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RESUMEN

Las displasias esqueléticas (DIE), son un grupo heterogéneo de enfermedades con
una incidencia poco frecuente y diversas manifestaciones clinicas, que estan
asociadas a multiples genes y que pueden presentar fenotipos de alta o baja masa
Osea. El diagnostico preciso de las DIiE es dificil desde el punto de vista clinico y
genético. Los avances de los ultimos afios en técnicas de secuenciacion vy
procesamiento de datos asi como los estudios GWAS, nos han dado luces sobre
las bases genéticas que pueden estar regulando la fisiologia ésea en contextos
patolégicos como el de las DiE. Sin embargo, la informacién obtenida mediante NGS
o GWAS, debe ser validada funcionalmente. En esta tesis doctoral utilizamos
aproximaciones gendomicas mediante WES y panel de genes para analizar las bases
genéticas que subyacen a trastornos esqueléticos con baja masa ésea como la
osteoporosis posmenopausica (OP), o casos de displasia esquelética familiar; y
estudios funcionales in silico e in vitro para evaluar las implicaciones de variantes
genéticas raras asociadas a trastornos esqueléticos con alta masa ésea y de otras

patologias con fenotipo 6seo como la enfermedad de Gaucher tipo 1 (EG1).

En cuanto a los analisis de trastornos esqueléticos con baja masa Osea, el estudio
realizado mediante panel de genes en una seleccion truncada de casos de la
cohorte BARCOS con valores de DMO extremos, nos permitié identificar variantes
en 6 genes (TCIRG1, COL1A2, SEC24D, LRP4, ANO5 y LMNA), una de ellas
patogénica en heterocigosis en el gen COL1A2 p.(Gly751Ser). Ademas, mediante
analisis WES identificamos una variante missense p.(Arg296Pro) en el gen PORCN
en un paciente de 29 afos con una displasia esquelética sin diagnosticar, asociada
con LBM Yy fracturas por fragilidad en su infancia y adolescencia. Analisis adicionales
a partir de la DMO de este paciente y revision posterior de literatura, nos llevaron a
sugerir que la hipoplasia dérmica focal (FDH), causada principalmente por variantes
genéticas en este gen, es probablemente una causa monogénica poco reconocida

de LBM debida a una sefalizacion defectuosa de la via de Wnt.

Respecto de los trastornos esqueléticos con alta masa o&sea, estudiamos
funcionalmente las variantes en SEM4AD, TBX18, PTCH1, PTK7, y ADGRES



identificadas previamente mediante WES, en un caso familiar de displasia 6sea
esclerosante caracterizado por lesiones 6seas lucentes y HBM, logrando determinar
que ninguna de las variantes afecto la estructura conformacional de la proteina ni
comprometio la estabilidad proteica. Ademas, los estudios in vitro de la variante
p.Arg349GIn en TBX18 nos permitieron observar que no afectaba su actividad
transcripcional, y los ensayos de diferenciacion de osteoblastos realizados para
validar funcionalmente la variante p.Val212Met en SEMA4D no nos permitieron

obtener resultados concluyentes.

Finalmente, la generacién y caracterizacién de modelos celulares osteoblastico y
osteoclastico para estudiar el fenotipo éseo de la EG1, nos permitié sugerir que
quiza haya un defecto osteoclastico intrinseco en la EG1, lo cual podria implicar que
los osteoclastos serian los principales impulsores de la patologia dsea, junto con la

alteracién de la comunicacion entre osteoblastos y osteoclastos.

Palabras clave: Variantes genéticas, displasias esqueléticas, alta masa 6sea, baja

masa 6sea, Enfermedad de Gaucher.



RESUM

Les displasies esquelétiques (DiE) sén un grup heterogeni de malalties amb una
incidencia poc frequent i diverses manifestacions cliniques, que estan associades a
multiples gens i que poden presentar fenotips d'alta o baixa massa oOssia. El
diagnostic precis de les DIE és dificil des del punt de vista clinic i genétic. Els
avencos dels darrers anys en técniques de sequenciacié i processament de dades
aixi com els estudis GWAS, ens han donat llums sobre les bases genetiques que
poden estar regulant la fisiologia dssia en contextos patologics com el de les DiE.
Tot i aix0d, la informacié obtinguda mitjangant NGS o GWAS, ha de ser validada
funcionalment. En aquesta tesi doctoral utilitzem aproximacions gendomiques
mitjangant WES i panell de gens per analitzar les bases genétiques subjacents a
trastorns esquelétics amb baixa massa 0ssia com l'osteoporosi postmenopausica
(OP), o casos de displasia esquelética familiar; i estudis funcionals in silico i in vitro
per avaluar les implicacions de variants genétiques rares associades a trastorns
esquelétics amb alta massa Ossia i d'altres patologies amb fenotip ossi com la
malaltia de Gaucher tipus 1 (MG1).

Quant a les analisis de trastorns esquelétics amb baixa massa Ossia, I'estudi
realitzat mitjangant panell de gens en una selecci6 truncada de casos de la cohort
BARCOS amb valors de DMO extrems, ens va permetre identificar variants en 6
gens (TCIRG1, COL1A2, SEC24D, LRP4, ANOS i LMNA), una d'elles patogénica
en heterocigosi al gen COL1A2 p.(Gly751Ser). A més, mitjangant analisi WES
identifiquem una variant missense p.(Arg296Pro) al gen PORCN en un pacient de
29 anys amb una displasia esquelética sense diagnosticar, associada amb LBM i
fractures per fragilitat en la seva infancia i adolescéncia. Analisis addicionals a partir
de la DMO d'aquest pacient i revisio posterior de literatura ens van portar a suggerir
que la hipoplasia dérmica focal (FDH), causada principalment per variants
genétiques en aquest gen, és probablement una causa monogénica poc

reconeguda de LBM deguda a una senyalitzacié defectuosa de la via de Wnt.

Respecte dels trastorns esquelétics amb alta massa ossia, estudiem funcionalment
les variants en SEM4AD, TBX18, PTCH1, PTK7, i ADGRES5 identificades



préviament mitjangcant WES, en un cas familiar de displasia 0ssia esclerosant
caracteritzat per lesions ossies lluents i HBM, aconseguint determinar que la de la
va comprometre l'estabilitat proteica. A més, els estudis in vitro de la variant
p.Arg349GIn a TBX18 ens van permetre observar que no afectava la seva activitat
transcripcional, i els assajos de diferenciacid d'osteoblasts realitzats per validar
funcionalment la variant p.Val212Met a SEMA4D no ens van permetre obtenir

resultats concloents.

Finalment, la generacié i caracteritzaci6 de models cel-lulars osteoblastic i
osteoclastic per estudiar el fenotip ossi de I'EG1, ens va permetre suggerir que
potser hi hagi un defecte osteoclastic intrinsec a I'EG1, la qual cosa podria implicar
que els osteoclasts serien els principals impulsors de la patologia dssia, juntament

amb l'alteracié de la comunicacié entre osteoblasts i osteoclasts.

Paraules clau: Variants genétiques, displasies esquelétiques, alta massa 0ssia,

baixa massa ossia, Malaltia de Gaucher.



ABSTRACT

Skeletal dysplasias (SD) are a heterogeneous group of rare diseases with diverse
clinical manifestations, which are associated with multiple genes and can present
phenotypes of high or low bone mass. Accurate diagnosis of SD is difficult from both
a clinical and genetic point of view. Advances in sequencing and data processing
techniques in recent years, as well as GWAS studies, have shed light on the genetic
basis that may be regulating bone physiology in pathological contexts such as SDs.
However, information obtained through NGS or GWAS must be functionally
validated. In this doctoral thesis, we use genomic approaches through WES and
gene panels to analyse the genetic bases underlying skeletal disorders with low
bone mass, such as postmenopausal osteoporosis (OP) or cases of familial skeletal
dysplasia. and in silico and in vitro functional studies to evaluate the implications of
rare genetic variants associated with skeletal disorders with high bone mass and

other pathologies with bone phenotype such as Gaucher disease type 1 (GD1).

Regarding the analysis of skeletal disorders with low bone mass, the study
conducted using a gene panel on a truncated selection of cases from the BARCOS
cohort with extreme BMD values allowed us to identify variants in six genes
(TCIRG1, COL1A2, SEC24D, LRP4, ANO5, and LMNA), one of which was
pathogenic in heterozygosity in the COL1A2 p.(Gly751Ser) gene. Furthermore,
through WES analysis, we identified a missense variant p.(Arg296Pro) in the
PORCN gene in a 29-year-old patient with undiagnosed skeletal dysplasia
associated with LBM and fragility fractures in childhood and adolescence. Additional
analysis based on this patient's BMD and subsequent review of the literature led us
to suggest that focal dermal hypoplasia (FDH), caused mainly by genetic variants in
this gene, is probably an under-recognised monogenic cause of LBM due to

defective Wnt signalling.

With regard to skeletal disorders with high bone mass, we functionally studied the
variants in SEM4AD, TBX18, PTCH1, PTK7, and ADGRES5 previously identified by
WES, in a familial case of sclerosing bone dysplasia characterised by lucent bone
lesions and HBM, determining that none of the variants affected the conformational



structure of the protein or compromised protein stability. Furthermore, in vitro studies
of the p.Arg349Gin variant in TBX18 allowed us to observe that it did not affect its
transcriptional activity, and osteoblast differentiation assays performed to
functionally validate the p.Val212Met variant in SEMA4D did not allow us to obtain

conclusive results.

Finally, the generation and characterisation of osteoblastic and osteoclastic cell
models to study the bone phenotype of GD1 allowed us to suggest that there may
be an intrinsic osteoclastic defect in GD1, which could imply that osteoclasts are the
main drivers of bone pathology, together with impaired communication between

osteoblasts and osteoclasts.

Keywords: Genetic variants, skeletal dysplasias, high bone mass, low bone mass,

Gaucher disease.



TABLA DE CONTENIDOS

Abreviaturas

Introduccion

1. El tejido 6seo

1.1 Generalidades del sistema esquelético

1.2  Estructura 6sea y tipos de hueso

1.2.1 Componentes del hueso

1.2.2 Matriz extracelular (MEC)

1.2.3 Tipos de células 6seas

1.2.3.1 Laformacion ésea: los osteoblastos y los biomarcadores
osteoblasticos

1.2.3.2 Laresorcion ésea: los osteoclastos y los marcadores osteoclasticos

1.3  Desarrollo 6seo

1.4  Remodelado 6seo

1.5 Mecanotransduccién 6sea

2. Trastornos esqueléticos y su base genética

2.1  La densidad mineral 6sea (DMO)

2.2  Heredabilidad de la DMO

2.3 La Osteoporosis: Definicion y epidemiologia

2.3.1 Heredabilidad de los rasgos de la osteoporosis

2.3.2 Manejo y perspectivas terapéuticas

2.3.2.1 La cohorte BARCOS y la trayectoria de nuestro grupo en la
investigacion de la osteoporosis

2.4  Osteogénesis imperfecta

2.5 Hipoplasia dérmica focal

2.6  Alteraciones con alta masa Gsea

2.7  Otras patologias que tienen afectaciones 6seas: La enfermedad de

Gaucher
2.7.1 Definicién y clasificacion de la enfermedad de Gaucher
2.7.2 Elgen GBA1 y la enzima glucocerebrosidasa o proteina GBA1

N OO O W o Ww W

13
17
18
22
22
24
26
27
32
33

34
35
37
40

43
43
46



2.7.3 Manifestaciones 6seas en la enfermedad de Gaucher 49

3. lIdentificacion de genes relacionados con patologias 6seas 51
3.1  Estudios de secuenciacion dirigida 52
3.1.1 Secuenciacion completa del exoma (WES) 52
3.1.2 Estudios mediante panel de genes 54
3.2  Estudios de asociacién de genoma completo (GWAS) 56
4. Estudios funcionales 59
4.1  Aproximaciones in silico 60
4.2  Aproximaciones in vitro 61
4.2.1 Genes reporteros: ensayo de luciferasa 62
4.2.2 Cultivos celulares tratados con medio condicionado 63
Hipoétesis y objetivos 67

Reporte de las supervisoras de la tesis sobre la contribucién del candidato a

doctor a los articulos incluidos en esta tesis doctoral 72

Resultados 77

CAPITULO 1: Aproximaciones genémicas para el estudio de variantes
genéticas raras relacionadas con trastornos esqueléticos con baja masa

osea 79

Articulo 1: Identifying rare variants in genes related to bone phenotypes in a

cohort of postmenopausal women 79

Articulo 2: Focal dermal hypoplasia: a probable underrecognized low bone mass

disorder secondary to aberrant Wnt signaling 100

CAPITULO 2: Validaciones funcionales de variantes genéticas raras asociadas

con un trastorno esquelético con alta masa 6sea 124

Articulo 3: Functional assessment of rare genetic variants found in a family with

skeletal dysplasia and high bone mass 124



CAPITULO 3: Generacién y caracterizacion de modelos celulares para el

estudio del fenotipo 6seo de la enfermedad de gaucher tipo 1 149

Articulo 4: Generation and characterization of bone cell lines with Gba7 mutations

as cell-intrinsic models of Gaucher’s bone disease 149
Discusion 180
1. Entender la heterogeneidad de las enfermedades esqueléticas

monogénicas y poligénicas: de la investigacion basica a la practica

clinica 182
2. Variantes genéticas estudiadas en el contexto de los trastornos
esqueléticos 196
3. Otros modelos celulares y animales para entender la EG y su fenotipo
6seo 206
4. Valoracion global de los estudios realizados en esta tesis y
perspectivas futuras 212
Conclusiones 216
Referencias 220

Anexos 254






ABREVIATURAS

AD: Autosdmica dominante

ADGRED5: Adhesion G protein-coupled receptor ES
ALP: Alkaline phosphatase

ANKH: ANKH inorganic pyrophosphate transport regulator
ANOS5: Anoctamin 5

AP-1: Activator protein 1

AR: Autosdmica recesiva

ATF4: Activating transcription factor 4

ATP: Adenosine triphosphate

BAP: Bone-specific alkaline phosphatase

BMM: Bone marrow-derived macrophages

BMP: Bone morphogenetic protein

BMP1: Bone morphogenetic protein 1

BMUs: Basic multicellular units

BPs: Bisphosphonates

BRC: Bone remodelling compartment

BSPII: Bone sialoprotein |l

C/EBP: CCAAT/enhancer-binding protein 3
C/EBP®&: CCAAT/enhancer-binding proteins &

C3: Complement Component C

C3aR: C3a anaphylatoxin chemotactic receptor
CA2: Carbonic anhydrase 2

CADD: Combined Annotation Dependent Depletion
Ca;?*: Calcio intracelular

Cbfa1: Core-binding factor subunit alpha-1
CCDC134: Coiled-coil domain containing 134



CCL3: C-C motif chemokine ligand 3

CCL5: C-C motif chemokine ligand 5

CCL7: C-C motif chemokine ligand 7

CCND1: Cyclin D1

cFos: Nuclear phosphoprotein

CLCNT7: Chloride voltage-gated channel 7

CLK2: CDC like kinase 2

CM: Conditioned medium

CNV: Copy number variations

COL1A1: Collagen type | alpha 1 chain

COL2A1: Collagen type Il alpha 1 chain

COX: Cytochrome c oxidase

CREB3L1: cAMP responsive element binding protein 3 like 1
CRTAP: Cartilage-associated protein

CSF-1R: Colony stimulating factor 1 receptor

CTHRCA1: Collagen Triple Helix Repeat Containing 1
CTSK: Cathepsin K

CTX: Telopéptido C-terminal

CXCL1: C-X-C motif chemokine ligand 1

CXCL12: C-X-C motif chemokine ligand 12

CYP27B1: Cytochrome P450 family 27 subfamily B member 1
DC-STAMP: Dendritic cell-specific transmembrane protein
DE: Desviaciones estandar

DiE: Displasias esqueléticas

DKK: Dickkopf

DMO: Densidad mineral ésea

DMP-1: Dentin matrix protein 1



DPD: Deoxipiridinolina

DXA: Dual-energy x-ray absorptiometry

DZ: Dizygotic twins

EFNB2: Ephrin B2

EGF-TM7: EGF-seven-span transmembrane

EN1: Engrailed homeobox 1

ENTREP3: Endosomal transmembrane epsin interactor 3
EPHB4: Ephrin B4

ERBB2: Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2

ERK: Extracellular signal-regulated kinase

ERT: Estrogen replacement therapy

ESR1: Estrogen receptor 1

Exac: Exome Aggregation Consortium

FACIT: Fibril-associated collagens with interrupted triple helices
FAM20C: FAM20C golgi associated secretory pathway kinase
FASL: Tumor necrosis factor ligand superfamily member 6
FDH: Focal dermal hipoplasia

FKBP10: FKBP prolyl isomerase 10

FN: Femoral neck

FOXAZ2: Forkhead box A2

FOXC2: Forkhead box C2

FOXE1: Forkhead box E1

FRAX: Fracture risk assessment tool

FZD: Frizzled receptor

GBAA1: Glucosylceramidase beta 1

GD1: Gaucher disease type 1

GEFOS: GEnetic Factors for Osteoporosis



GENOMOS: Genetic Markers for Osteoporosis

GFP: Green fluorescent protein

gnomAD: Genome Aggregation database

GoF: Gain-of-function

GPCR: G protein-coupled receptors

GWAS: Genome wide association studies

HBM: High bone mass

HGVS: Human Genome Variation Society

HR-pQCT: High-resolution peripheral quantitative computed tomography
IFITMS: Interferon induced transmembrane protein 5

IFMRS: International Federation of Musculoskeletal Societies
IGF-1: Insulin-like growth factor 1

IL-1B: Interleucina-1p

IL-6: Interleucina 6

IMC: indice de masa corporal

IMI: Impact microindentation

iPSC: Induced pluripotent stem cells

IS: Idiopathic scoliosis

KDELR2: KDEL endoplasmic reticulum protein retention receptor 2
KIF5B: Kinesin family member 5B

KRM: Kremen receptor

LBM: Low Bone Mass

LGR: Leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptors
LGR4: Leucine rich repeat containing G protein-coupled receptor 4
LMNA: Lamin A/C

LoF: Loss-of-function

LRP4/5: Low-density lipoprotein receptor related protein 4/5



LS: Lumbar spine

LSD: Lysosomal storage disease

MAF: Minor allele frequency

MAPK: Mitogen-activated protein kinase

MBTPS2: Membrane bound transcription factor peptidase, site 2
MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1

M-CSF: Macrophage colony stimulating factor

MEC: Matriz extracellular

MELAS: Mitocondrial encephalopathy lactic acidosis and stroke like episodes
MEPE: Matrix extracellular phosphoglycoprotein

MESD: Mesoderm development LRP chaperone

MIOP: Malignant infantile osteopetrosis

MITF: Microphthalmia-associated transcription factor
MMP-9: Matrix metalloproteinase-9

MSC: Mesenchymal stem cell

MSC: Mesenchymal stromal cells

MT1-MMP: Membrane type 1-matrix metalloprotease

MZ: Monozygotic twins

NFATc1: Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1
NGS: Next generation sequencing

NO: Nitric oxide synthase

NTX: Telopéptido N-terminal

OCN: Osteocalcin

Ol: Osteogenesis imperfecta

OP: Osteoporosis

OPG: Osteoprotegerin

OPN: Osteopontin



OPPG: Osteoporosis-pseudoglioma sindrome

OPTAZ2: Autosomal dominant osteopetrosis-2

P1CP: Procollagen type 1 C-terminal propeptide

P1NP: Procollagen type 1 N-terminal propeptide

P3H1: Prolyl 3-hydroxylase 1

PC-1: Polycystin-1

PDGFR: Platelet derived growth factor receptor

PGE;: Genes encoding receptors for Prostaglandin E2
PGl,: Prostacyclin

PHEX: Phosphate regulating endopeptidase X-linked
PHLDB1: Pleckstrin homology-like domain family B member 1
Pi: Inorganic phosphate

PLOD2: Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2
PLS3: Plastin 3

PORCN: Protein-serine O-palmitoleoyltransferase porcupine
PPi: Inorganic pyrophosphate

PPIB: Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

PTCH1: Patched 1

PTH: Parathyroid hormone

PTH1R: Parathyroid hormone receptor 1

PTHrP: Parathyroid hormone-related protein

PTKY7: Protein tyrosine kinase 7

PU.1: Transcription factor PU.1

PYD: Piridinolina

QCT: Quantitative computed tomography

QUS: Quantitative ultrasound

RAC1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1



RANK: Receptor activator for nuclear factor k B

RANKL: Receptor activator for nuclear factor k B ligand
REMS: Radiofrequency Echographic Multi Spectrometry

RM: Resonancia magnética

ROR1/2: Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 or 2
RUNX2: Runt related transcription factor 2

S1P: Sphingosine 1-phosphate

SDF-1: Stromal-derived factor-1

SEC24D: SEC24 homolog D, COPII coat complex component
SEMA3A: Semaphorin 3A

SEMAA4D: Semaphorin 4D

SERMs: Selective estrogen receptor modulators

SERPINF1: Serpin family F member 1

SERPINH1: Serpin family H member 1

SFRP4: Secreted frizzled related protein 4

SGMS2: Sphingomyelin synthase 2

SIRT1: sirtuin 1

SMAD9: SMAD family member 9

SNP: Single nucleotide polymorphism

SNV: Single nucleotide variant

SNX10: Sorting nexin 10

SOST: Sclerostin

SP7: Sp7 transcription factor, Osterix

SPARC: Secreted protein acidic and cysteine rich

TAPT1: Transmembrane anterior posterior transformation protein 1 homolog
TBX18: T-box transcription factor 18

TBXAS1: Thromboxane A synthase 1



TCIRG1: T cell immune regulator 1, ATPase H+ transporting VO subunit a3
TENTS5A: terminal nucleotidyltransferase 52

TGFB: Transforming Growth Factor 3

TMEM38B: Transmembrane protein 38B

TNFRSF11A (gene synonym of RANK): TNF receptor superfamily member 11a
TNFRSF11B (gene synonym of OPG): TNF receptor superfamily member 11b
TNF-a: Tumor necrosis factor a

TRACP5b: Tartrate resistant acid phosphatase 5b

TRAP: Tartrate-resistant acid phosphatase

TS: Targeted sequencing

V-ATPasa: Vacuolar-type H+-ATPase

VDR: Vitamin D receptor

VEGF: Vascular endothelial growth factor

VEGFR2: Vascular endothelial growth factor receptor 2

VUS: Variants of uncertain significance

WES: Whole exome sequencing

WGS: Whole genome sequencing

WNT: Wingless-type mouse mammary tumor virus integration site

XLH: X-linked hypophosphataemia

XLR: X-linked recessive

YSM: Years since menopause

ZBTB40: Zinc finger and BTB domain containing 40

Nota aclaratoria: Dada la importancia de algunos biomarcadores en el contexto
de esta tesis doctoral, utilizaremos la abreviatura y el nombre completo de algunos
de ellos en algunas ocasiones.
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1. EL TEJIDO OSEO

1.1 Generalidades del sistema esquelético

El esqueleto adulto humano consta de un total de 213 huesos distribuidos en tres
grandes estructuras: el esqueleto apendicular que incluye las extremidades
superiores e inferiores, y las cinturas escapular (hombros) y pélvica; el esqueleto
axial que constituye el eje central del cuerpo y esta compuesto por los huesos del
craneo, la columna vertebral y la caja toraxica (costillas y esternén); y los osiculos
auditivos integrados por el martillo, el yunque y el estribo que se encuentran en el
oido medio y participan en la funcién auditiva (1). El hueso, uno de los principales
componentes del esqueleto adulto humano, es un tejido conjuntivo mineralizado,
dindamico, altamente especializado, rigido y con una gran resistencia tanto a la

traccion como a la compresion.

Los huesos cumplen diversas funciones: proporcionan soporte estructural para el
resto del cuerpo, permiten el movimiento y la locomocién al proporcionar palancas
para los musculos, protegen los 6rganos y estructuras internas vitales, proporcionan
mantenimiento de la homeostasis mineral y del equilibrio acido-base, sirven como
depdsito de factores de crecimiento y citoquinas, y proporcionan el entorno para la

hematopoyesis dentro de los espacios de la médula 6sea (2,3).
1.2 Estructura 6seay tipos de hueso

A nivel estructural, el hueso se forma normalmente en un patrén laminar, en el que
las fibrillas de colageno se disponen en orientaciones alternas, confiriéndole

resistencia y dureza.

En cuanto a la formay el tamano, los huesos suelen agruparse en cuatro categorias.
En la primera categoria se encuentran los huesos largos que se caracterizan por
tener una longitud mayor que su grosor y su anchura. Se componen de un eje hueco,
o diafisis; metafisis acampanadas ensanchadas, en forma de cono; y epifisis
redondeadas por encima de los cartilagos de crecimiento (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de la histologia de huesos largos. A. Estructura e
histologia de huesos largos. Tomada y adaptada de (4). B. Esquema tridimensional de
hueso cortical de la diafisis de un hueso largo. C. Esquema tridimensional de hueso

trabecular de la epifisis de un hueso largo. Imagenes creadas con Servier Medical Art.

La epifisis y la diafisis se unen a través de la metafisis, que contiene el cartilago de
crecimiento y una capa de cartilago hialino en un hueso en crecimiento o una linea
epifisaria de tejido 6seo en la edad adulta temprana (5). Estos huesos se forman
mediante una combinacion de tejido 6seo endocondral y membranoso. Dentro de
ellos encontramos claviculas, humeros, radios, cubitos, metacarpianos, fémures,
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tibias, peronés, metatarsianos y falanges (Figura 1A). La segunda categoria esta
conformada por los huesos cortos que presentan un tamafo similar en sus tres
dimensiones (grosor, anchura y longitud) y que incluyen los huesos carpianos y
tarsianos, las rétulas y los huesos sesamoideos. En la tercera categoria estan los
huesos planos formados por membranas éseas. Presentan una forma fina y ancha,
protegen érganos internos como el cerebro e incluyen los huesos del craneo, la
mandibula, las escapulas, el esternén y las costillas. Finalmente, a la cuarta
categoria pertenecen los huesos irregulares los cuales, como su nombre lo indica,
poseen una forma irregular. Estos incluyen huesos como las vértebras, el sacro, el

coxis y el hueso hioides (2,6).

De acuerdo con la histologia, el tejido 6seo puede clasificarse en hueso cortical o
compacto y trabecular o esponjoso (Figuras 1B y 1C). El hueso cortical es denso,
duro, con baja porosidad y esta calcificado en su mayor parte. Tiene una baja tasa
de recambio y es responsable de la actividad mecanica. Esta formado por capas
concéntricas de laminillas 6seas (osteones) con forma cilindrica, que se nutren de
los conductos de Havers y de Volkmann que contienen los vasos sanguineos. Se
localiza principalmente en la di&fisis de los huesos largos y en la parte externa de
todos los huesos (Figura 1B). El hueso trabecular tiene una matriz 6sea porosa y
una alta tasa de recambio. También esta formado por osteones llamados paquetes
que tienen forma semilunar y también estan compuestos por laminas concéntricas.
Es responsable de las funciones metabdlicas y alberga matriz 6sea roja.
Principalmente constituye la epifisis de los huesos largos y el interior de los huesos
planos (Figura 1C). El hueso cortical tiene una superficie externa periéstica y una
superficie interna endodstica. La actividad de la superficie peridstica es importante
para el crecimiento aposicional (aumento de grosor) y la reparacion de fracturas. La
formacion 6sea suele superar la reabsorcion ésea en la superficie peridstica, por lo
que normalmente los huesos aumentan de diametro con el envejecimiento. La
superficie endosteal tiene mayor actividad de remodelacion que la superficie

peridstica, probablemente como resultado de una mayor tensién biomecanica o una
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mayor exposicion a citoquinas del compartimento de médula 6sea adyacente. La
reabsorcién 6sea suele superar a la formacion ésea en la superficie endosteal, por
lo que el espacio medular normalmente se expande con el envejecimiento. El tejido
0seo adulto estda compuesto por un 80% de hueso cortical y un 20% de hueso
trabecular, aunque esta proporcion puede variar en funcion de la localizacion dentro

del cuerpo (2,7).
1.3 Componentes del hueso

El tejido éseo esta formado por células derivadas del mesénquima y una matriz
extracelular (MEC) producida por estas células. La matriz extracelular comprende
aproximadamente el 90% del volumen éseo, mientras que las células y los vasos

sanguineos el 10% restante.
1.3.1 Matriz extracelular (MEC)

El hueso esta compuesto por sales inorganicas y matriz organica. La matriz organica
se compone de proteinas colagenas (85%-90%), principalmente de colageno de tipo
I, con trazas de colagenos de tipo Il y V y FACIT (fibril-associated collagens with
interrupted triple helices) en ciertas fases de la formacién 6sea que pueden ayudar
a determinar el diametro de las fibrillas de colageno. Los colagenos FACIT son
miembros de la familia de colagenos asociados a fibrillas con hélices triples
interrumpidas, un grupo de colagenos no fibrilares que sirven como puentes
moleculares importantes para la organizacion y estabilidad de las matrices
extracelulares. Los miembros de esta familia incluyen los colagenos IX, XlI, XIV,
XIX, XX y XXI. Ademas, la matriz organica también esta compuesta por proteinas
no colagenas (10%-15%) como fosfatasa alcalina (ALP), osteocalcina (OCN),
osteonectina, osteopontina (OPN), fibronectina y sialoproteina 6sea Il (BSPII),

proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) y factores de crecimiento como el TGF(.

La fraccion inorganica o mineral representa la mayor parte de la MEC, y esta
formada principalmente por iones de fosfato y calcio; sin embargo, también estan
presentes cantidades significativas de bicarbonato, sodio, potasio, citrato,
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magnesio, carbonato, fluorita, zinc, bario y estroncio. Los iones de calcio y fosfato
se nuclean para formar los cristales de hidroxiapatita (Ca10(PO4)s(OH)2). Junto con
el colageno, las proteinas de la matriz no colagena forman un andamiaje para la
deposicion de hidroxiapatita y dicha asociacién es responsable de la rigidez y

resistencia tipicas del tejido 6seo.

La matriz 6sea no sdlo proporciona un soporte mecanico para las células éseas,
sino que también desempena un papel clave en la regulacién del comportamiento
celular que mantiene la homeostasis de la remodelacion 6sea y la capacidad de
cicatrizacion de heridas. De hecho, se ha sugerido que otros factores, incluidos los
cambios en las proteinas de la matriz 6sea y sus modificaciones, son de crucial

importancia para la comprension y prediccion de las fracturas 6seas (2,8,9).
1.3.2 Tipos de células 6seas

La poblacion de células éseas consta de dos linajes distintos: el linaje osteogénico
(que incluye células estromales, preosteoblastos, osteoblastos, osteocitos y células
de revestimiento 6seo) y el linaje osteoclastico representado por los osteoclastos y
osteomorfos (un destino celular alternativo para los osteoclastos maduros, en el que
se dividen en células hijas llamadas osteomorfos (10)). EI mantenimiento de la
estructura 6sea normal depende de la interaccion intercelular que se produce entre
estas células 6seas. Para efectos del alcance de esta tesis nos centraremos en los
osteoblastos dentro del linaje osteogénico y en los osteoclastos dentro del linaje

osteoclastico.

1.3.21 La formacion o6sea: los osteoblastos y los

biomarcadores osteoblasticos

Los osteoblastos son derivados de células madre mesenquimales (MSC) vy
especializados en producir y depositar la matriz 6sea colagena, regulando la
mineralizacion de dicha matriz mediante la produccidén de proteinas no colagenas

adicionales. Son células cuboidales que se localizan a lo largo de la superficie 6sea;
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representan entre el 4% y el 6% del total de células del hueso y son ampliamente

conocidos por su papel fundamental en la formacion 6sea (11,12).

La médula 6sea contiene una pequefa poblacién de MSC capaces de dar lugar a
hueso, cartilago, grasa o tejido conectivo fibroso, distintas de la poblacion de células
madre hematopoyéticas que da lugar a los linajes de células sanguineas. La
diferenciacién de las MSC al linaje osteoblastico requiere la activacion de la via
canodnica Wnt/B-catenina, la cual es fundamental para una correcta consecucién de
masa Osea. La via de sefalizacion Wnt (wingless-type mouse mammary tumor virus
integration site) es, por tanto, una de las vias clave implicadas en la diferenciacion
y maduracioén de los osteoblastos. Las proteinas Wnt son una familia de al menos
19 glicoproteinas secretadas que intervienen en muchas funciones celulares, las
cuales se unen a receptores de la familia frizzled (FZD) que son receptores de
proteina G transmembrana que sefalizan a través de proteinas dishevelled o a
través de proteinas G heterotriméricas. Ademas, hay un conjunto de correceptores
que también intervienen en la via, dentro de los cuales estan LRP4, 5y 6, de la
familia LRP; ROR1/2 que pertenecen a la familia Ror de receptores tirosina-
quinasas; KRM1/2 de la familia de receptores Kremen que muestran alta afinidad
por DKK1 y DKK2; y los receptores LGR 4, 5y 6 que pertenecen a la superfamilia
de receptores acoplados a proteinas G (GPCR) (2,12,13).

La via candnica de Wnt comienza con la formacion de un complejo heterotrimérico
formado por un receptor FZD, un ligando Wnt y un correceptor LRP. Esta union da
lugar a la estabilizacién y translocacion de B-catenina al nucleo, donde activa la
transcripcion de genes diana, fundamentales para la diferenciacion osteoblastica y
la formacion del hueso, tales como RUNXZ2. Cuando la via no esta activa, un
complejo proteico fosforila y secuestra la (B-catenina en el citoplasma para su

posterior degradacion en el proteasoma (Figura 2) (13,14).
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Figura 2. Esquema de la via de Wnt en osteoblastos. A. Activacion de la via canonica Wnt/3

FRZ

catenina por la uniéon de Wnt al receptor FRZ y correceptores LRP5/6. B. La activacién de
la via Wnt se inhibe mediante diferentes moléculas que actuan sobre los correceptores
LRP5/6 (DKK1 y SOST) o sobre el ligando (WNT). Tomada y adaptada de (12).

La diferenciacion de los osteoblastos es un proceso que se da en varias etapas en
las cuales estas células desempefian tres funciones principales que determinan la
estructura del esqueleto: (A) produccion de matriz ésea (osteoide), (B) regulacion
de la mineralizacion del osteoide mediante la produccion de proteinas no colagenas,
y (C) apoyo en la formacion de osteoclastos (Figura 3). Ademas, las células del
linaje osteoblastico producen factores paracrinos, como las citocinas de la familia
IL-6, la PTHrP y moléculas dependientes del contacto, como EphrinB2, que regulan

su propia diferenciacion y actividad.

El proceso de diferenciacion osteoblastico esta controlado por la expresion de una
serie de factores de transcripcion. Los factores RUNX2 y Osterix (SP7) son
absolutamente esenciales para la diferenciacién a pre-osteoblastos. Otros factores
de transcripcion como el ATF4, la proteina activadora 1 (AP-1) y las proteinas
C/EBPB y C/EBP® promueven la transicion a osteoblastos productores de matriz.
RUNX2, también conocido como Cbfa1, es el marcador mas temprano de la
osteogénesis y desempena un papel crucial en la diferenciacion de los osteoblastos.

De hecho, los ratones KO para Runx2 carecen de osteoblastos y presentan una
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ausencia casi total de tejido 6seo mineralizado. Ademas, RUNX2 regula Osterix y
puede regular al alza otros genes relacionados con los osteoblastos, como COL7A1
(collagen type I alpha 1 chain), ALP, BSPy OCN (11,15-18).

De los pre-osteoblastos se da paso a la formacion de osteoblastos maduros
formadores de matriz, con su morfologia cuboidal caracteristica y localizados en
grupos con un amplio contacto célula-célula. Los osteoblastos maduros presentan
ademas abundante reticulo endoplasmico, en consonancia con su funcion principal
como fabricas de produccion de colageno de tipo |, principal componente de la
matriz osteoide. Asimismo, expresan una serie de proteinas no colagenas, entre las
que se encuentran proteinas como ALP, OCN, OPN y osteonectina, implicadas en
la regulacién de la incorporacion de mineral a la matriz osteoide, y receptores como
IL-6 y PTH1R (este ultimo, receptor de la PTH y de la PTHrP) (Figura 3) (11,19).

En el proceso de produccion y mineralizacion de la matriz ésea, los osteoblastos
maduros de la superficie ésea depositan matriz recién formada, conocida como
osteoide, compuesta en gran parte por colageno de tipo | dispuesto en una triple
hélice. Tras la deposicion de colageno, la matriz se mineraliza progresivamente
gracias a la acumulacién de cristales de hidroxiapatita (bioapatita). Este proceso de
mineralizacién tiene dos fases. En los primeros 5 a 10 dias, el osteoide experimenta
una rapida mineralizacion primaria; después, a lo largo de semanas, meses e
incluso afos, se produce la mineralizacién secundaria, durante la cual los cristales
de bioapatita crecen y acumulan carbonato en las regiones mas maduras del hueso,
y se compactan las fibras de colageno, probablemente por el impedimento estérico

causado por la presencia de los cristales en crecimiento.

La mineralizacion es un proceso bien controlado y regulado por osteoblastos y
osteocitos. Los osteocitos, derivados de osteoblastos terminalmente diferenciados,
permanecen incrustados en un pequeno espacio de matriz 6sea mineralizada. A
través de sus extensos procesos dendriticos y su red de canales de comunicacion
llena de fluidos, perciben y responden a la tension mecanica y a los microdafios que
sufre el hueso. Ambos tipos de células expresan proteinas como OCN, MEPE, PC-
1 y DMP-1 que inhiben la mineralizacion. Ademas, los osteoblastos regulan la
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mineralizacién controlando los niveles de fosfato inorganico a través de la enzima
ALP. La nucleacion de la hidroxiapatita depende de la relacion entre el fosfato
inorganico (Pi), que favorece la mineralizacién, y el pirofosfato inorganico (PPi), que
la inhibe. La ALP regula positivamente este equilibrio hidrolizando el PPi para formar
el Pi necesario para la nucleacion de cristales de hidroxiapatita. Por ello, la
insuficiencia de ALP conduce a una mineralizacion deficiente, como ocurre en la
hipofosfatasia (11,20).

Una vez finalizada la sintesis de matriz osteoide, los osteoblastos maduros tienen
tres posibles destinos: a) permanecer en la superficie del hueso como células de
revestimiento 6seo (bone lining cells) metabdlicamente menos activas; b) sufrir
apoptosis; c) quedar atrapados en la matriz y, a medida que el osteoide se

mineraliza, diferenciarse en osteocitos (Figura 3).
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Figura 3. Etapas del linaje osteoblastico. El linaje osteoblastico surge de progenitores
mesenquimales pluripotentes, capaces de diferenciarse en adipocitos, en condrocitos o en
osteoblastos. EI compromiso con el linaje de los osteoblastos viene determinado por la
expresion de factores de transcripcion como RUNX2 y osterix. Una vez que los osteoblastos
maduran, depositan una matriz rica en colageno de tipo | (osteoide) como plantilla para la
deposicion mineral de bioapatita y expresan fosfatasa alcalina (ALP), osteopontina y
osteocalcina (OCN), proteinas que regulan la mineralizacién ésea. A continuacion, los
osteoblastos sufren uno de los tres destinos siguientes: (1) apoptosis, (2) permanecen en
la superficie 6sea como células de revestimiento 6seo, o (3) se incrustan en su matriz 6sea
colagenosa como «osteocitos-osteoides», que luego se convierten en osteocitos
terminalmente diferenciados. Los osteocitos también regulan la mineralizacién de la matriz

0sea mediante la expresiéon de DMP-1, MEPE y esclerostina. Las células de revestimiento
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0seo parecen ser capaces de reactivarse para convertirse en osteoblastos activos o

precursores de osteoblastos. Tomada y adaptada de (11)

Las células del linaje osteoblastico también controlan la diferenciacion de los

osteoclastos, que son las células responsables de la resorcidon 6sea, de tres formas

principales:

a)

b)

Produciendo RANKL (receptor activator for nuclear factor k B ligand) y
osteoprotegerina (OPG) en respuesta a agentes paracrinos y endocrinos:
factores endocrinos como la PTH y la 1,25-dihidroxivitamina D, estimulan la
formacién de osteoclastos de forma indirecta, actuando sobre las células del
linaje osteoblastico para estimular la expresion de RANKL y M-CSF
(macrophage colony stimulating factor), dos moléculas reguladoras
necesarias para la osteoclastogénesis. Es la interaccion del RANKL con su
receptor RANK, expresado en la superficie celular de los precursores de
osteoclastos hematopoyéticos mononucleares, lo que desencadena la
formacion de osteoclastos. Las células osteoblasticas también expresan la
proteina soluble OPG, la cual bloquea la interaccion de RANKL y RANK. Asi,
mediante la modulacién de la expresion de RANKL y OPG, los osteoblastos
pueden regular con precisiéon la formacion de osteoclastos (11,21,22).
Liberando quimioatrayentes que atraen a los precursores de los osteoclastos
a la superficie 6sea: a través de este mecanismo, quimiocinas como SDF-
1/CXCL12; quimiocinas-ligando CCL3, CCL5, CCL7; CXCL1 y MCP-1, cuya
expresion en las células osteoblasticas es estimulada por factores
osteoclastogénicos como IL-1B, TNF-a y PTHrP, los osteoblastos regulan la
diferenciacién osteoclastica mediante el control del movimiento de los
precursores de osteoclastos entre si (permitiendo la fusion) y hacia la
superficie 6sea (permitiendo la adhesion) (11,23,24).

Preparando la superficie dsea para la fijacion de los osteoclastos, mediante
el deposito de proteinas no colagenas como la osteopontina y la BSP, con

las cuales interactua el osteoclasto multinucleado adhieriéndose a la matriz

(11).

12



INTRODUCCION

1.3.2.2 La resorcion ésea: los osteoclastos y los marcadores

osteoclasticos

Los osteoclastos son células hematopoyéticas altamente especializadas que se
encuentran en la superficie 6sea y la reabsorben. Comparten su linaje mieloide con
los macrofagos vy, al igual que estos, estan especializados funcionalmente para la
«digestion». Sin embargo, a diferencia de los macréfagos, los osteoclastos no
fagocitan, sino que ejercen su funcion digestiva fuera de la célula mediante un
proceso denominado exocitosis lisosomal, en el que el lisosoma se fusiona con la
membrana plasmatica y libera su contenido en el espacio extracelular. Otra
caracteristica distintiva de los osteoclastos es que son multinucleares y se forman

a partir de la fusién de precursores mononucleares (25,26).

Los osteoclastos se desarrollan a partir de precursores mieloides inmaduros. El
proceso de osteoclastogénesis inicia cuando precursores osteoclasticos son
estimulados por M-CSF, regulando al alza la expresion de RANK; luego, bajo la
estimulacion de M-CSF y RANKL, forman inicialmente osteoclastos mononucleares
que se fusionan en células multinucleadas. Los osteoclastos multinucleados se
polarizan y adhieren al hueso y se convierten funcionalmente en reabsorbentes
0seos mediante la secrecion de metaloproteinasas, acido y catepsina K (Figura 4A)
(27).

En detalle, el primer factor que interviene en la osteoclastogénesis es el M-CSF, el
cual se une a su receptor (CSF-1R) presente en los precursores de los osteoclastos,
lo que estimula su proliferacion e inhibe su apoptosis. RANKL es otro factor crucial
para la osteoclastogénesis y es expresado por osteoblastos, osteocitos y células
estromales. A través de la unidn a su receptor RANK en los precursores de
osteoclastos, induce la formacion osteoclastica. Otro factor importante es la OPG,
que es producido por una amplia gama de células, incluidos los osteoblastos, las
células estromales y los fibroblastos gingivales y periodontales, el cual, mediante su
union a RANKL, impide la interaccion RANK/RANKL y, en consecuencia, inhibe la
osteoclastogénesis, con lo cual, el sistema RANKL/RANK/OPG es un mediador
clave en dicho proceso. La interaccion RANKL/RANK también promueve la
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expresion de otros factores que favorecen la osteoclastogénesis, tales como
NFATc1y DC-STAMP. Al interactuar con los factores de transcripcion PU.1, cFos y
MITF, NFATc1 regula genes especificos de los osteoclastos, como ACP5 (o TRAP,
tartrate-resistant acid phosphatase) y CTSK (catepsina K), que son cruciales para
la actividad osteoclastica. Bajo la influencia de la interaccion RANKL/RANK,
NFATc1 también induce la expresion de DC-STAMP, que es fundamental para la

fusion de precursores de osteoclastos (Figura 4B).

La fusién de precursores osteoclasticos comprende varios pasos distintivos. En
primer lugar, los precursores adquieren un estado de fusion competente inducido
por M-CSF y RANKL. A continuacién, la quimiotaxis de los macr6fagos acerca a las
células entre si, mediada por la union de CCL2 a su receptor. Luego, la adhesion
célula-célula estd mediada en parte por la cadherina E y las integrinas, y los
subsiguientes reordenamientos del citoesqueleto estan regulados por RAC1, que a
su vez esta regulada por MT1-MMP, lo que da lugar a la organizacién del
citoesqueleto de actina dentro de los podosomas. Por ultimo, la fusion de
membranas, y por tanto la formacién de osteoclastos maduros por fusion célula-
célula, estda mediada por la proteina DC-STAMP, que actua como regulador maestro
del proceso de fusion. Ademas, la regulacion negativa de las tetraspaninas CD9 y
CD81 es necesaria para la fusion de membranas. El CD44 también puede mediar
la fusidbn de membranas a través de su interaccion con la MT1-MMP (Figura 4B)
(28-30).

La polarizacion de los osteoclastos durante la resorcion o6sea implica la
reordenacion del citoesqueleto de actina, en el que se forma un anillo de F-actina
gue comprende una densa zona continua de podosoma altamente dinamico, dando
lugar a una region de membrana con invaginaciones que se convierte en un borde
plegado. Es importante mencionar que estos dominios sélo se forman cuando los
osteoclastos estan en contacto con la MEC mineralizada, en un proceso en el que
los podosomas osteoclasticos se adhieren a la superficie 6sea, mediados por la
avpB3-integrina y CD44. El borde plegado es un dominio de membrana formado por

microvellosidades, que esta aislado del tejido circundante por una region llamada
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zona de sellado. Esta zona de sellado esta formada por un anillo de actina y otras
proteinas, como actina, talina, vinculina, paxilina, tensina y proteinas asociadas a
actina como a-actinina, fimbrina, gelsolina y dinamina. La avf3-integrina se une a
la matriz ésea no colagena que contiene BSPII, osteopontina y vitronectina,
estableciendo un sellado periférico que delimita la region central, donde se localiza
el borde plegado. En el borde plegado hay una V-ATPasa, que ayuda a acidificar la
laguna de resorcién y, por tanto, permiten la disolucion de los cristales de
hidroxiapatita. En esta region, protones y enzimas como TRAP, CTSK y MMP-9 se
transportan a un compartimento denominado laguna de Howship que conduce a la
degradacion 6sea. A continuacion, los productos de esta degradacion se endocitan
a través del borde plegado y pasan al dominio secretor funcional de la membrana

plasmatica (31-33).
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Figura 4. Esquemas de los procesos de osteoclastogénesis y de fusion de osteoclastos. A.
La osteoclastogénesis es el proceso que va desde la diferenciacion de células precursoras
hematopoyéticas hasta la formacién de osteoclastos maduros. La maduracién ocurre en el
hueso a partir de células mononucleares de sangre periférica. EI M-CSF y el RANKL son
esenciales para la osteoclastogénesis, y su accion se da durante el compromiso y
maduracion del linaje osteoclastico. La OPG puede unirse y neutralizar RANKL y puede
regular negativamente tanto la osteoclastogénesis como la activacion de los osteoclastos
maduros. Tomado y adaptado de (10,34). B. Representacion esquematica de la fusion

celular de precursores osteoclasticos. Tomado y adaptado de (25).
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14 Desarrollo 6seo

La osteogénesis es el proceso de formacion ésea. Este proceso comienza entre la
sexta y la séptima semana de desarrollo embrionario y continua hasta
aproximadamente los veinticinco afios, aunque varia ligeramente segun la persona.
El desarrollo del esqueleto se da a partir de tres derivados: las células de la cresta
neural craneal, los somitas y el mesodermo de la placa lateral. Las células de la
cresta neural craneal forman los huesos planos del craneo, la clavicula y los huesos
craneales (excluyendo una porcion de los huesos temporal y occipital). Los somitas
forman el resto del esqueleto axial. El mesodermo de la placa lateral forma los

huesos largos (35).

Existen dos tipos de osteogénesis: osificacion endocondral e intramembranosa. En
la osificacion endocondral, las células mesenquimales indiferenciadas se
condensan en sitios que eventualmente seran ocupados por elementos
esqueléticos. Poco después, las células dentro de estas condensaciones se
diferencian a lo largo de la via condrocitica, expresando colageno tipo llb (que es el
transcrito del gen COL2A1, especifico de los condrocitos), colageno tipo IX, Xl y
otros genes de la matriz. Estos condrocitos experimentan una etapa adicional de
diferenciacién que resulta en hipertrofia, caracterizada por la expresion de colageno
tipo X y una disminucidén en la expresion de colageno tipo llb. Los condrocitos
hipertroficos se rodean gradualmente de una matriz extracelular calcificada, lo que
favorece la invasion de vasos sanguineos provenientes de la periferia de los
elementos esqueléticos o pericondrio. Este ultimo evento esta controlado, al menos
en parte, por VEGF y metaloproteinasas como MMP9. Tras la invasion vascular, los
condrocitos hipertréficos mueren por apoptosis y los osteoblastos, que también se
originan a partir de precursores mesenquimales, se diferencian y comienzan a
depositar MEC. Los condrocitos quedaran restringidos a una zona estrecha,
llamada placa de crecimiento, que junto con los osteoblastos dirigiran el crecimiento
longitudinal del hueso. Algunas areas del esqueleto, como el cartilago costocondral
de las costillas, nunca experimentan osificacion y contienen unicamente condrocitos

no hipertréficos (36—38).
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La osificacion intramembranosa, por su parte, es un proceso que implica la
conversion directa del mesénquima en hueso. Comienza cuando las células
mesenquimales derivadas de la cresta neural se diferencian en osteoblastos. Los
osteoblastos se agrupan y forman un centro de osificacion. Los osteoblastos
comienzan a secretar osteoide vy, tras la fijacion del calcio, se endurece la matriz y
se da el atrapamiento de los osteoblastos. Este atrapamiento da como resultado la
transformaciéon de osteoblastos en osteocitos. A medida que los osteoblastos
continuan secretando osteoide, este rodea los vasos sanguineos y forma hueso
trabecular y esponjoso. Estos vasos eventualmente formaran la médula ésea roja.
Las células mesenquimales en la superficie del hueso forman una membrana
llamada periostio. Las células en la superficie interna del periostio se diferencian en
osteoblastos y secretan osteoide en paralelo al de la matriz existente, formando asi

capas. Estas capas se denominan colectivamente hueso compacto/cortical (39—41).
1.5 Remodelado 6seo

El ciclo de remodelaciéon ésea tiene lugar dentro de las cavidades 6seas que
necesitan ser remodeladas (Figura 5). En estas cavidades se forman estructuras
anatémicas temporales Illamadas unidades multicelulares basicas (BMUs),
compuestas por un grupo de osteoclastos y de osteoblastos asociados a los vasos
sanguineos y a la inervacion periférica. Se ha sugerido que las BMUs estan cubierta
por un dosel de células (posiblemente células del revestimiento 6seo) que forman
el compartimento de remodelacion 6sea (BRC). El BRC parece estar conectado a
las células del revestimiento 6seo en la superficie del hueso, que a su vez se
comunican con los osteocitos dentro de la matriz 6sea. El ciclo de remodelacion
Osea comienza con una fase de iniciacion, que consiste en la resorcion ésea por los
osteoclastos, seguida de una fase de formacion ésea por los osteoblastos. Entre
estas dos fases hay una fase de transicién (o reversién). El ciclo se completa
mediante acciones coordinadas de los osteocitos y las células del revestimiento
0seo (42,43).
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Figura 5. Ciclo de remodelacién ésea. El recambio éseo sigue una secuencia de eventos

que incluye la activacion, el reclutamiento de osteoclastos (Ocl) para iniciar la resorcién, la

degradacion y eliminacion 6sea, la reversion y la formacién de hueso nuevo por los

osteoblastos (Ob). Tras esta fase, se produce un periodo de reposo. LC: célula de

revestimiento dseo; Oc: osteocito. Adaptada y tomada de (42).

El proceso consta entonces de tres fases:

a.

Iniciacion: En primer lugar, la deteccién de una seial iniciadora de
remodelacion (tensidbn mecanica directa u hormonas) provoca el
reclutamiento y la activacion de los precursores de osteoclastos circulantes.
A continuacién, se eliminan las células de revestimiento 6seo de la superficie
para permitir que los precursores osteoclasticos se unan a la matriz 6sea.
Multiples células mononucleares se fusionan para formar preosteoclastos
multinucleados que se unen a la matriz, formando la fosa de resorcién en la
que, posteriormente, osteoclastos maduros cumpliran su funcién de
resorcion. En esta fase, factores osteoclastogénicos como RANKL y M-CSF
desempenan un papel fundamental. Asimismo, proteinas como las
semaforinas —familia de glicoproteinas que no solo estan unidas a la
membrana, sino que también existen como formas solubles— regulan esta
fase inicial. En efecto, durante el ciclo de remodelacion 6sea, los osteoclastos
inhiben la formacion 6sea mediante la expresion de SEMA4D, para iniciar la
resorcion Osea, mientras que los osteoblastos expresan SEMAS3A, que
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suprime la resorcion osea, antes de la formacion del hueso (Tabla 1)
(31,44,45).

Tabla 1. Factores derivados de osteoblastos y su efecto sobre los osteoclastos

Factor derivado de Nombre Modo de accién Influencia sobre los
Osteoblastos osteoclastos
EFNB2 Efrina B2 Unida a Inhibe la
membrana osteoclastogénesis
FASL o APO-10 FAS ligando Unido a Induce apoptosis de
CD95 membrana osteoclastos
SEMA3A Semaforina 3A Unida a Inhibe la
membrana osteoclastogénesis
inducida por RANKL
M-CSF Macrophage Secretado Promueve la
Colony-Stimulating proliferacion y
Factor supervivencia de los
precursores
osteoclasticos
RANKL Receptor activator Unido a Promueve la
for nuclear factor k membrana y diferenciacion y
B ligand secretado activacioén de
osteoclastos
OPG Osteoprotegerina Secretada Inhibe la

osteoclastogénesis

WNT5A Proteina Wnt-5a Secretada Promueve la
osteoclastogénesis
WNT16 Proteina Wnt-16 Secretada Inhibe la

osteoclastogénesis

Tomada y adaptada de (46)

b. Transiciéon: Durante la fase de transicion, un periodo critico para el
acoplamiento, los osteoclastos estimulan la diferenciacion de los precursores
osteoblasticos, activando la formacion de hueso en las lagunas de resorcion
O0sea. Mientras se activa la formacién ésea, la resorcién osteoclastica se

detiene y los osteoclastos experimentan apoptosis inducida por la alta
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liberacién de calcio extracelular del hueso durante la resorcion. La carga
mecanica estimula a los osteocitos a producir factores que ejercen una
accién anabolica sobre el hueso, como PGE»,, PGIl. e IGF-1. Otro factor
importante que interviene en esta fase es la efrina B2, una molécula unida a
la membrana expresada en osteoclastos maduros, que se une a la efrina B4,
presente en la membrana plasmatica de los osteoblastos. La union efrina
B2/efrina B4 transduce sefales bidireccionales que promueven la
diferenciacion osteoblastica, mientras que la sefalizacion inversa (efrina
B4/efrina B2) inhibe la osteoclastogénesis (Tabla 2) (31,47).

c. Terminacion: Una vez que comienza la formaciéon ésea, esta se produce
lentamente y dura mucho mas (unos cuatro meses) que la resorcién (unas
tres semanas). Los osteocitos producen esclerostina (codificada por SOST),
que suprime la formacion 6sea osteoblastica mediada por la via Wnt/3-
catenina, lo que hace a los osteoblastos inactivos. Durante la formacién ésea
en la fase de terminacion, la diferenciacion osteoclastica se suprime,
probablemente a través de la OPG producida por los osteoblastos. 50-70%
de los osteoblastos entran en apoptosis, o se convierten en osteocitos o
células de revestimiento. El resultado final del proceso de remodelacion ésea

es la produccién de un nuevo ostedn (48).

Tabla 2. Factores derivados de osteoclastos y su efecto sobre los osteoblastos

Factor derivado de Nombre Modo de accion Influencia sobre
osteoclastos los osteoblastos
EPHB4 Efrina B4 Unida a membrana Promueve la

osteoblastogénesis y
suprime la apoptosis
de osteoblastos

S1P Esfingosina 1 Secretada Promueve migracion
fosfato y supervivencia de
osteoblastos
SEMA4D Semaforina 4D Secretada Suprime la
osteoblastogénesis
CTHRCA1 Collagen Triple Secretada Recluta células
Helix Repeat estromales e induce
Containing 1 osteoblastogénesis
C3 Complement Secretado Promueve la
Component C osteoblastogénesis
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WNT10B Proteina Wnt-10 Secretada Promueve la
osteoblastogénesis
RANK Vesicular Receptor activator Secretada Promueve la
for nuclear factor k osteoblastogénesis
B

Tomada y adaptada de (46)
1.6 Mecanotransduccion 6sea

El tejido 6seo tiene la capacidad de adaptarse a fuerzas mecanicas como la
compresion, la tension y la gravedad. La carga mecanica es un importante regulador
de la masa 6sea. Por lo tanto, el esqueleto puede ajustarse a la carga modificando
su masa, forma y microarquitectura, y esta respuesta difiere segun la magnitud de
la tensién impuesta. La mecanotransduccion 6sea comprende vias de sefalizacion
intracelular que se activan en respuesta a fuerzas mecanicas externas y que, en
ultima instancia, dan lugar a la formacion o resorcion éseas. Actualmente, tanto las
consideraciones tedricas como la evidencia experimental apoyan el papel del

osteocito como la principal célula mecanosensible en el hueso.

Dentro del tejido 6seo, la carga mecanica provoca un movimiento de fluidos desde
regiones de alta presion a regiones de baja presion, donde los osteocitos son
estimulados por ese movimiento de fluidos, afectando asi la matriz de
proteoglicanos en la superficie de estas células y en sus prolongaciones celulares.
Esto deforma la membrana celular, lo que a su vez activa varios mecanorreceptores
tales como canales ionicos, integrinas y GPCR. Otros receptores, como VEGFR2,
receptores de estrégeno y receptores Notch, también podrian desempefar un papel
en este sentido. La activacion de los mecanorreceptores propaga la respuesta a
través de varios eventos de sefializacion secundaria, incluido el aumento de Cai®*y
ATP, la activacion de la via COX-PGE2, asi como las vias NO, Wnt/B-catenina y
MAPK/ERK, que eventualmente afectan la transcripcion de genes diana que

conducen a respuestas anabdlicas 6seas (49-52).
2. Trastornos esqueléticos y su base genética

Los trastornos genéticos son una clase de enfermedades causadas por un cambio

en la secuencia del ADN que produce una funcion molecular anormal, y pueden
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clasificarse en monogénicos o poligénicos. Los trastornos monogénicos estan
causados mayoritariamente por alelos de baja frecuencia y alta penetrancia que
afectan a un unico gen y suelen seguir una herencia mendeliana, aunque también
pueden estar influidos por modificadores genéticos o ambientales. Por otro lado, los
trastornos poligénicos estan causados por los efectos aditivos de muchas variantes
de susceptibilidad con pequefios efectos individuales, y estan muy influidos por

factores ambientales.

Los trastornos genéticos que afectan al sistema esquelético surgen a causa de
alteraciones en los procesos de desarrollo, crecimiento y homeostasis del hueso.
En las ultimas décadas, la aplicacion de la tecnologia de secuenciacion masiva al
campo de los trastornos esqueléticos ha impulsado el descubrimiento del defecto
genético subyacente de muchas de estas enfermedades. También ha dado lugar a
la delimitacién de nuevas entidades clinicas y a la identificacién de genes y vias que
anteriormente no se habian asociado con trastornos esqueléticos. Estos avances
han llevado a una actualizacién de la nosologia y clasificacién de dichos trastornos,
segun la cual existen actualmente 461 enfermedades diferentes que se clasifican
en 42 grupos segun sus fenotipos clinicos, radiograficos y/o moleculares. Ademas,
vale la pena destacar que se han encontrado variantes patdgenas que afectan a
437 genes diferentes en 425/461 (92 %) de estos trastornos (53,54). Entre tales
trastornos, podemos encontrar tanto enfermedades monogénicas, como la
osteogénesis imperfecta (Ol) (OMIM 166200), como enfermedades poligénicas,
como la osteoporosis (OP) (OMIM 166710).

En esta seccion desarrollaremos las principales caracteristicas etiologicas y
genéticas de cuatro trastornos esqueléticos. Especificamente, abordaremos la
osteoporosis (OP), como uno de los trastornos mas comunes; la osteogénesis
imperfecta (Ol); la hipoplasia dérmica focal (FDH) (OMIM 305600) y trastornos con
alta masa 6sea (HBM). Al final hablaremos de la Enfermedad de Gaucher tipo |
(GD1) (OMIM 230800) como una entidad, dentro de un amplio grupo de
enfermedades que, sin ser clasificadas como trastornos esqueléticos, pueden

cursar con afectacion osea.
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2.1 La densidad mineral 6sea (DMO)

Uno de los parametros mas utilizados para medir el estado del hueso vy, por tanto,
para el diagnostico de muchos trastornos esqueléticos, es el rasgo cuantitativo de
la DMO. La DMO es usada como una medida de la masa Osea y se determina
normalmente mediante DXA (dual-energy x-ray absorptiometry), una técnica de
imagen Osea que implica dosis bajas de radiacion ionizante y que proporciona
evaluaciones precisas y exactas de la DMO en zonas clinicamente relevantes, como
la columna lumbar, el fémur proximal y el radio distal (55,56). Multiples estudios han
mostrado que una baja densidad 6sea en las zonas axiales y apendiculares predice
futuras fracturas osteoporédticas (57-60). Ademas, instituciones como la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), promueven el uso de la DMO como

indicador cuantitativo de la salud 6sea (61).

La DMO, al igual que la resistencia a la fractura, es un indice compuesto que
depende del tamafo, la forma y la composicion del hueso. Se distribuye
normalmente en la poblacién, con dos pequefos grupos en los extremos con valores
de DMO muy altos (HBM) o muy bajos (LBM) (Figura 6A). El valor de la DMO se
expresa en gramos de mineral por centimetro cuadrado (g/cm?) y, a partir de este,
se calcula la relacion con la media de la poblacion en términos de desviaciones
estandar. Para este calculo se pueden utilizar dos tipos de puntuacién: T-score y Z-
score. La T-score compara la DMO del paciente con el valor maximo medio de masa
O0sea en adultos del mismo sexo y poblacién. El valor T-score se expresa como el
numero de desviaciones estandar (DE) con respecto al valor de dicho pico. Del
mismo modo, la Z-score se expresa como el numero de DE respecto a un valor de
referencia, pero esta vez este valor es la DMO media de adultos del mismo sexo,
poblacién y edad (62,63).
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Figura 6. A. Distribucién de la DMO en mujeres jévenes sanas de entre 30 y 40 afios. Dado
que la distribucion de la densidad ésea es normal, el 15 % de la poblacion tiene T-score de
-1 o inferior y el 0.6 % de la poblacion tiene una T-score inferior a -2.5. B. Aumento anual
de la DMO en L2-L4 durante la pubertad en mujeres y hombres. La alta tasa de acumulacion
Osea se mantiene entre los 11 y los 14 anos en las nifias y entre los 13 y los 17 afios en los

nifos. Tomado y adaptado de (63,64).

