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RESUMEN 

 

 

Las proteínas RUNX son una familia de factores de transcripción que poseen 

un dominio de unión al ADN homólogo al dominio Runt de Drosophila. El gen que 

codifica para Runx2 posee dos regiones promotoras (P1 y P2) las que comandan la 

expresión de 2 isoformas de esta proteína (tipos I y II). El promotor P1 regula la 

expresión de la isoforma tipo II de RUNX2, la cual es óseo específica. En este trabajo 

se determinó mediante análisis in silico del promotor P1, la presencia de sitios de 

unión consenso para los factores de transcripción C/EBPs (CCAAT/enhancer binding 

proteins), considerando al factor C/EBPβ, como candidato de esta familia, ya que se 

ha visto relacionado en la regulación de la expresión de otros genes que influyen en el 

desarrollo óseo. Por esto pensamos que C/EBPβ podría estar regulando la expresión 

de RUNX2 II en células óseas. Para confirmar la funcionalidad de los sitios de unión 

identificados, determinamos mediante ensayos de retardo en gel (EMSA), que C/EBPβ 

es capaz de unirse específicamente in vitro al promotor P1. Esta unión fue confirmada 

en líneas celulares mediante ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). 

Estos resultados indican que el factor de transcripción C/EBPβ podría regular la 

expresión de RUNX2 II en células osteoblásticas, uniéndose a sus secuencias 

reguladoras dentro del promotor P1.  
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SUMMARY 

 

 

The RUNX proteins are a family of transcription factors that have a DNA binding 

domain homologous to the Runt domain of Drosophila. The gene that codifies for 

Runx2 has two promoter regions (P1 and P2) that command the expression of two 

isoforms of this protein (types I and II). The P1 promoter regulates the expression of 

the type II isoform of RUNX2, which is bone specific. In this work we determined by in 

silico analysis of the P1 promoter, the presence of consensus binding sites for the 

C/EBPs (CCAAT/enhancer binding proteins) transcription factors, considering C/EBPβ 

as the likely candidate of this family, since it is involved in the regulation of the 

expression of other genes that also influence bone development. Therefore we 

postulated that C/EBPβ could be regulating the expression of RUNX2 II in bone cells. 

To confirm the functionality of the found binding sites, we determined that C/EBPβ is 

capable to bind in vitro specifically to the P1 promoter by electrical mobility shift assay 

(EMSA). This interaction was confirmed in cells lines expressing RUNX2 by means of 

chromatin immunoprecipitation assay (ChIP). These results indicate that C/EBPβ 

transcription factor may be regulating the expression of RUNX2 II gene in osteoblastic 

cells by interacting to its regulatory sequences in the P1 promoter. 
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INTRODUCCIÓN 

  

 

La formación del tejido óseo durante el desarrollo embrionario y su posterior 

mantención después del nacimiento, es realizada por complejos proteicos que son 

esenciales en diferentes etapas de la formación, diferenciación y maduración de varios 

linajes celulares en esté tejido, siendo uno de estos los osteoblastos. Es por esto, que 

es importante poder caracterizar los genes reguladores, vías de señalización y 

mecanismos moleculares que están involucrados en estos procesos de regulación de 

la función de los osteoblastos. 

 

Familia de proteínas RUNX 

 

Las proteínas RUNX son una familia de factores de transcripción, también 

denominados Polyomavirus enhancer-binding protein2/Core-binding factor 

(Pebp2/Cbf). Estos factores son complejos heterodiméricos compuestos por 2 

subunidades α y β. La subunidad α es codificada por 3 genes diferentes que tienen 

como característica común poseer un dominio homólogo al dominio Runt de 

Drosophila. Este dominio se caracteriza por permitir la unión al ADN, y es requerido 

para la heterodimerización con la subunidad β (Ito et. al. 2003). Esta segunda 

subunidad en mamíferos es codificada por un solo gen (Ito et. al. 2003) y se la ha 

relacionado con la estabilización de las proteínas RUNX, ya que previene la 

ubiquitinación del dominio Runt y de esta manera evita la degradación de la subunidad 

α (Huang et. al. 2001).  

Se han descrito 3 tipos de proteínas RUNX (1, 2 y 3) (Otto et. al. 2003). En 

humanos, los genes de RUNX (1-3) han sido identificados y localizados en las 

regiones de los cromosomas 21q22.12, 6p21 y 1p36.1 y en ratón en los cromosomas 

16, 17 y 4 (Levanon et. al. 2004 y Stock et. al. 2005). RUNX1/Cbfa2/AML1/Pebp2αb es 
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expresado preferentemente en tejido hematopoyético, contribuyendo de forma 

esencial en el proceso de hematopoyesis (Okuda et. al. 1996). Esto se ve reflejado en 

el hecho que el ratón knockout para este factor, es letal, observándose una 

hemorragia masiva, producto de un defecto en la angiogenesis atribuible a una pérdida 

de células madres hematopoyéticas (Takakura et. al. 2000). 

RUNX3/Cbfa3/AML2/Pebp2αc es expresado en tejido gástrico y tejido nervioso, donde 

actuaría específicamente como gen supresor de tumores en cáncer gástrico y en 

desarrollo de neuronas motoras del ganglio dorsal (Li et. al. 2002). 

RUNX2/Cbfa1/AML3/Pebp2αa es expresado en tejido óseo y cartilaginoso, donde 

cumpliría la función de regular diferentes genes específicos (Tabla 1) del desarrollo 

óseo (Otto et. al. 1997), la maduración de condrocitos hipertróficos (Takeda et. al. 

2001) y la diferenciación osteoblástica (Komori et. al. 1997).  

 

Tissue Gene 
Expressed  

in   
Regulated 

by Up/Down Reference 
Bone Osteocalcin Osteoblasts Runx2 Up Geoffrey (1995) 
 Collagen α1(I) Osteoblasts Runx2 Up Ducy (1997) 

 
Bone sialoprotein 
 

Osteoblasts 
 

Runx2 
 

Up or    
Down 

Ducy (1997); Javed (2001) 
 

 Ameloblastin Odontoblasts Runx2 Up Dhamija and Krebsbach (2001) 
 TGF-β receptor I Osteoblasts Runx2 Up Chang (1998); Ji (1998) 
 C/EBPδ Osteoblasts Runx2 Up McCarthy (2000) 
 Osteoprotegerin Osteoblasts Runx2 Up Thirunavukkarasu (2000) 
 RANKL Osteoblasts Runx2 Up Geoffrey (2002); Kitazawa (1999) 
 Osteopontin Osteoblasts chondrocytes Runx2 Up Ducy (1997) 

 
Collagenase 3 
 

Osteoblasts, hypertrophic 
chondrocytes 

Runx2 
 

Up 
 

Jimenez (1999) 
 

Cartilage Osteopontin Osteoblasts chondrocytes Runx2 Up Ducy (1997) 

 
Collagenase 3 
 

Osteoblasts, hypertrophic 
chondrocytes 

Runx2 
 

Up 
 

Jimenez (1999) 
 

 Collagen X Hypertrophic chondrocytes Runx2 Up Leboy (2001) 
 VEGF Hypertrophic chondrocytes Runx2 Up Zelzer (2001) 

 
Tabla 1: Genes blanco de RUNX2 en tejido óseo (Modificado de Otto et. al. 2003) 

 

También se ha visto que la alteración en la expresión de este factor de 

transcripción está relacionada con el desorden esquelético autosómico dominante 

conocido como Displasia Cleidocraneal (CCD), el cual consiste en el no cierre de la 

fontanela del cráneo después del nacimiento y la mal formación de las clavículas. Esta 

se ha estudiado mediante mutaciones inactivantes del gen de Runx2, así como por 
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estudios realizados con ratones knockout heterocigotos para RUNX2, los que generan 

un fenotipo similar al presente en la CCD humana (Otto et. al. 1997; Komori et. al. 

1997; Mundlos et. al. 1997). 

 

Organización genómica del gen Runx2 

 

Los genes que codifican para las proteínas RUNX poseen una estructura 

genómica altamente conservada y la expresión de estas proteínas es comandada por 

dos regiones promotoras distintas (Rennert et. al. 2003). Estos dos promotores están 

separados por el exón 1 y un gran intrón de aproximadamente 96 Kb (Xiao et. al. 

1998). Las 2 isoformas que presenta la proteína RUNX2 son la denominada 

PEBP2aA1 (Ogawa et. al. 1993), actualmente tipo I/p56 (Harada et. al. 1999) cuya 

transcripción comienza en el exón 2 con la secuencia N-terminal MRIPV comandada 

por el promotor P2, que genera una proteína de 513 aminoácidos (Drissi et. al. 2000). 

La segunda isoforma se denomina til-1 (Stewart et. al. 1997) o tipo II/p57 cuya 

transcripción es iniciada en el exón 1 con la secuencia N-terminal MASNS bajo el 

mando del promotor P1 y posee 15 aminoácidos adicionales a la isoforma tipo I 

(Banerjee et. al. 2001 y Xiao et. al. 2001) (Figura 1).  

Los genes que codifican para RUNX2 de rata, ratón y humano presentan una 

homología de secuencia en el promotor P1 entre ellos cercana a un 96% de identidad 

(Figura 2) (Levanon et. al. 2004; Drissi et. al. 2000). 

Los dominios funcionales de estas dos isoformas generadas son conservados: 

un dominio N-terminal rico en glutamina y alanina (QA), el dominio Runt de unión al 

ADN (RHD), una señal de interacción con la matriz nuclear (NMTS), una señal de 

localización nuclear (NLS) y un dominio C-terminal que incluye los residuos 

aminoacídicos VWRPY que interaccionan con el co-represor TLE/groucho 

(Thirunavukkarasu et. al 1998; Javed et. al. 2000; Zaidi et. al. 2001; Xiao et. al. 1999) 

(Figura 3). Las  2 isoformas  son expresadas en  tejido  óseo y ambas son  capaces de 
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Figura 1: Organización genómica del gen Runx2. Se indica con números los exones y el 
origen de las isoformas N-terminales que se generan. Se muestra además el exón de origen 
para la isoforma tipo II (p57) y para la isoforma tipo I (p56). En el exón 1 se muestra el sitio de 
inicio de traducción con la secuencia MASNS y el exón 2 que contiene el sitio de inicio de 
tradución para la secuencia MRIPV (modificado de Drissi et. al. 2000). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Promotores P1 de Runx2. Esquema comparativo de los promotores P1 del factor 
RUNX2 de rata, ratón y humano. Se destaca el porcentaje de homología y las posiciones de las 
regiones reportadas con respecto a la región 5’ UTR (Modificado de Drissi et. al. 2000). 
 
 
 
 

 

 

 

 
Figura 3: Estructuras funcionales de las proteínas RUNX2. Esquema de las estructuras de 
las proteínas RUNX2 I y II. Se destacan los dominios y regiones presentes en estas, QA región 
rica en glutamina y alanina, RUNT dominio Runt (unión al ADN), NLS señal de localización 
nuclear, NMTS señal de localización a la matriz nuclear, VWRPY secuencia de interacción con 
Groucho/TLE y AD dominios de transactivación (Modificado desde Stock et al., 2005 y Xiao et 
al., 1999). 
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modular la transcripción de genes óseos tanto en células osteoblásticas como no 

osteoblásticas (Xiao et. al 1999; Javed et. al. 2001). A pesar de esto, las isoformas 

poseen una expresión diferencial durante el desarrollo; la proteína RUNX2 tipo I es  

expresada  durante  la  diferenciación  en  osteoblastos  tempranos  y maduros, 

mientras que la isoforma tipo II se expresa en osteoblastos maduros y condrocitos 

hipertróficos (Stock et. al. 2005).  

