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RESUMEN

El cemento radicular es un tejido conectivo mineralizado con características 

únicas;  no presenta irrigación  sanguínea,  no tiene drenaje  linfático,  carece de 

inervación y posee un bajo recambio metabólico. Este tejido cubre la superficie 

radicular de los órganos dentarios y media la inserción de las fibras de colágenas 

(fibras  de  Sharpey),  uniendo  al  diente  con  el  hueso  alveolar.  El  conocimiento 

sobre  el  complejo  proceso  que  regula  el  metabolismo  normal  del  cemento 

radicular  sigue siendo  limitado  a  la  fecha.  El  cemento  radicular  se  encuentra 

constituído por una fase mineral de hidroxiapatita, aproximadamente 50%, y de 

una fase orgánica de proteínas colágenas y no colágenas, aproximadamente 50%. 

Las  proteínas  no  colágenas  se  han  relacionado  con  el  proceso  de  la 

cementogénesis tales como la osteopontina (OPN), la sialoproteína ósea (BSP) y la 

osteocalcina (OCN). Se ha sugerido que estas fosfoglucoproteínas son necesarias 

para la iniciación y la maduración de la formación de cristales. Sin embargo, estas 

moléculas no son cemento específicas. El cemento radicular contiene proteínas 

que parecen ser específicas del tejido, y estas incluyen a la proteína de adhesión 

de cemento (CUP) y la proteína CEMP1. La proteína CEMP1 inmunopurificada a 

partir  de  cementoblastos  promueve  la  adhesión  de  células  del  ligamento 

periodontal, células osteoblásticas del hueso alveolar y fibroblastos gingivales de 

una manera dosis dependiente. La proteína CEMP1 se clonó recientemente y en 

experimentos  in  vitro presenta  funciones  tales  como  regulador  del 

comportamiento  cementoblástico  y  como  un  inductor  de  la  diferenciación  de 

células no osteogénicas hacia un fenotipo cementoblástico/osteoblástico. CEMP1 

se encuentra altamente expresada a nivel de URNm, así como también a nivel de 

proteína  en   cementoblastos,  en  subpoblaciones  celulares  del  ligamento 

periodontal,  así  como en las  zonas perivasculares del  ligamento periodontal  y 

espacios  endosteales  de  hueso  alveolar.  Uctualmente  el  papel  fisiológico  de 

CEMP1 no se ha comprendido en su totalidad. En este trabajo de tesis hemos 

sobreexpresado la proteína recombinante humana CEMP1 en una línea celular de 
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fibroblastos gingivales humanos. La proteína purificada (hrCEMP1) tiene una Mr de 

50, 000. La caracterización de hrCEMP1 indica que su estructura secundaria se 

compone principalmente de hojas beta (55%), mientras que las conformaciones al 

azar y alfa hélice corresponden al 35% y 10%, respectivamente. Se demostró que 

hrCEMP1  se  encuentra  N-glicosilada,  fosforilada  y  posee  gran  afinidad  por  la 

hidroxiapatita. Aún más importante, nuestros resultados muestran que hrCEMP1 

desempeña  un  papel  importante  durante  el  proceso  de  biomineralización, 

promoviendo  la  nucleación  y  la  formación  de  cristales  de  fosfato  octacálcico 

(OCP).  Estas  características  hacen  de  CEMP1  un  muy  buen  candidato  para 

aplicaciones biotecnológicas para alcanzar la regeneración del cemento radicular 

y/o regeneración de tejidos óseos. 

3
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ABSTRACT

Cementum is a unique avascular mineralized connective tissue that covers the 

root dentine and provides the interface throughout the root surface is anchored to 

the collagen fibers of the periodontium (Sharpey's fibers). The knowledge about 

the complex process that regulates the cementum metabolism remains limited to 

date. Cementum is composed by 50% hydroxyapatite and 50% organic material, 

collagen and noncollagenous proteins. The non-collagen proteins that have been 

implicated  in  the  process  of  cementogenesis  are  osteopontin  (OPN),  bone 

sialoprotein  (BSP)  and  osteocalcin  (OCN).  It  has  been  suggested  that  these 

phosphoglycoproteins are necessary for the initiation and maturation of crystal 

formation.  However,  these  molecules  are  not  cementum-specific.  Cementum 

contains  molecules  that  appear  to  be  specific,  including  the  cementum 

attachment protein (CAP) and cementum protein 1 (CEMP1). Immunopurification 

of CEMP1 from cementoblasts promotes attachment of periodontal ligament cells, 

alveolar bone-derived cells, and gingival fibroblasts in a dose-dependent manner. 

Cementum protein 1 (CEMP1) has been recently cloned, and in vitro experiments 

have shown functions  as a regulator  of  cementoblast  behavior  and inducer of 

differentiation  of  non-osteogenic  cells  toward  a  cementoblastic/osteoblastic 

phenotype.  CEMP1  is  highly  expressed  at  the  protein  and  mRNA  levels  in 

cementoblast,  periodontal  ligament  cell  subpopulations  progenitor  cells  of  the 

paravascular  zone  in  the  periodontal  ligament  and  endosteal  spaces  of  bone. 

Additionally the physiological role of CEMP1 has not been elucidated. In this study, 

we have produced a full-length human recombinant CEMP1 protein in a human 

gingival  fibroblast  cell  line.  The  purified  protein  (hrCEMP1)  has  a  Mr  50,000. 

Characterization  of  hrCEMP1  indicates  that  its  secondary  structure  is  mainly 

composed of beta-sheet (55%), where random coil and alpha helix conformations 

correspond  to  35%  and  10%,  respectively.  It  was  found  that  hrCEMP1  is  N-

glycosylated,  phosphorylated  and  possesses  strong  affinity  for  hydroxyapatite. 

Even  more  important,  our  results  show that  hrCEMP1 plays  a  role  during  the 

4
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biomineralization  process  by  promoting  octacalcium  phosphate  (OCP)  crystal 

nucleation.  These  features  make  CEMP1  a  very  good  candidate  for 

biotechnological  applications  in  order  to  achieve  cementum  and/or  bone 

regeneration.

5
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ABREVIATURAS

A280 --- Absorbancia de 280 nm 
A324 --- Absorbancia de 324 nm
AMBN --- Ameloblastina
AMEL --- Amelogenina
Asp --- Ácido aspártico
BMP --- Proteína morfogénica ósea
BSA --- Albumina bovina sérica
BSP --- Sialoproteína ósea
CAP --- Proteína de adhesión del cemento radicular
CEMP1 --- Proteína del cemento 1
CGF --- Factor de crecimiento del cemento
D --- Dentina
DC --- Dicroísmo circular
DLS --- Dispersión Dinámica de Luz
DMEM --- Medio Eagle modificado por Dulbecco
DMP1 --- Proteína de la matriz de la dentina 1
E --- Esmalte
EITF --- Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
ENAM --- Enamelina
FGH --- Fibroblastos gingivales humanos
Gla --- Ácido  carboxiglutámico
Glu --- Ácido glutámico
HA --- Hidroxiapatita
hrCEMP1 --- Proteína recombinante humana CEMP1
IGF-1 --- Factor de crecimiento parecido a la insulina
IMAC --- Cromatografía de afinidad a iones metálicos
LPD --- Ligamento periodontal
MEB --- Microscopio electrónico de barrido
MET ---  Microscopio electrónico de transmisión
Mr  --- Movilidad relativa
OC --- Osteocalcina
OCP --- Fosfato octacalcico
OPN --- Osteopontina
P --- Pulpa
PBS --- Solución amortiguadora de fosfato de sodio y cloruro de sodio.
rpm --- Revoluciones por minuto
SDS-PAGE --- Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico
Ser --- Serina
SFB --- Suero fetal bovino
SIBLING --- Glicoproteínas tipo N y con ligandos a integrinas
SPARC --- Osteonectina
Thr --- Treonina 
TFE --- Trifluoroetanol
TUFT1 --- Tuftelina
WB ---  Western blot
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INTRODUCCIÓN

La  biomineralización  ha  tomado  gran  relevancia  en  las  dos  últimas  décadas. 

Diversos  investigadores  se  han  dado  a  la  tarea  de  estudiar  el  origen, 

componentes  y  mecanismos  que  regulan  este  fenómeno,  con  la  finalidad  de 

reproducirlo in vitro para desarrollar nuevos materiales1 y regular la regeneración 

de tejidos mineralizados in vivo2.

El papel de estas proteínas de la matriz extracelular respecto al fenómeno de la 

biomineralización  no  se  ha  dilucidado  completamente  a  la  fecha3.  En  este 

aspecto, las proteínas del cemento radicular parecen participar activamente en la 

regulación de la nucleación, crecimiento, tamaño y morfología de los cristales de 

hidroxiapatita  (HA)  in  vitro  e in  vivo.  CEMP1  es  una  proteína  recientemente 

reportada y específica  del  tejido  del  cemento radicular,  que sirve como único 

marcador  biológico  de  este  tejido  a  la  fecha.  CEMP1 es  una  proteína  que  se 

expresa  espacialmente  a  través  de  la  longitud  del  cemento  radicular  (ambos 

acelular y celular) y en células madre mesenquimales del ligamento periodontal4. 

Asimismo, CEMP1 regula la formación de la matriz mineralizada extracelular  in 

vitro5.  Estos  datos  en  conjunto  sugieren  que  la  CEMP1  juega  un  papel  clave 

durante  la  biomineralización  del  cemento  radicular  y  probablemente  de  otros 

tejidos mineralizados.
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I. Biomineralización

La biomineralización es un área de estudio multidisciplinaria que abarca tanto el 

terreno inorgánico como el orgánico y que estudia los procesos y mecanismos que 

utilizan los seres vivos para formar y depositar minerales. La biomineralización 

estudia la formación, estructura y propiedades de sólidos inorgánicos depositados 

por  los  seres  vivos  para  formar  biominerales6,3. Los biominerales  llegan a  ser, 

incluso, especie-específicos y con muy distintas funciones. Este proceso biológico 

aún no se encuentra esclarecido por completo7,8. 

La biomineralización se encuentra difundida en todos los reinos de los seres vivos 

y se observa en 55 phyla. Estos organismos son capaces de formar alrededor de 

60  diferentes  tipos  de  minerales.  Estos  minerales  se  llaman  en  la  literatura 

científica:  minerales  biogénicos,  cerámicas  biológicas,  biominerales  o 

biocompuestos6.  Los  biominerales  están  formados  de  sustancias  inorgánicas 

(minerales),  unidas  a  macromoléculas  (lípidos,  proteínas  y  polisacáridos).  Los 

minerales  son  muy  diversos,  algunos  de  los  más  comunes  son:  carbonatos, 

fosfatos de calcio, silicatos, sulfatos y óxidos9,10.

En los organismos multicelulares los biominerales son sintetizados mediante una 

serie de procesos coordinados por células;  por ejemplo,  los  osteoblastos en el 

hueso y los odontoblastos en la dentina11. Los tejidos mineralizados son formados 

dentro de una matriz extracelular. Las células y la matriz extracelular controlan de 

forma específica y ordenada el intervalo de tamaño, la geometría, la simetría, la 

orientación cristalina y la distribución de los cristales de hidroxiapatita, resultando 

partículas  minerales  dentro  de  proteínas  estructurales.  Las  funciones  de  los 

biominerales  son  amplias,  siendo  una  de  las  más  conocidas  proporcionar  una 

mayor resistencia a la compresión a los tejidos3,12. 

En  la  cavidad  bucal  se  localizan  cuatro  tejidos  mineralizados:  hueso  alveolar, 

esmalte, dentina y cemento radicular. Tres de ellos forman parte de los órganos 

dentarios,  pero  se  considerara  al  cemento  radicular  y  mencionaremos 

brevemente a los tejidos asociados a éste.
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II. Periodonto

El  periodonto  (peri:  alrededor;  odonto:  diente)  se  define  como el  conjunto  de 

tejidos de soporte de los órganos dentarios, formado por los siguientes tejidos: 

encía, ligamento periodontal (LPD), hueso alveolar y cemento radicular (Fig 1). La 

función principal del periodonto es permitir la inserción de los órganos dentarios 

dentro  de  los  alveolos  óseos,  por  lo  cual  se  anclan  a  los  procesos  maxilar  y 

mandibular,  y mantiene la integridad de la función masticatoria. En estado de 

salud, estos tejidos se desarrollan y funcionan como una unidad; sin embargo, si 

alguno de estos cuatro tejidos presenta una alteración patológica sin tratamiento, 

la repercusión en los demás genera inestabilidad y puede provocar la pérdida de 

los órganos dentarios13. Por tanto, el periodonto es una unidad biológica funcional 

que  además  puede  tener  ciertos  cambios  con  la  edad  y  a  consecuencia  de 

alteraciones en el medio bucal14,15,16.

El  desarrollo de los tejidos periodontales tiene lugar durante la odontogénesis. 

Este proceso inicia en una fase temprana del desarrollo, cuando las células de la 

cresta neural migran hacia el primer arco branquial. En esta posición las células 

de la cresta neural forman una banda de ectomesénquima por debajo del epitelio 

del estomatodeum (la cavidad bucal primitiva). Después de que las células de la 

cresta  neural  han  alcanzado  su  localización  en  los  espacios  maxilares  y 

mandibulares,  el  epitelio  del  estomatodeum  libera  factores  que  inician  las 

interacciones epitelio-mesénquima y se forma la lamina dental. Posteriormente, 

por medio de una serie de procesos coordinados, se inician los distintos estadios 

de la odontogénesis (estado de yema, estado de casquete y estado de campana 

con desarrollo de la raíz),  y finalmente se forman los órganos dentarios y sus 

tejidos periodontal circundantes, incluido el hueso alveolar16.
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III. Encía

Compuesta  de  epitelio  gingival  y  tejido  conectivo,  forma  parte  de  la  mucosa 

bucal, recubre los procesos alveolares de la mandíbula y la maxila rodeando los 

cuellos de los dientes. La mucosa bucal es una membrana continua con la piel de 

los labios y con el epitelio de la faringe; puede ser divida en tres regiones: 1) La 

mucosa masticatoria (incluye la encía y el paladar), 2) La mucosa especializada 

(cubre  el  dorso  de  la  lengua)  y  3)  La  mucosa  de  recubrimiento  (recubre  las 

regiones restantes). La encía, como parte de la mucosa masticatoria, rodea las 

porciones cervicales de los dientes y recubre el proceso alveolar. 

La encía obtiene su forma final y su textura al tener la erupción de los dientes. 

Anatómicamente esta dividida en encía marginal y encía insertada. El color de la 

encía en estado de salud es rosa. Sin embargo, esto varía por la pigmentación de 

cada  persona.  La  forma,  contorno  y  la  textura  son  determinadas  por  las 

estructuras  subyacentes  (hueso  alveolar  y  eminencias  radiculares).  Es  de 

consistencia dura y firme, se encuentra estrechamente adherida al hueso16,17. Sus 

componentes  principales  son  fibras  de  colágena,  proteoglicanos,  fibronectina, 



Eduardo Villarreal-Ramírez                                                                Doctorado en Ciencias Biomédicas

tenascina  y  elastina en proporciones variables  (60%),  fibroblastos  (5%),  vasos 

sanguíneos y estructuras nerviosas (aproximadamente 35%). Su función principal 

es de protección para las estructuras profundas14,16. 

IV. Hueso alveolar

El  hueso  alveolar  es  un  tejido  conjuntivo  mineralizado  que  anatómicamente 

contiene las raíces dentales de los maxilares superiores como de los inferiores, 

siendo  el soporte primario de los órganos dentarios. El hueso alveolar, junto con 

el  ligamento  periodontal  y  el  cemento  radicular,  constituyen  el  sistema  de 

inserción y soporte de los dientes, cuya función principal es distribuir y reabsorber 

las fuerzas generadas por los contactos dentarios15. Aunque fundamentalmente 

comparable  a  otros  tejidos  óseos  del  cuerpo  humano,  el  hueso  alveolar  está 

sujeto a un continuo y rápido remodelamiento del tejido debido a las demandas 

del  proceso  de  masticación  y  a  la  erupción  de  los  dientes.  Este  rápido 

remodelamiento del tejido también es contraproducente en la progresión de la 

enfermedad periodontal18.

Se han realizado pocos estudios sobre la  biología molecular  y celular  de este 

tejido18; a pesar de ello, se sabe que el tejido está constituido por dos fases, la 

orgánica formada principalmente de fibras de colágena, y la inorgánica, que es el 

carbonato de hidroxiapatita. La colágena tipo I  constituye aproximadamente el 

95% de la  matriz  orgánica;  el  remanente  5% está  compuesto  por  numerosas 

proteínas no colágenas y proteoglicanos.  La matriz  orgánica es fortalecida por 

depósitos  de  sales  de  calcio19.  Las  sales  minerales  depositadas  en  la  matriz 

orgánica del hueso constituyen el 50% de la composición total del tejido y están 

bajo control celular.  La fase mineral se encuentran constituidas principalmente 

por calcio y fosfatos en forma de Ca10(PO4)6(OH)2 o hidroxiapatita (HA) en cristales 

de forma cilíndrica con diámetros de 20 a 70 Å y longitudes de 50 a 100 Å. 

Las  apófosis  alveolares,  denominadas  también  procesos  alveolares  y  bordes 

alveolares, forman parte de los huesos maxilares superior e inferior; no existe un 

límite anatómico preciso entre la porción basal o cuerpo del maxilar y los procesos 

alveolares  propiamente  dichos,  pero  si  existen  diferencias  en  cuanto  la 
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funcionalidad de ambas estructuras. Los procesos alveolares corresponden a las 

porciones de los huesos maxilares que rodean y contiene los alvéolos dentarios 

que alojan la o las raíces de los órganos dentarios. La porción del hueso alveolar 

que limita direccionalmente al alvéolo, o sea aquella en la que se insertan las 

fibras periodontales, pertenece al periodoncio de inserción, junto con el cemento 

y  el  ligamento  periodontal,  formando  el  aparato  de  inserción  del  órgano 

dentario13.

V. Ligamento periodontal 

El desarrollo del ligamento periodontal inicia con la formación de la raíz de los 

órganos dentarios,  antes  de su erupción.  La proliferación continua del  epitelio 

externo e interno del esmalte forma el asa cervical en la etapa de yema de la 

odontogénesis. Esta vaina de células epiteliales crece en forma apical y forma la 

vaina radicular epitelial de Hertwig, entre la papila dental y el folículo dental13. 

Después  que  las  células  de  la  vaina  radicular  epitelial  de  Hertwig  se  han 

separado, formando los restos epiteliales de Malassez, se inicia la separación de 

las  células  del  folículo  dentario  emigrando  hacia  la  superficie  externa  de  la 

dentina  radicular  recién  formada.  Estas  células  foliculares  migratorias  se 

diferencian luego en cementoblastos y depositan cemento sobre la superficie de 

la  dentina.  Mientras,  otras  células  del  folículo  dentario  se  diferencian  en 

fibroblastos,  los  cuales  sintetizan  las  fibras  y  la  sustancia  fundamental  del 

ligamento periodontal. Las fibras del ligamento peridontal quedan incluídas en el 

cemento  recién  desarrollado  y  el  hueso  alveolar,  las  cuales  al  erupcionar  el 

órgano dentario se orientan de manera característica20.

El  ligamento  periodontal  es  un  tejido  conectivo  especializado  y  ampliamente 

vascularizado, que ocupa el espacio entre el cemento y el hueso alveolar. En la 

dirección coronal, el ligamento periodontal es continuo con la lamina propia de la 

encía y es separado de ésta por paquetes de fibras de colágena. El ligamento 

periodontal  tiene  la  forma de  un  reloj  de  arena  y  la  región  más  estrecha  se 

encuentra a nivel medio de la raíz. El ligamento periodontal tiene un grosor de 

0.15 mm a 0.4 mm, el tejido presenta un progresivo decremento en su grosor 
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conforme avanza la  edad de las personas.  Éste es un tejido conectivo fibroso 

producido  principalmente  por  fibroblastos,  con  contribuciones  menores  de 

elementos  vasculares17.  Los  fibroblastos  del  ligamento  periodontal  son 

poblaciones  heterogéneas  de  células  relacionadas  en  el  mantenimiento, 

reparación  y  regeneración  del  propio  ligamento  periodontal  y  de  tejidos 

adyacentes21.  La  función  principal  del  ligamento periodontal  es  dar  soporte  al 

órgano dentario, manteniéndolo en su alvéolo, soportar las fuerzas masticatorias, 

por medio de fibras de colágena (fibras de Sharpey) dispuestas en forma de haces 

que se insertan en el hueso alveolar y en el cemento radicular; es esencial para la 

movilidad de los dientes y además actúa como receptor sensorial, necesaria para 

el posicionamiento oclusal14,16.

VI. Cemento radicular

El cemento radicular, se describió en 1835 por dos pupilos de Purkinje (Fraenkel y 

Raschkow)22.  Sin  embargo,  permanece  como un  tejido  pobremente  definido  a 

nivel  celular  y  molecular23.  Uno  de  los  principales  problemas  para  su  análisis 

bioquímico es su distribución tan limitada24.

El  cemento  radicular  es  un  tejido  mineralizado  especializado  que  cubre  la 

superficie de la raíz de los órganos dentarios y ocasionalmente en porciones de la 

corona16.  A pesar  de tener conocimiento de su existencia desde hace muchos 

años, el cemento radicular es el tejido del periodonto menos estudiado. De hecho, 

se  conoce  poco  sobre  su  origen,  diferenciación  de  los  cementoblastos  y  la 

dinámica celular  del  tejido23.  La falta de conocimiento del  tejido se encuentra 

relacionada con la dificultad para aislar una linea celular de cementoblastos y 

obtener  extractos  del  tejido.  El  cemento llega a  tener  un grosor  en  la  región 

cervical de 10 a 15 µm y en la región ápical de 50 a 200 µm14.

A  diferencia  del  esmalte  y  la  dentina,  los  cuales  son  tejidos  con  una  clara 

diferencia  en  estructura  y  composición  en  su  matriz  extracelular  cuando  se 

comparan con el hueso, el cemento radicular no expresa proteínas específicas y 

aparentemente  los  dos  tejidos  tienen  factores  en  común  y  pudieran  estar 

regulados de forma similar (Tabla I)25,26.
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El cemento presenta muchas características comunes con el tejido óseo. Pero, a 

diferencia de éste, carece de aporte sanguíneo directo, al igual que de inervación 

y  de  drenaje  linfático.  El  cemento  radicular  no  sufre  procesos  de  resorción  y 

aposición fisiológica y se deposita durante toda la vida5,16,27; es secretado por los 

cementoblastos en la superficie de la raíz de la dentina28.

La cementogénesis comienza cuando las células del epitelio externo e interno del 

esmalte  forman  la  vaina  epitelial  radicular  de  Hertwig  (HERS)  y  células 

mesénquimales del folículo dental se encuentran en la proximidad de la superficie 

de la raíz en desarrollo29. Las HERS son una bicapa celular formada a partir de la 

unión del epitelio interno y externo del esmalte y las cuales proliferan en dirección 

apical. Las células de la vaina epitelial de Hertwig proliferan y migran en dirección 

apical, a través de los tejidos ectomesenquimatosos dentales, donde se dividen 

en la papila y el folículo dental. Las células de la vaina epitelial de Hertwig migran 

de la raíz a la región del futuro ligamento periodontal donde se reasocian para 

formar los restos epiteliales de Malassez. No todas las células de la vaina epitelial 

de Hertwig migran al sitio del ligamento periodontal, algunas entran en apoptosis 

y algunas más permanecen en la superficie radicular. Una vez que se ha perdido 

la  continuidad  de  las  células  de  HERS,  las  células  foliculares 

ectomesenquimatosas  comienzan  a  depositar  el  cemento  radicular  sobre  la 

dentina recién depositada y/o sobre la matriz secretada por las células de HERS30. 

En estadios adultos se considera que existen poblaciones celulares progenitoras 

dentro  del  ligamento  peridontal,  las  cuales  se  encuentran  en  las  zonas 

paravasculares de los vasos sanguíneos; sin embargo, los factores que regulan el 

reclutamiento y la diferenciación no se conocen29.

VII. Clasificación del cemento radicular

El cemento se clasifica por la presencia o ausencia de células dentro de su matriz 

y por la disposición de las fibras de colágena en la matriz. Diferentes formas de 

cemento se han descrito4,16:

1. Acelular,  el  cemento acelular  con fibras  extrínsecas se encuentra  en las 
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porciones  coronal  y  media  de  la  raíz;  contiene  principalmente  fibras  de 

Sharpey.  Este  tipo  de  cemento  es  una  parte  importante  del  aparato  de 

adhesión y conecta a los órganos dentarios con la lámina dura del hueso 

alveolar.

2. Celular,  el  cemento celular estratificado se encuentra en el  tercer  tercio 

apical de la raíz.  Este tipo de cemento contiene fibras intrínsecas, fibras 

extrínsecas y cementocitos. La inserción de las fibras de Sharpey provee el 

mecanismo de anclaje entre la raíz de los órganos dentarios y el ligamento 

periodontal16,17. 

El cemento esta constituido por dos fases: la fase mineral y la fase orgánica. La 

fase  mineral  esta  constituida  de  hidroxiapatita  [Ca10(PO4)6(OH)2],  con  un 

porcentaje en peso de aproximadamente 45% al 50%31.  La fase orgánica está 

compuesta  principalmente  por  colágena  tipo  I,  la  cual  constituye  ~90%  y 

colágena tipo III, el 5%32; también están presentes colágenas tipos V, VI y XII33. 

Las  proteínas  no  colágenas  identificadas  en  cemento  son:  fosfatasa  alcalina, 

sialoproteína  ósea,  fibronectina,  osteocalcina,  osteonectina,  osteopontina, 

proteoglicanos, vitronectina y varios factores de crecimiento17. Sin embargo, estas 

moléculas no son cemento específicas4,34,35. 

A  la  fecha  se  han  descrito  tres  proteínas  cemento  específicas:  proteína  de 

Adhesión del cemento radicular (CAP)36, factor de crecimiento del cemento (CGF)37

y  la  proteína  del  cemento  radicular  1(CEMP1)27.  Los  ADNc  de  la  proteína  de 

adhesión del cemento radicular (CAP) y la proteína del cemento 1 se han clonado 

y secuenciado. Mientras, el factor de crecimiento del cemento (CGF) parece ser 

una isoforma del factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1) y el gen que 

codifica para esta proteína no se ha aislado y clonado27. Para entender el valor y 

la importancia de los resultados obtenidos en esta tesis es necesario hacer una 

breve  descripción  de  las  distintas  proteínas  relacionadas  con  el  proceso  de 

biomineralización en los órganos dentarios y otros tejidos mineralizados. Conocer 

su  posición  en  el  genoma,  sus  características  en  secuencia,  características 

bioquímicas y probables funciones, son fundamentales para poder comparar los 

hallazgos aquí descritos.
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Tabla  I:  Proteínas  de  Matriz  Extracelular  y  Factores  de  Crecimiento  Presentes  en  Tejido  Óseo y  
Cemento  Radicular. 

T ejid o  Ó seo   v s  C em en to  R a d icu la r
M o lécu la (A b rev iació n ) T ejid o  Ó seo  C em en to
C olágena tipo  I, III, V , V I and  X II + +
S ialop rte ína  Ó sea (B S P ) + +
O steopon tina  (O P N ) + +
P ro te ína de la  m atriz  den tinaria 1  (D M P 1) + +
S ialop ro te ína de D en tina  (D S P ) + +
F osfopro teína  de la  D en tina  (D P P ) + n .d .
F acto r 45  osteoclasto /o steocito  (O F 45  o  M E P E ) + n .d .
F ib ronec tina (F N ) + ?
T enascina + ?
O steoca lc ina (O C ), P ro te ína G la  ó sea (B G P ) + +  (* )
G licop ro te ína Á cida Ó sea  75  (B A G -75) + +
V itronectina  (V N ) + ?
L um ican + +
F ib rom odu lina + +
V ersican + +
D ecorina + +
B ig lican + +
O steoadherina (O S A D ) + +
A m elogen ina (A M E L ) n .d . +
A m elina /am elob lastina (A M B ) n .d . +
A lbum ina + +
G licop ro te ína A lpha2H S + +
F acto r de  C recim ien to  T ransfo rm an te β1  (T G F - β1 ) + +
P ro te ínas M orfogén icas Ó seas (B M P s) + +
F acto res de  C recim ien to  D erivados de P laquetas (P D G F ) a ,b + +
F acto res de  C recim ien to  de  F ib rob lasto sF ib roblast g row th  factors (F G F s)+ +
F acto res de  C recim ien to  T ipo -Insu lina  I (IG F -I) y  II (IG F -II) + +
F acto r de  C recim ien to  D erivado  del C em en to  (C G F ) - +
P ro te ína de A dhesión  del C em ento  (C A P ) - +
P ro te ína del C em en to  1  (C E M P 1) - +

+Presencia

 -Ausencia

n.d.- Proteína no detectada. 

(*)-Resultado inconsistente.

?-Cuestionable.
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VIII. Proteínas colágenas

La  matriz  extracelular  de  los  tejidos  conectivos  representa  una  compleja 

combinación de diversas familias de proteínas, las cuales definen la integridad 

estructural y varias funciones fisiológicas. La familia de las proteínas colágenas 

tiene una extraordinaria heterogeneidad y son las proteínas más abundantes en el 

cuerpo de los vertebrados. Hoy día se conocen 27 tipos de colágenas, codificadas 

por  40  genes  diferentes.  La  diversidad de  las  colágenas  no  solo  concierne  al 

ensamblaje molecular y a las estructuras supramoleculares, también se refleja en 

su distribución en los tejidos, función y patologías asociadas.

