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ABREVIATURAS

ADP Difosfato de adenosina

AF-1 Funcién de activacion 1

AF-2 Funcidn de activacion 2

Aldo B Aldolasa B
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la ovoalbumina de pollo
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IRS Substrato del receptor de inslina

kb Kilobase

kDa Kilo Dalton
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L-FABP Proteina transportadora de acidos grasos hepatica
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NFKB-p65 Factor nuclear kappa B-p65
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PMSF Fenilmetilsulfonilfluoruro-inhibor de proteasa
PPAR Receptor activador de proliferacion peroxisomal
PVDF Fluoruro de polivinilideno

PXR Receptor pregnano X

RBP Proteina de union al retinol

pm Revoluciones por minuto

RXR Receptor retinoide X

SBF Suero fetal bovino
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Proteina de especificidad 1
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Abreviaturas de los aminoacidos.

En el presente trabajo se utilizé como abreviatura de los aminoacidos los simbolos
de una letra asignados por la [UPAC.

Abreviatura Aminoacido
Simbolo de una letra

Alanina
Cisteina
Acido aspartico o aspartato
Acido glutamico o glutamato
Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina
Leucina
Metionina
Asparagina
Prolina
Glutamina
Arginina
Serina
Treonina
Valina
Triptofano
Tirosina
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Nomenclatura utilizada para designar a las mutantes de HNF4q.

En el presente trabajo se utilizé el sistema de nomenclatura para mutaciones
basada en aminoacidos definida por “The Nomeclature Working Group”:

Se utilizan los simbolos de una letra para designar a los aminoacidos.

Para indicar el cambio de un aminoacido por otro, el formato es: D126H
(aspartato en el codon 126 sustituido por histidina). EI aminoacido tipo
silvestre es indicado antes y el aminoacido mutante después del numero de
codon.

Los codones de paro son designados por una X. Por ejemplo, R154X
(arginina codon 154 sustituida por un codén de terminacion).

Las deleciones de aminoacidos se designan como el siguiente ejemplo:
K99fsdelAA, que indica que en el coddn 99 para lisina ocurre una delecion
en el marco de lectura (fs, "frame shift”) de dos nucleétidos de adenina.

Las inserciones de aminoacidos son designadas como: V328-329ins, donde
se denota que un cododn para valina esta insertado en el intervalo entre los
codones 328 y 329 de la secuencia de referencia de la proteina.



1. RESUMEN

Las mutaciones en el factor nuclear de hepatocitos 4a (HNF4a) son causa de la
diabetes juvenil tipo adulto 1 o MODY1 (de las siglas en inglés de Maturity Onset
Diabetes of the Young 1), una forma monogénica de la diabetes caracterizada por una
aparicion temprana y un patron de herencia autosémico dominante. Los pacientes
MODY1 se caracterizan por presentar defectos primarios tanto en el pancreas como en
el higado. En un estudio realizado por Aguilar-Salinas y colaboradores (2001), se
identificaron dos pacientes mexicanos con diabetes de aparicion temprana portadores
de mutaciones en el gen HNF4«. Un paciente era portador de la mutacion R154Q,
mientras el otro paciente presentaba las mutaciones D126H y D126Y. Ambos pacientes
tenian defectos en la secrecion de insulina y presentaban niveles séricos de
triglicéridos bajos (fenotipo asociado al defecto hepatico en los pacientes MODY1). Los
cambios encontrados afectan residuos conservados en los dominios de union al DNA y
de trans-activacion. Con el fin de investigar las propiedades de estas mutantes en
tejidos hepaticos y pancreaticos, en el presente trabajo se analiz6 sus potenciales de
trans-activacion en ensayos de transfeccion transiente usando un gen reportero
dependiente de HNF4a en la linea celular B pancreatica RINmS5F y la linea celular
hepatica HepG2. Adicionalmente se ensayd la actividad transcripcional de estas
mutantes en la linea celular renal de mono COS-7. Los resultados mostraron que la
actividad transcripcional de las mutantes de HNF4a D126H y D126Y estaba afectada
en las células B pancreaticas y hepaticas. Sin embargo, la combinacion de estas
mutantes presenté defectos sélo en las células hepaticas. La mutante R154Q presento
una actividad reducida unicamente en las células hepaticas. No se observaron defectos
importantes en la frans-activacion de las tres mutantes al usarse las células COS-7.
Estos resultados llevaron a concluir que D126H, D126Y y R154Q son mutantes de
HNF4o con pérdida de funcion en hepatocitos. Estos resultados pueden asociarse a los
defectos hepaticos observados en los pacientes portadores de las mutaciones. En
cambio, los resultados en las células B pancreaticas son mas dificiles de correlacionar
a lo observado en los pacientes diabéticos, ya que ni la combinacion de D126H vy
D126Y ni R154Q muestran defectos en la trans-activacion. Las diferencias en el
potencial de frans-activacion de estas mutantes en las diferentes lineas celulares
pueden deberse a la presencia de co-factores de la actividad de HNF4a tejido

especificos.



2. ABSTRACT

Mutations in the hepatocyte nuclear factor 4 o (HNF4«) are the cause of
maturity-onset diabetes of the young 1 (MODY1), a monogenic form of diabetes
characterized by an early age of onset and autosomal dominant inheritance.
MODY1 patients display primary defects in pancreas and liver function. In a study
carried out by Aguilar-Salinas and colleagues (2001), two Mexican patients with
early-onset diabetes carrying mutations in HNF4a gene were identified. One of
them carried the R154Q mutation, while the other patient carried both the D126H
and D126Y mutations. Both patients displayed an insulin secretory defect and had
low triglyceride levels (a phenotype associated to hepatic defect in MODY1
patients). The identified mutations affect conserved amino acid residues in HNF4a
DNA binding and transactivation domains. In the present study, to investigate the
properties of these mutants in liver and pancreatic tissues, their transactivation
potentials were analyzed in transient transfection assays using a
HNF4o dependent reporter gene in B pancreatic cell line RINm5F and in the
hepatic cell line HepG2. Also, the transactivation activity of these mutants was
tested in the monkey kidney cell line COS-7. The results showed that the activity of
the HNF4a D126H and D126Y mutants was impaired in both [ pancreatic and
hepatic cells. However, the combination of these mutants resulted in
transactivation impairment only in hepatic cells. R154Q mutant displayed a
reduced transactivation activity only in hepatic cells. No transactivation defects
were observed for the three mutants when using COS-7 cells. These findings
suggest that D126H, D126Y and R154Q are HNF4a mutants with loss-of-function
in hepatic cells. These results can be associated with the liver defects observed in
the patients carrying these mutations. The results in the pancreatic p cell line are
more difficult to translate to what it is found in the diabetic patients, since neither
the combination of D126H and D126Y or the expression of the R154Q mutant itself
showed transactivation impairment in these cells. Differences in the transactivation
potential of these mutants in different cell lines, might be due to the presence of

tissue-specific co-factors of the HNF4a activity.



3. INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por niveles altos de glucosa en la sangre (The Expert Committe on
Diagnosis and Classification on Diabetes Mellitus, 2001). La identificacion de
algunas formas monogénicas de la diabetes mellitus, como la condicion llamada
diabetes juvenil tipo adulto o diabetes tipo MODY (de las siglas en inglés de
Maturity Onset Diabetes of the Young), han demostrado la importancia de los
factores genéticos en el desarrollo de esta enfermedad. La diabetes tipo MODY se
caracteriza por un patron de herencia autosémico dominante, un establecimiento
temprano, y un defecto primario en células B pancreaticas. A la fecha, se han
identificado seis distintos genes como causales de la diabetes tipo MODY (Velho y
Froguel, 1998). Uno de estos genes corresponde al gen HNF4«, que codifica para
el factor nuclear de hepatocitos 4 a. Desde que se descubridé que una mutacion en
este gen co-segregaba con la diabetes de aparicion temprana en una familia
caucasica norteamericana (Yamagata et al, 1996a), varios grupos de
investigacion se han dado a la tarea de identificar y caracterizar mutaciones en
HNF4a en pacientes diabéticos de distintas poblaciones. En México, se han
identificado tres mutaciones en HNF4a en pacientes con diabetes de aparicion
temprana (Aguilar-Salinas et al., 2001). Este trabajo de tesis presenta un estudio
funcional de estas tres mutaciones. Estos estudios son necesarios para entender

la implicacion de estas mutaciones en el desarrollo de la diabetes tipo MODY.

3.1 Generalidades del factor nuclear de hepatocitos 4o (HNF4a)

El factor nuclear de hepatocito 4o (HNF4a) o receptor nuclear 2A1 (NR2A1)

es un factor de transcripcion perteneciente a la superfamilia de receptores
nucleares de hormonas (Sladek et al.,1990).



HNF4a fue inicialmente identificado como una proteina de 54 kDa
enriquecida en los extractos nucleares de higado de rata que se unia a elementos
de respuesta requeridos para la transcripcion de varios genes especificos del
higado. Después de purificarse y determinarse la secuencia de aminoacidos de la
proteina HNF4a, se pudo establecer que presentaba una estructura modular

comun a la de los receptores nucleares de hormonas (Sladek et al.,1990).

La estructura de HNF4a consiste de seis dominios funcionales
denominados de la letra A a la F. Los dominios A y B localizados en el extremo
amino terminal de la proteina contienen el modulo de trans-activaciéon auténomo
constitutivo (independiente de la union a ligando) AF-1. El dominio de unién al
DNA, corresponde a los 66 residuos del dominio C que conforman los dos
modulos de dedos de zinc, y una extension carboxilo terminal de 9 residuos
situada en la region amino terminal del dominio D que contiene las cajas T y A. El
dominio D corresponde a una bisagra estructural flexible entre los dominios de
unién al DNA y de union a ligando. El dominio multifuncional E contiene el dominio
de unioén a ligando, la interfase de dimerizacion, el médulo AF-2 con actividad de
trans-activacion dependiente de ligando que comparte con el dominio D, vy
regiones que interactuan con otras proteinas co-activadoras de la transcripcion.
Finalmente, en el extremo carboxilo terminal se encuentra el dominio F que
contiene una secuencia represora de la trans-activacion de AF-2 (Figura 1)

(Hadzopoulou-Cladaras et al.,1997; lyemere et al., 1998).

HNF4« también ha sido identificado en Drosophila (Zhong et al.,1993), en
humano (Chartier et al.,1994, Drewes et al., 1996), en raton (Hata et al.,1995) y en
Xenopus (Holewa et al., 1996). La comparacion de sus secuencias indican una
alta conservacion de HNF4a entre las distintas especies. Por ejemplo, la

secuencia de aminoacidos de las proteinas humana y de rata tienen una similitud
del 96% (Chartier et al., 1994).



Residuos aa: 1 50 368 465

AF-2AD

Trans-activacion —

Unién a ligando

Dimerizacién —
H-10
Bisagra estructural ==
Autorepresion =
Interaccion con —
co-factores ADA, PC4, CBPx300, SRC, COUP-TFII,
CBPR, TBP, HNF-1, SHP

THIB

Figura 1. Esquema de la proteina HNF4a2 (465 aa o residuos de aminoacidos) indicando
sus dominios funcionales (A-F). Abajo se indican las regiones de la proteina involucradas
en la union al DNA (Zn”, dedos de zinc; T, caja T; y A, caja A), en la trans-activacion
(AF-1 y AF-2), en la union al ligando, en la dimerizacion (H-10, hélice 10), en la
interaccion con co-factores (indicandose algunos ejemplos), la region de bisagra
estructural, y 1a region del dominio F represor.

En el mamifero adulto, HNF4a se expresa especificamente en higado,
rindn, intestino y pancreas (Zhong et al, 1994), y en los invertebrados en
estructuras homologas (Zhong et al., 1993). También, se ha demostrado que
HNF4a esta presente en el desarrollo embrionario de varios organismos. Por
ejemplo, en el raton, durante la embriogénesis este factor aparece en el
endodermo primario al dia 4.5 de gestacion, y después, al dia 8.5 de gestacién en
el diverticulo del higado, en el estomago y en tejido nefrogénico (Nakehi et al.,
1998). Asi mismo, en Xenopus y en Drosophila, HNF4a se expresa muy
tempranamente como un componente materno del cigoto, desaparece después de
la celularizacion, y vuelve a aparecer en el cigoto, para estar presente durante
todo el proceso de la embriogénesis (Holewa et al.,1996; Holewa et al.,1997;
Zhong et al.,1993).



3.2 El gen HNF4a humano

El gen que codifica para el HNF4a humano se localiza en el cromosoma 20,
banda q12.9-13.2. Consiste de 13 exones (varios corresponden a exones
alternativos) y su organizacion gendmica abarca mas de 70 kb (Figura 2.A). La
regulacion de la expresion del gen es dirigida por dos promotores, uno proximo al
gen (P1), y otro localizado a 45.5 kb “rio arriba” del promotor P1 (promotor P2)
(Figura 2.A) (Thomas et al., 2001). En el promotor P1 se han identificado
elementos de respuesta para HNF1a, HNF6, HNF18, GATA-6, Sp1, y COUP-TFII.
En las células HepG2 se ha demostrado que la transcripcion basal del gen HNF4«
esta regulado por la accion combinada de estos factores (Hatzis y Talianidis,
2001). Bajo el control del promotor P1 se generan seis distintas isoformas
(HNF4a1 a HNF406) debidas al procesamiento de “splicing” alternativo en los
extremos amino y carboxilo terminales del gen (Sladek et al., 1990; Hata et al.,
1992, 1995; Chartier et al., 1994, Drewes et al., 1996, Kritis et al., 1996; Furuta et
al., 1997). La isoforma HNF4a7 es producto del promotor P2. Los factores de
transcripcion HNF1a, HNF18, e IPF1 son los principales reguladores de este
segundo promotor (Nakhei et al., 1998; Thomas et al., 2001). Todas las variantes
tienen en comun el dominio de unién al DNA (Viollet et al., 1997; Nakhei et al.,
1998). HNF4a1 y HNF4a2 han sido las isoformas mejor caracterizadas,
especialmente HNF402, que es la isoforma predominante en los tejidos adultos
humanos del higado, rifidon, intestino y pancreas (Furuta et al., 1997). El papel de
las demas isoformas apenas comienza a entenderse, al parecer tienen funciones y
distribucion tisular distintas. En la figura 2.B se muestran las estructuras peptidicas

de las 7 isoformas de HNF4q.
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Figura 2. A) Representacion esquematica de la estructura exén-intron del gen HNF4a humano. Los exénes 1a-d son las formas
alternativas del exén 1. Se indican los sitios de “splicing”. P1 y P2 corresponden a los promotores 1y 2 del gen HNF4a. B) Las siete
isoformas de HNF4a originadas por “splicing” alternativo. HNF4a1 representa la isoforma inicialmente identificada. HNF4a2 es una
variante que contiene una insercion de 10 aminoacidos en el dominio F como producto de un exén 9 mas largo. HNF4a3 se
caracteriza por un carboxilo terminal diferente y mas corto. HNF4c04 contienen una regiébn amino terminal con aminoéacidos producto
de los exones 1b y 1c. HNF4a5 contiene aminoacidos de los exones 1b y 1c y del exdn 9 largo identificado en HNF4a2. HNF40.6
contiene en su region amino terminal aminoacidos de los exones 1b con 1c, y la region carboxilo terminal truncada de HNF4a3.
HNF4a7 resulta del “splicing” del exén 1d al exén 2 regulado por el promotor P2. Figuras modificadas de Thomas et al. (2001) y
Furuta et al. (1997).



3.3 Funcion de HNF4a

HNF4o es un activador transcripcional que funciona mediante su union a

elementos de respuesta en los promotores de sus genes blanco.

