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1. METABOLISMO DE LA GLUCOSA

El metabolismo se define como el conjunto de reacciones quimicas que
tienen lugar en el organismo, implicadas en la produccién y consumo de
energia, la sintesis de nuevos componentes, asi como en la eliminacion de los
productos de desecho. El sistema endocrino es uno de los encargados de la
regulacion de todos estos procesos y, por lo tanto, del mantenimiento de la
homeostasis (Berne, 2001).

Los hidratos de carbono son la principal fuente de energia, ademés de
formar parte de numerosas estructuras a través de la formacion de glucolipidos
y glucoproteinas. Dentro de los hidratos de carbono, la glucosa es el azucar
mas utilizado por las células para la obtencién de energia, y algunos tejidos,
como el sistema nervioso o los eritrocitos, solo utilizan la glucosa como fuente

de energia (Berne, 2001).

Cuando la glucosa entra en las células es fosforilada a glucosa 6-fosfato,
comenzando asi la primera etapa de la glucdlisis y la glucogenogénesis, que
consisten en una serie de reacciones quimicas en las que bien la glucosa es
catabolizada hasta piruvato y en la cual se obtienen dos moléculas de ATP
(adenosin trifosfato), que es el donador de energia libre mas importante
utilizado por las células, o bien se dirige hacia la sintesis de glucégeno (Figura
1). Cada una de estas reacciones estan catalizadas por una enzima
especifica y tienen lugar en el citosol y en las mitocondrias (Boiteux and Hess,
1981).

a) r Dhidomacdonziogfay
ATP  ADP+Pi ATP  ADP+Pi ISCIRIS
Srcasa U Hlugosa sk v Bructccan U Frictical P - v Blicergden do 3P
CLCORUNFSS fasfoherosa fosfcfructoquinasa aliniaza MAL N Gieraidshica 58
LT 3 )
SR | dEshopenas
hATIH,
ATP  ADP+PI [oe, ATP  ADP+Pi
A.:u:::up:ru‘.wr.u:u-ufr.usr'r.nen:Cmrv.-'ato- — fosfagiceran Afostenlinera U 1 2bisfoslzalerain
LA QUL enlasa fosfogeenamsisg fnsfogcergungsea



. Introduccion
Elena Gonzilez Ruano
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Figura 1. a) Reacciones que componen la glucolisis. b) Reacciones que forman parte de la
sintesis de glucogeno.

El piruvato generado en la glucodlisis puede ser transformado en acetil
CoA por medio de la piruvato deshidrogenasa y entrar en el ciclo del acido
citrico o ciclo de Krebs, donde sufre una serie de transformaciones en las
cuales se libera CO; vy los transportadores de electrones FADH y NADH, que,
a su vez, mediante la cadena respiratoria presente en la membrana interna de
la mitocondria, liberan los electrones hasta moléculas de O, para formar H,O.
(Figura 2).El flujo de electrones sirve para generar mas moléculas de ATP.
Junto con los ATPs producidos durante la glucélisis, a partir de una molécula
de glucosa pueden producirse hasta 30 moléculas de ATP, lo cual se traduce

en una eficiencia energética del 66% (Strayer, 1995).
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Figura 2. a) Representacion esquematica del ciclo de Krebs. Cada una de las racciones esta
catalizada por una enzima especifica. b) Esquema de la cadena transportadora de electrones,
en la cual en el FADH y NADH formados durante el ciclo de Krebs y la glucdlisis, son oxidados
hasta H,O y generando ATP.
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La mayor parte de la glucosa ingerida, sin embargo, es almacenada en
forma de glucégeno en el higado y en el musculo. El glucégeno es un polimero
ramificado de glucosa facilmente movilizable. La sintesis y degradacion del
glucagdén estd controloda coordinadamente a través de hormonas como la

insulina y el glucagén (Fell, 1992).

La concentracion media de glucosa plasmastica en ayunas es de 80
mg/dl (4,5 mM) y varia entre 60 mg/dl y 110 mg /dl. En condiciones basales el
metabolismo de la glucosa en adultos es de unos 225 g/dia, en la cual hasta el
55% de su uso acaba en su degradacién oxidativa hasta CO,, principalmente

por el sistema nervioso.

1.1 TRANSPORTADORES DE GLUCOSA

La glucosa ingerida a través de los alimentos, o procedentes de la
gluconeogénesis, entra en las células a través de los transportadores de
glucosa (GLUT). Existen otro tipo de transportadores de glucosa (SGLT) que se
localizan en células de intestino delgado y rifidn y transportan conjuntamente

glucosa y sodio (Wood y Trayhurn, 2003).

Los GLUT son glicoproteinas de 45 a 55 KDa con doce dominios
transmembrana en estructura de a-hélice (Figura 3), que presentan un sitio de
glucosilacién en la region externa de la membrana. Las a-hélices 3,5, 7 y 11
forman un poro en la membrana que permite el paso del monosacarido a favor
de gradiente, para lo que es necesario la formacion de puentes de hidrégeno
entre la glucosa y los extremos de los aminoacidos de las a-hélices (Hajduch et
al., 1995). La glucosa entra en la célula en cuatro etapas: en la primera se une
a la cara externa del transportador; posteriormente, el transportador cambia
su conformacion de manera que la glucosa y su sitio de union quedan
localizados en la cara interna de la membrana donde la glucosa es liberada al
citoplasma y por ultimo, el transportador cambia de nuevo su conformacion al

estado inicial (Gaster et al., 2000).
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Existen 4 tipos principales de transportadores GLUT: GLUT1, que se

expresa en eritrocitos, astrocitos, células endoteliales, retina y barrera
hematoencefdlica y placentaria. GLUT2, localizado en las células f
pancreaticas, higado, intestino y rinon. En el pancreas y en higado GLUT2
actua como sensor de glucosa en sangre debido a que facilita el transporte de
glucosa cuando la glucemia es elevada; ademds, constituye un estimulo para
la secrecion de insulina por las células B y para la glucogenogénesis en el
higado. GLUTS, que se encuentra principalmente en sistema nervioso central y
junto con GLUT1 facilitan el transporte vectorial de la glucosa desde la sangre
hasta las neuronas. GLUT4 se localiza principalmente en musculo y tejido
adiposo, y es activado por accién de la insulina, de forma que cuando ésta se
une a su receptor en las células musculares y adipocitos, da lugar a un cambio
conformacional en el mismo que estimula su actividad tirosin-quinasa,
provocando el traslado de las vesiculas que contienen GLUT4 a la membrana
plasmatica y, por tanto, la entrada de glucosa en la célula (Chen et al., 1999).
Ademas de la insulina, el ejercicio también aumenta la proporcion de GLUT4 en
el musculo debido al proceso de contraccion muscular y a la liberacién de
ciertos factores como la bradiquinina, aunque todavia no se conoce bien el

mecanismo por el cual esto tiene lugar (Kubota et al., 2008).

Asn 45

*H4N

oo

Figura 3. Modelo de transportador de glucosa en mamiferos, con los 12 dominios
transmembrana. Los diferentes transportadores de glucosa presentan diferente localizacion
celular y funcion, pero su estructura es muy similar en todos ellos.
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1.2 LA INSULINA

La insulina es una hormona polipeptidica de 6 Kda que pertenece a la
superfamilia de los factores de crecimiento, formada por dos cadenas lineales
unidas por puentes disulfuro: las subunidades A y B, siendo esta ultima donde
se encuentra el centro activo de la hormona (Figura 4). La insulina se sintetiza
en las células B del pancreas que, junto con las células a, secretoras de
glucagon, las células 8, secretoras de somatostatina, y las células secretotas
del polipéptido pancreético, constituyen los islotes pancreaticos o islotes de la
Langerhans (McEvoy y Hegre, 1977).

Cadena B /
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Figura 4. Representacion de la insulina. Las cadenas A y B se encuentran unidas por puentes
disulfuro.

El gen de la insulina, localizado en el cromosoma 11p15.5, se traduce en
forma de preproinsulina. La preproinsulina se fragmenta dando lugar a la
proinsulina que consta de una unica cadena. La formacion de puentes disulfuro
entre las cadenas A y B va seguido por la escisién de un péptido de conexion
entre ambas llamado péptido C. La insulina y el péptido C son almacenados en
granulos secretores del aparato de Golgi, que contiene Zinc y que permite la
unién de seis moléculas de insulina para formar hexdmeros. La insulina y el
péptido C son liberados por exocitosis en cantidades equimolares hacia el
torrente sanguineo cuando se producen los estimulos necesarios en la célula 3.
La medida del péptido C, sin funcion conocida hasta el momento, sirve como
marcador de la produccion de insulina, ya que el péptido C no es degradado
por el higado como la insulina, y sus valores son equivalentes a los valores de
insulina secretados por el pancreas (Hernandez et al., 1989; Horwitz et al.,
1975).
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1.2.1 ACCIONES DE LA INSULINA

Tras la digestion de los alimentos, la concentracién de glucosa en
plasma se eleva discretamente hasta 120-130 mg/dL. El transportador GLUT2,
que es especifico del higado y de las células 8 pancreaticas, permite la difusién
de la glucosa al interior de la célula, hasta que la concentracion intracelular y
extracelular se iguala. Entonces, la glucosa es fosforilada a glucosa-6 fosfato
por la enzima glucoquinasa, continuando de esta manera la ruta glucolitica.
Como consecuencia de esto, aumentan la concentracién de ATP, NADH y
NADPH, lo que provoca el cierre de los canales de K* sensibles a ATP. Se
produce asi una despolarizacién de la membrana que permite la apertura de
canales de Ca** regulados por voltaje y el aumento de la concentracion de Ca?*
intracelular, permite la exocitosis de los granulos de insulina (Figura 5)
(Dyachok et al., 2004).
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Figura 5. Esquema del mecanismo de liberacién de insulina tras la ingestion de alimentos.

Los principales tejidos diana de la insulina son el higado, musculo y
tejido adiposo y en cada uno de ellos regula de forma coordinada el
metabolismo glucidico, lipidico y proteico. La insulina se une a su receptor, una
glucoproteina con actividad tirosin-quinasa, en la membrana plasmatica. Este
receptor presenta dos unidades y cada unidad esta formada a su vez por dos
subunidades, una subunidad a, que se encuentra hacia el exterior y que se une



) Introduccién
Tesis doctoral

directamente a la insulina, y una subunidad [, que atraviesa la membrana
plasmatica y se extiende hacia el citoplasma y es la que presenta la actividad
tirosin-quinasa (Figura 6) (Brillon et al., 1988).

Cuando la insulina se une a su receptor se produce un cambio
conformacional en el mismo y, como consecuencia de ello, tiene lugar la
autofosforilacién en residuos especificos de tirosina, induciendo la fosforilacién
de unas proteinas llamadas IRS (insulin receptor sustrate), que inician una
casacada de fosforilaciones en numerosas proteinas como la fosfatidiinositol 3
quinasa (PI3K ) y la proteina de unién al receptor de crecimiento 2, lo que
provoca el aumento de segundos mensajeros como AMP. o el diacilglicerol,
que desencadenan una cascada de fosforilaciones que, por un lado, permiten
la traslocacion del transportador GLUT4 a la membrana plasmética y, por otro,
activan o inhiben diferentes rutas metabdlicas asi como la transcripcion de

genes relacionados con el crecimiento celular (Leibiger et al., 2001).

Tirosin
guinsa

Figura 6. Esquema del receptor de la insulina. Este receptor presenta dos unidades, cada una

de ellas dividida a su vez en dos subunidades, a y B. En el dominio intracelular se encuentra la
actividad tirosin-quinasa.

La insulina es una hormona anabdlica entre cuyas acciones se
encuentra favorecer la captacién de glucosa por la célula y la formacién de
glucogeno, asi como la inhibicién de la gluconeogénesis en el higado y la
degradacion de glucégeno. Ademas, también favorece el almacenamiento de
los &cidos grasos en el tejido adiposo, inhibe la lipdlisis, aumenta la sintesis de
proteinas y promueve la captacion de K* al interior de la célula.
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2. DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus se define como un sindrome croénico en el cual se ve
afectado el metabolismo de glucidos, lipidos y proteinas, y cuya principal
consecuencia es el aumento de la concentracion de glucosa en sangre
(hiperglucemia). Se considera que hay diabetes cuando la concentracion de
glucosa plasmatica en ayunas supera los 126 mg/dL o los 200 mg/dL en
cualquier momento del dia. La hiperglucemia se produce porque existe una
deficiencia intensa o total de insulina, como en el caso de la diabetes mellitus
tipo 1, o bien porque la insulina presente en el organismo no ejerce
correctamente su funcién, como en el caso de la diabetes mellitus tipo 2
(Harrison, 2002). Existen otras formas de diabetes mas raras causadas bien
por defectos genéticos, bien inducidas por medicamentos, o bien debidas a
enfermedades pancreaticas.

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es consecuencia de una destruccion
de las células B del pancreas de manera que no hay secrecion de insulina. La
falta de insulina impide, entre otros efectos, la activacién del transportador
GLUT4, por lo que la glucosa no puede entrar en los tejidos y se acumula en la
sangre provocando la hiperglucemia. Ademas, se produce un aumento de la
lipdlisis en tejido adiposo, la activacién de la gluconeogénesis hepdtica y la
formacion de cuerpos cetdnicos que puede ocasionar cetosis. Se caracteriza
por la presencia de fendmenos autoinmunes y ausencia de obesidad (Atkinson
y Eisenbarth, 2001).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad muy heterogénea
cuyas caracteristicas principales son la resistencia a la insulina y una
produccion insuficiente de la misma. Se discute ddnde reside la resistencia,
pero parece ser que es a nivel de su union al receptor. No hay tendencia a
cetosis y suele estar asociada a obesidad aunque no en todos los casos
(Harrison, 2002).
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2.1 CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DE LA OMS

Los criterios de diagnéstico de la diabetes mellitus han sido elaborados
por un comité de expertos internacionales en colaboraciéon con la American
Diabetes Association (ADA). En la clasificacién actual de la diabetes se han
eliminado los términos insulinodependiente e insulinoindependiente, ya que
muchos pacientes con DM2 acaban necesitando insulina para el control de la
glucemia (Malecki y Skupien, 2008).

Se conservan los términos diabetes tipo 1 y diabetes tipo 2, con numero
arabigos en lugar de numero romanos debido a que el numero Il puede
equivocarse con 11. La clasificacién actual establece cuatro tipos de diabetes:
diabetes tipo 1, que a su vez se divide en tipo A, producida por destruccién
autoinmune de las células B del pancreas, y tipo 1 B o idiopética en la cual se
desconocen los motivos de la destruccidon de estas células; diabetes tipo 2;
diabetes gestacional y otros tipos de diabetes mellitus en los cuales se incluye
la diabetes MODY, diabetes causadas por enfermedades del pancreas,
defectos genéticos en la secrecion de insulina, endocrinopatias, inducidas por

farmacos y las provocadas por infecciones (Davidson, 2010).

Los criterios de diagnostico de la diabetes mellitus son los siguientes:
sintomas tipicos (polidipsia, poliuria y polifagia) y una glucemia en plasma
venoso igual o superior a 200 mg/dL (11.1mM) en cualquier momento del dia,
glucemia basal en ayunas en plasma venoso igual o superior a 126 mg/dL
(7mM), glucemia en plasma venoso igual o superior a 200 mg/dL (11.1mM) a
las 2 horas de la sobrecarga con 75 g de glucosa y una hemoglobina
glicosilada (Hb1%c) igual o superior a 6,5% por el método certificado NGSP, si
bien esta ultima determinacion aun no esta definitivamente asumida como

marcador diagnéstico (Davidson, 2010).

2. 2. DIABETES MELLITUS TIPO 1

La diabetes tipo 1 (DM1) es una de las enfermedades cronicas mas
frecuentes en la infancia y adolescencia. Representa entre un 10-15% de todas
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las formas de diabetes en el mundo. Su prevalencia en Espana es de 1/4000 y
su incidencia de 11 nuevos casos por cada 100000 habitantes/afo. Sin
embargo, esta tendencia estd incrementandose y se estima que en el afo
2020 aumente hasta un 70% el numero de casos en Europa. El pico de edad
de aparicién de la diabetes esta disminuyendo desde los 12-14 afos hasta
edades mas tempranas (Patterson et al., 2009). Los factores ambientales,
como el aumento de peso y altura, el nimero de nacimientos por cesarea y la
reduccion de la frecuencia de las infecciones a edad temprana, pueden ser
claves para explicar este aumento de tendencia, mas que los factores

genéticos (Patterson et al., 2009).

2.2.1 FISIOPATOLOGIA DE LA DM1

La DM1 es una enfermedad autoinmune mediada principalmente por
linfocitos T (Wang et al., 1991). La primera etapa de la enfermedad consiste en
la invasion linfocitaria del pancreas, macrofagos y células dendriticas (DCs) en
un proceso denominado insulitis (Lernmark et al., 1995). Las primeras células
en infiltrase en los islotes pancreaticos son los macréfagos ED1+ y las células
dendriticas, que liberan una serie de citocinas que activan los linfocitos T CD8 y
CD4, desencadenando una respuesta inflamatoria que tiene como
consecuencia la destruccion de las células productoras de insulina. Los
autoantigenos que reconocen y activan a los linfocitos T son diversos e incluye
a la insulina, la glutamato descarboxilasa (GAD), la proteina asociada a
insulinoma (lA-2) y la proteina HSP60 (Lernmark et al., 1995). El mecanismo
de destruccion de las células B se produce a través de apoptosis, aunque el
factor desencadenante del mismo asi como la ruta de sefalizacion

predominante no se conoce con exactitud.

Algunas citocinas como IL1B, TNFa, IFNy, NFkB, perforina, el ligando
Fas (CD25) y los niveles de Ca?* intervienen en la apoptosis de las células B,
bien a través de cascadas de fosforilaciones que activan la ruta JAK/STAT,
bien a través de senales apoptoticas procedentes de las mitocondrias, como
Bcl2, o bien mediante senales de estrés celular (Figura 7) (Cnop et al., 2005).

Asi, se piensa que los linfocitos T CD4 actuarian a través de la sefalizacién
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TNFa, mientras que los linfocitos T CD8 lo harian a través del sistema
perforina-granzima B, aunque sigue habiendo controversia sobre cual de estas
rutas serian la primera en actuar en la destruccién de las células 3 (Lee et al.,
2004a).
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Figura 7. Representacion de las rutas de sefalizacién que pueden estar implicadas en la
muerte de las células B. Los factores STAT1 y NF-kB son los principales efectores de las rutas
activadas por IFN-y e IL-18 respectivamente (Cnop et al., 2005).

Otro mecanismo que puede intervenir en la fisiopatologia de la DM1 es a
través de los linfocitos T CD4 reguladores (Tregs) que se encargan de la
regulacion de la tolerancia periférica. Los linfocitos Treg constituyen una
poblacién policlonal con un repertorio diverso de TCRs que permite el
reconocimiento de los autoantigenos y, a su vez, controlar los linfocitos T
autorreactivos (Hsieh et al., 2006). Estos linfocitos se inactivan a través de la
supresion de la produccion de IL-2 en las células efectoras (Sgouroudis y
Piccirillo, 2009) y su actividad es dependiente de IL-10, TGF-B, IL-35 y CTLA-4.
Segun estudios realizados en ratones NOD (non-obese diabetic), la actividad
de las células Treg parece estar disminuida, lo que facilitaria la actividad de
las células T autorreactivas en el pancreas. En humanos los datos sobre el
nuamero y actividad de los linfocitos Treg son méas contradictorios, debido
probablemente a un mal aislamiento de estas células, aunque parece evidente
su papel en el inicio y desarrollo de la enfermedad (Sgouroudis y Piccirillo,
2009).
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2.2.2 FACTORES GENETICOS

Hasta el momento se han descrito 20 loci implicados en la
susceptibilidad a padecer DM1, aunque los loci que contienen los genes HLA,
insulina, CTLA4 y PTPN22 son los que presentan mayor asociacién con DM1
en poblacién caucasica (Howson et al., 2009; lkegami et al., 2007).

El primer locus en describirse, hace mas de 20 afos, es la region HLA
(Human Leukocyte Antigen) del cromosoma 6p21 que comprende 3,5 Mb y
codifica proteinas que intervienen en el procesamiento de antigenos al interior
de la célula y su posterior transporte a la membrana para que sean
reconocidas por los linfocitos T y desencadenar de esta forma una respuesta
inmune. Los genes relacionados con susceptibilidad a DM1 son los HLA clase
I DR y DQ, que son genes muy polimorfos y la diferente combinacion de
alelos genera haplotipos que pueden conferir tanto susceptibilidad como
proteccion frente a DM1. Asi los haplotipos HLA-DQA*0301-DQB1*0302(DQ8),
HLA-DRB1*0401, *0402 o *0405 y HLA-DRB1*0301-DQA1*0501-
DQB1*0201(DQ2), confieren un alto grado de susceptibilidad a padecer DM1
ya que hasta un 90% de los pacientes presentan alguno de estos haplotipos,
mientras que los haplotipos HLA-DQA1*102-DQB1*0602-DRB1*1501 confiere
proteccién frente a la misma (Redondo y Eisenbarth, 2002). La influencia de
las moléculas HLA sobre la diabetes puede estar relacionada con su capacidad
para presentar péptidos a los linfocitos T y la activacion de los mismos (Latek
et al., 2000).

El locus IDDM2 se encuentra en la regién cromosdémica 11p15 e incluye
el gen de la insulina. En la regiébn 5 no codificante de este gen existe un
nuamero variable de repeticiones en tandem o VNTRs. Existen tres clases de
VNTRs dependiendo del nimero de repeticiones, la clase | que incluye de 26 a
63 repeticiones, la clase Il de aproximadamente 80 repeticiones y la clase |l
que comprende entre 140-200 repeticiones. Estas variaciones estan
correlacionadas con la expresién diferencial de la insulina en el pancreas y en
el timo, asi como con la expresién placentaria de IGF-2 que se encuentra
aguas abajo del gen de la insulina. Los individuos homocigotos para los alelos

de clase Il presentan alto riesgo de padecer diabetes, mientras que los
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homocigotos para la clase Ill parecen estar protegidos frente a la misma, ya
que estos alelos conducen a una mayor expresion de insulina en el timo, lo
que permite la seleccidén negativa de los linfocitos T autorreactivos (Pugliese et
al. 1997) .

Otro locus relacionado con la aparicion de DM1 se localiza en el
cromosoma 2933 donde se encuentra el gen CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen)(IDDM8), que se expresa en células T activadas, se une a
moléculas B7 y limita la respuesta proliferativa de los linfocitos T. Se ha
observado que el polimorfismo p. T17A esta asociado a susceptibilidad a DM1,
de manera que los portadores de alanina tienen mas riesgo de presentar DM1
y otras enfermedades autoinmunes (Redondo y Eisenbarth, 2002).

Finalmente, el locus situado en la posicion 1p13 también se encuentra
implicado en la susceptibilidad a DM1. En esta region se localiza el gen
PTPN22, que codifica la fosfatasa especifica de linfocitos (LYP) que interviene
en la inactivacién de los linfocitos T a través de su unién a la quinasa Csk. El
SNP situado en el codén 620 de la proteina supone un cambio de arginina por
triptéfano, habiéndose observado que el triptéfano se encuentra mas
frecuentemente en DM1 que en controles, lo que sugiere que este aminacido

puede predisponer a esta enfermedad (Bottini et al., 2004).

Otros genes relacionados con la susceptibilidad a DM1 son SUMO4,
IL2RA o IL4. Sin embargo, la influencia de cada uno de estos loci depende,
tanto de la poblacion como del genotipo de cada individuo (Howson et al.,
2009; lkegami et al., 2007).

2.2.3. FACTORES AMBIENTALES

El aumento exponencial en el numero de casos de diabetes tipo | hace
pensar que la influencia de los factores ambientales es mucho mas importante
de lo que se habia pensando hasta el momento. Uno de ellos puede ser el
clima, ya que los paises nérdicos como Noruega, Finlandia y Suecia tienen
una alta incidencia de DM1, de manera que los climas frios podrian influir en la
susceptibilidad a esta enfermedad (Aamodt et al., 2007).
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Las infecciones viricas también son otro factor de riesgo importante en

personas susceptibles a DM1, bien por la accién catalitica directa sobre las
células B o bien por mimetismo molecular, de manera que muchas proteinas
viricas tienen similitudes con proteinas propias. De esta forma, el sistema
inmune reaccionaria sin discriminar entre los antigenos propios de los viricos
(van der Werf et al., 2007).

El consumo de leche de vaca y de nitrosaminas presentes en la carne a
edades tempranas, asi como el consumo de cafeina durante el embarazo
también se han relacionado con la aparicion de DM1 en individuos
susceptibles, aunque existen estudios contradictorios, de manera que no
puede establecerse una relacién clara entre estos factores y la DM1 (Bahillo et
al., 2007; Fava et al., 1994).

2.2.4 COMPLICACIONES DE LA DM1

Entre las complicaciones mas frecuentes de la DM1 se encuentran las

metabdlicas cetoacidoticas y las vasculares, macro y microangiopaticas.
a) Cetoacidosis

La cetoacidosis es una complicacién aguda que se produce en pacientes
no diagnosticados aun de DM1, o bien, en pacientes tratados cuando la
inyeccion de insulina es insuficiente o hay un factor precipitante (infeccion,
estrés, etc.) (Harrison, 2002).

La cetoacidosis tiene lugar como consecuencia del aumento de la
concentracién de cuerpos cetonicos en la sangre, lo que provoca una bajada
del pH sanguineo. Se anade una deshidratacion por las pérdidas urinarias
(poliuria) y digestivas (vémitos). En pacientes con DM1, la falta de insulina hace
que la glucosa se acumule en sangre y no pueda ser captada por los tejidos.
Esto provoca un aumento de la lisis de grasas y proteinas. Las grasas son
degradadas hasta acetil CoA, que a su vez se degrada hasta formar CO; y los
cuerpos cetdnicos acetoacetato, que se degrada a acetona en orina, y D-3-
hidroxibutirato. Los sintomas son poliuria, polifagia, polidipsia, cefaleas,
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vomitos y dolor abdominal. En los casos mas graves se pueden producir
convulsiones y la muerte. El tratamiento principal es la correccion de la

deshidratacion y de la hiperglucemia (Harrison, 2002).

b) Retinopatia diabetica

La retinopatia diabética es una de las complicaciones crdnicas mas
frecuentes. Normalmente las primeras lesiones comienzan a aparecer a los 7-
10 anos del diagnéstico y aproximadamente el 90% de los diabéticos tipo 1
desarrollan algun tipo de retinopatia. Las lesiones varian en intensidad a lo
largo del tiempo (microaneurismas, hemorragias, exudados, edema macular,
neoproliferacién vascular), pudiendo abocar a ceguera en algunos casos

(Harrison, 2002). La fotocoagulacion es una opcidén terapéutica.

c) Nefropatia diabética

La nefropatia diabética afecta entre un 30-40% de los pacientes DM1,
siendo mas frecuente si la edad de aparicion de la diabetes es antes de los 20
anos, representando la primera causa de enfermedad renal. La primera
manifestacién es una microproteinuria persistente y progresiva, superior a
30 mg/24h, que resulta predictivo de la lesion renal asi como de otras lesiones

como las cardiacas (Harrison, 2002).

Entre las causas del origen de la nefropatia estan la glucosilaciéon de
proteinas de la membrana basal del glomérulo. También la hiperfiltracion
glomerular y la elevacién de la presion hidrostatica glomerular pueden

intervenir en la nefropatia diabética (Bach et al., 2000).

Un control glicémico intensivo, el uso de antihipertensivos y una dieta
relativamente baja en proteinas son utilizadas como tratamiento contra la
nefropatia. En los casos mas graves se recurre a la dialisis y al trasplante

cuando la insuficiencia renal es muy avanzada.

d) Angiopatias y neuropatias

La DM1 provoca dafnos en los vasos sanguineos y en los nervios como
consecuencia de la glicosilacion no enzimatica de las proteinas presentes en

estas zonas, lo que provoca bien engrosamientos de la pared del endotelio y
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estrechamiento de la luz, favorecido ademas por la frecuente dislipemia, en el

caso de los vasos sanguineos, o degeneracion y pérdidas axonales asi como
desmielinizacién en el caso de los nervios. Son frecuentes el infarto de

miocardio, la cardiopatia isquémica y la muerte subita (Harrison, 2002).

Una de las consecuencias de las angiopatias y neuropatias es el pie
diabético. Segun el “Consenso internacional sobre pie diabético” de 1999, el pie
diabético se define como una infeccién, ulceracion, y destruccion de los tejidos
profundos relacionados con alteraciones neurolédgicas y distintos grados de
enfermedad vascular periférica en las extremidades inferiores. Se produce
como respuesta a dafo tanto en los nervios como en los vasos que irrigan al
pie y que puede tener como consecuencia final gangrena y amputacion del
miembro. Aproximadamente el 15% de los pacientes con diabetes desarrolla
pie diabético. Los sintomas son aparicidén de Ulceras, insensibilidad y edemas.
El tratamiento, ademas de un control glucémico estricto, es con antibiéticos en
el caso de que haya infeccion, eliminacion del tejido necrosado y en los casos
mas graves amputacion del miembro (Linden et al., 2008) .

2.3 DIABETES MELLITUS TIPO 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) supone un grave problema de salud a
nivel mundial. Se estima que en la actualidad hay 150 millones de personas
afectadas y que esta cifra puede llegar a duplicarse en el afo 2025. En
Espana, la prevalencia de la enfermedad esta en torno al 6,5% entre personas
de entre 30 y 65 afnos. En el periodo comprendido entre 1993 y 2003 la
prevalencia ha aumentando desde el 4,1% hasta el 5,6%. La mortalidad de la
DM2 oscila entre 12,75 a 30,37 muertes por cada cien mil habitantes,
dependiendo de la comunidad auténoma. La principal causa de muerte entre
enfermos DM2 es por problemas cardiovasculares (Ministerio de Sanidad y
Consumo, 2007).

Los factores ambientales son cruciales para el inicio y desarrollo de la
enfermedad, de manera que formas de vida sedentaria y la obesidad
contribuyen en gran medida en la patogenia de la DM2.
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2.3.1 FISIOPATOLOGIA DE LA DM2

La DM2 suele estar asociada a la obesidad y presenta dos factores
claves para su desarrollo, la resistencia a la insulina y un aumento de la

produccion hepatica de glucosa por el higado (Harrison, 2002).

La resistencia a insulina provoca un aumento en la secrecion de insulina
para producir una respuesta cuantitativamente normal. El higado, el musculo
esquelético y el tejido adiposo, dianas principales de la insulina, no responden
adecuadamente a la misma, de manera que el pancreas tiene que producir
mas cantidad para compensar su efecto. Con el paso del tiempo, las células
comienzan a fallar y se producen defectos en la secrecion de insulina,
produciéndose una intolerancia a la glucosa que tiene como consecuencia la
hiperglucemia y la aparicion de la DM2. No obstante, a la vez que la resistencia
hay una insuficiente produccion de insulina. Es probable que este fallo
funcional de la célula B preceda a la resistencia. Se relaciona con una elevada
presencia de lipidos en los compartimentos especificos donde la insulina ejerce
su accion (Viollet et al., 2009).

Con el paso del tiempo, las células B mueren por apoptosis como
consecuencia de una concentracién excesivamente alta de glucosa y acidos
grasos libres. Es la teoria conocida como “glucolipotoxicidad” (Cnop et al.,
2005). Las células B de raton expuestas a altas concentraciones de glucosa,
cambian la expresién de algunos genes, de manera que el GLUT2, Ia
glucoquinasa y los canales de Ca** dependientes de voltaje reducen su
expresion mientras que la hexoquinasa 1, la lactato deshidrogenasa y la
glucosa-6- fosfatasa se sobreexpresan, al igual que factores anti y pro-
apoptéticos (Weir et al.,, 2001). La expresidbn de genes que en condiciones
normales no se expresan o lo hacen a muy baja intensidad, modificaria el
fenotipo de las células . Los mecanismos patologicos que los altos niveles de
glucosa pueden activar son variados, como el aumento del estrés del reticulo
endoplasmatico, estrés oxidativo o una elevacién de los niveles de Ca**

intracelular (Cnop et al., 2005).

La obesidad abdominal es un factor de riesgo para la DM2 y se

correlaciona con mayor riesgo de pérdida de funcion de las células B debido a
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una alta concentracién de acidos grasos libres (Wagenknecht et al., 2003). Una
alta concentracién de &cidos grasos libres reduce los niveles de secrecion de
insulina. Ademas, los 4&cidos grasos se acumulan en las células B,
incrementandose los niveles de ceramida y, por tanto, de iINOS, causando
como efecto final la apoptosis de las células dependiente de NO (Shimabukuro
et al., 1997). En las células de insulinoma de ratén INS-1, niveles altos de
oleato y palmitato aumentan el procesamiento alternativo del gen XBP-1 vy la
activacion de los genes ATF-1 y la chaperona de reticulo endoplasmatico BiP,
todos ellos relacionados con el estrés del reticulo endoplasmatico (Cnop et al.,
2005). El reticulo endoplasmatico tiene, entre otras funciones, la esterificacion
de los acidos grasos libres y cuando hay un exceso de los mismos, se ve
desbordada su capacidad para esterificar, por lo que comienza un proceso en
el cual se activan una serie de caspasas, dando lugar a la apoptosis de la
célula. Por lo tanto, la combinacion de una elevada concentracién de glucosa y
de &cidos grasos libres activa mecanismos patogénicos que conducen a la
pérdida de funcién y, en muchos casos, a la muerte de las células B. La
diferencia con respecto a la apoptosis de las células B que tiene lugar en la
DM1, es que en la DM2 no hay infiltracidon de células de sistema inmune ni

activacion de las rutas promovidas por IL13 o NF-kB.

2.3.2 FACTORES GENETICOS

La DM2 es una enfermedad de caracter poligénico en el que el
componente genético es muy importante, como muestran estudios hechos en
familias y en gemelos univitelinos (Newman et al., 1987).

Son multiples los estudios que se estan realizando para averiguar las
variantes génicas mas frecuentes en diabéticos tipo 2. Los primeros estudios
que se realizaron fueron estudios de asociacion de genes candidatos en
familias afectadas. Actualmente los estudios que se estan realizando son los

genome-wide-association (GWAS).

Los GWAs permiten estudiar multiples SNPs dentro del genoma en el

contexto de una enfermedad. Mediante este tipo de estudios se han localizado
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varios loci localizados en las posiciones 6q, 19, 18p, 29, 20q, 17pq, 8p, 199 y
9q asociados a DM2 (Lyssenko y Groop, 2009). Sin embargo, el riesgo
predictivo de estos loci para DM2 es bajo (odd ratio< 1,1). El loci que presenta
un riesgo mas alto y que, ademas, se replica en todas las poblaciones es el del
factor de transcripcion TCF7L2, que se localiza en la posicion 10925 vy, entre
otras funciones, codifica un factor de transcripcion que interviene en la ruta de
sefalizacion Wnt y modula la expresién de Myc (Morin et al., 1997). Estudios
realizados en diversas poblaciones del Reino Unido, Francia y Finlandia,
muestran el alto riesgo que confiere la variante T del polimorfismo rs7903146
sobre la predisposicion a diabetes tipo 2 (Grant et al., 2006; Groves et al.,
2006; Scott et al., 2006;). El factor TCF7L2 interviene en el desarrollo de los
islotes pancreaticos y modula la formacién de adipocitos y la funcién de las
células B. Ratones homocigotos nulos para TCF7L2 mueren poco después del
nacimiento y presentan deficiencias en el desarrollo intestinal y ausencia de
células madre epiteliales, que regulan entre otras cosas, la motilidad intestinal,
el nivel de saciedad y la homeostasis energética (Morin et al., 1997). Por otro
lado, la proteina TCF7L2 se une a la regidén promotora del gen que codifica la
proteina similar a glucagon, GLP-1, que promueve el incremento en la
secrecion de insulina tras la ingestion de alimentos (Egan et al., 2002).
Defectos en esta union provoca el descenso en la secrecion de insulina.
Ademas, debido a que TCF7L2 regula la adipogénesis, alteraciones en este
gen puede alterar los niveles de triglicéridos y afectar a la sensibilidad de la

insulina sobre los tejidos (Prestwich y Macdougald, 2007).

Otros genes candidatos de susceptibilidad a diabetes tipo 2 son
KCNJ11, que codifica el canal de potasio dependiente de ATP Kir6.1,
SLC30A8, que codifica un transportador de zinc que interviene en el proceso
de cristalizacion de la insulina, y PPARG (peroxidase proliferator-activated
receptor y), aunque este ultimo confiere un riesgo mucho mas bajo (Altshuler et
al., 2000; Gloyn et al., 2003)
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2.3.3 FACTORES AMBIENTALES

Durante los ultimos anos el cambio del estilo de vida y el estrés han
provocado el aumento del sedentarismo y cambios en la forma y tipo de
alimentacion; todo ello ha tenido como consecuencia un aumento del numero

de casos de obesidad, hipertension y diabetes.

El principal factor que contribuya a la aparicién de DM2 es la obesidad.
El aumento del consumo de grasas de origen animal y de azlicares por encima
de las necesidades del organismo, hace que estos compuestos se acumulen
en forma de grasa en el tejido adiposo y en otros 6rganos, como el higado. El
aumento de tejido adiposo, especialmente en la zona abdominal, puede ser
causante de la resistencia a la insulina y de alteraciones en la secrecion de la

misma, como ya se ha comentado anteriormente.

La falta de ejercicio fisico también se correlaciona con la DM2. La
realizacion de ejercicio fisico regularmente provoca un aumento de la
sensibilidad de la insulina en el musculo e higado y una mejor utilizacién de la
glucosa por parte del musculo, debido a que el ejercicio aumenta la
concentraciéon del transportador GLUT4. Ademas, contribuye al descenso de
la grasa corporal, de la presion arterial y del riesgo de padecer un accidente
cardiovascular. Diversos estudios realizados en ratones asi como estudios
hechos sobre poblaciones susceptibles de padecer DM2, muestran que una
falta de ejercicio fisico contribuye a la aparicién de obesidad y de resistencia a
insulina 'y, con ello, de DM2 (Lima et al., 2009).

Un nivel socioecondmico bajo, la exposicién a temperaturas demasiado
altas o demasiado bajas, baja exposicion solar, exposicidbn a quimicos como
arsénico, ptalatos y organoclorados, entre otros, también pueden ser factores
ambientales de riesgo para DM2 (Latini et al., 2009).

2.3.4 COMPLICACIONES DE LA DM2

Las complicaciones de la DM2 son iguales a las de la DM1, excepto la

cetoacidosis. Como complicacién metabdlica la que puede aparecer es el
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estado hiperosmolar, pero la complicacién mas frecuente de la DM2 son los
accidentes cardiovasculares, que también se ven agravados por la obesidad, la
hipertension y la hiperlipidemia presente en la mayoria de estos pacientes. En
Espana, la DM2 representa la 62 causa de muerte y entre el 50 y 80% de las
muertes en diabéticos se deben a problemas cardiovasculares (Ministerio de
Sanidad, 2007). El riesgo de sufrir una enfermedad cardiovascular en un
diabético tipo 2 es de 2 a 4 veces superior a la de las personas sanas (Stamler
et al., 1993).

La presencia de grasa abdominal libera una serie de factores pro-
inflamatorios, como la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), que contribuyen a la formacion de la placa de ateroma. Ademas, en
estos pacientes los niveles de proteina C-reactiva, indicador inespecifico de
proceso inflamatorio y de riesgo cardiovascular, también se encuentra elevada.
La inflamacién deteriora la vasodilatacion de los vasos sanguineos y provoca
un aumento de la vasoconstriccion debido, entre otros factores, a una
alteracion en la sintesis de endotelina 1, y/o una reduccion de la expresion de
la 6xido nitroso sintasa endotelial (eNOS) y/o de la disponibilidad biolégica de
oxido nitroso (NO) (Despres, 2001).

Por otra parte, la hiperglucemia y la resistencia a la insulina también
contribuyen a la formacién de la placa de ateroma, aunque los mecanismos
implicados aun no son bien conocidos. Diversos estudios constatan que los
individuos diabéticos tienen mayor susceptibilidad a la formacién de placas de
ateroma debido, entre otros factores, a una hiperactividad plaquetaria que
facilita la formacion de trombos. Los pacientes diabéticos presentan niveles
anormalmente altos de tromboxano Az, que es un potente activador plaquetario
(Davi et al., 1996). Ademas, la hiperglucemia provoca la glucosilacion no
enzimatica de proteinas de membrana de las plaquetas, como la P-selectina y
la GP11b/111a que activa su agregacion a las paredes de las arterias. La
hiperglucemia también glucosila las LDL (low density lipoprotein) que
hipersensibilizan las plaquetas al incrementar los niveles de Ca** y la
produccion de NO plaquetario (Ferroni et al., 2004). A todo ello se une el
hecho de que los pacientes diabéticos presentan niveles reducidos de la

prostaciclina PGL-2 y de NO endotelial, que actian como vasodilatadores, de
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manera que se favorece la agregacion y la vasoconstriccion, factores claves en
el desarrollo de las placas ateromatosas y de la enfermedad cardiovascular
(Vinik et al., 2001).

24 GENES DIANA RELACIONADOS CON
SUSCEPTIBILIDAD A DM1 Y DM2

2.4.1 CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS
a) GenIL1B

El gen IL1B se localiza en el cromosoma 2, en la posicion q14, en un
cluster génico donde también se hallan los genes IL1A e IL1RN, que codifican
las proteinas IL1-a y la proteina agonista del receptor IL-1, respectivamente
(Nicklin et al., 1994). IL-1a tiene funciones muy similares a IL-1B, mientras
que IL-1RN codifica una proteina antagonista de la funcién de IL-1a e IL-1B
(Voronov et al., 2003). IL-1B8 es producido por los monocitos durante la fase
aguda de la infeccién y esta implicado en procesos relacionados con la
angiogénesis, entre otros. Puede actuar bien como un factor proapoptético o
bien favoreciendo la proliferacién celular (Eizirik y Darville, 2001).

