARN por la enzima “ARN polimerasa”, y
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después ser traducido de ARN a proteina por
medio de los ribosomas. Para que la ARN poli-
merasa tenga acceso al ADN de Genus, la se-
cuencia necesita estar libre de nucleosomas o
“accesible”. Regresando al ejemplo de los ge-
nes de neurotransmisores (neuronas) y miosina
(musculo), la cromatina de estos genes debe
estar accesible en las células donde se requie-
ren, pero probablemente estén no accesibles
en otros tipos celulares, donde estos genes no
son necesarios. jSorprendente como nuestras
células optimizan los procesos moleculares!

Asi pues, como ya puedes haber dedu-
cido, la cromatina se mantiene accesible en
regiones donde hay genes importantes para
que la célula se mantenga viva o lleve a cabo
su funcién. A estos genes los podemos llamar
“activos”, mientras que a los genes que no se
expresan los podemos llamar “inactivos”. Por
lo tanto, conocer los sitios de cromatina acce-
sible del genoma de una célula nos puede dar
un indicio de cuales genes estan activos.

Pero ahora, ;cémo podemos saber cuales
zonas del genoma tienen cromatina accesible
en una célula o tejido? Existen varias técnicas
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que evallan la accesibilidad, algunas tienen la
desventaja de ser inespecificas [3], pero una de
las mas eficientes y de mayor resolucién es el
“ensayo de cromatina accesible a transposasa
utilizando secuenciacién,” o ATAC-seq por sus
siglas en inglés (Assay for Transposase-Acces-
sible Chromatin with sequencing), que permite
identificar las regiones de cromatina libres de
nucleosomas [4].

¢ Como funciona el ATAC-seq?

En el ATAC-seq utilizamos una proteina
transposasa [4], esta proteina existe en casi to-
dos los organismos y puede mover segmentos
de ADN, conocidos como transposones, de un
sitio a otro del genoma. Lo que mas nos inte-
resa de esta enzima es que tiene la capacidad

de cortar el ADN, y solamente puede hacerlo
en regiones accesibles de la cromatina. En el
ATAC-seq la transposasa se agrega a nucleos
celulares intactos, pues queremos preservar la
estructura de la cromatina tal cual esta en un
tejido o condicion.

Para ayudar a nuestra imaginacion vea-
mos el esquema de la Figura 2, donde se repre-
senta la cromatina cerrada y la cromatina abier-
ta (o accesible). La transposasa que se utiliza
en ATAC-seq se llama Tn5, se produce en un la-
boratorio de manera artificial y tiene dos parti-
cularidades importantes: 1) es hiperactiva pues
fue modificada por los cientificos para aumen-
tar su eficiencia; y 2) tiene adaptadores de ADN
unidos a su estructura (verdes y rojos en la figu-
ra). Los adaptadores son secuencias cortas de

Nucleosoma

Cromatina cerrada

@

—
% ! Cromatina abierta

R

Fragmentos con adaptadores

Transposasa

“ Tn5

@
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Figura 2. Esquema de la técnica de “ensayo de cromatina accesible a transposasa utilizando secuenciacion” o ATAC-seq por sus

siglas en inglés (Assay for Transposase-Accessible Chromatin with sequencing). Los nticleos celulares intactos son incubados con la

transposasa hiperactiva Tn5 que se produce de manera artificial. Esta transposasa corta en regiones accesibles e introduce adaptadores,
que se representan en rojo y verde.
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ADN sintético (~20 nucledtidos) y su funcion es
importante en la amplificacion y secuenciacion.
Una vez que entra en contacto con la cromati-
na, la Tn5 se une y corta el ADN en regiones ac-
cesibles e inserta también los adaptadores de
ADN en cada uno de los extremos. Después de
esto ya tenemos las regiones accesibles corta-
das y marcadas con secuencias conocidas de
ADN (adaptadores), jya s6lo queda identificar-
las!

ZY la secuenciacion?

Después de incubar los nucleos con la
Tn5, tenemos una mezcla de fragmentos de
todo el genoma que corresponden a las regio-
nes accesibles y que tienen

completar los extremos y que queden “pare-
jos”. La otra parte importante de la amplifica-
cion es la de ainadir los barcodes o indices, que
son otra secuencia corta de ADN para diferen-
ciar una muestra de otra (gj. tratamiento de alta
glucosa vs baja glucosa). Por lo tanto, cuando
se realiza la amplificacién es crucial poner di-
ferentes indices a distintas muestras (Figura 3).

Los adaptadores son importantes para la
secuenciacién porque son esenciales para la
unidn de nuestras bibliotecas a las celdas de
flujo que se utilizan en la secuenciacion masiva.
Las celdas de flujo tienen adaptadores comple-
mentarios a los de nuestros fragmentos, lo que
facilita su reconocimiento y union a la celda.

unidos los adaptadores en
sus extremos. Como quizas
hayas escuchado antes, para
saber qué nucledtidos con-
forman una molécula de ADN
y su orden, se realiza un pro-
ceso llamado secuenciacion.
La secuenciacién que se uti-

Corte e insercion de adaptadores

— ¢

WV #

Fragmentos de DNA —

liza en el ATAC-seq es de las
llamadas de “lltima gene-
racion” o NGS (Next-Gene-
ration Sequencing) y es tan

PCR

¢ Extension de extremos

eficaz que pueden secuen-

ciarse millones de fragmen-
tos de ADN al mismo tiempo,
aungue no entraremos en los
detalles técnicos en este ar-

¢ Amplificacion con indices

ticulo.

