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Resumen

Objetivos: La esclerostina desempena un papel importante en la regulacion del metabolismo 6seo, como
queda demostrado por los cambios dramdticos en la masa 6sea que se producen cuando se inhibe su
actividad mediante anticuerpos monoclonales. Sin embargo, atiin no se conocen bien los mecanismos que
regulan su expresion. Varios estudios han demostrado una asociacion entre polimorfismos del promotor
del gen SOST (que codifica la esclerostina) y la densidad mineral 6sea. Asimismo, el grado de metilacion
de una isla CpG proxima al inicio de la transcripcion se asocia a cambios marcados en la expresion del
gen. Por tanto, parece que la produccion de esclerostina estd influida tanto por mecanismos genéticos
como epigenéticos, ademds de otros factores hormonales y mecanicos. Un mejor conocimiento de los
mismos no so6lo contribuird a entender mejor la biologia 6sea, sino que puede abrir nuevas oportunida-
des terapéuticas.
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Advances in the study of the mechanisms involved in the modulation of
the expression of sclerostin in human cells

Summary

Sclerostin plays an important role in the regulation of bone metabolism, as is shown in the dramatic chan-
ges in bone mass which occur when its activity is inhibited by means of monoclonal antibodies. However,
the mechanisms which regulate its expression are still not well-understood. Various studies have shown
an association between polymorphisms of the SOST gene promoter (which codes for sclerostin) and bone
mineral density. Also, the degree of methylation of a CpG island near the start of the transcription is asso-
ciated with marked changes in the expression of the gene. Therefore, it appears that the production of
sclerostin is influenced by both genetic and epigenetic mechanisms, in addition to other hormonal and
mechanical factors. A greater knowledge of these mechanisms would not only contribute to a better
understanding of bone biology, but could open up new therapeutic opportunities.
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Introduccién

La esclerostina es una proteina codificada por el
gen SOST. Esta proteina es segregada especifica-
mente por los osteocitos y tiene un efecto negati-
vo sobre la formacion ésea, a través de la inhibi-
cion de la via Wnt candnica’. La inhibicion de esta
via tiene profundas consecuencias sobre la activi-
dad de los osteoblastos; en concreto, se inhibe su
diferenciacion y se induce su apoptosis*’. La
importancia de la esclerostina en la biologia 6sea
se ha puesto de manifiesto por la descripcion de
casos de mutaciones del gen SOST en humanos
que provocan un fenotipo 6seo alterado, con una
masa 6sea aumentada*®. Por otro lado, la inhibi-
cion de la esclerostina mediante el uso de anti-
cuerpos neutralizantes ha demostrado tener un
potente efecto anabdlico dseo, tanto en animales
como en humanos®’.

Aunque la importancia de la esclerostina en la
homeostasis 0sea parece indudable, son varios los
aspectos de su biologia que ain permanecen des-
conocidos. Algunos de los aspectos peor conoci-
dos son los factores que regulan la expresion de
esclerostina y los mecanismos implicados. Por un
lado, se desconoce por qué tnicamente los osteo-
citos, y no otras células de estirpe osteoblastica,
son capaces de expresar esclerostina. Aun si cabe
mas intrigante resulta el hecho de que dentro del
hueso existen osteocitos que producen esclerosti-
na, mientras que otros situados a unas pocas
micras de ellos no lo hacen®.

En algunos modelos experimentales se han
identificado varios efectores capaces de regular
los niveles de esclerostina. Por un lado, dentro de
los efectores positivos se encuentran las proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs)’ o la accion combi-
nada del factor de necrosis tumoral (TNF) y el fac-
tor de necrosis tumoral inductor débil de la apop-
tosis (TWEAK)™. Por otro lado, dentro de los regu-
ladores negativos destacan la hormona paratiroi-
dea (PTH)"" la prostaglandina E2 (PGE2)" y la
carga mecanica, siendo esta ultima de especial
relevancia debido al papel que este tipo de esti-
mulo tiene sobre la homeostasis Osea®.

Desgraciadamente, muchos de estos experimentos
se han llevado a cabo en modelos murinos y estd
por ver hasta qué punto son trasladables al hueso
humano. Ademads, aunque se han descrito los
efectos de esos factores, apenas se han identifica-
do los mecanismos moleculares que subyacen
bajo sus efectos sobre la expresion de SOST.

Uno de los obsticulos que se encuentran los
investigadores a la hora de estudiar la regulacion
de la produccion de esclerostina es la ausencia de
sistemas en los que este gen se exprese activa-
mente. Actualmente no hay lineas osteociticas
humanas disponibles. Se ha comunicado la gene-
racion de algunas lineas murinas, pero a pesar de
que éstas muestran algunas caracteristicas fenoti-
picas propias de los osteocitos, su produccion de
esclerostina es apenas detectable. Por ello es de
sumo interés encontrar un buen sistema en el que
identificar los factores involucrados en la regula-
cion de la expresion de este gen.

