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RESUMEN

Las proteinas RUNX son una familia de factores de transcripcion que poseen
un dominio de union al ADN homodlogo al dominio Runt de Drosophila. ElI gen que
codifica para Runx2 posee dos regiones promotoras (P1 y P2) las que comandan la
expresion de 2 isoformas de esta proteina (tipos | y Il). El promotor P1 regula la
expresion de la isoforma tipo Il de RUNX2, la cual es 6éseo especifica. En este trabajo
se determind mediante analisis in silico del promotor P1, la presencia de sitios de
unién consenso para los factores de transcripcion C/EBPs (CCAAT/enhancer binding
proteins), considerando al factor C/EBPB, como candidato de esta familia, ya que se
ha visto relacionado en la regulacion de la expresion de otros genes que influyen en el
desarrollo éseo. Por esto pensamos que C/EBPJ podria estar regulando la expresion
de RUNX2 Il en células 6seas. Para confirmar la funcionalidad de los sitios de union
identificados, determinamos mediante ensayos de retardo en gel (EMSA), que C/EBPJ
es capaz de unirse especificamente in vitro al promotor P1. Esta unién fue confirmada
en lineas celulares mediante ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP).
Estos resultados indican que el factor de transcripcion C/EBPB podria regular la
expresion de RUNX2 Il en células osteoblasticas, uniéndose a sus secuencias

reguladoras dentro del promotor P1.



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 | and Il). The P1 promoter regulates the expression of
the type Il 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/EBPf3
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/EBP could be regulating the expression of RUNX2 Il in bone cells.
To confirm the functionality of the found binding sites, we determined that C/EBPJ 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 (ChlIP). These results indicate that C/EBP(
transcription factor may be regulating the expression of RUNX2 Il gene in osteoblastic

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



INTRODUCCION

La formacion del tejido 6seo durante el desarrollo embrionario y su posterior
mantencion después del nacimiento, es realizada por complejos proteicos que son
esenciales en diferentes etapas de la formacién, diferenciacion y maduracion de varios
linajes celulares en esté tejido, siendo uno de estos los osteoblastos. Es por esto, que
es importante poder caracterizar los genes reguladores, vias de sehAalizacion y
mecanismos moleculares que estan involucrados en estos procesos de regulacion de

la funcién de los osteoblastos.

Familia de proteinas RUNX

Las proteinas RUNX son una familia de factores de transcripcion, también
denominados  Polyomavirus  enhancer-binding  protein2/Core-binding  factor
(Pebp2/Cbf). Estos factores son complejos heterodiméricos compuestos por 2
subunidades a y B. La subunidad a es codificada por 3 genes diferentes que tienen
como caracteristica comun poseer un dominio homodlogo al dominio Runt de
Drosophila. Este dominio se caracteriza por permitir la unién al ADN, y es requerido
para la heterodimerizacion con la subunidad B (lto et. al. 2003). Esta segunda
subunidad en mamiferos es codificada por un solo gen (lto et. al. 2003) y se la ha
relacionado con la estabilizacion de las proteinas RUNX, ya que previene la
ubiquitinacion del dominio Runt y de esta manera evita la degradacion de la subunidad
a (Huang et. al. 2001).

Se han descrito 3 tipos de proteinas 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 21g22.12, 6p21 y 1p36.1 y en ratén en los cromosomas

16, 17 y 4 (Levanon et. al. 2004 y Stock et. al. 2005). RUNX1/Cbfa2/AML1/Pebp2ab es



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 raton knockout para este factor, es letal, observandose 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/Pebp2ac es expresado en tejido gastrico y tejido nervioso, donde
actuaria especificamente como gen supresor de tumores en cancer gastrico y en
desarrollo de neuronas motoras del ganglio dorsal (Li et. al. 2002).
RUNX2/Cbfa1/AML3/Pebp2aa es expresado en tejido 6seo y cartilaginoso, donde
cumpliria la funcion de regular diferentes genes especificos (Tabla 1) del desarrollo
6seo (Otto et. al. 1997), la maduracién de condrocitos hipertréficos (Takeda et. al.

2001) y la diferenciacion osteoblastica (Komori et. al. 1997).

Expressed Regulated
Tissue Gene in by Up/Down Reference
Bone Osteocalcin Osteoblasts Runx2 Up Geoffrey (1995)
Collagen a1(l) Osteoblasts Runx2 Up Ducy (1997)
Bone sialoprotein  Osteoblasts Runx2 Up or Ducy (1997); Javed (2001)
Down
Ameloblastin Odontoblasts Runx2 Up Dhamija and Krebsbach (2001)
TGF-B receptor |  Osteoblasts Runx2 Up Chang (1998); Ji (1998)
C/EBPd 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 Runx2 Up Jimenez (1999)
chondrocytes
Cartilage Osteopontin Osteoblasts chondrocytes Runx2 Up Ducy (1997)
Collagenase 3 Osteoblasts, hypertrophic Runx2 Up Jimenez (1999)
chondrocytes
Collagen X Hypertrophic chondrocytes  Runx2 Up Leboy (2001)
VEGF Hypertrophic chondrocytes  Runx2 Up Zelzer (2001)

Tabla 1: Genes blanco de RUNX2 en tejido 6seo (Modificado de Otto et. al. 2003)

También se ha visto que la alteracion en la expresién de este factor de
transcripcion esta relacionada con el desorden esquelético autosémico dominante
conocido como Displasia Cleidocraneal (CCD), el cual consiste en el no cierre de la
fontanela del craneo después del nacimiento y la mal formacion de las claviculas. Esta

se ha estudiado mediante mutaciones inactivantes del gen de Runx2, asi como por



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).

Organizacion gendmica del gen Runx?2

Los genes que codifican para las proteinas RUNX poseen una estructura
gendmica altamente conservada y la expresion de estas proteinas es comandada por
dos regiones promotoras distintas (Rennert et. al. 2003). Estos dos promotores estan
separados por el exén 1 y un gran intron de aproximadamente 96 Kb (Xiao et. al.
1998). Las 2 isoformas que presenta la proteina RUNX2 son la denominada
PEBP2aA1 (Ogawa et. al. 1993), actualmente tipo I/p56 (Harada et. al. 1999) cuya
transcripciéon comienza en el exén 2 con la secuencia N-terminal MRIPV comandada
por el promotor P2, que genera una proteina de 513 aminoacidos (Drissi et. al. 2000).
La segunda isoforma se denomina til-1 (Stewart et. al. 1997) o tipo II/p57 cuya
transcripcion es iniciada en el exdén 1 con la secuencia N-terminal MASNS bajo el
mando del promotor P1 y posee 15 aminoacidos adicionales a la isoforma tipo |
(Banerjee et. al. 2001 y Xiao et. al. 2001) (Figura 1).

Los genes que codifican para RUNX2 de rata, ratén y humano presentan una
homologia 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 unién al
ADN (RHD), una sefial de interaccion con la matriz nuclear (NMTS), una sefial de
localizacion nuclear (NLS) y un dominio C-terminal que incluye los residuos
aminoacidicos 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 6seoy ambas son capaces de
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Figura 1: Organizacién gendémica del gen Runx2. Se indica con niumeros los exones y el
origen de las isoformas N-terminales que se generan. Se muestra ademas el exén de origen
para la isoforma tipo Il (p57) y para la isoforma tipo | (p56). En el exédn 1 se muestra el sitio de
inicio de traduccion con la secuencia MASNS y el exdn 2 que contiene el sitio de inicio de
traducion para la secuencia MRIPV (modificado de Drissi et. al. 2000).
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Figura 2: Promotores P1 de Runx2. Esquema comparativo de los promotores P1 del factor
RUNX2 de rata, ratén y humano. Se destaca el porcentaje de homologia y las posiciones de las
regiones reportadas con respecto a la region 5° UTR (Modificado de Drissi et. al. 2000).
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Figura 3: Estructuras funcionales de las proteinas RUNX2. Esquema de las estructuras de
las proteinas RUNX2 | y Il. Se destacan los dominios y regiones presentes en estas, QA regién
rica en glutamina y alanina, RUNT dominio Runt (unién al ADN), NLS sefal de localizacién
nuclear, NMTS sefial de localizacion a la matriz nuclear, VWRPY secuencia de interaccion con
Groucho/TLE y AD dominios de transactivacion (Modificado desde Stock et al., 2005 y Xiao et
al., 1999).



modular la transcripcion de genes 0seos tanto en células osteoblasticas como no
osteoblasticas (Xiao et. al 1999; Javed et. al. 2001). A pesar de esto, las isoformas
poseen una expresion diferencial durante el desarrollo; la proteina RUNX2 tipo | es
expresada durante la diferenciacibn en osteoblastos tempranos y maduros,
mientras que la isoforma tipo Il se expresa en osteoblastos maduros y condrocitos
hipertréficos (Stock et. al. 2005).

Estudios recientes en ratones knockout generados selectivamente para RUNX2
tipo Il, demostraron que los ratones homocigotos sélo mostraron deficiencias en la
formacion ésea endocondral y no en la osificacién intramembranosa. Los ratones
heterocigotos presentaron esqueletos normales, con una leve osteopenia, o que
sugiere que la formacion de hueso no es mediada exclusivamente por RUNX2 tipo II,
siendo RUNX2 tipo | capaz de sustituir al menos parcialmente la funcion de RUNX2
tipo Il (Xiao et. al. 2004). Esto sugiere un control diferencial de la transcripcién para
ambas isoformas mediada por la participacion de secuencias regulatorias especificas
dentro de cada region promotora del gen de Runx2 y la presencia de factores
especificos en cada uno (Banerjee et. al. 2001).

La proteina RUNX2 regula la transcripcién de genes blancos gracias a la zona
de unién al ADN (dominio Runt) y otros dominios de unién a proteinas como el
coactivador transcripcional p300, que media la activacién de la transcripcion. De igual
forma, Runx2 presenta el dominio de unién 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).

Requlacion de Runx?2

Actualmente existe variada informacion sobre los factores y vias de
sefalizaciéon que regulan la expresién de RUNX2. El promotor P1 posee siete

secuencias consenso para la unién de factores RUNX, tres de ellas presentes en la



region 5’UTR, una en la parte distal del promotor y las otras tres en el promotor
proximal, indicando una posible autorregulaciéon en su expresion (Drissi et. al. 2000).
Analisis del promotor P1 mediante deleciones sucesivas, revelaron que los 600 pares
de bases mas proximos al sitio de inicio de transcripcion en este promotor, tanto en
rata como ratén, son suficientes para producir activacién transcripcional (Drissi et. al.
2000, Otto et. al. 2003 y Tou et. al. 2003). Ademas en el promotor P1 se encontré una
region consenso del tipo “enhancer” denominado CE1 (Cbfa1 Element 1) que estaria
en la region distal del promotor y se encuentra conservado en humano, raton y rata.
Estas secuencias son reconocidas por factores que poseen actividad tipo NF-1 que
uniria la isoforma NF1-A que actuaria como represor y tipo AP1 que posee actividad
tipo FosB (Zambotti et. al. 2002). Se ha descrito ademas un elemento de respuesta
para el receptor de vitamina D (VDRE), que funcionaria como regulador negativo de la
expresion en presencia de 1a, 25 dihidroxivitamina D;, que se suma a la
autorregulacién mediada por RUNX2 Il (Drissi et. al. 2002a; Drissi et. al. 2002b).

