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Resumen

Objetivos: Las fracturas atipicas de fémur (FAF) son un tipo de fracturas poco frecuentes, a menudo rela-
cionadas con un tratamiento prolongado con bisfosfonatos (BPs). Actualmente no se conocen con exac-
titud sus mecanismos patogénicos y no hay pruebas para identificar aquellos pacientes con un alto ries-
go de sufrir una FAF. El objetivo de este trabajo es investigar las bases genéticas de las FAFs.

Material y métodos: Se secuencio el exoma completo de 3 hermanas y de 3 pacientes adicionales no rela-
cionadas, todas tratadas con BPs durante mds de 5 anos. Se seleccionaron variantes compartidas por las
hermanas, de baja frecuencia y potencialmente patogénicas, y se construy6 una red de interacciones de
genes y proteinas con los datos hallados.

Resultados: Identificamos 37 variantes raras (en 34 genes) compartidas por las 3 hermanas, algunas de ellas
no descritas anteriormente. La variante mas llamativa fue la mutacion p.Asp188Tyr en el enzima geranil-
geranil pirofosfato sintasa (codificada por el gen GGPST), de la via del mevalonato y esencial para la fun-
cion del osteoclasto. Otro hallazgo interesante fueron dos mutaciones (una en las 3 hermanas y una en
una paciente no relacionada) en el gen CYPIA1, implicado en el metabolismo de los esteroides.
Identificamos otras variantes que también podrian estar involucradas en la susceptibilidad a las FAFs o en
el fenotipo osteopordtico subyacente, tales como las presentes en los genes SYDE2, NGEF, COG4 y la FN1.
Conclusiones: Nuestros datos son compatibles con un modelo donde la acumulacion de variantes de sus-
ceptibilidad podria participar en la base genética de las FAFs.

Palabras clave: fractura atipica de femur, bisfosfonatos, GGPS1, CYPIAI, secuenciacién completa del exoma.
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Genetic study of atypical femoral fractures using exome sequencing in three
affected sisters and three unrelated patients

Summary

Objectives: Atypical femoral fractures (AFF) are rare, often related to long-term bisphosphonate (BPs) tre-
atment. Their pathogenic mechanisms are not precisely known and there is no evidence to identify
patients with a high risk of AFF. The aim of this work is to study the genetic bases of AFFs.

Material and methods: Whole-exome sequencing was carried out on 3 sisters and 3 unrelated additional
patients, all treated with BPs for more than 5 years. Low frequency, potentially pathogenic variants sha-
red by the 3 sisters, were selected, were selected and a network of gene and protein interactions was
constructed with the data found.

Results: We identified 37 rare variants (in 34 genes) shared by the 3 sisters, some not previously descri-
bed. The most striking variant was the p.Asp188Tyr mutation in the enzyme geranylgeranyl pyrophos-
phate synthase (encoded by the GGPS1 gene), from the mevalonate pathway and essential for osteoclast
function. Another noteworthy finding was two mutations (one in the 3 sisters and one in an unrelated
patient) in the CYPIA1 gene, involved in the metabolism of steroids. We identified other variants that
could also be involved in the susceptibility to AFFs or in the underlying osteoporotic phenotype, such as
those present in the SYDE2, NGEF, COG4 and FN1 genes.

Conclusions: Our data are compatible with a model where the accumulation of susceptibility variants

could participate in the genetic basis of AFFs.

Key words: atypical femoral fractures, bisphosphonates, GGPS1, CYP1AI, whole-exome sequencing.

Introduccién

La osteoporosis y sus fracturas asociadas son el pro-
blema 6seo postmenopausico mds comun, y afecta
a mujeres y hombres de todas las etnias. Los bisfos-
fonatos nitrogenados (N-BPs), incluyendo alendro-
nato, risendronato, ibandronato y zolendronato,
son el tratamiento mas utilizado para la osteoporo-
sis en millones de pacientes en todo el mundo. A
pesar de la importante eficacia anti-fractura de los
BPs, ampliamente demostrada en varios ensayos
clinicos' y revisiones sistematicas?, se han descrito
algunos efectos adversos poco frecuentes poten-
cialmente asociados a su uso prolongado, entre
ellos las fracturas atipicas de fémur (FAFs)’. Estas
fracturas son no-traumdticas y estdn caracterizadas
por su localizacion subtrocantérica o en la diafisis
del fémur, y frecuentemente son bilaterales'.

Los mecanismos patogénicos de las FAFs no
son del todo conocidos, y se ha especulado mucho
sobre sus causas. Se ha propuesto que una supre-
sion excesiva de la resorcion 6sea por parte de los
N-BPs podria contribuir a desencadenar una FAF
pero su fisiopatologia es compleja y se cree que
hay otros factores importantes involucrados.
Algunos factores de riesgo propuestos son el gro-
sor cortical y la geometria pélvica’. Ademas, se han
descrito casos de FAF en pacientes afectados por
otras enfermedades 6seas monogénicas, como la
hipofosfatasia®, la osteogenesis imperfecta’ o el sin-
drome de osteoporosis pseudoglioma?®.