3.3.1 Genes blanco de HNF4a

Se han identificado mas de 55 distintos genes blanco potenciales con una
secuencia consenso para HNF4a., siendo el higado el tejido en donde se expresan
la mayoria de ellos (Sladek y Seidel, 2001). Muchos son genes involucrados en el
metabolismo de nutrientes, (lipidos y esteroides, glucosa, aminoacidos,
xenobidticos), algunos codifican para proteinas involucradas en el transporte de
lipidos, del retinol y de proteinas séricas, y otras en la diferenciaciéon del higado,
para la funcion inmune, y algunos factores de transcripcion. Sin embargo, se ha
demostrado que otros factores como HNF4p, HNF4y, COUP-TF, RXR y PPAR
pueden interactuar con los elementos de respuesta para HNF4«, por lo que la
activacion de estos genes puede no ser exclusiva de HNF4a (Sladek y Seidel,
2001). Mediante experimentos como la delecion condicional tejido especifica del
gen HNF4« en ratones, o la regulacién positiva o negativa de la expresion de
HNF4« en lineas celulares mediante la manipulacion génica, ha podido
determinarse la funcion de HNF4a y la identidad de varios genes controlados
directamente por este factor de transcripcion en algunos tejidos (Tabla 1). En
estos estudios, se ha encontrado que HNF4a es un factor de transcripcion
importante en la expresion génica requerida para la funcion del endodermo
visceral durante el desarrollo embrionario, y en el metabolismo de los hepatocitos
y de las células p pancreaticas durante su diferenciacion y en su estado
diferenciado (Duncan et al.,1997; Hayhurst et al., 2000; Wang et al., 2000b).



Endodermo visceral Higado fetal Higado adulto Células p pancreaticas
diferenciadas
AFP Aldo B Apo AlV Aldo B
Aldo B Apo Al Apo B E1-OGDH
Apo Al Apo B Apo CII Glut2
Apo AIV Apo ClI Apo Cll HNF1a
Apo B Apo CllI CYP3A INS
Glut 2 CYP3A HNF1a L-PK
HNF1a L-FABP L-FABP UCP2
L-FABP RBP MTP
L-PK TFN PXR
PXR
RBP
TFN
TTR

Tabla 1. Producto de los genes regulados por HNF4a en el endodermo visceral, en el
higado fetal y adulto, y en células  pancreaticas INS-1. AFP: a—fetoproteina; Aldo B:
Aldolasa B; Apo: Apolipoproteina; CYP3A: citocromo P450 subfamilia 3A; E1-OGDH:
Subunidad E1 de la 2 oxoglutarato deshidrogenasa; Glut 2: transportador de glucosa 2;
HNF1a: factor nuclear de hepatocitos 1a; INS: insulina; L-FABP: proteina transportadora
de acidos grasos hepatica; L-PK: piruvato cinasa hepatica; MTP: proteina microsomal
transportadora de triglicéridos; PXR: receptor pregnano X; RBP: proteina de union al
retinol; TFN: transferrina; TTR: transtirretina; UCP2: proteina desacoplante mitocondrial 2.

3.3.2 HNF4a en el desarrollo embrionario temprano

Durante los dias de gestacion 4.5 al 8.5 del desarrollo embrionario
temprano murino, la expresion de HNF4«a se limita al endodermo visceral. El
endodermo visceral junto con el ectodermo corresponden a las dos capas, externa
e interna respectivamente, por las cuales esta constituido el embridbn murino antes
de la gastrulacion (diferenciacion y migracion del ectodermo para producir tres
capas germinales ectodermo, endodermo embriénico y mesodermo, de las cuales
se deriva el feto). La importancia del endodermo visceral en la gastrulacion fue
conocida por el estudio de los embriones de raton HNF4« -/-. Estos embriones no
tienen una gastrulaciéon normal y mueren a los nueve dias de gestacion, sin
embargo, pueden ser rescatados con la complementacion especifica de
endodermo visceral HNF4« +/+ tetraploide (Li et al., 2000). Un estudio con

cuerpos embrioides conteniendo endodermo visceral HNF4«a -/-, demostrd la

identidad de varios genes directamente regulados por HNF4o en este tejido




(Tabla 1) (Shih et al., 2000). Al parecer, el papel de HNF4o en el endodermo
visceral es el de un principal regulador de la expresion de varios factores
secretados por este tejido (alfafetoproteina, apolipoproteinas, transtirretina,
proteina de union al retinol y transferrina), importantes para generar el ambiente

requerido en el proceso de la gastrulacion (Duncan et al.,1997).

3.3.3 Funcién de HNF4a en el tejido hepatico

Los embriones de raton HNF4« -/- rescatados con endodermo visceral tipo
silvestre sobreviven hasta el 12° dia de gestacion. En este estado del desarrollo,
los pre-hepatocitos han iniciado la diferenciacion, pero aun no adoptan la
morfologia ni la funcién de los hepatocitos maduros. Empleando el tejido hepatico
de estos ratones, se estudio el papel de HNF4a en los estados tempranos de la
diferenciacion hepatica. En este estudio, se observd que a pesar de no
encontrarse defectos morfolégicos en los higados y en los hepatoblastos
(precursores de los hepatocitos adultos) de los ratones HNF4« -/-, se encontraba
suprimida la expresion de varios genes cuyos productos son esenciales para la
funcion del higado maduro (Tabla 1). Estos genes corresponden a proteinas
séricas y a proteinas involucradas en el transporte, glicolisis, y metabolismo de
lipidos. También se encuentran los genes que codifican para los factores de
transcripcion HNF1a y PXR, importantes en la fisiologia y funcién del hepatocito.
Por ejemplo, PXR es requerido para la expresion de varios genes involucrados en
el metabolismo de xenobiéticos como los citocromos P450 (Li et al., 2000). En otro
estudio, intentando explorar el papel de HNF4a en estados mas tardios de la
hepatogénesis, esto es, en la generacion del epitelio hepatico polarizado, Spath y
Weiss (1998) encontraron que la expresion forzada de HNF4a en células
hepaticas des-diferenciadas inducia la expresion de genes de citoqueratinas y
caderina E, permitiendo asi a las células formar epitelio hepatico en cultivo. De
estos dos estudios, se concluyd que en el desarrollo hepatico, HNF4a es
requerido para la diferenciacion completa del fenotipo hepatico, y para el
establecimiento de la polaridad celular dentro del parénquima hepatico.
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Para determinar la funciéon de HNF4a en el hepatocito maduro, Hayhurst y
colaboradores (2000) emplearon el sistma Cre-loxP para generar ratones con
hepatocitos HNF4« -/-. Se observo que la homeostasis de lipidos en estos ratones
se encontraba afectada: se observé un aumento en los niveles intracelulares de
lipidos en los hepatocitos, una disminucion importante en los niveles séricos de
colesterol y triglicéridos, y un incremento en los niveles séricos de acido biliar.
Consistente con estos fenotipos, se encontréo afectada la expresion de varios
genes hepaticos que codifican productos con actividades especificas en los
procesos de transporte y metabolismo de lipidos (Tabla 1). Por ejemplo, la
acumulacion de lipidos en los hepatocitos puede deberse a defectos en la
secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), ya que los niveles de
expresion de los genes ApoB y MTP, cuyos productos son proteinas esenciales en

la exportacion de VLDL en el higado, se encontraban importantemente reducidos.

3.3.4 HNF4a en las células B pancreaticas

Lamentablemente no existen estudios semejante a los realizados en el
higado para otros tejidos que expresan HNF4a. Sin embargo, la ausencia de la
funcibn de HNF4a se ha analizado en el pancreas utilizando como modelo
experimental lineas celulares de células  pancreaticas. En un estudio con células
INS-1 (linea celular de insulinoma de rata) se expresaron condicionalmente
proteinas HNF4a dominante negativas que suprimen la actividad del factor
enddgeno, en los resultados se vio afectada la expresion varios genes importantes
en el metabolismo de las células  pancreaticas (Tabla 1). Como posible efecto de
la disminuciébn en la expresion estos genes, se observd un metabolismo
mitocondrial afectado, lo cual condujo a una secrecion de insulina defectuosa.
También se encontré una disminucion en la actividad del ciclo de Krebs, y un
defecto en la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Wang et al.,
2000b).
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También, el papel de HNF4a en el desarrollo del pancreas se ha podido
analizar mediante el estudio de la expresion génica del tejido pancreatico de
ratones HNF1a -/-. Estos ratones, a diferencia de los ratones HNF4a -/-, si
sobreviven al desarrollo. HNF4a es expresado en la en fase tardia del desarrollo
de las células p pancreaticas (dia 13.5 de gestacion) junto a HNF1a y HNF3y.
Estos forman una red transcripcional requerida para iniciar y mantener el patron de
expresion en la diferenciacion final de las células [ pancreaticas. En la
diferenciacion final, los islotes desarrollan la capacidad de sensar la glucosa y de
responder a los estimulos de glucosa con una apropiada secrecion de insulina,
para lo cual se requiere de la expresion de los genes que codifican para el
transportador de glucosa 2, la glucocinasa, la piruvato cinasa hepatica y la insulina
(Shih y Stoffel, 2001).

3.4 Eventos moleculares en la funcion biolégica de HNF4a

3.4.1 Localizacion celular

La localizacion de HNF4a en la célula es el nicleo. Se ha demostrado que
la proteina CBP puede acetilar a HNF4a en sus residuos de lisina dentro de la
secuencia de localizacion nuclear. Esta acetilacion es critica para la retencion
nuclear de HNF4a (Soutoglou et al, 2000). También, se sabe que HNF4a se
concentra en diversos compartimentos nucleares. Para esta localizacion
subnuclear, cuya especificidad parece ser importante en la actividad de HNF4q, es

necesaria la fosforilacion de sus residuos de tirosina (Ktistaki et al., 1995).
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3.4.2 Homodimerizacion

HNF4o existe como homodimero estable en solucion. A pesar de tener una
secuencia con una similitud elevada a la de RXRa, HNF4a no heterodimeriza con
ningun otro receptor nuclear (Jiang et al., 1995). En el dominio E se identificaron
un par de residuos cargados en las hélices 9 y 10 altamente conservados en los
genes HNF4«, que son criticos para la homodimerizacién en solucion y tienen un
papel en la prevencion de heterodimerizacion con otros receptores (Jiang y
Sladek, 1997; Bogan et al, 2000). En un estudio cristalografico reciente se
muestra que la interfase de dimerizacion es dominada por la interaccion “coiled
coil” entre las hélices a 10 de cada molécula, mediante interacciones hidrofobicas
de aminoacidos entre ambas cadenas a lo largo de su longitud, y que su
estabilidad requiere de los puentes de hidrogeno y puentes salinos

intermoleculares (Dhe-Paganon et al., 2002).

3.4.3. Union al DNA

HNF4a se une a los elementos de respuesta de la region promotora de sus

genes blanco como homodimero (Sladek y Seidel, 2001).

Los sitios de unién para HNF4a son repeticiones directas de la secuencia
AGGTCA con uno o dos nucleétidos espaciadores (DR1 o DR2). La secuencia
consenso para el reconocimiento de HNF4a es: GGGTCA A AGGTCA (Sladek y
Seidel, 2001).

Dos mondmeros del dominio de union al DNA de HNF4« forman un
ensamble polar cabeza-cola, en donde el extremo amino de uno contacta la region
carboxilo del otro. La unidon cooperativa y especifica del homodimero de HNF4a a
estos repetidos directos depende del dominio de union al DNA de cada

mondémero. El dominio de union al DNA esencial o central, que esta conformado
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por los dos médulos de dedos zinc (Figura 3), es el elemento estructural de
HNF4a que hace el contacto directo con el elemento de respuesta. En cambio, la
extension carboxilo terminal (secuencias localizadas inmediatamente después del
segundo dedo zinc, y que incluye a las cajas T y A) provee un contacto adicional y
no especifico con el DNA que estabiliza el complejo DNA-proteina, y también
forma parte estructural de la interfase de dimerizacion entre los mondmeros
(Figura 3). Especificamente se ha encontrado que la regién correspondiente a los
residuos de aminoacidos 126-142 que incluyen la caja A del dominio D de HNF4a
es importante para la homodimerizacion cooperativa requerida para la unién
especifica al DNA. En estos mismos estudios, se demostrd que la estabilidad del
complejo DNA-proteina es dependiente de la presencia del dominio E, ya que se
determin6é que el dominio de unién al DNA por si solo no es suficiente (Jiang y
Sladek, 1997).

La actividad de wunibn al DNA de HNF4a es regulada post-
traduccionalmente a través de la fosforilacion. Ktistaki y colaboradores (1995)
demostraron que la fosforilacion de los residuos de tirosina de HNF4o era
importante para su actividad de uniéon al DNA. En otro estudio, se identificé una
secuencia consenso que es fosforilada por la proteina cinasa A (PKA) dentro de la
caja A del dominio de unién al DNA (Figura 3). Se observo que la fosforilacion de
los residuos de serina en este sitio reducia la afinidad de unién al DNA de HNF4a
(Viollet et al., 1997).

También, la acetilacion via CBP ha resultado amplificadora de la actividad

de union al DNA, y por lo tanto, requerida para la activaciéon transcripcional de
HNF4« (Soutoglou et al., 2000).
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Figura 3. Dominio de union al DNA de HNF4a. La secuencia de aminoacidos
corresponde a la de la proteina HNF4a. humana. Se muestra el dominio de unién al DNA
central, constituido por los dos médulos de dedos de zinc, y la extensiéon carboxilo
terminal (extension CT) que contiene las cajas T y A. También, se indica el motivo que es
reconocido y fosforilado por la proteina cinasa A (PKA).

3.4.4. Actividad transcripcional de HNF4a

La actividad transcripcional de HNF4a es mediada por dos modulos de

trans-activacion: AF-1 y AF-2 (Figura 1).

3.4.4.1 La activacion transcripcional mediada por AF-2

Como en la mayoria de los miembros de la familia de receptores nucleares,
la activacion transcripcional de AF-2 de HNF4a es dependiente de la union de un
ligando. En general, en los receptores nucleares se ha observado que en ausencia
de un ligando agonista, la represion es efectuada en parte por la asociacion del
receptor con co-represores como SMRT. En cambio, la presencia de un ligando
agonista resulta en cambios conformacionales en dominios especificos del
receptor, que conducen al desplazamiento de los co-represores y al reclutamiento
de co-activadores para la trans-activacion. Algunos de estos co-activadores (por
ejemplo, p300, CBP, PCAF y los miembros de la familia p160 como SRC-1,

GRIP1) acetilan las histonas de los nucleosomas, lo cual conduce a que la

15



cromatina asuma una conformacion mas relajada, facilitando asi, el ensamblaje de
la maquinaria de transcripcion basal. También, entre los co-activadores asociados,
se encuentran proteinas co-integradoras que contactan y reclutan el aparato de la
transcripcion basal (factores de transcripcion basal y la RNA polimerasa Il) al
promotor, activando la transcripcion. Entre estos co-activadores se encuentran
PC2, TRAP, y SMCC, que son componentes activadores de la holoenzima RNA
polimerasa Il (Malik et al., 2002).

3.4.4.2. El dominio de trans-activacion AF-2 de HNF4a

El dominio AF-2 (128-366 aa) es el dominio de frans-activacion principal de
HNF4«. Dentro de AF-2 se localizan varias regiones importantes para su actividad
transcripcional como el dominio de unién a ligando y varios sitios de contacto con
co-factores (Figura 1). En la regién carboxilo terminal de AF-2 (360-366 aa) reside
una region altamente conservada entre los receptores nucleares activos que
consiste de los aminoacidos ¢¢XE¢p¢p (donde ¢ es un residuo hidrofébico, y X un
aminoacido no conservado) denominada AF-2AD (Figura 1). Esta region ha sido
sefalada como esencial para la actividad AF-2, ya que se ha demostrado su
interaccion directa con varios co-reguladores que conectan a HNF4a con la

maquinaria de transcripcion basal (Hadzopoulou-Cladaras et al., 1997).