Estudios recientes en ratones knockout generados selectivamente para RUNX2 

tipo II, demostraron que los ratones homocigotos sólo mostraron deficiencias en la 

formación ósea endocondral y no en la osificación intramembranosa. Los ratones 

heterocigotos presentaron esqueletos normales, con una leve osteopenía, lo que 

sugiere que la formación de hueso no es mediada exclusivamente por RUNX2 tipo II, 

siendo RUNX2 tipo I capaz de sustituir al menos parcialmente la función de RUNX2 

tipo II (Xiao et. al. 2004). Esto sugiere un control diferencial de la transcripción para 

ambas isoformas mediada por la participación de secuencias regulatorias específicas 

dentro de cada región promotora del gen de Runx2 y la presencia de factores 

específicos en cada uno (Banerjee et. al. 2001). 

La proteína RUNX2 regula la transcripción de genes blancos gracias a la zona 

de unión al ADN (dominio Runt) y otros dominios de unión a proteínas como el 

coactivador transcripcional p300, que media la activación de la transcripción. De igual 

forma, Runx2 presenta el dominio de unión a la matriz nuclear (NMTS), el cual se ha 

descrito como fundamental para su actividad transactivadora (Xiao et. al. 1999 y Stock 

et. al. 2005). 

 

Regulación de Runx2 

 

Actualmente existe variada información sobre los factores y vías de 

señalización que regulan la expresión de RUNX2. El promotor P1 posee siete 

secuencias consenso para la unión de factores RUNX, tres de ellas presentes en la 
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región 5’UTR, una en la parte distal del promotor y las otras tres en el promotor 

proximal, indicando una posible autorregulación en su expresión (Drissi et. al. 2000). 

Análisis del promotor P1 mediante deleciones sucesivas, revelaron que los 600 pares 

de bases mas próximos al sitio de inicio de transcripción en este promotor, tanto en 

rata como ratón, son suficientes para producir activación transcripcional (Drissi et. al. 

2000, Otto et. al. 2003 y Tou et. al. 2003). Además en el promotor P1 se encontró una 

región consenso del tipo “enhancer” denominado CE1 (Cbfa1 Element 1) que estaría 

en la región distal del promotor y se encuentra conservado en humano, ratón y rata. 

Estas secuencias son reconocidas por factores que poseen actividad tipo NF-1 que 

uniría la isoforma NF1-A que actuaría como represor y tipo AP1 que posee actividad 

tipo FosB (Zambotti et. al. 2002). Se ha descrito además un elemento de respuesta 

para el receptor de vitamina D (VDRE), que funcionaría como regulador negativo de la 

expresión en presencia de 1α, 25 dihidroxivitamina D3, que se suma a la 

autorregulación mediada por RUNX2 II (Drissi et. al. 2002a; Drissi et. al. 2002b). 

Otro tipo de regulación descrito hasta ahora considera a varios factores de 

crecimiento y citoquinas las cuales son capaces de regular o influenciar los niveles de 

expresión de RUNX2 a través de vías de señalización específicas, las que varían de 

un tipo celular a otro. Un ejemplo es la activación de la expresión de RUNX2 tipo II por 

BMP-2 (bone morphogenetic protein-2). BMP-2 pertenece a la superfamilia de los 

factores de crecimiento transformantes β (TGF-β) que actúan intracelularmente a 

través de las proteínas Smad 1, 5 y 8, las que posterior a su activación, 

heterodimerizan con Smad 4 y así se traslocan al núcleo y median la transcripción de 

varios genes mediante elementos de respuesta e interacciones con otras proteínas 

regulatorias (Whitman et. al. 1998). Se ha descrito además la presencia de Smad 

inhibitorios (6 y 7) los cuales se unen a los receptores y producen una competencia 

con los Smad activadores (Yamaguchi et. al. 2000; Banerjee et. al. 2001; Chen et. al. 

2004) (Figura 4). Por otra parte se ha descrito que los factores de transcripción que 

presentan homeodominios como Dlx5 y Msx2 promueven de forma preferencial la 
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diferenciación del tejido óseo. Dlx5 actuaría como un regulador positivo de la 

expresión de RUNX2 tipo II, mientras Msx2 ejercería un rol como represor de la 

diferenciación osteoblástica (Lee et. al. 2003; Lee et. al. 2005). Lo anterior sugiere la 

participación de factores adicionales que pueden ser estimulados por BMP-2 y que 

estos podrían llevar a la diferenciación del tejido óseo. 

Junto a lo anterior existe evidencia que señala que la vía Wnt/β-catenina 

también juega un rol importante, tanto en la diferenciación ósea como en la 

mantención de la masa ósea en adultos (Kato et. al 2005; Mbalaviele et. al. 2005; Hill 

et. al. 2005; Day et. al. 2005). Un estudio reciente en ratones knockout para sFRP1 

(secreted frizzled related protein 1), un antagonista de Wnt relacionado con la 

desestabilización de β-catenina, mostraron un aumento en la señalización de la vía 

Wnt canónica asociado a un fenotipo con mayor masa ósea, caracterizado por un 

aumento en la expresión de RUNX2 (Wang F. S. et. al. 2005). Este efecto puede ser 

reprimido por la presencia de sFRP1, indicando que el promotor de Runx2 es blanco 

de la vía de señalización Wnt canónica, lo que contribuye a la maduración ósea y 

puede modular la diferenciación de este tejido (Figura 5) (Gaur et. al. 2005).  

 El modelo de estudio más utilizado para evaluar la interacción y participación 

de RUNX2 en osificación es el gen de osteocalcina (OC) de rata. Se ha demostrado 

que RUNX2 es esencial para la expresión de dicha proteína, en la etapa tardía de la 

diferenciación osteoblástica (Banerjee et. al. 1996). Mutaciones en los tres sitios de 

unión descritos para RUNX en el promotor de este gen, llevan a una disminución de la 

expresión de la proteína (Javed et. al. 1999). Dentro del contexto del promotor 

proximal de OC, se observó que Runx2 puede interaccionar directamente con el factor 

de transcripción CCAAT/enhancer binding protein beta y delta (C/EBPβ y δ), el cual 

también posee sitios unión consenso presentes en el promotor de OC. La interacción 

de ambos factores actúa de forma sinérgica para favorecer el aumento en la expresión 

de OC (Gutiérrez S. et. al. 2002).  
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Figura 4: Vías de señalización mediada por BMPs y Smads. En la señalización participan  
receptores tipo I y II, lo que conlleva a la activación de la cascada de señalización corriente 
abajo, representadas por Smad1. Tanto Smad1, como Smad 5 y 8 forman un complejo con 
Smad4 y así son translocadas al núcleo donde interaccionan con otros factores de 
transcripción, por ejemplo RUNX2 (modificado de Chen et. al. 2004). 
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Figura 5: Regulación de la osteogénesis mediada por β-catenina. Resumen de la 
activación de RUNX2 por Wnt/TCF1 en la osteogénesis. La activación producida por la vía Wnt 
canónica, regula la inducción de la expresión de TCF1, lo que lleva a la traslocación de β-
catenina al núcleo formando un complejo con TCF1, el cual después se une al promotor de 
Runx2 para su inducción, también se señala con línea punteada, la inducción de TCF1 en 
ratones sFRP1 -/- (modificado de Gaur et. al. 2005). 
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En otros estudios se observó que C/EBPβ es capaz de  potenciar  la  actividad  

transcripcional  de  RUNX2  en  la  osteogénesis, aunque en células deficientes de 

Runx2, no es capaz de promover la diferenciación osteoblástica (Hata et. al. 2005). 

Además en nuestro laboratorio se demostró que el promotor P1 de Runx2 responde 

positivamente a la sobreexpresión de C/EBPβ, activando la transcripción dependiente 

de dicho promotor (Tesis Doctoral, Berta Henríquez). 

 

Proteínas CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs) 

 

Las proteínas C/EBPs son factores de transcripción críticos en proliferación y 

diferenciación celular de varios tejidos (mamario, mieloide y óseo, entre otros) 

(Lekstrom-Himes et. al. 1998; Kowenz-Leutz et. al. 1999; Gutierrez et. al. 2002; 

Villagra et. al. 2006). Estos factores pertenecen a una familia de 6 integrantes, los 

cuales son denominados por letras griegas, según sistema de nomenclatura creado 

por Cao: α, β, γ, ε, δ y ζ (Cao et. al. 1991). De éstos, los cuatro primeros son 

codificados desde genes que no poseen zonas intrónicas. En cambio C/EBPδ y ζ 

incluyen en sus genes 2 y 4 zonas intrónicas respectivamente. Estructuralmente, estas  

proteínas poseen un dominio N-terminal de transactivación (TAD), un dominio central 

con 3 regiones regulatorias altamente conservado y un dominio C- terminal o cierre de 

leucina básico (b-ZIP), el cual está formado por una región de aminoácidos básicos 

que constituye el dominio de unión al ADN y por una región rica en leucina que forma 

el dominio de dimerización (Ramji D. et. al. 2002). La dimerización que sufren estos 

factores de transcripción es clave para que se produzca la unión al ADN. Esta unión 

puede formar homo o heterodímeros, la que puede llevar a producir activación o 

represión transcripcional (Vinson et. al. 1989; Hurst et. al. 1995).  

Específicamente el factor de trascripción C/EBPβ, posee 3 isoformas descritas, 

con distintas masas moleculares: LAP* (38 KDa), LAP (35 KDa) y LIP (20 KDa). Estas 

isoformas provienen de un ARNm común y su traducción diferencial se produce por 
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iniciación alternativa de la transcripción (Zahnow et. al. 1997). De esta manera, la 

isoforma LAP* posee 3 dominios de activación y 2 dominios regulatorios, la isoforma 

LAP pierde un dominio de activación en el N-terminal y la isoforma LIP mantiene con 

respecto a las otras dos isoformas, solo un dominio regulatorio, perdiendo gran parte 

del N-terminal. El C-terminal en cambio se mantiene conservado para las 3 isoformas 

(Figura 6) (Ramji D. et. al. 2002). 

 

Considerando los antecedentes expuestos y debido a la importancia de RUNX2 

II, como un gen maestro en la regulación de la diferenciación ósea, nos centraremos 

en la búsqueda y en los análisis funcionales de secuencias de unión consenso para el  

factor de transcripción C/EBPβ, el cual podría estar regulando la actividad 

transcripcional del promotor P1 del gen RUNX2 II. 
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Figura 6: Estructuras funcionales de las isoforma de C/EBPβ. En el esquema, se 
especifican las 3 isoformas descritas para el factor de transcripción C/EBPβ. Se destacan los 
dominios o regiones presentes en cada isoforma: AD dominios de activación, RD dominios 
regulatorios, B región rica en aminoácidos básico (unión al ADN) y ZIP cierre de leucina 
(dimerización) (modificado de Ramji et. al. 2002). 
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HIPOTESIS 

 

 

El factor de transcripción C/EBPβ, contribuye positivamente en la regulación de 

la expresión del gen Runx2 II, mediante su unión a sitios putativos presentes en el 

promotor P1 de este gen.  
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

 

Identificar en el promotor P1 de Runx2 los sitios putativos de unión para los 

factores de transcripción de la familia C/EBPs y analizar su funcionalidad tanto in vitro 

como in vivo. 

 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 

1.- Identificar mediante programas específicos sitios de unión consensos 

para el factor de transcripción C/EBP dentro del promotor P1 de Runx2. Para 

esto, primero se realizará la búsqueda in silico de las secuencias de los promotores de 

rata, ratón y humano, luego se obtendrán los alineamientos de las secuencias de estos 

promotores, para así finalmente realizar la búsqueda de los sitios de unión consenso 

para estos factores de transcripción en la secuencia de este promotor. 