Dada la baja incidencia de las FAFs en la
poblacién general (5,9 casos por 100.000 perso-
nas/ano), podemos hipotetizar que hay unas cau-
sas genéticas raras subyacentes que pueden incre-
mentar la susceptibilidad a las FAFs, y que pueden
ocurrir espontaneamente o desencadenarse des-
pués de la interacciéon con los BPs. Actualmente

no hay pruebas genéticas o bioquimicas que pue-
dan ayudar a identificar los pacientes con un ele-
vado riesgo a sufrir una FAF. La identificacion de
los determinantes genéticos de las FAFs ayudaria a
esclarecer los mecanismos etiologicos, al desarro-
llo de herramientas de diagndstico y de evalua-
cion del riesgo de sufrir una FAF, y a posibles
estrategias terapéuticas.

Anteriormente, identificamos 3 hermanas diag-
nosticadas con FAF que fueron tratadas con BPs
durante mas de 5 anos’. Esta observacion nos sugi-
ri6 que podria haber un trasfondo genético que
predispusiera a las FAFs relacionadas al uso prolon-
gado de BPs. En consecuencia, llevamos a cabo la
secuenciacion del exoma completo de las 3 herma-
nas y de otras 3 pacientes no relacionadas para
identificar mutaciones potencialmente relacionadas
con las FAFs en estas pacientes. Identificamos 37
variantes raras compartidas por las 3 hermanas, una
de las cuales se estudio en detalle’. En el presente
trabajo describimos el conjunto de variantes encon-
tradas y su posible interaccion.

Material y métodos

Pacientes

Se estudiaron seis pacientes con FAFs y que habian
sido tratadas durante mas de 5 afnos con BPs: 3 her-
manas visitadas en el Hospital Universitario Reina
Sofia (Cordoba, Espafia) y 3 pacientes no relaciona-
das visitadas en el Hospital del Mar (Barcelona,
Espafa). Como controles, se estudiaron 3 pacientes
tratadas con BPs por mds de 6 anos pero sin FAFs.
Las caracteristicas de pacientes y controles estin
descritas en la tabla 1. Las 3 hermanas afectas fue-
ron tratadas con estatinas y recibian regularmente
PPIs pero no habian sido tratadas con glucocorti-
coides ni ningin otro compuesto que afecte al



hueso, aparte de los BPs. En el caso de las fractu-
ras unilaterales, se realizaron pruebas radiologicas
y RMN que descartaban la fractura contralateral. Se
obtuvo consentimiento informado escrito de todas
las pacientes, de acuerdo con la regulacion del
Comité Etico de Investigacion Clinica del Parque de
Salud Mar, que aprobé el estudio.

Secuenciacion del exoma completo

Se extrajo ADN de sangre periférica de las pacien-
tes con el kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega) y se utilizé para secuenciar el exoma
completo en el Centro Nacional de Analisis
Gendmico (CNAG) (Barcelona). Las librerfas se
generaron con el kit de captura de exones
SureSelect XT Human All Exon; cat:5190-6208
(Agilent Technologies), después de haber frag-
mentado el ADN vy ligado los adaptadores especi-
ficos de Agilent. La secuenciacion paired-end
(2x76 pb) se realizé en la plataforma Ilumina
HiSeq2000. Las imagenes del instrumento se pro-
cesaron utilizando el programa del fabricante para
generar archivos de secuencia FASTQ.

El analisis bioinformatico se llevo a cabo en la
plataforma de Bioinformatica para Enfermedades
Raras (Bier) del CIBERER, en Valencia. Los archi-
vos FASTQ se alinearon con el programa libre
Burrows-Wheeler Aligner' (http://bio-bwa.source-
forge.net/) utilizando el ensamblado del genoma
humano de referencia GRCh37 (hgl9)!". Las
variantes de un solo nucleétido y los indels se
identificaron utilizando el programa GATK™.
Finalmente, para afadir a las variantes informa-
cion sobre la frecuencia del alelo minoritario
(minor allele frequency; MAF) proveniente de
dbSNP y del proyecto 1000 Genomas (http://

Tabla 1. Caracteristicas de pacientes y controles
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www.1000genomes.org)®, se utilizé la herramien-
ta de anotacion VARIANT™. Los datos se convirtie-
ron al formato BAM (binary equivalent SAM) y se
visualizaron mediante el programa Integrative
Genomics Viewer (IGV) (http://www. broadinsti-
tute.org/igv).

Las variantes genéticas se filtraron segin las
siguientes premisas: a) variante no-sinonima, b)
no descrita previamente o con una MAF <0,005 en
dbSNP y en el proyecto 1000 Genomas, ¢) no pre-
sente en NHLBI Go Exome Sequencing Project
(ESP) (http://evs.gs.washington.eu/EVS/), y d) no
presente en 8 exomas de individuos de la pobla-
cion general, obtenidos en nuestro laboratorio.

Inicialmente soélo se tuvieron en cuenta las
mutaciones compartidas por las tres hermanas,
tanto en un modelo de herencia dominante como
recesivo. Después se priorizaron mutaciones en
genes candidatos en las otras tres pacientes. Las
puntuaciones de SIFT", PolyPhen' y de conserva-
cién evolutiva obtenidas de PhastCons" se utiliza-
ron para priorizar las variantes.

Validacion de las variantes genéticas

Las mutaciones encontradas se validaron mediante
PCR y secuenciacion Sanger, que fue llevada a cabo
bidireccionalmente utilizando el kit BigDyeTM v3.1
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems),
segun las instrucciones del fabricante. Los cebado-
res utilizados para la validacion se disefiaron utili-
zando el programa OligoEvaluator (Sigma-Aldrich).
Finalmente, las mutaciones validadas se buscaron
en el Exome Aggregation Consortium (EXAC) para
obtener sus frecuencias poblacionales, y se anali-
zaron mediante secuenciaciéon Sanger en las 3
mujeres controles.

