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RESUMEN

El cemento radicular es un tejido conectivo mineralizado con caracteristicas
anicas; no presenta irrigacién sanguinea, no tiene drenaje linfatico, carece de
inervacion y posee un bajo recambio metabdlico. Este tejido cubre la superficie
radicular de los 6rganos dentarios y media la insercion de las fibras de coldgenas
(fibras de Sharpey), uniendo al diente con el hueso alveolar. EI conocimiento
sobre el complejo proceso que regula el metabolismo normal del cemento
radicular sigue siendo limitado a la fecha. El cemento radicular se encuentra
constituido por una fase mineral de hidroxiapatita, aproximadamente 50%, y de
una fase organica de proteinas colagenas y no colagenas, aproximadamente 50%.
Las proteinas no colagenas se han relacionado con el proceso de la
cementogénesis tales como la osteopontina (OPN), la sialoproteina 6sea (BSP) y la
osteocalcina (OCN). Se ha sugerido que estas fosfoglucoproteinas son necesarias
para la iniciacidon y la maduracién de la formacién de cristales. Sin embargo, estas
moléculas no son cemento especificas. El cemento radicular contiene proteinas
que parecen ser especificas del tejido, y estas incluyen a la proteina de adhesion
de cemento (CUP) y la proteina CEMP1. La proteina CEMP1 inmunopurificada a
partir de cementoblastos promueve la adhesion de células del ligamento
periodontal, células osteoblasticas del hueso alveolar y fibroblastos gingivales de
una manera dosis dependiente. La proteina CEMP1 se cloné recientemente y en
experimentos in vitro presenta funciones tales como regulador del
comportamiento cementoblastico y como un inductor de la diferenciacién de
células no osteogénicas hacia un fenotipo cementoblastico/osteoblastico. CEMP1
se encuentra altamente expresada a nivel de URNm, asi como también a nivel de
proteina en cementoblastos, en subpoblaciones celulares del ligamento
periodontal, asi como en las zonas perivasculares del ligamento periodontal y
espacios endosteales de hueso alveolar. Uctualmente el papel fisiolégico de
CEMP1 no se ha comprendido en su totalidad. En este trabajo de tesis hemos

sobreexpresado la proteina recombinante humana CEMP1 en una linea celular de
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fibroblastos gingivales humanos. La proteina purificada (hrCEMP1) tiene una M, de
50, 000. La caracterizacion 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 demostré que
hrCEMP1 se encuentra N-glicosilada, fosforilada y posee gran afinidad por la
hidroxiapatita. AiUn mas importante, nuestros resultados muestran que hrCEMP1
desempefia un papel importante durante el proceso de biomineralizacién,
promoviendo la nucleacién y la formacién de cristales de fosfato octacalcico
(OCP). Estas caracteristicas hacen de CEMP1 un muy buen candidato para
aplicaciones biotecnolédgicas para alcanzar la regeneracién del cemento radicular
y/o regeneracién de tejidos éseos.
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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 hrCEMP1l is N-
glycosylated, phosphorylated and possesses strong affinity for hydroxyapatite.
Even more important, our results show that hrCEMP1 plays a role during the
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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.



Eduardo Villarreal-Ramirez Doctorado en Ciencias Biomédicas

ABREVIATURAS

Azgo --- Absorbancia de 280 nm

A3z --- Absorbancia de 324 nm

AMBN --- Ameloblastina

AMEL --- Amelogenina

Asp --- Acido aspartico

BMP --- Proteina morfogénica ésea

BSA --- Albumina bovina sérica

BSP --- Sialoproteina 6sea

CAP --- Proteina de adhesién del cemento radicular
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D --- Dentina
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INTRODUCCION

La biomineralizacién ha tomado gran relevancia en las dos ultimas décadas.
Diversos investigadores se han dado a la tarea de estudiar el origen,
componentes y mecanismos que regulan este fendmeno, con la finalidad de
reproducirlo in vitro para desarrollar nuevos materiales' y regular la regeneracién
de tejidos mineralizados in vivo?.

El papel de estas proteinas de la matriz extracelular respecto al fendmeno de la
biomineralizacién no se ha dilucidado completamente a la fecha®. En este
aspecto, las proteinas del cemento radicular parecen participar activamente en la
regulacion de la nucleacidén, crecimiento, tamafio y morfologia de los cristales de
hidroxiapatita (HA) in vitro e in vivo. CEMP1 es una proteina recientemente
reportada y especifica del tejido del cemento radicular, que sirve como Unico
marcador biolégico de este tejido a la fecha. CEMP1 es una proteina que se
expresa espacialmente a través de la longitud del cemento radicular (ambos
acelular y celular) y en células madre mesenquimales del ligamento periodontal®.
Asimismo, CEMP1 regula la formacién de la matriz mineralizada extracelular in
vitro®>. Estos datos en conjunto sugieren que la CEMP1 juega un papel clave
durante la biomineralizacién del cemento radicular y probablemente de otros

tejidos mineralizados.
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. Biomineralizaciéon

La biomineralizacién es un area de estudio multidisciplinaria que abarca tanto el
terreno inorganico como el orgdnico y que estudia los procesos y mecanismos que
utilizan los seres vivos para formar y depositar minerales. La biomineralizacién
estudia la formacidn, estructura y propiedades de sélidos inorganicos depositados
por los seres vivos para formar biominerales®3. Los biominerales llegan a ser,
incluso, especie-especificos y con muy distintas funciones. Este proceso bioldgico
aln no se encuentra esclarecido por completo’s#.

La biomineralizacién 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
cientifica: minerales biogénicos, ceramicas bioldgicas, biominerales o
biocompuestos®. Los biominerales estdn formados de sustancias inorgdnicas
(minerales), unidas a macromoléculas (lipidos, proteinas y polisacaridos). Los
minerales son muy diversos, algunos de los mas comunes son: carbonatos,
fosfatos de calcio, silicatos, sulfatos y éxidos®*°,

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 dentina'!. Los tejidos mineralizados son formados
dentro de una matriz extracelular. Las células y la matriz extracelular controlan de
forma especifica y ordenada el intervalo de tamafio, la geometria, la simetria, la
orientacién cristalina y la distribucién de los cristales de hidroxiapatita, resultando
particulas minerales dentro de proteinas estructurales. Las funciones de los
biominerales son amplias, siendo una de las mas conocidas proporcionar una
mayor resistencia a la compresion a los tejidos**2.

En la cavidad bucal se localizan cuatro tejidos mineralizados: hueso alveolar,
esmalte, dentina y cemento radicular. Tres de ellos forman parte de los drganos
dentarios, pero se considerara al cemento radicular y mencionaremos

brevemente a los tejidos asociados a éste.



Eduardo Villarreal-Ramirez Doctorado en Ciencias Biomédicas

Il. Periodonto

El periodonto (peri: alrededor; odonto: diente) se define como el conjunto de
tejidos de soporte de los érganos dentarios, formado por los siguientes tejidos:
encia, ligamento periodontal (LPD), hueso alveolar y cemento radicular (Fig 1). La
funciéon principal del periodonto es permitir la insercién de los 6rganos dentarios
dentro de los alveolos 6seos, por lo cual se anclan a los procesos maxilar y
mandibular, y mantiene la integridad de la funcién masticatoria. En estado de
salud, estos tejidos se desarrollan y funcionan como una unidad; sin embargo, si
alguno de estos cuatro tejidos presenta una alteraciéon patoldgica sin tratamiento,
la repercusion en los demas genera inestabilidad y puede provocar la pérdida de
los érganos dentarios®3. Por tanto, el periodonto es una unidad biolégica funcional
que ademas puede tener ciertos cambios con la edad y a consecuencia de
alteraciones en el medio bucal***>*®,

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 posicion 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 localizacion 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 raiz), y finalmente se forman los 6rganos dentarios y sus

tejidos periodontal circundantes, incluido el hueso alveolar'®.
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I11. Encia

Compuesta de epitelio gingival y tejido conectivo, forma parte de la mucosa
bucal, recubre los procesos alveolares de la mandibula 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 encia y el paladar), 2) La mucosa especializada
(cubre el dorso de la lengua) y 3) La mucosa de recubrimiento (recubre las
regiones restantes). La encia, como parte de la mucosa masticatoria, rodea las
porciones cervicales de los dientes y recubre el proceso alveolar.

La encia obtiene su forma final y su textura al tener la erupcion de los dientes.
Anatémicamente esta dividida en encia marginal y encia insertada. El color de la
encia en estado de salud es rosa. Sin embargo, esto varia por la pigmentacién 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 hueso'®'’, Sus

componentes principales son fibras de colagena, proteoglicanos, fibronectina,
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tenascina y elastina en proporciones variables (60%), fibroblastos (5%), vasos
sanguineos y estructuras nerviosas (aproximadamente 35%). Su funcién principal

es de proteccién para las estructuras profundas#1®.

IV. Hueso alveolar

El hueso alveolar es un tejido conjuntivo mineralizado que anatédmicamente
contiene las raices dentales de los maxilares superiores como de los inferiores,
siendo el soporte primario de los érganos dentarios. El hueso alveolar, junto con
el ligamento periodontal y el cemento radicular, constituyen el sistema de
insercién y soporte de los dientes, cuya funcién principal es distribuir y reabsorber
las fuerzas generadas por los contactos dentarios'>. Aunque fundamentalmente
comparable a otros tejidos 6seos del cuerpo humano, el hueso alveolar estd
sujeto a un continuo y rapido remodelamiento del tejido debido a las demandas
del proceso de masticacién y a la erupcion de los dientes. Este rapido
remodelamiento del tejido también es contraproducente en la progresion de la
enfermedad periodontal*s.

Se han realizado pocos estudios sobre la biologia molecular y celular de este
tejido'®; a pesar de ello, se sabe que el tejido estd constituido por dos fases, la
organica formada principalmente de fibras de coldgena, y la inorgdnica, que es el
carbonato de hidroxiapatita. La colagena tipo | constituye aproximadamente el
95% de la matriz organica; el remanente 5% estd compuesto por numerosas
proteinas no colagenas y proteoglicanos. La matriz organica es fortalecida por
depésitos de sales de calcio®. Las sales minerales depositadas en la matriz
organica del hueso constituyen el 50% de la composicién total del tejido y estan
bajo control celular. La fase mineral se encuentran constituidas principalmente
por calcio y fosfatos en forma de Ca10(PO4)s(OH). 0 hidroxiapatita (HA) en cristales
de forma cilindrica con didmetros de 20 a 70 A y longitudes de 50 a 100 A.

Las apéfosis alveolares, denominadas también procesos alveolares y bordes
alveolares, forman parte de los huesos maxilares superior e inferior; no existe un
limite anatdmico preciso entre la porcién 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
gue alojan la o las raices de los érganos dentarios. La porcién del hueso alveolar
que limita direccionalmente al alvéolo, o sea aquella en la que se insertan las
fibras periodontales, pertenece al periodoncio de insercién, junto con el cemento
y el ligamento periodontal, formando el aparato de insercién del érgano
dentario®3.

V. Ligamento periodontal

El desarrollo del ligamento periodontal inicia con la formacién de la raiz de los
6rganos dentarios, antes de su erupcidn. La proliferacién 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 foliculo dental®.
Después que las células de la vaina radicular epitelial de Hertwig se han
separado, formando los restos epiteliales de Malassez, se inicia la separacién de
las células del foliculo 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 foliculo dentario se diferencian en
fibroblastos, los cuales sintetizan las fibras y la sustancia fundamental del
ligamento periodontal. Las fibras del ligamento peridontal quedan incluidas en el
cemento recién desarrollado y el hueso alveolar, las cuales al erupcionar el
érgano dentario se orientan de manera caracteristica°.

El ligamento periodontal es un tejido conectivo especializado y ampliamente
vascularizado, que ocupa el espacio entre el cemento y el hueso alveolar. En la
direccion coronal, el ligamento periodontal es continuo con la lamina propia de la
encia y es separado de ésta por paquetes de fibras de colagena. El ligamento
periodontal tiene la forma de un reloj de arena y la regién mas estrecha se
encuentra a nivel medio de la raiz. 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. Este es un tejido conectivo fibroso
producido principalmente por fibroblastos, con contribuciones menores de
elementos vasculares'’. Los fibroblastos del ligamento periodontal son
poblaciones heterogéneas de células relacionadas en el mantenimiento,
reparacién y regeneracién del propio ligamento periodontal y de tejidos
adyacentes?!. La funcién principal del ligamento periodontal es dar soporte al
6rgano dentario, manteniéndolo en su alvéolo, soportar las fuerzas masticatorias,
por medio de fibras de colagena (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 ademas actla como receptor sensorial, necesaria para

el posicionamiento oclusal**16.

V1. Cemento radicular

El cemento radicular, se describié en 1835 por dos pupilos de Purkinje (Fraenkel y
Raschkow)??. Sin embargo, permanece como un tejido pobremente definido a
nivel celular y molecular?. Uno de los principales problemas para su andlisis
bioguimico es su distribucién tan limitada?*.

El cemento radicular es un tejido mineralizado especializado que cubre la
superficie de la raiz de los érganos dentarios y ocasionalmente en porciones de la
corona'®. A pesar de tener conocimiento de su existencia desde hace muchos
anos, el cemento radicular es el tejido del periodonto menos estudiado. De hecho,
se conoce poco sobre su origen, diferenciacion de los cementoblastos y la
dindmica celular del tejido??. 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 region
cervical de 10 a 15 um y en la regién apical de 50 a 200 pm?®,

A diferencia del esmalte y la dentina, los cuales son tejidos con una clara
diferencia en estructura y composicién en su matriz extracelular cuando se
comparan con el hueso, el cemento radicular no expresa proteinas especificas y
aparentemente los dos tejidos tienen factores en comun y pudieran estar
regulados de forma similar (Tabla 1)2°%,
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El cemento presenta muchas caracteristicas comunes con el tejido éseo. Pero, a
diferencia de éste, carece de aporte sanguineo directo, al igual que de inervacion
y de drenaje linfatico. El cemento radicular no sufre procesos de resorcion y
aposicion fisioldégica y se deposita durante toda la vida>'®?’; es secretado por los
cementoblastos en la superficie de la raiz de la dentina?®.

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 foliculo dental se encuentran en la proximidad de la superficie
de la raiz en desarrollo®. Las HERS son una bicapa celular formada a partir de Ia
unién del epitelio interno y externo del esmalte y las cuales proliferan en direccién
apical. Las células de la vaina epitelial de Hertwig proliferan y migran en direccién
apical, a través de los tejidos ectomesenquimatosos dentales, donde se dividen
en la papila y el foliculo dental. Las células de la vaina epitelial de Hertwig migran
de la raiz a la regién 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 mas permanecen en la superficie radicular. Una vez que se ha perdido
la continuidad de las <células de HERS, Ilas células foliculares
ectomesenquimatosas comienzan a depositar el cemento radicular sobre la
dentina recién depositada y/o sobre la matriz secretada por las células de HERS?.
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 sanguineos; sin embargo, los factores que regulan el

reclutamiento y la diferenciacién no se conocen?°.

VII. Clasificacion del cemento radicular

El cemento se clasifica por la presencia o ausencia de células dentro de su matriz
y por la disposicién de las fibras de colagena en la matriz. Diferentes formas de
cemento se han descrito*?¢:

1. Acelular, el cemento acelular con fibras extrinsecas se encuentra en las
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porciones coronal y media de la raiz; contiene principalmente fibras de
Sharpey. Este tipo de cemento es una parte importante del aparato de
adhesion y conecta a los 6rganos dentarios con la lamina dura del hueso
alveolar.

2. Celular, el cemento celular estratificado se encuentra en el tercer tercio
apical de la raiz. Este tipo de cemento contiene fibras intrinsecas, fibras
extrinsecas y cementocitos. La insercién de las fibras de Sharpey provee el
mecanismo de anclaje entre la raiz de los 6rganos dentarios y el ligamento
periodontal®?’,

El cemento esta constituido por dos fases: la fase mineral y la fase organica. La
fase mineral esta constituida de hidroxiapatita [Cai0(PO4)s(OH).], con un
porcentaje en peso de aproximadamente 45% al 50%3!. La fase orgdnica esta
compuesta principalmente por colagena tipo |, la cual constituye ~90% vy
colagena tipo Ill, el 5%3%; también estdn presentes coldgenas tipos V, VI y XlI*,
Las proteinas no colagenas identificadas en cemento son: fosfatasa alcalina,
sialoproteina désea, fibronectina, osteocalcina, osteonectina, osteopontina,
proteoglicanos, vitronectina y varios factores de crecimiento!’. Sin embargo, estas
moléculas no son cemento especificas*3*%.

