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Resumen

FLJ42280 es un posible gen de susceptibilidad a la osteoporosis. Distintos estudios de GWAs han identi-
ficado 4 SNPs no-codificantes en este gen que se asocian a la densidad mineral 6sea (DMO) y el riesgo
de fractura.

Para descubrir la causa de la asociacion entre estos SNPs y la osteoporosis, se realizé una bisqueda de
variantes genéticas mediante resecuenciacion de 28 kb que contienen el gen, en una seleccion truncada
de mujeres con DMO muy baja (n=50) o muy alta (n=50) de la cohorte BARCOS (Barcelona Cohorte
Osteoporosis, cohorte de mujeres postmenopdusicas de Barcelona). Las variantes encontradas se filtraron
y se analizo su frecuencia en cada grupo. Se analiz6 el solapamiento de las variantes con elementos fun-
cionales del proyecto ENCODE y también se calcul6 el desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de la
region. Finalmente, se hizo un andlisis de eQTL de los 4 SNPs no-codificantes respecto a los niveles de
expresion de genes cercanos a FL/42280 en linfoblastos.

Se seleccionaron 110 variantes. Las diferencias de sus frecuencias entre los dos grupos estuvieron por deba-
jo del poder estadistico del disefio experimental. Sin embargo, 3 variantes solaparon con posibles enbancers
y una solapd con un enhancer activo en osteoblastos (rs4613908). Se observé un fuerte desequilibrio de
ligamiento entre los 4 SNPs no-codificantes y el SNP 154613908, que pertenecen a un bloque que abarca
el gen casi por completo. Ninguno de los SNPs no-codificantes mostré asociacion con los niveles de
expresion de genes cercanos a FL/42280.

En conclusion, el SNP rs4613908 podria estar implicado funcionalmente en la determinacién de la DMO.
Serdn necesarios experimentos concretos para confirmarlo.

Palabras clave: FLJ42280, densidad mineral dsea, variantes genéticas, eQTLs, enbancers.
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Identification of genetic variants associated with bone mineral
density (BMD) in the FLJ42280 gene

Summary

FLJ42280 is a possible gene for susceptibility to osteoporosis. Different studies of GWAs have identified
4 non-coding SNPs in this gene associated with bone mineral density (BMD) and fracture risk.

In order to ascertain the cause of the association between these SNPs and osteoporosis, we searched for
genetic variants by resequencing the 28-kb gene, in a truncated selection of women with very low (n=50)
or very high BMD (N=50) of the BARCOS cohort (Barcelona Cohort Osteoporosis, cohort of postmenopau-
sal women in Barcelona). The variants found were filtered and their frequency analyzed in each group.
The overlap of the variants with functional elements of the ENCODE project was calculated. Finally, an
eQTL analysis of the 4 SNPs-coding was performed on the expression levels of FLJ42280 neighbor genes
in lymphoblasts.

In all, 110 variants were selected. The differences in their frequencies between the two groups were
below the statistical power of the experimental design. However, three variants overlapped with possi-
ble enhancers and one overlapped with an active enhancer in osteoblasts (rs4613908). A strong linkage
disequilibrium was observed between the 4 non-coding SNPs and the SNP 154613908, which belong to a
block spanning the gene almost completely. None of the non-coding SNPs showed association with the
expression levels of FLJ42280 neighbor genes.

In conclusion, the SNP rs4613908 could be involved functionally in determining BMD. Tangible experi-

ments will be required to confirm this.

Key words: FLJ42280, bone mineral density, genetic variants, ¢QTLs, enhancers.

Introduccion

La osteoporosis es una enfermedad compleja caracte-
rizada por baja masa dsea y deterioro de la microar-
quitectura del tejido 6seo que conduce a un mayor
riesgo de fractura. Por ejemplo, en EE.UU. se produ-
cen 1,5 millones de nuevos casos de fracturas cada
ano, lo que representa una enorme carga econémica
para los sistemas de atencion de la salud. La osteopo-
rosis se define clinicamente a través de la medicion de
la densidad mineral 6sea (DMO), que sigue siendo el
mejor predictor de fractura'. Estudios de heredabili-
dad utilizando gemelos o familias han demostrado
que el 50-85% de la variacion en la densidad mineral
Osea estd determinada genéticamente®. Las fracturas
osteopordticas también muestran heredabilidad inde-
pendiente de la densidad mineral dsea.