En las adolescentes, el aumento de la DMO disminuye rapidamente tras la
menarquia, de modo que se detiene practicamente dos afos después de la
menarquia. En los adolescentes, el aumento de la DMO, que es especialmente
elevado entre los 13 y los 17 anos, disminuye notablemente a partir de entonces,
aunque sigue siendo significativo entre los 17 y los 20 anos (Figura 6B). La DMO
comienza a disminuir a principios de la tercera década de vida en ambos sexos, en

todas las razas y en cualquier zona geografica del mundo (64—67).

La DMO es un buen marcador del estado 6seo, explicando entre el 50 y el 70% de
la variacion de la resistencia 6sea y es un buen predictor del riesgo de fracturas. Sin
embargo, solo nos da informacién sobre la cantidad de tejido y no sobre la calidad
Osea. Para caracterizar plenamente los componentes basicos de la resistencia 6sea
(composicién, microarquitectura, tamano y forma) se estan desarrollando diversas
técnicas de imagen, como la resonancia magnética (RM), la tomografia
computarizada cuantitativa (QCT), la QCT periférica de alta resolucién (HR-pQCT),
la ecografia cuantitativa (QUS), la multiespectrometria ecografica por
radiofrecuencia (REMS), la microindentacién, la radiogrametria digital y otras
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técnicas radiograficas. Asimismo, es posible cuantificar los marcadores bioquimicos
del remodelado éseo (Tabla 3) para determinar la estructura y la resistencia del
hueso. Estos marcadores son muy utiles para evaluar la velocidad de pérdida 6sea,
el riesgo de fractura y comprobar el funcionamiento de la terapia. Con todo, su uso
clinico sigue siendo limitado y es necesario seguir investigando para ampliar el

conocimiento sobre su utilidad diagndstica.

Tabla 3. Lista de biomarcadores del remodelado dseo utiles para examinar el estado del

tejido 6seo
Biomarcadores 6seos Muestra requerida
Biomarcadores de formacién 6sea
P1NP/P1CP Suero/Plasma EDTA
ALP especifica de hueso Suero
OCN Suero/Plasma Heparina de litio
Biomarcadores de resorcion 6sea
TRAcP5b Suero
DPD/PYD Orina/Suero
NTX/CTX Orina/Suero/Plasma
Hidroxiprolina (aminoacido del colageno) Orina
Hidroxilisina (aminoacido del colageno) Orina
BSP Suero
CTSK Suero
OPG Suero/Plasma EDTA/Plasma Heparina de
litio
RANKL Suero

P1NP: procollagen type 1 N-terminal propeptide; P1CP: procollagen type 1 C-terminal
propeptide; ALP: fosfatasa alcalina especifica de hueso; OCN: osteocalcina; TRACP5b:
tartrate resistant acid phosphatase 5b; DPD: Deoxipiridinolina; PYD: Piridinolina; NTX:
Telopéptido N-terminal; CTX: Telopéptido C-terminal; BSP: Bone sialoprotein; CTSK:
catepsina K; OPG: osteoprotegerina; RANKL: receptor activator for nuclear factor k B ligand.

Tomada y adaptada de (68)
2.2 Heredabilidad de la DMO

El porcentaje de contribucidn genética de un caracter se expresa mediante el calculo
de la heredabilidad. Las estimaciones de heredabilidad distinguen entre los factores
genéticos aditivos y no aditivos (como la epistasis: interaccion entre alelos en
diferentes loci) y factores ambientales como el entorno prenatal o el estado
socioeconémico (69-71).
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Existen dos definiciones diferentes de heredabilidad: Heredabilidad en sentido
estricto (h?) que se refiere inicamente al componente genético aditivo y representa
el grado en que los genes transmitidos por los padres determinan el fenotipo de sus
hijos (72); y heredabilidad en sentido amplio (H?) que es la relacion entre la varianza
genética total y la varianza fenotipica total. Esta heredabilidad explica la cantidad
de variacion fenotipica atribuible a la genética, incluyendo las interacciones
epistaticas y los efectos dominantes (69,70). Para los estudios de heredabilidad se
utilizan tres fuentes principales de datos: gemelos monocigoéticos (MZ) y dicigoticos

(DZ), estudios de adopcion y estudios familiares (72—75).

Como hemos dicho, la DMO es el parametro 6seo utilizado para determinar el
estado del hueso y el riesgo de fractura. Es un rasgo con una heredabilidad
estimada del 50-85%, que varia en funcion de la etnia, el sexo y la localizacién
esquelética estudiada, posiblemente reflejando diferentes contribuciones de las
influencias genéticas y ambientales. Asi, por ejemplo, los varones tienden a tener
mayores niveles de heredabilidad que las mujeres. En cuanto a la localizacion del
esqueleto, la DMO de la columna vertebral presenta una mayor heredabilidad que
la DMO femoral, pero el mayor grado de heredabilidad de la DMO se encuentra en
el craneo (h?>95%) (76-81).

Asimismo, se ha demostrado que otros parametros 6seos son altamente
heredables, como la geometria 6sea (h*=50-60%) (82); la microarquitectura 6sea
predicha por HR-pQCT (h?=22-64%) (83) y algunos biomarcadores de remodelado
6seo, tales como PTH (h*=54-65%), 1,25-hidroxivitamina D (h?=53-74%), BAP
(bone-specific alkaline phosphatase) (h?=67-80%), OCN (h?=14-44%), entre otros
(84).

2.3 La Osteoporosis: Definicién y epidemiologia

La OP es un trastorno sistémico del metabolismo éseo que se caracteriza por una
disminucién del contenido mineral, una alteracion de la microestructura del hueso,
una disminucion de la resistencia y un aumento de la fragilidad 6sea, y una mayor
susceptibilidad a las fracturas. La OP puede considerarse como un desequilibrio
patolégico de los procesos de remodelacion 6sea, en el que la resorcion ésea
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predomina sobre la formacion 6sea, dando lugar a un balance 6seo total negativo
(Figura 7). Su aparicion esta asociada con la edad avanzada y es mas frecuente

entre las personas mayores y las mujeres posmenopausicas (85,86).

La OP es una patologia silenciosa, sin sintomas ni evidencia hasta que se produce
una fractura. El diagndstico de la OP se realiza a través de los valores de la DMO y

de los casos de fractura en la edad adulta en ausencia de traumatismos importantes.

Figura 7. La osteoporosis. (A) Las fracturas por fragilidad suelen afectar a la mufeca, las
vértebras y la cadera. (B) La microtomografia computarizada muestra un marcado
adelgazamiento trabecular del hueso osteoporético en comparaciéon con el hueso normal.
(C) Vistas microscopicas de osteoclastos que reabsorben hueso y osteoblastos que forman
hueso: (1) osteoclasto con su morfologia distintiva; (2) tincion con TRAP de osteoclastos
multinucleados; (3) multiples osteoblastos (flechas blancas) en la matriz mineralizada; (4)

tincion con fosfatasa alcalina de osteoblastos. Tomado y adaptado de (85)

Un grupo de trabajo de la OMS desarrollé una categorizacion de la DMO basada en

los T-scores (Figura 8), clasificandolos de la siguiente manera:

a. Normal: cuando el T-score de la DMO es superior a -1 DE.
b. Osteopenia: cuando el T-score de la DMO se situa entre -1y -2.5 DE.
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c. Osteoporosis: Cuando el valor de T-score de la DMO es inferior a -2.5 DE, y
el Z-score de la DMO es inferior a -1 DE.
d. Osteoporosis grave o establecida: Cuando la presencia de fracturas se

anade al criterio de osteoporosis (61,87).

En mujeres premenopausicas, hombres menores de 50 afios y nifios, la Sociedad
Internacional de Densitometria Clinica (ISCD por sus siglas en inglés) recomienda
que, en lugar de T-socre, se utilicen Z-score ajustados por etnia o raza, y se
consideren puntuaciones Z <-2.0 como baja densidad mineral 6sea para la edad
cronoldgica o por debajo del rango esperado para la edad y aquéllas >-2.0 como
dentro del rango esperado para la edad (88).
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Figura 8. Variacién en la DMO de las mujeres a diferentes edades. En las mujeres de edad
avanzada, la baja densidad 6sea puede deberse a que solo alcanzan un pico de masa 6sea
bajo (mostrado en morado), a una mayor pérdida 6sea como resultado de una menopausia
precoz (mostrado en azul) o a una tasa de pérdida 6sea posmenopausica superior a la
media («pérdida rapida», mostrada en verde). La OMS ha definido la osteopenia como una
T-score de densidad 6sea entre —1,0 y —2,5, y la osteoporosis como una T-score <-2,5. La

linea negra corresponde a la DMO de una persona sana Tomado y adaptado de (56).
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Ademas de estas técnicas, para poder iniciar una terapia farmacoldgica, el
diagnostico debe complementarse con pruebas de laboratorio (analisis de sangre u

orina) que excluyan causas secundarias de OP.

Como hemos dicho, las fracturas «osteoporéticas» son una de las primeras sefales
evidentes de la osteoporosis. Estas, también conocidas como «fracturas de bajo
impacto» o «fracturas por fragilidad», son fracturas resultantes de un impacto
equivalente a una caida inferior o igual a la altura de pie. Estas fracturas se producen
normalmente en localizaciones esqueléticas importantes como las vértebras
(columna vertebral), la parte proximal del fémur (cadera), la parte distal del
antebrazo (mufieca) o el hombro (89). Las fracturas osteoporéticas suelen provocar
un rapido deterioro del estado de salud y una disminucién de la calidad de vida,
asociandolas incluso con altas tasas de mortalidad en comparacion con controles
de la misma edad y sexo. En particular, las fracturas de cadera provocan un exceso
de mortalidad del 37 % y del 17 % en hombres y mujeres, respectivamente (90-92).
Ademas, las fracturas osteoporéticas suponen también una sobrecarga econémica
para los sistemas de salud, razones todas que han llevado a desarrollar
calculadoras de riesgo de fractura basandose en la evaluacion del riesgo absoluto,
tras tener en cuenta los factores de riesgo clinicos y/o la DMO (87). Algunas de las
caracteristicas clinicas que se tienen en cuenta son la edad, el sexo, el origen
étnico, las fracturas previas, el indice de masa corporal (IMC), los antecedentes
familiares de fracturas, el uso de glucocorticoides orales, la artritis reumatoide y las
causas secundarias de OP, como el consumo de tabaco y alcohol. Las herramientas
mas usadas para realizar el calculo de riesgo de fractura son: la herramienta FRAX
(fracture risk assessment tool); el algoritmo QFracture y la herramienta Garvan (93—
95).

La OP se clasifica en dos categorias generales: OP primaria y OP secundaria. Las
OP primarias constituyen el grupo mas amplio e incluyen los casos de OP en los
cuales no se identifican otras enfermedades que la justifiquen directamente (96).

Dentro de esta categoria encontramos:
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a. OP idiopatica juvenil: se considera un trastorno esquelético raro, que se inicia
entre los 8 y 14 afos y cursa con una aparicion brusca de dolor 6seo y de
fracturas con minimos traumatismos.

b. La OP idiopatica del adulto joven: se presenta en varones jévenes y en
mujeres premenopausicas y se manifiesta mediante disminuciones en la
DMO del hueso trabecular y episodios de fracturas recidivantes (reaparicion
de la fractura algun tiempo después de padecida).

c. OP posmenopdusica tipo |: se da en un subgrupo de mujeres
posmenopausicas de 50 a 75 anos, caracterizada por una pérdida abrupta y
acelerada de hueso trabecular causada por una alta tasa de resorcion 6sea,
con fracturas de los cuerpos vertebrales y la porcion distal como
complicaciones frecuentes.

d. OP senil tipo Il: se da en hombres y mujeres mayores de 70 afos causada
principalmente por una disminucion de la funcién de los osteoblastos.
Algunos otros factores etiopatogénicos observados son: sedentarismo,
inmovilizaciéon por largos periodos, menor absorcién intestinal de calcio,
déficit de vitamina D e hiperparatiroidismo secundario. Dado que se afecta
tanto el hueso cortical como el trabecular, son frecuentes las fracturas de

cuello femoral y de pelvis.

En la categoria de las OP secundarias encontramos todos aquellos casos de OP
gue son una consecuencia o manifestacion acompanante de otras enfermedades o
de su tratamiento. Algunas causas secundarias de OP son enfermedades
endocrinolégicas (por ejemplo, estados hipogonadales, patologias endocrinas,
diabetes), enfermedades gastrointestinales, trastornos genéticos (por ejemplo,
hipofosfatasia), trastornos hematoldgicos (por ejemplo, leucemias), enfermedades
reumaticas (por ejemplo, artritis reumatoide), trasplante de érganos, farmacos (por
ejemplo, anticoagulantes) y enfermedades nefriticas. Pueden provocar un
desarrollo deficiente de la masa 6sea o acelerar y potenciar su pérdida (97). Ademas
de estos factores, recientemente se esta estudiando el papel que tiene la microbiota
intestinal en el desarrollo de patologias 6seas. En efecto, la microbiota intestinal
alterada afecta al equilibrio de la remodelacion ésea dando lugar a una mayor tasa

31



INTRODUCCION

de resorcion en comparacion con la formacién ésea, lo que en ultima instancia

provoca una reduccion de la DMO (98).

La OP es una enfermedad compleja determinada tanto por factores genéticos como
por factores ambientales y por la interaccidn de ambos. Gracias a diferentes
estudios epidemiolégicos, se han identificado numerosos marcadores y factores de
riesgo que conllevan una mayor probabilidad de desarrollar osteoporosis. Algunos
con mayor peso especifico son: mas de 10 afios de menopausia, antecedentes de
fractura previa, antecedentes familiares de osteoporosis (factores genéticos) y
edad.

Se estima que la OP afecta a 200 millones de mujeres en todo el mundo y afecta de
manera desproporcionada a los adultos mayores. Se prevé que la prevalencia de la
osteoporosis pueda aumentar aun mas, ya que se espera que la poblacion de
adultos mayores de 65 afnos se duplique entre 2010 y 2040, por lo que siguen siendo
necesarios estudios que apunten a mejorar la salud 6sea de las personas y que
ofrezcan opciones terapéuticas adecuadas para el manejo de la enfermedad. La
incidencia de la osteoporosis varia segun las zonas geograficas. En Europa, por
ejemplo, 27.6 millones de personas padecen osteoporosis, con mas de 3.5 millones
de fracturas al afio (99,100). Ademas, una media del 71 % de las mujeres europeas
mayores con alto riesgo de fractura no reciben una evaluacion y un tratamiento
adecuados para mejorar su salud ésea (101,102). Se estima que cada afo se
producen 37 millones de fracturas en personas mayores de 55 anos en todo el
mundo (103). Una de cada dos mujeres y uno de cada cinco hombres mayores de

50 afos sufriran una fractura por estrés a lo largo de su vida (104).
2.3.1 Heredabilidad de los rasgos de la osteoporosis

Ademas de la DMO, la fractura osteoporoética también tiene una heredabilidad
considerable, estimada en un 54-85%. Las fracturas son un fenotipo muy complejo,
debido principalmente a que la mayoria de ellas se deben a una caida, y el riesgo
de caida es un caracter complejo con una contribucion ambiental muy elevada. Por
lo tanto, la heredabilidad de la fractura disminuye con la edad, ya que el componente

ambiental aumenta.
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Otros determinantes de la resistencia 6sea, como la porosidad, el grosor cortical, la
morfologia del hueso trabecular y las propiedades intrinsecas indicativas de la
calidad del tejido 6seo, también contribuyen a la predisposicion genética de las
fracturas osteoporéticas, pero han sido menos estudiados y requieren muestras mas

grandes debido a su alto componente poligénico (105,106).
2.3.2 Manejo y perspectivas terapéuticas

Antes de hablar de tratamiento de la OP, debemos decir que la forma mas eficaz
para lograr reducir su impacto es la prevencion. Una dieta equilibrada rica en calcio
y vitamina D, hacer ejercicio fisico, asi como evitar el consumo de alcohol y el
tabaquismo, puede aumentar el pico de DMO y disminuir la tasa de pérdida 6sea
(107,108).

Los tratamientos de la OP con aproximaciones farmacoldgicas pueden dividirse en
dos: aquellos que usan farmacos que ayudan a disminuir la tasa de resorcion ésea
(antirresortivos) y los que usan farmacos promueven la mineralizacién (anabdlicos).
Se considera que son mas efectivos los primeros que los segundos. Los
tratamientos antirresortivos son aquellos que bloquean la resorcion llevada a cabo
por los osteoclastos. En este grupo se encuentran los bifosfonatos (BPs), el
denosumab (anticuerpo monoclonal contra RANKL), el ranelato de estroncio, la
terapia estrogénica sustitutiva (ERT) y los SERMs (selective estrogen receptor
modulators). En cuanto a los tratamientos anabdlicos, estos estimulan la formacion
Osea llevada a cabo por los osteoblastos. Entre ellos se encuentran los derivados
de la PTH (teriparatida, abaloparatida) y el Romosozumab (anticuerpo monoclonal
contra la esclerostina). Ademas, estos tratamientos se complementan con vitamina
D y calcio. Hay que senalar que no todos los tratamientos reducen el riesgo de
fractura en todos los sitios del esqueleto 6seo, por lo tanto, la eleccion del
tratamiento debe tener en cuenta la localizacion de la fractura, las

contraindicaciones y los efectos secundarios (109,110).

Ademas de estos, otros tratamientos dirigidos contra las proteinas del metabolismo
0seo se encuentran en distintas fases preclinicas. Uno de ellos es el odanacatib, un

farmaco que inhibe la CTSK, una colagenasa especifica de los osteoclastos y que
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es responsable de la disolucion de los componentes organicos de la laguna de
resorcion. Otros farmacos como los antagonistas de la avB3-integrina, inhibidores
de los canales de cloro, analogos de la vitamina D, anticuerpo anti-DKK1, asi como

estrategias con nanomedicinas, también estan siendo desarrollados (111).

2.3.21 Lacohorte BARCOS y la trayectoria de nuestro grupo en

la investigacion de la osteoporosis

Nuestro grupo de investigacion basica colabora desde hace tiempo con el equipo
de medicina interna del Hospital del Mar en el estudio de la base genética de la OP
y de otras patologias relacionadas con el metabolismo 6seo. De esta colaboracién
nace la cohorte BARCOS, una cohorte poblacional de mujeres posmenopausicas
del area de Barcelona con la cual hemos participado en consorcios europeos como
GENOMOS (Genetic Markers for Osteoporosis), creado en el afio 2003 con el fin de
analizar el efecto de 14 variantes polimorficas situadas en genes como COL1ATy

TGFB1 en una muestra formada por mas de 20 mil individuos.

Como hemos dicho, la cohorte BARCOS esta formada por espanolas
posmenopausicas que acudieron a la visita inicial en la consulta externa de la
Unidad de Menopausia del Hospital del Mar de Barcelona. Las pacientes fueron
reclutadas prospectivamente, de forma consecutiva y no seleccionada, e incluidas
independientemente de sus valores de DMO. Los criterios de exclusiéon del estudio
fueron: diagndstico previo de enfermedad 6sea de Paget u osteomalacia, trastorno
metabodlico o endocrino, estar ya recibiendo tratamiento, como terapia hormonal
sustitutiva. También se excluyd a las mujeres que habian tenido la menopausia
antes de los 35 afios. Los datos registrados fueron la edad, el nimero de afios desde
la menopausia (ysm) para las mediciones de DMO en la columna lumbar y el cuello
femoral, la altura y el peso (112,113). Se dispone de ADN de todas las participantes,
con el que se han llevado a cabo multiples estudios de asociacion de variantes
genéticas comunes con la DMO, asi como estudios para identificar variantes

genéticas raras asociadas con fenotipos 6seos (112—-136).
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24 Osteogénesis imperfecta

La osteogénesis imperfecta (Ol) es un trastorno sistémico del tejido conectivo
caracterizado por una baja masa 6sea y fragilidad 6sea que causa una morbilidad
significativa debido al dolor, la inmovilidad, las deformidades esqueléticas y el déficit
de crecimiento. La disminucion de la resistencia 6sea provoca fracturas por
traumatismos leves o fracturas en lugares atipicos (como el olécranon (prominencia
del codo) y las fracturas por compresion vertebral). Dado que la produccién de
colageno tipo | en diversos tejidos se ve afectada, las personas que padecen Ol
también pueden tener manifestaciones extraesqueléticas que incluyen anomalias
dentales, esclerdtica azul grisacea, pérdida auditiva, hipermovilidad articular,
debilidad muscular y, mas raramente, complicaciones cardiovasculares vy
pulmonares debido al componente inflamatorio y de compromiso inmune con el que
puede cursar la enfermedad, segun se ha propuesto recientemente. La
identificacion de variantes en genes relacionados con la Ol en individuos levemente
afectados o aparentemente asintomaticos respalda la existencia de un espectro
clinico mas amplio que abarca desde una baja masa ésea y osteoporosis de
aparicion temprana hasta una Ol progresivamente deformante y letal en el periodo
perinatal. El diagnéstico de la Ol suele hacerse atendiendo a las caracteristicas
clinicas del paciente, a través de imagenes diagnosticas tales como ecografia y
resonancia magnética y mediante pruebas moleculares y bioquimicas (137-139).
La Ol tiene una incidencia 1/15.000-20.000 nacidos vivos (140). Los patrones de
herencia de la Ol incluyen formas autosémicas dominantes (AD) y recesivas (AR),
asi como una forma recesiva ligada al cromosoma X. La mayoria de los casos de
Ol (80-85 % en los paises occidentales; alrededor del 60 % en paises con una alta
incidencia de consanguinidad) se deben a defectos estructurales o cuantitativos en
los genes del colageno tipo I, COL1A1y COL1A2, que codifican las cadenas a1(l)
y a2(l) del colageno tipo I, respectivamente. Sin embargo, actualmente se entiende
que la Ol es un trastorno relacionado con el colageno, gracias al descubrimiento de
tipos de Ol causados por defectos en genes diferentes cuyos productos proteicos
interactuan con el colageno para el plegamiento, la modificacion postraduccional, el

procesamiento y el trafico de proteinas, asi como defectos en genes que afectan
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principalmente a la mineralizacion 6sea y la diferenciacién de los osteoblastos
(141,142).

La Ol se clasifica en cinco grupos de acuerdo con sus caracteristicas clinicas que

varian en gravedad, desde leves hasta letales:

a. Ol tipo | (OMIM 166200): relacionada con una deficiencia cuantitativa de
colageno estructuralmente normal. Es la forma mas leve, caracterizada por
una esclerdtica azulada, pero sin deformidades éseas. Los genes implicados
en este grupo son COL1A1, COL1A2 y PHLDB1. La Ol asociada con este
ultimo gen presenta un patrén de herencia AR, las demas de este grupo
tienen herencia AD. Vale la pena decir que las mutaciones mas frecuentes
que afectan a los genes COL1A1y COL1A2 son sustituciones de un solo
nucledtido que reemplazan residuos de glicina o defectos de exon splicing.
La porcion de triple hélice de cualquiera de las cadenas de colageno contiene
338 repeticiones ininterrumpidas del triplete GlyXaaYaa, donde Gly es
glicina, Xaa es a menudo prolina y Yaa es a menudo hidroxiprolina. La
presencia de glicina es un requisito previo para el plegamiento correcto de
las tres cadenas en una triple hélice de colageno. El colageno mutante que
sufre sustituciones de residuos de glicina, se retiene parcialmente en el
interior de las células y, tras su secrecién, se ensambla en fibrillas
desorganizadas, lo que altera la mineralizacion. Por otra parte, las
mutaciones truncantes provocan la degradacion del ARNm mediada por
secuencias nonsense y los consiguientes defectos cuantitativos (una
reduccién de aproximadamente el 50 %) de colagenos que, por lo demas,
serian normales (143,144). Las mutaciones que reducen la sintesis de
colageno tipo | normal al 50 % (mutaciones truncantes) suelen dar lugar a
una Ol tipo | leve. Las mutaciones que afectan a la estructura de las cadenas
de procolageno (sustituciones de residuos de glicina o defectos de exon
splicing) probablemente tienen consecuencias fenotipicas mas perjudiciales
(Ol tipos 11, 1l y IV) (144).
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b. Oltipo Il (OMIM 166210): es extremadamente grave y letal durante el periodo
perinatal. Los genes asociados con este grupo son COL71A7 con un patron
de herencia AD, COL1A2 presentando un patron de herencia AD o AR segun
la variante; CRTAP, P3H1, PPIBy TAPT1, con un modo de herencia AR.

c. Ol tipo Il (OMIM 259420): la forma mas grave observada en pacientes que
sobreviven al periodo neonatal. Comprende deformidades progresivas
graves y una estatura extremadamente baja. Los genes aqui relacionados
son COL1A1 y COL1A2 con herencias AD o AR segun la variante;
SERPINF1, CRTAP, P3H1, PPIB, SERPINH1, FKBP10, SP7, BMP1,
TMEM38B, WNT1, CREB3L1, SPARC, TENT5A, MESD, KDELR?2,
CCDC134, PLOD2 y SEC24D con un modo de herencia AR, y finalmente
MBTPSZ2 con un patrén de herencia recesivo ligado a X (XLR).

d. Ol tipo IV (OMIM 166220): cursa con deformidades o&seas leves a
moderadas, baja estatura y esclerética normal. Los genes asociados con este
tipo son COL71A71y COL1A2 con herencia AD, CRTAP, PPIB, SP7, PLOD?2,
FKBP10 y KIF5B presentando herencia AR, y el gen MBTPS2 con un modo
de herencia XLR.

e. Ol tipo V (OMIM 610967): caracterizada por la calcificacion de la membrana
inter6sea y es diferente de los otros cuatro tipos, tanto radiolégicamente
como fenotipicamente. El gen aqui implicado es IFITM5 con un patrén de

herencia AD.

La OI requiere un manejo terapéutico interdisciplinar que incluye rehabilitacion,
ortopedia, farmacologia y psicologia. En cuanto a los tratamientos farmacoldgicos
mas usados se encuentra el uso de bisfosfonatos que son analogos sintéticos del
pirofosfato que se une al hueso e inhiben la resorcion ésea, permitiendo aumentar
la DMO (137-139,141,142,145-150).

25 Hipoplasia dérmica focal

La hipoplasia dérmica focal (FDH por sus siglas en inglés) es un trastorno displasico
congénito poco frecuente que afecta a los tejidos de origen ectodérmico vy

mesodérmico. También se conoce como sindrome de Goltz, descrito por primera
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vez en 1962 (151). Se desconoce su prevalencia y solo se han descrito entre 300 y
400 casos en la literatura. Es una enfermedad ligada al cromosoma X con una
penetrancia variable en las mujeres afectadas debido a la inactivacion del
cromosoma X. En los hombres, la incidencia es mucho menor (aproximadamente el
10 % de los individuos afectados) y, en la gran mayoria de los casos, es
consecuencia de una mutacion somatica (152). El gen PORCN es el unico conocido
que causa esta enfermedad. PORCN, situado en Xp11.23, codifica para el

homologo humano del porcupine de Drosophila melanogaster (153,154).

Es un trastorno multisistémico caracterizado por anomalias dermatoldgicas,
esqueléticas, oculares, urinarias, gastrointestinales, neuroldgicas y bucales. La piel
y el esqueleto son las zonas mas comunmente afectadas. Dentro de los hallazgos
esqueléticos mas comunes se encuentran: malformacion de las extremidades
(sindactilia, oligodactilia, mano/pie hendido, camptodactilia) y osteopatia estriada.
Ocasionalmente también se pueden presentar anomalias costovertebrales como
escoliosis, costillas fusionadas, costillas bifidas, apéndice caudal, asi como
hendidura esternal y displasia fibrosa 6sea (154). Ademas, algunos estudios
sugieren que, dependiendo de la mutacién, podria también afectarse la DMO
(155,156).

Las mutaciones en el gen PORCN se identificaron por primera vez en pacientes con
FDH en 2007 (157). El espectro de mutaciones reportadas va desde mutaciones
intragénicas, pasando por microdeleciones, hasta grandes deleciones que eliminan

el gen, abarcando genes vecinos (Figuras 9A 'y 9B).

La FDH, al ser un trastorno multisistémico con manifestaciones clinicas variables,
puede conducir a un diagndstico tardio o erréneo. Una evaluacién exhaustiva del
paciente puede ayudar a realizar un diagnostico preciso. No existe un estandar de
referencia para el diagnéstico de esta enfermedad; sin embargo, la literatura sugiere
tener en cuenta varios aspectos para un diagnéstico acertado: hallazgos tipicos de
anomalias cutaneas o una mutacion del gen PORCN, ademas del hallazgo de
anomalias del sistema esquelético, anomalias oculares y anomalias orales
(154,158-164).
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Figura 9. Mapa genético de distribucion de mutaciones en el gen PORCN. A. Mutaciones
puntuales. Las cajas representan los exones (sin escala). Las areas sombreadas enex 2y
15 son la region no traducida. Las mutaciones por debajo del genograma representan
mutaciones intrénicas que afectan a los sitios de splicing y se muestran como cambios a
nivel del ADNc. Las mutaciones por encima del genograma representan mutaciones
exonicas y se muestran como cambios a nivel proteico. Un * indica las mutaciones descritas
en revisiones; # indica mutaciones recurrentes; § indica diferentes cambios nucleotidicos,
que conducen al mismo efecto sobre la proteina; -+ indica mutacion missense; -0 indica
mutaciones nonssense y frameshift. B. Representacion grafica de la distribucion y el
alcance de las deleciones (linea azul continua) de PORCN y genes vecinos en Xp11.23.
Las lineas discontinuas indican que los puntos de ruptura de la delecidbn no se han
confirmado. Las lineas punteadas indican una delecion que se extiende mas alla del area

representada. Tomada y adapatada de (161).
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2.6 Alteraciones con alta masa osea

Varios trastornos genéticos raros con efectos esqueléticos, denominados
colectivamente osteopetrosis y displasias 0seas esclerosantes, estan asociados
con un aumento generalizado de la DMO. De los 461 trastornos genéticos del
esqueleto descritos actualmente, 45 son clasificados como alteraciones con alta

masa 6sea (54). Estos trastornos pueden dividirse en tres grupos, a saber:

a. Aquellos en los que se suprime la resorcion 6sea. En este grupo se
encuentran patologias como las osteopetrosis o la picnodisostosis (OMIM
265800). Las osteopetrosis son enfermedades genéticas raras que se
caracterizan por una reduccion de la resorcion Osea osteoclastica. La
remodelacion ésea defectuosa provoca esclerosis esquelética y huesos
anormalmente densos vy, por lo tanto, fragiles. En cambio, la picnodisostosis
esta causada por una degradacion enzimatica defectuosa de la matriz ésea
organica, debido a mutaciones autosdmicas recesivas en el gen CTSK (165—
167). Las osteopetrosis se clasifican segun su gravedad clinica, incluyendo
formas neonatales o infantiles graves que tienen el peor prondstico, y formas
mas leves que causan la osteopetrosis de apariciéon tardia tipo 2 (OPTA2)
(OMIM 166600) generadas por variantes del gen CLCN7 (54,165,168).

b. Aquellos en los que se potencia la formacién ésea. En este grupo se incluyen
diferentes patologias de crecimiento excesivo de los huesos causadas por
una activacion de la via Wnt/B-catenina. Un ejemplo de estas patologias es
la esclerosteosis (OMIM 269500), causada por variantes de pérdida de
funcién (LoF) en el gen SOST, generando una reduccion de la inhibicion de
la via de Wnt y, por tanto, un excesivo crecimiento 6seo (169,170). Otro
ejemplo de trastornos dentro de este grupo es la enfermedad de Van Buchem
(OMIM 239100), una displasia 6ésea autosémica recesiva caracterizada por
un aumento simétrico del grosor de los huesos, lo que da lugar a un aumento
de la densidad cortical 6sea. Se cree que una delecién de 52 kb situada
aproximadamente 35 kb corriente abajo de SOST es responsable del
fenotipo mas leve de esta enfermedad (165,171,172).
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c. Aquellos en los que se altera el equilibrio entre la formacion y la resorcion
O0seas. Un trastorno que pertenece a este grupo es la displasia
hematodiafisaria de Ghosal (OMIM 231095), un sindrome autosdmico
recesivo poco frecuente que se caracteriza por un aumento de la densidad
O0sea con afectacion predominante de la diafisis y anemia regenerativa
sensible a los corticosteroides. Este trastorno se ha asociado a la pérdida de
funcién del gen TBXAST1, el cual regula la expresion de RANKL y OPG,

asociadas con este trastorno (165,173,174).

Ademas de los trastornos que implican alta masa 6sea, se considera también la
existencia de un fenotipo HBM no patolégico. Los estudios epidemiolégicos sobre
la HBM son escasos y los umbrales de definicion son variables. De hecho, la
ausencia de un limite superior para definir la DMO «normal» conlleva el riesgo de
que las personas con una causa patolégica de DMO elevada pasen desapercibidas
y sean etiquetadas como «normales» (175,176). Dada esta variabilidad en los
umbrales, para efectos de esta tesis doctoral hemos usado la definicion de Little et
al. 2002 (177), en la que se define la HBM por la obtencién de un valor superior a 4
en la suma de los Z-scores de la zona lumbar (LS, lumbar spine) y del cuello del
fémur (FN, femoral neck). Aunque el calculo de la prevalencia del rasgo supone un
reto, se ha estimado en un 0.2-1% (178,179).

En cuanto a la causa genética, el fenotipo HBM puede ser monogénico o poligénico.
Entre los HBM monogénicos destacan las mutaciones de ganancia de funcién (GoF)
en los co-receptores de la via Wnt/B-catenina LRP5 y LRP6. Estas mutaciones
producen una pérdida de afinidad por los inhibidores extracelulares DKK1 y
esclerostina, impidiendo asi la internalizacion de LRP5/6. Ademas de las
mutaciones en genes canodnicos de la via Wnt/B-catenina, se han encontrado otras
mutaciones en otros genes que pueden causar este fenotipo, tales como SMAD9
cuyas variantes hacen que pierda su funcién represora sobre la activacion del
receptor BMP y sobre la cascada de sehializacién subsecuente, reduciendo la
actividad de los osteoblastos; ANKH cuyas variantes GoF generan displasia
craneometafisaria (OMIM123000); entre otros (ver Figura 10). En cuanto a los HBM
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poligénicos, surgen de portadores de alelos protectores de las variantes asociadas
a la DMO. En este sentido, se han realizado estudios de asociacion de genoma
completo (GWAS) en cohortes con DMO extrema que han permitido identificar
variantes comunes asociadas al fenotipo (mas adelante hablaremos brevemente de
estos estudios) (165,180-185).
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Figura 10. Resumen grafico de los genes conocidos actualmente que albergan variantes
patégenas causantes de HBM. Los genes estan clasificados segun su funcién en los
principales tipos de células 6seas (o la ausencia de ella). Ademas, aparecen subdivididos
por el proceso bioldgico y/o via de sefalizacidon asociada, dando como resultado 10 grupos
de genes HBM (numerados). HBM = High bone mass. Tomada y adaptada de (181).
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2.7 Otras patologias que tienen afectaciones oOseas: La

enfermedad de Gaucher

Dentro del espectro de trastornos esqueléticos, también podemos encontrar
patologias que, sin estar incluidas dentro de la ultima edicién de la Nosologia y
Clasificacion de los trastornos genéticos del esqueleto (54), presentan afectaciones
O0seas como parte del cuadro clinico de la enfermedad. Tal es el caso de la
enfermedad de Gaucher (EG), clasificada como una enfermedad de depdsito

lisosomal (LSD), dentro del grupo de las esfingolipidosis (186).
2.7.1 Definicién y clasificaciéon de la enfermedad de Gaucher

La EG es una glicoesfingolipidosis y es la LSD con mas incidencia. Esta causada
por mutaciones en el gen GBA1 que codifica para la enzima glucocerebrosidasa o
B-glucosidasa acida (GBA1 o GCase); tales mutaciones generan pérdida de funcién
de la enzima, lo que conlleva a una acumulacion progresiva del sustrato
glucosilceramida (GlcCer) en los lisosomas de los macréfagos (formando las
llamadas células Gaucher). Las principales manifestaciones clinicas de la
enfermedad son hepatoesplenomegalia, anemia, problemas éseos y en algunos

casos afectacién neuronopatica (187).

La incidencia de la EG es de 1 caso por cada 40.000-60.000 nacidos vivos en la
poblacion general; sin embargo, puede darse en 1-800 nacimientos dentro de la
poblacién Judia Ashkenazi (188). Para los Judios Ashkenazies, la EG no seria una
patologia rara; sin embargo, los datos epidemioldgicos de esta enfermedad en una
etnia pueden no ser representativos de otras etnias. Un metaanalisis realizado por
Wanh Meimei en 2023 informé de una prevalencia mundial de la EG de 1.5 casos
por cada 100.000 nacidos vivos (189). En Espafa hay alrededor de 500 casos
diagnosticados (0.001% de la poblacién) y se calcula que se producen
aproximadamente 20 nuevos casos por aio. En la Peninsula Ibérica la mutacion
N370S (p.N409S segun la nomenclatura de la Human Genome Variation Society
(HGVS)) es la mas prevalente, con una frecuencia del 46.3% en poblacion espafiola
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y del 63% en poblacién portuguesa. La segunda mutacion mas frecuente es la
L444P (p.L483P segun la HGVS) (18.5 y 25.7%, respectivamente) (190-192).

Los sintomas asociados con la EG se deben a la acumulacién progresiva de células
Gaucher en diversos 6rganos (Figura 11). Por lo tanto, la EG es un trastorno
multisistémico que se manifiesta a cualquier edad, dependiendo del subtipo de la
enfermedad. Se pueden distinguir tres formas clinicas basicas de la EG,
dependiendo del grado de afectacién neuroldgica; sin embargo, hoy en dia se
considera que las diferentes formas de la EG reflejan mas bien un continuo que va
desde la aparicidn temprana hasta la aparicion tardia de la enfermedad y desde las
formas graves con sintomas neurologicos hasta las formas leves con
manifestaciones exclusivamente viscerales (187). La EG-1 (OMIM 230800) es la
forma mas frecuente y representa el 94 % de todos los casos. Es una forma no
neuronopatica presentando un desarrollo crénico. Los 6rganos que se ven
afectados con mayor frecuencia son el bazo, el higado, la médula 6ésea y los huesos
y, en casos graves, también los pulmones y los rifiones. La hepatoesplenomegalia
y las complicaciones hematolégicas, como la anemia y la trombocitopenia con

hemorragias, son frecuentes en la EG-1 no tratada (193).
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Figura 11. Esquema de la fisiopatologia de la EG. A. El aumento de glucosilceramida se
organiza en estructuras fibrilares que se acumulan principalmente en los macréfagos de
tipo 2. Estas células tienen un aspecto citoplasmatico especifico similar al «papel arrugado»
y se denominan células de Gaucher, produciendo moléculas como quitotriosidasas. B. Las
células de Gaucher se infiltran en la médula 6sea, el bazo y el higado y se considera que
son las principales responsables de las caracteristicas clinicas de la enfermedad de
Gaucher. CCL18 (C-C motif chemokine ligand 18), Liso-Gb1 (glucosilesfingosina). Tomada
y adaptada de (193).

La EG neuronopatica aguda (EG-2) (OMIM 230900) se manifiesta en la primera
infancia, el deterioro neuroldgico progresa rapidamente y la muerte suele producirse
antes de los 2 afios de edad. La EG neuronopatica subaguda (EG-3) (OMIM
231000) presenta una afectacién neurolégica mas lenta y suele aparecer en la
adolescencia (187,194,195). La tabla 4 detalla un poco mas estos tres subtipos de
la EG.

Tabla 4. Clasificacion de la EG

Tipos Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
Prevalencia 90-95% <5% <5%

Edad de Infancia/Adultez Primeros anos de vida Infancia
presentacion

Expectativa de Edades de 6-80 Edades de 2-3 Edades 30-40
supervivencia

(anos)

Presentacion El tipo 1 es variable, y El tipo 2 se caracteriza El tipo 3 es similar al
clinica puede ir desde formas por varios deterioros tipo 2, pero con una

asintomaticas durante
toda la vida hasta
formas de aparicion
temprana en la infancia.
La presentacion clinica
incluye lo siguiente:
Fatiga; retardo en el
crecimiento y en el inicio
de la pubertad;
hepatoesplenomegalia;

neurolégicos tempranos
y agudos que
comienzan en bebés de
3 a6 mesesdeedad. La
presentacion clinica
incluye lo siguiente:
retardo en el
crecimiento; hidropesia
fetal; ictiosis congénita;
hepatoesplenomegalia;

presentacion clinica
mas lenta (cronica).
La presentacion
clinica incluye o
siguiente: retardo en
el crecimiento;
estrabismo, paralisis
de la mirada;
demencia

progresiva;

hemorragia dolor 6seo; opistétonos, mioclonia; opacidad
mucocutanea; trastornos graves de la corneal;

hematomas deglucion; paralisis convulsiones
espontaneos; anemia; oculomotora
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crisis de dolor 6seo en
pelvis y en miembros
inferiores; deformidad
6sea de Erlenmeyer;
fibrosis pulmonar;
proteinuria y hematuria

Tomada y adaptada de (196)
El diagndstico de la EG es complejo e incluye pruebas bioquimicas para analizar
biomarcadores en sangre tales como la quitotriosidasa, pruebas moleculares para
detectar mutaciones en el gen GBA1, biopsias de los dérganos afectados y
determinacién de la actividad enzimatica GBA1. El tratamiento de esta patologia
tiene también varias aproximaciones: la terapia de reemplazo enzimatico, la terapia
de reduccion de sustrato, la terapia con chaperonas farmacolégicas, la terapia

génica, el trasplante de médula 6sea, la esplenectomia, entre otros (196).

2.7.2 El gen GBA1 y la enzima glucocerebrosidasa o proteina
GBA1

El gen GBA1 (OMIM 606463) esta localizado en el cromosoma 1 (q21-31) (197). Se
expande en una longitud de 7.6 kb y esta compuesto por 11 exones y 10 intrones.
A 16 kb del extremo 3’ existe una estructura de 5.7 kb que se corresponde con el
pseudogén (psGBA17) con una organizacion de exones e intrones idéntica al gen
funcional y con una homologia exénica del 96% (190). El pseudogén difiere del gen
funcional, en cuanto a tamano, debido a que posee varias deleciones
correspondientes a secuencias de elementos Alu del gen GBA1. Ademas, contiene
multiples mutaciones puntuales, localizadas tanto en exones como en intrones
(198,199). La presencia de este pseudogén aumenta la ocurrencia de
reordenamientos cromosomicos en esta region, lo que hace dificil la identificacion y
caracterizacion de las mutaciones causales de EG en el gen estructural. La region
cromosomica donde se localiza el gen GBA1 es una zona muy rica en genes
funcionales, encontrandose genes como CLKZ2 que codifica para una quinasa
involucrada en la regulacion de la longitud del teldmero, o el gen ENTREP3 (del
inglés endosomal transmembrane epsin interactor 3) también conocido como

FAM189B, que esta implicado en la apoptosis y supresion de tumores (190).
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La longitud del ADN codificante del gen GBA71 es de aproximadamente 2kb vy
contiene dos codones ATG que estan en pauta de lectura, situados en los exones
1y 2. Ambos codones sirven como inicios de la traduccion, produciéndose dos
polipéptidos con péptidos sefial de distinto tamafio. La proteina surgida a partir del
primer ATG (NP_000148), ubicado al final del primer exén, contiene un péptido
sefal de 39 residuos con la mitad amino-terminal hidrofilica. En cambio, la proteina
que se genera a partir del segundo ATG, localizado cascada abajo del primero, en
la mitad del segundo exdn, da lugar a un péptido sefial hidrofébico de 19 residuos.
En general, se produce hasta dos y tres veces mas cantidad de proteina con inicio
en el primer ATG que en el segundo (200). Hasta la fecha se han descrito
aproximadamente 794 variantes del gen GBA1 siendo las mas comunes las
variantes p.N409S y p.L483P, comentadas anteriormente. No todas estas variantes
estan relacionadas con la EG, también hay variantes en el gen GBA1 asociadas con

la enfermedad de Parkinson (201).

La hidrolasa lisosomal GBA1 necesita el péptido sefal (de 19 o 39 aminoacidos)
para el transporte a través de la membrana del reticulo endoplasmatico rugoso, para
pasar al aparato de Golgi y finalmente al lisosoma. Como fruto de una modificacién
postraduccional se genera un clivaje proteolitico y el péptido sefial es liberado. La
proteina madura tiene 497 aminoacidos con un peso molecular de 56kDa, aunque

el peso molecular de la forma glicosilada es de 65kDa (202).

La proteina plegada tiene tres dominios, tal y como se muestra en la figura 12 A,
con los colores magenta, verde y azul. El dominio | va desde el residuo 1 al 27 y
desde el residuo 383 al 414, y se encuentra estructurado en tres laminas 3. Contiene
dos puentes disulfuro y el primer sitio de N-glicosilaciéon (N19). El dominio Il esta
comprendido entre los residuos 30-75 y 431-497 y se estructura en dos laminas 3
estrechamente asociadas. El dominio Ill va desde el residuo 63 al 381 y del 416 al
430, contiene el sitio catalitico y se estructura en 8 a-hélices, 8 laminas B y tres
cisteinas libres (Cys 126, 248 y 342). La proteina tiene 4 lugares de N-glicosilacion
N19, N59, N146 y N270 que corresponden a los residuos p.Asn58, p.Asn98,
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p.Asn185 y p.Asn309, respectivamente. Los residuos cataliticos son E235 y E340
que corresponden a los aminoacidos p.Glu274 y p.Glu379 y a los cuales se une la

molécula de glucocerebrésido (202—-204).

A B

il s A S

Glucosilceramida
(Glucocerebroésido)

Glucosilesfingosina

Ceramlda

Y A
3 »
K (4 X g Glucosa° Esfingosina
\ H
J /\/\N\/\/\/-‘ij-cm ’ — {:-cm
/@Cc‘ ,Domlnlolll NVVWVWWV gﬂ

Figura 12. A. Estructura refinada de rayos X de la B-glucosidasa acida. El dominio | se

muestra en magenta y contiene los dos puentes disulfuro, cuyos atomos de azufre se
muestran como bolas verdes. El sitio de glicosilacion en N19 se muestra como un modelo
estructural de bolas. ElI dominio Il, que es un dominio similar a la inmunoglobulina, se
muestra en verde. El dominio catalitico (dominio Ill) se muestra en azul, y los residuos del
sitio activo E235 y E340 se muestran como modelos de bolas. Las seis mutaciones mas
comunes de la B glucosidasa acida (GCase) se muestran como bolas; las que causan
predisposicion a la enfermedad grave (tipos 2 y 3) y leve (tipo 1) se muestran en rojo y
amarillo, respectivamente. Tomada y adaptada de (202). B. La glucocerebrosidasa es una
B-glucosidasa que hidroliza su sustrato principal, la glucocerebrosidasa, en glucosa y
ceramida. Un sustrato alternativo, la glucosil esfingosina, también se degrada en glucosa y

esfingosina. Tomada y adaptada de (205).

La B-glucocerebrosidasa es una enzima con actividad glucosilceramidasa (EC
3.2.1.45) que escinde, por hidrdlisis, el enlace B-glicosidico de la glucosilceramida
(glucocerebrésido) generando ceramida y glucosa. También se ha demostrado que
esta enzima puede catalizar la hidrdlisis de la glucoesfingosina, para formar glucosa
y esfingosina (Figura 12 B). Al igual que otras glicosidasas hidrolasas, el mecanismo
de hidrolisis del glucocerebrésido por la B-glucocerebrosidasa implica la catalisis
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acido-base por dos residuos de acido glutamico (E340 y E235) y se desarrolla
mediante un mecanismo de dos pasos. En la primera etapa, E340 realiza un ataque
nucledfilo al carbono del enlace O-glicosidico para desplazar el resto de esfingosina,
que es protonado simultaneamente por E235 al liberarse del sitio activo. En la
segunda etapa, la glucosa se hidroliza a partir del residuo E340 para regenerar la

enzima activa (205).
2.7.3 Manifestaciones o6seas en la enfermedad de Gaucher

Las afecciones musculoesqueléticas estan presentes mayormente en la EG1,
aunque también pueden presentarse en la EG tipo 3. Se ha descrito que hasta un
90% de los pacientes Gaucher presentan algun tipo de sintomatologia 6sea que
incluye un variado conjunto de manifestaciones clinicas, tales como la infiltracion de
la médula 6sea por células de Gaucher, la oclusién microvascular en el hueso, el
infarto 6seo, la osteonecrosis avascular recurrente, el adelgazamiento cortical y la
alteracion de la remodelacion Osea, afectaciones que conducen a lesiones
osteoliticas y a la pérdida de DMO (196,206). En la tabla 5 se resumen las

principales afectaciones 6seas presentes en la EG.

La fisiopatologia 6sea de la EG1 no esta totalmente clara, aunque muchas de las
manifestaciones 6seas comentadas se pueden explicar por un desequilibrio en el
remodelado 6seo (207). Por esta razén, los biomarcadores de actividad
osteoblastica y osteoclastica han ayudado a dilucidar mecanismos que puedan
estar implicados en las afectaciones 6seas de la EG1 (208). En un estudio de casos
y controles bien realizado con nifos y adolescentes con EG1 no tratada, las
concentraciones séricas de OCN y de CTX fueron inferiores a las de los controles y
tan bajas durante la infancia y la adolescencia como en la edad adulta (209). Otros
biomarcadores en los cuales se ha visto utilidad son la glucosilesfingosina sérica
(ya que se ha demostrado que media la disfuncion osteoblastica en la EG) y la CTSK
(210-212).
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Tabla 5. Principales afectaciones d6seas en la EG

Manifestacion
clinica / Categoria*

Deformidad en
matraz de
Erlenmeyer /
Defectos en el
modelado y
remodelado del
hueso trabecular vy
cortical

Osteopenia y
osteoporosis /
Defectos en el
modelado y
remodelado del
hueso trabecular vy
cortical

Lesiones osteoliticas
[/ Defectos en el
modelado y
remodelado del
hueso trabecular vy

cortical

Infarto o&seo, crisis
Oseas y osteomielitis /
Infarto 6seo medular
y cortical

Osteonecrosis /
Infarto 6seo medular
y cortical

Osteosclerosis /
Infarto 6seo medulary

cortical

Descripciéon

Anomalia que comienza antes de la pubertad. El
aspecto similar a un matraz se debe al
agrandamiento de la zona metafisaria y la
consiguiente ausencia de la tipica curva
concava dimetafisaria. Se puede observar en
muchos de los huesos tubulares o largos del
esqueleto, ocasionalmente incluso en las
falanges, pero no afecta a los huesos que se
forman en las membranas. Es el resultado de la
alteracion del remodelado éseo.

Caracterizada por la disminucién de la DMO vy el
consecuente aumento del riesgo de fracturas

Perforaciones 6seas generadas a causa de la
destruccién del hueso, probablemente debido a
la liberacion de CTSK por osteoclastos
activados

Los infartos éseos se pueden producir por la
alteracion de la vascularizacion, la infiltracion de
las células Gaucher en la médula ésea y los
posibles procesos inflamatorios adicionales, que
pueden desencadenar en una osteomielitis
aséptica

Se cree que es una consecuencia secundaria a

la isquemia que provoca el infarto 6seo crénico
Puede ocurrir a causa de un remodelado

incorrecto después del infarto d&seo, con

engrosamiento del hueso, aumento de su
densidad y posible disminucion del espacio

medular

Referencias

(211,213)

(211,214,215)

(211,216)

(187)

(211,217)

(187,211)

*Esta categorizacion ha sido sugerida por Hughes y colaboradores (2019) (211).
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Esta alteracion de la remodelacion ésea en la EG1 puede dar lugar a que no se
alcance una masa 6sea maxima equivalente a la de las personas sanas. Por ello, la
determinacién de la DMO mediante DXA en pacientes con EG1 puede ayudar, por
ejemplo, a estimar el riesgo de fractura y a diagnosticar posibles complicaciones
O0seas como la osteoporosis. Un analisis de los datos del Registro Gaucher del
International Collaborative Gaucher Group ha demostrado que una DMO baja de LS
se asocia con un alto riesgo de fractura de columna o fémur en pacientes con EG1.
Estos datos también indican que el 55 % de todos los pacientes registrados padecen
osteopenia de acuerdo con la DMO que presentan (218). Aunque se ha considerado
que el andlisis de la DMO mediante DXA puede ser complicado en pacientes con
EG1, debido a cambios anatomicos focales y alteraciones dseas focales asociadas
con esta enfermedad (219), se ha logrado determinar que un Z-score < -1 en
pacientes con EG1, aumenta el riesgo de fractura por fragilidad (traumatismo leve)
en un factor de 5, lo que supone una estimacién significativamente mayor que la
que se asocia habitualmente a las fracturas osteoporéticas en los estudios
poblacionales (220,221). Una DMO inferior al rango esperado para la edad
cronoldgica (Z-score < -2,0) se produce de forma temprana en pacientes con EG1
y puede hacerse evidente a los 5 afios de edad. Por otro lado, en adultos con EG1,
la Z-score media de la DMO lumbar es de aproximadamente -1,0, pero con una

amplia distribucién (215).

3. Identificacion de genes relacionados con patologias

oseas

A lo largo de los afios, se han identificado muchos genes que causan o contribuyen
al fenotipo de diferentes trastornos esqueléticos. Las enfermedades monogénicas
suelen estar causadas por mutaciones raras con un efecto grande. Por otro lado,
las enfermedades complejas suelen estar causadas por el efecto aditivo de
numerosas variantes con efectos muy pequenos y que son frecuentes en la
poblacién general. Sin embargo, las variantes raras con efectos mas importantes
también pueden contribuir al desarrollo de enfermedades complejas. En esta

seccién vamos a comentar brevemente dos de los principales enfoques para la
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identificacion de las bases genéticas de los trastornos 6seos: en primer lugar,
abordaremos los estudios de secuenciacion dirigida y, en segundo lugar,

comentaremos los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS).

3.1 Estudios de secuenciacion dirigida

3.1.1 Secuenciacion completa del exoma (WES)

El exoma es la parte del genoma compuesta por todos los exones, que incluyen
regiones no traducidas del ARNm (UTR) y la secuencia codificante de los genes. El
exoma humano consta de aproximadamente 20.000 genes y constituye solo el 1 %
del genoma completo. Sin embargo, el 85 % de las enfermedades monogénicas
descritas estan causadas por mutaciones en el exoma (222). Por esta razodn, resulta
muy util esta aproximacion para el estudio de las bases genéticas de desérdenes
esqueléticos. WES es una técnica de secuenciacion de alto rendimiento que se
centra en secuenciar las regiones exonicas del genoma. En esta, primero se extrae
el ADN de las células de interés, seguido de la captura selectiva de regiones
exonicas utilizando técnicas de hibridacion, tales como sondas complementarias a
secuencias exonicas conocidas. Una vez aislado el ADN exodnico, las tecnologias
de secuenciacion de alto rendimiento generan millones de lecturas cortas de ADN,
que luego se alinean con un genoma de referencia. Tras la secuenciacion, los datos
se analizan para identificar variantes, como cambios de un solo nucleétido (SNV),
inserciones, deleciones y otras alteraciones gendmicas que podrian ser

significativas en un contexto patolégico determinado (Figura 13) (223,224).

En la secuenciacion de nueva generacion (NGS) usada en los WES, se secuencia
un gran numero de fragmentos de ADN hasta que se cubra todo el exoma. Cada
base del exoma puede estar representada en cientos de fragmentos diferentes; por
lo tanto, al secuenciar millones de fragmentos, cada posicidon del exoma se
secuencia docenas de veces. El nUmero de veces que se secuencia una base (o
exoén) se denomina cobertura. Una cobertura alta mejora la precision en la
identificacion de variantes y limita la deteccion de falsos positivos en el analisis. Las
variantes se identifican como diferencias de secuencia en la muestra en

comparacién con una secuencia de referencia, y se calcula una puntuacién de
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confianza para cada mutacion (en parte sobre la base de la cobertura de la
secuencia). Finalmente, cada mutacién se anota con informacion relevante
(frecuencia poblacional, ubicacién en el gen, el tipo de variante que es y el cambio

especifico de aminoacidos y su posicion en la proteina) (225).

El objetivo del WES es identificar genes candidatos que puedan relacionarse
causalmente con las patologias observadas en los pacientes. Existen multiples
estrategias para identificar genes candidatos causantes de enfermedades a partir
de los datos de WES, dependiendo de si el objetivo es analizar una enfermedad
rara en pacientes no emparentados, una enfermedad hereditaria en una familia, una
enfermedad causada por una mutacion de novo (nueva) o una enfermedad somatica

que se produce solo en una parte del cuerpo de un paciente.

En el caso de enfermedades muy raras, el WES de unos pocos pacientes no
emparentados puede ser suficiente para identificar el(los) gen(es) responsable(s)
de la enfermedad. La aplicacién de varios filtros en los andlisis (tales como una
MAF<1), asi como la comparacion con los resultados WES de pacientes adicionales
con la misma enfermedad y de controles sanos, puede ayudar a reducir el nUmero
de genes candidatos. Por otra parte, las enfermedades genéticamente
heterogéneas (en las cuales variantes en multiples genes pueden causar el mismo
trastorno) pueden abordarse mediante estudios WES de familias. Asi, la
identificacion de genes candidatos causantes de una patologia puede hacerse
mediante el analisis WES de los miembros afectados de una familia, partiendo de
la hipétesis de que han heredado la(s) misma(s) variante(s) causante(s) de la
enfermedad de un antepasado comun. Los estudios de familia también pueden
ayudar a identificar variantes de novo comparando los resultados WES de padres

nos afectados con los de hijos afectados, por ejemplo (225).

En el campo del hueso, esta técnica ha sido muy util para el estudio de patologias
(226). Por ejemplo, Shamriz y colaboradores utilizaron con éxito la secuenciacién
WES en seis pacientes con osteopetrosis infantil maligna (MIOP), identificando
variantes en cuatro genes relacionados con esta patologia: CLCN7 (una variante en
homocigosis), TCIRG1 (dos variantes, una en heterocigosis y la otra en
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homocigosis), SNX70 (una variante en homocigosis) y TNFRSF11A (una variante
en homocigosis) (227). Con todo, algunas veces el WES no es conclusivo y pueden
encontrarse variantes en diversos genes sin la posibilidad de identificar cual o
cuales de ellos son los responsables de la patologia en cuestion. Tal es el caso, por
ejemplo, de un estudio de WES que hicimos en nuestro grupo de investigacion para
un caso familiar de displasia 6sea esclerosante caracterizada por HBM y lesiones
Oseas lucentes, en el que logramos identificar mutaciones en genes implicados en
la regulacién de la transcripcion homeobox, las funciones osteoblasticas y
osteoclasticas, y en la via de sefalizacion Wnt de formacién 6sea, tales como
TBX18, SEMA4D, PTCH1, ADGRES5 y PTK7 (228), sin que pudiésemos concluir
cuales de ellos eran los causantes del trastorno estudiado. Frente a esto ultimo, los
estudios funcionales para validar las variantes genéticas identificadas, es un

complemento necesario para tener resultados concluyentes.
3.1.2 Estudios mediante panel de genes

Los paneles de secuenciacion dirigida (TS) se centran en un grupo concreto de
regiones genomicas y tienen menos carga de datos en cuanto al nivel de
bioinformatica o demanda computacional, lo cual simplifica la interpretacién de los
datos con una excelente profundidad de cobertura (229-233). El proceso de
secuenciacion de regiones especificas incluye el diseiio de conjuntos especificos
de sondas/cebadores para enriquecer las regiones de interés utilizando métodos de
hibridacion o amplificaciéon. La captura por hibridacion utiliza sondas de
oligonucledtidos biotinilados para capturar las regiones de interés, mientras que la
amplificacion utiliza PCR para el enriquecimiento de las regiones objetivo (Figura
13). Los paneles TS se centran entonces en un numero seleccionado de genes de
interés para la investigaciéon, el diagndstico, el prondstico y la supervision del

tratamiento de patologias humanas (233).
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Enriquecimiento
de las regiones Secuenciacion Analisis de datos Interpretaciony
de interés aplicacion
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Figura 13. Diagrama de los pasos generales que se hacen en un experimento de NGS con
captura por hibridacion. En primer lugar, se realiza la extraccion y el aislamiento de acidos
nucleicos en muestras de diferentes tipos (sangre, células, tejidos). A continuacion, se
prepara la biblioteca, que incluye la fragmentacién, la reparacién de extremos y la adicién
de adaptadores a los fragmentos de acidos nucleicos. El enriquecimiento de la region de
interés es fundamental al realizar la secuenciacion dirigida para enriquecer los genes de
diana. Para la secuenciacion, la eleccion correcta de la plataforma, asi como el nUmero de
muestras por ciclo, la longitud de lectura deseada, el nivel de cobertura del ensayo y el uso
de lecturas paired-end o simples, son factores criticos que influyen los resultados. Por
ultimo, se aplican métodos de analisis bioinformatico que incluyen el alineamiento, la
identificacion de variantes y los analisis terciarios, para su posterior interpretacion y

aplicacion. Tomada y adaptada de (233).

En la investigacion de fenotipos éseos, los paneles TS han sido muy usados, sobre
todo para la identificacion de variantes genéticas raras relacionadas con trastornos
esqueléticos (234). Un ejemplo de ellos es el trabajo realizado por Harrington y
colaboradores en 2021, quienes utilizaron un panel de genes asociados con Ol y
con el metabolismo 6seo, en una cohorte de 87 nifios con un alto indice de fracturas
de huesos largos y vertebrales, encontrando variantes patogénicas en los genes
COL1A1 o COL1A2 en el 69% de los niflos que presentaban caracteristicas
extraesqueléticas de Ol. Ademas, en nifios sin caracteristicas extraesqueléticas, 14
de 70 (20%) presentaron variantes patogénicas, de las cuales 7 eran variantes en
COL1A1, y las 7 variantes restantes en genes relacionados con la funcion o la
senalizacion osteoblastica (PLS3, SP7, LRP5, WNT1) (235). En otro estudio
realizado por Zhao y colaboradores en 2023, haciendo uso de un panel TS, en una
muestra de tres pacientes adultos con fenotipo HBM y/o con engrosamiento éseo.
En este estudio, los tres casos presentaron nuevas mutaciones missense en el gen

LRP5: una mutacioén en el exén 3 (¢.586 T > G, p.Trp196Gly) del primer paciente y
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una mutacién en el exon 20 (¢.4240C > A, p.Arg1414Ser) de los otros dos pacientes.
El panel TS incluyé 14 genes conocidos asociados a Ol y 708 genes mas
relacionados con otros trastornos &seos, como el raquitismo congénito,
enfermedades del cartilago y la osteosclerosis, comprendiendo un total de 9712
exones (236). Estos y otros trabajos realizados en el campo del hueso (237-239)
respaldan la utilidad de las aproximaciones usando paneles TS para ampliar la

comprensidon que tenemos acerca de los trastornos esqueléticos.
3.2 Estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)

Los estudios de asociacion han sido una herramienta poderosa para identificar
genes implicados en enfermedades complejas. Tales estudios consisten en
establecer una asociacién entre la frecuencia genética o alélica de una variante y el
fenotipo estudiado. Estos se distinguen en funcién de si el fenotipo estudiado es
categorico (como la fractura, por ejemplo) o cuantitativo (como la DMO). En el primer
tipo, se lleva a cabo un estudio de asociacion de casos y controles, en el que se
comparan las frecuencias genotipicas o alélicas de una variante entre los dos
grupos. En el caso de los rasgos cuantitativos, se utilizan modelos de regresion
linear o mixta. En los estudios de asociacion, el tamafo de la muestra, la
estandarizacién del fenotipado y el genotipado, y la poblacion elegida son factores

muy importantes (240).