A la fecha se han descrito tres proteinas cemento especificas: proteina de
Adhesién del cemento radicular (CAP)3®, factor de crecimiento del cemento (CGF)?’
y la proteina del cemento radicular 1(CEMP1)?. Los ADNc de la proteina de
adhesién del cemento radicular (CAP) y la proteina 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 proteina no se ha aislado y clonado?’. Para entender el valor y
la importancia de los resultados obtenidos en esta tesis es necesario hacer una
breve descripcion de las distintas proteinas relacionadas con el proceso de
biomineralizacién en los érganos dentarios y otros tejidos mineralizados. Conocer
su posiciéon en el genoma, sus caracteristicas en secuencia, caracteristicas
bioquimicas y probables funciones, son fundamentales para poder comparar los

hallazgos aqui descritos.
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Tabla I: Proteinas de Matriz Extracelular y Factores de Crecimiento Presentes en Tejido Oseo y
Cemento Radicular.

Tejido Oseo vs Cemento Radicular

Molécula (Abreviacion) Tejido Oseo Cemento

Colagena tipo I, II, V, VI and XII

Sialoprteina Osea (BSP)

Osteopontina (OPN)

Proteina de la matriz dentinaria 1 (DMP1)

Sialoproteina de Dentina (DSP)

Fosfoproteina de la Dentina (DPP)

Factor 45 osteoclasto/osteocito (OF45 o MEPE)

Fibronectina (FN)

Tenascina

Osteocalcina (OC), Proteina Gla 6sea (BGP)

Glicoproteina A cida Osea 75 (BAG-75)

Vitronectina (VN)

Lumican

Fibromodulina

Versican

Decorina

Biglican

Osteoadherina (OSAD)

Amelogenina (AMEL) n.d.

Amelina/ameloblastina (AMB) n.d.

Albumina +

Glicoproteina Alpha2HS +

Factor de Crecimiento Transformante f1 (TGF- p1) +

Proteinas Morfogénicas Oseas (BMPs) +

Factores de Crecimiento Derivados de Plaquetas (PDGF) a,b +
s)
+

=2 =]

+

+ 4+ + + + + + + + + A+ + + A+ A+ A+ A+ A+ D A - D D

*
~

+ 4+ + + 4+ + + + + + + + + + + + + +

Factores de Crecimiento de FibroblastosFibroblast growth factors (FGF
Factores de Crecimiento Tipo-Insulina I (IGF-I) y II (IG F-II)

Factor de Crecimiento Derivado del Cemento (CGF)

Proteina de Adhesion del Cemento (CAP) -
Proteina del Cemento 1 (CEMP1) -

+Presencia

-Ausencia

n.d.- Proteina no detectada.
(*)-Resultado inconsistente.

?-Cuestionable.
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VIII. Proteinas colagenas

La matriz extracelular de los tejidos conectivos representa una compleja
combinaciéon de diversas familias de proteinas, las cuales definen la integridad
estructural y varias funciones fisioldgicas. La familia de las proteinas colagenas
tiene una extraordinaria heterogeneidad y son las proteinas mas abundantes en el
cuerpo de los vertebrados. Hoy dia se conocen 27 tipos de colagenas, codificadas
por 40 genes diferentes. La diversidad de las coldgenas no solo concierne al
ensamblaje molecular y a las estructuras supramoleculares, también se refleja en
su distribucion en los tejidos, funcién y patologias asociadas.

El nombre de colagenas es usado en forma genérica para proteinas que forman
una triple hélice de tres cadenas polipeptidicas y todos los miembros de la familia
de las colagenas forman estas estructuras supramoleculares en la matriz
extracelular, aungue su medida, funcién y distribucién en los tejidos puede variar
considerablemente. Basados en su estructura y organizacién supramolecular,
ellas pueden ser agrupadas en colagenas formadoras de fibras, coldgenas
asociadas a fibras (FACIT), colagenas formadoras de redes, coldgenas de la
membrana basal y otras con funciones unicas. A pesar de su diversidad
estructural entre los diferentes tipos de colagenas, todos los miembros de la
familia de las colagena presentan una caracteristica: tres cadenas polipeptidicas o
diferentes cadenas polipeptidicas, llamadas cadenas alfa, plegadas en una linea
espiral con direccién izquierda, formando una triple hélice de direccién derecha.
Las cadenas polipeptidicas pueden ser idénticas (homotrimeros) o diferentes
(heterotrimeros).

Las colagenas tiene como caracteristica primordial la presencia repetitiva de tres
aminoacidos Gly-Xaa-Yaa en su secuencia de aminoacidos. Generalmente el
aminoacido Xaa es prolina y el aminoacido Yaa es hidroxiprolina, lo cual le permite
una configuraciéon estable en la triple hélice. Después de las modificaciones
postraduccionales, la colagena se secreta y se ensambla. Las colagenas mas
abundantes son las tipo |, Il y lll, encontradas en tenddn y piel. La estructura de la
colagena, en general, presenta patrones especificos, aunque todavia no bien

comprendidos; pero se sugiere que estan relacionados al arreglo de las triples
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hélices en las fibras y en la inherente periodicidad de la estructura primaria®:.

Se ha descrito que los cristales de hidroxiapatita (HA) se forman inicialmente en
los espacios conocidos como “gaps” de las fibras de coldgena® e incluso se han
localizado proteinas nucleadoras de HA en esta misma zona, proteinas tales como
DMP13%, Estas fibras de coldgena proporcionan una estructura que funciona como
una plantilla sobre la cual se pueden formar nucleos minerales y crecer los
cristales de HA,

IX. Proteinas no colagenas en la biomineralizacion

Amelogenina (AMEL)

La amelogenina (AMEL) es el mayor elemento de la matriz extracelular del
esmalte y comprende el 95% del contenido organico. En humanos, AMEL es
codificado por dos genes localizados en los cromosomas sexuales Xy Y (AMELX y
AMELY), en los locus Xp22.31-p22.1 y Ypll.2, respectivamente. La amelogenina
en su forma mas larga presenta 205 aminoacidos y una movilidad relativa (M,) de
5,000 a 25,000. La variabilidad en la M, se debe a las modificaciones proteoliticas
después de su secrecion al medio extracelular o por procesos de corte y empalme
del transcrito del ARNm #%42,

La amelogenina tiene un papel preponderante en la orientacion del crecimiento
cristalino de la hidroxiapatita del esmalte*’. Tiene una naturaleza hidrofébica
debido a su gran contenido de prolinas, glutaminas, histidinas y leucinas* y por
su naturaleza gquimica tiende a formar agregados; ésto ha causado dificultades en
obtener datos estructurales. La estructura terciara de esta proteina se desconoce,
aunque han existido intentos de cristalizacién de esta proteina; otros estudios,
utilizando dicroismo circular (DC) y espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier (EITF), han demostrado que tiene elementos estructurales de hojas By

giros B*.
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Enamelina (ENAM)

La enamelina es una glicoproteina 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 proteina de 1142 aminoacidos. ENAM es secretada como un
precursor de 186 kDa. Mutaciones en el gen pueden causar amelogénesis
imperfecta*®*’. Se han aislado enamelinas con una masa molecular de 25, 32, 45,
89, 142 y 155 kDa; sin embargo, el fragmento mas estable es de 32 kDa. Por lo
tanto, se reporta como una proteina de 32 kDa, hidrofilica y acida, con un punto
isoeléctrico (pl) de 3.2; es rica en prolina (18.8%), glicina (12.3%), treonina
(10.4%) y acido glutdmico (9.4%). Tiene dos serinas fosforiladas y tres
asparaginas glicosiladas. No se ha profundizado en el estudio de las propiedades
estructurales de esta proteina ni sus interacciones con otros ligandos*. Mediante
inmunocitoquimica se ha observado una alta afinidad a los cristales de HA. En
experimentos recientes de crecimiento de cristales en gel de agarosa se observé
gque ENAM causa una elongaciéon de los cristales de HA. Por lo anterior se

considera que su papel en la biomineralizacién es importante®.

Tuftelina (TUFT1)

La tuftelina es una proteina acida que en un principio fue clasificada dentro del
grupo de las enamelinas. La tuftelina esta localizada en el cromosoma 1, en locus
1g21. Contiene 389 aminoacidos y se calcula un peso molecular teérico de 43.8
kDa, presenta un potencial sitio de glicosilacion N y 5 residuos de cisteina. Es una
proteina que se ha conservado a través de 550 millones de afios en la evolucién
de los vertebrados. Esta proteina se encuentra localizada en el espacio
extracelular durante el desarrollo del esmalte, pero concentrandose en la unidén
amelodentinaria donde comienza la mineralizacién del esmalte. Con base en su
expresion y localizacion se habia sugerido que era una proteina involucrada en los

estados iniciales de mineralizacién, probablemente en la nucleacién?,>!,%2,
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Ameloblastina (AMBN)

El gen de la ameloblastina se encuentra cromosoma 4 y localizado en el locus
4921. La AMBN tiene 447 aminoacidos y un masa molecular tedrico de 42 kDa. La
masa molecular de AMBN varia de 62, 27-29 y 13-17 kDa. La proteina de 62 kDa
representa a la proteina completa sin protedlisis, mientras las proteinas de 27-29
kDa representan una protedlisis del carboxilo terminal y finalmente las proteinas
de 13-17 kDa pertenecen a la protedlisis de amino terminal. Los productos de la
protedlisis de la ameloblastina se han localizado entre los espacios
interprismaticos del esmalte, lo que ha llevado a pensar que AMBN funcionaria
como un espaciador entre los cristales de HA* y participe en el control de las
estructuras prismaticas del esmalte. La ameloblastina contiene distintos motivos
como: el motivo DGEA, motivo de unién a integrinas y el motivo VTKG, motivo de
adhesién celular tipo trombospondina®3. Un estudio reciente en ratones nocaut al
gen, demostré que la AMBN funciona como una proteina de adhesién celular que
controla los estados de diferenciacién de los ameloblastos. Los ratones nocaut
para el gen AMBL desarrollaron una severa hipoplasia en el esmalte®. La
sobreexpresion de este gen en ratones transgénicos, se manifesté como
malformaciones en los cristales de HA y desarrollo anormal del esmalte®®. Estos
resultados confirman que la expresidon temporal y espacial de la ameloblastina es

necesaria para la mineralizacion correcta del esmalte.

Proteina de la matriz de la dentina (DMP1)

El gen de DMP1l fue mapeado en el cromosoma 4, locus 4921 del genoma
humano, donde residen otras proteinas relacionadas con el proceso de
biomineralizacién; estas proteinas se han agrupado en la familia de las proteinas
SIBLING (small integrin-binding ligand, N-linked glycoprotein). DMP1 se expresa
predominantemente en hueso y dentina*®. DMP1 contiene dominios &cidos ricos
en Ser, Glu y Asp. Ademas de tener varios sitios consenso para fosforilacién en
serinas, se ha demostrado que DMP1 contiene 53 grupos fosfatos unidos a la
proteina. La naturaleza acida de la proteina es la responsable de los sitios de

unién a Ca?*, propiedad considerada necesaria para que las proteinas participen
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en el proceso de biomineralizacion®’.

En un estudio realizado por Foster y colaboradores, usando RT-PCR en tiempo real,
demostraron la regulacion de DMP1 por fosfato inorganico [P(i)] en lineas 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 proteinas
mostraron una disminucién en su expresién, como: BSP (25% a diferencia del
control), osteocalcina (85%) y colagena | (50%). Este estudio sugiere que DMP1
tiene un papel importante en Ila homeostasis del P(i) durante Ia

biomineralizacién2.

Osteopontina (OPN)

La osteopontina es una fosfoglicoproteina rica en acido sialico y en aminoacidos
acido aspartico, glutamico y serina. El gen de la OPN (SPP1) se encuentra en
cromosoma 4, en el locus 4921-g25. La OPN tiene de 264 a 301 aminoacidos
dependiendo de la especie, presenta fosforilaciones y glicosilaciones. La
osteopontina se aislo por primera vez de células epiteliales y células fibroblasticas
gue estaban bajo una patologia maligna®®, se observé que la expresién de OPN se
correlacionada con transformaciones malignas de células y metastasis de
tumores. OPN es la Unica proteina SIBLING para la cual se tiene evidencia de
participar en distintos pasos del desarrollo y progresién del cancer®.
Posteriormente, una proteina similar se aislé de tejido 6seo bovino y se le llamé
sialoproteina dsea 1%, El mismo grupo determind la estructura primaria de la
sialoproteina 6sea | por secuenciacién del ADNc preparado a partir de células de
osteosarcoma (ROS 17/2.8)%. A partir del primer reporte, la OPN se ha aisladé de
muchos tejidos, células y fluidos corporales, incluidos rinédn®, células musculares
lisas, macréfagos, sangre, orina y leche®®. También se le ha implicadé en una
variedad de procesos fisioldégicos y patoldgicos®®®’, como facilitar la adhesién de
los osteoclastos a la matriz 6sea por medio de la interaccion con integrinas de la
superficie celular avB3 y CD44°,

OPN esta asociada con una variedad de calcificaciones patoldgicas. Esto tiene

lugar en sitios de calcificacién ectépica, como placas arterioscleréticas®, calculos
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renales’®, placa dental’ y en calcificaciones asociadas a tumores®. En estudios in
vitro se ha demostrado que OPN inhibe fuertemente la formacién de HA en
huesos, dientes y placas arterioscleréticas’?’? e inhibe la formacién de oxalato de

calcio, la principal fase mineral en los calculos renales’.

Sialoproteina 6sea (BSP)

La sialoproteina 6sea se expresa preferencialmente en los tejidos mineralizados,
como hueso, dentina, cemento y cartilago. BSP se conocia bajo el nombre de
sialoproteina 6sea Il, aunque ese nombre esta en desuso’ . El gen de BSP fue
nombrado IBSP y se localiza en el cromosoma 4, en el locus 4921-9g25. BSP tiene
una masa molecular de 65 a 70 kDa, mientras su peso tedrico basado en la
secuencia de cDNA humana muestra una masa molecular de 33 kDa. BSP
presenta un dominio RGD, dos dominios ricos en acidos glutamico, varios residuos
tirosina sulfatados en el carboxilo terminal y residuos fosfoserina.
Interesantemente, una caracteristica de BSP es el hecho de que la mitad de su
masa corresponde a carbohidratos, contiene acido sidlico, galactosa,
galactosamina, glucosamina y manosa. Se ha demostrado que BSP se une a la
colagena tipo 1*4°,

BSP participa en dos procesos fundamentales: como una molécula de adhesion
celular en la matriz extracelular y segundo, es una proteina nucleadora de
cristales de HA en los tejidos mineralizados. Los argumentos de Hunter para
considerar a BSP como una proteina nucleadora son los siguientes: (1) la BSP se
expresa y se acumula en las dreas de mineralizacion de novo o primaria de los
tejidos mineralizados; (2) las células osteoblasticas que forma el tejido mineral in
vitro expresan BSP al inicio y durante la mineralizacién; (3) BSP es un nucleador
de cristales hidroxiapatita en condiciones de subsaturacién’®. BSP constituye del 8
al 12% de proteina total de las proteinas no colagenas presentes en el hueso

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

El gen de la osteonectina se encuentra localizado en el cromosoma 5, en la
posicion 5q031.3-g32, Illamado SPARC. Este gen se encuentra altamente
conservado entre distintas especies, por ejemplo, el gen en nematodos presenta
una identidad con el gen de humanos de un 38 %. La osteonectina también es
conocida como SPARC (Proteina Secretada, Acida, Rica en Cisteinas) o BM-40, por
lo gue en lo subsiguiente, la referiremos como SPARC. La SPARC es una proteina
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 aminoéacidos divididos en tres dominios’’. La SPARC es una
glicoproteina de matriz extracelular con alta afinidad a los iones de Ca?* y a
colagena. Entre las numerosas funciones de SPARC se encuentran: organizaciéon y
regulacién de la matriz extracelular en tejidos mineralizados y no mineralizados.
En ratones nocauts para el gen que codifica para la SPARC, las fibras de colagena
disminuyen su diametro, reducen su fuerza a la tensién y resultan en dimensiones
homogéneas’®’®. Otras funciones reportadas para SPARC: remodelacién de tejidos,
unién a factores de crecimiento, inhibicién del ciclo celular, regulacién de la
produccidon de metaloproteinasas® e inhibicidon de la adhesién 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 disrupcién de las interacciones celulares. SPARC es una proteina
altamente expresada en tejido 6seo y en los tejidos de los drganos 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
caracteristicas de tejidos embrionarios. Sin embargo, los mas altos niveles de
SPARC se han observado en membranas fetales de humanos®. La SPARC se
localiza en una gran variedad de células y tejidos por medio de
inmunocitoquimica, RT-PCR e hibridaciones in situ; los tejidos incluyen: plaquetas,
estbmago, médula osea, tenddn, mesenterio, arterias, piel, higado y cornea?®;

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

Osteocalcina (OC)

La osteocalcina es una proteina de 45 a 50 residuos de aminoacidos, 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 proteina descubierta de una
familia de proteinas con sitios de unidn a calcio, dependientes de la vitamina Ky
no asociadas con la coagulacién sanguinea. OC se secreta por células asociadas a
los tejidos 6seos y 6rganos dentarios (tejidos mineralizados), como osteoblastos,
odontoblastos y cementoblastos. Es una de las proteinas no-colagenas mas
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 1g25-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 acidos g carboxiglutamicos localizados en
las posiciones 11, 15 y 18, usando la numeracién de la secuencia de Argyrosomus
regius. Los residuos Gla se consideran facilitadores de la absorcién de la OC a la
hidroxiapatita®3. El amino terminal, del aminoéacido 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 proteina presenta un nucleo
compacto®.