El nombre de colágenas es usado en forma genérica para proteínas que forman 

una triple hélice de tres cadenas polipeptídicas y todos los miembros de la familia 

de  las  colágenas  forman  estas  estructuras  supramoleculares  en  la  matriz 

extracelular, aunque su medida, función y distribución en los tejidos puede variar 

considerablemente.  Basados  en  su  estructura  y  organización  supramolecular, 

ellas  pueden  ser  agrupadas  en  colágenas  formadoras  de  fibras,  colágenas 

asociadas  a  fibras  (FACIT),  colágenas  formadoras  de  redes,  colágenas  de  la 

membrana  basal  y  otras  con  funciones  únicas.  A  pesar  de  su  diversidad 

estructural  entre  los  diferentes  tipos  de  colágenas,  todos  los  miembros  de  la 

familia de las colágena presentan una característica: tres cadenas polipeptídicas o 

diferentes cadenas polipeptídicas, llamadas cadenas alfa, plegadas en una linea 

espiral con dirección izquierda, formando una triple hélice de dirección derecha. 

Las  cadenas  polipeptídicas  pueden  ser  idénticas  (homotrimeros)  o  diferentes 

(heterotrimeros). 

Las colágenas tiene como característica primordial la presencia repetitiva de tres 

aminoácidos  Gly-Xaa-Yaa  en  su  secuencia  de  aminoácidos.  Generalmente  el 

aminoácido Xaa es prolina y el aminoácido Yaa es hidroxiprolina, lo cual le permite 

una  configuración  estable  en  la  triple  hélice.  Después  de  las  modificaciones 

postraduccionales,  la  colágena  se  secreta  y  se  ensambla.  Las  colágenas  más 

abundantes son las tipo I, II y III, encontradas en tendón y piel. La estructura de la 

colágena,  en general,  presenta patrones específicos,  aunque  todavía  no bien 

comprendidos; pero se sugiere que están relacionados al arreglo de las triples 
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hélices en las fibras y en la inherente periodicidad de la estructura primaria38. 

Se ha descrito que los cristales de hidroxiapatita (HA) se forman inicialmente en 

los espacios conocidos como “gaps” de las fibras de colágena9 e incluso se han 

localizado proteínas nucleadoras de HA en esta misma zona, proteínas tales como 

DMP139. Estas fibras de colágena proporcionan una estructura que funciona como 

una  plantilla  sobre  la  cual  se  pueden  formar  núcleos  minerales  y  crecer  los 

cristales de HA40. 

IX. Proteínas no colágenas en la biomineralización

Amelogenina (AMEL)

La  amelogenina  (AMEL)  es  el  mayor  elemento  de  la  matriz  extracelular  del 

esmalte  y  comprende  el  95%  del  contenido  orgánico.  En  humanos,  AMEL  es 

codificado por dos genes localizados en los cromosomas sexuales X y Y (AMELX y 

AMELY), en los locus Xp22.31-p22.1 y Yp11.2, respectivamente. La amelogenina 

en su forma más larga presenta 205 aminoácidos y una movilidad relativa (Mr) de 

5,000 a 25,000. La variabilidad en la Mr se debe a las modificaciones proteolíticas 

después de su secreción al medio extracelular o por procesos de corte y empalme 

del transcrito del ARNm 41,42. 

La amelogenina tiene un papel preponderante en la orientación del crecimiento 

cristalino  de  la  hidroxiapatita  del  esmalte43.  Tiene  una  naturaleza  hidrofóbica 

debido a su gran contenido de prolinas, glutaminas, histidinas y leucinas44 y por 

su naturaleza química tiende a formar agregados; ésto ha causado dificultades en 

obtener datos estructurales. La estructura terciara de esta proteína se desconoce, 

aunque han existido intentos de cristalización de esta proteína; otros estudios, 

utilizando dicroísmo circular (DC) y espectroscopia de infrarrojo por transformada 

de Fourier (EITF), han demostrado que tiene elementos estructurales de hojas  yβ  

giros β45.
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Enamelina (ENAM)

La enamelina es una glicoproteína fosforilada y constituye del 1-5% de la matriz 

extracelular del esmalte. El gen se encuentra en el cromosoma 4, locus 4q13.3 y 

codifica para una proteína de 1142 aminoácidos. ENAM es secretada como un 

precursor  de  186  kDa.  Mutaciones  en  el  gen  pueden  causar  amelogénesis 

imperfecta46,47. Se han aislado enamelinas con una masa molecular de 25, 32, 45, 

89, 142 y 155 kDa; sin embargo, el fragmento más estable es de 32 kDa. Por lo 

tanto, se reporta como una proteína de 32 kDa, hidrofílica y ácida, con un punto 

isoeléctrico  (pI)  de  3.2;  es  rica  en  prolina  (18.8%),  glicina  (12.3%),  treonina 

(10.4%)  y  ácido  glutámico  (9.4%).  Tiene  dos  serinas  fosforiladas  y  tres 

asparaginas glicosiladas. No se ha profundizado en el estudio de las propiedades 

estructurales de esta proteína ni sus interacciones con otros ligandos48. Mediante 

inmunocitoquímica se ha observado una alta afinidad a los cristales de HA. En 

experimentos recientes de crecimiento de cristales en gel de agarosa se observó 

que  ENAM  causa  una  elongación  de  los  cristales  de  HA.  Por  lo  anterior  se 

considera que su papel en la biomineralización es importante49.

Tuftelina (TUFT1) 

La tuftelina es una proteína ácida que en un principio fue clasificada dentro del 

grupo de las enamelinas. La tuftelina está localizada en el cromosoma 1, en locus 

1q21. Contiene 389 aminoácidos y se calcula un peso molecular teórico de 43.8 

kDa, presenta un potencial sitio de glicosilación N y 5 residuos de cisteína. Es una 

proteína que se ha conservado a través de 550 millones de años en la evolución 

de  los  vertebrados.  Esta  proteína  se  encuentra  localizada  en  el  espacio 

extracelular durante el desarrollo del esmalte, pero concentrándose en la unión 

amelodentinaria donde comienza la mineralización del esmalte. Con base en su 

expresión y localización se había sugerido que era una proteína involucrada en los 

estados iniciales de mineralización, probablemente en la nucleación50,51,52. 
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Ameloblastina (AMBN)

El gen de la ameloblastina se encuentra cromosoma 4 y localizado en el locus 

4q21. La AMBN tiene 447 aminoácidos y un masa molecular teórico de 42 kDa. La 

masa molecular de AMBN varía de 62, 27-29 y 13-17 kDa. La proteína de 62 kDa 

representa a la proteína completa sin proteólisis, mientras las proteínas de 27-29 

kDa representan una proteólisis del carboxilo terminal y finalmente las proteínas 

de  13-17 kDa pertenecen a la proteólisis de amino terminal. Los productos de la 

proteólisis  de  la  ameloblastina  se  han  localizado  entre  los  espacios 

interprismáticos del esmalte, lo que ha llevado a pensar que AMBN funcionaria 

como un espaciador entre los cristales de HA48 y partícipe en el control de las 

estructuras prismáticas del esmalte. La ameloblastina contiene distintos motivos 

como: el motivo DGEA, motivo de unión a integrinas y el motivo VTKG, motivo de 

adhesión celular tipo trombospondina53. Un estudio reciente en ratones nocaut al 

gen, demostró que la AMBN funciona como una proteína de adhesión celular que 

controla los estados de diferenciación de los ameloblastos. Los ratones nocaut 

para  el  gen  AMBL  desarrollaron  una  severa  hipoplasia  en  el  esmalte54.  La 

sobreexpresión  de  este  gen  en  ratones  transgénicos,  se  manifestó  como 

malformaciones en los cristales de HA y desarrollo anormal del esmalte55. Estos 

resultados confirman que la expresión temporal y espacial de la ameloblastina es 

necesaria para la mineralización correcta del esmalte. 

Proteína de la matriz de la dentina (DMP1)

El  gen  de  DMP1  fue  mapeado  en  el  cromosoma  4,  locus  4q21  del  genoma 

humano,  donde  residen  otras  proteínas  relacionadas  con  el  proceso  de 

biomineralización; estas proteínas se han agrupado en la familia de las proteínas 

SIBLING (small  integrin-binding ligand, N-linked glycoprotein).  DMP1 se expresa 

predominantemente en hueso y dentina56. DMP1 contiene dominios ácidos ricos 

en Ser, Glu y Asp. Además de tener varios sitios consenso para fosforilación en 

serinas,  se ha demostrado que DMP1 contiene 53 grupos fosfatos unidos a la 

proteína.  La naturaleza ácida de la proteína es la responsable de los sitios de 

unión a Ca2+, propiedad considerada necesaria para que las proteínas participen 
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en el proceso de biomineralizacion57.

En un estudio realizado por Foster y colaboradores, usando RT-PCR en tiempo real, 

demostraron  la  regulación  de  DMP1  por  fosfato  inorganico  [P(i)]  en  líneas  de 

cementoblastos; a una dosis de 5 mM P(i), DMP1 tuvo un incremento en 30 veces 

sobre el control, la osteopontina se incremento 3 veces, mientras otras proteínas 

mostraron una disminución en su expresión,  como: BSP (25% a diferencia  del 

control), osteocalcina (85%) y colágena I (50%). Este estudio sugiere que DMP1 

tiene  un  papel  importante  en  la  homeostasis  del  P(i)  durante  la 

biomineralización58. 

Osteopontina (OPN)

La osteopontina es una fosfoglicoproteína rica en ácido siálico y en aminoácidos 

ácido aspártico,  glutámico y serina.  El  gen de la  OPN (SPP1) se encuentra en 

cromosoma 4, en el  locus 4q21-q25. La OPN tiene de 264 a 301 aminoácidos 

dependiendo  de  la  especie,  presenta  fosforilaciones  y  glicosilaciones.  La 

osteopontina se aisló por primera vez de células epiteliales y células fibroblásticas 

que estaban bajo una patología maligna59, se observó que la expresión de OPN se 

correlacionada  con  transformaciones  malignas  de  células  y  metástasis  de 

tumores. OPN es la  única proteína SIBLING para la  cual  se tiene evidencia de 

participar  en  distintos  pasos  del  desarrollo  y  progresión  del  cáncer60. 

Posteriormente, una proteína similar se aisló de tejido óseo bovino y se le llamó 

sialoproteína  ósea  I61.  El  mismo grupo  determinó  la  estructura  primaria  de  la 

sialoproteína ósea I por secuenciación del ADNc preparado a partir de células de 

osteosarcoma (ROS 17/2.8)62. A partir del primer reporte, la OPN se ha aisladó de 

muchos tejidos, células y fluidos corporales, incluidos riñón63, células musculares 

lisas, macrófagos, sangre, orina y leche64,65. También se le ha implicadó en una 

variedad de procesos fisiológicos y patológicos66,67, como facilitar la adhesión de 

los osteoclastos a la matriz ósea por medio de la interacción con integrinas de la 

superficie celular v 3 y CD44α β 68.

OPN está asociada con una variedad de calcificaciones patológicas. Esto tiene 

lugar en sitios de calcificación ectópica, como placas arterioscleróticas69, cálculos 
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renales70, placa dental71 y en calcificaciones asociadas a tumores60. En estudios in 

vitro se  ha  demostrado  que  OPN  inhibe  fuertemente  la  formación  de  HA  en 

huesos, dientes y placas arterioscleróticas72,73 e inhibe la formación de oxalato de 

calcio, la principal fase mineral en los cálculos renales74. 

Sialoproteína ósea (BSP)

La sialoproteína ósea se expresa preferencialmente en los tejidos mineralizados, 

como hueso,  dentina,  cemento y cartílago.  BSP se conocía bajo el  nombre de 

sialoproteína ósea II, aunque ese nombre está en desuso75 . El gen de BSP fue 

nombrado IBSP y se localiza en el cromosoma 4, en el locus 4q21-q25. BSP tiene 

una masa molecular  de 65 a  70 kDa,  mientras  su  peso teórico  basado en la 

secuencia  de  cDNA  humana  muestra  una  masa  molecular  de  33  kDa.  BSP 

presenta un dominio RGD, dos dominios ricos en ácidos glutámico, varios residuos 

tirosina  sulfatados  en  el  carboxilo  terminal  y  residuos  fosfoserina. 

Interesantemente, una característica de BSP es el hecho de que la mitad de su 

masa  corresponde  a  carbohidratos,  contiene  ácido  siálico,  galactosa, 

galactosamina, glucosamina y manosa. Se ha demostrado que BSP se une a la 

colágena tipo I140.

BSP participa en dos procesos fundamentales: como una molécula de adhesión 

celular  en  la  matriz  extracelular  y  segundo,  es  una  proteína  nucleadora  de 

cristales  de  HA  en  los  tejidos  mineralizados.  Los  argumentos  de  Hunter  para 

considerar a BSP como una proteína nucleadora son los siguientes: (1) la BSP se 

expresa y se acumula en las áreas de mineralización de novo o primaria de los 

tejidos mineralizados; (2) las células osteoblásticas que forma el tejido mineral in 

vitro expresan BSP al inicio y durante la mineralización; (3) BSP es un nucleador 

de cristales hidroxiapatita en condiciones de subsaturación76. BSP constituye del 8 

al 12% de proteína total de las proteínas no colágenas presentes en el  hueso 

alveolar y cemento, mientras que en dentina representa ~1%75.
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Osteonectina (SPARC)

El  gen  de  la  osteonectina  se  encuentra  localizado  en  el  cromosoma 5,  en  la 

posición  5q31.3-q32,  llamado  SPARC.  Este  gen  se  encuentra  altamente 

conservado entre distintas especies, por ejemplo, el gen en nemátodos presenta 

una identidad con el gen de humanos de un 38 %. La osteonectina también es 

conocida como SPARC (Proteína Secretada, Ácida, Rica en Cisteínas) o BM-40, por 

lo que en lo subsiguiente, la referiremos como SPARC. La SPARC es una proteína 

con un peso molecular de 32 kDa en su secuencia, pero su masa molecular es de 

43 kDa debido a los carbohidratos presentes. La SPARC humana consiste de 286 

residuos  de  aminoácidos  divididos  en  tres  dominios77.  La  SPARC  es  una 

glicoproteína de  matriz  extracelular  con alta  afinidad a  los  iones  de Ca2+ y  a 

colágena. Entre las numerosas funciones de SPARC se encuentran: organización y 

regulación de la matriz extracelular en tejidos mineralizados y no mineralizados. 

En ratones nocauts para el gen que codifica para la SPARC, las fibras de colágena 

disminuyen su diámetro, reducen su fuerza a la tensión y resultan en dimensiones 

homogéneas7879. Otras funciones reportadas para SPARC: remodelación de tejidos, 

unión  a  factores  de  crecimiento,  inhibición  del  ciclo  celular,  regulación  de  la 

producción de metaloproteinasas80 e inhibición de la adhesión celular. 

En experimentos  in vitro  con fibroblastos adheridos y con formas elongadas en 

cultivo, al agregar SPARC las células se despegan y redondean, mientras in vivo 

provoca  una  disrupción  de  las  interacciones  celulares.  SPARC es  una  proteína 

altamente expresada en tejido óseo y en los tejidos de los órganos dentarios, 

dentina,  cemento  y  en  el  ligamento  periodontal,  exceptuando  al  esmalte. 

Sorprendentemente,  SPARC  es  expresada  en  altos  niveles  en  el  ligamento 

periodontal,  el  cual  es  un  tejido  que  tiene  poblaciones  celulares  con 

características  de tejidos  embrionarios.  Sin  embargo,  los  más altos  niveles  de 

SPARC  se  han  observado  en  membranas  fetales  de  humanos81.  La  SPARC  se 

localiza  en  una  gran  variedad  de  células  y  tejidos  por  medio  de 

inmunocitoquímica, RT-PCR e hibridaciones in situ; los tejidos incluyen: plaquetas, 

estómago,  médula  osea,  tendón,  mesenterio,  arterias,  piel,  hígado y  cornea82; 

aunque también se ha localiza en tejidos bucales y tumorales60, lo cual indica que 
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no es una proteína exclusiva de tejidos mineralizados y sus funciones son amplias.

Osteocalcina (OC)

La osteocalcina es una proteína de 45 a 50 residuos de aminoácidos, con un peso 

aproximado de  5-8  kDa.  La  OC se  encuentra  altamente  conservada  entre  los 

vertebrados y se secretada principalmente por los osteoblastos. La OC, también 

llamada “Bone Gla Protein” o BGP, fue la primera proteína descubierta de una 

familia de proteínas con sitios de unión a calcio, dependientes de la vitamina K y 

no asociadas con la coagulación sanguínea. OC se secreta por células asociadas a 

los tejidos óseos y órganos dentarios (tejidos mineralizados), como osteoblastos, 

odontoblastos  y  cementoblastos.  Es  una  de  las  proteínas  no-colágenas  más 

abundantes en los tejidos mineralizados de vertebrados, con alrededor del 10 al 

20%. El gen de la ostecalcina (BGLAP) se encuentra ubicado en el cromosoma 1, 

locus  1q25-q31  y  su  nivel  transcripcional  es  regulado  por  la  vitamina  D.  Los 

elementos  conservados  en  las  secuencias  conocidas  de  OC  son:  un  puente 

disulfuro (Cys17-Cys23) y tres residuos ácidos g carboxiglutámicos localizados en 

las posiciones 11, 15 y 18, usando la numeración de la secuencia de Argyrosomus 

regius. Los residuos Gla se consideran facilitadores de la absorción de la OC a la 

hidroxiapatita83. El amino terminal, del aminoácido 1 al 15, presenta considerables 

variaciones en secuencia entre las especies de vertebrados y al parecer es una 

estructura  muy  flexible,  mientras  el  resto  de  la  proteína  presenta  un  núcleo 

compacto84.

Estudios iniciales presentaron a la OC como una proteína con alta afinidad a la 

hidroxiapatita y con efecto en la formación del mineral en estudios  in vivo e  in 

vitro85.  Se  han  generado  ratones  transgénicos  con  nocaut  en  OC.  Estos 

experimentos muestran que la OC funciona como un regulador negativo de la 

formación del hueso y no altera la resorción ósea o la mineralización. Los ratones 

nocaut presentaron un incremento progresivo en la masa ósea, aceleración en la 

tasa de formación de hueso y una maduración deteriorada del hueso, implicando 

que la OC estimula la maduración del hueso86.
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Proteína de adhesión del cemento radicular (CAP)

La proteína de adhesión del cemento radicular se aisló de extractos de cemento 

maduro,  se purificó y se caracterizó parcialmente.  Tiene una Mr de 54,  000 a 

57,000, con una secuencia de aminoácidos que presenta cierta identidad con la 

colágena tipo  I  y  XII.  Sin  embargo,  no se ha encontrado reacción cruzada en 

inmunotrasferencias entre la CAP y estas colágenas, así como tampoco con otras 

moléculas  de  adhesión36,87.  CAP  se  inmunolocalizó  en  la  matriz  del  cemento 

radicular  humano,  en  células  paravasculares  del  ligamento  periodontal  y  en 

espacios  endosteales  del  hueso  alveolar,  sitios  reconocidos  de  células 

progenitoras del ligamento periodontal  30. La CAP se localiza en cementoblastos 

in  vitro29 e  in  vivo88.  La CAP muestra promover la migración y la adhesión de 

células del ligamento periodontal y del hueso alveolar a la superficie radicular89,90. 

Además  la  CAP  induce  la  expresión  de  fosfatasa  alcalina  (ALP)  y  favorece  la 

diferenciación  de  células  mesenquimatosas  indiferenciadas  hacia  un  fenotipo 

mineralizante91. Tiene una alta afinidad por la fibronectina, la HA, la dentina y el 

cemento radicular, esto probablemente se deba a que tiene un motivo RGD en su 

secuencia29,36.  Anticuerpos  específicos  a  CAP  son  capaces  de  identificar  a  las 

células progenitoras de los  cementoblastos en el  ligamento periodontal  adulto 

humano92 e incluso participa en la diferenciación de estos progenitores in vitro93.

La  CAP purificada  por  cromatografía  de  inmunoafinidad  promueve  una  mayor 

adhesión  de  fibroblastos  gingivales  humanos  in  vitro en  comparación  con  la 

colágena  tipo  I.  En  2001  Saito  y  colaboradores  generaron  un  anticuerpo 

monoclonal  anti-CAP,  denominado  3G9,  con  lo  que  se  logró  aislar  la  CAP  de 

gérmenes dentarios de bovino. Esta proteína fue inmunolocalizada sobre la matriz 

del cemento radicular y en los cementoblastos. Los ensayos de adhesión in vitro 

realizados en este estudio mostraron que esta proteína promueve la adhesión de 

células  del  folículo  dental.  En  lo  referente  a  los  eventos  de  señalización 

intracelular  inducidos  por  la  CAP  durante  la  adhesión  celular,  se  conoce  que 

estimula  la  actividad  de  la  MAP  cinasa  induciendo  la  expresión  de  fos  en 

fibroblastos gingivales humanos. Aunque se desconoce el receptor de la CAP que 

desencadena  dichos  eventos  celulares94.  Por  las  funciones  biológicas  que  ha 
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mostrado  la  CAP se sugiere  que ésta  puede jugar  un  papel  importante  en la 

cementogénesis, así como en la regeneración periodontal.

X. Proteína del cemento 1 (CEMP1)

La proteína del cemento 1 o CEMP1 es una proteína de 247 aminoácidos aislada a 

partir de una biblioteca de ANDc derivada de cementoblastos putativos humanos 

cultivados  in vitro. El gen de CEMP1 se encuentra en el cromosoma 16 y en el 

locus 16p13.3.  CEMP1 tiene un masa molecular teórica de 26 kDa, el  análisis 

teórico  de  las  modificaciones  postraduccionales  indica  la  presencia  de  sitios 

teóricos de glicosilación N y O, y fosforilación. Se predice la localización celular en 

el núcleo a pesar de no tener motivos de unión a ADN; no se encontró similitud 

significativa con ninguna otra proteína presente en las bases de datos. 

La  expresion  in  vitro  de  CEMP1  a  nivel  de  ARNm  y  proteína  se  limita  a 

cementoblastos  putativos  (células  derivadas  del  cultivo  del  cementoblastoma 

humano) y una subpoblación de células derivadas del ligamento periodontal. En 

cortes histológicos de tejidos periodontales humanos su expresión y localización 

está  restringida  a  subpoblaciones  del  ligamento  periodontal  con  una  posición 

paravascular, cementoblastos y células de los espacios endosteales, por lo que 

podría constituir un marcador biológico para cementoblastos y los progenitores 

putativos en el ligamento periodontal 4,95. No se detectó el ARNm ni la proteína en 

otros tejidos humanos como cerebro, corazón, pulmón, hígado y aorta27. 

También se ha demostrado que está involucrada en la regulación de la morfología, 

el  depósito y la  composición de los  cristales de hidroxiapatita  así  como en la 

regulación de la expresión de ALP, OPN y BSP en cementoblastos putativos  in 

vitro 5,27, por lo que es probable que juegue un papel destacado en la regulación 

local  de  la  diferenciación  de  los  cementoblastos  y  en  la  mineralización  de  la 

matriz  extracelular  del  cemento.  Recientemente  se  utilizó  como  marcador  de 

cementoblastos derivados de las superficies radiculares de humano y además se 

confirmó  su  expresión  en  el  cemento  radicular,  cementoblastos  y  células  del 

ligamento periodontal96. Otro estudio demostró que células derivadas del folículo 

dental tratadas con un extracto que contenía proteínas de matriz del esmalte se 
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diferenciaron  hacia  un  fenotipo  cementoblástico,  expresando  CEMP1  y  CAP, 

activándose  la  fosforilación  de  Smad-1  y  activando  la  vía  de  MAPK  para  la 

proliferación y diferenciación celular97. 

En  experimentos  de  sobreexpresión  de  CEMP1  en  células  no  mineralizantes, 

fibroblastos  gingivales  humanos,  las  células  cambiaron  a  un  fenotipo 

mineralizante cementoblástico-osteoblástico. Las células transfectadas produjeron 

una  matriz  mineralizada.  La  matriz  mineralizada  se  analizó  con  EDS-X  y  los 

valores de las razones Ca/P fueron similares a los de la HA de origen biológico 

(1.67).  En  este  estudio  también se observó  un  incremento  en la  proliferación 

celular, y existen antecedentes de CEMP1 como un promotor de la proliferación 

celular. No obstante debe considerarse que CEMP1 promueve la expresión de las 

proteínas OPN y BSP, las cuales inducen también la proliferación celular. Si CEMP1 

es  capaz de  inducir  por  sí  misma la  proliferación  o  por  la  inducción  de  otras 

proteínas, es un punto que aún esta por dilucidar. Para caracterizar el fenotipo 

celular  se  seleccionaron  genes  asociados  al  fenotipo  cementoblástico  y  se 

determinó si habían adquirido este fenotipo, analizándolos a nivel de ARNm y de 

proteína. Las moléculas asociadas a la fase mineral regulando la nucleación, el 

crecimiento y maduración de los cristales de hidroxiapatita, como BSP, OCN y OPN 

en las células transfectadas con CEMP1 fueron identificadas positivamente98.

Los  resultados  permiten  pensar  que  las  células  transfectadas  con  CEMP1 

favorecen la cristalización de hidroxiapatita por la participación de las proteínas 

no  colágenas.  Las  células  transfectadas  también  mostraron  la  expresión  de 

moléculas asociadas al proceso de biomineralización, como: AMBN, AMEL, ENAM, 

ALP, OPN, OC, BSP, CAP y Cbfa98.
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JUSTIFICACIÓN

Recientemente en el laboratorio de Biología Periodontal y Tejidos Mineralizados de 

la  facultad  de  Odontología,  UNAM,  se  logró  aislar  el  gen  de  la  proteína  del 

cemento 1 (CEMP-1 o CP-23). Además se ha reportado que el ARNm de CEMP1 se 

expresa en cementoblastos y células progenitoras de los espacios endosteales del 

hueso  alveolar,  pero  no  se  detectó  en  fibroblastos  gingivales  ni  osteoblastos 

alveolares. El análisis en diferentes tejidos de humano por medio de hibridación in 

situ y  RT-PCR  determinó  que  el  ARNm  no  es  expresado  en  cerebro,  hígado, 

placenta,  músculo  esquelético,  riñón  páncreas,  pulmón,  bazo  y  colon  (todos 

tejidos  adultos).  También  participa  en  el  proceso  de  mineralización  de 

cementoblastos  cultivados  in  vitro,  regulando  la  morfología,  crecimiento  y 

composición de los cristales de hidroxiapatita.

Todos los resultados anteriores indican que el gen de CEMP1 participa de manera 

importante  en  la  regulación  positiva  de  la  biomineralización.  Los  mecanismos 

específicos por los cuales actúa CEMP1 se desconocen a la  fecha.  Por  ello,  el 

determinar las características fisicoquímicas de CEMP1, la estructura secundaria, 

modificaciones  postraduccionales  y  si  promueve  la  nucleación  de  cristales  de 

hidroxiapatita, adquiere relevancia para dilucidar los mecanismos que regulan el 

proceso de mineralización del cemento radicular y otros tejidos mineralizados. 
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HIPÓTESIS

CEMP1 es  una proteína que presenta modificaciones postraduccionales 

(N-glicosilación y fosforilación),  posee afinidad por la hidroxiapatita y regula la 

mineralización de los fosfatos de calcio.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar las características fisicoquímicas y estructurales de CEMP1, 

así como su interacción en la mineralización de los fosfatos de calcio. 

Objetivos específicos

-Determinar la estructura secundaria de hrCEMP1.

-Determinar la presencia de puentes disulfuro en hrCEMP1. 

-Determinar si hrCEMP1 es una proteína glicosilada y los tipos de ésta.

-Determinar si hrCEMP1 posee afinidad por la hidroxiapatita.

-Determinar si hrCEMP1 participa en la formación de fosfatos de calcio in 

vitro. 

-Analizar las relaciones Ca/P de los minerales por EDS-X y las morfologías 

de los cristales crecidos en la presencia y ausencia de hrCEMP1.

-Determinar el tipo fosfato de calcio formado en presencia de hrCEMP1. 
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MATERIALES Y MÉTODOS

1. Cultivo celular

Los  fibroblastos  gingivales  humanos  (FGH)  se  aislaron  mediante  la  técnica  de 

explante  y  crecidos  como  se  ha  descrito  previamente99. Las  células  se 

mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) 

y  antibióticos  (100  µg/ml estreptomicina,  100  UI/penicilina).  Los  cultivos  se 

mantuvieron a una temperatura de 37oC, 100% humedad y 5% CO2. En todos los 

procedimientos experimentales se usaron FGH entre el 2do y 5to pasaje.

