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Resumen

Objetivo: En las tltimas décadas se han identificado genes asociados a la masa 6sea y al riesgo de frac-
tura osteoporética, varios de los cuales pertenecen a la via de Wnt. En este proyecto se estudi6 la fun-
cionalidad de 7 mutaciones de cambio de sentido del gen DKK1 —un inhibidor de la via de Wnt— pre-
sentes en la poblacion general.

Material y métodos: Se realizaron estudios in vitro del gen reportero luciferasa para medir la actividad de
la via de Wnt en presencia o ausencia de DKKI silvestre o mutada, y estudios de western blot, para eva-
luar si las distintas mutaciones afectan a su sintesis y/o a su estabilidad.

Resultados: La proteina DKK1 con la variante p.Ala41Thr presenta menor actividad inhibidora de la via en
comparacién con la proteina silvestre. También se observaron diferencias significativas entre los experimen-
tos realizados en ausencia de DKK1 y los que incluyen DKK1 con la mutacion p.Ala41Thr. Los western blots
mostraron que la cantidad de proteina era similar para todas las variantes, tanto las mutadas como la silves-
tre, por lo que la pérdida de actividad de p.Ala41Thr no parecia deberse a falta de proteina. El resto de las
mutaciones no presentaron un comportamiento diferente al de la proteina DKK1 silvestre.

Conclusiones: La variante de cambio de sentido p.Ala41Thr de la proteina DKK1, con una frecuencia
poblacional de 0,013%, presenta una pérdida parcial de su funcién inhibidora, que no es debida a la falta
de expresion de ésta. Esta variante génica podria conllevar un aumento de la densidad mineral 6sea en
las personas de la poblacion general portadoras de esta mutacion.

Palabras clave: DKK1, estudios funcionales, vaviantes de cambio de sentido, luciferasa, via de What, masa dsea elevada, osteoporosis.
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Functional studies of DKK1 variants present in the general population

Summary

Objective: In recent decades, genes associated with bone mass and osteoporotic fracture risk have been
identified, several of which belong to the Wnt pathway. In this project, the functionality of 7 missense
mutations of the gene DKK1 —an inhibitor of the Wnt pathway— present in the general population was
studied.

Material and methods: In vitro studies of the luciferase reporter gene were carried out to measure Wnt
pathway activity in the presence or absence of wild-type or mutated DKK1, and western blot studies, to
evaluate if the different mutations affect its synthesis and/or stability.

Results: The DKK1 protein with the p.Ala41Thr variant shows lower pathway inhibitory activity compa-
red to the wild-type protein. Significant differences were also observed between the experiments perfor-
med in the absence of DKK1 and those that include DKK1 with the p.Ala41Thr mutation. Western blots
showed that the amount of protein was similar for all variants, both mutated and "wild-type, so the loss
of p.Ala41Thr activity did not seem to be due to a lack of protein. The rest of the mutations did not show
different behavior from that of the wild DKK1 protein.

Conclusions: The missense variant p.Ala41Thr of the DKK1 protein, with a population frequency of 0.013%,
shows a partial loss of its inhibitory function, which is not due to the lack of expression. This gene variant
could lead to an increase in bone mineral density in those people in the general population who carry this

mutation.

Key words: DKK, functional studies, missense variants, luciferase, Wat pathway, High Bone Mass (HBM), osteoporosis.

Introduccion

El papel de la via de Wnt sobre la regulacién del
remodelado 6seo se ha demostrado en multiples
estudios. Por un lado, se han descrito polimorfis-
mos en diversos genes de la via de Wnt que mues-
tran asociacion con la densidad mineral Osea
(DMO) vy el riesgo de fractura™. También se han
descrito mutaciones poco frecuentes o raras en
genes de la via de Wnt, causantes de fenotipos
Oseos mas raros, tales como la osteoporosis-pseu-
doglioma (OPPG; OMIM 259770), la osteogénesis
imperfecta autosémica recesiva de tipo XV (OMIM
615220, y la osteosclerosis (OMIM 144750)°. La
via de Wnt se inicia con la formacién de un com-
plejo heterotrimérico entre el receptor Frizzled, el
co-receptor LRP5 y el ligando Wnt. Una vez for-
mado este complejo, la f-catenina se acumula en
el citoplasma y se transloca al nucleo donde
puede activar la transcripcion de numerosos genes
diana. En osteoblastos se ha demostrado que la
via de Wnt activa la transcripcion de genes que
contribuyen netamente a la formacién de hueso™.
Ademas, esta via se encuentra finamente regulada
por una serie de inhibidores extracelulares, entre
los que destacan la proteina esclerostina, codifica-
da por el gen SOST, y la proteina DKK1, codifica-
da por un gen con el mismo nombre. Estas dos
proteinas realizan su funcién, impidiendo la for-
macion del complejo heterotrimérico. Las protei-
nas esclerostina y DKK1 forman asi otros comple-
jos heterotriméricos, junto con LRP5 y LRP4 (en el
caso de esclerostina)"'? y junto con LRP5 vy
Kremen (en el caso de DKK1)",