Curiosamente, no toda la secuencia promotora
del gen SOST esta conservada entre especies, lo
que sugiere que la regulacion puede ser diferente
en funcion de la especie. Ello hace todavia mas
evidente la necesidad de desarrollar modelos
humanos. Algunos trabajos sugieren que la region
5" del gen tendria dos partes: una region cercana al
inicio de la transcripcion, que muestra una marca-
da actividad transcripcional, y otra, situada a unas
1.000 pares de bases de distancia del inicio de la
transcripcion, que podria tener un efecto inhibi-
dor'. Por otro lado, es interesante senalar que
varios grupos, incluido el nuestro, han demostrado
la asociacion de algunos polimorfismos situados
en la region 5 del gen con la densidad mineral
6sea (DMO)"™". En esa misma linea, también en
estudios de asociacion gendmica (GWAS) se han
encontrado algunos polimorfismos de un nucledti-
do (SNPs) préximos a este gen asociados con la
DMOY. Ello sugiere que dichos polimorfismos
pueden tener una repercusion funcional y modular
la expresion del gen, pero en realidad se descono-
ce si realmente es asi y cudles serian los mecanis-
mos moleculares implicados.
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Dada la importancia que se le atribuye a la
esclerostina en la formacion 6sea, la identificacion
de mecanismos moleculares que regulan sus nive-
les puede abrir nuevos campos de investigacion
en la biologia 6sea, y quizds ayudar a identificar
nuevas dianas terapéuticas en relaciéon con la inhi-
bicién de su produccion, lo que tendria un efecto
anabolico sobre el hueso. Ademas, la validacion
de nuevos modelos celulares de origen humano
en los que poder estudiar estos mecanismos
puede ser crucial para el avance en el conoci-
miento de la regulacién de la esclerostina. En este
articulo revisaremos brevemente algunos resulta-
dos recientes de nuestro laboratorio y de otros
investigadores que van aportando nueva luz sobre
estas cuestiones.

Metilacion del ADN y regulacion de la
expresion génica

Buena parte de las citosinas del ADN de los mami-
feros estin metiladas, en especial cuando van
seguidas de una guanina, es decir, formando dinu-
cledtidos CG (a menudo denominados también
CpG, con una “p” que indica el grupo fosfato que
une ambas bases). Se supone que la metilacion
aporta estabilidad al ADN vy evita el “ruido trans-
cripcional” de fondo. Existen zonas del ADN, lla-
madas “islas CpG”, que tienen un comportamien-
to peculiar. Esas islas consisten en regiones de
unos cuantos cientos de nucleétidos que son par-
ticularmente ricas en CpG y se hallan frecuente-
mente en las regiones promotoras de muchos
genes. En los dltimos anos se ha ido demostrando
que el nivel de metilacion de esas islas CpG (y de
las regiones adyacentes, denominadas “orillas
CpG”) desempena un importante papel en la
regulacion de la expresion de muchos genes. En
general, cuando las CpG de las regiones promoto-
ras se encuentran muy metiladas, se reprime la
trascripcion del ADN en ARN y, en consecuencia,
se reducen los niveles de la proteina codificada
por ese gen. A la inversa, la desmetilacion del pro-
motor tiende a asociarse a una transcripcion acti-
va del gen.

Los mecanismos moleculares implicados en la
regulacion de la expresion génica a través de cam-
bios en la metilacion son multiples y s6lo se cono-
cen en parte. Asi, por ejemplo, la metilacion del
ADN puede impedir la unién al mismo de algunos
factores activadores de la transcripcion. Por otro
lado, las regiones metiladas reclutan algunas pro-
teinas que se fijan especificamente a esas regiones
metiladas. Es el caso de la MeCP2, proteina fijado-
ra de CpG metiladas®. Por otro lado, hay que
tener en cuenta que la metilacién del ADN actaa
en combinacién con otros mecanismos epigenéti-
cos, especificamente con las modificaciones pos-
traslacionales de las histonas. De hecho, cuando
MeCP2 se fija al ADN, recluta otras proteinas,
como las HDAC (desacetilasas de histonas) que
modifican las colas de las histonas proximas a esa
region. En su conjunto, esas modificaciones con-
tribuyen a modular la expresion génica. Por ejem-
plo, la mayor acetilacion de las histonas suele aso-

ciarse a una activacion de la transcripcion; por el
contrario, la metilacion de ciertas lisinas presentes
en las histonas se asocia a una represion génica'.

