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RESUMEN

En esta Tesis hemos demostrado la participacion de dos elementos
reguladores que se encuentran operando en niveles diferentes para el control
de la regulacion transcripcional del promotor del gen osteocalcina (OC). En
primer lugar estudiamos la participacion de p300 en la regulacién del promotor
OC en células ROS 17/2.8 de rata. p300 es un coactivador transcripcional con
multiples caracteristicas, que funciona como un adaptador de factores de
transcripcion y posee actividad acetiltransferasa intrinsica (HAT) la que es
critica para la transcripcién dependiente de esteroides. Se investigd el control
que ejerce p300 sobre la actividad basal y estimulada por vitamina D3 en el
promotor OC. Descubrimos que la sobrexpresion transiente de p300 incrementa
en forma dosis-dependiente la actividad basal y estimulada por vitamina Ds.
Este efecto requiere la integridad de los sitios de union para Runx2/Cbfa1 y del
elemento de respuesta a vitamina Ds. Ademas, por ensayos de
coinmunoprecipitacion de proteinas y de immnuprecipitacion de cromatina
demostramos que Runx2/Cbfa1 y p300 son componentes del mismo complejo e
interactuan en el promotor OC en células osteoblasticas. Este efecto de p300 es
independiente de su actividad HAT intrinsica y coopera con P/CAF de la misma
manera que la proteina silvestre. A partir de nuestros resultados proponemos

que p300 interactia con reguladores transcripcionales claves del gen OC y
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sirve como un puente entre las secuencias distales y proximales con el fin de

facilitar la respuesta a vitamina Ds.

También se estudié la secuencia de ADN ubicada entre los dos sitios
hipersensibles del promotor OC. Se ha postulado que esta secuencia
posicionaria un nucleosoma que estaria permitiendo la interaccion de los
elementos reguladores situados en la regién distal del promotor con los
elementos situados en su regién proximal. Usando diferentes construcciones
del promotor y estrategias de transfeccion celular se determind que la
eliminacién de esta secuencia, y como consecuencia de la aproximacion de los
sitios hipersensibles, incrementa los niveles de transcripcion basal. Por el
contrario la introduccidn de una secuencia excluyente de nucleosomas
disminuye significativamente los niveles transcripcionales del promotor. En su
conjunto, nuestros datos indican que la secuencia localizada entre ambos sitios
hipersensibles esta promoviendo el posicionamiento de un nucleosoma y podria

estar permitiendo la interaccidn entre los elementos proximales y distales



