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RESUMEN 

A diferencia de los hidratos de carbono y los Hpidos, los aminoácidos no tienen un 
almacén permanente en el organismo, por lo que el exceso de aminoácidos 
consumidos en la dieta se elimina a través de las enzimas degradadoras de 
aminoácidos. Una de estas enzimas es la histidasa (Hal), la primera enzima en la ruta 
de degradación de la histidina, que nos da un ejemplo del metabolismo de aminoácidos 
en el hígado. La proteína dietaría puede regular la expresión del gen de la Hal a través 
de cambios hormonales en glucocorticoides y glucagon. Existe una fuerte asociación 
entre el glucagon y la concentración de proteína de la dieta, así como entre la 
concentración de glucagon sérico y la actividad de la histidasa. El glucagon es capaz 
de activar dos posibles rutas de transducción de señales: PKA y PKC. No se conoce 
cuál de estas rutas es preferentemente utilizada por el glucagon para activar la 
expresión de Hal. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue identificar esta ruta y 
aislar la región promotora del gen de la Hal en el hígado de rata para localizar posibles 
elementos de respuesta para AMPc, que es el segundo mensajero del glucagon y para 
glucocorticoides. Los resultados mostraron que la expresión del gen de la Hal era 
inducido 150% por la presencia de glucagon en cultivo primario de hepatocitos después 
de 45 minutos de incubación. La adición de PMA 100 nmol/I, inductor de la vía de 
PKC, incrementó al 100% la concentración de ARNm de Hal después de 4 horas de 
incubación. Los hepatocitos cultivados por 1-2 horas con forskolina 10 mmol/I, 
inductor de la vía de PKA, también incrementó en un 40% la expresión del gen de la 
Hal. Estos resultados indican que la expression génica de Hal es activada tanto por la 
via de PKA como por PKC. La identificación de la región promotora del gen de Hal se 
llevo a cabo por medio de la técnica de ·caminado sobre el Genoma· obteniendo un 
fragmento de 1248 pb. Se determinó que el sitio de inicio de la transcripción se 
encuentra localizado a 404 pb del ATG. Esta secuencia no mostró sitios consenso 
parecidos a la caja TATA o CAA T en las primeras 100 pb hacia la región 5' del sitio de 
inicio de transcripción, pero se encontraron dos sitios putativos para TATA a -152 y 
-263, y dos posibles cajas CAAT a -190 y-283. También existen 6 cajas ricas en GC 
-78, -130, -211, -312, -418, y +2 nt que son posibles sitios de unión para el factor Sp1. 
Así mismo hay siete sitios probables de union para AP1 , 4 sitios GATA, y un sitio de 
unión Oct-1 . Se encontraron secuencias homólogas para varios elementos de 
respuesta para factores de transcripción exclusivos del hígado incluyendo C/EBP, NF­
IL6, y HNF4 y tres posibles elementos de respuesta para glucocorticoides a -390, -446, 
and -528, así como un sitio para el receptor de estrógenos (ER) y para el receptor de 
progesterona (PR) a -218 and -697, respectivamente. La region promotora de Hal fue 
clonada en el vector pGL3 basic y transfectada en células HepG2. La actividad del gen 
reportero luciferasa fue significativamente estimulada por dexametasona (2.9-veces), 
glucagon (0.9-veces), forskolina (0.9 veces) y PMA (2 veces) sobre la expresión basal 
no estimulada. Esta evidencia apoya que el gen de la histidasa es estimulado por las 
rutas PKA y PKC, pero con preferencia hacia la ruta de PKA. De esta manera 
podemos concluir que los nutrimentos contenidos en la dieta son capaces de regular a 
nivel molecular la expresión de los genes de las enzimas degradadoras de aminoácidos 
con el objeto de eliminar el exceso de aminoácidos que puede ser tóxico para el 
organismo. 
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1.INTRODUCCIÓN: 

1.1. GENERALIDADES 

Los aminoácidos son los bloques estructurales a partir de los cuales se 

sintetizan las proteínas en el organismo. El carbono a de los aminoácidos que es 

utilizado por las células es asimétrico, es decir que contiene cuatro sustituyentes 

enlazados covalentemente, un hidrógeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y una 

cadena lateral que es el que da las propiedades químicas de cada uno de los 

aminoácidos. De acuerdo a la estructura química de la cadena lateral, los aminoácidos 

se han dividido en zwitterionicos o neutros, catiónicos o básicos y anionicos o ácidos 

(1). Todas las proteínas en el organismo están constituidas de cualquiera de estos 20 

aminoácidos. Desde el punto de vista nutricio, 8 de los 20 aminoácidos deben ser 

obligatoriamente consumidos en la dieta, a estos aminoácidos se les conoce como 

indispensables. Dos aminoácidos son clasificados como semiindispensables, la tirosina 

y la cisteína, debido a que estos son sintetizados directamente a partir de los 

aminoácidos indispensables fenilalanina y metionina respectivamente. El resto de los 

aminoácidos se les clasifica como dispensables ya que pueden ser sintetizados por el 

organismo. La histidina ha sido clasificada como un aminoácido indispensable durante 

la infancia, y dispensable durante la vida adulta (tabla 1 ). La denominación de 

dispensables no indica que se pueden omitir de la dieta, sino que por un cierto lapso de 

tiempo estos pueden ser sintetizados cuando se encuentran en bajas concentraciones. 

La falta de estos aminoácidos en individuos en crecimiento no permite que la tasa de 

crecimiento sea óptima. 

Después de que se consumen los alimentos, las proteínas son hidrolizadas en el 

estómago y el intestino por medio de proteasas para dar lugar a aminoácidos libres, 

dipéptidos y tripéptidos. Debido a que estos productos son compuestos hidrofílicos, 

requieren de la presencia de transportadores específicos en el intestino para ser 

introducidos al enterocito. Los aminoácidos libres absorbidos se dirigen al hígado vía 

porta, y junto con los aminoácidos procedentes del recambio proteico forman una poza 

común. Estos aminoácidos pueden tener distintos destinos metabólicos. El más 

importante es el de ser utilizados para la síntesis de proteínas. Además, los 

aminoácidos son también uti lizados como precursores de algunas hormonas, 
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neurotransmisores, grupos hemo, bases púricas y pirimídicas, así como también de 

aminoácidos dispensables. Sin embargo a diferencia de los lípidos y de los hidratos de 

carbono, no existe un verdadero almacén de proteínas, por lo que un exceso de 

aminoácidos en la dieta es oxidado. 

Aminoácidos 

Dispensables 

Alanina 
Arginina 

Acido aspártico 
Asparagina 

Acido glutámico 
Glutamina 

Glicina 
Prolina 
Serina 

Histidina (adultos) 

Indispensables 

lsoleucina 
Leucina 
Lisina 

Metionina 
Fenilalanina 

Treonina 
Triptofano 

Valina 

Histidina (infancia) 

Semiindispensables 

Cisteína 
Tirosina 

Tipo de aminoácido 

Zwitteriónico o neutro 
Catiónico o básico 
Aniónico o ácido 

Zwitteriónico o neutro 
Aniónico o ácido 

Zwitteriónico o neutro 
Zwitteriónico o neutro 
Zwitteriónico o neutro 
Zwitteriónico o neutro 

Zwitteriónico o neutro 

Zwitteriónico o neutro 
Zwitteriónico o neutro 

Catiónico o básico 
Zwitteriónico o neutro 
Zwitteriónico o neutro 
Zwitteriónico o neutro 
Zwitteriónico o neutro 
Zwitteriónico o neutro 

Zwitteriónico o neutro 

Zwitteriónico o neutro 
Zwitteriónico o neutro 

Tabla 1. Clasificación nutrimental y por estructura química de los aminoácidos. 
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1.2. METABOLISMO DE LOS AMINOÁCIDOS: 

Los organismos adultos generalmente se mantienen en un estado estable. Una 

entrada constante de nutrimentos, así como salida de energía y productos de 

deshecho permiten a los organismos mantener una composición constante. Cuando el 

estado estable se perturba por cambios en el medio ambiente, como son los cambios 

en la dieta en la cual existe variabilidad en la cantidad y calidad de los nutrimentos, asi 

como la frecuencia con la que se consumen, se cambian los flujos de nutrimentos 

temporalmente, y esto dispara mecanismos regulatorios intrínsecos para mantener la 

homeostasis [2]. La homeostasis del ambiente interno de los mamíferos se logra 

mediante una serie de mecanismos de retroalimentación entre varios tejidos [3]. 

Los principales sistemas responsables para el mantenimiento de la homeostasis 

de las proteínas y aminoácidos corporales son la síntesis y degradación de proteínas, y 

la oxidación de todos los aminoácidos, así como la síntesis de aminoácidos 

dispensables. Cambios en la velocidad de estos sistemas permiten un ajuste en el 

balance de nitrógeno para mantener un equilibrio. Bajo situaciones en donde no se 

alcance el equilibrio se generara un balance negativo dependiendo del grado en el 

cambio en la ingestión de proteína. La oxidación de aminoácidos cambia rápidamente 

en respuesta a una ingestión de aminoácidos alterada; el cambio en la disponibilidad 

de sustratos parece ser determinante al menos inicialmente. Las enzimas involucradas 

en la degradación de aminoácidos también se ven afectadas dependiendo de la 

cantidad de proteína consumida, lo que se traduce en un cambio en su actividad 

específica. El efecto neto de estos factores es la conservación del esqueleto 

carbonado y el nitrógeno de los aminoácidos cuando la ingestión es baja, o por el 

contrario, un incremento en la eliminación de aminoácidos cuando la ingestión excede 

el requerimiento [3, 4] (figura 1). 



Dieta 
Protefnas 

+ 
Amlne>Ocldos Enzimas d~rodadoros 

de aminoácidos + 
Síntesis de • Poza de amlno4cldo1 
Proteínas • 

J. Oxidación 
C02+ H20 

+ 
Compuestos nitrogenados: neurotransmisores, 

hemo, a.a. dispensables, etc. 
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FIGURA 1. Principales sistemas involucrados en la regulación del metabolismo de los 
aminoácidos. 

Para mantener el equilibrio nitrogenado, los aminoácidos se canalizan a 

diferentes vías metabólicas y los principales destinos son: 

1. Incorporación a las proteínas tisulares. Debido a que las proteínas en los 

diferentes órganos y tejidos tienen una vida media, estas son degradadas a sus 

aminoácidos individuales, los cuales regresan a formar parte de la poza de 

aminoácidos libres para ser reutilizados. Este proceso denominado recambio proteíco, 

es de gran importancia para permitir el funcionamiento de los diversos órganos y tejidos 

en diferentes circunstancias. Estudios utilizando la técnica de "dosis de inundamiento• 

con aminoácidos marcados han mostrado que el recambio proteíco varia de un órgano 

a otro. Así se ha establecido que el recambio de proteínas en el intestino es de 

110%/día, en el hígado de apróximadamente 35%1día, y en el músculo esquelético de 5 

a 6%/día. De esta manera el aporte de aminoácidos a la poza de éstos por los 

diferentes órganos y tejidos será diferente (5-8). 
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2 . Algunos aminoácidos libres son utilizados para la síntesis de nuevos compuestos de 

nitrógeno, tales como bases púricas, creatina o neurotransmisores. La consecutiva 

degradación de estos productos generalmente no va seguida del retorno de los 

compuestos finales al depósito de aminoácidos. Por otro lado, los aminoácidos 

dispensables se forman en el organismo usando grupos amino derivados de 

aminoácidos indispensables [9]. 

3. Parte de los aminoácidos libres son catabolizados. El grado de oxidación de los 

aminoácidos depende de la concentración de aminoácidos en la dieta. Debido a que no 

existe un verdadero almacén de proteínas en el organismo todo exceso de 

aminoácidos es catabolizado. Esto se ha demostrado a través de estudios utilizando la 

técnica de balance de nitrógeno. Cuando se consumen concentraciones de proteína 

por arriba del requerimiento de un individuo, este no incrementa su contenido de 

nitrógeno corporal. Es decir, no aumenta la retención de nitrógeno, lo que indica que 

existen mecanismos que mantienen un nivel de nitrógeno corporal (1 O, 11 ]. Cuando 

aumenta la oxidación de aminoácidos, el esqueleto carbonado de éstos se pierde en 

forma de C02 o queda a su disposición como glucógeno y grasa, mientras que el 

nitrógeno es eliminado en forma de urea [12]. 

Se ha determinado que deben existir mecanismos específicos que mantienen la 

homeostasis del nitrógeno corporal. La evidencia muestra que los mecanismos 

involucrados en el mantenimiento de la homeostasis son dependientes de los ajustes 

que se llevan a cabo en el sistema endócrino y de cambios en la actividad enzimática 

[3). Se ha demostrado que la existencia de estos mecanismos es esencial para el 

correcto funcionamiento del organismo, y que cuando fallan como sucede en individuos 

con defectos congénitos en el catabolismo de aminoácidos, por ejemplo en el caso de 

la fenilcetonuria o del síndrome de jarabe de arce, en donde hay una deficiencia en la 

actividad de las enzimas feni lalanina hidroxilasa o deshidrogenasa de los cetoácidos de 

cadena ram ificada respectivamente, se produce una acumulación de los 

correspondientes aminoácidos fenilalanina o aminoácidos de cadena ramificada en la 



7 

sangre lo que ocasiona diversas anormalidades incluyendo deterioro neurológico, crisis 

metabólicas y retraso mental. Esto indica el efecto tóxico que puede ocasionar una 

acumulación de exceso de aminoácidos y de que no existe un almacén permanente 

para ellos. El hecho que una dieta alta en proteína no produzca una acumulación de 

las mismas en el cuerpo nos indica que no existe un almacén de proteínas. La 

retención de nitrógeno y el crecimiento se ven disminuidos si un aminoácido es 

eliminado de la dieta en individuos en crecimiento o se produce un balance de 

nitrógeno negativo en adultos [4, 9, 13, 14]. Estos hallazgos han permitido establecer 

cuales son los sitios que controlan la homeostasis de nitrógeno corporal. 