Dentro de los estudios de asociacion, destacan los estudios del genoma completo
o GWAS. Los GWAS permiten buscar variantes genéticas comunes, conocidas
como polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), que estan asociadas con rasgos
complejos como la DMO vy el riesgo de fractura (241,242). Debido al numero de
pruebas estadisticas y correcciones realizadas en estos estudios, y al pequefo
efecto de cada variante en enfermedades complejas, se necesitan cohortes muy
grandes para obtener resultados significativos. Esto se ha conseguido con los meta-
analisis GWAS, en los que se reunen diferentes estudios con el objetivo de
aumentar el tamafo de la muestra. El aumento de la potencia estadistica permite
estimar el efecto de las variantes genéticas individuales con mayor precision. Sin

embargo, las muestras grandes no necesariamente dan lugar a mas variantes
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asociadas, ya que cuando se aumenta el tamafo de la muestra, también aumenta
la heterogeneidad de la misma, lo que da lugar a la pérdida de asociaciones

especificas de la poblacion (243).

En el campo de la DMO y la osteoporosis, por ejemplo, se han realizado mas de 50
GWAS y meta-analisis, identificando mas de 500 genes asociados con diferentes
fenotipos 6seos. El primer estudio GWAS que utilizd diferentes parametros 6seos
como fenotipos (a saber, FN-DMO (DMO del cuello femoral), LS-DMO (DMO de
columna), TR-DMO (DMO trocantérica)), y riesgo de fractura, se publicé en 2007
(244). En este estudio, se genotiparon alrededor de 71.000 SNP autosémicos en
1.141 individuos y, aunque se encontré cierta significacion nominal, ninguno superé
las correcciones de pruebas multiples. Al afio siguiente, dos estudios simultaneos
identificaron genes como TNFRSF11B, LRP5, ESR1, RANKL, ZBTB40, con
variantes asociadas a una significacion gendémica (p < 5x10%®) para la DMO
(245,246). El primer meta-analisis importante fue publicado en 2009 por el consorcio
GEFOS (GEnetic Factors for OSteoporosis) e incluyé 19.195 muestras e identificd

13 nuevos loci asociados con DMO (247).

A pesar de todos estos enfoques, muchos genes que se han asociado
experimentalmente con hueso no han mostrado significacion genémica en estudios
con seres humanos. Esto indica que la técnica aun debe perfeccionarse, incluyendo
una mejora en los métodos de adquisicion de datos, en la homogeneidad de las
cohortes y teniendo en cuenta las variantes raras. El quinto articulo relacionado con
esta tesis doctoral (ver anexos), que ademas nos ha servido como trabajo previo
para la seleccion de los genes estudiados en el primer capitulo, permite tener una
vision mas detallada de los GWAS, asi como de los meta-analisis que se han

realizado en el campo del hueso.

Como lo hemos dicho, dado que los GWAS solo incluyen variantes comunes, las
variantes raras estan poco cubiertas. Las tecnologias de secuenciacion de ultima
generacion pueden ser utiles para identificar estas variantes raras. Con todo, para
disponer de la potencia estadistica suficiente para identificar estas variantes raras,

se requieren estudios con muestras de gran tamarfo. La secuenciacion del genoma
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completo (WGS), es una técnica que se ha usado para estudios que buscan
identificar variantes raras, ya que es capaz de generar un conjunto completo de
variantes en secuencias de ADN en lugar de basarse en los patrones de
desequilibrio de ligamiento para los marcadores (248). Para lograr un buen
rendimiento con esta aproximacion es necesario hacer WGS a gran escala. El WGS
tiene como objetivo evaluar el papel de la variacion genética de baja frecuencia
(MAF 1-5 %) y rara (MAF 1 %).

En el campo del hueso, el primer trabajo en el que se usé WGS en parte de la
cohorte para realizar un estudio de asociacion con la DMO fue realizado por
Styrkarsdottir y colaboradores en 2013, en una poblacién de 2.200 islandeses con
baja DMO (en el resto de la cohorte, es decir, 2.731 individuos con baja DMO vy
69.034 controles basados en la poblacion, el analisis se hizo por imputacion). En
este se identificé una variante rara nonsense (c.376C > T) en el gen LGR4, asociada
a una baja DMO y a un alto riesgo de fracturas (249). Otro estudio que incorporé
imputacién de datos obtenidos por WGS y WES identificé dos nuevas variantes no
codificantes de baja frecuencia asociadas con la DMO cerca de los genes ENT1y
WNT16 en un total de 53.236 sujetos. En dicho estudio se descubrié que el SNP
(2914.2, rs11692564[T], MAF = 1,7 %) cerca de EN1 tenia un efecto mayor que las
variantes comunes de la DMO de columna lumbar previamente descritas, y también
se asocioé con un bajo riesgo de fractura (125). Asimismo, el otro SNP de este
estudio (rs148771817[T], MAF = 1,1 %), cercano a WNT16 también mostré una

asociacion significativa con la DMO (250,251).

Otra alternativa frente a la falta de cobertura de variantes raras que presentan los
GWAS, son los métodos estadisticos de agregacion de variantes. Las pruebas de
agregacion agrupan multiples variantes raras dentro de una region genética (por
ejemplo, un gen, un conjunto de genes o loci gendmicos) para comprobar su
asociacion. Varios estudios que han utilizado estos métodos han identificado con
éxito variantes raras asociadas a rasgos y han permitido comprender mejor el
mecanismo subyacente de la enfermedad (252,253). Los métodos de agregacié

exploran la relacion entre un rasgo y numerosas variantes dentro de una regién
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gendmica, lo cual puede mejorar la potencia estadistica y, por lo tanto, la
interpretabilidad biolégica. En este enfoque, numerosas variantes genéticas se
combinan dentro de un unico puntaje de agregacion. Este puntaje de agregacion se
utiliza posteriormente para las asociaciones de rasgos, en lugar de evaluar cada
marcador por separado. En esta aproximacion se aplica una prueba estadistica
univariante a los datos consolidados dentro de una cohorte, lo que aumenta las
sefales obtenidas y la potencia del estudio. El modelo estadistico general en el que
se basan la mayoria de las pruebas de agregacién asume que n individuos se han
sometido a secuenciacidén para una region genética concreta (por ejemplo, genes,

WES, WGS, vias) que contiene p variantes (254).

Dentro de los métodos estadisticos que existen para las pruebas de agregacion de
variantes encontramos: el Burden test, que agrega variantes en puntuaciones
genéticas y tiene mucha potencia cuando una gran proporcion de variantes son
causales y los efectos van en la misma direccion; los Burden test adaptativos, que
utilizan ponderaciones o umbrales adaptables a los datos y son mas robustos que
los Burden test permitiendo mejorar la interpretacién de resultados; las pruebas de
componentes de varianza, que permiten analizar la varianza residual de efectos
genéticos y son potentes en estudios de variantes que aumentan el rasgo asi como
de variantes que lo disminuyen, o de una pequefia fraccion de variantes causales;
los Omnibus tests, que combinan los Burden test con las pruebas de componentes
de varianza y son mas robustos con respecto al porcentaje de variantes causales y
la presencia de variantes que aumentan y disminuyen los rasgos; ademas tienen
mayor potencia cuando una proporcion muy pequefia de variantes son causales
(255,256).

4. Estudios funcionales

Una vez identificada una mutacion putativa que causa o contribuye a la enfermedad,
es necesario corroborar el hallazgo mediante estudios funcionales. En las
enfermedades monogénicas, los estudios funcionales son mas sencillos, ya que el
efecto de la variante es mayor. Sin embargo, en enfermedades complejas como la

osteoporosis, el efecto de una sola variante es menos evidente y se requieren
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aproximaciones robustas para dilucidar los mecanismos genéticos que subyacen a
ella. En esta ultima seccién abordaremos, de manera general, los estudios

funcionales que se realizaron durante el desarrollo de esta tesis.
4.1 Aproximaciones in silico

Las herramientas in silico nos permiten evaluar el posible efecto de variantes
genéticas para predecir su impacto potencial y priorizarlas para su posterior
validacion funcional. Estas herramientas, asi como los recursos en linea
disponibles, nos permiten predecir el impacto de las variantes genéticas a nivel de
ADN, ARN o proteinas (257,258). Por ejemplo, el repositorio de datos exdnicos Exac
(Exome Aggregation Consortium), ahora extinguido y contenido en el de datos
gendmicos gnomAD (Genome Aggregation database), que cuenta con los datos de
numerosos individuos y permiten conocer la frecuencia de variantes raras y calcular
el grado de intolerancia genética a las variantes para cada gen (257). O también las
diversas herramientas de predicciéon de patogenicidad, como CADD (Combined
Annotation Dependent Depletion) (259), SIFT (260) o Polyphen-2 (261) (los cuales
se basan en informacién de secuencia o estructura para predecir cambios a nivel
proteico y distinguir si el cambio de aminoacidos es neutro o causante de
enfermedad), que utilizan aproximaciones de machine learning para evaluar la

patogenicidad de variantes en regiones codificantes y no codificantes.

Ademas, existen servidores tales como Maestro web server de la Universidad de
Salzburgo (https://pbwww.services.came.sbg.ac.at/maestro/web/maestro/workflow)
para predecir si una variante afecta la estabilidad de la proteina, utilizando los
modelos proteicos tridimensionales obtenidos directamente de Alphafold (262) o de

visualizadores como Chimera (263).

Finalmente, para ampliar el abanico de herramientas web que estan disponibles
para el estudio de enfermedades dseas, la Federacion Internacional de Sociedades
Musculoesqueléticas (IFMRS) ha creado un portal de conocimiento (MSK-KP) con
el objetivo de integrar toda la informacién disponible sobre enfermedades
esqueléticas, incluyendo GWAS vy fenotipos 6seos en ratones KO, para facilitar la
priorizacion de genes con funciones importantes (264).
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4.2 Aproximaciones in vitro

Los ensayos in vitro constituyen una aproximacion muy util para evaluar el papel
que las variantes genéticas cumplen en el desarrollo de patologias humanas. En
concreto, en el campo de los trastornos musculoesqueléticos, el uso de lineas
celulares tales como Sa0S-2 (Identificador Cellosaurus
(https://www.cellosaurus.org/index.html), CVCL_0548. Derivadas del osteosarcoma
primario de una nifia caucasica de 11 afos en 1973; permiten estudiar el linaje
osteoblastico); U-20S (CVCL_0042. Derivadas en 1964 de un sarcoma
moderadamente diferenciado de la tibia de una paciente caucasica de 15 afos;
permiten estudiar el linaje osteoblastico); THP-1 (CVCL_0006. Linea celular
monocitica humana derivada de un paciente con leucemia monocitica aguda;
permite estudiar el linaje osteoclastico); MG-63 (CVCL_0426. Aisladas del hueso de
un paciente caucasico de 14 afos con osteosarcoma; permiten estudiar el linaje
osteoblastico); ROS 17/2.8 (CVCL_0508. Derivadas de osteosarcoma de rata;
permiten estudiar el linaje osteoblastico); RAW 264.7 (CVCL_0493. Aisladas de un
tumor de ratdn inducido por el virus de la leucemia murina de Abelson; permiten
estudiar el linaje osteoclastico); MC3T3 (CVCL_0D74. Derivadas de la calvaria de
raton; permiten estudiar el linaje osteoblastico); o de cultivos primarios de
fibroblastos de pacientes para la generacién de iPSC, es muy comun ya que
permiten dilucidar la funcién biolégica de variantes genéticas raras encontradas
mediante predictores in silico o en pacientes con patologias esqueléticas a través
del uso de NGS. Los estudios in vitro comprenden una amplia variedad de
experimentos que buscan obtener el modelo celular adecuado que van desde
mutagénesis dirigida utilizando plasmidos bacterianos que se transfectan en las
células, hasta ediciones genéticas de las mismas células mediante el uso de
herramientas como CRISPR/Cas9 (265-271). Los ensayos experimentales se
disefian de forma especifica al proceso que se quiere estudiar, analizando, por
ejemplo, biomarcadores a través de técnicas como PCR cuantitativa (qPCR),
western blot, inmunotinciones, entre otras. Teniendo en cuenta los experimentos

realizados durante el desarrollo de esta tesis, presentaremos de forma breve dos
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de estas aproximaciones: Ensayo de gen reportero luciferasa y cultivos celulares

tratados con medio condicionado.
4.2.1 Genes reporteros: ensayo de luciferasa

Los reporteros genéticos se utilizan como indicadores para estudiar la expresion
geénica y las cascadas de sefializacién asociados a ella. Se emplean ampliamente
en la investigacién farmacéutica y biomédica, asi como en biologia molecular y
bioquimica. Normalmente, (en la forma mas simple del sistema) un gen reportero se
clona bajo el control de una secuencia reguladora de interés en un vector de
expresion que posteriormente se transfecta en las células. Tras la transfeccion, se
analiza la expresion del reportero en las células midiendo directamente la propia
proteina reportera o su actividad enzimatica (Figura 14). Un buen gen reportero
puede identificarse facilmente y medirse cuantitativamente cuando se expresa (en
el organismo o las células de interés). Ejemplos notables son la GFP (green
fluorescent protein) y el gen de la luciferasa, que utilizan la emisioén de luz y permiten
una cuantificacion directa de la expresion génica. En particular, el gen de la
luciferasa codifica la enzima luciferasa (de la luciérnaga Photinus pyralis), que
genera oxiluciferina, PPi, CO2 y una senal luminiscente facil de cuantificar en

presencia del sustrato luciferina, O2 y ATP (272-274).

D-Luciferina

HO | NS N COOH
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\>
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Figura 14. Reaccion quimica llevada a cabo por la enzima luciferasa, en la que se genera

luz a partir del reactivo D-luciferina. Tomada y adaptada de (274)

Nuestro grupo de investigacion ha hecho validaciones funcionales de variantes
genéticas utilizando ensayos de luciferasa. Uno de los trabajos en los que hemos
usado este tipo de aproximaciones es el realizado por Martinez-Gil y colaboradores
en 2020 en el que, utilizando un ensayo de gen reportero luciferasa, especifico para
la via Wnt/B-catenina, lograron determinar que las variantes p.Ala41Thr,
p.Tyr74Phe, p.Arg120Leu y p.Ser157lle del gen DKK1 disminuyeron su capacidad
inhibitoria en comparacion con el gen WT. Estas variantes fueron previamente
encontradas asociadas con BMD, en diferentes estudios realizados por otros y por
nuestro grupo de investigacion (136). Este trabajo demuestra la utilidad de esta
técnica para la validaciéon funcional de variantes en genes implicados en funciones
reguladoras, asi como para la evaluacion de variantes en proteinas de una via que

acaba modificando la expresién génica en el nucleo.

4.2.2 Cultivos celulares tratados con medio condicionado

El término “medio condicionado” (CM) se refiere al enriquecimiento de la fase liquida
de un entorno de cultivo celular con el secretoma del (otro) tejido cultivado. La
composicion de este medio se ve afectada por diversos factores del microambiente
del cultivo celular, incluida la inhibicién del contacto celular, la agregacion celular, la
capacidad de crecimiento y diferenciacion celular y los parametros fisico-quimicos
(275-277).

El CM se fabrica, envasa, congela y transporta facilmente (Figura 15). La esterilidad
de laboratorio es necesaria en la etapa de produccion y aplicacion del CM a los
cultivos celulares. Ademas, el CM se produce en condiciones controladas de
laboratorio para permitir la inspeccidén de su composicion. Asimismo, para producirlo
no es necesario esperar a que las células alcancen cierta madurez, ya que el
secretoma se empieza a conformar algunas horas después de que las células estan
en cultivo, haciendo posible, también, obtenerlo varias veces a partir del mismo

cultivo celular. Sin embargo, se debe ser muy cuidadoso con el numero de pases
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de las células evitando su senescencia, asi como con las condiciones del cultivo

para garantizar que haya homogeneidad en el secretoma (275,276).

Lineas celulares o =
cultivo primario

Expansion de las Recoleccion del
células en medio

cultivo —_— condicionado
> | ﬁ | >

T TTTT
T
L \/

Figura 15. Representacion esquematica de la produccidon y obtencion de medio
condicionado (CM). El medio colectado se puede criopreservar o utilizar inmediatamente

en cultivos celulares o, incluso, en terapias clinicas. Tomada y adaptada de (275)

En el campo del hueso, varios estudios se han llevado a cabo utilizando medio
condicionado de condrocitos, osteoclastos, macréfagos y monocitos. En los trabajos
realizados por Gémez-Camarillo y colaboradores en 2009 (278) y Lépez-Ruiz y
colaboradores en 2013 (279), se utiliz6 CM de condrocitos desdiferenciados para
tratar condrocitos sanos y osteoartriticos en un sistema de cultivo 3D. Los resultados
obtenidos permitieron demostrar que el CM de condrocitos desdiferenciados
aumenta la tasa de proliferacién y la viabilidad, tanto de los condrocitos sanos como
de los osteoartriticos, asi como la producciéon de proteinas de la matriz de los

concrocitos osteoartriticos.

Por otro lado, se ha demostrado que el CM de osteoclastos, cuando se cultiva con
osteoblastos primarios (280), aumenta la actividad de la ALP y la mineralizacion, y
potencia la diferenciacién osteogénica de las MSC (Mesenchymal stromal cells)
(281). Autores como Matsuoka y colaboradores (2014) y Kreja y colaboradores
(2010), observaron que el CM, suplementado con antagonista de C3aR, disminuyd
la actividad de la ALP de los osteoblastos (280) y, cuando se suplementé con
anticuerpo anti PDGFR, redujo la quimiotaxis de las MSC (281). En otros estudios,

se observo que el CM obtenido de macrofagos derivados de la médula ésea (BMM),
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de células RAW264.7 y de células monociticas CD14+, mejoraron la migracion de
osteoblastos, asi como la mineralizacion y migracion de células preosteoblasticas
MC3T3-E1. Estos resultados se vieron reforzados por el CM de células previamente
estimuladas con RANKL vy cultivadas en plastico o en hueso (252,282). Kim y
colaboradores en 2012 (282) también observaron que el CM de células RAW264.7,
previamente transfectadas con siRNA afamina, reducia la migracion de
preosteoblastos. Estos estudios demuestran el uso de aproximaciones
experimentales que utilizan CM para evaluar funciones biolégicas y metabdlicas en

células dseas (253).

Dado que proteinas como RANKL, SEMA4D, CTSK, entre otras, que cumplen un
papel importante en el remodelado 6seo, son secretadas al medio extracelular, el
uso de CM de cultivos de osteoblastos, osteoclastos u osteocitos resulta muy util
para evaluar, por ejemplo, el efecto que tienen variantes encontradas en estas
proteinas sobre el remodelado 6seo y, por tanto, su relacion con trastornos

esqueléticos.

65



66



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

67



HIPOTESISY OBJETIVOS ||

68



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Para el desarrollo de esta tesis nos hemos planteado las siguientes hipotesis:

1.

Las variantes genéticas raras en genes asociados con varios fenotipos 6seos
monogénicos, en particular la osteogénesis imperfecta (Ol), podrian
contribuir al desarrollo de valores extremos de DMO en cohortes
poblacionales de mujeres posmenopausicas (como la cohorte BARCOS).
La hipoplasia dérmica focal (FDH), causada principalmente por variantes
genéticas en el gen PORCN, es probablemente una causa monogénica poco
reconocida de LBM debida a una sefializacion defectuosa de la via de Wnt.
Variantes en SEM4AD, TBX18, PTCH1, PTK7, o ADGRES5 podrian ser las
causantes del fenotipo de un caso familiar de displasia 6sea esclerosante
caracterizado por lesiones 6seas lucentes y HBM.

El fenotipo éseo de la enfermedad de Gaucher tipo 1 (EG1) puede estar
causado por un desbalance en el remodelado 6seo, favoreciendo la

activacion de osteoclastos y, por tanto, la resorcién ésea.

Para probar nuestras hipétesis, definimos dos objetivos generales subdivididos en

objetivos especificos mas pequenos:

Objetivos generales:

1.

Analizar las bases genéticas que subyacen a trastornos esqueléticos con
baja masa 6sea como la osteoporosis posmenopausica (OP), o casos de
displasia esquelética familiar, mediante el uso de técnicas de secuenciacion
de nueva generacion tales como WES y panel de genes por captura dirigida.
Estudiar las implicaciones funcionales de variantes genéticas raras
asociadas a trastornos esqueléticos con alta masa 6sea y de otras patologias
con fenotipo 6seo como la enfermedad de Gaucher tipo 1 (EG1), mediante
ensayos in vitro y a través de la generacion y caracterizacion de modelos

celulares.

Objetivos especificos:

1.

Para desarrollar el objetivo general 1:
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a. Disefiar un panel de genes implicados en Ol u otras displasias 6seas y
llevar a cabo una captura y secuenciacion masiva de éstos en una
seleccion truncada de casos de la cohorte BARCOS con valores de DMO
extremos.

b. Analizar un caso clinico de displasia esquelética no diagnosticada
asociada con LBM y multiples fracturas por fragilidad, a través de
secuenciacion WES.

2. Para desarrollar el objetivo general 2:

a. Realizar estudios estructurales y de estabilidad proteica de cinco
variantes de cambio de aminoacido en los genes SEM4AD, TBX18,
PTCH1, PTK7, y ADGREDS5, priorizadas tras un analisis WES en una
familia con displasia 6sea esclerosante.

b. Validar funcionalmente la variante p.Arg349GIn encontrada en el gen
TBX18, mediante ensayos de gen reportero luciferasa.

c. Validar funcionalmente la variante p.Val212Met encontrada en el gen
SEMA4D, a través del cultivo de una linea celular osteoblastica tratada
con medio condicionado de células HEK que expresan establemente la
proteina semaforina wt y mutada.

d. Generar y caracterizar un modelo celular osteoblastico y otro
osteoclastico de la enfermedad de Gaucher, noqueando el gen Gbat

mediante el uso de la técnica CRISPR/Cas9.
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CAPITULO 1: APROXIMACIONES GENOMICAS PARA EL ESTUDIO DE
VARIANTES GENETICAS RARAS RELACIONADAS CON TRASTORNOS
ESQUELETICOS CON BAJA MASA OSEA.

Articulo 1

Identifying rare variants in genes related to bone phenotypes in a cohort of

postmenopausal women.
Resumen:

Se identificaron variantes genéticas raras en genes previamente descritos como
implicados en trastornos 6seos monogénicos en mujeres posmenopausicas,
divididas en dos grupos segun los valores extremos de densidad mineral 6sea
(DMO) y los Z-scores de la columna lumbar (LS). Una variante patogénica en el gen
COL1A2, hallada en una mujer con baja DMO, destaca la superposicion entre la
osteogénesis imperfecta y la osteoporosis, que podrian compartir su etiologia
genética. Otras variantes no se asociaron claramente con la DMO extrema, lo que
sugiere que la contribucién de las variantes raras a la osteoporosis posmenopausica
es escasa. Aqui evaluamos si los valores extremos de densidad mineral Gsea
(DMO) en una cohorte poblacional de mujeres posmenopausicas (BARCOS) podian
estar determinados por variantes genéticas raras en genes relacionados con
trastornos 6seos monogeénicos. Para ello, se diseid un panel de 127 genes
relacionados con diferentes fenotipos esqueléticos. Se realizd una secuenciacion
masiva por captura dirigida de estos genes en 104 muestras de ADN de las mujeres
de la cohorte BARCOS que presentaron los Z-scores de LS mas altas (grupo HZ) y
mas bajas (grupo LZ), con un rango de +0,70 a +3,80 y de -2,35 a -4,26,
respectivamente. Las variantes 5’UTR, 3’'UTR, de regiones de splice, missense,
nonsense y pequenos indels con MAF < 0,01 se anotaron con CADD versién 1.6 y
se consideraron en el analisis. Tras filtrar las variantes con CADD > 25 y presentes
solo en uno de los grupos (LZ o HZ), se detectaron seis variantes, la mayoria de las
cuales (5/6) se encontraban en el grupo LZ en los genes TCIRG1, COL1A2,
SEC24D, LRP4 y ANOS, mientras que solo una, en el gen LMNA, se encontraba en

el grupo HZ. Segun la base de datos ClinVar, la variante COL1A2, causante de una
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forma recesiva de osteogénesis imperfecta, se describe como patéogena, mientras
que las demas variantes se consideran de significado incierto (VUS). La variante
identificada en COL71A2 en una mujer del grupo LZ destaca la superposicion
genética entre enfermedades monogénicas como la osteogénesis imperfecta y
enfermedades complejas como la osteoporosis. Sin embargo, las demas variantes
no se asociaron claramente con la DMO extrema, lo que sugiere que la contribucion

de las variantes raras a la osteoporosis posmenopausica es escasa.

Referencia:

Patifno-Salazar JD, Ovejero D, Gabernet M, Martinez-Gil N, Alcaide-Consuegra E,
Mellibovsky L, Nogués X, Grinberg D, Balcells S, Rabionet R, Garcia-Giralt N.
Identifying rare variants in genes related to bone phenotypes in a cohort of
postmenopausal women. Osteoporos Int. 2025 Apr;36(4):637-644. doi:
10.1007/s00198-025-07413-4
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Abstract

Summary Rare genetic variants in genes previously described to be involved in bone monogenic disorders were identified
in postmenopausal women split into two groups according to extreme bone mineral density (B MD) values and lumbar spine
Z-scores. A pathogenic variant in COLIAZ2 gene found in a woman with low BMD highlights the overlap between osteogen-
esis imperfecta and osteoporosis, which may share their genetic etiology. Other variants were not clearly associated with the
extreme BMD, suggesting that there is little contribution of rare variants to postmenopausal osteoporosis.

Purpose We aimed to evaluate whether extreme values of bone mineral density (BMD) in a population-based cohort of post-
menopausal women (BARCOS) could be determined by rare genetic variants in genes related to monogenic bone disorders.
Methods A panel of 127 genes related to different skeletal phenotypes was designed. Massive sequencing by targeted capture
of these genes was performed in 104 DNA samples from those women of the BARCOS cohort that exhibited the highest (HZ
group) and lowest (LZ group) LS Z-scores, ranging from +0.70 to+ 3.80 and from— 2.35 to— 4.26, respectively. 5’UTR,
3'UTR, splice region, missense, nonsense, and short indel variants with MAF < 0.01 were annotated with CADD version
1.6 and considered in the analysis.

Results After filtering those variants with CADD > 25 and present only in one of the groups (either LZ or HZ), six variants
were detected, most of which (5/6) wer in the LZ group in TCIRG!, COLIA2, SEC24D, LEP4, and ANO 5 genes, while
only one, in the LMNA gene, was in the HZ group. According to the ClinVar database, the COLIA2 variant, causative of a
recessive form of osteogenesis imperfecta, is described as pathogenic, while the other variants are considered of uncertain
significance (VUS).

Conclusion The variant identified in COLIA2 in a woman from the LZ group highlights the genetic overlap between mono-
genic diseases such as osteogenesis imperfecta and complex diseases like osteoporosis. However, the other variants were
not clearly associated with the extreme BMD, suggesting that there is little contribution of rare variants to postmenopausal

osteoporosis.

Keywords Bone mineral density - COLJA2 - Osteoporosis - O steogenesis imperfecta - Rare variants
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Introduction

Osteoporosis (OP) is a disease characterized by a reduc-
tion of bone mineral density (BMD]) that is associated
with skeletal fragility. OP is especially prevalent in post-
menopausal women, in whom estrogen decline constinites
the most important factor for the accelerated loss of bone
mass. Other important risk factors for postmenopausal
osteoporosis include advanced age, genetics, smoking, and
low body weight, in addition to many diseases and drugs
that impair bone health [1-3].

In the last decade, numerous genome-wide associa-
tion studies (GWAS) have been conducted as a strategy to
identify new genes and variants associated with complex
diseases. In the field of OP, a number of GWAS have been
performed to determine gemetic association with BMD
and osteoporotic fractures [3]. Initial GWAS studies have
identified more than 50 loci associated with BMD [4-&].
Some of these loci correspond to genes involved in skeletal
disorders other than OP, such as osteogenesis imperfecta
(OI).

Although OP is a common complex disease and OI
is a monogenic rare disease, both conditions are associ-
ated with bone fragility and increased fracture risk, even
though the severity is usually much higher in OI [9].
Therefore, the fact that both disorders share several clini-
cal features poses a diagnostic challenge for some mild
forms of OI or severe OP. In fact, variants in genes such
as COLIAI and COLIA2 have been associated with both
dizorders [10-12] suggesting that some rare variants in OI
genes might contribute importantly to the pathophy siology
of—or even be responsible for—some cases of postmeno-
pausal osteoporosis.

In this study, we aimed to evaluate whether rare genetic
variants in genes associated with several bone phenoty pes,
particularly OI, could contribute to the development of
extreme BMD values in patients without clear features of
skeletal monogenic disorders. To do so, we investigated
the presence of rare genetic variants in selected genes in
a subset of women with the highest and the lowest lumbar
spine (L8} Z-score values in a population-based cohort of
postmenopausal women from the Barcelona area (BAR-
COS cohort).

Materials and methods
Study participants

The BARCOS cohort has been previously described [13,
14]. In short, it is a cross-sectional population-based

&) Springer

cohort that includes unselected postmenopausal women
from the Barcelona area, without known mineral meta-
bolic disorders, except for potential primary postmeno-
pausal osteoporosis. BMD was measured (g/em?) in the
lumbar spine (LS) (L1-L4) and the non-dominant femoral
neck (FN) using dual-energy X-ray absorptiometry (DXA;
Hologic QDR 4500 5L, Hologic, Waltham, Mass}. In our
center, the technique has an in vivo coefficient of variance
(CV) of 1.0% for the LS and 1.65% for the FN measure-
ments. All participants underwent a baseline DXA and
collection of a series of clinical variables. In addition,
most had blood drawn for DNA extraction. Informed con-
sent was obtained from all the participants. For this study,
LS Z-scores were ordered from the highest to the lowest
values. Two groups were created according to the high-
est and lowest Z-score values from the cohort (HZ and
LZ groups, respectively). LS DXA images were carefully
examined by an expert clinician to exclude those DXA
exams with artifacts. Bioethical approval was granted by
the Institutional Review Board of Universitat de Barcelona
(IRB00003099).

Candidate gene selection

A literature-based selection of 127 BMD-elated genes, cor-
responding to 0.5 Mb of exonic regions, was used in the
design of a Roche KAPA Hyper Choice custom-capture
kit. Genes were prioritized based on their relation to OI or
OP as follows: First, genes with reported pathogenic vari-
ants causing OI or other bone-related diseases [15-21], and
these were completed with genes associated with BMD in
the GWAS studies from Morris et al. [8] and Estrada et al.
[5] (supplemental table S1}.

Sequencing analysis and genetic variant
prioritization

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leuko-
cytes using the Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Madison, WI, USA), according to the manufac-
turer’s instructions. Library preparation and sequencing were
performed at CNAG facilities (Barcelona, Spain). Captured
fragments were sequenced in an Illumina NovaSeq 6000.
Reads were then aligned to the hg38 reference genome with
Burrows-Wheeler Alignment Tool (BWA-mem), duplicate-
marked, recalibrated, and sorted before calling variants with
the Genome Analysis Toolkit (GATK) haplotype caller (W4)
following GATK standard parameters. Quality-filtering fol-
lowing GATK recommended hard filters (https:/ gatk broad
institute .org/hc/en-usfarticles 36003589047 1-Hard-filtering-
germline-short-variants) was applied. Intergenic, intragenic,
intronic, upstream and downstream gene variants, as well
as synony mous variants were excluded. Finally, 5"UTR,

82



Osteoporosls International (2025) 36:637-644

RESULTADOS

639

3'UTR, splice region, missense, nonsense, and short indel
variants were annotated with Combined Annotation Depend-
ent Depletion (CADD) version 1.6 and considered in the
analysis.

Gene-Based Burden Testing

The Variant Call Format (VCF) file and a file containing
sample information were used as input files. Genotypes
that had > 5% of unavailable calls were filtered out, vari-
ants with 0 samples mutated were also excluded, and no
outlier samples were filtered by the number of mutations
nor the transversion/transition (tv/tr) ratio. In order to per-
form burden tests on the rare variants of the gene panel,
R script “rvGWAS_numeric_phenotype. R” was used. The
input files used were the output files from the quality control
script. To assess rare variants with pathogenic prediction,
variants were filtered out when the frequency of the vari-
ant was>0.01 and CADD score was lower than 15. Bayes-
ian rare variant Association Test using Integrated Nested
Laplace Approximation (BATI) [22].

Results
Patient characteristics

Among the 104 samples from the BARCOS cohort repre-
senting the truncated ends of the Z-score distribution (52
from each extreme), 3 samples with highest Z-score did not
pass the quality control. Finally, 49 samples belonging to
the HZ group (Z-score range 0.70-3.80) and 52 from the LZ
group (Z-score range —4.26 to— 2.35), were included in the
analysis. Clinical and densitometric characteristics of these
101 postmenopausal women are summarized in Table 1 and
Supplemental Table S2. Age and years since menopause
were not different between groups, while average body mass
index (BMI) was significantly lower in women from the LZ

group. As expected, more women from the LZ group had
sustained fragility fractures compared to the HZ subset.

Genetic findings

Two-hundred forty-five variants with a MAF<0.01
remained after filtering which belonged to 78 genes (data not
shown). Next, we selected those with the highest functional
scores (cutoff =25 in CADD), located within coding regions
and identified only in one of the groups (either LZ or HZ).
Finally, six variants were selected and looked for in the Clin-
Var (VarSome: the human genomic variant search engine)
[23] and in the Human Gene Muzation Database (HGMD ®),
in order to know their clinical classification (Table 2). The
main reason for the discrepancy between both databases
is the source they use to get the information: mainly clini-
cal laboratories for ClinVar and scientific publications for
HGMD. Interestingly, most of them (5/6) were present in
the LZ group (in genes TCIRGI, COLIA2, SEC24D, LRP4,
and ANOS), and only one was from the HZ group (in the
LMNA gene). According to the VarSome pathogenicity pre-
dictor, only variant p.Gly751Ser in COLIA2 is classified as
pathogenic and is associated with OI [24]; the other ones are
considered either of uncertain significance (VUS) or benign/
likely benign (in the case of the SEC24D variant). According
to HGMD, the COLIA2 variant is also classified as patho-
genic for OI; the variant in TCIRG1 is absent (although this
gene has been associated with osteoclast-rich osteopetrosis
[25]; the variant at LRP4 is classified as likely pathogenic
and is associated with 46XY disorder of sex development
[26] (although this gene has also been implicated in osteo-
sclerosis and high bone mass (HBM) [27]); the SEC24D
variant is classified as likely pathogenic and has been related
to OI [28]; the ANOS variant is classified as pathogenic and
is related to gnathodiaphyseal dysplasia [29]; and finally,
the LMNA variant, which is the only one identified in the
HZ subset, is classified as pathogenic and associated with
LMNA-linked congenital muscular dystrophy [30, 31].

Table1 Clinical characteristics

B i SR T z Patient characte ristics LZ group (n=52) HZ group (n=49)

ncck DXA values of the Mean Age (years) +SD 55.10+8.465 55346774

truncated BARCOS cobort Mean LS BMD +SD 0.628 +0072 1.170-£0.086***
Mean ENBMD +SD 0.624+0.121 0.875+0.115%*¢
Mean BMI+SD 25939+3976 20.115 +4.665%¢
LS Z-score +SD —2.689+0.350 1.328+£0.608***
EN Z-score +SD —1.228+0.929 1.06+0.890%**
Years since menopause (ycars)+SD 8.42+7.815 62146975
Individuals with fragility fracture, n (%) 16 (31%) 0 O%)***

t-test: ¥(p <0.05), **(p<0.01), ¥**(p <0.001)
BMD, bone mincral density (glcmz)'. BMI, body mass index (kdmz); LS, lumbar spine; FN, fmoral neck;

SD, standard deviation
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Table2 Rarc variants identificd in the truncated BARCOS cohort

Gene Associated Variant

Chromosome  MAF gno- CADD ClinVar

HGMD clas-  Sample LS Z-scom

bone pheno- location mAD classification  sification
ype (Varsome
30-8-24)
TCIRG! Osicopetrosis ¢ 2162 T>A chrll: 0.000309 k) | Vus Abscat LZ 52 426
p.(le721A8m) 68050180
COLIAZ O c2251G> A chrT: NiA 28.9  Pathogenic OI; Pathogenic LZ_50 —3.19
p-(Gly7518er) 94420604
SEC24D Ol/Cole- c.1576C =T chrd: 0.008910 28 Benign/likely  bone fragiliy LZ 32 -2.73
Carpenter p.(Leu326Phe ) 118752734 benign disorder;
syndrome likely patho-
genic
LRP¢ Osicosclerosiz ¢ 3660C > G chrll: 0.001088 204  VUS; Likely 46XY disor LZ 16 -243
HBM p.(Serl887Cys) 46850041 benign der of sex
develop-
ment; likely
pathogenic
ANOS  Cnathodia- c2411G>C chrll: NiA 289 VUS Limb-girdle LZ 08 -230
physzal p.(Cy=8048er) 22774744 muscular
dysplasia dystrophy;
pathogenic
LMNA  Muscular c1871G>A chrl: 0.000014 251  VUs Muscular HZ 48 370
dy strophy p-(Arg624His) 156133660 Diystrophy,
Emery-
Direifuss;
Pathogenic

OI, osteogenesis imperfecta; HBM, high bone mags; VUS, variant of uncertain significance

Table3 Results of BATI on genes involved in bone phenotype

BATI value
Gene/gene group Total mutations ADIC ACPO
LMNA 2 6.452 0,025
SOSTMI 2 2.705 0013
Ol-relaied genes 14 —1122 —0.016

ADIC Deviance Information Criterion difference; ACPO Conditional
Predictive Ordinate difference

The patient with the lowest LS Z-score of the cohort
{—4.26) carried the TCIRGI variant. Conversely, the
patient with the LMNA variant exhibited the second
highest LS Z-score (3.70: Table 2 and Supplemental
Table 52). Clinical data on the patient with the COLIA2
variant are presented in the next section.

Variant enrichment analysis (BATI/Burden Test) did
not identify any gene with an excess of variants in the LZ
samples (Table 3 and Supplemental Table 53). In particu-
lar, while only two genes had a positive ADIC (SQSTM,
LMNA), neither was close to the ADIC of 10 (standard
cutoff value, considered equivalent to a p-value of 0.001).

&) Springer

n.z 11.3-8
71y 77-56y

Fg.1 Pedigree of the family in which the p.{Gly731Ser) variant in
the COLIAZ pene was identified. Filled symbols corespond w0 fam-
ily members with known skeletal fragility. The armow identifies the
analyzed. The white symbols epresent family members for whom no
information is available (7). Despite the consanguinity of L1 and L2
(first cousing), the presence of osteoporosis in two generations sug-
gests a dominant pattern of inheritance, coinciding with the fact that
the possibly causal mutation is in heterozygosity

Clinical description of the patient
with the pathogenic variantin COL1A2

The COLIA2 p.{GlyT518er) variant, which has been related
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to OI, was identified in a 73-year-old woman (age at the
time of the current study: II.1 in Fig. 1) who presented with
densitometric osteoporosis without a history of fractures.
This woman has a family history of osteoporosis with fragil-
ity fractures (see pedigree in Fig. 1). She is the daughter of
consanguineous parents (cousins), both deceased (I.1 and
1.2). Her father (I1.2) had sustained a femoral fracture and
her younger sister (IL.2) is diagnosed and treated for very
severe densitometric osteoporosis without fractures. No data
is available from her other 6 siblings (I1.3—8). The proband is
married and has a 36-year-old son of whom no data is avail-
able. Unfortunately, none of the family members wanted to
be part of a further genetic study, so no additional genetic
data could be obtained.

Discussion

Here we aimed to identify rare genetic variants in a list of
candidate bone-related genes in order to broaden our under-
standing of the genetic complexity underlying a quantita-
tive bone trait such as BMD. For this purpose, an in-house
bone gene panel was designed and DNA samples from post-
menopausal women with extreme lumbar spine BMD values
and Z-scores were subjected to next-generation sequencing.
After filtering by predicted functionality, six genetic variants
were identified. The only one cataloged as pathogenic was a
heterozygous variant in the COLIA2 gene.

This variant, p.(Gly751Ser) in COLIA2, has been
reported previously. De Paepe et al. [24] identified it in two
sibs with severe osteogenesis imperfecta, who were homozy-
gous for the missense change, and in other family members
who were heterozygous and presented mild clinical mani-
festations of OI. Similar to our case, Spotila et al. [32] found
this same variant in heterozygosity in a woman with post-
menopausal osteoporosis. These cases evidence the pheno-
typic and genotypic overlap between osteoporosis and mild
osteogenesis imperfecta and point to the milder character of
the p.(Gly751Ser) variant in heterozygosis, which has been
consistently associated with osteoporosis rather than OI

Osteogenesis imperfecta (OI) is a phenotypically and
genetically heterogeneous skeletal dysplasia characterized
by bone fragility, growth deficiency, and skeletal deformity.
The most frequent mutations causing Ol are single-nucleo-
tide substitutions that replace glycine residues or exon splic-
ing defects in the COLIAI and COLIA2 genes that encode
the al(T) and a2(I) collagen chains. Mutant collagen is par
tially retained intracellularly, and after secretion, it assem-
bles in disorganized fibrils, altering mineralization. Alter
natively, truncating mutations lead to nonsense-mediated
mRNA decay and subsequent quantitative defects (about
50% reduction) of otherwise normal collagens. OI is char-
acterized by a wide range of clinical outcomes ranging from

mild forms of skeletal fragility (often related to quantitative
defects) to lethal phenotypes [33, 34]. The genetic spectrum
of OI includes at least 16 other genes, most of them playing a
pivotal role in synthesis, post-translational modification, and
processing of type I collagen. All of this heterogeneity leads
to a variety of inheritance patterns spanning from autosomal
dominant and recessive as well as X-linked recessive which
further complicate the disease classification and clinical
characterization [19, 35].

Another gene associated with OI for which we found a
rare variant is SEC24D, which encodes a component of the
COPII complex involved in protein export from the endo-
plasmic reticulum (ER). Mutations in this gene have been
associated with Cole-Carpenter syndrome, a recessive dis-
order affecting bone formation, resulting in craniofacial
malformations and bones that break easily, as well as a syn-
dromic form of osteogenesis imperfecta. Functional stud-
ies of fibroblasts from a Cole-Carpenter syndrome patient
displayed moderate accumulation of collagen in a signifi-
cantly enlarged ER, indicative of a collagen export defect.
The patient, a 7-year-old boy, had moderately reduced BMD
(—2.0 SD in a DXA whole body measurement), while the
BMD of his heterozygous carrier parents, measured by DXA
and peripheral quantitative computed tomography, was in
the normal age-adjusted range [28, 36]. The variant found in
our study, p.(Leu526Phe), is cataloged as likely pathogenic
in HGMD, but the fact that it is present in heterozygosity
would make the patient an asymptomatic carrier. Alterna-
tively, we might speculate that the variant, together with
other variants that may have gone undetected (such as sec-
ond mutation in SEC24D or in a SEC23A), might indeed
contribute to explain the low BMD (- 2.73) of our patient.
Further description of the BMD status of additional het-
erozygous carriers of this rare form of OI may help clarify
the involvement of SEC24D in low bone mass phenotypes.

The woman with the lowest LS Z-score of our cohort car-
ried the variant p.(Ile721Asn) in the T-cell immune regula-
tor 1 gene (TCIRG1), which encodes the o3 subunit of the
vacuolar ATPase proton pump involved in acidification of
the osteoclast resorption lacuna and in secretory lysosome
trafficking [37]. Mutations in this gene are mainly involved
in autosomal recessive osteopetrosis (ARO)—or exception-
ally in autosomal dominant osteopetrosis (ADO)—due to
the inefficient bone resorption by nonfunctional osteoclasts
[25, 38], and in this scenario, it is difficult to reconcile the
mutation in heterozygosity in our patient with her severe low
bone mass (LBM). Nevertheless, variants in TCIRGI have
been previously described in patients with LBM phenotype
which experienced atypical femoral fractures [16]. Addition-
ally, the p.(Ile721Asn) variant described here falls precisely
in the proton pumping channel of the protein [37], and it
is tempting to speculate that it might cause the channel to
remain permanently open, acidifying the osteoclast lumen
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space and increasing bone resorption. Functional assays
would be required to prove this hypothesis.

Another woman from the LZ group carried a missense
mutation in ANO35. Mutations in this gene are responsible for
gnathodiaphyseal dysplasia (GDD), a rare skeletal syndrome
characterized by osteopetrosis-like sclerosis of the long
bones and fibrous dysplasia-like cemento-osseous lesions
of the jaw bone. People with this condition have reduced
BMD which causes the bones to be unusually fragile. As
a result, they typically experience multiple bone fractures
during childhood, often from mild trauma or with no appar
ent cause [29]. The ANOS gene encodes a Ca**-activated
CI” channel involved in bone remodeling through the func-
tional regulation of osteoclasts. Interestingly, most of the
mutations in ANOS leading to anoctamin-5 deficiency, rep-
resenting loss-of-function, are causative of several forms
of limb-girdle muscular dystrophy (LGMDL2L), while
missense mutations in anoctamin-5 are causative of GDD
which follows an autosomal dominant mode of transmis-
sion, reflecting a gain-of-function phenotype. Significantly,
patients with LGMDL2L exhibit no pathogenic phenotype
related to the bone, which, conversely, is evident in patients
with GDD. Of note, the genetic variant reported in the pre-
sent study, p.Cys804Ser, was previously described in com-
pound heterozygosity in patients diagnosed with LGMD
instead of GDD. Our patient did not display characteristic
GDD features nor a clinical LGMD diagnosis, but had severe
osteoporosis (spinal T-score < — 3.5 associated with a couple
of postmenopausal fragility fractures). All things considered,
it is unlikely that the variant explains this low bone mass
phenotype. However, functional analyses and-or discovery
of additional carrier patients would be necessary to get a
definitive statement.

It is well known that alterations of the Wnt pathway have
profound effects on bone properties, both increasing bone
mass (HBM) or decreasing it (osteoporosis). LRP4 mediates
SOST-dependent inhibition of bone formation by facilitating
the inhibitory action of sclerostin on LRP5 [39]. It has been
demonstrated that missense mutations in LRP4 that prevent
its interaction with SOST, decrease the inhibitory function
of sclerostin in bone formation, generating an HBM pheno-
type [27, 40]. On the other hand, a Lrp4-deficient mutant
mice revealed shortened total femur length, reduced cortical
femoral perimeter, and reduced total femur bone mineral
content and BMD [41] suggesting that mutations in dif-
ferent domains of LRP4 may also have different effects on
BMD [42]. According to HGMD, the variant found in our
study was previously described as a secondary mutation in
a patient with 46, XY disorder of sex development [27] and
its putative contribution to the low bone density phenotype
of our patient is presently unclear [26].

Finally, the variant found in the LMNA gene in the only
woman with HBM might hardly explain her bone density
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phenotype. It is well known that mutations in this gene are
often associated with Emery-Dreifuss muscular dystrophy
(for which no bone density defects have been described)
[43] or premature aging syndromes (which typically lead
to skeletal deformities and/or osteoporosis through activa-
tion of non-canonical pathways of osteoclastogenesis) [31].
Most probably, other genetic variants are involved in the
HBM phenotype of our patient and this variant is a second-
ary finding.

The main limitation of this study is that the gene panel
was mostly focused on genes involved in low bone mass phe-
notypes rather than those associated with HBM since the pri-
mary aim was to describe rare variants related to OI enriched
inwomen with LBM. Therefore, mutations involved in HBM
are underrepresented in our HZ group as well as the problem
of studying recessive inheritance linked to the X chromo-
some only in the sample of women. Another limitation is
the number of samples whereby we could not obtain statisti-
cally significant differences in the burden test. An additional
limitation is that the lumbar spine was selected as the phe-
noty ping site instead of the total hip, the latter being more
reproducible in terms of BMD measurement. Unfortunately,
total hip BMD was not extensively measured in our center
at the time of DXA acquisition. However, the mean age of
our study population was 55 years, an age in which spinal
artifacts are not so common as in older individuals. In any
case, all DXA scans were reviewed by an expert clinician to
investigate the presence of artifacts. Also, in the early post-
menopausal period, alterations in BMD occur quicker at the
lumbar spine than at the hip [44], making it an adequate phe-
notyping site for the purpose of our study. Finally, the family
of the member carrying the COL1A2 variant was not willing
to collaborate for a genetic study and we could not reach a
conclusion about the implications of this variant in this fam-
ily. One strength of this study is that using extreme-truncate
selection designs could increase the power for detecting
genetic variants associated with BMD. It is demonstrated by
a previous GWAS performed by Duncan et al. (2011), where
they replicated 21 of 26 known BMD-associated genes and
additionally reported six new genes, most of them included
in our gene panel [45]. Unlike the study by Duncan et al.
which used a GWAS approach, we focused on sequencing a
selected gene panel in order to identify rare genetic variants.
Hence, both studies are complementary and contribute to
deciphering the BMD genetics in postmenopausal women.

Conclusion

In this study, we identified rare genetic variants in genes
previously described to be involved in bone monogenic
phenotypes, in postmenopausal women split into two
groups according to extreme BMD values and lumbar spine
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Z-scores. The variant identified in COLIA2 in a woman in
the LZ group highlights the overlap between monogenic dis-
eases such as osteogenesis imperfecta and complex diseases
such as osteoporosis, which may share their genetic etiology.
However, overall, we did not observe an enrichment of rare
OI variants in the low BMD group, and except for the patho-
genic variant in COLJA2, the variants could not be clearly
associated with the bone density phenotype of these women,
suggesting that there is little contribution of rare variants to
postmenopausal osteoporosis.
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Supplemental Table 1: Bone-related genes included in the gene panel

GENE GENE FULL GENE
NAME SYNONYM(S) NAME* ENSEMBL GENE ID | CHROMOSOME LOCATION
OSTEOGENESIS IMPERFECTA GENES
Boiemoplivgensts Chromosome 8: 22,165,140-
BMP1 BMP-1, PCOLC protein 1 ENSG00000168487 22,212,326 forward strand -
GRCh38:CM000670.2
Chromosome 17: 50,184,101-
COLIAI on C°”agef gﬁ’? TAlpha | £\1G00000108821 50,201,632 reverse strand -
H GRCh38:CM000679.2
Collagen Type 1 Algha Chromosome 7: 94,394,895-
COL142 Ol4 2 Chain ENSG00000164692 94,431,227 forward strand -
GRCh38:CM000669.2
CAMP Responsive Chromosome 11: 46,277,662
CREB3LI OASIS Element Binding ENSG00000157613 46,321,409 forward strand -
Protein 3 Like 1 GRCh38:CM000673.2
P 5 Chromosome 3: 33,114,014-
CRTAP CASRP%RE“' Camlal%foésifl°°'at°d ENSGO00000170275 | 33,147,773 forward strand -
GRCh38:CM000665.2
FKBP6, FKBP6S,
FLJ20683, FKBP Prolyl Chromosome 17: 41,812,680-
FKBPI10 FLJ22041, TsGierase 10 ENSG00000141756 41,823,213 forward strand -
FLJ23833, GRCh38:CM000679.2
hFKBPG65
Interferon Induced Chromosome 11: 298,200-
IFITMS }ilf;fl' ?j{; 4l | Transmembrane | ENSG00000206013 299,526 reverse strand -
” Protein 5 GRCh38:CM000673.2
KDEL Endoplasmic Chromosome 7: 6,445,953
KDELR?2 ELP-1, ERD2.2 Reticulum Protein ENSG00000136240 6,484,190 reverse strand -
Retention Receptor 2 GRCh38:CM000669.2
Membrane Bound
MBTPS? KFSD, S2P Transcription Factor | ENSG00000012174 | Chromosome X: 21,839,617
Peptidase, Site 2 21,885,423 forward strand -
’ GRCh38:CM000685.2
Mesoderm Chromosome 15: 80,946,289-
MESD BOC&EIA(SVIDAg’O L Development LRP ENSG00000117899 80,989,828 reverse strand -
- Chaperone GRCh38:CM000677.2
GROS1I, LEPREI, Chromosome 1: 42,746,335-
P3HI LEPRECAN, Prolyl 3-hydroxylase 1| ENSG00000117385 42,767,084 reverse strand -
MGC117314 GRCh38:CM000663.2
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Chromosome 17: 81,843,159-

P4HB P4Hbeta, PDI, | Prolyl 4-Hydroxylase | pq60000185624 81,860,856 reverse strand -
PDIAI, PO4DB, Subunit Beta GRCh38:CM000679.2
PO4HB, PROHB i )
Procollagen-Lysine,2- Chromosome 3: 146,035,139-
PLOD?2 LH2, TLH Oxoglutarate 5- ENSG00000152952 146,163,725 reverse strand -
Dioxygenase 2 GRCh38:CM000665.2
Chromosome X: 115,561,174-
PLS3 T-plastin Plastin-3 ENSG00000102024 115,650,861 forward strand -
GRCh38:CM000685.2
B, CYP-S1, CYPB, Peptidylprolyl Chromosome 15: 64,155,740-
PPIB 0OI9, PPIlase, TR ENSG00000166794 64,163,134 reverse strand -
SCYLP GRCh38:CM000677.2
SEC24 Homolog D, Chromosome 4: 118,722,823-
SEC24D KIAA0755 COPII Coat Complex | ENSG00000150961 118,838,683 reverse strand -
Component GRCh38:CM000666.2
: : Chromosome 17: 1,762,029-
serpiver | FPCL PEDE: Se‘ﬂ;‘iﬁ‘;‘}y F | ENSG00000132386 |  1,777.565 forward strand -
GRCh38:CM000679.2
: : Chromosome 11: 75,562,056-
sERPINEL |, SBPY CBPL | Serpin FamIyEL 1 £\6G00000149257 | 75,572,783 forward strand -
2 B GRCh38:CM000673.2
' ST Tesiiscriptio Chromosome 12: 53,326,575-
SP7 OSX, osterix Fictor ENSG00000170374 53,345,315 reverse strand -
GRCh38:CM000674.2
Secreted Protein Chromosome 5: 151,661,096-
SPARC BM-40, ON, ONT | Acidic And Cysteine | ENSG00000113140 151,686,975 reverse strand -
Rich GRCh38:CM000667.2
Terminal Chromosome 6: 81,491,439-
TENTSA C6O’Z.3L7},$‘;§§46A’ nucleotidyltransferase | ENSG00000112773 81,752,774 reverse strand -
B S5A GRCh38:CM000668.2
O
DSE‘;%; S— Chromosome 9: 105,694,541 -
TMEM38B 4 . ENSG00000095209 105,776,629 forward strand -
FLJ10493, TRIC-B, Protein 38B GRCh38:CM000671.2
bA219P18.1 i )
Chromosome 12: 48,978,322-
WNTI INTI ‘Wnat Family Member 1| ENSG00000125084 48,982,620 forward strand -
GRCh38:CM000674.2
OTHER BONE METABOLISM AND FUNCTION GENES
; Chromosome 19: 11,574,653-
ACPS HPAP, TRAP, | Acid Phosphatase S, | p\qG00000102575 | 11,579.993 reverse strand -
GRCh38:CM000681.2
Alkaline Phosphatase, Chromosome 1: 21,509,397-
ALPL HTNOAT ]%% Biomineralization ENSG00000162551 21,578,410 forward strand -
i Associated GRCh38:CM000663.2
FAMI23B, APC risiabiahe Chromosome X: 64,185,117-
AMERI1 FLJ39827, RP11- . . ENSG00000184675 64,205,708 reverse strand -
403E24.2, wTx | Fecruitment protein 1 GRCh38:CM000685.2
ANK, CCAL?2, ANKH Inorganic Chromosome 5: 14,704,800-
ANKH CMDJ, CPPDD, Pyrophosphate ENSG00000154122 14,871,778 reverse strand -
HANK, SLC6241 Transport Regulator GRCh38:CM000667.2
Chromosome 11: 21,782,659-
Ay | Anoctamin 5 ENSGO00000171714 | 22,283,567 forward strand -
GRCh38:CM000673.2
Kquapesini (Golton Chromosome 7: 30,911,853-
AQPI CHIP28, CO ENSG00000240583 30,925,517 forward strand -

Blood Group)

GRCh38:CM000669.2
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ATPase Family AAA Chromosome 1: 1,512,162-
ATAD3A4 FLJ10709 Domain Containing ENSG00000197785 1,534,685 forward strand -
3A GRCh38:CM000663.2
ATP5A, ATP5A1, ATP Synthase F1 Chromosome 18: 46,080,248-
ATPS5FIA | ATP5AL2, ATPM, Subunit Alpha ENSG00000152234 46,104,334 reverse strand -
OMR, ORM, hATP1 GRCh38:CM000680.2
AZY;{};;)TI;;TI, ATP Synthase Chromosome 1: 28,236,109-
ATPSIFI MGC 1'1 67, Inhlbltory_Factor ENSG00000130770 28,246,906 forward strand -
MGC8898 Subunit 1 GRCh38:CM000663.2
Bone Gamma- Chromosome 1: 156,242,184-
BGLAP OCN Carboxyglutamate ENSG00000242252 156,243,317 forward strand -
Protein GRCh38:CM000663.2
Honempsifiogendi Chromosome 20: 6,767,686-
BMP?2 BMP24 protein 2 ENSG00000125845 6,780,246 forward strand -
GRCh38:CM000682.2
Bisphosphoglycerate Chromosome 7: 134,646,811-
BPGM DPGM Mutase ENSG00000172331 134,679,816 forward strand -
GRCh38:CM000669.2
Chromosome 8: 85,463,968-
CA2 CA-II, CAIL, Car2 | Carbonic anhydrase 2 | ENSG00000104267 85,481,493 forward strand -
GRCh38:CM000670.2
BL2, IGSF4,
IGSF4A4, NECL2, . Chromosome 11: 115,169,218-
Cell Adhesion
CADM]I Necl-2, RA175, Molsails 1 ENSG00000182985 115,504,957 reverse strand -
ST17, SYNCAM, GRCh38:CM000673.2
SYNCAM1I, TSLC1
I Chromosome 11: 14,966,622
cALCA Cgé%fgff g gz;;g:;‘:&g:lfgi‘; ENSG00000110680 | 14,972,354 reverse strand -
GRCh38:CM000673.2
Chromosome 7: 93,424,486-
CALCR CT-R, CTR Calcitonin Receptor | ENSG00000004948 93,574,730 reverse strand -
GRCh38:CM000669.2
FHH, GPRC24, Calcium Sensing Chromosome 3: 122,183,668-
CASR HHC, HHCI, Receptor ENSG00000036828 122,291,629 forward strand -
NSHPT GRCh38:CM000665.2
2 3 F Chromosome 6: 151,494,017-
ccoei7o 0602{49 ,7:95;1‘1] ;’313 5 C°‘é6d'tc.°‘.l D°ln7mm ENSG00000120262 | 151,621,193 forward strand -
st ontamning GRCh38:CM000668.2
CD44R, CSPGS,
: 2 Chromosome 11: 35,138,882-
cpa4 | HCELL IN, MC56, | CDA4 Molecule IN | p\o600000026508 | 35,232,402 forward strand -
MDU2, MDUS3, Blood Group) GRCh38:CMO000673.2
MIC4, Pgpl i )
CLCS, CIC-5,
DENTS, NPHLI, Chloride Voltage- Chromosome X: 49,922,596-
CLCNS NPHL2, XLRH, Gated Channel 5 ENSG00000171365 50,099,235 forward strand -
XRN, hCIC-K2, GRCh38:CM000685.2
hCIC-K2
: Chromosome 16: 1,444,934-
CLCN7 01%;; 7},%%’ s %h;?;‘idé:aﬁgzlgg ENSG00000103249 | 1,475,077 reverse strand -
- GRCh38:CM000678.2
; Chromosome 3: 41,194,741-
CTNNBI C%ﬁ'{“{;’é’”"’.‘j”" %1 Catenin Beta 1 ENSG00000168036 | 41,260,096 forward strand -
GRCh38:CM000665.2
Chromosome 1: 150,794,880-
CTSK C};ZIg?DggCo'l‘; CathepsinK ENSG00000143387 150,809,577 reverse strand -