Los estudios de asociacion en genoma completo
(GWAs) han ampliado muchisimo la comprension
de la arquitectura genética de enfermedades comu-
nes y complejas’. Esta aproximacion gendmica esta
proporcionando informacion clave sobre los meca-
nismos de la enfermedad, con perspectivas para el
diseno de estrategias mas eficaces de evaluacion del
riesgo de enfermedad y para el desarrollo de nuevas
intervenciones terapéuticas’. Sin embargo, las varian-
tes genéticas que se identifican en los GWAs se
encuentran con frecuencia en las zonas no-codifi-
cantes del genoma, cuya posible funcion es menos
conocida y en muchos casos estas sefales pueden
estar en desequilibrio de ligamiento con variantes
causales que no han sido genotipadas. El meta-ana-
lisis de GWAs para DMO vy fractura osteoporotica de
Estrada er al” identifico hasta 56 loci genémicos aso-
ciados con la DMO, 14 de los cuales también esta-
ban asociados con las fracturas osteoporoticas. Uno

de los SNPs cuya asociacion con ambos fenotipos
mostrd una significacion mas sélida (rs4727338) se
encuentra en una region intronica del gen FLJ42280,
sehalandolo como un Jocus de susceptibilidad para
la osteoporosis (Figura 1). Otros trabajos de GWA
demostraron que otros SNPs intrénicos del mismo
gen (157781370, 1s10429035 y rs4729260) también se
asociaban con la DMO®. FLJ42280 es un gen muy
poco estudiado, cuya relacion con la biologia del
hueso se desconoce.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue
dar sentido a esta asociacion mediante la determi-
nacion de cudl es la variante causal. ;Es rs4727338
el SNP causal o hay otro SNP en desequilibrio de
ligamiento con €l que sea el verdadero SNP fun-
cional? Para ello, hemos explorado la variabilidad
genética de la region genomica donde se encuen-
tra el gen FLJ42280 y hemos abordado la funcio-
nalidad de estas variantes por enfoques diferentes.
En primer lugar, por resecuenciacion de la region
en mujeres con DMO extremadamente alta o
extremadamente baja para buscar variantes con
una distribucion desequilibrada entre los dos gru-
pos; en segundo lugar, estudio bioinformatico de
la superposiciéon de las variantes halladas con
sefnales funcionales definidas en el proyecto
ENCODE (7he Encyclopedia of DNA Elements) y
finalmente evaluacion del posible papel como
eQTLs de algunas de las variantes halladas.

Material y métodos

Seleccion de la muestra de estudio

La muestra de este estudio estd formada por 100
mujeres de la cohorte BARCOS™. Esta cohorte esta
compuesta por unas 1.500 mujeres postmenopau-



Figura 1. Region gendmica 7q21.3 con las senales de asociacion a
DMO de los SNPs testados por Estrada et al.”. La coordenada entre la
posicion genémica del SNP 154727338 (eje x) y el —logy, del valor de
P (eje y) de su asociacion con la DMO (eje y) estd marcada con un
cuadro de linea roja. Dicho SNP muestra la mayor significacion en esta
region. Los puntos de colores son las coordenadas del resto de SNPs
estudiados en la region. Cada color indica un grado distinto de des-
equilibrio de ligamiento entre cada SNP y el SNP rs4727338. El gen
FLJ42280 no esta mostrado porque, en el momento en que se realizo
el meta-analisis de GWAs, este gen todavia no estaba anotado en el
genoma. Su localizacién entre SLC25A413 y SHFEM1 se indica con un
ovalo rojo. Esta figura es una modificacién de la que se presenta en

Estrada et al’
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Preparacion de las muestras
genomicas