2. Clonación y expresión de la hrCEMP1

La región codificante de CEMP1 (GenBank Nº NM_001048212) se clonó dentro del 

vector  pENTR/SD/D  (Invitrogen,  carlsbad,  CA).  La  construcción  resultante 

pENTR/SD/D-CEMP1 cDNA se ligó al vector pcDNA 40 (+) [CEMP1-pcDNA40 (+)], 

con una cola de histidinas unida en el carboxilo terminal y resistencia a G418 

(Invitrogen,  carlsbad,  CA),  utilizando  sitios  de  restricción  EcoRI.  El  plásmido 

resultante,  pcDNA40-CEMP1,  se  transfectó  a  fibroblastos  gingivales  humanos 

utilizando  lipofectamina  2000  (Invitrogen,  carlsbad,  CA)  de  acuerdo  a  las 

específicaciones del fabricante. Después de dos días de transfección las células se 

seleccionaron  con  600  g/ml  de  G418  (Sigma  Chemical  Co.,  St.  Louis,  MO)  

durante ocho semanas. Las clonas positivas para el DNA introducido se monitoreó 

por Western Blot (anti 6X His y anti CEMP1). Después de las ocho semanas, los 

cultivos  expandidos  de  FGH  que  expresaban  CEMP1  de  forma  estable  se 

mantuvieron en medio DMEM suplementado de la forma descrita anteriormente y 

G418 a una concentración de 200 g/ml. CEMP1 se purificó recolectando el medioμ  

condicionante  (libre  de  suero)  utilizando  cromatografía  de  inmunoafinidad, 

cromatografía  de  afinidad  a  iones  metálicos  y  cromatografía  de  afinidad  a 

hidroxiapatita.

3. Cromatografía de afinidad a iones metálicos

La cromatografía de afinidad a iones metálicos (IMAC, por sus siglas en inglés) es 
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un método ampliamente usado en la purificación de proteínas recombinantes100. 

Consiste en la separación de macromoléculas basada en la unión de las proteínas 

y  los  iones  metálicos.  No  todas  las  proteínas  tienen  afinidad  para  los  iones 

metálicos, por lo que esta técnica se usa generalmente para la purificación de 

proteínas recombinantes. Las proteínas recombinantes generalmente tienen una 

bandera o cola de histidinas en el  carboxilo terminal  o el amino terminal que 

pueden actuar como un ligando a los iones metálicos divalentes101. 

El  medio  condicionado  se  centrifugó  a  5000  rpm  durante  5  minutos.  El 

sobrenadante se concentró y dializado contra 5 volumenes de PBS utilizando una 

membrana de ultrafiltración de un corte de 10 kDa. Se utilizó la cromatografía de 

afinidad a Ni2+ (IMAC) en una columna HiTrap (Invitrogen, Carlsbad, CA). Utilizando 

el  método convencional  de gradiente escalonado de imidazol.  La pureza de la 

proteína  se  evaluó  mediante  electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida  con 

dodecilsulfato sódico a un 12%.

4. Cromatografía de afinidad a la hidroxiapatita

El  uso  de  la  cromatografía  de  afinidad  a  hidroxiapatita  para  proteínas  fue 

introducido  por  Tiselius  et  al., en  1956102.  El  mecanismo  de  adsorción  y 

desadsorción es similar a los principios de la cromatografía de intercambio iónico. 

La  matriz  de  hidroxiapatita  presenta  propiedades  anfotéricas.  La  elución  de 

proteínas  en esta  matriz  se realiza  por  aniones (por  lo  general  PO4,los  cuales 

compiten con los grupos carboxilo o los grupos fosfatos de las proteínas para los 

sitios calcio de HA), y por cationes (Na+, K+, o bien, de manera más eficaz, Ca2+ o 

Mg2+,  los cuales compiten con los grupos básicos de las proteínas para los sitios 

fosfato de HA).

La cromatografía de afinidad a hidroxiapatita se realizó en una columna Econo-Pac 

CHT-II  cartridge (Bio  Rad)  empacada con hidroxiapatita  (I  mL).  La  columna se 

equilibró con una solución de fosfato de sodio 10 mM, pH 7.2. Se inyectaron 50 µg 

de CEMP1 a la columna y las proteínas con uniones inespecíficas se eliminarón 

con 5 volúmenes de columna de solución de equilibrio. Las proteínas unidas a la 

columna  se  desadsorbieron  con  5  volúmenes  de  columna  de  las  siguientes 
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soluciones: 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 M de fosfato de sodio a un pH 7.2. Las 

muestras fueron analizadas por SDS-PAGE 12% y Western blot.

5. Inmunotransferencias-Western blot

Se  llevaron  a  cabo  corridas  en  geles  SDS-PAGE  y  posteriormente  se 

electrotransfirieron  a  una  membrana  de  PVDF  (Millipore  Corp.,  Bedford  MA), 

utilizando una cámara BIO-RAD modelo mini-protean II  cell y un módulo a Mini 

Trans-Blot cell,  con un voltaje de 50 V y un amperaje de 0.2 A. Se observó la 

electrotransferencia  al  teñir  la  membrana  con  rojo  de  Ponceau.  Después  se 

bloqueó  con  leche  descremada  al  5%  y  PBS  (blotto)  durante  una  hora. 

Posteriormente se incubó la membrana con solución blotto y el primer anticuerpo, 

a  una  dilución  de  1-1000  para  el  anticuerpo  anti-CEMP1  y  1-5000  para  el 

anticuerpo a  la  bandera  de  histidinas,  durante  una  noche  a  4°C.  Después  se 

bloqueó  nuevamente  la  membrana  con  blotto  durante  1  hora.  La  membrana 

entonces se incubó con solución blotto y el segundo anticuerpo conjugado con 

peroxidasa de rábano, durante 1 h a 4°C y con una dilución de 1-1000. Finalmente 

se bloqueó la membrana con solución blotto, se lavó con PBS y con agua Milli-Q. 

La  membrana  de  PVDF  se  reveló  con  quimioluminiscencia  (enhanced 

chemiluminiscent HRP substrate (Millipore Billerica, MA) y/o 3,3' diaminobencidina 

(DAB), como previamente se ha descrito98. 

6. Cuantificación de puentes disulfuro en CEMP1

Para determinar la  presencia  de puentes  disulfuro  en hrCEMP1,  la  proteína se 

diluyó en una solución de clorhidrato de guanidina 6M y 200 mM de DDT, a una 

concentración  de  2.5  mM.  La  proteína  se  redujo  a  37°C  toda  una  noche. 

Posteriormente la muestra se hirvió durante 5 minutos e inyectó a una columna 

precargada  de  filtración  en  gel  (1.5×10  cm  Sephadex  G-10,  Pharmacia) 

equilibrada con ácido acético 300 mM. La elución de la proteína se observó a una 

absorbancia  de  280  nm  (A280).  El  estado  de  reducción  de  CEMP1  se  evaluó 

mediante  la  cuantificación  de  los  grupos  tiol  por  medio  del  ensayo  de  4,4-

ditiodipiridina. La proteína recombinante humana CEMP1 se incubó con guanidina-
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HCL 6M, 10 mM EDTA, 120 mM Na2HPO4, pH 6.6, DTPD (4,4’-dithiodipyridine) y se 

adicionó a una concentración final de 500 nM. Las muestras se incubarón durante 

30 minutos a  25 °C y se monitorearon a una  A324 para estimar el  número de 

residuos cisteína presentes103.

7. Determinación de los estados de agregación de CEMP1

Los experimentos de dispersión dinámica de luz (DLS) se realizaron en un equipo 

Zetasizer Nano S (Malvern Instruments), el cual determina el tamaño molecular y 

cuenta  con  un  controlador  de  temperatura,  emplea  4  MW,  633  nm  de 

semiconductores  como  fuente  de  luz  láser  y  tecnología  NIBS  (Malvern 

Instruments,  Ltd.,  Reino  Unido).  Durante  los  experimentos,  la  temperatura  se 

mantuvo a 25 °C (0.1°C) a través de una unidad de Peltier. El análisis de los datos 

se realizó con el software nano Zetasizer S DTS (Malvern Instruments, Ltd., Reino 

Unido). La metodología consistió en filtrar una solución de proteína hrCEMP1 en 

PBS a una concentración de 0.2-1 mg/ml a través de un filtro con apertura de 

malla  de  0.02  µm  (Anodisc  13;  Whatman)  para  remover  cualquier  partícula 

extraña. La solución se introdujo en una microcelda de 45l de volumen104.

8. Dicroísmo circular

Esta técnica se utiliza para medir la actividad óptica de las moléculas asimétricas 

en solución, como proteínas y ácidos nucleicos. Las bandas de dicroísmo circular 

en proteínas ocurren en dos regiones del espectro: la región de 170 a 250 nm está 

determinada por contribuciones de enlace peptídicos,  mientras que la banda en 

la región de 250 a 300 nm se origina a partir  de los residuos de aminoácidos 

aromáticos  (tirosina,  fenilalanina  y  triptofano)105.  Se  determinó  la  estructura 

secundaria de hrCEMP1. Para obtener la mejor señal de dicroismo circular en un 

intervalo de 170-250 nm, hrCEMP1 se resuspendió en una solución de PBS, a pH 

de 7.4, a una concentración de 0.2 mg/ml. Se utilizó el programa PROSEC 3.1 

(Aviv Associates Inc., NJ) para la colecta de los datos y su manipulación.

Los  espectros  se  registraron  en  un  espectropolarímetro  Aviv  62DS  utilizando 

celdas de cuarzo de 0.1 cm de paso de luz, con un ancho de banda de 1.5 nm, 
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tiempo de integración de 0.3 segundos cada 0.5 nm y a lo largo de la región 190-

260 nm del espectro electromagnético. Los datos se reportan como elipticidad 

molar por residuo promedio y en unidades de grado por centímetro cuadrado por 

decimol106.

9. Determinación de glicosilaciones en CEMP1

Los glicoconjugados se forman cuando un mono, oligo o polisacárido se une a 

proteínas o lípidos, resultando en glicoproteínas y glicolípidos. Es común referirse 

a  los  carbohidratos  unidos  a  las  proteínas  como glicanos107.  Los  carbohidratos 

presentes en CEMP1 se marcaron con el kit  ECL glycoprotein detection system 

(Amersham  Biosciences,  UK)”.  El  kit  permite  la  detección  de  carbohidratos 

presentes en las proteínas. Las muestras se separaron mediante SDS-PAGE al 12% 

y se electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Millipore Corp., Bedford MA), 

posteriormente la  membrana se sometió a una solución de metaperyodato de 

sodio  a  10  mM  y  acetatos  de  sodio  100  mM,  pH  5.5,  en  la  oscuridad. 

Posteriormente  las  muestras  se  trataron  con  biotina  hidrazida,  la  cual  sera 

incorporada a los carbohidratos y se agregó un agente bloqueador provisto por el 

fabricante.  Finalmente,  la  biotina se detectó  por  estreptavidina conjugada con 

peróxidasa de rábano usando  quimioluminiscencia (enhanced chemiluminiscent 

HRP substrate, Millipore Billerica, MA).

10. Desglicosilación de CEMP1

Los glicanos en las proteínas se encuentran ligados a asparagina (N-ligados) y 

serina  y  treonina  (O-ligados).  Los  glicanos  participan  en  distintas  funciones 

biológicas como el reconocimiento inmunológico, adhesión y señalización, entre 

otras.  La  diversidad  de  los  glicanos  unidos  a  las  proteínas  genera  una  gran 

heterogeneidad en la masa y la carga neta de las glicoproteínas107. 

Para estudiar la estructura y función de una glicoproteína, a menudo es deseable 

la  eliminación  de  todos  los  glicanos  o  seleccionar  una  clase  de  ellos,  lo  cual 

permite la asignación de una función específica y determinar los cambios en la 

masa. El método más simple para evaluar el grado de desglicosilación de una 
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proteína es a través de los cambios en la  movilidad relativa (Mr)  en geles de 

poliacrilamida. Por lo tanto, se utilizaron 200 µg de hrCEMP1 para una digestión 

enzimática  con  200  ng  de  N-glicosidasa  F  (Calbiochem®  Glycoprotein 

Deglycosylation  kit,  Merck  Biosciences  Ltd.,  Nottingham,  UK).  Los  200  µg  de 

hrCEMP1 se resuspendieron en 30 µl de agua milliQ. Se añadieron 10 µl de una 

solución de fosfato de sodio 250 mM, pH 7.0 y 2.5 l de solución desnaturalizanteμ  

(2% w/v SDS, 1 M -mercaptoetanol). La mezcla se calentó a 100 ºC durante 5β  

minutos. Se enfrió a temperatura ambiente y se agregaron 2.5 l de TRITONμ ® X-

100 (Sigma-Aldrich Company Ltd.). Los 200 ng de N-glycosidasa F se agregaron a 

la mezcla y se incubó durante 24 hrs a 37ºC. El patrón de glicosilación se observó 

mediante SDS-PAGE al 12%.

11. Fosforilaciones en CEMP1

Las proteínas no colágenas asociadas a la fase mineral se encuentran fosforiladas 

en los residuos de serina y treonina. Los sitios de fosforilación tienen una alta 

capacidad  de  unión  a  los  iones  calcio  y  a  la  superficie  de  los  cristales 

hidroxiapatita. Por lo tanto, se considera que están implicadas en la regulación de 

la  formación de los  cristales de HA durante la  osteogénesis,  dentinogénesis  y 

cementogénesis108. Para determinar si hrCEMP1 se encuentra fosforilada, se utilizó 

hrCEMP1 secretada  del  medio  condicionado y  purificada  por  cromatografía  de 

afinidad a Ni2+. La proteína recombinante CEMP1 se separó en geles SDS-PAGE al 

12%  y  se  electrotransfirió  como  se  describió  anteriormente.  Los  anticuerpos 

primarios  utilizados fueron los siguientes: conejo anti-fosfo-Tyr, conejo anti-fosfo-

Ser y conejo anti-fosfo-Thr (Zymed, San Francisco,  CA, USA) a una dilución de 

1:1000 durante una noche a 4ºC. El proceso de lavado, incubación con el segundo 

anticuerpo y revelado se han descrito anteriormente.

12. Cristalización de fosfatos de calcio in vitro

Para el  crecimiento de cristales de fosfatos de calcio se utilizó un sistema de 

contradifusión en capilares109,110,76. En un tubo capilar con un diámetro de 0.5 mm, 
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se colocó agarosa al 1% en el centro del capilar. En los extremos se inyectaron las 

soluciones de CaCl2  (cloruro de calcio) 100 mM y NaH2PO4 (fosfato de sodio) 100 

mM. Al difundir libremente las soluciones en el capilar se formaran cristales de 

fosfato de calcio a 37º C. Al gel de agarosa, antes de ser introducido al capilar, se 

añadió la proteína recombinante CEMP1 a una concentración de 20 g de proteína 

por mililitro de agarosa. Después de haberse formado los cristales durante un 

período de 7 días, éstos fueron recuperados por la disolución del gel en agua milli 

Q caliente y posteriormente secados al aire.

13. Microanálisis de dispersión de energía de rayos X (EDX)

La composición elemental de los cristales formados por la inducción de hrCEMP1 

dentro de los capilares se analizaron usando un microscopio electrónico de barrido 

(MEB)  Jeol  5600,  el  cual  tiene una  microsonda Pentafet  para  microanálisis  de 

energía dispersa de rayos X. Todos los análisis se hicieron a 20kV durante 300 

segundos.  La  relación  calcio/fósforo  (Ca/P)  se  calculó  mediante  el  análisis  de 

porcentajes atómicos de los elementos identificados en el espectro.  Después de 

determinar la composición de los cristales se recubrieron con una capa de oro 

mediante espurreo catódico (100 nm) para evitar que se cargara la muestra y se 

lograra mejor calidad en las imágenes de MEB.

14.  Patrón  de  difracción  cristalino  por  microscopia  electrónica  de 

transmisión (MET)

Los  cristales  se  montaron  en  un  portamuestras  de  oro  (150  mesh)  para  MET 

cubiertos  con  una  capa carbón.  De  los  cuales,  se  obtuvieron  los  patrones  de 

difracción de electrones por medio de un microscopio electrónico de transmisión 

JEOL 100 CX. Los espectros de difracción fueron indexados siguiendo la siguiente 

formula Rd= L. Donde R es la distancia entre el centro y el punto en la placaλ  

donde se tiene un haz difractado;  es la longitud de onda de los electrones; L esλ  

la longitud de la cámara y d es el espaciado entre planos cristalinos111. Al final 

fueron comparados con las fichas ICDD. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

1. Sobreexpresión de la proteína recombinante CEMP1 y purificación.

La sobreexpresión de CEMP1 en los fibroblastos gingivales humanos (FGH) se 

realizó por la transfección (utilizando una construcción con el vector pcDNA40-

CEMP1) del gen, que codifica para CEMP1, en estas células.  Para confirmar la 

transfección  estable  de  CEMP1,  ésta  se determinó mediante  análisis  de  geles 

SDS-PAGE  al  12% e  inmunotransferencias  utilizando  el  anticuerpo  monoclonal 

anti-6XHis y el anticuerpo policlonal de conejo anti-CEMP1. Los resultados de los 

análisis muestran que ambos anticuerpos reconocen una especie de Mr 50,000, 

confirmando la expresión de la proteína CEMP1 (Figura 2), mientras que no se 

detectó  la  expresión  de  CEMP1 en FGH transfectados  con  el  vector  pcDNA40 

vacío. La proteína recombinante CEMP1 contiene una bandera de histidinas en el 

carboxilo terminal, lo que permite la purificación directa de la proteína en un solo 

paso con la utilización de IMAC en una columna de afinidad a Ni2+. La pureza de 

hrCEMP1 es superior al 99%, sólo se detectó una sola banda al teñir los geles de 

poliacrilamida con plata, dicha tinción es capaz de detectar hasta 3 nanogramos 

de proteína112. 

La purificación de CEMP1 por medio de la columna de afinidad a Ni2+,  IMAC, 

permitió que a partir de 1 litro de medio condicionante se obtuviera 1 miligramo 

de proteína pura. Después de los análisis de los geles de los SDS-PAGE al 12%, la 

proteína hrCEMP1 presentó una movilidad relativa (Mr) de 50,000 (Figura 2, línea 

2). La identidad de hrCEMP1 se determinó mediante la técnica de WB utilizando 

dos anticuerpos específicos, anti-6xHis (Figura 2, línea 3) y anti-CEMP1 (Figura 2, 

línea 4). Con estos resultados mostramos la posibilidad de expresar a hrCEMP1, 

lograr purificarla con un alto nivel de pureza y con un rendimiento aceptable en 

una línea celular no mineralizante (FGH), lo cual permitió realizar las siguientes 

estrategias experimentales. 
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2. Dicroísmo circular

Mediante  dicroísmo  circular  se  determinó  la  estructura  secundaria  de  la 

proteína CEMP1. Las bandas de los espectros encuentran su máximo a los 218 

nm, lo cual determina un mayor contenido de estructura en hojas  (Figura 3). Seβ  

realizaron experimentos con diferentes porcentajes de trifluoroetanol (20% y 40%) 

para identificar cambios en el contenido de la estructura, sin mostrar cambios 

significativos.

Los análisis de los espectros de DC que revelaron el contenido de estructura 

secundaria de hrCEMP1 se muestra en la tabla II. Es notable la mayor abundancia 

de hojas . CEMP1 tiene una región en su secuencia de aminoácidos, del 30 alβ  

110, que muestra una identidad del 40 % con la colágena X y presenta reacción 

cruzada  contra  anticuerpos  específicos  a  la  colágena  X27.  Por  lo  anterior,  se 

consideraba a CEMP1 como una proteína relacionada a la familia de las colágenas. 

Sin embargo, no cuenta con las repeticiones clásicas Gly x y. Es evidente la alta 

estructura  desordenada presente  en hrCEMP1.  Es  importante  hacer  notar  que 

Figura 1: Purificación de hrCEMP1 (línea 2) y se confirma la identidad de 
hrCEMP1 [anti-6xhis (línea 3) y anti-CEMP1 (línea 4)]. 



Eduardo Villarreal-Ramírez                                                                Doctorado en Ciencias Biomédicas

estos  resultados  son  consistentes  incluso  en  la  presencia  de  TFE  a  altas 

concentraciones  (40%).  La  -lactoglobulina  es  una  proteína  que  tiene  unaβ  

estructura predominantemente , 9 hojas  antiparalelas y una -hélice. Pero alβ β α  

agregar TFE a una concentración del 10 al 20% se induce un cambio drástico en 

la conformación hacia una estructura que contiene predominantemente -hélice.α  

El TFE se conoce por estabilizar e inducir la estructura -hélice en proteínas yα  

péptidos. Sin embargo, las relaciones entre las estructuras inducidas con TFE y 

sus  estructuras  nativas  no  es  clara113.  hrCEMP1  ha  mostrador  no  tener 

propensidad a formar -hélices debido a la interacciones locales promovidas porα  

el TFE. 

Recientemente se ha propuesto que proteínas con un alto nivel de estructura 

al azar pueden unirse a varios ligandos y ser multifuncionales; tales como las 

proteínas SIBLING y HMGI(Y)114,115. Esta característica podría explicar la razón por 

la cual hrCEMP1 regula el crecimiento cristalino y la composición de los cristales 

de HA, así como también induce la expresión de proteínas relacionadas al proceso 

de  biomineralización  y  promueve  la  diferenciación  de  células  FGH  hacia  un 

fenotipo cementoblástico/osteoblástico98,27.  Es importante destacar que muchas 

de las proteínas asociadas al proceso de biomineralización en mamíferos tienen 

una mayor estructura , como: AMEL45,116, OPN117, DMP1118 y BSP119. 
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Figura 2: Estimación del contenido de estructura secundaria de hrCEMP1. 
hrCEMP1 se resuspendió en una solución de PBS.

Tabla  I:  Porcentajes  de estructura secundaria  estimadas del  análisis  de  los  espectros  de la  
figura 3 a través del programa CONTIN.

Hélice 10.00% 10.50%
32.40% 31.90%

Paralela 5.80% 5.80%
Giros beta 16.70% 16.70%

205-260 nm (5 ºC) 205-260 nm (25 ºC)

Antiparalela
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3. Dispersión dinámica de luz

Mediante dispersión dinámica de luz (DLS), se determinó que la proteína se 

encuentra  principalmente  como  una  partícula  de  6.5  nm.  Estas  agregados 

contribuyen a una molécula única de Mr 50, 000 (Figura 4). Su contribución en 

volumen pertenece a una sola macromolécula, con Mr de 50, 000.

4. Puentes disulfuro

Se  utilizó  4,4-ditiodipiridina  para  determinar  la  concentración  de  tioles  o 

sulfhídrilos  libres  por  mol  de  proteína.  Al  estar  los  sulfhídrilos  libres  la  4,4-

ditiodipiridina  se  une  a  ellos.  Como  resultado  de  la  reacción  se  libera  4-

tiopiridona.  La  4-tiopiridona  presenta  absorbancia  a  324  nm.  10.2  tioles  por 

proteína  se encuentran libres  en  condiciones  desnaturalizantes,  mientras  0.14 

tioles libres por proteína se encuentran libres en condiciones nativas. La ausencia 

Figura 3: Análisis de DLS para hrCEMP1. Donde se confirma que la movilidad 
relativa de CEMP1 es de 50 000 y se observa que CEMP1 se encuentra 
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de  grupos  sulfidrilos  libres  en  hrCEMP1  fue  demostrada  debido  a  la  falta  de 

reacción con 4,4'-ditiodipiridina en condiciones desnaturalizantes.  Por  lo  tanto, 

todos los residuos cisteína presentes en CEMP1 deben estar ligados por puentes 

de disulfuro.

Los puentes disulfuro generalmente estabilizan los elementos de estructura en 

las proteínas. Por ejemplo, en la osteocalcina se encuentra un puente disulfuro 

entre los aminoácidos cys 23 y cys 29 que estabiliza las cadenas -heliceα 84; la 

osteonectina, entre los aminoácidos 54 y 286 cuenta con 7 puentes disulfuro120. 

Uno de los puentes disulfuro, cys 138 y cys 248, estabiliza la unión osteonectina-

colágena  y  favorece  la  formación  de  las  asas  para  la  unión  a  calcio121. 

Probablemente  los  puentes  disulfuro  presentes  en  CEMP1  estabilizan  los 

elementos  de  estructura  secundaria  y  permitan  mantener  sus  funciones.  La 

estructura secundaria determinada previamente como estructura en hojas  y alβ  

azar,  principalmente, le permiten a CEMP1 la formación de asas y a su vez le 

permiten diferentes configuraciones. 

Con la finalidad de presentar los probables sitios de los puentes disulfuro en la 

secuencia  de aminoácidos de CEMP1 se utilizaron los  programas Disulfind122 y 

Metal Detector123. Ambos presentaron las mismas predicciones (Figura 5).

Figura 4: Probables sitios de los puentes disulfuro en CEMP1
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5. Glicosilaciones

Para  determinar  si  CEMP1  es  una  glicoproteína,  se  empleó  un  método  de 

inmunodetección.  En  esencia  este  método  permite  la  detección  de  motivos 

carbohidratos  y  se  basa  en  la  oxidación  de  los  grupos  hidroxilo  por  el 

metaperyodato de sodio y la subsiguiente formación de grupos aldehído, que se 

encuentran  disponibles  para  reaccionar  con  la  biotina.  La  unión  del  grupo 

aldehído  con  la  biotina  se  detecta  mediante  la  unión  de  la  biotina  a  la 

estreptavidina.  La  estreptavidina  se  encuentra  dentro  de  un  complejo, 

estreptavidina-peroxidasa124. Mediante esta técnica se determinó a CEMP1 como 

una glicoproteína con una Mr 50,000 (Figura 6). Se utilizó a la transferrina como 

control positivo.

La  presencia  de  carbohidratos  podría  explicar  los  cambios  en  la  movilidad 

relativa en CEMP1, aunque a la fecha se desconocen la función y los tipos de 

carbohidratos presentes en CEMP1. Se ha demostrado que las glicosilaciones en 

las proteínas relacionadas al fenómeno de la biomineralización juegan un papel 

fundamental en la unión a iones calcio y unión a colágena; como es el caso de 

SPARC, donde el dominio II o dominio tipo folistatina (FS) contiene dos sitios de 

glicosilación  tipo  N  en  Asp71  y  Asp99  las  cuales  determinan  la  unión  a  la 

colagena125. 

6. Desglicosilaciones

Para determinar  el  cambio en la  movilidad relativa  de CEMP1 se trató con 

glicosilasas y se determinó el tipo de glicosilación presente (O-glicosilación o N-

glicosilación). El análisis  in silico se realizó con los programas NetNGlyc 1.0126 y 

NetOGlyc 3.1127, cuya función es predecir el tipo de glicosilación presente en una 

secuencia de aminoácidos y su posición en la misma. Los resultados en NetNGlyc 

1.0  fueron  los  siguientes:  2  sitios  de  N-glicosilación  Asn-X-Ser/Thr  en  las 

posiciones 20 y 25. Mientras, en NetOGlyc 3.1 los resultados fueron:
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13 sitios de O-glicosilación (S/T) en las posiciones 3, 4, 6, 8, 27, 30, 38, 162, 

166,  171,  184,  186  y  200.  Es  importante  hacer  notar  el  mayor  número  de 

glicosilaciones  tipo  O,  aunque  con  umbrales  muy  bajos;  mientras  las 

glicosilaciones tipo N son menores pero umbrales mayores (Figura 7).

En  la  etapa  experimenral,  se  utilizó  el  kit  Glycoprotein  Deglycosylation 

(Calbiochem,  San  Diego,  CA)  para  desglicosilar  200  g  de  CEMP1  en  cada  

experimento  de  desglicosilación,  usando  el  protocolo  estándar  en  condiciones 

desnaturalizantes, y el resultado se visualizó por medio de geles de SDS-PAGE al 

12%. Para comprobar la funcionalidad del kit se usó fetuina bovina como control 

(datos  no  presentados).  La  proteína  recombinante  CEMP1  fue  sometida  a  un 

tratamiento con una mezcla de glicosidasas, las cuales incluyen: N-glicosidasa F, 

endo--N-acetilgalactosaminidasa,  2–3,6,8,9-neuraminidasa,  1,4-galactosidasa 

y -N-acetilglucosaminidasa.

Evidentemente, CEMP1 cambia su Mr sólo en presencia de glicosilasas tipo N 

Figura 5: Identificación de glicosilación en hrCEMP1. En el carril B se muestra la 
reacción positiva al marcaje de los glicanos presentes en la transferina. En el carril  
C se muestra la reacción positiva al marcaje de los glicanos presentes en CEMP1.
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(Figura 8). El análisis de la movilidad electroforética concuerda con los resultados 

previos  en  bioinformática,  en  los  cuales  CEMP1  tiene  valores  altos  para 

glicosilaciones  tipo  N  y  bajos  para  glicosilaciones  tipo  O.  Los  resultados 

experimentales muestran que CEMP1 sólo tiene glicosilaciones tipo N. Se realizó 

un electroforegrama para determinar la Mr de CEMP1. CEMP1 tuvo un cambio en 

la Mr de 50 000 a 39 000.

En  estudios  previos  refieren  que  la  Mr de  CEMP1  expresada  en  células 

procariontes es de 30,00027, y la Mr de hrCEMP1 expresada en células eucariontes 

es de 50,00098.  Otros autores refieren que la Mr de hrCEMP1 es de 44,  00095, 

donde CEMP1 se imnunoidentifico a partir de células del folículo dental in vitro, las 

cuales  se  consideran  precursoras  de  fibroblastos  del  ligamento  periodontal, 

cementoblastos y osteoblastos.