Los patrones de metilacion del ADN se trans-
miten a través de la mitosis, es decir, se heredan
de la célula que se divide a las dos células hijas.
En ello desempena un papel esencial una familia
de enzimas llamadas ADN-metiltransferasas
(DNMTs), en particular la tipo 1%,

La desmetilacion del ADN puede ser un feno-
meno pasivo, es decir, puede aparecer a lo largo
de algunas divisiones celulares si las DNMT no
realizan su funcién de re-metilacion de las cade-
nas hijas del ADN. Pero la desmetilacion puede
ser también un proceso activo. Es decir, es posible
que algunas regiones del ADN se desmetilen sin
necesidad de que tenga lugar la division de la
célula y la consiguiente replicaciéon del ADN. El
proceso por el que se lleva a cabo la desmetila-
cion activa no se conoce bien, pero en él parecen
jugar un papel especial la enzima GADD45 vy la
conversion de las metilcitosinas a hidroximetilcito-
sinas™##. Tampoco se conoce bien cudl es su
importancia real en la homeostasis tisular. No obs-
tante, se ha sugerido que puede estar implicada
en la diferenciacion de los osteoblastos?.

Nuestro grupo ha demostrado que la metila-
cion y desmetilacion de algunos genes desempe-
nan un papel esencial en las variaciones de los
patrones de expresion génica que tienen lugar a
lo largo de los diversos estadios de la diferencia-
cion de la estirpe osteoblastica. Por ejemplo, utili-
zando una técnica de microdiseccion asistida por
laser y posterior andlisis del ADN de las células asi
capturadas, hemos comprobado que en el paso de
osteoblastos a osteocitos tiene lugar una reduc-
cion marcada de la metilacion del promotor del
gen SOST. Ese es un requisito necesario para que,
a diferencia de lo que ocurre con los osteoblastos,
los osteocitos puedan sintetizar esclerostina®.
También otros genes implicados en la biologia del
esqueleto se regulan, en parte, a través del nivel
de metilacion de sus promotores. Es el caso, por
ejemplo, de la osteoprotegerina, el ligando RANK
(RANKL), la fosfatasa alcalina, osterix o el recep-
tor de estrogenos*#,

Desmetilacion del ADN como herramienta
experimental

Los cambios en la metilacion de las islas CpG son
mecanismos de regulacion muy potentes.
Posiblemente no estan implicados en la regulacion
fina de la expresion génica, sino que ejercen
como una especie de “interruptores” moleculares
que encienden y apagan la transcripcion génica.
Una vez la desmetilacion permite la transcripcion,
otros mecanismos (humorales, fisicos, etc.) seran
los responsables de ajustar de manera precisa la
expresion del gen, en funcion de las necesidades
del momento®.

La potencia reguladora de los mecanismos liga-
dos a la metilacion se pone de manifiesto en deter-
minados experimentos en los cuales se induce far-
macolégicamente la desmetilacion del ADN. Para



ello, a menudo se utilizan andlogos de nucledtidos,
como la azacitidina y la deoxiazacitidina (o decita-
bina) que inhiben la actividad de las DNMTs. Asi,
hemos podido demostrar que la incubacion de
diferentes tipos de cé€lulas con decitabina induce
de manera intensa la expresion de esclerostina aun
cuando en condiciones normales esas células no
expresen el gen?®.

Este fendmeno tiene ademads una interesante
repercusion practica, puesto que facilita el estudio
de los mecanismos moduladores de la expresion
de esclerostina. Dado que no existen lineas osteo-
citicas humanas, ni tampoco métodos para aislar
osteocitos viables de huesos humanos, resulta
complicado explorar los mecanismos reguladores
de este gen en humanos. Aunque existen diferen-
tes lineas inmortalizadas de tipo osteoblastico y es
relativamente facil obtener osteoblastos a partir de
biopsias de hueso, estas células no expresan
esclerostina. Ahora bien, la desmetilacion de su
promotor con decitabina induce la expresion de
ese gen, pudiendo asi funcionar en teoria como
un modelo experimental para analizar los factores
fisicos y quimicos implicados en su regulacion. No
obstante, para ser realmente util este modelo, los
osteoblastos deberfan mantener un patrén de res-
puesta a diferentes estimulos similar a la que pre-
sentan los osteocitos en modelos experimentales
animales en vivo*3.