 

2.- Producir y purificar las proteínas recombinantes His-C/EBPβ (LAP) y 

GST-RUNX2 II. A partir de los plasmidos pQE80L-C/EBPβ LAP y pGEX-4T1-RUNX2 

generados anteriormente, se obtendrán respectivamente ambas proteínas para los 

ensayos de retardo en gel (EMSA). 

 

3.- Estandarizar los ensayos de retardo en gel (EMSA). Con el fin de 

obtener una señal clara y nítida de los retardos producidos por la unión proteína-ADN 

in vitro y así tener las condiciones óptimas para este ensayo. Además para éstos, se 
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utilizarán oligonucleótidos complementarios o fragmentos amplificados del promotor 

P1 obtenidos por PCR, como las proteínas recombinantes obtenidas anteriormente. 

 

4.- Verificar la unión de C/EBPβ y RUNX2 in vivo en células osteoblásticas 

y no osteoblásticas, mediante inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). Esto se 

realizará para confirmar si los sitios de unión que se pudieran hallar en los análisis in 

silico y que posteriormente, por los ensayos de retardo en gel unan in vitro estos dos 

factores de transcripción, también lo hagan in vivo. 
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MATERIALES Y METODOS 

 

 

1.1 Análisis “in silico” de secuencias de ADN 

 

Para estos análisis se utilizaron tres programas disponibles online, uno para 

obtener las secuencias del promotor P1 en diferentes especies y que corresponde al 

buscador de secuencias genómicas, Ensembl Genome Browse, disponible en 

http://www.ensembl.org/index.html.  El otro programa se utilizó para realizar 

alineamientos de secuencias y se denomina ClustalW, con el cual se alinearon las 

secuencias del promotor P1 de RUNX2 de rata, ratón y humano para confirmar la 

identidad de estos promotores (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/). El tercer 

programa fue utilizado para determinar sitios de unión putativos para factores de 

transcripción en una secuencia determinada de ADN. En este programa se analiza una 

secuencia nucleotídica determinada, con el fin de obtener sitios putativos con una 

identidad mínima de 85% con respecto a la secuencia consenso de un sitio de unión 

determinado para un factor de transcripción. El servidor se llama TFSearch y está 

disponible en http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html.  

 

1.2 Líneas celulares.  

 

Células ROS 17/2.8; tipo celular correspondiente a células de Osteosarcoma 

de rata (Majeska et. al. 1980). El cultivo se realizó en placas con medio F-12 (Gibco 

BRL), que se suplementó con suero fetal de bovino 5%, bicarbonato de sodio 1,18 

mg/mL, CaCl2 0,8mM, HEPES 30mM. Células H4-IIE; tipo celular que corresponde a 

células epiteliales de hepatoma de rata (Benedict et. al. 1973). El cultivo se realizó en 

placas con medio MEM (Eagle) con L-glutamina 2 mM, que se ajustó con suero fetal 

de bovino 10%, bicarbonato de sodio 1.5 mg/mL, aminoácidos no esenciales 0.1 mM y 
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piruvato de sodio 1.0 mM. A los medios de cultivo se les adicionó penicilina-

estreptomicina 50 U/mL.  

La incubación de las líneas celulares se realizó a 37°C en un ambiente de 5% CO2. 

 

1.3 Aislamiento de ADN genómico desde líneas celulares 

 

Células ROS 17/2.8 fueron cultivadas en placas de 100 mm hasta 100% de 

confluencia. Luego las células se lavaron 2 veces con PBS a 4ºC y se colectaron por 

raspado en 10 ml de PBS 4ºC en presencia de un cóctel de inhibidores de proteasas 

(ROCHE). Luego se centrifugaron por 5 minutos a 500xg y se lavaron con PBS. El 

pellet celular se resuspendió en 300 ul de buffer de digestión (NaCl 100 mM, Tris-Cl 10 

mM pH 8.0, EDTA 25 mM pH 8.0, SDS 0,5% y Proteinasa K 0,1 mg/mL) por placa de 

100 mm y se incubó a 50ºC por 12 horas. La mezcla se extrajo 2 veces con 1 volumen 

de solución fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y dos veces con 1 volumen 

de solución cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se centrifugó a 5.000xg durante 15 

minutos a temperatura ambiente cada vez. Luego se procedió con el protocolo de 

precipitación de ADN. 

 

1.4 Purificación de oligonucleótidos 

 

La purificación de los oligonucleotidos específicos para los ensayos de retardo 

en gel se realizó por el método de electroforesis en un gel de Acrilamida al 12% con 

UREA al 10,5% p/v. Luego de realizada la electroforesis se procedió a cortar la banda 

en el gel correspondiente al oligonucleótido, se llevó a un tubo y se le agregó NaAc 0,3 

M, se dejó en agitación por 16 horas a temperatura ambiente, se centrifugó y se 

transfirió a un tubo limpio. Luego se realizaron dos extracciones, una con fenol 

saturado y otra con cloroformo: alcohol isoamilico, se centrifugó y luego se precipitó 
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con NaAc 3M. El precipitado fue resuspendido en H2O y se realizó su cuantificación 

espectrofotométricamente.  

 

1.5 Precipitación de ADN y Oligonucleótidos  

 

La precipitación de ADN se realizó agregando 1/10 volumen de Acetato de 

Sodio 3 M pH 5,2 y 2,5 a 3 volúmenes de Etanol absoluto a – 20 ºC. La precipitación 

de oligonucleótidos se realizó agregando 1/10 volumen de acetato de sodio 3 M pH 7,0 

y 3 volúmenes de Etanol absoluto a –20 ºC. La mezcla se mantuvo por 2 horas a –20 

ºC o 30 minutos a –80 ºC y luego se centrifugó a 13.000xg durante 15 minutos a 4 ºC. 

El precipitado se lavó 2 veces con etanol 70% a –20 ºC y se centrifugó a 13.000xg 

durante 15 minutos a 4 ºC. Finalmente, se centrifugó a 13.000xg durante 30 segundos 

a temperatura ambiente para eliminar trazas de etanol y el precipitado se resuspendió 

en un volumen adecuado de buffer TE (pH 8,0) o agua. 

 

1.6 Determinación de concentración de ADN y Oligonucleótidos 

 

La concentración de ADN se determinó midiendo la absorbancia a 260 nm 

utilizando como factor de conversión 1 A260 = 50 µg/ml. La pureza del ADN se 

determinó obteniendo la razón A260/280. La concentración de oligonucleótidos se 

determinó midiendo la absorbancia a 260 nm utilizando la siguiente fórmula:  

C(pmol/μl) = A260 x                          100                        . 

1,50NA + 0,71NC + 1,20NG + 0,84NT 

donde NX es el número de nucleótidos X contenido en el oligonucleótido. 
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1.7 Obtención de ADN plasmidial  

 

El método utilizado fue el de extracción plasmidial por lisis alcalina con SDS 

combinado con purificación en columna, para así obtener DNA plasmidial de alta 

pureza. Esta se realizó a partir de 5 ml de medio de cultivo bacteriano (caldo LB-

ampicilina), crecido entre 12 y 16 horas a 37ºC con agitación. Luego de esto se realizó 

la purificación con el kit E.Z.N.A. Plasmid Miniprep (OMEGA Bio-Tek) siguiendo lo 

descrito en el manual del kit. 

 

1.8 Transformación de bacterias competentes 

 

Se utilizaron bacterias de cepa E. coli CaCl2 competentes DH5α, para obtención 

plasmidial y BL-21, para la expresión de proteínas recombinantes. Se tomaron por 

separado 100 ul de bacterias y se agregaron entre 10 y 100 ng de ADN plasmidial de 

interes, se mezclaron suavemente y se incubaron por 30 minutos en hielo. A 

continuación la mezcla fue incubada por 120 segundos a 42ºC para dejarlo 

posteriormente 2 minutos en hielo. Se les adicionó 200 ul de medio de cultivo (caldo 

LB) y se incubaron a 37ºC por 45 minutos con agitación constante. Posteriormente se 

sembraron 100 ul de está mezcla en placas con medio de cultivo sólido (agar LB-

ampicilina 50 mg/ml) y se dejo entre 12 y 16 horas de incubación en estufa a 37ºC. 

 

1.9 Purificación de proteínas recombinantes 

1.9.1 Purificación de GST-RUNX2 II  

 

Para la expresión y purificación de la proteína GST-RUNX2 II se utilizaron 

bacterias E. coli BL-21 transformadas y una columna de afinidad con resina glutatión 

sefarosa 4B (Pharmacia Biotech) respectivamente. Brevemente, una colonia de cepa 

BL-21 competente transformada conjuntamente con el plásmido pRP4 y el plásmido 
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pGEX-4T1-RUNX2. Las colonias positivas fueron crecidas en 5 ml de medio de cultivo 

LB-ampicilina (50 mg/ml) y kanamicina (50 mg/ml), se incubó entre 12 y 16 horas a 

37ºC, con agitación constante. Luego el cultivo se traspasó a un matraz con 500 ml de 

medio LB-ampicilina (50 mg/ml) y kanamicina (50 mg/ml), se incubó por 6 horas a 

25ºC hasta una O.D.600 aproximada de 0.8, y luego se indujo con isopropil β-D1-

tiogalactopiranosido (IPTG) a una concentración final de 25 uM por 1 hora a 25ºC con 

agitación. Posteriormente el cultivo fue centrifugado a 6000 rpm por 15 minutos a 4ºC, 

y el pellet resuspendido en 10 ml de una solución de PBS 1X, DTT 2 mM e inhibidores 

de proteasas. Luego el pelet fue lisado por sonicación (Misonix, Sonicator 3000), con 4 

pulsos de 15 seg. a 27 Watts de potencia, seguido de 20 seg. de descanso entre cada 

pulso. El producto de la lisis fue centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos a 4ºC, y el 

sobrenadante incubado en hielo por 30 minutos para posteriormente ser purificado en 

una columna de afinidad de glutatión sefarosa 4B. El lisado soluble se incubó con la 

resina por 20 minutos y posteriormente se cargó en una columna. La columna con la 

resina se lavó con 30 ml de solución PBS 1X, PMSF 0.5 mM, TPCK 7 ug/ml, DTT 5 

mM y EDTA 1 mM. A continuación la proteína expresada fue eluída por varios pasos 

de buffer glutatión reducido (glutatión reducido 10mM, PMSF 0,5 mM, DTT 5mM), 

dejándolo actuar por 10 minutos y así obtener la proteína recombinante. Las proteínas 

fueron almacenadas a -80ºC ajustando los valores en el buffer de KCl a 100 mM y de 

glicerol al 15%. 

 

1.9.2 Purificación de His-C/EBPβ LAP 

 

Para la expresión y purificación de la proteína His-C/EBPβ se utilizaron 

bacterias E. coli BL-21 y una columna de afinidad con resina Ni-NTA (Qiagen) 

respectivamente. Brevemente, una colonia de cepa BL-21 competente fue 

transformada con el plásmido pQE80L-C/EBPβ LAP. Las colonias positivas fueron 
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crecidas en 5 ml de medio de cultivo LB-ampicilina (50mg/ml), se incubó entre 12 y 16 

horas a 37ºC, con agitación constante. Luego el cultivo se traspasó a un matraz con 

500 ml de medio LB-ampicilina (50 mg/ml) y se incubó por 4 horas a 30ºC hasta una 

O.D.600 aproximada de 0.6 y luego se indujo con isopropil β-D1-tiogalactopiranósido 

(IPTG) a una concentración final de 200 uM por 3 horas a 30ºC con agitación. 