El ADN de cada mujer se extrajo
a partir de muestras de sangre
periférica. La concentracion y la
calidad de las muestras de ADN
(ratios 260/280 vy 260/230) se
midieron por espectrofotometria
en un aparato NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Products). Para
determinar la integridad del ADN,
se analizaron 5 pl de cada mues-
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tra mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%. Finalmente, las
muestras se normalizaron a una
concentracion de 100 ng/ul.
il
‘ Long-Range PCR (LR-PCR)
Se dividi6 una regién genémica
H : de 28 kb (que contiene el gen
' FIJ42280 [22 kb] junto con 3,8 kb
de region flanqueante a 5’ y 2 kb
de region flanqueante a 3) en 7
fragmentos solapantes (Figura 2).
Los tamanos y las coordenadas de
estos 7 fragmentos y los pares de
cebadores utilizados para amplifi-
carlos, se muestran en la tabla 1.
Los fragmentos, de entre 2y 5 kb,
se amplificaron mediante LR-PCR.
Cada reaccion de LR-PCR incluyé:
100 ng de ADN gendmico, 5 pl de
tampon Ex Taq “Magnesium +”
(20 mM Mg; Takara) x10, mezcla

0
[
. 0.2

sicas espafiolas monitorizadas en el Hospital del
Mar de Barcelona. Las mujeres diagnosticadas de
osteomalacia, de enfermedad de Paget, de algin
trastorno metabdlico o endocrino, o que estuvie-
ran siguiendo una terapia de sustituciéon hormonal
o tratadas con farmacos que pudieran afectar la
masa Osea, fueron excluidas de la cohorte. Las
mujeres con una menopausia temprana (antes de
los 40 anos) también fueron excluidas. La infor-
macion recogida para cada muestra fue la DMO,
la edad, la edad de menarquia, la edad de meno-
pausia, los anos desde la menopausia, el peso y
la estatura. De cada paciente se obtuvieron mues-
tras de sangre y consentimientos informados
escritos, segin las regulaciones del Comité Etico
de Investigacion Clinica del Parque de Salud Mar.
La DMO (g/cm? fue medida en el cuello del
fémur y en la columna lumbar. Se utilizé6 un den-
sitbmetro de rayos X de energia dual para realizar
las medidas.

Se seleccionaron dos grupos de 50 muestras
con valores de DMO extremos, segin el valor del
Z-score. Concretamente, los grupos consistieron
en las 50 muestras con el Z-score mas alto (rango:
de 2,98 a 0,73) y las 50 muestras con el Z-score
mds bajo (rango: de -2,41 a -4,26) de la cohorte
BARCOS.

de dNTPs (a 2,5 mM cada uno),
Ex Taq polimerasa (5 U/ y
cebadores (20 pM), en un volu-
men final de 50 pl. Las reacciones se llevaron a cabo
en un termociclador GeneAmp® PCR System 2700
(Applied Biosystems). Cada fragmento requirié unas
condiciones de tiempo de elongacion y temperatura
de hibridacion distintas. El nimero total de amplico-
nes fue de 700 (100 muestras x 7 fragmentos). Se
comprob6 la cantidad y calidad de todos los ampli-
cones mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
p/v en tampén TBE x1.

Purificacion y cuantificacion de las muestras
Para eliminar los restos de los reactivos de la
PCR, los productos de PCR se purificaron utili-
zando placas de filtro de 96 pocillos con un
tamafio de poro adecuado (Pall Corporation). Se
aplic6 el vacio (Vacuum Manifold, Merck
Millipore) y el ADN retenido en el filtro se resus-
pendi6é en 35 pl de agua milliQ. A continuacion,
los productos de PCR se cuantificaron mediante
Quant-iT PicoGreen dsDNA Reagent and Kit (Life
Technologies), segin las instrucciones del fabri-
cante. Brevemente, se construyd una curva estan-
dar de concentraciones mediante medidas de emi-
sion de fluorescencia a 520 nm después de haber
excitado el ADN a 480 nm. La curva se utilizé pos-
teriormente para calcular la concentracion del
ADN de las muestras.
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Normalizaciéon de las concen-
traciones de las muestras y
pooling