Estudios iniciales presentaron a la OC como una proteina con alta afinidad a la
hidroxiapatita y con efecto en la formacién del mineral en estudios in vivo e in
vitro®. Se han generado ratones transgénicos con nocaut en OC. Estos
experimentos muestran que la OC funciona como un regulador negativo de la
formacién del hueso y no altera la resorcién 6sea o la mineralizacién. Los ratones
nocaut presentaron un incremento progresivo en la masa ésea, aceleracién en la
tasa de formacién de hueso y una maduracion deteriorada del hueso, implicando

gue la OC estimula la maduracién del hueso®®.
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Proteina de adhesion del cemento radicular (CAP)

La proteina de adhesion del cemento radicular se aislé de extractos de cemento
maduro, se purificd y se caracteriz6 parcialmente. Tiene una M, de 54, 000 a
57,000, con una secuencia de aminodacidos que presenta cierta identidad con la
colagena tipo | y Xll. Sin embargo, no se ha encontrado reaccién cruzada en
inmunotrasferencias entre la CAP y estas coldgenas, asi como tampoco con otras
moléculas de adhesién®*®’. CAP se inmunolocaliz6 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 *°. La CAP se localiza en cementoblastos
in vitro®® e in vivo®. La CAP muestra promover la migracién y la adhesién de
células del ligamento periodontal y del hueso alveolar a la superficie radiculars®°,
Ademas la CAP induce la expresion de fosfatasa alcalina (ALP) y favorece la
diferenciacion de células mesenquimatosas indiferenciadas hacia un fenotipo
mineralizante®. 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
secuencia®®3®, Anticuerpos especificos a CAP son capaces de identificar a las
células progenitoras de los cementoblastos en el ligamento periodontal adulto
humano®? e incluso participa en la diferenciacién de estos progenitores in vitro®:.
La CAP purificada por cromatografia de inmunoafinidad promueve una mayor
adhesién de fibroblastos gingivales humanos in vitro en comparaciéon con la
colagena tipo |I. En 2001 Saito y colaboradores generaron un anticuerpo
monoclonal anti-CAP, denominado 3G9, con lo que se logré aislar la CAP de
gérmenes dentarios de bovino. Esta proteina fue inmunolocalizada sobre la matriz
del cemento radicular y en los cementoblastos. Los ensayos de adhesién in vitro
realizados en este estudio mostraron que esta proteina promueve la adhesién de
células del foliculo dental. En lo referente a los eventos de sefalizacion
intracelular inducidos por la CAP durante la adhesiéon celular, se conoce que
estimula la actividad de la MAP cinasa induciendo la expresién de fos en
fibroblastos gingivales humanos. Aunque se desconoce el receptor de la CAP que

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

cementogénesis, asi como en la regeneracién periodontal.

X. Proteina del cemento 1 (CEMP1)

La proteina del cemento 1 o CEMP1 es una proteina de 247 aminoacidos 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 teérica de 26 kDa, el analisis
tedrico de las modificaciones postraduccionales indica la presencia de sitios
tedricos de glicosilacion N y O, y fosforilacion. Se predice la localizacion celular en
el ndcleo a pesar de no tener motivos de unién a ADN; no se encontrd similitud
significativa con ninguna otra proteina presente en las bases de datos.

La expresion in vitro de CEMPl a nivel de ARNm vy proteina se limita a
cementoblastos putativos (células derivadas del cultivo del cementoblastoma
humano) y una subpoblaciéon de células derivadas del ligamento periodontal. En
cortes histologicos de tejidos periodontales humanos su expresién y localizacion
estd restringida a subpoblaciones del ligamento periodontal con una posicién
paravascular, cementoblastos y células de los espacios endosteales, por lo que
podria constituir un marcador biolégico para cementoblastos y los progenitores
putativos en el ligamento periodontal #°>. No se detecté el ARNm ni la proteina en
otros tejidos humanos como cerebro, corazén, pulmén, higado y aorta?’.

También se ha demostrado que esta involucrada en la regulacién de la morfologia,
el depdsito y la composicién de los cristales de hidroxiapatita asi como en la
regulacion de la expresion de ALP, OPN y BSP en cementoblastos putativos in
vitro >?’, por lo que es probable que juegue un papel destacado en la regulacién
local de la diferenciacién de los cementoblastos y en la mineralizacién de la
matriz extracelular del cemento. Recientemente se utiliz6 como marcador de
cementoblastos derivados de las superficies radiculares de humano y ademas se
confirmd su expresién en el cemento radicular, cementoblastos y células del
ligamento periodontal®®. Otro estudio demostré que células derivadas del foliculo

dental tratadas con un extracto que contenia proteinas de matriz del esmalte se
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diferenciaron hacia un fenotipo cementoblastico, expresando CEMP1 y CAP,
activandose la fosforilacion de Smad-1 y activando la via de MAPK para la
proliferacién y diferenciacién celular®’.

En experimentos de sobreexpresion de CEMP1 en células no mineralizantes,
fibroblastos gingivales humanos, las células cambiaron a wun fenotipo
mineralizante cementoblastico-osteoblastico. Las células transfectadas produjeron
una matriz mineralizada. La matriz mineralizada se analizé con EDS-X y los
valores de las razones Ca/P fueron similares a los de la HA de origen bioldgico
(1.67). En este estudio también se observdé un incremento en la proliferacién
celular, y existen antecedentes de CEMP1 como un promotor de la proliferacion
celular. No obstante debe considerarse que CEMP1 promueve la expresién de las
proteinas OPN y BSP, las cuales inducen también la proliferacion celular. Si CEMP1
es capaz de inducir por si misma la proliferacion o por la induccién de otras
proteinas, es un punto que aun esta por dilucidar. Para caracterizar el fenotipo
celular se seleccionaron genes asociados al fenotipo cementoblastico y se
determind si habian adquirido este fenotipo, analizandolos a nivel de ARNm y de
proteina. Las moléculas asociadas a la fase mineral regulando la nucleacién, el
crecimiento y maduracién de los cristales de hidroxiapatita, como BSP, OCN y OPN
en las células transfectadas con CEMP1 fueron identificadas positivamente®.

Los resultados permiten pensar que las células transfectadas con CEMP1
favorecen la cristalizacion de hidroxiapatita por la participacion de las proteinas
no colagenas. Las células transfectadas también mostraron la expresion de
moléculas asociadas al proceso de biomineralizaciéon, como: AMBN, AMEL, ENAM,
ALP, OPN, OC, BSP, CAP y Cbfa®.



Eduardo Villarreal-Ramirez Doctorado en Ciencias Biomédicas

JUSTIFICACION

Recientemente en el laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados de
la facultad de Odontologia, UNAM, se logré aislar el gen de la proteina del
cemento 1 (CEMP-1 o CP-23). Ademas 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 detecté en fibroblastos gingivales ni osteoblastos
alveolares. El analisis en diferentes tejidos de humano por medio de hibridacién in
situ y RT-PCR determiné que el ARNm no es expresado en cerebro, higado,
placenta, mudsculo esquelético, rindn pancreas, pulmén, bazo y colon (todos
tejidos adultos). También participa en el proceso de mineralizacién de
cementoblastos cultivados in vitro, regulando la morfologia, crecimiento y
composicion de los cristales de hidroxiapatita.

Todos los resultados anteriores indican que el gen de CEMP1 participa de manera
importante en la regulacién positiva de la biomineralizacién. Los mecanismos
especificos por los cuales actia CEMP1 se desconocen a la fecha. Por ello, el
determinar las caracteristicas fisicoquimicas de CEMP1, la estructura secundaria,
modificaciones postraduccionales y si promueve la nucleacion de cristales de
hidroxiapatita, adquiere relevancia para dilucidar los mecanismos que regulan el

proceso de mineralizacién del cemento radicular y otros tejidos mineralizados.
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HIPOTESIS

CEMP1 es una proteina que presenta modificaciones postraduccionales
(N-glicosilacién y fosforilacién), posee afinidad por la hidroxiapatita y regula la
mineralizacién de los fosfatos de calcio.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de CEMP1,
asi como su interaccién en la mineralizacién de los fosfatos de calcio.

Objetivos especificos

-Determinar la estructura secundaria de hrCEMP1.

-Determinar la presencia de puentes disulfuro en hrCEMP1.

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

-Determinar si hrCEMP1 posee afinidad por la hidroxiapatita.

-Determinar si hrCEMP1 participa en la formacion de fosfatos de calcio in
vitro.

-Analizar las relaciones Ca/P de los minerales por EDS-X y las morfologias
de los cristales crecidos en la presencia y ausencia de hrCEMPL.

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

1. Cultivo celular

Los fibroblastos gingivales humanos (FGH) se aislaron mediante la técnica de
explante y crecidos como se ha descrito previamente®. Las células se
mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
y antibioticos (100 ug/ml estreptomicina, 100 Ul/penicilina). Los cultivos se
mantuvieron a una temperatura de 37°C, 100% humedad y 5% CO.. En todos los

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

2. Clonacidén y expresion de la hrCEMP1

La region codificante de CEMP1 (GenBank N2 NM_001048212) se clon6 dentro del
vector pENTR/SD/D (Invitrogen, carlsbad, CA). La construccidon resultante
PENTR/SD/D-CEMP1 cDNA se ligé 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 restriccién EcoRIl. El plasmido
resultante, pcDNA40-CEMP1, se transfect6 a fibroblastos gingivales humanos
utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen, carlsbad, CA) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Después de dos dias de transfeccién 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 monitoreé
por Western Blot (anti 6X His y anti CEMP1). Después de las ocho semanas, los
cultivos expandidos de FGH que expresaban CEMPl1 de forma estable se
mantuvieron en medio DMEM suplementado de la forma descrita anteriormente y
G418 a una concentracién de 200 pg/ml. CEMP1 se purificé recolectando el medio
condicionante (libre de suero) utilizando cromatografia de inmunoafinidad,
cromatografia de afinidad a iones metdlicos y cromatografia de afinidad a

hidroxiapatita.

3. Cromatografia de afinidad a iones metalicos

La cromatografia de afinidad a iones metdlicos (IMAC, por sus siglas en inglés) es
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un método ampliamente usado en la purificacién de proteinas recombinantes?®.
Consiste en la separacién de macromoléculas basada en la uniéon de las proteinas
y los iones metalicos. No todas las proteinas tienen afinidad para los iones
metalicos, por lo que esta técnica se usa generalmente para la purificacién de
proteinas recombinantes. Las proteinas 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 metdlicos divalentes??.

El medio condicionado se centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se concentrd y dializado contra 5 volumenes de PBS utilizando una
membrana de ultrafiltracién de un corte de 10 kDa. Se utilizé la cromatografia de
afinidad a Ni?* (IMAC) en una columna HiTrap (Invitrogen, Carlsbad, CA). Utilizando
el método convencional de gradiente escalonado de imidazol. La pureza de la
proteina se evalué mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con

dodecilsulfato sédico a un 12%.

4. Cromatografia de afinidad a la hidroxiapatita

El uso de la cromatografia de afinidad a hidroxiapatita para proteinas fue
introducido por Tiselius et al., en 1956!°., El mecanismo de adsorciéon vy
desadsorcién es similar a los principios de la cromatografia de intercambio idnico.
La matriz de hidroxiapatita presenta propiedades anfotéricas. La elucion de
proteinas en esta matriz se realiza por aniones (por lo general POylos cuales
compiten con los grupos carboxilo o los grupos fosfatos de las proteinas para los
sitios calcio de HA), y por cationes (Na*, K*, o bien, de manera mas eficaz, Ca?* o
Mg?*, los cuales compiten con los grupos bdasicos de las proteinas para los sitios
fosfato de HA).

La cromatografia de afinidad a hidroxiapatita se realizé en una columna Econo-Pac
CHT-II cartridge (Bio Rad) empacada con hidroxiapatita (I mL). La columna se
equilibré con una solucién de fosfato de sodio 10 mM, pH 7.2. Se inyectaron 50 pg
de CEMP1 a la columna y las proteinas con uniones inespecificas se eliminardn
con 5 volUmenes de columna de solucién de equilibrio. Las proteinas unidas a la

columna se desadsorbieron con 5 volimenes 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 camara BIO-RAD modelo mini-protean Il cell y un mdédulo a Mini
Trans-Blot cell, con un voltaje de 50 V y un amperaje de 0.2 A. Se observé la
electrotransferencia al tefir la membrana con rojo de Ponceau. Después se
bloqued con leche descremada al 5% y PBS (blotto) durante una hora.
Posteriormente se incubé la membrana con solucién blotto y el primer anticuerpo,
a una dilucién 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
bloqueé nuevamente la membrana con blotto durante 1 hora. La membrana
entonces se incubd con soluciéon blotto y el segundo anticuerpo conjugado con
peroxidasa de rabano, durante 1 h a 4°C y con una dilucién de 1-1000. Finalmente
se bloqueé la membrana con solucién blotto, se lavd con PBS y con agua Milli-Q.
La membrana de PVDF se reveld6 con quimioluminiscencia (enhanced
chemiluminiscent HRP substrate (Millipore Billerica, MA) y/o 3,3' diaminobencidina

(DAB), como previamente se ha descrito®.

6. Cuantificacion de puentes disulfuro en CEMP1

Para determinar la presencia de puentes disulfuro en hrCEMP1, la proteina se
diluyé en una solucién de clorhidrato de guanidina 6M y 200 mM de DDT, a una
concentracién de 2.5 mM. La proteina se redujo a 37°C toda una noche.
Posteriormente la muestra se hirvid durante 5 minutos e inyecté a una columna
precargada de filtracién en gel (1.5x10 cm Sephadex G-10, Pharmacia)
equilibrada con acido acético 300 mM. La elucién de la proteina se observd a una
absorbancia de 280 nm (A.s). El estado de reduccion de CEMP1l se evalu6
mediante la cuantificacién de los grupos tiol por medio del ensayo de 4,4-

ditiodipiridina. La proteina recombinante humana CEMP1 se incubé con guanidina-
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HCL 6M, 10 mM EDTA, 120 mM Na;HPO,4, pH 6.6, DTPD (4,4’-dithiodipyridine) y se
adiciond a una concentracién final de 500 nM. Las muestras se incubarén durante
30 minutos a 25 °C y se monitorearon a una As;; para estimar el nimero de

residuos cisteina presentes'®:,

7. Determinacion de los estados de agregacion de CEMP1

Los experimentos de dispersion dindmica de luz (DLS) se realizaron en un equipo
Zetasizer Nano S (Malvern Instruments), el cual determina el tamafio molecular y
cuenta con un controlador de temperatura, emplea 4 MW, 633 nm de
semiconductores como fuente de luz laser y tecnologia 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 analisis de los datos
se realizé con el software nano Zetasizer S DTS (Malvern Instruments, Ltd., Reino
Unido). La metodologia consistié en filtrar una solucién de proteina hrCEMP1 en
PBS a una concentracion de 0.2-1 mg/ml a través de un filtro con apertura de

malla de 0.02 um (Anodisc 13; Whatman) para remover cualquier particula

extrafa. La solucién se introdujo en una microcelda de 45 ul de volumen??,

8. Dicroismo circular

Esta técnica se utiliza para medir la actividad 6ptica de las moléculas asimétricas
en solucion, como proteinas y acidos nucleicos. Las bandas de dicroismo circular
en proteinas ocurren en dos regiones del espectro: la regién de 170 a 250 nm esta
determinada por contribuciones de enlace peptidicos, mientras que la banda en
la regién de 250 a 300 nm se origina a partir de los residuos de aminoacidos
aromaticos (tirosina, fenilalanina y triptofano)!®>. Se determiné la estructura
secundaria de hrCEMP1. Para obtener la mejor sefial de dicroismo circular en un
intervalo de 170-250 nm, hrCEMP1 se resuspendié en una soluciéon de PBS, a pH
de 7.4, a una concentracion de 0.2 mg/ml. Se utilizé el programa PROSEC 3.1
(Aviv Associates Inc., NJ) para la colecta de los datos y su manipulacién.