Figura 6: Potenciales sitios de glicosilación en CEMP1. En la gráfica obtenida con 
NetNGlycse  observan  2  sitios  posibles  de  glicosilación  tipo  N.  Mientras  en  la 
gráfica eleborada con NetOGlyc semuestran 13 posibles sitios de glicosilación tipo 
O.
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La proteína recombinante humana CEMP1 contiene en el  carboxilo  terminal 

una  bandera  de  6  histidinas  y  el  epitope  V5,  estos  aminoácidos  añadidos  a 

hrCEMP1 modifican su movilidad relativa entre 4,000 y 6,000, de acuerdo a la 

información provista por el fabricante. Las N-glicosilaciones en hrCEMP1 modifican 

la movilidad relativa en 11,000 y las fosforilaciones posiblemente modifiquen su 

Mr en 2,000. Estos datos dan sentido a todos los reportes previos y sugieren, que 

la movilidad relativa de CEMP1 humana es de aproximadamente 45,000, mientras 

que la movilidad relativa de hrCEMP1 es de aproximadamente de 50,000.

A la fecha el papel exacto de las glicosilaciones en CEMP1 se desconoce. Se 

considera  que  las  glicosilaciones  en  las  proteínas  relacionadas  al  proceso  de 

Figura 7: Determinación del N-glicosilación en hrCEMP1. C: Incubación de hrCEMP1 con  
distintas N y O glisosilasas. D: Incubación de hrCEMP1 con N glicosilasas. E: Incubación  
de hrCEMP1 con O glicosilasas. (F) Inmunoidentificación de hrCEMP1 antes y después de 
haberse expuesta a diversas glicosilasas.
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biomineralización tienen un papel fundamental en la nucleación y formación de 

los cristales de HA. Los glicanos poseen una gran carga superficial, como el ácido 

siálico, dicha carga superficial facilita la unión de los iones calcio. Existen reportes 

donde los glicanos promueven la mineralización de la hidroxiapatita128 y a sus vez 

están implicados en la osificación endocondral, remodelación ósea y reparación 

de las fracturas óseas129.

7. Fosforilaciones en CEMP1

La secuencia de aminoácidos de CEMP1 posee múltiples sitios potenciales de 

fosforilación;  estos  resultados se obtuvieron con la  herramienta  bioinformática 

NetPhos  2.0130,  el  cual  analiza  las  fosforilaciones  posibles  y  su  posición  en  la 

secuencia de aminoácidos. Los resultados son los siguientes: 10 fosforilaciones en 

serinas (posiciones: 8, 17, 19, 22, 34, 84, 150, 166, 217 y 219) y 8 fosforilaciones 

en treoninas (posiciones: 21, 71, 96, 128, 186, 196, 223 y 244). Debe destacarse 

que las fosforilaciones en serinas son más abundantes y los valores calculados 

son más altos en comparación con los obtenidos en treoninas. No existen tirosinas 

en la secuencia de aminoácidos de CEMP1 (Figura 9).

Figura  8: Sitios potenciales de fosforilación de CEMP1. El programa NetPhos 
determina 10 probables sitios de fosforilacion en residuos Ser y 8 probables sitios  
de fosforilación en residuos Thr.
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Debido  a  que  experimentalmente  se  desconoce  si  hrCEMP1  posee 

fosforilaciones, nosotros examinamos mediante inmunoidentificación si hrCEMP1 

esta fosforilada. Los anticuerpos anti-fosfotreonina y anti-fosfoserina (Zymed San 

Francisco,  CA,  USA)  se  utilizaron  para  determinar  la  reacción  cruzada  con 

hrCEMP1  (Figura  10).  Ambos  anticuerpos  detectaron  la  misma  especie  (Mr 

50,000), previamente identificada con los anticuerpos anti-CEMP1 y anti-6xhis.

CEMP1 de forma similar a las proteínas SIBLING, se encuentra fosforilada en los 

residuos  ser  y  thr.  Las  proteínas  de  esta  familia  se  encuentran  altamente 

fosforiladas y presentan heterogeneidades en sus fosforilaciones dependiendo de 

su localización tisular131,57,132. Las fosforilaciones se consideran sitios de unión para 

los iones calcio, por tanto es de vital importancia determinar si las fosforilaciones 

en CEMP1 son necesarias para su eficacia en el proceso de mineralización131,57. 

Figura  9:  Inmunodetección  de  fosfoserinas   y  fosfotreoninas  en  
hrCEMP1.  En  los  carriles  B  y  C  se  electrotransfirió  hrCEMP1, 
mientras el carril estuvo expuesto al anticuerpo anti-fosfoserina, el  
carril C se expuso al anticuerpo anti-fosfotreonina.
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8. Columna de afinidad hidroxiapatita

Las funciones específicas de las proteínas de matriz extracelular en el proceso 

de  biomineralización  no  se  conocen  completamente  a  la  fecha.  Una  de  las 

aproximaciones para estudiar el fenómeno es medir la afinidad de estas proteínas 

a la hidroxiapatita (HA). Diversas proteínas se han reportado como afines a la HA, 

y como nucleadoras e inhibidoras de la HA133,134135. Dichas proteínas son ácidas y 

con un gran porcentaje de estructura al azar. Resultados previos han demostrado 

que CEMP1 juega un papel importante en la formación de HA27,5. 50 g de CEMP1μ  

se inyectaron a una columna de hidroxiapatita y se eluyó a distintos gradientes de 

fosfatos de sodio pH 7.2. Este parámetro permite evaluar la afinidad de CEMP1 a 

la HA. CEMP1 presenta una fuerte afinidad a HA y se eluyó a una concentración de 

300 mM de fosfato de sodio (Figura 11). Proteínas no relacionadas al proceso de 

biomineralización eluyen a concentraciones bajas de fosfatos de sodio, tabla III, 

entre 10 mM y 120 mM102, mientras que las proteínas relacionadas con el proceso 

de biomineralización eluyen a concentraciones de hasta 200 mM de fosfatos de 

sodio136. Los resultados demuestran que CEMP1 posee una muy alta afinidad por 

la HA. El mecanismo de interacción específica entre CEMP1 y la hidroxiapatita aún 

es  desconocido;  sin  embargo,  se  propone  que  los  dominios  negativamente  y 

positivamente cargados de la CEMP1 se unen a la superficie del mineral y son 

suficientes para lograr esta fuerte interacción (Tabla III).

El  comportamiento  de  la  CEMP1  in  vivo depende  de  sus  propiedades 

fisicoquímicas (por ejemplo, afinidad a HA) y también de cómo se interrelacione 

con otros miembros de la matriz extracelular137,60. La afinidad de la CEMP1 por la 

hidroxiapatita  puede  ser  amplificada  por  interacciones  con  otras  proteínas  e 

iones138,139;  factores que deben ser considerados para evaluar sus funciones  in 

vivo140. Además, las interacciones regionales podrían ser un camino por el cual la 

proteína puede presentar distintas funciones. La estrategia metodológica que se 

ha  utilizado  es  un  sistema  por  el  cual  la  proteína  con  o  sin  modificaciones 

postraduccionales, refleja su naturaleza de unión a la hidroxiapatita.
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Tabla II: Elución de proteínas no relacionadas al proceso de biomineralización 
en una columna de HA a un pH 7.2. Las concentraciones molares de elución de  
fosfato de sodio se presentan en la columna derecha.

BSA 0.07
Ovoalbúmina 0.05

Lisozima 0.08
Rnasa A 0.12

Mioglobina 0.12
Pepsina e 0.01

Anhidrasa carbónica 0.11

Figura 10: Afinidad de hrCEMP1 a hidroxiapatita.. Carril B una fracción de baja  
pureza de la purificación por IMAC e inyectada a una columna de HA. A una  
concentración de 300 mM de fosfato de sodio se eluyó a hrCEMP1 (carril C) y se  
comprobó su identidad por electroinmunotranferencia (carril D).
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La  alta  afinidad  entre  CEMP1  y  la  hidroxiapatita  sugiere  una  interacción 

proteína-mineral, y su participación durante el proceso de biomineralización del 

cemento  radicular  y  otros  tejidos  mineralizados.  En  futuros  estudios  debe 

determinarse la constante de asociación entre CEMP1 y HA. Sin embargo, la alta 

concentración de fosfato de sodio a la cual se eluye CEMP1 podría anticipar una 

constante  alta  de  asociación  entre  HA  y  CEMP1.  Del  mismo  modo  debe  ser 

considerado el papel del ambiente iónico entre la afinidad de HA y CEMP1. El Ca2+ 

es uno de los elementos principales de la celda de unidad de la hidroxiapatita y el 

hueso,  afectando  la  unión  proteína-HA.  El  Mg2+ es  un  fuerte  inhibidor  de  la 

mineralización en condiciones de fuerza iónica variable y disminuye la unión entre 

proteína y HA141.

Se sugiere que la CEMP1 interacciona fuertemente con la HA a través de sus 

dominios negativamente y positivamente cargados, facilitando la mineralización 

en etapas tempranas,  colaborando en el  depósito mineral  y el  crecimiento de 

cristales  de  fosfato  octacálcico  (OCP);  también  que  regula  el  proceso  de 

maduración de cristales de HA y de igual forma su interacción con otras proteínas 

de la matriz extracelular, facilitando la mineralización del tejido. CEMP1 además 

promueve la actividad de la fosfatasa alcalina, promoviendo la mineralización del 

cemento radicular98.
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9. Cristalización de fosfatos de calcio in vitro

El objetivo experimental fue determinar el papel de CEMP1 en el proceso de 

biomineralización  y  su  efecto  en la  morfología  de  los  cristales  de  fosfatos  de 

calcio. Para ello se utilizó la técnica de contradifusión en agarosa, figura 12. Esta 

técnica  es  la  más  ampliamente  usada  para  caracterizar  el  efecto  de  las 

macromoléculas de matriz extracelular en el proceso de biomineralización109.

En  experimentos  control  de  cristalización  in  vitro,  los  fosfatos  de  calcio 

presentan formas de agujas que en cúmulos se llaman whiskers142. (Figura 15A). 

La concentración de proteína utilizada en nuestros experimentos fue de 20 g/mL. 

En la figura 15B se observa una modificación al hábito cristalino de los fosfatos de 

calcio debido a la adición 20  g/mL de proteína, en 7 días de crecimiento. La 

CEMP1 es  un factor  determinante  en el  cambio  del  crecimiento,  morfología  y 

organización  de  los  cristales  de  fosfatos  de  calcio.  El  mecanismo por  cual  se 

realiza  este  cambio  no  está  determinado.  La  morfología  de  los  cristales  de 

hidroxiapatita  que  crecieron  en  ausencia  de  hrCEMP1  tienen  una  morfología 

macroscópica de placas y una morfología microscópica de agujas concentradas en 

esferas,  mientras que, los  cristales crecidos en presencia hrCEMP1 tienen una 

morfología de drusas y agujas y esta morfología es más ordenada (figura 13). 

El análisis elemental de los cristales determinó que los cristales crecidos en 

ausencia de hrCEMP1 tienen una relación Ca/P de 1.6, el cual es igual al valor 

teórico de la HA [Ca10(PO4)6(OH)2]143. En las condiciones experimentales, utilizando 

hrCEMP1, se determinó que la relación Ca/P es 1.3 [Ca8H2(PO4)65H2O], de acuerdo 

a los valores teóricos reportados corresponde al mineral de OCP143 (Figura 14). 

Posteriormente se indexaron todos los patrones de difracción; 10 patrones de 

Figura 11: Capilares para el crecimiento de cristales de fosfatos de calcio. 

AGAROSA CaClPO
4
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difracción  experimentales  y  7  patrones  de  difracción  control.  Para  indexar  los 

patrones  de  difracción  se  midió  la  distancia  entre  el  punto  central  y  los 

difractados. Estos datos fueron utilizados en la ecuación descrita en los materiales 

y métodos. Los valores de R fueron comparados con la ficha cristalográfica de los 

fosfatos de calcio (HA, archivo ICDD: 24-0033) (OCP, archivo ICDD: 26-1056). Los 

patrones de difracción de los cristales control presentan índices de Miller (hkl: 1 0 

2; hkl: 3 0 0 y hkl: 2 1 1) y distancias interplanares (3.17 Å, 2.72 Å y 2.81 Å) 

representativas  para  HA.  Distintamente  los  cristales  crecidos  en  presencia  de 

hrCEMP1 presentan índices de Miller  (hkl:  2  2 1;  hkl:  -1 2 2 y hkl:  -4 -4 1)  y 

distancias interplanares de 3.74 Å, 2.94 Å and 2.15 Å, los cuales corresponden 

claramente al fosfato de calcio cristalino de OCP (Figura 15). 

Los patrones de difracción de los cristales control demostraron que el mineral 

cristalizado en el sistema de doble difusión es hidroxiapatita. Todos los cristales 

experimentales  pertenecen  a  fosfato  octacálcico  (OCP).  Generalmente  los 

cristales  de  OCP  que  crecen  en  sistemas  in  vitro mediante  síntesis  química 

presentan formas de placas144,145, mientras que los cristales de OCP sintetizados a 

partir de una plantilla proteica presentan formas de esferulitos y drusas146. Estos 

experimentos demuestran que CEMP1 es una proteína que promueve el cambio 

del hábito cristalino y determina la formación de cristales de fosfato octacalcico 

en morfologías específicas.

En la mayoría de los casos conocidos de biomineralización se ha observado 

que  la  nucleación  y  la  orientación  de  los  cristales  formados  es  un  proceso 

altamente controlado; por ello se ha asumido tácitamente que el proceso de la 

nucleación es el primer paso para la formación de los minerales40. La precipitación 

de fosfatos de calcio in vitro frecuentemente involucra la formación de una fase 

desordenada y soluble, tras la cual se da una transformación a una fase menos 

soluble  y  usualmente  mucho  más  ordenada  (de  acuerdo  con  la  ley  Ostwald-

Lussac,  sucede  cuando  el  núcleo  formado  inicialmente  es  completamente 

diferente de la estructura final). Sin embargo, si una plantilla para la nucleación se 
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encuentra presente, la fase madura puede ser inducida directamente147.  Por lo 

tanto, son posibles dos formas en las cuales los núcleos de los cristales pueden 

ser formados. 

Estudios  iniciales  sobre  mineralización  en  invertebrados  mostraron  que  la 

utilización  del  método  de  formación  de  precursores  minerales  en  organismos 

vivos es posible. La primera evidencia inequívoca de la presencia de una fase 

transitoria  de  precursores  minerales  en  la  biomineralización  se  presentó  por 

Lowenstam et al.148, en sus estudios de la formación de magnetita en los dientes 

de la rádula del los quitones (Cryptochiton stelleri); dichos estudios mostraron que 

la primer fase mineral formada en los dientes de los quitones es un óxido de 

hierro hidratado paracristalino, llamado ferrihidrita y finalmente este mineral tuvo 

una  transformación  hacia  magnetita  cristalina149.  Aportaciones  recientes  nos 

hacen  ver  que  este  sistema  es  más  común  de  lo  esperado.  Existen  pruebas 

solidas en vertebrados150 donde la primera fase mineral es un fosfato de calcio 

amorfo (ACP), posteriormente se forma una fase de OCP y finalmente HA151. 

La  actual  teoría  de  biomineralización  indica  que en la  formación del  tejido 

mineralizado primero se da la nucleación de fosfatos de calcio amorfo (ACP) y 

posterior a ésto, hay una transformación en fase solida a OCP que finalmente se 

transforma en HA3. Nuestras datos indican que CEMP1 participa en la nucleación y 

estabilización de una fase mineral soluble y poco ordenada de fosfato octacálcico 

con respecto a la hidroxiapatita, ésto en etapas tempranas de la formación del 

tejido del cemento.
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Figura 12: Cristales de fosfatos de calcio. Las imágenes A y B corresponden a la vista  
macroscópica  de  los  experimentos  control  y  experimental,  respectivamente.  Las  
imágenes C y D corresponden a la vista microscópica de los cristales control, es decir,  
en ausencia de hrCEMP1. Las imágenes E y F pertenecen a los cristales crecidos en  
presencia de hrCEMP1.
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Figura  13:  Espectros  de  EDS.  Panel  A  se  presenta  el  espectro  de  EDS 
correspondiente  al  control.  Panel  B:  espectro  de  EDS  de  los  cristales  en 
presencia de hrCEMP1.Los espectros son similares pero la relación Ca/P entre 
ellos no es la misma.

Figura 14: Patrones de difracción. La imagen A corresponde a los cristales crecidos 
en  ausencia  de  hrCEMP1,  mientras  la  imagen  B  corresponde  a  los  cristales  en  
presencia de hrCEMP1.
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En  conjunto  los  resultados  de  este  trabajo  muestran  que  la  CEMP1 

biológicamente  activa  juega  un  papel  importante  durante  el  proceso  de 

mineralización.  Esta  proteína  es  fundamental  para  la  síntesis  de  cristales  de 

fosfato octacálcico en forma de agujas y es responsable de la nucleación de los 

mismos. El fosfato octacálcico es una fase transitoria durante el crecimiento de 

cristales biológicos. En cristales pequeños, el fosfato octacálcico es precursor de 

la hidroxiapatita y sólo puede ser detectado en cristales grandes a causa de su 

transformación cinética lenta. Este proceso se reporto en calcificaciones normales 

(esmalte, dentina, cemento, hueso) y patológicas (calcificaciones renales).

Estos datos, abren la puerta a CEMP1 como un posible agente terapéutico y se 

apoyan en las evidencias que muestran a CEMP1 como un factor importante en el 

proceso de mineralización biológica del cemento radicular e inductor de cambios 

fenotípicos  de  células  no  osteogénicas  hacia  un  fenotipo 

osteoblástico/cementoblástico.

Otras moléculas relacionadas al proceso de mineralización tales como BMP-2, 4 

y  7 inducen la  reparación/regeneración de tejido  mineralizado152.  La  liberación 

sostenida de BMP-2 utilizando la estrategia de terapia génica induce la formación 

de hueso  in vivo153. La proteína recombinante humana amelogenina (rHAM(+)), 

también es efectiva para inducir la regeneración  in vivo de todos los tejidos de 

soporte del órgano dentario después de la creación de periodontitis experimental 

en perros, donde el reclutamiento de las células progenitoras mesenquimales es 

un  factor  clave  durante  la  regeneración  de  tejidos  periodontales154.  La 

amelogenina y otras proteínas tales como OCN, BSP y OPN tienen la habilidad 

para unirse, regular el crecimiento y nuclear cristales de hidroxiapatita así como 

para promover la mineralización57. 

Las nuevas estrategias terapéuticas tales como el uso de andamios de PLGA 

para aplicaciones de ingeniería de tejidos podrían ser aplicadas para demostrar la 

capacidad  de  una  proteína  para  lograr  la  regeneración  de  los  tejidos 

mineralizados.  Estas  estrategias  podrían  abrir  nuevas  estrategias  para  el 
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desarrollo  de  nuevos  dispositivos  terapéuticos  para  el  tratamiento  de  la 

enfermedad periodontal y otras enfermedades óseas, utilizando como principio a 

la proteína recombinante humana CEMP1.
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CONCLUSIONES

Los estudios sobre la función y la estructura de CEMP1 se han limitado por las 

dificultades en el aislamiento de la proteína a partir de cemento radicular humano 

y/o bovino, debido principalmente al bajo recambio metabólico, la cantidad de 

tejido que se deposita y su enclaustramiento en la matriz mineralizada compuesta 

principalmente de hidroxiapatita.

En este estudio se describe la producción, purificación y caracterización de la 

proteína  recombinante  humana  CEMP1.  Se  mostró  que  CEMP1  posee 

modificaciones  post-traduccionales,  N-gliosilación  y  fosforilación.  También  se 

demuestra que la proteína recombinante humana CEMP1 desempeña un papel 

importante  en  el  proceso  de  mineralización,  nucleando  cristales  de  fosfato 

octacálcico y regulando el crecimiento de éstos. Los resultados proveen las bases 

de futuros estudios para el análisis de las características de dicha proteína hacia 

nuevas  estrategias  terapéuticas,  con  el  objetivo  de  tratar  las  diferentes 

afecciones  de  los  tejidos  mineralizados  y  para  promover  la  regeneración  del 

cemento radicular y/o hueso en tejidos adultos.

1
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(emcntobla,tic,lo' lrobla.rk phcnOfypo. In th;, .rudy. we nave produced a full-Iength hum¡¡n ,,,,,ombi
nanr CEMPI prote in ;n a human gingival fibroblast ceUlin". Th" purificd prot"in (IrrCEMPi) has a M, 
SO.llOO. Charact.n.arlon of hrCEMPI indicat". thal ;1. 'l'Conda<y ,tructurt" i. maínly mmposed of Jl-,heel 
(55%} wher~ rand"m coU .nd alpha hcl;x ronrorm~tion , corre,pond 10 3S1:. and 10%, resp<'(:tívely. [t wa' 
(ouud Ihal hrCEMPl ¡, N-gIYc.:J')' latffi. pho.phorylated and po""'"'" strong affiníty ror hydmxyapatite. 
Even morr.lmpondnt , our r"",Il'i . how that hrCEMPI plays a mle dunng Ihe biomine'dlization process 
by promoting oclacalcium ph~sph.ne (OCP) cry'tal nudeañon. The", redlUre. m.oke CEMPI a ve'Y good 
randidate ror blot. chnologlcal applícation, in order to "chlev. ,ementum .ndlor bone rt"&C'n<',-¡¡t;on. 

Introd ucl io n 

Cemel1rum 15 a unique aVascu!dr minera!ized eonnectlve li5sue 
Ihat covers lhe rool .urlaee of leelh and provides the interld,e 
through which lhe rOOI .urFace 15 ane hored lo collagen Sharpey's 
fiber. oflhe periodontdlligamenL Nevertheless . Ihe complex pro
eesse. Ihal regulalt" cemenlogene,ls and normdl cementum me!ab
olism remain unelear 10 dale . Recenl eyldence indica les thal 
c"mentum formation iS cr itical for appropriate maluration of Ihe 
periodontlum 1 r l. Recl'lltly we have isolal"d and charac!erized a 
human cementum protein which we named Cementum Protein 
I {CEMI'I ), {GenBank Access ion No. NP_OOI041677~ HCNC: ID 
32553) 12J. Amibod ies agains! this prolein reeognize the cementold 
layer and adjacenl (ementoblastk cell layel, cementocyles, pro!:en
ilor c"lIs loealed nedr Ihe blood ves5fls inlhe periodonlalligament. 
<'ells IOC¡¡led in Ihe e'tdOslt"dlspaci's of hUnldn alveoldf bone, dentdl 
follide -de,ived cells and human perlodo lllal ligamenl cells 12- 41 . 
CEMPI mRNA i5 highly expressed in cemt"1110blasts, subpopulations 
and progenitor cells oflhe human periodolllalllgamen! 15J. In virrD 

experimellts s howed thal CEMPI promoles cell at!dchmenl, diITet'-
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enliation 16.7 J, and depo.ilion rate, composition, and morphology 
of hydroxyapa¡j!e cryslals Formed by human cementoblas l' (ells 
171. Sinee CEMPI is symhesized by cementoblas! cells and, a re
stricted periodontal ligament cell 5ubpopulations (cementobJasl 
precu rso rs }.It is suggested thal thls molffule Is a cemenlum-spedfic 
biological mdrker and it migh! playa role aS regulator or cell differ
enlialion. Furthel'more, cEMPI trallsft"ction inlo non-osll'Ogenk 
eells 5uch as adull human glnglval fibroblas ts ~sults in differemia
tion oflhese cells into a "mineralizing" (ell p!lenoty pe [8J. Although 
thephY5iologfcal funellon ofCEMPl is notcompletely understood , lt 
i5 out hypolhesi s that Ibis molffule plays .In impor1anl role during 
the cemelllogenesis process and .lIso dS an Inducer of the formalion 
01 mlneralizing nodules a nd catc lum deposilion during hydroxyapa
lite formal ion. ThereFore, the al m of the presen! study was 10 charae
terlze Ihe pbyslc-chemical characterlslies oflrrCEM PI expressed in a 
human gingivdJ fibroblaS!cellline and determine post -translalional 
modificallons and Iheir Innuence on CEMPl 's funelional properlies 
during the mineralization proces s. 

Ma te r ia ls an d melhods 

Expressioll Qnd pu r ijiculiQrt o/ CEMPI. The open rl'ading frame of 
CEMPI (GenBank Accession No. NP_OO1041 677). was ! ubrloned 
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imo the pENTRJSO/O V<'(tor (Jnvitl'Ogen, C.ulsbad, CA) and !he 
resul!an! pENTR/SD/O-CEMI'I cONA mnSlrUCI lig,ued Inlo a 
pcONMO(+) vector pcONMO-CEMI' I (+), Human gingival libro
blasls (HCf ) were isolated and grown as previously descrlhed rn 
The plasmid p(DNA40-CEMPI( +) was transrected inlO human gin· 
glval fibroblasts cells as described elsewhere (8). 

Recombinan l human CEMPl protein rollected rmm ronditioned 
media of HGF exprl'ssing CEMPI was purifil'd by Ni' - amnity c.hro
malography (HITra p Chelating HP column. Invitrogen. Carlsbad, 
CA). Determination of protein purity was performed by 12:1: SDS
PACE. 

W t $tern blO! IInalysis, Recombinant human CEMP I (10 ).lg ) was 
separated by 12% SOS- PACE and electroblotted onto Inmobilon-I' 
(PVOF) nitrocellulose nlembr.me (Millipore Corp .. Bedford. MA j. 
Anli -hrCEM P I and anti -6XHis (C-term) polyclonal antlbodies were 
used to specifically identify the CEMPI gene producr and Ihe fused 
histidines. Peroxidase-coojugaled gOdl anti-rdbbit IgC was used 
ud ~ecandary antibocly and delecllan was pe,'farnled H previ
ously described [2[. 

Hydro!Qlopalice uflinicy c/rromalography. To delermine if 
h~MPl has dffinity to hydroxyapati!e, an Ecooo-Pac CHT-H car
trldge ( 1 ml ) (Bio Rad. Hercules. CA) was used. The col umn was 
I'quilibrdted Wilh 10 mM sodium phosphate. pH 7.2. Firty micro
grams of purified hrCEMPI was loaded and unbound proteins 
removed with a 50lutlon colllaining lO mM sodiull1 phosphate. 
pH 7.2. Bound proteins were eluted wilh .1 solution conlaining 
0.05. 0.1.0.2.0.3.0.4 and 0.5 M sodium phosphate. pH 7.2. Frac
tions were s ubjecred 10 12% SDS- PAGE dnd WeSlem blotting. 

(¡TaHar dichroism speClrosropy. hrCEMP I pratein was dissolved 
In PBS. pH 7.4. ar 200 ¡lg/mL The concentratlon was calcul.ated 
from the absorption at 280 nm using .In extinction coefficient of 
28.125 M 1 cm 1 and deduced from the amino arid sequellce [91. 
CO spectra we~ rKorded in lhermostalted (2S ' C) quartz (ells of 
I- mm Optlcdl path length wilhin a wavelength range of 190-
260 nm using a AVIV620S spectropolarimeter. 1he molar ellipticity 
(6) e.xpressed In degrees-rm' dmol I was calculated on lhe basis of 
a mean residue or M, ">0.000. fi~e spKtra were accumulaled to im
pl'Ove the signal ro noise ratio. A baseline wilh buITer ( PBS, pH 7.4 ) 
WdS recorded separately and subtracted from each spect rum. The 
program CONT1N was used to calcula!e sKondary sttllcture coo
tent (10). 

Dynamic lig/u scaHl'ring (DIS). Light sCdttering experlments 
were performed using a Zerasizer Nano S (Mdlvern Instruments. 
Ltd .. UK ) molecular slzing iOSlrument which employs .1 4 mw. 
633 nm semiconductor laser .15 light source and NIBS technology 
(Malvern InstrumenUi. Ltd., UK ) [11 J. Ourlng expl'riments the tem 
perilture WJ.S held di 2S (0.1 ' C) via d Pe ltier unit. Ddta analysis WdS 
performed using the Zetaslzer N.Jllo S OTS ~of!ware package (Mal
vern Inslrulnents, LId .. UK ). 

Pr,' sence uf cysleine disu/Jide bonds. Hlllnan recombinanl CEMPI 
al a 2.5 mM concentralion Wd~ dissolved wilh 6 M gu~nidine-HCl 

conldining 200 mM OTT. The pratelo was redu(ed al 37 ' C o~er· 
nighl, and boiled for S mln before Ihe protein was loaded in 10 a 
gel filtralion column ( 1.5 " lO cm Sephadex C- IO. Pharmacla. Upp
sala. SW) equilibrated wlth 300 mM acetic acid. The reduction 
slate of hrt:EMPI w.ls .lssessed by quanlÍldlion of thiols uslng .lO 
assay for dilhiodipyrldlne. Brlefiy. hrCEMPI was Incubated with 
6M guanid ine- HC1. 10mM EOTA. 120mM Na, HPO •. pH 6.6. and 
OTPO (4,4'-dilhiodipyridine) added 10 a final concenll'alion of 
500 nM. Samp\es wete incubated fol' 30 min al 25 oC and the.A". 
was monitored to eSlimdte lhe number of cysl l'ine residues 
presenl 

Clyf!lsy/Illiol! analysis. Carbohydrales contained in 'IrCEMPI 
were determined using the ECl glycoprolein detectlon syslem 
(Amersham Biosciences, UK). Brieny. sdmples were sepdJ'aled by 
12% SOS- PAGE and eleclro- transferred as descrlbed above. Oxida-

tion WdS Cilrrted out in the dark with lO mM sodlum meraperio
dale dissolved in 100mM acetdle buffer , pH 5.5. Samples were 
trl.'aled wilh biotin hydrazide 10 incorporale biotin into tlle oxi
dized carbohydrale and biorin was detecled by Ihe horseradlsh 
pel'Oxidase-conjugated 5trepta~idin system using enllan(ed chemi· 
lumlnescence (ECL, Mlllipore Corp., Bedford. MAl. 