Posteriormente el cultivo fue centrifugado a 4800 rpm por 10 minutos a 4ºC, y el pellet 

resuspendido en 20 ml de una solución de lisis PBS 1 X, DTT 5mM, Imidazol 10uM, 

NaCl 300mM, NaHPO 50mM e inhibidores de proteasas, para luego ser lisado por 

sonicación (Misonix, Sonicator 3000), con 4 pulsos de 15 seg. a 27 watts de potencia, 

seguido de 20 seg. de descanso entre cada pulso. El producto de la lisis fue 

centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos a 4ºC, obteniendo un sobrenadante que fue 

filtrado con una malla de lana de vidrio. Posteriormente el sobrenadante fue incubado 

en hielo por 30 minutos y purificado en una columna de afinidad Ni-NTA. Previamente 

la columna fue lavada con aproximadamente 150 volúmenes de buffer de lavado PBS 

1X, Imidazol 20uM, NaCl 300mM, NaHPO 50mM, DTT 1mM y  PMSF 0,5mM. Para 

eluir la proteína His-C/EBPβ se utilizó un volumen de buffer de elución PBS 1X, 

Imidazol 150uM, NaCl 300mM, NaHPO 50mM, DTT 1mM y de PMSF 0,5mM 

recolectándose diferentes elusiones con la proteína recombinante. Las proteínas 

fueron almacenadas a -80ºC ajustando los valores en el buffer de glicerol al 15%. 

Luego se procedió a realizar la cuantificación de proteínas de cada eluato 

mediante el método de Bradford. Además, de cada eluato se tomó una alícuota de 

20μl para análisis por Western blot.  

 

1.10 Electroforesis de proteínas 

 

Las proteínas recombinantes se denaturaron con un volumen de buffer de 

carga (50 mM Trizma·Cl pH 6,8, 1 mM DTT, 2% SDS, 0,1% azul de bromofenol, 10% 

glicerol) y se calentó a 95ºC durante 5 minutos. Luego de centrifugar a 16.000xg 



 24

durante 2 minutos, las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida denaturante 

(SDS-PAGE) al 10%. La electroforesis se llevó a cabo a un voltaje constante de 150 V 

utilizando  buffer de corrida (25 mM Trizma·Cl, 250 mM glicina, 0,1% SDS). 

. 

1.11 Western blot 

 

Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas fueron transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer Medium, BIO-RAD) en buffer de 

transferencia (39 mM glicina, 48 mM Trizma.Cl, 0,037% SDS, 20% metanol) a un 

amperaje constante de 200 mA durante 2 a 2,5 horas. Para verificar la transferencia de 

proteínas, la membrana se tiñó con una solución de rojo Ponceau S 1X. Posterior a un 

lavado con PBS, la membrana se bloqueó con una solución PBS/Tween 20 

0.05%/leche descremada 5%. La membrana se incubó con anticuerpos específicos, 

para C/EBPβ (C-19, Santa Cruz Biotechnology), para RUNX2 (S-19, Santa Cruz 

Biotechnology) y para GST (Rockland), en solución PBS/leche descremada 5% a 

temperatura ambiente durante 2-3 horas. Luego se hicieron lavados sucesivos de 5 

minutos con una solución PBS 1X-Tween 20 0,05%. La membrana se incubó con un 

segundo anticuerpo dirigido contra el primer anticuerpo y que tiene acoplado la enzima 

peroxidasa de rabano picante (HRP), en una solución de PBS/leche descremada 5% 

durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana se lavó con una solución de 

PBS-Tween 20 0,05%, 4 veces durante 5 minutos cada vez y la detección se llevó a 

cabo con reactivos para quimioluminiscencia (Renaissance, Western blot plus 

chemiluminescence reagent, NEN LIFE SCIENCE). La membrana posteriormente se 

expuso a un film fotográfico (BIOMAX XAR, KODAK) a temperatura ambiente. 
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1.12 Ensayo de interacción ADN-proteína 

 

Se realizó mediante ensayos de retardo en gel (EMSA) (Paredes et. al. 2002. y 

Javed et. al. 1999). Brevemente, se utilizó un fragmento formado por oligonucleótidos 

de secuencias complementarias que contenían un sitio putativo para el factor de 

transcripción C/EBPβ o un fragmento generado por PCR del promotor P1 del gen 

RUNX2 que contiene el mismo sitio del oligonucleótido anterior, además de un sitio de 

unión para Runx2. La reacción fue realizada con 50 fmoles del ADN marcado y 50 ng 

de proteína recombinante, en un volumen final de 20 ul en tampón de unión para 

proteínas recombinantes (100 mM KCl, 1 mM EDTA, 0.05 % NP-40, 0.5 mM PMSF, 

1mM DTT, 10 % glicerol, 50 ug/ul BSA, 1 ug/ul poly (dI-dC) y 10 mM Tris-HCl pH 8.0). 

La mezcla se incubó por 30 minutos a 30ºC. Los complejos formados fueron resueltos 

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (acrilamida/bis 60:1) al 3,5 % (0.5X 

TBE) no denaturante. Antes de cargar las muestras, el gel fue precorrido a voltaje 

constante de 200 V por 45 minutos a 4ºC. Luego la electroforesis se llevó a cabo a un 

voltaje constante de 200 V por 100 ó 120 minutos, dependiendo del ensayo realizado, 

siendo después el gel secado y visualizado mediante autoradiografía en films 

fotográficos (X-BIOMAX XAR, KODAK) o revelado por densitometría en placa 

autorradiográfica y analizada en un Phosphoimager Bio-Rad, utilizando el Software 

Quantity One (Bio-Rad). 

 

1.13 Marcaje de oligonucleótidos con [γ-32P]-ATP 

 

Los oligonucleótidos utilizados en los ensayos de EMSA se marcaron en el 

extremo 5´, mediante T4 polinucleótido quinasa (New England Biolabs), en presencia 

de 30 µCi de [γ-32P]-ATP (3.000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, NEN LIFE SCIENCE) en un 

volumen final de 20 ul. Luego de terminada la reacción se adicionó EDTA 0,5 mM, 

para detenerla. Los nucleótidos radiactivos no incorporados se eliminaron por 
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cromatografía de exclusión en columnas Spin Sephadex G-25 (BOEHRINGER 

MANNHEIM). 

 

1.14 Marcaje del fragmento de ADN con [α-32P]-CTP 

 

El fragmento que contenía el sitio para C/EBPβ del promotor P1 fue marcado 

radiactivamente mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Para esto se 

utilizó el oligonucleótido previamente marcado como se describe anteriormente o se 

incorporó a la mezcla de la PCR, 0.5 – 1.0 µCi de [α-32P]-CTP (3.000 Ci/mmol, 10 

mCi/ml, NEN LIFE SCIENCE). La mezcla de reacción de PCR fue: 2 ó 4 mM MgCl2, 

dependiendo del fragmento de ADN a amplificar, 0.2 mM dNTPs, 10 pmoles de cada 

oligonucleótido, 0.5 – 1.0 µCi de [α-32P]-CTP en el caso de incorporar el P32 radiactivo 

a la reacción, buffer Taq polimerasa 1X y 2.5 unidades de Taq Polimerasa (Invitrogen) 

en 50 ul de reacción final. Se realizaron amplificaciones empleando las siguientes 

combinaciones de oligonucleótidos: -111/+15 y -179/-98, donde el número indica la 

posición en el promotor P1 del gen RUNX2, empleando la notación en sentido 5’-3’ a 

partir de la posición -1 en la región promotora. Las condiciones para el termociclador 

(THERMO) fueron: denaturación 94ºC x 30s, alineamiento 45 ó 46.6 ºC, 

respectivamente x 30s, elongación 72ºC x 30s y 25 ciclos de amplificación.  

 

1.15 Inmunoprecipitación de Cromatina (ChIP Assay) 

 

Esta técnica básicamente permite conocer si una proteína se encuentra unida a 

una región de ADN dentro de un contexto nuclear particular. Brevemente, células en 

cultivo son tratadas con un agente entrecruzador que permite unir químicamente las 

interacciones proteína-proteína y proteína-ADN. Luego al fragmentar mediante 

ultrasonido estos complejos entrecruzados, se obtendrán proteínas unidas a 

fragmentos de cromatina de un tamaño particular, para luego realizar una 
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inmunoprecipitación de la proteína de interés  y arrastrar con ella  los fragmentos de 

ADN con los cuales esta proteína se encontraba interaccionando en el momento del 

entrecruzamiento. Luego estos fragmentos de ADN pueden ser purificados y mediante 

la técnica de PCR analizar la presencia de una secuencia particular de ADN. El 

procedimiento detallado a continuación fue modificado a partir del protocolo descrito 

por Soutoglou y col. (2002), modificado en parte de la metodología publicada por 

Peggy Farnham en http://mcardle.oncology.wisc.edu/farnham (Weinmann and 

Farnham. 2002) 

Las líneas celulares utilizadas fueron crecidas en placas de 100 mm hasta un 

95% de confluencia. Luego cada placa de cultivo fue lavada dos veces con PBS frío 

agregándose 10 mL de buffer de entrecruzamiento (formaldehído 1% en PBS 1X) e 

incubándose durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitación suave y 

esporádica. El entrecruzamiento se detuvo con la adición de glicina a una 

concentración final de 0.125 M. Las células se lavaron con 10 ml de PBS frío y se 

colectaron por raspado en 10 ml de PBS frío en presencia de inhibidores de proteasas 

(ROCHE). La suspensión celular se centrifugó a 1000xg por 5 minutos a 4ºC y las 

células se resuspendieron en 1 mL de buffer de lisis (50 mM HEPES pH 7.8, 3.0 mM 

MgCl2, 20 mM KCl, 0.1% NP-40, suplementado con un cóctel de inhibidores de 

proteasas) por placa de 100 mm y se mantuvieron 10 minutos en hielo. El lisado 

celular se homogenizó en el mismo buffer utilizando un homogenizador Dounce con 15 

golpes de pedestal suave tipo A. El extracto se centrifugó a 1500xg por 5 minutos  a 

4ºC y el precipitado se resuspendió en 0.3 mL de buffer de sonicación A (50 mM 

HEPES pH 7.8, 140 mM NaCl, 1.0 mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 0.1% 

deoxicolato de sodio, más inhibidores de proteasas) por placa de 100 mm. El extracto 

celular se sonicó en un sonicador Misonix (modelo sonicator 3000) con 15 pulsos de 

15 segundos e intervalos de descanso de 20 segundos empleando microtip en un 30% 

de potencia. El sonicado se centrifugó a 16.000xg por 10 minutos  a 4ºC y la fracción 

sobrenadante se alicuotó y congeló en nitrógeno líquido para guardarlo a – 80 ºC 
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hasta su utilización. Una alícuota se utilizó para cuantificación de ADN a 260 nm y 

evaluar el grado de fragmentación del ADN genómico mediante un gel de agarosa al 

1%. 