T-score Tiempo de Fracturas
. Fractura Edad* | Peso T-score tratamiento .
Paciente . ~ columna osteoporaticas
atipica (afos) | (Kg) cadera con BPs .
vertebral = previas
(afos)
Unilateral, )
AFS1 medio-disfisorias 64 77 1,1 0,2 6 Colles
AFS2 Unilateral; 73 75 25 1.4 6 Colles
- medio-diafisaria® ’ ’ i
Bilateral, . .
AFS3 medio-diafisaria® 60/61 100 0,3 Rbpc 6 Ninguna
AFU1 Bilateral; 73/75 | 508 1,9 0,5 6 Ninguna
medio-diafisaria ’ ’ 2 g
Unilateral, . )
AFU2 medio-diafisaria 72 90 -2,0 -0,6 7 Ninguna
AFU3 Unilateral; 87 59,8 N/A N/A 10 Ninguna
subtrocantérica ’ g
Control 1 78 66,5 -2,5 -1,9 7 Ninguna
Control 2 70 57,5 -1,2 -2,4 6 Ninguna
Control 3 74 77,1 -1,5 -0,9 8 Ninguna

AFS: hermanas con FAF; AFU: pacientes con FAF no relacionadas, (*): edad al momento de la fractura atipica;
(™): fracturas localizadas aproximadamente en el mismo sitio; (9): reemplazo bilateral de prétesis cadera.
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Analisis in silico

Las mutaciones se localizaron en su contexto gené-
tico utilizando el UCSC Genome Browser (https://
genome.ucsc.edu/) y el Ensembl Genome Browser
(http://www.ensembl.org/) y se extrajo informacion
de los genes de GeneCards (http://www.gencards.
org/) v BioGPS (http://biogps.org/). Se realiz6 un
analisis de enriquecimiento funcional utilizando la
herramienta bioinformatica DAVID®*  (https://david.
ncifcrf.gov/).

El estudio funcional in silico de las proteinas
mutadas se realiz6 utilizando Uniprot (http://uni-
prot.org), RCSB Protein Data Bank (PDB) (http://
www.resb.org/pdb) y Pfam (http://pfam.xfam.org).
Los alineamientos de proteinas se realizaron utili-
zando el UCSC Genome Browser y los programas
Clustal Omega (http://www.clustal.org/omega) y
ESPript (http://espript.ibcp.fr).

Construccion de la red

La red de interaccion de los genes FAF
(AFFGeNet) se construyo segin Boloc et al."” para
identificar genes o proteinas que interaccionan
con los 37 genes FAF, considerados como genes
driver (Tablas 2a y 2b), teniendo en cuenta las
interacciones binarias y direccionales. Los datos
de interaccion high-throughput se obtuvieron de
BioGRID (version 3.4.133)* y STRING [Search Tool
Jfor the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) ver-
sion 10* y la red se enriquecié con informacion adi-
cional de GeneOntology (http://geneontology. org),
GeneCards, OMIM, UniProt, RefSeq, y UCSC.

Se implementd un script de Perl para capturar la
sub-red de interaccion utilizando los genes FAF para
encontrar todos los caminos mds cortos entre dos
genes aplicando el algoritmo Dijkstra. La conectivi-
dad por parejas se analiz6 utilizando Circos®. El
script produjo un grafico esqueleto en formato JSON
para poder visualizar los datos en la interficie web
AFFGeNet (https://compgen.bio.ub. edu/AFFgenes,
disponible bajo demanda). El formulario web con-
tiene una entrada que se centra en los genes selec-
cionados, y la visualizacién de la red permite anadir
o quitar nodos y mostrar informacion de los genes
FAF. El color del borde identifica los nodos como
drivers (lila), parejas upstream (verde) o downstre-
am (azul) de los drivers seleccionados, y otros
(gris). El color del interior de los nodos representa
la expresion génica especifica del hueso, que se
obtuvo del Gene Expression Omnibus (GEO)*, con-
cretamente de un estudio sobre células precursoras
de osteoclastos tratadas o no tratadas con BPs (alen-
dronato o risendronato) durante su diferenciacion a
osteoclasto maduro* (GSE63009). La escala de colo-
res va de amarillo intenso (subexpresado) a azul
oscuro (sobreexpresado), siendo el blanco indicati-
vo de ninglin cambio de expresion.

Resultados

Variantes detectadas en la secuenciacion del
exoma completo en las 3 hermanas

Las tres hermanas (AFS1, AFS2, AFS3) y las 3
pacientes no relacionadas (AFU1, AFU2, AFU3) se
analizaron separadamente.