Releasr af N-/inkl'd cligosacchorides. N-Glycans were released 
from 200 I-Ig of IrrCEMPI by enzymalir cleavage uslng peptide N
glycosidase F ( Calbiochem~ Glycoprotein lJeglycosylation kit, 
Merck Biosciences LId .. NOllingham, UK )_ Tlle protein was resus
pended with 10)lL of 2S0 mM sodium phosphale buffer. pH 7.0 
aod 2.5 1lL of denaluralion 50lution (2% w jv SDS. 1 M II-mercap-
toerhanol l. The mixture was heated at lOO oC for 5 min. One unlt 
of PNCasa F was added and incubated for 24 h di 37 ' C lhe N
linked glyrosyl.llion pallern of hrCEMf'1 was reso lved by 12 \f; 
SOS-PACE. 

hrCfMPr plrosphory/alioJl. According 10 'in silico' analysis, 
IrrCEMPI po~sessl's mulliple pareMial phasphorylation si l e~. [igh
leen phosphol'ylatiol1 sites ( 10 serine, 8 lhreonine) were predicled 
by the NetPhos 2.0 program (2). Tyrosine is nO! presenl in the 
hrCEMPl amino acid sequence. To determine ir serine .Il1d threo
nine phosphorylatlon is present in hrCEMPl. IrrCEMl'1 secreted 
to lhe media and purified by NI" afflnily chromatography was 
used. Human recombinant CEMPI was subjected to 12:1: SOS- PACE 
and electrolr.Jnsfered as descrlbed above. Membr.Jnes were 
blocked as described. and incubared with primary polycJonal an li 
bodies againsl phosphothreonlne and phosphoserine (Zymed. San 
~·rancisco. CA. USA). After washing, menlbranes were incubaled 
wilh the horser.ldish peroxidasl'-conjug.Jted goal antl - rabbit IgG 
sKondary antlbody. Membranes were washed and deteclion of 
seronda!)' dntibody performed as pl'e~iously desuibed. 

hrCEMPr /'ffect on apalil/' formation. To determine if hrCEMPI 
promoles dpalite formation. a rapillary counterdiffusion system 
was used [13- 15). Brieny. 1:1: (w/v) agaro5e gel rontaining 20 I-Ig/ 
mL of hrt:EMP I was poured into the capi l laries (0.5 mm diameter 
and 30 mm long). The ends of the caplllaries were injected with 
lOO mM Ca(]2 dod 100 mM NaH. PO ... AII experiments were urried 
out al 37 ' C Mter 7 days. lhe crystdls were recovered by dissolving 
lhe gel in hot milli Q water and air-drled_ 

fnl'rgy-displ'rsivl' X-my micro·ana/ysis (roX). The composilion of 
clystdls formed by induction of IlrCEMPI into lhe capillaries was 
dnalyzed using a JI'OI S600 scanning elecll'on microscope fitted 
with a detector of energy dlspersive X·r.Jy mlcroandlysis micro
pmbe, AII analyses were performed al 20 kV for 300 s [161. Crystals 
were analyz/'d in low ~acuum aod lhe c.a\ciumlphosphate (Ca/P) 
ratio was calculated from lhe intensity of the peaks presenl in 
Ihe EDX pallem. After de[~nn¡ning Ihe compositiol1 of Ihe crySldJ5, 
they were covered with a thin gold film. 100 nm thick, 10 avold 
elKtron disturbances that couid interfere with the SEM images. 

E/eccron diffmccion pOlcem by cllmsm!ssion e/eccron microuopy. 
Crysta ls were mounll'd on carbon-roated ISO-mesh gold grids 
dnd e)l.lmined ror diITr.Ictlon !echniques. D-spacings of diffrdclion 
pallerns were calibrated against those used as gold slandard wilh 
idenlical difTraction ronditions. Tile miner<ll pba~e was analyzed by 
means of a lEOL lOO CX analylical Iransmission micro~cope 

employing 100 kV. 

Resulu .and discussion 

Iso/ation ofhumarl CEMPI by ll'C'ambinllnt ~xpressiulI 

Previously. we h~yl' expressed Itrt:EMPI il\ a prokaryotic 
expression sYSlem : however. thls syslem Is oot able 10 express 
lhe full - Iength rl'combinanl CEMPI [2[_ In this study, human 
recombinant CEMI'I WdS ~xpressed in human-derived gingivdl 
tlbroblasts as a secreled 6XHis fusion proleln and Idlter purified 

imo lh ~ pENTRjSOjO Vt'(lOr (Invilrogen, C,lrlsbad, CA) and Ihe 
rl"suhanl pENTR/SDIO-CEMI'I cONA ronstruct lig,lTl"d Inlo a 
pcONA4O{+) Vl"ctor pcONA4O-CEMP I(. ), Hum.!n gingjvdl fibra · 
bla~15 (. ICF) wl"re lsolaled and grown as previously descrihed rn 
The plasmid pcONA40-CEMPI (~} was Iransfecll"d into human gin· 
glval fibroblasls ce ll s as described elsfwhl"re [8) 

Recombinanl human CEMPI prolein rollected from condit ioned 
media of HGF expressing CEMPI was purified by Ni'- amnity chro· 
malography (HITra p Chelating HP column, Invltrogen. ( arlsbad , 
CA). Oetermination of proteln puri ry was performed by 12:1: SDS
I'ACR. 

We'lfern blof trnalysis. Recombinanl human CEMP I ( 10 J.lg l was 
separated by 12% SOS-PACE and electroblotted onlO Inmohilon-I' 
(PVOf) nilroct'lIulose membr.me (Milliport' Corp .. Bedford, MA j. 
Anli -hrCEM P I and ant i-6XHis (C-Ierm) polyclonal anrlbodles were 
used to specifically identify the CEMPl gene product and lhe fused 
histidlnes. Peroxidase-conjugaled goal dnti -rdbbit IgG was used 
and secondary antibody and derecl!on was perfornled as previ
ous ly described [2[. 

Hydro~yoparilr oJJinity rlrromotograpllY. To delermine if 
hrCEMPI has .Iffinily lO hydroKyapalilt', .In Econo-Pdc CHT-II Cdr· 
trldge ( 1 ml ) (8io Rad. Hereules. CA) WdS used. The column WdS 
equllibrdted with lO mM sodlum phosphale, pH 7.2. Fi fly micro· 
gums oF purified hrCEMPI was IOdded and unbound prOleins 
removed with d solutlon contd!ning 10 mM sodium phosphdle, 
pH 7.2. Bound prott'ins w~re e lUlt'd Wi lh d solut ion contdi ll ing 
0.05. 0.1. 0.2. 0.1. 0.'1 ~nd 0.5 M sodi um phosphdle. pH 7.2. Frdc
tions were subjected 10 12% 50S-PAGE dnd WeSlern blotting. 

Cirrolar dlchroism speClrosropy. hrCEMP l protein WdS dissolved 
In PBS. pH 7.4, at 200 (lglmL The coneenl ratlon Wd5 Cdlrul.lIed 
From lhe absorplion at 280 nm using.1II extinction coeffi cienl of 
28.125 M I cm I dnd deduced from the ami no dcid sequence [9). 
CO spectra we~ recomed in thermostalled (2S ~C) quartz a-Ils of 
l- mm Optlcdl palll length wilhln a wdvelenglh range of 190-
260 nm using .I AVIV62DS spt'clropolarimeter, The molar elliplicily 
(O) expressed in degreeHm1 dmol I was calrulaled on the basis oF 
a mean residue of M, 50,UUO, Fi~e speclra were accumuldled 10 im· 
pmve lhe signal to noise ralio. A baseline with buITer (PBS, pH 7.4 ) 
was recorded sepdrately and sublraeled from edeh speclrum. The 
program CONTIN WdS used 10 cdlrula!e sl'Condary SlrUClure coo· 
tenl )10). 

Dynamic lighl srouering (VIS). Ught SCdltt'ring expt'rimen ts 
were pt'rformed uslng a Zel;}sizer Ndno S (Ma l ~ern Instruments, 
lId .. UK) molecular sizing ln51rumenl w'hich employs a .; mw. 
633 nm semiconductor ldser .15 lighl sou]'ce and NIHS technology 
(Malvern In slrllments, LId .. UK) )11 J. Ourlng experlments lhe tem 
pl'fiIture was held dt25 (0.1 ' C)via d Pellier uni t. Odtd atldlysJ'i WdS 
performed using the Zetaslzer Nano S OTS software package (Mal· 
vt'rn Instrulllents. l!d .. UK ), 

Pn'unu of eysteine disu/Jide bonds. Humdn recombinanl CEMPI 
al a 2.5 mM concenlrdtion wa'l dis50lvt'd with 6 M gUdnidint'-HC1 
conldining 200 mM OIT. The protein was rt'd uced d137 ~C overo 
nighl, and boiled ror 5 mln before lhe protein WdS loaded In 10 a 
gt'1 filtralion column ( 1.5 '" 10 cm Sephadex G- IO. Pharmacla. Upp· 
sa ld, SW) equi libraled wlth 300 mM aeetie aeid. The reduction 
stale oF hrCEMPI was dsst'ssed by qUdntilallon oF Ihiols using an 
assdy for dilhiodipyrld lne. Brlefiy. /rrCEMPI was Incuhated with 
6M gUdnidine-HCI. 10mM ED1A. 120 mM Na, HPO •. pH 6.6. and 
OTPO (4,4'-di thiodlpyridine) ldded 10 a final coneenll"dlion of 
500 nM. Samples were ineubared fol' 30 min al 25 oC and Ibe Ano 
WdS monitored 10 eSlim.I!!' Ihe n<lmber or cyst~ine residues 
present. 

Clyfll~y/lIt¡olr analy~is. Carbohydrdtes (onlained in 'I rCE MPI 
were determined using lile ECl glycoprolein delectlon ~~rem 
(Amershdm Biosciences, UK ). Brieny, sdmpll' ~ were sepdfaled by 
12% SOS-PAGE .lnd electro-trdnsferred as descrlbed ahoye. Oxldd-

tiol1 WdS carried OUI in Ihe dark wilh 10 mM sodlum metapeL'io
dale dlssolved in 100mM aceldle buffer, pH S.S. Samples were 
treated wilh hiolln hydrazide 10 iucorpor.!te btotin ¡nto ¡he oKi
dized carhohydrate and biotrn was detecled by the horseradlsh 
peroxidasl' -conjugaled sl~pla~idin syslem using enhdll (ed chemi
lumlnesrenre (ECL, MllIlporf Corp., Bedford. MAl. 

Rell'osl' af N· /in/(I'd c /igosaceharid~s. N-Glycans w~re released 
from 200 IlS of IrrCEMPl by enzymali r cJeavage uslng peptide N
glycosldase F ( Cdlbioebem~ Glycoproteln Oeglycosy la tion kit, 
Merck Biosciences Ud .. Nottinghdm, UK ), ,he protein WdS resus
pended wilh 10llL of 2S0mM sodium phosphdle buffer. pH 7.0 
and 2.5 ),l of denaluration solution (2% w/v SDS. 1M ¡1-lIll'rcap
toethanol l. Tlle mixture was hea!ed at 100 ' C for 5 mino One unit 
of PNGd$a F WdS added and incubdled for 24 h .11 37 ' C. lhe N
linked gly rosy lal ion pdtlern of hr<:EMPl was reso lved by 12\1; 
SDS-PAGE. 

hrCfMPI plrosphol)'/otiorr . Accoming 10 'in si/ico' .Inalysis. 
/u'CI::MPI pnsst'sses mu)tipl~ pnrenrial phosphorylat infl siles. Eigh
teen phmphorylalion sites ( lO swinl', 8 Ihreonine) wt're predkted 
by the NelPhos 2.0 progrdm [21. Tyrosi ne is nOl presenl in the 
hrCEMPI amino deid sequence. 'o determine ir serine alld Ihreo
nlne phosphorylatlon is presenl in hrCEMPI, IrrCEMPl secreled 
ro lhe media and purified by N11' amniry ch romatogra phy was 
used. Humdn recombil1dll! CEMPl was 5ubjt'cted 10 12:1: SDS-PACE 
and eleClrolransrered as deserlbed above, Membranes were 
blocked as described. dnd incubdred wilh prilllary polycJonal ami
bodles against phosphothreonine and phosphoserine (Zym~d . San 
Francisco. CA, USA). Afler washing, mt'nlbranes we re im:ubaled 
Wil ll Ihe horseradish peroxidase-conjugdted goat anti - rabhit IgG 
sl'Condary ant lbody. Melllbranes were wdshed and deleetioll of 
seronda ry dntibody performed as previously described. 

hrCEMPI effect on opotlte Jorrrrotioll. To determine if hrCEMPI 
promoles dpdtile formal ion. J rapi llary counterdiffusion syslem 
was used [13-15 ). IJriefly. 12: (wlv j agarose gel rontdining 20 Ilg/ 
ml of hrCEMP l was poured into Ihe cdpi lJaries (0.5 mm diameter 
and JO mm long). The ends of the edp lllaries were lnje-cted with 
100 mM CaCl, dnd 1 DO mM NaH~PO •. AII experlmenls were carried 
out al 37 'c. Afler 7 dJys. the cryslals wer~ recovered by dissolving 
the gel in hOI milll Q water and ~ir-drled_ 

Energy..(/j5I-'ersiv~ X·rny rnicro-ono/ysis (EDX). The composi l ion of 
cl)Istdl s formed by ind uetion or ilrCEMPI Into the eapl lla ries was 
dnalyzed using a JI'OI 5600 sCdnning ~Ieclron microscope fiued 
witll ~ detector of energy d)spersive X·ray mlcroanalysis micro
probe. Al! analyses were performed al20 kV ror 300 s [16). Clys!.lls 
were analyzed in low ~acuum and Ihe rollcium/phosphalt' (Cd¡P) 
rdtlo was edlculJted from the intensi ty oF Ihe peaks present in 
lite EOX pdltern. Aftrr delermining Ihe rompositioll of the crysl.!ls, 
Ihey were eovered wilh a thin gold film , 100 nm rh Jck. 10 avold 
e ll'Clron dislurb.Illces Ihal could in lerfere wilh the SEM images. 

f/ecll'lll1 diJJmetioll potlerll by trallslI11ss;on e/eetron microseopy. 
Cryslals were mounted on carboll -rodled 150-me~h gold grids 
and eXdmined fo r diITrdctlol1 lechniques. O-spacings of di ffrd ction 
pauerns were ealibrated against those used as gu ld s ldndard wilh 
idenliea! diffraelion ronditions.'he milleral phase was .lnalyzed by 
means of d lEOl 100 ex analytieal lTansmission microscope 
l'mploying tOO kV, 

Results and d lscussioll 

I~%jjon aJ humofl CfMPI by r!'('ombinunl ~xpff'5SiulI 

Previousl",. we h~vl' exprl'sst'd ItrCEMI' 1 ir! a prokary¡¡¡ic 
express ion sySlem: however. Ihis syslem 15 nOI db le to express 
the full - Iengtb recombindnl CEMPI [2[. In this study, human 
recombinanl CEMl'l WdS eKpressed in human-deri~ed gingivdl 
IibroblJsts as a secreled 6XHis Fusion proleln dml Idlter purified 
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by amnity cbromatograpby using a Nilo column. Tbe yield of re
combinan! CEMPI per Ii!er of ~erum-free media was aboU! 1 mg. 
After SDS~PAGE and coomassie blue sla'ning. tlle prote;n pr~
sented a M, 50.000 (fig. lA. lane 2 ~ Tbe identi ty of !lIe lIuman re
combinant prole;n was determined by West~rn blor analysis using 
a specific polyclonal anlibody againsl !he 6XHis lag (fi g. 1 A, Jane 3) 
and a specific polyclonal an!ibody again5t" hrCEMPI (Fi g. IA. lane 
4 ). Bo!1I anribodles recognized d single proreln species of M, 
50.000 whicb is almos! rwice rhe theoretical molecular mass de
duced from Ibe cONA sequen,e (25.9 kOa) 121. Tbis data ShOW5 lha! 
we are able 10 produce Ibe fuJl-leng!b recombinanl human CEMPI 
in bigh yields using a buman gingival flbrablasl s-derived ceJl line. 

/¡rCEMPI secondary Sll1lC!Urt' 

Circular dicbrolsm of hrCEMPI sllowed tllal !be specrra bands 
presem ils maximurn value al 2 l S nm. ihi5 determines tllat Ihe 
secondary struclure presen! in l¡rCEMPl i5 mainly eomposed of 
Il-s lleet. CO spectr.l analysls revealed \0% a-helix. 32.4% n·.Inri
paraUel. S.S:\; ll- paraUel. 16.n : ll- tlJrn and 3S't random coil 
(fi g. l al. This resu lr was conSiStenl fven when differem concelllra
lions of Irifluorlde ethanol (20% dnd 4 0% ) were used in order 10 

determine if a change in !he sITueture could bf Induced. Recentl y. 
il has been sbow !ha! pro!eins wilh high percemage5 of random 
coil struClure are mulrlfUnctlonal and allow proleins 10 have di 
verse binding properlies surh as SiaUNG and HMGI(Y) (16.171. 
Tbis feature mighl explain why IlrCEMPI regulates crystal growlh 
and mmposition of hydroxyapalite crystals 171. CEMl'l .lIso 
induce~ Ihe expression of proleins related !O mlneralizalion and 
promotes in vi !ro oSleoblas!ic and lor cemenloblas!ic ce Jl differen
lÍalion of HGF (S1. 

Oynomic Jiglu sC<lllering and ,ysteine disuljide bunds 

Oynamic lighl scaltering analys is revealed !hal hrCEMPI 
aggregales mainly as 6.50 nm par!icle~. Such aggregale ~ are 

A 'D. 2 3 4 B 

" ~ 

" - 1 • "¡ 
5\1 - I 
JO - ~ 

! • • ! - · 

ronlribuled by une Iype of molecule wilh a M, 50.000 (Flg. l e). 
Out results ~howed !ha! hrCEMPI did no! reaCI wilh su lfhyd¡yl 
groups. iherefore, all cyslfine re~idues preselll in hrCEMPI rnighr 
be linked 10 di sulfide bridges. Disulfide brjdge~ generally playa 
role slabilizing prolein st ructure 11 8-20J. From our rt'sulls we in
fer thal di s ulfide bridges conlribule to hrCEMPI·s secondary 
nrUClure stabilizalion. 

hrCEMPI g lycosy lacioll and N-Ilnked aligasaccltaridts 

According ro in silko analy~is (NetNGlyc. neurdl nN bioinfor
malle pragram) (J2J. hrCEMP 1 possesses IWO N-glycosyla!ion siles 
,o.sn-X·SerfTbr in amillo adds 20 and 2S. After digeslion of lhe 
protein with PNGase F, our I"t'~ulls demunslr.Jle thal hncEMPI is 
a glycoprolein w!!h a M, 50,000 and s hifled from M, 50.000 
~fig. 2C) !O a M, 39.000 species (Fig. 2F and e ), which represenrs 
22% nf N-glycosyla!ion of hrCEMPI. O- lillked glycosyla!ion (Serl 
rb r) predicled 13 sile~ by in siliro analysis. After digt'st1nn wilh 
~ndo - <lI ·N-acelylga laclOsaminid.lse. <lI2 -3.6,8.9·neuram i n idase, ~ l. 
4-galac!osidase. and p-N-acetylglucosaminidase. !here were no 
changes in hrCEMPI's M, (2 H). We~lern blots perfnrmed with Ihe 
dlgestiolls descrlbed above. cross-re.lcted with anti..(EMPI po!y
clonal an!lbody (F'g. 21). 

ay cornparison w,lh Ihe !heOrelic.l1 pro!ein molecular mass 
for hrCEMPI (25.9 kOa ) deduced from rhe cONA sequence, a con
!ribu!ion of 4).5% by posHranslational modiflca!iolls is presenl 
in hrCEMP I. However. It is impotrant to consider Ibar V5 epilope 
and 6XHis !ag included inlO !he vector contribule wilh 5 kOa \O 

rhe M, of hrCEMPI. AI!hough !he precise role of atldched earbo
hydrales in hrCEMP I is unknown. glycosylalion may affeel 
'lrCEMPI·s fun ction during the mineralizalion process. elycans 
have been dssnclaled 10 !his process because thel r anionic sur
face can bind a large number of Ca'· ions and regula!e hydroxy
apa!ile cry5la l growrh (2 11. e lycans are .lIso implicaled in rhe 
regula!ion oC endochondral oss ificalion. bone remodeling and 
fraclure heallng (221. 
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Fl¡. 1. SOS _P"'GE .how.d . M, 50.000 .¡><"C.e. cep,"~n"n¡ hrt: EM~1 l .... I.n. l ). W,,"'m blo. conhnn . o ,he ¡dent,1)' 01 hn:EMI'. "'n';·6Xh¡, m.ibody ( .... I. ne l). ' n O_ 
h«:EMP \ ( .... "' ne 4 ~ Circul . c dich"",m ",,· • • I.d .h •• /¡TCEMP I j , m. ln ly .lTu"ured , . ~·,h.« .no c, ndom ,~¡I (B). Dyn.m .c liJh' ,c, "."ns ,how. ,h .. hrCEMr I 'l\lI c" , ... 
m'LnI~ ., 6.50 nm . nd rep ...... "I> . ,,0, 1. mol. cul. o, M, 50.000 (q 

by amnity cllromatograplly uslng d Ni} ' column. "file yield of r~
mmbin~n! CEMPI per 11Ier of serum-free media wa~ aboU! I mg. 
After SOS-PAG!'.. ~nd caomassle blue staming. the protein pre
sented a M, 50.000 [Fig. lA. lane 2 ~ The Identlty of Ihe human re
combinanl prolein was determined by WeSlern blot analysís ming 
a specific polyclonal anlibody ~gainsl Ihe 6XHis lag (Fig. 1 A.Jane 3) 
dnd a specillc polyclonal anlibody against IrrCEMPI (Fi g. lA. lane 
4 ). 80th antlbodles reeognized ~ single protein specles of M, 
50.000 whicll is almosl twice the Iheorelical molecular mass de
duced from the cONA sequen,e (25.9 kDa) 121. This data shows tha! 
we dre able 10 produce Ihe full-Ienglll recomblnanl human CEMPI 
in high yields using a human gingiva l Ilbroblasts-derived cenline. 

hrfEMPI spcondu ry slrucrurt' 

Circular dichroism of IrrCEMPI showed lhal Ihe speclTa bands 
present ils maximum value al 218 nm. This determines that Ihe 
secondal"y struclure present in ¡,rCEMPI is mainly composed of 
Il-sheec. eo spectrd dl1alysis revealed 10% '".I.-helix. 32.'1% p-anli
paraUel, S.8:\: ¡J-para llel , 16.7% IJ-wrn and 35% random coil 
(Fig. 1 al. This resul! was consislenl even when differem concenlra
lions of Irifluoride elhanol (20% and 40~ ) were used in order 10 

determine ir a ehange in the SITuClure could be induced. Recently. 
il has been show thal proleins wilh high percel1tages of random 
mil SlrUClure are mullifunctlonal dnd allow prolelns lO have dl 
verse binding properlies such ~s SIBUNG and HMGI(Y) 116.17J. 
This fealUre mighl explain why ItrCEMPI regu l~tes eryslal growlh 
dnd composition of hydroxYdpalite crySlals 171. CEMI'I dlso 
induces Ihe expression of proleins ~Ialed 10 rnlnerallzalion ~nd 
promoles in virra oSleobl~slic alldlor cemenloblaslic cell differell
lialion of HGF J81. 

Dynamic Jig"! SC<lIl~ring ond cys{~ine dlsulfide bonds 

Oyndmic light seattering allalysis revfaled th~l IrrCEMPI 
aggrega les mainly as 6.50 nm parlicles. Such aggregales are 
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conlribuled by [lne Iype of molecule wllh a M, 50.000 (Fig. 1(""). 
Our results showed thal IrrCEMPI did not redel with sulfhydryl 
groups. Therelore. aH cysleine residues presenl in hrCEMPI rnlglll 
be linked to dlsulllde bridges. Dísulllde brldges generally playa 
role stdbilizing prole;n structure 11 8-20J. from our rt'sults we ín
fer Ihal disulfide bridges conlribule lO IrrCEMPI·s secondary 
structure slabilization. 

IrrffMPI glymsylation ond N-lintrd ollgosoccltorldr$ 

According lO in sllko analysis (NelNGlyc, neural nel biolnfor
matle program) (12J.lrrCEMP I possesses two N-glyrosylation s;les 
,o.sn-X·Ser(rhr in alllino acids 20 and 25. Afler dlgestion of Ihe 
prOlein wilh PNGase F, our ~sulls demanstrale thal IIrt:'EMPI is 
a glycoprolein wlth a M, 50,000 and shi fled from M, 50.000 
(Fig. 2C) lO a M, 39.000 specles (Fig. 2F and G), which represenrs 
22% of N"-glycosylation of IrrCEMP1. O- link.ed glycosylation (Ser¡ 
fhr) predicted 13 site .. by in si/ico analysis. Afler digestlon wilh 
endo-Q[-N-acelylga laclOsaminidase. cr2 - J,6.8.9·neuranl i nldase, ~ l. 
4-ga laetosidase, and p-N-acetylglucosaminidase, Ihere were no 
rhanges in IrrCEMP I·s M, [2H). Weslern blots performed with Ihe 
digeslions descrlbed above. cross-reacled wlth anli-CEMPI poly
clonal anlibody (Fig. 21). 

By compdfison with Ihe theorelical prolein molecular mass 
lor hrCEMPI (25.9 kDa) deduced from Ihe cDNA sequence. a COIl 

Iribulian of 43.S% by posl-Irallslational modifications is present 
in IrrCEMP1. However, II i5 importanl lO consider Ihar V5 epitope 
and 6XHi5 t~ g ;nduded ;nlo Ihe ve-ctor cantribule wilh S k.Da \O 

Ihe M, 01 IrrCEMP1. Allhough Ihe precise role 01 alldched earbo
hydrates in hrCEMPI is unknown. glycosylation may alfeel 
~lrCEMP1's funclion during Ihe mlneralizalion prncess. Glycans 
have bl'en assoclaled 10 thls process because thei r anionic sur
fdce can bind 3 la rge number 01 Ca'· ions and regul~te hydroxy
apalile cl)'sla l growlh \2IJ. Clycans are al~o impliealed in Ihe 
regulation of endO{hondr~1 ossillcaliOI1. bone remodeling and 
rraClure heallng 1221. 
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FiK- 1. S!)~ _P""C¡¡ .how..d. M, 50.000 .¡><"C,e, ,ep",,..n!On¡ hn:;fM~1 \ ..... I.n. 1 ). W . . .. m blo' connnn.Q ,he id.n"!)' 01 "..cEI>\I'. "'n,i-6XI", . n"b<>rl~ ¡ ..... ,.ne }). ' nO _ 
"rCEMP\ 1 ..... l.on . 4~ C;r<ul . rdoch'Ol,m ,..,· • • I.d ,h" Io..cEMPI j, m . inl~ .truuurod .< ¡¡. ,h •• , .nd r. ndom coil \B ). DyndmK hJht ",. ""mll .now. ,h" IorCEM PI .l1li,., .... 
m.onl~ ., 6.50 nm . nd «p ..... nt. •• ' '''11. mot« u'. ofM, 50.000 Iq 
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Fi&. 2. Tr. n,rurin ~Iycopro .. ¡n <ontrol (8 ), Hum." ,""ombin. nl nMPI r~p,.""n", ~ly<opro'~ln (C~ O<Jlyccoyl.tlon or hrCEMP1.llum. n ,"combin.nt CEMPI SOS_PACE 
,11 .. , ".ined (D~ Incub.,ioo of hrCEMPI with . mixturoofN· linl:.d , nd O· linhd deglyco'yl . .. d en'ym ••• how • • M, \ \,000 d,ff.,.nn ,., ~ct 'o untre". d ,.mpl",,( ~ ). N· 
~Slyco,yt.te<! enzyrne ,how •• eh. ni' of h,CEMP1', by 4l.5~ (f ). O.Oeglym'yl"e<! .how. no ch.n¡e in hrCEMP l ' M, ( C~ W~"rn blo. IDOW' 'h..l' 'I"'cie , men,ioned .00.-. 
<rO>"Te.ct.d witb . n,; · IIrt:EMPI polyelon. 1 . n'ibody ( H~ W."em blo' rove. l. ,h' l hrC[MPl i> pho,phoryl ... d.t ,ht=nine (1) . nd ""in. r.,i du", 0). 

hrCfMPl phospllOrylutiol! 