Otro tipo de regulacién descrito hasta ahora considera a varios factores de
crecimiento y citoquinas las cuales son capaces de regular o influenciar los niveles de
expresion de RUNX2 a través de vias de sefalizacidon especificas, las que varian de
un tipo celular a otro. Un ejemplo es la activacion de la expresiéon de RUNX2 tipo Il por
BMP-2 (bone morphogenetic protein-2). BMP-2 pertenece a la superfamilia de los
factores de crecimiento transformantes B (TGF-B) que actuan intracelularmente a
través de las proteinas Smad 1, 5 y 8, las que posterior a su activacion,
heterodimerizan con Smad 4 y asi se traslocan al nucleo y median la transcripcion de
varios genes mediante elementos de respuesta e interacciones con otras proteinas
regulatorias (Whitman et. al. 1998). Se ha descrito ademas 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 transcripcion que

presentan homeodominios como DIx5 y Msx2 promueven de forma preferencial la



diferenciacion del tejido dseo. DIx5 actuaria como un regulador positivo de la
expresion de RUNX2 tipo Il, mientras Msx2 ejerceria un rol como represor de la
diferenciacion osteoblastica (Lee et. al. 2003; Lee et. al. 2005). Lo anterior sugiere la
participacién de factores adicionales que pueden ser estimulados por BMP-2 y que
estos podrian llevar a la diferenciacion del tejido 6seo.

Junto a lo anterior existe evidencia que sefiala que la via Wnt/B-catenina
también juega un rol importante, tanto en la diferenciacion 6sea como en la
mantencion de la masa 6sea 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
desestabilizacion de B-catenina, mostraron un aumento en la sefializacion de la via
Wnt candnica asociado a un fenotipo con mayor masa dsea, caracterizado por un
aumento en la expresion 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 via de sefalizacibn Wnt canonica, lo que contribuye a la maduracién 6sea y
puede modular la diferenciacion de este tejido (Figura 5) (Gaur et. al. 2005).

El modelo de estudio mas utilizado para evaluar la interaccion y participacion
de RUNX2 en osificacidon es el gen de osteocalcina (OC) de rata. Se ha demostrado
que RUNX2 es esencial para la expresion de dicha proteina, en la etapa tardia de la
diferenciacion osteoblastica (Banerjee et. al. 1996). Mutaciones en los tres sitios de
union descritos para RUNX en el promotor de este gen, llevan a una disminucién de la
expresion de la proteina (Javed et. al. 1999). Dentro del contexto del promotor
proximal de OC, se observd que Runx2 puede interaccionar directamente con el factor
de transcripcion CCAAT/enhancer binding protein beta y delta (C/EBPB y d), el cual
también posee sitios unidn consenso presentes en el promotor de OC. La interaccién
de ambos factores actua de forma sinérgica para favorecer el aumento en la expresion

de OC (Gutiérrez S. et. al. 2002).



BMPR-II

Citoplasma

Nicleo

Figura 4: Vias de sefnalizacién mediada por BMPs y Smads. En la senalizacién participan
receptores tipo | y Il, lo que conlleva a la activaciéon de la cascada de sefalizacion corriente
abajo, representadas por Smad1. Tanto Smad1, como Smad 5 y 8 forman un complejo con
Smad4 y asi son translocadas al nucleo donde interaccionan con otros factores de
transcripcion, por ejemplo RUNX2 (modificado de Chen et. al. 2004).
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Figura 5: Regulacion de la osteogénesis mediada por B-catenina. Resumen de la
activacion de RUNX2 por Wnt/TCF1 en la osteogénesis. La activacion producida por la via Wnt
canodnica, regula la induccion de la expresién de TCF1, lo que lleva a la traslocacion de B-
catenina al nucleo formando un complejo con TCF1, el cual después se une al promotor de
Runx2 para su induccion, también se sefiala con linea punteada, la induccion de TCF1 en
ratones sFRP1 -/- (modificado de Gaur et. al. 2005).
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En otros estudios se observé que C/EBP es capaz de potenciar la actividad
transcripcional de RUNX2 en la osteogénesis, aunque en células deficientes de
Runx2, no es capaz de promover la diferenciacion osteoblastica (Hata et. al. 2005).
Ademas en nuestro laboratorio se demostré que el promotor P1 de Runx2 responde
positivamente a la sobreexpresion de C/EBPf, activando la transcripcion dependiente

de dicho promotor (Tesis Doctoral, Berta Henriquez).

Proteinas CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs)

Las proteinas C/EBPs son factores de transcripcion criticos en proliferacién y
diferenciacion celular de varios tejidos (mamario, mieloide y 6seo, 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, segun sistema de nomenclatura creado
por Cao: a, B, v, € 0 y ¢ (Cao et. al. 1991). De éstos, los cuatro primeros son
codificados desde genes que no poseen zonas intréonicas. En cambio C/EBP3d y C
incluyen en sus genes 2 y 4 zonas intronicas respectivamente. Estructuralmente, estas
proteinas poseen un dominio N-terminal de transactivacién (TAD), un dominio central
con 3 regiones regulatorias altamente conservado y un dominio C- terminal o cierre de
leucina basico (b-ZIP), el cual esta formado por una regidon de aminoacidos basicos
que constituye el dominio de unién al ADN y por una region rica en leucina que forma
el dominio de dimerizacién (Ramiji D. et. al. 2002). La dimerizacion que sufren estos
factores de transcripcion es clave para que se produzca la union al ADN. Esta unién
puede formar homo o heterodimeros, la que puede llevar a producir activacion o
represion transcripcional (Vinson et. al. 1989; Hurst et. al. 1995).

Especificamente el factor de trascripcion C/EBP3, posee 3 isoformas descritas,
con distintas masas moleculares: LAP* (38 KDa), LAP (35 KDa) y LIP (20 KDa). Estas

isoformas provienen de un ARNm comun y su traduccion diferencial se produce por
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iniciacion alternativa de la transcripcion (Zahnow et. al. 1997). De esta manera, la
isoforma LAP* posee 3 dominios de activacién y 2 dominios regulatorios, la isoforma
LAP pierde un dominio de activacion 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) (Ramiji D. et. al. 2002).

Considerando los antecedentes expuestos y debido a la importancia de RUNX2
[I, como un gen maestro en la regulacion de la diferenciacion ésea, nos centraremos
en la busqueda y en los analisis funcionales de secuencias de unién consenso para el
factor de transcripcion C/EBPB, el cual podria 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/EBPB. En el esquema, se
especifican las 3 isoformas descritas para el factor de transcripcion C/EBPB. Se destacan los
dominios o regiones presentes en cada isoforma: AD dominios de activacion, RD dominios
regulatorios, B region rica en aminoacidos basico (unién al ADN) y ZIP cierre de leucina
(dimerizacién) (modificado de Ramiji et. al. 2002).
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HIPOTESIS

El factor de transcripcion C/EBP3, contribuye positivamente en la regulacién de
la expresion del gen Runx2 Il, mediante su unién 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 unién para los
factores de transcripcion de la familia C/EBPs y analizar su funcionalidad tanto in vitro

como in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Identificar mediante programas especificos sitios de unién consensos
para el factor de transcripcion C/EBP dentro del promotor P1 de Runx2. Para
esto, primero se realizara la busqueda in silico de las secuencias de los promotores de
rata, raton y humano, luego se obtendran los alineamientos de las secuencias de estos
promotores, para asi finalmente realizar la busqueda de los sitios de unién consenso

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

2.- Producir y purificar las proteinas recombinantes His-C/EBPf3 (LAP) y
GST-RUNX2 II. A partir de los plasmidos pQE8OL-C/EBPJ LAP y pGEX-4T1-RUNX2
generados anteriormente, se obtendran respectivamente ambas proteinas para los

ensayos de retardo en gel (EMSA).

3.- Estandarizar los ensayos de retardo en gel (EMSA). Con el fin de
obtener una sefal clara y nitida de los retardos producidos por la unién proteina-ADN

in vitro y asi tener las condiciones Optimas para este ensayo. Ademas para éstos, se
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utilizaran oligonucleétidos complementarios o fragmentos amplificados del promotor

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

4 - Verificar la unién de C/EBPB y RUNX2 in vivo en células osteoblasticas
y no osteoblasticas, mediante inmunoprecipitaciéon de cromatina (ChiIP). Esto se
realizara para confirmar si los sitios de unién que se pudieran hallar en los analisis in
silico y que posteriormente, por los ensayos de retardo en gel unan in vitro estos dos

factores de transcripcion, también lo hagan in vivo.

17



MATERIALES Y METODOS

1.1 Analisis “in silico” de secuencias de ADN

Para estos analisis se utilizaron tres programas disponibles online, uno para
obtener las secuencias del promotor P1 en diferentes especies y que corresponde al
buscador de secuencias genomicas, Ensembl Genome Browse, disponible en

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

alineamientos de secuencias y se denomina ClustalW, con el cual se alinearon las
secuencias del promotor P1 de RUNX2 de rata, ratén y humano para confirmar la

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

programa fue utilizado para determinar sitios de unién putativos para factores de
transcripcién en una secuencia determinada de ADN. En este programa se analiza una
secuencia nucleotidica determinada, con el fin de obtener sitios putativos con una
identidad minima de 85% con respecto a la secuencia consenso de un sitio de union
determinado para un factor de transcripcion. El servidor se llama TFSearch y esta

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

1.2 Lineas celulares.

Células ROS 17/2.8; tipo celular correspondiente a células de Osteosarcoma
de rata (Majeska et. al. 1980). El cultivo se realizdé en placas con medio F-12 (Gibco
BRL), que se suplementd con suero fetal de bovino 5%, bicarbonato de sodio 1,18
mg/mL, CaCl, 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 realizé en
placas con medio MEM (Eagle) con L-glutamina 2 mM, que se ajusté con suero fetal

de bovino 10%, bicarbonato de sodio 1.5 mg/mL, aminoacidos no esenciales 0.1 mM 'y
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piruvato de sodio 1.0 mM. A los medios de cultivo se les adiciond penicilina-
estreptomicina 50 U/mL.

La incubacion de las lineas celulares se realizé a 37°C en un ambiente de 5% CO2.

1.3 Aislamiento de ADN gendmico desde lineas 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 4°C y se colectaron por
raspado en 10 ml de PBS 4°C en presencia de un céctel de inhibidores de proteasas
(ROCHE). Luego se centrifugaron por 5 minutos a 500xg y se lavaron con PBS. El
pellet celular se resuspendié en 300 ul de buffer de digestién (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 incubd a 50°C por 12 horas. La mezcla se extrajo 2 veces con 1 volumen
de solucion fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y dos veces con 1 volumen
de solucion cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugé a 5.000xg durante 15
minutos a temperatura ambiente cada vez. Luego se procedié con el protocolo de

precipitacion de ADN.

1.4 Purificacion de oligonucleétidos

La purificacion de los oligonucleotidos especificos para los ensayos de retardo
en gel se realizé 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 procedié a cortar la banda
en el gel correspondiente al oligonucleétido, se llevé a un tubo y se le agregd NaAc 0,3
M, se dejé en agitacion por 16 horas a temperatura ambiente, se centrifugd y se
transfiri6 a un tubo limpio. Luego se realizaron dos extracciones, una con fenol

saturado y otra con cloroformo: alcohol isoamilico, se centrifugd y luego se precipitd
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con NaAc 3M. El precipitado fue resuspendido en H,O y se realizé su cuantificacion

espectrofotométricamente.