3.4.4.3. Union a ligando

El dominio de unién a ligando de HNF4a esta localizado entre los residuos
de aminoacidos 174-370 (Figura 1) (Hadzopoulou-Cladaras et al., 1997). Su
estructura cristalografica tridimencional mostré6 que contiene 10 hélices a y dos
hebras B (“strands”) que adoptan el motivo sandwich helical comun a los dominios
de union a ligando de los receptores nucleares (Wisely et al., 2002; Dhe-Paganon

et al., 2002). También se ha reportado que los residuos importantes en la
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interaccion con el ligando son: 1175, V178, C179 y M182 de la hélice a 3; L219,
L220 y A223 de la hélice o 5; L234 y L236 de la hebra B 1; V242 de la hebra p 2;
L249 del “loop” 2/7; M252, V255, S256 y 1259 de la hélice o 7; y M342, Q345, 1346
y 1349 de la hélice «10 (Dhe-Paganon et al., 2002).

Como se ha visto para otros receptores nucleares, es probable que la
activacion de HNF4a por la union de su ligando sea mediada por el plegamiento
de la hélice o 12 sobre el bolsillo de unién en el que se encuentra unido un acido
graso, ya que esta maniobra, junta los elementos de AF-2 para generar una

superficie de interaccion que es reconocida por co-activadores.

Hasta hace poco tiempo, no se conocia un ligando definido para HNF4a. Se
habia reportado que los acidos grasos de cadena larga exdégenos podian modular
la actividad transcripcional de HNF4a mediante la union de sus acil-CoA tioésteres
al dominio de unién a ligando: los acidos grasos de 14 a 16 carbonos actian como
agonistas, mientras los acidos grasos polinsaturados Omega-3 de cadena larga
(C20:5, C22:6) tienen un efecto antagonista. Al parecer, el efecto de estos
ligandos se da en la afinidad de HNF4a a sus elementos de respuesta o en la
capacidad de dimerizacion (Hertz et al., 1998). Por otro lado, los datos obtenidos
de los estudios tridimensionales del dominio de unién a ligando cristalizado de
HNF4a, revelaron que su bolsillo hidrofébico de unién a ligando podia estar unido
constitutivamente a una variedad de acidos grasos libres saturados vy
monoinsaturados endégenos de 14 a 18 carbonos (Wisely et al., 2002; Dhe-
Paganon et al., 2002). En un estudio reciente, se encontré que los acil-CoA
servian como ligandos preferidos de HNF4q, ya que la afinidad hacia estos era
mas alta al comparase con la de los acidos grasos libres. Ademas, en este mismo
estudio se pudo demostrar que los ligandos acil-CoA agonistas pueden modular la
afinidad de HNF4a para proteinas co-activadoras y co-represoras de la
transcripcion. Se requeriran de estudios futuros para determinar qué acil-CoA
endbgenos, co-activadores y co-represores se unen bajo condiciones celulares
especificas, y también, para conocer la relevancia de HNF4a como posible

biosensor de acidos grasos en las células de mamiferos (Hertz et al., 2003).
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3.4.4.4. Co-activadores que interactian con el dominio AF-2

Se han identificado varios co-activadores que interactian directamente con
AF-2: 1) SRC1, SRC2 y SRC3, que son proteinas con una actividad intrinseca de
acetilasa de histonas. Su union a AF-2 facilita la interaccion de HNF4a con otros
activadores incrementando su actividad transcripcional, por ejemplo: SRC1
sinergiza con p300 aumentando el potencial transcripcional de HNF4a (Wang et
al., 1998b; Chen et al., 1997). 2) CBP/p300 que interacciona en los extremos
amino y carboxilo terminales de AF-2, y facilita la transcripcion acetilando factores
de transcripcion TFIIE, TFIIF e incluso HNF4a (en sus residuos de lisina); se ha
determinado que interactua directamente con la maquinaria de transcripcion basal
(TBP, TFIIB, RNA helicasa), reclutandola hacia el promotor (Dell et al., 1999;
Soutoglou et al., 2000; Ogryzko et al., 1996). 3) COUP-TFI / COUP-TFII funciona
como co-activador de HNF4a para la regulacion de ciertos genes (por ejemplo,
HNF1a), contactando regiones del dominio E (227-271 aa). Se cree que esta
interacciéon orienta el dominio AF-2 a una configuracion mas eficiente para su
actividad transcripcional (Ktistaki y Talianidis, 1997). 4) Mediador TRAP/SMCC,
moédulo regulador central del aparato de la transcripcion. La subunidad TRAP220
de éste multicomplejo, interactua fisicamente con AF-2 de HNF4a. Esta
interaccion permite el reclutamiento de varios factores de la maquinaria de la

transcripcion basal (Malik et al., 2002).

3.4.4.5. Represion de la actividad transcripcional del dominio AF-2

a) Co-represores

Se ha reportado que regiones de AF-2, AF-1 y del dominio D de HNF4a

hacen contacto fisico con un co-represor general de los receptores nucleares,

SMRT. Esta interaccion disminuye la capacidad transcripcional de HNF4o (Ruse
et al., 2002).

18



También se han identificado co-represores especificos de HNF4a que se
asocian al dominio AF-2, como por ejemplo el receptor nuclear huérfano SHP (de
las siglas en inglés: “Small Heterodimer Partner”) y HNF1o. SHP compite con co-
activadores que se unen a AF-2, y una vez unido a AF-2, inhibe la actividad de
HNF4o mediante un dominio represor SHP (Lee et al., 2000). HNF 1« reprime la
actividad de HNF4a via la interaccion directa de HNF-1a con el AF-2 de HNF4«
(Ktistaki y Talianidis, 1997).

b) Represion de AF-2 por el dominio F de HNF4a

El potencial de trans-activacion total del dominio AF-2 de HNF4« es inhibido
por una region represora en las secuencias 428-441 dentro del dominio F (371-
465 aa) (Figura 1) (Hadzopoulou-Cladaras et al., 1997; lyemere et al., 1998). Esta
represion se da por el contacto fisico directo entre el dominio F y el dominio de
unién a ligando de HNF4a. Al parecer, esta accion impide la interaccion total con
ciertos co-activadores (CBP, p300, SRC1, etc.) requeridos para la actividad
transcripcional de AF-2 (Sladek et al., 1999).

3.4.4.6. Dominio de trans-activacion AF-1

AF-1 consiste de los 24 residuos de aminoacidos del extremo amino
terminal de HNF4o (Figura 1). Este es un dominio de frans-activacion autonomo
constitutivo que pertenece a la clase de activadores acidicos. Su actividad de
trans-activacion corresponde al 40% de la actividad total de HNF4a (Hadzopoulou-
Cladaras et al., 1997). Aun se desconocen los mecanismos funcionales de éste
activador in vivo. Se piensa que su actividad funcional podria ser similar a la de los
activadores p53, NF-KB-p65, y VP-16, ya que comparten motivos estructurales y
blancos moleculares comunes. La actividad transcripcional de estos otros
activadores depende de la interaccion directa con co-activadores y factores de la
maquinaria de transcripcion basal como TFIIB. Consistente con este dato, se ha

observado sinergia de AF-1 con TFIIB y otras proteinas que actuan durante la

19



transcripcion (TBP, los factores asociados a TBP TAFI131 y TAFII80 y TFIIH-p62),
asi como también con algunos co-activadores como CBP, ADA2, y PC4 (Green et
al.,1998).

3.4.4.7. Interaccion de HNF4a con el complejo de la maquinaria de

transcripcion basal

Malik y Karathanasis (1996) reportaron que HNF4a activaba la transcripcion
por medio de dos vias, una independiente de AF-2 y otra dependiente de AF-2. Se
indicé que en el primer caso, se daba el reclutamiento de TFIIB al complejo
promotor mediante la interaccion fisica de HNF4a (probablemente mediante su
extremo amino terminal) con TFIIB. Se observé que esta interaccion facilitaba el
ensamblaje del complejo de pre-iniciacion intermediario que consiste de TBP, la
proteina de union a la caja TATA componente de TFIID y del mismo TFIIB.
Posteriormente, Green y colaboradores (1998) demostraron la sinergia de AF-1
con TFIIB. Por lo tanto, es muy posible que esa via de activaciéon transcripcional
sea mediada por AF-1. En el segundo caso, Malik y Karathanasis (1996) reportan
que AF-2 facilita la entrada de la RNA polimerasa Il (en asociacion con TFIIF),
TFIIE, y TFIIH al complejo de pre-iniciacion. Sin embargo, no hay interaccién fisica
directa con la maquinaria de transcripcion basal (Malik y Karathanasis, 1996).
Recientemente se ha demostrado la asociacion del mediador TRAP/SMCC con
AF-2 (Malik et al.,, 2002). Es probable que la actividad de AF-2 dependa de
complejos intermediarios como TRAP/SMCC para reclutar a la maquinaria de

transcripcion basal.
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3.5 La diabetes tipo MODY1 causada por mutaciones en el gen HNF4qa

humano

Las mutaciones en el gen HNF4a humano estan asociadas al desarrollo de
una forma monogénica de la diabetes mellitus tipo 2 conocida como diabetes tipo
MODY1 (Yamagata, et al, 1996a).

3.5.1 La diabetes mellitus

La diabetes mellitus corresponde a un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglicemia debido a defectos en la secrecion y / o en la accion
de la insulina (En la figura 4 se presenta un esquema con informacién general de la
accion de la insulina). Mundialmente, es uno de los principales problemas de salud
publica, y se ha estimado que mas de 135 millones de personas en todo el mundo
se encuentran afectadas por esta enfermedad (The Expert Committe on Diagnosis
and Classification on Diabetes Mellitus, 2001).

La diabetes mellitus ha sido clasificada en dos tipos principales:

1) Diabetes mellitus tipo 1, que corresponde del 5 al 10% de los casos
totales de la diabetes mellitus. Se debe a alteraciones predominantemente
inmunologicas que implican la destruccion de las células B pancreaticas,
ocasionando deficiencia absoluta de insulina. Su origen es multifactorial, sin
embargo, se ha podido establecer que su principal contribuyente genético son los
genes del antigeno de leucocitos humano o HLA (The Expert Committe on
Diagnosis and Classification on Diabetes Mellitus, 2001).

2) Diabetes mellitus tipo 2, la forma mas frecuente de diabetes mellitus
(mas del 90% de los casos totales), caracterizada por una hipergiicemia
progresiva debida a la combinacion de resistencia a la insulina con defectos en la

secrecion de esta hormona y un diagnoéstico entre los 50 y 60 afios de edad. Se ha
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Figura 4. Accion de la insulina. La insulina, hormona secretada por las células B
pancreaticas, es el principal controlador de la homeostasis de la glucosa mediante la
regulacion del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. La insulina es secretada
como respuesta a un aumento en la concentracion de glucosa en la sangre (por ejemplo,
después de ingerir un alimento). El receptor de insulina (IR), gue es un receptor membranal
con actividad de tirosina cinasa, estd ampliamente distribuido en el cuerpo, sin embargo, los
tres principales tejidos blanco son el musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo. El
IR activado fosforila proteinas acoplantes intracelulares como los substratos de IR (IRS).
Los IRS reclutan varias proteinas efectoras intracelulares activando vias de sefnalizacion
como el de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI-3 cinasa), dando lugar asi, a una variedad de
efectos pleiotrépicos en los tejidos blanco de la insulina: la insulina activa el transporte de
glucosa al musculo y al tejido adiposo, y promueve la sintesis de glicogeno y triglicéridos.
La insulina inhibe la lipdlisis en tejido adiposo, la cetogénesis en el higado, y la protedlisis
en musculo. También inhibe la produccidon hepatica de glucosa inhibiendo la glicogendlisis y
la gluconeogénesis.
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sugerido que en la mayor parte de los pacientes diabéticos tipo 2, el mecanismo
que inicia con el proceso fisiopatologico de la enfermedad es la resistencia a la
insulina. En la resistencia a la insulina, los tejidos blanco de esta hormona tienen
una disminucion en la habilidad a responderle a su accion. Para compensar esta
resistencia, el pancreas secreta mas insulina, provocando una elevacion en los
niveles plasmaticos de insulina (hiperinsulinemia). Eventualmente las células
pancreaticas son incapaces de compensar la resistencia a travées de la
hipersecrecion de insulina. Los niveles de glucosa aumentan, y se diagnostica la
diabetes. En los pacientes con diabetes tipo 2 es muy comudn observar
complicaciones macrovasculares (insuficiencia coronaria) y microvasculares
(nefropatia, retinopatia y neuropatia) debidas a la hiperglicemia crénica. En este
tipo de diabetes, coexiste la combinacion de varios genes con factores no
genéticos (estilo de vida y factores ambientales) contribuyendo a su desarrollo

(The Expert Committe on Diagnosis and Classification on Diabetes Mellitus, 2001).

3.5.2 Factores genéticos en la diabetes mellitus tipo 2

Los estudios en gemelos idénticos y la prevalencia de la diabetes mellitus
tipo 2 en ciertas poblaciones (es mas frecuente en asiaticos y en indios
americanos) sugieren que existen factores genéticos en el desarrollo de esta
enfermedad. Distinto a la diabetes mellitus tipo 1, cuyo componente genético ha
podido relacionarse principalmente a los genes HLA, en el caso de la diabetes tipo
2, no existe una clara relacion con estos genes. Entre el 5-10% de casos de
diabetes tipo 2 son causadas por defectos en un solo gen, tales son los casos de
la diabetes tipo MODY debido a mutaciones en uno de varios genes implicados en
la regulacion de la funcion de las células B pancreaticas, y la diabetes de herencia
materna originada por defecto en un gen mitocondrial. EI componente genético de
la forma mas comdn de diabetes tipo 2 es mas compleja debido a que existe la
interaccion de mdltiples genes. Mediante el analisis de genes candidatos se han
identificado varios genes que regulan la secrecién y la sefializacion de la insulina,

sin embargo su contribucion a la diabetes es minima: por ejemplo, la frecuencia de
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mutaciones en cada gen que codifica para la insulina, el receptor de la insulina, el
sustrato del receptor de la insulina, los transportadores de glucosa 2 y 4, la
fosfatidilinositol-3 cinasa, etc., corresponde a <1% en la poblacién con diabetes
tipo 2. Con los estudios de mapeo gendmico, se ha podido identificar loci de
susceptibilidad asociados a la diabetes mellitus tipo 2 en algunas poblaciones, por
ejemplo NIDDM1 y NIDDM2 habian sido encontrados como los principales loci de
susceptibilidad en poblaciones mexicano-americana y finlandesa respectivamente.
Hace un par de afos, analizando una region del locus NIDDM1, se encontré un
polimorfismo en el intron 3 del gen de la calpaina (una proteasa de cisteina no
lisosomal) asociado a la diabetes tipo 2 en mexicano-americanos. Aun se
desconocen los efectos funcionales de este polimorfismo en el desarrollo de la
diabetes, sin embargo, su frecuencia es elevada entre los pacientes diabéticos. El
mapeo genomico es un tipo de estrategia que ha comenzado a implementarse
para la identificacion de loci de susceptibilidad en diferentes poblaciones, lo cual
permitira la identificacion de nuevos genes y nuevas vias que podrian describir los

mecanismos de la patogénesis de esta enfermedad compleja (So et al., 2000).
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3.5.3 La diabetes juvenil tipo adulto o tipo MODY

La identificacion de formas monogénicas de la diabetes mellitus ha
permitido estudiar la genética de algunos de los mecanismo fisiopatolégicos de la

diabetes.