Los espectros se registraron en un espectropolarimetro 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 integracién de 0.3 segundos cada 0.5 nm y a lo largo de la regién 190-
260 nm del espectro electromagnético. Los datos se reportan como elipticidad
molar por residuo promedio y en unidades de grado por centimetro cuadrado por
decimol*?®,

9. Determinacion de glicosilaciones en CEMP1

Los glicoconjugados se forman cuando un mono, oligo o polisacarido se une a
proteinas o lipidos, resultando en glicoproteinas y glicolipidos. Es comun referirse
a los carbohidratos unidos a las proteinas como glicanos'?’. Los carbohidratos
presentes en CEMP1 se marcaron con el kit ECL glycoprotein detection system
(Amersham Biosciences, UK)”. El kit permite la deteccién de carbohidratos
presentes en las proteinas. 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 sometid a una solucion 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 agregd un agente bloqueador provisto por el
fabricante. Finalmente, la biotina se detectd por estreptavidina conjugada con
peréxidasa de rabano usando guimioluminiscencia (enhanced chemiluminiscent
HRP substrate, Millipore Billerica, MA).

10. Desglicosilacion de CEMP1

Los glicanos en las proteinas se encuentran ligados a asparagina (N-ligados) y
serina y treonina (O-ligados). Los glicanos participan en distintas funciones
biolégicas como el reconocimiento inmunoldgico, adhesion y sefalizacién, entre
otras. La diversidad de los glicanos unidos a las proteinas genera una gran
heterogeneidad en la masa y la carga neta de las glicoproteinas®’.

Para estudiar la estructura y funcién de una glicoproteina, a menudo es deseable
la eliminacién de todos los glicanos o seleccionar una clase de ellos, lo cual
permite la asignaciéon de una funcion especifica y determinar los cambios en la

masa. El método mas simple para evaluar el grado de desglicosilacion de una
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proteina es a través de los cambios en la movilidad relativa (M,) en geles de
poliacrilamida. Por lo tanto, se utilizaron 200 pg de hrCEMP1 para una digestién
enzimatica con 200 ng de N-glicosidasa F (Calbiochem® Glycoprotein
Deglycosylation kit, Merck Biosciences Ltd., Nottingham, UK). Los 200 pg de
hrCEMP1 se resuspendieron en 30 pl de agua milliQ. Se afnadieron 10 pl de una
solucion de fosfato de sodio 250 mM, pH 7.0 y 2.5 ul de solucién desnaturalizante

(2% w/v SDS, 1 M B-mercaptoetanol). La mezcla se calenté a 100 °C durante 5

minutos. Se enfrié a temperatura ambiente y se agregaron 2.5 ul de TRITON® X-
100 (Sigma-Aldrich Company Ltd.). Los 200 ng de N-glycosidasa F se agregaron a
la mezcla y se incubé durante 24 hrs a 372C. El patrén de glicosilacidon se observé
mediante SDS-PAGE al 12%.

11. Fosforilaciones en CEMP1

Las proteinas no coldgenas asociadas a la fase mineral se encuentran fosforiladas
en los residuos de serina y treonina. Los sitios de fosforilacion tienen una alta
capacidad de unién a los iones calcio y a la superficie de los cristales
hidroxiapatita. Por lo tanto, se considera que estan implicadas en la regulacion de
la formacién de los cristales de HA durante la osteogénesis, dentinogénesis y
cementogénesis®®, Para determinar si hrCEMP1 se encuentra fosforilada, se utilizé
hrCEMP1 secretada del medio condicionado y purificada por cromatografia de
afinidad a Ni?*. La proteina recombinante CEMP1 se separé en geles SDS-PAGE al
12% y se electrotransfiri6 como se describié 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 dilucién de
1:1000 durante una noche a 4°C. El proceso de lavado, incubacion con el segundo

anticuerpo y revelado se han descrito anteriormente.

12. Cristalizacion de fosfatos de calcio in vitro
Para el crecimiento de cristales de fosfatos de calcio se utilizd un sistema de

contradifusién en capilares'®®!1%7¢ En un tubo capilar con un didmetro de 0.5 mm,
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se colocé agarosa al 1% en el centro del capilar. En los extremos se inyectaron las
soluciones de CacCl; (cloruro de calcio) 100 mM y NaH.PO, (fosfato de sodio) 100
mM. Al difundir libremente las soluciones en el capilar se formaran cristales de
fosfato de calcio a 372 C. Al gel de agarosa, antes de ser introducido al capilar, se
afadiod la proteina recombinante CEMP1 a una concentracién de 20 ug de proteina
por mililitro de agarosa. Después de haberse formado los cristales durante un
periodo de 7 dias, éstos fueron recuperados por la disolucién del gel en agua milli

Q caliente y posteriormente secados al aire.

13. Microanalisis de dispersion de energia de rayos X (EDX)

La composicién elemental de los cristales formados por la induccién de hrCEMP1
dentro de los capilares se analizaron usando un microscopio electrénico de barrido
(MEB) Jeol 5600, el cual tiene una microsonda Pentafet para microanalisis de
energia dispersa de rayos X. Todos los analisis se hicieron a 20kV durante 300
segundos. La relacién calcio/fésforo (Ca/P) se calculé mediante el analisis de
porcentajes atdmicos de los elementos identificados en el espectro. Después de
determinar la composicién de los cristales se recubrieron con una capa de oro
mediante espurreo catddico (100 nm) para evitar que se cargara la muestra y se

lograra mejor calidad en las imagenes de MEB.

14. Patron de difraccion cristalino por microscopia electronica de
transmision (MET)

Los cristales se montaron en un portamuestras de oro (150 mesh) para MET
cubiertos con una capa carbén. De los cuales, se obtuvieron los patrones de
difraccion de electrones por medio de un microscopio electrénico de transmision
JEOL 100 CX. Los espectros de difraccion fueron indexados siguiendo la siguiente
formula Rd=AL. Donde R es la distancia entre el centro y el punto en la placa
donde se tiene un haz difractado; A es la longitud de onda de los electrones; L es
la longitud de la cdmara y d es el espaciado entre planos cristalinos*!!, Al final

fueron comparados con las fichas ICDD.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Sobreexpresion de la proteina recombinante CEMP1 y purificacion.

La sobreexpresién de CEMP1 en los fibroblastos gingivales humanos (FGH) se
realizé por la transfeccién (utilizando una construcciéon con el vector pcDNA40-
CEMP1) del gen, que codifica para CEMP1, en estas células. Para confirmar la
transfeccién estable de CEMP1, ésta se determind mediante analisis 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
analisis muestran que ambos anticuerpos reconocen una especie de Mr 50,000,
confirmando la expresién de la proteina CEMP1 (Figura 2), mientras que no se
detectd la expresion de CEMP1 en FGH transfectados con el vector pcDNA40
vacio. La proteina recombinante CEMP1 contiene una bandera de histidinas en el
carboxilo terminal, lo que permite la purificacidon directa de la proteina en un solo
paso con la utilizacién de IMAC en una columna de afinidad a Ni?*. La pureza de
hrCEMP1 es superior al 99%, sélo se detectd una sola banda al tedir los geles de
poliacrilamida con plata, dicha tincién es capaz de detectar hasta 3 nanogramos
de proteina'??,

La purificacién de CEMP1 por medio de la columna de afinidad a Ni?*, IMAC,
permitié que a partir de 1 litro de medio condicionante se obtuviera 1 miligramo
de proteina pura. Después de los andlisis de los geles de los SDS-PAGE al 12%, la
proteina hrCEMP1 presentdé una movilidad relativa (M,) de 50,000 (Figura 2, linea
2). La identidad de hrCEMP1 se determind mediante la técnica de WB utilizando
dos anticuerpos especificos, anti-6xHis (Figura 2, linea 3) y anti-CEMP1 (Figura 2,
linea 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 linea celular no mineralizante (FGH), lo cual permitié realizar las siguientes

estrategias experimentales.
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Figura 1: Purificacion de hrCEMPI (linea 2) y se confirma la identidad de
hrCEMPI [anti-6xhis (linea 3) y anti-CEMP1 (linea 4)].

2. Dicroismo circular

Mediante dicroismo circular se determiné la estructura secundaria de la
proteina CEMP1. Las bandas de los espectros encuentran su maximo a los 218
nm, lo cual determina un mayor contenido de estructura en hojas B (Figura 3). Se
realizaron experimentos con diferentes porcentajes de trifluoroetanol (20% y 40%)
para identificar cambios en el contenido de la estructura, sin mostrar cambios
significativos.

Los analisis de los espectros de DC que revelaron el contenido de estructura
secundaria de hrCEMP1 se muestra en la tabla Il. Es notable la mayor abundancia
de hojas B. CEMP1 tiene una region en su secuencia de aminoacidos, del 30 al
110, gue muestra una identidad del 40 % con la colagena X y presenta reaccion
cruzada contra anticuerpos especificos a la coldgena X?’. Por lo anterior, se
consideraba a CEMP1 como una proteina relacionada a la familia de las colagenas.
Sin embargo, no cuenta con las repeticiones clasicas Gly x y. Es evidente la alta
estructura desordenada presente en hrCEMP1. Es importante hacer notar que
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estos resultados son consistentes incluso en la presencia de TFE a altas
concentraciones (40%). La PB-lactoglobulina es una proteina que tiene una
estructura predominantemente B, 9 hojas B antiparalelas y una a-hélice. Pero al
agregar TFE a una concentracion del 10 al 20% se induce un cambio dréastico en
la conformacién hacia una estructura que contiene predominantemente a-hélice.
El TFE se conoce por estabilizar e inducir la estructura a-hélice en proteinas y
péptidos. Sin embargo, las relaciones entre las estructuras inducidas con TFE y
sus estructuras nativas no es clara'*3?. hrCEMP1 ha mostrador no tener
propensidad a formar a-hélices debido a la interacciones locales promovidas por
el TFE.

Recientemente se ha propuesto que proteinas con un alto nivel de estructura
al azar pueden unirse a varios ligandos y ser multifuncionales; tales como las
proteinas SIBLING y HMGI(Y)!*!15 Esta caracteristica podria explicar la razén por
la cual hrCEMP1 regula el crecimiento cristalino y la composicion de los cristales
de HA, asi como también induce la expresién de proteinas relacionadas al proceso
de biomineralizaciéon y promueve la diferenciacién de células FGH hacia un
fenotipo cementoblastico/osteoblastico®®?’. Es importante destacar que muchas

de las proteinas asociadas al proceso de biomineralizacion en mamiferos tienen

una mayor estructura g, como: AMEL**'¢, OPN''/, DMP1%8 y BSP**°,
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Figura 2: Estimacion del contenido de estructura secundaria de hrCEMP].
hrCEMP1 se resuspendio en una solucion de PBS.

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

205-260 nm (5 °C) 205-260 nm (25 °C)

Hélice 10.00% 10.50%
Antiparalela 32.40% 31.90%
Paralela 5.80% 5.80%

Giros beta 16.70% 16.70%
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3. Dispersion dinamica de luz

Mediante dispersion dinamica de luz (DLS), se determind que la proteina se
encuentra principalmente como una particula de 6.5 nm. Estas agregados
contribuyen a una molécula Unica de M, 50, 000 (Figura 4). Su contribucién en

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

Figura 3: Andlisis de DLS para hrCEMPI. Donde se confirma que la movilidad
relativa de CEMP1 es de 50 000 y se observa que CEMP]1 se encuentra

4. Puentes disulfuro

Se utilizé6 4,4-ditiodipiridina para determinar la concentracién de tioles o
sulfhidrilos libres por mol de proteina. Al estar los sulfhidrilos libres la 4,4-
ditiodipiridina se une a ellos. Como resultado de la reacciéon se libera 4-
tiopiridona. La 4-tiopiridona presenta absorbancia a 324 nm. 10.2 tioles por
proteina se encuentran libres en condiciones desnaturalizantes, mientras 0.14

tioles libres por proteina se encuentran libres en condiciones nativas. La ausencia
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de grupos sulfidrilos libres en hrCEMP1 fue demostrada debido a la falta de
reaccion con 4,4'-ditiodipiridina en condiciones desnaturalizantes. Por lo tanto,
todos los residuos cisteina presentes en CEMP1 deben estar ligados por puentes
de disulfuro.

Los puentes disulfuro generalmente estabilizan los elementos de estructura en
las proteinas. Por ejemplo, en la osteocalcina se encuentra un puente disulfuro
entre los aminodacidos cys 23 y cys 29 que estabiliza las cadenas a-helice®; la
osteonectina, entre los aminoacidos 54 y 286 cuenta con 7 puentes disulfuro®°.
Uno de los puentes disulfuro, cys 138 y cys 248, estabiliza la unién osteonectina-
coldgena y favorece la formacion de las asas para la unién a calcio®.
Probablemente los puentes disulfuro presentes en CEMP1l estabilizan los
elementos de estructura secundaria y permitan mantener sus funciones. La
estructura secundaria determinada previamente como estructura en hojas B y al
azar, principalmente, le permiten a CEMP1 la formacion de asas y a su vez le

permiten diferentes configuraciones.

Figura 4: Probables sitios de los puentes disulfuro en CEMP1

Con la finalidad de presentar los probables sitios de los puentes disulfuro en la
secuencia de aminoacidos de CEMP1 se utilizaron los programas Disulfind!?? y
Metal Detector!?®. Ambos presentaron las mismas predicciones (Figura 5).



Eduardo Villarreal-Ramirez Doctorado en Ciencias Biomédicas

5. Glicosilaciones

Para determinar si CEMP1 es una glicoproteina, se empled un método de
inmunodeteccion. En esencia este método permite la deteccién de motivos
carbohidratos y se basa en la oxidacion de los grupos hidroxilo por el
metaperyodato de sodio y la subsiguiente formacién de grupos aldehido, que se
encuentran disponibles para reaccionar con la biotina. La unién del grupo
aldehido con la biotina se detecta mediante la union de la biotina a la
estreptavidina. La estreptavidina se encuentra dentro de un complejo,
estreptavidina-peroxidasa'?*. Mediante esta técnica se determiné a CEMP1 como
una glicoproteina con una M, 50,000 (Figura 6). Se utilizé a la transferrina como
control positivo.

La presencia de carbohidratos podria explicar los cambios en la movilidad
relativa en CEMP1, aunque a la fecha se desconocen la funcién y los tipos de
carbohidratos presentes en CEMP1. Se ha demostrado que las glicosilaciones en
las proteinas relacionadas al fendomeno de la biomineralizacién juegan un papel
fundamental en la unién a iones calcio y unién a colagena; como es el caso de
SPARC, donde el dominio Il o dominio tipo folistatina (FS) contiene dos sitios de
glicosilacién tipo N en Asp71 y Asp99 las cuales determinan la unién a la

colagena'®.

