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Resumen
La esclerostina, codificada por el gen SOST, es un inhibidor de la vía Wnt, y por ello tiene una influen-
cia negativa sobre la masa ósea. Algunos polimorfismos del promotor de SOST se han asociado a dife-
rencias en la densidad mineral ósea (DMO) en varios estudios, pero se desconocen cuáles son los meca-
nismos moleculares implicados. El objetivo de este estudio fue comprobar las consecuencias funcionales
de uno de esos polimorfismos in vitro. Para ello se clonó la región promotora proximal del gen SOST,
con diferentes alelos del polimorfismo rs851054, y se transfectaron en células HEK-293T, SAOS-2 y HOS-
TE85. En ningún caso se observaron diferencias significativas en la actividad transcripcional entre los vec-
tores con el alelo A y los vectores con el alelo G. La co-transfección de vectores de expresión de los fac-
tores de transcripción RUNX2 y OSX estimuló claramente la actividad transcripcional (2,5±0,9 veces sobre
el valor basal para el alelo A y 1,9±0,8 veces para el alelo G; en ambos casos, p<0,05), sin que hubiera,
sin embargo, diferencias entre los alelos. Tampoco se hallaron diferencias en la fijación a proteínas nuclea-
res analizadas en experimentos de retardo de la movilidad electroforética.
En conclusión, la región situada antes del inicio de la traducción del gen SOST tiene una potente activi-
dad promotora, que es aumentada por los factores RUNX2 y OSX. Las variantes frecuentes de esta región
se han asociado con la DMO, pero los mecanismos implicados son aún desconocidos, puesto que los
alelos analizados no muestran diferencias en la actividad transcripcional in vitro.
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Introducción
La evolución de la masa ósea a largo plazo viene
determinada por el balance entre la resorción y la
formación de hueso, de manera que una actividad
formadora de hueso insuficiente para sustituir el
destruido durante la resorción inevitablemente con-
duce a la disminución del tejido óseo, característica
propia de la osteoporosis. Los osteoblastos, encar-
gados de la formación ósea, derivan de células tron-
cales mesenquimales que pueden dar lugar también
a otros tipos celulares, como adipocitos o condroci-
tos. La proliferación y la diferenciación de los pre-
cursores osteoblásticos está controlada por diferen-
tes factores, intracrinos, paracrinos y endocrinos.
Así, algunos factores de transcripción, como RUNX2
y Osterix (OSX), se consideran esenciales en las pri-
meras etapas de la diferenciación osteoblástica. La
vía Wnt desempeña también un papel importante1.
Los ligandos Wnt se unen a sus receptores presen-
tes en la membrana celular y, a través de diversos
mediadores intracelulares, modifican la expresión
de sus genes diana que, en general, actúan favore-
ciendo la formación ósea y aumentando la expre-
sión de OPG, lo que secundariamente resulta en
una disminución de la resorción. Los receptores de
los ligandos Wnt son complejos moleculares que
incluyen al menos dos proteínas: Frizzled y LRP, de
las cuales existen varias formas2,3. Como en el caso
de muchos otros sistemas reguladores, también
existen inhibidores de la vía Wnt. Uno de los más
estudiados es la esclerostina, codificada por el gen
SOST. Este gen se expresa de manera  preferente en
los osteocitos4-8. Siendo un inhibidor de la vía Wnt,
la esclerostina ejerce una influencia negativa sobre
la masa ósea. Su papel en la biología esquelética
parece importante. De hecho, los anticuerpos neu-
tralizantes de la esclerostina ejercen un potente
efecto anabólico sobre el esqueleto, y las mutacio-
nes inactivadoras del gen SOST provocan un
aumento exagerado de la masa ósea9-11. 