Los exomas de las 3 hermanas se interseccio-
naron y no se identific6 ninguna variante en
homocigosis en comun. Por el contrario, se iden-
tificaron 74 variantes en heterocigosis compartidas
(coherentes con un modelo de herencia dominan-
te), 37 de las cuales se validaron por secuencia-
cion Sanger. En 3 de los genes (FN1, BRAT1 y
XAB2), se encontraron 2 mutaciones diferentes.
En los tres casos se pudo determinar que las
variantes se encontraban en fase, siendo alelos
doble-mutantes y no heterocigotos compuestos,
mediante la visualizacién de los reads con el pro-
grama IGV vy el anilisis de polimorfismos intragé-
nicos. Las 37 variantes compartidas por las 3 her-
manas, todas ellas codificantes, se muestran en la
tabla 2a, ordenadas segiin su puntuaciéon de con-
servacion. Se trata de variantes de cambio de sen-
tido (n=35), una variante truncante y una delecién
en fase. La primera variante de la lista, con la
mejor puntuacion de conservacion y predicha
como deletérea, se encuentra en el gen GGPS1, tal
y como describimos anteriormente’.

Analisis de los genes mutados en las 3 pacientes
no relacionadas

Los genes con variantes compartidas por las 3 her-
manas (Tabla 2a) se analizaron en los exomas de
las pacientes no relacionadas utilizando el progra-
ma IGV. Ninguna de las variantes de la Tabla 2a
se encontrd en las pacientes no relacionadas. No
obstante, se encontraron otras dos variantes en los
genes BRAT1 y CYP1A1, en las pacientes AFU3 y
AFU1, respectivamente (Tabla 2b).

La variante de CYP1A1 presente en la paciente
AFU1 (p.Ser216Cys) supone el cambio de una seri-
na a una cisteina, en una posicion cercana al sitio
de unioén al sustrato. Los predictores de patogenici-
dad sugirieron que este cambio es muy deletéreo
para la funcion de la proteina. Igualmente, la
variante de CYP1A1 presente en las tres hermanas
(p.Arg98Trp) supone el cambio de un aminoidcido
basico (arginina) a un aminoacido aromatico hidro-
fébico (triptéfano), en un giro de la proteina con
puentes de hidrégeno. Por el contrario, las tres
variantes encontradas en el gen BRAT1 (dos en las
tres hermanas, en un alelo doble mutante, y una en
la paciente AFU3) no afectan a la funcion de la pro-
teina, segln los predictores.

Analisis de genes candidatos en 3 pacientes
no relacionadas

A continuacion, se utilizo el programa IGV para
analizar, en los exomas de las tres pacientes no rela-
cionadas, distintos genes involucrados en el meta-
bolismo 6seo, la funcién osteoclastica y la via del
mevalonato. Se encontraron variantes en los genes
MMP9 (AFU3), MVD (AFU2) y RUNX2 (AFU3), que
se validaron por secuenciacion Sanger (Tabla 2b).
La mutacion en el gen MMP9, que codifica la cola-
genasa de tipo IV, implica el cambio de una metio-
nina (un aminodcido hidrofébico con un grupo que
contiene azufre) a una treonina (aminodcido hidro-
filico) en la posicion 419, dentro del dominio catali-
tico. Esta variante aparece en la base de datos EXAC,



con una frecuencia alélica muy baja (8,2e-00), y
SIFT y PolyPhen predijeron que probablemente per-
judica su funcion. El gen MVD codifica la enzima
mevalonato 5-difosfato decarboxilasa, de la via del
mevalonato. La variante encontrada (p.Arg97Gln;
1$376949804) supone el cambio de un aminodcido
basico a un aminodcido neutro y esti presente en la
base de datos EXAC, también con una frecuencia
alélica muy baja (3,4e-05). Se trata de un cambio no
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perjudicial para la funcion de la proteina, segin
SIFT y PolyPhen. La mutacién en RUNX2 es una
substitucion de una prolina, un aminodcido ciclico,
por una leucina, un aminodacido alifatico hidrofébi-
o, en la posicion 296, dentro de una region rica en
prolinas, serinas y treoninas. Este cambio, descrito
en dbSNP (rs20184115), tiene una MAF=0,0004 y
probablemente afecta la funcion de la proteina,
segun los predictores.

Tabla 2a. Variantes compartidas por las 3 hermanas, encontradas en la secuenciacién del exoma