La sobreexpresion transgénica del gen DKK1
en osteoblastos produce una disminucion relativa
del nimero de osteoblastos frente al de osteoclas-
tos, produciendo asi una disminucion en la forma-

cién de hueso. Del mismo modo, en ratones, la
delecion homocigota del gen DKK1 es letal, pero
la delecion en heterocigosis presenta un fenotipo
de sobrecrecimiento de hueso (alta masa 6sea)'*.

Gracias al efecto directo sobre la inhibicion de
la osteoblastogénesis y de la activacion indirecta de
la osteoclastogénesis'®, en la Gltima década escle-
rostina y DKK1 se han convertido en unas dianas
interesantes para el tratamiento de la osteoporosis.
En cuanto a DKKI1 se refiere, se han desarrollado
anticuerpos (BHQ880, DKN-01 y PF-04840082), el
primero de los cuales se encuentra en fase de ensa-
yo clinico en mujeres postmenopausicas con baja
densidad mineral 6sea (DMO)'".

En un estudio previo de nuestro grupo® se
secuencié6 DKKI1 para identificar variantes que
pudieran explicar el fenotipo de alta masa Osea
(HBM, por sus iniciales en inglés), definida por
una Z-score femoral + lumbar > 4, presente en 15
mujeres. En una de ellas, se encontré una muta-
cién de cambio de sentido (p.Tyr74Phe) que cose-
gregaba con el fenotipo HBM en la familia. En
otro estudio de resecuenciacion del gen DKKI en
mujeres postmenopdausicas de la cohorte BARCOS,
hemos encontrado otra mutaciéon de cambio de
sentido (p.Argl20Leu) en otra mujer con HBM?.
Ademis de estas mutaciones, en la poblacion gene-
ral existen otras variantes de cambio de sentido en
DKK1 (http://exac.broadinstitute.org/), cuyo efecto
en términos de masa 6sea se desconoce.

En este trabajo, hemos realizado estudios in
vitro de las mutaciones p.Argl20Leu y p.Tyr74Phe,
junto con otras mutaciones de cambio de sentido
de DKKI1 frecuentes en la poblacion general
(p-Metl6Leu, p.Ala41Thr, p.Pro84Leu, p.Alal06Thr,
p.Serl571le), para valorar su posible implicacion en
fenotipos 6seos.
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Material y método

Vectores de expresion y mutagénesis

Los vectores de expresion mouse Wnt1-V5, mesdc2,
buman wildtype LRP5, pRL-TK, PGL3-OT y DKK1-
FLAG%, fueron cortesia del Dr. Wim van Hul
(Amberes, Bélgica). Las mutaciones p.Metl6Leu,
p-Ala41Tyr, p.Tyr74Phe, p.Pro84Leu, p.Alal0GThr,
p-Argl20Leu, p.Serl57Ile se introdujeron en el vec-
tor de expresion DKK1-FLAG utilizando el kit Quick
Change Site-Directed Mutagenesis (Stratagene). Se
verifico la presencia de las mutaciones y la ausencia
de errores mediante secuenciacion Sanger.