En consonancia con el papel biológico de la
esclerostina, las variantes alélicas del gen SOST
parecen influir en la masa ósea. Así, en algunos
estudios de barrido genómico (GWAS) y en otros
estudios de asociación genética, se ha encontrado
una relación entre algunos polimorfismos frecuen-
tes del gen SOST y la densidad mineral ósea
(DMO). De hecho, nuestro grupo encontró una
asociación entre unos polimorfismos situados en
la región promotora de SOST y la DMO en muje-
res postmenopáusicas12. El objetivo del presente
estudio fue explorar la capacidad reguladora de
uno de esos polimorfismos mediante estudios fun-
cionales in vitro. Para ello hemos utilizado vecto-
res en los que el promotor de SOST se ha inserta-
do delante de un gen reportero que codifica una
proteína (luciferasa) cuya actividad es fácilmente
medible, y hemos realizado experimentos para
comprobar la capacidad de fijación de proteínas
nucleares a esas regiones valorando el retardo de
la movilidad electroforética. 

Material y métodos
Construcción de vectores reporteros
El promotor de SOST (1-1440) se clonó a partir de
ADN genómico de dos individuos con genotipo
conocido, homocigotos para los alelos A y G, res-
pectivamente, del polimorfismo rs851054 (Figura 1).
Ambos fragmentos tenían, por lo demás, secuen-
cias idénticas e iguales a la secuencia de referen-
cia del genoma humano. La extracción de ADN se
produjo tras el consentimiento informado, en el
seno de un estudio de factores genéticos implica-
dos en la osteoporosis, autorizado por el Comité
de Ética en Investigación Clínica. Para la amplifi-
cación de los correspondientes fragmentos genó-
micos por PCR se utilizaron cebadores diseñados
con el programa Primer3 que incluían secuencias
para las enzimas de restricción Smal y Xhol, a fin
de facilitar su posterior clonaje. Se cortaron con

Functional study of promoter gene polymorphisms of sclerostin

Summary
Sclerostin, encoded by the SOST gene, inhibits the Wnt pathway and, consequently, tends to decrease
bone mass. Some polymorphisms of the SOST promoter have been associated with bone mineral density
(BMD), but the molecular mechanisms involved are unknown. The aim of this study was to study the
functional role of one polymorphism in vitro. We cloned the proximal promoter region of SOST gene,
containing different alleles at the rs851054 SNP, in luciferase reporter vectors and transfected them into
the cell lines HEK-293T, SAOS-2 and HOS-TE85. We did not find significant differences in the transcrip-
tional activity of vectors with either the A or the G allele of the SNP. The co-transfection of vectors expres-
sing RUNX2 and OSX markedly increased the transcriptional activity of the SOST promoter constructs (A
allele, 2.5±0.9 fold, p<0.05; G allele, 1.9±0.8 fold, p<0.05), without significant differences between the
rs851054 alleles. Moreover, no allele differences were detected in EMSAs.
In conclusion, the DNA region upstream of the TSS of the SOST gene has a strong promoter activity that
is enhanced by RUNX2 and OSX. Frequent allelic variants in this region have been associated with BMD,
but the mechanisms involved remain to be elucidated because no functional differences between alleles
were detected in vitro.
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estas enzimas los amplicones y el vector PGL2 y
se unieron los fragmentos mediante T4 DNA
Ligasa (NE Biolabs). Los vectores se transfectaron
en células competentes DH5α (Invitrogen), las
cuales se cultivaron después en placas con agar y
medio suplementado con ampicilina. Las colonias
seleccionadas se expandieron en cultivo líquido, y
posteriormente se extrajeron los plásmidos y se
comprobó que contenían los insertos correctos,
sin mutaciones, mediante secuenciación conven-
cional. Por tanto, en estos vectores se encontraba
la secuencia promotora de SOST dirigiendo la
transcripción del gen reportero, codificador de
luciferasa. Así, la medida de la actividad luciferasa
era reflejo de la actividad promotora de la trans-
cripción de la secuencia del alelo del promotor
SOST que se clonó en el vector.