IL-1B8 es una de las citoquinas que interviene en los mecanismos
fisiopatolégicos de la DM1, bien a través de su interacciébn con IFNy
provocando un aumento en la producciéon de NO intracelular y una reduccién
en los niveles de Ca?* del reticulo endoplasmatico, dando lugar a un estrés del
reticulo endoplasmatico y la muerte por apoptosis de estas células, o bien
mediante el efector NF-kB induciendo la apoptosis a través de otras vias
independientes (Lee et al., 2004c). Pacientes de diagnostico reciente de
diabetes tipo 1 muestran niveles elevados de IL-1B, que, posteriormente, se
van normalizando tras la insulinoterapia (Kaizer et al., 2007).

Por otro lado, en individuos con sindrome metabdlico los niveles de IL-
1B estdn aumentados, junto con los de IL-6 y TNF-q, las cuales son producidas
por el tejido adiposo y contribuyen al desarrollo de la resistencia a la insulina

de estos pacientes (Sethi y Hotamisligil, 1999). IL-1B altera la fosforilacién de
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un residuo de tirosina de la subunidad  del receptor de la insulina, por lo que
la insulina no puede activar la ruta atk/PKB y ERK1/2, lo que afecta
negativamente al transporte de la glucosa y la lipogénesis. Ademas, IL-1(3
reduce los niveles de adiponectina, una citoquina del tejido adiposo que mejora
la sensibilidad a la insulina, facilitando el desarrollo de la resistencia a la
insulina (Lagathu et al., 2006).

b) Gen IL6

El gen IL6 se localiza en el cromosoma 7, en la posicion p21. La
proteina que codifica pertenece a la superfamila de citoquinas IL-6 que incluye
a IL-11, oncostatina M y el factor inhibitorio de leucemias entre otras. Es
sintetizada por macréfagos vy linfocitos T en respuesta a dafo tisular y estimula
la diferenciacion de linfocitos B y la produccién de inmunoglobulinas. Su
sintesis es inducida por IL-1 y TNF-a durante la fase aguda de la infeccion y es
un regulador de la proliferacion celular. Puede actuar bien como agente
antiinflamatorio o como proinflamatorio (Kristiansen y  Mandrup-Poulsen,
2005). La union de IL-6 a su receptor, IL-6R, puede desencadenar dos vias de
sefalizacion, JAK/STAT y MAPK; la eleccion de una u otra via dependera del
tipo celular, estado metabdlico de la célula y factores externos (Kamimura et
al., 2003).

El papel de IL-6 en la fisiopatologia de la diabetes tipo 1 es
desconocido. Se piensa que puede actuar induciendo la apoptosis de las
células B, pero no hay evidencia de que sea la principal causa de la misma, de
manera que son necesarios otros factores para que se produzca la destruccién
de las mismas. En ratones NOD, IL-6 esta presente antes y durante la fase de
insulitis y los niveles de esta citoquina son mayores en hembras que en

machos (Kristiansen y Mandrup-Poulsen, 2005).

Con respecto a la diabetes tipo 2, se ha asociado altos niveles de IL6
con riesgo para el desarrollo de la diabetes tipo 2, y se ha estudiado su
relacion con la resistencia a la insulina en diferentes tejidos como el tejido
adiposo, musculo esquelético e higado. Hay una sobreproduccién de IL-6 en el
tejido adiposo de personas con resistencia a la insulina, que se relaciona con

una menor secrecion de esta hormona en respuesta a la glucosa (Bastard et
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al.,, 2002). No se conoce con exactitud el mecanismo por el cual IL-6 puede

estar implicado en la resistencia a la insulina, pero se especula que puede ser
a través de SOCSS3, un regulador negativo de la sefnalizacion de la insulina, ya
que la expresion de SOCS3 esté correlacionada con la de IL-6 (Rieusset et al.,
2004).

c) Gen TNFA

El gen TNFA se localiza en el cromosoma 6g21.3, dentro de la regién
HLA. La proteina que codifica pertenece a la superfamilia de receptores
transmembrana de clase Il y, tras su sintesis, se une a la membrana donde es
procesada y liberada en su forma soluble (Black et al., 1997). TNFa se une a
los receptores TNFR1 y TNFR2 cuya expresién varia entre tejidos. TNFa es
sintetizado por un gran numero de tipos celulares destacando entre otros los
macroéfagos, células endoteliales y adipocitos. TNF-a es producida durante la
fase aguda de la inflamacion e induce apoptosis celular y también tiene efecto
sobre el metabolismo lipidico, coagulacién, resistencia a insulina y funcién
endotelial. Su sobreproduccion se relaciona con algunas enfermedades como
el cancer (Kim et al., 2009).

En el caso de la DM1, se piensa que TNF- a tendria una implicacién
directa en la muerte de las células B. Durante la fase de insulitis, los
macréfagos y linfocitos TCD4" producirian TNFa e IFNy provocando una
reaccion inflamatoria aguda que activaria una serie de factores como STAT1 vy,
que en ultimo término, conduciria a la activacién de la apoptosis de las células
B (Lee et al., 2004b). Ademas, la expresion de TNFa e IFNy provoca el
descenso en la expresion de genes que mantienen el fenotipo de las células
asi como su regeneracion, mientras que aumenta la expresion de genes
relacionados con la apoptosis (Ortis et al., 2008).

Con respecto a la DM2, TNFa, junto con IL-6 e IL-1B, es
sobreexpresado en el tejido adiposo de estos pacientes y esta implicado en el
mecanismo de resistencia a la insulina. La sobreexpresién de TNFa, al igual
que en caso de IL-1B, impide la fosforilacién de residudos de tirosina en el
receptor de la insulina, de manera que se impide la continuacién de la cascada

de reacciones. Ademas, aumenta la liberacion de la lipasa sensible a
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hormonas, de forma que hay mayor produccion de &cidos grasos libres que
también contribuyen al desarrollo de la resistencia a la insulina y la DM2 (Sethi
y Hotamisligil, 1999).

d) Gen CD40

El gen CD40 se localiza en el brazo largo del cromosoma 20, en la
posicion q12. Se trata de un receptor de superficie que pertenece a la
superfamilia de los receptores TNF. Su expresién se encuentra principalmente
en linfocitos B, linfocitos T y células presentadoras de antigenos, aunque
también se encuentra presente en otros tipo celulares, como células
endoteliales y células ductales del pancreas (Karmann et al., 1995; Vosters et
al., 2004). Interviene en la proliferacién de células B asi como en cambio de
isotipo de la inmunoglobulinas (Kawabe et al., 1994). Su principal ligando es
CD40L (CD154) y su union al mismo activa diferentes rutas, aunque la
principal es a través de NF-kB (Tsukamoto et al., 1999).

La expresion de CD40 fuera del sistema inmune se asocia a
inflamaciéon. En el caso de la DM1, se ha observado que la expresion de
CD40 tanto en las células B como en las células ductales del pancreas, activa
la transcripcion de una serie de citoquinas, como IL-8 y TNF-a, que pueden
contribuir al progreso de la DM1(Vosters et al., 2004). Por otra parte, se ha
observado que en ratones NOD Ia poblacion de linfocitos TCD4" con alto nivel
de expresidon de CD40 y baja expresion de CD4 media en el proceso
autoinmune de la diabetes (Wagner et al., 2002). Un estudio reciente también
muestra que poblaciones de linfocitos B peritoneales con alta expresion de
CD40 migran mas rapidamente a los nédulos linfaticos pancreaticos y que

exponen mas eficientemente anticuerpos anti-insulina (Alam et al. 2010).

Los niveles del ligando de CD40 (CD40L) son superiores en individuos
con DM2 e intolerancia a la glucosa. Variaciones en la expresiéon del mismo se
correlacionan con diferencias en la sensibilidad a la insulina (Basili et al.,
2006). CD40 se expresa en tejido adiposo y sus niveles de expresion se
incrementan durante la adipogénesis. La unién a CD40L provoca la activacién
de la ruta MAPK a través de NF-kB, lo que conduce a la produccién de algunas
adipoquinas implicadas en la resistencia a la insulina como IL-6 y TNF-a, y a
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una reduccidn del transporte de glucosa dependiente de insulina como

consecuencia de una reduccion en la produccion del sustrato del receptor de
insulina IRS1 y del transportador GLUT4 (Poggi et al., 2009)

2.4.2 CITOQUINAS ANTIIFLAMATORIAS
a) Gen IL4

El gen IL4 se localiza en el brazo largo del cromosoma 5, en la posicién
q31, en una regidbn que contiene los genes de otras citoquinas
antiinflamatorias, como IL-5 e IL-13. IL-4 es una glucoproteina sintetizada
principalmente por baséfilos activados, y participa en la activacion de los
linfocitos Th2, principales mediadores de la inmunidad humoral (Kotanides y
Reich, 1996).

El papel de esta citoquina en el desarrollo de la DM1 esta siendo muy
estudiado debido a que es un regulador negativo de los procesos autoinmunes.
Estudios realizados en ratones diabéticos no obesos (NOD) a los que se les
administra IL-4 solo o en combinacién con IL-10, presentan un bloqueo del
desarrollo de la diabetes debido a una menor infiltracion de linfocitos en el
pancreas (Rehman et al., 2008). La mayor expresion de IL-4 produce un
aumento de las células Th2 en detrimento de las células Th1, principales
mediadores de la insulitis. Ademas, también se produce un aumento en el
nuamero de células T reguladoras (Treg) encargadas de la eliminacion de las
células T autorreactivas responsables del inicio de la enfermedad (Sgouroudis
y Piccirillo, 2009).

Con respecto a la DM2, IL-4 puede participar en la fisiopatologia de la
misma a través de los macréfagos del tejido adiposo y las células Kupffer del
higado. Estos macrofagos propios del tejido, exhiben una reducida actividad
inflamatoria y se piensa que una activacion alternativa de los mismos mejora
la sensibilidad a la insulina, como se ha observado en estudios realizados en
ratones, aunque los mecanismos por los cuales se produce este efecto
todavia son desconocidos. IL-4, junto a IL-13 e IL-10, participarian en la

activacion alternativa de estos macrofagos activando la transcripcion del factor
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PPARy, que interviene en el metabolismo lipidico de estas células y es
necesario para la maduraciéon de las mismas (Odegaard y Chawla, 2008). Por
otra parte, IL-4 se ha asociado con la obesidad, uno de los factores de riesgo
para el desarrollo de la DM2, a través de la induccion de la expresion de la
hormona PMCH en el hipotalamo, la cual se encarga de regular la ingesta
caldrica y la homeostasis energética (Orihara et al., 2009).

b) Gen IL4R

El gen IL4R se localiza en el cromosoma 16p21 y codifica la cadena a
del receptor de IL4. Se trata de un receptor transmembrana de clase | que
pertenece a la superfamilia de receptores de citoquinas tipo |. Presenta tres
regiones: el dominio extracelular que comprende de los exones 3 a 7, un
dominio transmembrana codificado por el exdn 9 y un dominio intracelular que
comprende los exones 10 a 12 (Kruse et al., 1999). IL4R puede unirse tanto a
IL4 como a IL13 y esta unidn regula la produccién de inmunoglobulinas de
clase E asi como el desarrollo de linfocitos Th2. Existe una isoforma soluble de
IL4R que se piensa que puede actuar como antagonista de IL4 (Bergin et al.,
2006).

Su papel dentro de la fisiopatologia de la DM1 y la DM2 es similar a la
que desempenfa IL4. La union de esta citoquina a IL4R provoca la fosforilacion
del mismo, lo que activa la cascada de reacciones de la ruta JAK/STAT que
conduce a la activacion de los linfocitos Th2 y de los macrofagos residentes
del tejido adiposo y del higado, dando lugar a los efectos que se han
comentando anteriormente. Existen estudios que relacionan algunos SNPs
individuales y haplotipos dentro de este gen con susceptibilidad a DM1 y DM2,
aunque también existen estudios en los cuales no encuentran relacion entre
este gen y el riesgo a padecer diabetes, por lo que su funcion como marcador
de susceptiblidad puede variar dependiendo de las poblaciones (Bugawan et
al., 20083; Erlich et al., 2009).
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2.4.3 GEN IL8

El gen de la interleucina 8 (IL8) se localiza en el cromosoma 4, en la
posicion q12-13. La proteina codificada es una citoquina perteneciente a la
familia de quimocinas CXC, que contiene una regién de unidén a heparina. Su
principal accién es mediar en la activacion y migracién de neutréfilos y

macrofagos a la zona de infeccién (Hull et al., 2001).

La expresiéon de IL-8 junto con la de otras quimiocinas, como MCP-1, es
inducida por CD40 en las células ductales del pancreas, que se encuentran
adyacentes a los islotes pancreaticos, por lo que puede contribuir a la
quimiotaxis de macrofagos vy linfocitos en la DM1 (Klein et al., 2008). Por otra
parte, se ha comprobado que IL-8, junto con IL-6, IL-1B y TNF-a, se
sobreexpresa en el tejido adiposo de personas obesas y que esto contribuye a
la resistencia a la insulina que se manifiesta en estos pacientes (Hoch et al.,
2008). Sin embargo, IL-8 parece estar implicada en algunas de las
complicaciones de la diabetes, como la nefropatia y la retinopatia diabética,
ya que se encuentran niveles elevados de IL-8 tanto en la orina como el humor
vitreo de los pacientes afectados por ambas complicaciones (Bian et al., 2001;
Tashiro et al., 2002).

2.4.4 GEN CTLA4

El gen CTLA4, localizado en el brazo largo del cromosoma 2, en la
posicion 33, codifica un receptor perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. La proteina contiene un péptido lider, un dominio
extracelular V, un dominio transmembrana y tallo citoplasmatico con dos sitios
potenciales de fosforilacion. Se expresa en linfocitos T activados y, cuando se
une al ligando B7, da lugar una respuesta inhibitoria que evita la proliferacién
de estas células. CTLA4 presenta una alta homologia con CD28 y ambos
compiten por los mismos ligandos, pero CD28 tiene un efecto contrario a
CTLA4 ya que induce activacion y proliferacion de los linfocitos T (Alegre et
al., 2001).
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El gen CTLA4 se ha estudiado como posible gen marcador de
susceptibilidad para la DM1 debido a su papel inhibidor en la activacion de los
linfocitos T, causantes de la invasién y destruccidn de las células B. Diferentes
estudios de asociacién marcan el loci IDDM12 (correspondiente al gen CTLA4)
como marcador de riesgo para DM1 (Ahmedov et al., 2006; Lee et al., 2000).
Con respecto a la DM2, no se ha encontrado ninguna asociacion entre este
gen y susceptibilidad a la misma, ni se ha relacionado con ninguno de los

procesos caracteristicos de esta enfermedad (Rau et al., 2001).

2.4.5 GEN PPARG

El gen PPARG, localizado en el cromosoma 3p25, codifica un receptor
nuclear de tipo Il perteneciente a la superfamilia de los receptores nucleares de
hormonas. Existen dos isoformas, PPARy1 y PPARy2, las cuales se
diferencian en 28 aminoacidos en el extremo N-terminal de la proteina. Ambas
isoformas se expresan principalmente en adipocitos y, en menor medida, en
bazo, cerebro, higado y musculo esquelético, entre otros (Elbrecht et al.,
1996). PPARy dimeriza con los receptores retinoides X (RXR) regulando la
transcripcién de genes relacionados con el metabolismo de glucidos y lipidos
en adipocitos. Ademas, la expresibn de PPARy es necesaria para la
maduracién de los adipocitos y macréfagos residentes del tejido adiposo.
Estudios de GWAs lo confirman como uno de los loci de susceptibilidad a DM2
en la mayoria de las poblaciones (Saxena et al., 2007; Zeggini y McCarthy,
2007).

PPARYy puede tener un papel protector para el desarrollo de la DM1 ya
que regula el metabolismo lipidico de macréfagos, controlando su respuesta
inflamatoria, e inhibe la secrecion de IL-2 por parte de linfocitos T citotoxicos, lo
que impide la proliferacion de los mismos (Raj et al., 2009). Por otra parte,
PPARYy reduce los niveles de expresion de NF-kB, uno de los mediadores de la
apoptosis en las células B, al evitar la degradacién del factor IkB, un inhibidor
de NF-kB, impidiendo el progreso de la apoptosis en estas células (Kim et al.,
2007).
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La funcién de PPARy en la DM2 fue descubierta a partir del uso de las

glitazonas como antidiabéticos orales, que actuan como ligandos de PPARy y
ejercen un efecto beneficioso sobre la sensibilizacion a la insulina. PPARy no
solo interviene en la diferenciacion de los adipocitos, sino que también facilita
el flujo de acidos grasos hacia el interior de los mismos. Ademas, activa la
transcripcién del transportador GLUT4, por lo que también facilita el transporte
de glucosa al interior de estas células. La carencia de PPARy en ratones
incrementa la acumulacién de grasa en musculo e higado, lo que perjudica la
sensibilizacién de estos tejidos a la insulina y, por tanto, permite el desarrollo
de la resistencia a insulina (Lehrke y Lazar, 2005). Ademas, PPARy
incrementa la expresién de adiponectina a la vez que reduce los niveles de

citoquinas inflamatorias, como IL-6 y TNFa (Rosen y Spiegelman, 2001).

2.4.6 GEN TCF7L2

El gen TCF7L2 se localiza en el brazo largo del cromosoma 10, en la
region q25, y codifica un factor de transcripcion que interviene en la ruta de
sefalizacion Wnt. La proteina presenta 596 aminoacidos y contiene un
dominio CTNNB1 de union a p-catenina y un dominio SOX-TCF-HMG  de
unién a DNA. Cuando la ruta Wnt se activa, p-catenina se une a TCF7L2
formando un complejo que se dirige al nucleo, donde activa la transcripcion
de distintos genes entre los que destaca la proteina similar a glucagén, GLP-1,
una hormona intestinal que se secreta tras la ingestién de alimentos y favorece
la sintesis y liberacion de la insulina (Egan et al., 2002). Ademas, TCF7L2
también interviene en la regulacién de la adipogenesis, ya que se han
encontrado secuencias de unién al complejo B-catenina/TCF7L2 en los
promotores de CEBPA y PPARG (Prestwich y Macdougald, 2007).

En 2006 Grant y colaboradores encontraron una fuerte asociacion entre
algunos polimorfismos en TCF7L2 y DM2 en la poblacién de Islandia (Grant et
al., 2006). Desde entonces, esta asociacién se ha encontrado en la mayoria de
las poblaciones mundiales, poniendo de manifiesto que variantes génicas de
este gen representan el mayor factor de riesgo para DM2 (Tong et al., 2009).

El efecto que ejercen estos polimorfismos sobre la proteina asi como su efecto
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sobre la DM2 sigue sin estar completamente esclarecidos, aunque se piensa
que pueden estar asociados a una reduccion de la transcripcion de GLP-1 o
que afecten a la adipogénesis y sensibilizacion de la insulina (Egan et al.,
2002). Con respecto a la DM1, no se han encontrado estudios que relacionen

este gen con el inicio o progreso de la enfermedad.

24.7 GENES RELACIONADOS CON EL
FUNCIONAMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR

a) Gen EDN1

El gen EDN1 se localiza en el brazo corto del cromosoma 6, en la
posicién p24 y codifica una de las proteinas vasoconstrictoras mas potentes
que se han descrito hasta el momento, la endotelina 1. EDN1 se sintetiza
como preproendotelina y, posteriormente, experimenta un proceso de
maduracion que da lugar a la proteina funcional. EDN1 se expresa
principalmente en el endotelio de los vasos sanguineos, aunque también se
ha encontrado expresion en las células del musculo liso y, en menor medida,
en macrofagos, y cardiomiocitos (Resink et al., 1990). EDN1 se une a dos
tipos de receptores acoplados a proteinas G, ETa y ETg. El primero de ellos se
localiza en las células del musculo liso mientras que ETg se encuentra en el
endotelio y, a través de su union a EDN1, media la vasoconstriccion de los
vasos sanguineos (Seo et al., 1994).

Los niveles de expresién de EDN1 estan elevados en pacientes con
DM1 y DM2. Estudios realizados en ratones NOD muestran que ya en el
estado prediabético hay una menor contraccién en respuesta a EDN1 en tanto
que un bloqueo del receptor ETa previene la aparicién de la diabetes en estos
ratones (Ortmann et al., 2005). Por otro lado se piensa que puede contribuir al
desarrollo de la resistencia a la insulina tanto en adipocitos como en el
endotelio a través de un incremento de la actividad de la ruta de las MAPK en
estas células. La elevada fosforilacion de ERK1/2 provoca un descenso de la
expresion de IRS-1, una de las moléculas que interviene en la cascada de
sefalizacidon de la insulina (Gogg et al., 2009). Ademas, EDN1 interviene en el
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desarrollo de las complicaciones mas frecuentes de la diabetes, como la

retinopatia, la nefropatia y otras microangiopatias debido a su efecto
vasoconstrictor (Kalani, 2008).

b) Gen VEGF

El gen VEGF se localiza en el cromosoma 6, en la posicion p12 y
codifica un factor implicado en la angiogénesis y vasculogénesis, asi como en
la divisién y migracién de las células endoteliales. También es un factor
quimiotactico para macréfagos y granulocitos, ademas de estar implicado en el
desarrollo y homeostasis de las células neuronales (Raab y Plate, 2007). El
gen VEGF presenta procesamiento alternativo de los mismos dando lugar a
varias isoformas, entre las cuales la méas estudiada es VEGFA. VEGF se une a
los receptores VEGF-R1 y VEGF-R2, ambos con actividad tirosin-quinasa, que
se localizan principalmente en las células endoteliales y en menor medida en

macrofagos y neuronas (Wirostko et al., 2008).

VEGF-A se sintetiza en las células endoteliales vasculares presentes en
los islotes pancreaticos y facilita la formacion de vasos sanguineos que
permiten la secrecion de la insulina al torrente circulatorio (Lammert et al.,
2003). Se considera un factor de proteccion del pancreas ya que facilita la
supervivencia de las células B trasplantadas por un aumento de la
angiogénesis y la resvascularizacién del tejido, lo que puede prevenir el inicio
de la DM1 y de la DM2 (Del Bo et al., 2006; Watada, 2010). Sin embargo,
VEGF-A ha sido mas estudiado en el desarrollo de las complicaciones de la
diabetes, ya que estd implicado en el inicio y desarrollo de la retinopatia
diabética, asi como de la nefropatia diabética. En ambos casos los niveles de
VEGF se encuentran elevados en estos pacientes (Wirostko et al., 2008).

c) Gen NOS3

El gen NOS3 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7, en la
posicidn g36, y codifica una enzima que se encarga de sintetizar el 6xido
nitrico (NO) a partir del grupo guanido de la arginina en el endotelio de los
vasos sanguineos. El promotor del gen carece de la tipica caja TATA, aunque
contiene otros elementos como SP-1 y GATA, que permiten su regulacioén por
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estrés, ejercicio fisico e hipoxia (Chatterjee et al., 2008). Ademas, la actividad
de la enzima NOS3 es regulada principalmente por Ca®* y por fosforilacién,
aunque puede sufrir otras modificaciones postraduccionales (Michel vy
Vanhoutte, 2010).

El NO es uno de los sefnalizadores celulares mas importantes y su
papel en la fisiopatologia de la DM1 y de la DM2, asi como en sus
complicaciones parece evidente, aunque los resultados que se desprenden de
los diferentes estudios realizados a veces resultan contradictorios, por lo que
su funcién no esta todavia bien elucidada. En la DM1, NO es producido tanto
por macrofagos como por las propias células B bajo la estimulacién de algunas
citoquinas, como IL-1B, o TNF-a. NO interacciona con algunas enzimas
mitocondriales reduciendo la capacidad oxidativa de la célula B, lo que impide
la liberacion de la insulina y conduce a la apoptosis de la célula (Corbett et al.,
1993). Otros estudios muestran que NO es un regulador negativo de la
liberacién de insulina en respuesta a glucosa y L-arginina, y que bajo
condiciones de hiperglucemia se produce un incremento de la actividad tanto
de NOS3 como de NOS2, lo que puede provocar una disfuncion de NO y
contribuir al desarrollo de la DM2 (Mosen et al., 2008). Ademas, la resistencia
a la insulina impide la activacion de la ruta PI3K, que activa la proteina AKT
que, a su vez, activa NOS3 por fosforilacion (Li et al., 2009). Una bajada en
los niveles de NO provoca una mayor constriccion de la filia vascular y un
aumento en los niveles de las especies de oxigeno reactivo, que contribuyen
al dano endotelial y, por tanto, a la formacion de placas de ateroma y
enfermedad cardiovascular. La produccion de NO también esta implicada en

otras complicaciones de la diabetes como la retinopatia y la nefropatia.

2.5 DIABETES MODY

La diabetes MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) es un tipo de
diabetes que se caracteriza por una aparicién temprana, normalmente antes
de los 25 anos y en algunos casos en la infancia, y por presentar un patrén de
herencia autosdmico dominante. La diabetes MODY se debe a mutaciones de
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genes presentes en las células B. Representa un 5% de los casos de DM2 y

se piensa que hasta un 10% de los diabéticos tipo 1 que no son portadores de
HLA de riesgo, son en realidad diabéticos MODY (Moller et al., 1998).

La enfermedad presenta un inicio asintomatico y suele detectarse tras un
analisis rutinario. Los criterios clinicos para el diagnéstico de diabetes MODY
son la hiperglucemia, dos familiares de primer grado afectados por la
enfermedad, ausencia de anticuerpos contra células f asi como de cualquier
otro tipo de autoinmunidad y ausencia de obesidad o sindrome metabdlico. En
algunos casos se manifiesta por diabetes neonatal.

La diabetes MODY es una enfermedad monogénica causada por
mutaciones en genes relacionados con el funcionamiento de las células {3 del
pancreas (Figura 8). Existen seis tipos de diabetes MODY, MODY1 (HNF4a),
MODY2 (GCK), MODY3 (HNF1a), MODY4 (IPF-1), MODY5 (HNF1B) y MODY6
(NeuroD1). La diabetes MODY mas frecuente en Espafa es la tipo MODY2
(hasta un 80% de los casos de MODY), seguido de la MODY3 ( hasta un 20%)
y la MODY1 (1-3%) (Barrio et al., 2002). El resto de diabetes MODY son muy
poco frecuentes en todas las poblaciones en general. Existe un séptimo tipo de
diabetes MODY, MODYX, en la cual los pacientes cumplen todos los criterios
para diabetes MODY, pero no se conoce el loci que esta mutado. Este tipo de
MODY es el mas frecuente en algunos paises China y Alemania (Xu et al.,
2005; Ziemssen et al., 2002).

GATAG
HNF8
HNF-3p
I ™ -
HNF1p DIANA CELULAS BETA
(MODYS) ™S  HNF4« IPF1/PDXA .
(MODY1) <— (MODY4) (nopYminasa
~
SHP A ;1 - cLUT2
HNF1« INSULINA
(MODY3) ™S cdx2/3
.L Neuro-D1/Beta2
HNF-3y -4y (MODYSE)

Figura 8. Esquema de los factores de transcripicion que intervienen en el funcionamiento y
expresion de genes fundamentales de las células . Mutaciones en alguno de estos factores de
transcripcion alteran la funcién de estas células dando lugar a la apariciéon de diabetes MODY.
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2.5.1 DIABETES MODY 1

La variante MODY 1 es una forma poco frecuente de diabetes y
representa alrededor del 1 al 3% de todos los casos de MODY. Fue descrita
por primera vez por Fajans y colaboradores en 1989 a través del estudio de la
familia RW, que incluia 360 miembros a lo largo de 6 generaciones, de los
cuales 74 estaban afectados de diabetes de aparicion temprana (Fajans, 1989).
Estudios de linaje mostraban una clara asociacion entre la enfermedad y el
cromosoma 20. Posteriormente, se localizdé la mutacibn Q268X en el gen
HNF4a (20913) y que ésta se segregaba con la diabetes (Yamagata et al.,
1996a).

La diabetes MODY 1 es una forma grave de diabetes. Los pacientes
presentan una hiperglucemia severa que tiende a incrementarse con el tiempo,
debido a que la cantidad de insulina secretada en respuesta a glucosa va
decreciendo. Ademas, también se encuentran alteradas la secrecion de
glucagén y de polipéptido pancreatico, por lo que no solo hay disfuncion de las
células B, sino también del resto de células endocrinas del pancreas. Por otra
parte, en algunos pacientes también hay alteraciones del metabolismo lipidico y
puede haber una reduccion de hasta el 50% de la concentracidn de triglicéridos
en suero y hasta del 25% de la concentracién de las apolipoproteinas All y CllI
(Lehto et al., 1999a).

Las complicaciones de la diabetes MODY 1 son iguales a las de la DM1
y DM2, sobre todo microangiopatias en la retina y en el rindn. El tratamiento,
ademds de la dieta vy el ejercicio fisico, se realiza administrando drogas
hipoglucemiantes, especialmente las sulfonilureas, aunque hasta el 40% de los

pacientes requieren tratamiento con insulina al cabo de unos anos.

a) Caracteristicas del gen HNF4A

El gen HNF4a (OMIM*600281) se localiza en el cromosoma 20, en la
posicion q12- q13.1 y se extiende a lo largo de 73871 pb. Presenta dos
promotores alternativos, P1 y P2, separados entre si por 46 kb. El promotor P1
es utilizado principalmente en las células hepaticas mientras que el promotor

P2 representa el mayor sitio de inicio de la transcripcion en el pancreas (Figura
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9). El promotor P2, al igual que P1, contiene sitios de unidén funcionales para
los factores de transcripcion HNF1a, HNF1B e IPF-1, todos ellos genes
relacionados con la diabetes MODY (Ferrer, 2002). En una familia se localiz6

en el promotor P2 una mutacién (-146 T>C) que segregaba con la enfermedad.
Estudios posteriores mostraban que esta mutacion afectaba a su unién con el
factor IPF-1 (Thomas et al., 2001). Otra mutacién que segrega con pacientes
diabéticos se encuentra en el promotor P2 (-181 G>A) y afecta a su unién con
HNF1a (Thomas et al., 2001).

ATG TAA  TAG

w I

Promator P2

Figura 9. Representacion de la estructura del gen HNF4a humano, asi como del uso de los

distintos promotores y del procesamiento de los exones.

El gen tiene un total de 12 exones y presenta un procesamiento
alternativo de los mismos (Figura 10). Hasta el momento hay descritas 9
isoformas. Las isoformas 4a7, 4a8 y 409 se expresan fundamentalmente en el
pancreas, aunque también se encuentra expresion de las mismas en el
higado, mientras que las isoformas 4a1, 4a2 y 4a3 son especificas del higado
(Huang et al., 2008).
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Figura 10. Esquema de las isoformas del gen HNF4a. Las isoformas generadas a partir del
promotor P1 son las isoformas 4a1, 4a2 y 403 y se expresan fundamentalmente en higado.
Las isoformas que utilizan el promotor P2 son las isoformas 4a7, 408 y 4a9 que son homologas
a las isoformas de P1 pero cuya expresién tiene lugar en el pancreas
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b) Caracteristicas de la proteina HNF4a

La proteina HNF4a es un factor de transcripcién que pertenece a la
superfamilia de los receptores nucleares esteroideos y tiroideos, concretamente
a la subfamilia NR2 (NR2A1). Es un receptor huérfano porque no se conoce
aun ningun ligando especifico, aunque varios estudios muestran que los
acidos grasos esterificados con CoA, y con menor afinidad los acidos grasos
libres de cadena larga, se unen con alta especificidad a la regién de union a
ligando de la proteina y participan en la activacién de la misma (Petrescu et al.,
2005). HNF4a actua como homodimero para su unién al DNA, donde reconoce
repeticiones directas AGGTCA separadas entre si por uno o dos nucleétidos
(DR1 o DR2) y localizadas en el surco mayor de la cadena de DNA.
Recientemente también se ha observado su unidén a un elemento repetitivo
invertido separado por 8 nucledtidos en el promotor del gen de la
apolipoproteina A-V (Prieur et al., 2005).

La isoforma completa contiene 474 aminoacidos y un peso molecular de
52,78 KDa, siendo su estructura muy similar al resto de receptores nucleares
esteroideos. El extremo N-terminal de la proteina contiene un dominio de
activacion (AF-1), el dominio de unién a DNA, que presenta dos dedos de zinc
muy conservados en la evolucion y en los cuales el zinc esta coordinado con
dos cisteinas, y una regién bisagra. En la parte central de la proteina se
encuentra el dominio de unién a ligando y un segundo dominio de activacion
(AF-2). La region C-terminal contiene el dominio F, que es necesario para la
estabilidad del dominio de unién a ligando y donde se encuentra el dominio de

transactivacion (Figura 11) (Petrescu et al., 2005).

ZIMNC REGION UMNIOMN ACIDOS
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Figura 11. Esquema de la estructura de la proteina HNF4a. La parte N-terminal contiene el
dominio de union a DNA, la parte central, el dominio de union a ligando y la parte C-terminal el

dominio de transactivacion.
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La proteina HNF4a se expresa principalmente en higado, pancreas,

intestino y rindn. Los ratones knockout para HNF4a presentan letalidad
embrionaria ya que no completan la gastrulacién debido a una desregulacion
del endodermo extraembrionario (Duncan et al., 1997).

c)_Funciones de HNF4a

El factor HNF4a es clave para el desarrollo y funcionamiento del
higado, ya que regula la expresibn de numerosos genes implicados en la
funcion de este érgano (Odom et al., 2004). HNF4a comienza a expresarse
durante el desarrollo de los diverticulos hepaticos del ratébn en el estado
embrionario E8.7 y es fundamental para la diferenciacion del higado ya que
genes especificos para la funcibn hepatica, como los genes de las
apolipoproteinas A1, Alll, B, CIlI, transferrina y la proteina de unién a retinol,
no se expresan en ausencia de HNF4a, como tampoco el factor HNF1a ni el
receptor de pregnanos X (PXR). HNF4a puede actuar a través del
reclutamiento de coactivadores que intervienen en la remodelacién de la
cromatina, como CBP/p300 o SRC-1, facilitando el inicio de la transcripcion en
los genes diana (Li et al., 2000). HNF4a también esta implicado en la
especializaciéon de las células hepaticas segun su posicion dentro del higado,
para lo que interacciona con la ruta de senalizacion Wnt/B-catenina (Colletti et
al., 2009).

Durante la etapa adulta, HNF4a regula genes implicados en
metabolismo de carbohidratos, como la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK), la glucosa 6 fosfatasa, la aldolasa B y el receptor de proliferacion del
peroxisoma y (PPARYy), asi como en el metabolismo de lipidos, como las
apoliproteinas  apoAl, apoClll, apoAll, apoAV, CYP7A1(colesterol 7a-
hidrolasa).  También regula genes relacionados con la eliminacion de
xenobiéticos, como el citocromo p450 o factores relacionados con la
coagulacion (Tarumi et al., 2002; Wang et al., 2000).

La funciéon de HNF4a en el pancreas es menos conocida que su funcion
en el higado. Durante el desarrollo embrionario del raton la expresion de
HNF4a comienza a la vez que la formacion del pancreas en el dia E9.5, junto

con otros factores imprescindibles para la formacion del mismo, como Pdx1,
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Ngn3 y HNF1B, y se piensa que puede estar implicado en la formacion de las
células endocrinas del pancreas, aunque su papel no esta bien definido. Se
piensa que puede ser a través de la regulacién de los factores HNF1a y HNF1(3
(Nammo et al., 2008).

Estudios realizados en ratones en los que se inhibe especificamente la
expresion de HNF4a en las células productoras de insulina han mostrado que
hay una menor produccién de ATP por parte de las células B, y que esto se
debe a una menor expresion de algunos genes relacionados con el
metabolismo glucidico y con la secrecidon de insulina, como la subunidad E1 de
la a-cetoglutarato deshidrogenasa (OGDH), la aldolasa B o el transportador de
glucosa GLUT2, entre otros (Wang et al., 2000). Otro estudio muestra que la
carencia de HNF4a afecta a los canales de K" dependientes de ATP, de
manera que la secrecion de insulina puede verse afectada. Sin embargo, los
niveles de expresion de los canales de K*, como Kir6.2, no se ven afectados
por la falta de HNF4a, de forma que tiene que haber otro mecanismo por el
cual HNF4a los regule (Miura et al., 2006).

d)_HNF4 A y su implicacion en la diabetes MODY

La primera mutacién descrita en HNF4A relacionada con diabetes
MODY fue una transicion de citosina por timina que generaba un codon de
stop en la posicion 268 (Yamagata et al., 1996a). Hasta el momento se han
descrito 41 mutaciones, de las cuales 30 estan relacionadas con diabetes
MODY, la mayoria de tipo missense (Figura 12). Existen también
polimorfismos de HNF4A que se asocian a diabetes mellitus tipo 2 como la
mutacion p.R323H (Oxombre et al., 2002; Price et al., 1999).

Algunas mutaciones, como los cambios p.D126H y p.D126Y, afectan al
dominio de unién al DNA de HNF4a, de manera que su capacidad de
transactivacion sobre HNF1a o LPK (piruvato kinasa) se ven afectadas por
estas mutaciones. Ademas, estas mutaciones también afectan a la expresién
de las apoliproteinas apoAll y apoClIl (Oxombre et al., 2002). Otras mutaciones
como p.K99fsdelAA, también alteran la funciéon de las células B ya que la
secrecion de insulina esta marcadamente reducida frente a individuos control.

Ademas, también presentan alteracion del metabolismo lipidico ya que las
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concentraciones de triglicéridos y de apoClll son significativamente méas bajas

comparados con sujetos no diabéticos (Lehto et al., 1999b).

Dominio unién a DNA Dominio uniéna ligandeo y
(50-116) dimerizacién (133-373)
Exon Exon
1D 1A iC 1B 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-1316,&:—‘\r\v F75fsdell  G1158 IVS5-2delA R323H 1454V
J46T/IC 1(320)(p21.2:q12) K99fsdelaA V1211 R244Q V328-329ins
D126H/Y V255M V3911
R127W Q268X
T/1130 E276Q
R154X
R154Q

Figura 12. Esquema de todas las mutaciones descritas hasta el momento en el gen HNF4a. Se
observa que las mutaciones se distribuyen a lo largo de todo el gen incluyendo las regiones
promotoras (Yamagata, 2003).

Mutaciones heterocigotas de HNF4A también se han asociado a
macrosomia, hiperinsulinemia e hipoglucemia en recién nacidos que
posteriormente evolucionan hacia un fenotipo diabético (Pearson et al., 2007).
Este hecho es muy parecido al que se ha descrito en mutaciones de los
canales de K' dependientes de ATP, donde los recién nacidos presentan
hiperinsulinemia e hipoglucemia como consecuencia de la actividad
descontrolada del canal de K*, produciéndose posteriormente el agotamiento

del mismo, lo que conduce a la aparicion de diabetes (Huopio et al., 2003).

2.5.2 DIABETES MODY 2

La diabetes MODY 2 es el tipo de diabetes MODY mas frecuente en
Espana representando hasta el 80% de los casos. En 1992 Froguel y
colaboradores relacionaron el gen de la glucoquinasa, localizado en el brazo
corto del cromosoma 7, con diabetes de aparicion temprana y herencia

autosémica dominante en 16 familias en Francia (Froguel et al., 1992).

La diabetes MODY 2 es una forma leve de diabetes que presenta
hiperglucemias leves, que generalmente no superan los 150 mg/dL, y que en
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muchos casos es asintomatica. Este tipo de diabetes MODY aparece a edades
mas tempranas que el resto, normalmente en la infancia. No suele presentar
complicaciones severas y el tratamiento suele ser dieta y ejercicio, no siendo
necesaria la utilizacién de hipoglucemiantes orales o insulina. Hasta el 50% de
las mujeres embarazadas portadoras de mutaciones en el gen GCK presentan
diabetes gestacional y recién nacidos con bajo peso en el nacimiento debido a
una disminucién en la secrecién de insulina (Froguel et al., 1993). Mutaciones
homocigotas de este gen dan lugar a la diabetes neonatal, asi como bajo peso

en el nacimiento (Weedon et al., 2006).

a) Caracteristicas del gen GCK

El gen de la glucoquinasa (GCK) (OMIM*138079) se localiza en el
cromosoma 7, en la posicion 7p15-p13 y se extiende a lo largo de 45169 pb.
Presenta 10 exones y dos promotores alternativos, neuroendrocrino y hepatico,
separados entre si 30 kb. En el promotor neuroendocrino hay un elemento de
control, GCCACCAG, homdlogo al encontrado en el promotor del gen de la
insulina (Tanizawa et al., 1992). Existen tres isoformas del gen generadas por
procesamiento alternativo de sus exones y por el uso de los diferentes
promotores, dos de estas isoformas son hepéaticas y una especifica de
pancreas, enterocitos y sistema nervioso central (Figura 13). Las isoformas
hepaticas, presentan bien el exén 1b o bien el exén 1b y 1c, mientras que la
isoforma pancredtica presenta el ex6n 1a, de forma que las tres isoformas

difieren en los quince primeros aminoacidos (Stoffel et al., 1992a).

Exon 1a 1b 1c 2 3 456 780 10
i — ~fHi- '

Figura 13. Estructura del gen de la glucoquinasa. El ex6n 1a es especifico del pancreas
mientras que los exones 1b y 1c lo son del higado. Esto se debe al uso de promotores

especificos de tejido.

b) Caracteristicas de la proteina GCK

El producto del gen de la glucoquinasa es una proteina de 465
aminoacidos y 50 Kda de peso molecular. Es una enzima que pertenece a la

familia de la hexoquinasas y cataliza el primer paso de la glucdlisis, la
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fosforilacion de la glucosa a glucosa 6-fosfato (Figura 14). Al igual que el resto

de hexoquinasas, tiene capacidad para fosforilar otras hexosas, como la
manosa y la fructosa, pero a diferencia de ellas, presenta una baja afinidad por
la glucosa, lo que le permite funcionar como sensor de los niveles de glucosa
en estos tejidos (Cardenas et al., 1998).
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Figura 14. La glucoquinasa cataliza la primera etapa de la glucdlisis, el paso de glucosa a
glucosa 6-fosfato, en higado y pancreas.