Cultivo celular, produccién de medio condicionado
y western blot

Se han utilizado células HEK293, cultivadas con
medio DMEM suplementado con FBS (10% V/V,
Gibco, LifeTecnologies) y 1% de estreptomicina-
penicilina (Gibco, LifeTecnologies) y mantenidas
en incubadores a 37°C al 5% en CO,. Se sembra-
ron 3 x 10° células por pocillo en placas de 6 poci-
llos, 24 h antes de la transfeccion. Se transfectd
2.000 ng/pocillo de los plismidos DKKI1-FLAG
mutado o silvestre. La transfeccion se realizé utili-
zando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo
las indicaciones del fabricante. A las 24 h se cam-
bi6 el medio, reduciendo de 2 a 1 ml de DMEM,
sin FBS (Fetal Bovine Serum) ni antibioticos. A las
48 h de la transfeccion se recogi6 el sobrenadante
de cada condicién. Las proteinas del medio condi-
cionado se concentraron utilizando filtros Amicon
Ultra (Millipore) y se fueron cuantificadas median-
te el ensayo BCA (Pierce). Las proteinas de los
medios condicionados concentrados (4,5 pg/carril)
se separaron mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) y se transfirie-
ron a una membrana de nitrocelulosa. Para los
andlisis de western blot se utilizaron los anticuer-
pos de Abcam ab109416 contra DKK1 y ab2413
contra la proteina extracelular fibronectina, utiliza-
da como control de carga. Las imagenes se des-
arrollaron usando un anticuerpo secundario conju-
gado con peroxidasa (Sigma-Aldrich). Para cada
mutante se obtuvo medio condicionado en 2 dias
diferentes y se realiz6 el andlisis por western blot 2
veces con estos medios condicionados.

Ensayos de gen reportero

Se utilizaron células HEK293, cultivadas como se
indica en el apartado anterior. Se sembraron 10°
células por pocillo en placas de 96 pocillos, 24 h
antes de la transfeccion. Se cotransfectaron hasta 5
plasmidos en células HEK293: Mouse Wntl-V5
(3,2 ng), mesdc2 (6,4 ng), human wildtype LRPS
(6,4 ng), pRL-TK (8 ng), y pGL3-OT (160 ng).
Ademais, dependiendo del experimento también
se cotransfecté el plasmido DKK1-FLAG (0,6 ng)
silvestre o mutado. En caso necesario, se utilizo el
vector vacio pcDNA3 para igualar la cantidad total
de ADN de cada experimento. La transfeccion se
realiz6 utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
siguiendo las indicaciones del fabricante. A las 48
h de la transfeccion, las células se lisaron y se
midi6 la actividad de las luciferasas de Photinus

pyrali y Renilla reniformis utilizando un luminé-
metro Glomax Multi+ (Promega) siguiendo las ins-
trucciones del sistema Dual-luciferase reporter assay
(Promega). Cada experimento incluyé 5 réplicas y
se repitid independientemente en 3 experimentos
separados.

Analisis estadisticos

Se realizo un modelo one-way blocked ANOVA
para cada mutante teniendo en cuenta el factor de
prueba, el dia como factor de bloqueo y la varia-
ble de respuesta la relacion entre las actividades
de las luciferasas (Photinus pyrali vs. Renilla reni-
formis). El bloqueo es una técnica para lidiar con
el factor de molestia y este puede ser un factor
que influya en la respuesta. Para cada proteina
mutante, el factor de prueba tiene los siguientes
niveles: control (se refiere a la actividad de la luci-
ferasa resultante de la via de Wnt enddgena), el
activador (actividad de la luciferasa producida por
la via de Wnt en presencia de Wnt y LRP5 exdge-
nos), el inhibidor (actividad en presencia del inhi-
bidor DKK1 silvestre) y mutante (cada una de las
proteinas DKK1 mutantes). Se utiliz6 el test de
TukeyHSD para realizar la prueba post hoc para
comparaciones multiples de grupos. Los test
ANOVA se realizaron utilizando el programa R stu-
dio v.3.4.0, y valores de p<0,05 fueron considera-
dos significativos. Todos los datos fueron evalua-
dos para la normalidad, la homogeneidad de la
varianza y la deteccion de valores atipicos.

Resultados

Expresion, secrecion y estabilidad de las proteinas
mutadas

Se ha realizado un ensayo de western blot para com-
probar si las proteinas DKK1 mutantes se encuentran
correctamente en el espacio extracelular, utilizando
un cultivo de células HEK293, que expresan eleva-
das cantidades de DKKI1 silvestre o DKK1 mutadas.
Los resultados muestran que, en todos los casos, las
distintas proteinas DKK1 mutadas se detectan en el
espacio extracelular (Figura 1) y a niveles iguales o
superiores a los de la proteina silvestre.

Actividad de las proteinas DKK1 mutadas
Con el objetivo de testar la actividad inhibidora de
proteinas DKK1 mutantes sobre la via de Wnt,
hemos realizado un ensayo de gen reportero (luci-
ferasa), especifico para esta via (Figura 2).