Destino de los aminoácidos 

El destino de los aminoácidos ya sea para ser utilizados en la síntesis de 

proteínas o para su degradación depende de las constantes de Michaelis-Menten (Km) 

de las aminoacil-ARNt sintetasas y de las enzimas degradadoras de aminoácidos. Se 

ha determinado que las Km's de las aminoacil-ARNt sintetasas son de 1/10 a 1/100 

más pequeñas (con mayor afinidad) que las Km's de las enzimas degradadoras de 

aminoácidos (tabla 2). Por lo tanto los aminoácidos son canalizados proteínas, un gran 

porcentaje de aminoácidos es canalizado hacia su oxidación en presencia de enzimas 

degradadoras de aminoácidos [4, 14). 

Sitios de control de la utilización de aminoácidos 

Los aminoácidos son retenidos temporalmente en el cuerpo de una manera muy 

efectiva. Por un lado las proteínas provenientes de la dieta son digeridas casi 

completamente y los aminoácidos liberados de la digestión son absorbidos totalmente; 

por otro lado, la reabsorción de aminoácidos del filtrado glomerular es altamente 

eficiente. De ahi que existan solamente dos sitios de control para la utilización de 

aminoácidos 1) síntesis de proteínas a través de las amino acil ARNt sintetasas y 2) 

degradación de aminoácidos. Si alguno de estos dos mecanismos está defectuoso o se 

encuentra sobrecargado, un mecanismo restante como es la disminución en la 

ingestión de alimentos previene la acumulación de aminoácidos [4, 9, 13, 14). 
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Amino acll ARNt slntetasas 

los aminoácidos son utilizados principalmente para la síntesis de proteínas 

debido a que las aminoacil-ARNt sintetasas funcionan a su máxima velocidad (Vmax) 

a bajas concentraciones de aminoácidos. Estas enzimas catalizan la unión de los 

aminoácidos a sus correspondientes ARN de transferencia (ARNt) en presencia de 

ATP. los ARNt ya cargados con sus aminoácidos pueden unirse a su correspondiente 

codón presente en el ARN mensajero para ser utilizados en los ribosomas durante la 

síntesis de proteínas. Existe una aminoacil-ARNt sintetasa para cada uno de los 20 

aminoácidos. Este resulta ser un mecanismo preventivo para evitar que los 

aminoácidos sean oxidados. Por el contrario, cuando se consume una dieta alta en 

proteína, las concentraciones de aminoácidos aumentan significativamente por lo que 

se activan las enzimas degradadoras de aminoácidos [15, 16]. 

Síntesis de proteínas 

Los aminoácidos provenientes de la dieta son preferencialmente utilizados para 

la síntesis de proteínas debido a la mayor afinidad de los aminoácidos por las amino 

acil ARNt sintetasas (valores de Km en el rango de µM). Por lo que los ARNt están 

siempre cargados con sus aminoácidos permitiendo una continua síntesis de proteínas. 

El consumo de la dieta estimula la producción de insulina, esta hormona a su vez 

estimula la síntesis de proteínas a través de un aumento en el transporte de , 
aminoácidos hacia diferentes órganos o tejidos [17] y activa factores de iniciación del 

proceso de síntesis de proteínas que ocurre en los polisomas. los aminoácidos por si 

solos no estimulan la síntesis de proteínas a excepción de la leucina y posiblemente la 

glutamina. La leucina en presencia de la insulina tiene un efecto aditivo sobre el 

incremento en la velocidad de síntesis de proteínas [18]. la leucina acelera la síntesis 

de proteínas aumentando la formación del factor de iniciación 4F (elF4F). Se ha 

propuesto que este aminoácido activa directamente a la cinasa mTOR y esta a su vez 

fosforila al factor elF4F o que la cinasa mTOR fosforile a las proteínas p70
56

k y 4E­

BP1 que a su vez activan al factor elF4F (19-21]. 
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Enzimas degradadoras de aminoácidos 

Las enzimas degradadoras de aminoácidos son enzimas que se encargan de 

eliminar el exceso de aminoácidos que es tóxico para el cuerpo. Estas enzimas son las 

primeras en la ruta de degradación de cada uno de ellos y controlan el flujo de su 

degradación. Generalmente estas enzimas tienen baja afinidad por su sustrato para 

evitar que bajas concentraciones de aminoácidos en el cuerpo sean oxidadas (4, 14]. 

La mayoría de estas enzimas se encuentran en el hígado con la excepción de la 

enzima degradadora de los aminoácidos de cadena ramificada, que se encuentra en la 

mayoría de los tejidos extrahepáticos [22, 23] . 

Enzimas degradadoras de 

Concentración hepática Km 
Aminoácidos 

Baja proteina Proteína adecuada Amino acil 
(6%) (24%) sintetasa Nombre Km 

10_. M M M 

Triptofano 0.4 1.0 1X 10 -6 Triptofano oxigenasa 1.S x 10-4 
Treonina 1.8 to.O 4 X 10-6 Treonina deshidratasa 2.9 X 10-2 

Valina 2.8 6.4 1X10 _. Aminotransterasa AACR 4.3 X 10 -3 
Arginina 0.1 0.2 2x10-6 Arginasa 2.4X10-3 
lsoleucína 1.6 3.2 5 X 10 -6 Aminotransferasa AACR 8.0 X 10 -4 

Tirosina 2.3 3. 1 4x10-5 Tirosina aminotransferasa 1.Sx 10 -:i 
Serina 14.6 12.4 Sx 10_.. Serina deshidratasa 5.2 X 10 -2 

Fenilalanina 1.7 2.S J X 10 ·5 Fenilalanina hidroxilasa 1.1X10 "3 

Tabla 2. Comparación de las concentraciones hepáticas de algunos aminoácidos en 

relación a la constante de Michaelis-Menten (Km) de las aminoacil-tRNA sintetasas y 

de las enzimas degradadoras de aminoácidos. 
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1.3. LA HISTIDASA 

La histidasa (histidina-amonia liasa (HAL): EC 4.3.1 .3.) es la enzima 

degradadora de la histidina que cataliza la desaminación irreversible no oxidativa de 

histidina para formar ácido urocánico (24) (figura 2). 

H 

..-----< CH2CH(NH2) COOH 
1 

,.----< C=C-COOH 
1 

NH .. N NH N 

/NH3 H 

HISTIDINA AC. UROCANICO 

FIGURA 2. Reacción cata/izada por la Histidasa. 

En mamíferos, la histidasa está localizada principalmente en el hígado, aunque 

también se ha registrado actividad en la epidermis [25]. La enzima de ambos tejidos 

tiene la misma Km, y tienen un patrón de expresión durante el desarrollo muy 

diferente. Mientras en el hígado se va aumentando la concentración de la enzima, en 

la piel va disminuyendo conforme se va madurando hasta llegar al estado adulto (25]. 

La deficiencia de la histidasa produce histidinemia, que resulta de la ausencia 

hereditaria de la enzima (26). En la histidinemia, la deficiencia de la histidasa produce 

la disminución del contenido de ácido urocánico en la piel, cuya función parece ser la 

de proteger al individuo de los rayos U.V, lo que llevaría a los pacientes a un mayor 

riesgo de padecer cáncer de la piel [27). En pacientes con histidinemia, la histidina es 

transaminada por una ruta alternativa en el hígado, para formar derivados de imidazol, 

cuyos metabolitos son encontrados en la orina. A pesar de esto, en la mayor parte de 

los casos conocidos de histidinemia, se ha observado un desarrollo normal del sujeto, y 

en muy pocos pacientes ha habido daño al sistema nervioso central. No hay evidencia 

de que la histidinemia sea perjudicial para el crecimiento, salud o desarrollo intelectual, 

por lo que la enfermedad se considera como "benigna• [28]. 
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La histidasa tiene un peso molecular de aproximadamente 216 kDa y está 

formada por tres subunidades idénticas de 72 kDa cada una. La enzima tiene un pH 

óptimo de 8.5. El valor de Km para la L-histidina es de 2.0 mM a pH fisiológico (26]. 

El gen de la histidasa humana está localizado en el cromosoma 12 (q22-

12q24.1) (29), y su ADNc también ha sido identificado (30, 31 ]. El gen humano tiene 

aproximadamente 25 kb y consiste de 21 axones. Su región promotora contiene 

secuencias homologas a sitios de unión de varios factores de transcripción específicos 

de hígado, que responden a glucocorticoides, así como sitios que responden a AMPc. 

El ADNc de la histidasa de rata tiene 2.2 kb con un marco de lectura abierta (ORF) de 

1971 pb que codifica para un polipéptido de 657 aminoácidos con una masa molecular 

de 72, 165 Da (32]. La histidasa de rata tiene una homología de 41 y 43% con las 

histidasas de Pseudomonas putida y Bacillus subtilis, respectivamente y una homología 

de alrededor de 90% entre el gen de la histidasa humana y la de murino [31]. 

1.4. EFECTO DE LA PROTEfNA DIETARIA SOBRE EL METABOLISMO DE 
AMINOÁCIDOS Y SU RELACIÓN CON LAS HORMONAS: 

La poza metabólica de los aminoácidos puede verse afectada por varios factores 

como son la oxidación de aminoácidos que juega un papel importante en respuesta a 

modificaciones en la ingestión de proteínas [33]. Otro factor determinante es la 

disponibilidad de aminoácidos, ya que las enzimas involucradas en su oxidación 

también se ven afectadas, presentando modificaciones en su actividad y/o en su 

concentración como respuesta a cambios en la concentración de proteínas o 

aminoácidos de la dieta. Cuando el nivel de proteínas de la dieta es alterado, se afecta 

la disponibilidad de aminoácidos para las diferentes pozas del cuerpo, variando el 

aporte de aminoácidos a los diferentes tejidos u órganos. Así, la mayoría de los 

aminoácidos indispensables sufre una abundante oxidación en el hígado, mientras que 

en otros tejidos es muy baja. 

La actividad de algunas enzimas involucradas en la oxidación de los 

aminoácidos incrementa en respuesta a una elevada ingestión de proteínas, tal es el 

caso de ciertas aminotransferasas y de enzimas degradadoras de aminoácidos del 

hígado [34, 35]. Las modificaciones en la actividad de estas enzimas a corto plazo 
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pueden explicarse en base a la disponibilidad de substrato, es decir, cambios en la 

concentración tisular de los aminoácidos que resultan en cambios paralelos en su 

oxidación [11, 36]. Por otra parte, existe un mecanismo a largo plazo que incluye un 

cambio en la expresión de genes que regulan la actividad de varias enzimas 

degradadoras de aminoácidos. El cambio en la expresión génica de estas enzimas 

puede ser regulado por un cambio hormonal causado por la ingestión de diferentes 

concentraciones de proteína. Los cambios hormonales tienen un papel esencial en la 

adaptación del individuo a la ingestión de proteínas y de energía [37]. 

Se ha demostrado que la concentración de algunas hormonas en el plasma de la 

rata [38], así como en el ser humano [39) varia de acuerdo a la dieta. Conforme se 

eleva la concentración de proteína en la dieta, se eleva la concentración plasmática de 

tiroxina, glucagon y corticoesterona, mientras disminuyen las concentraciones de T3, 

norepinefrina y epinefrina [39). 

La ingestión de dietas desequilibradas produce cambios adaptativos en la 

estructura, función y composición enzimática de los tejidos para permitir la 

supervivencia más larga posible del organismo. Las hormonas median muchos de 

estos cambios enzimáticos; sin embargo algunos cambios son efecto directo de los 

nutrimentos. Además de afectar la velocidad de secreción de las hormonas, cambios 

en las concentraciones de substratos en el plasma pueden inducir efectos indirectos en 

el metabolismo. Por ejemplo, el glucagon y la hormona del crecimiento que se secretan 

en respuesta a la hipoglicemia, no solo estimulan reacciones para regresar la 

concentración de glucosa sanguínea a la normalidad, sino también estimulan la salida 

de otros compuestos, como aminoácidos para la gluconeogénesis [3]. 

Mecanísmos de acción de las hormonas peptídicas: Las hormonas 

peptídicas en general actúan por medio de un receptor localizado en la membrana. 

Algunos de estos receptores al ser activados por su ligando presentan actividad de 

tirosina cinasas, y de esta manera inician cascadas de fosforilaciones que producen 

efectos específicos en la célula, como la insulina (40]. Por otro lado, un gran número 

de hormonas, neurotransmisores, mediadores locales y estímulos sensoriales ejercen 

su efecto en las células y los organismos mediante la unión a receptores acoplados a 
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proteínas G, las cuales activan enzimas que generan segundos mensajeros (40). 

Están formadas por las subunidades a, ~ y y ; y se conocen cuatro clases principales 

de proteínas G: Gs, que activa a la adenilato ciclasa, Gi, que inhibe a la adenilato 

ciclasa, Gq que activa a la fosfolipasa C (PLC), y G12 y G13. de función desconocida 

[40) (figura 3). 

Las proteínas G están inactivas cuando están unidas a GDP, y se activan al 

intercambiarse el GDP por el GTP a la subunidad alfa. La unión de GTP produce la 

disociación de Ga-GTP de las subunídades G~y. La desactivación de las proteínas G 

es necesaria para finalizar la respuesta celular y ocurre cuando la subunidad Ga 

hidroliza GTP a GDP [40). Aunque la mayoría de los receptores acoplados a proteína 

G median la transducción de señales via proteínas G, existe evidencia de que algunos 

de estos receptores también son capaces de enviar señales por moléculas de 

señalización alternativas, como la Jak2 cinasa, PLC, o PKC [41 ]. Se conoce 

ampliamente que las enzimas activadas por las proteínas G generan AMP cíclico 

(AMPc) o diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato respectivamente, los cuales funcionan 

como segundos mensajeros. El AMPc activa la PKA a través de disociar las 

subunidades represoras de las catalíticas de esta enzima. Una vez activada la PKA, 

esta es capaz de promover la activación de múltiples vías metabólicas por medio de la 

fosforilación de enzimas o proteínas específicas. La activación de la PKA también 

puede estimular la transcripción de algunos genes por medio de la fosforilación de 

factores de transcripción que pertenecen a la familia CREB (cAMP Responsive Element 

Binding Protein), los cuales una vez fosforilados se unen a los Elementos de Respuesta 

a AMPc (CRE) presentes en los promotores de dichos genes. Existen otros factores 

que se conoce también se activan por la presencia del AMPc, como por ejemplo el 

factor AP1 (42-46]. 