1.5 Precipitacion de ADN y Oligonucleétidos

La precipitacion de ADN se realizé agregando 1/10 volumen de Acetato de
Sodio 3 M pH 5,2y 2,5 a 3 volumenes de Etanol absoluto a — 20 °C. La precipitacion
de oligonucledtidos se realizdé agregando 1/10 volumen de acetato de sodio 3 M pH 7,0
y 3 volumenes de Etanol absoluto a —20 °C. La mezcla se mantuvo por 2 horas a —20
°C 0 30 minutos a —80 °C y luego se centrifugd a 13.000xg durante 15 minutos a 4 °C.
El precipitado se lavé 2 veces con etanol 70% a —20 °C y se centrifugd a 13.000xg
durante 15 minutos a 4 °C. Finalmente, se centrifugd a 13.000xg durante 30 segundos
a temperatura ambiente para eliminar trazas de etanol y el precipitado se resuspendid

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

1.6 Determinacién de concentracion de ADN y Oligonucleétidos

La concentracion de ADN se determin6 midiendo la absorbancia a 260 nm
utilizando como factor de conversion 1 A260 = 50 pg/ml. La pureza del ADN se
determind obteniendo la razéon A260/280. La concentracién de oligonucleétidos se
determiné midiendo la absorbancia a 260 nm utilizando la siguiente formula:

C(pmol/pl) = A260 x 100

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

donde NX es el numero de nucleotidos X contenido en el oligonucledtido.
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1.7 Obtencién de ADN plasmidial

El método utilizado fue el de extraccion plasmidial por lisis alcalina con SDS
combinado con purificacion en columna, para asi obtener DNA plasmidial de alta
pureza. Esta se realiz6 a partir de 5 ml de medio de cultivo bacteriano (caldo LB-
ampicilina), crecido entre 12 y 16 horas a 37°C con agitaciéon. Luego de esto se realizd
la purificacion con el kit E.Z.N.A. Plasmid Miniprep (OMEGA Bio-Tek) siguiendo lo

descrito en el manual del kit.

1.8 Transformacioén de bacterias competentes

Se utilizaron bacterias de cepa E. coli CaCl, competentes DH5,, para obtencion
plasmidial y BL-21, para la expresién de proteinas 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
continuacion la mezcla fue incubada por 120 segundos a 42°C para dejarlo
posteriormente 2 minutos en hielo. Se les adicion6 200 ul de medio de cultivo (caldo
LB) y se incubaron a 37°C por 45 minutos con agitacion constante. Posteriormente se
sembraron 100 ul de esta mezcla en placas con medio de cultivo solido (agar LB-

ampicilina 50 mg/ml) y se dejo entre 12 y 16 horas de incubacién en estufa a 37°C.

1.9 Purificacion de proteinas recombinantes

1.9.1 Purificacién de GST-RUNX2 I

Para la expresion y purificacion de la proteina GST-RUNX2 Il se utilizaron
bacterias E. coli BL-21 transformadas y una columna de afinidad con resina glutation
sefarosa 4B (Pharmacia Biotech) respectivamente. Brevemente, una colonia de cepa

BL-21 competente transformada conjuntamente con el plasmido pRP4 y el plasmido
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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 incubé entre 12 y 16 horas a
37°C, con agitacion constante. Luego el cultivo se traspasé a un matraz con 500 ml de
medio LB-ampicilina (50 mg/ml) y kanamicina (50 mg/ml), se incubd por 6 horas a
25°C hasta una 0.D.gy aproximada de 0.8, y luego se indujo con isopropil B-D1-
tiogalactopiranosido (IPTG) a una concentracion final de 25 uM por 1 hora a 25°C con
agitacién. Posteriormente el cultivo fue centrifugado a 6000 rpm por 15 minutos a 4°C,
y el pellet resuspendido en 10 ml de una solucién de PBS 1X, DTT 2 mM e inhibidores
de proteasas. Luego el pelet fue lisado por sonicacion (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 4°C, y el
sobrenadante incubado en hielo por 30 minutos para posteriormente ser purificado en
una columna de afinidad de glutation sefarosa 4B. El lisado soluble se incubd con la
resina por 20 minutos y posteriormente se cargd en una columna. La columna con la
resina se lavd con 30 ml de solucién PBS 1X, PMSF 0.5 mM, TPCK 7 ug/ml, DTT 5
mM y EDTA 1 mM. A continuacion la proteina expresada fue eluida por varios pasos
de buffer glutatién reducido (glutation reducido 10mM, PMSF 0,5 mM, DTT 5mM),
dejandolo actuar por 10 minutos y asi obtener la proteina recombinante. Las proteinas
fueron almacenadas a -80°C ajustando los valores en el buffer de KCl a 100 mM y de

glicerol al 15%.

1.9.2 Purificacién de His-C/EBPf LAP

Para la expresién y purificacion de la proteina His-C/EBPf 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 plasmido pQE80L-C/EBPB LAP. Las colonias positivas fueron
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crecidas en 5 ml de medio de cultivo LB-ampicilina (50mg/ml), se incubo entre 12y 16
horas a 37°C, con agitacién constante. Luego el cultivo se traspasé a un matraz con
500 ml de medio LB-ampicilina (50 mg/ml) y se incubd por 4 horas a 30°C hasta una
0O.D.e0o aproximada de 0.6 y luego se indujo con isopropil B-D1-tiogalactopirandsido
(IPTG) a una concentracion final de 200 uM por 3 horas a 30°C con agitacion.
Posteriormente el cultivo fue centrifugado a 4800 rpm por 10 minutos a 4°C, y el pellet
resuspendido en 20 ml de una solucion de lisis PBS 1 X, DTT 5mM, Imidazol 10uM,
NaCl 300mM, NaHPO 50mM e inhibidores de proteasas, para luego ser lisado por
sonicacion (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 4°C, 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 volumenes de buffer de lavado PBS
1X, Imidazol 20uM, NaCl 300mM, NaHPO 50mM, DTT 1mM y PMSF 0,5mM. Para
eluir la proteina His-C/EBPB se utiliz6 un volumen de buffer de elucién PBS 1X,
Imidazol 150uM, NaCl 300mM, NaHPO 50mM, DTT 1mM y de PMSF 0,5mM
recolectandose diferentes elusiones con la proteina recombinante. Las proteinas
fueron almacenadas a -80°C ajustando los valores en el buffer de glicerol al 15%.
Luego se procedid a realizar la cuantificaciéon de proteinas de cada eluato
mediante el método de Bradford. Ademas, de cada eluato se tomd una alicuota de

20ul para analisis por Western blot.

1.10 Electroforesis de proteinas

Las proteinas 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 calentd6 a 95°C durante 5 minutos. Luego de centrifugar a 16.000xg

23



durante 2 minutos, las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida denaturante
(SDS-PAGE) al 10%. La electroforesis se llevo 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 proteinas 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
proteinas, la membrana se tifid con una solucion de rojo Ponceau S 1X. Posterior a un
lavado con PBS, la membrana se bloqueé con una solucion PBS/Tween 20
0.05%l/leche descremada 5%. La membrana se incubd con anticuerpos especificos,
para C/EBPB (C-19, Santa Cruz Biotechnology), para RUNX2 (S-19, Santa Cruz
Biotechnology) y para GST (Rockland), en solucion PBS/leche descremada 5% a
temperatura ambiente durante 2-3 horas. Luego se hicieron lavados sucesivos de 5
minutos con una soluciéon PBS 1X-Tween 20 0,05%. La membrana se incubd con un
segundo anticuerpo dirigido contra el primer anticuerpo y que tiene acoplado la enzima
peroxidasa de rabano picante (HRP), en una solucién de PBS/leche descremada 5%
durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana se lavdé con una solucién de
PBS-Tween 20 0,05%, 4 veces durante 5 minutos cada vez y la deteccion se llevé a
cabo con reactivos para quimioluminiscencia (Renaissance, Western blot plus
chemiluminescence reagent, NEN LIFE SCIENCE). La membrana posteriormente se

expuso a un film fotografico (BIOMAX XAR, KODAK) a temperatura ambiente.
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1.12 Ensayo de interacciéon ADN-proteina

Se realizé mediante ensayos de retardo en gel (EMSA) (Paredes et. al. 2002. y
Javed et. al. 1999). Brevemente, se utilizé un fragmento formado por oligonucleétidos
de secuencias complementarias que contenian un sitio putativo para el factor de
transcripcion C/EBPB o un fragmento generado por PCR del promotor P1 del gen
RUNX2 que contiene el mismo sitio del oligonucleétido anterior, ademas de un sitio de
unién para Runx2. La reaccion fue realizada con 50 fmoles del ADN marcado y 50 ng
de proteina recombinante, en un volumen final de 20 ul en tampdén de unién para
proteinas recombinantes (100 mM KCI, 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-HCI pH 8.0).
La mezcla se incubd por 30 minutos a 30°C. 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 4°C. Luego la electroforesis se llevoé a cabo a un
voltaje constante de 200 V por 100 6 120 minutos, dependiendo del ensayo realizado,
siendo después el gel secado y visualizado mediante autoradiografia en films
fotograficos (X-BIOMAX XAR, KODAK) o revelado por densitometria en placa
autorradiografica y analizada en un Phosphoimager Bio-Rad, utilizando el Software

Quantity One (Bio-Rad).

1.13 Marcaje de oligonucleoétidos con [y-32P]-ATP

Los oligonucledtidos utilizados en los ensayos de EMSA se marcaron en el
extremo 5°, mediante T4 polinucledtido quinasa (New England Biolabs), en presencia
de 30 pCi de [y-32P]-ATP (3.000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, NEN LIFE SCIENCE) en un
volumen final de 20 ul. Luego de terminada la reaccién se adicioné EDTA 0,5 mM,

para detenerla. Los nucleétidos radiactivos no incorporados se eliminaron por
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cromatografia de exclusion en columnas Spin Sephadex G-25 (BOEHRINGER

MANNHEIM).

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

El fragmento que contenia el sitio para C/EBPB del promotor P1 fue marcado
radiactivamente mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para esto se
utilizé el oligonucledtido previamente marcado como se describe anteriormente o se
incorpord a la mezcla de la PCR, 0.5 — 1.0 uCi de [0-32P]-CTP (3.000 Ci/mmol, 10
mCi/ml, NEN LIFE SCIENCE). La mezcla de reaccion de PCR fue: 2 6 4 mM MgCl,,
dependiendo del fragmento de ADN a amplificar, 0.2 mM dNTPs, 10 pmoles de cada
oligonucleétido, 0.5 — 1.0 uCi de [a-32P]-CTP en el caso de incorporar el P*? radiactivo
a la reaccion, buffer Taq polimerasa 1X y 2.5 unidades de Taq Polimerasa (Invitrogen)
en 50 ul de reaccion final. Se realizaron amplificaciones empleando las siguientes
combinaciones de oligonucleétidos: -111/+15 y -179/-98, donde el numero indica la
posicion en el promotor P1 del gen RUNX2, empleando la notacion en sentido 5’-3’ a
partir de la posicién -1 en la region promotora. Las condiciones para el termociclador
(THERMO) fueron: denaturaciéon 94°C x 30s, alineamiento 45 6 46.6 °C,

respectivamente x 30s, elongacion 72°C x 30s y 25 ciclos de amplificacion.