6. Desglicosilaciones

Para determinar el cambio en la movilidad relativa de CEMP1 se traté con
glicosilasas y se determind el tipo de glicosilaciéon presente (O-glicosilacion o N-
glicosilacién). El analisis in silico se realizé6 con los programas NetNGlyc 1.0'%¢ y
NetOGlyc 3.1'%, cuya funcidén es predecir el tipo de glicosilacién presente en una
secuencia de aminoacidos y su posicién en la misma. Los resultados en NetNGlyc
1.0 fueron los siguientes: 2 sitios de N-glicosilacion Asn-X-Ser/Thr en las

posiciones 20 y 25. Mientras, en NetOGlyc 3.1 los resultados fueron:
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Figura 5: Identificacion de glicosilacion en hrCEMPI. En el carril B se muestra la
reaccion positiva al marcaje de los glicanos presentes en la transferina. En el carril
C se muestra la reaccion positiva al marcaje de los glicanos presentes en CEMPI.

13 sitios de O-glicosilacién (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 numero 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 utilizé el kit Glycoprotein Deglycosylation
(Calbiochem, San Diego, CA) para desglicosilar 200 =g de CEMP1 en cada
experimento de desglicosilaciéon, usando el protocolo estdndar en condiciones
desnaturalizantes, y el resultado se visualizé por medio de geles de SDS-PAGE al
12%. Para comprobar la funcionalidad del kit se usé fetuina bovina como control
(datos no presentados). La proteina recombinante CEMP1 fue sometida a un
tratamiento con una mezcla de glicosidasas, las cuales incluyen: N-glicosidasa F,
endo-a-N-acetilgalactosaminidasa, «2-3,6,8,9-neuraminidasa, p1l,4-galactosidasa
y B-N-acetilglucosaminidasa.

Evidentemente, CEMP1 cambia su M, sélo en presencia de glicosilasas tipo N
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(Figura 8). El analisis de la movilidad electroforética concuerda con los resultados
previos en bioinformatica, en los cuales CEMP1l tiene valores altos para
glicosilaciones tipo N y bajos para glicosilaciones tipo O. Los resultados
experimentales muestran que CEMP1 sélo tiene glicosilaciones tipo N. Se realizé
un electroforegrama para determinar la M, de CEMP1. CEMP1 tuvo un cambio en
la M, de 50 000 a 39 000.

Figura 6: Potenciales sitios de glicosilacion en CEMP1. En la grdfica obtenida con
NetNGlycse observan 2 sitios posibles de glicosilacion tipo N. Mientras en la
grdfica eleborada con NetOGlyc semuestran 13 posibles sitios de glicosilacion tipo

O.

En estudios previos refieren que la M, de CEMP1 expresada en células
procariontes es de 30,000%’, y la M, de hrCEMP1 expresada en células eucariontes
es de 50,000%, Otros autores refieren que la M, de hrCEMP1 es de 44, 000%,
donde CEMP1 se imnunoidentifico a partir de células del foliculo dental in vitro, las
cuales se consideran precursoras de fibroblastos del ligamento periodontal,
cementoblastos y osteoblastos.
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Figura 7: Determinacion del N-glicosilacion en hrCEMPI. C: Incubacion de hrCEMP1 con
distintas N y O glisosilasas. D: Incubacion de hrCEMPI con N glicosilasas. E: Incubacion
de hrCEMPI con O glicosilasas. (F) Inmunoidentificacion de hrCEMP1 antes y después de
haberse expuesta a diversas glicosilasas.

La proteina recombinante humana CEMP1 contiene en el carboxilo terminal
una bandera de 6 histidinas y el epitope V5, estos aminodcidos afadidos a
hrCEMP1 modifican su movilidad relativa entre 4,000 y 6,000, de acuerdo a la
informacién provista por el fabricante. Las N-glicosilaciones en hrCEMP1 modifican
la movilidad relativa en 11,000 y las fosforilaciones posiblemente modifiquen su
M, 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 proteinas relacionadas al proceso de
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biomineralizacién tienen un papel fundamental en la nucleacién y formacién de
los cristales de HA. Los glicanos poseen una gran carga superficial, como el acido
sialico, dicha carga superficial facilita la unién de los iones calcio. Existen reportes
donde los glicanos promueven la mineralizacién de la hidroxiapatita?® y a sus vez
estdn implicados en la osificacién endocondral, remodelacién ésea y reparacion

de las fracturas dseas'?’.

7. Fosforilaciones en CEMP1

La secuencia de aminoacidos de CEMP1 posee multiples sitios potenciales de
fosforilacidén; estos resultados se obtuvieron con la herramienta bioinformatica
NetPhos 2.0'%°, el cual analiza las fosforilaciones posibles y su posicién en la
secuencia de aminoacidos. 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
qgue las fosforilaciones en serinas son mas abundantes y los valores calculados
son mas altos en comparacién con los obtenidos en treoninas. No existen tirosinas

en la secuencia de aminoacidos de CEMP1 (Figura 9).
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Figura 8: Sitios potenciales de fosforilacion de CEMPI. El programa NetPhos
determina 10 probables sitios de fosforilacion en residuos Ser y 8 probables sitios
de fosforilacion en residuos Thr.
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Debido a que experimentalmente se desconoce si hrCEMPl1 posee
fosforilaciones, nosotros examinamos mediante inmunoidentificacion si hrCEMP1
esta fosforilada. Los anticuerpos anti-fosfotreonina y anti-fosfoserina (Zymed San
Francisco, CA, USA) se utilizaron para determinar la reaccién cruzada con
hrCEMP1 (Figura 10). Ambos anticuerpos detectaron la misma especie (M.,
50,000), previamente identificada con los anticuerpos anti-CEMP1 y anti-6xhis.

CEMP1 de forma similar a las proteinas SIBLING, se encuentra fosforilada en los
residuos ser y thr. Las proteinas de esta familia se encuentran altamente
fosforiladas y presentan heterogeneidades en sus fosforilaciones dependiendo de
su localizacién tisulart3!>7132 | as fosforilaciones se consideran sitios de unién 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 mineralizacién*3!>’,

kDa A B C
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Figura 9: Inmunodeteccion de fosfoserinas y fosfotreoninas en
hrCEMPI. En los carriles B y C se electrotransfirio hrCEMPI,
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 especificas de las proteinas de matriz extracelular en el proceso
de biomineralizacion no se conocen completamente a la fecha. Una de las
aproximaciones para estudiar el fendmeno es medir la afinidad de estas proteinas
a la hidroxiapatita (HA). Diversas proteinas se han reportado como afines a la HA,
y como nucleadoras e inhibidoras de la HA'33134135 Dichas proteinas son acidas y
con un gran porcentaje de estructura al azar. Resultados previos han demostrado
gue CEMP1 juega un papel importante en la formacién de HA?’>, 50 ug de CEMP1
se inyectaron a una columna de hidroxiapatita y se eluyé a distintos gradientes de
fosfatos de sodio pH 7.2. Este parametro permite evaluar la afinidad de CEMP1 a
la HA. CEMP1 presenta una fuerte afinidad a HA y se eluyd a una concentracién de
300 mM de fosfato de sodio (Figura 11). Proteinas no relacionadas al proceso de
biomineralizacién eluyen a concentraciones bajas de fosfatos de sodio, tabla llI,
entre 10 mM y 120 mM!%2, mientras que las proteinas relacionadas con el proceso
de biomineralizacién eluyen a concentraciones de hasta 200 mM de fosfatos de
sodio®®. Los resultados demuestran que CEMP1 posee una muy alta afinidad por
la HA. El mecanismo de interaccion especifica entre CEMP1 vy la hidroxiapatita adn
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 interaccién (Tabla Ill).

El comportamiento de la CEMPl in vivo depende de sus propiedades
fisicoquimicas (por ejemplo, afinidad a HA) y también de cdmo se interrelacione
con otros miembros de la matriz extracelular'®’®°, La afinidad de la CEMP1 por la
hidroxiapatita puede ser amplificada por interacciones con otras proteinas e
iones!*® 139, factores que deben ser considerados para evaluar sus funciones in
vivo'*?. Ademas, las interacciones regionales podrian ser un camino por el cual la
proteina puede presentar distintas funciones. La estrategia metodoldgica que se
ha utilizado es un sistema por el cual la proteina con o sin modificaciones

postraduccionales, refleja su naturaleza de unién a la hidroxiapatita.
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Tabla II: Elucion de proteinas no relacionadas al proceso de biomineralizacion
en una columna de HA a un pH 7.2. Las concentraciones molares de elucion de
fosfato de sodio se presentan en la columna derecha.
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Figura 10: Afinidad de hrCEMPI a hidroxiapatita.. Carril B una fraccion de baja
pureza de la purificacion por IMAC e inyectada a una columna de HA. A una
concentracion de 300 mM de fosfato de sodio se eluyo a hrCEMPI (carril C) y se
comprobo su identidad por electroinmunotranferencia (carril D).
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La alta afinidad entre CEMP1 y la hidroxiapatita sugiere una interaccion
proteina-mineral, y su participacién durante el proceso de biomineralizacion del
cemento radicular y otros tejidos mineralizados. En futuros estudios debe
determinarse la constante de asociacién entre CEMP1 y HA. Sin embargo, la alta
concentracién de fosfato de sodio a la cual se eluye CEMP1 podria anticipar una
constante alta de asociaciéon entre HA y CEMP1l. Del mismo modo debe ser
considerado el papel del ambiente iénico entre la afinidad de HA y CEMP1. El Ca?*
es uno de los elementos principales de la celda de unidad de la hidroxiapatita y el
hueso, afectando la unién proteina-HA. EI Mg?* es un fuerte inhibidor de la
mineralizacién en condiciones de fuerza idnica variable y disminuye la unién entre
proteina y HA™!,

Se sugiere que la CEMP1 interacciona fuertemente con la HA a través de sus
dominios negativamente y positivamente cargados, facilitando la mineralizacion
en etapas tempranas, colaborando en el depdsito mineral y el crecimiento de
cristales de fosfato octacalcico (OCP); también que regula el proceso de
maduracién de cristales de HA y de igual forma su interaccidon con otras proteinas
de la matriz extracelular, facilitando la mineralizacién del tejido. CEMP1 ademas
promueve la actividad de la fosfatasa alcalina, promoviendo la mineralizacion del

cemento radicular®.
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9. Cristalizacion de fosfatos de calcio in vitro

El objetivo experimental fue determinar el papel de CEMP1 en el proceso de
biomineralizacién y su efecto en la morfologia de los cristales de fosfatos de
calcio. Para ello se utilizé la técnica de contradifusidon en agarosa, figura 12. Esta
técnica es la mas ampliamente usada para caracterizar el efecto de las

macromoléculas de matriz extracelular en el proceso de biomineralizacién'®.

o P

Figura 11: Capilares para el crecimiento de cristales de fosfatos de calcio.

En experimentos control de cristalizaciéon in vitro, los fosfatos de calcio
presentan formas de agujas que en cUmulos se llaman whiskers!#2. (Figura 15A).
La concentracion de proteina utilizada en nuestros experimentos fue de 20 pg/mL.
En la figura 15B se observa una modificacién al habito cristalino de los fosfatos de
calcio debido a la adicion 20 ug/mL de proteina, en 7 dias de crecimiento. La
CEMP1 es un factor determinante en el cambio del crecimiento, morfologia y
organizacién de los cristales de fosfatos de calcio. El mecanismo por cual se
realiza este cambio no estd determinado. La morfologia de los cristales de
hidroxiapatita que crecieron en ausencia de hrCEMP1l tienen una morfologia
macroscopica de placas y una morfologia microscépica de agujas concentradas en
esferas, mientras que, los cristales crecidos en presencia hrCEMP1 tienen una
morfologia de drusas y agujas y esta morfologia es mas ordenada (figura 13).

El andlisis elemental de los cristales determind que los cristales crecidos en
ausencia de hrCEMP1 tienen una relaciéon Ca/P de 1.6, el cual es igual al valor
tedrico de la HA [Ca10(PO4)s(OH),]**3. En las condiciones experimentales, utilizando
hrCEMP1, se determind que la relacion Ca/P es 1.3 [CagH»(PO4)s5H.0], de acuerdo
a los valores tedricos reportados corresponde al mineral de OCP**® (Figura 14).

Posteriormente se indexaron todos los patrones de difraccién; 10 patrones de
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difracciéon experimentales y 7 patrones de difraccién control. Para indexar los
patrones de difraccion se midid la distancia entre el punto central y los
difractados. Estos datos fueron utilizados en la ecuacidn descrita en los materiales
y métodos. Los valores de R fueron comparados con la ficha cristalografica de los
fosfatos de calcio (HA, archivo ICDD: 24-0033) (OCP, archivo ICDD: 26-1056). Los
patrones de difraccién de los cristales control presentan indices de Miller (hkl: 1 0
2; hkl: 300y hkl: 2 1 1) y distancias interplanares (3.17 A, 2.72 Ay 2.81 A)
representativas para HA. Distintamente los cristales crecidos en presencia de
hrCEMP1 presentan indices de Miller (hkl: 2 2 1; hkl: -1 2 2 y hkl: -4 -4 1) y
distancias interplanares de 3.74 A, 2.94 A and 2.15 A, los cuales corresponden
claramente al fosfato de calcio cristalino de OCP (Figura 15).

Los patrones de difraccion de los cristales control demostraron que el mineral
cristalizado en el sistema de doble difusidon es hidroxiapatita. Todos los cristales
experimentales pertenecen a fosfato octacalcico (OCP). Generalmente los
cristales de OCP que crecen en sistemas in vitro mediante sintesis quimica
presentan formas de placas'**'*>, mientras que los cristales de OCP sintetizados a
partir de una plantilla proteica presentan formas de esferulitos y drusas*®. Estos
experimentos demuestran que CEMP1 es una proteina que promueve el cambio
del habito cristalino y determina la formacién de cristales de fosfato octacalcico
en morfologias especificas.

En la mayoria de los casos conocidos de biomineralizaciéon se ha observado
que la nucleacién y la orientacién de los cristales formados es un proceso
altamente controlado; por ello se ha asumido tacitamente que el proceso de la
nucleaciéon es el primer paso para la formacién de los minerales*. La precipitacién
de fosfatos de calcio in vitro frecuentemente involucra la formacién de una fase
desordenada y soluble, tras la cual se da una transformaciéon a una fase menos
soluble y usualmente mucho mas ordenada (de acuerdo con la ley Ostwald-
Lussac, sucede cuando el nucleo formado inicialmente es completamente

diferente de la estructura final). Sin embargo, si una plantilla para la nucleacién se
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encuentra presente, la fase madura puede ser inducida directamente®*’. Por lo
tanto, son posibles dos formas en las cuales los nucleos de los cristales pueden
ser formados.

Estudios iniciales sobre mineralizacion en invertebrados mostraron que la
utilizacién del método de formacién de precursores minerales en organismos
vivos es posible. La primera evidencia inequivoca de la presencia de una fase
transitoria de precursores minerales en la biomineralizaciéon se presenté por
Lowenstam et al.}*®, en sus estudios de la formacién de magnetita en los dientes
de la radula del los quitones (Cryptochiton stelleri); dichos estudios mostraron que
la primer fase mineral formada en los dientes de los quitones es un 6xido de
hierro hidratado paracristalino, llamado ferrihidrita y finalmente este mineral tuvo
una transformacién hacia magnetita cristalina#. Aportaciones recientes nos
hacen ver que este sistema es mdés comidn de lo esperado. Existen pruebas
solidas en vertebrados®® donde la primera fase mineral es un fosfato de calcio
amorfo (ACP), posteriormente se forma una fase de OCP y finalmente HA™!,

La actual teoria de biomineralizaciéon indica que en la formacion del tejido
mineralizado primero se da la nucleacién de fosfatos de calcio amorfo (ACP) y
posterior a ésto, hay una transformacion en fase solida a OCP que finalmente se
transforma en HA3. Nuestras datos indican que CEMP1 participa en la nucleacién y
estabilizacion de una fase mineral soluble y poco ordenada de fosfato octacalcico
con respecto a la hidroxiapatita, ésto en etapas tempranas de la formacién del

tejido del cemento.
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Figura 12: Cristales de fosfatos de calcio. Las imdgenes A y B corresponden a la vista
macroscopica de los experimentos control y experimental, respectivamente. Las
imagenes C y D corresponden a la vista microscopica de los cristales control, es decir,
en ausencia de hrCEMPI. Las imdgenes E y F pertenecen a los cristales crecidos en
presencia de hrCEMPI.
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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 hrCEMPI.Los espectros son similares pero la relacion Ca/P entre

ellos no es la misma.