Existe una variante monogénica de la diabetes mellitus, la diabetes juvenil
tipo adulto, mejor conocida como diabetes tipo MODY (de las iniciales en inglés de
Maturity Onset Diabetes of the Young). La diabetes tipo MODY es responsable del
2 al 5 % de los casos de diabetes mellitus tipo 2, y se caracteriza por un patron de
herencia autosomico dominante, diagnéstico a una edad temprana (generalmente
a <25 anos de edad), y un defecto primario en la funcién de las células f
pancreaticas (resultando en alteraciones en la sintesis y en la secrecién de
insulina). La diabetes tipo MODY puede ser resultado de mutaciones en seis
distintos genes. Uno de estos genes codifica la enzima glicolitica glucocinasa
(Yamagata et al., 1996a), mientras que los demas genes codifican factores de
transcripcion: el factor nuclear de hepatocitos HNF4a (Froguel et al., 1993), el
factor nuclear de hepatocitos HNF1a (Yamagata et al., 1996b), el factor promotor
de insulina IPF-1 (Stoffers et al., 1997), el factor nuclear de hepatocitos HNF1pB
(Horikawa et al., 1997) y NeuroD1 (Malecki et al., 1999a). Todas son proteinas con
un papel fundamental en el desarrollo y / o en el funcionamiento normal del
pancreas. Algunas caracteristicas de los subtipos de la diabetes tipo MODY se

describen en la tabla 2.
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Subtipo MODY1 MODY2 MODY3 MODY4 MODY5 MODY6
MODY
Gen HNF4« GCK HNF1a IPF1 HNF1p3 NeuroD1/Beta
Cromosoma, locus | 20g 12.9-13.1 79 15-13 12q 241 139 12.1 17cen-g21.3 2q 32
Funcion del Factor de Enzima Factor de Factor de Factor de Factor de
producto del gen transcripcion Glucocinasa transcripciéon transcripcion transcripcion transcripcion
HNF4a HNF1a IPF1 HNF1B NeuroD1/BETA
Pancreas, Pancreas e Pancreas, Pancreas Pancreas, Pancreas,
Expresion higado, rifiones, higado higado, rifiones, higado, rifiones, | cerebro, pulmén
(tejidos) estbmago e estbmago e estbmago e y 0jos
intestino intestino intestino
Mutaciones 13 >130 >120 1 2 2
identificadas
Frecuencia 2-5% 15-60% 30-75% <1% 1% 1%
Edad de <30 anos <20 anos <25 anos <35 afios <25 anos <31 afos
diagnéstico <40 afios
Defecto primario Pancreas e Pancreas e Fancreas y Pancreas Pancreas y Pancreas
higado higado rifiones rifiones
Hiperglicemia Progresiva, Moderada Progresiva, Moderada Progresiva, Moderada
severa severa severa
Sensibilidad a la Si No Si Si Si 7
glucosa
Complicaciones Frecuente Rara Frecuente Rara Nefropatia Rara
diabéticas diabética
Otras Niveles séricos Poco peso al | Umbral renal bajo Agénesis Quistes, falla Ninguna
caracteristicas de triglicéridos nacer para la glucosa, | pancreatica en renal,
fenotipicas bajos aminoaciduria homocigotos malformaciones
genitales
Tratamiento Hipoglucemiantes | Dieta e insulina | Hipoglucemiantes | Hipoglucemiantes Insulina Hipoglucemiantes
orales e insulina orales e insulina | orales e insulina orales e insulina

Tabla 2. Caracteristicas de los subtipos de la diabetes tipo MODY.
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3.5.4 La diabetes tipo MODY1

3.5.4.1 Mutaciones en el gen HNF4a

Los casos de diabetes tipo MODY debidos a mutaciones en HNF4a son
menos frecuentes comparado con los casos asociados a mutaciones en HNF1a y
glucocinasa (Velho y Froguel, 1998). Solo se han identificado ocho mutaciones
distintas en el gen HNF4a en familias con diabetes tipo MODY de varias
poblaciones (Tabla 3). Interesantemente, se han encontrado oftras cinco
mutaciones en el gen HNF4« de pacientes con diabetes tipo 2 o con nefropatia
diabética (Tabla 3). Este ultimo dato implica la posible participacion de algunas
variaciones en el gen HNF4« en la susceptibilidad para la diabetes tipo 2. Este
dato concuerda con los resultados de varios estudios genéticos en donde se ha
encontrado asociacion de la region que contiene al gen HNF4a humano con la
diabetes tipo 2 (Zhu et al., 2003).

3.5.4.2. Fenotipo de los pacientes MODY1

Los pacientes con mutaciones en el gen HNF4«a presentan una diabetes de
moderada a severa. La hiperglicemia en estos pacientes tiende a incrementarse
con el tiempo debido a una disminucion progresiva de la secrecién de insulina, por
lo que generalmente requieren de tratamientos con medicamentos
hipoglucemiantes orales o insulina. También, es muy frecuente observar que estos
pacientes presenten el espectro completo de complicaciones diabéticas
(complicaciones microvasculares: retinopatia, nefropatia y neuropatia) como
resultado de la hiperglicemia cronica. Se ha observado que los portadores de
mutaciones HNF4a pre-diabéticos tienen también defectos en la secrecion de
insulina, pero no presentan el defecto de la sensibilidad a la insulina. Por lo tanto,
el defecto primario en los pacientes MODY1 se encuentra en la funcién de las

células 3 pancreaticas mas que en la actividad de la insulina. Adicionalmente, se
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Efecto funcional

n:-':'::c?:n Mutacion | Localizacion Trans- Unién al | Localizacién | Interaccién con | Dominancia Po(l;l:;; 1)6" Diabetes
activacion DNA co-factores negativa
Sin sentido R154X E Reducida Reducida No alterada p300, afectada No Caucasica MODY
LBD H1 (Alemania)
Q268X E Perdida Perdida Alterada - No Caucasica MODY
LBD H7 (EU)
Sentido G1158 D --- - - - - Caucésica MODY
equivocado DBD (EU)
R127W D Reducida Reducida | No afectada p300 y CBP, no No Caucasica MODY
DBD afectada (RU)
Asidtica
(Japén)
T1301 D Reducida Reducida | No afectada --- - Caucasica Tipo 2
DBD (Dinamarca)
Asiatica
(Japén)
V225M E Reducida No No afectada --- No Caucasica Tipo 2
LBD H7 afectada (Dinamarca)
E276Q E Reducida No No afectada | p300 y COUPTF-II, No Caucaésica MODY
LBD H8 afectada afectadsa (RU)
R324H E No afectada —-- -- Caucasica Nefropatia
LBD H10-11 (EV) diabética
V391l F Reducida -- - -- Caucasica Tipo 2
C- terminal (Francia)
1454V F - - -- Caucasica Tipo 2
C-terminal (EU)
Insercion V328-329ins E --- - Caucasica MODY
LBD H10-11 (Finlandia/Suecia)
Delecion K99fsdelAA Cc - == - Caucasica MODY
DBD (Suecia)
F75fsdelT c n- == --- Caucasica MODY
DBD (Dinamarca)

Tabla 3. Mutaciones identificadas en el gen HNF4a humano: F75fsdelT (Moller et al., 1999), K99fsdelAA (Letho et al., 1999a, b),
G115S (Malecki et al., 1999b), R127W (Furuta et al., 1997; Navas et al., 1999; Bulman et al., 2000; Lausen et al., 2000; Yang et al.,
2000), T130I (Yamagata et al., 1996a ; Malecki et al., 1999b; Rissanen et al., 2000; Zhu et al., 2003), R154X (Lindner et al., 1997,
Laine et al., 2000, Lausen et al., 2000), V255M (Moller et al., 1997), Q268X (Yamagata et al., 1996a; Herman et al., 1997, Stoffel y
Duncan, 1997; Sladek et al., 1998; llag et al., 2000; Lausen et al., 2000; Shih et al., 2000), E276Q (Bulman et al., 1997; Navas et
al.,1999; Suaud et al., 1999; Lausen et al., 2000), R324H (Price et al., 2000), V328ins (Letho et al., 1999b), V393l (Hani et al., 1998),
1454V (Malecki et al., 1999b). Los tres guiones (---) indican que aun no se ha estudiado. C, D, E y F corresponden a los dominios
estructurales de HNF4a; DBD corresponde a dominio de unién al DNA; LBD indica dominio de unién al ligando; H indica hélice o del
LBD; y C-terminal corresponde a regién carboxilo terminal. En la columna de poblacién, EU corresponde a Estados Unidos y RU a
Reino Unido.
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han reportado defectos en la secrecion de glucagon y en la secrecion del
polipéptido pancreatico en los pacientes con diabetes tipo MODY1. Estos ultimos

datos sugieren que la deficiencia de HNF4a puede afectar la funcién no solo de
las células B pancreaticas sino también de las células a y de las células secretoras

del polipéptido pancreatico (Fajans et al., 2001).

Adicional a los efectos en las células B pancreaticas, la deficiencia de
HNF4a afecta la funcion hepatica: los pacientes con diabetes tipo MODY1 tienen
un defecto en la biosintesis de triglicéridos y apolipoproteinas asociado con una
reduccion de las concentraciones séricas de Apo Al y Apo ClIl y de la lipoproteina
Lp(a) (Letho et al., 1999; Shi et al., 2000).

3.5.4.3. Estudios funcionales de las mutantes naturales identificadas en el
gen HNF4«

El uso de ratones como modelo animal de la diabetes debidas a mutaciones
en el gen HNF4a no ha sido posible debido a que en contraste al humano, los
ratones heterocigotos para el gen HNF4a (HNF4«a +/-) no muestran sefiales de

diabetes y tienen una tolerancia a la glucosa normal (Sladek et al., 1998).

Es por esta razon que los modelos experimentales se han enfocado en el
uso de lineas celulares. En estos experimentos, las proteinas mutantes son
transfectadas en lineas celulares para poder ensayar sus efectos en alguna de las

actividades funcionales de HNF4a.

Las mutaciones sin sentido R154X y Q268X, que se localizan al final de las
hélices 1 y 7 respectivamente, carecen de gran parte del dominio de unién a
ligando. Los estudios funcionales de estas mutantes indican que codifican para
proteinas truncadas cuya actividad funcional esta reducida. En el caso de la
mutante R154X se ha observado que tiene una actividad de union al DNA

reducida y muestra un potencial de trans-activacion residual en los experimentos
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de transfeccion dependiendo del tipo celular utilizado (Lausen et al., 2000; Peiler
et al., 2000). Ademas, se ha demostrado que R127W presenta un defecto en el
reclutamiento del co-activador p300 (Eeckhoute et al., 2001). Por otro lado, se ha
determinado que la mutante Q268X tiene una localizacidbn subcelular alterada;
esto afecta su capacidad de unién al DNA y su potencial de trans-activacion (Laine
et al., 2000; Lausen et al., 2000).

Aun no se han caracterizado funcionalmente las mutaciones de cambio del
marco de lectura (inserciones y deleciones). Para la mutacion V328ins329, que es
una insercion localizada en la hélice 10 del dominio de unidén a ligando, se ha
propuesto que altera este elemento estructural altamente conservado entre los
receptores nucleares (Letho et al, 1999b). Por su parte, F75fsdelT y K99fsdelAA
son deleciones que generan proteinas truncadas que no tienen parte del dominio
con estructura de dedos de zinc necesario para la unién al DNA, por lo que se
propone que tengan efectos funcionales similares a las mutaciones sin sentido
(Letho et al, 1999b; Moller et al, 1999).

Las ocho mutaciones que cambian un aminoacido por otro estan
localizadas en posiciones altamente conservadas de las proteinas HNF4o de los
invertebrados, lo cual predice una relevancia funcional. Se ha analizado el
potencial transcripcional de la mayor parte de estas mutantes. En general, esta
actividad funcional se encuentra afectada (Tabla 3). Las mutantes mejor
caracterizadas funcionalmente han sido R127W y E276Q. El analisis funcional de
la mutante R127W, localizada en el dominio D, mostré que tiene una pérdida
substancial de su actividad transcripcional y de su unién al DNA (Lausen et al.,
2000; Yang et al.,, 2000; Suaud et al, 1999); también se determindé que su
localizacion celular y su interaccion con algunos co-activadores no esta afectada
(Yang et al.,, 2000). La mutante E276Q, localizada al final de la hélice 8 del
dominio de union a ligando, no tiene alteraciones en su localizaciéon celular y en su
unién al DNA, pero si tiene afectada su actividad transcripcional, y su interaccion y
sinergia con los co-activadores de HNF4a COUPTFII y p300 (Suaud et al., 1999;
Eeckhoute et al., 2001).
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3.5.4.4 Efecto mutacién-fenotipo

A pesar de la variedad del tipo de mutaciones HNF4a humanas
identificadas, y su distinta localizacion en las estructuras funcionales de HNF4a,
ninguna ha podido asociarse a diferencias clinicas en los pacientes. El hecho de
que cualquiera de estas mutaciones resulten en el fenotipo MODY1 indica que
existe un defecto comdn en las mutantes. Los datos funcionales de las mutantes
de HNF4a han mostrado que tienen un efecto variado en la actividad de ésta
proteina (disminucion en la actividad de union a sus elementos de respuesta y / o
defectos en su potencial de trans-activacion), y que la Unica caracteristica comuin
observada es una pérdida de funcién. Aun se desconoce el mecanismo por el cual
la pérdida de funcidén debida a la mutacidon en un alelo en la presencia de un alelo
silvestre origine el fenotipo MODY1. Se ha descartado un efecto dominante
negativo sobre la actividad de la proteina tipo silvestre, ya que no se ha
encontrado tal actividad en las mutantes analizadas; ademas, se piensa que las
mutaciones dominantes negativas no son compatibles con la vida. Se ha
propuesto que las mutaciones de HNF4a originen una dosis génica reducida o
haploinsuficiencia (pérdida de una copia funcional del gen HNF4«). Teniendo en
cuenta que la expresion de HNF4« en cantidades relativamente bajas parece ser
un factor limitante en la eficiente transcripcion de genes blanco de HNF4a, una
reduccion en la cantidad de la proteina HNF4a funcional debida a
haploinsuficiencia puede tener efectos importantes en la expresion de los genes
pancreaticos y hepaticos controlados por este factor de transcripcion (Lausen et
al., 2000). En concordancia a estos datos, los resultados de un estudio realizado
por Shih y colaboradores (2000) sugieren que la disminucién en los niveles séricos
de ApoAl, ApoClll y Lp(a) observada en los pacientes portadores de mutaciones
HNF4o, estd asociada a un defecto en la activacion de estos genes como
resultado de haploinsuficiencia de HNF4a en el higado. También se sugiere que
los niveles bajos de triglicéridos, reportados en los pacientes MODY1, pueden ser
resultado de un aumento en la actividad de la proteina lipasa (LPL) debido a que
ApoClll es un inhibidor de la actividad de LPL in vitro. De igual manera, en el
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pancreas, la disminucion de la expresion de los genes regulados por HNF4a
involucrados en el metabolismo de la glucosa y la secrecién de insulina debidos a
una reduccion en la actividad de HNF4a por haploinsuficiencia, han sido
asociados a los defectos en las células B pancreaticas de los pacientes MODY1
(Wang et al., 2000b).