El glucagon es una hormona que incrementa las concentraciones de AMPc. En 

la actualidad se conoce un solo receptor para esta hormona, sin embargo se ha 

descubierto que en células hepáticas no solo incrementa los niveles de AMPc a través 

de su acoplamiento con la adenilato ciclasa, sino que también es capaz de activar 

proteínas G que interactúan con la fosfolipasa C generando diacilglicerol e inositol 1,4, 
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5 trifosfato; esto permite una mayor versatilidad de esta hormona sobre los efectos que 

puede generar (47-49] (figura 4). 

N 

Receptor acoplado 
a proteínas G 

' ' GTP GTP 

Canales iónicos 
Pl3K 

Fosfolipasas 
Adenililcidasas 

Cinasas de receptores 

' GTP GTP 

Canales iónicos 
Inhibición de AMPc 

Fofolipasas 

lni:remento DAG 
Incremento AMPc IP3 

Activa Rho 

FIGURA 3. Los receptores acoplados a proteínas G activan diversas vías de 
transducción de señales. 
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Figura 4. Diagrama de los dos sistemas de transducción de señales del glucagon. 
R=receptor, A C=Adenilato ciclasa, PIP=fosfatidilinositol-4, 5-bifosfato, DG= 
diacilglicerol, /ns P3=inositol trifosfato, PLC= fosfolipasa C. 

1.5. REGULACIÓN DE LA EXPRESI ÓN GÉNICA DE ENZIMAS 
DEGRADADORAS DE AMINOÁCIDOS: 

Los nutrimentos, así como las hormonas también controlan la expresión de los 

genes [50 , 51]. En los últimos años se ha identificado que componentes dietarios tales 

como los ácidos grasos poliinsaturados, colesterol , glucosa. fructosa, minerales 

específicos como el hierro, y vitaminas liposolubles como el ácido retinoíco intervienen 

en la expresión de ciertos genes. Los blancos de estos nutrimentos incluyen: a las 

proteínas nucleares y a los elementos que actúan en cis que regulan la transcripción; 

también a los eventos como el proceso de corte-empalme y proteínas específicas que 

modifican la estabilidad del ARN y la velocidad de traducción del ARNm (52-56]. Las 

enzimas degradadoras de aminoácidos son especialmente sensibles a cambios en la 
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dieta, incrementando su actividad con una dieta alta en proteína y disminuyéndola con 

una dieta alta en hidratos de carbono y baja en proteína. La concentración de proteína 

requerida para inducir cambios en las enzimas degradadoras de aminoácidos es 

variable de acuerdo a la enzima [57). Sin embargo, existe poca información sobre el 

efecto de la proteína dietaría y por lo tanto de los aminoácidos en la ruta de la 

expresión génica. 

Los nutrimentos pueden regular la vía de expresión de genes que codifican para 

diferentes enzimas actuando directamente o generar un estado hormonal específico en 

el organismo, y regular así la expresión de algunos genes [58]. 

La transcripción de diversos genes que están preferencialmente expresados en 

el hígado, es específicamente disminuida en animales que consumen dietas con 

restricción de proteína, tal es el caso de la mayor parte de las enzimas involucradas en 

el metabolismo de aminoácidos. 

El nivel de transcripción de los genes expresados en el hígado depende en parte 

de los factores de transcripción presentes en el mismo, como son los factores 

nucleares de hepatocitos (HNF) y las proteínas que responden al potenciador CCAA T 

(C/EBP). Marten y cols. [59] mostraron que la restricción en la proteína dietaría 

provoca diversos cambios en la actividad de unión al ADN de varios factores de 

transcripción, como HNF1 , HNF3 a y ~ . HNF4, C/EBP a y~ y SP1 , teniendo un 

considerable efecto en la transcripción de diversos genes. Esto parece ser debido a los 

cambios hormonales del organismo en respuesta al cambio de la proteína dietaría, por 

ejemplo, se sabe que los aminoácidos son capaces de estimular la secreción de 

glucagon y de glucocorticoides pero estimulan muy poco la secreción de insulina [39, 

60). 

Algunos ejemplos de enzimas involucradas en el metabolismo de aminoácidos, 

cuya transcripción se ve afectada por la dieta y por lo tanto, por las hormonas, son la 

serina deshidratasa (SDH, E.C. 4.2.1.13.), la tirosina aminotransferasa (TAT, E.C. 

2.6.1.5.) y la histidasa (HAL, E.C. 4.3.1 .3.), entre otras. 
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Serina deshidratasa: Cuando el gen de la SDH se activa por la proteína 

dietaria. una región hacia 5' (upstream) se sensibiliza a la acción de la nucleasa 

ADNasa 1, indicando un cambio en la estructura de la cromatina en estas áreas. y que 

estas áreas hipersensibles están cerca del sitio de inicio de la transcripción. El estado 

de nutrición y hormonal puede activar o inactivar la transcripción del gen de la SDH 

controlando factores regulatorios que actuan en dichas regiones del gen (61). Haas y 

Pitot (62] demostraron que la región promotora del gen de la SDH posee elementos de 

respuesta para AMPc (CRE) que son los responsables de la inducción de este gen por 

AMPc y por glucocorticoides, ya que la capacidad de unión de la proteína que une a 

CRE (CREB) se incrementa con AMPc y dexametasona juntos. lo que demuestra que 

la inducción sinérgica del gen de SDH por AMPc y dexametasona es a través de un 

sitio CRE y se debe en parte a la regulación de la unión CREB-ADN con el tratamiento 

con glucocorticoides. 

Tirosina aminotransferasa: Nitsch y cols. (63] reportan una represión en la 

actividad del gen de la TAT por insulina y una estimulación por glucocorticoides y 

glucagon, y plantean un modelo para las bases de la especificidad tisular del control 

hormonal de la TAT: Observaron que existen dos potenciadores a -2.5 y - 3.6 kb a 

partir del sitio de inicio de la transcripción, que responden a glucocorticoides y 

glucagon, respectivamente, los cuales sinergizan con sitios de unión para los factores 

de transcripción enriquecidos del hígado como son HNF3 y HNF4 (Factores Nucleares 

de Hepatocitos). Por lo tanto, la interdependencia de los elementos que responden a 

hormonas y los motivos potenciadores célula-específicos parecen ser la base de la 

inducción hormonal de la expresión génica de la TAT específica del hígado y puede 

proveer la conección para la activación del gen durante el desarrollo (63). 
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1.6. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE LA HISTIDASA: 

Diversos estudios han mostrado que la administración de glucocorticoides, 

AMPc o glucagon incrementan considerablemente la actividad de la histidasa bajo 

diferentes cantidades de proteína dietaria [64-69). El análisis de las constantes 

cinéticas de la histidasa ha revelado que al incrementar el contenido de proteína en la 

dieta, aumenta la Vmax, sin cambio en la Km. Esto indica que el aumento en la 

actividad enzimática se debe a un aumento en la cantidad de enzima degradadora y no 

a un cambio en la afinidad de la enzima por su sustrato. Esto se confirmó al observar 

que los cambios en la actividad de la HAL se asocian con incrementos en la 

concentración de proteína y en su ARNm específico y que también son inhibidos por 

una dieta alta en hidratos de carbono [70]. Esta inducción no se lleva a cabo en 

respuesta a diferentes concentraciones de histidina, su sustrato, sino únicamente en 

respuesta a un aumento en la ingestión de proteína [71). Estudios en nuestro 

laboratorio han demostrado que situaciones catabólicas que ocurren al consumir una 

dieta desequilibrada en aminoácidos (72], o como consecuencia de un padecimiento 

como el síndrome nefrótico [73] generan un estado hormonal que también induce la 

expresión de enzimas degradadoras de aminoácidos para utilizar los aminoácidos 

provenientes de la proteolisis del músculo como fuente de energía. Este proceso es 

temporal ya que en una desnutrición prolongada reprime tanto la producción de IGF-1 

[74), que es un indicador del estado nutricio, así como la expresión de los genes de las 

enzimas degradadoras para prevenir la degradación de aminoácidos. Sin embargo, 

después de una rehabilitación nutricia con una cantidad adecuada de proteína 

rapidamente se reestablece la capacidad de inducción de los genes de enzimas 

degradadoras de aminoácidos [75]. Por otro lado, la administración de hormonas 

(glucagon y glucocorticoides) regulan la expresión del gen de la histidasa (70]. 

Hallazgos mas recientes en nuestro laboratorio mostraron que existe una correlación 

significativa entre la concentración de proteína ingerida, las concentraciones séricas de 

glucagon y la actividad de la HAL. 

La administración de actinomicina O, un inhibidor de síntesis de ARN, inhibe la 

estimulación por glucocorticoides del ARNm de la HAL. Por otro lado, la administración 

de cicloheximida, un inhibidor de la síntesis proteica, bloquea la inducción de la HAL 
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por acetato de hidrocortisona, lo que sugiere que la regulación del gen de la HAL es a 

nivel pretraduccional [65, 76). 

Al estudiar la región 5' terminal del gen de la histidasa humana (31) se 

encuentra que tiene algunas regiones consenso correspondientes a elementos que 

responden a glucocorticoides, AMPc y a otros factores de transcripción del hígado. 

También contiene algunos sitios AP1 que responde a ácido retinoíco, pero requiere de 

la presencia de AMPc para que sea funcional [77, 78). Esto resulta interesante porque 

en estudios realizados en nuestro laboratorio se encontró que la deficiencia de retino! 

disminuye la actividad enzimática de la HAL en 40%. La administración de ácido 

retinoíco aumentó nuevamente la actividad de HAL hasta alcanzar los niveles del grupo 

control. La deficiencia de retinol disminuye la concentración de ARNm de la HAL, pero 

al administrar una dosis de ácido retinoíco se reestablece la expresión de HAL hasta 

los niveles observados en las ratas control. (79) 

Por otro lado, Sano y cols. [80) reportaron una región adicional de 384 pb al 

ADNc reportado anteriormente (2136 pb) [32) correspondiente a la región 5' no 

traducida del gen de la HAL de hígado de rata, pero la región promotora no se 

conocía hasta la realización de este trabajo. 
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1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

Se conoce que el consumo de dietas con un alto contenido de proteína 

incrementan la actividad, la concentración de la enzima HAL y de su ARNm [71). 

Además, se comprobó que la regulación de la expresión del gen de la HAL en el 

hígado de rata está mediada por hormonas catabólicas como glucocorticoides y 

glucagon [70) y no por el substrato específico de HAL [71). Se desconoce qué ruta de 

señalización utiliza el glucagon para inducir el gen de HAL , por lo que el conocer cuál 

de las dos probables rutas de señalización utiliza esta hormona aportará nuevos 

conocimientos a esta área de la Nutriología Molecular. 

Al estudiar la región promotora del gen de otras enzimas degradadoras de 

aminoácidos (TAT y SDH) [62, 63) así como la del gen de la histidasa humana se han 

encontrado sitios consenso para elementos de respuesta a AMPc, glucocorticoides, 

AP1 y algunos otros factores de transcripción específicos de hígado. 

La región promotora del gen de la histidasa de rata no se conoce, por lo que 

resultará interesante conocer qué otros factores regulan dicho gen, el cual es 

representativo de todas las enzimas degradadoras de aminoácidos expresadas en el 

hígado, y por lo tanto nos dará un parámetro para conocer la regulación del 

metabolismo de nitrógeno en el organismo. 
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2. OBJETIVOS: 

2.1. OBJETIVO GENERAL: 

Identificar y caracterizar la región promotora del gen de la histidasa (HAL) de la 

rata, así como la ruta de señalización por la que el glucagon la activa en el 

hígado. 

2.2. OBJETIVOS ESPECíFICOS: 

1. Aislar y secuenciar la región reguladora 5' del gen de la histidasa. 

2. Identificar el (los) sitio(s) de inicio de la transcripción y la región promotora del 

gen de la HAL de rata en el hígado. 

3. Identificar los posibles elementos de respuesta de la región promotora del gen 

de la HAL de hígado de rata y su funcionalidad. 

4. Identificar la ruta de señalización que utiliza el glucagon para inducir el gen de la 

HAL de hígado de rata. 

3. HIPÓTESIS: 

El gen de la histidasa (HAL) de rata es regulado transcripcionalmente en el 

hígado por hormonas (glucocorticoides y glucagon) mediante la unión de factores de 

transcripción con elementos de respuesta específicos en su región reguladora 5'. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS: 

4.1. Clonación de la reglón flanco 5' del gen de la HAL de higado de rata: 

Para caracterizar el promotor del gen de HAL se utilizó la estrategia mediada por 

PCR de caminado por el genoma. Se utilizaron iniciadores específicos antisentido en 

la región 5' del ADNc de la HAL y primers sentido con adaptador de secuencia 

conocida para amplificar fragmentos genómicos del gen HAL de rata utilizando ADN 

genómico ligado a adaptador como templado (Genome Walker Kit, CLONTECH, Palo 

Alto, CA) (figura 5). 

Los iniciadores se diseñaron a partir de la secuencia reportada previamente del 

ADNc de la HAL humana tomando en cuenta lo siguiente: 

1. El primer exón del gen humano tiene 218 bases, el codón de iniciación ATG 

se encuentra en la base 244 por lo que se encuentra en el segundo exón del 

gen. 

2. Para diseñar los iniciadores específicos se utilizaron las 150 primeras bases 

del exón 2 del humano (que tiene una alta homología con el ADNc de la rata) 

y se analizaron con el programa "Oligo 5• (Oligo 5) buscando las siguientes 

características: 

a. Los primers debían ser de 25-28 nucleótidos de largo. 

b. Tener un contenido de G/C de 40 - 60% para asegurar el alineamiento 

del templado a la temperatura de 67° C. 

c. No debían formar uniones intramoleculares de hidrógeno. 

d. Las secuencias 3' de los iniciadores específicos no debían alinearse 

con las secuencias 3' de los iniciadores sentido con adaptador. 

e. No debía haber más de 3 G's y C's en las últimas 6 posiciones en el 

extremo 3' del iniciador. 

f. Se debían diseñar iniciadores anidados. 