1.15 Inmunoprecipitaciéon de Cromatina (ChIP Assay)

Esta técnica basicamente permite conocer si una proteina se encuentra unida a
una region de ADN dentro de un contexto nuclear particular. Brevemente, células en
cultivo son tratadas con un agente entrecruzador que permite unir quimicamente las
interacciones proteina-proteina y proteina-ADN. Luego al fragmentar mediante
ultrasonido estos complejos entrecruzados, se obtendran proteinas unidas a

fragmentos de cromatina de un tamafio particular, para luego realizar una
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inmunoprecipitacion de la proteina de interés vy arrastrar con ella los fragmentos de
ADN con los cuales esta proteina 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 continuacion fue modificado a partir del protocolo descrito
por Soutoglou y col. (2002), modificado en parte de la metodologia publicada por

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

Farnham. 2002)

Las lineas 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 frio
agregandose 10 mL de buffer de entrecruzamiento (formaldehido 1% en PBS 1X) e
incubandose durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitacién suave vy
esporadica. El entrecruzamiento se detuvo con la adicion de glicina a una
concentracion final de 0.125 M. Las células se lavaron con 10 ml de PBS frio y se
colectaron por raspado en 10 ml de PBS frio en presencia de inhibidores de proteasas
(ROCHE). La suspensién celular se centrifugé a 1000xg por 5 minutos a 4°C y las
células se resuspendieron en 1 mL de buffer de lisis (50 mM HEPES pH 7.8, 3.0 mM
MgCl,, 20 mM KCI, 0.1% NP-40, suplementado con un coctel de inhibidores de
proteasas) por placa de 100 mm y se mantuvieron 10 minutos en hielo. El lisado
celular se homogenizé en el mismo buffer utilizando un homogenizador Dounce con 15
golpes de pedestal suave tipo A. El extracto se centrifugé a 1500xg por 5 minutos a
4°C vy el precipitado se resuspendié en 0.3 mL de buffer de sonicacién 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, mas inhibidores de proteasas) por placa de 100 mm. El extracto
celular se sonicd 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 centrifugd a 16.000xg por 10 minutos a 4°C y la fraccion

sobrenadante se alicuotd y congeld en nitrogeno liquido para guardarlo a — 80 °C
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hasta su utilizacion. Una alicuota se utilizé para cuantificaciéon de ADN a 260 nm y
evaluar el grado de fragmentaciéon del ADN gendémico mediante un gel de agarosa al
1%.

El ensayo de inmunoprecipitacion se realizé 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 incubandolas 1 hora a 4°C en rotador continuo con
2.5 ug de IgG control de conejo y 50 uL de proteina A o G azarosa, dependiendo del
isotipo del anticuerpo usado para la inmunoprecipitacion. Para todos los ensayos
realizados la concentracion 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 4°C y el sobrenadante se
traspasd a un nuevo tubo. Se incubd con 5 ug de anticuerpo especifico para la
proteina a detectar, C/EBPB (C-19, Santa Cruz Biotechnology) y Runx2 (M-70, Santa
Cruz Biotechnology), por 12 horas a 4°C en rotador continto. Luego se agregé 50 uL
de proteina A o G y de BSA 1 mg/mL concentracion final, se incubo por 1 hora a 4°C
en rotador contintio y se centrifugd a 2000xg por 5 minutos y a 4°C. El sobrenadante
se elimind y los pellet de proteina A o G agarosa inmunoprecipitados fueron lavados
sucesivamente con 500 uL de buffer de sonicacion (10 mM HEPES pH 7.8, 10% v/v
glicerol, 1.0 mM EDTA, 0.1% Triton X-100, 150 mM NaCl, mas inhibidores de
proteasas), buffer de sonicacion 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, mas 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, mas inhibidores de proteasas) y buffer TE (10 mM Tris
pH 8.0, 0.25 mM EDTA). Entre cada lavado se dejé en rotador vertical por 5 minutos y
luego se centrifugd a 2000xg por 5 minuto a 4°C. En el ultimo lavado se reconstituy6 el
inmunoprecipitado con 100 uL de buffer de elucion (20 mM NaHCOs;, 0,5% SDS) y se
incubd a 65°C por 15 minutos. Se centrifugd 1 min. a 10.000xg y el sobrenadante se

traspaso a tubos nuevos. Se adicioné NaCl a una concentracion final de 200 mM y se
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revirtié el entrecruzamiento incubando 12-16 horas a 65°C en presencia de RNasa A a
una concentracion final 20 ug/mL, tras lo cual se agregé Proteinasa K a 100 ug/mL
concentracién final y se incubd a 42°C por otras 2 horas. El ADN se extrajo por el
método de fenol/cloroformo y por ultimo se precipité con EtOH absoluto en presencia
de NaAc 3 My glicégeno. Luego el ADN se resuspendié en 30 uL de TE pH 8.0 y se
utilizé 3 uL para cada reaccion de PCR.

La mezcla de reaccion usada para todas las PCR fue: 2 mM MgCl,, 0.2 mM
dNTPs, 10 picomoles de cada oligonucledétido, 0.5 — 1.0 uCi de [0-32P] dCTP, buffer
Taq polimerasa 1X y 2.5 unidades de Taq Polimerasa (Invitrogen). Las condiciones
para el termociclador fueron: denaturacion 94°C x 30s, alineamiento 60°C x 30s,
elongacion 72°C x 30s y 27 ciclos de amplificacion. Se realizaron amplificaciones
empleando la siguiente combinacién de oligonucledétidos: -179/+147 donde el numero
indica la posicién en el promotor P1 de RUNX2 empleando la notacién en sentido 5’-3’
a partir de la posicidn -1 en la regién promotora.

Los fragmentos amplificados por PCR fueron sembrados en geles de
acrilamida al 6% en tampén TBE 0.5X y corridos en el mismo tampén a 50 V de
precorrida por 5 min y 200 V de corrida por 20 min. El gel se secd y luego se expuso a
una placa de rayos X (X-BIOMAX XAR, KODAK) a temperatura ambiente o fue
revelado por densitometria en placa autorradiografica y analizada en un
Phosphoimager Blo-Rad, utilizando el Software Quantity One (Bio-Rad). Este mismo

software se utilizé para la cuantificacion de las sefiales obtenidas.
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RESULTADOS

1.- Analisis “in silico” del promotor P1 de Runx2 Il. Con el fin de detectar
nuevos sitios de unién putativos para factores de transcripcion, se obtuvieron las
secuencias nucleotidicas de los promotores P1 del gen de Runx2 de rata, ratén 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 ratén y 699 pb. del
promotor humano, abarcando la secuencia 5UTR (64 pb.) y toda la zona corriente
arriba en el promotor P1 proximal de Runx2. Este alineamiento confirmé la alta
homologia 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 ratén presentan una
homologia de secuencia cercana al 100% y que el gen humano, a pesar de tener una
zona de menor longitud en el promotor (regién rica en purinas) (Figura 2), mantiene
una alta homologia con respecto a las secuencias promotoras de las otras dos
especies (Figura 7). En la figura 7, los asteriscos denotan identidad de los nucleétidos
en las tres especies, las lineas punteadas sefalan la diferencia de longitud con

respecto al alineamiento de mayor homologia entre las secuencias.
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CLUSTAL W {1.23) multiple =sequence alignment

Rata CAGTC--AATCCCGECAAGGAGTT TGCARGCAGRCCTT TGEA-ARGETARACTE-=-TTTT 55
Ratén CEATCCCGATCCCGECRAGGAGTT TECARGCAGRGCTCTGER-ARGETARACTCCTTTTT 59
Humano TAGTC==-AAGCCTAGCRAGCAGTTTGCARCCAGRCCTTARGEGTARRCTTTTTTTTTTTTT 58
L * HhHEN AAAEENNALN EhAh wE n LE * * LR
Rata ACAATCAGTTACAGATCTACARGCTTAGGAAGACARGCAG= == ——————— GABAGARGC- 104
Ratén ACAATCAGTTACAGATCCCCARGCTTAGGRAGACARGCARMACGCARACAGARGGAAGC- 118
Humano ACAATGAGTTACAGATTCACARGTTTARGRAGACARGAARMAGGARRACAGARGEAATCC 118
e i R R Wl R bW whwh EAE whkEAFAAAE A ik wEE W
Rata AGCCACCCTGEGEAARTCCGARGCAG--COCTGARRCGTCAT ACAATCCCAAGATGTGACCC 162
Ratén AGCCACCCTGEGEAARTCCGARGCAG=--COTTGCARGTGAT ACAATCOCAAGATGOGAATT 176
Humano AGCCACCC-RAGCAARTATGARGCAGACCCCAGARTCTGAT ACAGTCCARAGATGTGRATT 177
R e e ke e e e e ke ok * b kR dkhdokE Wk hEk ok k R
Rata ACTGCGARGIAGCA=~GTTET TCAGARCGCCECAC -~-TCACTTGARRCAGTTTTGCTCRC 218
Ratén ACTGCARRGIAGCACTGTT CCTCAGARCGCCACKCACTCAGTTGAGRCRATTTTGCTCRC 236
Humano ATTGTATATCATCACTGTTGCT TCAGARTTTCACACAGACTCTTGAGCCRATTTTGTTCAT 237
* AW w Ak A hAEhd whEENN L Ed *EEw Tk kA A AN whw
Rata TTTTCCATAGACATARTAATGARCGARAGRCAGEAGGCGT AGAGAAALCAGARGRARGRE 278
Ratdén TTTTCCATAGACATARTAATGARCGARAGGCAGEAGGCGT AGAGAAGAGAGATGAARARG 256
Humano TTTTCCACAGRCACRRTAATGRACTARA D RGAGEAGE=—— == CRRARAGG 282
dede e ke deok e o ok o e e e i o e e e e i kol e £
Rata CAGACGAGEEAAGGRGEEARGEGEGEAETAGGGAGETEGT AGARAGEARAACCCTTAGET 338
Ratén CAGASGAGEEAA=———————— GEEGGEACTAGGEAGCTCECAGAARCGARAARGCCTTAGCT 347
Humano GETTGAGCGGEGEEE= = ==GCT AGAARCGRAAGCCCTTAACT 321
Tk wh LR LE & & * A hEEANAANEE rHhAEN Ak
Rata GCAGAGTTCTGCTCTCCAAGT GCTTAACC TTACAGGACTGTGEGCTCCTTCAGCATTTGT 398
Ratdén ACAGAGTTCTGCTCTCCAGAGECTTARCC TTACAGGACTGTGEGCTCCTTICAGCATTTGT 407
Humano GCAGAGCTCTGCTCTACAAAT GCTTAACC TTACAGGACTT IGEGGCTCCTTCAGCATTTGT 381
whEEE WAk HEEAAN hE TR A AT AR S A EETr bbb ®dr dwrd
Rata ATTCTATCCARATCCTCAT GAGTCACARARATTARRAAGC TATARCCTTCTGRATGCCAG 458
Ratén GTTCTAGCCABATCCTCAT GAGTCACAARAATTAARARGC TATARCCTTCTGRATGCCRAG 467
Humano ATTCTATCCARATCCTCAT GAGTCACARARATTAARARGC TATATCCTTCTGGATGCOCAG 441
AHAEE AA AT AAANENNANAEENA A AN AN AT AN NAEE A d A Erdad
Rata GAA=-GGECCTCACCACARSCCT TTTGTCAGRG=————— AGGGACARDGGGAGGEGGACGRA 511
Ratén GAA-GGCCTTACCACARGCCT TTTGTCAGRAGGGAGRARGEEACAGAGAGAGGGAGACAGA 526
Humano GAAMGECCTTACCACARGCCT TTTET == === ———— GAGAGAARGAGAGAGAGAGARE 4HD
whh EERIAA b bA A AEA A AAEEN * whkEkE hhk EEEF h hEA *
Rata G==GEAGAEAGACACGAAGEEAGEARGEEACAGAGA === === ===CACCCATARGTARR &0
Ratén CAGGGAGAEAGACACGCAGAGAGEAAGEERAGGAGRCACACACGARCACCCATARGTARRA 506
Humano Crmmeeee e e e e e e L - ——_—————— 4 B2
i o
Rata CARGACAGHAGGARGEGAAGEEAGAGGACARCAGRACACAD MG~ AGCEAGEECGRGEGEAGE 619
Ratén GCARGACAGHAGGARGEARAGECAGAGGACARCAGRACACAR RECCAGCEAGSGCGRGEGEAGE 646
Humang = = = ===—————e—e——— P G G S P o e e i 502
AEhwhk A&
Rata AGGAAAAMNGATTGAGAAAGAGEGAGEGCAGACAGARACEGEEGEAAGCCACAGTGETAGEE 78
Ratdén AGGAAAAMNGATTGAGAAAGAGEGAGGGAAGACAGCAACEGEE-AAGCCACAGTGETAGGS 7056
Humano e e e = AR GO CACAGTGETAGEC 519
e de e e ke e e e ol o e e i
Rata AGTCCCACTTTACTTT-GAGTACTGTGAGGTCACARACCACATGAT TCTGTCTCTCCAGT 738
Ratén AGTCCCACTTTACTTT-GACTACTGTGAGGTCACARACCACATGAT TCTEGTCTCTCCAGT 764
Humano AGTCCCACTTTACTTAAGACTACTST GAGGTCACARACCACATGAT TCTGCCTCTCCAGT 579
Fh A EEN I A AN TSN EH NN AAEENNA AT RN NN AR AN AT ENANAEE A AR dhad
Rata ALTAGTGCTTGCAARRAATAGCAGTTT TARAGCTTTTGCT TTTTTGGATTGTGTGAATGE 7598
Ratdén ARTAGTGCTTGCAARRAATAGCAGTTT TARAGCTTTTGCT TTTTTGGATTGTGTGAATGE B24
Humano ARTAGTGCTTGCAARRARAMGEAGTTT TARAGCTTTTGCTTTTTTGGATTGTGTGAATGS 39
Fh A EER A AL T A AAE P A A A EEA A A AN RN A ARSI AR RN A AT AR A A A dd
Rata TTCATTCGCCTCACARACARCCACAGRACCACARGTGCGETGCARRCTTTCTCCAGCAGE BEE
Ratén TTCATTCGCCTCACARACARCCACAGARACCACARGTGCGETGCARRCTTTCTCCAGCARG HEY
Humano TTCATTCGCCTCACARACARCCACAGARACCACARGTGCGETGCARRCTTTCTCCAGCAGE 659