Pero antes de la se- —
cuenciaciéon hay un paso
muy importante: la amplifica-

e

l Purificacion de biblioteca

cién de nuestros fragmentos —
por PCR, lo que se conoce
también como preparacion

Tn5 corta el ADN, inser-
ta cada adaptador en lados
opuestos, haciendo que los
fragmentos queden dispare-

e == Adaptador de celda de flujo
de bibliotecas. Cuando la e

== Adaptador A de Tn5
== Fragmento de ATAC-seq

== Adaptador B de Tn5

== [ndice 2
== Adaptador de celda de flujo

jos en sus extremos, por lo

Figura 3. Ampilificacion de bibliotecas de ATAC-seq. Con el genoma fragmentado y con los
adaptadores que puso la Tn5, se amplifican las librerias via PCR completando los extremos
y agregando las secuencias de adaptadores e indices para su identificacion durante la
secuenciacion masiva de nueva generacion.

que es necesario realizar la
amplificacion por PCR para
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Analizando todo el genoma: bioinformatica

La secuenciacion masiva genera miles de
millones de secuencias de ADN que son imposi-
bles de examinar a ojo, ademas en el ATAC-seq
tenemos los fragmentos accesibles de TODO el
genoma. Por ello se utilizan herramientas com-
putacionales con capacidad de almacenamien-
to de varios terabytes para guardar, organizar y
analizar estos datos.

Al analizar el ATAC-seq es importante eli-
minar las secuencias de los adaptadores que
tanto nos sirvieron para que no interfieran con
los siguientes pasos. Como trabajamos con
todo el genoma, debemos alinear cada una de
las secuencias, también llamadas lecturas, al
genoma del organismo que estudiamos. Los or-
ganismos mas investigados en el mundo tienen
la secuencia de su genoma completo disponi-
ble en internet para cualquiera que lo necesite.

Y bien, después de varios pasos bioinfor-

maticos, podemos por fin generar graficos y
figuras para poder ver nuestros datos de una
manera amigable. Si nos situamos en la Figu-
ra 4, podemos ver cdmo las regiones libres de
nucleosomas de “Genus”, que fueron fragmen-
tadas por la Tn5, se alinean sobre el promotor,
el cuerpo del gen y una region intergénica. Esa
informacién es plasmada en la imagen como
“picos de accesibilidad”.

Si comparamos dos muestras con con-
diciones distintas (gj. alta y baja temperatura),
podriamos contrastar la dimension de los picos
en cada una y asi saber las diferencias de la
cromatina en cada muestra. Por ejemplo, en la
imagen podemos ver que Genus esta mas ac-
cesible a temperaturas altas, por lo que biolégi-
camente podriamos deducir que es importan-
te para sobrevivir a esa temperatura y por eso
esta accesible. De hecho, en nuestro laborato-
rio estamos estudiando, mediante ATAC-seq,
cambios en la accesibilidad de la cromatina de

1

1

1
Alineamiento i__
con el genoma !

Picos de accesibilidad
Alta
temperatura /

Baja /

temperatura ___ il

\ ﬁk-

.

1 1
Promotor Gen "genus”

Region intergénica

Figura 4. Cambios en accesibilidad: alineamiento de lecturas al genoma y generacion de “picos”. Después de la secuenciacion
de las librerias de ATAC-seq, computacionalmente se alinean los millones de fragmentos secuenciados al genoma de referencia. Esto
permite generar picos de accesibilidad y mapearlos a un gen de interés, por ejemplo el hipotético “Genus”, o a regiones intergénicas
a lo largo del genoma. Al comprar dos (o mas) ATAC-seq, podemos identificar cambios en la cromatina inducidos por distintos
tratamientos, condiciones experimentales, entre células diferentes o, incluso, condiciones patoldgicas.
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nematodos C. elegans cuando son expuestos
a altas temperaturas. También hemos identifi-
cado que algo tan simple como la glucosa, es
capaz de inducir cambios permanentes en la
accesibilidad de la cromatina de células huma-
nas [5].

Mas alla de la accesibilidad, ventajas y des-
ventajas

Asi pues, el ATAC-seq es una poderosa
herramienta para analizar la accesibilidad de
la cromatina de manera global, es decir, abar-
cando todo el genoma. Ademas, tiene la ven-
taja de requerir un muy bajo nimero de células
para su implementacién, unos cuantos miles
es suficiente, e incluso algunas personas estan
realizando ATAC-seq a nivel de células indivi-
duales para diferenciar poblaciones de células
especificas en una sola muestra [6]. Otra de las
ventajas del ATAC-seq es que también evalla
regiones intergénicas, donde puede haber se-
cuencias reguladoras distales (enhancers), que
regulan la potencia de expresion de otros ge-
nes [6].

Ahora bien, no siempre mayor accesibili-
dad de la cromatina significa genes activos, a
veces son necesarias otras sefnales para lograr
la expresion de un gen. Por esto, el ATAC-seq se
puede complementar con metodologias como
el RNA-seq, que permite evaluar todos los ARN
mensajeros de una célula, o el ChlP-seq, que
evalla cambios quimicos en la cromatina.

No cabe duda que el ATAC-seq es una po-
derosa herramienta para conocer los cambios
epigenéticos, es decir aquellos que alteran la
expresion genética, sin alterar la secuencia del
ADN. Con el desarrollo de este tipo de tecnolo-
gias ahora nos queda pensar, ¢qué preguntas
nos gustaria responder con ATAC-seq? ¢Qué
propuestas se te ocurren a ti? |BIO
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