Finalmente se obtuvieron las siguientes secuencias: 

INICIADOR ESPECÍFICO EXTERNO ANTISENTIDO (GSP1): 

5' TTG TTC TTC ATG TAG CGC CGC ACA G 3' 

INICIADOR ESPECIFICO INTERNO ANTISENTIDO (GSP2): 

5' AAC ACT GAG CTT CCC GTC CTG GCA G 3' 
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6. Control negativo 
7. Control positivo 
8. MPM 

1.MPM 
2.EcoRV 
3. Scal 
4. Oral 
5.Pvull 
6.SSpl 
7. Control negativo 
8. Control pos~ivo 
1.5Kb 

Figura 5. Diagrama representativo de la obtención de la región 5 'del gen de la 
histidasa de hígado de rata. A. PCR utilizando como templado fragmentos con 
adaptador (AP) de DNA genómico de rata obtenidos con diferentes enzimas de 
restricción. B. PCR anidado para la obtención de una banda de aproximadamente 
1300 pb correspondiente a la región 5' del gen de la HAL. 
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las condiciones del PCR fueron las recomendadas en el manual del usuario. 

Brevemente, se realizaron dos reacciones de PCR: En la primera se utilizaron como 

templado los 5 fragmentos de DNA genómico de rata obtenidos con las enzimas de 

restricción EcoRV, Sspl , Oral, Pvull y Scal. Se les adicionó amortiguador 10X Tth, 

dNTP's 10 mM, Mg(Oac)2 25mM, y los primers AP1 (adaptador) y GSP1 (exón 1 del 

gen de la HAl) y la enzima "advantage genomic polymerase mix". Para el PCR 

anidado, se utilizaron los primers AP2 y GSP2 y diluciones de los productos del PCR 

primario como templado. Todas las reacciones fueron incubadas en un termociclador 

Perkin Elmer 9600 con los siguientes programas: 

PCR primario 7 ciclos 94ºC 2s 

72ºC 3 min 

32 ciclos 94ºC 2s 

67°C 3 min 

HOlO 67ºC 4 min 

Para el PCR anidado se diluyeron cada uno de los productos obtenidos del PCR 

primario (1 µJ en 49 µ1 de agua estéril). 

PCR anidado 5 ciclos 94ºC 2s 

72ºC 3 min 

32 ciclos 94ºC 2s 

67ºC 3 min 

HOLD 67ºC 4min 

El producto amplificado fue digerido con las enzima de restricción Rsal y 

subclonado en el sitio Smal del vector p-Bluescript KS(+) y secuenciado en ambos 

sentidos por el método de terminación en cadena utilizando dideoxinucleótidos 

terminadores marcados con 33P [81 ]. los productos de las reacciones se separaron en 

geles de poliacrilamida (8%)/urea 4M y secados en un secador de geles antes de 

exponerlos a una placa de radiografía (Kodak Biomax MR) a -70°C. 
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Clonación d irigida en el vector p-Bluescript 11 (KS+): 

El vector p-Bluescript 11 (KS+) {GenBank # X52327) {Stratagene) es un plásmido 

de 2961 pb derivado de PUC 19. Posee un sitio de clonamiento múltiple enmarcado 

por los promotores T3 y n. Es resistente a la ampicilina para selección de clonas 

positivas por antibiótico y además es posible hacer selección de color ya que posee el 

gen LacZ {figura 6). 

Amo 

pBluescript 11 KS + 
3.0 kb 

pUC ori 

...... Kpnl 

FIGURA 6. Mapa del vector p-Bluescript 11 (KS+). MCS=Sftio de Clonamiento Múltiple 
(www.stratagene.com). 

Preparación de células competentes (E. coli XL-1 Blue y DH5a con CaCl2 ): 

Se cultivaron las células de E. coli a una fase Log (ODsgo = 0.4), para después 

concentrarlas por centrifugación y resuspenderlas en una solución de CaCl2 (CaCl2 60 

mM, glicerol 15%, PIPES 10 mM pH 7.0): La exposición a los iones calcio ocasiona 

que las células se hinchen y puedan capturar más fácilmente el ADN de un plásmido 

después de un choque térmico (82]. 
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Obtención del plásmido p.Bluescript-HAL y pGL3b-Hal: 

El vector se digirió con la enzima de restricción EcoRV (Roche) y el inserto 

(HAL) se digirió con Rsal. La digestión con Rsal produjo 2 fragmentos: el primero de 

aproximadamente 1000 pb y el segundo de aproximadamente 300 pb. Et vector fue 

posteriormente defosforilado con fosfatasa alcalina (Roche) y purificado por extracción 

con fenol-cloroformo y precipitación con etanol [81]. 

El inserto se obtuvo a partir de la electroelución de varios productos de PCR 

(Genome Walker) y la posterior purificación y concentración del ADN con columnas 

CENTRICON -30 (Amicon, Millipore). 

El proceso de ligación se realizó con la enzima ADN T4 Ligasa (Roche) en una 

relación 1 :3 (vector: inserto), se incubó a 16°C durante 16 horas. Con el producto 

obtenido de la ligación se transformaron bacterias E. co/i XL 1-Blue o DHS<l por choque 

térmico [81), se sembró en cajas con medio Luria-Agar con ampicilina (25 µg/µI) y 

cuando se utilizaron las bacterias XL 1-Blue también contenían IPTG y X-Gal para hacer 

la selección de color. Una vez obtenidas tas colonias, se aisló el plásmido de las 

bacterias por la técnica de miniprep por lisis alcalina [81 J. El producto obtenido fue 

digerido con Hindlll y BamHI (Roche) para verificar la presencia del inserto. Una vez 

verificado, se procedió a secuenciar el producto. 

Secuenciación con el método de terminación en cadena 

Se utilizó el "kit" de secuenciación cíclica con terminadores marcados con 33P 

"Termosecuenasa· (Amersham) que consiste en sintetizar una hebra de ADN con una 

ADN polimerasa utilizando un ADN de una sola hebra como templado. La elongación 

de la terminación 3' del primer alineado es catalizado por una ADN polimerasa en 

presencia de nucleótidos a-33P 2'-desoxinucleósido-5' trifosfato (dNTP's), y es 

terminada por la incorporación de un nucleótido análogo 2', 3' -dideoxinucleósido -5' 

trifosfato (ddNTP) que no permite que se continúe la elongación. Cuatro reacciones 

separadas, cada una con un ddNTP diferente (ddG, ddA, ddT o ddC) dan la secuencia 

completa. El ddNTP marcado permite visualizar las cadenas de varios tamaños 

después de su separación en geles de poliacrilamida (8%)/Urea 4M, se transfirieron a 
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papel filtro 3MM V\lhatman y posterionnente secados en un secador de geles DrygelSr 

Modelo SE 1160 (Hoefer Scientific) antes de la autoradiografía a -70ºC (81). 

4.2. Identificación del sitio de inicio de transcripción: 

Se utilizó la técnica de extensión de primer de (Primer Extensión) de Promega 

usando un primer diseñado a partir del ARNm de la HAL humana (GS2) marcado con 
33P-ATP y extendido por medio de la transcriptasa reversa para formar una sola hebra 

de ADNc a partir del templado de ARNm total obtenido de hígado de rata. El ADNc 

resultante se analizó en un gel de poliacrilamida (8%)/urea 4M junto a las reacciones 

de secuenciación descritas anteriormente. El sitio de inicio de transcripción fue 

confirmado utilizando el programa de computación Matlnspector 11 (GenomatixSuite, 

http:l/www.genomatix.de) (83). 

4.3. Funcionalidad de la región promotora del gen de la HAL de hígado de 
rata. 

Clonación dirigida en el vector pGL3 basic: 

El vector pGL3 basic (GenBank # U47295) (Promega) carece de secuencias 

promotoras y potenciadoras eucarióticas, permitiendo máxima flexibilidad en clonar 

secuencias regulatorias putativas. Contiene el ADNc de la luciferasa de luciérnaga, así 

como una región que contiene la señal de poliadenilación de SV40. La expresión de la 

actividad de luciferasa en células transfectadas con este plásmido depende de la 

inserción y correcta orientación del promotor funcional hacia 5' de fue+ (figura 7). 
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FIGURA 7. Mapa del vector pGL3-BASIC (Life Science Catatog 2004, 

www.promega.com) 

Transfección del promotor HAL en la línea celular HepG2. 

Para evaluar la funcionalidad del gen de la histidasa de hígado de rata se 

realizaron transfecciones transitorias en la línea celular Hep G2 (derivada de un 

hepatoma humano). Para realizar dichos ensayos se construyeron plásmidos 

quiméricos que tuvieran el promotor del gen de HAL de rata fusionado al gen reportero 

de luciferasa. Los plásmidos utilizados fueron los siguientes: 

HAL815: fragmento de HAL de 815 pb en el vector pGl3 basic (Promega). 

HAL420: fragmento de 424 pb (-381 a +22) en el mismo vector 

HAL302: fragmento de 302 pb ( -259 a +22) en el mismo vector 

Al generar el fragmento HAL420 se eliminaron dos elementos de respuesta a 

glucocorticoides (GRE), dos sitios AP1 , un sitio HNF-4 y un C/EBP. En el fragmento 

HAL 302 además se quitaron otro C/EBP y otro sitio AP1 _ La eliminación de estos 
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elementos de respuesta potenciales nos permitió realizar una evaluación inicial de la 

funcionalidad de dichos sitios. 

Para generar los diferentes fragmentos se utilizó la técnica de PCR agregando 

los sitios de restricción Xhol y Hindlll en cada uno. Los iniciadores utilizados fueron los 

siguientes: Hal815 sentido 5' cttactcgagACTATAGGGCACGCCTGGTT 3' (-815 a -797 

pb), y antisentido 5'gcgaagcttATCAGGGTTCCTATTCTC 3' (+39 a +22). Para Hal420 y 

Hal 302 sentido 5' gcgctcgagAAGACACAACTTTTCGTTG 3' y 

5'gcgctgagATIAGGATTGCTACACTCC 3', respectivamente. El primer antisentido fue 

el mismo utilizado para Hal815. Un resumen de todas las construcciones generadas se 

encuentra en la Figura 8. 

Xh I AP-1 GREocr-1 AP-1 CJEBP r 
-815 1 o 1 1 HH=t:í;l:I :li!J=I :::§:=I =::::ffijl:I ~1==t§IAl~

1 

1 Dl:::::l=tJ:- =tl=I 1 :'.t:::====i!LlK] 

GRE HNF~ CJEBP GRE AP·I AP-1 GRE ER APJ} +22 

ir" AP-1 AP-1 r 
x~f4ic:• :lll=I ===i1J!rl=~ =11~1 =t:Q::t==€l=I ~l=:i-====:::::u00mu 

Al'-1 Al'-1 ER AP-1 +22 

Al l . AP-1 r 
Xh_~J2 · ID 1 1 

GRE ER AP_t l 

[iJ() 

+22 

FIGURA 8. Representación esquemática de las construcciones del promotor de la 
histidasa de rata y sus deleciones. La flecha indica el sitio de inicio de transcripción. 

Cada uno de los productos obtenidos fueron ligados via pGEM-T (Promega) toda 

la noche a temperatura ambiente. Brevemente, los vectores pGEM-T contienen seis 

timidinas en el sitio de clonamiento que permite la ligación de productos de PCR en los 

plásmidos evitando la recircularización del vector ya que provee una región compatible 
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para la serie de adeninas generadas por algunas polimerasas termoestables utilizadas 

en los PCR. 

Los productos ligados en pGEM-T fueron digeridos con Hindlll!Xhol y 

subclonados en pGL3 basic, previamente digerido con Hindlll y Xhol. 

Para determinar la eficiencia de transfección se transfectó el gen de ~­

galactosidasa (pSV-~-gal, Promega), el cual se expresa en forma constitutiva, lo que 

permite la normalización del ensayo. 

El día anterior a la transfección se colectaron las células y se sembraron 3 x 104 

células /pozo en cajas de 12 pozos (4cm2
) . Se dejaron incubando toda la noche en 

medio a-MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino. 

Las transfecciones se realizaron utilizando Lipofectamine 2000 (lnvitrogen) en 

base a las recomendaciones del fabricante. Las cantidades de DNA utilizadas en el 

ensayo por cada pozo fueron las siguientes: 

200 ng de plásmido pGL3-HAL 

50 ng de receptor de glucocorticoides o pCMV5 (control) 

25 ng de reportero de ~-galactosidasa (pSV-~-gal) 

Por cada pozo se utilizaron 2.5 µI de Lipofectamine 2000. A las 4 horas de 

realizada la transfección, se cambió el medio a las células y 24 horas después las 

células fueron tratadas con el reactivo/hormona correspondiente (glucagon, forskolina, 

dexametasona, ácido retinoíco o PMA (ester de forbol miriastato), el tratamiento se 

repitió a las 48 horas y 3 horas después del último tratamiento las células fueron 

cosechadas para realizar los ensayos correpondientes. 

Se realizó el ensayo del gen reportero con luciferasa, mediante la reacción de 

oxidación del sustrato luciferina, la cual emite luz que es detectada en un luminómetro. 

Para normalizar la transfección se determinaron los niveles de la enzima ~­

galactosidasa mediante una reacción de oxidación en la cual se emite luz que es 

detectada con un luminómetro en donde el sustrato es Galacton™. 

Después de 48 horas de iniciado el tratamiento correspondiente se aspiró el 

medio de las células y se lavaron dos veces con PBS 1 X, se aspiró y se agregaron 100 
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µI de solución de lisis por pozo (amortiguador de fosfatos de potasio 100 mM, DTT 

1mM, Tritón X-100 0.2%, pH 7.8) El extracto obtenido se utilizó para el ensayo de 

luciferasa y ~-galactosidasa. 

