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Resumen

Introduccién: Varios estudios de barrido genémico (GWAS) y otros focalizados en el gen de la esclerostina (SOST) han
encontrado que algunos polimorfismos de SOST se asocian con la masa 6sea y el riesgo de fracturas. El objetivo de este
estudio fue analizar la relevancia funcional de ciertos polimorfismos de la regiéon promotora de SOST, en relacién con la
expresion y la metilacidn de dicho gen.

Material y método: Para ello, se determinaron los alelos de los polimorfismos rs851054, rs851056, rs10534024,
rs1234612 y se analiz6 la metilacién de ADN de 33 muestras de suero y de hueso, procedentes de pacientes intervenidos
para colocar una protesis de cadera, mediante pirosecuenciacidn tras conversioén con bisulfito. Ademas, en el hueso se
estudid la expresion de SOST. Por ultimo, se clonaron diferentes alelos del promotor de SOST en vectores reporteros do-
bles con el gen de la luciferasa bajo dicho promotor y el gen de la fosfatasa alcalina bajo un promotor constitutivo.
Resultados: El analisis de metilacion de la region promotora de SOST en ADN libre en suero y en ADN de hueso no reveld
diferencias estadisticamente significativas en relacién con los alelos de los polimorfismos analizados (p>0,05). Sin em-
bargo, las transfecciones con los vectores reporteros mostraron una elevada actividad transcripcional, independiente-
mente del vector utilizado.

Conclusién: No hemos encontrado una asociacion clara entre los distintos alelos y la metilacion de ADN de la region
promotora del gen SOST. Son necesarios mas estudios para determinar los efectos funcionales de los polimorfismos
sobre la metilacidn y expresion del gen de SOST y los efectos sobre la masa 6sea.

Palabras clave: ADN libre en suero, metilacion de ADN, polimorfismos, esclerostina, osteoporosis, regulacién génica.

INTRODUCCION

Numerosos estudios de asociacién de genoma completo
(GWAS) y estudios de asociacion de genes candidatos han
encontrado algunos polimorfismos bialélicos (single nucleo-
tide polymorphisms, SNPs) en el gen SOST, que codificala es-
clerostina, asociados con la densidad mineral 6sea (DMO)
y la predisposicion a fracturas'. Sin embargo, se desconoce
el mecanismo responsable de esa asociacion. Entre los me-
canismos generales por los que las variantes genéticas pre-
disponen a las enfermedades complejas se encuentran los
mecanismos epigenéticos, como la metilaciéon del ADN, que
modulan la transcripcién de genes de forma directa (local-
mente) o indirecta (remotamente)®. En este sentido, cabe

»

destacar que la metilacion del promotor de SOST esta in-
versamente relacionada con la actividad transcripcional, es
decir, con los niveles de expresion, de este gen®.

La metilaciéon de ADN es una marca epigenética, que
consiste en la adicidon de un grupo metilo en la posiciéon 5’
del anillo de citosina, generalmente en citosinas que pre-
ceden a la guanina, formando los denominados sitios CpG.
Los sitios CpG se distribuyen a lo largo de todo el genoma
y son abundantes en algunas regiones especificas, como los
promotores, denominadas islas CpG. Los niveles de meti-
lacion de los sitios y/o islas CpG tienen perfiles especificos
de acuerdo con el tejido de origen y modulan la expresion
de genes en muchos tejidos, incluido el hueso’1°.
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El ADN libre circulante (cell free DNA, cfDNA) esta
presente en fluidos, como la orina, el liquido sinovial, el
plasma o el suero, y es un biomarcador molecular inte-
resante porque es facil de obtener sin utilizar procedi-
mientos invasivos!l. Por ejemplo, es un biomarcador
muy estudiado en tumores, ya que la cantidad de cfDNA
aumenta con la presencia de estos. Ademas, los tumores
acumulan mutaciones especificas, que permiten diferen-
ciarlos de otras cadenas de ADN con distinto origen!?13,
El cfDNA es, por tanto, un marcador prometedor para la
deteccion, el diagndstico, el prondstico, el seguimiento
y el tratamiento futuros de diversas enfermedades'*.