3.5.5 Relacion entre los factores de transcripcion HNF4a y HNF1a

Las mutaciones en el gen que codifica para HNF1a estan asociadas a la
forma mas frecuente de la diabetes tipo MODY, MODY3. Se han identificado mas
de 120 mutaciones en este gen (Ellard, 2000). HNF1a es un factor de
transcripcion de la familia de homeodominio (Cereghihi, 1996). Se expresa en los
mismos tejidos que HNF4a, en donde regula la expresion de mas de un centenar
de genes. La mayoria de estos genes son expresados especificamente en el
higado, como por ejemplo los genes que codifican para los fibrinogenos o y B, la
abumina y la a-1antitripsina (Blumenfeld et al., 1991). HNF1a se une al DNA como
homodimero, o heterodimerizando con HNF1p (responsable del fenotipo MODY5)
(Rey-Campos et al., 1991). En la figura 5.A se muestra un esquema de la

estructura de la proteina HNF1a.

En términos generales, el fenotipo clinico diabético de los pacientes con los
tipos de diabetes MODY1 y MODY3 es muy similar: el defecto pancreatico es
progresivo y severo. Respecto al fenotipo hepatico, a pesar de que se ha
demostrado que HNF1a, al igual que HNF4o, también participa en la regulacién
transcripcional de varios genes de apolipoproteinas como los que codifican para
ApoAl, ApoB y ApoClll, no hay informacion referente a defectos hepaticos o en el
perfil de lipidos en los pacientes con diabetes tipo MODY3 (Fajans y Brown, 1993;
Herman et al., 1994; Byrne et al., 1995; 1996; Letho et al., 1997).
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Figura 5. A. Estructura de la proteina HNF1a. Se muestran el dominio de dimerizacién y
iniciacion.

los dos dominios involucrados en la union al DNA (POU A y homeobox).
la rana. Los residuos idénticos a la secuencia humana se encuentran encuadrados

(notese la alta conservacion de ésta region entre las especies).
C) identificada en una familia con el fenotipo MODY. Figura modificada de Gragnoli et al.

regiones promotoras de los genes HNF1« del humano, de la rata, del raton, del pollo, y de
(1997).

promotora del gen HNF1«. Se muestra una comparacion de las secuencias de las

numerados segun el nucledtido A (+1) del triplete ATG (encuadrado



Dentro de la region promotora de HNF1a se identificaron elementos de
respuesta para HNF4a, HNF3 y AP-1 (Figura 5.B) (Tian y Schibler, 1991; Kuo et
al., 1992). En hepatocitos se ha demostrado que HNF4a es el principal activador
de la transcripcion del gen HNF1q, ya que: 1) las mutaciones en el elemento de
respuesta para HNF4a originan una reduccion del 95% del nivel de expresion de
HNF1e;, y 2) en lineas celulares de hepatocitos des-diferenciadas y en células
hepaticas embrionarias con fenotipo hepatico perdido por la eliminacién de HNF4a
y HNF1a (pierden la produccion de proteinas especificas del higado), la
transfeccion de HNF4« restaur6 la expresion de HNF1«a y otros genes hepaticos
(Spath y Weiss, 1997; 1998).

Por otro lado, se ha observado que la expresidon de una forma dominante
negativa de HNF1a en las células B INS-1 resulta en la expresion reducida de un
conjunto de genes similares a los regulados por HNF4a en un estudio semejante:
insulina, transportador de glucosa 2, piruvato cinasa hepatica, aldolasa B y 2
oxoglutarato deshidrogenasa. Estos resultados, junto al fenotipo clinico similar
entre los pacientes con mutaciones en los genes HNF4a y HNF1e, eran indicio de
que ambos factores controlaban un programa genético comun y necesario para el
funcionamiento apropiado de las células B (Wang et al., 1998a; 2000a, b). La
identificacién de una familia en donde segregaba una mutacion en el sitio de unién
de HNF4a dentro del promotor de HNF1a con el fenotipo MODY (Figura 5.B), era
evidencia de que la jerarquia funcional de HNF4o-HNF1o observada en
hepatocitos era también importante en las células p pancreaticas (Gragnoli et al.,
1997). Sin embargo, datos recientes han demostrado que la interaccion entre
estos factores es mas compleja en las células B. En el pancreas, HNF4o y HNF1a
se autorregulan el uno al otro, ya que se encontro que HNF1a era un activador
principal de HNF4a (Ferrer, 2001; Boj et al., 2001; Shih y Stoffel, 2001; Thomas et
al., 2001). Se ha postulado que la interrupcion de esta interdependencia, por
ejemplo, por haploinsuficiencia debida a la pérdida funcional de un alelo de HNF1a
o HNF4a, podria explicar el patron de secrecion de insulina comun en los
pacientes MODY1 y MODY3 (Figura 6) (Wang et al., 2002).
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Figura 6. Participacion del circuito transcripcional HNF4a -HNF1a en el proceso de la
secrecion de insulina en respuesta a la glucosa en las células B pancreaticas. La glucosa,
cuya concentracion se equilibra rapidamente a través de la membrana plasmatica de las
células B pancreaticas via el transportador de glucosa 2 (Glut2), es fosforilada por la
enzima glucocinasa (GK) para generar glucosa 6-fosfato. Esta reaccion enzimatica da
inicio al proceso que convierte a la glucosa en piruvato: la glicolisis. El piruvato entra a la
mitocondria, y provee sustrato (como acetil CoA) al ciclo de Krebs, resultando en la
transferencia de equivalentes reductores a la cadena de transporte de electrones y a la
sintesis de ATP. Al aumentar la sintesis de ATP, y por lo tanto la proporcion de ADP/ATP,
los canales de K" se cierran provocando la despolarizacion de la membrana plasmatica.
Posteriormente, se abren los canales de Ca®* sensibles a voltaje, ocasionando un
aumento del Ca* intracelular, lo cual desencadena el proceso de exocitosis de la insulina.
HNF4a y HNF1a que actdan en un circuito transcripcional, regulan la expresion del gen
de la insulina, y de genes implicados en la glicdlisis y en el metabolismo mitocondrial: 1)
Aldolasa B, enzima glicolitica que cataliza la conversion reversible de la fructosa 1, 6
bifosfato al gliceraldehido 3 fosfato y dihidroxiacetona fosfato. 2) Piruvato cinasa hepatica
(L-PK), enzima glicolitica que transfiere el grupo fosfato del fosfoenolpiruvato al ADP
generando piruvato y ATP. 3) Proteina desacoplante 2 (UCP2), proteina mitocondrial que
permite la disipaciéon del gradiente electroquimico de protones a través de la membrana
mitocondrial interna, lo cual desacopla la fosforilacion oxidativa, produciéndose calor en
lugar de ATP; regula negativamente la secrecion de insulina. 4) 2 oxoglutarato
deshidrogenasa (2-OGDH), complejo enzimatico que cataliza la convercion del 2
oxoglutarato en succinil CoA en el ciclo de Krebs. 5) Transportador de glucosa 2 (Glut2),
transportador de la glucosa en las células B pancreaticas. 6) Factor promotor de insulina
(IPF1), factor de transcripcion requerido en el desarrollo pancreatico y en el
manteniminento del fenotipo de las células B pancreaticas; regula la transcripcion del gen
de la insulina, y de otros genes cuyos productos estan asociados al procesamiento y a la
secrecion de la insulina, por ejemplo, las covertasas de pro-hormonas PC1/3 y 2
(involucradas en la conversion de proinsulina a insulina) y las subunidades Sur1 Y Kir6.2
de los canales de K * sensibles a ATP. IPF1 y GK también son producto de genes
asociados a la diabetes tipo MODY. Figura tomada de Wang et al. (2002).

35



4. ANTECEDENTES

En México, la diabetes mellitus tipo 2 representa uno de los principales
problemas de salud publica. Su incidencia es del 8.2% en la poblacién mexicana, y
representa la tercera causa de enfermedad y muerte en nuestro pais (Secretaria
de Salud, 2000). Ademas, se ha estimado que dos de cada diez pacientes
mexicanos desarrollan la enfermedad antes de los 40 anos (diabetes de aparicion
temprana) (Rull et al., 1995). Un estudio ha analizado la posible participacion de
los genes relacionados con la diabetes tipo MODY, e indica que estos genes
podrian explicar solamente el 10% de los casos de diabetes de aparicion
temprana en la poblacion mexicana (Aguilar-Salinas et al., 2001). En este estudio
se identificaron dos pacientes portadores de mutaciones que resultan en el cambio
de un aminoacido por otro en el exén 4 del gen HNF4a. Un paciente era portador
del cambio R154Q, el otro, presentaba cambios de secuencia en ambos alelos:
D126Y y D126H. Estos cambios no se encontraron en 110 individuos sanos, lo
cual sugiri6 que no se trataban de polimorfismos raros. Ambos pacientes
presentaron defectos severos en la secrecion de insulina y desarrollaron
complicaciones diabéticas. Adicionalmente, se observaron niveles bajos de
triglicéridos y de Lp(a). No fue posible el andlisis de segregacion de las
mutaciones en las familias de los pacientes, pero los familiogramas indicaban un
aparente patron de herencia autosomico dominante. Este dato, en el caso del
paciente con las mutaciones D126H y D126Y, sugeria que una de las
sustituciones de aminoacidos podria no tener un efecto funcional (Aguilar-Salinas
et al., 2001). Posteriormente se tuvo acceso a la muestra de DNA de la madre (no
diabética), ella resultdé portadora heterocigota del alelo D126H (datos no
publicados). Los tres cambios de aminoacidos encontrados son sustituciones no
conservativas que alteran la carga o la longitud de la cadena lateral del!
aminoacido, y probablemente la funcion de la proteina. EI aminoacido 126 esta
situado en la region D, dentro de la caja T del dominio de union al DNA (Figura
7.A). Por ello era posible postular que estas mutantes podrian tener alteracion en
su unién al DNA, y como consecuencia de ello un efecto también sobre su

capacidad de trans-activacion. El cambio en la posicion de 154 se sitia al inicio
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del la region E, que contiene el dominio de trans-activaciéon AF-2 y el dominio de
unién al ligando, y que ha sido reportada como importante para la interacciéon con
una variedad de co-factores de HNF4a (Figura 7.A) (Yoshida et al.,1997; Dell et
al., 1999; Soutoglou et al., 2000; Laine et al., 2001). El aspartato 126 se encuentra
conservado en las proteinas de la rata, del ratén, de Xenopus y de Drosophila. La
arginina 154 solo se encuentra conservada en Drosophila, mientras que el
aminoacido resultado de la mutacion, la glutamina, estd presente en la rata, el
raton y en Xenopus (Figura 7.B). Considerando unicamente la informacién de la
conservacion de estos residuos entre distintas especies, los cambios en la

posicion 126 resultan los mas interesantes.

CAJAT H-1
114 - AGMKKEAVON ERDRISTRRS SYED SSLPSI  NALLQA EVLS RQ | TSPV -160 HNF4a humano
AGMKKEAVQON ERDRISTRRS SYED SSLPSI NALLOAEVLS QQITSPI HNF4 rata
AGMKKEAVQN ERDRISTRRS SYED SSLPSI NALLOAEVLS QQITSPI HNF4 raton
AGMKKEAVQN ERDRISTRRS SYED SSLPSI NVLIQAEVLS QQ|TSSV HNF4a. Xeropus
AGMKKEAVQN ERDRISCRRT SNDPGNGLSV |SLVKAENES RQSKAME HNF4 Drosophila
AGMKKEAVQN ERDRISTRRS TFDGSNIPSI NTLAQAEVRS RQISVSS HNF4y humano

Figura 7. A. Localizacion de los residuos D126 y R154 en los dominios estructurales de
HNF4a. B. Conservacion de los residuos D126 y R154 entre las especies. Se muestra la
secuencia de aminoacidos del dominio D y parte del dominio E del HNF4a humano, y
abajo las secuencias de aminoacidos correspondientes en los HNF4a de otras especies y
en HNF4y (producto de un gen humano ortélogo de HNF4a). Las letras en negritas
indican los residuos D126 y R154 y los aminoacidos correspondientes en los diferentes
HNF4. Se indican los aminoacidos que componen la caja T del dominio de unién al DNA,

y los correspondientes a la hélice a. 1 (H-1) del dominio de unién a ligando.
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Con el fin de tener evidencia del efecto de estas mutaciones en la funcion

de HNF4a, se requirié su andlisis mediante un sistema de expresion in vitro.

Los primeros ensayos in vitro de las mutantes D126H, D126Y y R154Q
consistieron en transfecciones transitorias de estas proteinas mutantes en células
HelLa. En ese estudio se analizaron las actividades de trans-activacion y de unién
al DNA de estas mutantes HNF4w, y se compararon con las actividades de la
proteina HNF4a tipo silvestre. Los resultados mostraron que solo la mutante
D126Y presentaba una disminucion importante en la capacidad de trans-activacion
de los promotores estudiados (los promotores de los genes HNF1a y L-PK).
También se ensayaron las actividades de la combinacioén de las mutantes D126H
y D126Y, la cual tuvo una disminucion con respecto a la actividad de HNF4« tipo
silvestre en la trans-activacion del promotor del gen HNF1a. Los ensayos de
retardo no mostraron alteracion alguna en la unién al DNA de las mutantes

analizadas (Dominguez-Lopez, 2003).
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5. JUSTIFICACION

La identificacion de una mutacién en una secuencia de DNA no siempre es
indicativo de causalidad. Es preciso confirmar que esa mutacion es la responsable
de la enfermedad. Para este fin, puede estudiarse la distribucion de la mutacién
entre distintos miembros de una familia o valorando su frecuencia en poblaciones
diabética y sana; también existe la posibilidad de realizar diversos estudios in vitro

demostrando una funcion anémala de una mutante.

El experimento mas empleado para definir el estado de activacion de las
mutantes HNF4a ha sido el de determinar sus actividades transcripcionales en
ensayos de transfeccion. Esto se debe a que defectos en la unién al DNA,
dimerizacion o interaccion con co-factores de una determinada mutante puede

reflejarse en ésta actividad.

Los estudios de trans-activacion de las mutantes HNF4a humanas han sido
ensayados en una variedad de lineas celulares: HeLa, COS-7, COS-1, HepG2,
INS-1, etc. Entre los promotores mas empleados para la construccion de los
plasmidos reporteros se encuentran los promotores de los genes que codifican
para HNF1a, L-PK, ApoAl, y ApoClIl.

Se ha observado que el efecto de algunas mutantes en la actividad
transcripcional de HNF4o puede variar segin el promotor utilizado. Por ejemplo,
en un estudio la mutante HNF4a R127W presentd una actividad transcripcional
igual a la de HNF4a tipo silvestre en los promotores de los genes ApoAl'y ApoCllil
(Navas et al., 1999), mientras que en otros dos estudios, esta mutante mostré un
defecto para trans-activar el promotor del gen HNF1« (Yang et al., 2000; Lausen
et al., 2000). También, existe evidencia de inconsistencias en los resultados de los
estudios de trans-activacion de algunas mutaciones MODY1 en un mismo
promotor, dependiendo el tipo celular utilizado. Tal es el caso de la mutante
R154X que trans-activa el promotor del gen HNF1a de manera tejido especifica:

este promotor es activado por R154X en las células COS-1 y HEK293T pero no en
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la linea celular B pancreatica HIT-T15 (Laine et al., 2000). Algo semejante es
observado con la mutante T130I, la cual presenta un defecto para trans-activar los
promotores de los genes HNF1ay L-PK en la linea celular HepG2 pero no en las
células HelLa y MIN6 (Zhu et al., 2003). Se ha sugerido que estas diferencias
observadas son reflejo de la sinergia de distintos factores tejido especificos con
HNF4o (Laine et al., 2000; Zhu et al., 2003).