La glucoquinasa presenta dos dominios, un dominio pequefio y un
dominio grande, separados por una hendidura que es la region donde se une
la glucosa y el ATP (Figura 15). La glucosa se une a E256 y E290 del dominio
grande, T168 y K169 del dominio pequefio y N204 y D205 de la regién
conectora (Estalella et al., 2008).
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Figura 15. Estructura de la glucoquinasa. El dominio grande esta representado en morado y el
dominio pequefio en azul. La hendidura entre ambos dominios es el sitio de unién a la glucosa
(sefalado con la flecha).

La glucoquinasa actta como monomero y presenta dos
conformaciones, una super-abierta, inactiva, y una cerrada, activa. Existe
también un estado intermedio o abierto que aun no ha logrado ser cristalizado.
La conformacion super-abierta es termodindmicamente mas estable y
mayoritaria cuando las concentraciones de glucosa son bajas. Cuando los
niveles de glucosa aumentan, ésta interacciona con el residuo D205 y se
produce un cambio conformacional hasta un estado cerrado, donde también se
une el ATP produciéndose la fosforilacién de la glucosa. Cuando la reaccion
termina, la enzima pasa a un estado abierto donde se libera la glucosa 6-
fosfato y ADP (Kamata et al., 2004).

La glucoquinasa, al contrario que el resto de hexoquinasas, tiene una
Km (constante de Michaelis) muy elevada (10mM), lo que puede traducirse
como una baja afinidad por su sustrato, de manera que necesita altas
concentraciones de glucosa para activarse. Presenta dos ciclos cataliticos
dependiendo de la concentracién de glucosa en el medio, de forma que cuando
la concentracibn de glucosa es baja, la glucoquinasa permanece
mayoritariamente en su conformacion inactiva y su afinidad por la glucosa es
baja, por lo que el paso de la conformacién inactiva a la activa es un proceso
lento. Cuando la concentracién de glucosa es alta, la glucoquinasa tiene una

mayor afinidad por la glucosa y el paso de la conformacion inactiva a la activa
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es muy rapido Es por ello que la glucoquinasa actia como sensor de los

niveles de glucosa en el higado y en el pancreas (lynedjian, 2009).

¢) Requlacion de GCK

En el higado la glucoquinasa estd sujeta a regulacién a través de la
proteina reguladora de la glucoquinasa (GCKR). El higado es el érgano central
que mantiene el nivel de glucosa en sangre, de manera que dependiendo de
las concentraciones de glucosa, la glucoquinasa puede encontrarse activada o
inhibida. La GCKR se une de forma no covalente a la glucoquinasa en los
residuos 51 y 52 y del 141 al 144, que se encuentran alejados de los sitios de
unién a la glucosa y ATP, y se une preferencialmente a la conformacion super-
abierta de la glucoquinasa (Mahalingam et al., 1999). Cuando los niveles de
glucosa son bajos, la GCKR translocaria la glucoquinasa al nucleo de la célula,
impidiendo su contacto con el resto de enzimas de la glucélisis que se
encuentran en el citoplasma. Cuando los niveles de glucosa aumentan, el
complejo GCKR-GCK se disocia y queda al descubierto una secuencia de
exportacion nuclear presente en la glucoquinasa, de forma que la glucoquinasa
sale al citoplasma (Figura 16).
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Figura 16. Regulacién de la glucoquinasa por GCKR. Cuando la concentracion de glucosa es

baja, el complejo GCKR-GCK se localiza en el niacleo. Cuando la concentracién aumenta, la
glucoquinasa se libera de su uniéon con GCKR y sale al citoplasma a través de una secuencia
de exportacién nuclear. Ya en el citoplasma adquiere la conformacién cerrada activa y
comienza a fosforilar a la glucosa que llega (lynedjian, 2009).
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La GCKR es una proteina cuya funcion depende de dos ligandos, la
fructosa 6-fosfato y la fructosa 1-fosfato. La fructosa 6-fosfato propicia que la
unién de GCKR vy la glucoquinasa sea mas fuerte, inhibiendo por tanto la
glucolisis (Baltrusch et al., 2006). Por el contrario, la fructosa 1-fosfato debilita
la interaccion de la GCKR con la glucoquinasa facilitando la activacién de la
misma. Los niveles de fructosa 1-fosfato se elevan tras la ingestién de fructosa

y su absorcion por el intestino (lynedjian, 2009).

Sin embargo, en las células B del pancreas no existe regulacién de la
glucoquinasa por parte de GCKR ya que su nivel de expresion en este tejido es
practicamente nulo. Algunas proteinas, como la fosfofructoquinasa-2 (PFK2) o
la 6xido nitrico sintasa (NOS), parecen unirse a la glucoquinasa y regular su
actividad, aunque se necesitarian mas estudios para comprobar estas uniones
y ver su efecto fisioldgico sobre estas células (Arden et al., 2004; Massa et al.,
2004). Un estudio reciente ha encontrado que la glucoquinasa puede
poliubiquitinarse en varios residuos de lisina y que esto también podria
modificar la cinética enzimatica de la glucoquinasa (Bjorkhaug et al., 2007); sin
embargo, al igual que en los casos anteriores, se requieren mas estudios para

comprobar su efecto en el funcionamiento de las células B.

d) Papel de la GCK en el metabolismo de la glucosa

La glucoquinasa es una enzima clave para la regulacion del metabolismo
de la glucosa. En las células 3, cuando los niveles de glucosa aumentan tras la
ingestibn de alimentos, la glucosa atraviesa el transportador GLUT2 y
rapidamente es fosforilada por la glucoquinasa a glucosa 6-fosfato continuando
con el proceso glucolitico, activdndose de esta manera los procesos que dan
lugar a la exocitosis de los granulos de insulina. Estudios en ratones a los que
se les inhibe el promotor neuroendocrino muestran una diabetes severa y
mueren a los pocos dias del nacimiento debido a que la estimulacién de la
secrecion de insulina por la glucosa esta completamente bloqueada (Terauchi
et al., 1995)..

A diferencia del pancreas, donde la glucoquinasa se expresa de forma
constitutiva, en el higado la expresién de la glucoquinasa es inducida por la

insulina. EI mecanismo por el cual la insulina activa la expresion de la
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glucoquinasa en el higado todavia no esta bien estudiado, aunque se piensa

que algunos factores de transcripcion, como HNF4a o en factor inducible en
hipoxia 1a (HIF-1) pueden estar implicados en la activacion de la transcripcion,
ya que hay sitios de unién a ambos factores en el promotor hepatico de la
glucoquinasa (Roth et al.,, 2004). Por otra parte, la glucoquinasa hepatica
interviene en la formaciéon de glucdégeno, ya que la glucosa 6-fosfato es un
activador alostérico de la glucdégeno sintetasa. Ratones que presentan una
deficiencia en la glucoquinasa del higado sobreviven hasta la edad adulta, pero
muestran cierto grado de resistencia a insulina (hiperglucemia e
hiperinsulinemia). Tras la ingestién de alimentos, cuando el nivel de
hiperglucemia es mas alto, se observa que estos ratones fallan a la hora de
aumentar los niveles de glucdégeno y presentan alteraciones en el metabolismo
de la glucosa (Postic et al., 1999). Sin embargo, en muchos de estos ratones
también puede producirse inactivacién de la glucoquinasa pancreatica, por lo
que en realidad lo que se observa es un efecto de la pérdida global de la
funcién de la glucoquinasa en ambos tejidos.

En otros tejidos como el sistema nervioso central, se ha observado
expresion de la glucoquinasa. En el hipotalamo ventromedial, la glucoquinasa
se expresa en neuronas que expresan la hormona propioomelanocorticoide
(POMC) y neuropéptido Y(NPY) que desempenan un papel clave en la
regulacion de la ingesta de comida y gasto energético (Dunn-Meynell et al.,
2002).

e) GCK y su implicacion en la diabetes MODY

En 1992 se descubrid la primera mutacién en el gen de la glucoquinasa
asociada con la diabetes MODY. Se trataba de la mutacién sin sentido E279X
encontrada en una familia con criterios MODY. Solo un miembro de esta
familia, que también tenia diabetes, no poseia esta mutacién, por lo que se

encontré una familia con dos tipos de diabetes (Vionnet et al., 1992).

Hasta el momento se han encontrado 238 mutaciones diferentes que se
distribuyen a lo largo de todo el gen, incluyendo las regiones promotoras.
Muchas de estas mutaciones se han caracterizado funcionalmente mediante el

estudio de los distintos parametros cinéticos asi como en modelos predictivos.

46



) Introduccién
Tesis doctoral

Algunas mutaciones no tienen efecto o reducen su actividad a la mitad con
respecto a la forma wild-type, como la mutacién K420E (Estalella et al., 2008).
También se han descrito otras mutaciones totalmente inactivantes de la
enzima, como la mutacién C233 que se localiza en la ldmina 10 que se
encuentra en la zona hidrofobica que separa el dominio grande del dominio
pequeno y, por tanto, que contiene el centro activo de la enzima. EI cambio del
aminoacido cisteina por arginina, que posee una cadena lateral mas grande
puede provocar una reorganizacion de la zona que conlleva una
desestabilizacion del centro activo (Estalella et al., 2008). Por el contrario, otras
mutaciones provocan un aumento en la actividad de la glucoquinasa
causando hipoglucemia debido a una mayor secrecion de insulina, como las
mutaciones T651 y W99R (Gloyn, 2003). El estudio de este tipo de mutaciones
asi como un mejor conocimiento de la estructura de la glucoquinasa puede

ayudar a la busqueda de nuevas terapias para el tratamiento de la DM2.

2.5.3 DIABETES MODY 3

La diabetes MODY3 es el segundo tipo de diabetes MODY mas
frecuente en la poblacién espanola ya que entre un 10-20% de los casos de
MODY corresponden a esta variante. El gen causante de la diabetes MODY3
es el factor de transcripcion HNF1a. Vaxillaire y colaboradores realizaron un
estudio de asociacién en 12 familias francesas y localizaron una zona de
susceptibilidad con MODY en el brazo largo del cromosoma 12. Posteriormente
Yamagata y colaboradores identificaron a HNF1a como el gen causante de
esta variante (Yamagata et al., 1996Db).

La diabetes MODY3, al igual que la diabetes MODY1, es una forma
severa de diabetes. Las diabetes MODY3 y MODY1 presentan las mismas
caracteristicas y complicaciones, ya que los genes HNF1a y HNF4a estan
fuertemente relacionados, aunque en el caso de la MODY3 el metabolismo
lipidico no esta alterado. Los pacientes que presentan mutaciones en el gen
HNF1a tienen un nivel menor de reabsorcion renal de la glucosa y, por tanto,
mayor glucosuria. El tratamiento, al igual que en Ila MODY1, son

hipoglucemiantes orales y en muchos casos, hasta el 40%, insulina.
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a)_Caracteristicas del gen HNF1A

El factor hepatico nuclear 1a (HNF1a) (OMIM*142410) se localiza en el
brazo largo del cromosoma 12, en la posicion 12924.2, y se extiende a lo largo
de 23 Kb. EI gen contiene 10 exones y dos sitios de poliadelinacién en el
extremo 3’. El uso diferencial de estos sitios de poliadenilacion asi como el
procesamiento alternativo de los exones 6 y 7 dan lugar a la presencia de tres
isoformas, A, By C (Figura 17) (Bach et al., 1990). La isoforma A es la isoforma
completa que contiene los 10 exones y se expresa fundamentalmente en
higado, rif6n, intestino y en el pancreas fetal. La isoforma B, que es
mayoritaria en los islotes pancreaticos, procede del uso alternativo de la otra
sefial de poliadenilacion presente al final del exéon 7 y contiene los exones del 1
al 7. La isoforma C, tiene el mismo origen que la isoforma B, aunque sufre un
procesamiento alternativo del exon 6, de manera que carece de los exones 7,
8, 9y 10. Tanto la isoforma B como la C tienen una capacidad activadora de la
transcripcibn mas potente que la isoforma A, lo cual puede ser debido a una
mayor estabilidad o una mayor eficiencia en la sintesis y transporte al nucleo
(Bach y Yaniv, 1993).
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Figura 17. El uso diferencial de los sitios de poliadenilacion que se encuentran en el gen
HNF1a, asi como el procesamiento alternativo del exén 6 explicaria la formacion de las 3
isoformas de HNF1a.

b)_Caracteristicas de la proteina HNF1a

La proteina HNF1a es miembro de la familia de factores de transcripcion

homeobox o con dominios homeodominios. La isoforma completa consta de
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631 aminoacidos con un peso molecular de 67 KDa y presenta 3 dominios
fundamentales, un dominio de dimerizacion, un dominio de unién a DNA y un
dominio de transactivacion (Figura 18). En la region N-terminal se localizan los
dominios de dimerizacion y de union a DNA, mientras que en el extremo C-

terminal se halla el dominio de transactivacion.

El dominio de dimerizacion comprende los aminoacidos 1 al 32 y esta
formado por 4 hélices a compactadas. HNF1a puede formar homo u
heterodimeros con HNF1B. También se une al cofactor DCoH, que es una
proteina pequena de 11 KDa que sirve para estabilizar el dimero (Mendel y
Crabtree, 1991).

El dominio de union al DNA consta de dos homeodominios, POUy y
POUs, que se encuentran muy conservados a lo largo de la evoluciéon y
comprende de los aminoacidos 150 al 278. El dominio POUy esta formado por
3 hélices a separas por un giro que forman un dominio muy compacto. El
segundo homeodominio, POUs consta de 5 hélices a, que comprenden los
aminoacidos 91 a 180 y, ademas de su funcion de union al DNA, también
resulta critico para la estabilidad de la proteina (Chi et al., 2002). EI dominio de
union se une al surco mayor de la cadena de DNA y reconoce la secuencia
palindromica g/aGTTAATNATTAACc/. Dentro de este dominio, entre los
aminoacidos 197 al 205, hay una zona rica en aminoacidos acidos que

contiene una senal de localizacién nuclear (Bach et al., 1990).

En la region C-terminal se localiza el dominio de activacion de la
transcripcién, que es una zona rica en serinas y treoninas. La proteina HNF1a
presenta una homologia del 94% con la proteina en ratén, siendo la region de

activacion de la transcripcion la zona mas divergente entre ambas especies
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Figura 18. Esquema de la proteina HNF1a. En la parte N-terminal se localizan los dominios de
dimerizacion y de union a DNA, el cual a su vez esta formado por dos dominio POU. En la
parte C-terminal se halla el dominio de transactivacion.
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c¢) Funciones de HNFi1a

La expresién de HNF1a en el pancreas comienza a partir del dia E10.5
del desarrollo embrionario del ratén, antes de la aparicion de las células
productoras de insulina y glucagén, y se mantiene a lo largo de toda la vida.
Este factor no es imprescindible para la diferenciacién de las células del
pancreas, pero si para el mantemiento de la expresion de algunos genes
fundamentales para su funcionamiento en la fase final del desarrollo de los
islotes pancredticos (Boj et al., 2001). Estudios en ratones en los que se
inactiva de forma homocigota el gen HNF1a, muestran que éstos presentan un
tamano de pancreas mas pequefno y una desorganizacién celular del mismo,
ademas de defectos en la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa
(Pontoglio et al., 1998). Un estudio reciente relaciona la ausencia de HNF1a y
un menor tamario del pancreas con una disminucion de la sefalizacion a través
de diana de mamifero de la rapamicina (mTOR). Esta proteina forma parte de
dos complejos, TORC1 y TORC2, que forman parte de la ruta de sefalizacién
de la fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3K) y AKT1, que estan implicados en el
crecimiento celular y apoptosis, entre otros. La falta de HNF1a inhibe el
complejo mTORCH1, lo que tiene como consecuencia una disminucion en el
tamano celular asi como un incremento de la apopotosis celular (Farrelly et al.,
2009).

HNF1a regula la expresion de genes necesarios para la funcién de las
células B, como el de transportador GLUT2, la piruvato quinasa (PK-L) y la
insulina, entre otros, considerandose como el regulador principal de la funcion
de estas células. La expresion de algunos factores, como HNF3y y HNF4y asi
como de HNF4a, depende de HNF1a. Esta red de factores de transcripcion es
muy compleja ya que implica una serie de activadores e inhibidores, como el
receptor SHP, algunos de los cuales regulan los genes diana de forma indirecta

a través de factores intermedios (Figura 19) (Boj et al., 2001).
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Figura 19. Esquema de la red de factores de transcripcion que controla el funcionamiento de

las células 3, en el cual HNF1A desempefia un papel clave.

HNF1a es regulado por HNF4a, existiendo entre ambos una regulacion
reciproca, de manera que la transcripcion de uno de ellos depende del otro. En
el promotor del gen HNF1a se ha encontrado un elemento DR1 al cual se une
HNF4a y, a su vez, dentro del promotor P2 de HNF4a se encuentran zonas de
union para HNF1a. Esta doble regulacion permite la creacion de un circuito
dentro de la célula B, que permite la regulacién de la secrecion de insulina en
respuesta a glucosa asi como la secrecion basal de esta hormona para
mantener unos niveles fisioldgicos de glucosa. Cuando uno de los dos genes
esta mutado se produce la descompensacion de este circuito y, por tanto, una
disfuncion de las células productoras de insulina, que tiene como

consecuencia la aparicion de la diabetes (Ferrer, 2002).

Los ratones knockout para HNF1a sobreviven después del nacimiento
pero presentan una serie de anormalidades, no solo en el pancreas, sino
también en higado y riidn, que provocan el acortamiento de la vida de estos
ratones (Pontoglio et al., 1998). A nivel hepatico presentan hepatomegalia y
analisis bioquimicos revelan la presencia de hipercolesterolemia y de
hiperfenilalaninemia, ya que HNF1a interviene en la remodelacién de la
cromatina en la zona promotora del gen de la fenilalanina hidrolasa (PAH), una
enzima clave para la degradacion de la fenilalanina. Por lo tanto, la ausencia
de HNF1a en estos ratones provoca una inactividad completa de esta enzima,
que tiene como consecuencia la acumulacién de fenilalanina (Pontoglio et al.,

1998). Los niveles de expresion de otras proteinas controladas por HNF1a,
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como el a-fibrinbgeno o la albumina, solo se encuentran parcialmente

reducidos por lo que tiene que haber otros mecanismos compensatorios que
permitan su expresion en ausencia de HNF1a (Pontoglio, 2000).

Algunos pacientes con diabetes MODY3 presentan defectos en la
reabsorcién renal de glucosa. Ratones con deficiencia en HNF1a exhiben una
drastica reduccion en la reabsorcidon de glucosa y arginina en los tubulos
renales y analisis de Northern blot comprobaron que la expresién del
transportador SGLT2, que se encarga de la reabsorcidén de la glucosa al inicio
de los tubulos renales proximales, esta afectada en ratones deficientes en
HNF1a (Pontoglio et al., 2000).

d) HNF1A y su implicacion en diabetes MODY

Hasta la fecha se han descrito unas 200 mutaciones del gen HNF1A,
muchas de las cuales se asocian con diabetes MODY. La mayoria de las
mutaciones son missense, aunque también hay mutaciones que afectan al
procesamiento de los diferentes exones del gen asi como deleciones e
inserciones. Los primeros en describir mutaciones en el gen HNF1A
relacionadas con diabetes MODY fueron Yamagata y colaboradores en el afo
1996 (Yamagata et al., 1996b). Las mutaciones se distribuyen a lo largo de
todo el geny las que se encuentran entre los exones 8 y 10 estan relacionadas
con la aparicion de la diabetes a una edad mas tardia que las mutaciones que
se encuentran en los 7 primeros exones, lo cual puede explicarse por la
diferente funcién y distribucidn de las tres isoformas (Figura 20) (Harries et al.,
2006).
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Figura 20. Representacion de la distribucion de las mutaciones a lo largo del gen HNF1a
(Yamagata et al., 2003).

Una de las mutaciones mas frecuentes es la insercion de una citosina en
el tracto de poliC en el exén 4 (P291fsinsC) que genera un cambio en la fase
de lectura y la aparicion de un codén de stop prematuro, que da lugar a una
proteina de 340 aminoacidos que pierde el dominio de transactivacion
conservando los dominios de dimerizacion y union al DNA. De hecho, esta
proteina truncada es capaz de formar heterodimeros con la proteina nativa
HNF1a asi como con HNF1B impidiendo su unién al DNA, por lo que la
mutacion P291fsinsC actua como dominante negativa impidiendo la funcién de
la proteina del alelo normal (Yamagata et al., 1998).

El gen HNF1A es muy polimorfo y se han descrito varios polimorfismos
frecuentes dentro de la poblacién, como el cambio de isoleucina por leucina en
el cododn 27 (127L), el cambio de alanina por valina en la posicion 98 (A98V) y el
cambio de serina por asparragina en el codon 487 (S487N). Son muchos los
estudios realizados sobre la implicacion de estos polimorfismos en la funcién
de las células B y su asociacion a diabetes tipo 2, algunos de los cuales con
resultados contradictorios, 10 que puede deberse a las diferencias entre las
distintas poblaciones utilizadas. De esta manera, se ha observado que los
homocigotos para el fenotipo leucina del polimorfismos 127L presentan una
mayor resistencia a insulina que los heterocigotos o los homocigotos para la
isoleucina, ademés de una disminucion en la secrecion de insulina de hasta el

30% a los 30 minutos de la sobrecarga oral de glucosa (Urhammer et al.,
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1997b). El polimorfismo A98V se ha asociado a una reduccién del péptido C y

de la secrecién de insulina a los 30 minutos de la sobrecarga oral de glucosa.
Los individuos heterocigotos presentan una reduccion de hasta el 18% vy el
unico individuo homocigoto para valina presentaba una reduccion de hasta el
23% (Urhammer et al., 1997a). Otro estudio muestra una modesta contribucion
al incremento del riesgo de padecer DM2 (Winckler et al., 2005). Con respecto
al polimorfismo S487N, no se han encontrado evidencias de que este
polimorifismo modifique la actividad de HNF1a, aunque se ha encontrado de
forma mas frecuente en la poblacién de DM2 de origen autosémico dominante
de aparicion tardia (Giuffrida et al., 2009). Por tanto, HNF1a no solo esta
implicado en la diabetes MODY3, sino que algunos de sus polimorfismos
también contribuyen al incremento del riesgo de DM2, debido a las funciones,

tanto en el pancreas como en el higado, que ejerce esta proteina.

2.5.4 DIABETES MODY 4

La diabetes MODY 4 es una forma rara de diabetes y sélo hay un
estudio familiar completo de esta variante de MODY (Stoffers et al., 1997). El
gen responsable de este tipo de diabetes MODY es el gen IPF-1 ya que se
encontré una mutacion en el mismo dentro de una familia con diabetes tipo 2

de aparicion temprana (Stoffers et al., 1997).

Este tipo de diabetes MODY se caracteriza por una hiperglucemia media
0 severa y, en muchos casos, va acompafada de defectos estructurales del
pancreas e incluso agenesia del mismo. El tratamiento utilizado es el control de
la dieta e hipoglucemiantes orales. Se desconoce si este tipo de diabetes da
lugar a las complicaciones tipicas de esta enfermedad.

a) Caraceristicas del gen PDX-1

El gen PDX-1(OMIM*600733), que codifica la proteina IPF-1 o factor
promotor de la insulina, se localiza en el brazo largo del cromosoma 13,
concretamente en la posicion 13q12.1. EIl gen presenta dos exones y la zona
promotora se localiza en la posicién entre -2175 y -1960 (Schwitzgebel et al.,
2003).
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b) Caracteristicas de la proteina IPF-1

La proteina IPF-1 pertenece a la familia homeobox y consta de 283
aminoacidos y un peso molecular de 30.6 KDa. Presenta un dominio de
transactivacion localizado en la parte N-terminal de la proteina, un
homeodominio de union al DNA muy conservado y una parte C-terminal
también muy conservada a lo largo de la evolucién. Actia como heterodimero
uniéndose a otros factores como PBX, TCF3 o NeuroD1 (Schwitzgebel et al.,
2003).

c) Funciones de IPF-1

IPF-1 resulta fundamental para el desarrollo del pancreas, ya que los
ratones “knockout” para este gen presentan agenesia pancreatica y mueren a
los pocos dias del nacimiento debido a una hiperglucemia perinatal severa
(Jonsson et al., 1994). En el ratdn IPF-1 comienza su expresién en las células
del endodermo dorsal que ya estan comprometidas a un linaje pancreatico,
siendo fundamental tanto para la diferenciacion del pancreas como para el
mantenimiento de la funcién de las células B. Ya en el adulto IPF-1 es
necesario para la activaciéon de la expresién de genes, como la insulina,
GLUT2 y la glucoquinasa (Ahigren et al., 1998; Watada et al., 1996). IPF-1,
junto con otros genes como MafA, estdn siendo muy estudiados por su
implicacién en la patogénesis y susceptibilidad a diabetes mellitus asi como
para la utilizacién de dianas terapeuticas en esta enfermedad (Docherty et al.,
2005).

d) IPF-1y su implicacion en la diabetes MODY

Son pocas las mutaciones encontradas en IPF-1 relacionadas con
diabetes MODY. La primera mutacién encontrada es la delecién de una citosina
en el exon 1 (Pro63fsdelC) localizada en un tracto de poliC, que codifica una
region rica en prolinas necesaria para los dominios de transactivacién (Stoffers
et al., 1997). Esta mutacién se comporta como dominante negativa ya que se
une a la proteina del alelo normal impidiendo su unién al DNA y, por tanto, la

activacion de los genes regulados por IPF-1 (Stoffers et al., 1998).
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2.5.5 DIABETES MODY 5

La diabetes MODY 5 es otra forma rara de diabetes que, ademas de la
hiperglucemia, va acompanada de una disfuncién renal severa no diabética
debida a un fallo en el desarrollo del rifién. En el afio 1997 Horikawa vy
colaboradores descubrieron una mutacion en el gen HNF1B dentro de una
familia con diabetes de aparicién temprana y con nefropatia no especifica, que
asociaron con esta enfermedad (Horikawa et al., 1997).

Los pacientes con diabetes MODY 5 suelen presentar rifiones de
tamafno mas pequeno, quistes renales, tubulos primitivos e hiperuricemia.
Ademas, también son frecuentes anormalidades en el tracto genital como
aplasia vaginal y utero bicorne en mujeres, y quistes epididimales y agenesia
de los conductos deferentes en hombres. Por ello, la diabetes MODY 5
también se llama sindrome del quiste renal y diabetes (Horikawa et al., 1997).
El tratamiento en este caso, ademas de la dieta y de los hipoglucemiantes

orales, puede llegar a ser necesario un trasplante renal.

a) Caracteristicas del gen HNF1B

El gen HNF1B (OMIM*189907) se localiza en el brazo largo del
cromosoma 17, concretamente en la posicidbn 17g2. Contiene 9 exones y
presenta sitios alternativos de poliadenilacion de manera que se generan tres
isoformas, A, By C (Bach et al., 1990).

b) Caracteristicas de la proteina HNF18

La proteina codificada por el gen HNF1B presenta 557 aminoacidos y un
peso molecular de 61Kda. Pertenece a la familia homeobox, aunque su
dominio de unién al DNA presenta una estructura que difiere del resto de la
familia. Contiene tres dominios, un dominio de dimerizacién en el extremo N-
terminal, un dominio de union a DNA en la region central y un dominio de
transactivacion en el extremo C-terminal. Puede actuar como homodimero o
como heterodimero formando un complejo con HNF1a. Ademas, reconoce la

misma secuencia dentro del DNA que HNF1a (Bach et al., 1990)
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c¢) Funciones de HNF13

En el ratén, HNF1B comienza a expresarse en las células del
endodermo visceral extraembrionario, cuando empieza a formarse el primordio
pancreatico y antes de la expresion de HNF1a. HNF1B interviene en la
formacion del pancreas asi como del rifién y del higado (Coffinier et al., 1999).
Junto con HNF1aq, controla la expresién de numerosos factores de transcripcion
que intervienen en la diferenciaciéon del pancreas y regula la expresion de
genes que intervienen en el desarrollo del mismo, como el factor HNF4a entre
otros (Thomas et al., 2001). Sin embargo, su papel es mucho mas relevante en
el rinén, ya que a los ratones a los que se les inactiva HNF13 presentan
defectos en el desarrollo del mismo. El factor HNF1 regula la expresion de los
genes PKD2, PKHD1 y Umod que estan implicados en la enfermedad quistica
(Gresh et al., 2004). Mutaciones en el gen HNF1B provocan la sobreexpresion
de SOCS-3, lo que inhibe la tubulogénesis dependiente de HGF, asi como la
expresion de los genes EGF, IGF1 y la angiotensina 2, que también estan
implicados en la tubulogénesis y nefrogénesis (Ma et al., 2007). Por lo tanto,
pese a las similitudes en la estructura entre HNF1a y HNF18, tienen diferentes
funciones durante la organogénesis de algunos 6rganos, como pancreas Yy
rindn. Ademas, HNF1[3 presenta expresion en pulmén mientras que HNF1a no
tiene expresién en este 6rgano. Por el contrario, la presencia de HNF1a en
higado es mayor que la de HNF1B (Pontoglio, 2000).

d) HNF1B y su implicacion en la diabetes MODY

Las mutaciones en HNF1B se distribuyen a lo largo de todo el gen
(Figura 21). La primera mutacion encontrada en este gen asociada a MODY 5
fue en 1997 en dos hermanos japoneses que presentaban diabetes y una
nefropatia no diabética asociada (Horikawa et al., 1997). La mutacion era un
cambio de citosina por timina que daba lugar a la aparicién de un codén de

stop en la posicién 177 de la proteina, que generaba una proteina sin funcion.

La mayoria de las mutaciones encontradas en este gen van
acompanadas de defectos en los rifiones, como la aparicion de quistes,

ademas de la hiperglucemia caracteristica de la diabetes.
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Figura 21. Representacion de la proteina HNF1B y de las mutaciones descritas hasta el
momento. Estas se distribuyen a lo largo de todo el gen y el dominio POUs es el que contiene el
mayor nimero de mutaciones por lo que podria tratarse de un punto caliente de mutaciones.

2.5.6 DIABETES MODY 6

La diabetes MODY 6 es también una forma muy poco frecuente y solo
hay un estudio familiar (Malecki et al., 1999). Fajans y colaboradores en 2001
fueron los primeros en acufar el término MODY 6 a la diabetes debida a

mutaciones en el gen NEUROD1 (Fajans et al., 2001).

Las caracteristicas clinicas de la diabetes MODY 6 son muy similares a
las de MODY3, aunque la edad de aparicion de MODY 6 es mas tardia, de la
tercera a sexta década de vida (Malecki et al., 1999).

a) Caracteristicas del gen NEUROD1

El gen NeuroD1 (factor de diferenciacién de la neurogenina o BETA2) se
localiza en el cromosoma 2, en la posicion 29g32. Contiene 2 exones, aunque el

primero de ellos es no codificante (Tamimi et al., 1996).

b) Caracteristicas de la proteina NEUROD1/BETA2

La proteina NEUROD1 pertenece a la familia de factores de
transcripcion de hélice-bucle-hélice (bHLH). Esta formada por 356 aminoacidos
y tiene un peso molecular de 40 KDa. En la region central de la proteina se
encuentra el dominio de unién a DNA, que es un motivo basico de hélice-
bucle-hélice. En el extremo C-terminal se encuentra el dominio de

transactivacion (Figura 22). NeuroD1 actia como heterodimero junto con el
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factor E47 para unirse a elemento E presente en el promotor de la insulina y
activar de esta forma su transcripcion (Naya et al., 1995).

c¢) Funciones de NEUROD1/BETA2

El factor NeuroD1 interviene en la formacién de las células endocrinas
del pancreas y su expresion es paralela a la de otros factores que también
intervienen en la diferenciacién de este tipo celular, como Ngn3 (Neurogenina
3), que regula su expresién, e insulinoma 1 (Naya et al., 1997). Los ratones
knockout para NEUROD1 presentan un hiperglucemia severa y cetonuria y
mueren a los pocos dias del nacimiento. A nivel celular presentan una
desorganizacion de las células endocrinas, lo que sugiere que NeuroD1 resulta
esencial para la morfogénesis del pancreas (Naya et al., 1997). Este factor
también interviene en la formacion de ciertas neuronas terminales del epitelio
nasal y de la retina, y se encuentra expresion de esta proteina en el cerebelo,
hipocampo y glandula pituitaria (Chu et al., 2001).

basico Hélice | Bucle Hélicell

\ ///

DominiobHLH

N-terminal u C-terminal

Figura 22. Esquema de la proteina NeuroD1 asi como del dominio bHLH, caracteristico de la

familia y que sirve para unirse al DNA. En la parte C-terminal se encuentra el dominio de
transactivacion.

d) NEUROD1 y su implicacion en la diabetes MODY

Hasta el momento se han descrito dos mutaciones en este gen
relacionadas con diabetes MODY. La primera de ella es la transversion de

guanina por timina, que da lugar al cambio de arginina por leucina en la
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posicion 111 de la proteina. El aminoacido R111 se encuentra en la porcion

basica proximal del dominio HLH y se encuentra muy conservado a lo largo de
la evolucién. Esta mutacién se encontrd en 6 pacientes de la misma familia,
cuatro de ellos tenian diabetes de inicio temprano (entre 30 y 59 afos) y dos
presentaban intolerancia a la glucosa. El estudio funcional de esta mutacién
revelaba que el amino&cido leucina impedia su unién al promotor de la insulina
(Malecki et al., 1999). La otra mutacion asociada a diabetes MODY es la
insercién de una citosina en un tracto de poliC en el codén 206 de la proteina
que cambia el marco de fase de lectura y genera un codon de stop prematuro
de forma que la proteina mutante pierde casi toda la parte C-terminal de la
proteina y, por tanto, el dominio de transactivacién. Esta mutacion se encontré
en otra familia en la que siete portadores de la mutacion eran diabéticos y dos
no presentaban diabetes, de manera que presenta una baja penetrancia. El
estudio funcional de la mutacién también revel6 la incapacidad para activar la
transcripcion del gen de la insulina por ausencia del dominio de transactivacion
(Malecki et al., 1999).

También se han descrito varios polimorfismos dentro de este gen que se
asocian a DM1 y DM2, aunque esta asociacion no se encuentra en todas las
poblaciones, de manera que son necesarios mas estudios sobre la funcién y
regulacion de este gen para comprobar su implicacion en los mecanismos que
subyacen en la patogénesis de la diabetes tipo 1y 2 (Hansen et al., 2000;
Iwata et al., 1999).
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Durante los ultimos afos, la prevalencia de la diabetes se ha
incrementado de forma exponencial en todos los paises debido en gran medida
a los cambios en los habitos alimenticios, obesidad y estilo de vida. Se estima
que en el afo 2025 la cifra de diabéticos se duplique, o que supone un grave
problema de salud mundial. La diabetes es un sindrome crénico cuya principal
caracteristica es el incremento de la concentracion de glucosa en sangre o
hiperglucemia, debido bien a la falta de insulina o bien a que la insulina
presente no puede ejercer correctamente su accion. Existen dos tipos
principales de diabetes. La diabetes tipo 1 que suele aparecer durante la
infancia, la adolescencia y la juventud que se debe a un fendmeno autoinmune
donde las células productoras de insulina en el pancreas son destruidas por el
propio organismo. La diabetes tipo 2 es consecuencia de una resistencia a la
insulina normalmente asociada a un defecto de la célula B y que suele aparecer
a edades mas avanzadas, aunque cada vez aparece en etapas mas
tempranas. Frecuentemente se acompana de obesidad. La diabetes MODY es
un tipo de diabetes cuyas principales caracteristicas son una edad de aparicion
temprana, antes de los 25 afos, un patron de herencia autosémico dominante,
con fuertes antecedentes familiares y ausencia de obesidad. Existen 6 tipos de
diabetes MODY, dependiendo del gen mutado. Las mas comunes por orden de
frecuencia son MODY2, MODY 3 y MODY 1, donde los genes mutados son la
glucoquinasa, HNF1a y HNF4a, respectivamente, todos ellos relacionados
con la funcién de las células B. La frecuencia del resto de tipos de diabetes
MODY es muy baja.

Con nuestro trabajo nos propusimos estudiar variantes alélicas en
genes implicados en el desarrollo de la diabetes y sus complicaciones, y
compararlas con una poblacién control de manera que pudiésemos determinar
variantes asociadas con la enfermedad. Por otro lado, hemos estudiado los
tres genes mas importantes implicados en el desarrollo de la diabetes MODY
en pacientes y familias que cumplen los criterios de diagnéstico para este tipo
de diabetes, buscando la presencia de nuevas mutaciones no descritas.
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1. PACIENTES

1.1 PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO DE
CARACTERIZACION DE VARIANTES ALELICAS ASOCIADAS
AL DESARROLLO DE DIABETES

Para el estudio de caracterizacién de variantes alélicas asociadas al
desarrollo de diabetes se han recogido muestras de sangre periférica de 172
pacientes con diagnostico clinico de diabetes mellitus tipo 1 y 169 pacientes
con diagnadstico clinico de diabetes mellitus tipo 2, procedentes  Unicamente
del Servicio de Endocrinologia y Nutricion del Hospital Universitario de
Salamanca. Asi mismo, se recogieron 189 muestras de sangre periférica
obtenida de individuos sanos con un rango amplio de edad, como grupo
control. Todas las muestras fueron obtenidas, previo consentimiento,
siguiendo las normas legales para Estudios Clinicos en Espana y las del
Comité de Etica del Hospital Universitario de Salamanca.

1.2 PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO GENETICO
DE DIABETES MODY

Para el estudio genético de diabetes MODY, se han estudiado 55
pacientes con diagnéstico clinico de sospecha de diabetes MODY, remitidos
entre 2008 y 2010 de diferentes hospitales de Castilla y Le6n, a la Unidad de
Medicina Molecular del Departamento de Medicina de la Universidad de

Salamanca para su caracterizacion genética.

2. EXTRACCION DE DNA

El DNA gendmico de alto peso molecular se extrajo a partir de sangre
periférica de todas las muestras.

Tras centrifugar la muestra de sangre periférica se aislé la interfase de

células leucocitarias, que se resuspendieron en tampon Fornace (0.25M
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sacarosa; 50mM Tris-HCI pH 7.5; 25 mM KCI; 5mM MgCly); EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) 0.5M pH 8, que es un quelante de iones divalentes
que posibilita la inactivacion de las nucleasas; proteinasa K 20 mg/L, que
degrada las proteinas; y SDS (dodecil sulfato sodico) al 10%, que rompe las
membranas celulares. Esta mezcla se incub6 a 55° C durante unas 16 horas,
tras lo cual se purificé el DNA tratandolo con una mezcla de fenol tamponado y
CIAA (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1) y centrifugando posteriormente para
aislar las fases. Con este tratamiento el DNA queda en la fase acuosa, que se
limpidé de otros residuos mezclandola, de nuevo, con CIAA y centrifugando para
separar las dos fases, una que contiene el DNA y otra que contiene los detritos
celulares. Tras este paso se anadid etanol absoluto frio a la fase acuosa,
precipitando el DNA, que se recuperod, se lavé con etanol al 70% vy, finalmente,
se resuspendié en agua desionizada. La muestra de DNA se almacené en
tubos eppendorff a —20° C, con el fin de evitar tanto la degradacion progresiva

del DNA como la posible contaminacién.

La concentracién y el grado de contenido proteico de DNA se calcula
tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un
espectrofotdmetro automético de DNA/RNA (GeneQuant, Pharmacia),

siguiendo la férmula:
ug de DNA /ml = (DO 260) x (factor de dilucién) x 50

(Nota: 50 es un factor de correccién introducido, ya que la unidad de
densidad éptica con una luz incidente de 260 nm es un valor de absorbancia

que tiene 50 ug de DNA / ml).

El cociente DOz / DO2gy se utiliza para determinar el grado de
contaminacion proteica, considerandose como valores adecuados un cociente
entre 1.65 y 2. Valores inferiores a los senalados indican contaminacién por
proteinas o solventes organicos; en estos casos, se procedidé a realizar una
nueva purificacion del DNA. Valores superiores indican un exceso de RNA, que
se elimina tratando la solucién de DNA con RNAsa y purificando de nuevo,

segun el método descrito anteriormente.
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3. DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE PCR
CON SONDAS TAQMAN

En la PCR con sondas Tagman, los procesos de amplificacion y
deteccion se producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin
necesidad de ninguna accion posterior. Ademas, mediante deteccién por
fluorescencia se puede medir durante la amplificacion la cantidad de DNA
sintetizado en cada momento, ya que la emisidén de fluorescencia producida en
la reaccion es proporcional a la cantidad de DNA formado. Esto permite
conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion de amplificacién.
Los termocicladores para llevar a cabo la PCR con sondas Tagman incorporan
un lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la
amplificacién. Los sistemas de deteccidén por fluorescencia empleados en la
PCR con sondas Tagman pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y

sondas especificas marcadas con fluorocromos.

Para los estudios de asociacién de variantes alélicas asociadas a
susceptibilidad al desarrollo de diabetes hemos empleado sondas especificas
marcadas con fluorocromos. Estas sondas de hibridacién especifica son
oligonucledtidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5 que
emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas
donadora y aceptora deben estar espacialmente préximas. Ademas, el
espectro de emisién de la primera se ha de solapar con el espectro de
absorcion de la segunda. En todos nuestros ensayos de discriminacion alélica
mediante PCR con sondas Tagman los fluorocromos empleados fueron VIC y
FAM.

Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador
es absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del DNA
diana, la sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo
largo de la cadena, en su accién de sintesis, la DNA polimerasa de Thermus
aquaticus, que tiene actividad 5’ exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5’ de la
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sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador. Como donador y

aceptor estan, ahora, espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el

primero es captada por el lector (Figura 24).
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Figura 24. a) Mecanismo de la PCR con sondas Tagman. b) Representacion de los resultados

del genotipado en la que cada nube de puntos respresenta cada uno de los genotipos, los dos

tipos de homocigotos y los heterocigotos en el centro.

El incremento de DNA en cada ciclo se corresponde con un aumento de

hibridacién de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion

de fluorescencia emitida. El empleo de estas sondas garantiza la especificidad

de la deteccion y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.

Nuestro estudio se realiz6 en el termociclador de StepOne Plus™Real Time

PCR de Applied Biosystems,

que dispone de varios canales de lectura y
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permite detectar la emisién de distintos fluorocromos a la vez. De esa manera,

se pueden usar varias sondas marcadas con distintos fluorocromos, para

identificar los diferentes alelos descritos en cada uno de los genes estudiados,

que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de las sondas utilizadas en los genes de estudio. Los nuclettidos

marcados con las diferentes sondas se encuentran marcados en negrita.

GEN SONDA VIC SONDA FAM

IL1B TACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTCGGGAGCTC | TACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTCAGGAGCTCTCTG
TCTGTCAATTGCAGGAGC TCAATTGCAGGAGC

L4 TTAGCTTCTCCTGATAAACTAATTGCCTCACATT | TTAGCTTCTCCTGATAAACTAATTGTCTCACATTGTCA
GTCACTGCAAATCGACA CTGCAAATCGACA

IL6 TCTTGCGATGCTAAA TCTTGCCATGCTAAA

IL8 CATACAATTGATAATTCA CATACATTTGATAATTCA

CD40 GTCCTGCCGCCTGGTCTCACCTCGCCATGGTTC | GTCCTGCCGCCTGGTCTCACCTCGCTATGGTTCGTCT
GTCTGCCTCTGCAGTGCG GCCTCTGCAGTGCG

CTLA4 GCACAAGGCTCAGCTGAACCTGGCTACCAGGAC | GCACAAGGCTCAGCTGAACCTGGCTGCCAGGACCTG
CTGGCCCTGCACTCTCCT GCCCTGCACTCTCCT

TCF7L2 TAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGATACTATATAATT | TAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGATATTATATAATTTAAT
TAATTGCCGTATGAGG TGCCGTATGAGG

EDN1 TTCATGATCCCAAGCTGAAAGGCAAGCCCTCCA | TTCATGATCCCAAGCTGAAAGGCAATCCCTCCAGAGA
GAGAGCGTTATGTGACCC GCGTTATGTGACCC

PPARG AACTCTGGGAGATTCTCCTATTGACCCAGAAAG AACTCTGGGAGATTCTCCTATTGACGCAGAAAGCGAT
CGATTCCTTCACTGATAC TCCTTCACTGATAC

TNFa GGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCAGAGCAG | GGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCGGAGCAGGGAG
GGAGGATGGGGAGTGTGAG GATGGGGAGTGTGAG

VEGF GCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGGCAAGATCTG GCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGGCACGATCTGGGTG
GGTGGATAATCAGACTGAC GATAATCAGACTGAC

eN0S298 | CCCCAGATGATCCCCCAGAACTC CCCCAGATGAGCCCCCAGAACTC

IL4-R CTGTGTCTGCAGAGCCCACACGTGTAGTCCCTG | CTGTGTCTGCAGAGCCCACACGTGTGTCCCTGAGAAC
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AGAACAACGGAGGCGCGGG AACGGAGGCGCGGG

HNF1A

GAGAACCTCAGCCCTGAGGAGGCGGCCCACCA
GAAAGCCGTGGTGGAGACC

GAGAACCTCAGCCCTGAGGAGGCGGTCCACCAGAAA
GCCGTGGTGGAGACC

4. CARACTERIZACION GENETICA DE LA
DIABETES MODY MEDIANTE EL ESTUDIO DE LOS
GENES GCK, HNF1A 'Y HNF4A

4.1 PCR

Las muestras de DNA para el estudio genético de la diabetes MODY,
fueron amplificadas por la técnica de la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa). Se amplificaron todos lo exones codificantes de los genes GCK,
HNF1A y HNF4A asi como las fronteras intrén-exén y exoén-intron mediante
cebadores especificos que anillan en la zona intrénica. Los exones 5y 6 del
gen GCK se amplificaron juntos debido a la poca distancia que hay entre ellos

(Tabla 2).

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacién de cada uno de los exones de los
genes GCK, HNF1A y HNF4A, asi como las temperaturas de anillamiento de cada de ellos.

Materiales y
métodos

GEN CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO T
anillamiento

GCK 1A TCCACTTCAGAAGCCTACTG TCAGATTCTGAGGCTCAAAC 54
GCK1iB AGCAGGCAGGAGCATCTCTG GCTGCTCTCCCAGAGCAAAG 55
GCK1iC GCCCAACTGCTACTTGGAAC AGGAGGTGAGAAGCCTGGAG 55
GCK?2 TGCAGATGCCTGGTGACAGC CACAGCTGCTTCTGGATGAG 55
GCK3 TAATATCCGGCTCAGTCACC CTGAGATCCTGCATGCCTTG 56
GCK4 TAGCTTGGCTTGAGGCCGTG TGAAGGCAGAGTTCCTCTGG 57
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GCK5-6 TCTGAGCCTGTTTCCTCAGC GGCCCTTGAAGCCTGTTGTA 60
GCK7 CCAGACAAAGCAGAGACAGG TGCTTTTCCCCAGAGTTGTT 55
GCKS8 TGGCTCATTAACGAGGGAAA CTGAGACCAAGTCTGCAGTG 55
GCK9 CCCTCCCTGGAGAACGAGAG AATCTTGGAGCTTGGGAACC 55
GCK10 GAGTCTTCTCGACCCCCTTG CACCGAAAAACTGAGGGAAG 55
HNF1A1 GGCAGGCAAACGCAACCCACG GAAGGGGGGCTCGTTAGGAG 60
HNF1A2 CATGCACAGTCCCCACCCTCA CTTCCAGCCCCCACCTATGA 55
HNF1A3 AGGGCAAGGTCAGGGGAATGGA CCAGCCCAGACCAAACCAGCAC 60
HNF1A4 CAGAACCCTCCCCTTCATGCC AGGTGACTGCTGTCAATGGGAC 60
HNF1A5 GGCAGACAGGCAGATGGCCTA GCCTCCCTAGGGACTGCTCCA 60
HNF1A6 CTGGAGCAGTCCCTAGGGAGGC TTGCCCCATGAGCCTCCCACC 55
HNF1A7 TCTTGGGCAGGGGTGGGATAT CTGCAATGCCTGCCAGGCACC 55
HNF1A8 GAGGCCTGGGACTAGGGCTGT GCTCTGTCACAGGCCAAGGGAG 55
HNF1A9 CCTGTGACAGAGCCCCTCACC AGAGTGACGGACACGAACAGA 55
HNF1A10 GTACCCCTAGGGACAGGCAGG ACCCCCCAAGCAGGCAGTACA 55
HNF4A1 GGGCACTGGGAGGAGGCAGT GCCTGTAGGACCAACCTACC 55
HNF4A1B TCTGGTGTGCACGACTGCAC CTGGAGCTGCAGCCTCATAC 55
HNF4A2 ATGGCTCCCTTAGATGCCTGA CCACTCAGGGAGAAGACAGACC 55
HNF4A3 CCTAGTTCTGTCCTAAGAGGA GCCATAAAGTGTGGCTACAG 55
HNF4A4 ACCCCCTACTCCATCCCTGTT CCCTCCCGTCAGCTGCTCCA 55
HNF4A5 GTGCAGGGGACAGAGAATGCG AATCAAGCCAGTCCACGGCTA 55
HNF4A6 GCCCAGCGTCACTGAGTTGGCT TTGCCTGGGTGAGTGCCATG 55
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HNF4A7 GCACCAGCTATCTTGCCAAC TAGGAGAGGTCTGGCAGAGCGT 55
HNF4A8 CTCCTTGTGTGACACAAGTC CTCACTGTGTGAGGCCTG 52
HNF4A9 TGGTTGATTGGCCACGCCTG TCCTGGTTCTACCTTCTAG 52
HNF4A10 TCATTTACTCCCACAAAGGCT GACCACGTGATCACCAGGTG 55

La amplificacion de la PCR se realizé con MasterMix de Promega™ (25
unidades de Taq polimerasa, 200 uM de cada uno de los dNTPs y 1,5 mM de
MgCly). La concentracion de cada uno de los cebadores fue de 10 uM vy la

cantidad empleada de DNA gendomico fue de 100-200 pg.

El programa utilizado fue el siguiente:

94%C . 5

94%C . 30”

Teanillamiento exon................. 30” X 40 ciclos
T2%C i 30”

T2°C oo 7

Los termocicladores empleados para la amplificacion de los diferentes
exones fueron los modelos 9700, 2720 y Verity de Applied Biosystems y 2400

de Perkin Elmer.

Una alicuota de los fragmentos amplificados mediante PCR se separ6
por su tamano mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 2%
(Pronadisa) preparados con tampon TBE (Tris 0.044 M, &cido boérico 0.044 M,
EDTA 1.0 mM pH=8.3). Para monitorizar la migracién del DNA en el gel se
utilizaron dos colorantes que se incluyeron en el tampén de carga anadido a la
muestra: el xylenocianol, que migra aproximadamente con los fragmentos de 5
Kb en un gel de agarosa al 0.8%, y el azul de bromofenol, que migra
aproximadamente con los fragmentos de 0.5 Kb. Nos servimos de un marcador

de peso molecular comercial que corria en paralelo a las muestras para inferir
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el tamano de los fragmentos: el DNA del fago ®X-174 cortado con la

endonucleasa Haelll (Promega) fue el marcador utilizado rutinariamente.

Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron en el
gel de agarosa utilizando SYBRSafe® (1/10000) (Invitrogen) que actlda
intercalandose entre las bases nitrogenadas del DNA y emitiendo fluorescencia
al ser expuesto a la luz UV (530nm). Los resultados obtenidos fueron
almacenados mediante un sistema de fotografia digital (Kodak DC290)
acoplado a un software informatico de tratamiento de imagenes (Kodak Digital
Science 1D) (Figura 25).

Figura 25. A) Electroforesis de los exones amplificados del gen GCK. B) Electroforesis de los
exones amplificados del gen HNF1A. C) Electroforesis del los exones amplificados del gen
HNF4A.

4.2 ANALISIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS POR
PCR MEDIANTE CSGE (ELECTROFORESIS EN GEL SENSIBLE A
CONFORMACION)

Los fragmentos de DNA amplificados fueron sometidos a analisis por
CSGE siguiendo la técnica descrita por Orita, con algunas modificaciones
(Orita et al., 1989). El paso inicial del analisis por CSGE consiste en
desnaturalizar el producto de PCR a 95° C y volver a renaturalizarlo, para
permitir la formacién de heteroduplex (apareamiento entre cadenas que
difieren en su secuencia) en el caso de individuos heterocigotos (Figura 26).
Heteroduplex y homoduplex migran de manera diferencial en geles de
acrilamida, los cuales fueron tenidos con nitrato de plata.
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&erminal Mutado Homaduplex
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Figura 26. Formacién de heteroduplex tras la desnaturalizacién y posterior renaturalizacion del
producto de PCR en un individuo heterocigoto.

Los geles para electroforesis fueron hechos con SequaGel® MD 2X
(National Diagnostics), que es un polimero de acrilamida modificado derivado
del vinilo. Se utilizaron las siguientes cantidades para preparar cada gel: agua
desionizada 7.705 mL, formamida 99% 5.98 mL, etilenglicol 99% 4.025 mL,
TBE 10X 2.415 mL, SeaquaGel® MD 2X 20.125 mL, TEMED (N, N, N, N’
Tetrametilendiamina) 36.8 uL, APS (persulfato de amonio) 25% 138 uL para un
volumen final de 40.25 mL. La electroforesis se llevé a cabo a 180 voltios
durante aproximadamente 21 horas (el tiempo varié dependiendo del tamafo
del fragmento de PCR a analizar). En paralelo se realizd, en todos los casos, la

electroforesis de un fragmento de PCR sin mutacion.

Para la tincion de plata se utiliz6 el reactivo comercial DNA Silver
Staining, reactivo de (G.E. healthcare), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los fragmentos de PCR que presentaban un patron de migracién
diferente al control fueron secuenciados (Figura 27).

Figura 27. Muestra de un gel de acrilamida tefiido con nitrato de plata para la detecci6on de
mutaciones en los genes GCK, HNF1A y HNF4A. C: control negativo. T: Muestra con

mutacion.
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Esta técnica fue utilizada rutinariamente para el rastreo de mutaciones
en los genes GCK, HNF1A y HNF4A.

4.3 SECUENCIACION AUTOMATICA

La secuenciacion automética se llevé a cabo en un secuenciador ABI
377 (Applied Biosystems) en el Servicio Central de Secuenciacion de la
Universidad de Salamanca).

Para la preparacion de las muestras se purificé el fragmento de PCR
mediante el reactivo comercial PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen).
Este reactivo se basa en la capacidad del DNA de unirse selectivamente a una
membrana de silice en presencia de sales caotropicas. En primer lugar, el
producto de PCR o el fragmento de agarosa que lo contiene se disuelven en
una solucién tampdn con isotiocianato de guanidina. EI DNA queda retenido en
la superficie de silice de la matriz mientras el resto de los compuestos son
eluidos a través de la columna al centrifugar. Después el DNA se lava con un
tampdn que contiene etanol y finalmente se eluye con una solucion tampoén de

baja concentracién salina.

Se preparé una muestra con el cebador sentido y otra con el cebador
antisentido en una concentracion de 3 pmol de cada uno en un volumen de 2
pl. EI DNA se preparé a una concentracion de 40-60 ng para un volumen final
de 8 pl.

5. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LA
MUTACION p.K205N DEL GEN HNF1A

5.1 EXTRACCION DE RNA Y SINTESIS DE cDNA DEL GEN
HNF1A

Para la caracterizacion de la mutacion p.K205N encontrada en el gen

HNF1A, se procedio inicialmente a la obtencion del cDNA completo del gen
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HNF1A, para lo que se utilizd la linea celular HepG2 (human hepatocellular
liver carcinoma) que expresa este gen. EI RNA de estas células se extrajo
siguiendo una modificacion del método de Chomczynski y Sacchi

(Chomczynski y Sacchi, 1987) empleando el reactivo Trizol (Invitrogen). Para

ello, se utilizé 1 mL de Trizol por cada 5-10x106 células. Después se realizd
una extraccion selectiva del RNA mediante separacion de fases tras la adicion
de 200 pL de cloroformo por cada mL de Trizol. EI RNA obtenido en la fase

acuosa se precipitdé con un volumen de isopropanol, se centrifugé a 12000g
durante 10 min a 40C y, finalmente, se resuspendi6é en agua tratada con DEPC

(dietilpirocarbonato 0.1%, Sigma), calentando todo a 659C para favorecer la

disolucion.

La concentracién del RNA se determin6 en un espectrofotometro
GeneQuant (Pharmacia), midiendo la absorbancia de la muestra a 260 nm.
(coeficiente de extincion RNA (C =25 (cm-pg/uL)") y la presencia de
contaminantes (proteinas, residuos de fenol) se comprobd midiendo el ratio
Azs0/Azz0 (rango de valores normales 2.0-2.2) y Aoso/Azso (valores normales 1.6-
1.8). La integridad de la muestra de RNA se comprobd mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1,5% (w/v) en TBE.

La sintesis de cDNA se realizd6 mediante el sistema ImProm-II"" Reverse
Transcription System (Promega) siguiendo las especificaciones del fabricante.
Inicialmente, se desnaturalizé mediante calor una mezcla de 1 ug de RNA total
y 0,5 ug del oligo (dT)5 a 70° C durante 5 minutos. EI cDNA se sintetizd en
presencia de 1U de la transcriptasa inversa ImProm-II"", buffer ImProm-iI™
1X, 4 mM Cl:Mg, una mezcla de dNTP (desoxinucleoétidos tri-fosfato) 0.5 mM,
20 u. del inhibidor de ribonucleasas Recombinant RNasin® y agua libre de
RNasas. La reaccion se sometié durante 5 minutos a 25°C y, posteriormente,
se incubo a 42°C durante 1 hora para permitir la sintesis del cDNA mediante la
transcriptasa inversa. Finalmente, la enzima fue inactivada desnaturalizando la

mezcla durante 15 minutos a 702 C.

Para comprobar que la sintesis de cDNA se habia realizado con éxito, se
amplific6 mediante PCR parte del cDNA correspondiente al gen de la GAPDH,
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el cual se expresa constitutivamente en todos los tejidos. Los cebadores
utilizados fueron GAPDHsenigo (5° CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA 3°) vy
GAPDHantisentiso (5° TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC 3’) y cuyo programa de
amplificacién es 94°C 30s, 55°C 30s y 72°C 30s en 30 ciclos.

La RT-PCR se llevé a cabo utilizando GoTaq Hot Start Polymerase® de
Promega (5u/ul de Go Taq Polymerase®, 2mM de MgCl,, 0,2mM de cada
dNTP, 10 uM de cada cebador y 50ug de cDNA). Esta enzima aumenta el
rendimiento y especificidad de la PCR, y ademas de presenta actividad 5’-3’
exonucleasa que permite la correccion de errores durante el proceso de
sintesis. Los cebadores utilizados para amplificar el cDNA de HNF1A contienen
los sitios de restriccion de las endonucleasas EcoRl y Xbal que permiten su

posterior clonacion dentro del vector de expresion pCEFL (Tabla 3).

Tabla 3. Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar el cDNA de HNF1A. El cebador
sentido contiene el sitio de restriccién para la endonucleasa EcoRI mientras que el cebador

antisentido contiene un sitio de restriccién para la endonucleasa Xbal

CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO

5CCGGAATTCCGAGCCATGGTTTCTAAACTGA | 5CTAGTCTAGACCGTGGTTACTGGGAGGAAGA
GC 3 GGC 3

El programa de termociclador empleado fue el siguiente:

952G e 5

95°C. it 30”
B52C......oiiiiee e 30” X5
T2 i 1

958C. e 30”
BB2C......coooeeieeee e 30” X5
T2 1

958C. e 30”

B7°C.... e 30” X5
T2 i 1
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958C. e 30
B82C......cooiieie e 30” X5
T2 1

95°C. i 30
BO2C......ooiiee 30” X5
T2 1

95°C. i 30
60°C......coooieeeee e 30” X25
T2 1

T2 i 7

Se amplificaron varios fragmentos de un tamafo aproximado al
correspondiente con el del cDNA de HNF1A, que fueron aislados y purificados
con el kit Agarose Gelextract minikit de 5Prime que permite la purificaciéon del
DNA en geles de agarosa utilizando un sistema de columnas de silice. El
resultado de la purificacion se comprobd mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 1%

5.2. AMPLIFICACION DEL PROMOTOR DEL GEN GLUT?2
MEDIANTE PCR

La region -1296 a +312 del gen del transportador de glucosa GLUT2,
correspondiente a la zona promotora de este gen, se amplificé a partir de DNA
gendémico. En los extremos de los cebadores se anadié la secuencia de
restriccion de la endonucleasa Kpnl (Fermentas), lo que permitira su posterior
clonacién en el vector de expresion pGL3-Basic (Tabla 4). La PCR se realizé
utilizando utilizando el sistema GoTaq Hot Start Polymerase® de Promega
descrito anteriormente (5u/ul de Go Taq Polymerase®, 2mM de MgCl,, 0,2mM
de cada dNTP, 10 uM de cada cebador y 50ug de cDNA).
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Tabla 4. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacién de la regién promotora de

del gen GLUT2. La secuencia de restricciéon de la enzima Kpnl se encuentra subrayada.

PROMOTOR CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO

GLUT 2 CGGGGTACCTGGAACCGCTCCTGA | GTACGGTACCTCGCAGCTCTGCCTA

El programa de termociclador empleado fue el siguiente:

95°%C. i 5

95°%C. i, 30”

57°C. i 30” X40
T72°C. i 1

T72°C. i 7

La amplificacion del producto de PCR se sometidé a una electroforesis
en gel de agarosa al 1,5% y la banda obtenida del tamafio esperado se
purificaron con el kit Agarose Gelextract minikit de 5Prime, siguiendo las
instrucciones del fabricante. El resultado de la purificacion se comprob6
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

5.3 CLONACION EN VECTORES DE EXPRESION

5.3.1 CLONACION EN EL VECTOR pGEM-T® Easy

Los fragmentos obtenidos en la RT-PCR de HNF1A y en la PCR del
promotor de GLUT2, fueron clonados en el vector pGEM-T®Easy (Promega),
constituido por una cadena doble de DNA lineal que permite ligar en sus
extremos productos de PCR sin necesidad de que éstos sean manipulados
previamente. Ademas, este vector ofrece la posibilidad de seleccién por color
de los eventos de ligacion, ya que el sitio de clonacién interrumpe el operén
Lac, y de seleccion de transformacion, ya que contiene un gen de resistencia a

ampicilina (Amp') (Figura 28). Para la reaccion de ligacion se emplearon 50 ng
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del vector, 1U de ligasa T4 (Fermentas), Buffer de reaccién 1X (30 mM Tris-
HCIl, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP, 10% polietilenglicol, pH= 7,8),
60-100 pg de producto de PCR y hasta 10 ul de H>O, y se dejé durante dos
horas a temperatura ambiente.

PGEM*®-T Easy
Vector

(3015bp)

.
VATIVADS 4

Figura 28. Representacién del vector de clonacién pGEM-T® Easy.

5.3.2 PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

Las reacciones de ligacién fueron utilizadas para la transformacién de la
cepa bacteriana competente DH5a derivada de E.coli. Para ello, se sembrd una

colonia de esta cepa bacteriana en medio LB, y se dejé crecer a 370C en
agitacion hasta alcanzar una DOgg aproximada de 0.6. El cultivo se centrifugd

a 1200g durante 10 min a 40C. El botdn celular obtenido se resuspendié en
100mL de CaCl2 100mM a 49C vy, tras una nueva centrifugacioén, las bacterias

se resuspendieron en 10mL de CaCl2 100mM.

5.3.3 TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

Se incubaron 5 uL de la reaccién de ligacién con 30 pL del cultivo de
bacterias competentes durante una hora en hielo. Pasado este tiempo, la
mezcla se sometié a un choque térmico de 42°C durante 2 min tras el que se

anadieron 300uL de LB, para proseguir con una incubacién de la mezcla a 37°C
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durante 30 min. La bacteria transformada se sembro, junto con 50 uL de IPTG

(20 mg/mL) (inductor de la transcripcion del operén Lac) y 50 uL del sustrato X-
Gal (20 mg/mL), en medio so6lido preparado con 20 mg/mL de ampicilina para
llevar a cabo la seleccidon de transformacion. Las placas de cultivo se incubaron

en una estufa a 37°C durante 12-16 horas.

534 EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO DE COLONIAS
TRANSFORMADAS

Las colonias que no adquirieron color azul debido a que la clonacion del
inserto interrumpia la secuencia codificante del operén Lac presente en el
vector pGEM®-T easy (Promega), se sembraron en 5 mL de LB suplementado
con ampicilina Los cultivos se dejaron crecer a 37°C en agitacién constante
durante 6-16 h. y se centrifugaron durante 10 min a 2000 rpm. Para el
aislamiento de los plasmidos se utilizé el kit comercial PlasmidPrep (GeneDan)
y se siguieron las instrucciones del fabricante. Los plasmidos se precipitaron
con isopropanol y posteriormente fueron lavados con etanol al 70%. Después

se dejaron secar y se resuspendieron en 20 ul de agua bidestilada.

La concentracibn del DNA plasmidico se determind mediante
espectrofotometria con un espectrofotometro GeneQuant (Pharmacia),
utilizando una longitud de onda de 260 nm.

5.3.5 CLONACION EN EL VECTOR DE EXPRESION pCEFL

Los fragmentos aislados de la RT-PCR del gen HNF1A y clonados en el
vecto pGEM®-T Easy, fueron insertados en el vector de expresion pCEFL
(Figura 29). Previamente, se digirieron tanto el vector pCEFL como las
construcciones en pGEM-T®Easy con las endonucleasas de restriccion EcoR/
y Xbal, para lo que se emplearon 1U de cada una de las endonucleasas de
restriccion, buffer Tango 1X (38mM Tris-acetato, 10mM Mg-acetato, 66mM K-
acetato, 0,1mg/ml BSA) y 2 ug de cada DNA y H,O hasta un volumen final de

10 pl. La reaccién se incub6 durante 3 horas a 37°C.
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Figura 29. Representacion del vector de expresién pCEFL

Los productos resultantes de la digestion fueron separados en un gel de
agarosa al 1% y recortados del mismo para su aislamiento y purificacion
utilizando el sistema descrito previamente. Finalmente, se comprobd el

resultado de la purificacion con una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

La reaccion de ligacion entre los cDNAs de HNF1A y el vector de
expresion pCEFL se realiz6 empleando 50 ng de vector, 1U de Ligasa T4
(Fermentas), buffer de reaccién 1X (80 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
DTT, 0,5 mM ATP, 10% polietilenglicol, pH= 7,8), 0,5mM de ATP y 60-100 ng
de cada uno de los cDNAs. La reaccion se incub6 durante 3 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, esta reaccion fue transformada

siguiendo descritos anteriormente.

Para comprobar la eficiencia de la ligacion, los plasmidos obtenidos se
digirieron con las enzimas EcoRl 'y Xbal. Los plasmidos que contenian inserto
fueron secuenciados para su comprobacién (Figura 30).

Figura 30. Digestioén con las enzimas EcoRl y Xbal para la comprobacion de la eficiencia de
ligacién de los fragmentos aislados de la RT-PCR en el vector pCEFL. 1: pCEFL-HNF1A wild
type. 2: pCEFL-HNF1A A2. 3: pCEFL- HNF1A insIVS8.

79



Materiales y
Elena Gonzdlez Ruano métodos

5.3.6 CLONACION EN EL VECTOR pGL3-Basic

El promotor del gen GLUT2, insertado en el vector pPGEM-T®Easy, fue
clonado posteriormente en el vector de expresion pGL3-Basic (Promega), que
contiene el gen reportero de la luciferasa, de manera que este promotor
controlara la expresion del gen reportero (Figura 31). Para ello se utilizo el sitio
de restriccion Kpnl que nos permitié clonar el promotor de GLUT2 en fase con

el gen de la luciferasa.

pGL3-Basic
Veclor
{4818bp)

zo10[sall
2004 [BarmHI

(THEVADE 8A

Figura 31. Representacion del vector pGL3-Basic (Promega), que contiene el gen reportero de
la luciferasa. La enzima Kpnl utilizada para la clonacion en este vector se encuentra marcada

en rojo.

La reaccion de digestion se realiz6 con 1U de endonucleasa de
restriccion, buffer especifico para Kpnl 1X (1mM de Tris-HCL pH 7,5, 1mM de
MgCls,, 0,002% Triton X-100 y 0,01mg/mL de BSA), 2 ug DNA y H,O hasta un
volumen final de 10 pl. La reaccién se incub6 durante 3 horas a 37°C. El
producto resultante de la digestidon se separé mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 1% y la banda de interés fue recortada y purificada del gel. El
resultado de la purificacién se comprob6 también mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%.

Para la ligacion del promotor de GLUT2 en el vector pGL3-Basic se
utilizé 50 ng de vector, 1U de ligasa T4, buffer de reaccién 1X, 0,5mM de ATP,
y de 60-100 ng de DNA del promotor. La reaccion se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente. La transformacién y seleccién de colonias se produjo
siguiendo el protocolo anteriormente descrito. La comprobacién de la eficiencia
de la ligacion se realiz6 por digestiéon de los plasmidos aislados con la enzima

Kpnl. Aquellos plasmidos que conteian el inserto del tamarno adecuado fueron
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secuenciados para su comprobacion.

5.4 MUTAGENESIS DIRIGIDA

La mutagénesis dirigida es una técnica que permite la introduccién de
mutaciones en puntos especificos conocidos. En nuestro caso, se realizo el
cambio de una guanina por una citosina en la posicion 615 del cDNA de
HNF1A, generando la mutacion p.K205N, para lo que se utilizé el kit
QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene), que consta de tres
etapas: PCR sobre el plasmido silvestre utilizando cebadores que introducen la
mutacion deseada, digestion del DNA parental y transformacion (Figura 32).

1.PCR
} 2.DIGESTION COMN DPNI
'*a s“
‘\., _‘o' .
- 3. TRAMSFORMACION

Figura 32. Esquema del proceso de mutagénesis dirigida, que consta de tres etapas: PCR,

digestion de la construccion silvestre y transformacién del mutante.

5.4.1PCR

Para la realizacién de la PCR, se utiliz6 como DNA de partida el cDNA
de HNF1A silvestre, clonado en el vector pCEFL. Esta construccién fue crecida
y asilada en bacterias E.coli de la cepa DH5a que metilan el DNA (dam+). Los
cebadores utilizados para la mutagénesis fueron disefiados con el programa
QuickChange® Primer Design (Stratagene), que permite el diseino de los

cebadores 6ptimos para la realizacion de la mutagénesis (Tabla 5).
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Tabla 5. Cebadores utilizados para la mutagénesis dirigida p.K205N. El nucleétido en negrita
es el sitio de cambio para generar la mutacién p.K205N.

CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO

5 CGGAGGAACCGTTTCAACTGGGGCCCAZ 5 TGGGCCCCAGTTGAAACGGTTCTCCG3’

El protocolo para la reaccion de PCR fue el siguiente: 2,5ul de Buffer de
reaccion 10X, 50 ng de DNA molde (HNF1A-pCEFL), 10uM de cada uno de los
cebadores, 200 uM de cada dNTPs y 0,5 ul Pfu Ultra HF (1,25 U/ul), en un
volumen final de 25 pL. El programa de amplificacion empleado fue el

siguiente:
95°%C....eee e 30"
95%C...ciiee e 30”
559G 17 | X16
B68°C....cceeeeee e, 8

Una alicuota del producto de PCR fue separada en gel de agarosa al

1% para comprobar la el resultado de la amplificacion.

5.4.2 DIGESTION CON DPN I

El producto de PCR fue digerido con la enzima Dpnl, que reconoce DNA
metilado; de esta manera, se elimina el DNA parental dejando intacta la
construccion con la mutacién. La digestion se realizé con 1ul de Dpnl (10U/ul) y

se incub6 durante 1h a 37°C

5.4.3 TRANSFORMACION EN LAS CELULAS
SUPERCOMPETENTES XL-1 BLUE

La transformacién de la digestion anterior fue realizada en la cepa de
células supercompetentes XL-1 Blue suministradas por el kit comercial. Para
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ello se utiliz6 una alicuota de 50 ul de bacteria y 1pl del producto de la
digestion con Dpnl. La mezcla se incubd en hielo durante 30 minutos v,
posteriormente, se sometié a un choque térmico a 42°C durante 45 segundos.
Tras el choque térmico, la reaccidén se incubd durante 2 minutos en hielo, se
anadiéo 500 pul de medio LB liquido y se incub6 durante 1 hora a 37°C en
agitacion (225 rpm). Finalmente, la mezcla se sembrd en una placa de medio
LB con ampicilina y se dejo crecer a 37°C durante 20 horas.

Las colonias crecidas se sembraron en 5 ml de medio LB liquido durante
6 horas y la extraccibn de DNA plasmidico se realizé con el procedimiento

anteriormente descrito.

Los plasmidos obtenidos se secuenciaron para su comprobacién.

5.5 TRANSFECCION TRANSITORIA DE LAS CELULAS
COS-1 Y HEPG2

Las lineas celulares empleadas en el estudio de la caracterizacion
funcional de la mutaciéon p.K205N y de las nuevas isoformas aisladas del gen
HNF1A fueron COS-1 (fibroblastos de mono verde africano) y HepG2. Ambas
lineas celulares fueron crecidas en medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle
Medium) (Lonza) suplementado con 10% FBS (suero bovino fetal) y 1% de
Penicilina/Estreptomicina a 37°C y 5% de atmdsfera de CO»,

La transfeccidn transitoria se llevé a cabo en el momento que las células
alcanzaron el 70-80% de confluencia, en una placa multipocillo de 6 pocillos. El
método empleado para la transfeccion fue FuGene HD (Roche), que es una
combinacion de lipidos y otros componentes que permiten la transfeccion de
hasta 2 ug de DNA. Para cada pocillo se preparé una mezcla de reaccion que
contenia 20 ng del plasmido utilizado como control interno  pRL-SV40
(plasmido que contiene el gen reportero de renilla), 1000 ng de la construccion
que contenia el promotor de GLUT2 en pGL3-Basic y 980 ng de pCEFL, bien
con HNF1A silvestre, bien con cada una de las variantes estudiadas, o bien el
vector vacio, diluidos en 100 pl de medio DMEM sin suplementar (Figura 33). A
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esta mezcla se anadieron 5 ul de FuGene HD y se incubd durante 15 minutos a

temperatura ambiente. Cada una de las mezclas se repartié a los pocillos
correspondientes y se mantuvo durante 24 horas.

PCEFL-HMNF 1A WT pCEFL-HNF 14 exdn 2 PCEFL-wvacio

PGL3-Basic GLUT pGL3-Basic GLUT PGL3-Basic GLUT

pRL-Sv40 pRL-Sv40 pRL-Sv40

PCEFL-HNF 14, K206M pCEFL-HMF 1A mtrdn 8

pGL3-Basic GLUT, pGL3-Baac GLUT MO TRAMSFECTADAS

pRL-Sva0

pRL-5V40

Figura 33. Esquema de la realizacion de la transfeccion. En cada pocillo se transfecté cada
uno de los cDNAs de HNF1A clonados en el vector pCEFL, junto con uno de los promotores, y
el vector utilizado como control interno pRL-SV40

5.6 ENSAYO DE LUCIFERASA

Mediante la utilizacion del ensayo de actividad luciferasa, quisimos
comprobar la capacidad de union que tienen la proteina HNF1A con la
mutacién p.K205N, asi como las isoformas HNF1A A2 y HNF1A insIVS8, al
promotor del gen de la GLUT2 midiendo la actividad del gen de la luciferasa de
luciérnaga (Photinus pyralis), que es controlado por este promotor. A su vez,
medimos la actividad de la luciferasa de Renilla (Renilla reniformis) que
utilizamos para normalizar los valores obtenidos, asi como de control interno de
la transfeccion. Debido a que ambos tipos de luciferasa presentan un origen
evolutivo diferente es posible medir sus actividades simultaneamente y
discriminar su actividad (Figura 34).
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Figura 34. Reacciones de bioluminiscencia catalizadas por la luciferasas de luciérnaga y renilla

La actividad luciferasa fue medida a las 24 horas de la transfeccién y el
kit utilizado fue Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega). El
luminémetro empleado fue el modelo FB12 de Berthold y se programé con un
retraso en la medida de 2 segundos seguido de un periodo de 10 segundos
para la medida en cada muestra. El procedimiento para utilizado fue el
siguiente: las células, previamente lavadas dos veces con PBS, fueron lisadas
con buffer de lisis pasivo (PLB) a concentracién 1X en un volumen de 250 pl
por pocillo. Las células fueron levantadas de la placa mediante una pipeta y
pasadas a viales, donde fueron sometidas a dos ciclos de congelacion-
descongelacion a 80°C y 37°C de 5 minutos cada uno, para acelerar la lisis
celular. Posteriormente, los lisados celulares fueron centrifugados a maxima
velocidad durante un minuto. Se tomaron 20 ul de este lisado y se mezclaron
con 100 ul de LARII, que contiene el sustrato de la luciferasa de luciérnaga, y
se midid la luz desprendida. Posteriormente, se anadieron 100 pl del reactivo
Stop & Glo a concentracion 1X, que contiene el sustrato para la luciferasa de
renilla a la vez que detiene la reaccién de la luciferasa de luciérnaga, y se midio
la luz desprendida. El valor real de luciferasa se obtuvo de dividir el valor
obtenido en la luciferasa de luciérnaga por el valor de renilla.

El ensayo fue repetido tres veces y como control negativo se utilizaron
células sin transfectar.
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6. PROGRAMAS BIOINFORMATICOS

6.1 PROGRAMAS ESTADISTICOS

La estadistica descriptiva nos permite comparar los diferentes grupos
estudiados mediante los datos obtenidos de su analisis y los porcentajes que
se desprenden de esos datos. Sin embargo, para determinar si realmente
existen diferencias significativas entre los grupos de pacientes estudiados
debemos calcular la Chi-Cuadrado de Pearson, que nos permite determinar si
existen diferencias significativas para una misma caracteristica entre dos

grupos diferentes.

Para la obtencion de estos valores es necesaria la utilizacion de
aplicaciones informaticas. En este estudio empleamos el programa informatico
SPSS 13.0, que nos permite comparar valores entre dos grupos diferentes y

determinar la existencia de diferencias significativas entre ambos.

Para la determinacién de la asociacion de haplotipos de los distintos
polimorfismos de los genes estudiados se emple6 el programa THESIAS 2.1.
Este programa se basa en el modelo de probabilidad méaxima y en su
vinculacion al algoritmo SEM. El algoritmo SEM es un algoritmo iterativo donde
en cada iteracién, un par de haplotipos ambiguos, considerados como datos
ausentes, es reemplazado por un valor simulado creado desde su distribucion
condicional dado de los datos observados y de los parametros obtenidos de la
iteracién previa. THESIAS permite la estimacion simultdnea de frecuencias de

haplotipos y sus efectos asociados sobre el fenotipo de interés.

Para los datos obtenidos del ensayo de luciferasa se empled un
distribucion t-Student ya que lo que se queria comparar eran las medias
aritméticas de los valores normalizados de luciferasa en cada una de las

muestras medidas, para lo que se utiliz6 el programa GRAPHPAD PRISM 5.0.
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6.2 ANALISIS DE SECUENCIAS

El programa empleado para en analisis de secuencias fue Chromas Lite,
que permite la visualizacion de los archivos cromatogréaficos procedentes del
secuencidor de Applied Biosystems, entre otros. El programa despliega una
serie de picos debajo del cromatograma que permite ver los archivos de

genotipado.

El andlisis de la conservacioén interespecifica de la secuencia proteica
en HNF1A se llevd a cabo mediante el programa informatico ClustalW
(http://align.genome.jp/), introduciendo las secuencias a comparar en formato
FASTA. El programa ClustalW permite el alineamiento de multiples secuencias
de DNA o proteinas, permitiendo ver las similitudes o diferencias entre las

secuencias alineadas.

6.3 PROGRAMAS DE PREDICCION DE PATOGENICIDAD
DE MUTACIONES

El estudio del comportamiento tedrico de la mutacion p.K205N en
HNF1A se llevd a cabo mediante el empleo de tres programas informaticos
(SIFT, PolyPhen y Pmut).

6.3.1 POLYPHEN (Polymorphism Phenotyping)

(http://www.bork.emblheidelberg.de/PolyPhen)

Este programa predice el posible impacto de una sustitucion
aminoacidica en la estructura y funcion de una proteina humana, empleando

consideraciones fisicas y comparativas (Nakken et al., 2007).

La secuencia de la proteina se introduce en el programa en formato
FASTA. Se lleva a cabo un alineamiento de la misma con las secuencias
pertenecientes a las proteinas homologas en las especies que se encuentren
descritas en BLAST. El resultado del alineamiento multiple es empleado por el
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software PSIC (Position-Specific Independent Counts) para calcular la matriz

del perfil. Los elementos de la matriz (valores del perfil) son ratios logaritmicos
que indican la probabilidad de que en una posicion determinada se encuentre
un aminoacido, frente a que este aminoacido se localice en cualquier posicion
(frecuencia de fondo). El programa PolyPhen analiza los valores absolutos de
la diferencia entre los valores de perfil de las dos variantes alélicas en la
posicion polimoérfica. Un valor muy alto de esta diferencia podria indicar que la
sustitucion estudiada aparece poco o nada en la familia de proteinas. PolyPhen
también muestra el numero de secuencias alineadas en la posiciéon de

basqueda. Este numero indica la credibilidad de los célculos del valor del perfil.
Los resultados del estudio pueden determinar que el cambio es:

- Probablemente patogénico: existe una gran probabilidad de
que afecte a la estructura o a la funcién de la proteina.

- Posiblemente patogénico: se cree que podria afectar a la
funcién o estructura de la proteina.

- Benigno: es muy probable que carezca de efecto
fenotipico.

- Desconocido: en algunos casos, la carencia de datos no

permite que el programa pueda hacer una prediccion.

6.3.2. PMUT
(http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/)

Es un programa que predice si una mutacion puede ser patogénica o
neutral. Se basa en las caracteristicas de la secuencia y en un software de una
o dos redes neurales NN (neural network), que emplean bases de datos
internas, prediccion de estructura secuandaria y conservacion de la secuencia.
Proporciona una respuesta afirmativa o negativa y un indice de fiabilidad
(Ferrer-Costa, 2005).

Se introduce la secuencia proteica a estudiar en formato FASTA y se
incluye la localizacion y el cambio aminoacidico que se produce. Proporciona
resultados que varian en un rango de 0 a 1, donde un valor 0 indica que se
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trata de una mutacién neutral y los valores mas altos son patogénicos. Esta
aplicacion incluye ademas un nuevo concepto, el de la fiabilidad. Se trata de un
valor entre 0 (poco fiable) y 9 (muy fiable), cuyo significado es, que si una
mutacion se prevé como patogénica y tiene un valor de 9, esa prediccion es
muy fiable y es muy probable que se trate realmente de una mutacion
patogénica. Lo mismo ocurre con las mutaciones neutrales. También se
muestra la mutacion en relacién a la estructura proteica. La tasa de error por
falsos positivos es de un 21% y por falsos negativos es de un 17%. Si se
incluye la estructura de la proteina, la tasa de falsos positivos se reduce a un

12% y la de falsos negativos a un 10%.