Ensayo de luciferasa: 

Se tomaron 50 µI del extracto celular y se colocaron en una cubeta para 

luminómetro. Se agregaron 50 µ1 de luciferina 1 mM y 200 µI de solución de reacción 

(glicilglicina 25mM, MgCl2 15mM, ATP 5mM, BSA 0.5mg/ml , pH 7.8), utilizando los 

inyectores del luminómetro. El luminómetro se ajustó para que la lectura de la muestra 

se realizara durante 20 segundos [84]. 

Ensayo de ~alactosidasa: 

Se tomaron 20 µI de lisado y se agregaron 100 µI de solución de reacción 

(amortiguador de fosfatos 100 mM, MgCl2 1mM, Galacton 1X, pH 8.0). Se incubó 

durante una hora a temperatura ambiente. Se ajustó el luminómetro para leer la 

muestra durante 5 segundos. Se agregaron 150 µI de la solución aceleradora (NaOH 

0.2M, TROPIX® 10%) con el inyector del luminómetro. Se configuró el luminómetro 

para que la lectura se hiciera 3 segundos después de agregarse la solución 

aceleradora. 

Para normalizar los resultados se obtuvo la relación URL/luciferasa/URL ~­

galactosidasa. Para determinar la inducción se calculó la relación entre los valores 

registrados en presencia de hormona y aquellos en los que no se aplicó el tratamiento. 
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4.4. EFECTO DE LA PROTEINA DIETARIA EN HEPATOCITOS AISLADOS DE 
HÍGADO DE RATA. 

Animales 

Se separararon doce ratas macho de la cepa V\listar (peso 75-90gr) en jaulas 

individuales de alambre de acero inoxidable. Los animales se mantuvieron a 22°C con 

un ciclo luz-obscuridad de 12h y con libre acceso al agua y alimento en el Bioterio del 

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición ·salvador Zubirán". 

Tratamientos dietarios 

Las 12 ratas fueron divididas al azar en 4 grupos de 4 ratas cada uno: 1) 

alimentadas con 6% de caseína (baja en proteína), 2) con 18% de caseína (adecuada en 

proteína) y 3) con 35% de caseína (alta en proteína). Todas las ratas fueron alimentada 

ad libitum por 1 O días con su dieta correspondiente. Al terminar este tiempo las ratas 

fueron anestesiadas con eter para realizar la perfusion hepática y obtener los hepatocitos 

aislados. Los protocolos utilizados en todos los experimentos con animales fueron 

aprobados por la Comisión de ética para el estudio con animales del Instituto Nacional de 

Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán". 

Dietas 

Las dietas se administraron en forma de polvo y contenían los siguientes 

ingredientes (g/Kg dieta): 60, 180 o 350 de caseína libre de vitaminas, 50 de aceite de 

maíz, 50 de mezcla mineral y 10 de mezcla de vitaminas. Almidón de maíz y sacarosa, 

en proporción 1: 1 fueron adicionadas para completar 1 kg de dieta. La composición de 

las dietas se encuentra ampliamente descrita por Torres y cols., 1998 [71]. Todos los 

ingredientes se obtuvieron de Teklad, Madison, 1/111. 
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Determinación de la actividad enzimática de la h istidasa (E.C. 4.3.1.3., HAL) 

Los hepatocitos aislados por la técnica de colagenasa [85] (1 x 107 células) 

fueron lavadas con solución salina fría, y lisadas con NaOH 5 mmof/I en KCI 14 mmol/1. 

Las células lisadas fueron centrifugadas por 60 mina 105,000 x g, y el sobrenadante se 

almacenó a -80°C antes de medir la actividad de la HAL. El ensayo de la actividad 

enzimática se realizó de acuerdo a lo descrito por Torres et al , 1998 [71). El método 

consiste en un ensayo espectrofotométrico basado en la aparición de ácido urocánico a 

277 nm utilizando como sustrato la L-histidina. 

El cambio en la absorbancia se midió a 277 nm en intervalos de 30 segundos 

durante 1 O minutos con un espectrofotometro Beckman (mod. DU 640). 

DEFINICION DE UNIDAD Y ACTIVIDAD ESPECIFICA: Una unidad de enzima 

se define como la cantidad de enzima capaz de transformar 1 mmol de sustrato en 

producto (ácido urocánico) por minuto a 25°C. La actividad específica se expresa en 

unidades por minuto por mg de proteína. La concentración de proteína se determina 

por el método de Biuret utilizando como estándar albúmina sérica bovina. 

4.5. EFECTO DEL GLUCAGON EN CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS. 

Preparación y cultivo de hepatocitos de rata 

Los hepatocitos aislados fueron obtenidos de hígados de ratas Wistar macho 

utilizando la técnica de perfusión con colagenasa [85). Las células (65, OOO/cm2
) fueron 

cultivadas en cajas de 100 mm de diámetro y mantenidas en medio Eagle modificado 

de Dulbecco (D-MEM) (Gibco BRL) suplementado con glucosa, L-glutamina, 

hidrocloruro de piridoxina y piruvato de sodio. Después de dos horas, las células se 

lavaron y el cultivo se continuo en D-MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino 

inactivado. La viabilidad de los hepatocitos fue mayor al 90% en todos los casos. 
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Determinación de la concentración del ARNm especifico de la histidasa (ARNm­
HAL) en hepatocitos por Northern Blot: 

La extracción del RNA total se realizó utilizando el método descrito por 

Chomczynski y Sacchi [86) utilizando aproximadamente siete millones de células. 

15 µg del RNA obtenido de las células se separa por medio de una 

electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%. Posteriormente el RNA se transfiere por 

capilaridad en medio salino a una membrana de Nylon (Hybond-N+) . 

HIBRIDACIÓN DEL ARNm CON LA SONDA DE HAL 

La sonda de ONAc de la HAL utilizada fue un producto de 1005 pb obtenido por 

PCR amplificado a partir de ONAc de hígado de rata. Los primers sentido y antisentido 

utilizados en la reacción de PCR fueron 5'GCATCACCACGGGTTTT3' y 

5'GGGCTATCATGAATCCAGAAT3', respectivamente. El producto de PCR se purificó 

urilizando el High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) y marcado con Redivue [a-

32P)dCTP (11 o TBq/mmol) utilizando Rediprime DNA labelling kit. Las membranas 

fueron incubadas con Buffer de prehibridación (Amersham) a 65ºC por 30 minutos, y 

luego hibridadas con la sonda de DNAc de HAL (53.3 MBq/L) por 2.5 horas a 65oC. Las 

membranas se lavaron una vez con 2X SSC (1X SSC= 0.15 mol/L Cloruro de sodio/15 

mmol/L citrato de sodio)/0.1% SOS a temperatura ambiente por 20 minutos, después 

15 minutos con 0.1X SSC/0.1 % SOS at 65ºC. Las imágenenes digitalizadas y la 

cuantificación de la radioactividad (CPM) de las bandas se hizo utilizando el lnstant 

lmager (Packard lnstrument, Meriden, CT). Las membranas también se expusieron 

con una placa fotográfica (Kodak, Mexico) a -70°C con una pantalla amplificadora. 
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5. RESULTADOS: 

Secuencia de la región promotora del gen de la HAL en el higado de rata: 

La región fue aislada como se describe en "Material y Métodos·. Se obtuvo un 

fragmento genómico de 1248 pb, de las cuales 430 pb coinciden con la secuencia de la 

región 5' no traducida reportada anteriormente [80], las 818 pb restantes no habían sido 

reportadas hasta la realización de este trabajo. El sitio de inicio de la transcripción 

(TSS) determinado por Primer Extension y confirmado usando el programa 

Matlnspector 11 ((GenomatixSuite, http://www.genomatix.de) [83] se observó a 404 pb a 

partir del codon A TG de inicio de la traducción (figuras 9 y 1 O). Con una búsqueda 

asistida por computadora (programa Matlnspector versión 7.2 basado en la base de 

datos TRANSFAC) (18) se encontaron algunos elementos que tienen posibles 

funciones en la regulación de la transcripción del gen de la HAL. No se encontró una 

caja TATA o CAAT dentro de la distancia esperada a partir del sitio de inicio de 

transcripción, aunque se encontraron 2 sitios para el factor de transcripción Sp1 por 

arriba del sitio de inicio de transcripción, y 2 cajas parecidas a TATA y CAT a -152, -

263 y -190, -283, respectivamente. Se encontraron secuencias homólogas a sitios de 

unión para factores de transcripción enriquecidos del hígado o específicos del hígado 

como HNF-4, C/EBP y NFIL6 localizados entre -270 y -790 pb. Así mismo se 

encontraron 2 sitios de respuesta a glucocorticoides (GRE), 7 sitios de unión para los 

factores de transcripción AP-1 y 2 sitios del complejo Tax/CREB los cuales responden 

a AMPc. Finalmente, encontramos 2 sitios de unión para heterodímeros PPAR/RXR, y 

1 para receptor de estrógenos. Adicionalmente, se encontraron secuencias 

homólogas a los factores de unión para GATA y el factor octamero 1 (OCT-1) (figura 

9). 
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-799 TATCCAAGGG CAAAGATAAG GAACACAAAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC 
HNF4/GATAI PPAR-R,XRI MNFGRE 

-739 ACACACACAC ACACCTGAGG GCCCGTGGGG AGTT AAAGTC CAAGTCCTGG TGACAGTAAT 
AP2 PR API GATA 

-679 CTCAAACACT TCTCT AACCT TCCCATCT AT CT AGCAGGCC CCGACCTCAG GGTTGACACA 
BNF4 TAXICREB API 

-619 CACCAATGGA CTITGTCTIT CCAGCCACCC ATTGGGATGC CCATITTACA GATAAGTAAA 
GATA CREB 

-559 GCTAAATCCC AGAGGTGT~TGACTGCG AATCACAGAG CCAGAACTTA GTACGCA.G.QI 
BNF.t OCT-1 GR 

-499 ACATGCCATA GATCACAGCC TI AAAGAATI GGCCTUGGA IIAGGAAACA GGAAGAACAT 
PPAR/AXA COUP/HNF4 C/EBP GA/PA 

-439 TCACTCACCC CAGGGCAGT A AGCTGAGGGC CTCCAAGCTA TAGTGATICA TGTGTCTAAG 
EBOX/AP1 AP2 SP1 AP1 /GR 

-379 ACACAACTU TCGTIGTGAA AATCCGTCTC TGCTUCIU TGTGGAGCAA TGGCTICAOO 
~NFIL6 

-319 AGCQCAAGGC AGTGGCAGGG AGGCGTIGCT dft:ACcGÁ 1Gr TIGTGGAA TA AA TAAATGkA 
SP1 

-259 IIAGGAIIGC TACACI CCGG GTGTCACTCC GGGIGICACA AITiiACC.GAG GCGATGCGGG 
CiE!p?---, EB ~~r GATA 

-199 TGICACMI1 GACCGAGGCG ATGCGTTIGA CCAGTIGAGTA ATTCTAM A GGGGAACACG 
AP1 

-139 GGGGGGGGGG GGGGCGGCTG GGGATUAGC ] c AGTGGTAG.AGCGCTIACC TAGGAAGCGA 
SP1 AP1 

-79 AGGCCCGGGG IICGGTCCCC AGCTCCGAAA AAAAGAACCA AAAAAAAAAA AAAAAAGAGG 

SP1 

-19 GGAACAGTAA GCAGCTITCA AGGCGGACTC AGAACGGGGG AGAGAGAGAA CTAGGAACCC 
+1 SP1 

+ 42 TGATCAGGAG AAGTGCGCAG AGGACCCAAG ACTTCCAGAC CCTTGGTCTT GCTGCCCATA 

+ 102 AGGCT ACA TT GAAAGTGGGC TCAGCf ACCT ACATCCC1Tr Cl'CCTGCCCC TGGTTCAGCT 

+ 162 TCCAGAAAGG CCAACGGAAC ACCAGAGCCC GCAA TCAATA TTTGTTCAAA GTGTGGATGG 

+222 CTGAAGGCAA GGGAAGGGGT GTGTTTTGAA AGTCCATTCT CAGTCTCCCT GCCAACCACA 

+282 CCCCAGCAGG CACTCCCCTC CCTGGTAAAG GAT AAAGGCT CTCCCCATCC AGGACTGTAG 

+342 GGAAAGGAGC CAGCCClTIG GTTCCAGCAA CClTIAGCTC AGAAGGGCTA TAGTAGGTGA 

+402 GCCA TGccr A GGT ACACGGT GCACGTGCGT GGGGAA TGGC TGGCGGT A 

FIGURA 9. Secuencia de la región 5' del gen de la histidasa de hígado de rata. Los 
sitios consenso indicados por Matlnspector 7.2. se enp.LB.1(1tran subrayados. Las 
posibles cajas TA TA y CAA T se encuentran indicados porL.J . Las letras resaltadas 
indican el sitio de inicio de la traducción A TG y el sitio de inicio de la transcripción, que 
también se encuentra indicado por +1. 
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FIGURA 10. Determinación del sitio de inicio de transcripción del gen de Ja histidasa de 
rata por Primer Extension. El sitio de inicio de fa transcripción se encuentra indicado en 
fa secuencia ubicada a fa derecha con + 1. 
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Efecto de la proterna dietaria en la expresión de HAL en hepatocitos de rata. 

Para estudiar el efecto de diferentes concentraciones de proteína dietaraia en la 

actividad y concentración del ARNm de HAL en hepatocitos aislados se alimentó a las 

ratas durante 10 días con dietas con un contenido bajo de proteína (6% de caseína), 

adecuada en proteína (18% de caseína) y alta en proteína (35% de caseína). La 

actividad de HAL incrementó apróximadamente 11 veces en las ratas alimentadas con 

18% de caseína en comparación con aquellas alimentadas con la dieta baja en 

proteína, mientras que en aquellas alimentadas con 35% de caseína la incrementaron 

en un 30% con respecto a las alimentadas con 18% de caseína. Los incrementos en la 

actividad de HAL se acompañaron de sus correspondientes incrementos en la 

concentración de ARNm de HAL como se muestra en la figura 11 . 