Dl'lectloll of phosphorylation w as done uslng anti -phospho-ser
ine and threonine antibodies. Our data indicates !hat both antibod
ies cro~s-reac!ed with the hrCEMP l M, 50,000 species (Fig. 2K and 
L). The presence of phosphate favors Ca" binding to me protein 
]23,24] and proteins associa!ed!o the mineraliza!ion process such 
as: 851'. OI'N and DSSP Me highly phosphol)'la!ed a! the threonine 
and serine residues ]25]. This data sugges!s a role fo r hrCEMPl a! 
the eMly stages of mineraliza!ion during octaca1cium phospha!e 
formatioll (OCI'). 
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Human recombinan¡ (fMPI possesse,; sfrong affinily for 
hydroxyupatitl' 

Previous results have shown tha! CEMPl plays a role during the 
mineraliza!ion process ]7]. The data presented in fi g. 3 shows ! hat 
hrCEMPl purified from HGFjCEMP l conditioned media possesses 
aflinity for hydroxyapatite and rhe species with a M, 50.000 was 
recovered only when rhe column was washed wi!h 300 mM 50-
dium phosphare pH 7.2 (Fig. J8). Thl~ identi ty of Ihe eluted protein 
as hrCEMP l was confirmed using lhe polycJonal antibodies against 
6XH is lag dnd IlrCEMl'l (Fig. 3C dllcl O), respectively. Proteins not 

J 

Fi ... l . Hydroxy . p.'it< .ffinity 01 II,CE MP1. SOS_PACE (oom."i. ·".ined hrCEMPl (B~ CE),1 ~1 bindini 'a hydroxy. p.oti .. coJurnn (e¡. Elu'..:l fr.«lon cro,,_ ... cted wi,h . m i · 
hrCEMPl ""lyc1on.' .ntibody (D). Hydroxy.p .. i .. c')', .. 1 mo'pholo;;y .how. ,.ft_pl. qu. · like re .. u,e. of conuol c')'".I. {E). (')' ... 1. ¡o,med In pre",nce of hrCEMP .rqu,red 
• dru .. . nd n..-d le·llk. mOfjl hology (F). E1JX . n. ly"" ~ .. I promin . n' pe. h of P . nd C." fo, con'rol c')'". I. whi,h re pre",n ' hydro. y'p,,,¡,, (C~ C,)" .. I> lormed In 
p,"",nco of IIrCEM P 1 (~' ''' .pond '0 OCP (H). Ele<tron difT,.«ion ""u.m 01 hydroxY' p.o'¡t< monocry . .. 1 (1) md OCP oxpe'imen .. 1 cf}'st.ll, ro,med unde< hrCEMPl '. ,"dualon 
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Fi&. 2. Tron,rurin IIlycoprol<in ,0",,,,1 ( 8 ~ Hum~n ,,,combin."' CEMPI "'p""'o<> , . lyeop{Otem (( ~ O. ,ly,myl.non DI hrCtMP1.llum.n ,"combin.nl UMPI 5D5_ PAC~ 
,itvo< >I.ln.d (D¡' ln<ub.tion of hrt:EMPI wlth . mixI"rrofN· linx .. d . nd O·lInx.d d<¡:ly<o'yl . .. d .. nzym .. , ,how •• M, 1 \ ,000 d,tT .... n". "" ~<I '" untr." .. d .. mpl.,([ ). N· 
~!IY''''yl. ted .nz1m. ,how •• ch.n,:' of hrCEMP1', by 435~ (f ). O.D"glyoo'yl .. «l ,bow. no ch.ng .. in hrCEMPI ' M,( G ~ W .. " . m biD' IDOW' ,I\,¡, '¡>reí. , m<n, ion .. d .bov. 
m'.,· ... ct.d wilh . n,j · hrCEMP I polyelon. 1 . "';bod1 (H~ W .. >t<m biD' ,"v • • I. Ih,. hrt:[M PI i> pho,phoryl ... d . , ,h'«lnin .. (1) . nd ""in .... ,idu., Ul-

hrGiMPl phosp/lOrylatiol! 

Delectloll ofphosphorylatlon was done uslng anti -phospho-ser
ine and Illreonine anlibodies. Our data indicales !ha! hOlh anlibod
ies cross-reacted wilh Ihe IzrCEMPl M, 50,000 species (Fig. 2K and 
L). The presence of phospha!e fd~Ors Ca" binding to lhe pro!l'"ln 
123.24] and proll'"ins assodated to Ihl'" minerdlization procl'"ss such 
as: BSP. OPN and OSSI' are highly phosphorylated a! Ihe thrl'"onine 
and serine residues 125]. This ddta suggests a roll'" for hrCEMPl at 
Ihe ear)y slagl'"s of mineraliza¡ion durlng octacalcium phospha!e 
formdtion (OCI'). 
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Human recombinanl CEMP¡ pOSSf'5Sf'S Slrong üffinily far 
hydm~yapali!¡> 

Prl'"vious results have shown tha! CEMPl plays d role during the 
mineraliza!ion process 171. rhe dala presen!ed in Fig. 3 shows Ihat 
I1rCEMPI purified from HGFICEMPl conditioned media possessl'"s 
affini ty for hydroxyapatite and Ihe spe.:ies wi!h a M, 50.000 was 
recovered only whl'"n the column was washed wi!h 300 mM 50-
dium phosphate pH 7.2 (Fig. 3B). Thl~ identi ty of the eluted protein 
as hrCEMPl was confirmed using Ihe polyclonal antibodies against 
6XHis tag and IIrCEMl'l (Fig. K and OJ. respectivl'"ly. I'roteins nOI 

J 

Filo ] . Hydroxy .p.'it< .ffini'y olll,HMP1. SDS_PI\CE Coom."i. ·" . in.d IIrCEMPl (B ~ C[/.IPl bin~m¡ 'o hydroxy~p.l'''' mlumn (q fln"d f,~<'ion <T<l,,_,..cted wi,h ~",i· 
hrCEMPl ""J~don.1 .",ibody tD ~ Hydroxy.p"'" <'l'". t morpho\o~y ,how, ,.ft_puqu. · lik. r.~ru ,., 01 conuot uy".t. (E). C'l'". ts fonned in p,.",n" 01 hrCEMP .rquu" d 
• dru ... ~ nd n~l"_ hk,, morphology (f). EDX ~ n.jy"" ", • .,.1 promln . n' p". ks of P . nd r ." fo, ron'mt <'l'".I, whi,h "p","nt hydro' yOp;l'i .. (e ). C'l"'~¡' lonn.d tn 
preson« of IIrCEMP 1 <o'''''pond 'o OCP (H). [ I"""on dlff,.«ion p,;lttem of hydro'y~p",i", munoc'l'.ut (1) md OCP ,xp"rim"nut cry".,t, form.d und", IttCEMP l " induotloo 
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rebted ta the mineralization process elute at lawer concentrations 
of sodium phosphale {26], whereas praleins implicated with the 
biomíllerdlizdl;on process elule dL concentrations betweell 200 
and 100 mM sodium phosphate. Aecordlngly la this resull. hrCEMP 
expressed in a prokaryote sy51em present Ihe same aff1nily ID 
hydroxyapadle (data not shown), as !he protein expressed in 
eukaryotie cells: These results indicate that hrCEMP I possesses 
intrinsic properlles to bind to hydroxyapatite even without post
translational modifieations. 

)lrCEMPII'JIerc 0/1 aparlce formarlon 

The morphology of apatite crysta ls grown in absence of 
hrCEMP\ had ra ft-plaque-like shape and micmscopic crystals with 
a globular-spherulite-likl' ,hape (Fig. 3E~ Howe:ver. aysta ls gmwn 
in the presence of hrCEMPl showed dmsa-lIke shape and a COffi

bined drusa -lik~ and needle-lik~ morphology (fig. 3F). Human re
combinan! CEMP\ induces the formation of polymorphous crySlals 
as confirmed by X-ray diffraction. Elemental analysis performed 
wlth EDX determined the Ca¡p ratio ta \J.e \ .67 for control crystals. 
equal to Ihe theorelical Ca/P rdtio of 1.67 for hydroxyapdlile 
(Ca lO(PO.MOH},) aerording lO ICDO file: PDF#24-0033 (Fig. 3G~ 
Whereas. experimental condlllons using hrCEMP\ determined Ihal 
[he uyslJls are OCP, (C.l.H,(PO~j,;5H,O) and EOX e lemental analy
sis dt>termined a CalP r.ltio of I.B according to lCDD file: PDF/t26-
1056 (fig. 3H). Funnermore, diffra([ion pdllerns for Ihe cryst.lls 
formed under control and experimental condltions were analyzed 
dnd index assigned. Oiffraetion patterns for the conlrol cond;lions 
represent hydroxyapatite according 10 !he Mlller index (hk/: 102: 
hk/; 3 O O and IIk): 2 \ 1) wllh interplanar dislanees of3.\ 7 A 2.72 '" 
dnd 2.8 1 A. respeclively (Fig. 31). Crystdls formed in presence of 
hrCEMPI represelll OC? according 10 rhe Miller index (hkl: 221: 
hkl: - 1 22 and hkl: _ 4 -4 1) with lnterplanar distances of 
3.74 A. 2.94 A and 2.\5 A. respeclively (Flg. 3J~ 

Taken .111 t ogeth~ r. these resulls demonstraled thal biologica lly 
aCllve IIrCEMPI plays a role durlng Ihe biomineralizalion process. 
Ihat it is requirffi for Ihe synlhesis of needJe-shaped OCP crystJls 
dnd responsible for OCP crystal nuctealiol1 aClivily. OC!' is found 
to be a transient phase durlng lhe growth of biological cryslals. 
In small ,rystals. OC? is completely transformed inlO HA by hydro
Iysis and can only be deleCled in larger cryslals beeause of ils slow 
Iclnetics of transformation. OC!' has .lIso been presumed .l neees
sary precursor ofbiological .lpalltes in bOlh normal (enamel. den
tine. cell1entum, dnd bone) and palhological (~.g., phosphali, Tendl 
stones) calcificatíons. 

The inili.ll bas is ofC[MP\'s .lS a pIlssible !herapeutic agent rests 
on eviden,e showing rhat CEMP I has a role during [he biologicaJ 
mineralizaríon process a l eementum-like tissue. and Ihat induces 
in vilro phenotypk ch .J. nges from non-osteogenic cells 10 an (,\Sleo
blaslicjcementoblaslic phenolype {S]. Aecordingly. olher mole
cules related 10 ¡he mineralizalion process sueh as BMP-2, 4 and 
7 have been eSlablished to induce reparativelregenerative mineral
ized ¡Issue formal ion {27]. Suslained dellvery of BMP-2 using gene 
therapy hdS shown 10 induce bOlle formation in vivo {2S]. Recom
bin.lnl hum.ln amelogenin protein ( rHAM( -+- )J. has .lIso been shown 
10 be effective to induce io vivo regener.ltion of .111 tooth-supporl
ing ríssues .lfier erealion of an experimental periodontitis modei in 
dogs, where the recruitmenl of mesenchymal progenitor (ells is 
d key lactor during the formalion of regeneraled periodontal 
lissues {29J. Amelogenln and orher protelns sueh as OCN. BSP 
dnd OPN have Ihe ability 10 bind and 10 regulate hydroxY.lpalite 
cry51al growlh and nucleation as well as to promote mlneraliz.llion 
(30,]I ). New therapeulic slrategies such .lS the use of PLGA 
scaffolds for tlssue engineering appllc.ltions could be applied to 
demonstrate the abi1ily of a single prolein 10 bring about regener
.llion of mineralized lissues. These slrategies (ou ld pave the way 

for developll1ent of new therapeutic d~vices ror treatmenl of 
perlodontal and bone diseases based on reeombin.lnt human 
CEMP1. 

Conduslons 

Sludies on the function and struClure ofCEMPI have been ham_ 
pered by the difliclJllles in the isolation of prolein from human 
and/or Ilovine (ernenlum. due md;nly 10 ils low melabolic turno ver 
r.lte. Ihe amounl of Ilssue being deposited and, its entrapmenl in 
hydroxyapatite. In this 5ludy. we showed the produclion. purifica~ 
lion dnd eharacterlzalion of a full-Iength hrCEMP I employlng for 
its synthesis .In eukaryotic system. In addition. w~ demonSlrated 
Ihat CEMPI is post-Iranslatlona l modified. N-glyrosylaled and 
phosphorylaled. We .lIso showed that hrCEM1'1 plays a mle during 
the mineralizalion proeess by prnmoling OCP crystal growth. 
These results provide lhe basis for [uture sludies analyzing!he po
tentldl chdracteristks of this novel prolein towdrds new therdpeu
tic slrategles in order 10 !Teat indivlduals affeeled by dlsorders 
affecting miner.llized tissues and to promote regeneration of 
cemenlum and/or bone in adult Ilslues. 

Acknowledgmen ts 

The authors thank Dr. Pedro B05Cll and Dr. José Keyes. This 
sludy was supported by funds from DGAPA-UNAM (IN20090S ), 
CONACyT 48638 to HA alld 82888 10 A.M. 

References 

1' ] 0.0. Bo"h"d'. s.:ulul. M.O. Mc~o. A. N_ncl. Deve lopmont_1 'PIH,. r.nc~ oud 
di"rlbution oI bono .iolopm,.;n ond o".oponlln ;n hum.n _nd ro' "mon'u," . 
A¡,.,. R~. ~50 (199B ) 1 J _.H. 

[2] '01,,0,. Alv.,oz_ror~z. S. N.,.yon_n. M. l .. chner·Oov¡d. B. C.IlIlOno_ RodIi¡Wl. 
H_ M ..... Mol.cu t., donm¡. Hpr~",ion .00 immunolouh, .. ;on of o 
n"v.1 burnm "m.n,ur,,.,,.d.<d pro .. in ¡CP·lll. 80n. 18 (2006 ) 
40)9.,419. 

¡Jj AS N". y.non. R.e. r'lo. Blochomic.l oh ... ctor¡, ., ion of «>lIol on< 
q ntltnl.ed b'f fibrobl .. " d .. ¡ .. d fmm "mm.1 .nd dl ..... d hurn .n Im~; • •. 
J. Blol. Ch.m. 151 ( 1976) 5464_5471. 

[~ I M. Zelcha<r· D.Yid , K. Oi.hi .~. c.:onz.ll ... 1. Su , V. z..k.nchenlw , L.>. Ch.o. H. 
An .... p_ Mng • •. Relo 01 H.rtwll ·' ~p"h.I;;'1 roo' .h ... h «11< In '",,'h roo' 
devolopm.nt. Dev. Oyn. HR (lool ) 651 _661 

[5111. MI'''. l.F. jim' n . ... ¡¡.,d •. 'olA AhI .. "·r . ,,,z , A. I..",d •. l. hr· ~_n • . S 
P¡IO"'. lrnmuooloc.U .. "on of • hum.n <,<m.n,OOI .. ,,,,,,. rnnd,,,on<d 
medium·d .. lved pro ... o, 1- Den'- R ••• 81 (2002 ) 541 _546. 

16 1 ,1. ArlO'e. J. Chlm . I.Mon",y. 1.. H.nUno,vL>rUn.,. L O .... d. I.<-ón. Hum.n 
« mon'um proteln nn.n prom"' •• ,honoro~en~", .ud mlO . .. ln_non in 
Ill ... ncoym.l «11 •. 1- I'<riodont. R ••. JI ( 19%) 144 _148, 

FI MA AJv .... r~r<Z.5. PI",,,. O. Alv",·zF1<!"«>.1- R<y1O!l G .. g~. U. Atl~' .. AtUj _ 
« mon,obl. "om.·d.n""d p"'''m _n,jbody p. nl. lly IOh,b". m¡ne,.liz.,ion 
on _ «mon,obl. "k «Il lIno. t S,ruc~ OiOI. 14l {2oo1)1 ~ 11. 

{SI !. Cormon._Jod~u ... MA Al ... ",· !,<,,,,, AS. N.<'y.noo . M. z . lchol1'· Oovid. 
J. R.y .. _¡¡ .. &~. j . Molin~.G".mer"". A. Qrd._Uem.índ ... J. 5" .II~z· Fr.nco. 1. 
c.:il Ch~V.,riA , ~. Vll lm e.I· R.mi .. z. ti. A"' .... Hum.n " m.ntum pro .. in ! 
indu,,, "p .. "lon of bono ond c~m.n'"m pro .. ;", ~y hum. n ~;~giv. l 
~brobl.",_ 8;octl~m. 8iophy •. R"". Commun. 158 ( ¡OO7 ) 76l ~7M 

[91 r. MonoOl~. E' J>lnm". A. Moron". R. (~,rlllo . J. M.,·OIi •• , Upid dopendon' 
di",nlo"'"",nler (ooform.tlonol " . ",iuon, In . pohpopro .. in CI d.fi.ed 
p"p'id ... Bioch.m. 8Ioph~,_ i." (ommu,,- 365 (2 008) 8 _15. 

(lO] SW. Pro •• ncher. l. Clilckn<r. ~"im~ 'ion 01 ~l obuul pro" ," ~n",d .f)' 
>tIllctu .. flom <:1,011 .. dtchroi.m. Siochomi.try ~o \ 19B 1 ) ]J- 17. 

111 ] A. Morono. J. 1.1 •• _011 •• , M. SonAno,CArei_. C. s..hI. dor..Qhv<r. V.M 
Bouno.·Cord • . Tu"'ld " y ~, _ " ",fui oplic. 1 p ... m .... 'e pl~dtc' pro' .. n 
cl)', .. lIlnnon by drn.mlc IIght .c .... "n~. l. Mol. 5u·un. 51~ l1tHX1) 
243 _256. 

1'2 1 N. Blom. T. Sicheri" · Pon'~n. R. Cupu. S. c.: . rnm.Uoh . S. Seun.t. Pr<d""lon '" 
po" ,,,, ",l.,,on. l ~I yco.yl.non .nd pho. p hol)'l .. ion of plo .. m< from ,ho 
,m ino . cld . «[u eneo. Proteoml« 4 (lO[)4 ) 15H_ l&19 

113 1 1.. Sllverrn.n A.l Bo.k<\, Dlffu.lon .y"om. for ov. lu."on 01 
hlomm«. I, .. ""o. c . lci f. Ti"u. In'. 75 I:l0[).4 1 494 _ ~ol. 

II~ I C.E. Ty •• K.K. iY"'~y. KJ, W.,n<r.).II.~, Gordon. J. Sed. k. C.K , HU",<r. H ..... 
Goldb<r,. Nucln tion 01 hVdro"llop"''' by I>on. ,Idlopro"in. J. BMlL Chom 
218 (lool 1 79~9 _ 1955 

(l5) I.M. e.reiA· Ruj,. Co"n'en:!ifr~"pn m«hed . fO I m_"omolerul .. 
<ty.L11l11A,ion. M.'hoo. f.nzympl. 168 ¡lOOl ) I1D _1501, 

rel.1tl'd ta thl' minl'ralization prOCI'H eJutl' at lawl"r concenlrations 
of sodium phosphatl" P6], whl"rl"as prOll'ins impHcdtl"d with the 
biominl"ralization process elut ~ dl concl'ntrations bl'tween 200 
dnd 300 mM sodlum phosphate. Accordlngly to t!lls resull.llrCEMP 
I'xprl'ssl'd in d prokaryole sys tem prl'sl'nt the same aff1nity to 
hydroxyapadte (data not shawn). as tlJe protein expressed in 
eukaryotic eells. These rl'sults indicate lhal hrcEM1'1 possesses 
inlIinsic prepertles 10 blnd 10 hydfoxyapalill' even without post
translaLlonal modiftcations. 

¡¡rn·MPI eJIecc 0/1 opa/Ice [ormario" 

The morphology of ailat!t!'" crysla ls grown In abs!'"nCE- of 
hrCE Mp 1 had raft-plaque-like shape and microscopic crystals with 
a globular-spherullte- like shape (Fig. 3EJ. However. crystals grown 
in Ihe presence of hrCEMPl showed drusa-lIke shape and a com
bined drusa-like and nl'edll'· likl' morphology (fig. 3f). Human re.
combinan! CEMPl induces the formation of polymorphous crystals 
as confirml'd by X-fay diffract ioll. Elemental analysis pt'rformed 
wlth EDX determined the CaJP ratio ta \J.e 1.67 for control crystals. 
equal 10 Ihl' iheol"l'ticdl Calp rdtio of 1.67 for hydruxYdpalite 
(Ca lO(PO.M OHl,) acrording ro ICDO file: POF!l24-0013 (Flg. 3G). 
Whereas. experlm!'"lltal rondilfons using hrfEMPl determlned that 
lhe crystals are OCP, (Ca~H,(PO~ }.;5H,0) J.nd EOX I"lemental allaly
si.!; delerminl"d a CalP rario of 1.33 accordlng to ICDD file: PDF¡t26-
1056 (fig. 3H). funhermore, diffract ioll pdllerns for lhe eryslals 
formed under conlrol dnd experimental condJdollS were analyzed 
dnd index a~s¡gned. Oiffranion pallerns for the conlrol cond;lions 
represent hydroxyapatite according ID tlJe Mmer lndex (hkl: 102: 
ilkl: 1 O O dnd hkl: 2 1 1) wlth Interplanar dlsldnces of3.1 7 A.. 2.72 A 
and 2.81 A. rl'spl'Clively (Fig. 3J). Crystals rorm~d in prl'sellce of 
hrfEMPI represent OCP accordlng to rhe MllIer index (hkJ: 22 !: 
hkl: - 1 22 alld h~l: _ 4 _ 4 r ) with Interplanar dis[ances of 
3.7<1 A, 2.94 A and 2.15 A. respectively {Fig. 3JJ. 

Tdken a1l10gl'tl1er, lhl"sl" resulls dl'l11OIlSlrdll'd tha! biological!y 
aCllv!'" ilrCEMPl plays a role durlng the biomineralizalion process. 
lhat it Is requirl"d for the synthesis of needll'-shaped OCP cryslals 
and responsib le for OCP crystal nudeatiOll aClivity. OC!' is fuund 
10 be a rransienl phasl' durlng lhe growth af biological ~rystals. 
In small crystals. OCP IS complelely transformed into HA by hydro· 
Iysis alld Cdn only lJ.e delecled In larger ([ystals beca use of ilS slow 
kinelics of transformation. OCI' hJ.s .lIso been presumed a neces
sary precursor of bioJogical apallle ~ in both normal (I'namel, dl'n
tinl'. Ci'l11elltum, and oone) and palhoJogical (e.g .. phosphalic ""nal 
slllnes) ealcificJ.lions. 

Thl' initial basis ofCEMP1's as a possible therapeutlc agent reSIS 
on eviden(e showing lhal CEMPI has a role during rhe biologicaJ 
mineralizdtlon proCI'SS of ceml'ntl.un -Jike lissul", and Ihat induces 
in I'ilru phenotypk changl"s from non-ostl'u¡:enic cells \O an ostl'U ' 
blaslicjcemenloblaslic pheno!yp!' [81. Acrordingly, other mole
coles relaled 10 me mineraJizalion process such as BMP-2. 4 and 
7 havl' bl'~n eSlablishl.'d 10 induce reparativelregenerative minl'ral
ized tissue forlnation [27]. Susta lned dellvery of BMp·2 using gene 
Iherapy has shown 10 induce bonl' formalionln vivo [28[. Recolll
binant human amelogenin prolein ( rHAM( " }J. has .lIso been shown 
10 be I'ffective 10 induce in vivo regeneradon of .1.11 tooth-supporl
ing rfssues ;afier creat¡on of all experimental periodonlitis mode! in 
dogs, where the rl'Cruitmenl of mesl'nchymal progenitor (e11s is 
a key factor during the forll1alion of regenerall"d periodontal 
tissues [291. Aml'logellln and OIher protelns such as OCN. BSP 
and OPN have Ihe abilily ro blnd and lO regulate hydroxyapalite 
crysta! growth and nudealÍon as well as to promote mlneratizalion 
[30,]1). New therapeutic slrategies such as the use of PLGA 
scaITolds for tiSSUf engineering appllcations could be applied 10 
demon~rrate Ihe ability of a single proll'in to bring about regener
alion of minl"ralized tJssues. Th!'"se slIategles could pave the way 

for developmenl of new therapeutic devicl'S for trealmenl of 
periodontal alld bone diseasfs based on recombinaat human 
CEMp1. 

ConclusJoruti 

Sludies on the funcrion and Slructure ofCEMPI have been ham
pered by Ihl' dimcultles in the isolation of prote!n from human 
andlor bovine (I'menlum, due mainly to its low melaboJie tumoVf'· 
rale. thE amOLlnl of llssue being deposlted and, ilS I'ntrapment in 
hydroxyapatite. In tlLis sludy. we showl'd th~ production. purifica
tion and characterlzation of a ful!-Ienglh hrCEMPI employlng for 
its synlhl"sis .In eukaryotic syslem. In J.ddition. we tlemonslrated 
tha! CEMPl is post-translallollal modified. N-glycosylated and 
phosphorylaled. We also showed that hrCEMPI plays a role during 
the mineralizatíon procl'ss by prnmoling OCP crystal growth. 
These results provide the basis for fUlure studies analyzing tlJe po
tentia! clLaraclerislks of this Ilovel protein lDwards new ther~peu· 
tic strall'gles In order 10 lreat Indivlduals affe-cled by dlsorders 
alTecting minl"raJized tissues and 10 prorno!e regeneration of 
cemenlum and/or bone in adult tlHues. 
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A bstraCl 

\Ve recen tly prc;;ented ~vidcncc showing Ihal iI. human cemcntoblustom3-derived pro1eill.. namcd Ctmcnlum Pr01~in I iCEM P 1) may 
plny a role as a local rcgulator of cemenloblast dilTerentiation 3nd ccmentum-malrL, minl'ralization . This prolein wa, shown 10 be 
e.'prc~scd by c~menlOblas l S 3tld progenitor l'ells localized in Ihe pcriodonlaJ lig3ment. In Ihis study lI'e dcmonstra te Ihal Ir3nsf~ction 
of CEM P¡ i1l10 human gingival tibrobluSls (!-IG F ) induces mineralizalion and exprcssion of bone and ccmc1l1unHn alrix protdns. 
T he Iransfccted HGF cells h.ad highcr alkaline phmphlllase act ivity and prolirer31ion rate and Ihey c.'prcs~ed genes for alkal int phos
phalil.s~. bone sialoprotein. oSleoeakin , oSleopontin, Ihe lranseription faclOr Runx2/Cbfa 1, and cementum allllchmcnt protein (CA P ). 
T hey !lIso produced biologic:ll-lype hydroxyapalile. These findings indic31c Ihal Ihe C EMPI mi(.hl participnlc in dilTer~ntialion and min
eralizalion uf nonosteogenic cells. and Ihal il mighl h3ve a pOlenliul futlclion in cemcntnm and bone. formatiotl. 
f) 2007 Elscvicr Ine. AII righls rcservcd. 

K'>J'\I'ord,'; C'cmcnlum f'rOle;n 1 (CE M 1'1 1; Mineralizal¡on: Human ging;\' .1 lihroblasL.: Ilon"-; Cementum 

Celllentulll is a unique :lvascular mineralized connecli ve 
lissue ¡hat cover ... lhe roO{ denline and provides the inler
face through which the mot surrac,,- is anchored lO the col
lagen Sharpey's fibers 01' the periodontium. The complex 
processes that regulate normal cementum metabolism 
remain unclear to date. c.~lllelltum-forllling cells (cemento
blasts) have Ihe primary functiO Il or making and secreting 
Ihe extracellular mairix proteins required ror cemelllllm 
mineralization. Several proleins have becn implicated in 
lhe process 01' cemenlogcn.esis: these include collagens types 
I and 111. alkaline phosphatase (A LP) [1.2 ], phosphopro-

• Cor"'sponding. author. hx: +51 5556115563. 
E·"",¡¡ ",ülres..: har-l"I~@.er\-· iJor.unam.m.\ I H . ArLatc). 

0006·2<J1X1S - >ce rront m:ttler l'I ~()()7 EJ",vicr lile AIJ righls rcscrvcd . 
do;: 1 0_ 1 U 1 b,lj,bbrc .2007 .lI-Utl4 

teins like osteopo nlin (O PN) and bone sia loprotein 
(BSP ). and osteoca1cin (OCN ) [3.4]. Il has been sllggesled 
that these phosphoproteins are neceSSflry ror Ihe initiatio n 
and maturation of cry:s tal rormation [5.6]. 

ReceJllly we isolaled and characlerized a hnman 
Cementobl astoma-derived protein which we referred as 
Cemenlum PrOlein I (CEMPI ), and e r -:!3 (Gcll Bank 
Acccssion No. NM_ OOI0481JJ.: HGNC: ID 31553) [7]. 
C EMPl is highly expro~ssed at the protcin and m R NA lev
els in cementoblasts, liUbpopulation s of periodolltal liga
melll cells. as well as in progenitor cells localed in the 
paravasclllar zone 01' the periodonlal ligament ulld en dos
leal spaces 01' bone [SJ. In vi tro experiments showed lhal 
Ihe CEM P I promotes ceJl attachment and dilTerentiatioll 
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A!Jstr:lct 

\Ve re!:'l:ntly pr~scnlcd evidenee shawing lhal it humn n ecmentablnstoma-derived protein.. n~med Cemenlum Protein I (C.EM P 1) may 
playa ra le as a local regulator af ccmentoblas! dilTcrentiation and e~mentum -malrL~ mineralizalion . This protein wa~ shown 10 be 
expresscd by ccrnentobln s!s and progenitor I;e lls loealized in th.:: pcriodantaJ ligamcnt. In Ihis study we demoDstral':: thal Ir~nsfectian 
01' CEMPI i111 a human gingivul Iibrobla sls (l IG F) induces mineraliz:nian and exprcssion of bane and ecmenlum-mauix prolcins. 
Thc transfeetcd JiGF eells h,ad higher alkali nc phasphatase ac[i vily and proliremtion mle nnd Ihey exprcs~ed gcnes for alkaline phos
phatase. bone sialoprotein. ost<::oea1cin, osteapantin , Ihe lranseription factor R un.x2/Cbfa 1, and celllcnturn attllehmcnt protein I CA PI. 
Thcy !l Iso produccd biological-typc hydroxyapatitc. Thcsc ñllding~ indic:He ¡hat the CEMPl Illif.hl participHle in difTereutiatian and min
eralizalion af nonast.::ogenie cells. and Ihal it migh! h:¡ve a )1otcn!ial functi an in cemcntum and bone. farmation. 
e 2007 Elsevicr lne. AII riglm reserved . 