GRCh38:CM000663.2
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Dishevelled Chromosome 6: 39,792,298-
DAAM? |KIAA0381, NPHS24| Associated Activator | ENSG00000146122 39,904,877 forward strand -
Of Morphogenesis 2 GRCh38:CM000668.2
2 Chromosome 7: 44,565,804-
DDX56 NOH61 DEAD‘B;”g Helicase | £NsG00000136271 | 44,575,051 reverse strand -
GRCh38:CM000669.2
Dickkopf WNT Chromosome 10: 52,314,281-
DKKI DKK-1, SK Signaling Pathway ENSG00000107984 52,318,042 forward strand -
Inhibitor 1 GRCh38:CM000672.2
i et e Chromosome 4: 87,650,280-
DMPI DMP-1, ARHP phosphoprotein 1 ENSG00000152592 87,664,361 forward strand -
GRCh38:CM000666.2
Ectonucleotide Chromosome 6: 131,808,016-
enppr ML NEES BCL | pyrophosphatase/Phos | ENSGO0000197594 | 131,895,155 forward strand -
i phodiesterase 1 GRCh38:CM000668.2
Chromosome 6: 151,656,691-
ESRI Elé'r‘:p]’\’];’é f{SIR' Estrogen Receptor I | ENSG00000091831 | 152,129,619 forward strand -
i GRCh38:CM000668.2
ETS Proto-Oncogene Chromosome 21: 38,805,183-
ETS2 Oncogene ETS-2 2, TranseriptionFacer ENSG00000157557 38,824,955 forward strand -
2 GRCh38:CM000683.2
DKFZp547D065, FAM20C Golgi Chromosome 7: 192,571-260,772
FAM20C DMP4, G-CK, Associated Secretory | ENSG00000177706 forward strand -
IMAGE:4942737 Pathway Kinase GRCh38:CM000669.2
Family With Sequence Chromosome 18: 13,663,347-
FAM2104 C18%25§§§329, Similarity 210 ENSG00000177150 13,726,663 reverse strand -
= Member A GRCh38:CM000680.2
FBX7 Fhbx _ Chromosome 22: 32,474,676-
FBXO7 P ARK 1 5 ’ F-Box Protein 7 ENSG00000100225 32,498,829 forward strand -
GRCh38:CM000684.2
Farnesyl Diphosphate Chromosome 1: 155,308,748-
FDPS FPP Synthase Synthase ENSG00000160752 155,320,666 forward strand -
GRCh38:CM000663.2
= Chromosome 12: 4,368,227-
FGF23 | FGF-23 HYPF F‘b“;blaft 33"“"‘1‘ ENSG00000118972 4,379,712 reverse strand -
actor GRCh38:CM000674.2
Fibroblast Growth Chromosome 4: 1,009,936-
FGFRLI FGFRS5 Factor Receptor Like | ENSG00000127418 1,026,898 forward strand -
1 GRCh38:CM000666.2
Far Upsteain Blesist Chromosome 9: 130,578,965-
FUBP3 FBP3 Binding Protein’3 ENSG00000107164 130,638,352 forward strand -
GRCh38:CM000671.2
Polypeptide N- Chromosome 2: 165,747,588-
GALNT3 GalNAc;;;& HEIG Acetylgalactosaminylt| ENSG00000115339 165,794,659 reverse strand -
ransferase 3 GRCh38:CM000664.2
; Chromosome 3: 158,644,527-
Gy | EEGM EGFL | G Elongation Factor | psGoo000168827 | 158,695,581 forward strand -
! GRCh38:CM000665.2
Geranylgeranyl Chromosome 1: 235,327,350-
GGPSI GGPPS1 Diphosphate Synthase | ENSG00000152904 235,344,532 forward strand -
1 GRCh38:CM000663.2
CX43, GJAL, ODD, Gap Juiiction Proteit Chromosome 6: 121,435,595-
GJAI ODDD, ODOD, Alpha 1 ENSG00000152661 121,449,727 forward strand -
SDTY3 GRCh38:CM000668.2
FLJ11752, GO, Golgin, RAB6 Chromosome 1: 170,531,819-
GORAB NTKL-BPI, Interacting ENSG00000120370 170,553,834 forward strand -
SCYLIBPI GRCh38:CM000663.2
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Growth Factor Chromosome 7: 50,590,063-
GRBI10 KIAA0207, IRBP Receptor Bound ENSG00000106070 50,793,462 reverse strand -
Protein 10 GRCh38:CM000669.2
S s g Chromosome 4: 87,799,554
Bsp | Bsp, Bsp-r sprr| Me8rinBinding | e 00000029559 | $7.812.435 forward strand -
Sialoprotein GRCh38:CM000666.2
Isopentenyl- Chromosome 10: 1,039,152~
IDII1 IPPII Diphosphate Delta ENSG00000067064 1,049,119 reverse strand -
Isomerase 1 GRCh38:CM000672.2
Chromosome 4: 986,997-
IDUA MPSI1, MPSI Alpha-L-iduronidase | ENSG00000127415 1,004,564 forward strand -
GRCh38:CM000666.2
Interferon Induced Chromosome 2: 162,267,074-
IFIHI ﬂg‘; DPMI% | With HelicaseC | ENSGO0000115267 | 162,318,684 reverse strand -
’ Domain 1 GRCh38:CM000664.2
FIP-3, FIP3, Fip3p, Y
IKK-gamma, Inl;_l:::: gz;l;c}[; ar Chromosome X: 154,541,199-
IKBKG IKKAPI, IKKG, Kinsse Regulitory ENSG00000269335 154,565,046 forward strand -
IP1, IP2, NEMO, Subunit Gamma GRCh38:CM000685.2
ZC2HC9
Potassium Inwardly Chromosome 11: 128,836,315-
KCNJI Kirl.1, ROMK1 Rectifying Channel ENSG00000151704 128,867,373 reverse strand -
Subfamily J Member 1 GRCh38:CM000673.2
Kringle Containing Chromosome 22: 29,073,035-
KREMENI | KREMEN, KRM1 Transmembrane ENSG00000183762 29,168,333 forward strand -
Protein 1 GRCh38:CM000684.2
LEM Domain Chromosome 12: 65,169,583-
LEMD3 MANI1 Contairing’s ENSG00000174106 65,248,355 forward strand -
GRCh38:CM000674.2
FLJ90360, OB- Leptin Receptor Chromosome 1: 65,420,587-
LEPROT | RGRP, OBRGRP, Overlapping ENSG00000213625 65,436,007 forward strand -
VPS55 Transcript GRCh38:CM000663.2
Leucine Rich Repeat Chromosome 11: 27,365,961-
LGR4 GPR48 Containing G Protein- | ENSG00000205213 27,472,790 reverse strand -
Coupled Receptor 4 GRCh38:CM000673.2
L%AJ{/[DI)IZ; Iz%f} ) Chromosome 1: 156,082,573-
LMNA IMNLI MiDA 4 Lamin A/C ENSG00000160789 156,140,081 forward strand -
2 i GRCh38:CM000663.2
PROI
Chromosome 11: 46,856,717-
LRP4 AZEL(S;;;?SS"T, LbL R;::f’eti‘:l’ femed ENSG00000134569 | 46,918,642 reverse strand -
X - GRCh38:CM000673.2
BMNDI, EVRI
3 ’ Chromosome 11: 68,312,591-
rrps | EVR4 HEM, LR3, |LDL Receptor Related| p\ioG00000162337 | 68,449,275 forward strand -
LRP7, OPPG, OPS, Protein 5 GRCh38:CM000673.2
OPTAl, VBCH2 i )
Chromosome 12: 12,116,025-
LRP6 ADCAD2 LDL R;fjgi‘:l' é{elawd ENSG00000070018 12,267,044 reverse strand -
GRCh38:CM000674.2
Chromosome 20: 40,685,848-
MAFB KRML Transl(:i’[f;golizlgari: tor B ENSG00000204103 40,689,236 reverse strand -
GRCh38:CM000682.2
COLECI, MBL, Maniose Binding Chromosome 10: 52,765,380-
MBL2 MBP, MBP-C, Lectin 2 ENSG00000165471 52,772,784 reverse strand -
MBPI1 GRCh38:CM000672.2
’ Chromosome 16: 55,389,700-
CLG4, CLG44, Matrix o
MMP2 TBE-1 Metallopeptidase 2 ENSG00000087245 55,506,691 forward strand -

GRCh38:CM000678.2
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Chromosome 20: 46,008,908-

MMP9 CLG4B i talff:et;‘t’; daseo | ENSG00000100985 | 46,016,561 forward strand -
GRCh38:CM000682.2
Mevalonate Chromosome 16: 88,651,935-
MVD MPD Diphosphate ENSG00000167508 88,663,161 reverse strand -
Decarboxylase GRCh38:CM000678.2
Chromosome 12: 109,573,255-
MVK LRBP, MK Mevalonate Kinase ENSG00000110921 109,598,125 forward strand -
GRCh38:CM000674.2
Chromosome 11: 77,128,246-
MYO74 D]{Z‘%: 351_]}/11? Myosin VIIA ENSG00000137474 77,215,241 forward strand -
= GRCh38:CM000673.2
Chromosome 1: 119,911,553-
NOTCH? HN2 Notch Receptor 2 ENSG00000134250 120,100,779 reverse strand -
GRCh38:CM000663.2
Chromosome 5: 6,599,239-
NSUN2 ﬂﬁ{f‘goélﬂgRTMS" Miagfﬁﬁgf?g::z ENSG00000037474 6,633,291 reverse strand -
i ’ GRCh38:CM000667.2
OS”X;:?’S;‘;%::“‘S Chromosome 6: 108,029,245-
OSTM1 GL, HSPC019 Transmembrane ENSG00000081087 108,165,854 reverse strand -
5 GRCh38:CM000668.2
Protein 1
HPDR, HPDR1, | Phosphate Regulating Chromosome X: 22,032,325-
PHEX HYP, HYPI, PEX, Endopeptidase X- ENSG00000102174 22,494,713 forward strand -
XLH Linked GRCh38:CM000685.2
Pleckstrin Homology Chromosome 17: 45,435,900-
PLEKHM]1 KIAA40356 And RUN Domain ENSG00000225190 45,490,758 reverse strand -
Containing M1 GRCh38:CM000679.2
Chromosome 22: 50,274,979-
PLXNB2 KIAJ;OEEI;,’BA’lM]' Plexin B2 ENSG00000196576 50,307,646 reverse strand -
B GRCh38:CM000684.2
Parathyroid Hormone Chromosome 3: 46,877,721-
PTHIR PTHR, PTHRI 1 Receptor ENSG00000160801 46,903,799 forward strand -
GRCh38:CM000665.2
5 Chromosome 12: 27,958,084-
PTHLH HHMP%P}'{;) Tk Pari‘:‘g‘;‘g?ﬂ‘;ﬁm ENSGO00000087494 | 27,972,733 reverse strand -
GRCh38:CM000674.2
Pyrroline-5- Chromosome 17: 81,932,384-
PYCRI P5C Carboxylate ENSG00000183010 81,942,412 reverse strand -
Reductase 1 GRCh38:CM000679.2
Chromosome 5: 132,257,696-
PDLIM4 RIL PDDZog;?nI;IM ENSG00000131435 132,273,454 forward strand -
GRCh38:CM000667.2
Chromosome 14: 92,513,781-
RIN3 FLJ22439 Rli:e?a“c‘:o’:‘;b ENSG00000100599 | 92,688,994 forward strand -
GRCh38:CM000676.2
Chromosome 20: 37,178,410-
RPN2 Réi']]g;] IE,PWI,VI_;f Ribophorin II ENSG00000118705 37,241,619 forward strand -
! GRCh38:CM000682.2
Ribosomal Protein: 86 Chromosome 14: 90,847,861-
RPS6KAS MSKI1, RLPK Kinase AS ENSG00000100784 91,060,641 reverse strand -
GRCh38:CM000676.2
Chromosome 6: 127,118,671-
RSPO3 FLJ14440, THSD2 R-Spondin 3 ENSG00000146374 127,199,481 forward strand -

GRCh38:CM000668.2
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ACA,ICI,‘;’ ggg;]’ RUNX Family Chromosome 6: 45,328,157-
RUNX2 2 2 o ENSG00000124813 45,664,349 forward strand -
PEBP241, Transcription Factor 2 GRCh38:CM000668.2
PEBP2aAl i )
C7orf76, DSSI,
ECD, FLJ42280, SEMI1 26S Chromosome 7: 96,481,626-
SEM1 PSMD15, SHFDI, Proteascriie Subiiit ENSG00000127922 96,709,880 reverse strand -
SHFM1, SHSF1, GRCh38:CM000669.2
Shfdgl
Chromosome 19: 47,778,677-
SELENOW SELW, SEPW1 Selenoprotein W ENSG00000178980 47,784,686 forward strand -
GRCh38:CM000681.2
. Chromosome 7: 37,905,932-
srrp4 | TRP ;‘;ﬁw"” f:;:tj‘:)giﬁej ENSG00000106483 | 38,025,695 reverse strand -
GRCh38:CM000669.2
Solute Carrier Family Chromosome 3: 170,996,347-
SLC242 GLUT-2, GLUT? 2 Member 2 ENSG00000163581 171,026,743 reverse strand -
GRCh38:CM000665.2
Solute Cansier Fansily Chromosome 9: 137,230,757-
SLC3443 | FLJ38680, NPTIIc 34 Member 3 ENSG00000198569 137,236,555 forward strand -
GRCh38:CM000671.2
Soltite Cante Bty Chromosome 2: 40,097,270-
SLC8A41 NCX1 8 Member Al ENSG00000183023 40,611,053 reverse strand -
GRCh38:CM000664.2
OATP-B, Solute carrier organic Chromosome 11: 75,100,563-
SLCO2B1 OATP2BI, anion transporter ENSG00000137491 75,206,549 forward strand -
SLC2149 family member 2B1 GRCh38:CM000673.2
. Chromosome 13: 36,844,831-
SMAD9 %Dgg’ %{‘{2 Sl\gﬁiﬁ:gﬂy ENSG00000120693 36,920,765 reverse strand -
. GRCh38:CM000675.2
Chromosome 7: 26,291,862-
SNX10 OPTBS Sorting Nexin 10 ENSG00000086300 26,374,383 forward strand -
GRCh38:CM000669.2
Chromosome 17: 43,753,738-
SOST1 DANDG6, VBCH Sclerostin ENSG00000167941 43,758,791 reverse strand -
GRCh38:CM000679.2
Chromosome 17: 72,121,020-
SOX9 CMDéRiA;[PDI’ Transcsrlii)?;fl(;;ctor 9 ENSG00000125398 72,126,416 forward strand -
GRCh38:CM000679.2
Chromosome 4: 87,975,667-
spp1 | BNSP. }ng;,ETA' Phosi;‘;’;:zfem || ENSG00000118785 | 87,983,532 forward strand -
Z GRCh38:CM000666.2
SpEcR B, Not: Chromosome 2: 54,456,317-
SPIBNI1 SPIB2 Erythioe ytic 1 ENSG00000115306 54,671,446 forward strand -
GRCh38:CM000664.2
Chromosome 5: 179,806,398-
SOSTM1 4110, O8I, FDBS, Sequestosome 1 ENSG00000161011 179,838,078 forward strand -
P60, p62, p62B .
GRCh38:CM000667.2
; Chromosome 7: 38,178,245-
STARD3NL %fgfg SIARD ii‘fe’mmal ENSG00000010270 | 38,230,670 forward strand -
B GRCh38:CM000669.2
ATP6NIC, T Cell Immune
ATP6V043, Atp6i, | Regulator 1, ATPase Chrompsomie11::68,039,025-
TCIRGI 4 2 L ENSG00000110719 68,050,895 forward strand -
OC-116, OC116, H+ Transporting VO GRCh38:CM000673.2
TIRC7, a3 Subunit A3 ) )
: Chromosome 19: 41,301,587-
TGFBI CED, DPDI, | Transforming Growth | 6600000105329 | 41,353,922 reverse strand -

TGFB, TGFbeta

Factor Beta 1

GRCh38:CM000681.2
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LT Chromosome 11: 87,037,844-
TMEMI135 FLJ22104 protein 135 ENSG00000166575 87,328,824 forward strand -
GRCh38:CM000673.2
I 013?; g;IFJOEgFR TNF Receptor Chromosome 18: 62,325,287-
TNFRSF114 g ?| Superfamily Member | ENSG00000141655 62,391,288 forward strand -
£DB2, RANK, lla GRCh38:CM000680.2
TRANCE-R ) i
TNF Receptor Chromosome 8: 118,923,557-
INFRSF1IB| OCIF, OPG, TRl | Superfamily Member | ENSG00000164761 118,951,885 reverse strand -
11b GRCh38:CM000670.2
CD254, ODF, TNF Superfamily Chromosome 13: 42,562,736-
TNFSF11 OPGL, RANKL, Member 11 ENSG00000120659 42,608,013 forward strand -
TRANCE GRCh38:CM000675.2
a Chromosome 12: 47,841,537-
VDR NRIII, PPPIR163 | Vitamin D Receptor | ENSG00000111424 47,943,048 reverse strand -
GRCh38:CM000674.2
: Chromosome 14: 63,597,039-
WDRS9 gjg"c’%% W Re";‘;‘ Domain | £\9G00000140006 | 63,641,871 reverse strand -
GRCh38:CM000676.2
; Chromosome 7: 121,325,367-
WNTI6 Waint Fam‘llg Member | £\9G00000002745 | 121,341,104 forward strand -
GRCh38:CM000669.2
FACE-1, HGPS, Zinc Metallopeptidase Chromosome 1: 40,258,041-
ZMPSTE24 | PROI, STE24, STE24 ENSG00000084073 40,294,180 forward strand -
Ste24p GRCh38:CM000663.2

*full gene names as in https://www.genecards.org/Search/Keyword?queryString=BGLAP

Supplemental Table 2: Characteristics of participants included in the study

SAMPLE Age

Lumbar Spine Lumbar Spine Lumbar Spine

Years since Fragility

ID (years) BMD Z-score T-score BMI  menopause fracture
LZ 52 67 0.347 -4.26 6.3 21.09 22 Yes
LZ 51 65 0.486 -3.28 5.0 21.62 20 Yes
LZ 50 48 0.628 3.19 3.7 2652 0 No
LZ 49 44 0.634 -3.15 3.7 2277 5 No
LZ 48 51 0.549 -3.15 45 2638 6 Yes
LZ 47 39 0.722 312 2.9 2248 1 No
LZ 46 58 0.561 -3.06 44 21.83 0 No
LZ 45 56 0.564 -3.04 43 23.03 16 No
LZ 44 59 0.565 3.04 43 28.89 17 No
LZ 43 56 0.567 -3.02 43 23.74 14 No
LZ 42 65 0.524 -3.01 4.7 23.53 15 No
LZ 41 55 0.591 -2.85 4.1 2110 3 No
LZ 40 64 0.550 -2.83 4.5 26.67 15 No
LZ 39 55 0.594 -2.83 4.1 22.60 1 No
LZ 38 48 0.677 -2.83 3.3 2250 6 No
LZ 37 45 0.678 -2.82 3.3 2148 3 No
LZ 36 49 0.681 -2.80 3.3 25.67 0 No
LZ 35 68 0.556 -2.79 44 2851 17 No
LZ 34 59 0.604 -2.76 4.0 33.46 10 No
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0.564 273 43 20.54 19 Yes
Lz 32 53 0.608 2.73 39 21.97 5 No
LZ 31 54 0.609 2.72 3.9 2876 14 No
LZ 30 40 0.694 -2.70 3.1 33.67 0 No
LZ 29 50 0.613 -2.70 3.9 2597 6 No
LZ 28 58 0.614 2.69 3.9 2915 4 Yes
LZ 27 49 0.709 2.59 3.0 2530 1 Yes
LZ 26 52 0.634 -2.55 3.7 3245 13 Yes
LZ 25 45 0.716 2.54 29 2617 8 Yes
LZ 24 63 0.595 -2.51 40 3472 14 No
Lz 23 81 0.579 -2.50 4.2 28.06 31 Yes
LZ 22 54 0.640 -2.50 3.6 34.68 5 No
LZ 21 50 0.643 2.48 3.6 22.90 3 No
LZ 20 63 0.601 -2.47 40 2424 11 No
LZ 19 47 0.726 2.46 2.9 28.10 2 No
LZ 18 44 0.728 -2.45 2.8 20.83 0 No
LZ_17 43 0.730 243 2.8 2227 4 No
LZ_16 47 0.731 -2.43 2.8/ 2521 3 No
LZ_15 69 0.608 2.42 3.9 25.15 19 Yes
LZ_14 58 0.653 -2.41 3.5 29.59 6 Yes
LZ 13 55 0.653 .41 -3.5  27.50 1 No
LZ 12 54 0.654 2.40 3.5 28.83 4 Yes
Lz_11 59 0.654 -2.40 3.5 27.93 14 No
LZ 10 59 0.654 -2.40 3.5 25.70 0 No
LZ 09 54 0.655 -2.40 3.5 2331 1 No
LZ 08 57 0.656 -2.39 3.5 23.83 15 Yes
LZ 07 59 0.658 -2.38 3.5 29.64 13 No
LZ 06 54 0.658 -2.38 3.5 2855 11 Yes
LZ 05 46 0.738 -2.37 27| 18.77 4 No
LZ 04 59 0.659 -2.37 3.5 28.80 4 No
LZ 03 47 0.739 237 2.7 21.20 -6 No
LZ 02 66 0.617 -2.36 3.8 30.84 26 Yes
LZ 01 62 0.619 235 3.8 30.36 12 Yes
HZ 01 53 1.091 0.70 0.5 28.04 5 No
HZ 02 62 1.051 0.70 0.1 2530 6 No
HZ 03 48 1.151 0.71 1.0 28.89 2 No
HZ 04 50 1.096 0.73 0.5 27.01 2 No
HZ 05 59 1.097 0.74 0.5 29.90 0 No
HZ 06 80 1.037 0.74 0.0 30.41 29 No
HZ 07 56 1.100 0.76 0.5 36.44 6 No
HZ 08 52 1.101 0.77 0.6 32.05 4 No
HZ 09 70 1.030 0.77 0.1 29.27 22 No
HZ_10 51 1.106 0.80 0.6 27.34 2 No
HZ 11 55 1.106 0.80 0.6 26.17 8 No
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HZ 12
HZ 13
HZ 14
HZ 15
HZ 16
HZ 17
HZ 18
HZ 19
HZ 20
HZ 21
HZ 22
HZ 23
HZ 24
HZ 25
HZ 26
HZ 27
HZ 28
HZ 29
HZ 30
HZ 31
HZ 32
HZ 33
HZ 34
HZ 35
HZ 36
HZ 37
HZ 38
HZ 39
HZ 40
HZ 41
HZ 42
HZ 43
HZ 44
HZ 45
HZ 46
HZ 47
HZ 48
HZ 49

49
65
53
60
61
52
78
56
52
51
51
51
42
52
54
51
51
53
51
59
57
51
54
53
61
70
55
50
62
56
51
55
56
67
51
57
64
59

.167
072
116
076
076
118
072
148
149
153
159
.163
218
166
176
178
184
.185
1.193
1.210
1.210
1.212
1.227
1.239
1.220
1.218
1.287
1.290
1.282

1.322
1.161

1.159
1.176
1.315

e e S e O e T e T Y SV Sy U U S SO FETOR FSS FSey

1.388

1.413
1.397

1.437

0.83
0.85
0.87
0.87
0.87
0.89
1.02
1.10
1.11
1.13
1.18
1.21
1.21
1.23
1.30
1:31
1.35
1.36
1.42
1.54
1.54
1.55
1.66
1.74
1.89
1.89
2.09
2.11
2:32
2.33
2.40
2.50 No inf
2.50 No inf
2.70 No inf
2.80
2.98
3.70 No inf
3.80 No inf

1.2
0.3
0.7
0.3
0.3
0.7
0.3
1.0
1.0
1.0
151
1.1
1.6
1.1
1.2
1.3
1.3
1.3
1.4
1.5
1.5
1.6
1.7
1.8
1.6
1.6
2.2
233
2.2
2.6
1.1

3.2
3.4

28.91 3 No
24.20 10 No
33.78 1 No
30.12 11 No
27.50 9 No
27.18 2 No
29.30 No inf No
28.55 0 No
41.78 7 No
28.19 5 No
24.22 10 No
24.34 0 No
24.51 4 No
28.13 3 No
27.41 1 No
28.93 0 No
24.24 4 No
27.92 15 No
31.25 1 No
20.58 19 No
23.71 1 No
25.59 0 No
26.29 1 No
26.45 3 No
39.90 21 No
33.23 19 No
42.52 1 No
29.41 0 No
32.05 10 No
27.01 0 No
30.90 9 No
No inf 3 No
No inf 3 No
No inf No inf No
35.30 3 No
27.05 8 No
No inf No inf No
20.00 N inf No

RESULTADOS

BMD: Bone Mineral Density (g/cm2); BMI: Body Mass Index (Kg/m2)

98



Supplemental Table 3. Results of BATI on genes involved in bone phenotype

BATI value
Gene Total mutations ADIC ACPO
LMNA 2 6.452 0.025
SOSTM1 2 2.705 0.013
COLIAI 4 -0.025 0.002
RUNX2 2 -0.292 -0.007
PLOD?2 2 -0.344 -0.007
TNFSF11 2 -0.765 -0.002
LRPS 2 -1.201 -0.003
IDUA 3 -1.247 -0.005
TCIRG! 4 -1.291 -0.013
DMPI 2 -1.451 -0.009
SLC34A43 2 -1.453 -0.009
PTHIR 3 -1.503 -0.023
NOTCH?2 3 -1.527 -0.007
COL142 2 -1.620 -0.025
ANOS 2 -1.793 -0.008
TMEM135 2 -1.861 -0.007
MMP2 2 -1.971 -0.013
ATP5SFIA 2 -1.979 -0.015
ENPPI 2 -2.028 -0.012
AMERI 3 -2.032 -0.012
ADAMTS?2 2 -2.512 -0.030
MAFB 2 -2.631 -0.032
LRP4 3 -3.258 -0.039

ADIC Deviance Information Criterion difference

ACPO Conditional Predictive Ordinate difference

RESULTADOS
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Articulo 2

Focal dermal hypoplasia: a probable underrecognized low bone mass disorder

secondary to aberrant Wnt signaling
Resumen:

Un hombre caucasico espafiol de 29 afos, sin antecedentes familiares relevantes,
fue atendido en el servicio de Medicina Interna del Hospital del Mar, debido a una
displasia esquelética no diagnosticada asociada a baja masa 6sea y varias fracturas
por fragilidad a lo largo de su infancia y adolescencia. Las pruebas de DXA
realizadas a lo largo de su vida mostraron valores de DMO muy bajos; sus T-scores
en columna vertebral y cuello femoral fueron de -4,3 y -3,5, respectivamente. Los
analisis de sangre y orina fueron normales. Otras caracteristicas relevantes
incluyeron sindactilia en mano y pie derechos, aplasia cutis, hipoplasia del
hemicuerpo derecho, malformaciones vertebrales, humeros de aspecto anormal y
sindrome de Asperger, entre otras. La secuenciacion WES revelé una variante
probablemente patogénica en el gen PORCN p.(Arg296Pro) en mosaicismo. Las
mutaciones de PORCN causan hipoplasia dérmica focal (FDH), un trastorno
ectomesodérmico ultra-raro ligado al cromosoma X, caracterizado por varios de los
hallazgos que present6 el paciente. Sin embargo, la baja densidad mineral ésea
(DMO) no se ha asociado clasicamente con la enfermedad. Cabe destacar que
PORCN es clave para la senalizacion canénica de Wnt. El analisis de la literatura
ha revelado otros casos de FDH con fragilidad esquelética durante la infancia.
Ademas, estudios preclinicos con inhibidores de PORCN, actualmente en desarrollo
como la terapia antitumoral, han mostrado efectos perjudiciales rapidos sobre la
masa 0sea. En conjunto, estos hallazgos indican que la FDH es probablemente una
causa monogeénica poco reconocida de baja masa 6sea debido a una sefnalizacidn

defectuosa de la via de Wnt.
Referencia:
Ovejero D, Garcia-Giralt N, Patifo-Salazar JD, Rabionet R, Nogués X. Focal dermal

hypoplasia: a probable underrecognized low bone mass disorder secondary to
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aberrant Wnt signaling. Osteoporos Int. 2025 Mar;36(3):555-559. doi:
10.1007/s00198-024-07382-0
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Focal dermal hypoplasia: a probable underrecognized low bone mass
disorder secondary to aberrant Wnt signaling
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Abstract

A 29-year-old Spanish Caucasian man, without relevant family history, was attended in our unit due to an undiagnosed
skeletal dysplasia associated with low bone mass and several fragility fractures throughout his childhood and adolescence.
DXA exams throughout his life showed very low BMD values: currently, his spinal and femoral neck T-scores were— 4.3
and— 3.5, respectively. Blood and urinary tests were normal. Other relevant features included right hand and foot syndactyly,
aplasia cutis, right hemibody hypoplasia, vertebral malformations, abnormal-looking humerii, and Asperger’s syndrome
among others. Whole exome sequencing retrieved a highly probable pathogenic variant in the PORCN gene p.{Arg296Pro)
in mosaicism. PORCN mutations cause focal dermal hypoplasia (FDH), an X-linked ultra-rare ecto-mesodermal disorder
characterized by several of the findings the patient presented. However, low BMD has not been classically associated with
the disease. Noteworthy, PORCN is key for canonical Wnt signaling. Literature scrutiny has yielded other cases of FDH with
skeletal fragility during childhood. In addition, preclinical studies with PORCN inhibitors, currently under development as
an antitumoral therapy, have shown rapid detrimental effects on bone mass. Collectively, these findings indicate that FDH
is probably an underrecognized monogenic cause of low bone mass due to defective Wnt signaling.

Keywords Goltz syndrome - Low bone mass - Skeletal dysplasia - Wnt signaling

Case report

‘We present a 29-year-old man who attended our unit for a
skeletal dysplasia associated with low bone mass. He was
the first and only child of unrelated parents, born at term
after an uneventful pregnancy. There was no family his-
tory of skeletal diseases. At birth, the following features
were detected: right-hand and foot syndactyly and isolated
phalange hypoplasia, hypospadias, and hyperplasia of the
right lower lip. At that time, he and his mother underwent
karyotype testing which was normal. The patient began

] Diana Ovejero
dovejero(@ researchmar.net

! Hospital del Mar Rescarch Institute, Centro de Investigacién
Biomédica en Red de Fragilidad y Envejecimiento Saludable
(CIBERFES), Barcclona, Spain

! Department of Genetics, Microbiology and Statistics, Faculty
of Biology, Universitat de Barcelona, CIBERER, IBUB,
IRSID, Barcelona, Spain

*  Internal Medicine Service, Hospital del Mar de Barcelona,
Universitat Pompeu Fabra, Barcelona, Spain

ambulation at 13 months of age and suffered a diaphyseal
right femoral fracture after a low-trauma fall at 18 months.
Subsequently, he was tested for osteogenesis imperfecta
(OI) (i.e., sequencing of COLIAT and COLIAZ2 at that time),
which was negative. He sustained other fragility fractures
throughout his childhood but his parents did not remem-
ber the exact locations. He underwent several DXA exams
throughout his childhood and adolescence that showed very
low BMD values. Growth rate and dentition were delayed,
and teeth were abnormally small and sharp. At 10 years of
age, he was treated for some months with alendronate. At
ages 15 and 16, he sustained three right humeral fractures
in the setting of low-impact falls. Since then, he has not
reported any new fractures. Other features include mild
intellectual disability, Asperger's syndrome, and chronic
constipation.

Physical examination evidenced hemibody asymme-
try (left side bigger than right side), and a slim habitus,
with a height of 170 cm (expected mid-parental height of
195.5 cm), weight of 48 kg, and BMI of 16.6 kg/m2. Arm
span was not longer than height. Prominent craniofacial fea-
tures included aplasia cutis in the right temporo-occipital
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area, low ear implantation, and a surgically intervened lip.
At the trunk, thoracic kyphosis, mild pectus excavatum, and
right shoulder hypoplasia were observed. At the appendicu-
lar level, right-sided syndactyly and hypoplasia of the right
hand’s third finger phalange stood out. Joint hy perlaxity was
not detected. Images are displayed in Fig. 1.

A radiographic skeletal study revealed abnormal-looking
humeri, characterized by thin shafts and relatively enlarged
humeral heads. The right femoral neck appeared shortened.
Thoracic scoliosis and hyperkyphosis were evident. A spinal
MRI revealed increased atlanto-axial distance (5 mm), and
fusion of C2-C3 vertebrae. Osteopathia striata was noted in
the femoral and tibial metaphyses. Radiographic images are
shown in Fig. 2.

Flg.1 Clinical findings
observed on Physical Examina-
tion. A Slim habitus, hemibody
asymmetry (cvident right shoul-
der hypoplasia). B Syndactyly
of the right foot’s second and
third toes. C Surgically inter-
vened of fourth and fifth

of the right hand and hypoplasia
of the right hand’s third finger

@ Springer

He has undergone several DXA exams throughout
adulthood which have shown very low BMD (e.g., last
DXA showed Z-scores at spine — 4.3, femoral neck— 3.5,
total hip— 2.9) but that has hardly changed since he was
16 (Supplementary material 1).

Blood and urinary mineral panel and endocrine panel
were normal except for mildly elevated PINP levels that
have recently normalized (Supplementary material 2).

To investigate the possibility of structural variants being
the cause of his disorder, a microarray analysis was per-
formed, which did not show relevant alterations. Whole
exome sequencing was subsequently performed focusing on
genes associated with the phenotypic observations. Detailed
information on genetic testing methodology, selected human
phenotype ontology terms, reference databases, variant

103



Osteoporosis International (2025) 36:555-559

RESULTADOS

557

Fig.2 Radiological findings.
A Thin and clongated right
humeral shaft with a relatively
enlarged humeral head. B
Osteopathia striata (vertical
striations) in the ket distal tibial
hysis. C Dy
thoracic scoliosis. D Rela-
tively enlarged right femoral
head (arrow). E Spinal MRI:
i d atl 1al di
©0.53 cm), hyperkyphosis,
fusion of C2 and C3 vertebrac
(red arrow), and very mild ver-
tebral wedging associated with
Schmorl nodes highly sugges-
tive of Scheucrmann discase

classification, bioinformatic analysis, and analyzed genes
is described in Supplementary materials 3-6.

The only relevant variant identified was a missense
mutation in the Porcupine OAcyltransferase (PORCN) gene
(OMIM:300651) located in chromosomal region Xp11.23:
¢.887G>C: p(Arg296Pro). This mutation was captured in
50% of the reads indicating mosaicism as seen in the IGV
image (Supplementary material 6). These results were fur-
ther confirmed through Sanger sequencing which was also
performed in the mother who did not carry the variant, sup-
porting a de novo mosaic event (Supplementary material
7). The variant was not found in the dbSNP database nor
in gnomAD, is highly conserved across species (Supple-
mentary material 8), and is listed as pathogenic for focal
dermal hypoplasia (FDH) (OMIM 305600) in HGMD [1].
Its CADD score is 29.4, suggesting a pathogenic effect.
Therefore, following ACMG criteria (PS2, PM2,PP3,PP5),
we classify the variant as likely pathogenic (see Table 3 of
Richards et al. 2015 for full descriptions of the criteria [2]).

The PORCN gene encodes the Protein-serine
O-palmitoleoyltransferase porcupine which is a membrane-
bound O-acyltransferase (GO: 0016413) that is involved in the
palmitoylation (GO: 0018345) of Wnt proteins. Palmitoylation
is essential for Wnt secretion, which is key for both canonical
and non-canonical Wnt signaling (GO:0016055). The
p(Arg296Pro) substitution falls in exon 10 (Supplementary
material 9), which encodes part of the protein’s palmitoleoyl-
CoA binding site. In particular, Val296 is one of the residues
responsible for accommodating the palmitoleate moiety [3].
A figure displaying the variant's position and domain both in
WT and in its mutated forms indicate that mutations at this
site are very probably pathogenic as shown in Supplementary
material 10.

Overall, genetic and clinical investigations indicated that
the patient was affected with FDH.

The patient and mother provided written informed consent
to publish their clinical and genetic findings.
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Discussion

FDH, also known as Goltz syndrome, is an ultra-rare entity
with fewer than 400 cases reported worldwide. It is an
X-linked disease with a variable penetrance in affected
females due to X-chromosome inactivation. In men, the
incidence is much lower (approximately 10% of affected
individuals), and in the vast majority is the consequence
of a somatic mutation [4].

FDH's clinical presentation is highly variable with
many affected individuals exhibiting only a subset of the
characteristic features. Dermatological findings are par-
ticularly diverse including aplasia cutis, urticaria, and
warts among others. Ocular malformations are also com-
mon. Skeletal abnormalities are very characteristic, with
malformations of the hands and feet, osteopathia striata,
and hypoplasia of long bones being especially frequent.
Craniofacial and skeletal asymmetries, scoliosis, and
anomalies of the clavicles, ribs, and vertebral bodies, as
well as dental alterations, have also been reported, with
enamel hypoplasia and hypodontia, among others, being
especially common [4]. Other clinical findings include
constipation, gastroesophageal reflux, gastroparesis, short
stature, low weight gain, urogenital malformations, and in
approximately 20% of affected subjects, intellectual dis-
ability and behavioral alterations have been observed [4].

The reported patient displayed many classical findings
of FDH. However, we also observed clinical features that
are not listed as “characteristic” such as the abnormal-
appearing humeri, and most prominently, the low bone
mass associated with fragility fractures. While it is pos-
sible that the patient’s low BMI could contribute to his
low BMD, data on young malnourished individuals with
very low weight, such as patients with anorexia nervosa,
indicate that BMD may drop to Z-scores of around — 2
[5], suggesting that other factors are responsible for the
extreme BMD phenotype observed in our patient. Notably,
the association between FDH and skeletal fragility is not
entirely new. A cross-sectional survey-based study that
evaluated dermatological and skeletal findings through a
30-item questionnaire in 17 patients found that three of
the participants, who were < 16 years old at the time of the
study, had a history of multiple fractures [6]. These three
children underwent DXA scanning: BMD was reported
to be very low in one of them (an 11-year-old girl with
a history of an arm and pelvic fracture), not reported in
another, and normal in the other. This suggests that spe-
cific variants in the PORCN gene could have a determinant
impact on the development of skeletal fragility.

There are other rare although well-known disorders in
which pathogenic variants in genes involved in the Wnt
pathway give rise to abnormal skeletal phenotypes. Within
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this group, there are diseases that cause low bone mass,
such as pseudoglioma-osteoporosis syndrome (OMIM
259770), a recessive disorder secondary to biallelic muta-
tions with loss-of-function in LRP5 (OMIM: 603,506)
[7], or OI type XV (OMIM 615220), secondary to WNT!
(OMIM: 164,820) mutations [8]. Both of these genes are
key for correct canonical Wnt signaling which is pivotal
for bone formation [9]. However, FDH, which involves
altered canonical and non-canonical Wnt signaling, still
remains unrecognized in this regard. The extreme rarity
of the disorder, the lack of a thorough mineral metabolic
evaluation in these patients, and their clinical variability
have probably contributed to overlooking bone mass status
in this disorder.

Skeletal findings in preclinical studies with PORCN
inhibitors also exemplify how low BMD is mechanisti-
cally plausible in FDH. These drugs are currently under
development as a promising antitumoral therapy given Wnt
signaling hyperactivity has been identified as an underly-
ing pathophysiologic mechanism in several types of cancers
[10]. In this setting, Funck-B rentano and collaborators [10]
have evaluated the skeletal effects of PORCN inhibitors in
mice, demonstrating defective bone formation and increased
resorption leading to significant decreases in BMD, corti-
cal thickness of the femoral shaft, and vertebral trabecular
volume. Very similar results were observed in the study by
Madan et al., in which the effects of two types of PORCN
inhibitors on the bone were studied in a group of mice [11].
After 4 weeks of treatment, there was evidence of BMD
and bone volume losses associated with an increase in adi-
pocytes in the bone marrow. Concomitant treatment with
alendronate was able to mitigate some of these effects on
the skeleton. In the near future, clinical studies will reveal
whether these drugs also have a negative impact on bone
health in humans. Noteworthy, a mouse model for FDH has
been generated through conditional deletion of the Porcn
gene, exhibiting dermatological and skeletal findings that
resemble the human counterpart. However, BMD and bone
strength were not assessed in these mice [12].

In summary, we have presented the most thorough
report of mineral metabolic investigations in the setting
of FDH, highlighting the presence of low bone mass as a
clinically relevant although probably overlooked feature
of this disorder. Importantly, functional studies are still
needed to confirm the effects of specific PORCN vari-
ants on bone metabolism. Still, our findings strongly sug-
gest that individuals with FDH and patients treated with
PORCN inhibitors should undergo bone mass evaluation.
Overall, these data provide a deeper understanding of the
implications of the Wnt pathway on bone metabolism
which is important from a physiopathologic perspective
and for future drug development.
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Supplementary Information The online version contains su
matcrial available at hitps:/doi.org/10. 1007/:00198-024-07382-0.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary material 1. Bone densitometry (DXA) throughout the years (16-28
year of age)

A. B.

L1-14 . Total

Region BMD Z-score .

glem?
Lumbar | 0.623 4.3 il
spine 5 5
Femoral |0.447 | -35 al = . g’
neck o O° e~
Total hip | 0.600 -29

Edad Edad

A. Current DXA values (BMD and Z-scores) at age 28. B. Lumbar Spine BMD values
throughout the years. C. Total hip BMD values throughout the years. For both the B
and C figures, the X axis refers to age in years and the Y axis refers to BMD values in
g/cm?. The blue sections within the graph indicate “normal” reference values.

Supplementary material 2. Biochemical findings.

Blood and urinary tests during adulthood only showed vitamin D deficiency which was
corrected with vitamin D supplements. Calcium, phosphate, PTH and the bone turnover
markers including C-terminal cross-linking telopeptide of type | collagen (CTX), bone
alkaline phosphatase, and non-specific alkaline phosphatase were within normality,
except for very slightly increased procollagen 1 intact N-terminal (P1NP) values which
have normalized in the last years. Measurement of thyroid hormones, growth hormone,
cortisol, gonadotropins, testosterone, and estradiol during adolescence, was normal.

Supplementary material 3. Genetic investigations.

Initially, the main clinical suspicion was Adams-Olivier syndrome, which is
characterized by aplasia cutis congenita of the scalp and terminal transverse limb
defects '. Osteopathia striata and cranial sclerosis secondary to AMER1 mutations?

and Osteogenesis imperfecta and were also contemplated as a possible diagnosis.

Nonetheless, since the patient’s phenotype was atypical in the setting of the
aforementioned disorders, a microarray analysis was first performed to investigate for
potential cytogenetic imbalances, copy number variants and loss-of-heterozygosity
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(LOH) regions with the CytoScan™ 750K Arrays (ThermoFisher, Waltham, MA, USA).
Results were considered normal.

Next, whole exome sequencing was performed in the Reference Laboratory Genetics
(Hospitalet de Llobregat, Spain) using SureSelect Human All Exon V8 (Agilent
technologies, Santa Clara, CA, USA) and a NextSeq lllumina platform (lllumina, San
Diego, CA, USA). Bioinformatic pipeline was performed using RefLabDB (proprietary
pipeline and database from Reference Laboratory Genetics) and QCl-Interpret-
Translational™ (QIAGEN, Aarhus, Denmark). Genetic variants were identified using
the reference genome (hg19) after enrichment using DRAGEN Enrichment, Version
3.8.4, and filtered according to the following criteria: call quality>20, coverage>10x,
Genotype Quality>20 and Allele fraction>15.

The following gene selection was performed to investigate the presence of non-

synonymous variants with a minor allele frequency <1%:

- Adams-Oliver syndrome gene panel (Reference Laboratory Genetics’
proprietary panel)

- NGS panels for Intellectual disability -microarray and sequencing (v5.50),
Mosaic skin disorders — deep sequencing (v2.1) of the PanelAPP database.

Genes under the following HPO terms: HP:0001249 Intellectual disability,
HP:0001057 Aplasia cutis congenita, HP:0001159, Syndactyly, HP:0011842
Abnormal skeletal morphology, the last included all causing genes for Ol,
AMER1 and other monogenic causes of low bone mass.

The complete list of examined genes is available in supplementary material 4.

Employed reference databases included population-based database: gnomAD and
EXAC, and clinical databases: Human Gene Mutation Database (HGMD version
2022.4), ClinVar, LOVD, and a proprietary clinical database (RefLabDB).

Variant classification was performed according to the recommendations of the
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), 2015) and the
Association for Clinical Genomic Science (ACGS).

Only variants that were considered pathogenic, probably pathogenic or variants of
unknown significance (VUS), localized in the selected genes were reported.
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Bioinformatic analysis to evaluate the possible impact of the identified variants in
structure and functionality of the protein and conservation was performed with CADD
score. To study variants that could affect splicing, the metapredictor Splice Al was
used.
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Supplementary material 4. Stepwise variant filtering and priorization diagram.

Total number of variants identified in
WES: 6031

First filter: removal of variants failing quality control,
>5% frequency in Gnomad_all, and most synonymous,
intergenic and intronic variants (not splice regién),
except those already labelled as pathogenic

Variants remaining after first filter: 1390

Second filter: selection of relevant genes based on HPOs
and PanelApp genes realted to patient’s phenotype

Variants remaining after second filter: 111

predictor algorithms, zygosity and inheritance and allelic

l Priorization: based on ACMG criteria, using variant effect
information, using data from internal and external databases

Variants prioritized: 1
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Supplementary material 5. Complete list of selected genes analyzed through
whole exome sequencing in patient with undiagnosed skeletal dysplasia and low
bone mass.

AAAS, AAGAB, AARS1, AASS, ABAT, ABCA12, ABCA2, ABCA3, ABCA4, ABCA?,
ABCB7, ABCC6, ABCC8, ABCC9, ABCD1,ABCD4, ABCG5, ABCGS, ABHD12,
ABHD16A, ABHD5, ABL1, ACAD9, ACADM, ACADS, ACADSB, ACADVL, ACAN,
ACAT1, ACBD5, ACD, ACE, ACER3, ACO2,ACOX1, ACOX2, ACP5, ACSF3, ACSL4,
ACTA1, ACTA2, ACTB, ACTG1, ACTG2, ACTL6A, ACTL6B, ACTN2, ACVRT,
ACVRL1, ACY1, ADA, ADA2, ADAM22,ADAMTS10, ADAMTS 17, ADAMTS2,
ADAMTS3, ADAMTSL1, ADAMTSL2, ADAMTSL4, ADAR, ADARB1, ADAT3, ADCY10,
ADCY3, ADCY5, ADCY6, ADD1,ADD3, ADGRG1, ADGRG6, ADGRL1, ADGRV1,
ADHS5, ADK, ADNP, ADPRS, ADRA2B, ADSL, AEBP1, AFF2, AFF3, AFF4, AFG2A,
AFG2B, AFG3L2, AGA,AGAP1, AGBL5, AGGF1, AGL, AGMO, AGO1, AGO2,
AGPAT2, AGPS, AGRN, AGT, AGTPBP1, AGTR1, AGXT, AHCY, AHDC1, AHI1,
AHR, AHSG, AIFM1,AIMP1, AIMP2, AIP, AIPL1, AIRE, AK2, AK9, AKR1D1, AKT1,
AKT3, ALAD, ALB, ALDH18A1, ALDH1A2, ALDH3A2, ALDH4A1, ALDH5A1,
ALDH6A1,ALDH7A1, ALDOA, ALDOB, ALG1, ALG11, ALG12, ALG13, ALG14, ALG2,
ALG3, ALG6, ALG8, ALG9, ALKBH8, ALMS1, ALOX12B, ALOXE3, ALPK3,
ALPL,ALS2, ALX1, ALX3, ALX4, AMER1, AMMECR1, AMPD2, AMT, ANAPC1,
ANAPC7, ANK1, ANK2, ANK3, ANKH, ANKLE2, ANKRD11, ANKRD17,