Transfección y análisis de la actividad trans-
cripcional
Las células HEK-293T (una línea derivada de riñón
humano) y las líneas osteoblásticas humanas SaOS-2
y HOS-TE85 se transfectaron con los vectores con-
teniendo las secuencias promotoras de SOST y un
vector control RSV-βGAL, que expresa constitutiva-
mente el gen LacZ, que codifica para la β-galacto-
sidasa, a fin de normalizar los resultados en función
de la eficiencia de la transfección. Como control
negativo y en paralelo se realizó también la trans-
fección con el vector vacío. Para la transfección se
sembraron 125.000 células HEK-293T (o 50.000
SAOS-2 o HOS-TE85) en cada pocillo de una placa
de 24 pocillos. Una vez alcanzada una confluencia
del 80% se transfectaron 500 ng de los vectores, uti-
lizando Lipofectamina 3000, según las recomenda-
ciones del fabricante (Invitrogen). A las 48 horas se
aspiró el medio y se lisaron las células con 70 µl de
tampón, tras lo que se midió la actividad de galac-
tosidasa (Galacto-Light Plus™ β-Galactosidase
Reporter Gene Assay System, Applied Biosystems)
y de luciferasa (Luciferase Assay System, Promega)
mediante luminometría. La co-transfección con
vectores de expresión de RUNX2 y de OSX13 se
realizó siguiendo un procedimiento similar, pero
asegurando que la cantidad total de ADN exóge-

no a transfectar se mantenía constante en todos
los pocillos.

De cada transfección se realizaron duplicados
y triplicados técnicos. Además cada experimento
se repitió en al menos tres ocasiones diferentes
para obtener triplicados biológicos. Los resultados
se expresaron como el cociente entre la actividad
luciferasa y la actividad galactosidasa en los lisa-
dos celulares.

Análisis de la fijación de proteínas nucleares
Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de
50x106 células HOS-TE85. Para ello, se lisaron en un
tampón conteniendo inhibidores de proteasas (50 mM
KCl, 0,5% NP-40, 25 mM HEPES, 1,5 pM Leupeptina,
46,88 µM Aprotinina, 125 µM DTT, 1 mM PMSF), y se
centrifugaron durante 1 minuto a 10.000 rpm a 4ºC.
Tras lavarlo, se resuspendieron las células en 100 µl
de tampón de extracción (500 mM KCl, 25 mM
HEPES, 10% glicerol, 1,5 pM Leupeptina, 46,88 µM
Aprotinina, 125 µM DTT, 1 mM PMSF) y se centrifugó
durante 5 minutos a 14.000 rpm a 4ºC. Se recuperó el
sobrenadante, se cuantificó la concentración de pro-
teínas y se ajustó a 5 µg/µl. 

Para el ensayo de retardo de la movilidad elec-
troforética (EMSA) se utilizaron parejas de oligo-
nucleótidos, incluyendo marcaje con IR dye 700
en el extremo 5’ del componente “forward” de
cada pareja (Biolegio). La secuencias fueron las
siguientes:

rs851054 alelo A Fwd: AACAGAAACACCTTGGGCCA
rs851054 alelo A Rev: TGGCCCAAGGCGTTTCTGTT
rs851054 alelo G Fwd: AACAGAAACGCCTTGGGCCA
rs851054 alelo G Rev: TGGCCCAAGGCGTTTCTGTT
Para el retardo se utilizaron geles prefabricados

de poliacrilamida al 6% (Invitrogen) y el kit Odissey
Infrared EMSA. Tras anillar los oligonucleótidos se
incubaron con el extracto proteico durante 20 minu-
tos, se cargaron en el gel y se corrieron a 70 V duran-
te 60 minutos, tras lo que se capturaron las imáge-
nes de los geles. En estos experimentos, si las son-
das fijan proteínas nucleares se produce un retar-
do en su movilidad electroforética en compara-
ción con la migración experimentada por la sonda
aislada.

Figura 1. Esquema de la región promotora del gen SOST y localización de algunos polimorfismos frecuentes
(frecuencia del alelo menor mayor del 5%)
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Resultados
Las construcciones con la secuencia promotora de
SOST mostraron una elevada capacidad activado-
ra de la transcripción, aumentando los niveles de
expresión de luciferasa hasta 1.000 veces en com-
paración con los vectores vacíos. La actividad fue
aparentemente mayor en las células HEK-293T
que en las otras líneas (Figura 2). 