K,'J''''''''/''' Ccrncntum f'rol~in 1 (CEM I'I I; Min~",lizalioll; Human )';Ln l!i ""1 fibrobJas-t.; Bo ne; Cemenlum 

Cemenlum is a unique avascul a r mineralizcd connecl ive 
tiss ue Iha! covers lhe roOl denline and provides the inter
face through which the root surrace is anchored lo Ihe col
lagen Sharpey 's fibl:'rs of' lhl:' pl:' r iodo ntium. T he complex 
processes Ihat regulate normal ce lllentulll metabolism 
remain unclea r to dale. c.~men tum-form itlg cells (cemento
blasls) have Ihe primary function 01' making nnd secrcting 
Ihe extracdlular malrix proteins required for cemenlum 
mineralizatio n. Several proleins ha ve becn implicated in 
Ihe process 01" cemenlogencsis; these include collagens Iypes 
I and 111. albline phosphatase (A LP) [1.2J, phosphopro-
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leins like osteopo ntin (Q PN ) and bone sialoprolein 
(BSP ). and oSleocakin (QCN ) [3 .4]. lL ha s been suggesled 
that lhese phosphoproteins are necessary ror Ihe initiation 
and maturat ion of cry:s tal formation [5.6]. 

Reccntly \Ve iso l:Hed and char::lctcrized a human 
Cemeniob lastom:1-derivl:'d protein which \Ve refcrred as 
Cementum PrOlein I (C EMP I) , and e p-D IGenBank 
Accession No. NM_ OOJ04811J:; HGN C: ID 31553) [7]. 
CEM P I is highly cxpn~ssed::tl the protein and m R NA lev
els in cementoblasts, liltbpopu lnlions of period ontal ligu~ 
ml:'lll cells. as well as in progenitor cells located in Ihe 
paravuscula r zotle 01' the periodont:J.1 ligament und endos
teal spaces 01" bone [8 ]. In vitro experiments sho\Ved Ihal 
Ihe CEM P l promotes cell attachment and dilTerenliat io n 
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[9. 10]. Th is prolei n has a lso been implicaled in rcguJati ng 
Ihe deposi tion rateo composition. and morphology of 
hyd ro:o:.yapalile c rys tals formed by puta tive human cement 
oblllsl cclls [10]. However. Ihe physiological fUllc tion oC 
CEMPI is 11 0 1 dcar. T he finding tha! CEM Pl is ~ynl he
sized by cc menloblast cells ¡¡nd by restricted pcriotlolllill 
liga menl cell population indicated tha! C EMPI ma ), play 
.1 ro le liS a loca l regulalor of cel! different iat ioJl ami eXlra
cellular mnlri ... mincmlization. We have exa rn ined ¡h is pos
sibilil y in Ihis study and \Ve sholl' tha! overexpression o f 
C EM PI induces expression of bone and cemcntum-ma lrix 
prolcins in nonos!('ogenic cells such as human gingival 
fibroblasls. 

M ll lcrials II nd rncthods 

Ctll wl,,," Human gingi":ll fibrobhl,lS IHGH " 'ere isol~ud "nd 
grn"'n as rrc" lou~ly dest"ribOO [ 11 ~ CelLs ],eN·.,.,n Ihe 2nd ~nd ~th r~~¡C 
"'ere uit'd ror ,h ... uperimenl,. The ~Ils ... ellO l!ro .... n in medium ""Ih 10'% 
F US h:dl prollferal;on! or ,n mmernlum¡ mffii", ¡lOO¡\. FRS. 10 mM 
¡l-gl)L"t'rophus phale a nd SO "rfm l of fr"hly prepared ascorh", arld! , 

ü",',' .... ';'''' ,,} ".-ONA4U-CE M P/..()." Ilit e_~,.,,·ui(lt ,'",,'u, "",IIr/l(lJ

}.""'I",, ¡III" h",,,,,,, 8'''';''/11 jih"''''"n ,."Ih. The eodin¡ region of CEMI'I 
IGenlbnl Ac~c .. ion No. N ~1_(101048111] .... as .ubcloncd Ul10 Ihe 
pENTK/s o / o ,-eclorl l ,,~¡ITOgen. Cad.had . CAl. The resull ~nl pENTlI. / 
SO/I)·CEM I' I c O NA con.lruCl was hga led inlo a pcDNA4111 + 1 ~ec l or 
ICEM"I ·pcDNA ~O 1 ~JI ",lb a 6"H .. lag-COO H lern,inall lnvitrogcn. 
Carlsn..d, CAl. The pla.mid, pcD NA40.C EMP I, WbI Imn.fCClcd into 
HGf cdls II.in& liporc~lamine 10110 I lnvilrogen , ütrloha<J. CA J. Cunlrol 
HG f cclls were I r~nsf~clcd "ilh pcDNA4U ¡-+ ) ,'eelor_ SI"bly uprcs~ing 
ctlb Wefe ,¡e1«ll·d wilh of 60U ,.,g/m l ofG41 S ¡Sigma Ch~mLL'1l1 Co .. SI . 
L.o uis. MO) up 111 dgh t wtd,:~. 

Cdl,.r"//f",U'/II". ro d ~ l rrmine wh~lhcr I-IG f-CEI\I P l ·peO NA 40 I 1-) 

und HG I- ·pdJNA40 (+ J alt,"" have differen l proli fera1i" n r;\le~. cdJ~ wer~ 
pJllled"1 2.5 .1( JO' inlO 4S-wdJ culture plales and in.ubulro <I"erniShl in 
1000 ' I-IlS. C~UJi wcr~ hut\nl~d by 1ry psiniza llC/II (0.05";;' IrYl'5m and (1.02". 
EOTAJ amI ,·ounlro in a mot.ld .l'. HI eoult~r counl~r (Cou!1er l!le.: ltonicli. 
Il iuleah. F l). Cell numb..r ",·us 1L,,,,,.seil al O. 1'L 4~. 72. IInd 9(, h. 

Ntmltu,. b/M. ,,"'o Tl hern bl(>\ was pc.formed as des<ribed ~hewhel"\: (7 ~ 
HrieRy. RNA ,.·as u lracled u$mg an Ollg<llex D il"\:cl IlI RN A Min, KII 
(Qulugen. Valencia CA). f ive mJcrograms ofn, RN A wa, ~ i~·rractionaled 
by declrophor~;i. trlnsferrM <ln lO N- nylon membranes and UV
crossllnkc .... The btots ...... re pre-bybridizcd at bS ' C und bybridllM o' ... r· 
n,gbl wilh a futl knglh CE:M I' I cONA prob.. . OIG-labekd t500ng/ml). 
"1011 "ue washed I"';te . 5 mm eaeh in 2><. SSC 11><. SSC: 150 m M N~CI. 
15 mi\1 5Od,um eÍlrd le. p H 1.\!. 0.1 "1. SDSt ¡¡nd IWic-e 5 mm caeh m 0. 1)( 
SSC/O 1-/. SOS a l 68 . O NA-RNA bybrid. wa. delecud ",nh IInl1-010-
Al' eonjullllled amibody (1 :10.000 d,tmed ) Signa' del«\lOn "-a. per
formed ""ith C O ''Slar lHochrioger Mannheim. Germanyl I"\:ady 10 uM' 
They " 'cre then upo.ed lo .'(-r.lY fi]ms. 

1 .. ~II" h)'/)",Ji:I1II1M HG F-CEMP] -pcONA40 t + ) and IIGF
pcJ)NA40 (+1 ~tlls cultured as described abo"" wne pbl~d al ]0'" dcn~' l y 

15><. Itr) in 8·"'cll l ab·Tü dumber slides and cultured fOf 3 da)"s. Sltdc,¡ 
" 'ere Iruled wilh I' rotei n"",,, K (20 ,.,g/m l ¡ for 30 min o wuh~d in PIIS. 
¡hed in 4% paraformaldchyd~ for 1 h. a od wash~d ",itb Q. I M Irielha
f10lamin e ¡TEA). pH 8.U: witb aeNie anhydride in U. I M 1"l: A. pll S.O. 
follD"'1.'d by PIIS. The an l;seOM' a nd sen,e d;gox'gen'n (O IG )-I"beled 
("10 M l' 1 R NA prob..¡ w~re ~ynlh~ sized 3ccording 10 lh ~ lahfling. proloe\ll 
in a kIt (D IO l abehng Kit: RQchej. S~clions. were prehybr;d iud fo! 1 h 111 
68 ' C und Ib~ n i" cub;t l ~d ",i lb Dig-labded prol¡¡" over nighl UI 68 · C, 
follQwcd by a stnngcncy ",ush. H)'bridiza l ion ~igoal wni dctc'-:Icd with 
nlk:tline pho<pbalase cQ nJugaled anl; -Dig 3nd ~ilualil.ed ",ilh NIIT/IIClI' 
( Kocbe) under a liEht m,crOSCQpe 112). 

MillrfIJl,=",;()(I 1m",·. HGF-CEi\ II'I-¡x: ONA40 1+ I and lIG I'
I""O NA40 1"') ",ere pl31M al high d~l"ity t2 >< 10' 1 in 24-wcll plales and 

mUo .... ed lO a\laeh fQr I day. CelLs ",ere trca ted wllh Dil. I Eil.1 mMium 
5upplemenled wilh 10% fBS !lod min~ratiz;ng med.a. CclIs WCI"\: .:uUured 
for 3. 7. and 14 day •. At each lerm the cells wer~ fixc..! in 96"". elhanol ror 
IU mm. and inwluble ca"'ium nndules .... ere dctcclctl using 11 s,uurated 
50]ul;On or AlIzar;n retl S pH 4.11Sillmll Chemu.:al Co .• SI . Lou~. MOL 
Residun] ~Iain ",as removed ,,-ilh PBS and lhe pre5<'nce of nndule~ Wai 
documenlcd by lIghl mit·ro,¡eopy. 

Encrgy·disper .• ;' ·t X-ruy ",kr"- "'I<lly.d~·_ "J"he¡,;on,posu,on oflhe miner"l 
in Ihe ~xl rucellul ar m alri ~ fo rmed by BGF-CEMI'I-pcONA40 (+ / nnd 
II G I"-pcD NA4tJ (+) .... ;1, analYled by m~an s "f a l~iclL·Cumbr¡dgc 440 
sean ning declrun microSi.·ope fiued .... ¡Ih u renlarel tncr¡y-d l.<pcr.,iv~ X· 
ru ~ micro-analy~;s microprobe. All analy.es wcre mm~d OU I III ~(I kV for 
30th [U). 

A lk"Ii"1" phos,.lw((,u ue,;";,y. HGF-CEMPI-p.:oNA4IJ liJ and 
IIGFpcDNA41J (+ 1 tells were plalM al 21< 10· in 24_well cullul"C pltu rs 
and cu llured fO f J. 1. and 14 dap 1D Ihe <·olldil lon. descril>ed ahovc. 
AI\:aline phorpbsluse 8clivily tAL!'. wao d~1erm,ned aS de:<erihM h) 
lowry el al.. [101]. Tbe activi1y was ""prc$scd as nanomoks of I'-nllfo
phcnol per m,nute per miltigram of prol";n. Prolein co",en l was deler
mincd usiojl USA a. standard a. de~ribro cJse"here [ 1 5~ 

Rr'Nff ',mur,;,.IIon·polymuou rhum u/I.-titJ(l ( RT-I'CR ). UGF
CEM I']-pcO NA4tJ 1+) and HGt- pcON A40 1 .... ' cdb ,,"ere pb1ed in m· 
" 'cU pla lcl at S >< 10· dcnsily. and euhurcd dcscribed ~ I>o>·e. TOI~l ~lIular 
RNA w~5 ,o;oblcd using K Nea"y Mi", Kil ]Quiag .. n. \'Mencl~ CA. USA! 
as prcnousl) describcd 1 16 ~ O ne JI! of 10lal KNA wu used 10 perrorm 
ooc·ucp RT· ''CR (Inl"llm~en Carhb...d. CA. USAI atto rd ing 10 Ihe 
m¡mufaelur~r"5 prolocot dunng 35 eycl.-s in 11 Iherm~ 1 cyekr 11\11 
KCi-Carch. Walerlown, 1'-1.\ , USA). I'r~viously publtshed p"mer ..-quen~. 
and ",aclion cond it'on. were uit'd fo r amplifitallon o f Ihe rl'llo""mg 
moleculn: AU'. OCN, O I' N, COL l . "SI' . Cbf"1 [l bL GA I'OIl . CfMl'1 
(7~ and CA t' . rhe ¡l-acl in "" a, used a ~ inlernal cont rol under Ihe •• une 
condilioM. 

IYt JlN1I 1>1<11 . Human ¡i'ingi \'al fibroblasu OI G P·CEMI' J-pcO NAoIU 
t tl :lnd II G FI""ONA40 ¡+! a!on~) w~re Irfaled ai (kscribed aboye u<ld 
t·uhur.:d during 3. 7. ~nd 14 day~ an'" ~ondi1ion~d medi" ~otlcclcd ,,~ 

de,cribed cls~whcre [8J. Al term o I'h en}' lm~thy l s ulf1)ny lJluoride ~ I mM ). 
5 ~ M leupeplin And lO ~vml aprOlinin were Ildded 10 Ihe coud ilioncd 
media . TOlal prol~in cQntcn trdl ion was Murmined using OSA as A 
sl:tnd"rd as dcscribed dscwbcre ll~ ]. EQ\J~I amnumo 01' 10lul pIUle", ..-cn: 
Sl·ruralcd by SDS- I'AGE. Iransfcrred lo nilroccllLllo't mcmbr-dnes, and 
probed "'ilh rdbbil :, nl iM'rum lo hum~n recombin"n1 CEMPI ~nlib .. dy, 
mou~ unli·6><. ~los IC·lcrm 1 monoclonal anubody li KI'. ,O~l aHlI·buman 
ul k ~linc pho.pb:'lasc, mouse :IHli-bo\'me CA P 13G9), rdbbil anll·hunlan 
O t' N I lF·l23I, rdbbil anti-humün BSI' ( l F_I01JI . I)olh a ,in I",om I)r. 
larr)" IV f isbcr (N IU , lIemeslla. MO_ USAI , and moujC an lj·hun1~n 

OC N. l'er"-,id~ ,,,,-conj UJl:3Inl -goal·a n li mbbn or 10;.01 inU-n'QU IC IgG 
"elT u ... d a nd """,onda" a nlibody del"",ion " 'HS performl-d u ~lIIll 

rnh~m:c:d chcmilummescrLlI HRI' s ub.lml~ tMill;pore . B,llenca, MAl. 
The reference: prol~in (GAI'DU ) was used a. inlem nt coolml 

SwU,II"ul ,m"lyúJ O~la ,,"ere anHI)"ZnI u,m! Studcnt"$ I le~1. D~lh 
""rlT ,ho..-n as mtans ~ SE from al kasl ,bre~ independe'u e" pcrimenll 
1' ... U.OS .. ·aS con. idercd 51l1lLllli ... lty significan\. Sla"ol.eal an~lyliCl "ert 
perfomloo wilh SIgma SIal V 1.1 ",ft ..... re UundcJ Sc~nuiic Asbbum. 
VAl. 

Rcs u[IS 

Expre.\·J·ioll o/ CEM PI in hUlI/an gillgit1t11 Jihrub/u.\·1 relfs 

Cclls tran sfecled with CEM P 1 cont ¡¡i ncd ti band 01" 
¡¡ppro"jmalely 5.0 Kb sizc, :Ind this b¡¡nd was not prcsen] 
in mRNA oblaincd from HFG c('lIs transfcctcd wilh cmply 
pcDNA40 vector (Fig. lA). 111 sirll hybridizalion Il sing (In 
an tisensc prob(' correspondin g lO 1he coding seq ucnce 01" 
human CEM PI r('vealed high-1evcl cxpr('ssion in the 

" .. 
[9. 10]. This prolei n has also be!.'n implicilled in regula¡i ng 
Ihe depos.i tion ratc. composition. a nd morphology o f 
hyd roxyapalitc r ryslals forrncd by plllalive human cement 
obl¡lst cd ls [10]. 1-1 Qwever. Ih e physio logical fune liol! of 
C EMPI ¡s 11 0 1 clear. The findi ng thal C EM P l ¡s 5)'nlhe
~i7.cd by cc rnen to blast cell s and by restr icted periotlol1ll1l 
¡igament ccll poplllatio n indicated that CE MPI m,ly play 
a ro le as a local regulator of cell dilfen:ntiat ioll ami extra
cc[]ular matrix mineralization. \V e have examined Ihis pos
sibJlil y in Ihis slud y ¡¡nd \\le sholV tha! owr;:xprcssioJl of 
C EM PI induces C'.'l: prt'ssion of bone and cemcntum-malrix 
prolci ns in nonosto:'ogenic cells such as human gingival 
fi broblasts. 

Mfllerials IInd rncthods 

(<'1/ rllllllrt' Human Jl:ingi .. al fibrobtaSb IHGH " 'ere ;w lnl(d "nd 
gro ... n llS Ilre"lou~l)' desl:ribed [ ll~ CdLs ~I ... ern Ihe lnd and 3th p.~UlI!C 
"'ere uH'd fnr Ih" ullerimenls. rile cells ... en:: l!rown;n mroium "nb 10'1" 
F lIS Icell prohrctatlonl or In mlll~liLlD~ m",h" 110"1. FRS. 10mM 
lI-gl)'L .... rollho~lltmle and 50 JlrJm L of f.nbly pr"pa."" ascorb lC Q,·Id) , 

C("'"' .... "·"', uJ "..ONA4/J-CEM I'/_/hr.lli.. ,· ~",,·ninl ,·.,,·/U' u,,,¡ "UnJ
jrrrln" 1m" " .. "'"" &¡,,(irul fi"mhl"., .,,,11,. The tod in! re,ion of n : MV I 
IGcnK.ln~ Ac(~ion No. N\1_110104821l1 ""5 !ubcloncd UTtu Ihe 
pENTK/so /o ,·ttlOrl l n~lIml!en. Carl.bad. CA J. The r".u!t3nl pl::NTKI 
SO/O·CE MI' I c ONA con.lru"' ... u logalN! ;nlO a pcDNA4U 1+ 1 ~cc t or 
ICEM I'I·pcONA4H ,> JI ... "h a 6\(H .. ta&_COO~1 Ino,inal Ilnvilrogen. 
Carlsbad. CAl Thc "Ia.m,d , pcO NA4ll-CEMI' I. "" .. lrun, fttlcd illto 
HG F eells U'Ul~ Lipof,..,lamine 1UUO ( [nv"rogen, CIlrlshad, CA J, COMlrol 
HG F cells "'cle Irunsr""lnI "ilh I"'DNA4111 + ) ,ce"" Sla"J)' nprcs~¡nll 
ceU, "'cre srltt ll'd with nf 60u f'g/mL nfG~ 18lSigmB Chc MH~,,1 Co .. SI . 
LOLUS. MO¡ up 10 d~h l ... " ... h . 

erll ",olife,,,r¡,,,,. ro de termme ",h~lhcr 11 G I'-CE~I" J ·pcD NA 41) (+) 

Im<.l HOI- ·p¡:DNA~ () (+ I alone have diffcrenl prolifC1"3tion rat~~ . ~dJ5 werc 
phued at ¿.S.\< lO ' i"lo .. S·" "11 culture plutes and ln ,ubijlcd ""ct'night in 
I O':~ F US. Celhi wer~ hu"e~I ~o.! by t r)'psinirJuQn (O.OS"/. tr)'¡t!iln u"d 0.02"1. 
EOTA) anO i:oun1l'd in 8 mood Zül eouh". ~OUnlN \Coultcr l!Iei: lromcli. 
I l i~leuh. f- L¡. Ct'1I num~r wllli u>lie~ al (j. 14. 4 ~. 72. und 9b h. 

,lior/h,' ,,, blM I\'orlhern blN was ""rformed as dCKri~d d sewhere (7 ~ 
I:Indly. RNA ,,'1<5 u l r .... led U$1ng lIO Ohgl)!n Oireel mKNA Mi 'I! K II 

!Qu,ugc". Valencia CA). fíve m,cro~rams ofn, R NA "'JS ~ 1 T.e·rr.l",ionBlcd 

by eletlrQphOOBis. transrNrcd <¡nlo N- nylon m(mbrnnes Rnd UV
croHhnkl!J . The blolS w .. re prr-bybndizcd :11 611 "C ~nd h)'bri.lllcd ovcr
n'sIlt wilh ~ fulllcnrl h CEM P) cD NA prohe. OIG-labekd ISOOnl!l'm L/. 
Hloh "'trt' wuh"d I",ce. S mm e3ch in 2'1 SSC tI>< SSC: 150 mM NnCI. 
15 m M ::iQdium titr.ll .. _ p H 7.0. 0. 1"_ SDS¡ Dod ,,,.,,,,, S mm c~ch in O.he 
SSC/O l O,. SOS a l 68 • O NA-KNA hybnd. wlI! de,,,,,,,,d wl1h anll-OIO
Al' c:onjUtw1t<.l an¡ibody 11 : lt1.000 ddUledl S'lIlJlI det«hon ,,~~, per
romled .... ilh CD I'Slat (Ooehnn", .. r MDnnbeim. GnmBny l rt'ady to Ule 

Thc3' ,,·,re Ihen upoSl>d lo X-r.ly 61m$. 
{II Al'" 'll'h",Ji:mIiHr HOF-CEMPI _pcONA40 1+ 1 and HOF

pcDNA4(J (+ I tdls l'ultu",d w; descrihed abo"" w"rC' pbl~d al low dcn~,t)' 
IS x 10l , in S-"'ell l.lIb·Tü chamher ) Iides and eultu",d fOfJ days. Shdcs 
" ·tre t rtatcd with Protei na.~ K 120f'g/m L I fo r 3Omin. "'~shcd in 1'115. 
thcd in .. 'l-. parafonnaldchydo:. for l h. and w .. ~ t.ed with 0. 1 1\1 tlÍflha
ni,]am;ne {TEAI. pH 8.0: with acelie anhydridr; .. U. I M TI:.A, pH 8.0. 
foll(lwW by PUS. l'he '1n I ;s~nse "nd sen>~ digox'genin (D IOj-l"b<h.'il 
CE M 1'111. NA prob<J wNe ~y nlhesized :l~,ordin¡; 10 the lah<Hn¡; prolOCOJ 
in a 1;111 DIO Lllb~ltng Kil: II. Qc h~l . ~clion , ",ere prehybridiUd f(ll I h al 
68 ~C II IId Ih~n illcu!)a led ",ilh O il? -lll.bded prOM n~cr nighl 11.1 68 oC. 
I"ollow:d by :1 s(nngency ... a. h. Hybridu1l.tion ~I&na l was dCI~"cd .... ith 
nllmlinc pho'phMaliC conJugUled a nli -O i!!. nnd , isualized ... ilh N IIT/tIC)!' 
(1I. Il'Chl'J un o.!~r a li¡;h! mlcruscope 1 1l~ 

Mill~rul,:""'o,, IlU<lJ·J. I-I G l--CEMl'l- ¡>cDNA40 111 ano.! 110 1·
flCDNA ~O 1--1 we~ plal"" 111 h'gh d:1Uily (2)< W'¡ in 24-wdl pll¡¡cs aod 

nllo ... ed 111 IIl1ach ror 1 d~ )' . Cdls ,,·ere Irta le<! w"h D"'II~M mcdium 
5uppll.'mrnled ",ilh 1O"t. F8S and mincralizinr med,a. Cell! "'en: l-ullured 
for 3.7. und 14 day •. Al .. oth I .. rm Ih!.' rells .... crt fheo.! ,n9t.>lo elhanol for 
10 mm. ~nd ,"",luble t"J.k::ium nooule<; "'ere d~I"",«I min, 11 .yturu led 
~olul ion of Ahzann ",o.! S pH 4.1 \Sign, u ChC11\lCal Cn .• S .. LnulS.. MOl. 
Rc~iduu ! ~Iain wns removed ,,·ilh "HS and t h~ p=entt or uooule, W1l.l 

documcnlt'd by ]¡ght micro..ropy. 
E~~rg)'-dl$p<!r.'il't .\' -",.1' "'lrr!1-w,,,ly.,.¡ .... The¡;ompo"u'on oflhe mincrJ.1 

in Ihe u!rac~Uular mUlri., rormed by BG F_CbMPI _pc D NA40 I-+-¡ ~Md 
IJ O I' -""O NA40 (1-) waS anulYled by m~an( <lfa LdcII·Cambr;Jgt .. 40 
.<cannlllg deClron mkro~·()P<' fiued wi rh a r.nlafet e ncrgy-;J'.llK'r~¡vc x· 
rB~ micro-anllly.is ",itro prob ... AII "nal~~es ",ere rurr l~¡J o~ 1 ~I ~O kV f(\r 
JOO¡; [U ). 

AI/;"lin,· phospl""'lU ¡J,·IM,.!'. HGF-CEMPI-pcDNA4!J l -i) ;¡nd 
JI GFpc:DNA"1J !+ I .dls wc.e pla lcd a12 >< l O" in 2-1 -wcll cullurc phllcs 
and cullurcd ror J. 7. and 14 day! ,n Ihc condil lnn. descril>cd nhove. 
AIk1tlin~ pholJlh" tasr "c!ivily IA LI', WIlS d ... ,ermmcd liS deJCribed h) 
Lnwry el al . {1 4~ Tb. uctivilY ",a~ ... 'prrsse<t a~ nan umola of p-ni"n
phcnol I>CT mmulr per miltillram oI ,,"'Idn. Prolein OOnlenl was delcr
mioed u.in!! liSA as staodard a.. descnbed dl""here (1S ~ 

Herrr" .. lr<JnJr,,;,,'itm-fi')lp"UiU" rhallt rt/l .. Ii"" r RT-I'CR ). ¡.t G I· 
CEMPI -pcO NA4tI 1+ ) "nd HGl-pcONAJO IT I ",lb "cre pl~lC'd in ll"
..-dllll:lle. al 5 )< 10' dc nsity. and ~uhun::d described ~ho.<c. ·rot~1 rellul:1f 
R NA "'JS ,..,Jal,-d u~m~ K N" .... -y Mino Kit, Q uia,eo. Valencia CA. USA I 
~J pn:~,ousl) dcs<:rib<:d 116 ~ One I'!' of lotal KNA .... J. used !O perrorm 
one· l lep RT-I'CK (IDnlro~cn Carlsb...d. CA. USA! ~tto rding 10 Ihe 
manafaelur!.'rs prolocol dunn!! J3 ey~lcs in a !herm .. 1 t}der IMJ 
Rl:S('an:h, Walenown. 1\,IA. USA l. ¡'reviously pubhshC'd pTlmtr H'qucnNJ 
~nd ~acliun condilion$ ,,-ere u:;ed for amplificallon (lf Ihe f(lUo,,·mg 
mol....:u,": ALf'. OCN. OPN, COL l . a SI'. Cbf~1 [16L GAI'OIl . CP.M I'I 
(7~ IHld CA l' . fhe fj-3ct m ... a, u-",d as i n l~rnbl cOlllrol unde' Ihe ~,me 
~ond;l¡on~. 

II'nlo'rll hl,,1 Human ~i ng"'al fi broblasu (l 10f'·CEM I' I-pr:D NA4U 
( t l ~nd IIG Ff'C ONA40 1+1 alone) werc IrN led bS dtserihN! abow IlIld 
~lIhul'ed tlur;"g J . 7. and 14 day~ tlnd tonditioned m¡-.Jh, ~oll"",~tI :u 
de.cnb~d cI .. whcre l8~ At INm. I' henyJm~lhyl¡ ulfQnylJh,(lrid~ II mM), 
S ~M leup~plin and JO ~ g/ml ap,oli niM "'~n: I'dded lO (he tondilioned 
mt'dill . TOlul prole;n contenl rdl ion ",ti, dCI~rmined USIn!; USA ~s n 
slllnda rd iII <.Icscflhcd d,." ... hcre [ l ~~ EQu~1 anlflunl' of IOI~ I IHOIe", Were 
S~I'~rulcd bY SDS- I'AGE. lf~D ,fcrred lo nilroceUuloJc mcrnhno neJ, nnd 
prol)o:d ,,'ilh r~bbil a MI,,,,,rum lo huma" .ccmnbinam CEMP I anlihndy, 
mou~ unli· (')¡ H,s IC-Irnnl monoclonaJ anl'bod ~ I~ K I'. l1-0al UUU·hllllliln 
ulkallm, ph"'flh"la~, mouse anli -bo\',"e CA l' OG91. rubbil ;l II U·h"" ,",, 
O I' N ILF-I13I, rubbit ~n l i- humoo a s p ¡ LF·]()(iI. bolh U ,in frum 1), 

ur'1 \V Fosbcr (N I1I , Helhes<la , MO. USA¡. and olnusr allu-hu"I~1I 
OCN l'eru.~ida..,-conju!!:lln:l -g""I ·" nli rabbn or goal all ll-n\QU_C IIlG 
"·rre """,,, a nd seconda') a nlibody deleclin" ,,·a~ (lC,fOnnl'Ü u\ln, 
..nh~ncc:d ehcmllummC5Cell l HK!' ."bslrille IMiII;pore. a llkrll:a , MA l 
TII .. r"'elence pmldn (úA POH j wa~ use<! a. inlcmal 00111101 

S'u/i"i...,1 u""IJ'~iJ Dala "ere analy:znl U51ng Studenl-' I IClOL OMIP 
Wtrc- ~hown as rn~an. ':!: SE from al k .... 1 Ihrtt indepcnd(lll c.' per;",cnl i 
l' _ 0.05 "'liS ~onsidncd stall"I i"",lIy si!,:oifiC1lnl. SIJ.u.Iocal unMly¡;c. " cre 
perfom,ro wllh S,gm~ SI,,, V J.) soflware !JanJtl Scl('nufie A,hbum. 
VAl. 