ANKRD55 ANO10, ANO5, ANOS1, ANTXR1, ANTXR2, ANXA11, AP1B1, AP1G1,
AP1S1, AP1S2, AP2M1, AP2S1, AP3B1, AP3B2, AP3D1, AP4B1, AP4E1,
AP4M1,AP4S1, AP5Z1, APC, APC2, APOA1, APOA2, APOB, APOE, APP, APTX,
AQP2, AR, ARCN1, ARF1, ARF3, ARFGEF1, ARFGEF2, ARG,
ARHGAP29,ARHGAP31, ARHGAP35, ARHGDIA, ARHGEF18, ARHGEF2, ARHGEF9,
ARID1A, ARID1B, ARID2, ARL13B, ARL14EP, ARL2BP, ARL3, ARLS,
ARL6IP1,ARL6IP6, ARMC5, ARMC9, ARNT2, ARPC4, ARSA, ARSB, ARSI, ARSK,
ARSL, ARV1, ARVCF, ARX, ASAH1, ASCC1, ASCC3, ASCL1, ASH1L, ASL, ASNS,
ASPA,ASPH, ASPM, ASPN, ASS1, ASTN1, ASXL1, ASXL2, ASXL3, ATAD1,
ATAD3A, ATG7, ATIC, ATL1, ATL3, ATM, ATN1, ATP10A, ATP11A, ATP13A2,
ATP1A1,ATP1A2, ATP1A3, ATP2A2, ATP2B1, ATP5F1A, ATP5F1D, ATP5F1E,
ATP6AP1, ATP6AP2, ATP6VOA1, ATP6VOA2, ATP6V0A4, ATP6VOC, ATP6V1A,
ATP6V1B2,ATP6V1E1, ATP7A, ATP7B, ATP8A2, ATP8B1, ATP9A, ATPAF2, ATR,
ATRIP, ATRX, ATXN2L, AUH, AUTS2, AVP, AVPR2, B2M, B3GALNT2, B3GALTS,
B3GAT3,B3GLCT, BAGALNT1, BAGALT1, BAGALT7, B4GAT1, BOD1, BID2, BAAT,
BAG3, BANF1, BAP1, BAZ1B, BBIP1, BBS1, BBS10, BBS12, BBS2, BBS4, BBS5,
BBS7,BBS9, BCAP31, BCAS3, BCKDHA, BCKDHB, BCKDK, BCL11A, BCL11B,
BCL7B, BCOR, BCORL1, BCR, BCS1L, BDNF, BEST1, BGN, BHLHA9, BICD2,
BICRA,BIN1, BLM, BLNK, BLOC1S1, BLTP1, BMP1, BMP15, BMP2, BMP4, BMP6,
BMPER, BMPR1A, BMPR1B, BMS1, BNC1, BNC2, BOLA3, BPNT2, BPTF,BRAF,
BRAT1, BRCA1, BRCA2, BRCC3, BRD4, BRF1, BRIP1, BRPF1, BRSK2, BRWD3,
BSCL2, BSND, BTD, BTK, BTNL2, BTRC, BUB1, BUB1B, BUB3, BUD23,C120rf4,
C120rf57, C180rf32, C190rf12, C1R, C1S, C2CD3, C20rf69, C4A, C4B, CA2, CA4,
CA8, CABP4, CACNA1A, CACNA1B, CACNA1C, CACNA1D,CACNA1E, CACNA1G,
CACNA1H, CACNA1I, CACNA2D1, CACNA2D2, CACNB4, CACNG2, CAD, CADMS3,
CALCR, CAMK2A, CAMK2B, CAMK2G, CAMK4,CAMKMT, CAMTA1, CANTH,
CAPN1, CAPN15, CAPN3, CAPZA2, CARS1, CARS2, CASK, CASP10, CASR,
CASZ1, CAV1, CAVIN1, CBL, CBS, CBY1, CC2D1A,CC2D2A, CCBE1, CCDC103,
CCDC134, CCDC141, CCDC186, CCDC22, CCDC28B, CCDC32, CCDC39, CCDCA4O0,
CCDC47, CCDC65, CCDC78, CCDC8,CCDC88A, CCDC88C, CCL2, CCM2, CCN2,
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CCN6, CCND1, CCND2, CCNK, CCNO, CCNQ, CCR1, CCR6, CD19, CD244, CD247,
CD40LG, CD46, CD55, CD79A,CD79B, CD81, CD96, CDAN1, CDC40, CDC42,
CDC42BPB, CDC45, CDC6, CDC73, CDCA7, CDH1, CDH11, CDH15, CDH2, CDH23,
CDH3, CDHR1, CDIN1,CDK10, CDK13, CDK16, CDK19, CDK5, CDK5RAP2, CDKS,
CDK8, CDK9, CDKL5, CDKN1A, CDKN1B, CDKN1C, CDKN2A, CDKN2B, CDKN2C,
CDON, CDT1, CEACAM3, CEACAMS6, CELF2, CENPE, CENPF, CENPJ, CENPT,
CEP104, CEP120, CEP135, CEP152, CEP164, CEP19, CEP290, CEP41, CEP55,
CEP57, CEP63,CEP83, CEP85L, CERKL, CERS1, CERT1, CFAP221, CFAP298,
CFAP300, CFAP410, CFAP418, CFAP45, CFAP52, CFC1, CFH, CFI, CFL2, CFTR,
CHAMP1, CHAT,CHCHD10, CHD1, CHD2, CHD3, CHD4, CHD5, CHD7, CHDS,
CHEK2, CHKA, CHKB, CHL1, CHMP1A, CHN1, CHP1, CHRM1, CHRM3, CHRNA1,
CHRNA2,CHRNA4, CHRNA7, CHRNB1, CHRNB2, CHRND, CHRNE, CHRNG,
CHST11, CHST14, CHST3, CHSY1, CHUK, CIB2, CIBAR1, CIC, CIITA, CILK1,
CISD2, CIT,CITED2, CKAP2L, CLCA4, CLCF1, CLCN2, CLCN3, CLCN4, CLCNS,
CLCN7, CLCNKA, CLCNKB, CLDN11, CLIC2, CLIP2, CLN3, CLN5, CLN6, CLNS,
CLP1, CLPB,CLPP, CLRN1, CLTC, CLTCL1, CLTRN, CNGA1, CNGB1, CNKSR2,
CNNM2, CNOT1, CNOT2, CNOT3, CNP, CNPY3, CNTN1, CNTN2, CNTNAP1,
CNTNAP2,COA7, COA8, COASY, COG1, COG2, COG4, COG5, COG6, COG7,
COG8, COL10A1, COL11A1, COL11A2, COL12A1, COL13A1, COL14A1,
COL17A1,COL18A1, COL1A1, COL1A2, COL25A1, COL27A1, COL2A1, COL3A1,
COL4A1, COL4A2, COL5A1, COL5A2, COL6A1, COL6A2, COL6A3, COLTAT,
COL9A1,COL9A2, COL9A3, COLEC10, COLEC11, COLGALT1, COLQ, COMP,
COMT, COPA, COPB1, COPB2, COQ2, COQ4, COQ7, COQ8A, COQ9, COX10,
COX15,COX4/1, COX412, COX5A, COX7B, COX8A, CPA6, CPE, CPLANE1, CPLX1,
CPOX, CPS1, CPSF3, CPT1C, CPT2, CR2, CRADD, CRB1, CRB2, CRBN,
CREB3L1,CREBBP, CRH, CRIPT, CRKL, CRLF1, CRPPA, CRTAP, CRX, CRYAB,
CSDE1, CSF1R, CSGALNACT1, CSNK1G1, CSNK2A1, CSNK2B, CSPP1, CSTB,
CTBP1, CTC1,CTCF, CTDP1, CTH, CTLA4, CTNNA2, CTNNB1, CTNND1, CTNND2,
CTNS, CTR9, CTSA, CTSC, CTSD, CTSK, CTU2, CUL3, CUL4B, CUL7, CUX1,
CUX2, CWC27,CWF19L1, CXCR4, CYB5A, CYB5R3, CYBA, CYBB, CYBC1, CYC1,
CYFIP2, CYP11A1, CYP17A1, CYP19A1, CYP21A2, CYP24A1, CYP26B1,
CYP26C1,CYP27A1, CYP27B1, CYP2R1, CYP2U1, CYP3A4, CYP7B1, D2HGDH,
DACT1, DAG1, DALRD3, DARS1, DARS2, DBH, DBT, DCAF17, DCAF8, DCC,
DCDC2,DCHS1, DCLRE1C, DCPS, DCTN4, DCX, DDB1, DDB2, DDC, DDHD1,
DDHD2, DDOST, DDR2, DDRGK1, DDX11, DDX23, DDX3X, DDX53, DDX5,
DDX6,DEAF1, DEGS1, DENND5A, DEPDC5, DES, DGCR2, DGCR6, DGCRS,
DGUOK, DHCR24, DHCR7, DHDDS, DHFR, DHODH, DHPS, DHTKD1, DHX16,
DHX30,DHX32, DHX37, DHX38, DIAPH1, DICER1, DIP2B, DIS3L2, DISC1, DISP1,
DKC1, DKK1, DLAT, DLD, DLEC1, DLG1, DLG2, DLG3, DLG4, DLK1, DLL1,
DLL3,DLL4, DLX3, DLX4, DLX5, DLX6, DMD, DMP1, DMPK, DMRT3, DMXL2, DNA2,
DNAAF1, DNAAF11, DNAAF2, DNAAF3, DNAAF4, DNAAF5, DNAAF6,DNAH1,
DNAH11, DNAH5, DNAH9, DNAI1, DNAI2, DNAJB11, DNAJB13, DNAJB6, DNAJC12,
DNAJC19, DNAJC21, DNAJC3, DNAJC30, DNAJC6, DNAL1,DNAL4, DNASET,
DNASE1L3, DNASE2, DNM1, DNM1L, DNM2, DNMT3A, DNMT3B, DOCK3, DOCKG,
DOCK?7, DOCK8, DOHH, DOK7, DOLK, DONSON,DPAGT1, DPF2, DPH1, DPH2,
DPH5, DPM1, DPM2, DPM3, DPP6, DPP9, DPYD, DPYS, DPYSL2, DPYSL5, DRCT,
DROSHA, DSE, DSG4, DSP, DST, DSTYK,DTYMK, DUOX2, DUOXA2, DUSPES,
DVL1, DVL3, DYM, DYNC1H1, DYNC1I2, DYNC2H1, DYNC2I1, DYNC2I2,
DYNC2LI1, DYNLT2B, DYRK1A, DYSF, DZIP1L,EARS2, EBF3, EBP, ECE1, ECEL1,
ECHS1, EDA, EDA2R, EDAR, EDARADD, EDC3, EDEM3, EDN1, EDN3, EDNRA,
EDNRB, EED, EEF1A2, EEF1B2, EFEMP2,EFL1, EFNB1, EFTUD2, EGF, EGR2,
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EHHADH, EHMT1, EIF2AK2, EIF2AK3, EIF2AK4, EIF2B1, EIF2B2, EIF2B3, EIF2B4,
EIF2B5, EIF2S3, EIF3F, EIF4A3, EIF4H,EIF5A, ELAC2, ELANE, ELF4, ELMO2, ELN,
ELOVL4, ELP1, ELP2, EMC1, EMC10, EMD, EMG1, EMILIN1, EML1, EMX2, EN1,
ENG, ENPP1, ENTPD1, EOGT,EOMES, EP300, EPB41, EPB41L1, EPB42, EPCAM,
EPGS5, EPHA7, EPHX2, EPRS1, EPS15L1, ERAP1, ERBB2, ERBB3, ERBB4, ERCC1,
ERCC2, ERCC3, ERCC4,ERCC5, ERCC6, ERCC6L2, ERCC8, ERF, ERGICT,
ERGIC3, ERLIN1, ERLIN2, ERMARD, ESCO2, ESPN, ESR1, ESR2, ESS2, ETFA,
ETFB, ETFDH, ETHE1, EVC,EVC2, EXOC2, EXOC6B, EXOC7, EXOC8, EXOSC1,
EXOSC2, EXOSC3, EXOSC5, EXOSC8, EXOSC, EXT1, EXT2, EXTL3, EYA1, EYS,
EZH2, F10, F11, F13A1,F13B, F2, F5, F7, F8, F9, FA2H, FAAH2, FAH, FAM111A,
FAM111B, FAM120C, FAM13A, FAM149B1, FAM161A, FAM20C, FAM50A, FAN1,
FANCA,FANCB, FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCL,
FANCM, FAR1, FARS2, FARSA, FARSB, FAS, FASLG, FAT4, FBLN1, FBLN5, FBN1,
FBN2,FBP1, FBRSL1, FBXL3, FBXL4, FBXO11, FBX028, FBXO31, FBXW11,
FBXW4, FBXW7, FCGR2A, FCGR2B, FCGR3A, FCSK, FDFT1, FDXR, FERMT1,
FERMT3,FEZF1, FGA, FGB, FGD1, FGD4, FGF10, FGF12, FGF13, FGF14, FGF16,
FGF17, FGF20, FGF23, FGF3, FGF8, FGF9, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFRL1,
FGG, FH, FHL1, FIBP, FICD, FIG4, FITM2, FKBP10, FKBP14, FKBP6, FKRP, FKTN,
FLAD1, FLCN, FLI1, FLII, FLNA, FLNB, FLNC, FLRT1, FLRT3, FLT4, FLVCR1,
FLVCR2,FMN2, FMR1, FN1, FOCAD, FOLR1, FOS, FOXA2, FOXC1, FOXC2,
FOXE1, FOXE3, FOXF1, FOXG1, FOXH1, FOXI1, FOXJ1, FOXP1, FOXP2, FOXP3,
FOXP4,FOXRED1, FRAS1, FREM1, FREM2, FRG1, FRMD4A, FRMD5, FRMPDA4,
FRRS1L, FRY, FRZB, FSCN2, FSHR, FTCD, FTO, FTSJ1, FUCA1, FUS, FUTS, FUZ,
FXN,FXYD2, FZD2, FZD4, FZR1, G6PC1, G6PC3, GAA, GABBR2, GABRA1,
GABRA2, GABRA3, GABRA5, GABRB2, GABRB3, GABRD, GABRG2, GAD1,
GALC,GALE, GALK1, GALNS, GALNT2, GALNT3, GALT, GAMT, GAN, GARS1,
GAS1, GAS2L2, GAS8, GATA1, GATA2, GATA4, GATA5, GATA6, GATAD2B,
GATM,GBA1, GBA2, GBE1, GBF1, GCDH, GCH1, GCK, GCLC, GCM2, GCSH,
GDAP1, GDF1, GDF11, GDF3, GDF5, GDF6, GDI1, GDNF, GEMIN4, GEMINS,
GFAP,GFER, GFI1, GFM1, GFM2, GFPT1, GFRA1, GGCX, GGPS1, GGT1, GH1,
GHR, GIGYF1, GINS1, GJA1, GJAS5, GJAS, GJB1, GJB2, GJB3, GJB4, GJBS,
GJC2,GK, GLA, GLB1, GLDC, GLDN, GLE1, GLI, GLI2, GLI3, GLIS3, GLMN,
GLRA1, GLRA2, GLRB, GLS, GLUD1, GLUL, GLYCTK, GM2A, GMNN,
GMPPA,GMPPB, GNA11, GNA14, GNAI1, GNAI2, GNAI3, GNAO1, GNAQ, GNAS,
GNB1, GNB2, GNB4, GNB5, GNE, GNPAT, GNPTAB, GNPTG, GNRH1,
GNRHR,GNS, GON7, GORAB, GOSR2, GOT2, GP1BB, GPAA1, GPC3, GPC4,
GPC6, GPHN, GPI, GPKOW, GPR101, GPR161, GPR35, GPR88, GPSM2, GPT2,
GPX4,GRB10, GREB1L, GRHL3, GRIA1, GRIA2, GRIA3, GRIA4, GRID2, GRIK2,
GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, GRIN2D, GRIP1, GRM1, GRM7, GSC, GSS, GSTMS3,
GSX2,GTF2E2, GTF2H5, GTF2l, GTF2IRD1, GTF2IRD2, GTF3C3, GTPBP2,
GTPBP3, GUCA1B, GUCY2D, GUF1, GUSB, GYG1, GYPC, GZF1, H1-4, H3-3A, H3-
3B,H4C11, HAC3, HAC5, H4C9, HAAO, HACD1, HACE1, HADH, HADHA, HADHB,
HAMP, HARS1, HAX1, HBA1, HBA2, HBB, HBG1, HBG2, HCCS, HCFC1,HCN1,
HCN4, HDAC4, HDAC6, HDACS, HEATR3, HEATR5B, HECW2, HELLS, HEPACAM,
HEPHL1, HERC1, HERC2, HES7, HESX1, HEXA, HEXB, HEY?2, HFE,HGD, HGSNAT,
HHAT, HIBCH, HIC1, HID1, HIKESHI, HINT1, HIRA, HIVEP2, HJV, HK1, HLA-B, HLA-
C, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLADRB1,HLCS, HMBS,
HMGA2, HMGB1, HMGB3, HMGCL, HMOX1, HMX1, HNF1B, HNF4A, HNMT,
HNRNPA1, HNRNPA2B1, HNRNPD, HNRNPH1,HNRNPH2, HNRNPK, HNRNPR,
HNRNPU, HOXA1, HOXA11, HOXA13, HOXB1, HOXD10, HOXD13, HPD, HPDL,
HPGD, HPRT1, HRAS, HS2ST1, HS6ST1,HS6ST2, HSD17B10, HSD17B4, HSD3B?7,
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HSPA9, HSPB1, HSPBS, HSPD1, HSPG2, HTRA1, HTRA2, HTT, HUWE1, HYAL1,
HYCC1, HYDIN, HYLS1, HYOU1,IARS1, IARS2, IBA57, ICOS, IDH1, IDH2, IDH3A,
IDH3B, IDS, IDUA, IER3IP1, IFIH1, IFITM5, IFNG, IFNGR1, IFT122, IFT140, IFT172,
IFT27, IFT43, IFT52,IFT56, IFT57, IFT74, IFT80, IFT81, IFT88, IGBP1, IGF1, IGF1R,
IGF2, IGFALS, IGHMBP2, IGLL1, IGSF3, IHH, IKBKB, IKBKG, IL10, IL11RA, IL12A,
IL12B,IL12RB1, IL17RA, IL17RD, IL1RAPL1, IL1RAPL2, IL1RN, IL21, IL21R, IL23R,
IL2RA, IL2RB, IL2RG, IL36RN, IL6, IL6ST, IL7R, IMPA1, IMPDH1, IMPDH2,IMPG1,
IMPG2, INF2, INPP4A, INPP5E, INPP5K, INPPL1, INS, INSR, INTS1, INTSS, INTU,
INVS, IPO8, IQCB1, IQCE, IQSEC1, IQSEC2, IRAK1, IREB2, IRF2BP2,IRF2BPL,
IRF4, IRF5, IRF6, IRF8, IRX5, ISCA1, ISCA2, ITCH, ITFG2, ITGA3, ITGAS6, ITGA?,
ITGAS, ITGB4, ITGBS6, ITPA, ITPR1, IVD, IVNS1ABP, IYD, JAG1, JAG2,JAKMIP1,
JAM2, JAM3, JARID2, JMJD1C, JPH1, JRK, JUP, KANK1, KANSL1, KARS1, KATS,
KAT6A, KAT6B, KAT8, KATNB1, KATNIP, KBTBD13, KCNA1,KCNA2, KCNA4,
KCNAB2, KCNB1, KCNC1, KCNC2, KCNC3, KCND2, KCNE5, KCNH1, KCNJ1,
KCNJ10, KCNJ11, KCNJ13, KCNJ2, KCNJ5, KCNJ6, KCNJ8, KCNK3, KCNKA4,
KCNK9, KCNMA1, KCNN2, KCNN3, KCNN4, KCNQ1, KCNQ10T1, KCNQ2, KCNQ3,
KCNQ5, KCNT1, KCNT2, KCTD1, KCTD3, KCTD7, KDELR2, KDM1A, KDM3B,
KDM4B, KDM5B, KDM5C, KDM6A, KDM6B, KDR, KDSR, KIAA0319L, KIAA0586,
KIAA0753, KIAA0825, KIAA1549, KIDINS220, KIF11,KIF14, KIF15, KIF1A, KIF1B,
KIF1C, KIF21B, KIF22, KIF2A, KIF3B, KIF4A, KIF5A, KIF5C, KIF7, KIFBP, KISS1,
KISS1R, KIT, KIZ, KL, KLC2, KLF1, KLF13, KLF7,KLHL15, KLHL20, KLHLA40,
KLHL41, KLHL7, KLHL9, KLLN, KLRC4, KMT2A, KMT2B, KMT2C, KMT2D, KMT2E,
KMT5B, KNL1, KNSTRN, KPTN, KRAS, KRIT1,KRT1, KRT10, KRT14, KRT16,
KRT17, KRT5, KRT6A, KRT6B, KRT81, KRT83, KRT86, KRT9, KY, KYNU, L1CAM,
L2HGDH, LACC1, LAGE3, LAMA1,LAMA2, LAMA3, LAMA5, LAMB1, LAMB2, LAMBS3,
LAMC2, LAMC3, LAMP2, LARGE1, LARP7, LARS1, LARS?2, LAS1L, LBR, LCAS,
LDHD, LDLR, LDLRAP1,LEMD2, LEMD3, LETM1, LFNG, LGI3, LGI4, LHX1, LHX3,
LHX4, LIAS, LIFR, LIG3, LIG4, LIMK1, LINGO1, LINGO4, LINS1, LIPE, LIPT1, LIPT2,
LMAN1,LMAN2L, LMBR1, LMBRD1, LMBRD2, LMNA, LMNB1, LMNB2, LMOD3,
LMX1B, LNPK, LONP1, LOX, LOXL3, LPIN2, LRAT, LRBA, LRIF1, LRP2, LRP4,
LRP5,LRP6, LRPPRC, LRRC32, LRRC56, LRRC8A, LRRK1, LRSAM1, LSM11, LSS,
LTBP1, LTBP2, LTBP3, LTBP4, LTC4S, LUZP1, LYRM7, LYSET, LYST, LZTFL1,
LZTR1,MAB21L1, MAB21L2, MACF1, MACROH2A1, MAD2L2, MADD, MAF, MAFB,
MAG, MAGEL2, MAGT1, MAK, MAL, MALT1, MAMLD1, MAN1B1, MAN2B1,MAN2C1,
MANBA, MAOA, MAP1B, MAP2K1, MAP2K2, MAP3K1, MAP3K20, MAP3K3,
MAP3K7, MAPK1, MAPK10, MAPK8IP3, MAPKAPKS5, MAPRE2,MAPT, MARCHF®6,
MARS1, MARS2, MASP1, MAST1, MAT1A, MAT2A, MATN3, MBD5, MBOAT?,
MBTPS1, MBTPS2, MC2R, MC4R, MCCC1, MCCC2,MCFD2, MCIDAS, MCM3AP,
MCM4, MCM5, MCM7, MCOLN1, MCPH1, MCTP2, MDH1, MDH2, MDM2, MDM4,
MECOM, MECP2, MECR, MED12,MED12L, MED13, MED13L, MED17, MED23,
MED25, MED27, MEF2C, MEFV, MEGF 10, MEGF8, MEIS2, MEN1, MEOX1, MERTK,
MESD, MESP2, MET,METTL23, METTL27, METTL5, MFAP5, MFF, MFN2, MFSD2A,
MFSD8, MGAT2, MGME1, MGP, MIA3, MICOS13, MICU1, MID1, MID2, MIF,
MINPP1,MIPEP, MITF, MKKS, MKRN3, MKS1, MLC1, MLH1, MLH3, MLX, MLXIPL,
MLYCD, MMAA, MMAB, MMACHC, MMADHC, MME, MMEL1, MMGT1,
MMP1,MMP13, MMP14, MMP2, MMP23B, MMP9, MMUT, MN1, MNX1, MOCS1,
MOCS2, MOGS, MORC2, MPC1, MPDU1, MPDZ, MPL, MPLKIP, MPV17,MPZ,
MRAP, MRAS, MRE11, MRPL12, MRPS16, MRPS2, MRPS22, MRPS25, MRPS28,
MRPS34, MS4A1, MSH2, MSH6, MSL2, MSL3, MSMO1, MST1,MSTO1, MSX1,
MSX2, MTAP, MTFMT, MTHFD1, MTHFR, MTHFS, MTM1, MTMR14, MTMR2, MTO1,
MTOR, MTR, MTRFR, MTRR, MTSS2, MTTP, MTX2,MUC1, MUC5B, MUSK, MVD,
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MVK, MYBPC1, MYCN, MYD88, MYF5, MYF6, MYH11, MYH14, MYH2, MYH3,
MYH7, MYH8, MYL1, MYL11, MYL2, MYLK,MYMK, MYMX, MYO18B, MYO1H,
MYO5A, MYO7A, MYO9A, MYOD1, MYORG, MYOT, MYPN, MYRF, MYSM1, MYTAL,
NAA10, NAA15, NAA20, NAB2,NACC1, NADK2, NADSYN1, NAGA, NAGLU, NAGS,
NALCN, NANS, NAPB, NARS1, NARS2, NATSL, NBAS, NBEA, NBN, NCAPD2,
NCAPD3, NCAPG2, NCAPH,NCDN, NCF1, NCF2, NCF4, NCKAP1, NCKAP1L, NDE1,
NDN, NDNF, NDP, NDRG1, NDST1, NDUFA1, NDUFA10, NDUFA11, NDUFA12,
NDUFA13, NDUFA2,NDUFA4, NDUFAS, NDUFAS, NDUFA9, NDUFAF1, NDUFAF2,
NDUFAF3, NDUFAF4, NDUFAF5, NDUFAF6, NDUFAF8, NDUFB10, NDUFB11,
NDUFB3,NDUFB8, NDUFB9, NDUFC2, NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, NDUFS4,
NDUFS6, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1, NDUFV2, NEB, NECAP1, NECTIN1,
NECTIN4,NEDD4L, NEFL, NEK1, NEK10, NEK2, NEK8, NEK9, NELFA, NEMF,
NEPRO, NEU1, NEUROD2, NEXMIF, NF1, NF2, NFASC, NFE2L2, NFIA, NFIB,
NFIX,NFKB1, NFKB2, NFKBIA, NFKBIL1, NFU1, NGF, NGLY1, NHEJ1, NHERF1,
NHLRC2, NHP2, NHS, NIN, NIPA1, NIPA2, NIPBL, NKAP, NKX2-1, NKX2-5, NKX2-
6,NKX3-2, NKX6-2, NLGN3, NLGN4X, NLRP1, NLRP12, NLRP3, NME5, NMES,
NMNAT1, NNT, NOD2, NODAL, NOG, NONO, NOP10, NOTCH1, NOTCH2,NOTCHS3,
NOVA2, NPAP1, NPC1, NPC2, NPHP1, NPHP3, NPHP4, NPM1, NPPA, NPR2,
NPR3, NPRL2, NPRL3, NROB1, NR2E3, NR2F1, NR3C1, NR4A2,NR4A3, NR5A1,
NRAS, NRCAM, NRL, NRROS, NRTN, NRXN1, NSD1, NSD2, NSDHL, NSF,
NSMCE2, NSMCE3, NSMF, NSRP1, NSUN2, NSUN3, NT5C2,NT5C3A, NT5E, NTN1,
NTNG1, NTNG2, NTRK1, NTRK2, NUBPL, NUDT2, NUP107, NUP133, NUP188,
NUP214, NUP37, NUP62, NUP85, NUP88, NUS1,NXN, NYX, OBSL1, OCA2, OCLN,
OCRL, ODAD1, ODAD2, ODAD3, ODAD4, ODC1, OFD1, OGDHL, OGT, OPA1,
OPA3, OPHN1, ORAI1, ORC1, ORC4, ORC6,0SGEP, OSTM1, OTC, OTUDS,
OTUD6B, OTULIN, OTX2, OXR1, P3H1, PAHA2, P4HB, PAHTM, PABPN1, PACS1,
PACS2, PAFAH1B1, PAH, PAICS, PAK1, PAK2,PAK3, PALB2, PALLD, PALS1,
PAM16, PAN2, PAPPA2, PAPSS2, PARN, PARP6, PARS2, PAX1, PAX2, PAX3,
PAX6, PAX7, PAX8, PBX1, PC, PCARE, PCCA,PCCB, PCDH12, PCDH15, PCDH19,
PCDHGC4, PCGF2, PCLO, PCNA, PCNT, PCSK9, PCYT1A, PCYT2, PDCD10,
PDCD6IP, PDE10A, PDE11A, PDE2A, PDE3A,PDE4D, PDESA, PDE6B, PDE6D,
PDE6G, PDE8B, PDGFB, PDGFRA, PDGFRB, PDHA1, PDHB, PDHX, PDLIM4,
PDP1, PDPN, PDSS1, PDSS2, PDX1, PDXK,PDZD8, PEPD, PERCC1, PERP,
PET100, PEX1, PEX10, PEX11B, PEX12, PEX13, PEX14, PEX16, PEX19, PEX2,
PEX26, PEX3, PEX5, PEX6, PEX7, PFKM, PGAP1, PGAP2, PGAP3, PGK1, PGM1,
PGM2L1, PGM3, PHACTR1, PHC1, PHEX, PHF14, PHF21A, PHF6, PHFS, PHGDH,
PHIP, PHKA2, PHKB, PHKG2, PHOX2B,PHYH, PI4KA, PIBF1, PIDD1, PIEZO1,
PIEZO2, PIGA, PIGB, PIGC, PIGF, PIGG, PIGH, PIGK, PIGL, PIGN, PIGO, PIGP,
PIGQ, PIGS, PIGT, PIGU, PIGV, PIGW,PIGY, PIK3C2A, PIK3CA, PIK3CD, PIK3R1,
PIK3R2, PIP5K1C, PISD, PITRM1, PITX1, PITX2, PITX3, PJA1, PKDCC, PKHD1,
PLA2G6, PLAA, PLAG1, PLAGL1,PLAU, PLCB1, PLCB3, PLCB4, PLCH1, PLEC,
PLEKHG2, PLEKHG5, PLEKHM1, PLG, PLK4, PLOD1, PLOD2, PLOD3, PLP1,
PLPBP, PLXNA1, PLXNA2, PLXND1,PMM2, PMP2, PMP22, PMPCA, PMPCB, PMS1,
PMS2, PMVK, PNKD, PNKP, PNP, PNPLA2, PNPLA6, PNPO, PNPT1, POC1A,
PODXL, POF1B, POFUT1,POGLUT1, POGZ, POLA1, POLD1, POLE, POLG, POLG2,
POLR1A, POLR1B, POLR1C, POLR1D, POLR2A, POLR3A, POLR3B, POLR3GL,
POLR3H, POLR3K,POLRMT, POMGNT1, POMGNT2, POMK, POMP, POMTH,
POMT2, POP1, POR, PORCN, POU1F1, POU2AF1, POU3F3, POU3F4, POU4F1,
PPARG, PPFIBP1,PPIB, PPIL1, PPM1B, PPM1D, PPOX, PPP1CB, PPP1R12A,
PPP1R15B, PPP1R17, PPP1R21, PPP2CA, PPP2R1A, PPP2R3C, PPP2R5D,
PPP3CA, PPT1, PQBP1,PRCD, PRDM12, PRDM13, PRDM16, PRDM5, PRDX1,
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PREPL, PRG4, PRICKLE1, PRICKLE2, PRIM1, PRKACA, PRKACB, PRKAR1A,
PRKAR1B, PRKCD, PRKCG,PRKCSH, PRKCZ, PRKD1, PRKDC, PRKG1, PRKG?2,
PRKRA, PRLR, PRMT7, PRNP, PRODH, PROK2, PROKR2, PROM1, PROP1,
PRORP, PRPF3, PRPF31, PRPF4,PRPF6, PRPF8, PRPH2, PRPS1, PRR12, PRRT2,
PRRX1, PRSS12, PRTN3, PRUNE1, PRX, PSAP, PSAT1, PSEN1, PSEN2, PSENEN,
PSMB1, PSMB4, PSMB8,PSMB9, PSMC1, PSMC3, PSMC3IP, PSMC5, PSMD12,
PSMG2, PSPH, PSTPIP1, PTCH1, PTCH2, PTCHD1, PTDSS1, PTEN, PTF1A,
PTH1R, PTHLH, PTPN11,PTPN2, PTPN22, PTPN23, PTPN4, PTRH2, PTRHD1, PTS,
PUF60, PUM1, PURA, PUS1, PUS3, PUS7, PYCR1, PYCR2, PYGL, PYROXD1,
QARS1, QDPR,QRICH1, RAB11A, RAB11B, RAB14, RAB18, RAB23, RAB33B,
RAB39B, RAB3GAP1, RAB3GAP2, RAB5IF, RABTA, RABL3, RAC1, RAC2, RACS3,
RAD21,RAD50, RAD51, RAD51C, RAF1, RAG1, RAG2, RAI1, RALA, RALGAPA1,
RANBP2, RAP1B, RAP1GDS1, RAPSN, RARB, RARS1, RARS2, RASA1,
RASA2,RASGRP1, RAX, RB1, RBBP8, RBCK1, RBL2, RBM10, RBM28, RBMSA,
RBMX, RBP3, RBPJ, RBSN, RCBTB1, RD3, RDH11, RDH12, RECQL4, REEP1,
REEPS6,RELN, REN, RERE, REST, RET, RETREG1, REV3L, RFC1, RFC2, RFT1,
RFWD3, RFX3, RFX4, RFX5, RFX7, RFXANK, RFXAP, RGR, RHBDF2, RHEB, RHO,
RHOA,RHOBTB2, RIC1, RIN2, RINT1, RIPK4, RIPPLY2, RIT1, RLBP1, RLIM,
RMND1, RNASEH1, RNASEH2A, RNASEH2B, RNASEH2C, RNASET2,
RNF113A,RNF125, RNF13, RNF135, RNF168, RNF2, RNF213, RNF216, RNF220,
RNF6, RNPC3, ROBO1, ROBO3, ROGDI, ROM1, ROR2, RORA, RP1, RP1L1,
RP2,RP9, RPE65, RPGR, RPGRIP1, RPGRIP1L, RPIA, RPL10, RPL11, RPL13,
RPL15, RPL18, RPL26, RPL27, RPL31, RPL35, RPL35A, RPL5, RPS10,
RPS15A,RPS17, RPS19, RPS20, RPS23, RPS24, RPS26, RPS27, RPS28, RPS29,
RPS6KA3, RPS7, RRAS, RRAS2, RREB1, RRM2B, RRP7A, RSPH1, RSPHS3,
RSPH4A,RSPH9, RSPO2, RSPRY1, RSRC1, RTEL1, RTL1, RTN2, RTN4IP1, RTTN,
RUBCN, RUNX1, RUNX2, RUSC2, RXYLT1, RYR1, RYR2, SACS, SAG, SALL1,
SALL4,SAMD12, SAMD9, SAMDOL, SAMHD1, SAR1B, SARDH, SARS1, SARS2,
SASH3, SASS6, SATB1, SATB2, SBDS, SBF1, SBF2, SC5D, SCAF4, SCAMPS,
SCAPER,SCARB2, SCARF2, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCN3A, SCN4A, SCN5A,
SCNB8A, SCN9A, SCNM1, SCNN1A, SCNN1B, SCNN1G, SCO2, SCUBE3, SCYL1,
SCYL2,SDCCAGS, SDHA, SDHAF1, SDHB, SDHC, SDHD, SEC23A, SEC23B,
SEC24C, SEC24D, SEC31A, SEC61A1, SEC63, SECISBP2, SELENOI, SELENON,
SEM1,SEMA3A, SEMA3C, SEMA3D, SEMA3E, SEMA4A, SEMA4D, SEMASA,
SEMA6B, SEPSECS, SEPTIN9, SERAC1, SERPINA1, SERPINE1, SERPINF1,
SERPINF2,SERPINH1, SET, SETBP1, SETD1A, SETD1B, SETD2, SETD5, SETX,
SF3B2, SF3B4, SFRP4, SFTPA1, SFTPA2, SFTPB, SFTPC, SFXN4, SGCA, SGCB,
SGCD, SGCG,SGMS2, SGPL1, SGSH, SH2B1, SH3BP2, SH3KBP1, SH3PXD2B,
SH3TC2, SHANK2, SHANK3, SHH, SHMT2, SHOC2, SHOX, SHPK, SHROOMA4,
SIAH1,SIGMAR1, SIK1, SIK3, SIL1, SIM1, SIN3A, SIN3B, SIX1, SIX2, SIX3, SIX5,
SIX6, SKI, SKIC2, SKIC3, SLC10A1, SLC10A7, SLC11A1, SLC12A1, SLC12A2,
SLC12A3,SLC12A5, SLC12A6, SLC13A5, SLC16A1, SLC16A2, SLC17A5, SLC18A2,
SLC18A3, SLC19A3, SLC1A1, SLC1A2, SLC1A3, SLC1A4, SLC20A2,
SLC22A12,SLC22A4, SLC25A1, SLC25A12, SLC25A15, SLC25A19, SLC25A20,
SLC25A21, SLC25A22, SLC25A24, SLC25A26, SLC25A38, SLC25A4, SLC25A46,
SLC26A2,SLC26A4, SLC26A9, SLC27A4, SLC29A3, SLC2A1, SLC2A10, SLC2A2,
SLC2A9, SLC30A10, SLC30A9, SLC33A1, SLC34A1, SLC34A2, SLC34A3,
SLC35A1,SLC35A2, SLC35A3, SLC35B2, SLC35C1, SLC35D1, SLC36A2, SLC37A4,
SLC38A3, SLC39A13, SLC39A14, SLC39A8, SLC3A1, SLC40A1, SLC45A1,
SLC46A1,SLC4A1, SLC4A11, SLC4A4, SLC52A2, SLC52A3, SLC5A5, SLC5A6,
SLC5A7, SLC6A1, SLC6A14, SLC6A17, SLC6A19, SLC6A20, SLC6A3, SLCEAS5,
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SLC6A8,SLC6A9, SLC7A14, SLCTA7, SLCIA3, SLCIAG, SLCIA7, SLCO2A1,
SLITRK6, SLURP1, SLX4, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SMAD6, SMARCA?2,
SMARCA4,SMARCAS5, SMARCAD1, SMARCAL1, SMARCB1, SMARCC2, SMARCD1,
SMARCD2, SMARCE1, SMC1A, SMC3, SMCHD1, SMG8, SMG9, SMO,
SMOC1,SMPD1, SMPD4, SMPX, SMS, SNAI2, SNAP25, SNAP29, SNIP1,
SNRNP200, SNRPB, SNRPN, SNX10, SNX14, SNX27, SOBP, SOCS1, SOD1, SON,
SORD,SORL1, SOS1, SOS2, SOST, SOX10, SOX11, SOX18, SOX2, SOX3, SOX4,
SOX5, SOX6, SOX9, SP110, SP7, SPAG1, SPARC, SPART, SPAST, SPATA?,
SPECC1L, SPEF2, SPEG, SPEN, SPG11, SPG7, SPI1, SPIB, SPIDR, SPINKS,
SPINT2, SPOP, SPP1, SPR, SPRED1, SPRED2, SPRTN, SPRY4, SPTA1, SPTAN1,
SPTB, SPTBN1,SPTBN2, SPTBN4, SPTLC1, SPTLC2, SQSTM1, SRC, SRCAP,
SRD5A3, SREBF1, SRGAP3, SRP54, SRPX2, SRRM2, SRSF2, SRY, SSR4,
ST3GAL3, ST3GAL5,STAC3, STAG1, STAG2, STAMBP, STAR, STARD7, STATY,
STAT3, STAT4, STAT5B, STAT6, STEEP1, STIL, STIM1, STK11, STK36, STN1,
STRA6, STRADA, STS,STT3A, STT3B, STUB1, STX16, STX1A, STX1B, STX3,
STXBP1, STXBP2, SUCLA2, SUCLG1, SUFU, SUGCT, SUMF1, SUOX, SUPT16H,
SURF1, SUZ12, SVBP,SVIL, SYK, SYN1, SYNCRIP, SYNE1, SYNE2, SYNGAP1,
SYNJ1, SYP, SYT1, SYT14, SYT2, SZT2, TAB2, TAC3, TACO1, TACR3, TAF1,
TAF13, TAF15, TAF1C, TAF2,TAF4, TAF6, TAF8, TAFAZZIN, TALDO1, TANC2,
TANGO?2, TAOK1, TAP1, TAP2, TAPBP, TAPT1, TARS1, TASP1, TAT, TBC1D20,
TBC1D23, TBC1D24, TBC1D2B,TBC1D7, TBCD, TBCE, TBCK, TBL1X, TBL1XR1,
TBL2, TBR1, TBX1, TBX15, TBX18, TBX2, TBX22, TBX3, TBX4, TBX5, TBXG6,
TBXAS1, TBXT, TCF12, TCF20,TCF3, TCF4, TCF7L2, TCIRG1, TCN2, TCOF1,
TCTN1, TCTN2, TCTN3, TDGF1, TDP2, TECPR2, TECR, TEK, TELO2, TENMS3,
TENT5A, TERT, TET2, TET3, TF,TFAP2A, TFAP2B, TFE3, TFG, TFR2, TG, TGDS,
TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TGIF1, TGM1, TGMS, TH, THG1L,
THOC2, THOC6, THPO, THRA, THRB, THSD4, THUMPD1, TIAM1, TIMM22, TIMM50,
TIMMB8A, TIMMDC1, TINF2, TJP2, TK2, TKFC, TKT, TLK2, TLL1, TLR3, TLR4,
TMCO1, TMEM106B, TMEM107, TMEM126B, TMEM138, TMEM147, TMEM165,
TMEM216, TMEM218, TMEM222, TMEM231, TMEM237, TMEM240,

TMEM260, TMEM270, TMEM38B, TMEMA43, TMEM53, TMEM63C, TMEM67,
TMEM70, TMEM94, TMLHE, TMPRSS6, TMTC3, TMX2, TNFAIPS,

TNFRSF11A, TNFRSF11B, TNFRSF13B, TNFRSF13C, TNFRSF1A, TNFSF11,
TNFSF12, TNFSF15, TNIK, TNNI2, TNNT1, TNNT3, TNPO2, TNPO3, TNR, TNRC6B,
TNXB, TOE1, TOGARAM1, TOM1, TOMM40, TOMM70, TONSL, TOP3A, TOPORS,
TOR1A, TOR1AIP1, TP53, TP53RK, TP63, TP73, TPI1, TPK1, TPM2, TPM3, TPO,
TPP1, TPP2, TPRKB, TRAF3IP1, TRAF7, TRAIP, TRAK1, TRAPPC10, TRAPPC11,
TRAPPC12, TRAPPC14, TRAPPC2, TRAPPC2L, TRAPPC4, TRAPPC6B, TRAPPCY,
TREM2, TREX1, TRH, TRIM2, TRIM32, TRIM37, TRIM8, TRIO, TRIP11, TRIP12,
TRIP13, TRIP4, TRIT1, TRMT1, TRMT10A, TRMT5, TRNT1,TRPM3, TRPS1, TRPV3,
TRPV4, TRPV6, TRRAP, TSC1, TSC2, TSEN15, TSEN2, TSEN34, TSEN54, TSFM,
TSHB, TSHR, TSPAN12, TSPAN7, TSPOAP1, TSR2,TTC12, TTC19, TTC21B, TTCS,
TTC8, TTI2, TTN, TTPA, TTR, TUB, TUBA1A, TUBB, TUBB2A, TUBB2B, TUBBS3,
TUBB4A, TUBB4B, TUBG1, TUBGCP2, TUBGCP4, TUBGCP6, TUFM, TULP1,
TUSC3, TWIST1, TWIST2, TWNK, TXN2, TXNDC15, TXNL4A, TXNRD2, TYMP,
TYMS, TYROBP, U2AF2,UBA1, UBA2, UBA5, UBAC2, UBB, UBE2A, UBE2T, UBE3A,
UBE3B, UBE4A, UBE4B, UBR1, UBR7, UBTF, UCHL1, UFC1, UFD1, UFM1, UFSP2,
UGDH,UGP2, UGT1A1, UMOD, UMPS, UNC119, UNC45A, UNC80, UPB1, UPF1,
UPF3B, UQCC2, UQCRC2, UQCRQ, UROC1, UROD, UROS, USB1, USF3,
USH1C,USH1G, USH2A, USP18, USP27X, USP45, USP48, USP7, USP8, USP9X,
VAC14, VAMP1, VAMP2, VAMP7, VANGL1, VANGL2, VARS1, VARS2, VCP,
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VDR,VHL, VIPAS39, VLDLR, VMA21, VPS11, VPS13A, VPS13B, VPS13D, VPS16,
VPS33A, VPS33B, VPS35L, VPS37A, VPS37D, VPS41, VPS4A, VPS50,
VPS51,VPS53, VRK1, VSX1, VWA1, VWA3B, VWF, WAC, WARS2, WAS, WASF1,
WASHC4, WASHC5, WBP11, WDFY3, WDPCP, WDR11, WDR19, WDR26, WDR35,
WDR37, WDR4, WDR45, WDR45B, WDR48, WDR62, WDR73, WDR81, WFS1,
WIPF1, WIPI2, WLS, WNK1, WNK3, WNT1, WNT10B, WNT3,WNT3A, WNT4,
WNT5A, WNTT7A, WNT9B, WRAP53, WRN, WT1, WWOX, XPA, XPC, XPNPEP3,
XPR1, XRCC2, XRCC4, XYLT1, XYLT2, YAP1, YARS1, YARS2,YEATS2, YIF1B,
YIPF5, YME1L1, YRDC, YWHAE, YWHAG, YY1, YY1AP1, ZBTB11, ZBTB18,
ZBTB20, ZBTB24, ZBTB42, ZBTB7A, ZC3H14, ZC4H2, ZDHHCY, ZEB2, ZFHX4,
ZFP57, ZFPM2, ZFR, ZFYVE26, ZFYVE27, ZIC1, ZIC2, ZIC3, ZMIZ1, ZMPSTE?24,
ZMYM2, ZMYM3, ZMYND10, ZMYND11, ZNF141, ZNF142, ZNF148, ZNF292,
ZNF335, ZNF341, ZNF407, ZNF408, ZNF423, ZNF462, ZNF469, ZNF513, ZNF526,
ZNF592, ZNF668, ZNF687, ZNF699, ZNF711, ZNHIT3, ZPR1, ZSWIMS6, ZSWIM?.
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Supplementary material 6. Integrative Genomics Viewer (IGV) image of PORCN in

the proband indicating a mosaic state of the identified variant
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Supplementary Material 7. Sanger sequencing images. A. Image of the

proband’s Sanger sequencing

pointed out in the rectangle. B.

of PORCN. The missense mosaic mutation is
Image of the proband’s mother Sanger

sequencing of the same PORCN region. The rectangle indicates shows an

exclusive guanosine signal.
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Supplementary Material 8. Conservation across species of the nucleic
base and aminoacid residue mutated in the proband

A

Conservation of the nucleic base. Image extracted and adapted from USCS

genome browser (https://genome.ucsc.edu/) indicating that the guanosine base at
the ¢.887 position, which is the one substituted by cytosine in the proband, is highly

conserved across species, also reflected by a score of 9,22 from the 100

vertebrates Basewise Conservation by PhyloP (phyloP100way).

Conservation of the aminoacid residue (red rectangle). Image extracted and

adapted from https://media.qgithubusercontent.com/media/aminodektc/61/master.

The yellow rectangle points to an evolutionary conserved region (ECR).
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Supplementary Material 9. Two-dimensional representation of PORCN gene (A),
and of the Protein-serine O-palmitole poyltransferase porcupine protein (B).

A. Blue boxes represent the exons. The proband’s variant, which is localized in exon
10, is highlighted in the red circle.

B. Numbers in the boxes represent aminoacid positions. Red segments represent
cytoplastamic domains; black segments represent helicoidal domains; yellow segments
represent extracellular domains. The proband’s variant aminoacid position is shown in
the red circle.

Abbreviations: TD: topological domain; Cyt: cytoplasmatic; Exc: Extracellular; TM:
transmembrane; Hel: helicoidal.

To create the images, data was extracted from UCSC and Uniprot
(https://www.uniprot.org/)
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Supplementary Material 10. Three-dimensional reconstruction of the protein-
serine O-palmitoleoyltransferase porucpine protein (PORCN) in WT and mutated
forms. A. 3D reconstruction of the WT protein through AlphaFold
(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q9H237). The arginine residue at position 296 (pink
residue pointed by red arrow) has a very high per-residue model confidence score
(pLDDT) of 94,86 (ranges between 0 and 100), indicating that mutations at this site are
very probably pathogenic. B. A model of the WT PORCN protein with the WT Arg296
residue magnified in the box. C. A model of the PORCN protein with the proband’s
variant p.(Arg296Pro) shown in the magnified box. Figures 10B and 10C were also
downloaded from the Alphafold website and visualized with the UCSF Chimera
software version 1.18.0. To obtain the p.(Arg296Pro) variant in the model, the rotamers
option in the structure editing tool was used with all default parameters chosen.

A. B. porCNWT =
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CAPITULO 2: VALIDACIONES FUNCIONALES DE VARIANTES GENETICAS
RARAS ASOCIADAS CON UN TRASTORNO ESQUELETICO CON ALTA MASA
OSEA.

Articulo 3

Functional assessment of rare genetic variants found in a family with skeletal

dysplasia and high bone mass
Resumen:

Aqui, realizamos validaciones funcionales in silico e in vitro de cinco variantes
genéticas halladas en un caso familiar de displasia ésea esclerosante que también
presentaba lesiones 6seas lucentes. Para ello, se hicieron analisis in silico de cinco
variantes genéticas en los genes TBX18, SEMA4D, PTCH1, ADGRES5 y PTK?,
analizando también posibles cambios en la estabilidad proteica. Se realizaron
ensayos de gen reportero luciferasa para validar funcionalmente la variante de
TBX18. Se determind la expresion de biomarcadores osteoblasticos en células
MC3T3 tratadas con medio acondicionado obtenido a partir de cultivos de células
HEK que expresan de forma estable Sema4d wt y mutada para validar
funcionalmente la variante encontrada en este gen. Las variantes missense
p.Arg349GIn en TBX18, p.Val212Met en SEMA4D, p.Asp436Asn en PTCH1,
p.Glu724Gly en ADGRES y p.Thr675Met en PTK7 no generan cambios aparentes
en el plegamiento ni en las estructuras tridimensionales de las proteinas, ni
comprometen su estabilidad. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre TBX718 wt y TBX18 p.Arg349GIn. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre Sema4d wt y mutada en ninguno de los
biomarcadores analizados, tanto en el estado basal como tras la inducciéon de la
diferenciacién a osteoblastos. Sin embargo, se observé una tendencia al alza en la
expresion de ARNmM de todos los biomarcadores osteoblasticos tras la
diferenciacion a osteoblastos en células tratadas con Sema4d mutada, en
comparacién con las células tratadas con Sema4d wt y las células sin tratamiento
con medio acondicionado. De acuerdo con nuestro analisis in silico, ninguna de las

variantes encontradas genera una alteracion en la estructura conformacional ni en
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la estabilidad de las proteinas implicadas. Ademas, en nuestro sistema, la variante
p.Arg349GIn en TBX18 no afecta la actividad transcripcional de este factor.
Asimismo, nuestros ensayos de diferenciacion de osteoblastos para validar
funcionalmente la variante p.Val212Met en SEMA4D no permitieron obtener
resultados concluyentes, aunque, segun los analisis in silico, esta variante
probablemente no afecta a la capacidad inhibitoria de la osteoblastogénesis de la

semaforina 4D.
Referencia:

Functional assessment of rare genetic variants found in a family with skeletal
dysplasia and high bone mass. Juan David Patifio-Salazar, Diana Ovejero, Natalia
Garcia-Giralt, Maria Gabernet, Javier Forte-Martinez, Monica Cozar, Susanna
Balcells, Daniel Grinberg, Xavier Nogués, liigo Etxebarria Foronda, Raquel

Rabionet. Manuscrito en preparacion.
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Abstract

Introduction: Sclerosing bone dysplasias are a group of bone pathologies caused by an
imbalance in bone metabolism, due to decreased bone resorption or stimulation of bone
formation signalling pathways. This group of pathologies is clinically and genetically diverse
and phenotypically characterized by a significantly increased bone mass resulting in a broad
range of secondary clinical complications.

Objective: To perform in silico and in vitro functional validations of five candidate genetic
variants found in a familial case of a sclerosing bone dysplasia that also featured lucent
bone lesions.

Methods: In silico structural analyses of 5 genetic variants in the genes TBX18, SEMA4D,
PTCH1, ADGRES5, and PTK7 were performed, also analysing possible changes in the
protein stability. /n vitro functional assays were performed for TBX18 and SEMA4D. In
particular the TBX18 variant was validated by Luciferase gene reporter assays, while the
SEMAA4D variant was validated through the determination of osteoblastic biomarkers in
MC3T3 cells treated with conditioned medium from cell cultures stably expressing wt or
mutated Sema4d.

Results: The missense variants p.Arg349GIn in TBX18, p.Val212Met in SEMA4D,
p.Asp436Asn in PTCH1, p.Glu724Gly in ADGRE5 and p.Thr675Met in PTK7 do not
generate any apparent change in the folding or three-dimensional structures of the proteins,
nor do they compromise protein stability. There was no statistically significant difference
between wt and mutant (p.Arg349GIn) TBX18 transcription activation activity. No statistically
significant differences were observed between wt and mutated Sema4d on any of the
biomarkers analysed, neither in the basal state nor after inducing differentiation to
osteoblasts. Nevertheless, an increased trend was observed in the mRNA expression of all
the osteoblastic biomarkers after differentiation, in cells treated with mutated Sema4d
compared to wt Sema4d or no treatment.

Conclusion: Our in silico and functional studies do not support any of these variants as
causes of the phenotype found in the familial case of sclerosing bone dysplasia.

Key words: Rare genetic variants, High bone mass, Skeletal dysplasia, TBX18, SEMA4D
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Introduction

Skeletal dysplasias are a group of bone pathologies that include 461 genetic bone disorders
and have been associated with one or more of 437 genes. Most of the severe monogenic
skeletal dysplasias are dominant disorders, frequently caused by de novo mutations (1,2).
In particular, sclerosing bone dysplasias are caused by an imbalance in bone metabolism,
resulting from impaired bone resorption or from excessive activation of bone formation
signalling pathways (3,4). Because sclerosing skeletal dysplasias have great variability with
a broad range of secondary clinical complications, it is difficult to establish a precise
diagnosis (1). Therefore, research is needed on new diagnostic approaches for these
diseases and for a better understanding of their pathophysiology.

Our research team previously reported a familial case of sclerosing bone dysplasia
characterized by high bone mass (HBM) and lucent bone lesions (5). In this case, we
observed a unique skeletal phenotype with a combination of sclerotic features and lucent
bone lesions, as well as elevated impact microindentation (IMI) values, in three members of
a family: the proband, his son, and his daughter. BMD was very high in the proband and his
daughter. The proband's daughter also had idiopathic scoliosis (IS), as well as mild
thrombocytopenia and mild structural thyroid abnormalities, which were the only extra-
skeletal abnormalities identified.

Whole exome sequencing (WES) of the affected members of the family members revealed
rare variants in genes involved in homeobox transcriptional regulation, osteoblast and
osteoclast function, and Wnt signaling pathways involved in bone formation. Specifically, 5
rare putatively pathogenic variants were prioritized in genes associated with bone
metabolism: TBX18, SEMA4D, PTCH1, ADGRES5, and PTK7. The PTK7 variant was
considered potentially relevant to the development of idiopathic scoliosis (IS), while the
TBX18 and SEMA4D variants emerged as the most promising candidates for the observed
lucent bone lesions and HBM, respectively, given their high predicted pathogenicity and
putative role in bone biology (5).

The transcription factor TBX18 is a member of an evolutionary conserved family of
transcription factors that play important roles in organ formation during embryogenesis. It
has a DNA-binding T-box domain that enables repression activity by antagonizing
transcriptional activators. The protein has an eh1 domain that enables the formation of
homo- or heterodimers (6). Mutations in TBX18 have been linked to urinary tract
malformations and congenital heart defects. In mouse models, both under- and over-
expression of TBX18 have resulted in severe skeletal ossification anomalies, indicating its
important role in bone formation. Particularly, it has been linked with endochondral
formation (7,8). The SEMA4D gene encodes a 150 kDA class IV transmembrane
semaphorin. SEMA4D is abundantly expressed on the cell membrane of both osteoclast
progenitors and mature osteoclasts, while its expression is low or no detectable in
osteoblasts. The binding of SEMA4D to the PLEXIN-B1 receptor, which is highly expressed
in osteoblasts, activates a signaling cascade that inhibits osteoblastic differentiation.
Therefore, SEMA4D regulates bone remodeling by directly blocking osteoblast
differentiation and repelling osteoblast by increasing their motility (9—13).
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In this work, we aimed to perform in silico and in vitro functional analyses to assess whether
these genetic variants could be related to the phenotypic features of the skeletal dysplasia
identified in this family.

Material and Methods

Variants under study

The five variants investigated in this study are all missense and are listed in Table 1.
In silico studies

The models of the wt proteins with the variant residues magnified in the boxes were
downloaded from the Alphafold website https://alphafold.ebi.ac.uk/ and visualized with the
UCSF Chimera software version 1.18.0. Each of the variants were obtained from the wt
models using Chimera software. The rotamers option in the structure editing tool was used
with all default parameters chosen. For the prediction of protein stability, the Maestro web
server of University of Salzburg was used
https://pbwww.services.came.sbg.ac.at/maestro/web/maestro/workflow

Vector construction of TBX18 and SEMA4D

Vectors expressing the wildtype sequences of TBX718 (pCMV6-TBX18, RC211838, OriGene
Technologies, Inc.) or Sema4d-Fc-His (Addgene (ref #72157)) and a pGL3-Promoter
reporter vector (Promega) were purchased and edited by site directed mutagenesis
(QuickChange Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent)) using the primers listed in table S1
to obtain the missense variants p.Lys163Glu (positive control published by Vivante et al. (8))
and p.Arg349GiIn in TBX18, p.Val212Met in Sema4d and the response element to TBX18
(8), respectively. In all cases, the presence of point mutations and absence of errors were
verified through Sanger sequencing (Figure S1). Additionally, nanoluc vector
pNL1.1.TK[NIuc/TK] (Promega) was used for normalization of luciferase activity in the
assays. For generation of the stable cell line, the wt and mutated versions of Sema4d were
inserted into pcDNA™3.1 (+).

Cell culture

HEK293 cells were cultured and maintained in DMEM medium (Gibco) containing 10% fetal
bovine serum (Gibco, Origin: Brazil), and 1% penicillin/streptomycin (Gibco) (complete
media), in a humidified atmosphere containing 5% CO; at 37°C. MC3T3 cells were cultured
and maintained in Alpha-MEM medium (Gibco) containing 10% fetal bovine serum (Gibco,
Origin: Brazil), and 1% penicillin/streptomycin (Gibco) (complete media), in a humidified
atmosphere containing 5% CO; at 37°C.

Stable cell line generation

To create stably transfected cells, 2500 ng of the pcDNA 3.1-Sema4d wt and 2500 ng of
pcDNA 3.1-Sema4d-p.Val212Met constructs were transfected in HEK293 cells seeded in 6-
well plates, using lipofectamin 3000 according to the manufacturer’s instructions. At 48h
post-transfection, cells were treated with 2.5 mg/mL of Geneticin (G418 Sulfate, Gibco) for
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approximately two weeks (previously, a Geneticin mortality curve was performed for
HEK293 cells and a 2.5 mg/mL concentration was selected for the obtention of stably
transfected clones (Figure S2)). The surviving cells were collected and seeded in 96-well
plates for three weeks, in serial dilutions to obtain the lowest possible number of cells per
well. Five clones for pcDNA 3.1-Sema4d wt and six clones for pcDNA 3.1-Sema4d-
p.Val212Met were obtained. To confirm the presence and integrity of the transfected
constructs, genomic DNA was extracted and PCR amplifications were performed using
specific primers for the Sema4d insert (Table S1). One clone per transfected vector was
selected and verified by Sanger sequencing (Figure S3). The selected clones were
maintained in DMEM medium (Gibco) containing 10% fetal bovine serum (Gibco, Origin:
Brazil), and 2.5 mg/mL Geneticin (Gibco) in a humidified atmosphere containing 5% CO- at
37°C.

Luciferase gene reporter assay

HEK293 cells were seeded at a density of 200,000 cells per well in 12-well plates. After 24
hours, the medium was replaced with 1 ml of DMEM supplemented with 10% FBS. Cells
were then transfected with 995 ng of TBX18 vector —either empty, WT, C+ or mutated
vectors—, along with the pGL3 reporter vector with the TBX18 response element in a ratio of
2:1. Additionally, 5 ng of normalizer vector were included in the transfection mixture. The
transfection was carried out with lipofectamin 3000 following the manufacturer’s instruction.
48 hours post-transfection, cells were lysed to do the reporter assay using the Nano-Glo
Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega). Luciferase activity was determined with
a Glomax Multi+ luminometer (Promega). All transfections were performed in triplicate, and
experiments were repeated nine times.

Treatment of osteoblastic cells with Sema4d conditioned media

MC3T3 cells were seeded at 1x10° cells/well in a 12-well plate with 80% Alpha-MEM
medium (Gibco) and 20% conditioned medium. The conditioned medium was obtained from
HEK293 stable cells seeded in 75cm? flasks until confluence. The culture medium was
replaced with Alpha-MEM without FBS and antibiotic. After 24H, the medium was collected
and mixed with 80% Alpha-MEM medium (Gibco) containing 10% fetal bovine serum (Gibco,
Origin: Brazil), and 1% penicillin/streptomycin (Gibco) and added to the MC3T3 cells. After
24 H, osteoblast differentiation was induced by adding 100ug/mL ascorbic acid (Sigma-
Aldrich) and 5mM -glycerophosphate (Thermo Fisher Scientific) to the complete medium
for 7 days, replacing the medium every 72 h. Next, the RNA was extracted with High Pure
RNA Isolation Kit (Roche, Basel, Switzerland) following the manufacturer’s
recommendations. Two pg of RNA were used for retro-transcription using the High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), followed by
RT-gPCR with LightCycler® 480 Probes Master (Roche, Basel, Switzerland) in a
LightCycler480 (Roche, Basel, Switzerland) following the commercial protocol. Primers were
designed from available mouse sequences using the primer analysis software Primer3
(Table S2). A mouse Gapdh gene was used as an internal control. The comparative
threshold (Ct) method was used for data analysis expressed as 22, Three independent
experiments were carried out for each biomarker.
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Western blot assay

To assess the expression levels of mouse-Sema4d in the conditioned medium of HEK293
stable cells, the medium was collected after 24h of culture. The protein contained in the
medium was concentrated with the Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices kit (Sigma-
Aldrich), following the manufacturer’s protocol. Then, half of the total volume obtained (40uL)
with the unquantified protein concentrate, were separated by electrophoresis in an SDS-
polyacrylamide gel (SDS-PAGE), transferred to a hydrophobic PVDF transfer membrane
(Merck-Millipore, Burlington, MA, USA), and incubated with anti-His 6x Tag antibody
(Invitrogen Catalog # MA1-21315), 1:500 was used. The membranes were developed using
a peroxidase-conjugated secondary antibody anti-mouse IgG (A5906) 1:10000 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA), producing a total of 1 experiment for each sample.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism v8 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA), applying one-way or two-way Anova as appropriate. Data are expressed
as mean = SD and are representative of three or more independent experiments.

Results

In silico structural analysis of the candidate proteins likely involved in the bone
phenotype

We performed an in silico analysis of the five protein variants previously identified as
candidates in a familial case of bone dysplasia (5): p.Arg349GIn (TBX18), p.Val212Met
(SEMAA4D), p.Asp436Asn (PTCH1), p.Glu724Gly (ADGRES5) and p.Thr675Met (PTK7).

Variant (p.Arg349GIn) in TBX18 is located in a disordered structure (Figure 1A, B) that is
not so exposed to the surface to allow interactions with DNA or other proteins. The variant
is close to, but outside of an alpha helix belonging to the functional T-Box domain that runs
from aa 141 to 330. In the protein stability analysis (Table 1), a AAG of -0.08 kcal/mol was
observed for the TBX18 variant p.Arg349GiIn, indicating that it is a neutral mutation.

Variant p.Val212Met in SEMA4D, and its corresponding position in Sema4d (Mus musculus)
are located in the SEMA functional domain (Figure 3A, B); however, it is located in a beta-
sheet structure towards the inside of the folded protein, which hinders its interaction with
other proteins (Figure 1C, D, E, F). A AAG of 0.123 kcal/mol for the human protein and 0.075
kcal/mol for the murine protein (Table 1), was observed for the SEMA4D variant
p.Val212Met, suggesting that it is a neutral mutation.
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Figure 1. Three-dimensional models of the five candidate protein variants. A and B. TBX18,
wt and mutated. C and D. human SEMA-4D wt and mutant. E and F. Murine Sema-4D wt
and mutated. G and H. PTCH1 wt and mutated. | and J. ADGRE5 wt and mutated. K and L.
PTK7 wt and mutated. The amino acids corresponding to the wt or variant sequences are
shown in each of the boxes.

The analysis of the PTCH1 variant p.Asp436Asn, is (Figures 1G (wt) and 1H (p.Asp436Asn))
shows that the mutated amino acid is located in the functional sterol-sensing domain) which
includes the aa 438-598 according to Uniprot
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q13635/entry#family_and_domains). Even though the
mutation involves a change from an amino acid with a negatively charged polar radical group
(Asp) to one with an uncharged polar radical group (Asn) (14), the mutation is neutral
according to its AAG of -0.079 kcal/mol (Table 1).

Variant p.Glu724Gly in ADGRES is located in a coil that joins two alpha-helices (Figures 1l
and 1J) and downstream from the EGF-like calcium-binding functional domains, found
between amino acids 22 to 257, and the GPS functional motif located between amino acids
495 to 543 (https://www.uniprot.org/uniprotkb/P48960/entry#family_and_domains). In terms
of stability analysis, this variant has a AAG of 0.275 kcal/mol which means that it is a neutral
mutation (Table 1), although the mutation generated a change between an amino acid with
a negatively charged polar radical group and one with an aliphatic non-polar radical group
(14).

Finally, the effect of the variant p.Thr675Met in PTK7 is shown in figures 1K (wt) and 1L
(mutated) with magnification of the mutated amino acid found in a beta-sheet structure in
the Ig-like C2-type 7 domain, which is located between amino acids 578-680, and upstream
from the region of interaction with CTNNB1, which is located between amino acids 794-1070
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q13308/entry#family_and_domains). In the protein
stability analysis (Table 1), a AAG of 0.053 kcal/mol was observed for this variant indicating
that it is a neutral mutation.

The missense variants p.Arg349GIn (TBX18), p.Val212Met (SEMA4D), p.Asp436Asn
(PTCH1), p.Glu724Gly (ADGRES) and p.Thr675Met (PTK7) did not appear to generate any
changes in the folding or three-dimensional structures of the proteins, as shown in the full
structural models (Figure 1A-1L). Likewise, protein stability analyses indicated that none of
these variants exerted a significant impact on protein stability (Table 1).
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Table 1. Prediction of AAG of the protein models mutated

Gene Protein Variant AAG
(kcal/mol)*
TBX18 T-Box Transcription Factor p.Arg349GIn -0.08
18
SEMA4D Homo sapiens Semaphorin 4D p.Val212Met 0.123
Sema4D Mus musculus  Semaphorin 4D p.Val212Met 0.075
PTCH1 Patched 1 p.Asp436Asn -0.079
ADGRE5 Adhesion G Protein-Coupled p.Glu724Gly 0.275
Receptor E5
PTK7 Protein Tyrosine Kinase 7 p.Thr675Met 0.053

* AAGpred<-1.0 kcal/mole indicates a destabilizing mutation
AAGpred>1.0 kcal/mole indicates a stabilizing mutation

-1.0 < AAGpred < 1.0 kcal/mole indicates a neutral mutation (15)

Functional validation of the p.Arg349GIn variant identified in the TBX18 transcription
factor

The p.Arg349GiIn variant found in the TBX18 transcription factor was selected as one of the
candidates for functional validation given the putative role of this transcription factor in bone
development. Moreover, the variant displayed the highest predicted pathogenicity, i.e. a
CADD score of 29, and was considered to be deleterious by SIFT and probably damaging
by PolyPhen in the previous study (5). The TBX718 gener is composed of 8 exons and codes
for a protein of 607 amino acids (Figure 2A). This protein has three domains located between
18 and 330 amino acids: the NLS region (amino acids 18-28) corresponding to the nuclear
localisation peptide; the engrailed homology-1 EH1 motif located between amino acids 36
and 40; and the functional DNA binding domain called T-box domain, located between
amino acids 141 and 330 (Figure 2A). The p.Arg349GiIn variant is encoded in exon 7, near
the T-box domain. Interestingly, residue 349 is fully conserved among the TBX18 from
different vertebrate species as depicted in Figure 2B.

A luciferase reporter assay was performed in order to assess the role of the p.Arg349Gin
variant in the TBX18 regulatory activity. The pGL3 reporter vector containing the response
element to TBX18 was co-transfected into HEK293 cells along with expression vectors
encoding either wt TBX18, p.Lys163Glu TBX18 (used as a positive control), p.Arg349GIn
TBX18 or an empty TBX18 expression vector. Figure 3C depicts the luciferase activity of
nine independent experiments. Construct p.Arg349GIn TBX18 presented similar luciferase
activity than wtTBX18. On the other hand, statistically significant differences were found
between the activity of the p.Lys163Glu TBX18 vector and those of wt TBX18 (p-
value=4.1x10), and p.Arg349GIn TBX18 (p-value=4.1x10; Figure 3C).
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Figure 2. Functional validation of the TBX18 p.Arg349GIn variant A. Schematic
representation of the cDNA (top) and protein domains (bottom). TBX18 contains a nuclear
localisation signal (NLS, orange), an engrailed homology-1 motif (EH1, blue), and a T-Box
DNA-binding domain (yellow). Image taken and adapted from Vivante et al. 2015. B. Multiple
alignment of TBX18 sequences from different vertebrate species. Residue Arg349 is marked
with the red box. (*) Indicates a fully conserved residue; (:) indicates conservation of residues
with similar properties; (.) indicates conservation of residues with weakly similar properties.
C. Luciferase transcriptional reporter assay for TBX18 wt and mutant constructs. Luciferase
activity in each condition was normalised by empty vector activity. Results are expressed as
the meantSD (Standard Deviation) of 9 independent experiments. One-way Anova test; ****
p<0.0001.

Functional validation of the p.Val212Met variant identified in the SEMA4D protein

Next, the p.Val212Met variant in SEMA4D was selected for functional validation, given the
putative role of SEMA4D in bone biology and because it displayed the second highest CADD
score (of 22.9), and was considered to be deleterious by SIFT and probably damaging by
PolyPhen (5). The SEMA4D human (Figure 3A) and murine (Figure 3B) coding regions are
split into 16 exons, encompass 2589 and 2586 nucleotides, respectively, and code for
proteins of 862 amino acids (in the human) and 861 amino acids (in mouse).
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Figure 3. Functional validation of the p.Val212Met variant found in the SEMA4D protein. A.
Schematic representation of the cDNA (top) and protein domains (bottom) of the human
SEMAA4D protein. B. Schematic representation of the cDNA (top) and protein domains
(bottom) of the mouse Sema4D protein. ASS: Amino-terminal signal sequence. PSI: Protein-
Sialylation Inhibitor (cysteine-rich region). C. Partial alignment of SEMA4D sequences from
different vertebrate species. The residue Val212 is marked with the blue arrow. D.
Expression of osteoblast mMRNA markers in cells treated with conditioned medium before
(blue bars) and after (violet bars) induction of differentiation with 5mM [-glycerophosphate
and 100ug/mL ascorbic acid for 7 days. Results are expressed as the mean+SD (Standard
Deviation) of 3 independent experiments. E. Western blot to analyse the expression of
Sema4D in the culture medium supernatant of the stable cell line generated. The result
corresponds to a single replicate.

Both the human and murine SEMA4D proteins have five domains: The amino-terminal signal
sequence, ASS (amino acids 1-21 and 1-23, respectively); the SEMA domain (amino acids
22-500 and 24-500, respectively); the PSI domain: Protein-Sialylation Inhibitor, which is a
cysteine-rich region(amino acids 502-551 in both proteins); the Ig-like domain (amino acids
554-636 and 555-636, respectively) and the Cytoplasmic domain between amino acids 752-
862 and 751-861, respectively (Figures 3A and 3B). The p.Val212Met variant is located at
the beginning of exon 9, in the SEMA domain, which is involved in the direct interaction with
plexin B1 at the surface of osteoblasts. At the cDNA level, in Homo sapiens the p.Val212Met
variant involves the change of a single nucleotide G>A, at position 634 (Figure 3A), while
for Mus musculus, the variant is generated by the change of two nucleotides G>A and C>G
at positions 634 and 636, respectively (Figure 3B). The residue 212 is well conserved among
the SEMAA4D from different vertebrate species as depicted in Figure 3C.

To assess the role of the p.Val212Met variant in osteoblastogenesis, we determined the
MRNA expression of four osteoblast biomarkers, Runx2, Sp7, Bglap and Alpl, in MC3T3
cells treated with conditioned medium containing either wt Sema4d, mutant Sema4d or no
Semadd (Figure 3D). Although no statistically significant differences were observed between
wt Sema4d and mutant Semad4d for any of the biomarkers analyzed, an increased trend was
observed in the expression of all the osteoblastic biomarkers in differentiated osteoblasts,
when cells were treated with the mutated Sema4d. Finally, we performed a western blot to
analyse the presence of the wt and mutated semaphorin protein in the conditioned medium
with which we treated the MC3T3 cells, to check that it was being properly secreted (Figure
3E).

Discussion

Here, we performed functional tests of five variants previously found in a familial case of
bone dysplasia. To do this, we first performed an in silico approach by analysing the three-
dimensional models of the wt and variant proteins to observe whether the variants were
predicted to cause any conformational changes in the structure or folding of the proteins. In
addition, we analysed whether the variants were predicted to lead to changes in protein
stability. None of the variants was predicted to cause significant conformational changes or
to modify protein stability. Nevertheless, based on prediction scores from SIFT, Polyphen
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and CADD, and on their role in bone development and function, we selected the variants
found in TBX18 (p.Arg349GiIn) and SEMA4D (p.Val212Met) for in vitro studies consisting of
either a Luciferase reporter luciferase reporter assay to evaluate the effect of p.Arg349GIn
on the regulatory function of TBX18, or an MC3T3 osteoblast differentiation assay with
conditioned medium containing the wt or variant SEMA4D protein to assess the variant’s
effect on the biological function of the protein.

TBX18 has been reported to be a regulator of transcription acting mainly through repression.
TBX18 is a member of the T-box transcription factor family, which is expressed in various
organs during embryogenesis (7). Various human disorders, mainly related to cardiac
conditions, have been linked to mutations in the T-box gene family. However, severe skeletal
ossification defects in the vertebral column in Tbx18-deficient mice have been reported, (16).

In the variant TBX18 p.Arg349GiIn analyzed in this study, the substitution of arginine (Arg)
to glutamine (GIn) at the position 349 implicates a change in the physicochemical properties
of the amino acid. Arginine is a positively charged amino acid with a long side chain, while
glutamine is uncharged and has a short side chain (14). This alteration could affect
interaction with DNA. Even though the residue is found close but outside the T-box domain,
the change in the properties of the residue could have an impact on the transcriptional
activity (17). However, our luciferase assay results demonstrated that the activity of the
p.Arg349GIn TBX18 variant did not differ from that of wild-type TBX18, indicating that the
amino acid substitution does not significantly affect the function of the protein. Contrary to
what would be expected for a transcriptional repressor, the results of our luciferase assays
showed an increase in activity when cells were transfected with wild-type TBX18, in
comparison to cells transfected with empty vector. A possible explanation for this
unexpected result may be found in Rivera-Reyes et al. 2018 (18), where molecular partners
of TBX18 are identified, some of which act to co-activate, rather than repress transcription.
It would be interesting to test whether any of these co-activators are present in the HEK293
cells we used. Mutation p.Lys163Glu was reported in Vivante et al. 2015 (8). In our results,
this mutation behaves significantly different from wt TBX18, failing to activate transcription,
in agreement with this previous study. Taken together, our results do not support a functional
role for variant p.Arg349GiIn of TBX18.

SEMAA4D is a gene encoding the 4D semaphorin protein, a member of the highly conserved
semaphorin family (13,19,20). SEMA4D plays an important role in the development of the
GABAergic synapse, in cell-cell signalling, in the regulation of the immune system (21) and,
some years ago, evidence of its involvement in bone remodelling was found (22). SEMA4D
is expressed in osteoclasts and binds to the Plexin-B1 receptor (PLXNB1) on the surface of
osteoblasts, inhibiting osteoblast differentiation. Binding of SEMA4D to PLXNB1 activates a
small protein RHOA GTPase and subsequently suppresses osteoblast differentiation
through blocking insulin-like growth factor-1 (IGF-1)-mediated signalling. Studies in mice
lacking Sema4d showed high bone mass with increased bone formation activity and
increased bone strength. Furthermore, Plxnb1 knockout mice showed bone phenotypes
similar to those observed in Sema4d-deficient mice, suggesting that SEMA4D and PLXNB1
act in the same pathway. Also, assays carried out on calvarial cells cultured under
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osteogenic conditions showed that SEMA4D was able to suppress bone nodule formation,
alkaline phosphatase (ALP) activity and osteocalcin (Bglap) and collagen type | (Col1a7)
expression in a dose-dependent manner (23).

For the functional validation of the SEMA4D p.Val212Met variant, we used a commercially
available mouse plasmid to obtain the wt Sema4d protein, and engineered cell lines stably
expressing and secreting either wt or mutant murine Sema4d to then treat osteoblasts with
these soluble proteins. In our differentiation assays of osteoblasts treated with conditioned
medium we could not observe an inhibitory effect of wt Sema4d on osteoblastogenesis, nor
significant differences between wt and mutant Sema4d. However, we observed a trend
towards increased expression of osteoblastic markers after treatment with mutated
Sema4D. The lack of the expected repression of osteoblast differentiation based on the
literature (23—26) could be explained by an insufficient concentration of the protein in the
conditioned medium. Although in the western blot assay we observed expression of the wt
and mutant protein in the conditioned medium, we were not able to quantify its concentration.
As mentioned above, the inhibitory capacity of SEMA4D on osteoblastogenesis has been
demonstrated in a dose-dependent manner (23). Indeed, Yang YH et al. (2016) (27)
reported the inhibitory effect of Semaphorin 4D in osteblastogenesis, using the soluble
protein collected and purified from transient transfection of 293T cells, at concentrations
from 0 to 400 ng/mL, finding greater inhibitory effect at the higher concentration. However,
in assays performed with conditioned medium obtained from wt osteoclast culture added to
calvarial cells, no effects were observed on bone nodule formation, nor on ALP activity, nor
on the expression of osteoblastic biomarkers such as Bglap and Col1a1, suggesting that
membrane-bound Sema4D has a larger role in suppression of bone formation than the
treatment with the soluble portion alone (23). On the other hand, in vitro assays with
conditioned media have some limitations. There is a high heterogeneity and variability in the
composition of secretomes depending on cell type, culture conditions and number of cellular
passages, as well as the way in which the conditioned media are obtained (28-30). These
variables may have affected the results we obtained in our trials. Future studies involving a
precise characterisation of the secretome of our stable cells, along with a precise
determination of the concentration of secreted Sema4d protein in the conditioned medium
will be necessary to have conclusive results.

In the in silico studies, we did not observe relevant changes in the conformational structure
or stability of the proteins in any of the variants analysed. These findings lead us to suggest
that there may be other variants in non-coding regions or some rare penetrant variant with
a greater effect that we may have overlooked in our analysis and that may be responsible
for the bone phenotype in the family case studied. Further studies and analyses should be
conducted to confirm these suspicions.

There are some limitations to this work, in vitro functional validations have only been
performed for two of the variants found, which gives us a partial view of the study that should
be completed at least with in vitro studies of the other variants. Furthermore, the use of
conditioned medium is also a limiting factor in the present work, as it can be affected by the
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type of cells used, the number of cell passages and the culture conditions, factors that often
cannot be fully controlled.

Conclusion

In conclusion, according to our in silico analysis, none of the variants found generate an
alteration in the conformational structure or stability of the proteins involved. Furthermore,
in our system, the p.Arg349GIn variant in TBX718 does not affect the activity of this
transcription factor. Finally, our osteoblast differentiation assays to functionally validate the
p.Val212Met variant in SEMA4D did not allow us to find conclusive results, requiring future
experiments to solve this.
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Supplementary Figure S1. Sanger sequencing of site-directed mutagenesis of TBX718
assays. A. Sanger sequencing of site-directed mutagenesis for ¢.1046G>A-p.Arg349GIn in
TBX18. The change is indicated by the red arrow. B. Sanger sequencing of site-directed
mutagenesis for c.487A>G-p.Lys163Glu in TBX18. The change is indicated by the red
arrow. C. Sanger sequencing of site-directed mutagenesis for insertion of the TBX718 DNA-
binding region in pGL3-Promoter vector. The insertion is indicated by the red arrows. D.
Sanger sequencing of site-directed mutagenesis for c.634G>A and 636C>G-p.Val212Met

in Sema4d from mouse. The changes are indicated by the red arrows.
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Supplementary Figure S2. Metabolic activity of HEK 293 cells treated with different
geneticin concentrations. A. Cytotoxicity assay with lower geneticin concentrations for 15
days. B. Cytotoxicity assay with higher geneticin concentrations for 9 days.
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Supplementary Figure S3. Sanger sequencing of stable cell line generation assays. A.
Sanger sequencing of subcloning of the semaphorin protein fragment of the plasmid
Semadd-Fc-His into the vector pcDNA™3.1 (+). The Sema4d wt sequence is indicated by
red arrow. B. Sanger sequencing of genomic DNA from stable HEK line expressing the
semaphorin wt. The Sema4d wt sequence is indicated by red arrow. C. Sanger sequencing
of genomic DNA from stable HEK line expressing the semaphorin mutated. The Sema4d wt
sequence is indicated by red arrow. The changes are indicated by the blue arrows.
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Supplementary Table S1. Primers to site-directed mutagenesis

NAME

SEQUENCE

Primers to site-directed mutagenesis
for insertion of the TBX718 DNA-
binding region in pGL3-Promoter
vector

Fw
5'-ctatcgataggtaccgaggtgtgaaatcgcacctagctcttacgegtgct-3'
Rv
5'-agcacgcgtaagagctaggtgcgatticacacctcggtacctatcgatag-3'

Primers to site-directed mutagenesis
for c.1046G>A-p.Arg349GIn in TBX18

Fw 5'-atcatatgcattctggcaaccatcactacggactc-3'
Rv 5'-gagtccgtagtgatggttgccagaatgcatatgat-3'

Primers to site-directed mutagenesis
for c.487A>G-p.Lys163Glu in TBX18

Fw 5'-gatgatcatcaccgaggccggcaggceg-3'
Rv 5'-cgcctgecggcectcggtgatgatcate-3'

Primers to check site-directed
mutagenesis of two TBX78 variants

Fw 5'-cttccectetggcegtcac-3'
Rv 5'-gtcgaagctgataacttgtctca-3'

Primers to site-directed mutagenesis
for c.634G>A and 636C>G-
p.Val212Met in Sema4d from mouse

Fw 5'-ctgaacgagcctagcttcatgtttgctgacgtgatccag-3'
Rv 5'-ctggatcacgtcagcaaacatgaagctaggctcgttcag-3'

Primers to check site-directed
mutagenesis of Sema4d variant

Fw 5'-tgcgctgaacatctctgaga-3'
Rv 5'-ctcgcgggatcatcaacttg-3'
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Supplementary Table S2. Primers used for RT-PCR analyses. Primers were designed from
available mouse sequences using the primer analysis software Primer3

NAME ORGANISM SEQUENCE
Fw 5'-accatcatccctgcctctac-3'
Gapdh M
p ouse Rv 5'-cctgttgctgtagccaaat-3'
Runx2 Mouse Fw 5'-cctgaactctgcaccaagtcct-3'
Rv 5'-tcatctggctcagataggaggg-3'
Sp7 Mouse Fw 5'-catccctatggctcgtggta-3'
Rv 5'-tgggttaaggggagcaaagt-3'
Bglap Mouse Fw 5'-gcaataaggtagtgaacagactcc-3'
Rv 5'-ccatagatgcgtttigtaggcgg-3'
Alpl Mouse Fw 5'-ccagaaagacaccttgactgtgg-3'

Rv 5'-tcttgtccgtgtcgcetcaccat -3
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CAPITULO 3: GENERACION Y CARACTERIZACION DE MODELOS CELULARES
PARA EL ESTUDIO DEL FENOTIPO OSEO DE LA ENFERMEDAD DE GAUCHER
TIPO 1 (EG1).