6.3.3 SIFT (Sorting intolerant from tolerant)

(http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html)

El programa SIFT es una herramienta que clasifica las sustituciones de
aminoacidos en una proteina dada y predice si estos cambios provocaran un

efecto fenotipico en la proteina.

SIFT se basa en la premisa de que los aminoacidos importantes de una
proteina estan conservados en la evolucion, por lo que cambios en los mismos
deben afectar a la funcionalidad de la proteina. Con una secuencia proteica
dada, SIFT escoge proteinas relacionadas y obtiene un alineamiento multiple
de estas con la proteina a analizar, y basandose en los aminoacidos presentes
en cada posicidon del alineamiento realiza una prediccion de las sustituciones
que afectaran a la funcién de la proteina. Las sustituciones en una posicién
conservada en el alineamiento seran consideradas como “no tolerables” para
la mayoria de los cambios, mientras que las posiciones que no estan
conservadas en el alineamiento toleraran mejor los cambios de aminoacido (Ng
y Henikoff, 2001).

Se introduce la secuencia a analizar en formato FASTA y el programa
primero busca secuencias similares a la introducida por nosotros, después
escoge secuencias estrechamente relacionadas que puedan tener una funcion

similar a la nuestra, y luego obtiene el alineamiento de las secuencias
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escogidas. Por ultimo, calcula las probabilidades normalizadas para todas las

posibles sustituciones del alineamiento. Las sustituciones con una puntuacion
menor de 0,05 seran clasificadas como deletéreas, y las de puntuacién mayor o
igual a 0,05 “tolerables” o neutrales.

La precision de las predicciones de SIFT es del 60-80%, obteniéndose
un 30% aproximadamente de falsos positivos. No obstante, la precision de las

predicciones depende del alineamiento que se obtenga en cada caso.

6.4 PROGRAMA DE PREDICCION DE LA ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL DE PROTEINAS

Para la prediccidn de la estructura tridimensional de la isoforma HNF1A
inslVS8, asi como la de las proteinas resultantes de las mutaciones no
descritas en el gen GCK, se utilizdé el programa 3D-JIGSAW,

(http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/), el cual utiliza como modelo

predicitivo estructuras homdlogas de proteinas conocidas. Para la visualizacién
de estas estructuras se emplearon los programas RasMoly Pymol
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1. CARACTERIZACION DE VARIANTES
GENETICAS ASOCIADAS A SUSCEPTIBILIDAD AL
DESARROLLO DE DIABETES

1.1 ESTUDIO DE GENES DE  CITOQUINAS
PROINFLAMATORIAS

1.1.1 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO -511 C>T DEL GEN IL1B
(rs16944)

El estudio del polimorfismo -511C>T del gen IL1B en la poblacién
seleccionada en nuestro trabajo mostrd6 que no habia diferencias significativas
entre los grupos de pacientes con DM1, DM2 y controles (Figura 35).

79 13 80 50%
N=172 DMl 4500,  76%  465% 40% - -

65 18 86 30% — EHDM1
N= 169

DM2  355%  107%  50,9% 20% | Lo

75 24 90 10% | - i CONTROLES

N= 189 CONTROLES 0 o 0 i ‘
397%  127%  47.8% o ] |

cc ™ T
DM1 vs CONTROLES p= 0,205
DM2 vs CONTROLES p= 0,761

DM1 vs DM2 p= 0,308

Figura 35. Distribucion de genotipos del polimorfismo -511 C>T del gen IL1B en las

poblaciones de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles

Tampoco mostr6 diferencias significativas el estudio de la agrupacion
de genotipos en los tres grupos de poblacion estudiados en nuestro trabajo
(Figura 36).
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DM1 159
92,4%

DM2 151
89,3%

CONTROLES 165

87,3%

DM1 vs CONTROLES p= 0,108
DM2 vs CONTROLES p= 0,321

DM1 vs DM2 p= 0,548

13
7.6%
18
10,6%
24
12,7%

Resultados

I
DMA 93 79
54, 1% 45 9%
DM2 104 65
61,5% 38,5%
CONTROLES 114 5!
60,3% 39,7%

DM1 vs CONTROLES p= 0,231
DM2 vs CONTROLES p= 0,813

DM1 vs DM2 p= 0,163

Figura 36. Distribucién por agrupacién de genotipos del polimorfismo -511 C>T de IL1B en las

poblaciones de DM1, DM2 y controles.

1.1.2 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO -174 G>C DEL GEN IL6

(rs1800795).

Los genotipos del polimorfismo -174 G>C del gen IL6 mostraron una

distribucion parecida entre los tres grupos de poblacion estudiados (Figura

37).
13 83 76
D1
N= 172 7.6%  483%  44.2%
21 79 68
N= 168 DM2
125%  47%  40,5%
22 85 82
= CONTROLES
N=189 16%  45%  434%

DM1 vs CONTROLES p= 0,413
DM2 vs CONTROLES p= 0,854
DM1 vs DM2 p= 0,304
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20%
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0%

Figura 37. Distribucion de genotipos del

H DML
LIDM2
M CONTROLES

cC GG G

polimorfismo -174 C>G del gen IL6 en las

poblaciones de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles.

En el estudio de la agrupaciéon de genotipos de este polimorfismo

tampoco se encontraron diferencias significativas entre las poblaciones de

pacientes con DM1, DM2 y controles (Figura 38).
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DA 15

Dm2

79 DM2

55% 45%
DM1 vs CONTROLES p= 0,532 DM1 vs CONTROLES p= 0,190
DM2 vs CONTROLES p= 0,698 DM2 vs CONTROLES p= 0,803
DM1 vs DM2 p= 0,820 DM1 vs DM2 p= 0,129

Figura 38. Distribucién por distribucion de genotipos del polimorfismo -174 C>G del gen IL6
en las poblaciones de DM1, DM2 y controles.

1.1.3 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO -238 A>G DEL GEN TNFA
(rs361525)

El estudio del polimorfismo -238 A>G del gen TNFA mostré diferencias
significativas entre el grupo de pacientes con DM1 y los controles, el grupo de
pacientes con DM2 y los controles y entre los dos grupos de diabéticos, de
forma que el genotipo AA solo aparece en la poblacién de pacientes con DM1,
mientras que el genotipo AG presenta mayor frecuencia en la poblacion de

pacientes con DM2 en relacion con los controles (Figura 39).

100%
90%
121 8 43 8o
DM1 7a% |
N=172 703%  47% 25% s |
133 0 36 50% | o
DM2 40% - - M2
N= 169 78,7% 0% 21,3% 0% | 4 CONTROLES
167 0 22 20% 1
CONTROLES 10% 1
N- 189 884% 0% 1,6% o ] N

GG AA AG
DM1 vs CONTROLES p < 0,001
DM2 vs CONTROLES p= 0,013

DM1 vs DM2 p= 0,010

Figura 39. Distribucion de genotipos del polimorfismo -238 G>A del gen TNFA en las

poblaciones de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles.
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El estudio de la agrupacion de genotipos también mostrd diferencias
significativas, siendo el alelo A mas frecuente en las poblaciones de
pacientes con DM1 (p <0,001; OR=0,313 (0,180-0,543)) y pacientes con DM2
(p= 0,013; OR=0,487 (0,273-0,887)). Las diferencias entre pacientes con DM1
y pacientes con DM2 estriban en que los homocigotos A estan presentes
unicamente en el grupo de diabéticos tipo 1(Figura 40).

I - | ‘" ]
29.7% 70,3% 95 2% 47%
DmM2 36 133 Dm2 169
21,3% 78,7% 100% 0%

11,6% 88,4% 100% 0%
DM1 vs CONTROLES p < 0,001 DM1 vs CONTROLES p= 0,003
(OR=0,313 (0,180-0,543)) (OR= 1,045 (1,015-1,084))
DM2 vs CONTROLES p= 0,013 DM2 vs CONTROLES p= 1
(OR= 0,487 (0,273-0,867)) DM1vs DM2 p= 0,005
DM1 vs DM2 p= 0,077 (OR= 0,953 (0,923-0,985))

Figura 40. Distribucion por agrupacién de genotipos del polimorfismo -238 G>A del gen TNFA

11.4 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO -1C>T DEL GEN CD40
(rs1883832)

El estudio del polimorfismo -1C>T del gen CD40 en la poblacién
seleccionada en nuestro trabajo no mostr6 diferencias significativas en la
distribuciéon de genotipos entre los grupos de pacientes con DM1, pacientes

con DM2 y los controles (Figura 41).
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DM2 vs CONTROLES p= 0,342
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Figura 41. Distribucién de genotipos en las poblaciones DM1, DM2 y controles para el

polimorfismo -1T>C del gen CD40.

El estudio del polimorfismo agrupando los genotipos tampoco mostrd
diferencias significativas entre los tres grupos de poblacién estudiados (Figura
42).

DM1 158 14 DM1 82 90
91,9% 8,1% 44 6% 50,8%
DM2 157 12 DM2 82 87
92,9% 7,1% 48,5% 51,5%
CONTROLES 168 21 CONTROLES 102 87
88,9% 11,1% 55 4% 49 2%
DM1 vs CONTROLES p= 0,341 DM1 vs CONTROLES p= 0,232
DM2 vs CONTROLES p= 0,190 DM2 vs CONTROLES p= 0,303
DM1 vs DM2 p= 0,718 DM1 vs DM2 p= 0,876

Figura 42. Distribucion de la agrupacién de genotipos del polimorfismo -1C>T del gen CD40

1.1.5 ESTUDIO DE HAPLOTIPOS DE LOS POLIMORFISMOS -511
C>T DEL GEN IL-1B, -174 G>C DEL GEN IL-6, -238 A>G DEL GEN TNF-a Y
-1 C>T DEL GEN CD40

El estudio de haplotipos de los polimorfismos -511 C>Tdel gen IL1B,
-1 C>T del gen CD40, -174 C>G del gen IL6 y -238 A>G del gen TNFA, mostrd
que el haplotipo formado por el alelo C del gen IL1B, el alelo C del gen CD40,
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el alelo G del gen IL6 y el alelo A del gen TNFA (CCGA) se encontré con

mayor frecuencia en la poblacién de pacientes con DM1 en relacién con los
controles (p=0,02; OR= 3,98 (1,15-13,77)), mientras que el haplotipo
constituido por los alelos CTCG de los genes IL-1B, CD40, IL-6 y TNF-a, se
hall6 con mayor frecuencia en controles respecto a los de pacientes con DM1
(p= 0,024; OR= 0,437 (0,21-0,90). No se encontraron diferencias entre el grupo
de pacientes con DM2 y controles, ni entre las dos poblaciones de diabéticos
(Tabla 6).

Tabla 6. Frecuencias haplotipicas en controles, DM1 y DM2 de los polimorfismos estudiados.
Ninguno de estos haplotipos muestra asociacion con susceptibilidad a diabetes.

HAPLOTIPO FRECUENCIA FRECUENCIA DM1 FRECUENCIA DM2
IL1B- CD40-IL6-TNFa CONTROLES

ccca 0.130 0,110 0.082
CCCA 0.011 0,034 0.030
CcCGG 0,266 0,288 0.285
CCGA 0,022 0,079 0.050
CTCG 0,101 0,059 0.094
CTGG 0,103 0,105 0.094
CTGA 0,008 0,013 0.014
TCcca 0,067 0,071 0,093
TCcaG 0,166 0,126 0.165
TCGA 0.011 0,009 0.012
TTCG 0,023 0,021 0.026
TTGG 0,083 0,063 0.051
TTGA 0,013 0,016 0,011

1.2 ESTUDIO DE GENES DE CITOQUINAS
ANTIINFLAMATORIAS

1.21 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO -33 C>T DEL GEN IL4
(rs2070874).

En el estudio de la distribucién de los genotipos del polimorfismo -33
C>T del gen IL4 no se observaron diferencias significativas entre las
poblaciones de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles (Figura 43).
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Figura 43. Distribucion de genotipos del polimorfismo -33 C>T del gen IL4 en las poblaciones

de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles.

El estudio por agrupacion de genotipos tampoco mostré diferencias

significativas entre los grupos de poblacion estudiados (Figura 44).

DM1 168
97,7%

bMm2 159
94,1%

CONTROLES 183

96,8%

DM1 vs CONTROLES p= 0,623
DM2 vs CONTROLES p= 0,210

DM1 vs DM2 p= 0,095

2,3%
10
5,9%

3,2%

DM1 52
30,2%

DM2 59
34,9%

CONTROLES 57

30,2%

DM1 vs CONTROLES p= 0,988
DM2 vs CONTROLES p= 0,337

DM1 vs DM2 p= 0,357

120
69,8%
110
65,1%
132
69,8%

Figura 44. Distribucion por agrupacion de genotipos del polimorfismo -33C>T del gen I1L4

1.2.2 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO 223 A>G DEL GEL IL4R

(rs1850109)

En el estudio del polimorfismo 223 A>G del gen IL4R se encontraron

diferencias signficativas entre las poblaciones de pacientes con DM2 y

controles, ya que la frecuencia del genotipo AA era mayor en el grupo de

controles, mientras que el genotipo AG presentaba mayor frecuencia en la

poblacién de pacientes con DM2. Sin embargo, no se encontraron diferencias
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entre pacientes con DM1 y controles, ni entre pacientes con DM1 y pacientes

con DM2 (Figura 45).

AA GG

48 37
D
N= 172 M1 27,9%  21,5%
36 37

N= 169
DMz 21,3%  21,9%

69 38
N=186 CONTROLES

37,1%  20,4%
DM1 vs CONTROLES p= 0,163
DM2 vs CONTROLES p= 0,004

DM1 vs DM2 p= 0,345
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42,5%
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40%
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[ LICONTROLES
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Figura 45. Representacion de los genotipos en las poblaciones de DM1, DM1 y controles en
el polimorfismo 223 A>G del gen IL4R.

El estudio por agrupaciéon de genotipos también mostré diferencias

significativas debido a que el alelo G se encontr6 en mayor proporcion en la

poblacién de pacientes con DM2 respecto a la poblacién control (p= 0,001;
OR=0,459 (0,286-0,737)). Con respecto a los pacientes con DM1, se observo
que la proporcion del alelo G también es mayor en este grupo en relacién con

los controles aunque sin llegar a haber diferencias significativas entre ellos

(Figura 46).
DM1 135
78,5%
DM2 132
78,1%
CONTROLES 118

79,6%

DM1 vs CONTROLES p= 0,802
DM2 vs CONTROLES p= 0,736

DM1 vs DM2 p= 0,932

Figura 46. Distribucion por agrupacion de genotipos del polimorfismo 223 A>G del gen IL4.

20,4%

DM1 124
72,1%

DM2 133
78,7%

CONTROLES 117

62,9%

DM1 vs CONTROLES p= 0,064
DM2 vs CONTROLES p= 0,001
(OR=0,459 (0,286-0,737)

DM1 vs DM2 p= 0,157
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1.2.3 ESTUDIO DE HAPLOTIPOS DE LOS POLIMORFISMOS -33
C>T DEL GEN IL4 Y 223 A>G DEL GEN IL4R

El estudio de haplotipos de los polimorfismos -33 C>T del gen L4y
223 A>G del IL4R mostr6 que el haplotipo formado por el alelo T de la
variante del gen IL4 y el alelo G del polimorfismo del gen IL4R esta mas
representado en el grupo de pacientes con DM2 al comparalo tanto con la
poblacion control (p= 0,006; OR= 2,44 (1,28-4,63), como con la poblacién de
pacientes con DM1 (p= 0,012; OR= 2,22 (1,19-2,16) (Tabla 7).

Tabla 7. Frecuencias haplotipicas de los polimorfismos -33 del gen IL-4 y 223 del gen IL-4R

CA 0,480 o427 G,405
CG 0,352 0.409 C,390
TA 0,101 0,104 C,091
TG 0,065 0,058 a, 112

1.3. ESTUDIO DEL POLIMORFISMO -251 A>T DEL GEN IL8
(rs4073)

El estudio del polimorifismo -251 A>T del gen IL8 no mostrd
diferencias significativas entre los grupos de los pacientes con DM1, los
pacientes con DM2 y los controles (Figura 47).

34 46 92 50%
N=172  owma 19,8%  26,7% 53,5% 40%
38 46 85 30% ot
N=169 oMz 22,5%  27,2%  50,3% 20% - :S:szoms
N=189 conTROLES - - v >
20,1%  29,4% 50,8% 0% -

AA T AT

DM1 vs CONTROLES p= 0,857
DM2 vs CONTROLES p= 0,838
DM1 vs DM2 p= 0,790

Figura 47. Distribucién de genotipos del polimorfismo -251 A>T de IL8 en las poblaciones de

pacientes con DM1, pacientes con DM2 y los controles.
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Tampoco se hallaron diferencias significativas entre los tres grupos de
poblacion incluidos en nuestro trabajo en el estudio por agrupacion de

genotipos (Figura 48).

T T

DM1 126 46 DM1 138 34
73,3% 26,7% 80,2% 19,8%
DM2 123 46 DM2 131 38
72,8% 27,2% 77,5% 22,5%
CONTROLES 134 55 CONTROLES 151 38
70,9% 29,1% 79,9% 20,1%
DM1 vs CONTROLES p= 0,618 DM1 vs CONTROLES p= 0,936
DM2 vs CONTROLES p= 0,693 DM2 vs CONTROLES p= 0,583
DM1 vs DM2 p= 0,921 DM1 vs DM2 p= 0,539

Figura 48. Distribucion por agrupacion de genotipos del polimorfismo -251 A>T del gen IL8.

1.3.1 ESTUDIO DE HAPLOTIPOS DE LOS POLIMORFISMOS -1C>T
DEL GEN CD40 Y -251 T>A DEL GEN IL8

El estudio por haplotipos de los polimorfismos -1C>T del gen CD40 vy
-251 A>T del gen IL8 no mostrd diferencias significativas entre las tres

poblaciones estudiadas (Tabla 8).

Tabla 8. Frecuencias haplotipicas de los polimorfismos -1C>T del gen CD40 y -251 A>T del

gen IL8
HAPLOTIPO FRECUENCIA FRECUENCIA FRECUENCIA
CD40-IL8 CONTROLES DM1 DM2
CA 0,303 0,328 0,304
cT 0,371 0,392 0,369
TA 0,151 0,136 0,150
T 0,173 0,142 0.147
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1.3.2 ESTUDIO DE HAPLOTIPOS DE LOS POLIMORFISMOS -174
C>G DEL GEN IL6, -238 A>G DEL GEN TNFA, -511 C>T DEL GEN IL1B Y
-251 A>T DEL GEN IL8

En el estudio de haplotipos de las variantes -174 C>G del gen IL6, -238
A>G del gen TNFA, -511 C>T del gen IL1B y -251 A>T del gen IL8 se observo
que el haplotipo compuesto por el alelo C del polimorfismo del gen L6, el alelo
A del polimorfismo del gen TNFA, el alelo C de la variante del gen IL1By el
alelo T del polimorfismo del gen IL8 se encontr6 con mas frecuencia en la
poblacion de pacientes con DM1 en relacion con los controles (p= 0,02;
OR=13,91 (1,32-146,5)) mientras que el haplotipo CGCT se encontr6 con
mayor frecuencia en la poblacion control, tanto en relacion con el grupo de
pacientes con DM1 (p= 0,007; OR=0,240 (0,08-0679)), como con el grupo de
pacientes con DM2 (p=0,0016; OR= 0,260 (0,112-0,601)). Ademas, el
haplotipo compuesto por los alelos GGTT se encontr6 con una diferencia
significativamente mayor en la poblacion control en relacion con la poblacion
de pacientes con DM2 (p=0,015; OR= 0,352 (0,150-0,822)) (Tabla 9).

Tabla 9. Frecuencias haplotipicas de los polimorfismos -174 C>G del gen IL6, -238 A>G del
gen TNFA, -511 C>T del gen IL1B y -251 A>T del gen IL8

HAPLOTIPO 1 FRECUENCIA FRECUENCIA FRECUENCIA
IL-6, TNFa. IL-1B, IL-8 CONTROLES DM DM2

CGCA 0,054 0,092 0,099
CGCT 0,178 0,079 0,063
CGTA 0,068 0,064 0,033
CGTT 0,016 0,054 0,036
CACA 0,010 0,022 0,020
CACT 0,004 0,015 0,054
GGCA 0,196 0,153 0,148
GGCT 0,160 0,226 0,175
GGTA 0,114 0,131 0,088
GGTT 0,151 0,090 0,115
GACA 0.010 0,010 0.046
GACT 0,020 0,036 0,036
GATT 0,013 0,020 0,025
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1.4 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO 34 C>G DEL GEN
PPARG (rs1801282)

En el estudio de distribucién de genotipos del polimorfismo 34 C>G
del gen PPARG no se observaron diferencias significativas entre las
poblaciones de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y los controles
utilizadas en nuestro trabajo (Figura 49). Sin embargo, se observdé que la
poblacidén control no se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg debido a
que la proporcién del genotipo GG es superior a lo esperado (2,1% en la
poblacion control de nuestro estudio frente a 1,7% en HapMap-CEU).

143 0 29 80% -
Net72 - OME O g31e 0% 169% o,
0 HDM1
147 2 20
) 40% | I D2
N= 169 DM2 87% 1,2% 11,8% 4 CONTROLES
160 4 25 20% 1
N= 189 q
CONTROLES 84,7% 2,1% 13,2% 0% -

cc GG G
DM1 vs CONTROLES p= 0,108

DM2 vs CONTROLES p= 0,720

DM1 vs DM2 p= 0,159

Figura 49. Distribucién de genotipos del polimorfismo 34 C>G del gen PPARG en las

poblaciones de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y los controles.

El estudio por agrupacion de genotipos tampoco mostrd diferencias en
la distribucion de los mismos entre los tres grupos de poblacién, aunque se
aprecié una tendencia a la significacion entre los pacientes con DM1 en
comparacién con los controles, debido a la ausencia de homocigotos GG en la

poblacion de los pacientes con DM1 (Figura 50).
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DM1 172 0 DM1 29 143
100% 0% 16,9% 83,1%
DM2 167 2 DM2 22 147
98,8% 1,2% 13% 87%
CONTROLES 185 4 CONTROLES 29 160
97,9% 2,1% 15,3% 84,7%
DM1 vs CONTROLES p= 0,055 DM1 vs CONTROLES p= 0,695
DM2 vs CONTROLES p= 0,492 DM2 vs CONTROLES p= 0,530
DM1 vs DM2 p= 0,152 DM1 vs DM2 p= 0,320

Figura 50. Distribucion por agrupaciéon de genotipos del polimorfismo 34 C>G del gen PPARG

1.5 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO IVS3 C>T DEL GEN
TCF7L2 (rs7903146)
El estudio del polimorfismo IVS3 C>T del gen TCF7L2 no mostré

diferencias significativas entre las poblaciones de los pacientes con DM1, los
pacientes con DM2 y la poblacién control seleccionadas (Figura 51)

73 23 76 50%

No172  PMI 42,4%  13,4%  442%  40% -
71 26 72 30% - o

N=169  pw2 H DM
42% 15,4% 42,6% 20% - i CONTROLES
94 18 77 10% -

N=1

89 CONTROLES 49,7% 9,5% 40,7% 0% -

cC T cT

DM1 vs CONTROLES p= 0,292
DM2 vs CONTROLES p= 0,155

DM1 vs DM2 p= 0,864

Figura 51. Distribucién de genotipos polimorfismo IVS3 C>T del gen TCF7L2 en las

poblaciones de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles.

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los grupos de

poblacion estudiados en el estudio por agrupacion de genotipos (Figura 52).
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86,6% 13,1% 57,6% 42,1%
DM2 143 26 DM2 98 71
90,5% 9,5% 50,3% 49,7%
DM1 vs CONTROLES p= 0,250 DM1 vs CONTROLES p= 0,165
DM2 vs CONTROLES p= 0,092 DM2 vs CONTROLES p= 0,143
DM1 vs DM2 p= 0,643 DM1 vs DM2 p= 0,936

Figura 52. Distribucion por alelos del polimorfismo IVS3 C>T del gen TCF7L2.

1.6 ESTUDIO DE HAPLOTIPOS DE LOS POLIMORFISMOS
34 C>G DEL GEN PPARG E IVS3 C>T DEL GEN TCF7L2

El estudio de haplotipos de los polimorfismos 34 C>G del gen PPARG e
IVS3 C>T del gen TCF7L2 mostrd que el haplotipo formado por el alelo C del
polimorfismo del gen PPARG vy el alelo T de la variante del gen TCF7L2 es
mas frecuente tanto en pacientes con DM1 (p= 0,0472 OR= 1,39 (1,01-1,92))
como en pacientes con DM2 (p= 0,032 OR= 1,41 (1,02-1,94)); no se
observaron diferencias entre las dos poblaciones de diabetes (Tabla 10).

Tabla 10. Frecuencia de haplotipos encontradas en las poblaciones control, DM1 y DM2 de los
genes PPARG y TCF7L2.

HAPLOTIPO FRECUENGIA FRECUENCIA m
0,639 0, 569 0,581

cT 0,273 0346 0,347

GC 0,061 0.075 0.051

GT 0,025 0,008 0.019
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1.7 ESTUDIO DE GENES RELACIONADOS CON EL
FUNCIONAMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR

1.7.1 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO 594 G>T DEL GEN EDN1
(rs5370)

El estudio de la distribucion de genotipos del polimorfismo 594 G>T del
gen EDN1 no mostrd diferencias significativas entre los tres grupos de

poblacién estudiados (Figura 53).

112 1 56 60%
N=172
o 65,1% 2,3% 32,6% 50% -
100 7 62 40% 7 DML
N= 169 DM2 30% LIDM2
59,2% 4,1% 36,7%
20% - L4 CONTROLES
114 &) 66
10% |
N= 189
CONTROLES 60,3% 4,8% 34,9% 0% - S

GG T GT

DM1 vs CONTROLES p= 0,375
DM2 vs CONTROLES p= 0,917
DM1 vs DM2 p= 0,411

Figura 53. Distribucion de genotipos del polimorfismo 594 G>T del gen EDN1 en las
poblaciones de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles.

La distribucion por agrupacién de genotipos tampoco mostré resultados

significativos entre los grupos de poblacién estudiados en nuestro trabajo

(Figura 54).
[ et | e
DM1 168 4 DM1 60 112
97,7% 2,3% 34,9% 65,1%
DM2 162 7 DM2 69 100
95,9% 4,1% 40,8% 59,2%
CONTROLES 180 9 CONTROLES 75 114
95,2% 4,8% 39,7% 60,3%
DM1 vs CONTROLES p= 0,215 DM1 vs CONTROLES p= 0,347
DM2 vs CONTROLES p= 0,777 DM2 vs CONTROLES p= 0,825
DM1 vs DM2 p= 0,343 DM1 vs DM2 p= 0,258

Figura 54. Distribucion por alelos del polimorfismo 594 G>T del gen EDNA1
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1.7.2 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO

(rs699947)

El estudio del polimorfismo -2578 A>C del gen VEGF
diferencias significativas entre los grupos de pacientes con DM1, pacientes con

DM2 y los controles estudiados en nuestro trabajo (Figura 55).
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Figura 55. Distribucion de genotipos del polimorfismo -2578 A>C de VEGF en las poblaciones

de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles.

Tampoco mostré diferencias significativas el estudio de la agrupacién de

genotipos en los tres grupos de poblacién estudiados (Figura 56).

| amac | o
DM1 123 49
71,5% 28,5%
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CONTROLES 139 50
73,5% 26,5%
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DM1 137

CONTROLES 138

73%
DM1 vs CONTROLES p= 0,139
DM2 vs CONTROLES p= 0,472

DM1 vs DM2 p= 0,459

Figura 56. Distribucion por agrupacién de genotipos del polimorfismo -2578 del gen VEGF
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1.7.3 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO 894 G>T DEL GEN NOS3
(rs1799983)

El estudio del polimorfismo 894 G>T del NOS3 no mostr6 diferencias
significativas entre los grupos de pacientes con DM1, pacientes con DM2 vy

controles de la poblacion seleccionada para nuestro trabajo (Figura 57).

65 20 87 50%

Ne172 ML 37,8%  11,6%  50,6%  40% —
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DM1 vs CONTROLES p= 0,916

DM2 vs CONTROLES p= 0,558

DM1 vs DM2 p= 0,778

Figura 57. Distribucion de genotipos del polimorfismo 894 G>T del gen NOS3 en las
poblaciones de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles.

En el estudio por agrupacién de genotipos tampoco se encontraron
diferencias significativas entre los tres grupos de poblacién estudiados (Figura
58)

| GesGr | T | [ mer | e |
| GGeGT | | tsgT | g |
DM1 152 20 DM1 107 65
88,4% 11,6% 62,2% 37,8%
DM2 144 24 DM2 107 62
85,7% 14,3% 63,3% 36,7%
CONTROLES 166 20 CONTROLES 112 74
89,2% 10,8% 60,2% 39,8%
DM1 vs CONTROLES p= 0, 793 DM1 vs CONTROLES p= 0,699
DM2 vs CONTROLES p= 0,314 DM2 vs CONTROLES p= 0,501
DM1 vs DM2 p= 0,479 DM1 vs DM2 p= 0,833

Figura 58. Distribucion alélica del polimorfismo 894 G>T del gen NOS3
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1.7.4 ESTUDIO DE HAPLOTIPOS DE LOS POLIMORFISMOS 594
G>T DEL GEN EDNI1, -2578 A>C DEL GEN VEGF Y 894 G>T DEL GEN

NOS3

El estudio de haplotipos de los polimorfismos 594 G>T de EDN1,
-2578 A>C del gen VEGF y G>T 894 del gen NOS3 no mostro diferencias
entre los grupos de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y los controles
(Tabla 11)

Tabla 11. Frecuencia haplotipica de los polimorfismos estudiados de los genes EDN1, VEGF y

NOS3 en las poblaciones control, pacientes con DM1 y pacientes con DM2.

HAPLOTIPO
EDN1-VEGF-NOS3

GAT
GCG
GCT
TAG
TAT
TCG

TCT

0,229
0,150
0,258
0,138
0,082
0,039
0,072

0,027

0, 226
0.135
0,255
0,186
0,059
0,026
0,058

0,020

0,251
0,109
0,244
0,169
0,060
0,075
0,052

0,035

FRECUENCIA FRECUENCIA DM1 FRECUENCIA DM2
CONTROLES

1.8 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO 49 A>G DEL GEN

CTLA4

(rs231775)

El estudio de la distribucion de genotipos del polimorfismo 49 A>G del

gen CTLA4 no mostré diferencias significativas entre las poblaciones incluidas

en nuestro trabajo (Figura 59).
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85 14 70 30% - HDM1
OMZ  503%  83%  414% a0y om2
M CONTROLES
89 21 79 10% -
CONTROUES  2719%  11,1%  41,8% 4
AA GG AG

DM1 vs CONTROLES p= 0,871
DM2 vs CONTROLES p= 0,631
DM1 vs DM2 p= 0,396

Figura 59. Distribucion de genotipos del polimorfismo 49 A>G de CTLA4 en las poblaciones de

pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles.

El estudio de la agrupacion de genotipos tampoco mostrd diferencias
significativas entre las poblaciones de los pacientes con DM1, los pacientes
con DM2 y los controles (Figura 60).

DM1 150 22 DM1 91 81
87,2% 12,8% 52,9% 47,1%
DM2 155 14 DM2 84 85
91,7% 8,3% 49,7% 50,3%
CONTROLES 168 21 CONTROLES 100 89
88,9% 11,9% 52,9% 47,1%
DM1 vs CONTROLES p= 0,623 DM1 vs CONTROLES p= 1
DM2 vs CONTROLES p= 0,369 DM2 vs CONTROLES p= 0,545
DM1 vs DM2 p= 0,179 DM1 vs DM2 p= 0,554

Figura 60. Distribucion por agrupacion de genotipos del polimorfismo 49 A>G del gen CTLA4

1.9 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO 293 C>T DEL GEN
HNFIA (rs1800574)

El estudio del polimorfismo 293 C>T del gen HNF1A no mostré
diferencias significativas entre las poblaciones de diabéticos tipo 1, diabéticos

tipo 2 y controles (Figura 61).
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DM1 vs CONTROLES p= 0,355
DM2 vs CONTROLES p= 0,491

DM1 vs DM2 p= 0,765

Figura 61. Distribucion de genotipos del polimorfismo 293 C>T del gen HNF1A en las
poblaciones de pacientes con DM1, pacientes con DM2 y controles.

El estudio por agrupacién de genotipos del polimorfismo 293 C>T del
gen HNF1A no pudo realizarse debido a la ausencia de portadores del

genotipo TT en los tres grupos de poblacion sometidos a estudio.
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2. ESTUDIO GENETICO DE DIABETES MODY

2.1 ESTUDIO DEL GEN HNF1A

El estudio del gen HNF1A en 55 pacientes con diagnéstico de sospecha
de diabetes MODY nos permitié caracterizar cuatro mutaciones patogénicas,
dos de las cuales se describen por primera vez en este trabajo (Tabla 12).

Tabla 12. Mutaciones encontradas en el gen HNF1a en la poblacion estudiada. En rojo las

mutaciones no descritas en la literatura.

E43K i MiISSENSE z
T137SfsX17 2 DELECION 1
K205N 3 MISSENSE 1
P291PfsX25 4 INSERCION 3

La mutacion p.E48K se debe al cambio de una guanina por una adenina
en el nucleétido 142 (c. 142 G>A) vy fue descrita por primera vez en 1998
(Moller et al., 1998). Esta mutacion se localiza en el exén 1, al final del dominio
de dimerizacion de la proteina. En nuestra poblacion, este cambio fue
encontrado en dos pacientes no relacionados de los que no pudimos disponer
de los arboles genealdgicos.

La mutacién p. P291PfsX25, descrita en 1996 (Yamagata et al.,
1996b), tiene lugar por la insercion de una citosina en el nucleétido 873 (c.
873 insC), dentro del exdn 4, lo que provoca un cambio en la fase de lectura
de la proteina y la formacién de un coddn de stop prematuro en el codén 316,
generandose una proteina truncada que pierde todo el dominio de
transactivacion y que actuaria como una isoforma dominante negativa
(Yamagata et al., 1996b). En nuestra poblacion hemos localizado esta
mutacién en tres pacientes no relacionados entre si (Figura 62). Unicamente
hemos estudiado a dos familiares de uno de los pacientes indice (madre y

hermana en la familia b).
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Figura 62. Arboles genealégicos de las tres familias donde se encontré la mutacién
p.P291PfsX25. (@ / M = diabéticos; T = caso indice; ME= mutacion encontrada; NM= no

mutacion).

La mutacion p.T137SfsX17 ocurre por la delecion de 7 nucle6tidos en
el exon 2 (c.432 delACTGGCC), produciéndose un cambio en la fase de
lectura de la proteina y la formacion de un coddn de stop en la posicion 154,
generandose una proteina truncada que pierde regiones fundamentales para el
funcionamiento de la misma. Dada la magnitud de los cambios que produce
esta mutacién no hemos considerado necesario realizar estudios poblacionales
ni estudios bioinformaticos de prediccion. Asi mismo, no se pudo realizar un
modelo de prediccion de la estructura proteica debido a que la proteina
generada como consecuencia de esta mutacion es demasiado pequena. La
mutacion p. T137SfsX17 no esta descrita en la literatura y la hemos localizado
en un paciente con antecedentes de diabetes en la familia no disponiendo del

material para realizar el estudio de segregaciéon completo (Figura 63).
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Figura 63. Arbol genealégico de la familia afectada de la mutacion p. T137fs154X
(@ / M = diabéticos; ¢= caso indice; ME= mutacién encontrada).

La mutacion ¢.615 C>G es producida por el cambio de guanina por
citosina en el nucleétido 615, dentro del exdn 3, y da lugar a un cambio de
lisina por asparragina en el codon 205 de la proteina (p.K205N), situado
dentro del dominio de union al DNA. Esta mutacién fue localizada en una Unica
paciente y se describe por primera vez en nuestro estudio, aunque hay un
estudio previo que muestra un cambio en el mismo coddn asociado a diabetes
MODY (lwasaki et al., 1997). (Figura 64).

IR
Llddd
;ggg

Figura 64. Arbol genealégico de la familia de la paciente con la mutacién p.K205N
(@ / M = diabéticos; f = caso indice; ME= mutacién encontrada).

Dado que la mutacién p. K205N se trataba de un cambio de aminoacido
dentro del dominio de unién al DNA que se describia por primera vez, se
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decidié hacer un estudio mas en profundidad para comprobar el verdadero

efecto de esta mutacion sobre la proteina. En primer lugar, se realiz6 un
estudio poblacional en 100 controles sanos para descartar que esta mutacion
pudiera ser una variante polimorfica presente en la poblacién general. Esta

variante no se encontré en ninguno de los controles analizados (Figura 65).

Figura 65. Muestra del estudio realizado sobre 100 controles sanos para la blsqueda de la
mutacion p.K205N (CP: Muestra del paciente con la mutacién K205N).

El analisis del grado de conservacion de este aminoacido entre
diferentes especies, realizado mediante el programa ClustalW, mostré que la
lisina del codén 205, al igual que los aminoacidos adyacentes, se encontraba
muy conservada en todas las especies analizadas (Figura 66).

Homa AQUFTHAGQOGG LIEEPTGDELPTERG RENRHHWGPASQQI LFQRAYERQKNP SKEERETLY 233
cug LOOFTHAGHGC LIEEPTCDELDPTEEG RENRHEWC PR SOOT LEQLYERQXNPEKEEREALY 233
Rattus LOOFTHAGQGG LIEEPTGDELPTREG RENEHFWGPASQOT LFORYERQKNPSKEERETLY 233
gallus AOOFTHAGQOGT LTEEPMGDDL PTREG RENERFWGPASQOI LFQAYERQENP SKEEREALY 236
Xenopus ARQFTHAGQGMLTDDM SCDEAPNEFMRRNRYFWGPASQQI LFQRYERQENP SKEEREALY 231
'!'::1'1‘**1‘*** + H :1': i'.'i't LR b 1***1**11***1***********:‘kt

Figura 66. Comparacién de la secuencia de proteina HNF1a en la regiéon adyacente al cambio
en la posicién 205 entre el hombre, cerdo, rata, gallo y Xenopus. Se observa que la lisina de la
posicion 205 se encuentra conservada en todas las especies estudiadas.

Posteriormente, se llevé a cabo un estudio in silico, utilizando 3
programas bioinforméaticos de prediccibn de patogenicidad de mutaciones
(PMUT, SIFT, POLYPHEN), y excepto el programa PMUT, SIFT y POLYPHEN
mostraron que el cambio de lisina por asparragina en esta posicion puede
considerarse patogénica y puede afectar a la funcion de la proteina (Tabla 13).
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Tabla 13. Resultado de la prediccién de los programas bioinformaticos sobre el cambio de

lisina por asparragina en la posicion 205.

POLYPHEN Probablemente patogénica
PMUT Neutral
SIET Pate

i

(afectaqa la funcién de la proteina)

2.1.1 CARACTERIZACION DE NUEVAS ISOFORMAS DEL GEN
HNF1A

Ademas de la proteina HNF1A con la mutacion p.K205N, hemos
estudiado dos isoformas encontradas de forma casual en las células HepG2
durante el proceso de clonacion de la isoforma completa, y que se generan por
un procesamiento alternativo de sus exones (Figura 67).

Loesrrnirnnes o | eanwnrr

Pres edesaannndars G Dominic cde transactivacicon
drnre e s s Corld s

1 2 Ia . 5 [ 7 s o 10 HNF1A K205N
ST

i HNF1A A2

1 - = ) 5 & 7 s o 1o | HNF1A inslVS8

LTl

2t

Figura 67. Esquema de los cDNAs de HNF1A utilizados para el ensayo de luciferasa. El
primero contiene la mutacién p.K205N, el segundo de ellos, HNF1A A2, pierde el exon 2 lo
que se generaria una proteina truncada que pierde casi todos los dominios funcionales de la
proteina. El tercer cDNA analizado, HNF1A insIVS8, no procesa el intrén 8, introduciéndose 31
aminodacidos dentro del dominio de transactivacion de la proteina, sin modificar la fase de

lectura.

La primera de las isoformas, denominada HNF1A A2, sufre un
procesamiento alternativo del exén 2, de forma que pierde este exén y, a su
vez, la fase de lectura de la proteina,  generandose un coddén de stop
prematuro en la posicion 119, lo que genera una proteina que pierde el
dominio de unién a DNA y el dominio de transactivacion completos (Figura 68).
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Hnfl MVSKLSQLQTELLAALLESGLSKEALIQALGEPGPYLLAGEGPLDKGESCGGG 60
hnfl2 Q 60
Hnfl JK| 120
hnfl2 119
Hnfl iA 180
hnfl2

hnfl 240
hnfl2

Figura 68. Comparacién de la proteina HNF1A silvestre y la isoforma carente del exén 2. La
isoformas truncada solo comparte los 109 primero amino&cidos con la proteina wild type.
HNF1: wild type HNF12: isoforma A2.