Los resultados de la condicion endégena en la
que se han cotransfectado los plasmidos pRLTK y
pGL3-OT se muestran en las figuras 2A y 3 que
representan la actividad de la via de Wnt en las
células HEK293.

En la condicion activa, ademis de pRLTK y
pGL3-OT, se ha cotransfectado los vectores que
expresan Wntl y LRP5. Wntl actia como ligando
activador de la via y LRP5 como co-receptor, dos
elementos indispensables para la activacion de la
via. En esta condicion (Figura 2B) la actividad de
la luciferasa se ha incrementado 3 veces, en pro-
medio, en comparacién con la via enddgena
(Figura 3, activador).



La via inhibida contenia los mismos vectores
que la condicion activa pero ademis se ha
cotransfectado el vector que expresa la proteina
DKKI1-WT (proteina silvestre). En esta condicion,
se ha inhibido la via de Wnt, al secuestrar al co-
receptor LRP5 (Figura 2C). En estos experimentos
la actividad de la luciferasa se ha aumentado 2,2
veces respecto a la condicion endégena y ha
resultado significativamente inferior a la de la via
activada (Figura 3, inhibidor).

Cuando se ha comprobado la funcionalidad de
los mutantes de DKK1, se han cotransfectado los dis-
tintos vectores de la via inhibida, pero sustituyendo
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el de DKK1-WT por los que expresan las distintas
DKK1 mutadas. Para las proteinas mutantes DKK1-
p-Metl6Leu, DKK1-p.Tyr74Phe, DKKI1-p.Pro84Leu,
DKK1-p.Ala106Thr, DKK1-p.Argl20Leu y DKKI-
p.Ser157Ile no se han hallado diferencias significati-
vas en la actividad inhibidora comparada con la pro-
teina DKK1 WT (datos no mostrados).

En cambio, en presencia de la proteina mutan-
te DKK1-p.Ala41Thr se ha observado una activi-
dad de la luciferasa que es significativamente
mayor a la de la via inhibida por la DKK1-WT
(Figura 3), y a su vez significativamente inferior a
la de la via activa.

Figura 1. Niveles de expresion de la proteina DKK1 wild-type o mutada analizados mediante western blot. Se trans-
fectaron células HEK293 con vectores de expresion de las diferentes variantes de DKK1 que se indican en cada
carril. Los medios condicionados resultantes, debidamente concentrados se emplearon para este andlisis. En cada
carril se cargo 4,5 ug de proteina total. Como control de carga se ha utilizado la proteina extracelular fibronectina

Vector

vacio  WT p-M16L  p.A41T p.Y74F

p.P84L  p.AL0GT p.RI2OL p.S157I

« 38 kDa

WB: a - DKK1

« 285 kDa

WB-a-Fibronectina

Figura 2. Disefio de ensayo de gen reportero. A) Condicion endégena: transfectamos los plasmidos pRLTK y
pGL3OT. B) Condicion activa: transfectamos los plasmidos pRLTK, pGL3OT, Wntl, LRP5 y mesdc2. C) Condicion
inhibida: transfectamos los plasmidos pRLTK, pGL3OT, Wntl, LRP5, mesdc2 y DKK1-WT. En gris los elementos
endogenos de las células HEK293 de la via de Wnt, en color los elementos transfectados en cada condicion
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Discusion

El gen DKK1 codifica una protei-
na del mismo nombre, que actia
en el espacio extracelular como
inhibidor de la via de senalizacion
de Wnt. Numerosos estudios han
asociado la via de Wnt con la for-
macién 6sea, mientras que su blo-

Figura 3. Ensayo de actividad de la proteina DKK1-p.Ala41Thr. A) Grafico
de interacciones siguiendo el modelo, Yij = p + dia + test + dia:test + €ijk.
En el eje de las Y se muestra el logaritmo de la media de la ratio de
actividades de las luciferasas (Photinus pyrali/Renilla reniformis) con
su intervalo de confianza; en el eje de las X se muestran los tres dias
en los que se ha testado el experimento. B) Test Tukey de compara-
ciones multiples entre las diferentes condiciones testadas. Se muestran
los niveles de significacion mediante el codigo: (***%)<0,000001,
(+%%)<0,0001, (+)<0,01, (¥)<0,05

queo mediante esclerostina o
DKKI1 se ha asociado con mayor

pérdida de masa 6sea y riesgo de A

fractura. La bisqueda de variantes
génicas que puedan explicar la
regulacion de la via Wnt en la
poblacién  general puede abrir
una campo de investigacion muy
relevante para el estudio de la
osteoporosis. En este trabajo
hemos estudiado la funcién inhi-
bidora de 7 proteinas DKK1
mutantes sobre la via de Wnt y
hemos observado que la proteina
mutante DKK1-p.Ala41Thr pre-
senta una pérdida parcial de su
funcion inhibidora, que no es
debida a la pérdida de su expre-