El ensayo de inmunoprecipitación se realizó a partir de 8 U de absorbancia de 

extracto de cromatina entrecruzado, medido a una longitud de onda de 260 nm. Todas 

las muestras fueron preaclaradas incubándolas 1 hora a 4ºC en rotador contínuo con 

2.5 ug de IgG control de conejo y 50 uL de proteína A o G azarosa, dependiendo del 

isotipo del anticuerpo usado para la inmunoprecipitación. Para todos los ensayos 

realizados la concentración salina se mantuvo en 140 mM de NaCl en un volumen total 

de 500 uL en presencia de inhibidores de proteasas. Luego del preaclaramiento, las 

muestras fueron centrifugadas a 2000xg por 5 minutos  a 4ºC y el sobrenadante se 

traspasó a un nuevo tubo. Se incubó con 5 ug de anticuerpo específico para la 

proteína a detectar, C/EBPβ (C-19, Santa Cruz Biotechnology) y Runx2 (M-70, Santa 

Cruz Biotechnology), por 12 horas a 4ºC en rotador continúo. Luego se agregó 50 uL 

de proteína A o G y de BSA 1 mg/mL concentración final, se incubó por 1 hora a 4ºC 

en rotador continúo y se centrifugó a 2000xg por 5 minutos y a 4ºC. El sobrenadante 

se eliminó y los pellet de proteína A o G agarosa  inmunoprecipitados fueron lavados 

sucesivamente con 500 uL de buffer de sonicación (10 mM HEPES pH 7.8, 10% v/v 

glicerol, 1.0 mM EDTA, 0.1% Triton X-100, 150 mM NaCl, más inhibidores de 

proteasas), buffer de sonicación B (50 mM HEPES pH 7.8, 1 mM EDTA, 500 mM 

NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, más inhibidores de 

proteasas), buffer LiCl (20 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA, 250 mM LiCl, 0.5% Triton X-

100, 0.5% deoxicolato de sodio, más inhibidores de proteasas) y buffer TE (10 mM Tris 

pH 8.0, 0.25 mM EDTA). Entre cada lavado se dejó en rotador vertical por 5 minutos y 

luego se centrifugó a 2000xg por 5 minuto a 4ºC. En el último lavado se reconstituyó el 

inmunoprecipitado con 100 uL de buffer de elución (20 mM NaHCO3, 0,5% SDS) y se 

incubó a 65ºC por 15 minutos. Se centrifugó 1 min. a 10.000xg y el sobrenadante se 

traspasó a tubos nuevos. Se adicionó NaCl a una concentración final de 200 mM y se 
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revirtió el entrecruzamiento incubando 12-16 horas a 65ºC en presencia de RNasa A a 

una concentración final 20 ug/mL, tras lo cual se agregó Proteinasa K a 100 ug/mL 

concentración final y se incubó a 42ºC por otras 2 horas. El ADN se extrajo por el 

método de fenol/cloroformo y por último se precipitó con EtOH absoluto en presencia 

de NaAc 3 M y glicógeno. Luego el ADN se resuspendió en 30 uL de TE pH 8.0 y se 

utilizó 3 uL para cada reacción de PCR. 

La mezcla de reacción usada para todas las PCR fue: 2 mM MgCl2, 0.2 mM 

dNTPs, 10 picomoles de cada oligonucleótido, 0.5 – 1.0 µCi de [α-32P] dCTP, buffer 

Taq polimerasa 1X y 2.5 unidades de Taq Polimerasa (Invitrogen). Las condiciones 

para el termociclador fueron: denaturación 94ºC x 30s, alineamiento 60ºC x 30s, 

elongación 72ºC x 30s y 27 ciclos de amplificación. Se realizaron amplificaciones 

empleando la siguiente combinación de oligonucleótidos: -179/+147 donde el número 

indica la posición en el promotor P1 de RUNX2 empleando la notación en sentido 5’-3’ 

a partir de la posición -1 en la región promotora. 

Los fragmentos amplificados por PCR fueron sembrados en geles de 

acrilamida al 6% en tampón TBE 0.5X y corridos en el mismo tampón a 50 V de 

precorrida por 5 min y 200 V de corrida por 20 min. El gel se secó y luego se expuso a 

una placa de rayos X (X-BIOMAX XAR, KODAK) a temperatura ambiente o fue 

revelado por densitometría en placa autorradiográfica y analizada en un 

Phosphoimager BIo-Rad, utilizando el Software Quantity One (Bio-Rad). Este mismo 

software se utilizó para la cuantificación de las señales obtenidas. 
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RESULTADOS 

 

 

1.- Análisis “in silico” del promotor P1 de Runx2 II. Con el fin de detectar 

nuevos sitios de unión putativos para factores de transcripción, se obtuvieron las 

secuencias nucleotídicas de los promotores P1 del gen de Runx2 de rata, ratón y 

humano desde la base de datos de Ensembl Genome Browser. Posteriormente, estas 

secuencias obtenidas fueron alineadas, utilizando el programa ClustalW. Con este fin, 

se alinearon 858 pb. del promotor de rata, 884 pb. del promotor de ratón y 699 pb. del 

promotor humano, abarcando la secuencia 5’UTR (64 pb.) y toda la zona corriente 

arriba en el promotor P1 proximal de Runx2. Este alineamiento confirmó la alta 

homología de secuencia entre los promotores de estas especies, alcanzando esta en 

promedio a valores sobre el 90% (Figura 2 y 7) (Levanon et. al. 2004; Drissi et. al. 

2000). Resulta relevante destacar que las secuencias de rata y ratón presentan una 

homología de secuencia cercana al 100% y que el gen humano, a pesar de tener una 

zona de menor longitud en el promotor (región rica en purinas) (Figura 2), mantiene 

una alta homología con respecto a las secuencias promotoras de las otras dos 

especies (Figura 7). En la figura 7, los asteriscos denotan identidad de los nucleótidos 

en las tres especies, las líneas punteadas señalan la diferencia de longitud con 

respecto al alineamiento de mayor homología entre las secuencias.  
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Figura 7: Alineamiento de secuencias del promotor P1. Alineamiento realizado con las 
secuencias de rata, ratón y humano del promotor P1 del gen de Runx2. Se observa una 
homología entre las secuencias promotoras de las tres especies por sobre el 90% de identidad. 
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A continuación se realizó una búsqueda de sitios de unión para C/EBPβ, para lo cual 

nos guiamos por el sitio consenso descrito RTTGCGYAAY, donde R, puede ser A o G;  

Y, puede ser T o C (Tabla 2) (Osada et. al. 1996; Ramji et. al. 2002).  

 

 

Tabla 2: Secuencia de unión consenso para C/EBPβ. Donde se muestra la frecuencia de 
cada nucleótido en la secuencia consenso (Modificado de Osada et. al. 1996). 

 

Primero mediante una búsqueda manual, no se encontró ningún sitio de unión con 

100% de homología con el consenso de C/EBPβ. Por lo tanto se utilizó un programa 

de búsqueda de sitios de unión para factores de transcripción, disponible en la red. Se 

optó por el programa TFSearch, que utiliza TFMatrix como matriz de secuencias de los 

sitios de unión consenso. Este programa permite elegir el porcentaje de homología 

mínimo para la búsqueda de sitios de unión para factores de transcripción, con 

respecto al sitio de unión consenso de éstos (score) y también se puede optar por la 

taxonomía de los factores de transcripción. Luego de la búsqueda de los sitios, se 

obtiene la secuencia nucleotídica numerada, destacándose los sitios de unión 

encontrados bajo la secuencia y en un costado el nombre del factor de transcripción, 

con acceso directo a las secuencias consensos utilizada por este programa, además 

del score de ese factor de transcripción hallado. Para esta búsqueda se utilizaron 600 

nucleótidos corriente arriba a partir de la posición -1 en la región promotora del gen 

Runx2, incluyéndose además la secuencia iniciadora de transcripción. Con este 

análisis se lograron identificar, varios sitios de unión para factores de transcripción 

(Figura 8), entre los cuales se encontraron cuatro sitios de unión putativos para 

C/EBPs. Estos sitios se encuentran distribuidos de forma aleatoria; el sitio I está a 5 

nucleótidos de la caja TATA del promotor P1, el sitio II está a aproximadamente 103 
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nucleótidos del sitio I, el sitio III a aproximadamente 206 nucleótidos del sitio II y el sitio 

IV a aproximadamente 170 nucleótidos del sitio III, todos ellos ubicados corriente 

arriba con respecto al sitio anterior. Encontramos además que estos sitios son 

conservados en rata y ratón. En el caso del promotor P1 humano esta distribución 

varia un poco, ya que como se mencionó anteriormente este promotor difiere en 

longitud con respecto a los promotores de rata y ratón, específicamente por la 

diferencia que existe entre la región rica en purinas presente en todos ellos. Dentro de 

esta búsqueda se detectaron también cuatro sitios de unión para el factor de 

transcripción RUNX, los que concuerdan con los elementos descritos por Drissi y 

colaboradores (Drissi et. al. 2000). De estos, tres se encuentran entre los sitios de 

unión I y II para C/EBPs y el otro está ubicado corriente abajo del sitio III para C/EBPs. 

También se confirmo la presencia de una caja TATA, ubicada a 20 nucleótidos del sitio 

de inicio de transcripción (Figura 8).  
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Figura 8: Sitios de unión para factores de transcripción en el promotor P1 de Runx2. A 
modo de ejemplo, en la imagen se muestra, la búsqueda realizada con TFSsearch en la 
secuencia del promotor P1 del gen Runx2 de rata. En amarillo se destaca, sitio de unión para 
TBP (caja TATA), en azul, los sitios descritos para RUNX y en rojo, los sitios hallados para 
C/EBPs. Además el buscador señala el porcentaje de identidad (score) de cada sitio 
encontrado con respecto a la secuencia consenso descrita. 
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Luego de obtener el alineamiento y determinar los posibles sitios de unión para 

factores de transcripción en cada una de las especies analizadas, se determinó si los 

sitios de unión para C/EBPs, RUNX y TBP en el promotor P1 y en la región 5’ UTR de 

este gen, son altamente conservados entre las tres especies analizadas (Figura 9).  

Después de obtener estos resultados in silico, se opto por realizar ensayos de unión 

proteína - ADN solo con los sitios de unión I y II para C/EBPs presentes en el promotor 

P1 (Figura 10). Esto es apoyado por resultados recientes en nuestro laboratorio, en los 

cuales, mediante co-transfección transiente; de un constructo que abarca 288 pb. 

desde la zona de inicio de la transcripción del promotor P1 del gen Runx2 y un 

constructo de expresión eucarionte para C/EBPβ, se genera un aumento en la 

actividad del promotor dependiente de la concentración de C/EBPβ (Tesis Doctoral, 

Berta Henríquez).  
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Figura 9: Representación esquemática de los sitios conservados en el promotor P1. En la 
imagen se resume el ClustalW realizado entre las tres especies, además se marcan los sitios 
de unión conservados para RUNX, TBP y C/EBPs hallados mediante el programa TFSearch. 
También se detallan la región 5’ UTR y las regiones ricas en purinas que posee este promotor. 
Se destaca en amarillo, sitio de unión para TBP (caja TATA), en azul, sitios de unión descritos 
para RUNX, tanto en el promotor como en la región 5’ UTR y en rojo, los sitios de unión 
putativos para C/EBPs, encontrados en las secuencias del promotor P1 de Runx2. Además en 
letras verdes se señalan las regiones ricas en purinas y en letras azules la región 5’ UTR.   
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2.- Generación de oligonucleótidos. Para los análisis de interacción proteína-

ADN que se realizaron mediante ensayos de retardo en gel, se generaron 

oligonucleótidos específicos para el promotor P1 del gen Runx2. Para esto se 

confeccionaron nueve oligonucleótidos; uno con el sitio de unión consenso para 

C/EBPβ (ATTGCGCAAT) (Osada et. al. 1996; Ramji et. al. 2002) (Tabla 3); otros 

cuatro que contienen solo uno de los sitios de unión para C/EBPβ (sitio I o II), 

incluyéndose tanto la versión silvestre como la mutante; también cuatro 

oligonucleótidos con los que se amplificó dos fragmentos de ADN, correspondientes a 

segmentos del promotor P1 de Runx2 II, que incluyen en su región central los sitios de 

unión tanto para C/EBPβ como para RUNX2 (Figura 10).  