Figura 14: Patrones de difraccion. La imagen A corresponde a los cristales crecidos
en ausencia de hrCEMPI, mientras la imagen B corresponde a los cristales en

presencia de hrCEMP].
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En conjunto los resultados de este trabajo muestran que la CEMP1
biolégicamente activa juega un papel importante durante el proceso de
mineralizacién. Esta proteina es fundamental para la sintesis de cristales de
fosfato octacalcico en forma de agujas y es responsable de la nucleacién de los
mismos. El fosfato octacalcico es una fase transitoria durante el crecimiento de
cristales biolégicos. En cristales pequenos, el fosfato octacalcico es precursor de
la hidroxiapatita y sélo puede ser detectado en cristales grandes a causa de su
transformacion cinética lenta. Este proceso se reporto en calcificaciones normales
(esmalte, dentina, cemento, hueso) y patoldgicas (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 mineralizacién bioldgica del cemento radicular e inductor de cambios
fenotipicos de células no osteogénicas hacia un fenotipo
osteoblastico/cementoblastico.

Otras moléculas relacionadas al proceso de mineralizacién tales como BMP-2, 4
y 7 inducen la reparacién/regeneracion de tejido mineralizado®?. La liberacién
sostenida de BMP-2 utilizando la estrategia de terapia génica induce la formacion
de hueso in vivo*3. La proteina recombinante humana amelogenina (rHAM(+)),
también es efectiva para inducir la regeneracién in vivo de todos los tejidos de
soporte del 6rgano dentario después de la creacién de periodontitis experimental
en perros, donde el reclutamiento de las células progenitoras mesenquimales es
un factor clave durante la regeneracion de tejidos periodontales®™*. La
amelogenina y otras proteinas tales como OCN, BSP y OPN tienen la habilidad
para unirse, regular el crecimiento y nuclear cristales de hidroxiapatita asi como
para promover la mineralizacién®’.

Las nuevas estrategias terapéuticas tales como el uso de andamios de PLGA
para aplicaciones de ingenieria de tejidos podrian ser aplicadas para demostrar la
capacidad de una proteina para lograr la regeneracién de los tejidos

mineralizados. Estas estrategias podrian abrir nuevas estrategias para el
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desarrollo de nuevos dispositivos terapéuticos para el tratamiento de la

enfermedad periodontal y otras enfermedades éseas, utilizando como principio a
la proteina recombinante humana CEMP1.
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CONCLUSIONES

Los estudios sobre la funcién y la estructura de CEMP1 se han limitado por las
dificultades en el aislamiento de la proteina a partir de cemento radicular humano
y/o bovino, debido principalmente al bajo recambio metabdlico, la cantidad de
tejido que se deposita y su enclaustramiento en la matriz mineralizada compuesta
principalmente de hidroxiapatita.

En este estudio se describe la produccién, purificacidn y caracterizacion de la
proteina recombinante humana CEMP1l. Se mostr6 que CEMP1l posee
modificaciones post-traduccionales, N-gliosilacién y fosforilacién. También se
demuestra que la proteina recombinante humana CEMP1 desempefa un papel
importante en el proceso de mineralizacién, nucleando cristales de fosfato
octacalcico y regulando el crecimiento de éstos. Los resultados proveen las bases
de futuros estudios para el analisis de las caracteristicas de dicha proteina hacia
nuevas estrategias terapéuticas, con el objetivo de tratar las diferentes
afecciones de los tejidos mineralizados y para promover la regeneraciéon del

cemento radicular y/o hueso en tejidos adultos.
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Cementum protein 1 (CEMP1’ has been recently cloned. and in vitro experiments have shown functions
as regulator of cementoblast behavior and inducer of differentiation of non-osteogenic cells toward a
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Introduction

Cementum is a unique avascular mineralized connective tissue
that covers the root surface of teeth and provides the interface
through which the root surface is anchored to collagen Sharpey's
fibers of the periodontal ligament. Nevertheless, the complex pro-
cesses that regulate cementogenesis and normal cementum metab-
alism remain unclear to date. Recent evidence indicates that
cementum formation is critical for appropriate maturation of the
periodontivm [1]. Recently we have isolated and characterized a
human cementum protein which we named Cementum Protein
1 (CEMP1), (GenBank Accession No. NP_001041677; HGNC: ID
32553) [2]. Antibodies against this protein recognize the cementoid
layer and adjacent cementoblastic cell layer, cementocytes, progen-
itor cells located near the blood vessels in the periodontal ligament,
cells located in the endosteal spaces of human alveolar bone, dental
follicle-derived cells and human petriodontal ligament cells [2-4].
CEMP1 mRNA is highly expressed in cementoblasts, subpopulations
and progenitor cells of the human periodontal ligament [5]. In vitio
experiments showed that CEMP1 promotes cell artachment, differ-

* Corresponding author. Fax: +52 5556225563,
E-mail address: harzate@servidor.unam.m [H. Arzate)

O006-291X/5 - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved,
doi: 10.1016/Lbbre.2009.04.072

50,000. Characterization of krCEMP1 indicates that its secondary structure is mainly composed of i-sheet
(55%), where random coll and alpha helix conformations correspond to 35% and 10%, respectively. It was
found that krCEMP1 is N-glycosylated, phosphorylated and possesses strong affinity for hydroxyapatite.
Even more important, our results show that ArCEMP1 plays a role during the biomineralization process
by promoting octacalcium phasphate (OCP) crystal nucleation. These features make CEMP1 a very good
candidate for biotechnological applications in order to achieve cementum and/or bone regeneration.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

entiation [6,7], and deposition rate, composition, and morphology
of hydroxyapatite crystals formed by human cementoblast cells
[7]. Since CEMP1 is synthesized by cementoblast cells and, a re-
stricted periodontal ligament cell subpopulations {(cementoblast
precursors), itis suggested that this molecule is a cementum-specific
biological marker and it might play a role as regulator of cell differ-
entiation. Furthermore, CEMP1 transfection into non-osteogenic
cells such as adult human gingival fibroblasts results in differentia-
tion of these cells into a “mineralizing” cell phenotype [8]. Although
the physiological function of CEMP1 is not completely understood, it
is our hypothesis that this molecule plays an important role during
the cementogenesis process and also as an inducer of the formation
of mineralizing nodules and calcium deposition during hydroxyapa-
tite formation. Therefore, the aim of the present study was to charac-
terize the physic-chemical characteristics of hrCEMP1 expressed ina
human gingival fibroblast cell line and determine post-translational
modifications and their influence on CEMP1's functional properties
during the mineralization process.

Materials and methods

Expression and purification of CEMFPI. The open reading frame of
CEMP1 (GenBank Accession Mo. NP 001041677), was subcloned
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into the pENTR/SD/D vector (lnvitrogen, Carlsbad, CA) and the
resultant pENTR/SD/D-CEMP1 ¢DNA construct ligated into a
pcDNA40(+) vector pcDNA20-CEMPL{+). Human gingival fibro-
blasts (HGF) were isolated and grown as previously described [3].
The plasmid pcDNA40-CEMP1(+) was transfected into human gin-
gival ibroblasts cells as described elsewhere [8].

Recombinant human CEMP1 protein collected from conditioned
media of HGF expressing CEMP1 was putified by Ni** affinity chro-
matography (HiTrap Chelating HP column, Invitrogen, Carlsbad,
CA). Determination of protein purity was performed by 12% 5DS-
PAGE.

Western blot analysis, Recombinant human CEMP1 [10 pg) was
separated by 12% SDS-PAGE and electroblotted onto Inmobilon-P
(PVDF) nitrocellulose membrane (Millipore Corp., Bedford, MA).
Anti-hrCEMP1 and anti-6XHis (C-term ) polyclonal antibodies were
used to specifically identify the CEMP1 gene product and the fused
histidines, Peroxidase-conjugated goat anti-rabbit [gG was used
and secondary antibody and detection was performed as previ-
ously described [2].

Hydroxyapatite affinity chromatography. To determine if
hrCEMP1 has affinity to hydroxyapatite, an Econo-Pac CHT-II car-
tridge {1 mL) (Bio Rad. Hercules, CA) was used. The column was
equilibrated with 10 mM sodium phosphate, pH 7.2. Fifty micro-
grams of purified hrfCEMP1 was loaded and unbound proteins
removed with a solution containing 10 mM sodivm phosphate,
pH 7.2. Bound proteins were eluted with a solution containing
0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 M sodium phosphate, pH 7.2. Frac-
tions were subjected to 12% SDS-PAGE and Western blotting,

Circular dichroism spectroscopy. hrCEMP1 protein was dissolved
in PBS, pH 7.4, at 200 pig/mL. The concentration was calculated
from the absorption at 280 nm using an extinction coefficient of
28125 M ' cm ' and deduced from the amino acid sequence [9].
CD spectra were recorded in thermostatted (25 °C) quartz cells of
1-mm optical path length within a wavelength range of 190-
260 nm using a AVIVG62DS spectropolarimeter. The molar ellipticity
(1) expressed in degreescm® dmol ' was calculated on the basis of
a mean residue of M, 50,000. Five spectra were accumulated to im-
prove the signal to noise ratio, A baseline with bulfer (PBS, pH 7.4)
was recorded separately and subtracted from each spectrum. The
program CONTIN was used to calculate secondary structure con-
tent [10].

Dynamic light scattering (DLS). Light scattering experiments
were performed using a Zetasizer Nano S (Malvern Instruments,
Ltd.. UK) molecular sizing instrument which employs a 4 mw,
633 nm semiconductor laser as light source and NIBS technology
(Malvern Instruments, Ltd., UK) [11]. During experiments the tem-
perature was held at 25 {0.1 “C) via a Peltier unit. Data analysis was
performed using the Zetasizer Nano S DTS software package (Mal-
vern Instrumments, Led., UIC).

Presence of cysteine disulfide bonds. Human recombinant CEMP1
at a 2.5 mM concentration was dissolved with 6 M guanidine—HCl
containing 200 mM DTT. The protein was reduced at 37 °C over-
night, and boiled for 5 min before the protein was loaded into a
gel Altration column (1.5 = 10 cm Sephadex G-10, Pharmacia, Upp-
sala, SW) equilibrated with 300 mM acetic acid. The reduction
state of hrCEMP1 was assessed by guantitation of thiols using an
assay for dithiodipyridine. Briefly, rCEMP1 was incubated with
G M guanidine-HCl, 10 mM EDTA, 120 mM Na,HPO,, pH 6.6, and
DTPD (4.4'-dithiodipyridine) added to a final concentration of
500 nM. Samples were incubated for 30 min at 25 °C and the Asq,
wds monitored to estimate the number of cysieine residues
present

Glycosylation analysis. Carbohydrates contained in (rCEMPI
were determined using the ECL glycoprotein detection system
(Amersham Biosciences, UK). Brielly, samples were separated by
12% SDS-PAGE and electro-transferred as described above. Oxida-

tion was carried out in the dark with 10 mM sodium metaperio-
date dissolved in 100 mM acetate buffer, pH 5.5. Samples were
treated with biotin hydrazide to incorporate biotin into the oxi-
dized carbohydrate and biotin was detected by the horseradish
peroxidase-conjugated streptavidin system vsing enhanced chemi-
luminescence (ECL, Millipore Corp., Bedford, MA).

Release of N-linked oligosaccharides. N-Glycans were released
from 200 pg of hrCEMP1 by enzymatic cleavage using peptide N-
glycosidase F (Calbiochem" Glycoprotein Deglycosylation Kkit,
Merck Biosciences Ltd,, Nottingham, UK). The protein was resus-
pended with 10 (L of 250 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0
and 2.5 pL of denaturation solution (2% w/v 5D5, | M [-mercap-
toethanol). The mixture was heated at 100 °C for 5 min. One unit
of PNGasa F was added and incubated for 24 h at 37 *C. The N-
linked glycosylation pattern of hfCEMP1 was resolved by 12%
SDS-PACE.

hrCEMP1  phosphorylation. According to ‘in sifice’ analysis,
IrCEMP1 possesses multiple potential phosphorylation sites. Eigh-
teen phosphorylation sites (10 serine, 8 threonine) were predicted
by the NetPhes 2.0 program [2]. Tyrasine is not present in the
hrCEMP1 amino acid sequence. To determine if serine and threo-
nine phosphorylation is present in hrCEMP1, hrCEMP1 secreted
to the media and purified by Ni*' affinity chromatography was
used. Human recombinant CEMPI was subjected to 12% SDS-PAGE
and electrotransfered as described above, Membranes were
blocked as described, and incubated with primary polyclonal anti-
bodies against phosphothreonine and phosphoserine (Zymed, San
Francisco, CA, USA). After washing, membranes were incubated
with the horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit 1gG
secondary antibody. Membranes were washed and detection of
secondary antibody performed as previously described.

hrCEMPI effect on apatite formation. To determine if hrCEMP1
promotes apatite formation, a capillary counterdiffusion system
was used [13-15]. Briefly, 1% (wfv) agarose gel containing 20 pg/
mL of hrfCEMP1 was poured into the capillaries (0.5 mm diameter
and 30 mm long). The ends of the capillaries were injected with
100 mM CacCl, and 100 mM NaH,PO,. All experiments were carried
out at 37 °C, After 7 days, the crystals were recovered by dissolving
the gel in hot milli Q water and air-dried.

Energy-dispersive X-ray micro-analysis (EDX). The composition of
crystals formed by induction of hrCEMP1 into the capillaries was
analyzed using a |eol 5600 scanning electron microscope fitted
with a detector of energy dispersive X-ray microanalysis micro-
probe, All analyses were performed at 20 &V for 300 s [16]. Crystals
were analyzed in low vacuum and the calcium/phosphate (Ca/P)
ratio was calculated from the intensity of the peaks present in
the EDX pattern, After determining the composition of the crystals,
they were covered with a thin gold film, 100 nm thick, to avoid
electron disturbances that could interfere with the SEM images,

Elecrron diffraction pattern by transmission electron microscopy.
Crystals were mounted on carbon-coated 150-mesh gold grids
and examined for diffraction techniques, D-spacings of diffraction
patterns were calibrated against those used as gold standard with
identical diffraction conditions. The mineral phase was analyzed by
means of a JEOL 100 CX apalylical transmission microscope
employing 100 kv,

Results and discussion
Isolation of human CEMP1 by recombinant expression

Previously, we have expressed WrCEMPL in a prolaryotic
expression system; however, this system is not able to express
the full-length recombinant CEMP1 [2]. lo this study, human
recombinant CEMP1 was expressed in human-derived gingival
fibrablasts as a secreted GXHis fusion protein and latter purified
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by affinity chromatography using a Ni*" column. The yield of re-
combinant CEMP1 per liter of serum-free media was about 1 mg.
Alter SDS-PAGE and coomassie blue staining, the protein pre-
sented a M, 50,000 (Fig. 1A, lane 2). The identity of the human re-
combinant protein was determined by Western blot analysis using
a specific polyclonal antibody against the 6XHis tag (Fig. 1A, lane 3)
and a specific polyclonal antibody against hrCEMP1 (Fig. 1A, lane
4). Both antibodies recognized a single protein species of M,
50,000 which is almost twice the theoretical molecular mass de-
duced from the cONA sequence (25.9 kDa) [2]. This data shows that
we are able to produce the full-length recombinant human CEMP1
in high yields using a human gingival fibroblasis-derived cell line.

hrCEMPI secondary structure

Circular dichroism of ArCEMP1 showed that the spectra bands
present its maximum value at 218 nin. This determines that the
secondary structure present in hrCEMP1 is mainly composed of
p-sheet. CD spectra analysis revealed 10% o-helix, 32.4% p-anti-
parallel, 58% @-parallel, 16.7% P-turn and 35% random coil
(Fig. 1B). This result was consistent even when different concentra-
tions of trifluoride ethanol {20% and 40%) were used in order Lo
determine if a change in the structure could be induced. Recently,
it has been show that proteins with high percentages of random
coil structure are multifunctional and allow proteins to have di-
verse binding properties such as SIBLING and HMGI(Y) [16,17].
This feature might explain why trCEMP1 regulates crystal growth
and composition of hydroxyapatite crystals [7]. CEMP1 also
induces the expression of proteins related to mineralization and
promotes in vitro osteoblastic and/or cementoblastic cell differen-
tiation of HGF [8].