Las muestras en las placas se nor-
malizaron a una concentracion de
5 ng/pl y, a continuacion, se mez-

Figura 2. En la region gendmica de FL/42280 estudios previos de GWA
han identificado 4 SNPs que muestran asociacién con la DMO, cuyos
detalles se muestran en la tabla incluida en la figura. Para conocer
mejor la variabilidad de este locus, la region se subdividié en 7 frag-
mentos solapantes (flechas amarillas) para su resecuenciacion en muje-
res con muy alta o muy baja DMO

cl6 en un solo tubo 5 pl de cada

muestra de una placa (un tubo por 2kb

21,9kb

placa) mediante el The epMotion®
5075 Liquid Handling Workstation
(Eppendorf). Asi, se obtuvieron 14
tubos con 250 ul cada uno, dos
para cada fragmento de PCR (DMO
alta y DMO baja). Los 14 pools se
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concentraron hasta 5 veces utilizan-

do el Genevac EZ-2 evaporator snp

(Genevac SP Scientific) y se cuanti-

Posicion genoma
GRCh37/hg19

Posicion genoma
GRCh38/hg38

Alelos Paper

SNP1 17781370

T/C T=0.25 7: 96133531 7:96504219 Rivadeneira et al., 2009

ficé cada tubo mediante Qubit® 2.0 PeRTe

G/C G=0.25 7: 96120675 7: 96491363 Estrada et al., 2012

Fluorometer (Life Technologies). e E—

G/A A=0.33 7: 96119481 7: 96490169 Zhang et al., 2014

Finalmente, los fragmentos de PCR SNPA | 729260

G/C G=0.25 7: 96117918 7: 96488606 Rivadeneira et al., 2009

se mezclaron equimolarmente en
dos tubos, uno para la DMO alta y

otro para la DMO baja.

Secuenciacion masiva en paralelo

La secuenciacion masiva de las muestras se llevo a cabo
en el Servicio de Gendmica de los Centros Cientificos y
Tecnolbgicos de la Universidad de Barcelona, utilizan-
do el GS 454 Junior System (Roche). Brevemente, se
fragment6 el ADN por nebulizacién, se prepararon
dos librerfas marcadas con adaptadores (secuencias
de 10 nucledtidos) distintos, una para cada grupo,
que se mezclaron en un solo tubo. Seguidamente, se
amplific la mezcla por PCR de emulsion y la librerfa
final se cargd en una placa picotiter donde se llevo a
cabo la pirosecuenciacion. Se realizaron 4 carreras de
secuenciacion, correspondientes a 140 Mb de datos
finales (35 Mb/carrera). Este volumen de datos pro-
porciona una cobertura tedrica de 40x para cada
muestra inicial.

Procesamiento de los datos de secuenciacion
y seleccion de variantes

Las lecturas obtenidas de la secuenciacion fueron
preprocesadas en base a su calidad y se alinearon
contra el genoma de referencia (GRCh37) utilizan-
do el programa GS Mapper (Roche). Las lecturas
se indexaron vy filtraron utilizando SAMtools. Se
detectaron las variantes presentes en los dos gru-
pos mediante GATK utilizando parimetros de fil-
trado estandar'. Las variantes encontradas se prio-
rizaron segun los siguientes criterios: se seleccio-
naron las variantes con una cobertura de al menos
1.000 lecturas, presentes en un 1% de las lecturas
y con un strand bias bajo. El nimero de lecturas
de las variantes que pasaron los filtros fue norma-
lizado por la cobertura y las variantes fueron cla-
sificadas entre comunes (con una frecuencia
mayor al 5%) y raras o de baja frecuencia (con una
frecuencia menor al 5%).