Las células HelLa, que se utilizaron en los estudios de las mutantes D126H,
D126Y y R154Q, son células que no expresan endégenamente HNF4a ni otros
factores de transcripcion tejido especificos asociados funcionalmente a éste (por
ejemplo, HNF1a) (Thomas et al., 2002). Esta caracteristica es compartida por las
células COS (Naiki et al., 2002). Es interesante hacer notar que las mutantes de
HNF4a R154X y T130l no presentan defectos en su actividad transcripcional en
las células HeLa y COS-1, pero si en las células f pancreaticas y hepaticas que si
expresan endogenamente HNF4«. Estos datos podrian indicar la existencia de
ciertas interacciones moleculares especificas en el pancreas y / o en el higado que

son requeridas para la actividad de HNF4a.

Estos datos motivaron a elaborar el presente estudio, que consistié en
explorar la importancia de las mutantes D126H, D126Y y R154Q de HNF4a en el
promotor del gen HNF1« en las células B pancreaticas y en las células hepaticas,
que como sabemos son células en donde se expresa constitutivamente este factor
de transcripcion, y ademas, representan los tejidos potencialmente afectados en

los pacientes con diabetes MODY por mutaciones en HNF4a.

Para este estudio lo ideal era trabajar en lineas celulares humanas de
origen pancreatico y hepatico. Sin embargo, unicamente se dispuso de la linea
celular de hepatoblastoma humano HepG2, que ha sido ampliamente utilizada
para simular el ambiente celular hepatico. En el caso de las células B pancreaticas
se opt6 por usar la linea celular de insulinoma de rata (Rattus norvegicus) RINm5SF
debido a que las lineas celulares de insulinoma humano son poco utilizadas por

las dificultades en su obtencion y en su cultivo por periodos largos. Ademas, la
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linea celular RINm5F conserva una regulacion normal de la secrecién de insulina,
y junto a otras lineas celulares animales como HIT, BTC, MIN6 y INS-1 ha sido
usada para el estudio de los mecanismos fisiolégicos y patofisiolégicos
involucrados en el metabolismo de la glucosa en las células p pancreaticas
(Poitout et al., 1996). También, se utilizd la linea celular de blastocito renal de
mono COS-7 como un modelo celular que no expresa HNF4a ni otros factores
asociados a éste. Estas células, que son faciles de crecer y muestran una alta
eficiencia de transfeccién, han sido utilizadas en otros estudios para la

caracterizacion funcional de mutantes de HNF4a (Sladek et al., 1998).

El vector reportero utilizado contiene el promotor del gen HNF1«a, humano,
que se ha convertido en un reportero esencial para ensayar la funcion de las
mutantes en los experimentos de transfeccion. Esto se debe especialmente a la
evidencia de la cooperacion de HNF4« y HNF1a en el metabolismo de las células
hepaticas y células  pancreaticas, y su relacion con la diabetes tipo MODY (Shih
y Stoffel, 2001).

Durante la realizacion de este trabajo, el grupo de Oxombre vy
colaboradores (2002), publico el analisis funcional de las mutantes D126Y vy
D126H de HNF4a en las linea celular HepG2, en las células renales embrionarias
HEK293, y en las células B pancreaticas pTC3. Sus resultados indican que éstas
mutantes presentan defectos tanto en su actividad transcripcional como en su

actividad de union al DNA en las tres lineas celulares estudiadas.
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6. HIPOTESIS

Debido a que el pancreas y el higado son tejidos en donde HNF4o se
expresa constitutivamente, y ademas, son los tejidos potencialmente afectados en
los pacientes con diabetes tipo MODY1, se espera que el estudio funcional de las
mutantes de HNF4a en células de origen pancreatico y hepatico constituyan un

modelo aproximado de sus posibles efectos in vivo.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Determinar el efecto funcional en la actividad transcripcional de tres
mutantes de HNF4« identificadas en dos pacientes mexicanos con diabetes de

aparicion temprana en células de origen pancreatico y hepatico.

7.2 Objetivos especificos

a) Determinar la actividad transcripcional de HNF4a tipo silvestre, de las
mutantes D126H, D126Y, R154Q y la combinacion de D126H/D126Y en el
promotor del gen HNF1a humano en las lineas celulares RINm5F, HepG2 y
COS-7.

b) Comparar la actividad transcripcional en el promotor del gen HNF 1« de las
mutantes estudiadas (D126H, D126Y, R154Q y D126H/D126Y) con la de la
proteina HNF4« tipo silvestre en cada linea celular .

c) Determinar el nivel de expresion de proteina para la tipo silvestre y las
mutantes en extractos de proteinas nucleares de células RINm5F, HepG2 y
COS-7 transfectadas.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Introduccion

Hoy en dia se dispone de una gran variedad de herramientas y técnicas que
facilitan estudiar la regulacion génica, la expresion y la funcion de muchas
proteinas en células de mamiferos en cultivo. Una técnica importante en la
manipulacion de estas células ha sido la habilidad de introducirles DNA exdgeno
con el fin de expresar proteinas funcionales. En el presente trabajo se tomé
ventaja de la facilidad y la eficacia que ofrece la técnica de transfeccion transitoria
de células por medio de lipidos catidnicos para insertar temporalmente DNA (en
forma de plasmido de expresion) y expresar transitoriamente las proteinas a

estudiarse en tres diferentes lineas celulares de mamiferos. El “vehiculo” de

transfeccion correspondié al reactive comercial LipofectAMINE TM2000, que es un
lipido catiénico sintético que forma complejos con el DNA (cargado
negativamente) permitiendo que este atraviese la membrana celular. Para detectar
y visualizar la expresion de estas proteinas, se utilizd6 el método denominado
“western blot”. Este método combina la separacion de una mezcla de proteinas
(en este caso, proteinas extraidas de los nucleos) segun su tamano y carga
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y su transferencia a una
membrana sélida (membrana de PVDF), con la inmunodeteccion indirecta de la
proteina de interés: se emplea un anticuerpo primario para localizar la proteina, y
un segundo anticuerpo contra la especie en la que se ha producido el primero, que
ademas debe estar marcado por una enzima (por ejemplo, peroxidasa de rabano)
con el fin de producir una senal donde se formaron los complejos antigeno-
anticuerpo. Debido a que la proteina estudiada es un factor de transcripcion y a
que se trabajé con versiones mutantes de ésta proteina que podrian tener
defectos en su funcién, era importante determinar una de sus principales actividad
funcionales, su actividad transcripcional. Para este fin, se empled un sistema
reportero genético de la luciferasa: un plasmido conteniendo un gen reportero
(luciferasa) bajo el control de un promotor blanco natural del factor de transcripciéon
estudiado se transfecta junto al plasmido de expresion; después, se adiciona un
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sustrato para determinar la actividad enzimatica de la luciferasa que resulta en la
emision de luz. La cantidad de luz medida en un intervalo de tiempo es
proporcional a la cantidad de la actividad del gen reportero, la cual, a la vez,

representa la actividad transcripcional de la proteina estudiada.

8.2 Cultivo celular

La linea celular de hepatoblastoma humano HepG2 y la linea celular de
blastocito renal de mono COS-7 fueron obtenidas de la American Type Cell
Culture (ATCC). Se cultivaron en medio DMEM suplementado con SBF al 10 %
(Invitrogen). La linea celular de insulinoma de rata RINmSF, un obsequio de la
Universidad de Tufts en Boston, Estados Unidos, se mantuvo en medio RPMI
1640 con SBF al 10 % (Invitrogen). Todas estas lineas crecen en monocapa, y se
mantienen en una atmosfera himeda con 5 % de CO,, y a una temperatura de
37°C

8.3 Ensayos de trans-activacion

8.3.1 Plasmidos:

a) Plasmidos de expresion

Se utilizaron plasmidos de expresion construidos en el laboratorio con
anterioridad (Dominguez-Lopez, 2003). El constructo tipo silvestre (pcDNA-
WTHNF4a) contiene el cDNA del gen HNF4a2 humano insertado en el vector
pcDNAS3. Las mutantes de HNF4oa D126H, D126Y y R154Q se generaron por
mutacién sitio dirigida (Kit de mutagénesis sitio dirigida QuikChangeTM;
Stratagene) en el constructo pcDNA-WTHNF4a (Apéndice 1). La autenticidad de
los fragmentos de DNA amplificados por PCR fueron verificados por

secuenciacion.
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b) Plasmido reportero

El plasmido que contiene el gen de luciferasa de luciérnaga (pGL3;
PROMEGA) controlado por el promotor del gen HNF1ahumano (-341/+183) fue

un obsequio del Dr. Graeme Bell de la Universidad de Chicago, Estados Unidos.

8.3.2 Transfeccion transitoria

Las células se sembraron a una densidad de 1x105 células en cajas con 24
pozos, y se transfectaron con 25 ng de vectores de expresion HNF4a (12.5 ng de
los vectores de expresion de cada mutante en el caso del ensayo de la
combinacion de D126H y D126Y) y 500 ng de vector reportero junto con 10 ng del
vector pRL-TK (Promega) usando 2 ml por mg de DNA del reactivo de
LipofectAMINETM2000 (Invitrogen). Cuatro horas después de la transfeccion, se
adicion6 medio fresco a cada pozo. Las condiciones de los ensayos de
transfeccion fueron semejantes para las tres lineas celulares utilizadas. Para cada

linea celular, se prepararon dos ensayos por sextuplicado.

8.3.3 Ensayo de luciferasa

Después de 24 horas de la adicion de medio fresco, se realizé el ensayo
para determinar las actividades de luciferasas utilizando el reactivo de Dual
Luciferase Assay System de Promega (Apéndice 2). Se utilizé el lumindmetro

automatico LumiCountTM (Packard) para determinar la intensidad de sefial de las
muestras en un intervalo de 0.5 segundos por pozo.

8.3.4 Analisis estadistico

Las actividades de luciferasa leidas por el luminémetro en unidades de luz

relativas (RLU o “Relative light units”) se normalizaron para la eficiencia de
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transfeccion. A los resultados normalizados obtenidos con el plasmido de
expresion vacio se les dio un valor arbitrario de 1. Las actividades de los vectores
de expresion HNF4« tipo silvestre o mutantes son expresadas como x -veces de
induccion sobre el valor de la actividad del vector vacio. Los datos se analizaron
con la prueba estadistica de t de Student para datos no apareados usando el

programa Prism. La significancia se consider6 a ***p<0.001, **p<0.01, y *p<0.05.

8.4 “Western blot”

8.4.1 Preparacion de extractos protéicos nucleares

Las células COS-7, HepG2 o RINmSF, fueron sembradas a una densidad
de 3x10° en cajas de cultivo de 100 mm. Después de 24 horas, las células fueron
transfectadas con 10 pg de los vectores de expresion, y después de 48 horas, se
prepararon los extractos protéicos nucleares. Para este procedimiento, las células
se lavaron con PBS pH 7.4 (Apéndice 3). Después, a cada caja de cultivo se le
aplico 1 ml de PBS pH 7.4 frio y se rasp0 su superficie para colectar las células y
pasarlas a un tubo eppendorf. Se centrifugé a 1,500 rpm por 10 minutos a 4 °C, y
se desecho el sobrenadante. A la pastilla se le adicion6 100 ul de un amortiguador
hipoténico “A” (Apéndice 4), y rapidamente se congelé colocando el tubo
eppendorf en una mezcla de etanol y hielo seco. Las células se resuspendieron
por pipeteo y se incubaron a 4 "C por 10 minutos. Posteriormente, se centrifugd a
3,500 rpm por 10 minutos a 4 °C. El pellet nuclear se resuspedio por pipeteo en 30
ul de amortiguador hiperténico “C” (Apéndice 5) y se mezclé suavemente por 30
minutos a 4 °C para la extraccion de las proteinas nucleares. Se centrifugd a
14,000 rpm por 20 minutos a 4 °C, y finalmente el sobrenadante, que contiene los
extractos nucleares, se diluyo con 30 pl de amortiguador “D” (Apéndice 6). Se
almacenaron a -80 °C. La concentracion de proteinas totales fue determinada por

el método Bradford.
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8.4.2 Ensayo “western blot”

En un gel de poliacrilamida con SDS al 10 % se separaron 30 ug de
proteinas nucleares (Apéndice 7). Posteriormente, las proteinas separadas fueron
transferidas a una membrana de PVDF Hybond-P (Amersham Pharmacia Biotech)
utilizando una celda de transferencia TRANS-BLOT (Bio-Rad) (Apéndice 8). La
membrana fue “bloqueada” con la solucion Blotto 5 % (Apéndice 9) por 16 horas a
4 °C. Después, se incubd la membrana con una dilucién 1:250 del anticuerpo
policlonal de conejo para la proteina HNF4 humana de Geneka Biotechnologies
(Apéndice 10) por dos horas a 37 °C. Luego de lavar la membrana con la solucion
Blotto 5%, se incub6é con una dilucién 1:5000 del anticuerpo secundario anti-
conejo IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology). Para determinar la unién del
anticuerpo se aplicé a la membrana un sustrato quimioluminiscente (Pierce Super
Signal West Pico ®), y se expuso a peliculas fotosensibles (KODAK). Se reveld
manualmente utilizando reactivos de KODAK. Para cuantificar la intensidad de las
bandas se realizaron analisis densitométricos utilizando el programa EDAS 290
(KODAK).
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9. RESULTADOS

Con el fin de identificar posibles efectos funcionales de las mutantes
D126H, D126Y y R154Q en la actividad de HNF4a en tres diferentes lineas
celulares, se determind la actividad transcripcional de cada proteina mutante sobre

el promotor del gen HNF1a.

Las células COS-7 se incluyeron como un modelo celular en donde no se
expresan HNF4a ni otros factores asociados a éste (expresados en las células
hepaticas y pancreaticas). Los resultados en éstas células muestran que todas las
mutantes presentan una actividad transcripcional del promotor del gen HNF1«
muy similar a la mostrada por la proteina HNF4a tipo silvestre (Figura 8.A).
Unicamente la mutante D126H presenté una disminucion significativa del 13% en
su actividad de trans-activacion con respecto a la proteina silvestre (Figura 8.A).
En estos experimentos también se analizoé el efecto de la combinacién de las
mutantes D126H y D126Y, debido a que ambas mutaciones fueron identificadas
en el mismo paciente. El resultado mostré que la combinacién de ambas mutantes
no tiene un efecto aditivo sobre la disminucion en la actividad de trans-activacion

comparandola con la silvestre (Figura 8.A).

Debido a la importancia de los factores HNF4a y HNF1a en el
funcionamiento normal del pancreas, y la asociacion de mutaciones en los genes
que codifican para estos factores de transcripcion con diabetes tipo MODY, era
importante evaluar la actividad de estas mutantes en células B pancreaticas. En el
presente estudio se empled la linea celular RINmSF como modelo celular para los
ensayos de ftrans-activacion del promotor del gen HNF1a en células P
pancreaticas. En estas células, la actividad transcripcional no se vio afectada para
la mutante R154Q, pero estuvo disminuida significativamente para las mutantes
D126H y D126Y: D126H present6 una disminucion de la trans-activacion de 32% y
D126Y de 13.5% con respecto a la actividad de HNF4a« tipo silvestre (Figura 8.B).

Por el contrario, la combinacion de las mutantes D126H y D126Y no tuvo un
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defecto importante en la trans-activacion como ocurre con cada una de las

mutantes por separado (Figura 8.B).