Dynamic light scattering and cysteine disulfide bonds

Dynamic light scattering analysis revealed that hrCEMP1
aggregates mainly as 6.50 nm particles. Such aggregates are
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contributed by one type of molecule with a M, 50,000 (Fig. 1C).
Our results showed that hrCEMP1 did not react with sulfhydryl
groups. Therefore, all cysteine residues present in ArCEMPT might
be linked Lo disulfide bridges. Disulfide bridges generally play a
role stabilizing protein structure [18-20]. From our results we in-
fer that disulfide bridges contribute to hrCEMP1's secondary
structure stabilization.

hrCEMPY glycosylarion and N-linked oligosaccharides

Acrcording to in silico analysis [NetNGlyc, neural net bioinfor-
matic program) [12], hrfCEMP1 possesses two N-glycosylation sites
Asn-X-Ser{Thr in amino acids 20 and 25. After digestion of the
protein with PNGase F, our results demonstrate that irCEMP1 is
a glycoprotein with a M, 50,000 and shifted from M, 50000
(Fig. 2C) to a M, 39,000 species (Fig. 2F and G), which represents
22% of N-glycosylation of hrCEMP1. O-linked glycosylation (Ser/
Thr) predicted 13 sites by in silico analysis. After digestion with
endo-a-N-acetylgalactosaminidase, %2-3 6 ,8.9-neuraminidase, p1,
4-galactosidase, and p-N-acetylglucosaminidase, there were no
changes in hrCEMP1's M, (2H). Western blots performed with the
digestions described above, cross-reacted with anti-CEMP1 poly-
clonal antibody (Fig. 21).

By comparison with the theoretical protein molecular mass
for hrCEMP1 (25.9 kDa) deduced from the cDNA sequence, 4 con-
tribution of 43.5% by post-translational modifications is present
in irCEMP1. However, it is important to consider thar V5 epitope
and GXHis tag included into the vector contribute with 5 kDa to
the M, of hrCEMP1. Although the precise role of attached carbo-
hydrates in hrCEMP1 is unknown, glycosylation may affect
hrCEMP1's function during the mineralization process. Glycans
have been associated to this process because their anionic sur-
face can bind a large number of Ca®" ions and regulate hydroxy-
apatite crystal growth [21]. Glycans are also implicated in the
regulation of endochondral ossification, bone remodeling and
fracture healing [22].
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Fig. 1. 5D5-PAGE showed a M, 50,000 species representing firCEMP1 (A, lane 2). Western blot confirmed the idenoity of firCEMP. Anti-6Xhis anubody (A, lane 3}, ann
hrCEMP1 (A, lane 4}, Circular dichroism revealed that hrCEMP1 is mainly structured as [l-sheer and random coil | B). Dynamic light scattenng shows that hrCEMPT aggregates

mainly ar 650 nm and represents a single molecule of M, 50,000 {C),
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Fig. 2. Transferrin glycoprotein contral (B}, Human recombinant CEMP1 represents a glycoprotein (C). Deglycosylation of irCEMP1, Human recombinant CEMP1 SD5-PAGE
silver stained (D). Incubation of hrCEMP1 with a mixture of N-linked and O-linked deglycosylated enzymes shows a M, 11,000 difference respect to untreated samples (E). N-
Deglycosylated enzyme shows a change of hrCEMP1's by 43.5% (F). O-Deglycosylated shows no change in hrCEMP1' M, [G). Western blot shows that species mentioned above
cross-reacted with anti-hrCEMP1 polyclonal antibody (H). Western blot reveals that hrCEMP1 is phosphorylated at threonine (1) and serine residues (]).

hrCEMP1 phosphorylation

Detection of phosphorylation was done using anti-phospho-ser-
ine and threonine antibodies. Our data indicates that both antibod-
ies cross-reacted with the hrCEMP1 M, 50,000 species (Fig. 2K and
L). The presence of phosphate favors Ca*" binding to the protein
[23,24] and proteins associated to the mineralization process such
as: BSP, OPN and DSSP are highly phosphorylated at the threonine
and serine residues [25]. This data suggests a role for hrCEMP1 at
the early stages of mineralization during octacalcium phosphate
formation (OCP).

3 —

Human recombinant CEMP1 possesses strong affinity for
hydroxyapatite

Previous results have shown that CEMP1 plays a rele during the
mineralization process [7]. The data presented in Fig. 3 shows that
hrCEMP1 purified from HGF/CEMP1 conditioned media possesses
affinity for hydroxyapatite and the species with a M, 50,000 was
recovered only when the column was washed with 300 mM so-
dium phosphate pH 7.2 (Fig. 3B). The identity of the eluted protein
as hrCEMP1 was confirmed using the polyclonal antibodies against
GXHis tag and hrCEMP1 (Fig. 3C and D), respectively. Proteins not
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Fig. 3. Hydroxyapatite affinity of hrCEMP1. SD5-PAGE Coomassie-stained ArCEMP1 (B ), CEMP1 binding to hydroxyapatite column (C}. Eluted fraction cross-reacted with anti-
HrCEMPT polyclonal antibody (D). Hydroxyapatite crystal morphology shows raft-plague-like features of conrrol crystals (E). Crystals formed in presence of ArCEMP acquired
a drusa and needle-like morphology (F). EDX analyses reveal promineni peaks of P and Ca®" for control crystals which represent hydroxyapatite (G), Crystals formed in
presence of hrCEMPL correspond to OCP (H). Electron diffraction pattern of hydroxyapatite monocrystal (1) and OCP experimental crystals formed under irCEMP1's induction

u
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related to the mineralization process elute at lower concentrations
of sodium phosphate [26], whereas proteins implicated with the
biomineralization process elute at concentrations between 200
and 300 mM sodium phosphate. Accordingly to this result, rCEMP
expressed in a prokaryole system present the same affinity to
hydroxyapatite (data not shown), as the protein expressed in
eukaryotic cells, These results indicate that hrCEMP1 possesses
intrinsic properties to bind to hydroxyapatite even without post-
translational modifications.

hrCEMPI effect on apatite formation

The morphology ol apatite crystals grown in absence of
hrCEMP1 had raft-plague-like shape and microscopic crystals with
a globular-spherulite-like shape (Fig. 3E). However, crystals grown
in the presence of hrCEMP1 showed drusa-like shape and a com-
bined drusa-like and needle-like morphology (Fig. 3F). Human re-
combinant CEMP1T induces the formation of polymorphous crystals
as confirmed by X-ray diffraction, Elemental analysis performed
with EDX determined the CafP ratio to be 1.67 for control crystals,
equal to the theoretical Ca/P ratio of 1.67 for hydroxyapatite
[Cayu( PO, )s{OH)y) according to ICDD file: PDF#24-0033 (Fig. 3G).
Whereas, experimental conditions using hrCEMP1 determined that
the crystals are OCP, (CasHi(PO4)s5H,0) and EDX elemental analy-
sis determined a Ca/P ratin of 1.33 according to ICDD file: PDF#26-
1056 (Fig. 3H). Furthermore, diffraction patterns for the crystals
formed under control and experimental conditions were analyzed
and index assigned, Diffraction patterns for the control conditions
represent hydroxyapatite according to the Miller index (hkl: 10 2;
hkl: 3 00and hkl: 2 1 1)with interplanar distances of 3.17 A, 2.72 A
and 2.81 A, respectively (Fig. 31). Crystals formed in presence of
hrCEMP1 represent OCP according to the Miller index (hkl: 22 1;
hkl; —122 and hkl: —4 -4 1) with interplanar distances of
3.74 A, 294 A and 2.15 A, respectively (Fig, 3]).

Taken all together, these results demonstrated that biologically
active hrCEMP1 plays a role during the biomineralization process,
that it is required for the synthesis of needle-shaped OCF crystals
and responsible for OCP crystal nucleation activity. OCP is found
to be a transient phase during the growrh of biological crystals.
In small crystals, OCP is completely transformed into HA by hydro-
lysis and can only be detected in larger crystals because of its slow
kinetics of transformation. OCP has also been presumed a neces-
sary precursor of biological apatites in borth normal (enamel, den-
tine, cementum, and bone) and pathological (e.g., phosphatic renal
stones) calcifications.

The initial basis of CEMP1's as a possible therapeutic agent rests
on evidence showing that CEMP1 has a role during the biological
mineralization process of cementum-like tissue, and thar induces
in vitro phenotypic changes from non-osteogenic cells to an osteo-
blastic/cementoblastic phenotype [8]. Accordingly, other mole-
cules related to the mineralization process such as BMP-2, 4 and
7 have been established to induce reparative/regenerative mineral-
ized tissue formation [27]. Sustained delivery of BMP-2 using gene
therapy has shown to induce bone formation in vivo [28]. Recom-
binant human amelogenin protein {[rHAM(+)]}, has also been shown
to be effective to induce in vivo regeneration of all tooth-support-
ing tissues after creation of an experimental periodontitis model in
dogs, where the recruitment of mesenchymal progenitor cells is
a key [factor during the formation of regenerated periodontal
tissues [29]. Amelogenin and other proteins such as OCN, BSP
and OPN have the ability to bind and to regulate hydroxyapatite
crystal growth and nucleation as well as to promote mineralization
[30,31]. New therapeutic strategies such as the use of PLGA
scaffolds for tissue engineering applications could be applied to
demonstrate the ability of a single protein to bring about regener-
ation ol mineralized tissues. These strategies could pave the way

for development of new therapeutic devices for treatment of
periodontal and bone diseases based on recombinant human
CEMP1.

Conclusions

Studies on the funcion and structure of CEMP1 have been ham-
pered by the difficulties in the isolation of protein from human
and/or bovine cementum, due mainly to its low metabolic turnover
rate, the amount of tissue being deposited and, its entrapment in
hydroxyapatite. In this study, we showed the production, purifica-
tion and characterization of a full-length hrCEMP1 employing for
its synthesis an eukaryotic system. In addition, we demonstrated
that CEMP1 is posi-translational modified, N-glycosylated and
phosphorylated. We also showed that hrCEMP1 plays a role during
the mineralization process by promoting OCP crystal growth.
These results provide the basis for future studies analyzing the po-
tential characteristics of this novel protein towards new therapeu-
tic strategies in order to treat individuals affected by disorders
affecting mineralized tissves and (o promote regeneration of
cementum andfor bone in adult tissues.
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Abstract

We recently presented evidence showing that a human cementoblastoma-derived protein, named Cementum Protein | (CEMP1) may
play a role as a local regulator of cementoblast differentiation and cementum-matrix mineralization. This protein was shown to be
expressed by cementoblasts and progenitor cells localized in the periodontal ligament. In this study we demonstrate that transfection
of CEMPI into human gingival fibroblasts (HGF) induces mineralization and expression of bone and cementum-matrix proteins.
The transfected HGF cells had higher alkaline phosphatase activity and proliferation rate and they expressed genes for alkaline phos-
phatase, hone sialoprotein. osteocalcin, osteopontin, the transeription factor Runx2/Cbfal, and cementum attachment protein (CAP).
They also produced biological-type hydroxyapatite. These findings indicate that the CEMP1 might participate in differentiation and min-

eralization of nonosteogenic cells, and that it might have a potential function in cementum and bone formation.

© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywardy, Cementum Protein | (CEMP1); Mineralizalion; Human singival fibroblasts: Bone; Cementum

Cementum is a unique avascular mineralized connective
tissue that covers the root dentine and provides the inter-
face through which the root surface is anchored to the col-
lagen Sharpey’s fibers of the periodontium. The complex
processes that regulate normal cementum metabolism
remain unclear to date. Cementum-forming cells (cemento-
blasts) have the primary function of making and secreting
the extracellular matrix proteins required for cementum
mineralization. Several proteins have been implicated in
the process of cementogenesis; these include collagens types
I and [, alkaline phosphatase (ALP) [1.2], phosphopro-

" Corresponding author, Fax; +352 5556225363,
E-mail address: harzale@servidor.unam.mx (H. Arzate).

0006-291X/8 - see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi10.1016/j, bbre. 2007.04.204

teins like osteopontin (OPN) and bone sialoprotein
(BSP), and osteocalcin (OCN) [3.4]. It has been suggested
that these phosphoproteins are necessary for the initiation
and maturation of crystal formation [5.6].

Recently we isolated and characterized a human
Cementoblastoma-derived protein which we referred as
Cementum Protein 1 (CEMPI), and CP-23 (GenBank
Accession No. NM_(01048212; HGNC: ID 32553) [7]
CEMPI is highly expressed at the protein and mRNA lev-
els in cementoblasts, subpopulations of periodontal liga-
ment cells. as well as in progenitor cells located in the
paravascular zone of the periodontal ligament and endos-
teal spaces of bone [8]. In vitro experiments showed that
the CEMP1 promotes cell attachment and differentiation
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[9.10]. This protein has also been implicated in regulating
the deposition rate, composition. and morphology of
hydroxyapatite crystals formed by putative human cement-
oblast cells [10). However, the physiological function ol
CEMPI is not clear. The finding that CEMP]1 is synthe-
sized by cementoblast cells and by restricted periodontal
ligament cell population indicated that CEMPI may play
a role as a local regulator of cell differentiation and exira-
cellular matrix mineralization. We have examined this pos-
sibility in this study and we show that overexpression of
CEMP! induces expression of bone and cementum-matrix
proteins in nonosteogenic cells such as human gingival
fibroblasts.

Materials and methods

Cell ewlmre. Human gingival fibroblasts (HGF) were isoluted and
grown us previously deseribed |11 ). Cells beiween the 2nd and 5th pussage
were used for the experiments. The cells were grown in medium with 10%,
FBS (cell proliferation) or in mmneralizing media (10% FBS, [0 mM
[i-glycerophosphate and 50 pg/mL of freshly prepared ascorbic acid),

Construction of peDNAY-CEMPI-6xHix expressing vector umd trany-
Section inio human gingival fibroblast celis. The codimg region of CEMPI
(GenBank Accession No. NM_OUL048212) was subcloned into the
PENTR/SD/D vector (lovitrogen, Carlsbad, CA). The resultant pENTR/
SD/D-CEMP] ¢DNA construct was ligated into a pcDNAJ0 [+ vector
ICEMPI-pcDNAJ0O | +)) with a 6xHis tag-COOH terminal (Invitrogen,
Carlsbad, CAj, The plasmid, pcDNA40-CEMP1, was transfected into
HGF cells using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA}, Control
HGF cells were transfected with peDNA40O (+) vector. Stably expressing
cells were selected with of 600 pg/mL of G418 [Sigma Chemical Co., St,
Louis, MOJ up to eight weeks,

Cell proliferation. To determine whether HGE-CEMPL-pcDNA40 ()
und HGE-peDNAAD (+) alone have different proliferabion rites, cells were
plited at 2.5 % 10" into 48-well culture plates and ineubated overnight in
10 FBS. Cells were harvested by trypsinization ((0L05% trypsin and 0.02%
EDTA) and counted in a model ZBI coulter counter (Coulter Electronies,
Hialeah. FL). Cell number was assessed at 0), 24, 48, 72, und 96 h,

Northern hior. Northern blot was performed as described elsewhere [7).
Hriefly. RNA was extracted usmg an Olgotex Direct mRNA Mini Kit
(Quingen, Valencin CA). Five micrograms of mRNA was size-fractionated
by electrophoresis, transferred onto N nylon membrines and UV-
crosshinked. The blots were pre-hybndized at 68 °C and hybridized over-
night with a full length CEMPI ¢DNA probe, DIG-labeled (300 ng/mlL ).
Blots were wished twice, 5 min each in 2x $5C (1% §5C: 150 mM NaCl,
15mM sodium citrate. pH 7.0, 0.1% SDS) and twice 3 min cach in 0.1=
SSC/0.1% SDS a1 68 °C. DNA-RNA hybrid, was detected with anti-DIG-
AP conjugated antibody (1:10.000 diluted) Signal detection was per-
formed with CDPStar (Boehringer Mannheim, Germany) ready (o use
They were then exposed to X-ray films.

