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RESUMEN

Osteocalcina (OC) es una proteina Oseo-especifica que se expresa en etapas
tardias de diferenciacidon, durante la mineralizacion de la matriz extracelular. La
expresion de este gen es considerada como uno de los principales marcadores de
diferenciacion osteobléstica y su regulacion transcripcional involucra multiples pasos,
como la presencia de reguladores transcripcionales especificos y una reorganizacion de
la arquitectura cromatinica en su region promotora. En células que no expresan el gen
OC, la region promotora se encuentra inaccesible a la maquinaria transcripcional,
formando parte de una estructura cromatinica altamente compactada. Por otro lado, en
células que expresan activamente el gen OC, la region promotora es mas accesible, lo
cual se refleja por la presencia de dos regiones hipersensibles a la digestion con DNasa
I (DHS). Estos DHS abarcan todos los elementos regulatorios claves que controlan la
actividad transcripcional basal tejido-especifica y la estimulada por vitamina D3. La
region entre estos dos sitios hipersensibles a la digestion con DNasa | se encuentra
organizada como un nucleosoma altamente posicionado, el cual soporta una estructura
tridimensional donde los factores regulatorios de la transcripcion se unen tanto a la
region promotora proximal como distal, creando interacciones entre ambas regiones.
Los mecanismos involucrados en la generacion de esta estructura remodelada no han
sido definidos, por lo que su estudio resulta de gran importancia para la comprender en

forma global el mecanismo que gobierna la regulacion transcripcional de este gen.



Entre los complejos celulares que poseen actividad remodeladora de cromatina se
encuentran los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP. En
mamiferos se han encontrado diferentes complejos con esta actividad, uno de ellos
corresponde a los complejos SWI/SNF. Estos complejos multiproteicos contienen una
subunidad catalitica que posee actividad ATPasica, la cual puede ser BRG-1 o BRM.
Mutaciones en el dominio ATPésico de BRG-1 o BRM elimina su capacidad de unir
ATP, resultando en la formacion de complejos SWI/SNF inactivos. Para comprender
los mecanismos involucrados en el remodelamiento cromatinico asociado a la
actividad transcripcional del gen OC, hemos transfectado en forma estable células
osteoblasticas con construcciones codificantes para versiones mutadas de BRG-1 y
BRM marcadas con un epitope FLAG y bajo el control de un promotor inducible.
Encontramos que la sobre-expresion de estas proteinas mutantes en su actividad
ATPasica resultan en la formacion de complejos SWI/SNF inactivos que se unen al
promotor OC. Esta interaccion se correlaciona con una significativa inhibicion de la
transcripcion de OC endogena, tanto a nivel basal como de estimulacion por vitamina
D3, ademas de una disminuciéon en la hipersensibilidad a nucleasas de su region
promotora. La inhibicion transcripcional de OC fue hallada en osteoblastos
diferenciados, como lo es la linea celular ROS 17/2.8. Mas aun, encontramos la misma
accion de BRG1 y BRM mutantes en células C2C12 comprometidas al fenotipo
osteoblastico. Tomando nuestros resultados en conjunto, se puede concluir que
complejos SWI/SNF tienen una importante funcion en la remodelacion y concomitante

activacion transcripcional del gen OC en osteoblastos.