Sin embargo, no encontramos diferencias signi-
ficativas entre los dos alelos del promotor de
SOST en ninguna de las líneas celulares analiza-
das. De hecho, la relación entre la actividad trans-
cripcional de los alelos A y G (cocientes A/G) en
las células SAOS-2, HOS-TE85 y 293T fueron de
1,3±0,7, 1,0±0,4 y 0,8±0,7, respectivamente. En
ninguno de los tres resultó significativamente dife-
rente de la unidad (Figura 2).

La co-transfección de vectores que expresan
constitutivamente RUNX2 y OSX aumentó la acti-
vidad transcripcional del promotor de SOST (en
promedio, 2,5±0,9 veces sobre el valor basal para
el alelo A y 1,9±0,8 veces para el alelo G; en
ambos casos p<0,05). Este aumento también resul-
tó ser independiente de qué alelo estaba presente
en el promotor de SOST (Figura 3).

Por otro lado, en los experimentos de retardo
de la movilidad electroforética comprobamos que
la región donde radica ese polimorfismo era capaz
de fijar proteínas nucleares, presumiblemente con
función reguladora, sin que observáramos diferen-
cias entre ambos alelos (Figura 4). Por ello, no se
efectuaron estudios ulteriores para identificar la
naturaleza de esas proteínas.

Discusión
El papel de la esclerostina en la biología ósea es
indudable, como lo revelan el marcado aumento
de la DMO que se observa tras la administración
de romosozumab, un anticuerpo monoclonal que
bloquea la acción de la esclerostina, y la masa

ósea excesiva que presentan los pacientes con
esclerosteosis o con enfermedad de Van Buchem,
portadores de mutaciones poco frecuentes que
inducen una pérdida de función  del gen SOST,
poco frecuentes14. Aunque la evidencia es menor,
varios estudios sugieren que las variantes alélicas
frecuentes del gen pueden influir también, en
menor grado, sobre la DMO y el riesgo de sufrir
fracturas osteoporóticas. De hecho, en un estudio
de barrido genómico con un elevado tamaño
muestral se encontró una asociación del polimor-
fismo rs4792909 con la DMO15. Este polimorfismo
se encuentra en una región intergénica, siendo
SOST el gen más cercano, situado a unas 40 kb.
Por otro lado, varios grupos, incluido el nuestro,
han analizado la relación de algunos polimorfis-
mos frecuentes de la región promotora de SOST
con la DMO. Así, nosotros hallamos una asocia-
ción significativa de los polimorfismos rs851054 y
rs851056, separados sólo por 560 pb e integrantes
de un mismo bloque haplotípico con la DMO de
columna en mujeres12. Algunos autores han confir-
mado la asociación de los polimorfismos del pro-
motor de SOST con la DMO en otras poblacio-
nes16-20. Por otro lado, en un estudio reciente que
incluyó un pequeño grupo de pacientes, se
encontró una asociación de los alelos de rs851054
con la expresión de SOST en el tejido óseo21.

El objetivo principal de este estudio fue explo-
rar la posible repercusión funcional de uno de esos
polimorfismos, en concreto se trató de analizar su
influencia sobre la actividad transcripcional del
promotor del gen SOST. Los experimentos de
transfección con vectores reporteros y los de retar-
do de la movilidad electroforética no han revelado
diferencias entre las variantes alélicas estudiadas.
Son diversas las limitaciones de los modelos utili-
zados y por ello hay varios motivos que podrían
explicar estos resultados negativos. En primer
lugar, podría plantearse que el modelo in vitro no