Efecto del glucagon en la expresión del gen de HAL en cultivo primario de 
hepatocitos de rata. 

Se determinó el efecto del glucagon en la concentración de ARNm de HAL en 

cultivo primario de hepatocitos. En la figura 12A se observa que el glucagon (10·1 M) 

incrementó 46% la concentración de ARNm de HAL una hora después de la adición de 

la hormona. La concentración del ARNm de HAL regresó a su nivel basal a las dos 

horas de exposición con el glucagon (figura 12A). Posteriormente, se estudio el efecto 

de diferentes concentraciones de glucagon (10..o to 10-10 M) en la concentración de 

ARNm de HAL después de una hora de incubación . Encontramos que la mayor 

estimulación de HAL fue cuando los hepatocitos fueron incubados con glucagon 10·10 

M (figura 128). Finalmente se realizó una curva de tiempo con esta concentración de 

hormona para observar la respuesta máxima de la concentración de ARNm de HAL al 

glucagon. Este experimento mostró que la máxima inducción ·de 1.5 veces se obtuvo 

después de 45-75 minutos de incubación (figura 12C). Estos datos muestran 

claramente que el glucagon es capaz de estimular la expresión del gen de HAL en 

cultivo primario de hepatocitos. 
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FIGURA 11. Efecto de la proteína dietaria en la actividad y concentración de ARNm de 
HAL en hepatocitos aislados de hígado de rata . A. Concentración de ARNm de HAL por 
Northem Blot y cuantificación de la expresión del ARNm de HAL por autoradiografía 
electrónica B. Gel de agarosa teñido con Bromuro de Etidio. C. Actividad de la 
histidasa expresada en Unidadeslmg proteína. 
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FIGURA 12. Efecto del glucagon en la expresión del gen de HAL en cultivo primario de 
hepatocitos de rata. A. A) Curva de tiempo del efecto del glucagon 10-7 M en la 
concentración del ARNm de HAL en hepatocitos de rata. B)Conentración de ARNm de 
HAL en hepatocitos incubados con diferentes concentraciones de glucagon. C) Curva 
de tiempo del efecto del glucagon 10-10 M concentración del ARNm de HAL en 
hepatocitos de rata. Los tres paneles muestran los análisis por northem blot de 15 µg 
de ARN total obtenido de hepatocitos en diferentes condiciones, los geles de agarosa 
teñidos con bromuro de etidio y la cuantificación de la concentración del ARNm de HAL 
por autoradiografía electronica. 
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Efecto del PMA, forskolina y angiotensina 11 en la expresión génica de HAL en 
cultivo primario de hepatocitos de rata. 

Para identificar la posible ruta de transducción de seriales utilizada por el 

glucagon para activar la transcripción de HAL en hepatocitos se estudió el efecto de 

PMA, forskolina en presencia de 3-isobutil-1-metilxantina y angiotensina 11 en la 

concentración del ARNm de HAL. Los resultados (figura 13A) mostraron que la adición 

de PMA 100 nM fue capaz de duplicar la concentración del ARNm de HAL después de 

4 horas de incubación (figura 13A). La incubación con forskolina 1 OmM por 1-2h 

también incrementó la expresión de HAL en apróximadamente 40% (figura 138). La 

angiotensina 11 no tuvo efecto en la concentración del ARNm de HAL. (figura 13C). 

Estos datos sugieren que la expresión de HAL se encuentra activada tanto por PKA 

como por PKC. 

Análisis funcional del promotor del gen de la histidasa de hígado de rata 

La region promotora completa (pHal815) y dos diferentes deleciones de la region 

regulatoria del gen de la histidasa de hígado de rata generados por PCR fueron ligados 

en el vector reportero pGL3 basic. Cada una de las construcciones fue transfectada en 

células HepG2. 

La actividad de la luciferasa en las transfecciones con pHal815 fue estimulada 

significativamente por dexametasona (2.9 veces). por glucagon y forskolina (0.9 veces) 

y por PMA (2 veces) en relación al control. Por otro lado, ninguno de los compuestos 

utilizados fue capaz de inducir la actividad de la luciferasa al transfectarse con la 

primera deleción (pHal420). Al realizar el ensayo con pHal302, solo se observó 

estimulación con dexametasona (1.8 veces). pero no alcanzó los niveles observados 

en pHal815 (figura 14). 
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FIGURA 13. Efecto del PMA, forskolina y angiotensina 11 en la expresión génica de HAL 
en cultivo primario de hepatocitos de rata. A) Curva de tiempo del efecto de PMA 100 
nM en la concentración del ARNm de HAL en hepatocitos de rata . B) Curva de tiempo 
del efecto de la forskolina 1 O 11M en la concentración de ARNm de HAL en hepatocitos. 
C) Curva de tiempo del efecto de la angiotensina 11 100 nM concentración del ARNm 
de HAL en hepatocitos de rata. Los tres paneles muestran los análisis por norlhem blof 
de 15 µg de ARN total obtenido de hepatocitos en diferentes condiciones, los geles de 
agarosa teñidos con bromuro de etidio y la cuantificación de la concentración del 
ARNm de HAL por autoradiografía electronica. 
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FIGURA 14 . Análisis de las transfecciones transitorias en la inducción del promotor 
del gen de HAL por hormonas y compuestos químicos. Las células HepG2 fueron 
transfectadas con los plásmidos Hal-pGl3basic (pHal 815, pHa/340, pHal202) como se 
describió en la metodología. Las células fueron incubadas en el medio solo (control), 
con dexametasona 10 µM, glucagon 10"7M, forskolina 10 µM, o PMA 1µM. Para los 
ensayos con dexametasona las células fueron cotransfectadas con 50 ng del receptor 
de glucocorticoides. La actividad de la luciferasa fue nora/izada con la actividad de 
{3-galactosidasa. Los datos de los 5 grupos fueron tomados de tres experimentos 
representativos y se muestran como promedio± E.S.M. de transfecciones hechas por 
triplicado. 
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6. DISCUSIÓN 

La regulación del nitrógeno corporal está controlada principalmente a través dos 

mecanismos, la síntesis de proteínas, y la degradación de aminoácidos. Este último 

mecanismo es importante en la eliminación del exceso de aminoácidos, ya que estos 

pueden generar toxicidad [13). El tiempo requerido para aumentar la capacidad de 

catabolizar el excedente de aminoácidos depende en parte del tiempo para inducir los 

genes de las enzimas degradadoras de aminoácidos. Estudios previos han mostrado 

que la actividad de la histidasa se induce cuando las ratas son alimentadas con una 

dieta con un alto contenido de proteína, y que esta inducción se lleva a cabo a nivel 

pretraduccional [71). Posteriormente, observamos que hormonas catabólicas como 

glucocorticoides y glucagon, no solo estimulan la actividad de la HAL, sino también 

producen una inducción del gen de la histidasa [70). 

En el presente trabajo, observamos que la concentración de ARNm de la HAL de 

hepatocitos obtenidos de ratas alimentadas con una alta concentración de proteína 

dietaría era mayor que la de aquellas ratas alimentadas con una concentración 

adecuada o baja en proteína, indicando la inducción de esta enzima para eliminar el 

exceso de histidina. Estos datos concuerdan con lo observado anteriormente [71), la 

actividad y expresión del ARNm de la HAL se mantuvieron bajos cuando la 

concentración de proteína dietaría estaba por debajo de 20%, al cubrirse los 

requerimientos de proteína de la dieta con esta cantidad, e ingerir una mayor cantidad 

de la misma, la expresión de HAL se incrementa. 

Se ha descrito que la ingestión de una dieta alta en proteína (9, 87) o con la 

administración de una mezcla de aminoácidos [88), se incrementa la concentración de 

aminoácidos en el plasma y se estimula la secreción de glucagon por el páncreas. 

También se ha propuesto que las células a pancreáticas regulan la secreción de esta 

hormona en parte por un mecanismo dependiente de aminoácidos [89). Estudios 

previos han mostrado que la inducción de diversas enzimas degradadoras de 

aminoácidos, incluyendo a la histidasa, es mediada por un incremento en la 

concentración de glucagon, que induce el catabolismo de aminoácidos [90]. En este 
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estudio demostramos que la adición de glucagon a hepatocitos en cultivo incrementa la 

concentración de ARNm de HAL, y que dicha estimulación es dosis y tiempo 

dependiente. Estos datos concuerdan con estudios previos que mostraron que las 

enzimas degradadoras de aminoácidos hepáticas están reguladas por el contenido de 

proteína de la dieta, o por la administración de glucagon a las ratas, o por la adición de 

esta hormona a hepatocitos en cultivo (14, 61 , 62, 91 , 92). En estos estudios se ha 

demostrado que el glucagon induce las actividades y la concentración de los ARNm de 

las enzimas degradadoras de aminoácidos, pero no se ha establecido claramente cuál 

es la ruta o rutas de transducción de señales involucradas en la activación de la 

expresión de estas enzimas por el glucagon. Además, con la excepción de la serina 

deshidratasa, cuya región promotora posee sitios CRE (elementos de respuesta a 

AMPc) funcionales para su activación por AMPc (62), no se ha estudiado el promotor 

de otras enzimas degradadoras de aminoácidos para determinar si contienen 

elementos cis asociados con cambios en la expresión génica debida a la presencia de 

hormonas metabólicas como el glucagon o los glucocorticoides. 

En el gen de la tirosina aminotransferasa se han estudiado dos regiones 

potenciadoras localizadas a -2.5 y -3.6 kb (relativas al sitio de inicio de la 

transcripción) que responden a glucocorticoides y glucagon, respectivamente [93, 94). 

Los elementos de respuesta a estas hormonas actúan sinérgicamente con los sitios de 

unión para los factores de transcripción enriquecidos del hígado HNF3 y HNF4 (factor 

nuclear de hepatocitos 3 y 4). La interdependencia entre estos factores parece ser la 

responsable de la especificidad hepática de la TAT, así como en las diferencias 

encontradas en su expresión durante el desarrollo, ya que el gen de la TAT es inducido 

homonalmente sólo hasta después del nacimiento [63). Existe la posibilidad de que el 

gen de la histidasa posea regiones potenciadoras que se regulen de esta manera para 

una máxima inducción hormonal. 

El glucagon ejerce su acción a través de un receptor acoplado a proteína G, 

aunque se ha demostrado que esta hormona incrementa la concentración de AMPc, así 

como la concentración de calcio intracelular via inositol 1.4,5-trifosfato [49]. Esto indica 
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que la señalización por glucagon ocurre via PKA o PKC. Para estudiar si la inducción 

de la histidasa por glucagon era mediada por PKA o PKC, se incubaron hepatocitos 

aislados con forskolina, un activador de la adenilato ciclasa que provoca un incremento 

en la concentración de AMPc y activa a PKA, o PMA, un análogo estructural de 

diacilglicerol que activa a PKC. Nuestros resultados muestran que la concentración de 

ARNm de la HAL es inducida ~or ambos compuestos, indicando que la expresión de 

esta enzima ocurre via tanto PKA como PKC. Es interesante que la angiotensina 11, 

que incrementa la liberación de calcio intracelular y no tiene efecto en la concentración 

celular de AMPc, no cambió la expresión de HAL. Por lo tanto, la expresión de HAL no 

está mediada por calcio-calmodulina cinasas. 

Para comprender si la activación del gen de la histidasa ocurre como resultado 

de un incremento en la transcripción de HAL mediada por las rutas de señalización 

PKA o PKC, fue necesario aislar y secuenciar la región promotora del gen de la HAL 

de rata para identificar potenciales elementos de respuesta activados por AMPc o PMA. 

Se determinó el sitio de inicio de la transcripción (TSS) por medio de la técnica 

de "Primer Extension", en el gel se observaron dos posibles bandas ubicadas a 404 y 

406 pb del codón de inicio de la traducción (figura 9). En la literatura se ha descrito 

ampliamente que en esta técnica es común encontrar varias bandas ya que la 

transcriptasa reversa puede hacer una pausa durante la extensión en ARNm, 

especialmente cuando la región amplificada es rica en GC (95). La cercanía de las dos 

bandas presentes en nuestro ensayo indican que esto puede haber sucedido, y no que 

existan dos TSS. Debido a que el análisis computacional predijo el sitio localizado a 

404 pb de ATG suponemos que éste es el TSS correcto. 

El análisis de la región promotora del gen de la HAL de rata mostró la falta de 

una caja TATA típica, pero fue rica en GC, resultando en la presencia de diversos 

motivos Sp1 y AP-1 cercanos al sitio de inicio de la transcripción (figura 8). 

Previamente, se había reportado un segmento de 610 nucleótidos de la región 

promotora del gen de la histidasa humana, y éste muestra una caja TATA consenso 
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[96]. Además, la repetición de adeninas en la secuencia de la región promotora de la 

histidasa de rata no está presente en la del gen humano. A pesar de esto, en los 

promotores de ambos organismos existe un número similar de sitios potenciales GRE 

(elemento de respuesta a glucocorticoides), GATA, C/EBP (proteínas que responden al 

potenciador CCAAT) y NF-IL6 (factor nuclear para inter1eucina-6, C/EBP~). La región 

regulatoria de la histidasa de rata muestra cuatro sitios AP1, en comparación con el 

gen humano que solo muestra dos, esta diferencia podría alterar la capacidad de 

ambos promotores para responder a el AMPc y/o PMA. Por otro lado, la región 

promotora del gen de la serina deshidratasa (SOH) de rata ha sido estudiada (97) . 

Esta región fue similar a la del promotor de la HAL de rata ya que carece de cajas 

TATA y CAAT típicas y posee diversas cajas GC que pueden ser sitios de unión para 

el factor de transcripción Sp1. Los sitios de unión a Sp1, tienen como función unir al 

complejo de inicio de la transcripción en promotores carentes de caja TATA (98-100). 