Previamente, hemos demostrado ciertos patrones es-
pecificos de metilacién del ADN de osteoblastos y de cé-
lulas madre mesenquimales (hMSCs) en la osteoporosis.
Estas regiones diferencialmente metiladas estan enri-
quecidas en genes asociados a la diferenciacidn celular,
en el caso de las hMSCs?, y en la formacién del esqueleto
en el caso de los osteoblastos!t. Especificamente, hemos
comprobado previamente que el grado de metilacion del
promotor de SOST regula la expresién génica en osteo-
blastos. En esa linea, la desmetilacién induce la expre-
sién de SOST, incluso en células en las que normalmente
este gen esta reprimido?”8,

El objetivo de este estudio fue determinar la metila-
cion del ADN en el promotor de SOST en ADN de hueso
y en ADN libre en suero y la posible relacién con algunos
polimorfismos previamente asociados con la DMO. Ade-
mas, estudiar los efectos de dichos polimorfismos sobre
la expresion de la esclerostina.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de pacientes
Se obtuvieron las cabezas femorales de 33 pacientes so-
metidos a cirugia de reemplazo de cadera por fractura
osteoporotica (FRX; n=15) o artrosis (OA; n=18). Se ex-
cluyeron los pacientes con osteoporosis secundaria, ar-
trosis secundaria o fracturas debidas a traumatismos de
alta energia, con edades comprendidas entre 61 y 91
afios. De cada paciente, se obtuvieron muestras de tejido
6seo, sangre y suero. El suero se utiliz6 para aislar ADN
libre y estudiar la metilacion del promotor de escleros-
tina. La sangre se utiliz6 para la obtenciéon de ADN ge-
némico con el objetivo de analizar los polimorfismos de
interés.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en In-
vestigacion Clinica de Cantabria y los pacientes dieron
su consentimiento informado por escrito.

Aislamiento de ADN

Las muestras de hueso trabecular de la parte central de
las cabezas femorales se obtuvieron con un trécar. Se
congelaron instantdneamente con nitrégeno liquido y se
homogeneizaron con un politrén en tampoén de lisis y
proteinasa K. Después de una incubacion toda la noche
a 559, se extrajo el ADN con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico, segtin se ha publicado previamente!t. El ADN
libre en suero se obtuvo de dos alicuotas de 1 ml de
suero, procedimiento doble realizado en paralelo (2 ml
de suero por paciente para el andlisis). A cada alicuota,
en un tubo falcon de 15 ml, agregamos 500 pl de tampo6n
de lisis (Tris-HCI, EDTA, acetato de sodio y SDS) y 5 ul
de proteinasa K (20 mg/ml). La mezcla se incubd du-
rante 1 hora en un bafio de agua a 562C. El aislamiento
del ADN se realizd, al igual que con el hueso, por el pro-
cedimiento con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. El

pellet (no visible) se dejo secar a temperatura ambiente
y se resuspendié con 20 pul de agua destilada. E1 ADN de
las células sanguineas se extrajo con el kit [llustra blood
genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare Life Sciences,
Marlborough, EE.UU.).

Genotipado

En el ADN de sangre total, analizamos un total de 4 SNPs
previamente asociados con SOST y la densidad mineral
6sea: rs851054, rs851056,rs1234612 yrs10534024. El
ADN se cuantific6 por el procedimiento de Qubit (Ther-
mofisher Scientific, Waltham, EE.UU.) y se realiz6 una
PCR mediante ensayos con sondas Tagman, para el ana-
lisis de los polimorfismos previamente mencionados.

Analisis de metilacién de ADN

Se utilizaron 500 ng de ADN de hueso por muestra, para
modificar con bisulfito con el kit de metilacién EZ DNA
Methylation-Gold (ZymoResearch, Irvine, EE.UU.), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Por otro lado,
con el ADN aislado de suero, se utilizé todo el volumen
de la suspension (20 pl del ADN resuspendido) y se so-
metié igualmente a modificacién con bisulfito con el
kit de metilacién EZ DNA Methylation-Gold. El nivel de
metilacién de la CpG seleccionada para el estudio, en
la regién del promotor SOST, se analizé6 mediante piro-
secuenciacién (PyromarkQ24 Advanced System®). Los
cebadores utilizados para la amplificacién por PCRy la
secuenciacion se disefiaron con el disefiador de ensayos
PyroMark (Qiagen N.V,, Hilden, Alemania) (Cebador sen-
tido. 5’-TGGTGGGGTGATAAATGAATT-3’; Cebador anti-
sentido. 5’-TGGTGGGGTGATAAATGAATT-3’; Cebador de
secuenciaciéon. 5’-ATTTGGTTTGAGAAATGG-3’). La PCR
se realiz6 con un cebador biotinilado, que permite su pu-
rificacion en una plantilla de ADN de una sola hebra, uti-
lizando la estacion de trabajo de vacio PyromarkQ24
(Qiagen N.V, Hilden, Alemania) (segun las instrucciones
del fabricante). Finalmente, las reacciones de pirose-
cuenciacion y la cuantificacion de la metilacion se reali-
zaron en PyroMark Q24 Advance System (Qiagen N.V,,
Hilden, Alemania).