La otra isoforma encontrada, denominada HNF1insIVS8, no procesa
el intron 8, por lo que se integran 31 aminodcidos dentro del dominio de
transactivacion de la proteina, sin perder la fase de lectura. EI modelo
obtenido con el programa de prediccion de estructuras proteicas 3D-Jigsaw,
mostré que la insercién de estos 31 aminoacidos modificaria la conformacién

de la proteina (Figura 69).

hnfl NEHVTO SPFMATMALLO S PHA LYEHE LIVTETHLLPATMITTD TTHLSE ALAN . TPTE f
hnfla QSHVTO SPITATIIAOL O PHA E TLS i

FEL Qs "5 ! 50

hnfla LI‘--‘}'.-'.J-'I"AIJ'?PLR'.'DE-'A'I"HI"Hl}'E-AI_ZEM'_L[-'I_I'-.-ll"'l".j TEA SGLHTPASQATTL

hnrl QLFPLGT CHLOFAHRLESASEFTV 3 SHGQSHLLFSHNHSWVIET FISTOMASS BI9
hnifla QL FPAGT CHLOQFAHRLIASFTV SHGQSHLLESNHSVIETFIATOMASS Gal
hniEl - 831

hntla SOX OEE D

Figura 69. 1) Comparacion de las secuencias de proteina de la isoforma silvestre (hnfl) y
HNF1A intron 8 (hnf1a), en la que se observa que la isoforma HNF1A ins IVS8 presenta la
insercion de 31 aminoacidos sin modificar la fase de lectura. 2) Modelo de la estructura
tridimensional de HNF1A silvestre obtenida con el programa 3D-Jigsaw y RasMol 3) Modelo de
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la estructura tridimensional de HNF1A con la insercion del intron 8 obtenida con el programa
3D-Jigsaw y RasMol, en que la se aprecia un cambio en la conformacién de la misma con
respecto a la proteina silvestre.

2.1.2 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA LUCIFERASA

El estudio de la actividad de la luciferasa fue realizado en las lineas
celulares, COS-1 y HepG2. La linea celular COS-1 representa un sistema
neutro en el cual no hay expresién de ninguno de estos genes, mientras que
HepG2 encarna un sistema mas real, ya que tanto HNF1A como GLUT2 se

expresan en estas células.

Los resultados obtenidos mostraron que tanto la proteina con la
mutacién p.K205N como la isoforma HNF1A A2 presentaban una menor
actividad en comparacion con la proteina silvestre en ambas lineas celulares.
Esta diferencia en la actividad llega a ser significativa en la linea celular HepG2
en cual se produce una reduccién de la actividad de hasta el 70 % en el caso
de la mutacién p.K205N y del 77% en el caso de la proteina truncada (Figura
70). Por el contrario, la isoforma que contiene el intrén 8 presentaba una
actividad mayor que la proteina silvestre en ambas lineas celulares (Figura

70).

CO=-1

300 200471

2004 123136 8

E5 530

RLU/SEG

100 64,1423 1

RLU/SEG

AN G143

WT vs K205N p= 0,055
WT vs Ex6n 2 p= 0,0245
WT vs Intrén 8 p= 0,149

WT vs vacio p= 0,048

WT vs K205N p= 0,016

WT vs Exo6n 2 p= 0,009
WT vs Intrén 8 p= 0,007

WT vs vacio p= 0,027

Figura 70. Representacion de los valores normalizados de actividad luciferasa en cada una de
las variantes de HNF1A estudiadas, en las lineas celulares COS-1 y HepG2.
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Ademas de las mutaciones patogénicas, también encontramos varios

polimorfismos dentro del gen HNF1A, algunos de ellos no descritos
anteriormente (Tabla 14). Muchos de los polimorfismos se localizan dentro de
los exones y se trata de cambios silenciosos que no modifican el aminoacido.
También hemos encontrado polimorfismos de cambio de sentido, como 127L,
A98V y S487N, ya descritos previamente (Winckler et al., 2005). En nuestro
estudio la frecuencia de los polimorfismos 127L y S487N fue alta, ya que se
encontré en el 51% y el 38% de los casos respectivamente, mientras que el
polimorfismo A98V se encontr6 con una frecuencia mucho menor (3,6%).
Respecto a los polimorfismos intrénicos, todos ellos se encuentran alejados de
las secuencias canonicas de procesamiento de los exones y algunos de ellos,
como el polimorfismolVS7 +7, se encuentran de forma frecuente en la

poblacién (Yamagata et al., 1996b).

Tabla 14. Polimorfismos encontrados en el gen HNF1A. Los cambios marcados en rojo
corresponden a cambios no descritos previamente.

= = CAMBIO EN o
INTRON/EXON POSICION CAMBIO LA PROTEINA N°CASCS FRECUENCIA
75 C>G L 38

EXON 1 17L 71%
EXON 1 103 A>C 127L 28 51%
EXON 1 297 c>T NO1N 1 1,8%
EXON 1 317 c>T A9BY 2 3,6%
EXON 4 388 G>C G288G 21 38,2%
INTRON 2 41 G>A 2 3,6%
INTRON 3 23 c=T 2 3,6%
EXON 7 1399 c>T L459L 23 41.8%
EXON 7 1484 G=A S487N 21 38,2%
INTRON 7 +7 G>A 22 40%
EXON 8 1588 G=A T515T 12 21,8%
INTRON & 39 WS SSIfE 1 1,8%
AC
INTRON 9 +38 delTGCinsA 1 1,8%
INTRON 9 +44 c>T 1 1,8%
INTRON 10 23 T>C 1 1,8%
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Las caracteristicas clinicas de los pacientes con mutaciones en
HNF1A se describen en la tabla 15. Ninguno de ellos presenta fendmenos de
autoinmunidad y, como se observa en la tabla, el indice de masa corporal
medio es ligeramente alto (25,846,4). La edad media de inicio es de
21,615,03, la glucemia basal en ayunas media es del 117,7 mg/dL 20,89 y el
porcentaje medio de hemoglobina glicada (Hb1c%) es de 6,83+1,03. El
tratamiento en la mayoria de los casos fue con insulina. Con respecto a la
aparicion de complicaciones, so6lo disponemos de los datos de la primera

paciente, que presenta retinopatia y nefropatia diabética.

Tabla 15. Caracteristicas clinicas de los pacientes con mutaciones en HNF1A, en la que se
incluyen el indice de masa corporal (IMC), glucemia basal en ayunas (Gluc.Ayunas en mg/dL),
porcentaje de hemoglobina glicosilada (Hb1%c), la edad de inicio de la diabetes, tratamiento
(TTO) y presencia de autoanticuerpos pancreaticos.

Z2{E48K) 33,40 7,i6% 23

METFORMINA
3 (P291PfsX25) 23,03 119 7,40% 21 DIETA+

4 (P291PfsX25) 21 120 5,40% 17 INSULINA 1A2:NEG
GAD:NEG
AAI:NEG

7(T1375fsX17) 25 124 % 16 INSULINA 1A2: 0,47uML
GAD: 0,26 WML
ICAS:0,4%
8 (K205N) 20,4 140 5,83% 30 DIETA+ 1A2: NEG
SULFONILUREAS GAD:<0/5
ICAs:NEG
2.2 ESTUDIO DEL GEN GCK

El andlisis de mutaciones en el gen GCK fue realizado en 55 pacientes
con sospecha de diabetes MODY vy se encontraron tres mutaciones
patogénicas en cinco de estos pacientes, dos de las cuales se describen por

primera vez en nuestro trabajo (Tabla 16).
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Tabla 16. Mutaciones encontradas en el gen GCK en la poblacién estudiada. Las

mutaciones que figuran en rojo se describen por primera vez.

La mutacién p. Q337X se produce por el cambio de citosina por timina
en el nucleétido 1009 (c.1009 C>T), lo que origina un codén de stop en la
posicion 337(p.Q337X) de la proteina, generando una proteina truncada que
pierde parte del dominio grande, que provoca un cambio de conformacién de

la proteina y la pérdida de su funcionalidad (Figura 71).

a) b)

Figura 71. a) Modelo de la estructura tridimensional de GCK silvestre obtenida con el
programa 3D-Jigsaw. b) Modelo de la estructura tridimensional de GCK con la mutacién
p.Q337X obtenida con el programa 3D-Jigsaw, en el cual se observa que la mutacién genera
una proteina truncada que pierde su conformacion.

Esta mutacion fue encontrada en dos familias diferentes y los miembros
de estas familias que tenian esta mutacion presentaban diabetes, por lo que
la mutacién se segrega con la enfermedad, aunque en una de las familias
estudiadas, dos hermanos del caso indice no tienen la mutacién y son
diabéticos, lo que puede ser explicado por un fenédmeno de fenocopia,
frecuente en las familias con diabetes MODY (Malecki et al., 1999) (Figura 72).
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Figura 72. Arboles genealdgicos de las dos familias donde se encontré la mutacién Q337X en
el gen GCK. (@ / H = diabéticos; T: caso indice; ME= mutacién encontrada; NM= no
mutacién).

La mutacion p.F316SfsX36 se produce por la delecion de una timina en
el nucleotido 1252 (c.1252 delT) dentro del exdn 8, y tiene como consecuencia
un cambio en el marco de lectura de la proteina y la aparicion de un codén de
stop prematuro en la posicion 352, de forma que se pierde la parte final de la
proteina, lo que modificaria la conformacion de la proteina y causaria la
pérdida de su funcién. El padre de la paciente también presentaba esta
mutacion (Figura 73).

a) b)
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Figura 73. a) Modelo de la estructura tridimensional de la proteina GCK silvestre obtenida con
el programa 3D-Jigsaw. b) Modelo de la estructura tridimensional de la proteina GCK con la
mutacion p.F316SfsX36, en el cual se observa que la esta mutacibn genera un
cambioconformacional en la proteina en relacién con la proteina silvestre.c) Arbol genealégico
de la familia de la paciente con la mutacion p.F316SfsX36 (@ / Il = diabéticos; T = caso

indice; ME= mutacién encontrada).

La mutacién p. E256K, descrita en 1992 (Gidh-Jain et al., 1993), se
produce por la transicion de una guanina por adenina en la posicion 766 (c.
766 G>A). Los estudios bioquimicos realizados en la proteina mutante
mostraron una pérdida de actividad del 75% con respecto a la proteina nativa
ya que el residuo E256 es uno de lo que se une directamente a la glucosa
(Gidh-Jain et al., 1993). Al igual que en los casos anteriores, la mutacion esté
presente en los familiares diabéticos (Figura 74).

a) b)
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Figura 74. a) Modelo tridimesional de la estructura de la GCK silvestre. Sefialado con una
flecha el residuo E256 (en rojo). b) Modelo tridimensional de la estructura de la GCK con la
mutacién p.E256K, sefialada con una flecha (en rojo el residuo mutado K256). c y d) Arboles
genealdgicos de las familias con la mutacion p. E256K (@ / E = diabéticos;

f: caso indice; ME= mutacién encontrada).

Ademas de las mutaciones patogénicas, se han encontrado varios
polimorfismos, todos ellos intrénicos, uno de los cuales se describe por primera
vez en este trabajo (Tabla 17). Ademas, algunos de ellos como el cambio IVS9
+8 C>T se encuentran de forma frecuente en la poblacién general (Stone et al.,
1994). En nuestro estudio este polimorfismo se encontré en una frecuencia del
20%.

Tabla 17. Polimorfismos encontrados en los pacientes estudiados. El polimorfismo marcado

en rojo no esta descrito en la literatura

INTRON/EXON m CAMBIO m FRECUENCIA
G>C 3 5.4%

INTRON 5 -29

INTRON 6 +38 C>T 4 7.2%
INTRON 9 +8 C>T 11 20%
INTRON 9 +48 G=>A 1 1.8%

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en la tabla
16. Los pacientes con mutaciones en GCK presentan las caracteristicas
tipicas de la diabetes MODY2, con una hiperglucemia media de 114,3+8,08
mg/dL y ausencia de complicaciones. La edad de inicio media fue de
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20,6x17,37, el porcentaje de hemoglobina glicada medio de 5,94+0,39% y en

la mayoria de los casos el tratamiento consistié Unicamente en dieta. Ademas,
no presentaban anticuerpos pancredticos y el indice de masa corporal medio
fue normal (21,69+1,58) (Tabla 18).

Tabla 18. Tabla de las caracteristicas clinicas de los pacientes con diabetes MODY 2, en las
que se incluye el indice de masa corporal (IMC), la glucemia basal en ayunas (Gluc. Ayunas),
el porcentaje de hemoglobina glicosilada (Hb1%oc), la edad de aparicion y el tratamiento (TTO).

3(F316SfsX36) 21,5 123 5,50% 10 BIGUANIDAS
4 (E256K) 19,78 ? 5,70% 4 DIETA ?
5 (E256K) 22,19 13 5,80% 11 DIETA

2.3 ESTUDIO DEL GEN HNF4A

El analisis del gen HNF4A en 55 pacientes con sospecha de diabetes
MODY, mostré una mutacién patogénica Unicamente en un paciente, que se

describe por primera vez en nuestro estudio (Tabla 19).

Tabla 19. Caracteristicas de la mutacion encontrada en HNF4A en la poblacién estudiada.

R131X 4 NONSENSE 1

El cambio se corresponde con un cambio de citosina por timina en el
nucleétido 418 (c.418 C>T), en el exdn 4 y provoca la aparicion de un coddn de
stop prematuro en el codén 131 de la proteina (p.R131X). La presencia de un
codén de stop en esta posicion provoca la pérdida de regiones fundamentales

para el funcionamiento de la proteina. Lamentablemente, no disponemos de
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datos clinicos del paciente ni de su arbol genealégico, de manera que no se
ha podido profundizar mas en el estudio de la misma.

Por otro lado, se han encontrado cinco polimorfismos en este gen,
dos exonicos y tres intronicos, dos de los cuales no estan descritos en la
literatura (Tabla 20). El polimorfismo T130Il ha sido descrito previamente en la
literatura (Zhu et al., 2003) y su frecuencia en la poblacion general es baja
(6,7% HapMap-CEU). En nuestra poblacién la frecuencia de este polimorfismo
es del 3,6%. Por otro lado, los polimorfismos intrénicos se encuentran alejados
de los sitios de procesamiento de los intrones, y en el caso del polimorfismo
que afecta a la posicidén -5 del intrédn 2, es un polimorfismo frecuente en la
poblacidén general (Pruhova et al., 2003). En nuestro estudio fue encontrado en
11 pacientes. Sin embargo, el polimorfismo localizado en la posicién +6 del
intron 4, no descrito previamente, se encontré Unicamente en un paciente.
Debido a que se halla proximo a los sitios implicados en el procesamiento del
exon, decidimos realizar un estudio poblacional sobre 100 controles, en
ninguno de los cuales se encontr6é este cambio. Sin embargo, al no disponer
de RNA del paciente con este cambio, no se ha podido comprobar el efecto
real sobre el procesamiento del RNA. El cambio +32 del intrén 1, al estar mas
alejado de los sitios de procesamiento, no parece ser determinante en el
procesamiento y maduracion del RNA.

Tabla 20. Polimorfismos hallados en el gen HNF4A. El cambio marcado en rojo se

corresponde con un cambio no descrito en la literatura.

INTRON 1 +32 G>A 3 5,4%
INTRON 2 -5 C>T 1 20%
EXON 2 291 C>T AB7A 3 5,4%
EXON 4 506 C>T T130I 2 3,6%
INTRON 4 +6 G>A 1 1,8%
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2.3 RESUMEN DE RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LOS
GENES HNF1A, GCK'Y HNF4A

El estudio de diabetes MODY en un total de 55 pacientes mostr6 que 13
de estos pacientes presentaban mutaciones patogénicas, 5 en GCK, 7 en
HNF1A y 1 en HNF4A (Tabla 21), lo que significa que el 9,1% de los
pacientes presenta mutacion en GCK, el 12,7% en HNF1A y el 1,8% en
HNF4A, de manera que el tipo de diabetes MODY mas frecuente en nuestro
estudio es la diabetes MODY 3.

Tabla 21. Tabla resumen de las mutaciones en los genes GCK, HNF1A y HNF4A encontradas

en la poblacion incluida en nuestro estudio

GEN GCR GCR GCKR AnNFiA ANFiA HNFIA HNFiA HNFGA
N2y FaLiy Faay a1y
Exén
8 8 7 3 1 4 4
MISENSE MISENSE MISENSE | DELECION | INSERCION | NONSENSE
2 ] 2 ] 3 ]
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1. CARACTERIZACION DE VARIANTES ALELICAS
DE SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE DIABETES

La diabetes es una enfermedad en expansién que afecta en la
actualidad a unos 200 millones de personas en todo el mundo y se estima que
en el ano 2025 supere la cifra de los 320 millones de personas, lo que supone
un elevado gasto sanitario. Conocer las variantes genéticas que predisponen
al desarrollo de la diabetes puede ser de gran utilidad, tanto para un mejor
conocimiento de los procesos patolégicos que desencadenan la enfermedad y
el diseflo de nuevas dianas terapeuticas, como para poder prevenir la
enfermedad en aquellas personas con mayor susceptibilidad.

Tanto la DM1 como la DM2 son enfermedades poligénicas en las que
intervienen un gran numero de factores y, en muchos casos, la importancia de
cada una de las variantes genéticas de susceptibilidad dependera del tipo de

poblacién estudiada.

1.1 ESTUDIO DE LAS VARIANTES ALELICAS DE LAS
CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS

Las citoquinas proinflamatorias IL-1B, IL-6, TNF-a y CD40 desempefian
un papel fundamental en el desarrollo tanto de la DM1 como de la DM2. En el
caso de la DM1, intervienen tanto en la activacion del sistema inmune, como
en los mecanismos implicados en la apoptosis de las células B, mientras que
la sobreproduccion de las mismas por el tejido adiposo puede favorecer el
desarrollo de la resistencia a la insulina y la DM2 (Cnop et al. 2005; Sethi y
Hotamisligil, 1999).

El gen IL1B presenta varios polimorfismos de relevancia biolégica. En
nuestro estudio nos hemos centrado en el polimorfismo -511 C>T (rs16944)
situado en la zona promotora del gen. Estudios previos muestran la relacién
de este polimorfismo con susceptibilidad a nefropatia en diabéticos tipo 2,

debido a que los portadores del alelo IL1B2 eran mas abundantes entre los
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pacientes con fallo renal que en los controles (Lee et al., 2004c). Por otro lado,
también se ha descrito relacién de este polimorfismo con el metabolismo de la
glucosa, de manera que el alelo C, englobado dentro de un haplotipo que
contiene los polimorfismos 315 C>T (rs114634) e intrdn 3 A>G (rs391735) de
este gen, se asocia a mayores niveles de glucosa y mayor resistencia a
insulina (Luotola et al., 2009); sin embargo, no hay trabajos previos que
muestren asociacibn de este polimorfismo de forma individual con
susceptibilidad al desarrollo de DM1 o DM2. En nuestro estudio, no
encontramos evidencias de asociacion de este polimorfismo con predisposicion
al desarrollo de diabetes (Figuras 35 y 36), lo que sugiere que esta variante no
puede emplearse como marcador de susceptibilidad para el desarrollo de

diabetes.

En relacién con el polimorfismo -174 G>C (rs1800795) del gen IL6,
los estudios sobre su influencia en la susceptibilidad a diabetes muestran
resultados contradictorios. Asi, se ha sugerido que los pacientes portadores
del genotipo CC presentan una edad de aparicidon de la diabetes tipo 1 mucho
mas temprana que los heterocigotos o los homocigotos GG (Kristiansen et al.,
2003), mientras que el alelo G se asocia a susceptibilidad a sindrome
metabdlico en sujetos tolerantes a la glucosa, asi como a susceptibilidad a
DM2 en la mayoria de los estudios (Kristiansen y Mandrup- Poulsen, 2005).
Ademas, un estudio reciente muestra que los diabéticos tipo 1 portadores del
genotipo GG podrian ser menos susceptibles al desarrollo de retinopatia y
nefropatia (Mysliwska et al., 2009). En la poblacién estudiada en nuestro
trabajo, no hemos encontrado evidencias de asociacién entre este
polimorfismo y la susceptibilidad al desarrollo de DM1 y de DM2 (Figuras 37 y
38). Este resultado difire del obtenido en un estudio previo realizado sobre
poblacién esparnola en el afio 2003, en el que el genotipo GG se asocid a
predisposicion al desarrollo de DM2 (Vozarova et al. 2003). Sin embargo, al
igual que en nuestro trabajo, también existen estudios en los que tampoco
encuentran asociacion de este polimorfismo con el desarrollo de diabetes
(Hamid et al. 2005). La discrepancia encontrada entre todos estos estudios nos
hacen pensar que la influencia del polimorfismo -174 G>C del gen IL6 sobre la
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predisposicion al desarrollo de diabetes puede variar dependiendo del tipo de

poblacién estudiada en cada caso.

La variante -1C>T (rs1883832) del gen CD40 se localiza en la
secuencia conservada Kozack y estudios funcionales sugieren que el genotipo
TT reduce hasta en un 39% la expresién de CD40 (Jacobson et al., 2005). El
alelo C se relaciona con susceptibilidad a sindrome coronario agudo y con
pérdida de masa 6sea en mujeres postmenopausicas (Pineda et al., 2008; Yan
et al. 2010) pero no hay estudios que relacionen este polimorfismo con
susceptibilidad al desarrollo de diabetes. En nuestro trabajo no hemos
observado asociacién de este polimorfismo con susceptibilidad al desarrollo
de DM1 y de DM2 (Figuras 41 y 42), lo que nos hace pensar que este
polimorfismo no parece determinante para la predisposicion al desarrollo de

diabetes en esta poblacion.

El polimorfismo -238 (rs361525) del gen TNFA supone el cambio de
una G por A dentro de una region putativa Ybox, en la que se encuentra un
sitio de represién de la transcripcién (D'Alfonso y Richiardi, 1994). Los estudios
sobre la influencia de este polimorfismo en la susceptibilidad a DM1 y DM2
son numerosos Yy los resultados varian. En el caso de la DM1, tanto este
polimorfismo como otro situado también en la regién promotora (-308 A>G
rs1800629), se encuentran en desequilibrio de ligamiento con algunos
haplotipos de alto riesgo del sistema HLA (Noble et al., 2006); por lo tanto, el
riesgo que confiere a los portadores del genotipo AA puede estar asociado con
tener uno de lo haplotipos altamente susceptibles. Con respecto a la DM2,
existen datos contradictorios sobre el efecto de este polimorfismo y su relacion
con la resistencia a la insulina; se piensa que este polimorfismo puede estar
mas relacionado con desordenes metabdlicos que con la propia diabetes (Feng
et al., 2009).

En la poblacion estudiada por nosotros, encontramos que la frecuencia
de los genotipos AA y AG de esta variante era significativamente mayor en los
grupos de pacientes con DM1 y pacientes con DM2 que en la poblacion
control (Figura 39); ademas, el alelo A presentaba una frecuencia
significativamente mayor en ambas poblaciones de diabéticos con relacién a la
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poblacién control (Figura 40), lo que sugiere que la presencia de este alelo
puede contribuir a la susceptibilidad al desarrollo de diabetes, aunque el riesgo
que conferiria esta variante es bajo (OR= 0,313 (0,180-0,543) en DM1 y OR=
0,487 (0,273-0,867) en DM2). La contradiccion entre los resultados obtenidos
en los diferentes trabajos se debe probablemente a la diferente composicidén
genética de las poblaciones estudiadas (Feng et al., 2009). El alelo A, que se
ha relacionado con mayores niveles de transcripcion de TNF-a (Baylay et al.,
2001; D’Alfonso y Richiardi, 1994), podria influir en los mecanismos
fisiopatoldgicos de los dos tipos de diabetes. En relacién con la DM1, TNF-a
es producido por linfocitos T CD4" y macréfagos durante la invasién de estas
células a los islotes pancraticos y participa en la apoptosis de las células B
(Lee et al., 2004b), por lo que es posible que una mayor produccion de esta
citoquina, debida a la presencia de este alelo, pueda favocer y acelerar los
procesos de muerte célular en este tejido. Ademas, el alelo A se encuentra en
desequilibrio de ligamiento con los haplotipos HLA de alto riesgo para la
diabetes (Noble et al., 2006), por lo que la presencia de este alelo también
puede ser un indicador de la presencia de estos haplotipos y, por tanto, un
marcador de riesgo para el desarrollo de DM1 en la poblacién objeto de

nuestro estudio.

En el caso de la DM2, una mayor produccion de TNF-a por parte de
los portadores del alelo A de este polimorfismo se ha asociado con un
incremento de la resistencia a la insulina (Valenti et al., 2005). Por otra parte,
hay estudios que sugieren que una activacién cronica del sistema inmune
produce un descenso en la sensibilidad de la insulina (Pickup, 2004). Por tanto,
es posible que variaciones en la concentracion de citoquinas debida a
variantes génicas pueden estar asociadas a estos bajos niveles de inflamacion
y que el alelo A de este polimorfismo pueda influir sobre los niveles de TNF-q,
y esto, a su vez, pueda influir en la expresion de otras citoquinas como IL-6,
y, de esta manera, contribuir a los procesos inflamatorios en estos pacientes,

aumentando la probabilidad de desarrollar diabetes.

Ademas, se observan diferencias entre los dos grupos de pacientes
con diabetes, de manera que en la poblacion estudiada por nosotros, el

genotipo AA predispondria al el desarrollo de DM1, mientras que el genotipo
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AG conferiria susceptibilidad al desarrollo de DM2. Seran necesarios mas

estudios que determinen la influencia de cada uno de estos genotipos sobre la
fisiopatologia de ambas entidades

El estudio de haplotipos de los polimorfismos -511 C>T del gen IL-1B,
-1 C>T del gen CD40, -174 G>C del gen IL-6, y -238 A>G del gen TNF-a
mostré que la presencia conjunta del alelo C del polimorfismo de IL-1B, el alelo
C de la variante del gen CD40, el alelo G del polimorfismo del gen IL-6 y el
alelo A del polimorfismo del gen TNFA (CCGA) se asocia a predisposicién al
desarrollo de diabetes tipo 1 en la poblacion estudiada, aumentando hasta
cuatro veces el resigo de desarrollar la enfermedad (Tabla 6). Todos estos
alelos de forma individual se encuentran en mayor porcentaje en la poblacion
de pacientes con DM1 con relacién a los controles (Figuras 36, 38, 40, 42) por
lo que, aunque individualmente no presenten asociacion con susceptibilidad al
desarrollo de DM1, excepto en el caso de TNF-a, en su conjunto si pueden
contribuir al desarrollo de la diabetes. EI mecanismo por el cual este haplotipo
puede contribuir al desarrollo de DM1 es desconocido, pero es posible que se
produzca a través de una sobreactivacion de las células del sistema inmne
implicadas en la patolologia de esta enfermedad, lo que favoreceria la
destruccion de las células productoras de insulina. Ademas, este hallazgo
refuerza la implicacion de TNF-a en la susceptibilidad a desarrollar la
enfermedad dado que el haplotipo se configura con genes localizados en
diferentes cromosomas. Por el contrario, el haplotipo compuesto por los alelos
CTCG de los genes IL1B, CD40, IL6 y TNFA respectivamente, confiere
proteccion frente a DM1 en la poblacién objeto de nuestro trabajo (OR= 0,437
(0,21-0,90) (Tabla 7). El alelo T de la variante de CD40, asi como el alelo C del
polimorfismo de IL6 y el alelo G de la variante del gen TNFA, se encontraron
en mayor porcentaje en la poblaciéon control aunque sin hallarse diferencias
significativas con respecto a las poblaciones de diabéticos, como se observa
en las figuras 38, 40 y 42, de forma que, de manera individual, estos alelos
pueden tener una contribucion pequena sobre la proteccidén a diabetes, pero la
presencia conjunta de los mismos aumentaria de forma significativa el efecto
protector de los mismos frente al desarrollo de DM1 en la poblacién
seleccionada. No hemos encontrado ningun haplotipo relacionado con
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susceptibilidad al desarrollo de DM2, de manera que, en su conjunto, las
variantes estudiadas de los genes IL1B, CD40, IL6 y TNFA no parecen tener
influencia sobre la predisposicion al desarrollo de DM2 en la poblacion incluida

en nuestro trabajo.

1.2 ESTUDIO DE LAS VARIANTES ALELICAS DE LAS
CITOQUINAS ANTIINFLAMATORIAS

El papel de las distintas citoquinas antiinflamatorias en el desarrollo de
la diabetes esta siendo objeto de estudio debido a su posible efecto protector,
tanto en el desarrollo la DM1, facilitando el desarrollo de los linfocitos Th2 en
detrimento de los linfocitos Th1, mediadores del proceso inflamatorio que
conduce a la destruccién de las células productoras de insulina (Sgouroudis y
Piccirillo, 2009); como el desarrollo de la DM2, pudiendo actuar a través de la
activacion alternativa de los macrofagos presentes en el tejido adiposo
(Odegaard y Chawla, 2008).

La variante -33 C>T (rs2070874) del gen IL4 se localiza en la zona
promotora del gen y se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el
polimorfismo -523 C>T y un motivo de repeticion en tandem (VNTR) localizado
en el intron 3 formando el haplotipo productor de IL4 (Nakashima et al., 2002).
El alelo T de la variante -33 se asocia a una mayor produccion de la citoquina y
esta relacionado con mayor susceptibilidad a algunas enfermedades como el
asma y las alergias, mientras que ofrece proteccion frente a enfermedades
autoinmunes mediadas por Th1, como la esclerosis multiple y la artritis

reumatoide (Genevay et al., 2002).

En nuestro trabajo no hemos encontrado relacidbn entre este
polimorfismo y la susceptibilidad al desarrollo de diabetes en la poblacion
estudiada (Figuras 43 y 44), lo que nos sugieren que este polimorfismo no
estaria asociado a la predisposicion al desarrollo de diabetes en esta
poblacién, al igual que lo observado en otras poblaciones en las que tampoco
se encuentran evidencias de asociacion de esta variante y susceptibilidad ni a
DM1 ni a DM2 (Maier et al., 2005; Nunez et al., 2008).
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En relacion con el polimorfismo 223 A>G (rs1850109) del gen IL-4R,

esta variante genética da lugar a un cambio de isoleucina por valina en el

codon 50 de la proteina, localizado en el dominio extracelular de la proteina
(p.150L). Estudios funcionales realizados sobre la misma, muestran que los
sujetos homocigotos para valina presentan una baja respuesta a IL-4 en
comparaciéon con los homocigotos para isoleucina (Prots et al., 2006). Varios
estudios de otros grupos no encuentran asociacion entre este polimorfismo y
DM1 (Howson et al., 2009; Qu et al., 2006), aunque un estudio de afo 2002 lo
incluye dentro de un haplotipo que confiere proteccion, especialmente en
aquellos individuos que no portan el genotipo DR3/DR4 de HLA, que confiere
alto riesgo de susceptiblidad a DM1 (Mirel et al., 2002). Tampoco se ha
encontrado evidencia de asociacion entre este polimorfismo y la obesidad, el
principal factor de riesgo para la DM2 (Ha et al., 2008).

En nuestro estudio, no hallamos evidencias de asociacién de este
polimorfismo con la susceptibiliad al desarrollo de DM1 en la poblacion
estudiada, pero si encontramos asociacion de esta variante y la predisposicion
al desarrollo de DM2 (Figura 45), de manera que el genotipo AA ( homocigoto
para isoleucina) es mas frecuente en la poblacion control, mientras que el
genotipo AG tiene una frecuencia significativamente superior en la poblacion
de pacientes con DM2, lo que nos hace pensar que el el genotipo AG actuaria
como marcador de riesgo para el desarrollo de DM2 en la poblacién incluida en
nuestro trabajo.

El estudio de agrupacion de genotipos también muestra diferencias
significativas (Figura 46), de forma que el alelo G se encuentra una
proporcién significativamente mayor en pacientes con DM2 en relacion con los
controles, lo que sugiere que la presencia del mismo supondria un factor de
riesgo para este tipo de diabetes en esta poblacién. Se desconoce el
mecanismo por el cual esta variante puede influir sobre el desarrollo de la
DM2, pero una posible via podria ser a través de la activacion alternativa de
los macréfagos presentes en el tejido adiposo, los cuales tienen implicaciones
sobre la sensibilidad de la insulina, impidiendo el desarrollo de la resistencia a
la misma (Odegaard et al. 2008). La variante valina (alelo G), se asocia a una

respuesta menos activa tras la unién de IL-4 (Mitsuyasu et al., 1999; Prots et
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al., 2006), por lo que la presencia de esta variante puede hacer que la
activacion alternativa de estos macrofagos sea mas débil y contribuya al
desarrollo de la resistencia a la insulina en los pacientes portadores. Son
necesarios mas estudios para comprobar estas hipétesis y estudiar otros
posibles mecanismos por los cuales esta variante génica predispone al
desarrollo de DM2 en esta poblacion.

El estudio por haplotipos de las variantes -33 C>T del gen IL4 y 223
A>G del gen IL4R mostré que el haplotipo constituido por los alelos T del gen
IL4 y G del gen IL4R confiere susceptibilidad al desarrollo de la DM2, tanto en
relaciéon con controles (OR= 2,44 (1,28-4,63)), como en relacion con pacientes
con DM1 (OR= 2,22 (1,19-2,16)), lo que sugiere que la presencia de ambos
alelos estaria directamente relacionada con el riesgo al desarrollo de DM2
(Tabla 7). No conocemos los mecanismos precisos por los cuales este
haplotipo estaria implicado en el desarrollo de la DM2. IL-4 se ha relacionado
con la obesidad, uno de los principales factores de riesgo para la DM2, a
través de la induccién de la expresién de la hormona concentradora de
melanina (PMCH), que interviene en la regulacibn de la homeostasis
energética y la ingesta caldrica (Orihara et al. 2009), por lo que una mayor
produccion de la citoquina, debida a la presencia del alelo T en la posicion -33
de este gen puede tener alguna influencia sobre la expresion de PMCH y
alterar asi los mecanismos que regulan la ingesta de calorias, lo que unido al
posible efecto producido por el alelo G del polimorfismo 223 A>G del gen IL-4R
sobre la activacién alternativa de los macréfagos residentes del tejido adiposo,
podria favorecer el desarrollo de la DM2 en nuestra poblacion. Sin embargo,
no disponemos de los datos de indice de masa corporal de los pacientes con
DM2, por lo que no hemos podido realizar mas estudios al respecto, y serian

necesarios estudios funcionales para comprobar esta hipotesis.
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1.3 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO -251 A>T DEL GEN

IL8

IL8 es una quimiocina que facilita la migracion de células del sistema
inmune al lugar de infeccion y se ha observado secrecién de la misma, junto
con otras quimiocinas como MCP-1, en respuesta a CD40 en las células
ductales del pancreas (Klein et al. 2008). Por otro lado, pacientes obesos con
una tolerancia a la glucosa alterada presentan altos niveles de IL-8 en el
plasma (Straczkowski et al., 2003). Ademas, esta citoquina se expresa en el
tejido adiposo, junto con otras citoquinas como IL-6 y TNF-a (Hoch et al.,
2008).

El polimorfismo mas estudiado del gen IL8 es el cambio de adenina
por timina que se produce en la posicion -251, en la zona promotora de la
proteina (rs4073). El alelo A esta asociado a una mayor produccion de la
proteina y se relaciona con un incremento del riesgo en padecer nefropatia en
diabéticos (Ahluwalia et al., 2009), pero no hay estudios que relacionen esta
variante con susceptibilidad al desarrollo de diabetes. Nuestro estudio muestra
que este polimorfismo no se asocia con susceptibilidad al desarrollo de DM1 y
DM2 en la poblacion seleccionada (Figuras 47 y 48), lo que sugiere que esta
variante polimérfica no influye en la predisposicion a diabetes en esta

poblacion.

El gen IL8, y mas en concreto el polimorfismo -251, se ha relacionado
con las complicaciones derivadas de la diabetes como la nefropatia y
retinopatia diabética, de manera que el verdadero efecto de esta citoquina
puede estar mas relacionado con la predisposicién a las complicaciones de la
diabetes que a la diabetes en si. La ausencia de datos sobre las
complicaciones presentes en nuestra poblacién no nos hace posible hacer un
estudio mas en profundidad sobre la relacion de este polimorfismo y la
susceptibilidad a las complicaciones de la diabetes.

Debido a que la secrecion de IL-8 es depediente del factor CD40 en las
células ductales del pancreas, se decidié realizar un estudio por haplotipos de

los polimorfimos estudiados en estos genes. Los resultados obtenidos no
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mostraron evidencias de asociacion de ninguna combinacion de estos alelos
con susceptibilidad al desarrollo de diabetes (Tabla 8), por lo que la presencia
conjunta de ambas variables no parece importante en la predisposicion a
diabetes en la poblacion estudiada. Sin embargo, el estudio por haplotipos del
polimorfismo -251 T>A del gen IL8 junto, con los polimorfismos del resto de
citoquinas proinflamatorias estudiadas anteriormente, mostré que el haplotipo
compuesto por los alelos CACT de las variantes del gen IL6, TNFA, IL1B e IL8
conferiria riesgo al desarrollo de DM1 con un OR de 13,91 (1,32-146,5),
mientras que el haplotipo CGCT estaria asociado a proteccion frente a DM1 y
DM2, con un OR de 0,240 (0,08-0,679) y de 0,260 (0,112-0,601)
respectivamente (Tabla 9). El haplotipo CACT se encontr6 con mayor
frecuencia en la poblacion de pacientes con DM2, sin embargo el programa
THESIAS fue incapaz de obtener un valor de p real debido a la baja
frecuencia con que se encuentra este haplotipo en las dos poblaciones,
aunque es probable que este haplotipo también confiera susceptibilidad al
desarrollo de DM2. Por lo tanto, la presencia del polimorfismo -251 A>T del
gen IL8, junto con el resto de las variantes analizadas de las citoquinas

proinflamatorias, contribuye a la susceptibilidad a diabetes en esta poblacion.

También se observa que el alelo A del polimorfismo -238 A>G del gen
TNFA es fundamental, ya se comporta como el factor clave para conferir riesgo
o proteccion frente a diabetes, lo que apoya los resultados mostrados
anteriormente sobre la influencia de este alelo en la predisposicion al
desarrollo de diabetes en esta poblacion.

El haplotipo compuesto por los alelos GGTT se comporta como un
factor de proteccion frente al desarrollo de DM2 unicamente en esta poblacion
con un OR de 0,352 (0,150-0,822). Por lo tanto, la presencia de determinadas
combinaciones de alelos de estas citoquinas puede determinar riesgo o
proteccion frente a diabetes en esta poblacion y su implicacién a nivel funcional

necesita ser esclarecida.
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1.4 ESTUDIO DE LAS VARIANTES ALELICAS 34 C>G DEL
GEN PPARG E IVS3 C>T DEL GEN TCF7L2

El gen PPARG, debido a su implicacion en el desarrollo y la
regulacion del tejido adiposo, ha sido uno de los genes mas estudiados en
relacion con la DM2. Por otra parte, PPARy puede desempenar un papel
protector sobre la fisiopatologia de la DM1, bien controlando la respuesta
inflamatoria de linfocitos T citotdxicos, o bien a través de la inhibicién de la
apoptosis, reduciendo los niveles de expresion de NF-kB (Kim et al., 2009; Raj
et al., 2009). El polimorfismo 34 C>G (rs1801282) del gen PPARG ha sido uno
de los polimorfismos mas estudiados en relaciébn con la diabetes; este
polimorfismo afecta al codén 12 de la proteina y supone un cambio de prolina
por alanina. Diversos estudios relacionan el aminoacido prolina con un
aumento de hasta el 25% en la susceptibilidad a DM2, mientras que el
aminoacido alanina conferiria resistencia a la diabetes (Altshuler et al., 2000;
Deeb et al., 1998; Florez et al., 2003). Los portadores del alelo que codifica
para alanina (G) presentan un menor indice de masa corporal y mayor
sensibilidad de la insulina mientras que los portadores del alelo que codifica
para prolina (C) presentan mayor resistencia a la insulina y menor sensibilidad
de la misma (Buzzetti et al., 2004; Deeb et al., 1998). Sin embargo, también
existen estudios en los que no se encuentra relaciéon entre este polimorfismo y
susceptibilidad a DM2 (Mancini et al., 1999; Ringel et al., 1999). En relacion
con la DM1, hay estudios con resultados contradictorios (Qu et al., 2008; Raj et
al., 2009).

En la poblacion incluida en nuestro trabajo no encontramos evidencias
de asociacion entre este polimorfismo y susceptibilidad al riesgo de diabetes
(Figuras 49 y 50). Sin embargo, la poblacién control de nuestro estudio no se
encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg debido a que la proporcion del
genotipo GG (homocigoto para alanina) aparece en una proporcion muy
superior a lo esperable, lo que hace que los resultados obtenidos sean de
dificil interpretacion. La alanina se considera un factor de proteccion frente a
diabetes, por lo que la mayor presencia del genotipo GG en la poblacion

control podria ser debido precisamente a ese efecto protectivo. Los controles

137



Discusion
Elena Gonzilez Ruano

de nuestro estudio presentaban un amplio rango de edad, y su caracteristica
principal es la ausencia de diabetes, lo que podria determinar la falta de
equilibrio en esta poblacion.

El gen TCF7L2 se ha considerado el factor de riesgo mas importante
para el desarrollo de la DM2 en la mayoria de las poblaciones, aunque los
mecanismos funcionales sobre el desarrollo de este tipo de diabetes aun no se
conocen con exactitud. La variante IVS3 C>T (rs7903146) del gen TCF7L2,
se encuentra en el intrén 3 y estd en desequilibrio de ligamiento con el
microsatélite DG10S478 localizado también en el intrén 3 , ambos asociados a
susceptibilidad a DM2. Los portadores del alelo T presentan una secrecion
alterada de insulina y una mayor produccion hepatica de glucosa, por lo que se
relaciona con alta susceptibilidad a DM2; también se ha observado que el
genotipo TT da lugar un aumento de la produccion de la proteina en los
islotes pancreaticos, lo que conduce a una disminucién de la secrecién de
insulina dependiente de glucosa (Lyssenko et al., 2007). Por el contrario, no se
han encontrado evidencias de asociacion entre este polimorfismo y DM1(Field
et al., 2007).

En nuestro estudio no hemos encontrado  asociacion de este
polimorfismo con predisposicién al desarrollo de DM1 y DM2 (Figuras 51 y 52),
lo que nos sugiere que esta variante génica no parece importante como
marcador de susceptibilidad a diabetes en la poblacién seleccionada en
nuestro trabajo. Esta discrepancia observada con relacién a los estudios
previos sobre este polimorfismo puede deberse a que el tamano muestral de
nuestro estudio es bajo, en comparacién con otros trabajos (Groves et al.,
2006; Scott et al., 2006).