Es necesario que en futuros experimentos se pruebe la funcionalidad de estos sitios en 

el gen de la HAL. El promotor de SDH contiene una repetición de adeninas entre los 

núcleotidos -157 y -178, que se asemejan a la repetición de 17 pb de adeninas 

presentes en la región promotora del gen de HAL de rata entre los núcleotidos -25 a 

-44. Más aún, el promotor de la SDH de rata contiene por lo menos dos sitios GRE y 

dos CRE, dándole la capacidad de responder a glucocorticoides y AMPc de una 

manera similar a la del promotor del gen de la HAL de rata (97]. 

El sitio GR/AP1 localizado a -496 pb del TSS resulta muy interesante ya que los 

factores AP1 pueden interactuar con el receptor de glucocorticoides para activar o 

reprimir la transcripción [101 ]. Estos sitios de unión pueden servir como puntos de 

unión para la regulación combinada, en los cuales factores de diferentes rutas de 

señalización pueden comunicarse para producir diferentes patrones de regulación de 

los que producen los factores individuales o de la suma de ambos [102]. Se sabe que 

AP1 media la acción de los esteres de forbol (PMA) (103], además de ser capaz de 

funcionar como un CRE en algunos genes (104-106]. Debido a la cantidad de sitios 

AP1 presentes en el promotor del gen de HAL en el hígado de rata suponemos que una 

buena parte de la respuesta de este gen al glucagon es activada por estas regiones a 
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través del AMPc ya que la secuencia consenso de AP1 también es reconocida por 

CREB (proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc) (107). Será interesante 

identificar si los sitios AP1 presentes en el gen de HAL responden directamente al 

AMPc y/o a PMA, así como evaluar la funcionalidad de la región GR/AP1 . 

El análisis funcional del promotor de la HAL en el hígado de rata mostró 

que la región entre los nucleótidos -340 a -815 es importante para la respuesta a 

glucagon, así como para forskolina y PMA. Esta región contiene un sitio TAX/CREB a 

-629 pb y tres sitios AP1 a -404, -452 y -691 pb que son sitios regulatorios potenciales 

para la respuesta a glucagon. Por otro lado, existen seis sitios GRE en el fragmento 

completo de 815 pb y todos parecen funcionales, aunque los sitios GRE en las 

posiciones -455, -628 y -780 pb son aparentemente más fuertes para la estimulación 

con glucocorticoides. 

La actividad de la tuciferasa en HAL815 incrementó con la adición de forskolina 

y glucagon, pero el incremento fue aún mayor con PMA y dexametasona. Esto nos 

indicó que el fragmento estudiado contenía elementos de respuesta funcionales. Para 

hacer una identificación inicial de cuáles sitios eran activos se diseñaron las dos 

deleciones probadas en este trabajo. El fragmento HAL420 solo contenía cuatro de los 

seis GRE y tres de los siete sitios AP1 presentes en HAL815. Uno de los sitios 

deletados fue el AP1 /GR mencionado anteriormente. En los ensayos de funcional idad 

realizados con este fragmento no se observó la inducción por PMA, forskolina, 

glucagon o dexametasona observada en el fragmento completo, lo que nos indica que 

en la región deletada se encuentran elementos importantes para la completa 

funcionalidad del promotor del gen de HAL. En el fragmento HAL302, que contenía un 

sitio AP1 menos que HAL420, solo se observó inducción con la dexametasona aunque 

no fue tan fuerte como la observada en HAL815. Esto resulta interesante ya que esta 

región es más pequeña que HAL420 y por lo tanto tiene menos elementos de 

respuesta presentes. Esto sugiere que en la región comprendida entre -202 y -340 

existe algún elemento represor del receptor de glucocorticoides. Es necesario realizar 
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un estudio más detallado del análisis de los elementos activados en cis presentes en la 

región entre -340 y -815 pb. 

Es interesante mencionar que al analizar la secuencia de la región reguladora 

del gen de HAL encontramos un elemento de respuesta a receptores activados por 

proliferadores de peroxisomas (PPARs). Estudios anteriores mostraron que los PPARs 

eran capaces de regular algunos genes de enzimas involucradas en el metabolismo de 

aminoácidos y ciclo de la urea (108, 109). Se sabe que la concentración de PPARa en 

hepatocitos se incrementa en condiciones de estrés o ayuno y que regula 

principalmente la utilización de ácidos grasos durante el ayuno (110, 111). Es probable 

que PPARa también esté relacionado con la expresión de los genes de las enzimas 

degradadora de aminoácidos y por lo tanto sea un factor regulador global del 

metabolismo energético en el hígado. Esta teoría abre nuevas posibilidades de 

investigación en el control del metabolismo energético del organismo. En la actualidad 

nos encontramos analizando este segmento. 

En resumen, este análisis mostró que la región promotora del gen de la HAL de 

rata contiene elementos de respuesta activos para hormonas metabólicas como 

glucagon y glucocorticoides, que son capaces de regular positivamente la expresión 

génica de la HAL de rata. Además, la estimulación por glucagon de la región 

promotora del gen de HAL ocurre preferentemente via PKA, aunque también puede 

estimularse via PKC. Por lo tanto, cuando las ratas consumen una alta concentración 

de proteína dietaria, existe un incremento proporcional en la concentración de glucagon 

sérico que a su vez activan las rutas de PKA y PKC e incrementan la transcripción de 

HAL llevando a un aumento en la cantidad de esta enzima para degradar el exceso de 

histidina. Por otro lado, bajo condiciones de estrés, los glucocorticoides también son 

capaces de inducir la expresión de HAL para oxidar histidina para compensar los 

requerimientos de energía. Parece ser que la mayor parte de las enzimas 

degradadoras de aminoácidos responden a ambas hormonas de manera similar, por lo 

tanto parece que el mecanismo que controla la expresión del gen de la histidasa de 

ESTA TESIS NO SAU. 
DE IA BIBIIOTECA 
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hígado de rata es un mecanismo concertado a través del cual todas las enzimas 

degradadoras de aminoácidos controlan el balance de nitrógeno corporal. 

7. CONCLUSIONES 

1. El sitio de inicio de la transcripción del gen de la HAL de hígado de rata se 

localizó a 404 pb del codón de iniciación de la traducción ATG. 

2. La secuencia no mostró sitios consenso para cajas TATA o CAAT en las 

primeras 1 oo pb hacia 5' del sitio de inicio de la transcripción. 

3. Se encontraron 6 cajas ricas en GC que son sitios potenciales para la unión del 

factor de transcripción Sp1 , siete posible sitios de unión AP1, un Oct-1 , tres 

elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE), y un sitio Tax/CREB. 

4. La expresión de luciferasa fue estimulada por dexametasona, glucagon, 

forskolina y PMA cuando el promotor putativo se transfectó en células HepG2. 

5. El gen de HAL es activado por el glucagon mediante las vías de transducción de 

señales PKA y PKC, siendo mayor su activación con PMA que con forkolina en 

cultivo primario de hepatocitos, indicando una preferencia por la vía PKC para 

activar la expresión de HAL. 

6. El análisis funcional de la región promotora del gen de HAL de rata mostró que 

la región comprendida entre los núcleotidos -340 y -815 es importante para la 

respuesta con glucagon, así como para forskolina y PMA. 
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S. PERSPECTIVAS 

1. Es importante continuar con la caracterización de la región promotora del gen 

de la histidasa en el hígado de rata para identificar los elementos de respuesta 

funcionales presentes en ella. Se sugiere utilizar ensayos de precipitación de la 

cromatina (Chips), retardo de movilidad de bandas (EMSA) y mutagénesis dirigida. 

Esto permitirá conocer en su totalidad la regulación del gen de HAL y en gran parte del 

resto de las enzimas degradadoras de aminoácidos presentes en el hígado. El 

elemento de respuesta a los proliferadores de peroxisomas (PPARs), ubicado a -494 

pb a partir del sitio de inicio de la transcripción del gen de HAL, resulta de especial 

interés ya que hasta el momento el factor de transcripción PPARase ha relacionado 

exclusivamente a la oxidación de ácidos grasos. Encontrar que los genes relacionados 

con el catabolismo de aminoácidos se encuentran regulados por PPARa abriría nuevas 

posibilidades hacia la investigación de los factores que controlan el metabolismo 

general del organismo. 

2. Estudiar la región regulatoria 5' de la aminotransferasa de aminoácidos de 

cadena ramificada, única enzima degradadora de aminoácidos localizada en tejidos 

extrahepáticos, junto con la región promotora del gen de la histidasa, representativa del 

hígado, permitirán conocer en su totalidad los mecanismos de regulación del 

metabolismo de nitrógeno en el organismo. 

3. Para definir la ruta de transducción de señales que utiliza el glucagon para 

regular al gen de la HAL, se recomienda la utilización de inhibidores y activadores 

específicos de las rutas de PKA y PKC. 
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Alcnuln, Gabriela, Vi<:Wr Or1íz, Elitab<'lh Langlcy. Armando R. 
To•ar, and Nimb<e 'forr.,._ R~gul31.ioo by glucagm1 of lhc !nl his1idi.<é 
gene prom<~cr in cullun"<I mi hepatOC)10S aod hunmn h:pa1oblastooia 
•'élls. Am 1 f'hpinl Eiu/(1Critu1/ Metab 289: E172-El7•J. 2005. Vir>i 
pooli~hc<l Mard1 1. 2005; Joi:l0. 1152/ojpcndo.0058-1.:!()(U.-Histida"' 
(ll:UJ, •be omino •dd-&grading •nzyme of lústidine. is regulaird by 
thc protein content nf thc diet and hy honnon.:.!' suth a.~ glu<:<lCOJ11· 
coid~ aod ~ucagon. lk\\\'.:,·v~r. ~lucag.on can activate tlli! follo"-ing 
1wo possible 1mnsducli<•n pa1hways: prot<in kini.<e A (PKA¡ >nd 
prol<in kinasc e (PKC¡. TI!< •im of 1his sludy w:is IO i<olalc lhc 

Y·fbnlting region of mt llol ~ent 10 locace possil:>k cAMP- •nd 
¡;Jucocorticoid· respon$iV< fkmencs ood 10 ick>n1ify wh.·Jhu lile >Clt· 

v31ion of lhe Hal promoler by glucagon lx:curs vi.;1 PKA or PKC. Thc 
l\'SWIS •howed chal ¡;Juc11gon wns :.hle tu indut-c llol <xpr= ion 
1.5-fold on ¡1rimary hcp31(1Cy!<.<. 1k ;t<ldilion of phorbol l 2·myris· 
11110.IJ-a«rnl• (PMA1 ncld fors.koljn 10 ht pntocyces mcr<n>td llal 
mRNA conc.:ro1r.uion l>y 100 :;nd ~ll'Ji. . nc<f"'ctively. To i<kn1ify ch,· 
Hal gene reiulocory region.' 1248-hp fr:igrnen1 of the 5'-reg.ion w:i• 
obtainl!d. ·n,~ 1ran:;:crip1ion ini1iation S:it~ was locati.:d al -l().i bp from 
A 1t1. The scquencc d1d not •how wnsensu• TATA-like or CAAT· 
J.il;e box" in the fírsc 100 bp upstrtam from l ile 1rnnscnp1ion sean sil~, 
'fhc: promoh:r conlain-.:d si~ GC 1kh box~s. SC\\;n puu:uiv .. · Al>I 
binding siles., and foUJ· g.luoooortic01d-rcsponsi~ dcn1cots. TI1c puta· 
tive H31 promoicr rcgion \\'RS doned irHo tf'k:, pGt..1basit.· vector snd 
lr:insftGted in10 Hep02 r~lls. lucifen\S<' txpression was sisniticamly 
i:1imul3tcd l>y glucagon (0.9-fold). forskolin (0.9-fold). PMA (2.0-
lbld). and d<Xamclhasolll' (2.9-foldJ. This cvid<nc< sup1•.ns Jhat lh< 
llal gene ;, tum<d on by gluc<teuniroid• :md b) gluc11¡;M cichcr v1~ 
PKC or PKA. bol pr<f<rs 1hr PKA pathway. 

procdo kin:l~e A: pr<>tdn k1nast> (": gt•oc rtgulatit"ln: :tmino acid 
ca111boli~111 

AMLW ACID CATAllOUSM IS ESSF"'~-~\L for maimaining nonnal 
amino acic.l (.xmccnt.ra.Lions in fo~~ues and OOc.ly ílu ids. sine.;~ 

1bere is no s1orage. for lbe excess amino acids from Lhe diel. 
Defccts in thc catabolic pathways for cach amino acid may kad 
to mcrabolic aboonnalitics 1hat in sorne instanccs can bt: 
lifo-1brca1euing (l l). Therc an: nilc· limiliug cn1yuics in t.hc 
degrn<laliw palhways for each amino acid: b<>wcvcr, th,,re is 
scarcc info1mation on lbc mcchanisms of gene rcgulalivn for 
the amino acitl-degradin¡t enzymcs. J\11 ink:grative knowledgc 
of gene expres~ion control of these enzymes can hdp 10 
elucidate the basic mechanism by which the body is ablc ''' 
control its uitrogcn co111.em. 

Catabolism of mosl amino acids 0<:eurs in lbc Jivcr, wilh thc 
cxceprion of thc brancbcd·cbain amino adds. Histidinc is a 

A{tdre$..1 fur reprint n.:quc."t-c; and oth~r com;spvodci)l.'.:c:: ~ ·r~s. losmu10 
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lypicaJ exru11ple of an runino acid degraded in lhe liv..,.. ·111e 
bistidioe-dcgrading rale-limiting enl)'1M is thc histidinc.-am­
monia Jyas.: (E.C'. 4.3.J .3). also known as bi.:;tidasc (Hal: sec 
Rd. 26). In thc 1'lll, anJ in the mousc a11d human, ú1c Hal gene 
is fouod as a singk C•>i>Y· and 1he clJNA from 1hc>'<! spedes bas 
hi¡,:h homology ( 1 S. 19). In thc rat. 1hc Hu! gene cuJ"" for tm 
mRNA of l.97 kb that is lranslated in10 a protein of 657 amino 
acids wilh a rclativc molecular ma.'' of ··72.1 kl>• (20). 111e 
activity and gene exprc."-<ion of tbis cnzymc is rcgulated mainly 
by the protdu e<.>utcnt in 1be dict. tbe grcater tbc conc.:ntraliou, 
the higher tite l-lal expression (23). Hal exprcssion riscs rapidly 
af1cr lhc prNcin rec1uiremcnt is mc1 to elimiua1c cx.:css hisli­
din.::. 