Oftro tejido en donde la actividad de HNF4a y HNF1a es importante es el
higado. Se ha observado que los pacientes MODY1 tienden a presentar defectos
extra-pancreaticos comunes, especialmente en el higado, como por ejemplo,
defectos en la biosintesis de triglicéridos y apolipoproteinas. Por esta razén se
decidié incluir un estudio de la activacion del promotor del gen HNF1« por las tres
mutantes en hepatocitos utilizando células HepG2. En esta linea celular la funcidon
trans-activadora de las mutantes fue afectada de manera drastica. La actividad de
las mutantes D126H y D126Y, y su combinacion disminuye a un 57% respecto a la
actividad de la proteina silvestre, mientras que la mutante R154Q tuvo una
reduccion del 41% (Figura 8.C).

Los resultados de la técnica de “western blot” en las tres lineas celulares,
en donde se observan bandas de aproximadamente 50 kDa correspondientes a
HNF4a (tipo silvestre y mutantes), mostraron que no hay defectos en la expresion

de las proteinas estudiadas (Figuras 8.D, 8.E y 8.F).
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Figura 8. A, B y C. Actividades transcripcionales de HNF4a tipo silvestre y mutantes sobre el
promotor del gen HNF1a obtenidas en las lineas celulares A) COS-7, B) RINmSF, y C) HepG2. Las
células fueron transfectadas con 500ng del vector reportero y 25ng de los vectores de expresion
tipo silvestre (WT) o mutantes (H/Y corresponde a la combinacién de las mutaciones D126H y
D126Y). Para la combinacion de las mutantes D126H y D126Y se transfectaron 12.5ng de cada
mutante. Veces de induccién corresponde a las actividad obtenida de la transfeccién del vector de
expresién vacio, al cual se le dio un valor arbitrario de 1. Las barras de error representan las
desviaciones estandar de dos experimentos independientes realizados por sextuplicado. La
diferencia de los valores de las mutantes de HNF4a con respecto a los de HNF4a tipo silvestre se
consideré a ***p<0.001, **p<0.01, y *p<0.05. D, E y F. “Western blot” de 1) HNF4 tipo silvestre y
mutantes (2, D126H; 3 D126Y; 4, D126H/Y, 5, R154Q) expresado en COS-7, RINm5F, y HepG2,
respectivamente.
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10. DISCUSION

Las mutaciones de HNF4a D126H, D126Y y R154Q se localizan en
residuos de aminoacidos conservados en otras especies. Por lo tanto es posible
que tengan un papel importante en la funcion de la proteina. Las mutantes en el
residuo 126 se localizan en el dominio D, el cual forma parte del dominio de unién
al DNA. La mutante R154Q se localiza en el dominio E, y esta dentro de la
secuencia 128-369, que corresponde al dominio de frans-activacion AF-2 de
HNF4a. En el presente estudié se analizé el efecto funcional de estas mutaciones
a través de valorar su actividad de frans-activacion del promotor del gen de
HNF1«a en tres lineas celulares distintas (COS-7, RINm5F y HepG2).

10.1 Efecto de las mutaciones D126H y D126Y

10.1.1 En células B pancreaticas

En las células B pancreaticas, en donde los defectos en la actividad
transcripcional de las mutantes HNF4a en el promotor del gen HNF71a pueden
asociarse al defecto en la secrecion de insulina reportada en los pacientes MODY
(Wang et al., 2000a, b), se observd que la actividad transcripcional de las
mutantes D126H y D126Y en el promotor del gen HNF1a se encontraba afectada.
Estos resultados fueron significativos, pero no tan dramaticos como los obtenidos
para estas mutantes en las células BTC3 (Oxombre et al., 2002). En ese estudio,
las actividades transcripcionales del promotor del gen HNF1«a de ambas mutantes
se pierden completamente. Asimismo, la combinacion de las mutantes en ese
estudio no presentd actividad de trans-activacion, mientras que en las células
RINm5F no se observé disminucion significativa al compararse con la proteina tipo

silvestre como sucede con las mutantes por separado.
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Es interesante observar que en ninguno de los dos estudios los resultados
de trans-activacion pueden ser asociados al fenotipo clinico de los pacientes
portadores de estas mutaciones. Por ejemplo, Oxombre y colaboradores (2002),
reportan una actividad de trans-activacion nula para la combinacion de las
mutaciones. Sin embargo, de acuerdo a los hallazgos reportados en pacientes
MODY con mutaciones en HNF4q, una mutacion heterocigota es suficiente para
manifestar diabetes, y a la fecha no se han reportado pacientes con mutaciones
que ocasionen pérdida de la funcion total en ambos alelos. De hecho, se propone
que mutaciones homocigotas que provoquen una reduccion importante en la
funcién de la proteina son incompatibles con la vida, debido al papel primario de
HNF4a en el desarrollo y diferenciacion del pancreas y del higado (Lausen et al.,
2000). Por otra parte, los resultados obtenidos en nuestro estudio utilizando la
linea celular RINm5F no mostré diferencias en la actividad de frans-activacion
utilizando la combinaciéon de ambas mutantes, lo cual tampoco concuerda con lo
esperado, ya que el paciente portador de ambos alelos manifiesta diabetes. Las
diferencias entre los resultados de irans-activacion en células RINmSF y BTC3
puede sugerir que el residuo D126 puede ser parte de alguna region que
interacta con algun elemento tejido especifico. El resultado de la combinacion
observado en este esiudio podria deberse a que ésta interaccion sea favorecida

por el arreglo de la combinacion de las mutantes en las células RINm5F.

10.1.2 En células hepaticas

Se ha observado que los pacientes MODY1 presentan en comun, ademas
de los defectos pancreaticos, alteraciones hepaticas significativas, especialmente
en el metabolismo de los triglicéridos, probablemente como resultado de
alteraciones en la expresion hepatica de las apolipoproteinas All, B, y Clll, cuyos
genes son directamente regulados por HNF4a (Lehto et al., 1999; Shih et al.,
2000; Hayhurst et al., 2001).
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En este estudio, el defecto en la actividad transcripcional de las mutantes
en el residuo D126 fue muy evidente en las células hepaticas HepG2: la funcién
transcripcional de estas mutantes y su combinacion sobre el promotor del gen
HNF1a en las células HepG2 mostré que tenian una disminuciéon en su actividad
transcripcional significativa con respecto a lo observado para la proteina tipo
silvestre. Los resultados de las mutantes por separado concuerdan con los
obtenidos por Oxombre y colaboradores (2000) en un experimento similar.
Oxombre y colaboradores (2000) también reportaron un defecto de las mutantes
D126H y D126Y para trans-activar el promotor del gen ApoClIl en células HepG2.
En conjunto, todos estos hallazgos in vitro pueden asociarse al defecto hepatico
en el paciente portador de las mutantes D126H y D126Y. Este paciente exhibio
niveles bajos de triglicéridos: 101 mg/dl, que corresponde al trigésimo percentil
para la poblaciéon mexicana. Ademas, entre la poblacién de pacientes estudiados,
este paciente exhibié los niveles mas bajos de Lp(a): <2 mg/dl. Estos datos
concuerdan también con el patron bioguimico reportado para otros pacientes con
mutaciones en el gen HNF4« (Letho et al., 1999; Shi et al., 2000).

10.1.3. Los efectos funcionales de las mutantes D126H y D126Y son tejido
especificos

Los resultados de las mutantes D126H y D126Y, y su combinacion en las
células COS-7 presentados en este trabajo, y los obtenidos en un estudio similar
de estas mutantes en células Hela, muestran defectos moderados: en las células
COS-7 dUnicamente D126H presentd una disminucion en la actividad
transcripcional del 13%, mientras que en las células HeLa Uunicamente la actividad
de D126Y se vio afectada. Comparando estos resultados con los de las células B
pancreaticas o las hepaticas, se deduce que la actividad transcripcional de las

mutantes en el residuo D126 varia dependiendo del tipo celular utilizado.
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10.1.4 Las mutantes D126H Y D126Y tienen defectos en la union al DNA

El defecto para activar la transcripcion observado en las mutantes D126H y
D126Y podrian atribuirse a alteraciones en la union al DNA, en la dimerizacion

dependiente de DNA o en ambos casos.

Oxombre y colaboradores (2002) reportan que las mutantes en el residuo
D126 presentan un defecto en la de uniéon al DNA en las células B pancreaticas
BTC3, en células Hek293, en HepG2, y en lisados de reticulocitos. En los estudios
preliminares de union al DNA presentados en este trabajo, también se encontré un
defecto en la union al DNA de estas mutantes en las células RINm5F (Apéndice
11). Estos datos resaltan la importancia del aspartato 126 en la actividad de unién
al DNA de HNF4a. En su trabajo, Oxombre y colaboradores (2002), también
demostraron que la pérdida de unidn al DNA ocurria sin defectos en la
dimerizacion, lo cual descarta la posible implicacion del residuo D126 en la
interfase de dimerizacion. Esto indica que la pérdida de union al DNA de las
proteinas mutantes podria ser estructural, y que los cambios de aminoacidos en el
residuo 126 pueden ser impedimentos estéricos que afectan la afinidad al
elemento de respuesta (Oxombre et al., 2002). Sin embargo, esta afinidad al DNA
parece ser afectada de manera diferente segun el tipo celular estudiado ya que
contrario a lo observado en lineas celulares pancreaticas y hepaticas, en las
células HeLa no se detectaron alteraciones en la union al DNA de estas tres
mutantes (Dominguez-Lopez, 2003). Las células HeLa y COS-7 son lineas
celulares que no expresan endogenamente HNF4a y otros factores de
transcripcion especificos de pancreas o higado (Naiki et al., 2002; Thomas et al.,
2001), y de acuerdo a nuestros datos y a otros reportes funcionales de otras
mutantes (T1301 y D127W), la presencia de mutaciones en la region D de HNF4a
correlaciona con diferencias en la actividad de la proteina en distintas lineas
celulares. Por lo tanto, esta region puede tener un papel importante en el contacto
directo o indirecto de HNF4a con algun elemento tejido especifico: ligando, co-
activadores, co-represores, etc. Por ejemplo, esta interaccion podria originar una

modificacion post-traduccional que afecta HNF4a, y que so6lo ocurre en
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determinadas células. Teniendo en cuenta que dentro de esta region se han
localizado posibles motivos reconocidos y fosforilados por las proteinas cinasas A
y B (Viollet et al., 1997; Zhu et al., 2003), la fosforilacion, y por lo tanto su unién al
DNA tejido especifica de HNF4a podria ser afectada en estas mutantes. Otra
explicacion podria ser la existencia de proteinas tejido especificas que inhiben la
unién al DNA, por ejemplo, se ha reportado que la region D de HNF4o hace
contacto con el represor SMRT (Ruse et al., 2002), y con un inhibidor de HNF4a
identificado en Xenopus (Peiler et al., 2000). Por otro lado, como se ha
demostrado que las concentraciones de co-factores pueden variar de un tipo
celular a otro (Misiti et al.,, 1998; Soderstrom et al., 1997), suponiendo que las
mutantes tuvieran mayor o menor afinidad a algun co-factor, por ejemplo a el co-
activador CBP/p300 que contacta la region D (Yoshida et al., 1997), la actividad de
HNF4a seria afectada de manera importante solo en ciertas lineas celulares. Sera
importante analizar a futuro el papel de algunos de estos factores tejido
especificos en la actividad de las mutantes de HNF4o. D126H y D126Y.

Otra cuestion importante a definir sera el efecto en la unién al DNA de la
combinacion de D126H y D126Y, especialmente en las células RINmS5F. Con
estos datos se podria determinar si el aparente efecto tejido especifico en el
potencial transcripcional de la combinacion observado en estas células se debe a

efectos en la union al DNA.

10.2 Efecto funcional de la mutante de HNF4a R154Q

En los ensayos de trans-activacion del promotor del gen HNF 1« realizados
en células RINmSF y en las células COS-7, se observéd que la mutante R154Q no
tenia defectos funcionales en esta actividad. Por otro lado, segun los datos
preliminares de la actividad de union al DNA de esta mutante en células RINm5F
(Apéndice 11), no parece tener defectos en esta otra actividad funcional. Fue
interesante encontrar que la actividad transcripcional de la mutante R154Q estaba

alterada en las células HepG2. El defecto de la mutante R154Q resultd menor

56



comparado al de las mutantes en el residuo D126. Contrario a las mutantes D126,
donde el defecto en la trans-activacion puede ser atribuido a la uniéon al DNA
alterada, en el caso de la mutante R154Q, debido a su localizacion estructural, la
alteracion podrian observarse en la unién a ligando, en la dimerizacién, y / o en el
contacto con co-factores de HNF4a (Hadzopoulou-Cladaras et al.,1997; Bogan et
al., 2000). ElI motivo por el que el defecto en la activacién transcripcional del
promotor del gen HNF1«a haya sido unicamente observado en las células HepG2,
sugiere nuevamente la presencia de factores tejido especificos moduladores de la
actividad de HNF4a. Por lo tanto, es muy probable que la mutante R154Q pueda
influenciar en la interaccion defectuosa con alguno de estos factores. El defecto
funcional hepatico de R154Q podria explicar el fenotipo del paciente portador de
esta mutacién. Los niveles séricos de triglicéridos de este paciente fueron bajos:

83 mg/dl, que corresponde al décimo percentil de la poblacidon mexicana.

Existe un reporte de una mutante de HNF4a en donde, como en el presente
trabajo, los defectos funcionales son Unicamente observados en las células
hepaticas. Es el caso la mutante T130l, asociada a diabetes tipo 2. En ese
estudio, en donde se midi6 la actividad transcripcional de esta mutante en el
promotor del gen HNF1a en células B pancreaticas de raton MING, en células
HepG2 y Hela, se observé unicamente defecto en las células HepG2. En ese
trabajo se concluye que la diabetes observada en los pacientes portadores de la
mutacion T130l podria deberse mas a defectos funcionales hepaticos (por
ejemplo, defectos en el metabolismo hepatico de la glucosa y de los lipidos) que
pancreaticos (Zhu et al., 2003).