» . Efecto en . | Conser- . d
Gen Proteina Variante Ia proteina dbSNP* ExAC vacion SIFT |PolyPhen
Geranilgeranil ;
GGPS1 difosfato sintasa chrl:g.235505746G>T p.D188Y 700 0,000 1,000
Proteina con repeticiones o c c
LRRCI dicas en leucinas 1 chr6:g.53707020G>A p.RI1Q 4,946e-05 085 0,050 | 0,746
Candidato supresor de
TUSC2 g chr3:9.50363807T>C p.H83R 8,244e-06 | 674 0,338 | 0,000
tumores 2
Proteina activadora e Qg
SYDE2 de GTPasa Rho chr1:g.85634903G>T p.L893L 8,339e-06 639 0,018 | 0,997
Subunidad 4 del
COG4 complejo oligomérico | chrl6:2.70553552C>T p.G85D 627 0,150 | 0,735
conservado del Golgi
Proteina asociada a g < -
EML1 microtibulos chr14:g.100360993G>A p-R211H 6,611e-05 588 0,030 0,963
Demetilasa especifica ‘ 15192832191 . =
KDM4C de lisinas(l 4C chr9:g.6849579A>G PLTOV [ e 004 | 2471e05 | 584 [ 0,000 [ 0509
Proteina de reparacion ) < <
ERCC6L2 por escision del DNA chr9:.98718284A>T pI657L 8,278¢-06 | 573 | 0630 | 0,007
Componente
PGRMC1 de membrana 1 del chrX:g.118377159C>A p.P177H 573 0,130 0,742
receptor de progesterona
FNI1 * Fibronectina chr2:g.216235149C>T p. V22411 8,245e-06 551 0,009 0,045
CYPIA1 Citocromo P450 1A1 chr15:¢.75015147G>A p-ROSW 0,000108 540 0,000 | 0,998
XAB2 * P ro{e;“;*@d; ;nién chr19:g.7688142C>G | p.V385L 1,651e-05 [ 535 ] 0,007 [ 0,600
Receptor acoplado ) 1$200892677 : -
GPR20 a proteina G 20 chr8:g.142367729C>T p.D9ON MAF=0,0004 3,324e-05 515 0,000 | 0,998
Proteina chr11:g.118404174_ .
TMEM25 transmembrana 25 118404176del p-V239del 510 N/A N/A
Factor intercanviador de - -
NGEF nucledtidos de guanina chr2:g.233748153G>A p.S542L 1,279e-05 500 0,350 0,910
Proteina activadora . rs182030723 c
NKAP 4o NFKB chrXig 119066123C>T | pS265N | o AF<0,0006 6,847e-05 | 497 | 0,120 | 0,184
Proteina nuclear que ;
NVL contiene valosina chrl:g.224491450G>A p.T3121 8,268e-06 474 0,000 0,995
FN1 * Fibronectina chr2:¢.216251538G>A | p.R1496W r;llzgg(7)8060239 0,004904 466 0,005 0,998
Subunidad S1 de ATPasa
ATPG6API de protones vacuolar chrX:g.153664043G>A p-V4071 4,5601e-05 464 0,260 0,990
Lurapyy | Proteinaadaptadora 1y o 0005190654 | pr2ITH 4048e-05 | 452 | 0270 | 0371
rica en leucinas 1
Proteina similar a la . =
HEPHL1 hefestina chrll:g. 93839224G>A p.W991 451 0,000 N/A
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Tabla 2a. (cont.)

5 . Efecto en . | Conser-
Gen Proteina Variante* Ia proteina dbSNP* ExAC vacion SIFT¢ |PolyPhen'
Trifosfatasa de
NTPCR |nucledsidos relacionada | chrl:g.233091444G>A p-R39Q 5,779e-05 439 0,034 | 0,502
con cincer
XAB2 * Pro{e;“;‘ﬂ?: 2“““"“ chr19:g7688159G>C | p.T379R 1652¢-05 | 420 | 0059 | 0200
Proteina del reticulo
endoplasmatico ) 15202164310
CHERP de homeostasis chr19:g.16631044C>T| p.R793H MAF=0,0000 0,0001009 | 366 0,120 | 0,716
del calcio
Proteina de unién ) 1rs$538022731
MEX3D % RNA MEX3D | chr19:81555839G>C | p.T560R | w500 366 | 0,030 [ N/A
Activador de ATM e 1$143390199 - c
BRATI * asociado 2 BRACAT chr7:g.2594007C>T p.R20K MAF=2¢-05 1,651e-05 333 0,192 0,010
Activador de ATM ) 1s368808380 -
BRATI * asociado a BRACAL chr7:.2580668G>A p.T447M MAF=0,0002 5,845e-05 333 0,110 0,275
CUL9 Culina 9 chr6:2.43154714C>T p.T4231 251 0,000 | 0,993
ALPK1 a-quinasa 1 chr4:g.113353195A>C | p.D831A 0,0001255 0 0,060 | 0,243
Antigeno de 0. <
CD37 leucocito CD37 chr19:g.49840212C>G p.163M 2,476e-05 0 0,040 0,028
Proteina F7 que e ®
IQCFS | oo 1 | Ch3@SIB1782G5A | pROIW 0 |o010] NA
Péptido O-fucosil
LFNG | 3-p-N-acetilglucosaminil- |  chr7:2.2566829C>T p.R375C 1,69¢-05 0 0,020 | 0,772
transferasa
Proteina asociada TR
MGA al gen MAX chr15:g.41988923C>T p.S571L 0 0,130 N/A
Polimerasa de . - 15543509008 <
POLI ADN iofa chr18:¢.51820404T>C p.V597A MAF=0,0002 0,00024 0 0,590 N/A
Proteina 4 2
SHC4 transformadora de SHC ¢chr15:.49254675G>T p.H180N 0 1,000 0,000
SMS Espermina sintasa chrX:g.21958982G>C p.G14R 0 0,350 0,002
Polipéptido 4 del
SNAPC4 complejo activador chr9:¢.139272279C>G | p.G1334R 2,675e-05 0 0,160 0,707
de snRNAs
Tabla 2b. Otras variantes encontradas en las pacientes no relacionadas
q q Efecto en . | Conser- Poly [Paciente
Gen Proteina Variante* Ia proteina dbSNP® ExAC vacion SIFT® Phen' | FAF
Activador de ATM i
BRATI | | 'io 2 BRACAT | Chi7:8.2580636C>T | p.E458L 333 10,568 0,000 | AFU3
CYPIAI | Citocromo P450 1A1 | chrl5:.75014793T>A | p.5216C ;Z}fffozgggg 0,0001153| 0 |0,004|0,987| AFUI1
MMP9 Meéikr’rﬁ’;%zdgsa chr20:g.44641147T>C | p.M419T 8,242¢-06| 496 [0,000{1,000| AFU3
Mevalonato difosfato , < 18376949804 < o
MVD decarboxilasa chr16:¢.88723957C>T | p.RI7Q MAF=3¢-03 3,448e-05 0 0,448 [ 0,009 | AFU2
oo €& 15201584115
RUNX2 transcripcion 2 chr6:g.45480010C>T | p.P296L = 0,0002066| 642 [0,040]0,999| AFU3
‘ MAF=0,0004
relacionado con Runt ’