Se analizaron los niveles de metilacion de la CpG en
la regién seleccionada, cercana a los polimorfismos
examinados, situada aproximadamente a 300 pares de
bases antes del sitio de inicio de la transcripcién (Fi-
gura 14).

Expresion de SOST y niveles de esclerostina

Los niveles séricos de esclerostina se analizaron me-
diante ELISA (Teco Medical Group, Sissach, Suiza). La
sensibilidad de este kit es de 0,05-3 ng/ml.

La expresion de SOST en hueso se analizé por PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). Para ello, se ex-
trajo ARN de las biopsias de hueso congeladas homo-
geneizando con trizol, aislando con cloroformo y
precipitando el ARN con isopropanol. El ADN comple-
mentario (ADNc) se sintetiz6 con el kit TaKaRa Pri-
meScript RT (TaKaRa, Shiga, Japén). Utilizamos 1 pg de
partida de ARN, hexameros aleatorios y oligo-dT como
cebadores, con las cantidades recomendadas por el fa-
bricante. La abundancia de la transcripcién de los ARN
mensajeros se evalué mediante RT-qPCR utilizando en-
sayos Tagman disponibles comercialmente (Thermofis-
her Scientific) en un sistema de PCR en tiempo real
Applied Biosystems 7300. Utilizamos como genes de re-
ferencia, GAPDH y TBP.
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Vectores reporteros y analisis de la actividad transcripcional
Se adquiri6 el vector reportero del promotor de SOST
(HPRM50859-PG04; GeneCopoeia, Rockville, EE.UU.).
Ademas, se obtuvo un segundo vector con la misma se-
cuencia, pero variando el haplotipo (rs851054 G/A;
rs851056 C/G; rs851057 C/G). Ambos vectores tienen el
gen de la luciferasa bajo la secuencia promotora de SOST,
y el gen de fosfatasa alcalina bioluminiscente bajo un pro-
motor constitutivo (Figura 1B). Este vector dual permite
normalizar la sefial y cuantificar la sefial generada por
cada promotor transfectado. Asimismo, obtuvimos un
vector con un promotor vacio (pEZX-PG04; GeneCopoeia,
Rockville, EE.UU.) sobre la secuencia de la luciferasa,
como control negativo para la transfeccion.

La transfeccion de los distintos vectores se desarrollé en
la linea celular HEK-293T, con lipofectamina 3000 (Ther-
mofisher Scientific, Waltham, EE.UU.). Para la transfeccién
se sembraron 50.000 células (HEK-293T) por pocillo en una
placa de 24 pocillos, por triplicado. Al dia siguiente, con una
confluencia aproximada de un 80%, se transfectaron 500 ng
totales de cada uno de los vectores, en pocillos independien-
tes, utilizando lipofectamina 3000, segtn las recomenda-
ciones del fabricante. Se analiz6 la sefial de luciferasa y
fosfatasa alcalina a las 24 h, 48 h y 72 h. Para esto, se utilizd
el kit Secrete-Pair Dual Luminescence Assay Kit (GeneCo-
poeia, Rockville, EE.UU.) y se midié por luminometria.

Anadlisis de los resultados
La presencia de desequilibrio de ligamiento y la distribu-
cién haplotipica se analiz6 con el programa Haploview?.
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Los analisis estadisticos realizados en este estudio se
llevaron a cabo utilizando la version 3.6.0 del software
R. Se compararon los alelos con respecto a su nivel de
metilacion del promotor de SOST y/o expresién de SOST
en hueso mediante analisis de varianza (ANOVA). La
comparacion entre grupos de pacientes (FRX vs. 0A) se
realiz6é mediante T de Student. En todos los casos se to-
maron como significativos los valores p menores que
0,05.

REsuLTADOS

Todas las muestras de suero se analizaron por duplicado
y los niveles de metilacién por pirosecuenciacion se to-
maron como fiables cuando la intensidad de sefial era
integra. La variabilidad entre los duplicados de suero fue
pequeiia, con un error estandar promedio de +3,89%.