El polimorfismo 33 C>G del gen PPARG y el polimorfismo IVS3 C>T
del gen TCF7L2 son considerados dos de los principales factores de riesgo
para el desarrollo de la DM2, por lo que se decidié realizar un estudio de
haplotipos de estas dos variantes y observar su influencia en la susceptibilidad
al desarrollo de diabetes en la poblacion estudiada. Se observé que la
presencia conjunta de los alelos C y T de las variantes génica de PPARG y
TCF7L2 confieren una ligera susceptibilidad al desarrollo tanto de DM1 como
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de DM2 (Tabla 10), lo que sugiere que la combinacion de estos alelos

constituirian un marcador de susceptibilidad para diabetes en la poblacion
estudiada. La presencia de ambos alelos puede favorecer el desarrollo de la
resistencia a la insulina asi como una menor sensibilidad a la misma lo que
contribuye un factor de riesgo para el desarrollo de DM2. Con respecto a la
DM1, los mecanismos precisos por los que este haplotipo puede conferir
predisposicion a la misma no son conocidos, aunque un posible mecanismo
podria ser a través de la regulacién de algunos tipos celulares que intervienen
el proceso autoinmune, como los macréfagos, ya que hay expresién de ambos
genes en estas células (Baek et al., 2009; Hong y Tontonoz, 2008). Son
necesarios estudios funcionales para comprobar el verdadero efecto de este

haplotipo sobre el inicio y progreso de la DM1.

1.5 ESTUDIO DE VARIANTES ALELICAS DE GENES
RELACIONADOS CON EL  FUNCIONAMIENTO  DEL
ENDOTELIO VASCULAR

Los factores que intervienen en la formacién y regulacion del endotelio
pueden intervenir en el desarrollo de la diabetes como se ha observado en
diferentes estudios (Lammert et al., 2003; Mosen et al., 2008; Ortmann et al.,
2005). Ademas, estos factores pueden desempefiar funciones de sefializacién
celular que pueden resultar claves para el inicio tanto de la DM1 como de la
DM2.

El polimorfismo 594 G>T (rs5370) del gen EDN1 da lugar a un cambio
en la proteina de lisina por asparragina en el codén 194, localizado cerca de la
region C-terminal de la preproendotelina y que se elimina durante el
procesamiento de la misma. Se piensa que este polimorfismo puede afectar a
la estabilidad del mRNA, asi como al procesamiento de la EDN1 (Asai et al.,
2001; Tiret et al., 1999). Este polimorfismo se asocia con alta presion arterial
en pacientes con hipertension asi como a los niveles de HDL (Li et al., 2008;
Pare et al., 2007). Con relacién a la diabetes, este polimorfismo se asocia con
riesgo a retinopatia en DM2 (Li et al., 2008); sin embargo no hay estudios que
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relacionen este polimorfismo con la predisposicién al desarrollo de diabetes.
En nuestro trabajo, no hemos encontrado asociacion de este polimorfismo con
susceptibilidad al desarrollo de diabetes (Figuras 53 y 54), lo que nos hace
pensar que esta variante no seria importante para la susceptibilidad al
desarrollo ni de DM1 ni de DM2 en la poblacién estudiada.

El polimorfismo -2578 A>C (rs699947) del gen VEGF se localiza en la
zona promotora de este gen y se piensa que este cambio afecta a la
concentracién de VEGF en plasma. Los haplotipos AAG y AGG (-2578 A>C,
1154 G>A y 634 G>C) se relacionan con una reduccién en la transcripcion del
41% y 30% respectivamente (Lambrechts et al., 2003). Se ha estudiado este
polimorfismo tanto en susceptibilidad a DM1, como posible protector frente a
la misma (Del Bo et al., 2006), y como modificador de la susceptibilidad a
retinopatia y nefropatia diabética (Lee et al., 2006; Nakamura et al., 2009). En
nuestro estudio no hemos encontraron evidencias de asociacion de este
polimorfismo con susceptibilidad al desarrollo de diabetes, (Figuras 55 y 56),
lo que sugiere que esta variante no parece importante en la predisposicién a
diabetes en la poblacion estudiada en nuestro trabajo. Este polimorfismo
estaria mas asociado a las complicaciones de la diabetes, sin embargo, la
ausencia de datos acerca de las mismas en los pacientes incluidos en nuestro

estudio no nos permiten analizar este aspecto.

El polimorfismo 894 G>T (rs1799983) del gen NOS3 produce un
cambio en la proteina de acido glutamico por acido aspartico en la posicion
298, localizado en el exén 7, y que afecta a la estabilidad de la proteina
(Szabo et al., 2009). Este cambio se ha asociado a susceptibilidad a la
disfuncién endotelial , de forma que los portadores de aspartico presenta
riesgo a enfermedad cardiovascular (Casas et al., 2004; Hingorani et al., 1999).
No se han encontrado estudios que relacionen este polimorfismo con
susceptibilidad a DM. En nuestro trabajo, no encontramos evidencias de
asociacién entre esta variante génica y susceptibilidad al desarrollo de DM1 y
DM2 (Figuras 57 y 58), por lo que este polimorfismo no seria un marcador de

susceptibilidad para el desarrollo de diabetes en esta poblacién.
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El estudio de los distintos haplotipos de los polimorfismos 594 G>T del
gen EDN1, -2578 A>C del gen VEGF y 894 G>T del gen NOS3 tampoco
muestra asociacion con susceptibilidad a diabetes en nuestro trabajo, lo que

sugiere que ninguno de los haplotipos formados por estas variantes génicas
estaria relacionado con predisposiciéon al desarrollo de DM1 o DM2 en esta
poblacién (tabla 11). Todos estos genes se han relacionado mas con las
complicaciones de la diabetes que con la susceptiblidad a la misma, sin
embargo, la ausencia de datos no nos ha permitido realizar un estudio mas en
profundidad de las mismas.

1.6 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO 49 A>G DEL GEN
CTLA4

El gen CTLA4 es clave para la inactivacion de la respuesta
inflamatoria mediada por linfocitos T, lo que resulta especialmente importante
en la fisiopatologia de la DM1 y también puede tener influencia en el progreso
de la DM2. Diversos estudios apoyan su papel como marcador de
susceptibilidad para DM1 y también para otras enfermedades autoinmunes
como la tiroiditis de Hashimoto, la enfermedad de Addison o el lupus sistémico
eritematoso (Barreto et al. 2004; Donner et al. 1997).

El polimorfismo 49 A>G del gen CTLA4 se localiza en el exén 1,
dentro del péptido lider y se traduce en un cambio de alanina por treonina en el
codoén 17. Este cambio se asocia a susceptibilidad a DM1, aunque no en todas
las poblaciones estudiadas hasta el momento, de forma que, mientras en la
poblacién portuguesa no se ha encontrado asociacion entre este polimorfismo
y susceptibilidad a DM1, en otras poblaciones como las de Europa del Este o
China si se encuentra asociacion (Ahmedov et al., 2006; Lee et al., 2000;
Lemos et al., 2009). Por otro lado, no se ha encontrado asociacién de esta
variante con la predisposicién al desarrollo de DM2 (Rau et al., 2001). En la
poblacién incluida en nuestro trabajo, el estudio del polimorfismo 49 A>G de
CTLA4 muestra que no esta asociado a susceptibilidad al desarrollo de DM1

y DM2 (Figuras 59 y 60), de la misma forma a lo encontrado en poblaciones
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de caracteristicas parecidas a la estudiada en nuestro trabajo como la

poblacién portuguesa (Lemos et al., 2009).

1.7 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO 293 C>T DEL GEN
HNF1A

HNF1A es uno de los factores de transcripcion implicados en el
funcionamiento de las células productoras de insulina del pancreas.
Mutaciones en este gen son la causa del desarrollo de diabetes MODY vy
algunos polimorfismo se han asociado con susceptibilidad al desarrollo de DM2
(Urhammer et al., 1997b). Uno de los polimorfismos del gen HNF1A mas
estudiados en relacion con predisposicion al desarrollo de diabetes es el
polimorfismo 293 C>T (rs1800574), que da lugar a un cambio de alanina por
valina en la posicion 98 de la proteina, localizado entre el dominio de
dimerizacion y de unién a DNA y dentro de una zona muy conservada a lo
largo de la evolucién. Diversos estudios relacionan la valina con un descenso
de hasta el 20% en la secrecién de insulina y péptido C, aunque no altera la
sensibilidad de la insulina, por lo que tiene un incremento modesto del riesgo a
a DM2 (Urhammer et al., 1997a; Winckler et al., 2005). En nuestro estudio, no
encontramos asociacién entre esta variante y susceptibilidad al desarrollo de
diabetes (Figura 61), lo que sugiere que el polimorfismo 293 C>T del gen
HNF1A no parece contribuir a la susceptibilidad al desarrollo de DM1 o0 DM2 en
la poblacion estudiada. La ausencia de otros datos clinicos como niveles de
péptido C o de autoanticuerpos nos hace imposible realizar un estudio mas en
profundidad de este polimorfismo y su influencia en los niveles de secrecién de
insulina, o en su frecuencia en aquellos DM1 que no presentan

autoanticuerpos como se observa en otros estudios previos.
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1.8 CONCLUSIONES GENERALES DEL ESTUDIO DE
VARIANTES GENETICAS RELACIONADAS CON LA
SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE DIABETES

Tanto la DM1 como la DM2 son enfermedades complejas en las que
intervienen numerosos factores, cuyo nivel de importancia dependera, no solo
de la funcion que desemperien dentro de la fisiopatologia de la diabetes, si no
también, de la distinta composicion genética de las poblaciones estudiadas,
por lo que establecer variantes de susceptibilidad universales resulta
sumamente complicado. En nuestro trabajo los tres grupos de poblacién
estudiados se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg, excepto para el
polimorfismo 34 C>G del gen PPARG en la poblacion control y los resultados
obtenidos del estudio de las distintas variantes de genes relacionados con
predisposicion al desarrollo de diabetes, sugieren que la variantes -238 A>G
del gen TNFA confiere un aumento de la susecptibilidad al desarrollo de DM1
y de DM2, mientras que el polimorfismo 223 A>G del gen IL-4R contribuye a
aumentar la susceptibilidad al desarrollo de DM2. Ademas, en el caso del
polimorfismo del gen TNFA hemos observado diferencias significativas entre
los dos grupos de pacientes con diabetes, por lo que esta variante podria ser
un marcador de diferenciacion entre ambos tipos de diabetes, poniendo de
manifiesto que, a pesar de que la sintomatologia clinica de los pacientes
afectados sea muy similar, los mecanismos fisiopatol6gicos que subyacen en
ambos casos son diferentes y, en el caso de TNF-a, la presencia de un
genotipo u otro puede contribuir hacia la predisposicién a un tipo frente a otro.
Las diferencias atribuidas a la presencia de uno u otro genotipo y su

implicacidon en a nivel fisiopatologico necesitan ser esclarecidas.

Por otro lado, el estudio por haplotipos de genes con una funcién
parecida, nos sugiere que las variantes genéticas de las citoquinas
proinflamatorias estudiadas por nosotros pueden contribuir a modificar la
susceptibilidad al desarrollo de la DM1, mientras que el grupo de citoquinas
antiinflamatorias estarian mas relacionadas con la susceptibilidad al desarrollo
de la DM2 en la poblacion incluida en nuestro trabajo, lo que pone de

manifiesto una vez mas que ambas entidades presentan mecanismos
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diferentes para su desarrollo (Raj et al., 2009). El haplotipo compuesto por las
variantes génicas estudiadas de los genes PPARG y TCF7L2 confiere un
riesgo bajo para el desarrollo tanto de DM1 como de DM2, mientras que los
factores relacionados con el funcionamiento del endotelio vascular no serian
importantes como marcadores de susceptibilidad al desarrollo de diabetes en
esta poblacién. El resto de los genes estudiados como las variantes de IL8,
CTLA4 y HNF1A tampoco influyen en la susceptibilidad a diabetes en la

poblacién objeto de nuestro estudio.

La ausencia de mas datos clinicos como el indice de masa corporal,
asi como de datos relacionados con posibles complicaciones que puedan
presentar estos pacientes nos hace impide realizar un estudio mas en

profundidad de todas estas variantes en la poblacién estudiada en este trabajo.

2. ESTUDIO GENETICO DE DIABETES MODY

La diabetes MODY es un tipo de diabetes poco frecuente, (5% de los
casos de DM2) caracterizada por una edad de aparicidon temprana, antes de
los 25 afos, ausencia de autoinmunidad y de otras caracteristicas clinicas
como el sindrome metabdlico, asi como un patron de herencia autosémico

dominante.

Nosotros hemos estudiado 55 pacientes con sospecha diagnédstica de
diabetes MODY vy los resultados obtenidos mostraron que las mutaciones mas
frecuentes en la poblacién estudiada se encuentran en el gen HNF1A,
representado el 12,7% del total de los pacientes estudiados, por lo que el tipo
de diabetes MODY mas frecuente en esta poblacién es la diabetes MODYS3,
(Tabla 21). Los estudios previos realizados a este respecto en la poblacién
espafiola son contradictorios (Costa et al., 2000; Estalella et al., 2007) y
estudios en otras poblaciones también muestran diferente prevalencia de los
distintos tipos de diabetes MODY, de manera que en algunos paises como
Francia el tipo de diabetes MODY mas frecuente es el tipo 2 mientras que en
Reino Unido u Holanda la diabetes MODY 3 representa el mayor porcentaje de
diabetes MODY (Chevre et al., 1998; Frayling et al., 2001; Losekoot et al.,
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2005). La discrepancia entre los estudios realizados en Espana y en el resto de

Europa puede ser debido a la seleccion de los pacientes, ya que la diabetes
MODY 2 suele aparecer a edades mas tempranas que MODY 3, de manera
que el reclutamiento de pacientes de mayor edad puede favorecer el hallazgo
de mutaciones en el gen HNF1A frente al gen GCK (Costa et al., 2000;
Estalella et al., 2007). En nuestra serie, la edad media de los pacientes fue de
35 anos, lo que puede explicar que el porcentaje de diabetes MODY 3 sea mas

alto.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes de nuestro estudio con
mutaciones en el gen GCK no difieren demasiado de las de los pacientes con
mutaciones en el gen HNF1A, ya que, tanto la edad de inicio media como la
glucemia basal en ayunas media es muy similar, aunque otros parametros,
como el control glicémico, obtenido de la medida del porcentaje de
hemoglobina glicosilada, asi como el tratamiento empleado y el indice de masa
corporal, muestran diferencias mas marcadas entre ambos grupos de
pacientes (Tablas 15 y 18) . El pequefo porcentaje de pacientes con
mutaciones en el gen GCK y en el gen HNF1A puede influir en que estas
diferencias no sean tan evidentes como en otros estudios (Estalella et al.
2007). Por otro lado, la ausencia de datos clinicos sobre el paciente con
mutacion en el gen HNF4A tampoco impide poder comparalo con los otros dos
tipos de MODY.

La mayoria de las mutaciones encontradas en los tres genes provocan
la pérdida de gran parte de la proteina, mientras que las mutaciones de cambio
de aminoacido son mucho menos frecuentes, (Tablas 12, 16 y 19). Sin
embargo, el tipo de mutacién no se relaciona con las caracteristicas clinicas de
los pacientes, aunque se observd que las mutaciones en las que se producen
inserciones o deleciones dan lugar a un fenotipo ligeramente mas severo y una
edad de aparicion mas temprana, debido a que se pierde la mayor parte de la
proteina, o a que los dominios a los que afecta son claves para el

funcionamiento de la proteina.

El estudio de la mutacion no descrita p.K205N del gen HNF1A mostro
que este cambio disminuye la capacidad de activar la transcripciéon, lo que
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sugiere que esta mutacion seria la responsable del desarrollo de la diabetes en
la paciente que la porta. Esta mutacién se localiza en la region de union al
DNA, dentro de una zona muy conservada. El estudio realizado sobre 100
controles mostro que este cambio no se encontraba en ninguno de ellos, lo
que sugiere que no es una variante polimoérfica y los estudios in silico
mostraron que este cambio podia afectar a la funcion de la proteina, lo que fu
confirmado posteriomente con el ensayo de actividad luciferasa. Este ensayo
mostré una pérdida de actividad en la proteina mutada con respecto a la
proteina silvestre, debido a una pérdida en la capacidad de unién al promotor
del gen diana, en nuestro caso a GLUT2 (Figura 69). Un estudio funcional
previo realizado sobre la mutacién p. K205Q ofrecidé unos resultados similares
(Vaxillaire et al., 1999), por lo que las mutaciones en este codon modifican la
capacidad de unién de HNF1a al DNA, y por tanto, impiden la regulacion de

los genes diana de esta proteina.

Por otro lado, la mutacion no descrita T137fsX154 del gen HNF1A
provocaria la pérdida de gran parte de la proteina, lo que nos hace pensar que
esta mutacion también seria responsable de la enfermedad en los pacientes
que la presentan, al igual que ocurre con la mutacién ya descrita P291fsX316,
que también encontramos en nuestro trabajo. Esta mutacion es una de las més
recurrentes en todas las poblaciones estudiadas. Los estudios funcionales
realizados sobre la misma determinan que la proteina truncada generada como
consecuencia de esta mutacion actuaria como una isoforma dominante

negativa impidiendo la funcion de la proteina normal (Yamagata et al., 2003).

La otra mutacion en el gen HNF1A encontrada en nuestro trabajo fue el
cambio p.E48K. Estudios previos sobre esta mutacion mostraban que la
mutacion se segregaba con la enfermedad y que este cambio puede afectar a

la capacidad de dimerizacion de la proteina (Moller et al, 1998).

Con respecto a las mutaciones encontradas en el gen GCK, las
mutaciones p.Q337X y F316SfsX25, descritas por primera vez en nuestro
trabajo, provocan la pérdida de dominios importantes para el funcionamiento
de la enzima, (Figuras 71 y 73), lo que sugiere que serian las responsables
de la apariciébn de diabetes en los pacientes portadores. Por otra parte, la
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mutacion p.E256K afecta a la capacidad de la enzima para unirse a la glucosa

(Gidh-Jain et al., 1992), por lo que también seria responsable de la aparicién
de diabetes en los pacientes portadores.

La mutacién p.R131X del gen HNF1A también genera una proteina
truncada que pierde la mayor parte de los dominios funcionales de este factor,
lo que impide el funcionamiento normal de mismo y seria, en ultimo término, el

responsable de la enfermedad.

Pese al gran nimero de mutaciones descritas en los tres genes durante
los ultimos afos, en nuestro estudio hemos encontrado un total de cinco
mutaciones sin describir, lo que pone de manifiesto la complejidad de tipo de
diabetes y la falta de un conocimiento completo sobre las mutaciones que
afectan a estos genes.

El estudio de las nuevas isoformas de HNF1A descritas por primera vez
en nuestro trabajo, nos mostraron que la pérdida de exones o la inclusion de
intrones modifican de forma drastica la actividad de la proteina. Estas
isoformas fueron encontradas de forma causal durante el proceso de clonacién
de la isoforma completa del gen HNF1A en las células HepG2, y se deben a
variaciones en el procesamiento del RNA. La caracterizacién funcional,
mediante el ensayo de actividad luciferasa realizado de la isoforma que carece
del ex6n 2, y que, por tanto, pierde los dominios de unién a DNA y de
transactivacion, presentaba una actividad muy reducida, mientras que los
experimentos realizados con la isoforma que contiene el intrén 8 mostraron
un aumento de la actividad de HNF1A de hasta el 57%, (Figura 70). La
presencia del intrén 8, da lugar a la insercion de 31 aminoacidos que forman
una estructura en espiral dentro del dominio de transactivacion, generandose
una proteina que modifica la conformacién de la misma (Figura 69). Las
isoformas caracterizadas previamente, como HNF1A-B y HNF1A-C que
carecen de los exones 7,8, 9y 10 y los exones 6, 7, 8, 9y 10 respectivamente,
tienen mas capacidad transactivadora que la isoforma completa (Bach et al.,
1990; Harries et al., 2006), lo que indica que en la conformacion de esta zona
son cruciales para la actividad transactivadora de esta proteina. La mayor
capacidad de activacion de la transcripcion de la isoforma que contiene el
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intrén 8 puede ser debida a que su interaccién con otros mediadores proteicos
sea diferente con respecto a HNF1A wild type y que esto afecte a su actividad
(Bach et al, 1993), o bien a que la estructura generada sea
termodindmicamente més estable que la proteina wild type, 10 que puede
favorecer su mayor capacidad transactivadora.

Ademas, la presencia de estas nuevas isoformas nos sugiere la
existencia de isoformas generadas por procesamiento alternativo que se suma
al mecanismo de poliadenilacion ya descrito para las isoformas HNF1A-B y
HNF1A-C (Bach et al., 1993). El procesamiento de los exones comienza por el
reconocimiento de la secuencia GT en la regién 5" del exén por parte del factor
snRNPU1 y por la unién del factor SF1 al sitio de ramificacion. Posteriormente,
se produce la unién del factor auxiliar U2AF al tracto de polipirimidas y a la
secuencia AG situada en la zona 3’ del exon (Chen et al., 2009). El exdén 2 del
gen HNF1A esta flanqueado por dos intrones muy largos, lo que puede
favorecer su procesamiento y eliminacion en la isoforma HNF1A A2, mientras
que el intrédn 8 es muy corto, solo contiene 93 nucleédtidos, lo que puede
impedir que sea reconocido por el espliceosoma, facilitando su retencién en la
isoforma HNF1A inslVS8 (Keren et al.,, 2010). Los mecanismos que
condicionan este procesamiento alternativo y, por tanto, la generaciéon de
estas nuevas isoformas dependen, no solo del reconocimiento de secuencias
de procesamiento diferentes de las candnicas por parte de la maquinaria asi
como de secuencias reguladoras del mismo localizadas dentro de los exones
(ESS y ESE), si no también de los factores ambientales en los que se
encuentre la célula en ese momento. La presencia de transcritos diferentes,
que, en algunos casos, presentan una actividad muy superior a la de la
proteina normal, puede ayudar a la caracterizacion de nuevas dianas
terapéuticas. Seran necesarios mas estudios que determinen si estas nuevas
isoformas regulan la actividad de HNF1A, asi como su expresion en otros
tejidos como pancreas e intestino y si la presencia de la isoforma HNF1A

insIVS8 puede compensar mutaciones presentes en HNF1A.

Finalmente, en el 74,4 % de los pacientes estudiados no hemos
encontrado ninguna mutacion en los genes incluidos en este trabajo, 1o que no

significa que no puedan tener mutaciones en otras zonas, como las regiones
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promotoras, asi como otro tipo de cambios, como grandes reordenamientos

genéticos, que no han sido analizados en nuestro estudio. Ademas, tampoco
podemos descartar la posibilidad de que los polimorfismos encontrados en
muchos de estos pacientes, especialmente aquellos que se encuentran cerca
de las regiones procesadoras de los exones como el encontrado en la posicion
+6 del intrébn 4 del gen HNF4A, que no fue encontrado en ninguno de los
controles analizados, puedan modificar el procesamiento del gen e influir en el

desarrollo de este tipo de diabetes.

Las mutaciones en los otros genes MODY como HNF1B, IPF-1 o
NeuroD6 se acompanan de manifestaciones clinicas particulares que no
estaban presentes en los pacientes de nuestro estudio, por lo que es poco
probable que haya portadores de mutaciones en los mismos.

Es posible que estos pacientes pertenezcan al grupo de la denominada
diabetes MODY X, en el cual, se incluyen pacientes que cumplen con los
criterios de diagnostico de MODY pero no presentan mutaciones en ninguno
de los genes conocidos. El porcentaje de MODY X encontrado en Espana
oscila entre el 40% y el 10,5%, mientras que en otras poblaciones, como la
alemana, puede ser de hasta el 74% (Ziemssen et al., 2002). No se conocen
los genes responsables de este tipo de MODY aunque se especula que genes
como Kir6.2, un canal de potasio relacionado con la secrecién de insulina,
puedan estar detras de este tipo de diabetes (Fernandez, 2006). Por tanto,
es necesaria la busqueda y caracterizacion de nuevos genes diana que

permitan un mejor diagndstico de estos pacientes.
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1. El estudio de caracterizacién de variantes alélicas asociadas a la

susceptibilidad al desarrollo de diabetes mostré que en nuestra serie:

a) El haplotipo CCGA compuesto por los polimorfimos -511C>T del gen
IL-1B, -1C>T del gen CD40, -174 C>G del gen IL-6 y -238 A>G del gen TNF-A
y el haplotipo CACT compuesto por los polimorfismos -174 C>G del gen IL-6,
-238 A>G del gen TNF-A, -511 C>T del gen IL-1B y -251 A>T del gen IL-8 se

asocian a una mayor susceptibilidad al desarrollo de diabetes tipo 1.

b) El haplotipo TG compuesto por los polimorfismos -33C>T del gen IL-4
y 223 A>G del gen IL-4R se asocian a una mayor susceptibilidad al desarrollo

de diabetes tipo 2.

c) El haplotipo CT compuesto por los polimorfismos 34C>G del gen
PPARG e IVS3 C>T del gen TCF7L2 se asocia al desarrollo de diabetes tipo 1
y tipo 2.

2. En nuestra serie, el polimorfismo -238 A>G del gen TNF-A tiene una
distribucion diferente entre el grupo de pacientes con diabetes tipo 1 y los
pacientes con diabetes tipo 2, sugiriendo que las variaciones en los niveles de
TNF-a asociados con este polimorfismo estan implicados en la susceptibilidad

a desarrollar diabetes

3. La diabetes MODY3 representa el tipo de diabetes MODY mayoritario en la
poblacién estudiada en nuestro trabajo

4. La mutacion p.K205N del gen HNF1A descrita por primera vez en este
trabajo, altera la capacidad de unién de la proteina al DNA, siendo éste el
mecanismo responsable de la hiperglucemia en los portadores de la mutacion

5. En este trabajo caracterizamos por primera vez dos nuevos transcritos
debidos al procesamiento alternativo del RNA del gen HNF1. La isoforma
HNF1A A2 se asocia con una disminucion de la actividad de la proteina
mientras que la isoforma HNF1A insIVS8 se asocia con un aumento de la
actividad de la misma, abriendo la puerta al disefio de estrategias terapeuticas
que estimulen la sintesis de esta isoforma para el tratamiento de la diabetes.
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N2 LAB |SEXO EDAD |TIPO DM JIL1B CD40 L4 IL8 1L6 CTLA4 |TCF7L2 EDN1 PPARG |TNF ALFA |VEGF NOS 298 |IL4R 150V JHNF1A A98V
11459|HOMBRE dm1 ct CT CT AA CG AA CC GG CC GG AC GT AA CC
12375{HOMBRE dm1 ct CT CC AA GG AG CT GG CC GG CC GT AG CC
12378|HOMBRE dm1 cc CT CT AT CG AA CC T CG GG AC GG GG CC
12397[HOMBRE dm1 ct CC CT AA GG AG CT GT CC AG CC GT AA CC
12402|HOMBRE dm1 ct CT CT AT GG AA CT GG CC GG CC GG AA CC
12562|HOMBRE dm1 ct CC CC AA GG AG CC GG CC GG CC GG AG CC
12563|HOMBRE dm1 ct CT CC AT GG AA CC GG CG GG CC GT AG CC
12567|HOMBRE dm1 ct CC CC AT CC AG CC GT CG GG AC GT AA CC
12568|MUJER dm1 cc CC CT T GG AG CC GG CC GG AA GT AG CC
12570|MUJER dm1 cC T CC AT CC AA CT GG CG GG AC GT AG CT
12571|HOMBRE dm1 cc CC CC AT GG AG CC GG CC AG AC GT AA CC
12572|HOMBRE dm1 ct CC CC T GG AA CT GG CC GG AC GT GG CC
12574|HOMBRE dm1 ct CT CC AT CG GG CC GT CC AA AA GT GG CC
12661|HOMBRE dm1 cc CC CC AA CG AA CC GG CC GG AC GG AG CC
12779|MUJER dm1 cc T CC AA GG AG CT GT CC AG AA GT AG CcC
12856 MUJER dm1 ct CC CC AT GG AA CC GT CC GG AC GG AG CC
12876|MUJER dm1 ct CC CC AT GG AG CC GG CC GG AC GG GG CC
12916|MUJER dm1 cc CcC CC AT CG AA T GG CC GG CcC GG GG CC
12964|HOMBRE dm1 cc CC CC AA GG AA CT GT CC AG AA GG AG CcC
13003|MUJER dm1 ct T CC AT CG AA CT GG CC GG CC GG AG CC
13022|MUJER dmi1 ct CcC CT AA CG AG CT GT CC GG AC GT AA CcC
13032|HOMBRE dm1 ct CC CT 1T GG GG CT GT CC GG AC GG AG CC
13037|MUJER dm1 tt T CC AT GG AA CC GG CG GG AC T GG CC
13156|HOMBRE dm1 ct CC CT T CG AA T GG CC GG CC GT AG CC
13181[HOMBRE dm1 ct CC CT AT CG AA T GG CC GG AC GG AG CC
13195|HOMBRE dm1 cC CT CC AT GG AG CC GT CC AG AC GG AG CC
13245|MUJER dm1 ct CC CC AT GG AA CT GG CG GG AC GT AG CC
13301|MUJER dm1 ct CC CT AT CG AG CT GG CC AG AC GT GG CC
13635|HOMBRE dm1 ct CC CC AT CG AA CT GG CG GG CC GG AG CC
13636|HOMBRE dm1 ct CcC CC T CG AG CC GT CC GG AC T AG CcC
13793|HOMBRE dm1 ct CT CC AA GG AG T GG CC AG AA T AG CC
13795[HOMBRE dm1 ct CC CC T CG AA CC GG CC GG CC GT AG CC
18738|HOMBRE 16|dm1 cc CC CC AT CC AA CC GG CC AG AC GT AA CC
18741|HOMBRE 36|dm1 cc CC CC 1T GG AG CT GG CC GG CC GG AG CC
18771|HOMBRE dm1 cc CC CT T CG AG CT GG CC GG AC GG AG CC
18772|HOMBRE dm1 ct CT CT AT GG AG CT GG CC GG AC GG GG CC
18773|MUJER dm1 ct CC CT 1T CG AA CC GG CC AG AC GG AA CC
18774|HOMBRE dm1 cC CT CT T GG AG CT GG CC GG AC GT AA CC
18775|MUJER dm1 cc CC CC AT GG AG CC GT CC AG AC T GG CC
18776 MUJER dm1 ct CC CT AT CG AG CC GT CC AA CC GT GG CC
18777|HOMBRE dm1 ct CT CC T GG GG CT GT CC GG AC GG GG CC
18778 MUJER dm1 cc CC CC AA GG AG CT GG CC GG AC GT AG CC
18781|MUJER dm1 cc CC CC AT CG AA CT GT CC AG AA GT AA CT
18782|HOMBRE dm1 cc CC CC T GG AA T GT CC GG AC GG AG CC
18783|MUJER dm1 ct CC CC T GG AG CC GG CC GG AC GG AA CC
18784 MUJER dm1 ct CT CC AT GG AA CT GG CC GG AC GT AA CC
18785|MUJER 30|dm1 cc CC CT AA CG AA CT GT CC GG AC GG AG CC
18786|MUJER dm1 cC CT CC T CG AA CT GG CC AG CC GG AA CC
18787|MUJER 28|dm1 ct CT CC AT GG AA CC GT CC GG CC GT GG CC
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Ne LAB |SEXO EDAD |TIPODM JIL1B CD40 L4 L8 L6 CTLA4 |TCF7L2 EDN1 PPARG |TNFA VEGF NOS 293 [IL4AR I50V JHNF1AA98V
18799|MUJER 22|dm1 ct CT CC T CG AA T GG CC GG CC GG GG CC
18800|MUJER 24|dm1 cC CT CC AT CG GG CT GG CC AG CC GG AG CC
18809|HOMBRE 17{dm1 cc CT CC T GG AA CT GT CC GG AC GG AG CC
18810|MUJER dmi ct CT CC AA CG AG CC T CC GG AC GG GG CC
18811|MUJER 36|dm1 cc CC CT T CG AA CT GG CC GG AA GT AA CT
18814|HOMBRE dm1 cC CT CC AT CC AG CT GT CC GG AC T AG CC
18815|HOMBRE dm1 cC CC CC AT CG GG CC GT CC GG AC GT GG CC
18816|HOMBRE dm1 cc T CC T CG AG CC GG CC GG AC GT GG CC
18817|HOMBRE dm1 ct CC CT AT CG AA CC GG CC GG AC GT AG CC
18822|HOMBRE dm1 ct CC CC AT CG AG CC GT CC AA CC GG AA CC
18823|HOMBRE dm1 tt CT CC AT CC AA CT GG CC GG CC GT GG CC
18824 HOMBRE dmi ct CC CT AA CG AG CT GG CC GG AC GT GG CC
18825|MUJER dm1 ct CT CC AT GG AG CC GT CC GG AC GT GG CC
18826|MUJER 24|dm1 ct CC CC AT CG AA CC GT CC GG CC GT AA CC
18837|HOMBRE dm1 cC CT CT AT GG AA CT GG CG GG AC GT AG CC
18838/ HOMBRE dm1 cC CT CC AT CG AA CT GT CC AG AC GT AA CC
18839|HOMBRE dm1 ct CT CC AA CG AA CC GT CC GG AA GT AG CC
18840|MUJER dm1 cC CC CC AT GG AA CC GG CC GG AA GG AG CC
18841|MUJER dm1 cc CC CT AA CG AA CT GG CG GG AC GT AG CC
18842|HOMBRE dm1 cC CC CC AT CC AG CT GG CC GG CcC T GG CC
18843|HOMBRE dm1 ct CC CT T GG AA T GG CC GG AC GT AA CC
18854|MUJER dm1 ct CC CC AT CG AA CC GT CC GG AC GG AG CC
18864|MUJER dm1 cC CT CC AT CG AA CT GG CC GG AA GG AA CC
18865|MUJER dm1 cc CC CC T GG AG 1T GG CC AG CC GT AA CC
18866|HOMBRE dm1 cc CT CT AT GG AA CT GG CG GG AC GG AA CC
18867|HOMBRE dm1 cc CT CC AT GG GG CC GT CG GG AA GT GG CC
18868 HOMBRE dm1 cc CT CC AT CC AG CT GT CC GG CC T AG CC
18869|MUJER dm1 cC CC CC T CG AG CC GT CG AG AC GT AA CC
18870|MUJER dm1 ct CC CC AT CG AG CC GG CG GG AC GT AG CC
18871|HOMBRE dm1 tt T CC AT GG AG CC GG CG AG AC GG AG CC
18876|MUJER dm1 cC CC T T GG AG T GG CC AG AC GT AG CC
18877|MUJER dm1 ct CT CC T CG AG 1T GG CC AG AC GG AG CC
18890|MUJER 22|dm1 ct CT CT AT GG AG CT GG CC GG AC 1T AG CC
18891|HOMBRE dm1 cC CT CT AT CG GG CC GG CG GG AA GT AA CT
18892|HOMBRE 25|dm1 tt CC CT AT GG AA CC GG CC GG AC GT GG CC
18893|HOMBRE 49(dm1 cC CT CC AT GG AA CC GT CC GG AC GT AG CC
18894|MUJER dm1 ct CT CC AT GG AA CC GG CC GG AA GT AG CC
18895|HOMBRE dm1 ct CT T T CG GG 1T GT CC GG CC GG AG CC
18896|MUJER dm1 cC CT CC AT CG AG T GG CC AG CC GT AG CC
18909|MUJER dm1 cc CT CC AT CG AA CC GG CC GG AC GT AG CC
18912|MUJER dm1 ct CC CC AA GG AA CC GG CC GG CC GT GG CC
18913|HOMBRE dm1 cC CT CT AT CG AG CC GG CG AA AC GT AA CC
18914|HOMBRE dm1 tt CC CC AA GG AA CC GT CC GG CC GG GG CC
18915|MUJER 27|dm1 tt CC CC T CC AG CC GG CC AG AC GT GG CC
18929|HOMBRE dm1 tt CC CT AT CG AA CC GG CC GG AC GG AG CC
18930|MUJER 71|dm1 ct CT CC AT CG GG CT GT CC AG AC GG AA CC
18931|HOMBRE dmi ct T CC T CG AG CT GT CC AG AA GT AA CC
18932|HOMBRE dm1 cc CC CC AT GG AA CT GG CG GG AC GG AG CC
18941|MUJER 31|dm1 cC CC CC T CG AA CC GG CC GG AA GG AG CC
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Ne LAB |SEXO EDAD |TIPODM }IL1B CD40 1L4 IL8 L6 CTLA4 JTCF7L2 EDN1 PPARG |TNFA VEGF NOS 293 ]IL4R 150V |HNF1AA98V
18942|MUJER 46|dm1 cc CC CC AA CG AA CC GG CC GG AA GT AG CT
18963|MUJER 14{dm1 tt CC CT AA CG GG CcC GG CC GG CC GT AA CC
18964|MUJER dm1 tt CT CC AT GG GG CC GG CC GG AC GG AG CC
18977|HOMBRE dm1 cc T CT AT GG AG CT T CC GG AC GT AG CC
18978|MUJER dm1 ct CT CC AA CG GG CT GT CC GG CC GT AA CC
18979|MUJER dm1 ct CC CC AT CG AA CT GT CC GG AC GG AG CC
18985|MUJER dm1 ct CT CT AA GG AG CT GG CC GG AC GT AG CC
18986|HOMBRE dm1 cc CcC CT AT CG AG CT GG CC AG AA GT AG CcC
19017|HOMBRE dm1 ct CcC CT T CG AA CT GG CC AG AA GG AA CC
19030|MUJER 27|dm1 ct CC CT AT GG AA CT GG CC GG AC GT GG CC
19062|MUJER dm1 ct CC CC AT GG AA T GG CC GG AC GT AG CC
19063|MUJER dm1 cc T CT T CG GG CcC GT CC GG AC GG AA CcC
19085|MUJER 41|dm1 cC CC CC T GG GG CT GG CC AG AC GG GG CC
19086|MUJER 39|dm1 ct CT CC T GG GG CT GG CC GG CC GT AG CC
19105|MUJER dm1 ct CT CT AT CC AG CC GT CC AG AC GT AG CC
19106|HOMBRE dm1 ct CC CC AA CG AA CT GG CC GG AA GT AG CC
19107|HOMBRE dm1 ct T CcC AA GG AA CC GT CC GG CC GT GG CC
19108|HOMBRE dm1 cc CC CcC AA CG AA CT GG CC AG AC GT GG CC
19109|HOMBRE dm1 cc CT CT AT CC AA CcC GG CC GG AC GT AA CcC
19110|MUJER dm1 cc CT CC AT GG AA CcC GT CG GG CC GT AG CcC
19126|MUJER 38|dm1 ct CT CC AT CC AG CC GT CC GG AC GG AG CcC
19136|HOMBRE dm1 tt CC CC AT CG AG CT GG CC AG CC GT AG CC
19137|MUJER dm1 ct CC CT AT GG AA CcC GG CC GG AA GG AA CC
19138|HOMBRE dm1 cc CC CC T GG AG T GG CC AG AC GG AG CC
19139|HOMBRE dm1 cc CC CC AT GG AG CT GG CC GG CC GT AG CC
19140|HOMBRE 16{dm1 ct CC CT AT CG GG CT GG CC GG CC GG AA CC
19149|MUJER dm1 cc CC CT AT CG AA T T CC AG AC GT GG CC
19150|MUJER dm1 ct CT T AT GG AG CT GG CC GG AC GT GG CC
19151|HOMBRE dm1 tt CT CC AT CG AG T GT CC GG AC GT AG CC
19152|HOMBRE dm1 cc CT CcC AA CG AA T GG CC GG AC GT AG CC
19153|MUJER dm1 cc CC CC T GG AA CT GG CG GG AC GG AA CC
19154|MUJER 44|dm1 ct CC CC T GG AG CT GG CG GG AA GG AG CC
19155|HOMBRE dm1 cc CC T AA CG AA CC GG CC AG CC GG AG CC
19156|HOMBRE 32|dm1 cc CC CT AA CG AA CT GT CC GG AC GT AG CC
19164|MUJER dm1 cc CT CC AA GG AG T GT CC GG AC GG GG CC
19165|MUJER dm1 ct CC CC AT CG AA CcC GT CG GG AC GG AA CC
19166|HOMBRE dm1 tt CT CC AT CG AG CT GG CC GG AC T AG CC
19178|HOMBRE dm1 cc CT CT AA GG AA CcC GG CC GG AC GT AG CC
19179|MUJER dm1 cc T CC AT GG AA T GT CC GG AC GG AG CC
19192|HOMBRE dm1 ct CT CC T GG AG CT GG CC AG AC T AA CC
19193|HOMBRE dm1 ct CT CT T GG AA CcC GT CG GG CC GT AG CC
19203|HOMBRE dm1 cC CC CC AT GG AA CC GG CG AA AA GG GG CC
19204|HOMBRE dm1 cC CC CC AA GG AG CC GG CC GG AC T AA CC
19205|MUJER dm1 ct CC CC AT GG AG CC GT CC AG AA GG AG CC
19211|HOMBRE dm1 ct CC CC T CG AA CT GG CC AG CC T AA CcC
19212|MUJER dm1 cC CC CC AT GG AA T GT CC GG AA GT GG CC
19221|HOMBRE 22|dm1 cc CC CT AA CC AA CT GG CC GG AA GT AG CcC
19222|HOMBRE 26|dm1 ct CT CC T CG AA CT GG CC AG CC T AG CC
19223|MUJER dm1 ct CT CcC T CG AG CT GT CC GG AA GT GG CC
19224|HOMBRE dm1 cC CT CC AT CG AG CC GT CC GG AA GG AG CC
19225|MUJER dm1 cC T CC AT GG GG T GG CC GG CcC GG AG CT
19226|HOMBRE 42|dm1 cC CT CC AT CG AG CC GG CC GG CcC T AG CC
19245|HOMBRE 39|dm1 ct CC CC AA GG AA CT GG CC AA AA GT AA CC
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N2 LAB |SEXO EDAD |TIPO DM JIL1B CD40 1L4 IL8 IL6 CTLA4 TCF7L2 EDN1 PPARG TNFA VEGF NOS 293 |IL4R 150V JHNF1AA98V
19246|MUJER dmi cc CcC CC AT CG AG CC GG CG GG CC T GG CC
19250|MUJER dm1 tt CT CC T GG AA CT GG CC GG CC GT AG CC
19251 |HOMBRE dm1 ct CT CT AT GG AG CC GG CC AG CC GT AA CC
19252|HOMBRE 27|dmi1 ct CT CC AT GG AG CT GG CC GG CC T AG CC
19255|HOMBRE dmi ct CC CC AT GG AA CT GG CC GG AC GG AA CC
19264|HOMBRE 27|dm1 ct CT CC AT CG AG CC GG CG AG AA GT GG CC
19344|HOMBRE 29|dm1 ct T CC AA GG AG CT GG CC AG CC GG AG CC
19345|MUJER 25|dm1 cc CC CT T GG AA CT GG CC GG AA T AA CC
19369|HOMBRE 31|dm1 cc CT CT AT GG AG CT GT CC AG CC GG AG CC
19389|HOMBRE 41|dm1 cc CC CC AT CG AA CC GT CC AA CC GG AG CC
19448|MUJER 53|dm1 cc CT CC AT CG GG T GG CC GG AA GT AA CC
19461 |MUJER 31|dm1 ct CC CC T GG AA CC GT CC GG AC GG AA CC
19462|MUJER 56[/dm1 ct CC CC TT GG GG CT GT CC GG AC GT AG CC
19479|MUJER dmi cc CT CT AA GG AG CC GG CG GG AC GG AA CC
19495|MUJER 20|dm1 cc CC CC AT GG GG CC GG CG GG AA T AG CC
19511|HOMBRE 65[dm1 ct CT CC T GG GG CT GT CG AG AA GT AG CC
19512|MUJER 63[dm1 cc CT CC AT CG AG CT GG CC GG CC T AA CC
19531|HOMBRE 34|dm1 cc CC CC AT CG GG T GG CC AA AC T AG CC
19540|HOMBRE 25|dm1 cc CcC CC T GG AG CC GG CG AG AA GT AG CT
19567|HOMBRE 37|dm1 ct T CC T CG AG CT GG CC GG AA GG AA CC
19632|HOMBRE 24|dm1 ct CT CC AT CC AA CT GG CC AG CC GT AA CC