Articulo 4

Generation and characterization of bone cell lines with Gba71 mutations as cell-

intrinsic models of Gaucher’s bone disease
Resumen:

La enfermedad de Gaucher (EG) esta causada por mutaciones en el gen GBAT,
que generan acumulacion lisosomal de glucosilceramidas. Los fenotipos 6seos
relacionados con la EG incluyen deformidad en matraz Erlenmeyer, osteosclerosis,
osteonecrosis, osteopenia y dolor 6seo. Nuestro objetivo fue generar y caracterizar
in vitro modelos celulares 6seos de EG. Se eliminé el gen Gba?l mediante
CRISPR/Cas9 en dos tipos de células de roedores: ROS17/2.8 y RAW264.7. Se
seleccionaron dos clones ROS17/2.8 KO y uno RAW264.7 KO, que no mostraron
actividad enzimatica de GBA1. Se determind la expresion de biomarcadores 6seos.
No se observaron diferencias significativas en la expresién del ARNm de Runx2,
Bglap y Opg en las células ROS entre las células Gba7KO vy el control, antes y
después de la diferenciacion. Tras el estimulo mecanico, la expresion de Opg se
redujo significativamente en las células KO en comparaciéon con el control, y se
observé un aumento significativo en la capacidad de mineralizacion de las células
ROS-Gba1KO. En cuanto a las células RAW-Gba1KO, se observd un aumento
significativo del ARNm de Acpbd y de la enzima catepsina K antes de la
diferenciacién, y un aumento de la actividad de TRACP tras 4 dias de diferenciacion
en comparacion con los osteoclastos wt. En conclusion, la falta de actividad de Gba1
indujo cambios tanto en los modelos de osteoblastos como de osteoclastos,

incluyendo un importante defecto intrinseco osteoclastico.

Referencia:

Generation and characterization of bone cell lines with Gba7 mutations as cell-
intrinsic models of Gaucher's bone disease Juan-David Patifo-Salazar, Sara

149



RESULTADOS

Heredero-Jimenez, Eduardo Martin-Guerrero, Nuria Martinez-Gil, Monica Cozar,
Diana Ovejero, Xavier Nogués, Laura Cinque, Juan A Ardura, Arancha R Gortazar,
Daniel Grinberg, Susanna Balcells, Natalia Garcia-Giralt, and Raquel Rabionet.

Sometido a Biochemistry and Biophysics Reports.

150



RESULTADOS

Revised manuscript clean version

Generation and characterization of bone cell lines with Gbal mutations

as cell-intrinsic models of Gaucher’s bone disease

Juan-David Patifio-Salazar ', Sara Heredero-Jimenez %, Eduardo Martin-Guerrero 2,
Nuria Martinez-Gil '¥, Monica Cozar ', Diana Ovejero 3, Xavier Nogués 3, Laura Cinque?,
Juan A Ardura 2, Arancha R Gortazar 2, Daniel Grinberg !, Susanna Balcells ', Natalia
Garcia-Giralt **, and Raquel Rabionet '*

' Department of Genetics, Microbiology and Statistics, Faculty of Biology, University of Barcelona,
CIBERER, IBUB, IRSJD, Barcelona, Spain.

2 Bone physiopathology laboratory, Institute of Applied Molecular Medicine (IMMA), San Pablo-CEU
University, CEU Universities, Campus Monteprincipe, Madrid, Spain.

3Musculoskeletal Research Group, Hospital del Mar Research Institute, CIBERFES, ISCII|, Barcelona,
Spain.

4 Department of Clinical Medicine and Surgery, Federico Il University, Telethon Institute of Genetics
and Medicine (TIGEM), Naples, Italy

#Present address: Department of Clinical and Molecular Genetics, Vall d'Hebron University Hospital,
Medical Genetics Group, Vall d'Hebron Research Institute, Barcelona, Spain.

" Corresponding author:

Natalia Garcia-Giralt: ngarcia@researchmar.net

151



RESULTADOS

Highlights

HIGHLIGTHS

e A major intrinsic osteoclastic defect was detected in Gaucher bone cells (Gba1KO)
e Results suggest an impaired osteoblast-osteoclast cross-talk

e Osteoclasts would be the main drivers of bone pathology in the Gaucher disease
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ABSTRACT

Gaucher disease (GD) is caused by mutations in the GBA1 gene generating lysosomal
accumulation of glucosylceramides. Bone phenotypes related to GD include Erlenmeyer flask
deformity, osteosclerosis, osteonecrosis, osteopenia, and bone pain. We aimed to in vitro
generate and characterize bone cellular models of GD. Gba? was knocked-out with
CRISPR/Cas9 in two rodent cell types: ROS17/2.8 and RAW264.7. Two ROS17/2.8 KO and
one RAW264.7 clones were selected, displaying no GBA1 enzymatic activity. Expression of
bone biomarkers was determined. No significant differences were observed in mRNA
expression of Runx2, Bglap, and Opg in the ROS cells between Gba1KO cells and control,
before and after differentiation. After mechanical stimulus, expression of Opg was significantly
reduced in KO cells compared to control, and we observed a significant increase in
mineralization capacity of ROS-Gba1KO cells. As for the RAW-Gba1KO cells, we observed a
significant increase of Acp5 mRNA and cathepsin K enzyme before differentiation, and
increased TRACP activity after 4 days of differentiation compared to wt osteoclasts. In
conclusion, lack of Gbaf activity induced changes in both osteoblast and osteoclast models,
including a major intrinsic osteoclastic defect.

Keywords: Gaucher disease; Gba1 mutations; bone cell lines; osteoblasts; osteoclasts.
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1. Introduction

Gaucher disease (GD, OMIM #230800, ORPHA355) is a rare autosomal recessive disorder
caused by biallelic pathogenic variants in the GBA1 gene (GRCh37/hg19 Chromosome 1:
155,204,239 to 155,214,653), leading to deficient activity of glucocerebrosidase (GCase; EC
3.2.1.45; GBA1) which generates accumulation of glucosylceramide and glucosylsphingosine
in lysosomes of the monocyte/macrophage system [1].

The accumulation mainly affects the mononuclear phagocyte system, spleen, liver, bone
marrow, osteoclasts, and CNS, producing clinical manifestations such as splenomegaly,
hepatomegaly, cytopenia, and bone lesions [2]. Gaucher disease phenotype is variable, but
three clinical forms have been identified according to the severity of neuronopathic
involvement, named non-neuronopathic (GD1, OMIM 230800); acute neuronopathic (GD2,
OMIM 230900); and chronic or subacute neuronopathic (GD3, OMIM 231000) [3,4].

GD1 is the most common form, presenting with hepatosplenomegaly, pancytopenia, and
extensive bone involvement (e.g., osteonecrosis, fractures, osteolytic lesions, Erlenmeyer
flask deformity), often leading to disability and reduced quality of life. GD2 is a severe, early-
onset form characterized by rapid neurologic decline, hepatosplenomegaly, and death usually
by age 2. GD3 is the subacute form of neuronopathic Gaucher disease. It has later onset and
slower progression compared to the acute form of GD2 [5,6].

There are some interesting genotype-phenotype correlations that should be mentioned. The
N370S mutation (p.N409S), one of the most prevalent GD mutations, causes GD1, while
L444P (p.L483P), another prevalent mutation, is present in patients with GD2 or GD3. Bearing
one allele with the N370S mutation is sufficient to present with a non-neuronopathic disease,
independently of the mutation in the other allele. The N370S mutation (and a few other
variants) present in GD1 patients, give rise to a GBA enzyme with a relatively high residual
activity [7].

GD1 is the most frequent type of the disease and presents skeletal symptoms in up to 80% of
patients, which significantly reduces their quality of life. Bone remodeling involves the crosstalk
between bone-forming cells (osteoblasts) and bone-resorbing cells (osteoclasts) and is
essential for bone homeostasis. Mechanical stimulus plays an important role through the
activation of osteoblasts to produce osteoprotegerin (Opg), which protects against osteoclast-
mediated bone resorption [8,9]. Bone involvement in GD may also include medullary and
corticocancellous infarcts, pathological fractures, osteonecrosis of humeral or femoral heads,
and collapse of vertebrae [10—12]. Nowadays, the precise mechanisms underlying the bone
physiopathology in GD are still unclear.

Lysosomes, as part of the autophagy pathway, play important roles in regulating osteoblast
differentiation and osteoclast maturation [13]. On the one hand, autophagy protects
osteoblasts from apoptosis and may be critical for osteogenic differentiation and for bone
formation. Additionally, lysosomes modulate osteoclast differentiation, playing a fundamental
role in osteoclastogenesis and bone resorption [14].
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In this study, we aim to produce rodent bone cells with loss-of-function mutations in the Gba1
gene using CRISPR/Cas9 and to evaluate their intrinsic performances in order to broaden our
understanding of the bone phenotype in GD.

2. Materials and Methods

2.1. Cell lines

The rat osteosarcoma cell line ROS 17/2.8; RRID:CVCL_0508 was used as a model of
osteoblast-like cells in its wild-type and Gba1 knockout (ROS-Gba1KO) versions (generated
by CRISPR/Cas9, see below). The mouse macrophage cell line RAW 264.7 (ATCC,
Manassas, VA, USA) was used as a model of osteoclast-like cells in their wild-type and Gba1
knockout (RAW-Gba1KO) version (generated by CRISPR/Cas9, see below).

2.2. Cell cultures

ROS wt and ROS-Gba 1KO cells were cultured and maintained in DMEM F-12 medium (Gibco,
Origin: Brazil) with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco), and 1% penicillin/streptomycin
(Gibco) (complete media), in a humidified atmosphere containing 5% CO- at 37°C. RAW wt
and RAW-Gba1KO cells were cultured and maintained in DMEM medium (Gibco) with 10%
FBS and 1% penicillin/streptomycin (complete media), in a humidified atmosphere containing
5% CO. at 37°C. Osteoblast viability was assessed using the MTT assay (Sigma). Briefly,
80.000 cells were cultured in 24-well for 3 days and the MTT reagent 0,45 mg/mL was added.
Absorbance was read at 560 nm after incubation at 37°C for 4 hours. Three independent
replicates were performed.

2.3. Generation of cell models with CRISPR/Cas9

Gba1 editing was performed at Organelle Homeostasis Laboratory of TIGEM (Naples, Italy)
using the pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) plasmid and Sigma-Aldrich Synthetic guide RNA
(RN0O0064-0684536) (sgRNA) (Table S1) which targets exon 3 (rat) or exon 4 (mouse) of the
Gbat gene. For guide selection, off-target site prediction was carried out using Benchling
(https://www.benchling.com/) (Table S2). The sgRNA was cloned into the pSpCas9(BB)-2A-
GFP vector following the protocol of Ran et al. 2013 [15]. After the sgRNA was cloned and
tested, the cells were seeded one day before transfection in a 6-well plate (ROS: 3,5 x 10%
cell/well; RAW: 3 x 105 cell/well). Reverse transfection was performed using 2500 ng of
pSpCas9 plasmid containing sgRNA, 7.5 pL of Lipofectamine™ 3000 and S pL of
Lipofectamine™ P3000 reagent (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific, USA) according to the
manufacturer’s protocols. After 48—72h the edited pool was sorted by single-cell sorting in flow
cytometry (BD Biosciences LSR Il flow cytometer, San Jose, CA, USA). From a single clone,
cells were cultured to sufficient numbers to perform DNA extraction to identify edited clones
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by Sanger sequencing. Edited clones predicted to lead to KO proteins were analysed by
western blot (WB) in order to confirm lack of GCase expression and GCase activity was
measured for selected clones.

2.4. Glucocerebrosidase enzymatic activity

Glucocerebrosidase (GCase) activity was measured using the fluorogenic substrate 4-
methylumbelliferyl--d-glucopyranoside (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The total amount
of protein in cell lysates was measured using the Bradford assay (BioRad, Hercules, CA,
USA), following manufacturer’s instructions. In each well of a 96 well plate, 24uL containing
24yg of protein was incubated at 37°C for 30 minutes. After that, 100uL of Mclivaine’s buffer
(Citrate-Na,HPO,4 solution 150mM; Taurocholate 0,2%; Triton X-100 0,1%; BSA 0,1%;
substrate 1,25mg/mL; pH 5,2) were added and the plate was incubated again at 37°C for 30
minutes. The reaction was stopped with NaOH-glycine buffer 0.3 M pH 10.4 and the
fluorescent product was quantified using a fluorimeter (Thermo Scientific Fluoroskan Ascent
FL Microplate Fluorimeter and Luminometer) at an excitation wavelength of 365 nm and
emission of 495 nm. Quantification was performed in comparison to a reading without adding
substrate to the cells (blank). Readings lower than the blank are shown as 0. This assay was
performed once for each selected clone.

2.5. Osteoblast and Osteoclast differentiation assays

To induce osteoblastic differentiation, the ROS wt and ROS-Gba1KO cells were seeded at
5x10° cells/well in 6-well plates. After 24 h, osteoblast differentiation was induced by adding
150ug/mL ascorbic acid (Sigma-Aldrich) and 15mM B-glycerophosphate (Thermo Fisher
Scientific) to the complete medium for 7 or 21 days depending of the assay, replacing the
medium every 72 h. To induce osteoclastogenesis, RAW wt and RAW-Gba1KO cells were
seeded at a density of 25000 cells/cm? in 6-well plates. After 48 h, the DMEM complete
medium was replaced by MEM-alpha medium (Gibco) containing 1% FBS, 1%
penicillin/streptomycin, and 50ng/mL of recombinant murine sRANK ligand (RANKL)
(PeproTech) for 4 days replacing the media every 48h. Osteoclast maturation was checked
by Giemsa staining (Supplementary figure S2). Three independent replicates were carried out
for each differentiation assay.

2.6. Basal characterization of [ysosomes

The basal state of lysosomes of ROS (wt and KOs) and RAW (wt and KO) cells was
determined by flow cytometry using LysoTracker™ Green DND-26 (Thermo Fisher Scientific)
in live cells cultured for 7 days. 7x10° cells were resuspended in 15mL tubes containing 6mL
of complete medium (according to type of cells) supplemented with Lysotracker Green 50nM.
Cells were incubated at 37°C, 5% CO- for 5 minutes in the dark and then washed with
phosphate-buffered saline 1X (PBS, PanReac AppliChem). Immediately thereafter, the
intensity of fluorescence of lysosomes was measured with a Gallios (Beckman Coulter) flow
cytometer of the Scientific and Technological Centers of the Universitat de Barcelona. Four to
six independent replicates were performed.
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2.7. RT-PCR

ROS (wt and KOs) and RAW (wt and KOs) cells were seeded at a density of 7x10° in 6-well
plates. After 48 h for basal state determinations and 7 days (for ROS) or 4 days (for RAW) for
differentiation analysis, the RNA was extracted with High Pure RNA Isolation Kit (Roche,
Basel, Switzerland). Briefly, 2 ug of RNA were used for retro-transcription using the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
followed by RT-gPCR with LightCycler® 480 Probes Master (Roche) in a LightCycler480
following the commercial protocol. Primers were designed from available mouse and rat
sequences using the primer analysis software Primer3 (Table S1). A mouse and rat-Gapdh
gene was used as internal control. The comparative threshold (Ct) method was used for data
analysis expressed as 2-ACt. Three independent experiments were carried out for each
biomarker.

2.8. Fluid-flow assay

ROS wt and ROS-Gba1KO cells were plated at 2x10* cells/cm? on glass slides pre-treated
with collagen (FlexCell, Hillsborough, NC) and cultured with DMEM-F12 complete medium.
After 24 h of incubation, half of the cells were subjected to mechanical stress using laminar
fluid flow (FF) with a shear stress of 10 dynes/cm?, 8 Hz, for 10 minutes in a Flexcell®
Streamer® shear stress device. The other half were maintained under static conditions (SC).
Finally, the cells were cultured with fresh medium for an additional period of 18 h to perform
RNA extraction and qPCR (Supplementary TableS1). During the process, cell viability and
proliferation were observed (by trypan blue exclusion assay) without significant changes
between the different experimental conditions. Three independent replicates were carried out.

2.9. Alizarin red staining

Staining of the mineralization of ROS cells after 21 days of differentiation was performed as
follows: The culture medium was removed and cells were washed twice with PBS. Cells were
fixed with cold paraformaldehyde 4% (Thermo Fisher Scientific) for 15 minutes. After washing
the cells twice with distilled water, cells were stained by adding alizarin red S staining solution
40nM, pH: 4.1 - 4.3 (Sigma Aldrich). After an incubation time of 30 min at room temperature,
the alizarin red S staining solution was removed and cells were washed three times with
distilled water. The quantitative analysis of alizarin red S staining was performed by
absorbance adding 10% acetic acid and 10% ammonium hydroxide to the stained cells. After
heating the samples at 85°C for 10 min and cooling them on ice for 5 additional min, the
absorbance was measured at 450 nm using a Glomax Multi+ luminometer (Promega,
Madison, WI, USA). Three independent replicates were performed.

2.10. TRACP colorimetric assay

To evaluate osteoclast differentiation, tartrate-resistant acid phosphatase (TRAcP) activity
was examined. RAW wt and RAW-Gba 1KO cells were seeded at a density of 25000 cells/cm?
in 96-well plates with MEM-alpha medium without phenol red (Gibco) containing 1% FBS, 1%
penicillin/streptomycin, and 50 ng/mL of recombinant murine RANKL (PeproTech).
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Conditioned media were collected at different times (0, 2, 4 days post differentiation), and
TRACP activity was colorimetrically measured by adding 18 mg/mL p-nitrophenyl phosphate
(Sigma Aldrich) in the presence of 46 mg/mL sodium tartrate, ascorbic acid 8.8 mg/mL and a
reaction buffer containing 1 M acetate, 0.5% triton X-100, 1 M NaCl and 10 mM EDTA (pH
5.5). After 15 minutes of incubation at 37°C, the reaction was stopped with 0.3 N NaOH buffer
and immediately measured at 450 nm using a Glomax Multi+ luminometer (Promega,
Madison, WI, USA). Six independent replicates were carried out.

2.11. Westemn blot

In order to evaluate expression levels of glucocerebrosidase (GCase) and cathepsin K, cells
were washed once with PBS and lysed in RIPA buffer using cell scrapers. The protein extracts
were quantified using the PierceTM BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Proteins (20 pg/lane) were separated by electrophoresis in an SDS-polyacrylamide
gel (SDS-PAGE) and transferred to PVDF membrane (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA).
We used the appropriate primary antibody against GCase/GBA 2 pg/mL (GBA 2E2
WH0002629M1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and cathepsin K 1:1000 (Cell Signaling,
Beverly, MA, USA), and antibody against actin 1:200 (A2066, Sigma-Aldrich) or a-tubulin
T5168 1:4000 (Sigma-Aldrich) was used as loading controls. The membranes were developed
using a peroxidase-conjugated secondary antibody anti-rabbit IgG (A0545) 1:10000 for
GCase/GBA, cathepsin K and actin antibodies and anti-mouse 1gG (A5906) 1:10000 for a-
tubulin antibody (Sigma-Aldrich). A total of 3 experiments was performed for each biological
replica.

2.12. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism v8 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA), applying unpaired, paired t-tests, Mann-Whitney-U test or ANOVA as
appropriate. Data are expressed as mean+SD and are representative of three or more
independent experiments.

3. Results
3.1. Generation of Gba1 gene knockout in osteoblast-like and osteoclast-like cell lines

We generated and characterized Gba1 knockout rat osteosarcoma and murine macrophage
celllines (ROS-Gba1KO and RAW-Gba1KO) as putative bone cell models of GD. We obtained
two KO clones from ROS cells. The first one (ROS-Gba7KO1) carried an homozygous
frameshift deletion of two nucleotides (NM_001127639.1: ¢.256_257del; p.Leu86AsnfsTer44)
and the second one (ROS-Gba1KO2) carried an homozygous frameshift deletion of one
nucleotide (NM_001127639.1: c.258del; p.Leu87ProfsTer11) (Figure 1A). As for RAW cells
we obtained a single KO clone (RAW-Gba1KO), compound heterozygous for two frameshift
deletions of 50 nucleotides in allele 1 (NM_008094.7: c.443_492del; p.Ser148Ter) and 1
nucleotide in allele 2 (NM_008094.7: c.477del; p.Asn159TrefsTer21) (Figure 1B). These
deletions were validated by Sanger sequencing (Figure S1).
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The ROS-Gba1KO and RAW-Gba1KO cells showed no GCase protein expression, as
determined by western blot (Figures 1C and 1D), and displayed less than 1% residual GCase
activity (Figures 1E and 1F).

3.2. Functional characterization of the generated KO osteoblasts

To characterize the edited osteoblastic cell models, we first performed a determination of the
basal state of lysosomes by flow cytometry using LysoTracker Green in live cells cultured for
7 days, in order to verify that there was a lysosomal accumulation characteristic of Gaucher
cells. No statistically significant differences were observed in either of the two KO clones
compared to wt cells (Figure 2A). Then, we checked cell viability and proliferation and again
we found no differences between the KO clones and the wild type (Figure 2B).

For the analysis of the osteoblast biomarker profile, we determined the mRNA expression of
Runx2, Bglap, and Opg by qPCR of both wt and KO cells in their basal state and after inducing
osteoblastic differentiation for 7 days (Figure 2C). No differences were found between KO and
wt cells either at baseline and after differentiation in Runx2, Bglap, and Opg expression.
Afterwards, given the known bone anabolic effect of mechanical stimuli, we analysed the
response to the mechanical stimulus of the KO cells compared to wt cells (Figure 2D). Runx2
and Bglap expression was significantly increased after stimulation in all cell types, consistent
with the results obtained in the determination of osteoblastic biomarkers by gPCR. Also, in the
case of Runx2, statistically significant differences were observed between wt and ROS-
Gba1KO2 cells in the static control (SC) and a trend after the mechanical stimulation. In
contrast, while we observed an increase of about 3 times in Opg expression after mechanical
stimulation in wt cells, this stimulating effect was not observed in KO cells, mainly in ROS-
Gba1KO1 cell line.

Finally, we analysed the osteoblast performance by staining with alizarin red after inducing
differentiation for 21 days (Figure 2E). Both KO cells showed a significantly higher
concentration of alizarin red than wt cells suggesting an increased mineralization capacity of
GD cells.

3.3. Functional characterization of the generated osteoclastic cells

As in the case of ROS cells, we first performed an analysis of the basal state of lysosomes in
osteoclast-like cells. No statistically significant differences were observed between wt and
RAW-Gba1KO cells even though an increased trend was observed in the fluorescence
intensity of KO cells compared to wt cells (Figure 3A).

Next, we determined the mRNA expression of two osteoclast biomarkers, Rank and Trap, in
the basal state and after inducing osteoclast differentiation for 4 days (Figure 3B). As
expected, we observed a statistically significant increase in the expression level of Rank and
Trap after osteoclastic differentiation in wt cells. However, in the RAW-Gba1KO cells, no
increased expression of Rank was observed during differentiation, and in accordance, there
were statistically significant differences between wt and KO cells after differentiation.
Regarding Trap expression, we observed elevated levels in KO cells compared to wt in the
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basal state although the increase of Trap after differentiation was significantly lower than that
in wt cells.

We performed a colorimetric assay to check the activity of TRAcP protein secreted to the
culture media, using p-nitrophenyl phosphate as a substrate at different time points during
osteoclast differentiation. We could observe an increase of TRACP activity during the process
in both cell types although this increase was significantly higher in the KO than in wt. Hence,
while the expression of the Trap transcript is not increased as much as in wt cells, more TRAcP
activity was detected in RAW-Gba 1KO in comparison to wt cells (Figure 3C).

Afterward, we wanted to assess whether cathepsin K, which is the main activator of TRAcP
by proteolytic cleavage, was increased in KO cells compared to wt cells. Western blot analyses
before inducing osteoclast differentiation showed strongly increased expression of both
cathepsin K and pro-cathepsin K in the KO compared to wt cells (Figure 3D). After inducing
osteoclast differentiation, we did not observe significant differences between wt and KO cells
in the expression of cathepsin K and pro-cathepsin K levels (Figure 3E).

4. Discussion

Here we aimed to generate and characterise bone cellular models of GD to understand the
mechanisms underlying the skeletal symptomatology associated with this pathology. Thus, we
used CRISPR/Cas9 gene editing to generate Gba1 knockouts in rodent bone cell lines. The
use of rodent cell lines was preferred to human cells as they do not harbor the GBA
pseudogene. After validating the cell models, we characterised them by determining the
expression of osteoblastic and osteoclastic biomarkers and analysing lysosomal state,
response to mechanical stimulus, calcium deposition, TRAPcP activity and the level of pro-
cathepsin K and cathepsin K expression.

Regarding the osteoblastic function of ROS-Gba1KO cells, we analyzed the expression of
Runx2, Bglap, and Opg, which are involved specifically in the differentiation and function of
osteoblasts. These bone markers encompass three crucial pathways of osteoblasts: Runx2
is a transcription factor that plays an essential role in both osteoblast differentiation and
expression of osteoblast-specific genes. Runx2 determines the commitment of mesenchymal
stem cells to the osteoblast lineage and positively influences early stages of osteoblast
differentiation. Hence, it is an early marker of osteoblast differentiation. Osteocalcin (Bglap) is
a hormone secreted solely by osteoblasts likely involved in the body's metabolic regulation. It
is expressed by the mature osteoblast and therefore, it is a marker of a later differentiation
stage. Finally, Osteoprotegerin (Opg) is also secreted uniquely by osteoblasts and binds
specifically to Rankl as a decoy receptor. The binding of Rankl with its receptor Rank, in the
membrane of osteoclast precursors, is essential for osteoclast formation and activation. Thus,
osteoprotegerin regulates bone remodeling by decreasing osteoclast formation and it is used
as a marker of osteoblast function [8,16—18]. In our osteoblast model, no differences were
observed in the expression of Runx2, Bglap, and Opg compared to the wt cells, both before
and after inducing osteoblast differentiation. However, increased mineralization was observed
in KO cells after 21 days of differentiation. When a mechanical stimulus was applied, the
induction of Opg failed or was greatly diminished in the KO lines, as opposed to the wild-type.
Analyzing the osteoclastic function of RAW-Gba1KO cells, we observed an altered
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differentiation in terms of Rank and Trap expression as well as an increased TRACP activity
compared to wt cells. Of note, undifferentiated RAW-Gba1KO cells showed an increased
osteoclast performance compared to wt cells with higher levels of Trap expression and TRAcP
activity as well as cathepsin K and pro-cathepsin K expression.

The in vitro studies performed to analyse the status of osteoblasts in GD have reported
controversial results. Some of them, including studies with iPSC-derived osteoblasts,
osteoblast-like cell lines treated with an inhibitor of glucocerebrosidase (conduritol-B-epoxide,
CBE) or cells obtained directly from patients with GD, have observed altered osteoblast
function, with significantly decreased biomarkers like Runx2, Alp, Col1, Bglap [19-21]. Lecourt
et al. [22] in an in vitro model with CBE-treated and untreated mesenchymal stem cells
(MSCs), observed impaired proliferation in treated compared to untreated MSCs, but when
they analyzed osteoblast differentiation by the level of Runx2 and Osterix mRNA expression,
they found no significant differences between treated and untreated cells after 7 days of
culture in osteoblastic medium. In the same way, studies of a cohort of untreated type 1 GD
patient samples showed no statistically significant differences in bone biomarkers such as
osteocalcin and bone ALP isoenzyme [23,24], or osteocalcin, bone-specific alkaline
phosphatase (BSAP), N-telopeptide cross-links and deoxypyridinoline (D-PYD) [25], which
were within the normal range compared with the respective controls. Our results of osteoblast
RNA biomarkers, with no differences between disease and control, align with them. The fact
that we found no statistically significant differences between KO and wt cells in the lysosomal
status, probably because osteoblast-like cells in culture do not display lysosomal
accumulation, would explain the normal functioning of Gba1-KO osteoblasts.

Regarding proliferation defects in osteoblasts, several studies have repeatedly observed less
proliferation both in animal and cell models of Gaucher [20-22,26]. Given the essential role of
the Wnt pathway in osteoblastogenesis [27] it is not surprising that defects in this pathway
have been described in some of the models [20,22,28] which could explain the proliferation
defects. In the present work, we have not observed evident proliferation alterations in our ROS
KO lines, probably due to their osteosarcoma origin, their immortalized nature and the culture
conditions in vitro.

We have consistently observed an increased deposition of calcium in the ROS KO lines
compared to wild type, upon 21 days of osteoblastic differentiation. This is a novel result that
needs replication in other models and whose significance remains to be established. Iwayama
et al. [29] have described how the calcium and phosphate minerals exit the osteoblast through
a lysosomal pathway and have shown that ALPL is necessary for the process. In agreement
with this, in our previous work with Gaucher-iPSC-derived osteoblasts, we could observe
increased levels of ALPL [30] at different time points along osteoblastic differentiation when
compared to wild-type-iPSC-derived osteoblasts. These elevated ALPL levels could explain
the increased mineralization observed in our alizarin red results. However, it is difficult to
reconcile these results to the Gaucher phenotype since bone mass is commonly reduced. A
plausible reason might be the in vitro monoculture conditions of osteoblasts and the lack of
interaction with osteoclasts and of other physiological factors present in the tissue in vivo.
Because our study aimed to assess the role of GD osteoblasts and osteoclasts in a separate
manner, our cell models mainly display the effect of GBA depletion in them and may not fully
model Gaucher disease of bone. In this line, Mucci et al. [31], have observed a reduction of
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expression of alkaline phosphatase and mineralization when treating an osteoblast culture
with conditioned media derived from monocytes or macrophages exposed to the GCase
inhibidor CBE.

In our mechanical loading tests, Gaucher model osteoblasts failed to upregulate
osteoprotegerin compared to wild-type osteoblasts, which significantly overexpressed this
marker in response to the stimulus. To our knowledge, this is a novel result and we
hypothesize that this lack of Opg activation may in part explain the defective cross-talk
described between Gaucher bone cells, which consists of a superior osteoclast differentiation
capacity driven by Gaucher osteoblasts [30,32]. The lack of Opg stimulation in the former
would not result in competitive inhibition of the Rank-Rankl interaction necessary for osteoclast
differentiation.

In contrast with the osteoblast controversies, much evidence exists supporting osteoclasts
being involved in bone pathophysiology in Gaucher Disease. Early work by Moran et al. [33]
described elevated plasma cathepsin K activity in Gaucher patients. Cathepsin K is a
lysosomal cysteine protease expressed primarily in osteoclasts [34] that breaks down bone
matrix proteins and plays a central role in the degradation of the organic phase of bone during
bone resorption.The elevated expression of cathepsin K correlates with the osteopenia of
Gaucher patients [35]. Cathepsin K is constitutively expressed by osteoclasts as a proenzyme
and is processed intracellularly in the lysosomal compartment prior to its release [36,37]. In
agreement with this previous evidence, in our Gaucher osteoclast cell model (RAW-Gba7KO),
in spite of just a trend of lysosomal accumulation, we observed a strong overexpression of
mature cathepsin K, in the absence of any external induction. This is an intrinsic characteristic
of the Gaucher osteoclast that may play a direct role in bone disease. Likewise, in our
osteoclast-like Gba1KO cell model we observed an enhanced of tartrate-resistant acid
phosphatase (TRACP) activity in the culture supernatant when compared to wt cells, at all time
points along differentiation, also able to play a role in Gaucher bone disease. TRACP is an
enzyme that is highly expressed by osteoclasts and is involved in osteopontin/bone
sialoprotein dephosphorylation. Its detection currently serves as a marker of osteoclast
number and bone resorption and indeed, cytochemically detected TRAcCP expression has
been used in Gaucher's disease as a disease-associated marker since the early days [38].
We observed a significant increase in Trap mRNA expression in RAW-Gba1KO cells;
however, its activation was reduced during osteoclast differentiation. This seems to disagree
with Trap enzyme activity being enhanced. Reithmeier et al. [39] have recently demonstrated
the direct action of cathepsin K in the cleavage of the low activity TRAP5a to produce the
TRAPS5b isoform, with high phosphatase activity, which has been proposed as a potential bone
biomarker for GD with the capacity to predict the progression of bone density abnormalities
[40]. In our model (Figure 4), the high levels of active cathepsin K may explain the enhanced
TRACP activity.

Our Gaucher bone cell models present several limitations, mainly their origin as transformed
cell lines and their growth as isolated monocultures, which prevent testing cell-cell interactions
or the physiological phenomena occurring in animal models. This may limit their
appropriateness as a Gaucher model. On the other hand, these models are easily maintained
and, importantly, allow for the discovery of intrinsic aspects of each cell type contributing to
the bone phenotype. Future work with these cell lines, cultured together to analyze their
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interaction, similarly to what happens in the bone tissue, may provide a better characterization
at the cell biology level and allow drug testing.

5. Conclusion

In conclusion, in the context of our cell models, our findings point out an intrinsic osteoclastic
defect in Gaucher disease. This could suggest that osteoclasts would be the main drivers of
bone pathology, along with impaired osteoblast-osteoclast cross-talk, reinforcing the multiple
evidences produced in various in vitro and in vivo models by other authors.
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Legends

Figure 1. Generation and characterization of Gaucher cell models. (A). Schematic representation of
Gba1 gene from Rattus norvegicus with the localised mutations. Two nucleotide deletions (256-257) in
the ROS-Gba1KO1 clone and one nucleotide deletion (258) in the ROS-Gba7KO2 clone. (B).
Schematic representation of Gba1 gene from Mus musculus with the localised mutations. In this case
we obtained a compound heterozygote with a 50 nucleotide deletion (443-492) on allele 1 and an one
nucleotide deletion (477) on allele 2. (C) and (D). WB analysis of GCase expression in ROS cells (wt
and KO) and RAW cells (wt and KO), respectively. The KO clones showed lower levels of GCase
expression in comparison to wt. (E) and (F). GCase enzymatic activity of ROS cells (wt and KO) and of
RAW cells (wt and KO), respectively. In both cases, the GCase enzymatic activity of selected KO clones
was greatly decreased compared to wt cells. The results correspond to one biological replicate for each
cell type.

Figure 2. Characterization of ROS-Gba7KO cell model. (A). Determination of lysosome status by flow
cytometry using Lysotracker Green. The graph (right) corresponds to the mean fluorescence intensity
values of 10 thousand events. Representative fluorescence intensity histograms for each cell type are
shown inside the box (left panel). The results are expressed as mean + SD of four independent
experiments. (B). Cell viability. Results are expressed as mean + SD of three independent experiments.
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(C). Expression of osteoblastic marker mRNA in the edited cells before (green bars) and after (purple
bars) inducing differentiation to osteoblasts with 15mM B-glycerophosphate and 150ug/mL ascorbic
acid, for 7 days. (D). Expression of osteoblastic marker mRNA after mechanical stimulus assay (fluid-
flow). (E). Alizarin red staining after inducing differentiation to osteoblasts with 15mM B-
glycerophosphate and 150ug/mL ascorbic acid, for 21 days. Results are expressed as mean + SD of
three independent experiments. t-test, Mann-Whitney-U test, Anova: * p<0.05; ** p<0.001; ****
p<0.00001. Abbreviations: SC = static control; FF = fluid-flow (mechanically stimulated sample).

Figure 3. Characterization of RAW-Gba7KO cell model. (A). Determination of lysosome status by flow
cytometry using Lysotracker Green. The graph (rigth) corresponds to the mean fluorescence intensity
values of 10 thousand events. Representative fluorescence intensity histograms for each cell type are
shown inside the box (left panel). The results are expressed as mean * SD of six independent
experiments. (B). Expression of osteoclastic marker mRNA in the edited cells before (green bars) and
after (purple bars) inducing differentiation to osteoclasts with 50ng/mL Rankl, for 4 days. Results are
expressed as mean + SD of three independent experiments. (C). TRACP colorimetric assay after
inducing differentiation to osteoclasts with 50ng/mL Rankl at different time points. The results are
expressed as mean + SD of six independent experiments. WB to analyse the expression level of pro-
cathepsin K and cathepsin K before (D) and after (E) inducing differentiation to osteoclasts with
50ng/mL Rankl for 4 days. Results are expressed as mean + SD of three or two independent
experiments. * p<0.05; ** p<0.001.

Figure 4. Schematic representation of the generated and characterised cell models. Our results
suggest a major intrinsic osteoclastic defect in Gaucher disease along with impaired osteoblast-
osteoclast cross-talk. The red arrows indicate the biomarkers that favour bone resorption, either by
increasing or decreasing their expression, as in the case of Opg.
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Figure 1.

6.15 kb Forward strand g

Gbal-201 - ENSRNOT00065043154 >
protein coding

ROS-GbaTKO1: c.256_257del. ROS-Gba71K02: c.258del.
p.Leu86AsnfsTer44 p.Leu87ProfsTer11
B

5.75 kb Forward strand g

HE TI- H BN

Gbal-201 - ENSMUST00000077367 >
protein coding

RAW-GbaT1KO: c.443_492del; p.Ser148Ter (allele 1)
c.477del; p.Asn159Trefs Ter21 (allele 2)

ROSwt ROS-GbafKO1ROS-Gba1K02 RAW Wt RAW-GbatKO

~ ————
sokoa ” oo .E acias

46 kDa Actin
46kDa p }— —ﬁ Actin >E

E F
- 120
= g 1001
[ [-%
2oy 2 ol
80 2 05
g - ~§ Ot A of
. S 04
S 0.4+ 5
* N
g 2> 034
£ 3
3 024 S 024
© @
z g 0.1-
(S}
- “ 0.0-
.0 P o
& O o
F o S »

168



RESULTADOS

Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Supplementary Figure S1: Sanger sequencing of the edited and selected clones. The sequences
correspond to the Gbal fragments edited in A.) ROS-GbalKO1 cells. Deletion of 2 nucleotides. B.)
ROS-GbalKO2 cells. Deletion of 1 nucleotide. C.) RAW-GbalKO cells. Deletion of 50 nucleotides
on allele 1 (upper panel) and 1 nucleotide on allele 2 (lower panel).
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Supplementary Figure S2: Giemsa staining in RAW wt (A) and RAW-GbalKO (B) cells
undifferentiated, and differentiated cells with Rankl 50ng/mL for four days (C) and (D)
respectively. White arrows indicate osteoclasts (cells with 3 or more nuclei). The right panels
show in detail an osteoclast for each cell type indicated by the red arrow. Scale bar: 100pum
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Supplementary Table S1: Primers used for RT-PCR analyses. Primers were designed from
available mouse and rat sequences using the primer analysis software Primer3. Sigma-Aldrich
Synthetic guide RNA (RN00064-0684536) is shown in the last file.

NAME ORGANISM SEQUENCE
Gapdh (Fw) Rat  |5'-CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3'
Gapdh (Rv) Rat  |5'-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3'
Runx2 (Fw) Rat  |5'-ATGGCCGGGAATGATGAGAA-3'
Runx2 (Rv) Rat  |5'-AGCTTCTGTCTGTGCCTTCT-3'
Bglap (Fw) Rat  |5'-AAAGCCCAGCGACTCT-3'
Bglap (Rv) Rat  |5'-CTAAACGGTGGTGCCATAGAT-3'
Opg (Fw) Rat  |5'-ACAGTTTGCCTGGGACCAAA-3'
0Opg (Rv) Rat  |5'-TCACAGAGGTCAATGTCTTGGA-3'
Rank (Fw) Mouse |5'-TGGGTCAATGATGCTTGCAG-3'
Rank (Rv) Mouse |5'-ATCTCTGACTTCTGCCCAGG-3'
Trap (Fw) Mouse |5'-CACGAGAGTCCTGCTTGTC-3'
Trap (Rv) Mouse |5'-AGTTGGTGTGGGCATACTTC-3'
sgRNA (RN00064-0684536)| Rat/Mouse | 5'-CTTCTGGCTGCAAGGTTAGT-3'
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Supplementary Table S2: Number of off-targets according to results from Benchling

In silico Off-target Prediction

Sequence PAM |Score|Gene Cut locus

Gbal
CTTCTGGCTGCAAGGTTAGT [AGG| 100|(ENSRNOT00065043154.1) chr2:-188517808
ATGCTGGCAGCAAGGTTAGT |AAG | 1,7 chr13:-28677348
CTACAGACTGCAAGGTTAGT [(AAG| 1,7 chr4:-97570655
GTGCTGGCTGCAAGGTGAGT |CAG 1,5 chr1:+210265431
GTACAGGCTTCAAGGTTAGT [GAG| 1,4 chr18:-24099113
CTTCTGTTTGGAAGGTTAGT [GAG| 0,9 chr17:+26056386
CAACTAGATGCAAGGTTAGT [CAG| 0,9 chr2:+116093750
GTTCAGGCTCCAAGGTTAGG |AAG| 0,8 chr2:-140859102
CGTCCTGCTCCAAGGTTAGT |(GGG| 0,8 chr3:-165367006
ATTAAGGCTGCAAGGTCAGT |TGG 0,7 chr12:-9999542
CCTCTGGTTCCTAGGTTAGT |TGG 0,7 chr14:+87717959
CCTCTGGTTCCTAGGTTAGT |TGG 0,7 chr14:+87705942
CCCCTGGGTGCAGGGTTAGT (AAG| 0,7 chr13:+35309737
CTGCTGGTTTCAAGGTCAGT [CAG| 0,6 chr14:-45416799
CAGCTTCCTGCAAGGTTAGT [CAG| 0,6 chr8:-110550471
AATCTGCCTGCCAGGTTAGT |AGG| 0,6 chr5:+127430438
TTTCTGGATGCAAAGTTAGT |CAG| 0,5 chr9:+2028467
TTTCTAGCTACAAGGTTAGG |CAG | 0,5 chr19:-14105711
CTTCTGCCTGGGAGGTTAGT [GAG| 0,5 chr10:+108991200
CAGCTAGCTGCTAGGTTAGT |TGG 0,5 chr4:-67188444
GTTGTGGCTGATAGGTTAGT (CGG| 0,5 chr3:+38534096
TATCTGCCTGCATGGTTAGT |GAG| 0,5 chr2:-158151678
ATTATGGCTGGAAGGTGAGT|TAG 0,4 chr1:+209272758
TTTCTGGGTGAAAGGTCAGT |TGG 0,4 chr2:+234433883
TTTCTGGGTGAAAGGTCAGT |TGG 0,4 chr2:-234237600
CTGCCTGCTGCAAGGTCAGT |AGG| 0,4 chr3:-176480538
CTCCTTGCTTCAAGGTCAGT (GGG| 0,4 chr3:+163624146
CTTCTGCTTCCAAGGTGAGT |(GGG| 0,4 chr7:-119346141
GATCTGGCTGCATGGTTAGA |TGG 0,4 chr1:-17564832
ATTATGGCTGTAAGGTTAAT |AAG| 04 chrX:+129546514
CATTTGGCTGCAAGGTAAGA [GAG| 0,4 chr10:+82972034
TTTCTAGCTCCATGGTTAGT |CAG| 04 chr1:-159528888
CTTCCCGCTTCAAGGTGAGT |GGG| 0,4 chr3:+61666190
CTTGTAGGTGCAGGGTTAGT [GGG| 0,4 chr20:-4273214
CTTGTAGGTGCAGGGTTAGT [GGG| 0,4 chr20:-2934936
CTTGTAGGTGCAGGGTTAGT [GGG| 0,4 chr20:-2912491
CTTGTAGGTGCAGGGTTAGT [GGG| 0,4 chr20:-2880845
CTTGTAGGTGCAGGGTTAGT [GGG| 0,4 chr20:-2850035
CTTGTAGGTGCAGGGTTAGT [GGG| 0,4 chr20:-2816344
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CTTGTAGGTGCAGGGTTAGT |GGG| 0,4 chr20:-2793993
CTTGTAGGTGCAGGGTTAGT |GGG| 0,4 chr20:-2760022
CTTGTAGGTGCAGGGTTAGT [GGG| 0,4 chr20:-2726244
CATCTGGCTGCAAGTTTACT |GAG| 04 chr8:+52224385
CTGATGGCTGAAGGGTTAGT [CAG | 0,4 chr8:-47194267
CTTAAGGCTGCAAGGTAAGA | TGG 0,3 chr6:-130881941
ATTATGGCTGCCTGGTTAGT |CGG| 0,3 chr20:+12275063
CATCTGTCTGCAAAGTTAGT [GAG| 0,3|Nhlh1 (ENSRNOG00000005166)|chr13:+90442953
CTTTGGGCTGGAAGGTTACT |TGG 0,3 chr14:-13063002
CTTCAGACCGAAAGGTTAGT [AGG| 0,3 chr18:-2045928
CGTCTGGCTCCCAGGTGAGT |CAG| 0,3 chr17:+54583323
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DISCUSION

Durante el desarrollo de esta tesis, hemos abordado algunos trastornos
esqueléticos relacionados con alta y baja masa dseas. Dentro del grupo de
trastornos con baja masa 6sea, hemos analizado enfermedades comunes como la
OP y mas especificamente, la OP postmenopausica y la FDH. Dentro de los
trastornos con alta masa 6sea hemos abordado un caso familiar de displasia 6sea
esclerosante caracterizada por lesiones lucentes y HBM. Finalmente, hemos
estudiado otras patologias que, sin ser clasificadas propiamente como un trastorno
esquelético, si presentan un fenotipo 6seo dentro del cuadro clinico que se puede
desarrollar. En concreto, hemos abordado el fenotipo 6seo de la EG1 para dilucidar
las posibles causas a nivel celular que pueden desencadenar dicho fenotipo. Este
espectro de trastornos esqueléticos los hemos analizado a través de
aproximaciones gendémicas (los trastornos con baja masa ésea) y de estudios
funcionales de variantes genéticas implicadas (el trastorno con alta masa 6sea y la
EG1) que nos han permitido poner a prueba algunas hipétesis que nos hemos

planteado y que han dirigido los disefios experimentales que hemos llevado a cabo.

En esta seccidén discutiremos los principales hallazgos que hemos tenido en la
realizacion de esta tesis, asi como las limitaciones y futuros experimentos que
pueden hacerse. Para ello, desarrollaremos cuatro apartados: 1. Entender la
heterogeneidad de las enfermedades esqueléticas monogénicas y poligénicas: de
la investigacion basica a la practica clinica; 2. Variantes genéticas estudiadas en el
contexto de los trastornos esqueléticos; 3. Otros modelos celulares y animales para
entender la EG y su fenotipo 6seo; 4. Valoracion global de los estudios realizados

en esta tesis y perspectivas futuras.

1. Entender la heterogeneidad de las enfermedades
esqueléticas monogénicas y poligénicas: de Ila

investigacion basica a la practica clinica

Los trastornos 6seos y minerales comunmente tienen una base genética, que puede
deberse a una variante patogénica de un solo gen de la linea germinal (es decir, un

trastorno mendeliano o monogénico), una variante somatica de un solo gen (es
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decir, un trastorno postcigético en mosaicismo) o involucrar multiples variantes
genéticas (es decir, trastornos oligogénicos o poligénicos) (234,283). Las variantes
genéticas que causan enfermedades mendelianas suelen tener un gran efecto (es
decir, penetrancia), mientras que los trastornos oligogénicos o poligénicos son
causados por multiples variantes genéticas, cada una de las cuales tiene efectos
mas pequefios, en combinacion con factores ambientales (Figura 16) (284). Aunque
la mayoria de los trastornos monogénicos surgen de variantes raras, patogénicas,
en regiones codificantes, la mayoria de las variantes genéticas comunes asociadas
con rasgos poligénicos se ubican en regiones no codificantes, generalmente cerca

de genes candidatos implicados en el fenotipo respectivo (285).

Biosintesis de colageno 1

WNT4 \waT16 Sefializacion NF-kB /
WLS (RPS diferenciacion osteoclastica
WNT3  sFRP4 Funcion osteoclastica
RP4 SOST* RPSO3
5B WX DKK1* clcN7 Sefializacion Wnt
HOXC6  AXIN1
CTNNB1 Osificacion endocondral /
PTHLH MEeF2C TNFSF11* diferenciacion de células madre mesenquimales
RUNX2 5ppy SOXA ryeaskiia opg
SOX6 <oxg TNFRSF118
Variantes comunes, efecto pequefio Variantes raras, Variantes muy raras, efecto grande
w (GWAS, osteoporosis) Efecto grande (Enfermedades monogénicas)
<
=
LGR4
@ TNFRSF11A
CLENT*
Temare A sQsTM1
sp7 TNFSF11*
CTSK* 0sTM1 o TNFRSF118
SERPINF1 . CAIl piexHMI B8KG es
IFTMS LEMD3
COL1A2 TGFBL FAM20C
CRTAP CREB3LL ANKH
LEPREL SOST*
COL1AL BMP1 hes L4
FKBP10 LRPS
SERPINH1 Wil wix

PLS3

Tamaiio del efecto

Figura 16. Resumen de la MAF y la magnitud del efecto de las variantes identificadas para
trastornos monogénicos y osteoporosis, asi como su funcién en diferentes procesos que
regulan el metabolismo 6seo. Los genes en rojo contienen variantes causantes de
enfermedades que conducen a trastornos con LBM. Los genes en verde estan relacionados
con ftrastornos con HBM. *Aprobado o estudiado como diana terapéutica. Tomada y
adaptada de (250)

Existe una superposicion considerable entre los genes que causan trastornos 6seos

monogénicos y aquellos que contribuyen a los fenotipos esqueléticos poligénicos.
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Un ejemplo claro de ello es lo que sucede con la Ol y la OP, puesto que hay varios
genes relacionados con la Ol que también podrian estar implicados en el fenotipo
de la OP, sobre todo si tenemos en cuenta que ambos trastornos presentan baja
DMO. De hecho, la primera hipétesis de nuestro trabajo, que oriento el analisis que
hicimos con las muestras de la cohorte BARCOS mediante el panel de genes, partia
de este supuesto. Dentro de nuestros hallazgos recogidos en el primer articulo de
esta tesis, tuvimos una variante patogénica en heterocigosis en el gen COL1A2 que
implica un cambio en un residuo de glicina (p.Gly751Ser) (las mutaciones mas
frecuentes que causan Ol son sustituciones de un solo nucleétido que cambian
residuos de glicina), en una muestra del grupo LZ con un Z-score de columna lumbar
de -3.19. A pesar de que esta variante fue identificada en una mujer con
osteoporosis densitométrica aunque sin historial de fracturas, no tenia una clinica
que pudiese correlacionarse con Ol. Esta misma variante, como lo comentamos
ampliamente en la discusion del articulo, ya habia sido descrita antes, y uno de los
articulos que la describid (286) la encontré también en heterocigosis en una mujer
con OP postmenopausica, evidenciando la superposicion fenotipica y genotipica

entre la OP y la Ol leve.

La herencia de los trastornos monogénicos puede darse de varias formas:
autosdmica dominante (por ejemplo, la Ol clasica causada por mutaciones en los
genes COL1A1 y COL1A2 (287)); autosomica recesiva (por ejemplo, el raquitismo
dependiente de vitamina D tipos | y Il debido a mutaciones de los genes de la 1a-
hidroxilasa renal (CYP27B1) y del receptor de vitamina D (VDR), respectivamente
(288)); recesiva ligada a X (como por ejemplo la OP ligada al cromosoma X debido
a mutaciones del gen de la plastina 3 (PLS3) (289)); dominante ligada a X (por
ejemplo, la hipofosfatemia ligada al cromosoma X (XLH) debido a mutaciones del
gen de la fosfato endopeptidasa en el cromosoma X (PHEX) (288)); ligada a Y (la
azoospermia y oligospermia debido a deleciones de regiones del cromosoma Y, por
ejemplo (234)); y trastornos mitocondriales no mendelianos (tales como el
hipoparatiroidismo asociado con el sindrome de Kearns-Sayre y el sindrome de
encefalomiopatia mitocondrial con acidosis lactica y episodios similares a ictus
(MELAS) (290)).
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Por otro lado, el patrén de transmisién de los trastornos poligénicos puede ser
especialmente complejo y variable, debido a las interacciones génicas asi como a
los factores ambientales. Ejemplos de estos trastornos incluyen la OP y la
nefrolitiasis hipercalciurica (125,291,292). Ademas, rasgos poligénicos como la OP
también pueden presentarse como trastornos monogénicos, aunque pasen
desapercibidos, por ejemplo, la ya mencionada OP ligada al cromosoma X debido
a mutaciones en PLS3 o la OP de inicio temprano debido a mutaciones en
heterocigosis de los genes de la familia de Wnt (WNT7) o de la esfingomielina
sintasa (SGMS2) (293,294).

En este sentido, los estudios epigenéticos han ayudado a ampliar nuestra
comprensién de trastornos poligénicos como la OP. Como sabemos, la epigenética
es el estudio de los cambios en la expresion génica que no se deben a una
modificacién de la secuencia de nucleétidos del ADN. Estos cambios son
hereditarios, reversibles, especificos del tipo celular y del tejido, y dependientes de
la interaccién con el entorno. Los mecanismos epigenéticos se asocian con el
envejecimiento, lo que respalda su asociacion con enfermedades relacionadas con
la edad, como la OP. Se han descrito tres mecanismos epigenéticos: modificaciéon

de histonas, ARNs no codificantes y metilacion del ADN (295).

La modificacién de histonas consiste en modificaciones postraduccionales en los
extremos N-terminales de las histonas, e incluye acetilacion, metilacion,
fosforilacion, ubiquitinacién o sumoilacién. Estas modificaciones pueden impulsar
cambios en la interaccion del ADN con las histonas o con otros complejos de union
al ADN. Un ejemplo importante para la homeostasis 6sea es la desacetilacion de la
lisina 9 de la histona 3 (H3K9) en los nucleosomas del promotor SOST, realizada
por la sirtuina 1 (SIRT1). Esta desacetilacion reduce la expresion génica, lo que
provoca un aumento de la activacién de la via Wnt y, consecuentemente, un

aumento de la formacion ésea (296).

La metilacién del ADN consiste en la union de un grupo metilo (CHz) al carbono 5
de la citosina dentro de los dinucleétidos CpG. La metilacion del ADN generalmente

se asocia con una inhibicidon de la expresion génica. Se ha demostrado que la
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metilacion del ADN alrededor de regiones promotoras de algunos genes se
incrementa con la edad (297). En el campo del hueso, por ejemplo, estudios hechos
con muestras de sangre de mujeres osteoporéticas han mostrado un aumento en la
metilacion de la region promotora de genes como BMP2, que participan en la
formacion 6sea, disminuyendo su transcripcion, lo cual, a su vez, afecta la actividad
transcripcional cascada abajo de genes importantes en la osteoblastogénesis tales
como RUNX2y SP7 (298).

En cuanto a los ARNs no codificantes (ARNnNc), estos estan codificados en el ADN
gendmico que no se traduce a proteinas (el 98 % del ARN transcrito). Dentro de los
ARNNC, los tipos mas estudiados y asociados con patologias humanas son el ARN
largo no codificante (ARNInc) y el microARN (miARN). Los miARNs tienen una
longitud aproximada de 20 a 25 nucledtidos y representan una clase de moléculas
de ARN pequefio no codificante conservadas evolutivamente. Existen alrededor de
2600 miARNs maduros en el genoma humano, que controlan la actividad de mas
del 60% de los genes codificantes de proteinas. La expresién diferencial de miRNAs
controla factores clave en la maduracién y proliferacion de células éseas, incluyendo
BMP, la via de Wnt/B-catenina, RUNX2, SP7, entre otros. Se ha demostrado que
los miRNAs desempenan un papel crucial en la consolidacion de fracturas y la
funcidn osteoblastica; especificamente, el miR-21 se ha asociado con una mejor
mineralizacion durante la induccidn osteogeénica, mientras que el miR-16-5p, por el

contrario, se ha relacionado con la inhibicién de este proceso (299-302).

Si bien en el desarrollo de esta tesis no hemos analizado directamente mecanismos
epigenéticos en los ensayos realizados, si hemos evaluado biomarcadores 6seos
que estan altamente regulados por estos mecanismos en el contexto de trastornos

poligénicos como la osteoporosis.

Uno de los trastornos que también analizamos en esta tesis y que, podriamos decir,
esta en el otro extremo de la OP en términos de frecuencia, es la FDH, una patologia
muy poco frecuente que esta ligada al cromosoma X y que esta causada por
mutaciones somaticas en el gen PORCN. Este, al contrario de lo que sucede con la

OP, es por tanto un trastorno monogénico. En la descripcion del caso clinico que
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hemos reportado en nuestro segundo articulo, hemos tenido un hallazgo que llamé
nuestra atencién y que amplia el panorama sobre la investigacion de los trastornos
esqueléticos, puesto que el paciente del caso descrito, ademas de tener las
manifestaciones oOseas tipicas de la FDH, también tenia LBM y un historial de
fracturas por fragilidad en la infancia y la adolescencia. Después de buscar en la
literatura, encontramos otros casos de FDH que presentaron fracturas por fragilidad
durante la infancia, asi como resultados de estudios preclinicos en los que probaron
inhibidores de PORCN, los cuales afectaron significativamente la masa 6sea. Estas
observaciones nos llevaron a hipotetizar que probablemente la FDH sea una causa
monogénica poco reconocida de LBM debido a una afectacion en la sefalizacién de
la via de Wnt/B-catenina (Tabla 6). Si bien el diagndstico de algunos trastornos
esqueléticos puede ser evidente a partir de caracteristicas clinicas o radiograficas,
como en el caso de la FDH, no significa que el fenotipo sea exclusivo de esa
patologia en concreto, ya que muchos trastornos esqueléticos comparten fenotipos
superpuestos, como disminucién de la DMO, fragilidad esquelética y mineralizacion
alterada (283,284). Por ello, cuando hablamos de trastornos con baja DMO
debemos pensar en un conjunto amplio de patologias y de genes que,
probablemente, compartan un espectro genético (como genes de la via de Wnt/p-

catenina, por ejemplo) y fenotipico en muchos de los casos.
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Tabla 6. Hipotesis planteadas para el desarrollo de esta tesis y resultados correspondientes obtenidos

DISCUSION

Hipétesis Principales hallazgos Consideraciones adicionales Articulo
planteadas en esta
tesis
Las variantes Variante patogénica en La variante hallada en el gen COL1A2 evidencia la Articulo 1
geneticas raras en heterocigosis en el gen superposicion fenotipica y genotipica entre la OP y la Ol
genes asociados con  COL1A2 p.(Gly751Ser) en una leve.
varios fenotipos 1y estra del grupo LZ Se encontraron variantes adicionales en muestras del
Of]eos mr‘t’.”"?er”'cols’ grupo LZ en los genes TCIRG1, SEC24D, LRP4y ANO5; y
gsteog%?melscig @ a en una muestra del grupo HZ en el gen LMNA. La variante
imperfecta ©l), del gen SEC24D  fue clasificada como
podrian contribuir al benigna/probablemente benigna y las demas como VUS
desarrollo de valores (ClinVar).
extremos de DMO en No observamos un enriquecimiento de variantes raras de
cohortes Ol en el grupo de baja DMO y, a excepcion de la variante
poblacionales de en COL1A2, las variantes no pudieron asociarse
feres claramente con el fenotipo de densidad 6sea de las
posmenopausicas muestras.
(B(;ngosl)a Conen Nuestro analisis sugiere que la contribucion de las variantes
raras a la osteoporosis posmenopausica es escasa.
El numero de muestra de este ensayo no nos permitid
obtener resultados estadisticamente significativos en el
burden test que realizamos
La hipoplasia Paciente de 29 afos, hombre, Los analisis genéticos y clinicos realizados al paciente, Articulo 2

dérmica focal
(FDH), causada
principalmente por
variantes genéticas
en el gen PORCN,
es probablemente
una causa
monogénica poco
reconocida de LBM

caucasico, con una displasia
esquelética sin diagnosticar,
asociada con LBM (LS Z-score
= -43y FN Z-score = -3.5) y
fracturas por fragilidad en su
infancia y adolescencia.

Los analisis WES nos
permitieron identificar una
variante missense

indicaron que esta afectado con una FDH.

El gen PORCN codifica para una proteina involucrada en la
palmitoilacion de proteinas Wnt, proceso que es clave en la
sefalizacion de la via de Wnt candnica y no canénica (303).
Las variantes en el gen PORCN son las responsables del
fenotipo de la FDH. La extrema rareza del trastorno, la falta
de una evaluaciéon metabdlica mineral exhaustiva en los
pacientes y su variabilidad clinica, probablemente han
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debida a una
sefalizacion

defectuosa de la
via de Wnt

Variantes en
SEM4AD, TBX18,
PTCH1, PTK7, o

ADGRE5 podrian
ser las causantes
del fenotipo de un
caso familiar de
displasia Osea
esclerosante
caracterizado por
lesiones oseas
lucentes y HBM

p.(Arg296Pro) en el
PORCN.

La FDH es probablemente una
causa monogénica poco
reconocida de LBM debida a
una senalizacién defectuosa de
la via de Wnt

De acuerdo con nuestros
analisis in silico, ninguna de las
variantes de los genes
SEM4AD, TBX18, PTCHH1,
PTK7, y ADGRES5 afectd la
estructura conformacional de la
proteina ni comprometiéo la
estabilidad proteica.

La variante p.Arg349GIn en
TBX18 no afecté su actividad
transcripcional.

Nuestros ensayos de
diferenciacion de osteoblastos
para validar funcionalmente la

gen

variante  p.Val212Met en
SEMA4D no permitieron
obtener resultados
concluyentes.

contribuido a que se pase por alto el estado de la masa
Osea en este trastorno.

Hallazgos esqueléticos en estudios preclinicos con
inhibidores de PORCN ejemplifican como la baja DMO es
mecanisticamente plausible en la FDH (156).

Para los ensayos funcionales priorizamos las variantes de
los genes TBX18 y SEMA4AD.

Contrariamente a lo que cabria esperar de un represor
transcripcional, los resultados de nuestros ensayos con
luciferasa mostraron un aumento de la actividad cuando las
células se transfectaron con TBX18 wt, en comparacion con
las células transfectadas con un vector vacio (304).

La mutacion interrogada se comporté como TBX18 wt y no
como la mutacion control.

Otros ensayos in vitro con CM de osteoclastos, han
demostrado que la fraccion soluble de la Semaforina 4D
quiza no sea suficiente para generar un efecto inhibitorio
sobre la osteoblastogénesis y que tal vez, la fraccion unida
a membrana también juegue un rol importante en esta
funcién inhibitoria (44).

No nos fue posible establecer la cantidad de proteina
soluble SEMA4D en nuestro CM, a pesar de que pudimos
observar su expresion en dicho medio a través de western
blot.