R R R R R R R R A Ak e

Figura 7: Alineamiento de secuencias del promotor P1. Alineamiento realizado con las
secuencias de rata, ratén y humano del promotor P1 del gen de Runx2. Se observa una
homologia entre las secuencias promotoras de las tres especies por sobre el 90% de identidad.
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A continuacion se realizdé una busqueda de sitios de unién para C/EBP, 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; Ramiji et. al. 2002).

C/EBPP
G (%) 232 0 0 929 10 778 10 0 0 91
A (%) 677 0 0 71 10 212 122 919 100 10
T (9) 20 100 100 0 20 10 354 0 0 636
C (%) 717 0 0 0O 950 0 455 81 0 263
CONSENSO|A/G T T G € G CT A A T/C

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

Primero mediante una busqueda manual, no se encontré ningun sitio de unién con
100% de homologia con el consenso de C/EBP. Por lo tanto se utilizé un programa
de busqueda de sitios de union para factores de transcripcion, disponible en la red. Se
optoé por el programa TFSearch, que utiliza TFMatrix como matriz de secuencias de los
sitios de union consenso. Este programa permite elegir el porcentaje de homologia
minimo para la busqueda de sitios de unién para factores de transcripcion, con
respecto al sitio de unidon consenso de éstos (score) y también se puede optar por la
taxonomia de los factores de transcripcion. Luego de la busqueda de los sitios, se
obtiene la secuencia nucleotidica numerada, destacandose los sitios de union
encontrados bajo la secuencia y en un costado el nombre del factor de transcripcion,
con acceso directo a las secuencias consensos utilizada por este programa, ademas
del score de ese factor de transcripcién hallado. Para esta busqueda se utilizaron 600
nucledtidos corriente arriba a partir de la posicién -1 en la regién promotora del gen
Runx2, incluyéndose ademas la secuencia iniciadora de transcripcion. Con este
analisis se lograron identificar, varios sitios de unidén para factores de transcripcion
(Figura 8), entre los cuales se encontraron cuatro sitios de unidn putativos para
C/EBPs. Estos sitios se encuentran distribuidos de forma aleatoria; el sitio | estd a 5

nucledtidos de la caja TATA del promotor P1, el sitio Il esta a aproximadamente 103
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nucledtidos del sitio I, el sitio 11l a aproximadamente 206 nucledtidos del sitio 1l y el sitio
IV a aproximadamente 170 nucleétidos del sitio Ill, todos ellos ubicados corriente
arriba con respecto al sitio anterior. Encontramos ademas que estos sitios son
conservados en rata y ratén. En el caso del promotor P1 humano esta distribucion
varia un poco, ya que como se mencioné anteriormente este promotor difiere en
longitud con respecto a los promotores de rata y ratén, especificamente por la
diferencia que existe entre la region rica en purinas presente en todos ellos. Dentro de
esta busqueda se detectaron también cuatro sitios de unién para el factor de
transcripcion 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
unién | y Il para C/EBPs y el otro esta ubicado corriente abajo del sitio Il para C/EBPs.
También se confirmo la presencia de una caja TATA, ubicada a 20 nucledtidos del sitio

de inicio de transcripcion (Figura 8).
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Database: TRANS
Query: Promo
Taxonomy: Verte
Threshold: 85.0
TFMATRIY entries

1 GCCGCRCTCA

51 GAAGGARAGR

101 ARGGRGGGRA

151 GCAGAGTTCT

201 CRAGCATTTGT

251 TATAACCTTC
301 AGGGRGARAG
351 RGAGAGRGCR

401 ARCAGARGRG

501 TTACTTTGRG

FAC MATRIX TABLE, Rel.3.3 06-01-1598
tor P1 RUNXZ rata (609 bases)

brate

point

with High-scoring:

CTTGARACAG TTTTGCTCHE - ©: T 7R T AT

GRGGRGGGEGT AGAGRARAGE GRAGARRGCRG CAGRCGAGGES

GGGEEGAGTA GGGAGGTGET AGARAGGARAN ACCCTTAGCT

TERATGCCAG GAAGGCCTCYSENERACCCT TTTGTCAGAG
GGAGGGGGAG GARGGGAGAG AGAGAGGARG GGAGGRRGGSE

CCCATRAGTA RAGAGACAGR AGGRAAGGGRAA GGGRGRGGRC

¥ —

551 raTACHN . -CACTTTTAR AGCTTTITGCT TTTTTGGATT

601 GTGTGRARTG

Figura 8: Sitios de unién para factores de transcripcion en el promotor P1 de Runx2. A
modo de ejemplo, en la imagen se muestra, la busqueda realizada con TFSsearch en la
secuencia del promotor P1 del gen Runx2 de rata. En amarillo se destaca, sitio de unién para
TBP (caja TATA), en azul, los sitios descritos para RUNX y en rojo, los sitios hallados para
C/EBPs. Ademas el buscador sefiala el porcentaje de identidad (score) de cada sitio

encontrado con respecto a la secuencia consenso descrita.

34

entry score
MO0240 Nkx-2, 100.0
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Luego de obtener el alineamiento y determinar los posibles sitios de unién para
factores de transcripcion en cada una de las especies analizadas, se determinoé si los
sitios de union para C/EBPs, RUNX y TBP en el promotor P1 y en la regién 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 union
proteina - ADN solo con los sitios de unién | y Il para C/EBPs presentes en el promotor
P1 (Figura 10). Esto es apoyado por resultados recientes en nuestro laboratorio, en los
cuales, mediante co-transfeccién transiente; de un constructo que abarca 288 pb.
desde la zona de inicio de la transcripcion del promotor P1 del gen Runx2 y un
constructo de expresién eucarionte para C/EBPB, se genera un aumento en la
actividad del promotor dependiente de la concentracién de C/EBPB (Tesis Doctoral,

Berta Henriquez).
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Rata ACTGCGARGCRGCA--GTTGTTCAGRRACGCCGCAC - - TCACTTGARACAGTTTTGCTCAC — 571

Ratén ACTGCARRGCAGCACTGTTGCTCAGRACGCCACACACTCAGTTGAGACAATTTTGCTCAC — 5759
Humano ATTGTATATCATCACTGTTGTTCAGAATTTCACACAGRCTCTTGAGCCAATTTTGTTCAT — 2593
E * & dk *Erh hhkhktEE * dkE +* *Ek i *hk dEEEF khkE
Regién rica S =
Rata T TAATART - 511
Ratén T TAATART - 51%
Humang T CAATART - 348
FhhkAbkEEdt FEF AL A EE I A LA *E* *hE kTR * & & *
—————————————————————————————————————————————————— en purinas
Rata CRAGACGAGGGRAGGAGEGRAGGGGGEAGTAGGGAL STAGARRC AACCOTTAGCT - 451
Ratén [ S GCCTTAGCT — 468
Humang CAGA—————————mm—————— 3GTTGAGCGGGER TAGARRGGARAGCCCTTAACT — 309
E X +* & +* ok ko * FhkEErrrhh *hkrhh ok
Rata GUAGAGTTCTGCTCTCCARGTGCT TAACCTTACAGGAGTGTGEGCTCCTTCAGCATTTGT — 3591
Ratén ACRGAGTTCTGCTCTCCAGAGGCTTARCCTTACAGGAGTGTGGECTCCTTCAGCATTTGT — 408
Humano GUAGAGCTCTGCTCTACARATGCT TAACCTTACAGGAGTTTGEGUTCCTTCAGCATTTGT — 249
*hkhkhkh EEErAEAAE R LR R R E RS R R R R L Rl R R R R
Rata ATT CTCATGAGTCACARARATTAARRRGCTATARCCTTCTGARTGOCAS — 331
Ratén GTT CTCATGAGTCACARARATTAARRRGCTATARCCTTCTGARTGOCAS — 348
Humano ATT CTCATGAGTCACARAMATTAARRRGCTATATCCTTCTGGATGOCAS — 189
EE S R R R R L R R R L EE LSRR R R R Rttt R LR LR
Regién rica -----——-——————————————————————————
Rata GAA-GGCC TCEESSENSE SCCTTTTGTC no—- 278
Ratén GAR-GGCCTT AGCOCTTTTGT SGAGE - 289
Humano GRRAGGCCTTS AGCCTTT TG ——————————- GAGAGARRG A - 141
Fhh FEEEE FhkAAEEEE LI A LA AL
Rata
Ratén
Humang
Rata
Ratén
Humano
Rata
Ratén
Humano
Rata AGTCCCACTTTACTTT-GRAGTACTGHE ITGATTCTGTCTOCTCCAGT - 51
Ratén AGTCCCACTTTACTTT-GRAGTACTGHE T ITGATTCTGTCTCTCCAGT - 51
Humano AGTCCCACT TTACT TAAGAGTACT Gfetteleyy " eI T A TTCTGCCTCTCCAGT - 51
L R R R L L SRR EE R R R R R R LRSS R Rl R Rl LR R SRR R
5UTR —————————
Rata ARTAGT TRGGAGTTTTRAAGCTT TTGCTTTTTTGGATTGTGTGAATGE + 10
Ratén ARTAGT TRAGGAGTTITRARAGCTT TTGCTTTTTTGGATTGTGTGARTGE + 10
Humano ARTAGT GEAGTTTTRAAGCTT TTGCTTTTITEGATTGTSTGAATGS + 10
EE R R R R R R R R R R R R R R R
———————————————————————————————————————————————— 5 UTR
Rata TTCATTCGCCTCACAAACHE e CARRCTTTCTCCRGGAGE + 70
Ratén TTCATTCGOCTCACARA CRE 03 CARBCTTTCTCCRAGGARG + 70
Humano TTCATTCGCOCTCACARACRENS : e CARRCTTTCTCCRGGAGE + 70