Rl'sullS 

E.qm!~·.I·i(J/I oI e EM P / ill 111/11/(//1 gi/1git1111 jibrublo.\'1 (eIlJ' 

Cd[s IransfeCl cd wil h CEM P) contained ti band of 
approx.i ma[ c[y 5.0 Kb size. ¡¡nd Ihis band \Vas nOI prcsen l 
in mRNA oblained from HFG c.:- lIs transfeclcd wi[h cmpty 
pcONA40 vector ( Fig. lA). /11 sitll hybridizal ion using un 
a nli scnse probe correspondin g to Ihe coding scqucnce of 
humAn C EM PI revealed high-level expressiCln in Ihe 
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transfected HGF ( Fig. l B-a ). No ex pre5sio n was found in 
cells transfected with pcDNA40 empty vector (Fig. IB-b). 

Western analysis usi ng an anti-6X H is monoclonal anti
body (FiS. le. lane 2). and a polyclonal antibody agaíns! 
hre EMPI (F ig. le, lane 4 ) [t'vealcd the presence ofa pro
tein migrating wilh ""-' 50 kDa protein co rresponding to the 
molecular size of C EM P I. 

Cell prolij"ermlol1 

T o dete rmine if expression of CEMPI affected HGF 
proliferalion, we rneasured the r¡jte of proliferation. The 
HGF expressing CEM P I prolifermed at higher rate at all 
times tested, alld the Tate was ,.... 2·fold as much as cell s 
lransfected with the empty veclO r ( Fig. 2A ). 

CEA! P I expre.\·s loJ¡ Imll/ces lIIillera{¡:;aliol1 phf!/I01}1Jl' 

HGF transfected wi th CEM P I-pcD NA40 (+) a nd con-
1J0l HGF were cultured in mineralizing media and exa m
ined by Alizarin red S stai ning. Calcium nodules 
characteristics of " mineral izing-like" cells were detected 
in cells expressing CEM P I (Fig. 2B-a, b. and cj. T hey were 
no t detected in control H FG cells transfected with the 
empty vecto r (Fig. l B-d, i! . and O. \Ve determined the com
position and Ca/P ratio of the miner¡jlized extmcellular 
malrix deposited. HGF expressing CEM P I revealed prom
inent encrgy peaks for calcium and phosphorous sim ilar to 

A 

CE".. , 

those for biological apatite (Fig, 3AI. HGF-e EMPI cell s 
had 68 , 70. and 63 atomic percentage of CaH 

al J, 7. 
a nd 14 da ys of cult ure respectively. whereas phosphorous 
represenled 24. 21. and 32 alomic pel"cenlage, The Ca/p 
ratio va lues were of 1.7. 1.2, and 1.9 3t J, 7, and 14 days 
01' culture, respectively. and correspo nd well with the bio
logical nydroxyapatite value. Control cultures showed ncg
ligible amounts of Cal'" (0.7. 0.0. and 0.25 al 3. 7. and 14 
days, respecti vely); whereas phosphorous represcnted 
0.3 1,0.36, and 0.99 of atomic percentage a! 3, 7, and 14 
days of culture. The Ca/P ratio represe nted 0.2, 0.0. and 
0. 1 al 3, 7, and 14 days ofcu lture. 

CEM P I exprf!ssioll prnnJOles a{kaU/l1! pllOsplw/(lxe {l(,llvily 
ill {¡lIlIIal/ gingivaf ¡ibroblasl cells 

ALP activi ty o f ce lls exprcss ing CEM P I after 3, 7, and 
14 days was of 4, 5, and 4.5-fold as much as control s 
(F ig. 3B). These dill"ere nces were statistically significan! 
(P < O. DOL JI = 3). 

C}¡araCleri:;([/ioll o/Ihe plll'lIolype exprl'ssl!d by HG F ceff.\' 
t'xpres.\·ing CEMPl 

Since HGF cells transfected wi th C EM P I showed a min
eralized-like cell phenolype, we limitcd our analysis lo 
genes thal have been associated wi lh as bone and cemen
tumo One+ste p R T -PC R using primers fOf Ihe housekcep-

e , , , 
· · 

, Kb · ~ .".,. · · · -
· -

1-
Antl-tiXHS AntI~rCEMP 1 

Fig. l. NOrlh~rn htol contirmcd Ihal H G F wcre s taht}" expre"ing C E M 1'1 m R NA prolcm "ft~f lran"f~~lion and "di ""I~~lion Wilh 04\ H werc prrformed 
IAI . C EMI'1 mRNA lran5Cripts JrC onty exprcssed in HGF ( B-a). Human gingiva\ fibrobla sts lransfcclcd with cmpty I",DNA40 ,·cctor do nol exprc<s 
CIO M \' t lrdllscripls (Il -h). lla r = 100l1m Wc,lcrn btot< ror 6xH IS-COOH a nd CE M r 1. HG F lransrcctcd "ilh CE M 1'1 prolein expresscd a 50 kDa spedes 
le. talles \ and 3, respeclivcly , r"T Hnli-6>! Ht S-COOH and anli -C EMPI l. HGF lrunsfecled wil h pcDNA4tlcmpty veclor were negalivc wilh lhe Ilnt ibodie< 
l •• led le, bne. I and 3, re.",,<li,·el)·, ror anli -6x HtS-COO H and J"li -CEMI' t l. Arrow. fro m top lo bOllom indicalc 150, 148.60, 52. -12 , JO, 17, Jnd 
6 kDJ. 

transfected HGF ( Pig. lB-a). No expression was found in 
ceHs transfecled with pcDNA40 empty vector (Fig. IB-b). 

Western analysis using an anti-6XJ-lis monodollal anti
body (FiS. IC. (:lne 2). and a polydonal antibody :l g:linst 
hrCEMP I (Fig. le. lane 4) revealed the presence 01' a pro
te in migratillg wi th ..... 50 kDa protein corresponding lo lhe 
mo)ecular size of C EMP I. 

Gel/ prollj"erllliulI 

T o determine if expressio n of CEMPI affected J-l GF 
proliferalion. we measured the rate of pro liferatio n. The 
HGF expressin g CEM P I prolifenlled al higher rate al a11 
times teSled. alld Ihe rale was ....... 2-fold as much as ce11s 
transfecled with the emply vector ( Fig. 2A). 

CEA1 P I eXJlrl!.l·siun ind1lcI's mil1l!fllfi:Ultiol1 JlllI!nOlYJI" 

HGF transfected with CEM P1 .pcDNA40 (+) and con
trol I:f GF were cultured in milleralizing media and exam· 
ined by Alizarin red S staining. Calcium nodules 
characteristics of --rnineralizing-like"' cells were detected 
in cells expressing CEM P I (Fig. 2B-a. b. and c). They were 
no! detected in control H FG cells transfected wilh the 
empty vector (Fig. l B-d, <! . and O. \Ve determined the com
posilion aud Ca/P ratio of the mineralized extracellular 
matrix deposited. J-l GF expressing CEM P l revealed prom
inel1l energy peaks fOT calcium and phosphoTOUS similar to 

A 

CE"" 1 

those for biological apatite (Fig. 3AI. l'IGF-CEMPl cells 
had 68. 70. and 63 atomic percentage of Ca2+ al J , 7. 
and 14 days of cullu re respectivcly. whereas phosphorous 
represenled 24. 1 1. and 32 alomic percenlage. The Ca/r 
ratio values were 01" 1.7. 1.2. and 1.9 at 3. 7, and 14 da)'s 
of culture. respectively. and correspond well with Ihe bio
logical hydroxyapatite value. Control cul tures showed neg
ligible amounts ofCa 1+ (0.7. 0.0. and 0.15 at 3. 7. and 14 
days, respectivel y); whereas phosphorous represl."nted 
fl.31, 0.36. ~nd 0.99 of atomic percenlage al 3, 7, and 14 
days of culture. The C~/p ratio represented 0.2, 0.0. and 
!l.1 al 3. 7. and 14 days ofcu lture. 

CEM P I expres.\·inn promOles a{ka!il1e pllOsp/w/a.I"f! IIcliviry 
ill hllmal/ gil/g i llll! fibrob/asr cells 

AL P ~ctil'ity ofcells expressing CEM P I after 3, 7. and 
14 days w~s of 4, 5, and 4.5·fold a.~ much as cOlllrols 
(Fig. 3B). These di(l"erences were statistically sign ifican! 
(P < 0.001, /1 = 3). 

ClzuraClel"Í::ariol1 oJ /lIe plll!//(J/ypl' exprl!s.\wl by HGf tl'lf.l" 
t'xpresúlIg CEMPi 

Since HGF ceHs transfected wilh CEM P 1 showed a mino 
eralized-like ceH phenotype. IVe limited OUT analysis to 
genes that have been ¡¡ssocialed wi th as bone and ccmen· 
tum o One<slep R T -PCR using primers fo r Ihe housekeep. 

e , , , , 
· · 

, Kb · ~ '''Do 
· · · . 
· 

1-
Antl-6XHS AmI~rCEMP 1 

Fíll . l . Nonhnn hlol conlirrned Ihal H G F ... "re .Iahly e."<pr~"íng C EM 1'\ m R NA prole;n ~fter Iran.feellnn and cdl .dee!íon wíth G41 N wne pcrformed 
(A l. C EM 1'1 mR NA Iranscripts Jre on ly expressed in HG F [B-a). Human gí ngivul fibrobl3.lg lmnsreclcd with cmpty I>cO NA40 ~cctor do no, ~.'pre." 

CIOM rl lr.lIl'<Cripls (Il_h ). Ihr = lOO I'm. We,lcrn blOl ~ for 6"H t!:i·COOH ,,"d CEM P L HG F Iransrcclcd wílh CHM 1'1 proleín nprcsscd a 50 kDa species 
le. lanes 1 and 3. rcspeclivcly, f", anli- (,xHtS-COO H and anli -C EMI'I l. HGF lmnsfccled "~l h peDNA4tlcmpty veclor were ncgalivc wilh Ih~ nntibodie< 
l •• led (e. I"ne. I and 3. rc.pe{li,"rl~. ro. anli -6xHIS-COOH and anli -CEMrll. Arrnws rrom top lo bOLlom ind icale 250. 148.60. 52. -12 . JO. 17. and 
6 kDu. 
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FiS. 2. (A) Transfection and ,Iable cxprcssion of human CEM I'I O~ HGF cnhanccs ¡he;, proliferation rate o Human gingival fibroblasl< expressing 
CEMI'\ gene (O ) showed a linear growlh which was drawn (corrdalion cocfficient r=0.90) and ¡he regre_"-,;on cquation was computcd 

(y = ¡g52Ix) + 3854). The 95'1. confidcncc intervals are .hown (dashed lines). Human gingival fibroblasl, lran,f~tcd w;lh cmpty vector (O ) ,howcd 
¡he .ame linear growlh (correlalion cocfficient r = 0.81) and ¡he regre,,;on equation wa, computed (y = 547( x ) + 1012). T he 95% confidence ¡ntervals are 

shown (wlid lines). (Il) CEMI'I proteio expre .. ion promoles ealcium oodule formation hy human gingival fibrobla'I'. Panel of HGF IransfeCled with 
C EMP 1, cultured for 3. 7, and 14 day. and slaincd wilh Alizarin red S lo delcc.1 insoluble caleium oodules ( Il -a. b, and e) Control HGF transfeelcd with 

emply pcDNA40 vector slained as dcscribcd (B-d, e, aod f for 3. 7. a~d 14 days of culture respcetively). lla r = 100 11m 

ing gene GA PDH along with primers for the gene being 
analyzed were used. Fig. 4A shows that, as expected, the 
only mRNA expressed by I-lGF cclls is collagen type 1, 
with the exception of a slight band of alkaline phosphatase 
after 14 days in culture. All "mineralized-tissue" markers 
tested werc expressed in C EMPI transfected HGF at a1l 
stages testcd. CA P m R NA was strongly exprcssed after 3 
days in cu lture. T he bone specific transcription factor alld 
mineralizing marker Cbfal was also expressed in these cells 

and the level of expression was similar at 3, 7, and 14 days 
of culture. 

WeSfern hlOf 

\Ve performcd \Vcstern blots to determine if express ion 
of m R NA s is associatcd with protcin production. Fig. 48 
shows that with the rcsults obtaincd using RT-PC R analy
sis, the CE MPI-t ransfected cells express A LP. 8 $P, CA P. 
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Fig. 2. ( Al Transfection Hnd 'table cxpre .. ion of human CE MI'I o~ HG F cnhanee. Iheir prolifcralion rale. Human gingival fibroblast . nprcssing 
CEMI'I gene ID f . howed 8 linear growth which was drawn (co rrclHtion coeffieient r= 0.90) and the regre .. ,ion cquation wa. computed 
Iy = 18521x ) + 3SS41. The 95'1. confidence inlerval. are .hown (dashed line.). Human gingi,-al fibroblast, lran,feeted wilh cmply "cetor 10) ,howed 
the .ame linear growlh (corrdation coeftieient' = 0.8 1) Hnd the regrc"ion equalion was computed (y = S47(xJ + 2012). The 95'1. eonfiden"" intervals are 
,hown (solid line.). (Il ) CEM 1'1 protein exprcssion promote. ealcium nodule formHlion by human gi ngival fibroblasts. J'anel of HG F tran.fecled with 

CEM l' l . cultured for 3. 7. and 14 day. and slaincd w¡lh Alizarin red S to detect insoluble eakiu01 nodules ( IJ -a. b. and ej. Conlrol HGF transfeck-d with 
cmpty pcDNA40 vector slained a. de,erihed ( Il -d. c. and f for 3. 7. alld 14 day' of culture rcspeclivelyL llar = 100 1-'01. 

ing gene GA PDH along wilh primers for the gene being 
analyzed were used. Fig. 4A shows that, as expecled. Ihe 
only mRNA expresscd by I-IGF cclls is collagell type 1. 
wilh Ihe exception of a slighl band of alkaline phosphalase 
after 14 days in culture. All ' "mineralized-tissue" markers 
tested were expressed in CEM PI transfected HGF al all 
slages tested. CA P m R NA was s trongly expressed after 3 
days in culture. T he bone specific lranscription faclor and 
mineralizing marker Cbfal was also expressed in these cells 

and Ihe level of expression was similar at 3. 7, and 14 days 
of culture. 

We.wern hlOf 

We performed Western blots to determine if express ion 
of m R NA s is associated with protein productio n. Fig . 48 
shows thal with Ihe results obtained using RT-PC R analy
sis, the CE MPI-Iransfected cells express A LP, BSP. CA P, 
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Fig. 3. Rep r .. entali,-e energy-dispersive X-ray microanalysis speclrum of minerali",d areas of control HGF cultured for 3, 7, and 14 days (A, upper 

panel) Iransfected with [>CONA emply WCIOL l'rominent energy peah for cakium and phosphorous similar to Ihose for biological hydroxyapatite were 
determined in mineralized selected areas of H GF transfected with CEMI'I al 3. 7, and 14 days of culture (A, lower panel). ( 11 ) A L!' specific aClivity 
determined by biochemical method in HGF Iransfected and stably expressing CEM PI had AL!' aClivity by, 4, 4 .5. and 5-fold higher (_¡ compared lo 
HGF transfecled wilh pcONA emply veclor (c:::J) al 3, 7, and 14 days of culture, Tespecti,-ely (n = 3). "1' < OJ)()I. 

CEM P I, OCN, and O PN at aH days tested. T hese proteins 
were not detectable in the control HGF. OCN levels were 
al maximllm value at the end of 14 days. CA P, a prolein 
shown lo be expressed in cemenlum, and CE M P I were also 
present at all culture times, reaching highest levels after 14 
days. 

Discussion 

Our data show Ihat HGF overexpressing CEM P I 
express ALP, OCN, BSP, and CA P. Because these proteins 
are nol present in untransfected cells in significant levels, 
ou r results indica te that transfection of CEM P I induces 
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Fig. 3. R~pr .. ~ntHli\·e energ)'-dispersivc X-ra)' microanaly,is speClrum of mineraliRd areas of control HGF eultured for 3. 7. and 14 days (A. upper 

pHne1) transfoeted wilh peDNA emply wetor. l' rominent cncrgy peah fm eakium Hnd phosphorous similar lo Ihose for biological hydrox)'apa tite were 
delermincd in mincralized selecled area, of HGF Iran,fecled wilh CEMI' I a l 3. 7. and 14 da)"' ofculture (A. lower panel). ( 11 ) A L!' specific aeti,·il)' 

delermined by biocltemical mClhod in HG F transfecled and 'Iably expressing CEM PI had A L! ' aeti,·it)' by. 4. 4.5. and 5· fold Itigher (_ ¡ compared lo 
HGF Iran,f~cled willt pcDNA cmpl)' veclor (c::::::l) al 3. 7. and 14 da)'" of culture. ,especli,·ely (11 = 3) .• P < 0.001. 

C EM P I. OC N, and O PN al all days lesled. These prolein s 
were nOI delecta ble in Ihe conlrol HGF. O C N levels were 
a l maximutll value al Ihe end o f 14 da ys. CA P, a pro lein 
shown lO be ex pressed in cemenlum . and C EM P I weTe a lso 
present a t all cullure limes, reaching highesl levels after 14 
days. 

Discussion 

Our dala show Ihal HGF overexpressiug C EM P I 
ex press A LP. O C N, BS P. aud CA P. Beca use Ihese prolein s 
are nOI preselll in unlransfecled cells in significant levels. 
o ur resulls illd icate Ihal t ransfecl ion of CEM P I induces 
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Frg. 4 R~prcscn1ativc image of RT-I'CR a n aly.i~ of extmcdlular m~lri~ 
m R NA ~_\prc<,ion in b01h H GF-C IOMl'l_ pcD NA40 , + 1 anJ HG F. 

pcDNA41) 1+ 1 aJone. A LP, USI'. CA l' , typc 1 CO L, CEMPI , oeN. and 
O I' N, moleculc. characle , i.lic of oSlco!talSlic anJ ccmenlobl~.lic plteno_ 

Iyp" , A)_ 'U) GenctkaUy moJified human gingi"a] fibrobla.\s s~c,cle 
cementum and bonc_associa1ed tttolecuks_ Wcslcm blo1 analy,c. of A Ll' , 
IISI', CA P, CEMpl. OCN , und OI'N exprcssion . Molecules were dctcclcd 
in Ihe ~onditioncJ medium . Analyscs were pcrfomlCd ~I J, 7. and 14 du ys 
of cuhure 

expression 01' these protein s. T hese resuhs are consislent 
with Ihe possibility that the C EMPl panicipates in the 
mineraliz:l.Iion process 01' human pUlative cemento bla sts 
in vi n o [10]. They also I!xplain the wide dis tribu lion of 
CEM P_I thro ughout ceme nlum and its ex pression by puta
tive cementoblastic populations in vivo and in vino [7.8]. 

\Ve examined a wide variety of genes ill\'olved in miner
alizatíon. T ransfection 01' CEM P I resulted in induction of 
ALP aetivi ly. T his early-slage differentiation marker. 
increased signifieantly. indicaling thal CEM Pl cx pression 
may stimulate dilTcrenliat ion to a ··mine.ralizing-like" cell 
phenol ype and its increas!! is also associaled lo the contin
uou s growt h of eementurn [17]. The possibility that lIddi
t ion 01' organophosphates such li S ¡3-glycerophosphate to 
Ihe cultu res alone is responsible for the mineralizatio n is 

excluded bec.1.11se CEM P I transfected HGF produced bio
logical-type hydroxya patite, as revealed by the prominent 
energy peaks for Cal+- and P and Ca/ P rat ios similar to 
those ror biological apatite [18]. Furthcrm ore, HGF trans
fccted with vector alOllc did not prod uce the hydroxyapa
tite crystals. 

Proteins s uch as OCN, BSP, and O PN which ha ve atlin
ily for the mineral phase that control the nucleation; crystal 
growth and mineral maturation of the apat ite erystals were 
1I1so ex pressed. Maximum Icve ls 01' BSP exr.ression occur 
durin g initial stllges of mincralizalion lInd diminish al the 
onset 01' mineralization [1 9]. Ostcocalci ll reached highest 
express ion leve! at the in it ial stages 01' the mineralization 
process; however, prot,~ in levels inereased in a time-depen
dcnl manner and reached maximum level at the onset 01' 
mineralization. indicating that it probllbly acts as a pro
moler and liS inhibitor/moderator of mineralization [20]. 
In contrast. OPN mRNA maintaincd 101'.' expression levels 
durin g the initial culture period and decreased at thc min
eralizatiOll stage. However, OPN protein level m:lllífes ted 
time dependent increase. Expression of type I collagen 
mRNA was higher in con trol t-I GF at Ihe early stage 01' 
cu lture and then becalTl e similar to the CEM P I transfeeted 
HGF cells at I:J.ter days in culture. Thcse resuhs support the 
concept that in ma trix_- medialed mee_hanisms ror mineral 
I'orma tion, type I colla gen defines the framework for min
eral deposition. and by itselr is not sufficient 10 suppo rt 
nucleation 01' hydroxyapatite [21 ]. From these results we 
int"cr that CEM P l ex pression in HGF eells provides a 
microenviron men t that favors calcium crysta llizalion 
mainly by lhe partieipation of acid ic proteins such as 
O PN. BSP, and oeN _ 

CE M P 1 also induces Cbflll expression. T he Cbfa I is 1I 
transcription faelor necessa ry for mineral ization oC bone 
and cartil age [22J. It was ex pressed at lhe mRNA leve l at 
all time points tcs ted in CEM P I tmn sfected HGF 
alth o ugh. 2-fold higher Icvels 01' expression were observed 
at middle stages o f mineralization _ Although C bfal has 
been thought 01' as an o:osteoblast-specific fa cto r. its expres
sion has been detected in odo ntoblast s, pcriodontal liga
ment cells and cernentobla sts [13 ]. Th is rnolecule plays an 
important ro le in early speeifieation of the milleralizing cell 
phenotype a nd our res ults indica te thal C EMPI regula tes 
expressio n of Cbfa l. The finding that CA P was expressed 
at the mRNA and prol:cin levels through the cu lture term s 
indicates that C EM P I may regulate CAP expression dur
ing the mineralization. suggesting that it ma y be a posit iw 
regulator 01' the miner;a lization process. T hi s is consistent 
wi th th e recent findings showi ng that human-d erived 
ccmentoblasts express C EM P I [24}. Expression of C EM PI 
also increases pro liferatio n_ Increascd proliferation upon 
express ion 01' a gene \lot normally expresscd in cells 
lIppears to be a co mmon pheno meno n. because lhe expres
sion of osterix in NIH 3T 3 fibroblast s and bone marrow 
stromal cells results iti an increased rate oC pro lifera tio n 
[25). 
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Iypc lA ). l al GeneLicaUy modifi~"<l human gingival fibmbl.lSls ,~crcle 

ccmenlum "no.! bonc_associaled Illoleculcs. Wes Lem blo! a ,,:!ly.es uf A L I' . 
BSP, CAP, CEMf'I . oeN . und OI' N exprcssinn . Molccule. Viere dCleclcd 
in lhe condiliollcd medium . Anlll y"", Viere I"',fo mlcd al 3. 7, ~nd 14 J"ys 
uf cullure 

expression 01' these proteins. T hese results are consistent 
wilh the possibilily thal lile CEM P I participates in the 
mineraliZ:l1ion process of human pUlative cementoblasts 
in vi!ro [10]. They also \~xplain Ihe wide dis tribu tion of 
CEM P-I Ihroughout cementum and ils expressioll by puta
tive cemenloblastic populatiolls in vivo and in vi!ro [7.8 ]. 

\Ve examined a wide variety of genes involved in miner
alization. T ransfection 01' CEMPJ resulted in induction of 
A LP aClÍvity. T lti ... early-stage dilferentiation marker. 
increased significantly. indicaling that CE MP I expressioll 
may stimu[ale dilTerentiation to a ··mineralizing-[ikc" cell 
phcnotype and ils increas!! is also associaled lo Ihe contin
uous growth of cementlllll [17]. T he possibility Ihal addi
lion 01' organophosphates such as [J-glycerophosphate lo 
Ihe cultures alone is respomible for Ihe mineralizalion is 

exe.luded beca use CEM P I transfecled HGF produced bio
logica l-type hydroxyapa lile, as revealed by Ihe prominent 
energy peaks for Cal + and P and Ca/ P ralios similar lo 
Ihose [Uf biQlogica l apa li te [181. Fu rthcrmore, HG F trans
fccted wilh veelOf alone did not produce the hydroxyapa
tite cryslals. 

PrOleins such as OCN, BSP. and o.PN which have affin
ily ror Ihe mineral phase thal conlrol Ihe nucleation; erystal 
growth and mineral mmunllion ofthc apatile cryslals were 
also expressed. Maximum [cve!s 01' BSP eX[lre~sion occur 
during ittitial stages of milleralization alld diminis]¡ al the 
Ollsel of mineralization [19]. Osteoca [cin reached highest 
exprcs~ ion level al the initla[ stages of the mineralizarion 
process; however, protein levels increased in a time-depen
dent manner and reach ed maximum [eve[ at Ihe onset of 
mineralization. ind icati ng that it probably aets as a pro
moter and as inhibilOc/moderalor or mineralization [20]. 
In contrasl , O PN rn R NA maintailled [ow expression Jevels 
during Ihe initia l cu lture perlod and decreased at the min
eraliza tion stage. Howcver, Q PN protein level m:mifested 
time dependent increase. Expression of iypc I collagen 
mR NA was higher in control t-I GF al the early stage 01' 
cU[lure and Ihcn became sim ilar to the CEM P I transfeeted 
HG F ceHs al i:J.ter days in culture. T hesc results support the 
coneepi th al in mlltrix.-media tcd mee.hanisms ror mineral 
fo rmation. type l col1agen defines the framework foc min
era l deposition. and by itscll" is not sufticient 10 support 
lluclcation of hydroxyapatite [2 1]. From these results we 
in[er thal CE MP I expression in HG F cel1s provides a 
microenvironmenl lhat favors calcium crystallizat ion 
main[y by Ihe participation 01' acidic proleins sueh as 
O PN. BSP. and OCN. 

CE M P I a lso induces Cbfa J expression. T he Cbfa I is a 
lranseription factor necessary for mineralization of bone 
and cartilage [22]. JI was cx pressed at the rn R NA level at 
all lime points tcste,d in CE MP J transfccted HGF 
although. 2-fo [d higher levels 01' expression were observcd 
al rniddle stages of m.ineralization . Although Cbfa I has 
been thought of as an osteob[asl-specific factor, its expres-
5ion has bcen dctected in odontob[asts. pcriodontal [iga
ment cells and eementoblasts [23 ]. T hís molceu lc plays an 
importanl role in early specification of the milleralizing cell 
phenolypc and our results indicate Ihal C E M P I regula tes 
exprcssion 01' Cbfa 1. T he fillding tha! CA P was expresscd 
al the mR NA and protein levels through Ihe culture Icrms 
indica tes Ihat CE M P I may regu[ate CA P expression dur
ing the mineralization. suggesting thal il may be a posilive 
regulalOr 01' lhe mineralization proces); . T his is consistenl 
wi lh Ihe recent findings showing that human-dcrived 
cClllenloblasts express C E M P J [24]. Expression of CEM P I 
¡¡Iso increases pro[iferation. lncreased pro [ifcration upon 
express ion of a gene nm norrnally expressed in cells 
appear); to be a commDn phenomenon. because the expres
sion of oSlerix in NIH 3TJ fibrob lasts and bone marrow 
stromal ee][ s results ill an increased cale of prolifecation 
[25). 
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Our report demonstra tes for the fi rst time that C E MP l 
can promote osteoblastic and/or cementoblastic cell dilfer· 
en tiation of HG F in vitro. T his work is fun damenta lly dif· 
ferent from other;; which have used BMP-2. BM P-7 , and 
R unx2 genetically engineered nonosteogenic cells such as 
skin and h uman gingival fibroblasts to promote its 
in vivo conversion 10 a mineralizing ostcoblastic phenotype 
and in itiate oSleogenesis in vivo [26]. Nevenheless. our 
results show Ihm CEM P I e-xpression in lo I-IGF has the 
polenlÍal lo overcome- cdl source and indica les that 
CE M PI may be necessary I"or induetion of matrix mineral
iZ:l.Iion and conve-rsio n 01" nonos/eogenic cells lo a mineral
izing phenotype in vit ro . 

Finally, our report is the fi rSI one demonstrating th at 
CE M P I c¡¡ n promote proliferation and dilferenlimion of 
adult HG F lo a " mineralizing-like" cell phenotype and 
\Ve have provided cvidence thal C EM P I ex pression has 
the abil ity to induce formation of minem lized nodules 
and calcium depositioll in nonosleogenic cells. These 
results sugge;;t that CEM P l might ha ve a potentia l fune
lion in cementum and bOlle formatioll. 
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