Figura 2. Actividad transcripcional de la secuencia promotora de SOST tras su transfección en células de tipo
osteoblástico (SAOS y HOS-TE85) y la línea HEK-293T. En el panel izquierdo se representa el conjunto de los
experimentos (barras blancas, vector vacío; barras negras, vectores con las secuencias promotoras de SOST);
en el de la derecha, la relación de la actividad de las construcciones con los alelos A y G en cada uno de los
experimentos. Se representan los valores promedios de 5-6 experimentos independientes realizados en dupli-
cado o triplicado. Las líneas verticales indican el error estándar
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refleja adecuadamente la situación in
vivo. Por ejemplo, no puede excluir-
se la posibilidad de que la actividad
reguladora requiera de regiones
genómicas con actividad enhancer,
alejadas del promotor y no incluidas,
por tanto, en la región clonada en los
vectores. Por otro lado, al menos teó-
ricamente podría pensarse que la
diferencia en la actividad de los ale-
los sólo se manifiesta en respuesta a
factores reguladores que únicamente
se expresan en determinados tipos
celulares, como los osteocitos, mien-
tras que están ausentes en los tipos
celulares utilizados en nuestros expe-
rimentos. En segundo lugar, cabe
pensar que la asociación con la DMO
pudiese depender de otros polimor-
fismos frecuentes, en desequilibrio
de unión con los aquí estudiados. De
ser así, deberían encontrarse en
regiones lejanas, alejadas del promo-
tor, puesto que en esta región existe
un fuerte ligamiento. En este sentido,
cabe señalar que hay una región
reguladora de SOST situada a unas 50
kb, que contiene algunos polimorfis-
mos que se han relacionado de
manera inconsistente con la DMO20,22.
Esa región es capaz de fijar el factor
de transcripción MEF2C y desempeña
un papel importante en la regulación
de SOST, porque su falta ocasiona el
fenotipo de la enfermedad de Van
Buchem en humanos y un incremen-
to de la masa ósea en modelos muri-
nos23,24. Una tercera posibilidad es que
la asociación con la DMO dependa
de algunos polimorfismos de baja fre-
cuencia, situados en la región promo-
tora. Finalmente, los polimorfismos
podrían actuar a través de mediado-
res epigenéticos que no pueden ser
recapitulados adecuadamente en los
modelos in vitro. Por tanto, se preci-
san otros estudios, incluyendo el aná-
lisis sistemático de las variantes de las
regiones 5’ y 3’ del gen y de otras que
se encuentren asociadas a él tenien-
do en cuenta la estructura tridimen-
sional de la cromatina, así como estu-
dios de mutagénesis en vivo para
esclarecer los mecanismos por los
que estas variantes alélicas pueden
modular la actividad de la esclerosti-
na y asociarse a diferencias en la
masa ósea25.

En este estudio hemos corrobora-
do los resultados previos que indican
que RUNX2 y OSX aumentan la
expresión de SOST en humanos13.
Eso indica que estos factores de
transcripción tienen un papel com-

Figura 3. Comparación de la actividad transcripcional de los vecto-
res con alelos A y G en células HEK-293T, en condiciones basales
y tras la co-transfección de vectores de expresión de RUNX2 y OSX

Figura 4. Ensayo de retardo de la movilidad electroforética. Se
observa la aparición de una banda retardada cuando se añade el
extracto proteico nuclear, cuya intensidad disminuye al añadir
sonda no marcada. Existe alguna diferencia en la intensidad de las
bandas entre los alelos A y G, paralelas a la intensidad de la señal
de la sonda no retardada. Sin embargo, en varios experimentos no
se observaron diferencias consistentes entre la sonda con el alelo
A y la sonda con el alelo G
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plejo sobre la línea osteoblástica. Por un lado, está
bien establecido su papel como determinantes de
las etapas iniciales de diferenciación de las células
mesenquimales hacia osteoblastos, lo que posibi-
lita que haya un número adecuado de osteoblas-
tos formadores de hueso. Por otro, promueven la
actividad del promotor de SOST. Por tanto, en
células capaces de expresar este gen, como los
osteocitos, podrían promover la secreción de
esclerostina y así contribuir a evitar una formación
ósea exagerada. En todo caso, las variantes del
promotor de SOST no parecen influir en la res-
puesta a estos factores.

En conclusión, en este estudio hemos confir-
mado que la región situada antes del inicio de la
traducción del gen SOST tiene una potente activi-
dad promotora, que es además inducida por los
factores de transcripción RUNX2 y OSX. Las
variantes frecuentes de esta región se han asocia-
do con la masa ósea, pero los mecanismos impli-
cados son aún desconocidos, puesto que los ale-
los no muestran diferencias en la actividad trans-
cripcional in vitro.
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