B R R Rt st Rl ElE s R R Rl i SRRl R Rl Rl L EE

Figura 9: Representacion esquematica de los sitios conservados en el promotor P1. En la
imagen se resume el ClustalW realizado entre las tres especies, ademas se marcan los sitios
de union conservados para RUNX, TBP y C/EBPs hallados mediante el programa TFSearch.
También se detallan la region 5° UTR y las regiones ricas en purinas que posee este promotor.
Se destaca en amairillo, sitio de unién para TBP (caja TATA), en azul, sitios de unidén descritos
para RUNX, tanto en el promotor como en la region 5 UTR y en rojo, los sitios de unién
putativos para C/EBPs, encontrados en las secuencias del promotor P1 de Runx2. Ademas en
letras verdes se sefialan las regiones ricas en purinas y en letras azules la regiéon 5° UTR.
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2.- Generacion de oligonucleétidos. Para los analisis de interaccion proteina-
ADN que se realizaron mediante ensayos de retardo en gel, se generaron
oligonucledtidos especificos para el promotor P1 del gen Runx2. Para esto se
confeccionaron nueve oligonucleétidos; uno con el sitio de unién consenso para
C/EBPB (ATTGCGCAAT) (Osada et. al. 1996; Ramji et. al. 2002) (Tabla 3); otros
cuatro que contienen solo uno de los sitios de union para C/EBP (sitio | o II),
incluyéndose tanto la version silvestre como la mutante; también cuatro
oligonucledtidos con los que se amplificé dos fragmentos de ADN, correspondientes a
segmentos del promotor P1 de Runx2 Il, que incluyen en su region central los sitios de
unién tanto para C/EBPB como para RUNX2 (Figura 10).

Para la generacion del oligonucleétido correspondiente al sitio | y Il, se tomaron como
molde las secuencias del promotor P1 de rata, ya que las secuencias de union son
conservadas en los promotores (Figura 9). Para la generacién de la mutacién del sitio
I, se mutd el segundo y cuarto nucledtido del sitio de union 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 mutacion del
sitio Il, también se mutaron dos nucleétidos con respecto al sitio silvestre, el octavo y

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

et. al. 2005).
Oligonucleétido Secuencia Oligonucleétido
Consenso 5 GACCTATTGCGCAATTGACC 3~
Sitio | Silvestre 5~ CCAGTAATAGTGCTTGCAAAAAATAGGAG 3~
Sitio | Mutante 5~ CCAGTAATAGTGCGTCCAAAAAATAGGAG 3~
-111 Fragmento 126 pb. 57 GGCAGTCCCACTTTACTTTGAG 3
+15 Fragmento 126 pb. 5 TGAAGCATTCACACAATCCAAA 3~
Sitio Il Silvestre 57 GAAAAAGATTGAGAAAGAGGGAGGGGAGAG 3~
Sitio Il Mutante 5~ GAAAAAGATTGAGACCGAGGGAGGGGAGAG 3~
-179 Fragmento 82 pb. 5~ GGAGGGGAGAAGGAAAAAGA 3~
-98 Fragmento 82 pb. 5 TAAAGTGGGACTGCCTACCA 3~

Tabla 3: Oligonucleétidos utilizados. (En negrita los sitios de uniéon a C/EBPs, en rojo se
marcan los nucleétidos mutados)
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Para generar los fragmentos del promotor P1 se tomo ADN gendmico obtenido de la
linea celular ROS 17/2.8. La obtencion del fragmento del promotor P1 con el sitio | se
realizé utilizando la pareja de oligonucledétidos -111/+15, lo que genera un fragmento
de ADN de 126 pb. Este fragmento contiene un sitio de unién para C/EBPs y dos sitios
de union para RUNX2 (Figura 10). El fragmento del promotor P1 con el sitio Il para
C/EBP se genero utilizando el set de oligonucledtidos -179/-98, los cuales amplifican
un fragmento de ADN de 82 pb. que contiene un sitio de unién para C/EBPs y otro
para RUNX2 (Figura 10). La estandarizacién de la amplificacion de estos fragmentos
mediante PCR se llevé a cabo a las temperaturas de 45 y 46.6°C; las condiciones
6ptimas de concentracion de Mg?* utilizadas en cada amplificacién fueron de 4 y 2 mM

respectivamente (Figura 11).
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C/EBP RUMNX -1 STUTR
-160/-151 -119/-114 -85/-80 -74/-69 -43/-34 -26/-21
I
Sitloll Sitio |
-_—— — — — — —— — — — — — — — ——
111 +15
—-_—— - —————— —
-179 98

Figura 10: Esquema representativo de los oligonucleétidos generados. Se detalla la
posicion de los sitios de unién para C/EBP (rojo), RUNX2 (azul) y TBP (amarillo). Ademas se
sefalan las posiciones de los oligonucleétidos confeccionados.

mM Mg2+ mM Mg2+
MW C- 2 25 3 35 4 Mw  C- 2 25 3
— =
— —
p— -
- —— -

Figura 11: Estandarizacion de la obtenciéon de los fragmentos del promotor P1. En la
imagen se observa una fotografia 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 concentracion de magnesio. En el panel de la izquierda se observa el fragmento de
126 pb. que contiene el sitio | de unién para C/EBPs, en el panel de la derecha se observa el
fragmento de 82 pb. que contiene el sitio Il de unién para C/EBPs.
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3.- Purificacion de proteinas recombinantes

3.1.- Purificacion de GST-RUNX2 Il. Con el fin de obtener proteina
recombinante para los ensayos de interaccion proteina-ADN, se realizo la induccion de
la expresion y posterior purificacion de la proteina GST-RUNX2 Il, en bacterias BL-21
competentes transformadas con el vector pGEX4T1-RUNX2 Il (Figura 12A). Luego de
la induccién con IPTG, la proteina recombinante fue purificada con una columna de
afinidad, obteniéndose diferentes elusiones, de las cuales se tomaron alicuotas para
determinar la concentracién de proteinas por el método de Bradford (Tabla 4). A través
de esta purificacién se obtuvieron 585 ug. de proteina total, los cuales estan divididos
en cuatro elusiones, que tienen concentraciones de proteina entre 300 y 331 ng/ul.
Posteriormente mediante Western blot realizados con anticuerpos dirigidos contra el
epitope GST o la proteina RUNX2, se pudo confirmar la calidad de la proteina

recombinante obtenida (Figura 12B).

Elusion | Volumen Concentracion Proteina Total (ug) Concentracion (ng/ul)
(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: Concentracién de proteina GST-RUNX2 II.
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Figura 12: Purificacion de la proteina recombinante GST-RUNX2 Il. A) Representacion
esquematica del plasmido pGEX4T1-RUNX2 Il y de la proteina recombinante GST-RUNX2 II.
B) Ensayo de Western blot de la proteina purificada. En el panel de la izquierda se utilizd un
anticuerpo especifico para GST y en el panel de la derecha se utilizd un anticuerpo que
reconoce la regiéon amino terminal de RUNX2. GST, control de GST; LT, lisado total de las
bacterias; PL, proteina que no se unié a la resina; E1-4, diferentes elusiones de la purificaciéon
de la proteina recombinante.
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3.2.- Purificacion de His-C/EBPB (LAP). Con el fin de obtener proteina
recombinante para los ensayos de interaccion proteina-ADN, se realizo la induccion de
la expresién y purificacion de la proteina His-C/EBPB (LAP), en bacterias BL-21
competentes transformadas con el vector pQE80L-C/EBPB LAP (Figura 13A). Luego
de la induccion con IPTG, la proteina recombinante fue purificada con una columna de
afinidad tomandose alicuotas de las elusiones para determinar la cantidad de proteina
por Bradford (Tabla 5). En esta purificacién se obtuvieron 730 ug. de proteina total, los
cuales estan divididos en ocho elusiones que tienen concentraciones de proteina entre
22 y 508 ng/ul. Posteriormente mediante Western blot con un anticuerpo dirigido

contra la proteina C/EBP[3 se pudo corroborar la calidad de la proteina recombinante

obtenida (Figura 13B).

Elusiéon | Volumen Concentracion Proteina Total (ug) Concentracion (ng/ul)
(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: Concentracion de proteina His-C/EBPg.
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Figura 13: Purificacion de la proteina recombinante His-C/EBPB (LAP). A) Representacion
esquematica del plasmido pQE8OL-C/EBP LAP y de la proteina recombinante His-C/EBPJ. B)
Ensayo de Western blot de la proteina purificada utilizando un anticuerpo que reconoce la
region carboxi terminal de C/EBP. LT, lisado total de las bacterias; PL, proteina que no se
unioé a la resina; E1-8, diferentes elusiones de la purificacion de la proteina recombinante.
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4.- Estandarizacion de los ensayos de retardo en gel (EMSA). Para la
estandarizacion de este tipo de ensayos, se utilizé un fragmento de 126 pb. que
contiene el sitio | de union para C/EBPs, amplificado con los partidores -111/+15 y
marcado radiactivamente con P*? a-CTP.

Se determind la cantidad 6ptima de proteina y la concentracion salina a utilizar en los
ensayos de retardo en gel (EMSA). La cantidad 6ptima de His-C/EBP (Figura 14) se
definié utilizando cantidades de 25 y 50 ng de la proteina purificada y diferentes
concentraciones salinas (50, 100 y 150 mM de KCI para cada cantidad de proteina
analizada). También se determiné las condiciones 6ptimas para GST-RUNX2 (Figura
15). En ambos casos las condiciones definidas para un retardo mas nitido fueron, una
cantidad de proteina recombinante de 50 ng y una concentracion de KCI de 100 mM.