Analisis funcional y estadistico de las variantes
Se compararon las frecuencias de cada variante
entre los dos grupos mediante un test exacto de

Fisher, aplicando la correccion de Bonferroni para
comparaciones multiples. El andlisis funcional de
las variantes consistié en mirar si estaban descritas
en bases de datos como dbSNP y 1000 Genomas
y, en caso afirmativo, buscar su MAF en la pobla-
cién europea e ibérica. Ademds, para las variantes
exoOnicas se observé qué cambio de aminoicido
suponian y su severidad predicha por SIFT,
PolyPhen y Provean. Para las variantes intronicas,
se analizo la region que contiene la variante: luga-
res de hipersensibilidad a la DNAsa, union de fac-
tores de transcripcion, metilacion del ADN, modifi-
caciones de histonas, regiones reguladoras, etc.
Todos estos datos fueron obtenidos de bases de
datos y repositorios como Ensembl, UCSC Genome
Browser, ENCODE, BioMart, Matlnspector. También
se utiliz6 HaploReg para buscar anotaciones de
regulacion. Finalmente, todas las variantes encon-
tradas fueron analizadas con el Variant Effect
Predictor de Ensembl y UCSC y con el SNP func-
tion prediction del Instituto Nacional de Ciencias
de la Salud Ambiental (National Institute of
Environmental Health Sciences) de los EE.UU.

Analisis del desequilibrio de ligamiento

Para calcular el desequilibrio de ligamiento entre
todas las variantes de la regién gendmica de
FLJ42280 se utilizaron los genotipos de los SNPs
presentes en la region y los haplotipos de los indi-
viduos de HapMap fase 3. Para calcular tal desequi-
librio y generar un grifico se utilizé el software
HaploView.

Analisis de eQTLs

Los SNPs que dieron significativos en los distintos
GWAs y el SNP 154613908 fueron evaluados como
posibles eQTLs mediante dos aproximaciones: uti-
lizando el portal del proyecto GTEx y utilizando los
genotipos de esos SNPs en individuos de HapMap
y los niveles de expresion de genes en cis en los
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Tabla 1. Amplicones utilizados para secuenciar la region FLJ42280

Frag Primers Tamafio (pb) Coordenadas genomicas
LR,
, | 2F CACTGCIGGGICTIAGATIGG 4592 796132302.96127711
5| 3R TCCCICICATCIGTGEANCAC. 4830 7.96127863-9612302
4 2{:{ g%%%%?c%%ﬁ%ﬁ%ﬁng 4.848 7:96123158-96118311
5 | 3R CCTGGTGGAANTGGOAACA 4251 796118477.96114227
6 | 6R GOOATTGTIGAAGCTGACCC 3869 796114345-96110450
7| 7R CCTGAGEAAGTCICATANGTG 2003 79611070296108695

mismos individuos. Concretamente, se obtuvieron
los genotipos de los SNPs de 210 individuos no
emparentados de la fase 1 y 2 de HapMap vy los
niveles de expresion de los genes SHFMI,
SLC25A13 y DLX5 de una linea celular linfoblastoi-
de de los mismos individuos obtenidos.

Resultados

Variantes halladas y pistas sobre su funciéon
La region genomica de FLJ42280 (28 kb) se rese-
cuencio masivamente en dos pools de DNA corres-
pondientes a las 50 mujeres con mayor DMO vy las
50 mujeres con menor DMO de la cohorte BAR-
COS (ver detalles en Material y Métodos), a una
alta profundidad (alrededor 3.600x por grupo). Se
compard el namero y la frecuencia de las varian-
tes que se encontraron en cada grupo. Se identifi-
c6 un total de 110 variantes, de las cuales 18 eran
nuevas y 59 fueron variantes raras o de baja fre-
cuencia (Tabla 2). Se observé que el nimero de
variantes de baja frecuencia entre los dos grupos
extremos era equilibrado. Asi mismo, se observd
que las diferencias de frecuencia de todas las
variantes estaban por debajo de la potencia esta-
distica del diseno, aunque 9 mostraron una ten-
dencia.