Para la generación del oligonucleótido correspondiente al sitio I y II, se tomaron como 

molde las secuencias del promotor P1 de rata, ya que las secuencias de unión son 

conservadas en los promotores (Figura 9). Para la generación de la mutación del sitio 

I, se mutó el segundo y cuarto nucleótido del sitio de unión silvestre, siendo los 

cambios efectuados una timina por una guanina y una guanina por una citosina, 

respectivamente (Tabla 3) (Gutierrez S. et. al. 2002). En el caso de la mutación del 

sitio II, también se mutaron dos nucleótidos con respecto al sitio silvestre, el octavo y 

en noveno nucleótido, siendo ambos cambios adenina por citosina (Tabla 3) (Chen J. 

et. al. 2005).  

 

Oligonucleótido Secuencia Oligonucleótido 
Consenso 5` GACCTATTGCGCAATTGACC 3` 

Sitio I Silvestre 5` CCAGTAATAGTGCTTGCAAAAAATAGGAG 3` 
Sitio I Mutante 5` CCAGTAATAGTGCGTCCAAAAAATAGGAG 3` 

-111 Fragmento 126 pb. 5` GGCAGTCCCACTTTACTTTGAG 3` 
+15 Fragmento 126 pb. 5` TGAAGCATTCACACAATCCAAA 3` 

Sitio II Silvestre 5` GAAAAAGATTGAGAAAGAGGGAGGGGAGAG 3` 
Sitio II Mutante 5` GAAAAAGATTGAGACCGAGGGAGGGGAGAG 3` 

-179 Fragmento 82 pb. 5` GGAGGGGAGAAGGAAAAAGA 3` 
-98 Fragmento 82 pb. 5` TAAAGTGGGACTGCCTACCA 3` 

 
 
Tabla 3: Oligonucleótidos utilizados. (En negrita los sitios de unión a C/EBPs, en rojo se 
marcan los nucleótidos mutados) 
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Para generar los fragmentos del promotor P1 se tomo ADN genómico obtenido de la 

línea celular ROS 17/2.8. La obtención del fragmento del promotor P1 con el sitio I se 

realizó utilizando la pareja de oligonucleótidos -111/+15, lo que genera un fragmento 

de ADN de 126 pb. Este fragmento contiene un sitio de unión para C/EBPs y dos sitios 

de unión para RUNX2 (Figura 10). El fragmento del promotor P1 con el sitio II para 

C/EBP se genero utilizando el set de oligonucleótidos -179/-98, los cuales amplifican  

un fragmento de ADN de 82 pb. que contiene un sitio de unión para C/EBPs y otro 

para RUNX2 (Figura 10). La estandarización de la amplificación de estos fragmentos 

mediante PCR se llevó a cabo a las temperaturas de 45 y 46.6ºC; las condiciones 

óptimas de concentración de Mg2+ utilizadas en cada amplificación fueron de 4 y 2 mM 

respectivamente (Figura 11). 
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Figura 10: Esquema representativo de los oligonucleótidos generados. Se detalla la 
posición de los sitios de unión para C/EBPβ (rojo), RUNX2 (azul) y TBP (amarillo). Además se 
señalan las posiciones de los oligonucleótidos confeccionados.  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 11: Estandarización de la obtención de los fragmentos del promotor P1. En la 
imagen se observa una fotografía de los geles de agarosa realizados, para visualizar los 
fragmentos de ADN del promotor P1, obtenidos por PCR. En ambos paneles se observan 
curvas de concentración de magnesio. En el panel de la izquierda se observa el fragmento de 
126 pb. que contiene el sitio I de unión para C/EBPs, en el panel de la derecha se observa el 
fragmento de 82 pb. que contiene el sitio II de unión para C/EBPs. 
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3.- Purificación de proteínas recombinantes 

 

3.1.- Purificación de GST-RUNX2 II. Con el fin de obtener proteína 

recombinante para los ensayos de interacción proteína-ADN, se realizó la inducción de 

la expresión y posterior purificación de la proteína GST-RUNX2 II, en bacterias BL-21 

competentes transformadas con el vector pGEX4T1-RUNX2 II (Figura 12A). Luego de 

la inducción con IPTG, la proteína recombinante fue purificada con una columna de 

afinidad, obteniéndose diferentes elusiones, de las cuales se tomaron alícuotas para 

determinar la concentración de proteínas por el método de Bradford (Tabla 4). A través 

de esta purificación se obtuvieron 585 ug. de proteína total, los cuales están divididos 

en cuatro elusiones, que tienen concentraciones de proteína entre 300 y 331 ng/ul. 

Posteriormente mediante Western blot realizados con anticuerpos dirigidos contra el 

epítope GST o la proteína RUNX2, se pudo confirmar la calidad de la proteína 

recombinante obtenida (Figura 12B).  

 

Elusión Volumen Concentración 
(ng/ul) 

Proteína Total (ug) Concentración (ng/ul) 
corregida 

1 400 407 163 331 
2 400 394 158 321 
3 400 384 154 313 
4 300 368 110 300 

 
Tabla 4: Concentración de proteína GST-RUNX2 II. 
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Figura 12: Purificación de la proteína recombinante GST-RUNX2 II. A) Representación 
esquemática del plasmido pGEX4T1-RUNX2 II y de la proteína recombinante GST-RUNX2 II. 
B) Ensayo de Western blot de la proteína purificada. En el panel de la izquierda se utilizó un 
anticuerpo específico para GST y en el panel de la derecha se utilizó un anticuerpo que  
reconoce la región ámino terminal de RUNX2. GST, control de GST; LT, lisado total de las 
bacterias; PL, proteína que no se unió a la resina; E1-4, diferentes elusiones de la purificación 
de la proteína recombinante. 
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3.2.- Purificación de His-C/EBPβ (LAP). Con el fin de obtener proteína 

recombinante para los ensayos de interacción proteína-ADN, se realizó la inducción de 

la expresión y purificación de la proteína His-C/EBPβ (LAP), en bacterias BL-21 

competentes transformadas con el vector pQE80L-C/EBPβ LAP (Figura 13A). Luego 

de la inducción con IPTG, la proteína recombinante fue purificada con una columna de 

afinidad tomándose alícuotas de las elusiones para determinar la cantidad de proteína 

por Bradford (Tabla 5). En esta purificación se obtuvieron 730 ug. de proteína total, los 

cuales están divididos en ocho elusiones que tienen concentraciones de proteína entre 

22 y 508 ng/ul. Posteriormente mediante Western blot con un anticuerpo dirigido 

contra la proteína C/EBPβ se pudo corroborar la calidad de la proteína recombinante 

obtenida (Figura 13B).  

 

Elusión Volumen Concentración 
(ng/ul) 

Proteína Total (ug) Concentración (ng/ul) 
corregida 

1 545 299 163 252 
2 491 602 296 508 
3 760 192 146 162 
4 462 72 33 61 
5 668 52 35 44 
6 560 41 23 35 
7 545 37 20 31 
8 500 27 14 22 

 
Tabla 5: Concentración de proteína His-C/EBPβ. 
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Figura 13: Purificación de la proteína recombinante His-C/EBPβ (LAP). A) Representación 
esquemática del plasmido pQE80L-C/EBPβ LAP y de la proteína recombinante His-C/EBPβ. B) 
Ensayo de Western blot de la proteína purificada utilizando un anticuerpo que reconoce la 
región carboxi terminal de C/EBPβ. LT, lisado total de las bacterias; PL, proteína que no se 
unió a la resina; E1-8, diferentes elusiones de la purificación de la proteína recombinante. 
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4.- Estandarización de los ensayos de retardo en gel (EMSA). Para la 

estandarización de este tipo de ensayos, se utilizó un fragmento de 126 pb. que 

contiene el sitio I de unión para C/EBPs, amplificado con los partidores -111/+15 y 

marcado radiactivamente con P32 α-CTP.  

Se determinó la cantidad óptima de proteína y la concentración salina a utilizar en los 

ensayos de retardo en gel (EMSA). La cantidad óptima de His-C/EBPβ (Figura 14) se 

definió utilizando cantidades de 25 y 50 ng de la proteína purificada y diferentes 

concentraciones salinas (50, 100 y 150 mM de KCl para cada cantidad de proteína 

analizada). También se determinó las condiciones óptimas para GST-RUNX2 (Figura 

15). En ambos casos las condiciones definidas para un retardo más nítido fueron, una  

cantidad de proteína recombinante de 50 ng y una concentración de KCl de 100 mM. 

En ambos casos se utilizó buffer de unión Tris-Cl pH 7,4.   
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Figura 14: Estandarización de la concentración salina y de proteína His-C/EBPβ a utilizar 
en los ensayos de retardo en gel. En la imagen se muestra una foto de la exposición 
autoradiográfica del retardo en gel obtenido en las pruebas de concentración, tanto de KCl y 
proteína. Para este ensayo se utilizó un fragmento de 126 pb, que contiene el sitio I de unión 
para C/EBPs y dos sitios de unión para RUNX. Las concentraciones de KCl utilizadas fueron: 
50, 100 y 150 mM; las concentraciones de proteína utilizadas fueron: 25 y 50 ng/ul, en orden 
creciente. En el primer carril se ve el ADN marcado sin proteína; en los carriles 2, 4 y 6, se 
utilizó concentración de KCl creciente y 25 ng/ul de proteína recombinante; los carriles 3, 5 y 7, 
concentración de KCl creciente y 50 ng/ul de proteína recombinante. En el costado derecho de 
la imagen, se señala el retardo obtenido para este ensayo. 
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Figura 15: Estandarización de la concentración salina y de proteína GST-RUNX2 a utilizar 
en los ensayos de retardo en gel. En la imagen se muestra una foto de la exposición 
autoradiográfica del retardo en gel obtenido en las pruebas de concentración, tanto de KCl y 
proteína. Para este ensayo se utilizó un fragmento de 126 pb, que contiene el sitio I de unión 
para C/EBPs y dos sitios de unión para RUNX. Las concentraciones de KCl utilizadas fueron: 
50, 100 y 150 mM; las concentraciones de proteína utilizadas fueron: 25 y 50 ng/ul, en orden 
creciente. En el primer carril se ve el ADN marcado sin proteína; en los carriles 2, 4 y 6, se 
utilizó concentración de KCl creciente y 25 ng/ul de proteína recombinante; los carriles 3, 5 y 7, 
concentración de KCl creciente y 50 ng/ul de proteína recombinante. En un costado derecho de 
la imagen, se señala el retardo obtenido para este ensayo. 
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Luego, una vez que se tenían las cantidades de proteína recombinante y la 

concentración de KCl óptimas para el ensayo de retardo en gel, se procedió con la 

estandarización del buffer de unión proteína-ADN (Figura 16). Para esto se utilizaron 

cuatro buffers, los cuales fueron: Tris-Cl pH 7,4; Tris-Cl pH 8,0; HEPES pH 7,4 y 

HEPES pH 7,9. Con cada uno de estos buffers se realizaron ensayos de retardo en gel 

con las proteínas recombinantes individualmente o en combinación, utilizando 

cantidades equimolares de cada proteína y produciéndose la unión de ambas a un 

fragmento de ADN que posee los dos sitios de unión. El orden utilizado para mostrar 

los resultados de los ensayos de retardo en gel con diferentes buffers, fue siempre el 

mismo. Primero se muestra el ensayo con His-C/EBPβ solo, después el ensayo con 

GST-RUNX2 solo y para terminar, el ensayo con ambas proteínas. La unión de ambos 

factores se observa como un mayor retardo en el gel. De estos ensayos se pudo 

concluir que con el buffer Tris-Cl pH 8,0 se genera un retardo evidente. 