En ambos casos se utilizé buffer de unién Tris-Cl pH 7,4.
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Figura 14: Estandarizacion de la concentracion salina y de proteina His-C/EBP a utilizar
en los ensayos de retardo en gel. En la imagen se muestra una foto de la exposicion
autoradiografica del retardo en gel obtenido en las pruebas de concentracion, tanto de KClI y
proteina. Para este ensayo se utilizé6 un fragmento de 126 pb, que contiene el sitio | de unién
para C/EBPs y dos sitios de unién para RUNX. Las concentraciones de KCI utilizadas fueron:
50, 100 y 150 mM; las concentraciones de proteina utilizadas fueron: 25 y 50 ng/ul, en orden
creciente. En el primer carril se ve el ADN marcado sin proteina; en los carriles 2, 4 y 6, se
utilizé concentracion de KClI creciente y 25 ng/ul de proteina recombinante; los carriles 3, 5y 7,
concentracion de KCI creciente y 50 ng/ul de proteina recombinante. En el costado derecho de
la imagen, se sefala el retardo obtenido para este ensayo.
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Figura 15: Estandarizacion de la concentracion salina y de proteina GST-RUNX2 a utilizar
en los ensayos de retardo en gel. En la imagen se muestra una foto de la exposicion
autoradiografica del retardo en gel obtenido en las pruebas de concentracion, tanto de KCI y
proteina. Para este ensayo se utilizé un fragmento de 126 pb, que contiene el sitio | de unién
para C/EBPs y dos sitios de union para RUNX. Las concentraciones de KCI utilizadas fueron:
50, 100 y 150 mM; las concentraciones de proteina utilizadas fueron: 25 y 50 ng/ul, en orden
creciente. En el primer carril se ve el ADN marcado sin proteina; en los carriles 2, 4 y 6, se
utilizé concentracion de KCI creciente y 25 ng/ul de proteina recombinante; los carriles 3, 5y 7,
concentracion de KCI creciente y 50 ng/ul de proteina recombinante. En un costado derecho de
la imagen, se sefala el retardo obtenido para este ensayo.
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Luego, una vez que se tenian las cantidades de proteina recombinante y la
concentracién de KCI éptimas para el ensayo de retardo en gel, se procedié con la
estandarizacion del buffer de unién proteina-ADN (Figura 16). Para esto se utilizaron
cuatro buffers, los cuales fueron: Tris-Cl pH 7,4; Tris-Cl pH 8,0; HEPES pH 74 y
HEPES pH 7,9. Con cada uno de estos buffers se realizaron ensayos de retardo en gel
con las proteinas recombinantes individualmente o en combinacion, utilizando
cantidades equimolares de cada proteina y produciéndose la unién de ambas a un
fragmento de ADN que posee los dos sitios de union. 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/EBP solo, después el ensayo con
GST-RUNX2 solo y para terminar, el ensayo con ambas proteinas. La uniéon 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 estandarizacién, son las que posteriormente

se utilizaron en todos los analisis de este tipo durante el trabajo de tesis.
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Figura 16: Estandarizacién del buffer de unién a utilizar en los ensayos de retardo en gel.
En la imagen se muestra una foto de la exposicion autoradiografica del retardo en gel obtenido
en las pruebas de buffer de unién. Para este ensayo se utilizd el fragmento de 126 pb, que
contiene el sitio | de union para C/EBPs y dos sitios de union para RUNX. La concentracion de
KCI utilizada fue de 100 mM y la cantidad de proteina fue de 50 ng/ul. Los buffer de unién
analizados fueron segun la aparicion 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 proteina; en los carriles 2, 5,
8 y 11, se utilizd 50 ng de proteina recombinante His-C/EBPJ; en los carriles 3, 6, 9y 12, se
utilizé 50 ng de proteina recombinante GST-RUNX2; en los carriles 4, 7, 10 y 13, se realizé el
ensayo en combinacion con 50 ng de cada una de las proteinas recombinantes. En el costado
derecho de la imagen, se sefalan los retardos obtenidos para este ensayo.
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5.- Unién de la proteina recombinante His-C/EBP a su secuencia consenso.
Primero se confirmd que la proteina recombinante His-C/EBP era capaz de unirse a
su secuencia consenso y se verificd la afinidad de esta proteina recombinante por el
sitio consenso. Brevemente, un oligonucleétido de doble hebra, uno de ellos marcado
radiactivamente con P* y-ATP, con la secuencia consenso de unién a C/EBPB, fue
incubada con este factor. Ademas se realizaron ensayos de competencia con
oligonucledtidos frios en una razén 100 veces mayor con respecto al oligonucledtido
marcado, correspondientes a la secuencia consenso de union para C/EBPS, al sitio de
unién | y I, tanto silvestre como mutante para estos sitios en el promotor P1 de Runx2
(Figura 17).

Mediante este retardo en gel, se logré demostrar la union de la proteina recombinante
His-C/EBPB al sitio de unién consenso para C/EBPB (ATTGCGCAAT) y como era
esperable, con una alta afinidad. Ademas mediante las competencias realizadas, se
confirmé que tanto el sitio | como el sitio Il presentan una menor afinidad por la
proteina C/EBPB recombinante, que la mostrada por la secuencia consenso. Esto
debido a que aunque los oligonucledtidos que poseen los sitios | y Il estan en una
razon 100 mayor a la del consenso, no son capaces de desplazar completamente la
unién de His-C/EBPP desde el oligonucleétido consenso. Estos resultados estan de
acuerdo con lo obtenido mediante el analisis in silico (Figura 8). En el caso de los
ensayos de competencia realizados con los oligonucleétidos que poseen los sitios de
unién putativos a C/EBP mutantes, se observd que la unién al oligonucledtido
consenso no es competida por los mutantes, ya que la intensidad del retardo en gel no

disminuye en presencia de un exceso de estos oligonucleétidos mutantes (Figura 17).
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Figura 17: La proteina recombinante His-C/EBPB se une a la secuencia consenso de
C/EBPs. Imagen de la exposiciéon autoradiografica del gel de retardo. En este se observa la
unién de His-C/EBP al oligonucleétido que posee la secuencia consenso para estos factores
de transcripcion. Ademas se realizaron ensayos de competencia con el oligonucleétido
consenso frio, el oligonucledtido con el sitio | silvestre y mutado (panel izquierdo), asi como con
el consenso frio, el oligonucledtido con el sitio Il silvestre y mutado (panel derecho). Las
competencias se realizaron con un exceso de oligonucleétido frio (100 veces) con respecto al
oligonucleétido consenso marcado. En el costado derecho de la imagen se muestran los
retardos obtenidos.
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6.- Unién de la proteina recombinante His-C/EBPB a los sitios de unién
descritos en el analisis in silico del promotor P1. Para verificar si los sitios de unién
para C/EBPB presentes en el promotor P1, son funcionales. Se realizé6 ensayos de
retardo en gel, utilizando oligonucleétidos marcados que incluyeran los sitios | y Il
descritos. Ademas, para cada sitio se realizaron competencias adicionando un exceso
de los oligonucledtidos correspondientes frios, tanto en sus versiones silvestres y
mutados (Figura 18).

Mediante estos ensayos, se demostré que la proteina recombinante His-C/EBPJ3 se
unia a las secuencias nucleotidicas de los sitios de unién analizados del promotor P1.
Tanto para el sitio | como para el sitio Il se obtuvo un retardo en el gel asociado a la
union de la proteina recombinante utilizada en este ensayo, observandose en ambos
casos una afinidad de uniéon equivalente. En el caso de los ensayos de retardo
realizados con los sitios de unidn | y Il mutados, no se observé retardo, que indica que
estas mutaciones estarian impidiendo la asociacion entre la proteina C/EBPB y la
secuencia nucleotidica de ambos sitios. Luego, por medio de las competencias, en
ambos casos se observo que se producia la desaparicion del retardo, cuando se
competia con un exceso de la secuencia fria, indicando la especificidad de la
interaccion C/EBPB-ADN cuando cualquiera de los dos sitios (I o Il) fue evaluado. Por
el contrario, cuando la sonda fria en exceso incluia al sitio mutado, no se aprecié
competencia, demostrando que es este elemento el reconocido por el factor C/EBPS

en el ensayo (Figura 18).
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Figura 18: La proteina recombinante His-C/EBP@ se une a los sitios de unién presentes
en el promotor P1. Imagen de la exposicién autoradiografica del gel de retardo. En esté se
observa el ensayo de interaccion entre His-C/EBPB y los oligonucledtidos que poseen la
secuencia de unidn, tanto silvestre como mutante. En el panel izquierdo los ensayos realizados
para el sitio de unién | y en el panel derecho, para el sitio Il. Ademas, se realizaron ensayos de
competencia con los oligonucleétidos no marcados, ya sea silvestre o mutante, para cada sitio,
en una razon 100 veces mayor a la del oligonucleétido marcado. En el costado derecho de la
imagen se muestran los retardos obtenidos.
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7.- Ensayos de unién 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 proteinas recombinantes GST-RUNX2 y His-C/EBPB reconocen sus
sitios respectivos de forma simultanea en un segmento del promotor P1 del gen
Runx2. Se generd, mediante PCR, dos fragmentos del promotor marcados con P*.
Uno de éstos posee en la regién central, un sitio de unién para C/EBP y otro sitio de
unién para RUNX muy cercano. En el caso del fragmento que contenia el sitio | para
C/EBP@, también incluia dos sitios de unién para RUNX cercanos. Luego de la
obtencion de los fragmentos, se los incubd con GST-RUNX2 y His-C/EBP por si solos
0 en combinacion y se visualizo la interaccién por EMSA (Figura 19).

El andlisis de los datos demuestra la union independiente de cada una de las
proteinas recombinantes, tanto al fragmento que contenia el sitio I, como al sitio Il. En
los ensayos de union con ambas proteinas se observé que son capaces de unirse
simultdneamente al mismo segmento del promotor P1, ya que, se aprecia un retardo
mayor con respecto a los retardos producidos en los analisis con las proteinas

recombinantes por si solas (Figura 19).
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Figura 19: Las proteinas recombinantes His-C/EBPB y GST-RUNX2 Il se unen
simultdneamente a segmentos del promotor P1 de Runx2. Imagen de la exposicion
autoradiografica del gel de retardo. Mediante PCR se generaron fragmentos del promotor P1
que incluyen el sitio de union | (panel izquierdo) y el sitio de unién Il para C/EBPs (panel
derecho). Ademas ambos fragmentos poseen sitios de unién para RUNX2. La uniéon de ambas
proteinas 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 union ADN-proteina in vivo, mediante inmunoprecipitaciéon de
cromatina (ChlP). Nuestros resultados demuestran que los sitios | y Il son capaces de
unir in vitro His-CE/BPB y GST-RUNX2 (Figura 18 y 19). Por ello, a continuacion se
evalué la union de ambos factores de transcripcion al promotor P1, en una linea
celular de caracter osteoblastico que expresa el gen Runx2 (ROS 17/2.8) y otra de
caracter no osteoblastico que no lo expresa (H4-1IE).