5926|MUJER 68[dm2 ct CT CT TT CG AA CT GT CC GG AC GT AG CC
7052|HOMBRE 74[dm2 cc CC CT TT GG GG CT GG CC GG AC GG AG CC
7053|HOMBRE 32|dm2 ct CT CT AT CC AA CC GT CC GG AC GT AG CC
7054|MUJER 59(dm2 cc CC CC AT GG AG CT GG CC GG AA GT GG CC
7055|HOMBRE 65[(dm2 cc CC CC AT CG AA CT GG CC GG AC GT GG CC
7248|HOMBRE 74[dm2 ct CC CC AT CG AA T GG CC GG CC GT AG CC
7255|MUJER 59|dm2 cc CcC CT T GG AG T GG CC GG AA GT AG CC
7261|HOMBRE 51|dm2 cc CcC CC AA CG AG CC GG CC GG AC GT AG CC
7270|HOMBRE 41]|dm2 cc CT CC TT CG AA CT GG CC GG AC GT GG CC
7283|HOMBRE 75[dm2 ct CT CC TT CG AA CC GG CC AG AC GG AG CC
7298|MUJER 56(dm2 tt CT CC AT CG AA CC GT CC GG AC GT AG CC
7325|MUJER 84|dm2 ct CT CC T GG AA CT GG CC AG AC GG AG CC
7369|HOMBRE 62(dm2 cc CT CC AT CG AG CT GT CC GG AC GT AG CC
7417|MUJER 34|dm2 ct CT CC T GG AA CT GT CC GG AC GT AG CC
7425|MUJER 78[dm2 ct CC CC AT GG AG CC GG CC AG CC GT AA CC
7455|MUJER 51|dm2 cc CT CT AT GG AA CT GG CC GG AA GG AG CC
7466|HOMBRE 69|dm2 ct CcC CC T GG AA CC GT CG GG AC GT GG CC
7490|HOMBRE 59(dm2 cc CC CT TT CG AA CT GT CC GG AA GG AA CC
7508|MUJER 75[dm2 ct CC CC AA GG AG CT GT CC GG AC T AA CC
7543|MUJER 67[dm2 cc CT CC AA CG GG CC GG CC GG CC GT AA CC
7572|MUJER 51[dm2 ct CT CC AT GG AA CC GG CC GG AC GG AG CC
7573|MUJER 69[(dm2 ct CC CC AT CC AG CC GT CC AG AC GT AG CC
7612|MUJER 36|dm2 tt CC CC AT CG AA CT GT CC GG CC GG AG CC
7705|MUJER 81|dm2 cc CT CC AT CG AG T GT CC GG CC T AG CC
7824|MUJER 70|dm2 ct T CT AT CC GG CC GG CC GG AC GG GG CC
7864|HOMBRE 83|dm2 cc CT CT T CG AA CT GG CC GG AC T AG CC
7947|MUJER 50(dm2 cc CC CC TT GG AG 1T GG CC GG AC T AG CC
7948|MUJER 44|dm2 cc CC CT 1T CG AA T GG CC AG CC GG AG CC
7950|MUJER 40|dm2 cc CC CC T GG AA CC GT CC AG AC GG GG CC
7965|HOMBRE 29|dm2 ct CC CT T GG AG CT GG CC GG AA GG GG CC
7967|HOMBRE 43|dm2 ct CC CC AA GG AA CC GT CC GG AA GT AG CC
7987|MUJER 73[dm2 ct CT CC AT GG AA CC GT CC GG AC GG AG CC
8008|MUJER 55|dm2 tt CT CC AT CG AA T GT CC AG AC GG AA CC
8009|MUJER 68|dm2 ct CcC CC AT CG AG CT GG CC GG AA GG GG CC
8010{HOMBRE 47|dm2 ct CT CC AT CG AA CT GG CC GG AC GG GG CC
8011|HOMBRE 43|dm2 ct CC CC AA GG GG CT GG GG GG CC GG AA CC
8013|HOMBRE 64[(dm2 ct CT CC AA CC AG CT T CC GG AC GT AG CC
8024|MUJER 77[dm2 cc CT CC AA CG AG CC GG CC GG AC GG AG CC
8025|MUJER 70{dm2 ct CC CC T CG AG CT GG CC GG AC GG AG CC
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Ne LAB |SEXO EDAD |TIPO DM JIL1B CD40 1L4 IL8 IL6 CTLA4 TCF7L2 EDN1 PPARG TNFA VEGF NOS 293 ]IL4R 150V JHNF1AA98V
8026 HOMBRE 48|dm2 cc T CcC T GG AA CT GG CG GG CC GG AG cC
8027|HOMBRE 46|dm2 cc CcC CcC AT cC AG CT GG CcC GG AA GG AA cC
8037|MUJER 68|dm2 cc CT CC AT CG GG T GT CG GG CcC GT AG CcC
8038 HOMBRE 72|dm2 ct CC CT AT CG AA T T CC GG AA GT AG CC
8039(MUJER 66|dm2 ct CT CcC AA GG AG cC GG CcC GG CcC GG AA CcC
8040|MUJER 67|dm2 cc CcC T AT CG AG T GG CC GG AA GT AG CcC
8041|MUJER 44|dm2 cc CcC CC AA CG AA CcC GG CcC GG AC GT GG cC
8042|MUJER 50|dm2 ct CC CC AT CG AA CcC GG CcC GG AC T AA CC
8043|HOMBRE 46|dm2 tt CC CT AA CG GG CC GG CG GG CC T AA CC
8068(MUJER 74|dm2 ct CC CC AT GG AG T GG CC GG AA GG AA CC
8069|HOMBRE 30|dm2 ct CT CcC AT CG AG T GG CcC AG cC GT AA CcC
8077(MUJER 83|dm2 tt CC CC AA GG AG CT GG CcC GG CC GG AG cC
8113|HOMBRE 49|dm2 tt CT CT AA GG AG CC GT CC GG AC GT AG CC
8126 HOMBRE 71|dm2 cc CC CT AT CG AA CT T CC GG AC T AG CT
8127|MUJER 62|dm2 ct CT CC T GG AA T GT CcC GG AC GT GG CC
8128 HOMBRE 78|dm2 cc CT CC T GG AG CT GT CC AG AC GT AA CC
8129(MUJER 36|dm2 ct CC CT AA CG AA CC GG CC GG AA GT AA CC
8130(MUJER 73|dm2 cc CC T T GG AA CcC GT CcC AG AC GG AA CC
8131|HOMBRE 33|dm2 ct CC CT AT CG AG T GG CC GG AC GT AG cC
8132|HOMBRE 50|dm2 cc CC CC AA GG AA CT GG CC GG AA GT AG CC
8147(MUJER 50|dm2 ct CcC CT AT CG AG cC GT CcC GG CcC GG AG CcC
8148[HOMBRE 50|dm2 cc CC CT T GG AA CcC GT CcC GG AC GT AG CcC
8150 MUJER 77|dm2 ct CcC CC AT GG AA T GG CC AG AC GT AG CC
8169|MUJER 67|dm2 cc CcC CC AT GG AA CT GG CC GG AC GG AA CC
8204|HOMBRE 41|dm2 ct CC CT AT GG AA CcC GG CcC AG AA GG GG CcC
8207|MUJER 66|dm2 cc CC CC AA GG AA CcC GG CG AG CC GT AA CC
8222|HOMBRE 49|dm2 cc CC CC AT GG AA CcC GG CcC GG AA T AA CC
8223|MUJER 61|dm2 ct CC CcC AT GG AA T GG CcC AG AC GT AG CcC
8237(MUJER 59|dm2 ct CT CT AT CG AA CT GG CC GG AC GT AG CT
8258 MUJER 36|dm2 cc T CT AA GG AA CC GG CG GG AC GG AA CC
8269|MUJER 58|dm2 cc CT T AT CC AA CcC GG CcC AG AC GG AG CC
8329(MUJER 73|dm2 cc CC CC AA GG AA CC GG CG GG CcC GT AG cC
8346|HOMBRE 55|dm2 ct CC CC T GG AG CC GT CC AG CcC GT AG CcC
8348(MUJER 54|dm2 ct CC CC AT CG AA CT GG GG AG AA GG AG CC
8349(MUJER 56|dm2 cc CT CcC T CcC AA CT GG CcC GG AC GT AG CC
8350 MUJER 39|dm2 cc CT CT AT CC AA CC GT CC AG AC GT AG CC
8370|HOMBRE 73|dm2 ct CC CT AA CC AG CC GT CG AG AC GT AG CC
8371|MUJER 87|dm2 cc CT CT T GG AA CcC GG CcC GG AC GG GG cC
8372|MUJER 31|dm2 ct CT CcC T CG AG CT GT CcC GG AC GT AA CcC
8378 MUJER 74|dm2 cc CcC CC AA CG AA CC GT CG AG AA GT AA CC
8437|MUJER 69|dm2 cc CT CC AT CG AA CT GT CcC GG AC GT AG CC
8593|HOMBRE 79|dm2 cc CC CT T GG AG T GT CC AG AC T AA CC
8887|MUJER 81|dm2 ct CC CC AT CG AG CC GG CC GG AA GG AG CC
8889|MUJER 60|dm2 ct CC T AT GG AA CT GT CcC GG AC GT AG CC
8890|MUJER 75|dm2 ct CC T AA CG AA CcC GT CcC AG cC GT AG CcC
8891 |HOMBRE 68|dm2 cc CC CT T GG GG CT GG CC GG AC T AG CC
8938MUJER 45|dm2 ct CT CT AA GG AA CT GG CC GG AC GG AG CC
8939|HOMBRE 76|dm2 ct CC CT T GG AG CT GG CcC GG CC GG GG CC
8965(MUJER 71|dm2 cc CT CC AT CG AA CC GG CC GG AC T AG CC
8966 HOMBRE 64|dm2 cc CT CT AT CG AG T GT CC AG AC GG GG CT
8969|HOMBRE 72|dm2 tt CT CT AA GG AG T GG CcC GG CC GG AA cC
8970|MUJER 77|dm2 ct T CT AT cC AG CT GG cC GG AC GG GG cC
8971|MUJER 52|dm2 tt CC CT AT CG AA CC GG CcC GG CcC GG AG CcC
9025(MUJER 72|dm2 cc CT CC T CG AA CC T CcC GG CcC GG AG cC
9026 HOMBRE 78|dm2 tt CC CT AT GG AG T GG CcC GG AA GG AG CcC
9027|MUJER 83|dm2 cc CT CcC AA CG AA CT GG CcC AG AC T GG CcC
9032|HOMBRE 59|dm2 tt CcC CC T CG AG CcC GG CcC GG AC GT AG CcC
9033|MUJER 49|dm2 ct CT CC AT GG AA CT GT CG GG AC GT AG CC
9035(MUJER 60|dm2 cc CC CC AT CG AG CC GG CC GG AA GG AG CC

N
9]
.
9
p W
=
Q
=~
=
I
Q
=~




LL1

N2 LAB |SEXO EDAD |TIPO DM |JIL1B CD40 1L4 IL8 IL6 CTLA4 TCF7L2 EDN1 PPARG |TNFA VEGF NOS 293 |IL4R 150V JHNF1AA98V
9057|MUJER 70/dm2 ct CT CT T CC AA T GG CC GG AC GG AG CC
9087|MUJER 79|/dm2 ct CC CcC T CC AG CT GG CC GG CC GG AA CC
9093|MUJER 71|dm2 ct CT T AT CG AG T GG CC GG AC GG AG CcC
9115|HOMBRE 67|dm2 cc CT CcC T GG AA CC GT CC AG CcC GG AA CC
9129|HOMBRE 64|dm2 tt CC CcT AT CC AG CT GG CC GG AA GG AG CC
9131|MUJER 90|/dm2 cc CT CT AT CG AG CC GG CC GG AC T AA CC
9132|HOMBRE 56|dm2 ct CcT CcC AT CcG AG CT GT CC GG AC GG GG CcC
9207|MUJER 62|dm2 ct CC CC AA CG AG CC GT CC GG AC GT AG CC
9227|MUJER 76|dm2 cc CT CcC T GG AG CcC GT CG GG AC GG AG CcC
9299|HOMBRE 60/dm2 ct CC CcC AT CG AA CT GG CC GG CcC 1T GG CcC
9300|MUJER 60/dm2 cc CC CcC AT GG AA T GT CC GG AA GT GG CC
9301[{HOMBRE 79|dm2 ct 1T CC T GG GG CC T CC GG AC GT GG CcC
9337|MUJER 54|dm2 ct CT T AT GG AG CC GG CcC AG AC GT GG CcC
9338|MUJER 76/dm2 cc CcC CC AT GG AA CT GG CC GG CC T AG CC
9339|MUJER 82|dm2 ct CC CcC AA GG AA CT GT CcC GG AA GT GG CT
9340|MUJER 56/dm2 ct CC CT AA GG AG T GT CcC GG AA GT GG CcC
9343|MUJER 68|/dm2 cc T CC AA CC AG CT GG CC GG AA GG AG CC
9397|HOMBRE 73|dm2 tt CC CcC T GG GG CT GG CC AG AA GT AG CC
9453|HOMBRE 60|dm2 ct CC CC AT . AA CT GT CC GG AA GT AG CC
9459|MUJER 74|dm2 ct CT CcC T CC GG CT GG CG AG AA GG AA CcC
9494|HOMBRE 54|dm2 ct CC CcC AT CG AG CC T CcC GG AC GT AA CcC
9510|HOMBRE 48|dm2 ct CC CcT AA GG AG CT GG CC GG AC GT GG CC
9528 HOMBRE 37|dm2 cc CC CT T CG AA T GT CC GG CC GT AG CC
9543|HOMBRE 55|dm2 ct CC CC T GG AA CC GT CC GG AC GT AG CcC
9544|HOMBRE 52|dm2 tt CT CcC T GG AG CC T CC GG AA GT AG CC
9579|HOMBRE 77|dm2 cc CT CcC AA GG AG CT GG CC GG AC T AG CC
9599|MUJER 56|dm2 ct CT CcC AA CG AA CT GT CC GG AC 1T AA CC
9622|MUJER 79|/dm2 ct T CcC AA CG AG CC GG CC GG CC GT GG CC

11975|MUJER dm2 ct CT CC AT CG AG CC GG CC GG CcC GT AG CcC
11979|MUJER dm2 tt CT CT AT GG AA CC GG CC GG CcC GT GG CcC
12036|HOMBRE dm2 ct CT T AT GG AA CT GT CcC AG AC GT GG CcC
12373|MUJER dm2 ct CT CC T CG AG CC GG CC GG CcC GT GG CC
12398|MUJER dm2 cc 1T CC 1T GG AA CT GG CC GG AA GT AG CcC
12399|HOMBRE dm2 cc CC CcC T CC AA CC GG CcC AG CC GG GG CcC
12401|MUJER dm2 ct CC CcC AT GG AG CT GG CC GG CcC GG AG CC
12561|MUJER dm2 tt CcC CT AT GG AG CC GG CC GG AC GT GG CC
12605|HOMBRE dm2 ct CC CcC AT GG AG CT GT CG GG AC GT AG CcC
12606 HOMBRE dm2 ct CcC CC AA CC AG CC GT CC GG AA GT AG CcC
12634|MUJER dm2 cc 1T CT AT GG AA CT GG CcC GG CcC GG GG CT
12759|HOMBRE dm2 ct CC CcC AT GG AG CT GT CG GG AA T AG CcC
12761|HOMBRE dm2 cc CC CT AT GG AA CC GT CC GG AA GT AG CC
12858 HOMBRE dm2 ct CT CcC AA CC AA CT GT CC GG AC GT AG CcC
12882|HOMBRE dm2 cc CT CcC AT CG GG CT GG CC GG AC GT AG CC
12940|HOMBRE dm2 cc CC CcC AT GG AA CT GG CcC AG CcC GG AG CcC
12889|HOMBRE dm2 ct CT CT AT GG AG CT GG CC GG AC . AA CC
12953[MUJER dm2 ct CT CcT T GG AG CT GG CC GG AC T GG CcC
12989|HOMBRE dm2 ct CT CcC AT CC AA CC GT CC GG AA GG AG CC
13002[MUJER dm2 ct CC CC T CG AA CT GT CC GG AA GT AG CC
13026 MUJER dm2 ct CT CcC AT GG AG CC GT CG GG CC GG AG CC
13057|HOMBRE dm2 tt CC CcC T CG AA CT GG CC GG AC GG AA CC
13058 HOMBRE dm2 tt T CC AT CG AG CC GG CC GG AC GT AG CcC
13082|MUJER dm2 ct CT CC AT GG AG CC GT CC AG AA GG AG CT
13099|HOMBRE dm2 ct CT CcT AA CG AG CC GG CG GG AC GT AA CcT
13133|HOMBRE dm2 ct CC CC AT CC AG T GG CC GG AC GG GG CT
13134|HOMBRE dm2 tt CT CT AA GG AG CcC GT CG GG AA GG AG CcC
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13135|HOMBRE dm2 cc CT CC AT CC AA CT GG CcC AG AA GT AA CC
13150(MUJER dm2 ct CT CC AT GG AG CT GG CG GG CC GT AA CcC
13152[MUJER dm2 ct CT CC AT GG AG CcC GG CcC GG AA GT AA CC
13261 |MUJER dm2 ct CT CC AT GG AA T GT CG AG AC T AG CcC
13634(MUJER dm2 cc CT CT AA CG AA CC GT CC GG CC GT GG cC
18715|HOMBRE 53|dm2 cc T CC AT CG AA CT GT CC GG CC T AG CcC
18716 MUJER 63|dm2 ct CT T AT CG AA CC GT CC GG AC GG AG cC
18907(MUJER 50|dm2 cc CC CC AT CG AA CT GG CcC GG AC GT AA CC
19206 MUJER dm2 cc CT CT AT GG AA CT GG cC GG CcC T AG CC
19286 MUJER dm2 cc T CC AT CG GG CC GT CC GG AC T AG CC
19287[MUJER dm2 ct CC CC AA CG AG CcC GG CcC GG AC GT AG CC
19310(HOMBRE 40|dm2 cc CT CC AT CG AG CT GG CC AG CC GT AG CcC
19311[MUJER 25|dm2 ct CC CC AT GG GG CcC GG CG GG AC GT GG CC
19449(MUJER 59|dm2 ct CC CC AA CG GG CT GT CC AG AC T GG CC
19450 MUJER 31|dm2 ct CC CcC T GG AA CT GT CC GG AA GT AG cC
19885(HOMBRE 44|dm2 ct CC T AT GG AA CC GG CC GG AC GT AG cC
14162[MUJER 53|CONTROL |ct T CC AA CC AA CcC GT CC GG AA GG GG CC
14163[MUJER 40|CONTROL |cc CC CC AA GG AA CT T cC GG AC GT AA CC
14165|HOMBRE 49|CONTROL |cc CC CC T CC AG CT GT CC GG AA GT GG CC
14167[MUJER 59|CONTROL |ct CC T T CG AA CT GG CcC GG AA GT AG CC
14170(HOMBRE 70|CONTROL [cc CT CT AT GG AG T GT CC GG CC T AG CcC
14176 MUJER 58|CONTROL |cc CC CT AA GG GG CT GT CcC GG AC GG AG CC
14177|MUJER 56|CONTROL [cc CT CT AT CC AA CC GG CC GG AC GT AG CcC
14178 MUJER 56|CONTROL [cc CT cC T CG GG T GG CC GG AC GG AG cC
14179|MUJER 27|CONTROL [cc T CT AT CG AG CC GG CG GG CC GG AG CC
14182|MUJER 33|CONTROL |tt CT T AT CG GG CC GT CC GG AA GG AG cC
14183[MUJER 47|CONTROL |cc CT CC AT CG AG CT GG CcC GG AA GG AA CC
14186|HOMBRE 61|CONTROL [ct CT CT T GG AG CC GG GG GG CC GT GG CcC
14188[MUJER 57|CONTROL |t T CC T GG AA CC GG CC AG AC GG AA CC
14189[MUJER 54|CONTROL |ct CC CC AA CC AG CcC GG CG GG CC GG AA CT
14192[MUJER 53|CONTROL |cc CC CC AT CG AG CT GG CcC GG AC GT AG CC
14194 MUJER 43|CONTROL [cc CC CC T CG GG CC GT CC GG AC GT AA CcC
14195|HOMBRE 35|CONTROL [cc CC CcC AA GG AG T GT CG GG CC GT AG cC
14197|MUJER 35|CONTROL [cc CT CC AT GG AA CT GG CC AG AA GG AA CC
14214|MUJER 65|CONTROL [ct CT CcC AA GG GG CC T CC AG CC GT AA cC
14216[MUJER 48|CONTROL |ct CC CT T CG AG CcC GG CcC GG AA GT AA CC
14217[MUJER 48|CONTROL |cc CT CT AT CG AG cC GT cC GG AA GT AG CT
14218[MUJER 48|CONTROL |ct CC CC AT GG AA CT GT CC GG AC GG AG CC
14219[MUJER 62|CONTROL |t CC CT AA CG AA CcC GT CG GG AA T AA CC
14220(HOMBRE 63|CONTROL [ct CC CC AT GG AA CC GT CC GG AC GG GG CcC
14221 [MUJER 63|CONTROL |t CT CC T GG AG T GT CG GG AA GT AA CC
14222(MUJER 58|CONTROL [ct T CC AT CG AG CT GT CC GG CC GT AG CcC
14223|HOMBRE 62|CONTROL [ct CT CcC AT CC GG CT GT CG GG AA GT AG CcC
14226 HOMBRE 60|CONTROL [cc T CT AT GG AG CC GG CC GG AC GG GG CcC
14227|HOMBRE 40|CONTROL [cc CT CcC T CG AG CC GG CC GG CC GT AA cC
14228 MUJER 41|CONTROL |ct CC CT T CC AA CT GG cC GG AA GT AG CC
14229(MUJER 52|CONTROL |t CT CC AT CG AA CC GG CC GG AA GG GG CC
14230 HOMBRE 35|CONTROL |ct CC CC AT GG AG CcC GG CcC GG AC GT AA CC
14232[MUJER 28|CONTROL |tt CC CT AT GG AG CC GT CG AG CC GG AG CcC
14233[MUJER 24|CONTROL |ct CC CC T CG AG CcC GT CG GG AC GT GG CC
14234(MUJER 27|CONTROL [cc CT CC AT CG AA CT GG CC GG AC GG GG CcC
14235[MUJER 21|CONTROL |tt CT CcC AT CG AA CC GT CC GG AC GT AA cC
14236 MUJER 37|CONTROL [cc CT CC T CG AA CC GG CG GG AC T AG CcC
14237|HOMBRE 33|CONTROL |[ct CC CcC T CG AA CT T CC GG CC GG AG cC
14238 MUJER 78|CONTROL |t T CC AT GG AA CT GT GG GG AA GG AA CC
14239|MUJER 59|CONTROL [ct CT CT AA GG AA CC GT CC GG AA GG AA CcC
14241 (MUJER 55|CONTROL |cc CT CC AA GG GG CC T GG GG CC GT AA CC
14242[MUJER 38|CONTROL |cc CC CC AT GG AA CT GG CcC GG AC GG AA CC
14243[MUJER 46|CONTROL |ct CT CC AT GG AG CC GT CC GG AC GT GG CC
14244[MUJER 46|CONTROL |ct CC CC AA CG AA CT GG CcC GG AC GG AG CC
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14245|MUJER 43|CONTROL |cc CC CT T GG AG CT GT CC GG AC GG AA CC
14248|MUJER 45[CONTROL |ct CC CT T GG AA CT GG CC GG AC GG AA CC
14249|HOMBRE 57|CONTROL |ct T CT AT CG AA CT GG CC GG CC GT AG CC
14250|HOMBRE 50/CONTROL |tt CT CC AA CG AG T GG GG GG CC GG AA CC
14251|MUJER 41|{CONTROL |cc CC CC T CG AG CT GG CC GG AC GT AG CC
14252|MUJER 49|CONTROL |cc CC CC AA GG AA CC GG CC GG AC GG AG CC
14255|MUJER 58/ CONTROL |cc CT CT AT CG GG T GG CC GG AC GT AA CC
14256| MUJER 57|CONTROL |cc CT CC T CC AA CT GG CG GG CC GG AG CC
14258/ MUJER 61|/CONTROL |ct CT CC AA GG AG CT GG CC GG AA GT AG CC
14259|MUJER 51|CONTROL |tt CC CC T GG AG CT GG CC GG CC GT AA CC
14260|MUJER 62|CONTROL |cc CT CC AA CG GG CC GG CC GG AA GT AG CC
14262|MUJER 62|CONTROL |ct CC T AT GG AG CC GT CC GG AC GG AG CC
14265|MUJER 53|CONTROL |ct CT CC AT GG AA CC GG CC GG AA GT AA CC
14266|MUJER 47[CONTROL |t CT CC T GG AG CT GT CC GG CC T AG CC
14282|MUJER 50|CONTROL |cc CC CC AA CG AG CC GG CC AG CC GT AA CC
14284|MUJER 34|CONTROL |cc CC CC AA GG AA CC T CC GG AA GT AA CC
14285|MUJER 62|CONTROL |cc CT CC T CG AA CT GG CG AG AA GG AG CC
14287|MUJER 44[CONTROL |ct CT CC AT CG AG CC GT CC GG AC GT AA CT
14291|MUJER 41|CONTROL |cc CT CC T CC AA CT GG CC AG CC T AG CC
14305|MUJER 46[CONTROL |cc CT CT AA CC AA CC GT CC GG CC GG AG CC
14307|HOMBRE 36/CONTROL |ct CC CC AT GG AG CT GT CC GG AC GG . CC
14311|MUJER 50/CONTROL |ct CC CC AT GG GG CT GT CC GG AC GG AG CC
14312|MUJER 47[CONTROL |cc CC CT AT CG AA CC GT CC GG AC T AA CC
14316|HOMBRE 38|/CONTROL |ct CT CT AA GG AA CT GT CC GG AA GT GG CC
14317|MUJER 38|CONTROL |tt CT T AA GG AG CC GT CC GG CC GG AA CC
14327|MUJER 63|CONTROL |ct CT CC T CG AA CC GG CC GG AC GG AA CC
14328| HOMBRE 47[CONTROL |cc CC CC T CG AG CC GT CC GG AA GT AA CC
14336|MUJER 34|CONTROL |ct CT CC AT CG AG CT GG CC GG AC GT AA CC
14337|MUJER 60|CONTROL |cc CC CC AA GG AA CC GT CC GG AC GT AA CC
14338| HOMBRE 64|CONTROL |ct CT CC T CG AG CC GT CC GG AA T AA CC
14341|HOMBRE 42|CONTROL |ct CC CC AA GG AA CC GG CC GG CC GT AG CC
14342|HOMBRE 38|CONTROL |ct T CT T CC AG CT GG CC GG AC T AA CC
14354 MUJER 32|CONTROL |cc CT CT AT GG AA CC GT CC GG CcC GG AG CC
14361|MUJER 44|CONTROL |ct CT CC AT CG AG CC GG CC GG AC GT AA CC
14362|MUJER 35/CONTROL |tt CC CC AT GG AA CC GG CC GG AC GT AG CC
14363|MUJER 48|CONTROL |cc CC CC T GG AG CC GG CcC AG CC GT GG CC
14366|MUJER 39|CONTROL |cc CT CC AT CG AG CT GG CC GG CC GT GG CC
14379|MUJER 59|CONTROL |ct CC CC AT CG AA CT GG CC AG AC GT AA CC
14380|MUJER 61|CONTROL |tt CC CC T CG AG CC GG CC GG AA GT GG CC
14381|MUJER 60|CONTROL |cc CC CC AT GG AA CT T CC GG AC GG AG CC
14384|HOMBRE 38|CONTROL |ct CC CT AT CC AA CC GG CC GG AC GG AG CC
14387|MUJER 62|CONTROL |ct CC CC AT CG GG CT GG CC GG AC GT GG CC
14388| MUJER 54|CONTROL |cc CT CT AA GG AA CT GT CC GG AC GG AA CC
14394|HOMBRE 45|CONTROL |ct CT CC AA CG GG CT GG CC GG AA GG GG CC
14416|MUJER 48| CONTROL |ct CC CC T GG AA CT GG CC GG AC GG AA CC
14432|MUJER 35|CONTROL |ct CC CC AT GG AA CC GT CC GG AC GT AG
14433|MUJER 47|CONTROL |cc CC CC AA CC AG CC GG CC GG AC GG AG CC
14434 MUJER 37|CONTROL |ct CT CC AA GG AG CC GG CC GG CC GG AA CC
14438|MUJER 38|CONTROL |ct T T AA CG AA CT GG CG AG AC GG AG CC
14439|MUJER 44|CONTROL |ct CT CC AT CG AG CT GG CG GG CC GT AG CC
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14459(MUJER 47|CONTROL |cc T CcC AT CG AG CC GG CC GG AC GT AG CcC
14565(MUJER 50|CONTROL [cc CT CcC AT CG AA CC GG CC GG AC T AG CT
14567(MUJER 50|CONTROL _|tt CT CT AT GG AA CcC GG CC GG AC GT AA CC
14571 |HOMBRE 36|CONTROL |cc CT CT AT CC AA T GG CC GG AC GG AG CcC
14572[MUJER 38|CONTROL [ct CT T AA GG AA T GG CC GG AC GT AA CC
14573[MUJER 40|CONTROL [ct CT CC AA GG AA CT GG CC GG AA GG AG CC
14574[MUJER 48|CONTROL |ct CcC CT AT CG AG T GG CC GG CC GT AA CcC
14576 [ MUJER 41|CONTROL [cc CC CC AT GG AG CcC GG CC GG CC GG GG CC
14578 MUJER 59|CONTROL |tt CT CT AT CG AA CT GG CC GG AA GT GG CcC
14580 HOMBRE 33|CONTROL |ct CT CcC AT CG AA CT GG CC GG AA GT GG CcC
14581 [HOMBRE 55|CONTROL [ct CC CC T GG AA CT GG CC GG AC GT AA CC
14586 MUJER 39|CONTROL [cc CC CT AT CG AA CT GT CC GG AC GG AG CC
14587 [MUJER 51|CONTROL |ct CT CcC AA CG AA CT GG CC GG AC GG GG cC
14588 HOMBRE 25|CONTROL [cc CT CT AT CG AA CcC GG CG GG CC T GG CC
14590 HOMBRE 56|CONTROL |ct CT CcC AT GG AA CT GT CC GG AC GG AG CcC
14591 (MUJER 55|CONTROL [cc T CC AT CG AG CcC GG CC GG AC T GG CC
14592(MUJER 39|CONTROL |tt CcC CcC AT GG AG T GG CG AG AA GT AG CC
14594 [MUJER 25|CONTROL |ct CcC CcC AT CC AG CC GT CC GG AC GT AG CC
14646 HOMBRE 35|CONTROL [cc CT CT T CG AG CT GG CG GG AC T GG CT
14647(MUJER 44|CONTROL [cc CT CC T GG GG CcC GT CC AG AA T AG CC
14648(MUJER 35|CONTROL |t CT CcC AT GG AA CC GT CC AG CC GT GG CcC
14649(MUJER 30|CONTROL [cc CC CC AT GG AA T GT CC AG AC GT AA CC
14650 HOMBRE 35|CONTROL |ct CcC CC AA CG AA CC GT CG GG AA GT GG CC
14653[MUJER 64|CONTROL |ct CcC CT AA CG AA CT GG CC GG AA GT AG CcC
14657|HOMBRE 21|CONTROL [ct CT CT T CG AA CT GG CC GG CC T AA CT
14662[MUJER 33|CONTROL |ct cC cC T GG AA CT GG CG GG AA T AG CT
14664[MUJER 19|CONTROL |cc CC CT AT GG AA CcC GT CC GG AC GT AA CcC
14665[MUJER 52|CONTROL |ct CT CcC AA CG AA CT GT CC AG AA GT AA CcC
14666 MUJER 52|CONTROL [ct CT CC AT CC AG CC GG CC GG AC GG AG CC
14667 (HOMBRE 29|CONTROL |tt CcC CT AT GG AG CC GG CG GG AC GT AA CcC
14669|HOMBRE 38|CONTROL [cc CC CC AT GG AG CcC GG CC GG CC GT GG CC
14728 HOMBRE 29|CONTROL |ct cC CcC AT GG AA CC GT CC GG AA . AG CcC
14731[MUJER 62|CONTROL _|tt CC CT AT CG AG CcC GG CG GG AA GG AA CC
14732|[HOMBRE 26|CONTROL |ct T CcC AT CG AA CC GG CC GG AC GG GG cC
14733|HOMBRE 46|CONTROL |ct CT cC AT CC AA CT GG CC GG AA GT AG CT
14734[MUJER 40|CONTROL [cc CC CT T GG AG CT GG CC AG CC T GG CcC
14735[MUJER 36|CONTROL |cc CT CcC T GG AA CC GG CC GG AA GT AA CcC
14738[MUJER 38|CONTROL |ct CT CcC AT GG AG T GG CC AG CC GG AA CcC
14739[HOMBRE 54|CONTROL [ct T CT T GG AG CT GT CC GG CC T AA CC
14741 [MUJER 49|CONTROL |cc CT CC AT CC AA CC GG CC GG CC GG AG CcC
14745[MUJER 40|CONTROL |ct CT CcC AT GG AG CC GG CC GG AC GT AG CcC
14756[MUJER 63|CONTROL [ct CC CC AT CC AA CT GG CC GG AA GG AA CC
14757[HOMBRE 45|CONTROL |ct CcC CcC T CG AA T GG CC GG AA GG AA CcC
14590 HOMBRE 50|CONTROL [ct T CcC AT GG AA T T CC GG AC GG AG CcC
15008 MUJER 24|CONTROL |cc T CcC T CG GG T GG CC GG CC GG AG cC
17273|HOMBRE 24|CONTROL |cc CcC CC AT CG AG CT GG CG GG CC GT AG CcC
17274|HOMBRE 61|CONTROL |cc CT CT T CG AA CC GG CC GG AC GT AA CC
17275[HOMBRE 27|CONTROL [ct CC CT AT CG GG CcC GG CC GG AC GT AA CC
16791 [MUJER 82|CONTROL |ct T CcC AT GG AA CC GT CC GG AA GT AG CcC
16939|HOMBRE 61|]CONTROL [ct CC CC AT CC AG CT GT CC GG AC GG AG CC
16940(MUJER 64|CONTROL |ct cC CcC AT CG AA CT GG CC GG AA GT AG CcC
16941 [MUJER 47|CONTROL [ct CC CC T GG AG CT GG CC GG AC GT AA CC
16942|HOMBRE 71|CONTROL [ct CT CT T GG AG CcC GG CC GG CC GG GG CC
16961 HOMBRE 46|CONTROL |cc cC CT T GG AA T GG CC GG AC T AA CcC
16963[MUJER 83|CONTROL |cc CT CcC T CG AA CC GT CC GG AC GT GG CcC
16964(MUJER 68|CONTROL [cc CC CC AA GG AG T GG CC GG AC GT . CC
16965(HOMBRE 85|CONTROL |cc CT cC T CG AA CC GT CC GG AC GT GG CcC
16975[MUJER 54|CONTROL _[tt CC CC AT CG GG CC GG CC GG AC GG AA CC
16976 MUJER 55|CONTROL [ct CT CC T GG AA CcC GG CC GG AC T AG CC
16977|HOMBRE 60|CONTROL |ct T CT AT GG AA CT GG CC GG AC GT GG CcC
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16978 HOMBRE 43|CONTROL |ct CC CC AA GG AA CC GT CC GG AC GT GG CT
16981|MUJER 65[CONTROL |ct CC CC T CG AA CC T CG GG CC GG AG CC
16983|HOMBRE 69|CONTROL |cc CT cC 1T CG GG CT GT CC GG AC GT AG cC
16989|HOMBRE 73|CONTROL |t CC CC AT GG AG CC GT CC GG AC GG AG CC
17007|HOMBRE 79|CONTROL |ct CC CT AT GG AG CT GG CG GG AC GT GG CC
17008| HOMBRE 77|CONTROL [cc T CT AT GG AG CC GT CC GG AA GG AA CC
17009|HOMBRE 79|CONTROL |ct CT CC AA CG AG CT GT CC AG AC GT AG CC
17010|MUJER 45|CONTROL |[cc CC cC AT CG AA CT GG CC GG AA GT GG CC
17011|MUJER 80{CONTROL |cc CT CT AT GG GG CT GT CC GG AC GT AA CC
17012|HOMBRE 64|CONTROL |ct CC CC AT GG GG CT GG CC GG CC GG AG CC
17013|HOMBRE 70{CONTROL |ct T CC T GG AG T GG CC GG AA GT AG CC
17043|MUJER 77|CONTROL |cc CC CC AT GG AA CC GG CC GG CC GG GG CC
17052|HOMBRE 32|CONTROL |ct CT CC AT CC AA CC GT CC GG AA T AG CT
17053|MUJER 74|{CONTROL |ct CT cC T GG AG CC GG CC GG AC GT . CC
17054|HOMBRE 80[CONTROL |ct CT CC AT GG AG CC GG CG GG AC GG AG CC
17055|MUJER 42|CONTROL |ct CC CT AT CG AG CC GT CC AG AC GT AA CC
17092|HOMBRE 42|CONTROL |ct CC cC T CG AA CC GT CC GG CC GG AG CC
17096|HOMBRE 60{CONTROL |ct CT CC AT CG AA CC GG CC GG AC GT AA CC
17097|HOMBRE 78|CONTROL |ct CC CC T CG AG CC GG CC GG AA GT AA
17110|HOMBRE 51|CONTROL |cc CC CC AT CG AG CT GT CC GG AC . AG CC
17135|MUJER 52|CONTROL |cc CT CC T CG AA CT GG CC AG CC GG AA CC
17201|MUJER 21|CONTROL |ct T CC AA GG AG CC GT CC AG AC GT AG CC
17204|MUJER 82|CONTROL |cc CT CC 1T CC GG CT GT CC GG CC GT AA CC
17205|MUJER 86|CONTROL |ct CC CT AA CG AG CC GG CC GG AA GT GG CC
17206|MUJER 81|CONTROL |cc CT CC AT GG GG CC GG CC GG CC GG AG CC
17207|MUJER 80[CONTROL |t CT CC AT GG AG CT GT CC GG AC GG AG CT
17231|MUJER 73|CONTROL |cc CC CT 1T CG AG CT GG CG GG CC GT AG CC
17232|MUJER 89|CONTROL |cc CC CT AT CG AG CC GG CC GG CC GT AG CC
17251|MUJER 91{CONTROL |ct CC cC AT CG AG CC GT CC GG AA GG AG CC
17253|MUJER 27|CONTROL |[cc CT CC AA CG AA CT GG CC GG AC GG AA CC
17254|HOMBRE 82|CONTROL |ct CC CT T GG AG CT GG CC AG CC GT GG CT
17255|MUJER 78|CONTROL |cc CC cC AT CG AA CC GT CC GG AA GG GG CC
17256|HOMBRE 70{CONTROL |t cC cC AT GG AG CT GG CC GG CC GG AG CC
17257|MUJER 78|CONTROL |ct 1T CC AT CC AG CT 1T CC GG AA GG AA CC
17258|MUJER 85|CONTROL |cc CT CT AT CG AA CT GG CC GG AC AA CC
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