10.3 Las células de origen hepatico y pancreatico en el estudio de las
mutantes HNF4a

Varios trabajos de mutantes de HNF4a, incluyendo el presente, han
demostrado la importancia del ambiente tejido especifico en la actividad de esta

proteina. Consistente con el hecho de que el pancreas y el higado sean tejidos en
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donde HNF4o se expresa constitutivamente, y ademds, sean los tejidos
potencialmente afectados en los pacientes con diabetes tipo MODY1, los efectos
funcionales de las mutantes de HNF4a en células de origen pancreatico y hepatico
han sido especialmente relevantes. Se ha encontrado que los efectos de las
mutantes HNF4a en la linea celular de hepatoma humano HepG2 son importantes
para considerarse en la asociacion con el fenotipo hepaticos MODY1. Sin
embargo, los estudios de las mutantes HNF4a en células B pancreaticas, que se
han centrado en el uso de varios modelos celulares murinos debido a que no se
dispone de lineas celulares P pancredticas humanas, han demostrado que los
efectos pueden variar importantemente entre las lineas celulares B pancreaticas.
Por esta razén, sera muy importante acordar un modelo celular § pancreatico para

estudiar la funcion de las mutantes HNF4a.
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11. CONCLUSIONES

En este trabajo se estudio el efecto funcional de tres mutantes de HNF4a
identificadas en pacientes con diabetes tipo MODY de la poblacion mexicana
(D126Y, D126H y R154Q). Se analiz6 el efecto sobre la capacidad de trans-
activacion de cada una de ellas asi como de la combinacion de las mutantes
D126Y y D126H de manera conjunta en tres lineas celulares (COS-7, HepG2 y
RINm5F). En este trabajo se ensayo unicamente su actividad sobre el promotor
del gen HNF1« por ser un gen blanco importante que participa en el desarrollo,
diferenciacién y funcién del pancreas endocrino y el tejido hepatico. Nuestros
resultados nos permiten establecer las siguientes conclusiones: 1) El efecto sobre
la actividad de frans-activacion de las mutantes estudiadas es distinto en las
distintas lineas celulares utilizadas, lo cual podria ser explicado por la modulacion
de la actividad de estas proteinas por cofactores tejido especificos; 2) las
diferencias en la actividad de trans-activacion observadas en las mutantes no se
deben a diferencias en los niveles de expresion de la proteina; 3) los resultados de
trans-activacion obtenidos en las lineas celulares 3 pancreaticas de origen murino
no pueden ser correlacionadas con los hallazgos fenotipicos de los pacientes que
las portan; 4) por el contrario, los estudios funcionales de las mutantes en la linea
celular HepG2 (de origen humano) pueden correlacionarse con las alteraciones
hepaticas observadas en los pacientes; y 5) de acuerdo a los resultados
preliminares obtenidos en el presente estudio y los presentados en el trabajo de
Oxombre y colaboradores (2002) podemos concluir que las mutantes D126Y y

D126H presentan también alteraciones en su capacidad de union al DNA.
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12. PERSPECTIVAS

La actividad transcripcional de un factor de transcripcion es la medicion mas
relevante para evaluar su estado de activacion. En el presente trabajo se ha
demostrado un defecto tejido especifico de la actividad transcripcional de las
mutantes D126H, D126Y y R154Q del factor de transcripcion HNF4a en un
promotor potencial, el promotor del gen HNF1a. Dado que la actividad
transcripcional de HNF4o depende de otros procesos como la union al DNA, la
unién de un ligando determinado, la interaccién con co-factores y el reclutamieno
de la maquinaria de transcripcion basal, es importante analizar algunos de estos
procesos en el promotor utilizado. Por ejemplo, la unién al DNA de las mutantes
pueden analizarse mediante ensayos de retardo en gel y “supershift”, utilizando el
elemento respuesta de HNF4a (Apéndice 11). Este dato es importante para
corroborar los defectos en la union al DNA de las mutantes D126, y determinar si
el defecto en la actividad de trans-activacion de R154Q y la combinacion de las
mutantes D126H y D126Y en las células hepaticas HepG2 se debe también a
defectos en esta actividad. Como los resultados del presente trabajo plantean un
defecto debido a la interaccion con algun factor tejido especifico, debera
considerarse el andlisis del efecto de la interaccion de algunos co-facotres de
HNF4o en la actividad de las mutantes estudiadas: se podria estudiar la
interaccion y la cooperacion funcional de estas mutantes con algunas proteinas
como el factor de transcripcion COUTF-Il o los co-activadores CBP y p300; en
estos estudios se co-expresarian ambas proteinas y se determinarian sus efectos

sobre la actividad en un promotor determinado.

También sera interesante analizar la actividad transcripcional de estas
mutantes en los promotores de otros genes blanco de HNF4«, como L-PK o
ApoClll, en las células hepaticas. En especial, sera trascendente el analisis de la
actividad transcripcional de la mutante R154Q en el promotor que codifica para
ApoClll en células hepaticas, ya que a diferencia de las mutantes en el residuo

D126, aun no ha sido analizado, y este dato es importante para hacer una
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asociacion mas directa con el fenotipo hepatico observado en el paciente portador

de la mutacion.

Respecto a las células p pancreaticas, por el momento, tal vez seria
conveniente realizar los estudios funcionales en otras lineas celulares
pancreaticas murinas empleadas en los estudios funcionales de las mutantes de
HNF4a (por ejemplo, se podria utilizar la lineas celulares MIN6 o INS-1, otra
opcion seria intentar el uso de cultivos celulares primarios de células
pancreaticas murinas) y ensayar la actividad transcripcional en otros promotores

potenciales de HNF4a.
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14. APENDICES

APENDICE 1

i
L N

PCDNA-WTHNF4a l
R1540 ’ 7745pb

. S -

HNF4o. Exén 4
-G GTC TTACTC GCC ATG GCC TAG TCG TGA GC - 3 Oligo antisentido D126Y
3'- C CAG AAT GAG CGG TAC CGG ATC AGC ACT CG - 5 Oligo sentido D126Y
5-GGTC TTACTC GCC GTG GCC TAG TCG TGA GC - 3° Oligo antisentido D126H
3- C CAG AAT GAG CGG CAC CGG ATC AGC ACT CG- 5 Oligo sentido D126H
nt GCC GTC CAG AAT GAG CGG GAC CGG ATC AGC ACT CGA AGG TCA AGC TAT GAG GAC AGC AGC

aa A V¥V Q N E R D R | S T R R S S ¥ E D S )
120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135136 137 138 139
Exén5

Oligo antisentido R154Q 5-CGC GAG GAC GTC CGC CTC CAG GAC AGG GCT GTC| TAG TGG - &
Oligo sentido R154Q 3 -GCG CTC CTG CAG GCG GAG GTC CTG TCC CGA CAG| ATC ACC - §

nt CTG CCC TCC ATC AAT GCG CTC CTG CAG GCG GAG GTC CTG TCC CGA CAG| ATC ACC TCC
aa L P S 1 NA L L Q@ A E VW L 8§ R Q | T S
140 141 142143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 156 |[156 157 158

Figura A. Mapa del vector de expresion pcDNA-WTHNF4a, a partir del cual se generaron
los vectores de expresion de las mutantes D126H, D126Y y R154Q de HNF4o.
Figura B. Secuencia de nucleétidos y residuos de aminoacidos del exén 4 y parte del
exon 5 de HNF4a. Se muestran la secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la
construccion de las mutantes D126H, D126Y y R154Q mediante la técnica de
mutagénesis sitio dirigida. En letras negritas se muestran los nucledtidos que fueron
modificados para originar los cambios de aminoacidos requeridos. Figura modificada de

Dominguez-Lépez (2003).
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APENDICE 2

Dual-Luciferase ® Reporter Assay, PROMEGA (Cat.# E1910).

PROTOCOLO:
1. LISIS CELULAR:

Se retira el medio de cultivo del cultivo celular.

e Se lavan las células 2 veces con PBS. Se retira el PBS.

e Se afade 100ul de solucion PLB (Passive Lysis Buffer) 1X por pozo.
Cantidad recomendada para una caja de cultivo de 24 pozos.

e Lisis pasiva: se agita la caja de cultivo por 15 minutos.

2. ENSAYO DE LUCIFERASA en una caja de 96 pozos:

Caja con 20l de
lisado-PLB/pozo

Afadir 100

i/deLﬁRll

Medir la actividad
de luciferasa de luciérnaga

.- Afadir 100p de
v ¥ Stop & Glo Reagent

Medir la actividad
de Reniifa luciferasa

LARII: Luciferase Assay Substrate resuspendido en Luciferase Assay Buffer Il (Cat.#E1910).
Stop & Glo® Reagent: StopStop & Glo® Substrate disuelto en Stop & Glo® Substrate Solvent.
Diluir a 1X en Stop & Glo® Buffer (Cat.#E1910).
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APENDICE 3

PBS, pH 7.4:
89 NaCl
0.2g KCl

1 .4g NﬁzHPO.g
0249 KH2P04

Disolver en 800ml de agua desionizada, ajustar el pH con HCI, y aforar a 1L con

agua.
APENDICE 4

Amortiguador hipoténico “A”:

Concentracién final Stock Para 10ml
Hepes 10mM pH 7.9 1™ 100ul
KCI 10mM 3M 33.32ul
MgCl, 1.5mM 200mM 75ul
DTT 1mM * 1M 10ul
H20 9.8ml
APENDICE 5

Amortiguador hiperténico “C”:
Concentracion final Stock Para 10ml
Hepes 20 mM pH 7.9 1™ 200pl
NaCl 0.4M 1M 4ml
MgCl, 1.5mM 200mM 75ul
Glicerol 25% 100% 2.5ml
EDTA 0.2mM 250mM 8ul
DTT 1mM * ™M 10pl
PMSF 0.5mM * 100mM 50ul
H-0 3.16ml
APENDICE 6

Amortiguador “D”:

Concentracion final Stock Para 10ml
Hepes 20 mM pH 7.9 ™M 200pl
KCI 50mM 3M 165ul
Glicerol 25% 100% 2ml
EDTA 0.2mM 250mM 8ul
DTT 1mM * ™M 10ul
PMSF 0.5mM * 100mM 50ul
H»0 7.57mi
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APENDICE 7

PROTOCOLO PARA LA ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRLAMIDA
CON SDS AL 10%.

PREPARACION DE AMORTIGUADORES Y REACTIVOS:
1. Acrilamida/Bis (30% T, 2.67% C)

87.6g acrilamida (29.2g/100ml)
2.4g N’'N’-bis-metileno-acrilamida (0.8g/100ml)

Llevar a 300ml con agua desionizada. Filtrar y almacenar a 4°C en la oscuridad
(maximo 30 dias).

2. Tris-HCI 1.5M pH 8.8

27.23g Tris base (18.15g/100ml)
80ml  agua desionizada

Ajustar el pH 8.8 con HCI 6N. Llevar a un volumen total de 150ml con agua
desionizada y almacenar a 4°C.

3. Tris-HCI 0.5M pH 6.8

69 Tris base
60ml agua desionizada

Ajustar el pH a 6.8 con HCI 6N. Llevar a un volumen total de 100ml con agua
desionizada y almacenar a 4°C.

4. SDS 10% (p/v)
Disolver 10g de SDS en 90ml de agua desionizada, llevar a 100ml.
5. Amortiguador de carga

3.55ml agua desionizada

1.25ml Tris-HCI 0.5M pH6.8

2.5ml  glycerol

2.0ml  SDS10% (p/v)

0.2ml __azul de bromofenol 0.5% (p/v)
9.5ml  Volumen total

Almacenar a temperatura ambiente.
USO: afiadir 50ul de p-Mercaptoetanol a 950ul del amortiguador de carga antes
de usar.
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6. Amortiguador de corrida 10X, pH 8.3

30.3g  Tris base

144.0g dlicina

10.0g SDS

Disolver y llevar a un volumen total de 1L con agua desionizada. No debe
ajustarse el pH con acido o base. Se almacena a 4°C.

USO: se debe preparar a 1X.

7. Persulfato de amonio 10%

Disolver 100mg persulfato de amonio en 1ml de agua desionizada. Debe
preparase justo antes de usarse.

PREPARACION DEL GEL:

GEL ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA 10% GEL CONCENTRADOR
e Acrilamida-bis 30:0.8% 5ml e Acrilamida-bis 30:0.8% 1.67ml
e Tris-HCI 1.5M pH 8.8 3.75ml e Tris-HCI 0.5M pH 6.8 2.5ml
e H,0 6.1ml e H,0 5.7ml
e SDS10% 150ul e SDS10% 100u
e TEMED 10! e« TEMED 10ul
e Persulfato de amonio S0ul e Persulfato de amonio 100

Una vez montados los vidrios, se aplica primeramente el gel al 10%. Se gelifica de
30 a 45 min. Luego, se anade el gel concentrador y se coloca el peine. Gelificar
por 30min. Montar los geles en la camara de electroforesis.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS:

Se colocan en un tubo de 0.5ml:
e 30ug de proteinas nucleares (extracto nuclear)
e Volumen equivalente del amortiguador de carga

Las muestras son calentadas a 95°C por 5min. Luego se colocan en hielo mientras
se cargan.

ELECTROFORESIS DE LAS MUESTRAS:

CONDICIONES: Aproximadamente 2% horas a 80V.
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APENDICE 8
TRANSFERENCIA:

AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA (Tris base 25M, glicina 192M,
metanol 20%)

3.03g Tris base

14.4g (glicina
200ml metanol

Ajustar a 1L con agua desionizada. No es necesario ajustar el pH, debe estar por
arriba del pH 8.0 (generalmente esta a pH 8.2). Si esta por debajo de este valor,
debe desecharse. Almacenar a 4°C.

CONDICIONES: La transferencia se realiza a 100V durante 1hr a 4°C.

APENDICE 9
SOLUCION BLOTTO 5% (PBS, TWEEN 1% y leche en polvo al 5%)

Para 100mi:
100ml PBSpH7.4

100l TWEEN
5g de la leche en polvo descremada
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APENDICE 10

Anticuerpo contra el factor nuclear de hepatocitos 4 o HNF4 humano (Geneka
Biotechnology).

El anticuerpo policlonal de conejo HNF4, purificado por afinidad, fue
generado contra el péptido DYINDRQYDSRGRE inmunizado. Este péptido se
deriva de los residuos de aminoacido 312-325 de la secuencia de la proteina
humana de HNF4 (Geneka Biotechnology). Como se sugiere en el protocolo de
manufactura, para el “western blot” se utiliz6 como control positivo extractos
nucleares de higado de rata. Este control se detecta como una banda de
50-54kDa (Figura 1). Las proteinas HNF4a2 expresadas in vitro en las diferentes
lineas celulares utilizadas en el presente estudio, se detectaron como bandas con

un peso molecular aproximado a 50kDa. Siempre se corrié en el gel un marcador
de peso molecular (BENCHMARK™ Prestained Protein Ladder, GIBCO BRL).

1 2
50kDa— ==

Figura 1. Ejemplo de un “western blot” utilizando un control positivo. 1) Banda
detectada con células RINmSF transfectadas con HNF4a tipo silvestre (30ug).
2) Banda (HNF4a) detectada con el control positivo (20ug de extractos nucleares
hepaticos de rata).
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APENDICE 11

Resultados de la actividad de unién de las mutantes de HNF4a D126H, D126Y
y R154Q en células RINm5F (resultados preliminares®).

Figura A. Actividad de union al DNA de las mutantes D126H, D126Y y R154Q de
HNF4o. Se realizé un ensayo de retardo en gel sobre el elemento de respuesta para
HNF4a del promotor de HNF1a humano utilizando extractos nucleares de células
B-pancreaticas RINmSF transfectadas con las proteinas D126H (2), R154Q (3), D126Y
(4), y tipo silvestre (5). En 1 se emplearon extractos nucleares de células RINmMSF sin
transfectar. La flecha indica el complejo DNA-HNF4a. Figura B. Secuencia del
oligonucleétido utilizado como sonda. Se indican en letras negritas las bases que
corresponden al sitio de union de HNF4a. Figura C. Control de las cantidades de HNF4a
por “western blot”: D126H (1), R154Q (2), D126Y(3) y R154Q (4).

*NOTA: La actividad de union al DNA de las mutantes en las céulas f
pancreaticas RINm5F se estudié con un ensayo de retardo en gel, en el cual, el
elemento de respuesta de HNF4« en el promotor HNF1a (Figura B) fue marcado
radiactivamente e incubado con los extractos nucleares de las células trabajadas.
En este ensayo, si HNF4a esta presente, la migracion del oligonucleétido marcado
en el gel se reduce y aparece una banda retardada (complejo HNF4a-DNA). Si
observamos la figura A, podemos corroborar que HNF4a es expresado en las
células RINm5F (A1) y que es sobrexpresado en A2-A5. Las diferencias
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observadas en la densidad de las bandas en A2 (HNF4a D126H) y en A4 (HNF4qa
D126Y) con respecto a la banda en AS (HNF4a tipo silvestre transfectada) no se
deben a diferencias en la cantidad de proteinas expresadas (Figura C), y pueden
deberse a defectos en la union al DNA de las mutantes en el residuo D126. Estos
experimentos son presentados como preliminares porque se requiere confirmar la
especificidad de la union de HNF4a, por ejemplo, realizando ensayos “supershift”.
Para esto se requiere incubar el extracto nuclear con un anticuerpo especifico
para HNF4a, esto debe ocasionar un mayor retardo de la banda del complejo
HNF4«-DNA debido a que se incrementa el peso molecular del complejo.
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