(™: posicion gendmica de la variante en el genoma de referencia humano GRCh37; (): nimero de identifica-
dor de referencia del SNP (rs) y MAF (frecuencia del alelo minoritario) de las variantes descritas; (9): frecuen-
cia alélica de las variantes descritas en la base de datos EXAC; (9): puntuacion de conservacion del PhastCons
(0 a 1.000), siendo 1.000 el locus mas conservado y 0 un Jocus no conservado; (¢): SIFT: 0-0,05 perjudicial (en
negrita); 0,051-1 tolerable; (: PolyPhen: 0-0,4 benigno; 0,41-0,89 possiblemente perjudicial; 0,9-1 patogénico
(en negrita); (*): presente en un alelo doble mutante.



Analisis de las variantes en individuos controles
y en la poblacion general

Ninguna variante de las tablas 2a y 2b fue encon-
trada en 3 controles (pacientes tratadas con BPs
durante un periodo largo de tiempo pero sin
FAFs). Todas las variantes detectadas en las
pacientes con FAF se buscaron en la base de datos
EXAC para determinar si se trataba de variantes
nuevas o muy raras (MAF <0,005). En ese sentido,
once mutaciones no se encontraron ni en dbSNP
ni en EXAC (GGPSI: p.D188Y; COG4: p.G85D;
PGRMC1: p.P177H; TMEM25: p.V239del; HEPHLI:
p-W991*;, CULY9: p.T4231, IQCFG6: p.ROIW, MGA:
p.S571L; SHC4: p.HI80N; SMS: p.G14R; BRATI:
p.E458L). Las otras variantes tienen frecuencias
=1/10000, segin ExAC.

Red de interaccion génica/proteica y enrique-
cimiento de vias

Se construyd una red de interacciones entre genes
y/o proteinas para investigar las vias funcionales
relacionadas con los 37 genes mutados encontra-
dos en la secuenciacion de los exomas y detectar
otros genes potencialmente causales, asi como
mecanismos moleculares que puedan estar impli-
cados en la generacion de las FAFs. La figura 1
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muestra la conectividad entre parejas de genes. En
distintos circulos, se muestran las conexiones de
entrada y de salida para los 37 genes a distancias
1 a 4, respectivamente. A distancia 1 casi no hay
interacciones, siendo FN7 el Gnico gen conectado
con otros. A distancia 2 se observa mas conectivi-
dad. La mayoria de la conectividad entre parejas
de genes se observa a distancia 3. El Unico gen
que no presenta ninguna interaccidon a ningun
nivel es IQCFO.

La red de interacciones de genes/proteinas
muestra que GGPS1y CYP1A1, dos de los genes
driver mas relevantes, se conectan a distancia 3,
a través de INS y ILG (Figura 2a). Otros 4 genes
driver (RUNX2, MVD, MMP9 y PGRMC1) estan
conectados con GGPSI a distancia 2. MMP9 tam-
bién esta a distancia 2 de CYP1A1. Ademas, FN1
y MMP9 estain conectados a distancia 1. De
manera similar, los genes driver SYDE2 y NGEF
estan interconectados a distancia 2, a través de
RHOB (Figura 2b).

El analisis de enriquecimiento de vias en los 37
genes mutados, realizado con la herramienta
DAVID, dio como resultado la via de biosintesis de
los isoprenoides (GO:0008299) (p=0,0006), que
contiene los genes GGPS1, MVD y CYPIAL.

Figura 1. Esquema de la conectividad entre parejas de genes a distancias 1 a 4. En los circulos se muestran los
simbolos de los 37 genes FAF encontrados en este estudio y sus conexiones de entrada y de salida
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Discusion

En este trabajo hemos estudiado el trasfondo genéti-
co de 3 hermanas con FAF y 3 pacientes adicionales,
no relacionadas, a través de la secuenciacion masiva
del exoma para identificar posibles genes de suscep-
tibilidad a la patologia. Hemos identificado 37 varian-
tes raras (en 34 genes) compartidas por las 3 herma-
nas, algunas de ellas no descritas anteriormente y
consideradas daninas por los predictores. La variante
mas llamativa fue la mutacion p.Asp188Tyr en el gen
GGPS1, que presento la mejor puntuacion de conser-
vacion, y que ya hemos descrito en un trabajo pre-
vio®. Otro hallazgo interesante fueron las dos muta-
ciones en el gen CYPI1A1, una encontrada en las tres
hermanas y la otra en una paciente no relacionada.
Sin embargo, hay otras variantes que también podri-
an estar involucradas, en distintos grados, en la sus-
ceptibilidad a las FAFs asociadas a BPs o en el feno-
tipo osteoporético subyacente, de modo que nues-
tros datos serfan compatibles con un modelo en el
cual la acumulacion de variantes de susceptibilidad
podria contribuir a la base genética de las FAFs.