I witw hybridization, HGF-CEMPl-pcDNA40 (+) and HGF-
peDNAJD (+) cells cultured as described above were plated at low density
(5% 107) in 8-well Lab-Tek chamber slides and cultured for 3 days. Slides
were treated with Proteinase K (20 pg/mL) for 30 min. washed in PBS,
lixed in 4% paraformaldehyde for 1 h. and washed with 0.1 M trietha-
nolamine {TEA), pH 8.0; with acetic anhydride in 0.1 M TEA, pH 8.0,
followed by PBS, The antisense and sense digoxigenin (DI1C)-labeled
CEMPIRNA probes were synthesized according to the labeling protocol
inu kit (DIG Labeling Kit: Roche). Sections were prehybridized for | b at
68 “C and then incubated with Dig-labeled probe over night at 68 “C,
followed by a siringency wush. Hybridization signal was detected with
alkaline phosphatase conjugated anti-Dig and visualized with NBT/BCI1?
(Roche) under a light microscope [12].

Mineralization  assays. HGF-CEMPl-pcDNA40 (+) and HGE-
peDNA40 (+) were plated at high density (2 x 107) in 24-well plites and

allowed 10 attach for | day. Cells were treated with DMEM medium
supplemented with 10% FBS and mineralizing media. Cells were cultured
far 3. 7. und 14 days. At cach term the cells were fixed in 96" ethanol for
10 mu, and insoluble calcium nodules were detected using o saturated
solution of Alizarin red 8 pH 4.2 (Sigma Chemical Co., St. Lous. MO}
Residual stin was removed with PBS and the presence of nodules was
documented by light microscopy.

Energy-dispersive X-ray nricro-unalysis. The composttion of the mineral
in the extracellular matrix formed by HGF-CEMPl-pcDNA40 (+) and
HGF-peDNA4D () wis analyzed by means of 4 Leica-Cumbridge 440
scanning electron microscope fitted with a Pentafet energy-dispersive X-
ruy micro-analysis microprobe, All analyses were carried oul ot 20 kY for
300 s [13)

Allabine  phosphatase  veiivity. HGF-CEMP1-peDNA4D (+) and
HGFpeDNALD (+) cells were plated at 2 % 10" in 24-well culture plates
and cultured for 3. 7, and 14 days in the conditions described above.
Alkuline phosphatase activity (ALP) was determined as described by
Lowry et al. [14]. The activity was expressed as nunomoles of p-nitro-
phenol per minute per milligram of protein. Protein content was deter-
mined using BSA as standard as described elsewhere [15]

Reverse transeription-polymerase chain reaction (RT-PCR). HGF-
CEMPI1-pcDNA4D (++) und HGFpcDNA40 (+) cells were plated in six-
well plates at 5 % 10" density, and cultured described above. Total cellular
RNA was isolated using R Neasy Mini Kit {Quiagen. Valencia CA, LISA)
as previonsly described [16). One jig of tolal RNA was used (o perform
one-step RT-PCR (Invilrogen Carlshad. CA, USA) according to (he
manufacturer’s protocol during 35 cyeles in a thermal cycler (MJ
Research, Watertown, MA, USA). Previously published primer sequences
and reaction conditions were used for amplification of the following
molecules: ALP, OCN, OPN, COL I, BSP. Cbful [16], GAPDH, CEMPI
[7]. and CAP. The P-actin was used as internal control under the same
conditions,

Western bfyg. Human gingival fibroblasts (HGF-CEMPl-pcDNA40
(+) and HGFpeDNA4D (+) alone) were treated us deseribed above and
cultured during 3, 7, and 14 days and conditioned media collected s
described clsewhere [8]. At term, Phenylmethylsullfonyliluoride (1 mM),
5 uM leupeptin and 10 pg/ml aprotinin were added o the conditioned
media, Total protein concentration was determined using BSA as o
stundurd as described elsewhere [15]. Equal amounts of total protein were
separated by SDS-PAGE, (ransferred to nitrocellulose membranes, and
probed with rubbit antiserum to human recombinant CEMPI antibody,
mouse unti-cxHis (C-term) monoclonal anubody HRP, gost ante-human
alkaline phosphatase, mouse anti-bovine CAP (3G9), rabhit ant-human
OPN (LF-123), rabbit anti-human BSP (LF-100), both a gilt from Dr
Larry W. Fisher (NIH, Bethesda, MD, USA), and mouse anu-human
OCN. Peroxidase-conjugated-goat-anti rabbit or goat anti-mouse 1gG
were vsed and secondury antibody delection was performed using
enhanced chemiluminescent HRP substrate (Millipore, Billerica, MA)
The reference protein (GAPDH ) was used as internal control

Statistical anulysis. Dala were analyzed using Student’s ¢ test. Data
were shown as means + SE from al least three independent experiments
F < .05 was considercd statistically significant. Stalistical analyses were
performed with Sigmu Stat V 3.1 software (Jundel Scientitic Ashburn.
VAL

Results
Expression of CEMPI in human gingival fibroblust cells

Cells transfected with CEMPI contained a band of
approximately 5.0 Kb size. and this buand was not present
in mRNA obtained fromi HFG cells transfected with empty
peDNA40 vector (Fig. 1A). In situ hybridization using an
antisense probe corresponding to the coding sequence of
human CEMPI revealed high-level expression in the
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transfected HGF (Fig. 1B-a). No expression was found in
cells transfected with pcDNA40 empty vector (Fig. 1B-b).

Western analysis using an anti-6XHis monoclonal anti-
body (Fig. 1C, lane 2), and a polyclonal antibody against
hrCEMPI (Fig. |C, lane 4) revealed the presence of a pro-
tein migrating with ~50 kDa protein corresponding to the
molecular size of CEMPL.

Cell proliferation

To determine if expression of CEMP1 affected HGF
proliferation. we measured the rate ol proliferation. The
HGF expressing CEMPI proliferated at higher rate at all
times tested, and the rate was ~2-fold as much as cells
transfected with the empty vector (Fig. 2A).

CEMPI expression induces mineralization phenotype

HGF transfected with CEMP1-pcDNA40 (+) and con-
trol HGF were cultured in mineralizing media and exam-
ined by Alizarin red S staining. Calcium nodules
characteristics of “‘mineralizing-like™ cells were detected
in cells expressing CEMPI (Fig. 2B-a, b, and c). They were
not detected in control HFG cells transfected with the
empty vector (Fig. 2B-d. 2, and f). We determined the com-
position and Ca/P ratio of the mineralized extracellular
matrix deposited. HGF expressing CEMP1 revealed prom-
inent energy peaks for calcium and phosphorous similar to

A

HGF HGF-CEMP 1

CEMP 1

g-ACTIN

those for biological apatite (Fig. 3A). HGF-CEMPI cells
had 68, 70. and 63 atomic percentage of " @37,
and 14 days of culture respectively, whereas phosphorous
represented 24, 21. and 32 atomic percentage. The Ca/P
ratio values were of 1.7, 1.2, and 1.9 at 3. 7. and 14 days
of culture, respectively. and correspond well with the bio-
logical hydroxyapatite value. Control cultures showed neg-
ligible amounts of Ca®™ (0.7, 0.0, and 0.25 at 3, 7, and 14
days, respectively); whereas phosphorous represented
0.31, 0.36. and 0.99 of atomic percentage at 3, 7, and 14
days of culture. The Ca/P ratio represented 0.2, 0.0, and
0.1 at 3. 7, and 14 days of culture.

CEMPI expression promotes alkaline phosphatase activity
in himan gingival fibroblast cells

ALP activity of cells expressing CEMP] after 3, 7, and
14 days was of 4, 5, and 4.5-fold as much as controls
(Fig. 3B). These differences were statistically significant
(P <0.001, n=3).

Characterization of the phenotype expressed by HGF cells
expressing CEMPI

Since HGF cells transfected with CEMP| showed a min-
eralized-like cell phenotype. we limited our analysis to
genes that have been associated with as bone and cemen-
tum. One-step RT-PCR using primers for the housekeep-

Anti-6XHIS Anti-hrCEMP 1

Fig, |. Northern blot confirmed that HGF were stably expressing CEMP1 mRNA protemn after transfection and cell selection with G418 were performed
(A}, CEMP] mRNA transcripts are only expressed in HGF (B-a). Human gingival fibroblasts transfected with empty pcDNA40 vector do nol express
CEMPI transcripts {B-b). Bar = 100 pm. Western blots for 6xHIS-COOH and CEMP1. HGF transfected with CEMPI protein expressed a 50 kDua species
(C. lanes 1 and 3, respectively, or anti-6xHIS-COOH and anti-CEMP1). HGF transfected with pcDNA40 empty vector were negative with the antibodies
tested (C, lanes | and 3, respectively, lor anti-6xHIS-COOH and anti-CEMP1). Arrows from top to bottom indicate 230, 148, 60, 52, 42, 30, 17, and

f kDa.
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Fig. 2. (A) Trunsfection and stable expression of human CEMP1 on HGF enhances their proliferation rate. Human gingival fibroblasts expressing
CEMP1 gene ([l) showed a lnear growth which was drawn (correlation coefficient r=0.90) and the regression equation was computed
(y = 1852({x) + 3854). The 95% confidence intervals are shown (dashed lines). Human gingival fibroblasts transfected with empty vector (O} showed
the same linear growth (correlation coefficient r = 0.81) and the regression equation was computed (¥ = 547(x} + 2012). The 95% confidence intervals are
shown (solid lines). (B) CEMP1 protein expression promotes calcium nodule formation by human gingival fibroblasts. Panel of HGF transfected with
CEMP 1, cultured for 3, 7. and 14 days and stained with Alizarin red § to detect insoluble calcium nodules (B-a, b, and ¢). Control HGF transfected with
empty pcDNA4D vector stained as described (B-d. e, and f for 3, 7. and 14 days of culture respectively). Bar = 100 pm.

ing gene GAPDH along with primers for the gene being
analyzed were used. Fig. 4A shows that, as expected. the
only mRNA expressed by HGF cells is collagen type I.
with the exception of a slight band of alkaline phosphatase
after 14 days in culture. All “mineralized-tissue™ markers
tested were expressed in CEMP1 transfected HGF at all
stages tested. CAP mRNA was strongly expressed after 3
days in culture. The bone specific transcription factor and
mineralizing marker Cbfal was also expressed in these cells

and the level of expression was similar at 3. 7, and 14 days
of culture.

Western blot

We performed Western blots to determine if expression
of mRNAs is associated with protein production. Fig. 4B
shows that with the results obtained using RT-PCR analy-
sis, the CEMPI-transfected cells express ALP, BSP, CAP,
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Fig. 3. Representative energy-dispersive X-ray microanalysis spectrum of mineralized areas of control HGF cultured for 3. 7. and 14 days (A, upper
panel) translected with pcDNA empty vector. Prominent energy peaks for calcium and phosphorous similar to those for biological hydroxyapatite were
determined in mineralized selected areas of HGF transfected with CEMPI at 3, 7, and 14 days of culture (A, lower panel). (B) ALP specific activity
determined by biochemical method in HGF transfected and stably expressing CEMP1 had ALP activity by, 4, 4.5, and 5-fold higher () compared to
HGF transfected with pcDNA empty vector (=2) at 3. 7. and 14 days of culture, respectively (n = 3). " < 0.001.

CEMPI, OCN, and OPN at all days tested. These proteins
were not detectable in the control HGF. OCN levels were
at maximum value at the end of 14 days. CAP, a protein
shown to be expressed in cementum, and CEMP1 were also
present at all culture times, reaching highest levels after 14
days.

Discussion

Our data show that HGF overexpressing CEMPI
express ALP, OCN, BSP. and CAP. Because these proteins
are not present in untransfected cells in significant levels,
our results indicate that transfection of CEMPI! induces
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Fig. 4. Representative image of RT-PCR analysis of extracellular matrix
mRNA expression in both HGF-CEMPl-pcDNA40 (+} and HGE-
peDNAM) (+) alone. ALP, BSP, CAP, rype | COL, CEMPI1. OCN, and
OPN, molecules characteristic of osteobalstic and cementoblastic pheno-
type {A). (B) Genetically modified human gingival fibroblasts secrete
cementum and hone-associated molecules. Western blot analyses ol ALP,
BSP, CAP, CEMP1, OCN, and DPN expression. Molecules were detected
in the conditioned medium. Analyses were performed at 3, 7, and 14 days
of culture.

expression of these proteins. These results are consistent
with the possibility that the CEMP1 participates in the
mineralization process of human putative cementoblasts
in vitro [10]. They also explain the wide distribution of
CEMP-I throughout cementum and its expression by puta-
tive cementoblastic populations in vive and in vitro [7.8].
We examined a wide variety of genes involved in miner-
alization. Transfection of CEMP] resulted in induction of
ALP activity, This early-stage dillerentiation marker.
increased significantly, indicating that CEMPI expression
may stimulate differentiation to a “"mineralizing-like™ cell
phenotype and its increase is also associated to the contin-
uous growth of cementum [17]. The possibility that addi-
tion of organophosphates such as f-glycerophosphate to
the cultures alone is responsible for the mineralization is

excluded because CEMPI transfected HGF produced bio-
logical-type hydroxyapatite, as revealed by the prominent
energy peaks for Ca® and P and Ca/P ratios similar to
those tor biological apatite [18]. Furthermore, HGF trans-
fected with vector alone did not produce the hydroxyapa-
tite crystals.

Proteins such as OCN, BSP, and OPN which have affin-
ity for the mineral phase that control the nucleation: crystal
growth and mineral maturation of the apatite crystals were
also expressed. Maximum levels of BSP expression oceur
during initial stages of mineralization and diminish at the
onset of mineralization [19]. Osteocalcin reached highest
expression level at the initial stages of the mineralization
process; however. protein levels increased in a time-depen-
dent manner and reached maximum level at the onset of
mineralization, indicating that it probably acts as a pro-
moler and as inhibitor/moderator of mineralization [20].
In contrast, OPN mRMNA maintained low expression levels
during the initial culture period and decreased at the min-
eralization stage, However, OPN protein level manifested
time dependent increase. Expression of type I collagen
mRNA was higher in control HGF at the early stage of
culture and then became similar to the CEMP] transfected
HGF cells at later days in culture. These results support the
concept that in matrix-mediated mechanisms for mineral
formation. type I collagen defines the framework for min-
eral deposition. and by itsell is not sufficient to support
nucleation of hydroxyapatite [21]. From these results we
infer that CEMP1 expression in HGF cells provides a
microenvironment that favors caleium crystallization
mainly by the participation ol acidic proteins such as
OPN. BSP. and OCN.

CEMPI also induces Cbhfal expression. The Cbfal is a
transcription factor necessary for mineralization of bone
and cartilage [22]. It was expressed at the mRNA level at
all time points tested in CEMPI transfected HGF
although. 2-fold higher levels of expression were observed
at middle stages of mineralization. Although Cbfal has
been thought of as an osteoblast-specilic lactor, its expres-
sion has been detected in odontoblasts, periodontal liga-
ment cells and cementpblasts [23]. This molecule plays an
important role in early specification of the mineralizing cell
phenotype and our results indicate that CEMP1 regulates
expression of Cbfal. The finding that CAP was expressed
at the mRNA and protein levels through the culture terms
indicates that CEMP! may regulate CAP expression dur-
ing the mineralization, suggesting that it may be a positive
regulator of the mineralization process. This is consistent
with the recent findings showing that human-derived
cementoblasts express CEMPI [24]. Expression of CEMPI
also increases proliferation. Increased proliferation upon
expression of a gene not normally expressed in cells
appears to be a common phenomenon, because the expres-
sion of osterix in NIH3T3 fibroblasts and bone marrow
stromal cells results in an increased rate of proliferation

[25].
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Our report demonstrates for the first time that CEMP1
can promote osteoblastic and/or cementoblastic cell differ-
entiation of HGF in vitro. This work is fundamentally dif-
ferent from others which have used BMP-2. BMP-7. and
Runx2 genetically engineered nonosteogenic cells such as
skin and human gingival fibroblasts to promote its
in vivo conversion to a mineralizing osteoblastic phenotype
and iniliate osteogenesis in vivo [26]. Nevertheless, our
results show that CEMPIL expression into HGF has the
potential to overcome cell source and indicates that
CEMPI1 may be necessary [or induction of matrix mineral-
ization and conversion of nonosteogenic cells to a mineral-
izing phenotype in vitro.

Finally, our report is the first one demonstrating that
CEMPI1 can promote proliferation and differentiation of
adult HGF to a “mineralizing-like™ cell phenotype and
we have provided evidence that CEMPI1 expression has
the ability to induce formation of mineralized nodules
and calcium deposition in nonosteogenic cells. These
results supgest that CEMP1 might have a potential func-
lion in cementum and bone formation.
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