Las condiciones obtenidas mediante esta estandarización, son las que posteriormente 

se utilizaron en todos los análisis de este tipo durante el trabajo de tesis. 
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Figura 16: Estandarización del buffer de unión a utilizar en los ensayos de retardo en gel. 
En la imagen se muestra una foto de la exposición autoradiográfica del retardo en gel obtenido 
en las pruebas de buffer de unión. Para este ensayo se utilizó el fragmento de 126 pb, que 
contiene el sitio I de unión para C/EBPs y dos sitios de unión para RUNX. La concentración de 
KCl utilizada fue de 100 mM y la cantidad de proteína fue de 50 ng/ul. Los buffer de unión 
analizados fueron según la aparición en la imagen; Tris-Cl pH 7.4, Tris-Cl pH 8.0, HEPES pH 
7.4 y HEPES pH 7.9. En el primer carril se ve el ADN marcado sin proteína; en los carriles 2, 5, 
8 y 11, se utilizó 50 ng de proteína recombinante His-C/EBPβ; en los carriles 3, 6, 9 y 12, se 
utilizó 50 ng de proteína recombinante GST-RUNX2; en los carriles 4, 7, 10 y 13, se realizó el 
ensayo en combinación con 50 ng de cada una de las  proteínas recombinantes. En el costado 
derecho de la imagen, se señalan los retardos obtenidos para este ensayo. 
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5.- Unión de la proteína recombinante His-C/EBPβ a su secuencia consenso. 

Primero se confirmó que la proteína recombinante His-C/EBPβ era capaz de unirse a 

su secuencia consenso y se verificó la afinidad de esta proteína recombinante por el 

sitio consenso. Brevemente, un oligonucleótido de doble hebra, uno de ellos marcado 

radiactivamente con P32 γ-ATP, con la secuencia consenso de unión a C/EBPβ, fue 

incubada con este factor. Además se realizaron ensayos de competencia con 

oligonucleótidos fríos en una razón 100 veces mayor con respecto al oligonucleótido 

marcado, correspondientes a la secuencia consenso de unión para C/EBPβ, al sitio de 

unión I y II, tanto silvestre como mutante para estos sitios en el promotor P1 de Runx2 

(Figura 17). 

Mediante este retardo en gel, se logró demostrar la unión de la proteína recombinante 

His-C/EBPβ al sitio de unión consenso para C/EBPβ (ATTGCGCAAT) y como era 

esperable, con una alta afinidad. Además mediante las competencias realizadas, se 

confirmó que tanto el sitio I como el sitio II presentan una menor afinidad por la 

proteína C/EBPβ recombinante, que la mostrada por la secuencia consenso. Esto 

debido a que aunque los oligonucleótidos que poseen los sitios I y II están en una 

razón 100 mayor a la del consenso, no son capaces de desplazar completamente la 

unión de His-C/EBPβ desde el oligonucleótido consenso. Estos resultados están de 

acuerdo con lo obtenido mediante el análisis in silico (Figura 8). En el caso de los 

ensayos de competencia realizados con los oligonucleótidos que poseen los sitios de 

unión putativos a C/EBP mutantes, se observó que la unión al oligonucleótido 

consenso no es competida por los mutantes, ya que la intensidad del retardo en gel no 

disminuye en presencia de un exceso de estos oligonucleótidos mutantes (Figura 17).   
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Figura 17: La proteína recombinante His-C/EBPβ se une a la secuencia consenso de 
C/EBPs. Imagen de la exposición autoradiográfica del gel de retardo. En este se observa la 
unión de His-C/EBPβ al oligonucleótido que posee la secuencia consenso para estos factores 
de transcripción. Además se realizaron ensayos de competencia con el oligonucleótido 
consenso frío, el oligonucleótido con el sitio I silvestre y mutado (panel izquierdo), así como con 
el consenso frío, el oligonucleótido con el sitio II silvestre y mutado (panel derecho). Las 
competencias se realizaron con un exceso de oligonucleótido frio (100 veces) con respecto al 
oligonucleótido consenso marcado. En el costado derecho de la imagen se muestran los 
retardos obtenidos. 
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6.- Unión de la proteína recombinante His-C/EBPβ a los sitios de unión 

descritos en el análisis in silico del promotor P1. Para verificar si los sitios de unión 

para C/EBPβ presentes en el promotor P1, son funcionales. Se realizó ensayos de 

retardo en gel, utilizando oligonucleótidos marcados que incluyeran los sitios I y II 

descritos. Además, para cada sitio se realizaron competencias adicionando un exceso 

de los oligonucleótidos correspondientes fríos, tanto en sus versiones silvestres y 

mutados (Figura 18). 

Mediante estos ensayos, se demostró que la proteína recombinante His-C/EBPβ se 

unía a las secuencias nucleotídicas de los sitios de unión analizados del promotor P1. 

Tanto para el sitio I como para el sitio II se obtuvo un retardo en el gel asociado a la 

unión de la proteína recombinante utilizada en este ensayo, observándose en ambos 

casos una afinidad de unión equivalente. En el caso de los ensayos de retardo 

realizados con los sitios de unión I y II mutados, no se observó retardo, que indica que 

estas mutaciones estarían impidiendo la asociación entre la proteína C/EBPβ y la 

secuencia nucleotídica de ambos sitios. Luego, por medio de las competencias, en 

ambos casos se observó que se producía la desaparición del retardo, cuando se 

competía con un exceso de la secuencia fría, indicando la especificidad de la 

interacción C/EBPβ-ADN cuando cualquiera de los dos sitios (I o II) fue evaluado. Por 

el contrario, cuando la sonda fría en exceso incluía al sitio mutado, no se apreció 

competencia, demostrando que es este elemento el reconocido por el factor C/EBPβ 

en el ensayo (Figura 18). 
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Figura 18: La proteína recombinante His-C/EBPβ se une a los sitios de unión presentes 
en el promotor P1. Imagen de la exposición autoradiográfica del gel de retardo. En esté se 
observa el ensayo de interacción entre His-C/EBPβ y los oligonucleótidos que poseen la 
secuencia de unión, tanto silvestre como mutante. En el panel izquierdo los ensayos realizados 
para el sitio de unión I y en el panel derecho, para el sitio II. Además, se realizaron ensayos de 
competencia con los oligonucleótidos no marcados, ya sea silvestre o mutante, para cada sitio, 
en una razón 100 veces mayor a la del oligonucleótido marcado. En el costado derecho de la 
imagen se muestran los retardos obtenidos. 
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7.- Ensayos de unión a fragmentos de ADN que poseen los sitios hallados in 

silico para C/EBPs y los sitios descritos para RUNX en el promotor P1. Para 

verificar si las proteínas recombinantes GST-RUNX2 y His-C/EBPβ reconocen sus 

sitios respectivos de forma simultánea en un segmento del promotor P1 del gen 

Runx2. Se generó, mediante PCR, dos fragmentos del promotor marcados con P32. 

Uno de éstos posee en la región central, un sitio de unión para C/EBP y otro sitio de 

unión para RUNX muy cercano. En el caso del fragmento que contenía el sitio I para 

C/EBPβ, también incluía dos sitios de unión para RUNX cercanos. Luego de la 

obtención de los fragmentos, se los incubó con GST-RUNX2 y His-C/EBPβ por si solos 

o en combinación y se visualizó la interacción por EMSA (Figura 19).  

El análisis de los datos demuestra la unión independiente de cada una de las 

proteínas recombinantes, tanto al fragmento que contenía el sitio I, como al sitio II. En 

los ensayos de unión con ambas proteínas se observó que son capaces de unirse 

simultáneamente al mismo segmento del promotor P1, ya que, se aprecia un retardo 

mayor con respecto a los retardos producidos en los análisis con las proteínas 

recombinantes por si solas (Figura 19). 
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Figura 19: Las proteínas recombinantes His-C/EBPβ y GST-RUNX2 II se unen 
simultáneamente a segmentos del promotor P1 de Runx2. Imagen de la exposición 
autoradiográfica del gel de retardo. Mediante PCR se generaron fragmentos del promotor P1 
que incluyen el sitio de unión I (panel izquierdo) y el sitio de unión II para C/EBPs (panel 
derecho). Además ambos fragmentos poseen sitios de unión para RUNX2. La unión de ambas 
proteínas se observa como un retardo mayor para ambos segmentos. En el costado derecho 
de la imagen se indican los retardos obtenidos, ya sea para los ensayos simples o dobles. 
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8.- Ensayos de unión ADN-proteína in vivo, mediante inmunoprecipitación de 

cromatina (ChIP). Nuestros resultados demuestran que los sitios I y II son capaces de 

unir in vitro His-CE/BPβ y GST-RUNX2 (Figura 18 y 19). Por ello, a continuación se 

evaluó la unión de ambos factores de transcripción al promotor P1, en una línea 

celular de carácter osteoblástico que expresa el gen Runx2 (ROS 17/2.8) y otra de 

carácter no osteoblástico que no lo expresa (H4-IIE).  

Mediante ensayos de Inmunoprecipitación de cromatina en células H4 II-E, se 

encontró que el factor de transcripción RUNX2 no se une a la secuencia del promotor 

P1 proximal, lo que se correlaciona con la ausencia de expresión de RUNX2 en esta 

línea celular. En cambio en células ROS 17/2.8, RUNX2 se une a la secuencia 

estudiada del promotor P1 proximal, en concordancia con los altos niveles de  

expresión del gen Runx2 en esta línea celular (Figura 20 A y B). 

Al evaluar la interacción del factor C/EBPβ, se encontró que este se une al promotor 

P1 proximal del gen Runx2, tanto en células osteoblásticas como no osteoblásticas  

(Figura 20 A). Además se encontró que este factor de transcripción se une en menor 

porcentaje al promotor P1 proximal en células H4 II-E (no osteoblásticas), que al 

promotor P1 proximal de células ROS 17/2.8 (Figura 20 B). Este resultado sugiere la 

participación del factor C/EBPβ en la activación del gen Runx2 en células 

osteoblásticas.  

Como control negativo de inmunoprecipitación, se utilizó una fracción de IgG purificada 

de conejo inespecífica.  

En su conjunto, estos resultados sugieren que el fenotipo osteoblástico estaría 

asociado a una mayor unión de factores de transcripción regulatorios al promotor P1 

proximal del gen Runx2 II. 

 

 

 

 



 56

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Análisis por Inmunoprecipitación de Cromatina de los factores de 
transcripción RUNX2 y C/EBPβ en el promotor P1 del gen Runx2 de rata. Extractos de 
cromatina de células ROS 17/2.8 y H4 II-E fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo 
específico para las proteínas antes señaladas y analizados por PCR con partidores específicos. 
A) Autoradiografias de los geles obtenidos para el promotor P1 proximal de Runx2 II. Se utilizó 
un Input 0,5% para la cuantificación. Se señalan los anticuerpos utilizados en la parte superior 
de la figura. B) Gráfico resumen de la cuantificación por fosforimager de las señales obtenidas 
en el gel. La gráfica representa la cuantificación relativa de 2 experimentos de 
inmunoprecipitación independientes y la técnica de PCR radiactivo realizada por duplicado en 
cada ensayo. 
 

 
 

A 

B 
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DISCUSION 

 

 

En este trabajo de tesis nos centramos en detectar y comprobar sitios de unión 

para el factor de transcripción C/EBP en el promotor P1 del gen Runx2, tanto in vitro 

como in vivo, esto mediante ensayos de retardo en gel e inmunoprecipitación de 

cromatina, respectivamente. Resultados recientes de nuestro laboratorio indican que 

los 288 pb. más proximales al sitio de inicio de transcripción del promotor P1 del gen 

RUNX2, son activados transcripcionalmente por la sobreexpresión de C/EBPβ (Tesis 

Doctoral, Berta Henríquez), sugiriendo que el promotor P1 puede ser regulado por este 

factor. 