Los estudios epidemioldgicos sugieren que exis-
te una relacion entre las FAFs y un tratamiento pro-
longado con BPs. Shane et al., describieron perio-
dos de tratamiento de una mediana de 7 anos’. El
riesgo absoluto de sufrir una FAF asociada al trata-
miento con BPs se encuentra entre 2 casos por
100.000 pacientes/ano a los 2 anos de tratamiento y
78 casos por 100.000 pacientes/ano a los 8 anos de
tratamiento®. Estos datos sugieren que la duracion
de la terapia con BPs influirfa positivamente en el
riesgo de sufrir estas fracturas. En nuestro estudio,
los casos de 6 pacientes con FAF después de un tra-
tamiento a largo plazo con BPs son consistentes con
esta asociacion. Ademas, la ocurrencia de las FAFs
en las 3 hermanas sugiere una predisposicion gené-
tica con un papel determinante en la patologia. Este
estudio ha sido el primer andlisis de exoma de
pacientes de FAF. Hemos priorizado mutaciones
raras, no-sinbnimas, compartidas por las 3 herma-
nas. No se encontré ninguna mutacién en homoci-
gosis o heterocigosis compuesta en ningin gen.
Estos hallazgos van en contra de un patrén de
herencia recesivo para estos casos y son consisten-
tes con el hecho que la FAF no es una enfermedad
genética severa que ocurra durante las primeras eta-
pas de la vida. No obstante, en el modelo dominan-
te, se encontraron 34 genes mutados, algunos muy
importantes para el metabolismo 6seo. En un traba-
jo anterior que tenia por objetivo descubrir las cau-
sas genéticas de las FAFs, se utiliz6 un chip de
exoma con >300.000 variantes codificantes ya cono-
cidas y se encontraron 21 variantes raras sobrerre-
presentadas en 13 pacientes de FAF®. Sin embargo,
ninguno de estos alelos de riesgo se encontrd en los
pacientes analizados en nuestro estudio. En concre-
to, no se encontraron variantes en el gen PPEF2, el
Unico con un cambio asociado significativamente
con el fenotipo en el estudio de Pérez-Nunez et al.*
Esto apunta a una base genética heterogénea para
las FAFs. En todo caso, es importante senalar que
nuestra aproximacion metodolégica difiere de la del
estudio mencionado en tanto que analizamos toda

la secuencia del exoma, cosa que nos permitio
encontrar variantes no descritas anteriormente.

En el presente estudio, el Ginico gen con mutacio-
nes en las 3 hermanas y en pacientes no relacionados
fue CYPI1A1. Recientemente, Peris et al.?’ secuenciaron
este gen en 17 pacientes de FAF y encontraron otra
mutacion en una de ellas. El gen CYP1A7 codifica la
enzima citocromo P450 1A1 que estd involucrada en
el metabolismo de fairmacos y xenobidticos. Se trata de
una hidroxilasa de hidrocarburos arilos y sus sustratos
exogenos potenciales incluyen hidrocarburos aromati-
cos policiclicos, y estd implicada en la formacion de
distintos tipos de cancer humanos. Sus sustratos endo-
genos incluyen eicosanoides, que pueden generar
productos biolégicamente activos que actian en el sis-
tema vascular, entre otros. Este gen también es respon-
sable de la hidroxilacion del 17p-estradiol, la estrona y
la vitamina D en tejidos extrahepaticos®. Esto es cohe-
rente con su papel en la biologia 6sea, una idea apo-
yada por Napoli et al?, quienes demostraron que el
polimorfismo C4887A estaba relacionado con un
aumento significativo del catabolismo de los estroge-
nos y con una densidad mineral 6sea (DMO) femoral
baja en mujeres postmenopdusicas. Por lo tanto,
CYP1A1 se presenta como otro gen de susceptibilidad
potencial a las FAFs, aunque el mecanismo exacto de
su accion en el metabolismo 6seo todavia es descono-
cido y mas estudios son necesarios para elucidarlo.

Entre los otros genes con variantes en las tres her-
manas, FN1 codifica la fibronectina, una proteina de
la matriz extracelular necesaria para la regulacion de
la deposicion del coligeno de tipo I por parte de los
osteoblastos, esencial para la mineralizacion de la
matriz extracelular, y cuyos niveles se han visto afec-
tados por el tratamiento con BPs¥. Encontramos que
las tres hermanas eran portadoras de un alelo doble
mutante (p.V22411 y p.R1496W) en FN1, donde las
dos mutaciones fueron consideradas como daninas
por los predictores de patogenicidad. Esta fibronecti-
na alterada podria afectar la mineralizacion 6sea y/o
la respuesta a los BPs y estar relacionada con el ries-
2o a sufrir una FAF en estas mujeres. También encon-
tramos mutados 2 reguladores de GTPasas pequenas:
SYDE2 y NGEF. Sus funciones respectivas (activacion
de las GTPasas RHO y de intercambio de sus nucle6-
tidos de guanina) constituyen pistas sobre posibles
efectos en la funcion osteoclastica y en la respuesta a
los BPs. Las RHO GTPasas estan en la via del meva-
lonato en una posicion por debajo del sitio de accion
de los BPs, ya que tienen que ser preniladas (farnesi-
ladas o geranilgeraniladas) para su correcta funcion
celular. Por otra parte, nuestra red de interaccion de
genes/proteinas muestra como NGEF estd muy rela-
cionado con las efrinas y los receptores de efrinas
(Figura 2b), que tienen un papel clave en el mecanis-
mo de acoplamiento entre osteoclastos y osteoblas-
tos*. Otro grupo de genes mutados en las 3 herma-
nas codifican proteinas nucleares con efectos pleiotro-
picos sobre la expresion génica y/o la reparacion del
DNA (KDM4C, XAB2, NVL, NKAP, ERCC6L2). De ellos
destacamos el gen KDM4C, que codifica una demeti-
lasa lisina-especifica que contiene un dominio JmjC,
que ha sido previamente asociado con la edad de
menarquia®, un biomarcador para la densidad 6sea.
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Figura 2. Detalles de la red de interaccion entre genes/pro-
teinas. El color del interior de los nodos indica la subexpre-
sion (amarillo), sobreexpresion (azul) o ningin cambio de
expresion (blanco) en osteoclastos tratados con alendrona-
to o risendronato (datos de Yuen et al., 2014*). El color
externo identifica los genes como drivers (mutados en nues-
tras pacientes) en lila, upstream de los genes mutados en
verde, y otros en gris. a) Interacciones de los genes GGPS1
y CYP1A1 a distancia 2 (y algunas del gen MMP9 a distan-
cia 1). Nota: algunas conexiones se han omitido para la cla-
ridad de la figura. En particular, los nodos RUNX2 y FN1 no
se han expandido para mostrar todos sus conectores. b)
Interacciones de los genes SYDE2 y NGEF a distancia 1