El andlisis de metilacién de ADN libre en suero no re-
veld6 diferencias estadisticamente significativas en relacién
con los diversos alelos de los polimorfismos analizados
(rs851054,1rs851056,rs1234612 y rs10534024) (Figura 2).
Tampoco se encontraron diferencias en la metilacién de
ADN de hueso en asociacion con los citados polimorfismos
(Figura 3).

Ademas, con las biopsias de hueso se obtuvo también
el ARN con el objetivo de estudiar la expresién endégena
de SOST en hueso. Los resultados obtenidos por PCR
cuantitativa a tiempo real no revelaron diferencias esta-
disticamente significativas de la expresion end6gena de
SOST en hueso, en relacién con los polimorfismos anali-
zados (Figura 4).

Figura 1. (A) Esquema de la region promotora del gen SOST y localizacién de los polimorfismos analizados, sefia-
lando la distancia al punto de inicio de la transcripcion (TSS). El dinucleétido estudiado para los niveles de metila-
cion de la region promotora esta expuesto como ‘CpG’, con la distancia al TSS. (B) Vectores reporteros con el gen de
la luciferasa (G-LUC) hacia la regién 5’ del promotor de esclerostina y la actividad fosfatasa alcalina (SEAP) bajo el
promotor constitutivo del citomegalovirus (CMV). Se encuentran dos vectores, cada uno con un haplotipo distinto
con respecto a los polimorfismos frecuentes de la region (rs851054, rs851056 y rs851057)
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Figura 2. Porcentaje de metilacion de ADN libre en suero de la regiéon promotora del gen SOST, en los distintos indi-
viduos (n=33) genotipados para cada uno de los 4 polimorfismos (rs851054, rs851056,rs10534024 yrs1234612).
El valor de p seiiala el analisis de la varianza entre los distintos alelos y el valor de metilacion
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Figura 3. Porcentaje de metilaciéon de ADN de hueso de la region promotora del gen SOST, en los distintos individuos
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Figura 4. Expresion del gen SOST en hueso, de los individuos (n=33) genotipados para cada uno de los 4 polimor-
fismos (rs851054, rs851056, rs10534024 y rs1234612). Los niveles de expresion se calcularon por RT-qPCR, nor-
malizados por los genes de referencia (GAPDH y TBP) y estan expresados como deltaCt. El valor de p seiiala el
analisis de la varianza entre los distintos alelos y los niveles de expresion
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Es de sefialar que 3 de los 4 SNPs se encontraban en fuerte desequi-
librio de ligamiento, con D’ de 1y estrecha correlacion entre sus alelos
(r? de 0,83-1), El otro polimorfismo, rs1234612, no formaba sin em-
bargo parte de ese bloque (Figura 5). El analisis por haplotipos o ge-
notipos combinados tampoco revel6 asociaciones estadisticamente
significativas con la metilacién o la expresién génica (datos no mos-
trados).

Las transfecciones con los vectores reporteros, que portan la re-
gion promotora del gen de la SOST, mostraron una elevada actividad
transcripcional, independientemente del vector utilizado. De hecho,
aumento hasta 20 veces a las 24 horas con respecto al vector vacio.
Sin embargo, ambas construcciones, con alelos opuestos, mostraron
una actividad similar (Figura 6).