 

Existe evidencia que sugiere que la regulación osteoblástica en células 

mesenquimales de médula ósea es controlada por hormonas, factores de crecimiento 

y citoquinas a través de factores de transcripción específicos. Uno de estos factores de 

transcripción sería RUNX2, el cual es esencial en la formación ósea (Yamaguchi et. al. 

2000). Esto se confirmó en embriones de ratones deficientes de RUNX2, los cuales 

exhiben pérdida completa de la formación ósea, lo que se mantiene hasta el 

nacimiento, donde mueren sin poder respirar. Además células aisladas de la calvaria 

de estos embriones, muestran una pérdida de expresión de osteocalcina en 

comparación con un cultivo control realizado. Esto apoya lo anterior, con respecto a 

que RUNX2 es esencial en la osteogénesis, especialmente en el desarrollo de los 

osteoblastos, donde es el encargado de regular diferentes genes, tales como 

osteocalcina, osteopontina, entre otros (Komori et. al. 1997). La proteína RUNX2 está 

presente en células progenitoras óseas, osteoblastos inmaduros y condrocitos 

hipertróficos (Takeda et. al. 2001; Komori et. al. 1998; Banerjee et. al. 1996). 
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Por otra parte se ha visto que el factor de transcripción C/EBPβ ayuda en la 

expresión de genes específicos de los osteoblastos y es importante durante la 

regulación osteoblástica. Esto se sustenta en experimentos de actividad del promotor 

del gen de osteocalcina en respuesta a una expresión forzada de los miembros de la 

familia C/EBPs (Gutiérrez S. et. al. 2002). 

 

La actividad de las proteínas RUNX y la activación transcripcional de los genes 

regulados por éstas durante el desarrollo óseo, puede ser regulado en parte por el 

control de los niveles celulares de las proteínas RUNX y C/EBP, o por una 

cooperación funcional entre estos dos factores de transcripción (Gutiérrez S. et. al. 

2002; McCarthy et. al. 2000). RUNX2 y C/EBPβ o δ, pueden cooperar funcionalmente 

para producir la regulación positiva del gen de osteocalcina, esto a través de un 

sinergismo mediado por la interacción física entre RUNX2 y C/EBPβ en el elemento de 

unión para C/EBP en el promotor de osteocalcina (Hata et. al. 2005; Gutiérrez S. et. al. 

2002). En este sentido Runx2 es considerado un gen maestro en la regulación del 

proceso de osteogénesis (Komori et. al. 1997), modulando, en conjunto con C/EBPβ y 

otras proteínas la expresión del gen de osteocalcina (Gutiérrez S. et. al. 2002; Javed 

et. al. 1999). 

 

Mediante análisis in silico de los 600 pb. corriente arriba del inicio de 

transcripción del promotor P1 del gen Runx2, detectamos sitios de unión putativos 

para la familia de factores C/EBPs, que se encuentran cercanos a sitios de unión 

descritos para RUNX2, los cuales son necesarios para modular la actividad y 

autorregular la expresión del gen de Runx2 (Drissi et. al. 2000). Esto nos llevó a 

considerar la situación descrita en el promotor de osteocalcina, el cual es regulado por 

ambos factores de transcripción (C/EBPβ y RUNX2) (Hata et. al. 2005; Gutiérrez S. et. 

al. 2002; Javed et. al. 1999).  
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Por esto es que estudiamos la capacidad de estos sitios para unir el factor de 

transcripción C/EBPβ. Nuestros resultados sugieren que los dos sitios de unión para 

C/EBP analizados mediante los ensayos de retardo en gel serían funcionales in vitro, 

dado que ambos estarían uniendo C/EBPβ con afinidad semejante. Esto también se 

confirmó mediante ensayos de competencia entre la secuencia consenso de unión 

para C/EBPβ descrita previamente (Osada et. al. 1996) y los oligonucleótidos fríos 

correspondientes a cada sitio de unión estudiado (I y II). Con la intención de corroborar 

lo anterior, se determinó que mutaciones realizadas a estos dos sitios (Gutiérrez S. et. 

al. 2002; Chen J. et. al. 2005), impiden la unión de C/EBPβ al promotor P1 proximal. 

En ese mismo sentido el oligonucleótido mutante frío no es capaz de competir por la 

interacción entre C/EBPβ y su sitio de unión silvestre, demostrando que éste es el 

elemento reconocido por este factor. Además, se pudo observar que C/EBPβ y 

RUNX2 pueden unirse simultáneamente a un mismo segmento del promotor P1, lo 

que se puede asemejar a lo descrito en el gen de osteocalcina, donde se observa 

sinergismo cuando ambos factores interactúan en el contexto del promotor de este gen 

(Hata et. al. 2005; Gutiérrez S. et. al. 2002). 

 

Los ensayos realizados in vivo, demuestran que tanto RUNX2 como C/EBPβ 

son capaces de unirse al promotor P1 del gen Runx2, lo cual difiere según sea el 

contexto celular en el que este gen se encuentre, ya que la unión de estos factores 

puede estar controlada por diferentes mecanismos, sean estos epigenéticos o que 

involucren remodelación de cromatina. Por ejemplo, la activación transcripcional del 

gen de osteocalcina es acompañada por remodelación de la cromatina en la región 

promotora, reflejado por la presencia de dos sitios hipersensibles a DNasa I 

(Montecino et. al. 1996). Los sitios de unión para RUNX2 en el promotor de 

osteocalcina son necesarios para que se produzca la remodelación cromatínica, sin 

embargo la remodelación nucleosomal también permite exponer mejor los sitios de 

unión a dicho factor (Gutiérrez et. al. 2000). Esto demuestra que Runx2, además de 
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ser un activador transcripcional, puede facilitar la modificación y organización 

cromatínica (Villagra et. al. 2002; Javed et. al. 1999). También, se ha propuesto que la 

unión de RUNX2 y C/EBPβ al promotor del gen de osteocalcina, sería un evento 

temprano durante los procesos de remodelación de la cromatina y la activación 

transcripcional de éste gen (Villagra et. al. 2006).  

 

Es conocido que RUNX interactúa con proteínas co-reguladoras con actividad 

HAT (acetiltranferasas de histonas) o con actividad HDAC (deacetilasas de histonas) 

(Kitabayashi et. al. 1998; Lutterbach et. al. 1998). A su vez C/EBPβ se ha asociado 

con el reclutamiento de complejos que modifican la cromatina y regulan la 

transcripción de genes mieloides (Kowenz-Leutz et. al. 1999). En este mismo sentido, 

en el promotor P1 de Runx2 se detectaron dos sitios hipersensibles a DNasa I, los 

cuales en las etapas tempranas de la diferenciación osteoblástica son débiles, 

correlacionándose con una baja expresión de este factor de transcripción y con un 

estado basal de acetilación de histonas. En células que adquieren un compromiso 

osteoblástico, se observa un aumento en la intensidad de la hipersensibilidad a  

DNasa I en el promotor P1, lo que se asocia a un incremento en la acetilación de 

histonas en esta región, a una mayor unión al promotor de factores de transcripción 

regulatorios y a una mayor expresión de RUNX2 (Tesis Doctoral, Fernando Cruzat). 

 

En células de origen osteoblástico ROS 17/2.8 (osteosarcoma), que expresan 

RUNX2, se observa que los dos factores de transcripción (C/EBPβ y RUNX2) 

analizados en este trabajo de tesis se unen al promotor P1 proximal del gen Runx2. A 

pesar de que se ha observado que C/EBPβ coopera con RUNX2 promoviendo la 

osteogénesis, en ratones nulos para el factor C/EBPβ no se reportó un fenotipo óseo. 

Esto podría deberse a que  existe la posibilidad de redundancia funcional con otros 

integrantes de esta familia de factores de transcripción (Nerlov. 2007).  
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En el caso de células no osteoblásticas H4-IIE (hepatoma) que no expresan 

RUNX2, no se detecta unión del factor de transcripción Runx2 al promotor P1 

proximal. Por el contrario, el factor de transcripción C/EBPβ se estaría uniendo al 

promotor P1 proximal tanto en la línea celular hepática como en las células de origen 

osteoblástico. Esta unión de C/EBPβ también se observó previamente en células 

bipotenciales C2C12 no tratadas con BMP-2 (Tesis Doctoral, Fernando Cruzat), las 

que solo expresan RUNX2 a niveles muy bajos. Resultados previos demuestran que 

C/EBPβ contribuye a la expresión de fosfatasa alcalina y de otros marcadores 

osteogénicos como osteocalcina y colágeno tipo IA. Además, ensayos realizados con 

una mutante de C/EBPβ, la cual no posee el dominio de unión al ADN pero si 

mantiene la capacidad de interaccionar con RUNX2, permitiendo concluir que esta 

mutante inhibe la acción osteogénica de RUNX2 (Hata et. al. 2005). También, ensayos 

realizados con un mutante dominante negativo de RUNX2 en células mesenquimales 

deficientes para este factor de transcripción, indican que C/EBPβ por sí solo podría 

promover diferenciación osteoblástica, sugiriendo que este factor puede estar 

regulando el desarrollo óseo por mecanismos dependientes e independientes de 

Runx2 (Hata et. al. 2005). Otros resultados descritos anteriormente en el promotor de 

colágeno tipo IA (Col1A), demuestran que la isoforma truncada de C/EBPβ (LIP) es 

capaz de reprimir la expresión de dicho gen, provocando pérdida de masa ósea 

(Harrison et. al. 2005). Además se ha visto que LIP puede actuar como un dominante 

negativo de C/EBPβ bloqueando la adipogénesis. Es por esto que se ha postulado a 

C/EBPβ como un factor de transcripción clave en la definición del balance entre 

adipogénesis y osteogénesis in vivo (Hata et. al. 2005; Harrison et. al. 2005). En otros 

estudios se observó que LIP es capaz de potenciar la actividad transcripcional de 

Runx2 en la osteogénesis, aunque en células deficientes de RUNX2, no es capaz de 

promover la diferenciación osteoblástica (Hata et. al. 2005). Estó podría explicar el 

hecho que, aunque C/EBPβ se este uniendo al promotor P1 del gen Runx2, no sea 

suficiente para producir la activación de este gen, proceso que podría requerir la 
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presencia de  RUNX2. Una interpretación alternativa es que este resultado se debiera 

a la presencia de la isoforma LIP, lo que podría estarse traduciendo en represión 

producto ya sea por la falta de los dominios activadores de las isoformas largas de 

C/EBPβ (LAP o LAP*) o porque el dominio de transactivación que mantiene esta 

isoforma corta de C/EBPβ, pueda aún reclutar otros complejos regulatorios incapaces 

de activar la transcripción (Ramji et. al. 2002; Kowenz-Leutz et. al. 1999).  

 

En conclusión, nuestros resultados obtenidos mediante ensayos dirigidos a los 

sitios de unión para el factor de transcripción C/EBPβ en el promotor P1 del gen 

RUNX2, tanto in vitro como in vivo, indican que este factor se uniría a estos elementos. 

Además C/EBPβ en conjunto con RUNX2, se estarían comportando como reguladores 

positivos de la actividad transcripcional del promotor P1 en células osteoblásticas. En 

su conjunto estos resultados permiten postular al factor C/EBPβ como un factor clave 

dentro del mecanismo general de regulación de la expresión de RUNX2 y por lo tanto 

como un componente esencial en el proceso de diferenciación osteoblástica. 
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