Articulo 3
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Los trastornos esqueléticos monogénicos o poligénicos no solamente se
encuentran, en términos de DMO, dentro del grupo LBM, también hemos hablado
ampliamente de los trastornos con alta masa 6sea y del fenotipo HBM. Varios de
los trastornos monogénicos que presentan dicho fenotipo, estan relacionados con
defectos en genes importantes de la via de Wnt/B-catenina (305,306). De hecho,
una caracteristica comun de la HBM anabdlica es la activacién de la via de Wnt/(3-
catenina, cuyo aumento de la sefalizacién en esta via explica el fenotipo de la
esclerosteosis, la enfermedad de Van Buchem y las HBM LRP4, LRP5 y LRP6
(180,307). Por ejemplo, se han identificado varias mutaciones de ganancia de
funcién en el gen que codifica para LRP5, un correceptor de la via de Wnt
involucrado en la formacion ésea. Estas mutaciones alteran los efectos de la
esclerostina sobre la via, produciendo asi fenotipos similares a los observados en
la esclerosteosis, con agrandamiento mandibular y del craneo como rasgos
comunmente encontrados (308-310). Por otro lado, mutaciones de pérdida de
funcién en LRP5 causan un trastorno con baja masa ésea llamado osteoporosis
pseudoglioma (OPPG) (183,311). De igual manera, mutaciones en el gen LRP4 que
afectaron su interaccion con la esclerostina y, por tanto, el efecto inhibitorio
concomitante de esta ultima sobre la via de Wnt, fueron observadas en pacientes
con sobrecrecimiento 6seo, poniendo en evidencia la relacion de mutaciones en
este gen con el fenotipo HBM (312—-314). De manera interesante, uno de los genes
implicados en nuestro estudio del articulo 1 de esta tesis, fue LRP4, aunque la
variante fue encontrada en una muestra del grupo con LBM (Z-score = -2.43), lo
cual nos llevé a pensar que la probable contribucién de esta variante al fenotipo

LBM de nuestra muestra es poco clara.

Dentro de los trastornos esqueléticos que estudiamos en el desarrollo de esta
investigacion doctoral, esta también el caso familiar de una displasia Osea
esclerosante caracterizado por presentar lesiones lucentes y HBM (articulo 3). Las
llamadas displasias Oseas esclerosantes son un grupo heterogéneo de
enfermedades monogénicas raras que se caracterizan por un aumento significativo
de la masa Osea, lo que resulta en una amplia gama de complicaciones clinicas

secundarias. La investigacion genética sobre estas afecciones ha permitido
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identificar diversos genes implicados y un amplio conjunto de mecanismos
patogénicos (315). En la ultima edicidn de clasificacion y nomenclatura de displasias
esqueléticas, estos trastornos han sido agrupados en tres categorias que incluyen
displasias osteoscleréticas neonatales, osteopetrosis y otros trastornos de HBM
(54). Dentro de los genes implicados en la categoria 1 estan PTH1R, COL1A1 y
FAM20C (FAM20C golgi associated secretory pathway kinase). En la categoria 2
encontramos genes como TCIRG1, CLCN7, RANKL, CTSK, entre otros.
Finalmente, en la categoria 3 encontramos genes como SOST, LRP4 y SFRP4
(secreted frizzled related protein 4) (54). En nuestro analisis de la cohorte BARCOS
del articulo 1, encontramos una variante en el gen TC/IRG1 en la muestra con el
mas bajo Z-score (-4.26), en heterocigosis, haciendo dificil explicar el hallazgo de
esta variante dentro del grupo LBM y su asociacion con dicho fenotipo, puesto que
ya hemos visto que este gen se ha relacionado con el fenotipo opuesto (HBM). Con
todo, se han reportado variantes en este gen, en pacientes con fenotipo LBM que

experimentaron fracturas femorales atipicas (316).

En el caso familiar que estudiamos en nuestro tercer articulo, observamos un
fenotipo esquelético unico con una combinacién de caracteristicas escleréticas y
lesiones Oseas lucentes, asi como Vvalores elevados de IMI (impact
microindentation), en tres miembros de una familia: el probando, su hijo y su hija.
La DMO era muy elevada en el probando y su hija. La hija del probando también
presentaba escoliosis idiopatica (Sl), ademas de trombocitopenia leve y anomalias
tiroideas estructurales leves, que fueron las Unicas anomalias extraesqueléticas
identificadas (228). En este caso, nuestros esfuerzos se enfocaron en validar
funcionalmente mediante estudios in silico e in vitro los resultados obtenidos a partir
de la realizacion de un WES en las muestras de varios miembros de la familia para
filtrar y priorizar aquellas variantes encontradas unicamente en los individuos
afectados. Se priorizaron 5 variantes putativamente patogénicas encontradas en 5
genes asociados con metabolismo 6seo: SEMA4D, TBX18, PTCH1, PTK7 vy
ADGRES, dentro de los cuales las variantes de SEMA4D y TBX18 fueron
seleccionadas para hacer las validaciones in vitro por considerarlos genes

esenciales en el desarrollo y la funcion del hueso y porque tuvieron los puntajes mas
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altos en los analisis de patogenicidad. En este estudio, los hallazgos observados en
el analisis del caso familiar, nos llevaron a sugerir que puede haber otras variantes
en regiones no codificantes o alguna variante penetrante rara con un efecto mayor
que podriamos haber pasado por alto en nuestro analisis y que podria ser
responsable del fenotipo éseo analizado (Ver Tabla 6). El disefio experimental que
nos planteamos solo nos permitié demostrar que la variante en TBX78 no parecia
ser responsable del fenotipo 6seo encontrado en la familia, puesto que los estudios
de la variante de SEMA4D no arrojaron resultados concluyentes. En la siguiente
seccidon discutiremos otras posibles aproximaciones experimentales para evaluar

esta variante.

Con lo discutido hasta aqui, vemos que el abordaje de los trastornos esqueléticos
con baja y alta masa ésea es una tarea compleja, que implica grandes retos tanto
para el diagnéstico clinico como para la investigacién basica, por un lado, por la
genética heterogénea y superpuesta, por decirlo de alguna manera, que existe entre
los trastornos esqueléticos monogénicos y poligénicos (283) y, por otro lado, por lo
laborioso que resultan los estudios funcionales. Ademas, como se ha dicho,
variantes genéticas responsables de enfermedades monogénicas suelen tener un
mayor efecto que las variantes asociadas con trastornos poligénicos lo que aumenta

la complejidad del abordaje de trastornos poligénicos.

Sin embargo, en los ultimos anos se han dedicado muchos esfuerzos a la
determinacién de variantes y genes que pueden ser importantes para la DMO vy, con
ello, para diversas patologias éseas, tanto en la investigacion clinica como en la
investigacion basica. El desarrollo de técnicas de secuenciacion de nueva
generacion (NGS) ha permitido la identificacion de variantes genéticas en muchas
patologias humanas. Gracias al desarrollo de dispositivos de NGS escalables, de
alto rendimiento y faciles de usar, los experimentos de NGS a gran escala son ahora
mas asequibles que antes y con plazos de entrega razonables, lo cual ha impulsado
la expansiéon de la implementacion de la NGS, desde la investigacion hasta el
laboratorio clinico (233). Por otro lado, los estudios GWAS han permitido identificar

muchos /loci que se desconocian hasta hace unos anos atras y que, en el campo

192



DISCUSION

del hueso, se han visto asociados con rasgos importantes como la DMO (ver articulo
5 en el anexo de esta tesis) (317-319). Estos estudios han tenido mucho éxito al
confirmar genes previamente identificados, como SOST y LRPS5, implicados en
enfermedades esqueléticas monogénicas, y al identificar nuevos genes candidatos
cuyo papel en la biologia 6sea se desconoce actualmente. Ademas, los GWAS han
abierto la puerta al calculo de riesgos poligénicos individuales (PRS) que pretenden
informar a las personas de su riesgo genético para distintas enfermedades
poligénicas, permitiendo asi que se tomen medidas preventivas para evitarlas. Por
ejemplo, en el campo del hueso, una combinacion de efectos de tamafo de
multiples variantes en la forma de PRS, puede proporcionar un indicador util del
riesgo de fractura mas alla del obtenido mediante los factores de riesgo clinicos

convencionales (320).

Con todo, los analisis GWAS tienen varias limitaciones, dentro de las cuales una
muy importante en el contexto de esta tesis doctoral, es que no tienen en cuenta
variantes raras, puesto que los marcadores utilizados para evaluar la asociacion con
el fenotipo suelen ser tagSNPs distribuidos homogéneamente por todo el genoma y
que aparecen en una fraccién significativa de individuos (MAF > 5%). Por lo tanto,
las variantes raras con fuertes efectos fenotipicos se descartan intrinsecamente en
estos estudios. Ademas, el numero de la muestra tiene un gran peso en estas
aproximaciones, haciendo que se deban tener muestras muy grandes para alcanzar
una significatividad estadistica, razon por la cual se han creado varios consorcios
para realizar analisis y meta-analisis GWAS que puedan tener resultados de

asociacion significativos (243,321).

El presente trabajo no incluy6 analisis de GWAS, pero estos si nos sirvieron de base
para la realizacion de nuestra primera aproximaciéon mediante el panel de genes
que hemos disefado. Asimismo, dadas las limitaciones de los estudios GWAS ya
comentadas, y ya que nuestros objetivos apuntaron mas hacia aproximaciones
genomicas y estudios funcionales de variantes genéticas raras, nos decantamos por
el uso de técnicas como WES, panel de genes por captura dirigida (panel TS) y

validaciones funcionales in silico e in vitro (como ensayos de gen reportero
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luciferasa y ensayos con medio condicionado). A continuacion, recogeremos de
forma sumaria, las técnicas usadas en esta tesis, centrandonos en las ventajas y
limitaciones que tienen para dilucidar el papel de una variante genética en el

contexto de los trastornos esqueléticos.

a. Aproximaciones genomicas:

a.1 Panel TS y WES: tanto los paneles TS como los WES tienen una
resolucion de nucledtido unico de genes candidatos, cubriendo regiones
exdnicas y sitios de splicing. Los paneles TS, ademas, también pueden
cubrir regiones intronicas. Ambas técnicas pueden detectar
anormalidades como SNVs, indels y CNVs. Dentro de las ventajas de las
dos aproximaciones tenemos: se pueden adaptar y disefar segun los
requerimientos del investigador; la profundidad de los analisis es mayor
al centrarse en grupos de genes especificos; son técnicas ideales para el
descubrimiento de genes asociados con enfermedades mendelianas; son
una alternativa mas econdémica que la WGS; tienen una buena cobertura
del genoma, si se tiene en cuenta que cerca del 85% de las variantes
causantes de patologias estan en el exoma; tiene un buen rendimiento;
el volumen de datos para los analisis es manejable (222,223,233). Dentro
de las limitaciones podemos considerar las siguientes: Requiere un
trabajo previo para definir grupos de genes que se quieren incluir, asi
como la profundidad y cobertura de los analisis; la probabilidad de
encontrar VUS puede incrementar si se incrementa el numero de genes
incluidos en el panel; no son técnicas pertinentes si se desconoce la
etiologia del trastorno; para el caso del WES, no hay captura de regiones
intronicas de interés (como regiones promotoras o reguladoras);
dificultades para cubrir/capturar regiones ricas en GC y regiones
homodlogas/pseudogenes; alta probabilidad de encontrar VUS; la
deteccion de CNVs requiere analisis de datos adicionales (por ejemplo,
mapeo de pérdida de heterocigosidad a través de regiones exonicas)
(283,284).
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b. Validaciones funcionales de variantes genéticas raras:

b.1 Estudios in silico: dentro de las ventajas de esta aproximacion, estan:

Facilita la priorizacidon y caracterizacion de variantes genéticas; da la
posibilidad de suponer, a priori, los mecanismos moleculares mediante
los cuales la variante media su impacto en el fenotipo; permite predecir
parametros como patogenicidad de variantes con base en scores, cambio
en la estabilidad proteica de las variantes, entre otros; proporcionan a
investigadores y clinicos un método rapido y escalable para evaluar los
posibles impactos de nuevas variantes (322-324). En cuanto a las
limitaciones de esta aproximacion, tenemos: Ordinariamente es necesario
usar mas de un programa o servidor para comparar resultados y hacerlos
mas robustos; las predicciones in silico siempre deben ser
complementadas con estudios funcionales para validar las variantes
(322).

b.2 Ensayos de gen reportero luciferasa: esta técnica presenta las

siguientes ventajas: Es muy practica para evaluar variantes que afectan
a las regiones reguladoras de los genes, ya que pueden estudiarse de
forma mas directa; permite obtener resultados de forma relativamente
rapida (aproximadamente en una semana); no requiere el uso de
demasiados reactivos y actualmente disponemos de kit comerciales que
facilitan los protocolos (272). Dentro de las limitaciones estan: Los
resultados son dificiles de interpretar como valores absolutos y requieren
de buenos controles positivos; son muy dependientes del tipo celular
utilizado, lo cual requiere trabajos previos de estandarizacion de métodos
de transfeccion y cantidad molar de cada uno de los vectores
transfectados; hay alta variabilidad entre ensayos independientes, por lo
cual, es necesario realizar una cantidad considerable de réplicas (272).

b.3 Cultivos celulares con medio condicionado: como ventajas de esta

aproximacion, tenemos: Produccion rapida a partir de un mismo cultivo
celular; facil almacenamiento; mayor vida util, ya que, al no tener células,

puede criopreservarse por mas tiempo para varios usos a posteriori (275).
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En cuanto a las limitaciones de estos ensayos, estan: El conocimiento de
la composicidon del CM requiere el uso de herramientas como la
espectrometria de masas; es necesario optimizar la produccion para
estandarizar la composicion del CM; hay una alta variabilidad segun el
cultivo celular, el tipo y el numero de pases; diferente composicién del
secretoma segun las condiciones de cultivo y los métodos de

procesamiento del CM (275).

2. Variantes genéticas estudiadas en el contexto de los

trastornos esqueléticos

En el desarrollo de esta tesis hemos encontrado un conjunto de variantes genéticas
raras en el contexto de trastornos esqueléticos monogénicos y poligénicos. Aunque
la mayoria de ellas son VUS, es posible hipotetizar su probable o improbable
contribucion a los fenotipos 6seos correspondientes teniendo en cuenta el gen en
el que se han encontrado. Aqui enumeraremos y discutiremos brevemente cada
una de esas variantes encontradas, sefalando las consideraciones mas
importantes que ya han sido presentadas en cada una de las discusiones de los
articulos de esta tesis y sugiriendo, para algunas de ellas, posibles aproximaciones
experimentales. El numero rs y la significancia clinica la hemos obtenido de las
paginas dbSNP (https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/) y Varsome

(https://varsome.com/).

rs150260808: TC/IRG1, chr11:68050180T>A, p.(lle721Asn). Significancia clinica:

VUS. Esta primera variante la hemos encontrado en la muestra con el menor Z-

score (-4.26) del grupo LZ, dentro del estudio que hemos realizado mediante panel
de genes por captura dirigida recogido en el articulo 1. Al ser clasificada como VUS
no se puede establecer una correlacién genotipo-fenotipo, sin embargo, variantes
en este gen se han asociado con osteopetrosis autosémica recesiva y, de manera
mas rara, con osteopetrosis autosbmica dominante debido a una resorcion ésea

ineficiente por parte de osteoclastos no funcionales (325,326).
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TCIRG1 es un gen que codifica para una subunidad proteica del complejo vacuolar
proton-ATPasa (V-ATPasa) que participa en la acidificacion de la lacuna de
resorcion y en el trafico lisosomal (327). Estudios realizados en zebrafish KO para
TCIRG1 mostraron un dafo en la autofagia de microglia y una reduccién en los
procesos de acidificacion, corroborando la participacion de esta V-ATPasa en
funciones de acidificacion y en procesos como la fagocitosis y endocitosis en

distintos tipos de células, incluidos los osteoclastos (328).

Dado que la variante que hemos encontrado en este gen esta ubicada en la regién
que constituye el canal de bombeo de protones, nosotros hipotetizamos que esta
variante podria causar una apertura permanente del canal acidificando la lacuna de
resorcion y generando un aumento de la resorcion ésea, lo cual explicaria nuestro
hallazgo en una muestra con baja DMO. Esto podria demostrarse, por ejemplo,
mediante una aproximacion in vitro, en la cual se utilicen células tipo monocitos
como la linea celular THP-1, editadas genéticamente para generar la variante en
cuestion y, una vez diferenciadas a osteoclastos, hacer pruebas funcionales tales
como tincion TRAP, determinacién colorimétrica de actividad TRAcP, determinacion
de pH mediante sondas fluorescentes que permiten hacer inmunomarcaje (329),
ensayos de resorcion determinando numero de pit y de trench que generan las
células editadas cultivadas sobre una superficie 6sea (330), niveles de expresion de
genes como CAZ2 (Carbonic anhydrase 2) mediante qPCR y de la enzima anhidrasa
carbodnica que interviene en la acidificacion de la lacuna de resorcion (331). Estos
mismos ensayos podrian realizarse mediante una aproximacion in vivo, utilizando,

por ejemplo, zebrafish editado genéticamente para generar la variante en cuestion.

rs72658176: COL1A2, chr7:94420604G>A, p.(Gly751Ser). Significancia clinica:
patogénica. Esta variante fue uno de los principales hallazgos de nuestro estudio
del panel de genes (articulo 1) y nos permitié sumar evidencias a las ya reportadas
sobre la superposicion genotipica y fenotipica que existe entre la Ol leve y la OP. A

esta variante ya nos hemos referido en el apartado anterior.

rs141180741: SEC24D, chr4:118752734C>T, p.(Leu526Phe). Significancia clinica:
benigna, probablemente benigna. Esta variante la hemos encontrado en
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heterocigosis en una muestra del grupo LZ (Z-score = -2.73) de la cohorte BARCOS
y se ha asociado con Ol. Algunas mutaciones autosémicas recesivas en el gen
SEC24D, que codifica para un componente del complejo proteico de membrana
COPII, involucrado en la formacion de vesiculas de transporte desde el reticulo
endoplasmico (ER), se han asociado con Ol (332,333). De igual forma, otras
mutaciones en este gen se han relacionado con el sindrome de Cole-Carpenter, un
trastorno recesivo que afecta a la formacion ésea y da lugar a malformaciones
craneofaciales y huesos que se rompen con facilidad. Por otro lado, estudios de
mutaciones bulldog en zebrafish en el gen Sec24D mostraron pérdida de funcién
transportadora en condrocitos. Los condrocitos mutantes no lograron secretar
colageno tipo Il ni matrilin (proteinas asociadas a proteoglicanos que componen la
MEC) a la MEC, demostrando con ello que Sec24D es esencial para la secrecién
de proteinas de la MEC en el cartilago y que su deficiencia provoca que la
morfogénesis craneofacial no pueda avanzar mas alla de las etapas iniciales del
desarrollo de los condroblastos (334). A pesar de estos hallazgos, en el contexto
particular de la variante que hemos identificado, dado que tiene una significancia

clinica de benigna, no seria una candidata a priorizar para un estudio funcional.

rs149082597: LRP4, chr11:46859041C>G, p.(Ser1887Cys). Significancia clinica:

VUS/probablemente benigna. Esta variante fue encontrada en una muestra del

grupo LZ con un Z-score de -2.43. Se sabe que este gen media la inhibicion de la
formacion 6sea dependiente de SOST (13) y se ha demostrado que mutaciones
missense en LRP4 contribuyen a un fenotipo HBM, como lo hemos comentado
antes (312-314). También se ha observado que ratones con deficiencia de Lrp4,
presentaban una longitud total del fémur acortada, un perimetro cortical femoral
reducido y una reduccion de la DMO del fémur, evidenciando con ello que,
dependiendo del dominio proteico en el que se localicen las mutaciones, los efectos
sobre la DMO seran diferentes (313,335,336). Esta ultima consideracion nos
permite especular que quiza esta variante también contribuya al fenotipo LBM de la

muestra.
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Para probar si hay o no relacién de esta variante con el fenotipo LBM, se podria
hacer una aproximacidn mediante ensayos de gen reportero luciferasa,
aprovechando la participacién de este gen en la sefalizacion de la via de Wnt que
ya ha sido ampliamente reportada (13)Asi, mediante la co-transfeccion de vectores
de expresidon de los genes LRP4 wt y mutado, WNT, SOST, DKK1, LRP5/6 y los
vectores que contienen el gen de la luciferasa y de la molécula normalizadora
(Nanoluc), en lineas celulares como HELA o HEK, que son ampliamente usadas y
presentan una buena eficiencia de transfeccion (337,338), se podria determinar si
para el caso de LRP4 mutado hay un comportamiento distinto de la actividad
luciferasa comparado con el wt, y determinar si podria o no correlacionarse con el
fenotipo LBM (339).

rs1233836740: ANOS, chr11:22274744G>C, p.(Cys804Ser). Significancia clinica:

VUS. Esta variante, de nuevo, fue encontrada en una muestra del grupo LZ (Z-score

=-2.39). Variantes GoF autosdbmicas dominantes en el gen ANOS (que codifica para
un canal de CI- activado por Ca?*, el cual participa en el remodelado 6seo mediante
la regulacion funcional de osteoclastos), se han asociado a displasia gnato-diafisaria
(GDD), un sindrome esquelético poco frecuente caracterizado por presentar
esclerosis similar a la osteopetrosis en los huesos largos; lesiones 6seas similares
a la displasia fibrosa en el hueso maxilar y una DMO reducida, lo que hace que los
huesos sean inusualmente fragiles. La mayoria de variantes LoF en ANOS5,
conducen a varias formas de distrofia muscular limb-girdle (LGMDL2L) con
fenotipos patologicos no relacionados con el hueso (340,341). La mujer de esta
muestra no tenia sintomatologia clinica de GDD, aunque si presentaba una
osteoporosis severa con un T-score de columna lumbar de -3.5 sumada a un par de
fracturas por fragilidad. La variante que hemos encontrado ya fue previamente
descrita en un caso de heterocigocidad compuesta en pacientes con fenotipo de
LGMDL2L y no de GDD (342), lo que significa que la variante que hemos
identificado probablemente es LoF y quiza esté mal categorizada como VUS.

rs13768: LMNA, chr1:156138660G>A, p.(Arg624His). Significancia clinica: VUS.
Esta variante fue encontrada en la unica muestra HBM de nuestra seleccion (Z-
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score = 3.70), clasificada dentro del grupo HZ. Mutaciones en este gen suelen estar
asociadas con la distrofia muscular de Emery-Dreifuss (para la que no se han
descrito defectos en la DMO) o con sindromes de envejecimiento prematuro (que
suelen provocar deformidades esqueléticas y/u osteoporosis mediante la activacion
de vias no candnicas de osteoclastogénesis) (343—-346). Lo mas probable es que
otras variantes genéticas estén implicadas en el fenotipo HBM de nuestro paciente

y que esta variante sea un hallazgo secundario.

rs2519471462: PORCN, chrX:48514566G>C, p.(Arg296Pro). Significancia clinica:

VUS. Esta mutacion missense de novo se detectd en un varén, en el 50 % de las

lecturas, lo que indica mosaicismo. Los analisis también se hicieron en la madre del
paciente estudiado, que no era portadora de la variante. El aminoacido implicado en
el cambio estda muy conservado en todas las especies. Dicha variante es clasificada

como patogénica para la FDH en HGMD (Human gene mutation database).

Un posible estudio funcional, en este caso, puede hacerse mediante una
aproximacion in vivo, utilizando zebrafish como modelo. De esta forma, se podria
analizar, por ejemplo, el papel de nuestra variante durante el desarrollo, testandola
en embriones de zebrafish y, posteriormente, evaluar, mediante técnicas de
inmunotincion y de tincion del esqueleto, el grado de compromiso de esta variante
con alteraciones o no en el tejido 6seo de los organismos adultos (347). Ademas,
se podrian utilizar aproximaciones mediante analisis imagenes tridimensionales
para determinar si hay cambios en la morfologia, la microestructura y el contenido

mineral del hueso de los organismos mutados versus los wt (348).

rs187085991: TBX18, chr6: 84738550C>T, p.(Arg349GIn). Significancia clinica:

Probablemente benigna. Esta variante fue encontrada tras los experimentos y

analisis de WES en los miembros afectos de un caso familiar de displasia 6sea
esclerosante, y fue priorizada para el ensayo funcional de gen reportero luciferasa.
TBX18 codifica el factor de transcripcion T-Box 18 (TBX18), que pertenece a la
familia de factores de transcripcion T-box. Se sabe que desempena un papel
fundamental en la formacién de érganos durante la embriogénesis. Desde un punto

de vista clinico, se han identificado mutaciones en este gen, en malformaciones
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dominantes del tracto urinario y defectos cardiacos congénitos. En modelos
murinos, tanto la subexpresion como la sobreexpresion de Tbx78 dieron lugar a
anomalias graves en la osificacion esquelética. Estudios posteriores en animales
demostraron que, a través de mecanismos epigenéticos, Thx18 se expresa espacial
y temporalmente en células de linaje condrocitico implicadas en la formacién 6sea
endocondral antes y después del nacimiento. De forma interesante, las lesiones
lucentes observadas en los individuos afectados por el caso familiar de displasia
Osea esclerosante (articulo 3 de esta tesis) se encontraron cerca de las metéfisis y
aparecieron antes de la fusion de la placa de crecimiento, o que nos condujo a
hipotetizar que la alteracion de la actividad de TBX78 pudo desempeiar un papel
en el desarrollo de estos individuos. Con todo, en nuestro ensayo funcional de gen
reportero luciferasa pudimos demostrar que no habia diferencias estadisticamente
significativas en la actividad transcripcional del factor mutado en comparacién con
el wt (304,349-351), lo que nos lleva a descartar la hipétesis de la probable relacion
causal de esta variante con el fenotipo 6seo estudiado, y considerarla como una

variante probablemente benigna.

rs377565599: SEMA4D, chr9: 89391404C>T, p.(Val212Met). Significancia clinica:

VUS. Al igual que para el caso anterior, esta variante fue encontrada tras los

experimentos y analisis de WES, y fue priorizada para el ensayo funcional con
medio condicionado. SEMA4D codifica la semaforina 4D (SEMA4D), miembro de la
familia de proteinas semaforinas altamente conservadas. SEMA4D tiene funciones
establecidas en la biologia del cancer (promueve el crecimiento neoplasico) y en la
regulacion del sistema inmunitario, pero pruebas recientes apuntan a funciones
adicionales, entre ellas la remodelacion 6sea. Tanto su forma ligada a la membrana
como su forma soluble se unen a receptores especificos, siendo la Plexina-B1 su
principal receptor en las células no inmunitarias. En el campo del hueso, estudios in
vitro y en animales han demostrado que Sema4d, que es producida y secretada por
los osteoclastos, se une a Plexina-B1, que es ampliamente expresado por los
osteoblastos. El complejo Sema4d-Plexina-B1 provoca una alteracion en la
diferenciacion osteoblastica y la formacion 6sea al suprimir la sefalizacién

dependiente de IGF1. Negishi-Koga y colaboradores (44) generaron un modelo de
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raton KO Sema4d que presentaba una masa 0sea elevada, una mayor resistencia
a las fracturas, una mayor tasa de formacion 6sea y una actividad osteoclastica
normal, lo que indicaba que el fenotipo osteoesclerdtico se derivaba de una mayor
formacion 6sea osteoblastica. Hallazgos similares tuvieron con un modelo de raton
KO Plexina-B1. En observaciones adicionales, encontraron que en células
craneales cultivadas en condiciones osteogénicas, Sema4d suprimia la formacién
de nodulos 6seos y los marcadores de formacion 6sea, incluyendo la fosfatasa
alcalina, la osteocalcina y el colageno tipo | (44). Otro estudio en el que los autores
realizaron un metaanalisis de todo el genoma de 15 casos de osteoporosis y 14
controles, en transcriptomas de células madre mesenquimales, evidencié una
regulacion positiva de ERBB2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2), un efector
cascada abajo de la sefializacion SEMA4D/Plexina-B1 (352). En el ambito clinico,
se ha investigado la SEMA4D como biomarcador de la osteoporosis, pero las
pruebas existentes sobre su utilidad son contradictorias. También se ha identificado
una pérdida segmentaria del numero de copias del SEMA4D en una parte
considerable de los pacientes con displasia acetabular, pero no se han realizado
analisis funcionales para explorar la posible causalidad. Esas evidencias, en
conjunto, nos llevaron a pensar que una copia defectuosa de SEMA4D, podria
conducir a un efecto dominante de formacién 6sea. Desafortunadamente, en
nuestros ensayos funcionales con medio condicionado, no pudimos obtener
resultados concluyentes para demostrar tal causalidad (44,353-356), quiza porque
el efecto de la semaforina sobre los osteoblastos requiera también la participacion
de la region transmembrana de la proteina, no solamente la parte soluble, tal y como

lo sugieren Negishi-Koga y colaboradores (44).

Frente a esta ultima consideracion y teniendo en cuenta el papel que cumple este
gen en el hueso, valdria la pena realizar otro tipo de aproximaciones in vitro que
impliquen, por ejemplo, co-cultivo de células tipo osteoblasto y tipo osteoclasto
(estas ultimas editadas genéticamente para generar la variante de SEMA4D
implicada) y evaluar luego, mediante pruebas funcionales como tincion con rojo de
alizarina y expresion de algunos biomarcadores tales como RUNX2, SP7, BGLAP,
OPG si definitivamente la variante en cuestiéon afecta o no la osteoblastogénesis.
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rs142274954: PTCH1, chr9:95478096C>T, p.(Asp436Asn). Significancia clinica:

VUS/probablemente benigna. Esta variante solo la analizamos mediante

aproximaciones in silico. PATCHED1, la proteina codificada por PTCH1, es un
receptor transmembrana que actua como principal represor de la sefializacién de
hedgehog (Hh). La via de sefializacion Hh, que también desempefia un papel clave
en el desarrollo embrionario, el desarrollo de érganos vy la proliferacién celular, es
un regulador positivo bien conocido de la formacion 6sea dependiente de Wnt.
Estudios en animales han demostrado que las mutaciones LoF de Ptch1 estan
asociadas con una formacién ésea acelerada y un aumento de la masa 6sea. Esto
es evidente en pacientes con sindrome de Gorlin, una enfermedad rara
caracterizada por la predisposicion al desarrollo neoplasico a una edad temprana,
en particular carcinomas basocelulares, queratocistos odontogénicos de las
mandibulas y fosas palmares, entre otras anomalias, causada por mutaciones
heterocigotas germinales tipo LoF de PTCH1. Ninguna de estas manifestaciones se
observd en nuestros pacientes del caso familiar de displasia 6sea esclerosante.
Ademas, aunque la DMO no se ha caracterizado bien en pacientes con sindrome
de Gorlin, un estudio indic6é que era superior a la normal en los dos sujetos
evaluados, aunque estos dos pacientes tenian una DMO mucho menor que la de
los miembros afectos de nuestro caso familiar. Ademas, la variante p.(Asp436Asn)
PTCH1 identificada, también se ha descrito en otros dos estudios, uno asociado a
casos familiares de enfermedad de Hirschsprung (357) y otro a anomalias del
desarrollo ocular (358), aunque no se demostro la causalidad de esta variante con

estos trastornos, como tampoco se informaron hallazgos esqueléticos (359-361).

Un posible ensayo para probar el efecto de esta mutacion seria utilizando células
tipo osteoblastos editadas para generar la variante implicada. En estas células se
podria analizar la expresion de algunos genes diana de la via de sefalizacién Hh
que estan regulados al alza, tales como FOXA2 (Forkhead box A2), FOXC2
(Forkhead box C2), FOXE1 (Forkhead box E1), CCND1 (Cyclin D1) mediante gPCR

y compararlos con los niveles de expresion de los mismos genes en células wt, para
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determinar si la variante ha tenido algun efecto en la funcion represora de PTCH1
sobre la sefalizacion Hh, infiriendo con ello si se ha afectado o no la
osteoblastogénesis, puesto que se ha demostrado que la inhibicion de la
sefalizacion Hh en osteoblastos maduros aumenta la osteoblastogénesis y, por
tanto, la masa dsea (362—-365). Ademas de estos ensayos, también se podrian
realizar tinciones con rojo de alizarina y de Von Kossa con los osteoblastos mutados
para analizar si la variante afecta o no la generacién de osteoblastos maduros, asi
como se podria determinar la expresion de biomarcadores claves de la
osteoblastogénesis tales como RUNX2, SP7, BGLAP, ALP en los osteoblastos

mutados y compararlos con los wt.

rs143056436: ADGRE5 chr9:14406924A>G, p.(Glu724Gly). Significancia clinica:

VUS. Esta variante solo la analizamos mediante aproximaciones in silico. La

proteina codificada por este gen es CD97, que pertenece a la familia EGF-seven-
span transmembrane (EGF-TM7) de receptores acoplados a proteinas G (GPCR).
La mayoria de los datos disponibles sugieren que desempefia un papel en la
adhesion celular, el reclutamiento y la migracién de leucocitos, asi como en las
respuestas inmunitarias, dada su alta expresién en los sitios inflamatorios. Sin
embargo, Won y colaboradores también exploraron su posible papel en la biologia
O0sea mediante la investigacién de un modelo de raton CD97 KO, y descubrieron
que la CD97 desempefiaba un papel importante en la osteoclastogénesis mediada
por RANKL (366). Ademas, también observaron un aumento de la masa 6sea en
los ratones CD97 KO en comparacién con los wt, que era secundario a la
disminucién de la actividad osteoclastica. A pesar de esta posible implicacion en la
alteracion de la actividad osteoclastica, es poco probable que una sola copia
defectuosa de CD97 sea la unica responsable de los valores elevados de DMO
observados en los afectados por la displasia 6sea esclerosante. Sin embargo, es
posible que haya contribuido a ello en cierta medida (367). Para probar esta
contribucion, podrian hacerse ensayos con células tipo osteoclastos editados para
generar la variante de interés, y realizar pruebas funcionales tales como tincion
TRAP, actividad colorimétrica TRAcP, asi como determinacion de biomarcadores
osteoclasticos como TRAP, RANK y CTSK. Ademas, se podrian hacer también
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pruebas de resorcion para determinar numero de pit y de trench con los osteoclastos
mutados y compararlos con los wt para analizar si la variante estudiada afecta o no

la osteoclastogénesis y la activacion osteoclastica.

rs79644111: PTK7 chr6:43142276C >T, p.(Thr675Met). Significancia clinica: VUS.
Esta variante solo la analizamos mediante aproximaciones in silico. PTK7 codifica
la proteina tirosina quinasa 7, un receptor transmembrana bien conservado entre
distintas especies. No esta claro las vias de sefalizacion en las que participa PTK7,
pero hay estudios que han mostrado que regula las vias de sefializacion Wnt. PTK7
parece especialmente relevante en una via de sefalizacion Wnt no candnica
implicada en la orientacion celular y el cierre del tubo neural. Su participacion en la
sefnalizacion Wnt candnica es menos clara, aunque los estudios en animales indican
que atenua la expresion de B-catenina. Desde un punto de vista clinico, también se
ha observado una desrregulacion posnatal de la actividad de PTK7 en el cancer y
el desarrollo metastasico, aunque se desconoce su implicacién mecanica (368). Las
mutaciones en PTK7 también se han relacionado con defectos del tubo neural en
humanos y, de forma interesante, con la escoliosis idiopatica (IS), que suele
aparecer durante la adolescencia y afecta con mucha mas frecuencia a las nifias
que a los nifios (369). Los datos de la literatura sugieren que la mutacion que se ha
encontrado en PTK7 podria tener un papel en el desarrollo de la IS en uno de los
afectados por la displasia 6sea esclerosante, mientras que parece menos probable
que influyera en el aumento de la DMO (370,371). Con todo, para probar si la
variante encontrada en este gen esta relacionada con el aumento en la DMO,
podrian hacerse aproximaciones in vivo utilizando zebrafish como modelo, dado que
en este organismo se podria analizar si la variante tiene alguna implicacion en la
formaciéon del tubo neural analizando embriones mutados y, ademas, podrian
usarse técnicas de imagenes 3D para analizar la microarquitectura y composicion
mineral del hueso de los organismos mutantes comparandolos con organismos wt,
con el fin de establecer la relaciéon o no de la variante con el fenotipo 6seo
observado.
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Como hemos discutido, la mayoria de variantes presentadas en esta seccion,
requieren de validaciones funcionales mediante aproximaciones experimentales in
vitro y/o in vivo (algunas de las cuales ya han sido sugeridas), para comprender
completamente su contribucion al trastorno esquelético correspondiente. Vale la
pena decir aqui que los estudios funcionales son fundamentales para determinar el
papel de una variante en un trastorno esquelético determinado, sin embargo, estos
estudios requieren un disefo experimental riguroso y una ejecuciéon temporal
extensa y cuidadosa, que debe tener en cuenta problematicas inherentes a las
aproximaciones usadas, como por ejemplo, en nuestro caso, la estrecha ventana
de tiempo con que se cuenta para la realizacion de ensayos con osteoclastos
maduros, lo cual implica que experimentos con este tipo de células deban planearse
muy bien y realizarse con especial cuidado, manteniendo condiciones Optimas de

cultivo y diferenciacion.

3. Otros modelos celulares y animales para entender la

EG y su fenotipo 6seo

En el conjunto de trastornos esqueléticos que analizamos en esta tesis, la EG1 hace
parte de un conjunto de patologias que, sin ser clasificadas como trastornos
esqueléticos, presentan un fenotipo éseo dentro del cuadro clinico que desarrollan.
Como ya hemos presentado ampliamente en la introduccién, las manifestaciones
O0seas en la EG1 van desde deformaciones en matraz de Erlenmeyer en huesos

largos, hasta infartos 6seos, osteoporosis y osteopenia.

Para estudiar el fenotipo 6seo de la EG1, generamos un modelo celular
osteoblastico y osteoclastico, usando la herramienta de edicion genética de
CRISPR/Cas9 en lineas celulares de rata y de ratdon (articulo 4 de este trabajo).
Nuestros resultados apuntaron a que posiblemente hay un desbalance en el
remodelado 6seo que favorece la diferenciacion y activacion de osteoclastos, lo que
lleva a un incremento en la resorcion 6sea (Tabla 7). Con todo, los modelos
generados presentaron varias limitaciones, dentro de las cuales estan, por ejemplo,

el uso de lineas celulares transformadas que pueden tener una composicion
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genética alterada y la aproximacion de monocultivo que impide replicar, en las
condiciones de laboratorio, las interacciones célula-célula que se presentan en las
condiciones fisiologicas in vivo. Ademas, en nuestros modelos no logramos
observar acumulo lisosomal con la aproximacion que tuvimos mediante el uso de
sondas como el Lysotracker green. Estos resultados deben ser complementados
con ensayos adicionales de inmunomarcaje y western blot para analizar expresion
de proteinas lisosomales tales como LAMP1, y con analisis de otros procesos
celulares relacionados con el lisosoma, tales como la autofagia, evaluando la
expresion de marcadores como LC3, para determinar si efectivamente en estas
células editadas no hay acumulo lisosomal o si, por el contrario, el proceso de
generacion de endosomas maduros y de lisosomas podria estar alterado debido a
la patologia misma, tal y como lo sugieren Panicker y colaboradores (372), quienes
caracterizaron osteoblastos derivados de iPSC de pacientes Gaucher y observaron
que los osteoblastos Gaucher tenian expresion disminuida de marcadores
lisosmales como LAMP1, deterioro de la exocitosis lisosomal y, ademas, una

alteracion en la deposicién de matriz 6sea.

Por lo comentado hasta aqui, en esta seccion presentaremos brevemente otros
modelos que se han desarrollado para dilucidar los mecanismos patofisioldégicos

que subyacen a la EG1.

Los modelos que se han generado para estudiar las implicaciones esqueléticas en
la EG1, pueden clasificarse segun la aproximacion utilizada, en dos grupos: in vitro
e in vivo. Dentro de los modelos in vitro, estan la utilizacion de lineas celulares
inmortalizadas humanas o de ratéon (como los modelos que presentamos en esta

tesis) o la generacion de células iPSC a partir de fibroblastos de pacientes.
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Tabla 7. Hipotesis planteadas para el desarrollo de esta tesis y resultados correspondientes obtenidos

DISCUSION

Hipétesis Principales hallazgos Consideraciones adicionales Articulo
planteadas en esta
tesis
Elfenotipo 6seodela En el contexto de nuestros Nuestro modelo osteoblastico no presenté acumulo Articulo 4
enfermedad de modelos celulares, nuestros |isosomal respecto de las células wt. Ademas, en los

Gaucher tipo 1 (EG1)
puede estar causado
por un desbalance en
el remodelado 6seo,
favoreciendo la
activacion de
osteoclastos vy, por
tanto, la resorcién
Osea.

hallazgos apuntan a un defecto
osteoclastico intrinseco en la EG1.
Esto podria sugerir que los
osteoclastos serian los principales
impulsores de la patologia 6sea,
junto con la alteracion de la
comunicacion entre osteoblastos y
osteoclastos.

ensayos de mineralizaciéon, observamos un incremento en
la misma en los modelos KO comparados con las células
wt, lo cual es contradictorio con otros estudios reportados.
Nuestro modelo osteoclastico no presentd diferencias
significativas en el acimulo lisosomal entre las células KO
y las wt, sin embargo, las primeras mostraton una tendencia
hacia el incremento del mismo.
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Dentro de los modelos in vivo estan los modelos murinos generados.

Los modelos de aproximaciones in vitro descritos hasta el momento, han utilizado
herramientas como (a) la inhibicion quimica de la enzima glucocerebrosidasa, (b) la
edicion genética con CRISPR/Cas9 para noquear el gen GBA1 o (c) la generacion

de iPSCs a partir de células de pacientes.

a. Modelos celulares inducibles quimicamente con CBE (condritol 3-epdxido):
la manera mas simple de generar modelos celulares de la EG1 es mediante
el tratamiento de las células con CBE, el cual inhibe la funcién de la enzima
GBA1. Hay autores que han utilizado este inhibidor para tratar macrofagos
con el fin de imitar las células Gaucher (373-375), o precursores de células
Oseas para estudiar la patofisiologia ésea en la EG1 (376-379).

b. Edicion genética con CRISPR/Cas9: Pavan y colaboradores en el afio 2020
(380) generaron modelos celulares fiables, isogénicos y faciles de manejar
de la EG a partir de células comercialmente accesibles, para su uso en
estudios de fisiopatologia de la EG y cribados de farmacos de alto
rendimiento. Aprovecharon la tecnologia CRISPR/Cas9 para noquear el gen
GBA1 en la linea celular monocitica humana THP-1 y en la linea celular de
glioblastoma U87. Ambas lineas celulares editadas presentaron bajos niveles
de expresion de la B-glucocerebrosidasa, menos del 1 % de actividad
enzimatica residual y una acumulacion masiva de sustrato. En la
caracterizacion del modelo KO generado en células THP-1, observaron un
aumento en la liberacion de citocinas proinflamatorias (interleucina-1p y
factor de necrosis tumoral-a) y la activacion de la osteoclastogénesis.
Resultados adicionales mostraron que los monocitos editados tenian un
mayor potencial osteoclastogénico, sugiriendo que existe una exacerbacién
de la osteoclastogénesis y, por tanto, de la resorcidn 6sea, lo que podria
explicar el fenotipo 6seo en la EG1 (381). Otro modelo celular editado con
CRISPR/Cas9 para noquear el gen GBA1 fue generado por Drews y
colaboradores en el afio 2019 (382). usando células HEK293T y células
humanas de adenocarcinoma alveolar basal epitelia A549, con el fin de
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estudiar el papel de la glucocerebrosidasa en la entrada a la célula e infeccion
de la misma por parte del virus de la influenza.

. IPSCs: las iPSCs fueron generadas por primera vez por el grupo de
Yamanaka (383) a partir de células humanas de adulto. Las iPSCs, igual que
las células madre embrionarias humanas (hESCs), pueden diferenciarse a
cualquier tipo celular para poder ser estudiadas. La ventaja de las iPSCs
respecto de estas ultimas es que minimizan considerablemente los aspectos
éticos vinculados al uso de las hESCs vy, por tanto, se han vuelto una
herramienta muy util como modelos para el estudio de muchas patologias.
Para el caso de la EG, mas de 15 estudios han utilizado esta aproximacion.
Por ejemplo, Messelodi y colaboradores en el ano 2021 (384) generaron
iPSCs de un donante sano y de un paciente con EG, para investigar los
mecanismos bioldgicos que subyacen a la activacion de los macréfagos en
esta patologia. Si bien las iPSCs de EG son capaces de dar lugar de manera
eficiente a progenitores mieloides CD33+/CD45+, la maduracion hacia el
destino de monocitos/macrofagos CD14+/CD163+ resultdé mejorada en las
lineas de EG, que ademas mostraron un potencial de crecimiento disminuido
en comparacion con las células de control, tanto en cultivo semisélido como
en liquido. EIl deterioro del crecimiento de las lineas con EG se asocid con
una regulacion incrementada de RIPKS3 (receptor interacting serine/threonine
kinase 3) y MLKL (mixed lineage kinase domain like pseudokinase), dos
efectores claves de la necroptosis, la via de muerte celular relacionada con
la inflamacion. En otro estudio (372), los investigadores examinaron la
capacidad de iPSCs humanas derivadas de pacientes con EG de tipos 1,2y
3 para diferenciarse en osteoblastos y llevar a cabo la formacién ésea. La
diferenciaciéon a osteoblastos de las iPSCs con EG revel6 que estas células
presentaban defectos de desarrollo y anomalias lisosomales que interferian
en el depdsito de la matriz 6sea. En comparacion con los controles, los
osteoblastos derivados de iPSCs con EG mostraron una expresion reducida
de los marcadores de diferenciacion osteoblastica, y el depdsito de proteinas

y minerales de la matriz 6sea era defectuoso. Al mismo tiempo, la
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sefalizacion candnica Wnt/ catenina en los osteoblastos mutantes estaba
regulada a la baja. Los osteoblastos con EG también presentaban defectos
en su capacidad para llevar a cabo la exocitosis dependiente del Ca?*, una

funcion lisosomal necesaria para el depésito de la matriz 6sea.

Los modelos de aproximaciones in vivo comprenden basicamente los modelos
murinos generados, los cuales han utilizado estrategias como (a) induccion quimica

o (b) modificaciones genéticas.

a. Modelos inducibles quimicamente: el primer intento de generar un modelo
murino para el estudio de la EG1 fue mediante el uso del inhibidor CBE (385).
En este estudio, se administraron diariamente inyecciones intraperitoneales
de CBE durante tres semanas y se consiguieron ratones con mas de un 90%
de inhibicién de la actividad Gba1 y con acumulacion de glucocerebdsidos
en bazo, higado y cerebro. Ademas, los efectos fueron revertidos cuando se
interrumpia el tratamiento (386).

b. Modelos con modificaciones genéticas: dentro de este grupo, encontramos
(b.1) modelos que noquean el gen Gba1, (b.2) modelos que se basan en la
generacion de muatciones puntuales o (b.3) modelos condicionales.

b.1 Modelos que noquean el gen Gba1: El primer modelo de la EG Gba71”- se
genero en el afio 1992 (387). Se obtuvieron ratones que presentaban menos
del 4% de actividad Gba1, respecto de los ratones wt. Tenian un fenotipo
similar a la EG tipo 2 humana (388) y presentaban letalidad neonatal, debido
a un defecto en la permeabilidad de la piel, que mas tarde también se observo
en pacientes con EG tipo 2 humana (389). Estos ratones se utilizaron para
analizar algunos aspectos del compromiso neuronal de la EG (390).

b.2 Modelos que se basan en la generacion de mutaciones puntuales: la
generacion de modelos murinos con algunas de las mutaciones conocidas
del gen Gba1 (391-393) permitieron estudiar mas a fondo la EG, ya que la
afectacion que presentaban estos ratones mahyoritariamente era menory no

habia tanta letalidad, con excepcién de los ratones con la mutacion puntual

211



DISCUSION

N370S, los cuales morian a las 24 horas después del nacimiento, también
por problemas cutaneos (393).

b.3 Modelos condicionales: los modelos condicionales representaron un gran
avance en la generacion de modelos murinos con la EG, ya que
recapitulaban los sintomas clinicos de la enfermedad de una forma mucho
mas rigurosa que los modelos anteriores. Se generaron mediante el sistema
Cre-loxP y de esta manera se pudieron mantener los niveles de actividad
Gba1 normales durante el desarrollo, con el fin de evitar desordenes en la
formacion de la barrera de la piel. Se generaron modelos EG1 que
permitieron evidenciar el compromiso 6seo de esta patologia (210,394,395)

y también modelos neuronopaticos (396,397).

Como se ha dicho, todos los modelos generados han servido para entender mejor
algunos de los mecanismos fisiopatolégicos que subyacen a la EG vy, de acuerdo
con nuestro interés particular, para dilucidar el compromiso molecular y celular de
la EG1. Nuestro modelo generado con CRISPR/Cas9 nos ha ayudado a comprender
los mecanismos celulares intrinsecos que podrian estar implicados en el fenotipo
0seo de esta patologia. Con todo, aproximaciones que permitan pasar del
monocultivo a co-cultivos de células tipo osteoblasto y osteoclasto pueden ayudar

a complementar los hallazgos que hemos tenido con nuestros modelos.

4. Valoraciéon global de los estudios realizados en esta

tesis y perspectivas futuras

Las displasias esqueléticas (DIE), son un grupo heterogéneo de enfermedades con
una incidencia poco frecuente y diversas manifestaciones clinicas, que estan
asociadas a multiples genes. El diagnostico preciso de las DiE es dificil desde el
punto de vista clinico y genético. El diagndstico clinico de las DIE puede resultar
dificil debido a su incidencia relativamente baja, como es el caso de la Ol, por
ejemplo (398). Ademas, los sintomas clinicos variables y no especificos de las DiE,
especialmente los hallazgos radiolégicos que requieren la interpretacion de
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expertos, constituyen otro factor que dificulta el diagndstico clinico. Por otro lado, el
diagnostico y la caracterizacion molecular también son complejos porque las
variantes de un gen pueden causar diferentes fenotipos, mientras que
manifestaciones clinicas similares pueden ser el resultado de variantes de

diferentes genes (399).

Con todo, los avances de los ultimos afios en técnicas de secuenciacion y
procesamiento de datos han cambiado este panorama. Asi, el uso cada vez mas
extendido de la NGS, tanto en el ambito de la investigacién como en el clinico, ha
permitido desentrafiar rapidamente la base genética de la gran mayoria de estos
trastornos. En 2019 se habia establecido la base genética de 425 de las 461
displasias esqueléticas distintas; en 2006, las cifras eran de 215 de 372 trastornos
(54). Esto ha dado lugar a un uso mas sistematico de las pruebas genéticas en la
investigacion basica y el diagndstico clinico, que se realiza normalmente mediante
la aplicacion de un panel de genes o mediante WES, y que tiene lugar en una fase
temprana del proceso de evaluacion de los pacientes; complementando ademas el
fenotipado radiolégico que ya se hace de rutina en muchos centros de salud (400).
Parte de la naturaleza de los resultados de las pruebas genéticas es un grado de
incertidumbre, puesto que los enfoques de pruebas de amplio alcance generan
variantes de significado incierto (VUS) en multiples genes, ninguno de los cuales es

claramente patdégeno basandose unicamente en la informacion genética.

Por otro lado, los estudios GWAS nos han dado luces sobre las bases genéticas
que pueden estar regulando la fisiologia 6sea en contextos patoldégicos como el de
las DE. Sin embargo, la informacion sobre variantes genéticas que obtenemos
mediante técnicas NGS o mediante GWAS, debe ser llevada al laboratorio de
investigacion y comprobada experimentalmente para validar si las variantes se

relacionan o no con el fenotipo asociado.

Estas validaciones funcionales, como hemos dicho, requieren un esfuerzo grande
en tiempo y en la planeacion, disefio y ejecucion de los experimentos, lo cual supone
un reto para los investigadores y, por extension, para los clinicos y los pacientes
que sufren las patologias que se estudian. Estos retos, antes que ser un obstaculo,
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motivan a la realizacién de investigaciones y trabajos en colaboracion para continuar
ampliando nuestra comprension de los mecanismos fisiopatoldgicos que subyacen

a trastornos como las DiE.

Esta motivacion es la que nos ha impulsado también en el desarrollo de esta tesis
doctoral, en la que hemos trabajado conjuntamente con investigadores del Hospital
del Mar en la identificacion de variantes en genes como COL1A2, TCIRGT,
SEC24D, ANOS5, LRP4, LMNA, PORCN, SEMA4D, TBX18, PTK7, ADGRES5,
PTCH1 y en la que también hemos podido aproximarnos al estudio de los
mecanismos celulares que causan el fenotipo 6seo en la EG1, mediante el uso de
técnicas como WES, panel de genes por captura dirigida, aproximaciones in silico

e in vitro.

Los estudios aqui realizados nos han permitido ampliar el conocimiento sobre las
causas genéticas que regulan algunas DIiE y sobre los procesos celulares que
determinan el fenotipo 6seo en la EG1, aunque algunos hallazgos que hemos tenido
no han sido concluyentes y requieren de analisis posteriores que involucren, por
ejemplo, aproximaciones omicas como la transcriptomica, la proteémica, la
metabolémica de tal manera que se puedan tener visiones de conjunto sobre los
procesos bioldgicos que estan presentes en las condiciones patoldgicas estudiadas.
De igual forma, el uso de modelos animales tales como zebrafish y de modelos in
vitro como co-cultivos celulares o generacion y cultivo de organoides puede ayudar
a superar algunos obstaculos que encontramos en la realizacidn de los ensayos
desarrollados en esta tesis con el fin de obtener, asi, resultados concluyentes que

permitan completar los hallazgos que hemos tenido en este trabajo.

214



215



CONCLUSIONES [y

CONCLUSIONES

216



CONCLUSIONES [y

Conclusiones de los estudios recogidos en el capitulo 1:

e Identificamos variantes genéticas raras en genes previamente descritos
como implicados en fenotipos ©6seos monogénicos, en mujeres
posmenopausicas de la cohorte BARCOS, divididas en dos grupos segun
valores extremos de DMO y LS-Z-score.

e La variante rs72658176: COL1A2, p.(Gly751Ser) identificada en una mujer
del grupo LZ, pone de relieve el solapamiento entre enfermedades
monogénicas como la Ol y enfermedades complejas como la OP, que
pueden compartir su etiologia genética.

e No observamos un enriquecimiento de variantes raras de Ol en el grupo con
baja DMO vy, salvo la variante patogénica en COL71A2, las variantes no
pudieron asociarse claramente con el fenotipo de densidad 6sea de estas
mujeres, lo que sugiere que las variantes raras contribuyen en escasa
medida a la OP posmenopausica.

e |dentificamos la variante rs2519471462: PORCN, p.(Arg296Pro) en un
paciente espafol caucasico de 29 afios, con una displasia esquelética no
diagnosticada asociada con baja masa ésea y varias fracturas por fragilidad
a lo largo de su infancia y adolescencia.

e A partir de los resultados WES y de la revision de literatura concluimos que
la FDH, generada principalmente por variantes genéticas en el gen PORCN,
es probablemente una causa monogénica poco reconocida de LBM debida

a una sefalizacion defectuosa de la via de Wnt.
Conclusiones de los estudios recogidos en el capitulo 2:

e De acuerdo con nuestro analisis in silico, ninguna de las variantes
encontradas en un caso familiar de displasia Osea esclerosante
(rs187085991: TBX18, p.(Arg349GIn); rs377565599: SEMAA4D,
p.(Val212Met); rs142274954: PTCH1, p.(Asp436Asn); rs143056436:
ADGRES5, p.(Glu724Gly); rs79644111: PTK7, p.(Thr675Met)) genera una
alteracién en la estructura conformacional o la estabilidad de las proteinas
implicadas.
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e En nuestro sistema, la variante rs187085991: TBX18, p.(Arg349GIn) no
afecta a la actividad de este factor de transcripcion.

e Nuestros ensayos de diferenciacion osteoblastica para validar
funcionalmente la variante rs377565599: SEMA4D, p.(Val212Met) no nos
permitieron obtener resultados concluyentes, por lo que se requieren mas

experimentos para dilucidar su contribucién al fenotipo 6seo implicado.
Conclusiones de los estudios recogidos en el capitulo 3:

e En el contexto de nuestros modelos celulares, los osteoblastos Gba7-KO
presentaron expresion disminuida de Opg y un incremento en la deposicion
de calcio.

e Nuestros hallazgos apuntan a un defecto osteoclastico intrinseco en la EG
evidenciado por el aumento de la expresion de Trap y Ctsk, asi como de la
actividad TRACP en los osteoclastos Gba7-KO. Esto podria sugerir que los
osteoclastos serian los principales responsables de la patologia 6sea, junto
con una alteracion en la comunicacion entre osteoblastos y osteoclastos, lo
que refuerza las multiples evidencias obtenidas en diversos modelos in vitro

e in vivo por otros autores.
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Resumen

En los Gltimos afios se han dedicado muchos esfuerzos a la determinacion de variantes y genes que pueden ser impor-
tantes en la determinacion de la densidad mineral 6sea (DMO) y, a su vez, en diversas patologias 6seas. Para conseguir
esto, la aproximacion que ha presentado mayores éxitos ha sido la de los estudios de asociacion de genoma completo
(GWAS). En particular, en la investigacion sobre la biologia 6sea, se han publicado més de 50 grandes GWAS o metaa-
nalisis de GWAS identificando mas de 500 foci genéticos asociados con diferentes parametros 6seos como son la DMO,
la resistencia osea y el riesgo de fractura. Si bien el descubrimiento de las variantes asociadas es un aspecto esendial,
es igualmente importante la validacion funcional de dichas variantes para dilucidar su efecto y la relacion causal que

Palabras clave: tienen con la enfermedad genética. Al tratarse de un aspecto mucho mas lento y tedioso, se ha convertido en el nuevo
:z?a':’i:: “fa reto de esta era post-GWAS. Entre los genes que ya se han abordado se incluyen varios de la via de WNT y en especial

genoma completo. el gen SOST que juega un papel muy importante tanto en la determinacion de la DMO poblacional como en enferme-
Validacion dades monogénicas con elevada masa 6sea y que ha dado lugar a un nuevo tratamiento contra la osteoporosis. En esta

funcional. Densidad
mineral &sea. ik z . fan y
Patologias 6seas. validaciones funcionales para analizar las asociaciones encontradas en los mismos.

revision recogemos los principales estudios GWAS con relacion a fenotipos del hueso, asi como algunos ejemplos de

Recibldo: 20/07/2022 = Aceptado: 22/12/2022

Este articub se somete en cumplimiento del compromiso que se adquind af obtener 2 BECA
FEIOMM de Investigacidn 2019 para reslizar of proyecto Estudios funclonales de variantes de
camblo de sentido del gen CYP1AT halados en pacientes con fractura famoral atpica.
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ESTUDIOS DE ASOCIACION DE GENOMA
COMPLETO (GWAS)

En los Gltimos anos los estudios de asociacién de geno-
ma completo (GWAS) han sido una herramienta esencial
para la identificacién de genes involucrados en enferme-
dades complejas (1). Estos estudios consisten en estable-
cer una asociacibén entre la frecuencia génica o alélica de
millones de marcadores tipo SNP (polimorfismos de un
Unico nucleétido; del inglés single nucleotide polymor-
phism) distribuidos a lo largo del genoma y un fenotipo
o enfermedad de estudio (2). Esta aproximacién repre-
senta la herramienta més completa e imparcial para el
estudio de enfermedades complejas. A diferencia de los
estudios de asodacién de genes candidatos, los estudios
GWAS son una aproximacién sin hipétesis previa, permi-
tiendo el descubrimiento de nuevos genes o vias de seha-
lizacién implicadas en el fenotipo de estudio que hasta el
momento eran totalmente desconocidas (3). El estableci-
miento de los GWAS ha sido posible gracias a los nuevos
avances en tecnologia genémica de alto rendimiento,
disefio de estudio, andlisis estadisticos mejorados y la
posibilidad de disponer de grandes biobancos (4,5). De-
bido al gran nimero de pruebas estadisticas simultdneas
realizadas y, por lo tanto, a las correcciones estadisticas
(que requieren un umbral del valor p de 5x10® para con-
siderarse significativo a nivel de genoma completo y al
pequeiio efecto que presenta cada variante en las enfer-
medades complejas, son necesarias cohortes muy gran-
des. Esto se ha conseguido mediante los metaanilisis de
GWAS, donde diferentes estudios se han unido con el
objetivo de incrementar el tamano muestral (6,7).

Aun con el evidente éxito, los estudios GWAS presentan
3 limitaciones cruciales. Primero, las variantes genéti-
cas utilizadas para validar la asociacién con el fenotipo
concreto son SNP marcadores (en inglés, tagSNPs) que
se distribuyen homogéneamente por todo el genoma
con una frecuencia del alelo minoritario (MAF) mayor
o igual al 5 % en la poblacién. Por lo tanto, las varian-
tes raras con posibles efectos fuertes en el fenotipo no
estén incluidas en estos estudios. Esta limitacién se ha
intentado solucionar incluyendo variantes de menor
frecuencia en los chips de genotipado, secuenciando
el exoma o genoma completo (whole exome/genome
sequencding, WES/WGS) ylo utilizando los extremos fe-
notipicos de las cohortes. Segundo, el éxito de los es-
tudios GWAS depende en gran manera del tamaio de
la muestra. Por esta razén, como se ha comentado, la
estrategia méds comin en la actualidad es establecer
grandes consorcios que incluyen diferentes cohortes
de todo el mundo. Asi, se obtienen supercohortes con
mayor poder estadistico, pero genéticamente hetero-
géneas, de manera que es muy dificil el descubrimien-
to de variantes especificas de poblacién. Tercero, los
GWAS reportan el SNP més relevante estadisticamen-
te, llamado SNP centinela. Aunque este SNP puede
ser el SNP causal de la asociacién, también lo pueden
ser otras variantes que se encuentren en desequilibrio
de ligamiento con la variante centinela. Si el SNP aso-
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ciado se encuentra en una regién codificante e implica
un cambio de aminoécido, hay una alta probabilidad de
que el SNP sea causal, pero la realidad es que la mayoria
de los SNP centinela se encuentran en regiones no codi-
ficantes (96 %), tanto intrénicas (41 %), como intergé-
nicas (54 %), dificuttando por tanto la demostracién de
su papel causal. Debido a su naturaleza no-codificante,
realizar estudios funcionales de estos SNP centinelas es
un verdadero reto (8-10). Es por esta razdn que estos
estudios funcionales siguen siendo pocos hasta el mo-
mento, y establecer las bases funcionales de las asocia-
ciones encontradas en dichos anélisis es la asignatura
pendiente de esta era post-GWAS.

Para realizar los estudios de funcionalidad, es necesaria
una aproximacién interdisciplinar, que va desde los an&-
lisis in silico (consistentes en aproximaciones computacio-
nales) (11,12), como pueden ser las herramientas predic-
toras de patogenicidad; pasando por los estudios in vitro,
que incluyen entre otros, los ensayos de gen reportero
(p. ej. luciferasa) (13); hasta los estudios in vivo usando
modelos animales como el pez cebra o el ratdn (14,15).

En esta revisibn se presenta de forma sumaria los prin-
cipales trabajos GWAS que se han reportado utilizando
fenotipos &seos y a continuacién algunos ejemplos de
estudios in vitro e in vivo que se han generado a ralz del
primer gran metaandlisis de GWAS (16) que se realizé
sobre densidad mineral ésea (DMO) y riesgo de fractura.