Discusion

La esclerostina es un potente inhibidor de la via Wnt, a través del
bloqueo de los co-receptores Lrp4, 5y 6, e impidiendo asi la sefia-
lizacion de esta via. Esta molécula tiene un marcado papel en la
biologia 6sea. Los ratones con la deleccion de SOST tienen mayor
formacion de hueso y masa 6sea?’. Por el contrario, la sobreexpre-
sién de SOST en osteoblastos disminuye la masa 6sea?!. Ademas,
ciertas mutaciones del gen SOST que causan una pérdida de la es-
clerostina en humanos, se asocian con una alta actividad de for-
macion ésea y elevada DMO, causando la enfermedad de Van
Buchem o la esclerosteosis?223. A la inversa, un anticuerpo mono-
clonal que bloquea la accidn de la esclerostina (romosozumab) ha
sido recientemente aprobado por la FDA (U.S. Food and Drug Ad-
ministration) para el tratamiento de la osteoporosis, tras observar
que mejoraba la masa 6sea en estudios en animales y en huma-
nOSZ4'25.
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Varios estudios sugieren que algunas variantes aléli-
cas del gen SOST pueden influir en la DMO y el riesgo de
osteoporosis?®?’, Puesto que se trata de variantes no co-
dificantes, presumiblemente su efecto ha de basarse en
influir en la expresion de dicho gen. Por otro lado, pre-
viamente hemos podido demostrar la importancia de la
metilacion de ADN en la regulacion de la expresion de
esclerostina en el linaje osteoblastico!®. Asimismo, en di-
versos estudios se ha comprobado que las variantes ge-
néticas pueden influir sobre la metilacién de ADN y con
esto sobre la expresion del gen afectado®. De ahi que el
objetivo de este estudio fue explorar la repercusion fun-
cional de algunos polimorfismos frecuentes en la region
promotora del gen SOST sobre la metilacién y la expre-
sién génica. Sin embargo, a pesar de su asociaciéon con
la DMO®, no hemos encontrado ninguna asociacién sig-
nificativa entre la frecuencia alélica y los niveles de me-
tilacion de ADN, o entre la frecuencia alélica y los niveles
de expresion génica, ni analizando los polimorfismos
aisladamente, ni al combinarlos segun los genotipos o
los haplotipos. Concordantemente con ello, los experi-
mentos de transfeccion con vectores reporteros no han
revelado diferencias entre las variantes alélicas de la re-
gion promotora y la actividad transcripcional. Por tanto,
nuestro estudio no apoya que exista una influencia de
estos polimorfismos sobre la expresion del gen de la es-
clerostina, ni directa, ni mediada a través de cambios en
la metilacion del promotor.

Hay diversas limitaciones que pueden condicionar estos
resultados negativos. En primer lugar, el estudio de asocia-
cion entre las variables alélicas y la metilacién de ADN esta
acotada a una region concreta del promotor. Para mejorar
esto, habria que hacer un barrido mucho mas amplio de dis-
tintas marcas de metilacién de ADN. En segundo lugar, el
efecto de los polimorfismos estudiados puede depender de
otros polimorfismos frecuentes en desequilibrio de liga-
miento. Ademas, estos posibles polimorfismos pueden estar
en regiones alejadas del promotor, como regiones regula-
doras (enhancer) o, incluso, interacciones con otros cromo-
somas. Este tlltimo hecho condiciona también el andlisis con
vectores reporteros, donde solo se encuentra la region pro-
motora de SOST. Los vectores reporteros se transfectan en
experimentos in vitro, donde la metilacién de ADN se pierde
y, por lo tanto, no se refleja la situacion in vivo apropiada-
mente. Otra limitacién de este estudio es la presencia de
muestras con distintas patologias (osteoporosis y artrosis),
ya que estas patologias pueden estar influyendo distinta-
mente sobre los niveles de metilacion. No obstante, los ana-
lisis por separado no han mostrado diferencias en los
resultados. Finalmente, el tamafio muestral condiciona la
capacidad para demostrar diferencias sutiles entre los po-

Figura 6. Medicion de la actividad del promotor de
SOST con transfecciones de los distintos reporteros
(promotor 1y promotor 2). Cada uno de los reporteros
tiene el haplotipo contrario para los polimorfismos
(rs851054, rs851056 y rs851057). La seiial relativa se
ha calculado normalizando cada valor de absorbancia
de luciferasa por el cociente de la actividad fosfatasa al-
calina (SEAP). Posteriormente se ha comparado con el
cociente de las transfecciones realizadas con un vector
vacio (sin el promotor, pero con actividad SEAP). Las
barras de error muestran el error estandar
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limorfismos, especialmente en los analisis de polimorfismos
combinados. En todo caso, es importante remarcar que
estos resultados no cuestionan la importancia de la escle-
rostina en la regulacion de la actividad de las células dseas,
que ha sido demostrada en numerosos estudios experimen-
tales y clinicos.

Como conclusién, no hemos visto una asociacion clara
entre los distintos alelos y la metilacion de ADN de la re-
gion promotora del gen de SOST. Por tanto, no parece que
la asociacion de estos polimorfismos con la DMO se debe
a influencias directas sobre la actividad del promotor, ni
a cambios en la metilaciéon de este. Cabe presuponer,
pues, que esté mediada por interacciones complejas con
regiones distantes de la cromatina. Por otro lado, este es-
tudio plantea la posibilidad de utilizar el ADN libre en
suero como biomarcador en algunos trastornos esquelé-
ticos.

Financiacion: Este estudio ha sido financiado por el
Instituto de Salud Carlos III (proyectos PI12/615 y
PI16/915).

}}l Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflicto de intereses.
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