estas pacientes en dos proteinas claves
para el remodelado 6seo (RUNX2 y MMP9)
y en otra enzima de la via del mevalonato
(MVD, mevalonato difosfato carboxilasa).
RUNX2 es un factor de transcripcion esen-
cial para la diferenciacion osteoblastica®,
mientras que MMP9 es una metaloproteasa
expresada en osteoclastos que degrada la
matriz extracelular 6sea”, afectando a la
arquitectura del hueso trabecular y a la
estructura del hueso cortical®. Por estas
razones, ambos pueden estar involucrados
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en el riesgo a la FAF. Es sabido que RUNX2
activa la expresion génica de MMP9? y esta
interaccion puede tener efectos sinérgicos
en las propiedades biomecanicas del hueso
en la paciente AFU3, que tiene ambas
mutaciones (Nota: esta interaccidon no se
muestra en la Figura 2a para que otras
interacciones se puedan mostrar claramen-
te). Finalmente, en la paciente AFU2 se
encontro una mutacion de cambio de sen-
tido en el gen MVD, anadiendo una segun-
da proteina mutada de la via del mevalona-
to. En la figura 3 se muestran, en el contex-
to de las células 6seas, las proteinas codifi-
cadas por los genes que hemos encontrado
mutados y cuya funciéon en el hueso se
conoce o estd predicha.

En conjunto, todas estas variantes raras
pueden formar parte de un trasfondo gené-
tico asociado al desarrollo de los cambios
Oseos que dan lugar a las FAFs y a la posi-
ble interaccion negativa con los BPs. Es
probable que varios genes con efectos adi-
tivos pequefos, y sus interacciones, estén
implicados en las FAFs relacionadas con
los BPs. Ademas, cada paciente individual
podria ser portador de distintas variantes
genéticas especificas.

Los puntos fuertes de este estudio son la
posibilidad de analizar 3 hermanas con FAF
y el abordaje por secuenciacion del exoma
completo, que carece de hipétesis previa.

Otros genes encontrados mutados en las herma-
nas fueron el gen PGRMC1 que codifica el compo-
nente 1 del receptor de membrana de la progestero-
na, y que fue previamente asociado al fallo ovarico
prematuro®; el gen COG4 (que codifica la subunidad
4 del complejo oligomérico conservado del Golgi,
relevante dada la importancia del transporte de vesi-
culas a través del Golgi en los osteoclastos*; y el gen
EMLI (que codifica una proteina asociada a microtd-
bulos) que puede ser importante en relacion al cilio
primario en osteocitos®. En conjunto, las funciones y
conocimiento previo de 13 de los 34 genes mutados
en las 3 hermanas concuerdan con su posible impli-
cacion en la patologia. Estas mutaciones se buscaron
en las 3 pacientes de FAF no relacionadas, con resul-
tados negativos.

No obstante, mediante una aproximaciéon de
genes candidatos, se encontraron mutaciones en

En este sentido, pudimos identificar muta-
ciones daninas en genes que pertenecen a
la via del mevalonato, asi como otros genes relacio-
nados con el metabolismo 6seo. Por otro lado, el
bajo nimero de pacientes y controles estudiados es
una limitacién del estudio y serin necesarios mas
estudios de secuenciacion del exoma de pacientes
de FAF adicionales y de pacientes no fracturados
con un tratamiento a largo plazo con BPs (actuan-
do como controles) para clarificar el papel preciso
de estos genes y mutaciones. A pesar de la plausi-
bilidad biolégica del efecto danino de las mutacio-
nes encontradas, se necesita la replicacion de estos
hallazgos.

La identificacion del trasfondo genético para
las fracturas atipicas de fémur abre la puerta al
futuro desarrollo de herramientas de diagndstico y
prediccion del riesgo a sufrir este tipo de fracturas
para determinar la idoneidad del tratamiento con
BPs.
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Figura 3. Proteinas codificadas por los genes mutados en las pacientes de FAF de este estudio y relacionadas
con la funcién 6sea
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