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Resumen

El ADN dentro del nucleo eucariético se encuentra a la forma de un
complejo nucleoproteico denominado cromatina, siendo los nucleosomas la unidad
fundamental de esta estructura. La cromatina funciona como moduladora del
acceso al ADN de gran variedad de proteinas y complejos proteicos involucrados
en distintos eventos nucleares, como lo es la transcripcion. Eventos como éste
requieren que la regibn promotora de un determinado gen adopte una
organizacién nucleosomal definida, de tal forma que permita el acceso de distintos
factores reguladores y de la maquinaria trascripcional basal. En los ultimos afios
se ha descrito una gran variedad de complejos multiproteicos capaces de
modificar la estructura cromatinica. Estos complejos han sido denominados como
remodeladores o modificadores de cromatina. Gran variedad de estudios han
determinado la participacion de estos complejos en la remodelacion nucleosomal
de las regiones promotoras de distintos genes, posibilitando asi su activacién
transcripcional. Los complejos remodeladores de cromatina se unen al ADN y
nucleosomas de una manera secuencia-inespecifica. A este respecto, se ha
observado que diversos factores de transcripcion pueden interaccionar con los
complejos remodeladores, lo que habre una via para el reclutamiento de éstos
hacia las regiones promotoras de genes.

El gen de osteocalcina (OC) de rata codifica una proteina de 10 KDa,
especifica de tejido 6seo. Se ha descrito que la expresion basal y tejido especifica
de este gen esta regulada por elementos moduladores ubicados en su region
promotora proximal, entre los que se encuentra una secuencia de union para el
factor de transcripcion Runx/Cbfa. Diversos estudios han puesto de relieve el
papel central que Runx/Cbfa juega en la expresion del gen de OC. La activacion
transcripcional de este gen concuerda con la aparicion de un sitio hipersensible a
DNasa | en su region promotora proximal (-170 a -70), lo que estaria reflejando un
cambio en la organizacion nucleosomal asociado a su activacion. Este hecho da

lugar a la posibilidad de que complejos remodeladores de cromatina estén



participando en la remodelacion nucleosomal del promotor de este gen, durante su
proceso de activacion transcripcional. Tal evento de remodelacién podria ser
promovido ademas por factores inductores de la transcripcion basal del gen de
OC, como lo es Runx/Cbfa. Estos dos ultimos aspectos no han sido evaluados con
anterioridad al desarrollo de esta tesis.

Obedeciendo a estos planteamientos, en esta tesis se propuso como
objetivo general investigar el papel que poseen factores inductores de la
transcripcion basal de OC sobre la reorganizacion nucleosomal que sufre la region
promotora proximal de este gen en su proceso de activacion transcripcional.
Conjuntamente con el desarrollo de este objetivo, se propuso establecer la
presencia de complejos remodeladores ATP-dependientes en células éseas y
analizar aspectos relacionados con la movilizacion de los nucleosomas sobre la
cadena de ADN, en el contexto de la region promotora proximal del gen de OC. La
reconstitucion in vitro de distintos segmentos de ADN (correspondientes a la
region promotora del gen de OC) como mononucleosomas, fue utilizada como
metodologia principal en este trabajo de tesis.

El trabajo desarrollado en esta tesis permitié definir las caracteristicas de la
interaccion de Runx/Cbfa con su secuencia de union especifica en el contexto
nucleosomal. Ademas establecidé la presencia de una region posicionadora de
nucleosomas entre las regiones distal y proximal del promotor del gen de OC, la
cual se encuentra efectivamente in vivo ocupada por un nucleosoma en el
promotor activo. Este trabajo también establecio6 la presencia en células 6seas de
complejos con actividad remodeladora de nucleosomas ATP-dependiente. Los
estudios de remodelacién nucleosomal, en conjunto con el analisis de los patrones
de reconstitucién nucleosomal de distintos segmentos del promotor del gen de
OC, permitieron definir la presencia de una region excluyente de nucleosomas,
ubicada en la regidbn promotora proximal de este gen. Se determind que esta
region excluyente influye en la posicion traslacional adoptada por los nucleosomas
en los segmentos del promotor que incluyen esta region, tras su reconstitucion in

vitro, y que también influye en sus patrones de remodelacién nucleosomal. De



gran importancia es que este Ultimo aspecto puso de relieve que la secuencia de
ADN puede estar influyendo sobre la actividad remodeladora de nucleosomas.

Los resultados obtenidos en esta tesis, en su conjunto, han permitido
plantear un mecanismo que describe la secuencia de eventos que pueden estar
formando parte de la reorganizacibn nucleosomal acontecida en la regién
promotora proximal del gen de OC, durante su proceso de activacion

transcripcional.
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