Efectivamente, parece ser asi. Los resultados
que hemos obtenido en este modelo de osteoblas-
tos tratados con decitabina han confirmado el
efecto inhibidor de la PTH vy el efecto estimulador
de las BMPs (proteinas morfogenéticas Oseas)
sobre la expresion de SOST*. Por otro lado,
hemos podido comprobar que los osteoblastos
tratados con decitabina mantienen la respuesta no
s6lo a los factores humorales, sino también a los
estimulos mecanicos. Cuando estas células se
someten a un flujo pulsatil del medio de cultivo
(que simula el estimulo de las membranas de los
osteocitos por el liquido presente en las lagunas y
canaliculos del hueso) se inducen una serie de
respuestas bioquimicas entre las que destaca la
induccion de sintasas de 6xido nitrico (NOS), con
la consiguiente acumulacion del mismo en el
medio. Esta respuesta se mantiene en los osteo-
blastos pretratados con decitabina. Ademas, en
esos cultivos se puede comprobar que el estimulo
mecanico induce una reduccion de la expresion
de esclerostina, en linea con lo demostrado en
modelos experimentales en vivo'#. Los experi-
mentos posteriores con inhibidores y donadores
de oxido nitrico han permitido comprobar que
realmente la sintesis de 6xido nitrico esta implica-
da en el efecto inhibidor de la expresion de SOST
inducida por el estimulo mecanico*.

Promotor del gen SOST, esclerostina y
masa 6sea

En varios estudios de genes candidatos y también
en algunos de asociacion gendmica (GWAS) se
han encontrado algunos polimorfismos del gen
SOST asociados con la densidad mineral 6sea'.
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Asi, hemos comprobado que las mujeres homoci-
glticas para el alelo minoritario (G) del SNP
1s851054, situado en la region promotora 5 del
gen, tienen una DMO significativamente mas baja
que las mujeres con otros genotipos. Ello sugiere
que ese polimorfismo puede provocar diferencias
en la actividad transcripcional en funcién del alelo
que esté presente. Para profundizar en los meca-
nismos implicados, hemos clonado la region com-
pleta del promotor de SOST (posiciones -1440/+30
en relacion con el sitio de inicio de la transcrip-
cion o TSS) y comprobado su actividad transcrip-
cional en un vector reportero de luciferasa, tras su
transfeccion en diferentes tipos celulares. La clo-
nacion de varias regiones de ese fragmento nos ha
permitido comprobar que la region mas activa
parece estar en los primeros 500 nucledtidos. De
hecho, la actividad transcripcional de los vectores
con insercion de la region -581/+30 es algo mayor
que la de la region completa (-1440/+30). Por el
contrario, la region mas distal (-1440/-1030) no es
activa, mientras que una region intermedia
(-1032/-571) tiene una cierta actividad, aunque
claramente menor que la de la region completa o
la de la region mas préxima a la TSS. Asimismo,
hemos comprobado que BMP2 incrementa la acti-
vidad transcripcional de esas construcciones,
mientras que la PTH no tiene efecto, lo que esta
de acuerdo con los estudios que indican que el
efecto de esta hormona esta mediado por una
region enhancer localizada a varios miles de pares
de bases™.

Por otro lado, a partir de ADN gendémico de
individuos homocigotos para varios polimorfismos
frecuentes del promotor de SOST (rs801054 vy
rs801056), hemos clonado las regiones promoto-
ras con cada uno de los alelos posibles de esos
polimorfismos en vectores reporteros de lucifera-
sa. Hemos analizado después su actividad trans-
cripcional previa transfeccion en diversas lineas
de tipo osteoblastico. Sin embargo, las diferencias
en la actividad de los diversos alelos han sido
pequenas (datos no publicados). Ello sugiere que
la asociacion demostrada de estos alelos con la
densidad mineral 6sea debe estar mediada por
mecanismos indirectos que no se reproducen en
estos modelos experimentales. Entre ellos, cabe
pensar en determinados factores, fisicos o humo-
rales, presentes en vivo y no in vitro; la interac-
cion de otros elementos celulares presentes en el
microambiente Oseo; o interacciones complejas
que implican la estructura tridimensional de la
cromatina y la implicacion de otras regiones dis-
tantes del ADN. Un candidato evidente es la lla-
mada region de Van Buchem, situada a varios
miles de bases del gen, y en la cual se ha descri-
to regiones reguladoras (como la llamada ECR5),
que parecen mediar la respuesta a algunos facto-
res, en particular a la PTH*¥.

Conclusion

La esclerostina desempena un papel importante
en la regulacion del metabolismo 6seo, como
queda demostrado por los cambios dramaticos en



la masa 6sea que se produ-
cen cuando se inhibe su
actividad mediante anticuer-
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Figura 1. Esquema de la regulacion de la expresion de esclerostina. Las flechas
continuas indican efectos estimuladores; las lineas discontinuas acabadas en
boton, efectos inhibidores

pos monoclonales®*. Sin
embargo, el conocimiento
de los mecanismos que
regulan su expresion es ain
incompleto. No obstante, en
los ultimos anos se han
generado nuevos datos que
permiten ir dibujando, aun-
que sea esquemdticamente,
algunos de los factores y
vias implicados (Figura 1).

Este trabajo y los experi-
mentos que se mencionan
en €l se han realizado tam-
bién con la ayuda de becas
investigacion del ISCIII
(PI12/615) y con ayudas del
IFIMAV-IDIVAL.
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