Log(Act. Luciferasa)

sion. La actividad de la proteina
DKK1-p.A41T se reduce aproxi-
madamente un 50% en compara-
cion con la proteina DKK1-WT. La
mutacion, en el aminoacido 41 no
se encuentra en el dominio de
unién a LRP5 (aminodcidos 189-
263), pero si que afecta el motivo
NAIKN (aminodcidos 40-44), cru- B
cial para la unién a las proteinas
LRP5 y LRPG y que se encuentra
conservado en todos los inhibido-
res de la via de Wnt*.

Segun la base de datos ExAC,
la frecuencia poblacional de la
variante p.Ala41Thr es de 15 hete-
rocigotos en 60.000 individuos
adultos exentos de patologias gra-
ves. Dado nuestro resultado de
pérdida de actividad inhibidora
de esta variante de DKK1, podria-
mos inferir que el fenotipo asocia-
do seria de una mayor densidad
Osea no patogénica. A partir de
esta frecuencia, estimamos que en
Esparfia hay unos 6.000 portadores
de esta variante en heterocigosis.
Por otra parte, hay una UGnica refe-

Inhibidor-Control - e
Activador-Control M- e
DKK1-p.A41T-Control - e
Activador-Inhibidor e e
DKK1-p.A41T-Inhibidor +

Activador-DKK1-p.A41T -

=
[\
W

- Activador
- DKK1-p.A41T

- Control
- Inhibidor

DKK1-p.A41T

rencia a la mutaciéon p.Ala41Thr
que la asocia a patologia, concre-
tamente a la malformacion de Chiari tipo I (CMD*.
Esta enfermedad se caracteriza por un defecto del
desarrollo del hueso occipital y la fosa posterior
(PF) y la consiguiente hernia de la amigdala cere-
belosa. Sera interesante estudiar la posible rela-
cién entre mutaciones en DKK1 y esta patologia,
que en muchos casos es asintomdtica y no diag-
nosticada.

No se han encontrado diferencias en la actividad
del resto proteinas mutantes y la proteina DKK1
WT. Estos resultados coinciden con los resultados
encontrados por Korvala et al® para la mutacion
p-Arg120Leu. Estos autores encontraron dicha muta-
cion en un paciente con oOsteoporosis primaria, un
fenotipo diametralmente opuesto al fenotipo de la
mujer HBM donde nosotros encontramos la muta-



cion. Esta misma mutacion se encuentra en pacien-
tes con enfermedad de Paget (PDB)* y su frecuen-
cia en pacientes es el doble que en controles, aun-
que la diferencia no resulta significativa.

Ninguna de las siete mutaciones testadas se
encuentra en el dominio que afecta a la via de sena-
lizacion de Wnt (dominio de unién a LRP5: aminoa-
cidos 189-263), y solo la p.Ala41Thr afecta al motivo
NAIKN. Esto podria ser una razén por la que no se
han observado diferencias de actividad inhibidora en
6 de las 7 DKK1 mutadas. Alternativamente, estas
DKK1 mutantes mostrarian diferencias de actividad
inhibidora menores a las que se puedan detectar con
la sensibilidad del ensayo de gen reportero que se
ha utilizado. Una limitacién del estudio seria que el
ensayo realizado conlleva la cotransfeccion de varios
vectores para tener unos valores altos de actividad
de la luciferasa, lo que le confiere una elevada varia-
bilidad. Otra limitacion seria que el efecto que se
espera de estas mutaciones es pequeflo, ya que son
variantes presentes en la poblacion general. Esta
cuestion solo podrd resolverse cuando se disponga
de alglin ensayo con una mayor sensibilidad.

En conclusion, en este estudio se ha visto que
la proteina DKK1-p.Ala41Thr presenta una pérdi-
da parcial de su funcion inhibidora, que no se
debe a su falta de expresion. Esto podria conlle-
var un aumento de la densidad mineral 6sea en las
personas de la poblacién general portadoras de
dicha mutacion.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener conflicto de interés.

Financiacion: Este estudio ha sido cofinanciado
con fondos del proyecto SAF2016-75948R.
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