GWAS Y HUESO

Para realizar GWAS de enfermedades éseas y prin-
cipalmente de la osteoporosis, se pueden tener en
cuenta pardmetros como la DMO, la geometria y la
microarquitectura del hueso. De estas propiedades,
la més utilizada y la que mejor predice la fractura os-
teoporbtica es la DMO, que es un rasgo cuantitativo
que se mide en una escala continua por métodos como
la absorciometria dual de rayos X (DXA por sus siglas
en inglés). Se estima que la DMO es un rasgo con una
heredabilidad aproximada de 50-80 %. Asimismo, la
geometrfa del hueso muestra una heredabilidad de
entre 30-70 %, y la microarquitectura ésea determina-
da por tomograffa computarizada de alta resolucién
(HR-pQCT) una heredabilidad entre 20-80 % (17).

Hasta el momento, se han realizado més de 50 grandes
estudios GWAS utilizando pardmetros éseos, junto con
una plétora de estudios de asociaciébn en cohortes més
pequenas y homogéneas. Con esto, se han identificado
més de 500 /od asociados. Aunque el porcentaje de va-
rianza explicado a través de los GWAS ha incrementado
sustancialmente en los Gltimos afos al usar cohortes de
mayor tamano, todos estos loci solamente explican una
pequena proporcidn (20 %) de la contribucién genéti-
ca a la DMO (18,19). Esto ha llevado a que exista una
diferencia entre la variabilidad explicada por factores
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genéticos y la heredabilidad de la DMO, debido, posi-
blemente, a una sobreestimacién de la heredabilidad o
a que no se estan considerando otros factores genéticos
como son las variantes de nimero de copias (en inglés
copy number variants, CNV) o la epigenética (20).

Con todo, estos estudios GWAS han dado lugar a hallaz-
gos importantes, como la confirmacién de las asociacio-
nes de genes como SOST y LRPS (que ya habian estado
implicados en enfermedades monogénicas esqueléticas)
con algunos fenotipos bseos, o la identificacibn de nue-
vos genes de los que no se conocia su implicacién en hue-
so (21). En la tabla | se presentan algunos de los estudios
GWAS maés relevantes relacionados con la DMO, la ma-
yoria de los cuales estan reportados en el GWAS catalog
(http:\\ebi.ac.uk/gwas). Para acotar, solo se han conside-
rado estudios de cohortes de més de 10 000 individuos.

Muchos de los estudios GWAS presentados en la tabla |
corresponden a trabajos en los que se han realizado me-
taanalisis grandes que han dejado como resultado cien-
tos de variantes en diferentes loci asociadas con feno-
tipos éseos. Sin embargo, la mayoria de estos estudios
carecen de aproximaciones funcionales.

ESTUDIOS FUNCIONALES DE LA ERA
POST-GWAS

A pesar de la gran cantidad de estudios de asociacién
realizados hasta ahora, los estudios funcionales no
han tenido el mismo desarrollo. De los 1051 articulos
que han citado al primer gran metaanélisis de GWAS
sobre hueso (16), solo una pequena fraccién incu-
ye estudios funcionales (164, es decir, 15 %), ya sean
in vitro o in vivo.

Un ejemplo de éxito en los estudios funcionales es
la caracterizacién de la regulacibn de SOST. Este gen
codifica la proteina esclerostina, un inhibidor de la
via canénica de WNT (49-51), que se ha encontrado
asociado a multitud de parédmetros bseos en diferen-
tes estudios de asociacién en distintas poblaciones
(17,28,33,38,40,43,52,53) (Fig. 1A). Su funcién inhibido-
ra sobre la formacién ésea ha sido ampliamente estu-
diada mediante modelos in vivo e in vitro, y en la ac-
tualidad se utilizan anticuerpos antiesclerostina como
terapia en enfermedades éseas, como son la osteopo-
rosis o la osteogénesis imperfecta (54-59). Es por esto,
que los factores reguladores de la expresibn del gen se
incluyen entre los nuevos candidatos como diana para
el desarrollo de nuevas terapias. En humanos, variantes
en el gen SOST han sido asociadas a condiciones carac-
terizadas por un exceso de formacibn 6sea: escleros-
teosis, displasia craneodiafisaria, y el fenotipo de alta
masa 6sea (60) (Fig. 1B). Junto con estas, también se
encuentra la enfermedad de van Buchem causada por
la delecién de la regién reguladora denominada ECRS
situada a 52 kb cascada abajo del gen, que es necesa-
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ria para la correcta expresién de SOST (61) (Fig. 1A).
En realidad, la transcripcién de SOST estd finamen-
te regulada por un gran nimero de seiales, tanto a
través de la regulacién directa sobre el promotor de
SOST como a través de la regidn reguladora distal ECRS
(62,63), cuya interaccién fisica se ha demostrado en un
estudio reciente de nuestro grupo realizado en células
bseas (64) (Fig. 1A). El factor de transcripcibn MEF2C es
el regulador de SOST mejor descrito en relacién con su
expresién en osteocitos (63,65). La importancia de ME-
F2C en el efecto potenciador de ECRS ha sido confir-
mada con el modelo de ratén KO (knockout) de Me-
f2c en osteoblastos/osteocitos, que presenta alta masa
bsea y bajos niveles de esclerostina (66). Precisamente,
MEF2C es otra de las senales més repetidas en los es-
tudios GWAS con parametros 6seos (16,23,36,37,67-70).
Junto con MEF2C, también se ha descrito HDACS, un
regulador negativo de la expresibn de SOST que ejer-
ce su funcién bloqueando la unién de MEF2C a ECRS
durante la diferenciacién de los osteocitos inmaduros
(Fig. 1C). En consonancia con esto, el modelo de ra-
tén KO de HDAC4/5 muestra una baja DMO y una alta
expresion de SOST (71-73). De nuevo HDAC4/5 se en-
cuentra dentro de los loci més repetidos en los estudios
de asociacién con parametros 6seos (18,23,34,39,74)
(Fig. 1B).

Otro ejemplo de la importancia de realizar estudios fun-
cionales de las regiones asociadas es el locus de DKKT.
DKKT1 es otro inhibidor de la via canénica de WNT, con
un papel muy importante en la morfogénesis de la ca-
beza (75,76), y en el desarrollo del hueso (77,78). En la
actualidad no hay ninguna variante en DKKT descrita
causante de ninguna patologla ésea en la base de datos
HGMD. A pesar de esto, nuestro grupo ha identificado
dos variantes de cambio de aminoéacido (missense) en pa-
cientes con el fenotipo de DMO alta, que muestran una
pérdida de funcién de su capacidad inhibitoria (13,79).
De manera contraria, una de estas variantes también se
ha encontrado en pacientes con fenotipos totalmente
opuestos como la osteoporosis o malformaciones anales
(80,81). Ademas, es interesante resaltar que no se han
encontrado SNP en DKKT asociados con la DMO o con
diferentes pardmetros &seos entre los diferentes GWAS.
En cambio, sl se ha demostrado asociacién con la DMO
de un conjunto de SNP agrupados en una regién a 350
kb cascada abajo de DKKT y a 92 kb cascada arriba de
MBL2 (16,18,19,29,33,34,36,37,39,74) (Fig. 2). Para tratar
de distinguir cuél de estos dos genes era el responsable
de esta asociacidn, en un trabajo de nuestro grupo (13),
se realizdé un ensayo de conformacién de la cromatina
4C utilizando la regién rica en sefales GWAS como an-
zuelo en tres tipos celulares seos. Con esto se pudo con-
firmar la interaccién fisica entre esta regién y el promo-
tor de DKK1 y descartar la interaccién con el gen MBL2
(Fig. 2, panel inferior). Precisamente, en esta regién se
encuentra el gen LNCAROD que especifica un ARN largo
no codificante (en inglés, long noncoding RNA, IncRNA)
activador de DKKT que, por lo tanto, es el posible res-
ponsable de la asociacién de los estudios GWAS (82).
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Figura 1. SOST. A Panel superior: Locus que contiene SOST y sus genes vecinos (GRC37/hq19). En lila, la region reguladora ECRS. Panel
central: SNP asodados con diferentes parametros 6seos en diferentes estudios GWAS, extraldos de GWAS catalog (https:/Awww.ebl.acuk/
gwas7). Pand inferior: Resultados principales del ensayo 4C de Martinez-Gil et al. 2021, donde se representan |as principales interacciones
entre el promotor de SOST (usado como anzuelo e indicado con un punto y una linea discontinua gris). Los cuadrados de colores representan
las interacciones con a intensidad de color proporcional a la intensidad de | interacdén. Los cuadrados rojos representan las interacciones

en células madre mesenquimales, en azul las interacdones de las células hFOB y en verde las interacciones de las células Saos2. Las unidades
de la escala gendmica utilizada (1€7pb) comesponden a 10 Megabases (1x107 pares de bases). B. Representacion esquematica de la proteina
esderostina sefialando sus dominios funcionales y las variantes desaitas causantes de enfermedades esqueléticas humanas. En lila las variantes
asodadas a displasia aaneodiafisaria, en rojo asociadas a esderosteosis y en azul |a variante asociada al fenotipo de alta masa 6sea.CTCK:C/
terminal cysteine knotike. C. Esquema de alqunos de los reguladores positivos y negativos de la expresién de SOST.
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Figura 2. DKK1. Panel superior: locus que contiene DKK1 y sus genes vecinos (GRC37/hg19). En verde, el IncRNA LNCAROD de GEN-
CODE v32.2 (GRC38/hq18). Panel central: SNP asociados con diferentes parametros éseos en diferentes estudios GWAS, extraldos del
GWAS catalog (https:/iwww.ebi.ac.uk/gwas7). Panel inferior: Resultados prindpales del ensayo 4C de Martinez-Gll et al. 2020, donde se
representan |as principales interacciones con |a region rica en SNP asociados a DMO (usado como anzuelo e indicado con un punto z una
linea discontinua gris). Los cuadrados de colores representan las interacciones con la intensidad de color proporcional a la intensidad de

la interaccién. Los cuadrados rojos representan las interacdones en células madre mesenquimales, en azul las interacciones de las células
hFOB y en verde las interacciones de las células Sacs2. Las unidades de la escala gendmica utilizada (1e7pb) corresponden a 10 megabases

(1x107 pares de bases).

Uno de los loci méas consistentes entre distintos GWAS
sobre la DMO es la regién genédmica situada en 7q31.31
que incluye el gen WNTI6. Se trata de un locus muy
complejo que incluye, ademas de WNTT6, los genes
vecinos ING3, FAM3C y CPED1. El papel de WNT16 so-
bre la determinacién de la DMO ha sido claramente
establecido en estudios funcionales de modelos de
ratén KO o KO condicional especifico de osteoblasto
(6,83,84), que a grandes rasgos coinciden en mostrar
fracturas esponténeas debidas a una baja DMO, junto
con un grosor cortical y la resistencia 6sea reducidos.
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Sin embargo, también se han encontrado pruebas so-
bre la importancia de los otros tres genes vecinos en
el metabolismo éseo. En el caso de ING3 (Inhibitor Of
Growth Family Member 3), que forma parte del com-
plejo NuA4 histona acetiltransferasa (HAT) implicado
en funciones de regulacién de la cromatina, se ha de-
terminado que se expresa abundantemente en el teji-
do éseo (85) y los estudios funcionales en un modelo
celular in vitro de células mesenquimales KO para ING3
muestran afectacién de la osteoblastogénesis y una
estimulacién de la diferenciacién adipogénica (86).
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Para CPED1 (Cadherin Like And PC-Esterase Domain
Containing 1), no se conoce la funcién concreta ni en
humanos ni en ratén. Sin embargo, en ratén, los es-
tudios funcionales muestran que Cped7 se encuentra
uniformemente expresado en una variedad de tejidos,
incluido el éseo y se han descrito diferentes isoformas
debidas a empalmes (splicing) alternativos, asi como
tres regiones promotoras activas durante la diferencia-
cién osteogénica (87). Para acabar de definir su posible
rol en la homeéstasis ésea, faltarfan estudios funciona-
les adicionales, en modelos celulares in vitro o en mo-
delos animales. FAM3C (Family of sequence similarity
3¢) es un factor de crecimiento tipo citocina expresado
en multitud de tejidos (88), que juega un papel muy
importante en la transicién epitelio-mesénquima y en
la metéstasis del cancer (89). Su relaciébn con el meta-
bolismo éseo se ha confirmado con el modelo de ratén
KO que presenta alteraciones en la estructura &sea (88).

Se han realizado algunos estudios funcionales que
abordan la regulacién de la expresién de los distintos
genes de esta regién. Por ejemplo, nuestro grupo ha
llevado a cabo estudios de eQTL (del inglés expresssion
Quantitative Trait Locus) en osteoblastos primarios que
demuestran que SNP situados dentro del gen WNTT6
son reguladores de los niveles de expresién de FAM3C
en esas células (90). También hemos visto, en células
del linaje osteobléstico, que se da una interaccién fi-
sica entre varios potenciadores génicos (enhancers) si-
tuados dentro del gen CPEDT y el promotor de WNTT6
(91). Todo ello ilustra una compleja relacién entre estos
cuatro genes y sugiere la posibilidad de que se dé una
sinergia entre ellos. Con todo, queda clara la necesidad
de estudios funcionales adicionales que acaben de de-
finir el papel de cada uno de ellos y sus interacciones.

Los trabajos aqul citados evidencian la importancia
que tienen los estudios funcionales a partir de los des-
cubrimientos que traen consigo los anélisis de GWAS y
ponen en el horizonte el reto, en la era post-GWAS, de
continuar encontrando correlaciones entre las varian-
tes que se derivan de los estudios de GWAS y los aspec-
tos funcionales de esas variantes, bien sea in silico, in
vitro o in vivo, buscando con ello nuevas aproximacio-
nes que puedan dar luces y opciones terapéuticas para
las patologlas asociadas.
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Resumen

Introduccion: WNT16 es un gen importante en la homeostasis dsea, que se encuentra en un locus muy complejo que
también incluye los genes vecinos: ING3, FAM3C y CPED1. Ademas del claro papel de WNT16 sobre la determinacién de
la densidad mineral 6sea (DMO), también se han encontrado pruebas sobre la importancia de estos tres genes vecinos
en el metabolismo 6seo. Queda por tanto esclarecer si las variantes en WNT16 asociadas a la DMO realizan su efecto
propiamente sobre WNT16 o si lo hacen modificando la expresion de estos genes vecinos.

Material y métodos: Hemos determinado los niveles de expresién de CPED1 y FAM3C en osteoblastos primarios y
hemos comprobado si variantes de WNT16 se comportan como loci de rasgos cuantitativos de expresion (expresion
quantitative trait loci; eQTL) de estos genes.

Resultados: La variante de cambio de aminoacido rs2908004 en WNT16 actia como eQTL de FAM3C en osteoblastos
primarios bajo la hipdtesis de modelo dominante.

Discusion: Es posible que el efecto de esta variante sobre la DMO sea debido a la modificacion de los niveles de expresion
de FAM3C ademas o en vez de un efecto directo de la proteina WNT16 mutante resultante del cambio de aminoécido.

Palabras clave: WNT16, densidad mineral dsea, osteoporosis, transcripcion.

INTRODUCCION

WNT16 es unligando de la via de Wnt extensamente es-
tudiado por su importancia en la regulacion de la ho-
meostasis del hueso. Esto se ha confirmado con el
fenotipo de ratones knock-out (KO) y ratones KO condi-
cionales en osteoblastos (cKO), que muestran fracturas
espontaneas debido a una baja densidad mineral dsea
(DMO) cortical, una baja resistencia 6sea y una alta po-
rosidad cortical, manteniendo el volumen de hueso tra-
becular inalterado'*. Por el contrario, la sobreexpresion
de WNT16 en osteoblastos y osteocitos produce un au-
mento de la DMO y de la resistencia dsea tanto en hueso
trabecular como cortical®”. A pesar de esto, no se co-
noce el mecanismo preciso por el que WNT16 acttia y
diferentes estudios sefialan que el efecto sobre las vias
Wnt canénicas y no-canénicas podria ser especifico de
tejido'® 1%, En el hueso, WNT16 es expresado principal-
mente por los osteoblastos y realiza su funcién tanto
estimulando la formacién 6sea, como inhibiendo su re-
sorcién de manera indirecta a través de OPG o de ma-
nera directa afectando a la diferenciacién de los
osteoclastos®!2

Multitud de estudios de asociacién del genoma com-
pleto (GWAS) han mostrado asociacién entre el locus que
contiene WNT16 y varios fenotipos esqueléticos, inclu-
yendo la DMO y el riesgo de fracturas?®13-26, WNT16 se
encuentra en un locus muy complejo, donde varios genes
de laregién han mostrado un papel importante sobre el
metabolismo dseo. Pertenecen a este locus los genes
ING3y CPED1a5’y FAM3C a 3’ de WNT16 (figura 1).

ING3 (Inhibitor Of Growth Family Member 3) es res-
ponsable de laregulacion de la cromatina, ya que forma
parte del complejo NuA4 histona acetiltransferasa
(HAT) que reconoce la forma trimetilada de la lisina 4
de la histona H3?’. Otras funciones no relacionadas con
la regulacion de la cromatina incluyen la promocién de
la apoptosis, la reparacion de ADN y lamodulacién de la
movilidad celular?’. ING3 se expresa en multitud de te-
jidos, especialmente en aquellos con mayor proporcién
de crecimiento celular, siendo el hueso uno de los que
mayor expresion de ING3 presenta?. El modelo celular
in vitro de células mesenquimales KO de ING3, muestra
afectacion de la osteoblastogénesis y una estimulacién
de la diferenciacién adipogénica®.

}}I Correspondencia: Nuria Martinez-Gil (nuriamartinez91@ub.edu)
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Figura 1. Genes en el locus: ING3_1 (ENST00000315870.5), ING3_2 (ENST00000339121.5), CPED1_1 (ENST00000310396.5), CPED1_7
(ENST00000450913.2), WNT16_1 (ENST00000222462.2), WNT16_2 (ENST00000361301.2), y FAM3C (ENST00000359943.3), de

GRCh37/hg19
ING3_1> WNT16_1>
ING3.2> CPED11> WNT16_2>

I H+H—H—H H

CPED1_7> <FAM3C
I I I I
1.206 1.208 1.210 1.212

Chr7 (1e8 bp)

Para CPED1 (Cadherin Like And PC-Esterase Domain
Containing 1), no se conoce funcién concreta en humanos
oratones. En estos (ltimos, se encuentra uniformemente
expresado en una variedad de tejidos sdlidos, incluido el
6seo, aunque no se detecta en la linea celular RAW264.7
ni en leucocitos circulantes?. Ademads, Cped1 presenta di-
ferentes isoformas debidas a splicing alternativos y tres re-
giones promotoras activas durante la diferenciacién
osteogénica, lo que indica una compleja regulacion du-
rante la diferenciacion®.

FAM3C (Family of sequence similarity 3c) es un factor de
crecimiento tipo citocina expresado en multitud de teji-
dos™®, que juega un papel muy importante en la transicién
epitelio-mesénquima (Epithelial-to-mesenchymal transi-
tion; EMT) y la subsecuente metdstasis durante la progre-
sion del cancer®’, Su relacién con el metabolismo dseo se
ha confirmado con el modelo de ratén KO que presentaal-
teraciones en la estructura cortical y trabecular, con un au-
mento en la DMO cortical, lo que genera una disminucion
de la resistencia 6sea®. En estudios in vitro, se comprob6
que las células mesenquimales extraidas de estos ratones
KO mostraban una osteoblastogénesis acelerada®.

La relacion de los genes presentes en el locus ‘ING3-
CPED1-WNT16-FAM3C con el metabolismo 6seo y su re-
petida asociacion a la DMO plantea la cuestién de si hay
un tinico gen causal y, en ese caso, cudl es o, si por lo con-
trario, todos los genes estan contribuyendo al fenotipo.
Para ello, en el presente trabajo hemos determinado si
aquellas variantes de WNT16 asociadas a la DMO en un
trabajo previo de nuestro grupo®? se encuentran modi-
ficando la expresion de los genes vecinos CPED1 y
FAM3C.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular

Para los ensayos de loci que determinan diferencias
cuantitativas de expresion génica (expression quantita-
tive trait loci; eQTL) se usaron osteoblastos primarios
humanos (hOB). Los hOB se obtuvieron a partir de frag-
mentos de hueso trabecular descartados de operaciones
de reemplazo de rodilla realizadas a mujeres con osteo-
artritis y que no presentaban ningiin otro trastorno que
pudiera afectar la calidad dsea. El estudio fue aprobado
por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Parc de
Salut MAR (numeros de registro: 2010/3882/I and

2013/5266/1) y sellevé a cabo de acuerdo con la Decla-
racién de Helsinki, obteniéndose consentimiento infor-
mado por escrito de todos los participantes. El protocolo
de cultivo de los osteoblastos primarios se encuentra
descrito en Roca-Ayats y cols.*. Brevemente, las mues-
tras de hueso se cortaron en trozos pequefiosy se lava-
ron con solucién salina tamponada con fosfato (PBS;
Gibco, Life Technologies). Estas piezas se cultivaron en
placas de 140 mm con DMEM suplementado al 10% de
FBS, 1% p/s, 0,4% de fungizona (Gibco, Life Technolo-
gies) y 100 pg/ml de acido ascérbico (Sigma-Aldrich).
Cuando las células alcanzaron la confluencia, se dividie-
ron en tres matraces de 75 cm? uno para extracciéon de
ADN, otro para extraccion de ARN y el tercero para su
congelacién y almacenamiento. Se utilizaron células a
pase 2 o inferior para todas las extracciones.

Ensayo eQTL

Se extrajo el ADN delos hOB cultivados utilizando el kit Wi-
zard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La concentracién del
ADN purificado y su calidad se analiz6 en un espectrofoto-
metro (Nanodrop). Los genotipos de las variantes
rs2908004, rs2707466, rs55710688 y rs142005327 se
evaluaron mediante secuenciacién Sanger utilizando
BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems) en las
instalaciones de Genémica de los CCiT de la Universitat
de Barcelona. Los primers (Invitrogen, Thermo Fisher)
se disefiaron utilizando el Primer3 Input 0.4.0 (tabla 1).
EI ARN total de los hOB cultivados se extrajo utilizando
el kit High Pure RNA Isolation kit (Roche), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y la cuantificacién y
la calidad del ARN se comprobaron utilizando un espec-
trofotémetro Nanodrop. El ARN se retrotranscribié a
cADN utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher),
de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La RT-
qPCR se realizé utilizando sondas UPL (Roche) en un
LightCycler 480 Instrument II (Roche). Se utilizé la ex-
presion del gen HMBS como control de normalizaciéon y
se calculd la cuantificacion relativa (fold change) utili-
zando el método de la segunda derivada. El niimero y la
secuencia de la sonda utilizada, asi como los primers uti-
lizados parala amplificacién de los genes CPED1, FAM3C
y HMBS se muestran en la tabla 1.
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Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los eQTL, se utilizé la fun-
cion WGassociation®* en RStudio. Esta funcién lleva a
cabo un analisis de asociacién entre un SNP dado y una
variable dependiente (en este caso los niveles de expre-
sién de CPED1 y FAM3C) en cinco modelos de herencia
genética diferentes: codominante [homocigoto para
alelo mayoritario frente a heterocigoto frente a homoci-
goto para alelo minoritario], dominante [homocigoto
para alelo mayoritario frente a (heterocigoto + homoci-
goto para alelo minoritario)], recesivo [homocigoto para
alelo minoritario frente a (heterocigoto + homocigoto
para alelo mayoritario)], sobredominante [heterocigoto
frente a (homocigoto para alelo mayoritario + homoci-
goto para alelo minoritario)] y log-aditivo [cada alelo
modifica el riesgo en una cantidad aditiva].

REsuLTADOS

Analisis de cis-eQTL

Las variantes rs2908004, rs2707466, rs55710688 y
rs142005327 de WNT16 han sido descritas como cis-
eQTLs, segin la base de datos GTEx en diferentes tejidos
humanos (tabla 2). Desafortunadamente, esta base de

datos no dispone de informacién de ningin tejido 6seo.
Es por esto, que haciendo uso de una base de datos propia
de osteoblastos primarios humanos (n=45), hemos tes-
tado si estas variantes acttian como cis-eQTL de los genes
vecinos de WNT16: CPED1 y FAM3C. Unicamente la va-
riante rs2908004 ha mostrado una asociacion significa-
tiva con los niveles de expresion de FAM3C bajo la
hipdtesis dominante (p=0.03, tabla 3, figura 2). Ademas,
las variantes rs2908004 y rs2707466 muestran una ten-
dencia a la significacién con los niveles de expresion de
FAM3C bajo la hipétesis de codominancia (p=0.05491) y
bajo la hipétesis dominante (p=0.06954), respectivamente
(tabla 3, figura 2). La presencia del alelo G (rs2908004) y
elalelo C (rs2707466) estan asociados con un aumento en
la expresion de FAM3C (tabla 3, figura 2). Por el contrario,
no hemos encontrado asociacion significativa ni tendencia
entre las variantes analizadas de WNT16 y los niveles de
expresion de CPED] (tabla 3, figura 2).

Discusion

Multitud de trabajos en los tltimos 20 afios destacan la im-
portanciade WNT16 en lahomeostasis 6sea. WNT16 se en-
cuentra en la posicién 7q31.31 junto con otros 3 genes

Tabla 1. Primers utilizados en la secuenciacion de cuatro SNPs de WNT16 y para la RT-qPCR de FAM3C, CPED1 y HMBS

Nombre del primer F(5'->3")
WNT16-rs55710688 GGTAGCTCCAGTAAGAGATTC
WNr?li‘zr;gggggo“' ACTTTCAACTGAGGCTGGGG
WNT16-r52707466 TGGGACAAAAACCAAAGGACG
FAM3C_gPCR GGCAAATGGAAAAACAGGAG
CPED1_qPCR CCCAAGTCTGCCCTTGTTT
HMBS_qPCR TGCCCTGGAGAAGAATGAAG

F: primer forward; R: primer reverse.

Figura 2. Graficos de violin (violin plots) de los niveles de expresion de FAM3C (arriba) y CPED1 (abajo) segiin los tres genotipos

R(5'-->3") Sonda
CAGATTACCGTGTCTTTGGGT
CTGGAACTGGGGAGTCAGG
TGACCACATGGGTGTTGTAAC
TGTATGGCCTTCAGAAACTCAA 52
GAAGAAATAGGCTGTAACCCACA 6
CAGCATCATGAGGGTTTTCC 79

(homozigoto para el alelo mayoritario, heterozigoto, homozigoto para el alelo minoritario) de las 4 variantes estudiadas
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también relacionados con el metabolismo 6seo. En un es-
tudio previo de nuestro grupo encontramos que las varian-
tesrs142005327,rs55710588, rs2908004 y rs2707466 se
hallaban asociadas a la DMO en una cohorte de mujeres
postmenopausicas del drea de Barcelona (BARCOS)*. Para
determinar si estas variantes estan relacionadas con un
efecto sobre WNT16 o con un efecto sobre la expresion de
genes vecinos hemos comprobado si estan actuando como
eQTL de FAM3Cy CPED]1. Este trabajo nos ha permitido de-
terminar que la variante missense rs2908004 esta ac-
tuando como eQTL del gen FAM3C bajo la hipétesis de
modelo dominante en osteoblastos primarios humanos.

La variante de cambio de aminoacido rs2908004
(p.Gly72Arg/p.Gly82Arg) se ha encontrado asociada a dife-
rentes parametros seos por nosotros y por otros auto-
res?32353, Este cambio de aminodcido de glicina a arginina
se considera tolerado y benigno por los predictores de pa-
togenicidad SIFT y PolyPhen-2, por lo que su efecto sobre
la DMO podria deberse a su papel como eQTL y no a un
cambio sobre la proteina WNT16 resultante.

Rev Osteoporos Metab Miner. 2021;13{4):117-121

Cabe destacar que para obtener una significacién esta-
distica mas robusta es necesario disponer de un banco con
un mayor niimero de osteoblastos primarios. Desafortuna-
damente la obtencién de estas muestras es dificil y sola-
mente hemos logrado conseguir incorporar 45 muestras a
nuestro banco.

Ademas, seria interesante determinar los niveles de ex-
presion de otros genes vecinos que puedan estar influyendo
sobre la DMO como ING3 o directamente sobre los niveles
de expresion de WNT16, que no han podido ser cuantifica-
dos por falta de muestra de ARN de osteoblastos primarios.

CoNcLUSION

Mediante este trabajo hemos determinado que la va-
riante rs2908004 de WNT16 regula los niveles de expre-
sién del gen vecino FAM3C bajo la hipétesis de modelo
dominante. Si esta asociacién se confirma en un banco
de osteoblastos primarios mayor indicaria que la aso-
ciacion de esta variante con la DMO podria ser debida,
al menos en parte, ala variacién de expresién de FAM3C.

Tabla 2. Genes cuya expresion es modificada por las variantes rs2908004, rs2707466, rs55710688, rs142005327 en
diversos tejidos humanos (datos extraidos del Genotype-Tissue Expression (GTEx) Portal)

SNP Gen Tejido
CPED1 Arteria - Tibial
rs2908004 CYCSP19  Testiculo
FAM3C Piel - NE y E; Cerebro - Corteza Frontal (BA9); Eséfago - Muscularis
CPED1 Arteria - Tibial
rs142005327 FAM3C il:l;dlji);‘ihr:li:lﬁ;r(:glﬁlf;::' Corazon - Ventriculo izquierdo; Pecho - tejido mamario; Corazén -
WNT16  Adiposo - Subcutineo
CPED1 Arteria - Tibial
rs2707466 CYCSP19  Testiculo
FAM3C Piel - NE y E; Cerebro - Corteza Frontal (BA9)
CPED1 Arteria - Tibial
rs55710688 FAM3C Piel - NE y E; Misculo - esquelético; Corazon - Ventriculo izquierdo; Pecho - tejido mamario
WNT16  Adiposo - Subcutineo

NE: no expuesta al sol (supraptibica); E: expuesta al sol (parte inferior de la pierna).

Tabla 3. Resultados de asociacion de los 4 SNPs de WNT16 y la expresion de CPED1 y FAM3C

CPED1 FAM3C
SNP A may A min HWE Codominante Dominante Codominante Dominante
rs55710688 D 1 0,2597 0,90837 0,65906 0,44952 0,34621
rs2908004 G A 0,2095 0,68815 0,38455 0,05491 0,03061
rs142005327 D I 0,2325 0,84422 0,91336 0,49356 0,35142
152707466 (¢l T 0,2305 0,80454 0,50710 0,11531 0,06954

En negrita las asociaciones significativas (p<0,05) y en cursiva las que muestran tendencia.
Amay: alelo mayoritario; A min: alelo minoritario; HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg.

}}l Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflicto de intereses.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords:

Chiari malformation type 1
Bone mineral density

Background: Chiari malformation type 1 (C1M) is a neurological disease characterized by herniation of the
cerebellar tonsils below the foramen magnum. Cranial bone constriction is suspected to be its main cause. To
date, genes related to bone development (e.g. DKK1 or COL1A2) have been associated with C1M, while some

yv(l)\l-'rl'(iz2 bone diseases (e.g. Paget) have been found to ¢ with C1M. N hel the association between bone
CRTAP mineral density (BMD) and C1M has not been investigated, yet. Here, we systematically investigate the asso-
MYO7A ciation between C1M and BMD, and between bone related genes and C1M.

Methods: We have recruited a small cohort of C1M patients (12 unrelated patients) in whom we have performed
targeted sequencing of an in-house bone-related gene panel and BMD determination through non-invasive DXA.
Results: In the search for association between the bone related genes and C1M we have found variants in more
than one C1M patient in WNT16, CRTAP, MYO7A and NOTCH2. These genes have been either associated with
craniofacial development in different ways, or previously associated with C1M (MYO7A). Regarding the po-
tential link between BMD and C1M, we have found three osteoporotic patients and one patient who had high
BMD, very close to the HBM phenotype values, although most patients had normal BMD.

Conclusions: Variants in bone related genes have been repeatedly found in some C1M cases. The relationship of
bone genes with C1M deserves further study, to get a clearer estimate of their contribution to its etiology. No
direct correlation between BMD and C1M was observed.

1. Introduction

Chiari malformation type 1 (CIM; OMIM 118420) is characterized
by downward herniation of the cerebellar tonsils through the foramen
magnum by at least 5 mm without involving the brain stem (Barkovich
etal., 1986). This herniation results in compression of the neural tissue
at the craniovertebral junction leading to neurological dysfunction,
which may or may not be accompanied by syringomyelia or hydro-
cephalus (Milhorat et al., 1999; Urbizu et al., 2013; Speer et al., 2003).
C1M presents in many cases as asymptomatic, and in many others with
pain or headache within the occipital or upper cervical region, which
can also be accompanied by ocular or otoneurological disturbances,
lower cranial nerve signs, cerebellar ataxia or spasticity (McVige and

Leonardo, 2014; Piper et al., 2019; Speer et al., 2003). The diagnosis is
made through magnetic resonance imaging (MRI) or ultrasonography
for the prenatal diagnosis (Fric and Eide, 2020; Holly and Batzdorf,
2019). Although it has been described that some cases of CIM may be
the consequence of trauma, many cases can be congenital (Speer et al.,
2003). It has been proposed that classical CIM is generated via an
insufficient development of the paraxial mesoderm involving occipital
bone sclerotomes, resulting in asmaller and shallow posterior fossa (PF),
too small to accommodate the normal size of the cerebellum (Nishikawa
et al., 1997; Marin-Padilla and Marin-Padilla, 1981). CIM is likely to
have a genetic basis, based on familial aggregation, monozygotic twin
studies and its overlap with known genetic conditions (Markunas et al.,
2014; Mavinkurve et al., 2005; Szewka et al., 2006; Speer et al., 2003;

Abbreviations: C1M, Chiari Malformation type 1; HBM, High Bone Mass; BMD, Bone Mineral Density.
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Abbott et al., 2018; Speer et al., 2000). The main recent strategy to find
the genetic basis of the disease and the inheritance pattern has involved
the use of next generation sequencing (NGS) techniques such as whole
exome sequencing (WES). These works have found several genes,
including chromodomain genes (Sadler et al., 2021) and chromatin
remodeling genes (Provenzano et al., 2021).

The fact that the cranial bone constriction is suspected to be the most
common biologic mechanism leading to C1M suggests that variants in
genes related with bone metabolism may be contributing to the mal-
formation through an incorrect development of the cranial bone. This
hypothesis is reinforced by the findings of several recent works which
have found association of CIM with rare variants in genes involved in
collagen metabolism (Urbizu et al, 2021), in Wnt pathway genes
(Merello et al., 2017), or in cranial bone sutures (Provenzano et al.,
2021).

In this work, we have further investigated the relationship between
C1M and bone metabolism, searching for rare variants in bone related
genes through an in-house bone gene panel and, for the first time,
exploring the association between bone mineral density and C1M, in a
small series of C1M patients.

2. Material and methods
2.1. Study cohort, brain MRI and bone mineral density measurements

C1M cases, previously diagnosed at the Neurosurgery Service of the
Hospital del Mar, were invited to participate in the study. Twelve pa-
tients agreed to participate, and in three cases, additional family
members were also recruited (n = 6), four of whom were also affected
with C1M. Diagnosis of C1IM was based on brain-MRI (Achieva 3.0 T,
Philips, Amsterdam, Netherlands) demonstration of downward hernia-
tion >5 mm of the cerebellar tonsils on a mid-sagittal T1-weighted
image in the presence of signs or symptoms indicating neural
compression at the cranio-vertebral junction, syringo-hydromyelia,
cerebellar dysfunction or intracranial hypertension. All CIM cases and
family members underwent brain MRI. The cohort characterization in-
cludes femoral neck and lumbar spine bone mineral density measure-
ments obtained through dual-energy X-ray absorptiometry scans (DXA;
QDR 4500 SL; Hologic, Waltham, MA, USA) and collection of blood
samples (Table 1). All DXA measurements were performed prior to any
treatment that could increase bone mass. For individuals CH7a and
CH10 no DXA scan was available, for CH4 no T-score was available and
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for CH7 no Z-score was available (Table 1).
2.2. Genetic analyses

The genomic DNA of 12 unrelated C1M and their 6 relatives was
isolated from peripheral blood leukocytes using Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), according to the manu-
facturer’s instructions. The 12 unrelated C1M cases underwent targeted
sequencing of the exonic and flanking intronic regions of 127 genes
related with BMD in GWAS studies or associated with monogenic bone
diseases included in an in-house bone related gene panel
(IRN:1000011543, KAPA HyperChoice MAX 0.5 Mb T4, 12 rxn; Sup-
plementary Table 1). Sequencing was performed at CNAG (Barcelona,
Spain). Shortly, DNA was enzymatically fragmented and libraries were
constructed, pooled and hybridized to the probesets. Captured frag-
ments were sequenced in an Illumina NovaSeq 6000 sequencer. The
reads were then aligned to the hg38 reference genome with BWA-mem,
duplicate-marked, recalibrated and sorted before calling variants with
GATK's haplotype caller (V4) following GATK standard parameters.
After quality-filtering following GATK recommended hard filters (htt
ps://gatk broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360035890471-Ha
rd-filtering-germline-short-variants), variants were annotated with
Varaft (Desvignes et al., 2018), and prioritized under the hypothesis of
an autosomal dominant segregation.

Filtering included the exclusion of: variants located outside of the
coding region (intergenic, 5’ and 3' UTR, upstream, downstream, ncRNA
or unknown variants); intronic variants not predicted to affect the splice
site; synonymous variants; variants with a minor allele frequency >
0.02; missense variants with less than two damaging or potentially
damaging prediction scores out or four tools (CADD (>>20), http://cadd.
gs.washington.edu; PROVEAN, http://provean.jevi.org/, Polyphen-2,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; SIFT, https://sift.bii.a-star.
edu.sg/); or, for indel variants, those with a neutral SIFT indel score
(https://sift.bil.a-star.edu.sg/). For the remaining variants, cose-
gregation in available family members (for CH2, CH7 and CH10) was
examined by Sanger sequencing at the CCiTUB genomics service
(Genomica, Parc Cientific, Barcelona, Spain) using BigDye ™ Termi-
nator v3.1 Gycle Sequencing Kit, followed by detection on automated
capillary sequencer models 3730 Genetic Analyzer and 3730x! Genetic
Analyzer.

Table 1

Description of the Spanish C1M case series.
D Sex Age Family relationships Disease status BMD BMD

(T-score) (Z-Score)
Ls FN Ls FN TOTAL

CH1 F 59 A -2.6 2 -13
CH2 F 65 A -32 -1.5 -0.9 -0.9 -1.8
CH2a F 35 daughter of CH2 A -05 =11 -0.4 -0.8 -1.2
CH2b F 68 sister of CH2 A =21 -1.6 0 -0.4 =04
CH2c F 7X sister of CH2 N -14 -1.6 +0.8 +0.3 +1.1
CH2d F 72 sister of CH2 A -4.1 -3.8 -18 -0.1 -1.9
CH3 F 46 A -03 -L1 +0.1 -0.1 0
CH4 M 24 A NA NA +0.2 0 +0.2
CHS F 45 A +14 +1.5 +1.8 +2 +3.8
CH6 M 46 A -0.6 -0.6 -0.4 +0.5 +0.1
CH7 F 61 A -25 —3.2 NA NA NA
CH7a F 63 sister of CH7 A NA NA NA NA NA
CHS8 M 47 A =2 -1.9 -1.7 -0.6 -23
CH9 F 45 A +0.9 +0.1 +1.3 +0.6 +1.9
CH10 M 74 A NA NA NA NA NA
CH10a F NA sister of CH10 N -1.1 -0.5 +0.8 +14 +2.2
CH11 F 36 A +0.8 -0.1 +0.8 +0.2 +1
CH12 F 83 A -24 -L1 +0.3 +1.3 +1.6

F: Female; M: Male; A: Affected N: Non-affected; FN: Femoral Neck; LS: Lumbar Spine; NA: Not available.

* Dysmorphic lumbar.
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3. Results individuals; p.L347F in CRTAP and p.R371H in BMP1), and four did not

cosegregate with the phenotype (i.e. they were absent in other affected
3.1. Relationship between C1M and BMD family members; p.D478A in DMP1, p.1436T in FKBP10, p.P582H in

DAAM2 and p.R159L in SPP1; Table 2 and Supplementary Table 2).

To study the relationship between C1M and BMD we have deter- Unfortunately, the variants present in the remaining C1M cases could
mined the BMD of a small group of C1M patients (Table 1). The average not be tested for cosegration for lack of available relatives' samples.
LS and FN BMD Z-score for the cases with available data was 0.16 and After excluding variants that do not cosegregate with C1M, 26 var-
—0.058, respectively. Seven unrelated C1M cases had normal BMD ac- iants in 23 different genes were present in at least one of the 12 unre-
cording to the WHO diagnostic criteria based on the T-scores and Z- lated CIM patients (Supplementary Table 2) and four genes presented
scores. Instead, following the same criteria, three unrelated C1M cases variants in more than one CIM patient. These are WNT16, CRTAP,
(CH1, CH2, CH7) and one of their relatives (Ch2d) are classified as MYO7A and NOTCH2 (highlighted in bold in Table 2 and Fig. 2).
osteoporotic. On the other hand, a patient is considered to have high
bone mass (HBM) phenotype when the sum of the LS and FM BMD Z- 4. Discussion
score values is higher than 4 (Little et al., 2002). According to this

definition, only one patient (CH5) had values close to this threshold Here, we present a first study on the possible relationship among

(sum Z-scores = 3.8), while the mean sum Z-score value for all 9 cases C1M, variants in bone related genes and BMD, through the sequencing of

was +0.5 (Table 1). a bone in-house panel and BMD determination in 12 unrelated patients
with C1M.

We did not find a clear positive association between BMD and CIM.

3.2. Relationship between bone-related genes and C1M Even so, we have found 3 unrelated C1M patients with osteoporosis

while one patient (CH5) presented a sum Z-score of 3.8, very close to the
To elucidate the relationship between variants in bone related genes accepted threshold for HBM. Knowing that C1M can occur as an isolated
and C1M, we sequenced the coding regions and intron boundaries of 127 malformation or as a part of a broader genetic entity (Speer et al., 2003),
genes through an in-house bone panel in 12 unrelated patients with and many Mendelian diseases have been described to coexist with C1M,
CIM. After filtering (see Material and Methods) we identified 32 vari- e may speculate that these extreme values of BMD (Osteoporotic or
ants in 24 different genes in the 12 unrelated C1M patients (Supple- HBM) can be somehow related to C1M phenotype. The CH5 patient is of
mentary Table 2). Seven of these 24 genes contain variants in more than special interest because given the reported prevalence of the HBM
one CIM patient (Table 2) and only one variant was present in two phenotype of 0.2-1% (Sarrion et al., 2014; Gregson et al., 2012, 2013),
unrelated patients (p.P582H in DAAM2; Table 2). under the hypothesis of no association it would have been highly un-
Next, in three cases (CH2, CH7, CH10) with available DNA from likely to find a HBM case in this small cohort. Nevertheless, this could
family members, we tested the variants' cosegregation with the C1M also be a spurious finding, as it is only one individual. In order to
phenotype (n = 6; Fig. 1 and “Coseg” column in Table 2 and Supple-  ¢Jycidate the relationship between the C1M and bone mass, it would be
mentary Table 2). crucial to measure the LS and FN BMD of the C1M patients from previous
Two variants were consistent with cosegregation with the C1M publications (Boyles et al., 2006; Markunas et al., 2013; Urbizu et al.,
phenotype in the families, p.R222C in WNT16 and p.L2821 in DMP1, two 2013; Markunas et al., 2014; Rosenblum et al., 2019; Gongalves et al.,
were compatible with cosegregation only if assuming incomplete 2019; Merello et al., 2017; Urbizu et al., 2021; Provenzano et al., 2021;
penetrance (i.e. they were present in both affected and healthy

Table 2
Genes with variants in more than one Chiari patient.
Gene BMD OMIM Variant CIM patient Coseg. CADD PP PV SIFT MAF rs number
GWAS Disease gnomAD
WNTI16" X N p-R222C CH10 X 27.8 D D D 0.00001995 rs773948299
p.S260P CH4 NA 238 D N 4R 0.002061 rs116444834
CRTAP N o1 p.C243G CH12 NA 25.1 D D D NA NA
p.L347F CH2 P 243 D D D 0.001987 rs115198029
DMP1" X ARHR1 p.D478A CH2 N 224 D D D 0.0003853 rs148156611
p.L2821 CH10 5 & 8.14 P N D 0.005413 rs141979823
DAAM2° Y NPHS24 p.R1049X CH8 NA 44 NA NA NA 0.00002014 rs759817118
p.P582H CH7 N 22.2 P N D 0.001564 rs150676991
CHI11 NA
FKBP10 ¥ BRKS], OI p-R556C CHS NA 29 D D D NA NA
p.1436T CH7 N 28.8 D D D 0.002465 rs61749879
MYO7A" N DFN; USH1 p.M2008fs CH6 NA NA NA NA D" NA NA
p.R654C CH11 NA 29.1 D D D 0.0001296 rs201928014
NOTCH2 N ALGS2; HICYS p.V1064M CH3 NA 23.1 B N D 0.000003978 rs373969789
p-ROIL CH4 NA 22.1 P N T 0.008614 rs143195893

In bold genes not discarded for cosegregation. BMD GWAS: Genes associated with BMD in GWAS; Y: Yes; N: No; OMIM DISEASE: Gene associated with human diseases
according to OMIM; N: No; OI: Osteogenesis imperfecta; ARHR1: Hypophosph ic rickets, 1 recessive, 1; NPHS24: Nephrotic syndrome, type 24; BRKS1:
Bruck syndrome 1; DFN: Deafness; USH1: Usher syndrome, type 1B; ALGS2: Alagille syndrome 2; HJCYS: Hajdu-Cheney syndrome; Coseg: Cosegregation in the
available families (CH2, CH7, CH10): Y: Yes: Variant present in other CIM cases in the family and/or absent in healthy family members; IP: incomplete penetrance:
variant found in a healthy family member; N: NO; variant absent in other C1M cases in the family; CADD: http://cadd.gs.washington.edu; PP: Polyphen-2 http://g
enetics.bwh.harvard.edu/pph2/; D: Probably d; ing; P: Possibly d ing; B: Benign; NA: Not available; PV: PROVEAN http://provean.jevi.org/; D: Delete-
rious; N: Neutral; NA: No available; SIFT: https://sift. bil.a-star.edu.sg/; D: Deleterious; T: Tolerated; NA: Not available; +: Tested with SIFT indels https://sift. bii.a-st
ar.edu.sg/www/SIFT_indels2. html; MAF: minor allele frequency from gnomAD V2.1.1.

2 NM_057168.2.

b NM_004407.4.

€ NM_001201427.2.

4 NM_000260.4.
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A) CH2 family
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CH2 ‘

CH2b CH2c CH2d
pRIS9L/pRI59R pRISIR/pRISIR pRIS9R/pRI5IR pRISIL/PRISOR  SPPI
p.L347F/p.L347L p.L347F/p.L347L p.L347F/p.L347L p.L347F/p.L347L  CRTAP
p.D478A/p.D478D p.D478A/p.D478D p.D478A/p.DA78A p.D478D/p.D478D DMP1
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p.L347F/p.L347L CRTAP

p.D478A/p.D478D DMP1
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FKBP10  p.436T/p.14361 pl4361/p.114361 BMP1 pR371H/p.R371R p.R371H/pR371R
DAAM2  p.P582H/p.p.P582P p.P582P/p.p.P582P WNT16  p.R222C/pR222R pR222R/pR222R
DMP1 p.L2821/p.L282L p.L282V/p.L282L

Fig. 1. Pedigree of the three CIM families. In black the C1M members, the arrow indicates the proband, the alterantive allele of the variant is highlighted in

red color.

Sadler etal., 2021), thus increasing the size of the cohort of patients with
CIM and BMD.

Regarding the relationship between variants in bone-related genes
and C1M, we have found 4 such genes each with variants in two unre-
lated C1IM patients. These are WNT16, CRTAP, MYO7A and NOTCH2
(Table 2 and Fig. 2). In WNTI6, two missense variants, p.S260P and p.
R222C, have been found in patients CH4 and CH10, respectively, the
latter absent in CH10's healthy sister (CH10a), thus co-segregating with
the phenotype in this small family (Fig. 1). WNT16 is a ligand of the Wnt
pathway, both canonical and non-canonical, in a cell-type specific
manner (reviewed in Martinez-Gil et al., 2022). WNT16 locus is one of
the most consistent bone-related GWAS signals, and has been associated
with different skeletal phenotypes, including BMD, bone strength, geo-
metric parameters, cortical bone thickness and fracture risk (reviewed in
Martinez-Gil et al., 2022). No variants in WNT16 have been previously
associated with CIM, but this pathology has been associated with other
members of the Wnt pathway, such as DKK1, a Wnt pathway inhibitor,
in which three missense variants, whose partial loss-of-function has been
recently demonstrated by our group (Martinez-Gil et al., 2020), were
identified in C1M cases (Provenzano et al., 2021; Merello et al., 2017).
In addition, Whyte et al. (2004) described one HBM woman with gain-
of-function variants in LRP5, a canonical Wnt pathway coreceptor,
who also presented with a headache and C1M. Interestingly, we also find
a LRPS5 variant (p.R1036Q) in CH3 and a DAAM2 variant (p.R1049*) in
CH8 (Supplementary Table 2). DAAM2 is an important positive regu-
lator of Wnt signaling and is required for various processes during
development, such as dorsal patterning or determination of left/right
symmetry (Lee and Deneen, 2012; Lee et al., 2015; Welsh et al., 2013).
Taken together, and due to the important and widely described role
played by the Wnt pathway in the correct development of the head and
face (Mishina and Snider, 2014; Mani et al., 2010), it would be possible

to speculate that rare variants in WNT16, LRP5 and DAAM2, alone or in
combination with other variants, could be responsible for CIM in these
individual cases.

Another gene present in two C1M cases is CRTAP (variants p.C243G
and p.L347F, in patients CH12 and CH2, respectively). Nevertheless, the
p-L347F variant is present in all available CH2 family members (Fig. 1),
including the healthy sister (CH2c), which would require the assump-
tion of incomplete penetrance. CRTAP, a member of the multifunctional
complex P3H1-CRTAP-CypB, is involved in posttranslational modifica-
tions of fibrillar collagens. CRTAP loss-of-function variants are associ-
ated with osteogenesis imperfecta type VII in humans, with a phenotype
that includes craniofacial bone defects (Morello et al., 2006; Baldridge
et al., 2010; Xu et al., 2020; Barbirato et al., 2015; Valli et al., 2012).
Interestingly, the p.C243G variant is modifying the first cysteine of the
third CXXXC domain of the CRTAP protein, an important domain that
could have disulfide isomerase activity (Fig. 2; Ishikawa and Bachinger,
2013). The involvement of this gene in osteogenesis imperfecta could
partially explain the low BMD present in all the studied individuals with
CRTAP variants. In family CH2, where all family members carry the p.
L347F variant, two of them show a clear osteoporosis and the remaining
three show osteopenia (Table 1) while patient the CH12, carrying
variant p.C243G, shows an osteopenia phenotype (Table 1). Considering
all this together, it is tempting to speculate that the variants in CRTAP
may be contributing to a decrease in BMD and possibly to C1M, too.

In MYO7A, we have found a frameshift variant (p.M2008fs) in CH6
and a missense variant (p.R654C) in CH11 (Table 2 and Fig. 2). MYO7A
encodes an unconventional myosin which is an actin-based motor
molecule with ATPase activity, important in intracellular movement
(reviewed in Williams and Lopes, 2011). Variants in the MYO7A gene
have been associated with different forms of inherited deaf-blindness or
deafness (Weil et al., 1995, Gibson et al., 1995; Hildebrand et al., 2010;
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Fig. 2. Linear representation of the WNT16 (A), CRTAP (B), MYO7A (C) and NOTCH2 (D) with its domains and regions. For WNT16 in orange N-terminal domain, in
yellow the CRD domain, in light brown thumb domain, in dark brown finger and in orange circles the O-palmitoleoyl serine modification (reviewed in Martinez-Gil
etal., 2022). For CRTAP in green the tetratico repeat motif, triangles show the four CXXXC domains from (Ishikawa and Bachinger, 2013). For MYO7A in dark blue
the Myosin motor and in red the actin binding site, in dark yellow the isoleucine-glutamine (IQ) motif, in pink the Single alpha-helix (SAH) domain, in green the
Myosin Tail Homology 4 (MyTH4) domains, in light blue the FERM domains and in purple the SRC Homology 3 (SH3) domain from uniprot. For NOTCH2 in yellow
the EGF-like domain, in orange the EGF-like with calcium binding, in green the cysteine-rich Lin-12/Notch (LNR) Repeats and in dark blue the Ankyrin (ANK)
domains from uniprot.The black arrow signals the position of the variants found and ID patient where is found.

Table 2). The variants found affect the myosin motor and the second
FERM domain, which has been described as a regulator of MYO7A
activation (Fig. 2; Yang et al., 2009). Interestingly, MYO7A has been
already associated with CIM under the autosomal recessive inheritance
pattern in the work of Sadler et al. (2021), who found two missense
variants in MYO7A (p.R1229Q and p.R605W) in a C1M patient. Actu-
ally, in the search for the genetic bases of C1M, 207 different genes have
been found to date associated in some way with the phenotype under
different segregation hypotheses (Boyles et al., 2006; Markunas et al.,
2013; Urbizu et al., 2013; Markunas et al., 2014; Rosenblum et al., 2019;
Gongalves et al., 2019; Merello et al., 2017; Urbizu et al., 2021; Pro-
venzano et al., 2021; Sadler et al., 2021). Of these 207 genes, 5 were
included in the bone panel that we used in the present study. These are
MYO7A, BMP1, COL1A2, DKK1 and LRP4 (Merello et al., 2017; Urbizu
etal., 2021; Sadler etal., 2021). Interestingly, in addition to MYO7A, we
also have found a variant in BMP] in one CIM patient (p.R371H in
CH10, Supplementary Table 2). The BMP1 variant is also present in the
healthy sister CH10a, indicating that the cosegregation is only possible if
incomplete penetrance is assumed. Interestingly, as in the case of
CRTAP, variants in BMP] are also associated with osteogenesis imper-
fecta. Unfortunately, no BMD information for CH10 is available. Our
findings in MYO7A and BMP] replicate the results by others and rein-
force the importance of these two genes in the development of C1M.
In NOTCH2, two missense variants p.V1064M and p.R91L have been
found, in patients CH3 and CH4, respectively. These two variants are
located in the extracellular EGF-like domains (EGF-like 2 and EGF-like
28; Fig. 2). Interestingly, two variants in the extracellular EGF-like do-
mains (p.T294M in EGF-like 7 and p.S978R in EGF-like 25) in NOTCH3,
another receptor of the Notch family, have been previously found in a
C1M patient (Sadler et al., 2021). These EGF-like domains are respon-
sible for the interaction with cognate ligands (Cordle et al., 2008;
Zanotti and Canalis, 2016). Thus, the variants found may produce a

lower affinity with the ligand that may lead to less activation of the

signaling pathway. The Notch signaling pathway plays animportant role
in skeletal development, chondrogenesis, osteoblastogenesis and
osteoclastogenesis. Specifically, Notch suppresses cell differentiation in
cells of immature osteoblastic lineage through inhibition of the Wnt
pathway and by interactions with Runx2, while in osteocytes, Notch
decreases SOST expression, thus increasing the Wnt pathway activity. In
addition, Notch2 induces osteoclast differentiation through its interac-
tion with NFkB. Two diseases associated with variants in NOTCH2 have
been described, the Alagille syndrome, associated with loss-of-function
variants, and the Hajdu-Cheney syndrome, associated with gain-of-
function variants. Alagille syndrome is characterized by cardiovascu-
lar defects, cholestatic liver disease, kidney anomalies and abnormalities
of the craniofacial skeleton and vertebrae (Alagille et al., 1987; Zanotti
and Canalis, 2016). Problems in craniofacial development can cause
craniosynostosis and characteristic facial features, and developmental
problems in vertebrae cause a characteristic structure of the vertebrae
called “butterfly™ that is observed in radiographs (Emerick et al., 1999;
Zanotti and Canalis, 2016). Hadju-Cheney syndrome is characterized by
acroosteolysis of the hands and feet and developmental defects of bones,
teeth and joints producing craniofacial and skull changes, osteoporosis
and short stature (Hajdu and Kauntze, 1948; Zanotti and Canalis, 2016).
These patients' also present platybasia and basilar invagination that can
produce severe neurological complications (reviewed in Zanotti and
Canalis, 2016). Interestingly, the Hadju-Cheney syndrome has been
previously associated with C1M (Sawin and Menezes, 1997; Speer et al.,
2003).

5. Conclusions

In conclusion, while we did not find a clear association of BMD with
the C1M, we have found variants in more than one CIM patient in four
interesting genes -WNT16, CRTAP, MYO7A and NOTCH2- involved in
craniofacial development or previously associated with CIM.
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Altogether, we consider the relationship of CIM with bone biology a
very interesting issue, and we provide a few pieces of evidence sup-
porting it. We encourage the C1M research community to pursue this
effort.
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Supplementary table 1. The 127 genes included in the in-house bone related panel

ACP5 CTSK IKBKG PLEKHM1 SNX10
ALPL DAAM2 KCNJ1 PLOD2 SOST1
AMER1 DDX56 KDELR2 PLS3 SOX9
ANKH DKK1 KREMEN PLXNB2 SP7
ANO5 DMP1 LEMD3 PPIB SPARC
AQP1 ENPP1 LEPROT PTH1R SPP1
ATAD3A ESR1 LGR4 PTHLH SPTBN1
ATP5F1A ETS2 LMNA PYCR1 SQSTM1
ATPIF1/ATPSIF1 FAM20C LRP4 RANK/TNFRSF11A | STARD3NL
BGLAP FAM210A LRP5 RANKL/TNFSF11 TCIRG1
BMP1 FBXO7 LRP6 RIL/PDLIMA4 TENT5A
BMP2 FDPS MAFB RIN3 TGFB1
BPGM FGF23 MBL2 RPN2 TMEM135
CA2 FGFRL1 MBTPS2 RPS6KAS TMEM38B
CADM1 FKBP10 MESD RSPO3 VDR
CALCA FUBP3 MMP2 RUNX2 WDR89
CALCR GALNT3 MMP9 SEC24D WNT1
CASR GFM1 MVD SEM1 WNT16
CCDC170 GGPS1 MVK SEPW1/SELENOW | ZMPSTE24
CD44 GJA1 MYO7A SERPINF1

CLCN5 GORAB NOTCH2 SERPINH1

CLCN7 GRB10 NSUN2 SFRP4

COL1A1 1BSP OPG/TNFRSF11B | SLC2A2

COL1A2 1DI1 OSTM1 SLC34A3

CREB3L1 IDUA P3H1 SLC8A1

CRTAP IFIH1 P4HB SLCO2B1

CTNNB1 IFITM5 PHEX SMAD9
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Supplementary Table 2. Variants found in the Chiari patients

BMD

Gene GWA DlghEnll\N;E Coseg. Variant CAD PP PV SIFT gnhc’:;;D rs number
TENT5A Y NA p.D132H 25.5 T 0.006119 rs138694074
SPP1’ Y N N p. R159L 273 0. 00003182 138044863
CRTAP N ol IP 24.3 D D D 0.00198 rs115198029
DMP1 ARHR1 22.4 )003853 rs148156611
LRPS’ Y OPPG, HBM, EVR4, PCLD4 NA p.R1036Q 24.3 P D 0. 002446 rs61889560
N ALGS2; HICYS pV1064M  23.1 N D (000000397 373960780
ANOS" N GDD, MMD3, LGMDR12 NA p.G231V 254 D g & 0.0009705 rs137854523
Y N NA D N T 0.002061 rs116444834

0.008614 rs14:

FKBP10 Y BRK: NA NA

SPTBN10 Y DDISBA NA pD2004G 237 B D T 0'00080795 1s753842009
SLC8A1 Y N NA pRE13H 1576 P N T 0.003920 15556

IDUA Y MPS NA pHE2Q 1501 D T 0002906  rs148775298
MMP27 Y MONA NA pl520T 286 D D D 00030397 rsid1 ?0316
MMP9 % MANDP2 NA pP8lfs NA NA NA D' NA NA
MYO7A N DFN, USH1 NA p.M2008fs NA NA NA D* NA NA
CH7
FKBP10 Y N p.1436T 28.8 D D D (
DAAMZ® Y N P582 22.2 P N B}
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DMP1 ARHR1 p.L2821 8.14 D 0.005413 rs141979823
—
DAAM2® Y NPHS24 p.R1049X 44 NA NA  0.00002014 rs759817118
IFIH1 N AGS7; SGMRT1 NA p.N812S 26.2 D D D 0.0001447  rs199638804
FGFRL1 Y NA p.R424L 24.7 D D 0.01840 rs4647931
—
RPN2'° N NA p.G374D 244 P N T 0.01659 rs117475222

PLOD2 N BRKS2 NA p.M3761 235 P B T NA NA
COL1A1 ¥ Ol; EDSARTH1; CAFYD NA p.A1075T  20.9 NA NA NA 0.0171 rs1800215
BMP1 N IP p.R371H 282 D D 0.004046 rs145284541
WNT16 Y Y p.R222C 27 D 0.000 5 15773948299
MYOT7A ; USt D 0.0001296 rs201928014
DAAM2’ > § | Z NA I F 22 P N D 0.001564 rs150676991
CRTAP N ol NA p.C243G 251 D D D NA NA
FDPS" N POROK NA p.V364A 23.1 B D T 0.01584 rs41314549
MVD Y POROK NA p.N278H 29 P D D 0.002695 rs34519538

In blue, genes with variants in more than one patient; * NM_001040058.2; > NM_004407.4;* NM_002335.4; * NM_213599.3; > NM_057168.2; ¢
NM_003128.3; 7 NM_004530.6; * NM_000260.4; * NM_001201427.2; ** NM_002951.5; ** NM_002004.4; BMD GWAS: Genes associated with
BMD in GWAS; Y: Yes; N: No; OMIM DISEASE: Gene associated with human diseases in OMIM; N: No; Ol: Osteogenesis imperfecta; ARHR1:
Hypophosphatemic rickets, autosomal recessive, 1; OPPG: Osteoporosis-pseudoglioma syndrome; HBM: High bone mass; EVR4: Exudative
vitreoretinopathy 4; PCLD4: Polycystic liver disease 4 with or without kidney cysts; ALGS2: Alagille syndrome 2; HICYS: Hajdu-Cheney syndrome;
GDD: Gnathodiaphyseal dysplasia; MMD3: Miyoshi muscular dystrophy 3; LGMDR12: Muscular dystrophy, limb-girdle, autosomal recessive 12;
BRKS2: Bruck syndrome 2; DDISBA: Developmental delay, impaired speech, and behavioral abnormalities; MPS: Mucopolysaccharidosis; MONA:
Multicentric osteolysis, nodulosis, and arthropathy; MANDP2: Metaphyseal anadysplasia 2; DFN: Deafness; USH1: Usher syndrome, type 1B;
NPHS24: Nephrotic syndrome, type 24; AGS7: Aicardi-goutieres syndrome 7; SGMRT1: Singleton-merten syndrome 1; EDSARTH1: Ehlers-danlos
syndrome, arthrochalasia type, 1; CAFYD : Caffey disease; POROK: Porokeratosis. Coseg. Cosegregation in the available families (CH2, CH7,
CH10): Y:Yes: Variant present in other C1M cases in the family and/or absent in healthy family members; IP: incomplete penetrance: variant
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found in a healthy family member; N: NO; variant absent in other C1M cases in the family; CADD: http://cadd.gs.washington.edu; PP: Polyphen-2
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; D: Probably damaging; B: Benign; NA: Not available; PV: PROVEAN http://provean.jcvi.org/; D:
Deleterious; N: Neutral; NA: Not available; SIFT: https://sift.bii.a-star.edu.sg/; D: Deleterious; T: Tolerated; NA: Not available; +: Tested with SIFT
indels https://sift.bii.a-star.edu.sg/www/SIFT_indels2.html; MAF: minor allele frequency from gnomAD V2.1.1.
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