Mediante ensayos de Inmunoprecipitacion de cromatina en células H4 II-E, se
encontré que el factor de transcripcion RUNX2 no se une a la secuencia del promotor
P1 proximal, lo que se correlaciona con la ausencia de expresion de RUNX2 en esta
linea 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
expresion del gen Runx2 en esta linea celular (Figura 20 Ay B).

Al evaluar la interaccion del factor C/EBPf3, se encontré que este se une al promotor
P1 proximal del gen Runx2, tanto en células osteoblasticas como no osteoblasticas
(Figura 20 A). Ademas se encontré que este factor de transcripciéon se une en menor
porcentaje al promotor P1 proximal en células H4 I[I-E (no osteoblasticas), que al
promotor P1 proximal de células ROS 17/2.8 (Figura 20 B). Este resultado sugiere la
participacion del factor C/EBPB en la activacion del gen Runx2 en células
osteoblasticas.

Como control negativo de inmunoprecipitacion, se utilizé una fraccién de IgG purificada
de conejo inespecifica.

En su conjunto, estos resultados sugieren que el fenotipo osteoblastico estaria
asociado a una mayor union de factores de transcripcion regulatorios al promotor P1

proximal del gen Runx2 II.
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Figura 20: Analisis por Inmunoprecipitacion de Cromatina de los factores de
transcripcion RUNX2 y C/EBPB 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
especifico para las proteinas antes sefaladas y analizados por PCR con partidores especificos.
A) Autoradiografias de los geles obtenidos para el promotor P1 proximal de Runx2 Il. Se utilizé
un Input 0,5% para la cuantificacion. Se sefialan los anticuerpos utilizados en la parte superior
de la figura. B) Grafico resumen de la cuantificacion por fosforimager de las sefiales obtenidas
en el gel. La grafica representa la cuantificacion relativa de 2 experimentos de
inmunoprecipitacion independientes y la técnica de PCR radiactivo realizada por duplicado en
cada ensayo.
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DISCUSION

En este trabajo de tesis nos centramos en detectar y comprobar sitios de unién
para el factor de transcripcién C/EBP en el promotor P1 del gen Runx2, tanto in vitro
como in vivo, esto mediante ensayos de retardo en gel e inmunoprecipitacion de
cromatina, respectivamente. Resultados recientes de nuestro laboratorio indican que
los 288 pb. mas proximales al sitio de inicio de transcripcion del promotor P1 del gen
RUNX2, son activados transcripcionalmente por la sobreexpresion de C/EBPB (Tesis
Doctoral, Berta Henriquez), sugiriendo que el promotor P1 puede ser regulado por este

factor.

Existe evidencia que sugiere que la regulacion osteoblastica en células
mesenquimales de médula 6sea es controlada por hormonas, factores de crecimiento
y citoquinas a través de factores de transcripcién especificos. Uno de estos factores de
transcripcion seria RUNX2, el cual es esencial en la formacién ésea (Yamaguchi et. al.
2000). Esto se confirmé en embriones de ratones deficientes de RUNX2, los cuales
exhiben pérdida completa de la formaciéon ésea, lo que se mantiene hasta el
nacimiento, donde mueren sin poder respirar. Ademas células aisladas de la calvaria
de estos embriones, muestran una pérdida de expresion de osteocalcina en
comparacion 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 proteina RUNX2 esta
presente en células progenitoras ¢seas, osteoblastos inmaduros y condrocitos

hipertréficos (Takeda et. al. 2001; Komori et. al. 1998; Banerjee et. al. 1996).

57



Por otra parte se ha visto que el factor de transcripcion C/EBPB ayuda en la
expresion de genes especificos de los osteoblastos y es importante durante la
regulacién osteoblastica. Esto se sustenta en experimentos de actividad del promotor
del gen de osteocalcina en respuesta a una expresion forzada de los miembros de la

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

La actividad de las proteinas RUNX y la activacion transcripcional de los genes
regulados por éstas durante el desarrollo 6seo, puede ser regulado en parte por el
control de los niveles celulares de las proteinas RUNX y C/EBP, o por una
cooperacion funcional entre estos dos factores de transcripcion (Gutiérrez S. et. al.
2002; McCarthy et. al. 2000). RUNX2 y C/EBPP o &, pueden cooperar funcionalmente
para producir la regulacion positiva del gen de osteocalcina, esto a través de un
sinergismo mediado por la interaccion fisica entre RUNX2 y C/EBPp en el elemento de
unién 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 regulacion del
proceso de osteogénesis (Komori et. al. 1997), modulando, en conjunto con C/EBPB y
otras proteinas la expresion del gen de osteocalcina (Gutiérrez S. et. al. 2002; Javed

et. al. 1999).

Mediante analisis in silico de los 600 pb. corriente arriba del inicio de
transcripciéon del promotor P1 del gen Runx2, detectamos sitios de union putativos
para la familia de factores C/EBPs, que se encuentran cercanos a sitios de union
descritos para RUNX2, los cuales son necesarios para modular la actividad y
autorregular la expresién del gen de Runx2 (Drissi et. al. 2000). Esto nos llevd a
considerar la situacion descrita en el promotor de osteocalcina, el cual es regulado por
ambos factores de transcripcion (C/EBPB 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
transcripcién C/EBP. Nuestros resultados sugieren que los dos sitios de unién para
C/EBP analizados mediante los ensayos de retardo en gel serian funcionales in vitro,
dado que ambos estarian uniendo C/EBPB con afinidad semejante. Esto también se
confirmé mediante ensayos de competencia entre la secuencia consenso de union
para C/EBP descrita previamente (Osada et. al. 1996) y los oligonucleétidos frios
correspondientes a cada sitio de union estudiado (I y I1). Con la intencién de corroborar
lo anterior, se determiné que mutaciones realizadas a estos dos sitios (Gutiérrez S. et.
al. 2002; Chen J. et. al. 2005), impiden la unién de C/EBPf al promotor P1 proximal.
En ese mismo sentido el oligonucleétido mutante frio no es capaz de competir por la
interaccion entre C/EBPB y su sitio de unién silvestre, demostrando que éste es el
elemento reconocido por este factor. Ademas, se pudo observar que C/EBPB y
RUNX2 pueden unirse simultdneamente 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 interactian 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/EBPf
son capaces de unirse al promotor P1 del gen Runx2, lo cual difiere segun sea el
contexto celular en el que este gen se encuentre, ya que la union de estos factores
puede estar controlada por diferentes mecanismos, sean estos epigenéticos o que
involucren remodelacién de cromatina. Por ejemplo, la activaciéon transcripcional del
gen de osteocalcina es acompafiada por remodelacion de la cromatina en la region
promotora, reflejado por la presencia de dos sitios hipersensibles a DNasa |
(Montecino et. al. 1996). Los sitios de union para RUNX2 en el promotor de
osteocalcina son necesarios para que se produzca la remodelacion cromatinica, sin
embargo la remodelacion nucleosomal también permite exponer mejor los sitios de

unién a dicho factor (Gutiérrez et. al. 2000). Esto demuestra que Runx2, ademas de
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ser un activador transcripcional, puede facilitar la modificacion y organizacion
cromatinica (Villagra et. al. 2002; Javed et. al. 1999). También, se ha propuesto que la
unién de RUNX2 y C/EBPB al promotor del gen de osteocalcina, seria un evento
temprano durante los procesos de remodelacion de la cromatina y la activacion

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

Es conocido que RUNX interactia con proteinas 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/EBPf se ha asociado
con el reclutamiento de complejos que modifican la cromatina y regulan la
transcripcion 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 |, los
cuales en las etapas tempranas de la diferenciacion osteoblastica son débiles,
correlacionandose con una baja expresién de este factor de transcripcidén y con un
estado basal de acetilacién de histonas. En células que adquieren un compromiso
osteoblastico, se observa un aumento en la intensidad de la hipersensibilidad a
DNasa | en el promotor P1, lo que se asocia a un incremento en la acetilacion de
histonas en esta regién, a una mayor union al promotor de factores de transcripcion

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

En células de origen osteoblastico ROS 17/2.8 (osteosarcoma), que expresan
RUNX2, se observa que los dos factores de transcripcion (C/EBPB 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/EBPB coopera con RUNX2 promoviendo la
osteogénesis, en ratones nulos para el factor C/EBP no se reporté un fenotipo éseo.
Esto podria deberse a que existe la posibilidad de redundancia funcional con otros

integrantes de esta familia de factores de transcripcion (Nerlov. 2007).
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En el caso de células no osteoblasticas H4-lIIlE (hepatoma) que no expresan
RUNX2, no se detecta unién del factor de transcripcion Runx2 al promotor P1
proximal. Por el contrario, el factor de transcripcion C/EBPB se estaria uniendo al
promotor P1 proximal tanto en la linea celular hepatica como en las células de origen
osteoblastico. Esta union de C/EBPB también se observé 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/EBPB contribuye a la expresién de fosfatasa alcalina y de otros marcadores
osteogénicos como osteocalcina y colageno tipo IA. Ademas, ensayos realizados con
una mutante de C/EBPf, la cual no posee el dominio de unién al ADN pero si
mantiene la capacidad de interaccionar con RUNX2, permitiendo concluir que esta
mutante inhibe la accién 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 transcripcion, indican que C/EBPJ por si solo podria
promover diferenciacion osteoblastica, sugiriendo que este factor puede estar
regulando el desarrollo éseo por mecanismos dependientes e independientes de
Runx2 (Hata et. al. 2005). Otros resultados descritos anteriormente en el promotor de
colageno tipo IA (Col1A), demuestran que la isoforma truncada de C/EBPB (LIP) es
capaz de reprimir la expresién de dicho gen, provocando pérdida de masa ésea
(Harrison et. al. 2005). Ademas se ha visto que LIP puede actuar como un dominante
negativo de C/EBPB bloqueando la adipogénesis. Es por esto que se ha postulado a
C/EBPB como un factor de transcripcion clave en la definicion del balance entre
adipogénesis y osteogénesis in vivo (Hata et. al. 2005; Harrison et. al. 2005). En otros
estudios se observd 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 diferenciacién osteoblastica (Hata et. al. 2005). Esté podria explicar el
hecho que, aunque C/EBPp se este uniendo al promotor P1 del gen Runx2, no sea

suficiente para producir la activacion de este gen, proceso que podria requerir la
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presencia de RUNX2. Una interpretacion alternativa es que este resultado se debiera
a la presencia de la isoforma LIP, lo que podria estarse traduciendo en represion
producto ya sea por la falta de los dominios activadores de las isoformas largas de
C/EBPB (LAP o LAP*) o porque el dominio de transactivacion que mantiene esta
isoforma corta de C/EBPf3, pueda aun reclutar otros complejos regulatorios incapaces

de activar la transcripcion (Ramiji et. al. 2002; Kowenz-Leutz et. al. 1999).

En conclusién, nuestros resultados obtenidos mediante ensayos dirigidos a los
sitios de union para el factor de transcripcion C/EBPB en el promotor P1 del gen
RUNX2, tanto in vitro como in vivo, indican que este factor se uniria a estos elementos.
Ademas C/EBPf en conjunto con RUNX2, se estarian comportando como reguladores
positivos de la actividad transcripcional del promotor P1 en células osteoblasticas. En
su conjunto estos resultados permiten postular al factor C/EBPB como un factor clave
dentro del mecanismo general de regulacion de la expresiéon de RUNX2 y por lo tanto

como un componente esencial en el proceso de diferenciacion osteoblastica.
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