Para cada variante, se analiz6 su superposicién
con elementos funcionales anotados en el genoma
por el proyecto ENCODE. Cuatro de las variantes
solaparon con posibles secuencias potenciadoras
de la transcripcion (o enhancers) de osteoblastos
y de ellas una [SNP 154613908, MAF(CEU)=0,39]
solapé con un enhancer activo en osteoblastos
(Figura 3).

Analisis de desequilibrio de ligamiento

También se estudi6 el desequilibrio de ligamiento
entre todas las variantes comunes en esta region. Se
cred un grifico de desequilibrio de ligamiento (LD)

utilizando HaploView e informacion de haplotipos
del proyecto HapMap (Figura 4) y se observo que
hay un gran bloque de LD que incluye casi todo
el gen (a excepcion de la region 3° UTR) y que por
la parte upstream del gen se extiende 5 kb mas
alla de la region resecuenciada. También se cons-
taté que los SNPs rs4613908 y rs4727338 (meta-
analisis de GWAs de Estrada et al.”) presentan una
gran desequilibrio de ligamiento entre ellos.

Analisis de eQTLs

Para completar el analisis funcional, se realiz6 un
andlisis de eQTLs. Disponiendo de los genotipos
de los cuatro SNPs asociados a la DMO, y del SNP
r$4613908 de 210 individuos del proyecto HapMap
y de los niveles de expresion génica de un array
genomico en lineas linfoblastoides de estos mis-
mos individuos, se determiné si los diferentes ale-
los o genotipos de los SNPs correlacionaban con
los niveles de expresion génica de los genes situa-
dos en la region gendémica de FL/42280. Ninguno
de los SNPs mostro influencia sobre los niveles de
expresion de los genes SHFM1, SLC25A13 o DLX5
(en el array no hay informaciéon de niveles de
expresion de FLJ42280). También se accedio a la
base de datos GTEx para recabar informacion de
eQTL para los mismos SNPs y el resultado fue
negativo para todos ellos. Finalmente, se realiza-
ron busquedas de anotaciones de regulacion en
HaploReg. Este ultimo anilisis confirmé que la
secuencia que rodea el SNP rs4613908 esta alta-
mente conservada entre los mamiferos y que en
varios tipos celulares, incluyendo los osteoblastos
primarios, contiene marcas de cromatina tipicas de
secuencias potenciadoras (H3K4mel, H3K27ac).
Por otra parte, HaploReg destaco la alteracion de
motivos reguladores de este SNP y de rs10429035,
pero no mostré ningin efecto de estos SNPs sobre
la expresion génica.
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Tabla 2. Nimero y localizacion de variantes de un solo nucleétido halladas en este estudio

Region Putativo Enbancer
Crudo Filtrado Codificante reguladora* enbancer de | activo en
osteoblasto | osteoblasto
Variantes
comunes 96 51 0 12 3 1
LFV 24.243 59 1 16 1 0
Total 24.339 110 1 28 4 1

*incluye regiones flanqueantes, 5’'UTR, 3'UTR e intrones; LFV: variante de baja frecuencia (MAF<5%).

Discusion

Se ha realizado un barrido exhaus-
tivo de una region genémica (28
kb) en 7g21.3 que contiene varias
sefnales muy fuertes de asociacion
entre 4 SNPs y la densidad mine-
ral 6sea™. Se ha querido conocer
todas las variantes puntuales pre-
sentes en regiones codificantes

Figura 3. A) Esquema de la region gendmica de FL/42280 y localiza-
cion de algunas variantes prometedoras. Las variantes comunes se
sefialan en rojo y las variantes de baja frecuencia (LFV) o raras en gris.
Los cuadrados azules representan potenciadores (enhancers) de osteo-
blastos; el mas oscuro representa un potenciador activo de los osteo-
blastos. B) Detalle del potenciador activo en osteoblastos. Se muestra
el perfil de conservacion de secuencia en vertebrados, los lugares de
unioén a factores de transcripcion y las modificaciones de las histonas.
Estos datos se extrajeron de UCSC Genome Browser -GRCh37- y de
ENCODE (datos referidos a osteoblastos)

(exones del gen FLj42280) y no
codificantes  (intrones, 3'UTR, A
5'UTR y flancos del gen) y evaluar
el potencial funcional de estas
variantes para pronosticar cudles
de ellas podrian ser las responsa-
bles de la asociacion con la DMO.
Se ha observado que la variante
154613908 solapa con un potencia-
dor génico (enbancer) activo en
osteoblastos contenido en una
secuencia con elevada conserva-
cion evolutiva. Dicho SNP (con
sus dos variantes alélicas) podria
estar afectando a la DMO por el
hecho de alterar este potenciador
génico. Queda por determinar
cual es el gen diana del menciona-
do potenciador.

Hasta la fecha, no nos constan
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otros trabajos de otros autores que

hayan abordado la base funcional

de la asociacion con DMO de los SNPs situados en
regiones no codificantes del gen FLj42280. De
hecho, este gen ha sido anotado recientemente en el
genoma humano, de modo que cuando se detecto la
asociacion de los SNPs de la region, el gen todavia
no constaba en el mapa de 7q21.3 y los SNPs queda-
ban entre los genes SLC25413 y SHFM1 (Figura D).
Por ello, Estrada et al” propusieron que la funciona-
lidad de la asociacion podia estar relacionada con
SLC25A13. Actualmente, FL/42280 sigue siendo un
gen anotado, con muy pocos datos experimentales
que lo confirmen. Es pues muy probable que la fun-
cién de los SNPs asociados a la DMO esté relaciona-
da con otros genes. En este sentido, el gen SHFM1 se
ha asociado a algunos casos hereditarios de malfor-
macién de mano hendida-pie hendido (Split hand
and foot malformation 1; OMIM #183600) y el gen
DLX5, situado a continuacion, es de hecho el gen res-

ponsable de dicha enfermedad, dado que existen
pacientes con mutaciones puntuales en DLX5 que
cosegregan con la enfermedad®. Se han descrito una
serie de potenciadores que afectan a la expresion de
DIX5 en distintos tejidos y estadios del desarrollo y
que se distribuyen a lo largo de varios cientos de
kilobases. Estudios realizados en ratones y pez cebra
han caracterizado estos potenciadores y han mostra-
do que funcionan durante el desarrollo™". Algunos
de ellos muestran especificidad de tejido y correlacio-
nan con determinados fenotipos presentes en pacien-
tes con malformacion de mano hendida-pie hendido
portadores de varias anomalias cromosomicas (dele-
ciones o translocaciones) que afectan a los potencia-
dores mencionados. Al colocar estos potenciadores
de DILX5 sobre el mapa de la region 7q21.3, hemos
visto con sorpresa que el SNP 154613908, que acaba-
mos de comentar como buen candidato funcional, se
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Figura 4. Grafico del desequilibrio de ligamiento presente en la region
genémica de FL/42280. Se observa un bloque grande (24 kb) que
incluye gran parte del gen excepto su region 3’UTR. Los 4 SNPs que se
han asociado a DMO en los distintos GWAs estan sefalados con 6va-
los verdes. El SNP que solapa con el potenciador activo en osteoblas-
tos estd senalado con un 6valo morado. La linea horizontal azul indica

la

region gendmica resecuenciada en este estudio

encuentra en uno de estos poten-
ciadores (eDLX#18), situado a
unas 500 kb de DLX5. El potencia-
dor eDLX#18 se ha descrito como
activo en los arcos branquiales en
estadios embrionarios®.

Existen evidencias de que

DILX5 esta involucrado en la
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determinacion de la DMO¥, lo
que nos hace proponer la hipo-
tesis de que el potenciador
eDLX#18 también es activo
como un potenciador para

DLX5 en osteoblastos de adultos
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y que nuestro SNP de interés es
un eQTL en osteoblastos. Serad
muy necesario comprobar esta
hipotesis mediante andlisis de
expresion de DLX5 en osteo-
blastos primarios y genotipacion
de rs4613908 de los mismos.
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