·n1e increas.: in Hal mRNA concen1ra1ion also OC:l'urs under 
~alal•>lic slress (2 ) or tbro ngh lhc ingc.,1ion 1lf imbalan,,cd 
histidin.: diels (21 J. Thus the adminisU'llt ion of gluoo.::onicoids, 
honnunc..~ invo1vcd in $U'Ql.S rc~pc.)n~c$, al$i0 increa~ thc. ex­
prc>sion of llal mRNA <I). Convcrscly. scvcrc undemutrition 
dc,,-cascs tbe cxpr..-.siou of llal (25). Tbcsc cbang.cs in Hal 
.:xpr<>.<sioo are a:>s<-.ciatcd witb spccitic hom1(>nal changc.< (22). 
Dic1ary rrotcin con1em i~ asS<>Ciatcd with glucagon s..-rum 
lcvcls in lhc ral. and glu.:agon Jcv.:Js in turn al\: associalcd with 
hepalic 1-lal activity and mRNA concentrarion (24). In fact, 
when rals are injccted wit11 glucagou. l lal acth•ity and mRNA 
conccntrati<>r1 incrcase rapidly aftcr '.1 h of glucagon admiu i>· 
1ratioo (1). 11 is no>w clear lhat li,·er cclls possess a single 1ypc 
of glucagou reccptClr. Upon glucagon binding, tbc receptor is 
a ble to couplc 10 multiplc G protcins, tbcrc.by activa1ing t wo 
distinct signaling palhways. one coupkd 10 pbospholipase C, 
generaling diacylglycerol and inosi1ol l ,4.5· trisphospbale, and 
lhc other t:oupkd 10 adtloylate o.:yclase, increasiug t:AMP lev· 
éls. l lowever. it is oot known whicb of lh~se signaling palb­
ways ac1ivatt! Mal ge.nt! cxprcssio11. 

At prc.'<Cnl. there is no infonnatioo aboul thc rcgulallon of 
1hc 1 lal go.:uc pn)moter. Suchi et al. ( 1 7) rcportcd tbe S1:qwne.: 
of thc l lal human gene and a sbon scgmcnt of ilS promoter: 
IK1wcvcr, its fun,;iionalily was not asscss..'d . i\ddilionally, tbc 
rcgulalory re¡;ion of thc Hal gene in thc ral has 001 bccn 
established. Therefore. lhe purpose of 1he prcsent work wa.s 10 
do.:h.:rm.iue the prnmoter region o f lhe ral l lal gene. 10 ideutify 
thc potenlial cis-acting elcments, and to us:;.o~s its functionalily. 
F1111hennorc. we studicd whicb of lhc s ignaling palhways 
activatcd by glucagon was in\'l>lwd in Hal gene cxpression . 
Our J'('Sulls sbowe<I lhat Hal gene expression in cuhurcd hepa­
IOC)~Cs is ac1iva1cd hy ci1her protcin kinasc A (PKA) or protcin 

llic c.~os1.s: of publ~:uiou ,,,. du.ll nnu.' lc wen- dcfmycJ m 1mrt by 1hc l)a)10Cnt 
M ¡~~e .. ·hargc.J.. lñc article mu.~ thet~fon: be hcrchy uuui.:od "a1frcmsc1111mr 
1n Dl'CNdana w·1th lS U.S .C. Sec1t<>u 113.i sok1y to 1ndte~c du.s íact 
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kinase C (PKC). and that t.be promoter of tbe gene contains the 
responsive elements lhat are activated by both signaling path· 
ways. Purthcnnore, Hal promoter is ac.1ivated by dexamctba­
sooe, indicating tbc prescncc of active glucocorticoid-respon­
~ive e lements (GRE). 

MA TERIALS Al'O ME'nJODS 

Altinwls. Mal( \Visear rats. 0~18inéd from 1he l!xperimcn1al Re­
sean:h 0..,p.•rtmenl :uid Anini•l ('.1r¡o l'•tili1ies a1 •h• Notioniü lnsli.tuie 
of Medico) $ciC11c•< ond N1rtrition. wcre housed individllftlly in wire. 
stainlC$$ Sled cages at 22'C "'ith • 12:12-h b~lu-dw'I: cydc and wi1b 
frc( occ= 10 die•. 

Ditts. l>iei. we..., >dministered in dry fonn and rontain (in ¡;/k¡; 
di<I) 60, 180. or 350 vi1arnin-frx-e c:..<cin. 50 com oíl. 50 mineral mix. 
and 10 vit.'\min mix. C"mst:m:h a..nd s:ucrose, jn 1 :1 propo11ion, were 
:K.h.k.-d 10 ..:ompk-lt" 1 kg. dkL 1ll\' compo~ition \)f th~· dichi W!IS 
d<scrib<d pr<viously (23). Vitmnin· fre• cnsein nnd •he resi of 11>< 
ingr~dicnis wcrt (l\>l>ined fn>n1 Tcldad (M•dison. WJ ). 

Dil'lary ll't'aJmem.t. Twelv~ ra1s. w.:ighing 75-90 g. h3d fr"'-' 3C<llSS 

to thc appmpriatc dic1 for 1 O doys ond werc randomly dMd«I into 
lhrtt groups of four mi~ 0<1cb: 1) G'A- ca.<ein. 2) 18% C.'-<eÚl. llnd 3) 
3S% c>.'O.,in. Al thc cnd of 1he 10-day pcriocl. rats " "'·"' nn.:sthetiud 
"ilh ether for h<p~tic peñusion 10 c>bwu hct>lllOC)1"1<. The pl'OIOCX>b 
used in thcse ox1..,rimcnL• were approvcd by th< Animal Care Com· 
01i11cc uf 1he N:iiional Jnstitute of Medical Scicncei and Nuirition. 

Pre¡1ara1;0,, oncl culrurt of primary rat ht'plUllcytes. Rat hep:uo­
cyles wcrc isol31i:d hy 1hc coll:igcna.c;t.~ ~rfu...::ion techniquc and sepa­
rn11..·d fmm non¡xm.·.n~hymaJ Jivcr ceUs and dehris by ~ntñfugation. 

ó-U viability w:is ª"""sed by 1~ Trypan l>lue exclusion '"t and was 
alwoy> higher than 90%. O:lls (65.000!cm1) were plntcd on lr<:lll<d 
culture dishei; (100 mm dtmnctcrl and m3in1ruood in DMEM 
(GIBCO.BRL) .<upplcment<d "ilh glucose. L·gluiaminc, pyri<loiún.e 
hydrochlorid<'. and SO<tium pyruv:uc. AJlcr 2 h. cdls ""'e w:>Shcd. 
nnd lh< cullUt'< was comiau~'\l in DMEM cont:ún.ing 10% h(•t­

inactivatod fe131 bovine serum and 100 mg/ml strtptornycin < 4). 
/ In/ llCtfri1y. 1'olat<d hi:1xuocyies (1 x 107 ccUs) """e W'Jshod " i•h 

ic.:-<:old salinc and Jyscd "ith 5 mmol/I NsOH in 14 mmol/J KO. The 
l)'l!<·d e<-lls wcre cenuifugrd ior 60 min 01 105.000 g. and thc clcar 
sup:matant was ston:.d at - 80,,,C b\!fore rne-1\.suñng Hal a~"livity. Th.: 
octivity was :l>suyed ns descri~ed prevjously (23). ]l1e 111e1hod is 
ha.~d on th<' sprclruphotomctric nh.·a.;.:;ur\!.mcna ,,.f 1hc. oppcmance of 
urocanic acid at 277 nm. The J\:actlon was liocar for 10 ntin at 25"C 
in O. 1 mol/I pympho.,11h3le buffer, ¡>H 9.2. An enzymc uni.1 was 
dc-fined as lh• fonnotion of 1 nmol uro.o.itüc acid/min. The pro«ein 
conccntration W3$ m(!asured by 1 J.>'»'fY ns.sny "-'Ílh BSA stand.!J'd& 

N"11Mm blnl a11alysis. Total cdlula1" RNA was isolated from 
cullured htpalocytes with guanidíne thiocy.:mate according 10 Cbom· 
.-zynsl¡j ond Sachi (5). For No11hcrn annlym, 15 1'-l! RNA w:ts 
electrophoreS(.d in o 8 gil ag.muse iet conlnining 2.2 motil fonnalde· 
hyclc, •=sfefl"d t<> " nylon n1embr'"'1e lillcr (Hybond-N•). and 
cmss-línkod "'i1h an ullraviol~I cross-lirtker (Amcrsh•un). RNA in•<>g· 
á ty :uid l<><.-ati<•n of the 28S ru>d 185 1irosomal RNA bands wcre 
dctcnnincd und'" ulir.-iolet ligb1. ' Jbc cí>NA p1ob.: wa• a 1005-bp 
PCR pmduct omphli<·d J'mm '"' hwr l lol cDNA. 'l'he forw:ird and 
"'vcrs.> primees uscd for the PCR r<>action were 5'· GCATC'AC­
CACGGGTJ'IT-3' ru1d 5' -GGG(1'ATCA 1'GA1\T('('AGi\A'I~~· . 
tesr•<t1ivcly. 'tne PCR pr<>duci wa< punticd wilh thc high pure PCR 
procluci purification kit (Roche) ond lnbelcd with Rcdi,ue 
[a·nl'Jd.:oxyc)•tdine 1riphosph.~1c ( 110 ·m,¡1mmol) by u.sing •he 
Rettiprime DNA labding kiL. Memlmmcs were p1~hybridizcd wi1h 
mpid-hyb buffer :u 65 C for 1 h and thcn h~1idiwl -..i1h the cDNA 
pmbc (5:\.3 MHqll) l<>r 2.5 h al 65 C'. Membranes wcrc washed one 
lime wilh '.!X cill-:tlf salinr solution (SSC: 1 X SSC • 0.15 moUI 
SQdium chlond~ and 15 mnl/l <-O<lium d1r:ue) and 0.1% SDS ("1/vol¡ 
at 1w 1n irmpcratun· for 20 mjn and lhcn two times for 15 min with 
0.1 X SSC/0.1 ')¡ Sl)S (wtlvol) al 65 'C. Dil\ilized images and quanli· 

fication of r:idioaclivity (dp1n) of the ~:111ds wcre carried out using 1he 
Instan! lmagcr (l'ac.kard lnsuumerw, Mcridcn, GI). Membranes wcre 
also exposed to Eckla<ean film (KO<bk de Mhico. Guadal.aj.lr.i. 
México) al -1o•c 'vith an intcn$ifying scrcen. 

Orowth a11d culture of HepG2 cell.r. lluman Hcp02 hep•toblas· 
ll)Jna cclls wcre gn>wn 10 conftu.:nce in tissue-culture bottl•-• (75 cm') 
in 12 mi RPMl n>«lium conloilúng 100 gil FCS. F<lr $Ubcul1ivolion. 
uypsin-1rca1"d t'<'lls wcn: dilut<d in 1he s:ini<: mcdiwn and platcd again 
on 12-wcll pl:>t<S al a dcusi1y of 3 x 10' ceU./woU. The oext day. cdls 
w..:n: tran~foctcd wilh lipofoctaminc 2000 in scrum-frcc meJium, and. 
4 h lntrr. frosb "'rum-conlaining medium """' applied. Al\r$ urut.Sfe>."tion 
(24 b). elperimcnlS were startéd by applying fresh mcdiwn corMoining 
hormones or drugs •I thc coneen1ration.• indic:llod in figs. 1-7. 

}S(>/otúm of rol Ha/ 5' -Jlanking regimt, loolotion of the promotcr 
regKln of rat Hal gene was carried out using nestcd PCR lt'ac.·eion$ 
-..i1b spedfic anlisr.nse primers designe<! based on 11.- Hol cDNA 
sequcncc and scnse Adap1m· prim<i~ 10 amplify r:.1 g<oomk DNA 
fragmcnis (wnome Wntkor Ki1¡. ·1he c<1omnJ and ac.<ted gene Sp<'· 

cilk n:versc ¡nim'''' wcre 5' -"ITG Tlt: Tl'C A'l'G TAG C\.(.' (Xi(.' 
ACA G·3' •nd 5' · AAC ACT GAG Cll ccc GTC cm GW\ (i·3' 
corr.,spondíng to nuclclllides + 116 10 +91 and + 72 10 + 48 oí f'Jl Hnl 
cDNA, respe<:th·ely. The exiemal and ncstcd " ""' nd>ptor p1im•rs 
were provided by 1be manufacturcr. The amplifir.d product was 
digestcd wilh the n:Slri...iion enzynie Rso 1, subdoncd in thc &oR V 
site of p-Blueocript KS( + ). and ~ucnccd wilh lb.: 'lbem1osc<¡ucnuse 
radiolabclcd lcnninalOr t'YclC sc<¡uencing liil. The reacti{ln rroducL' 
"""' separat<d in a 1•>lyacrylllmidc grl (80 ~11 acrylamide-1 mol/J 
un•a) that was d1fod hefore nu1oradio¡\raph)' •• - 70ºC. 

/>1·imer tJ.lc-usion cm<1l)lis. 'l'o tind the 1ran,;crip1ion iniliation fiÍle. 
primer exh':rl)!'.iQn analysiJC v.ias perfonned usins the primer <Xlc!osion 
•)"tent-AMV RT ~.;, d.,¡•Tibed by the manufacturer (l'romog•). To 
decennine the $Í7.e of lhe products. scqucncing reactions \\-'trC' ¡Jer­
fonnod and iun on ti>.· s<1ine gel. 

Rtp<>rttr gene ossays. To assess 1ht functioo:ility of tli< Mal 
promoter. diffcrem promoter fragm<nls werc in.st-Md in 1he pGL3l>­
ve.ctor containing a lucifor:ise repcmer gene. Thc tirst l'CR con<.lmcl 
was gcnenued using oligonucleotidc prirnel1' [uppcr 5' -r11ac1rgagAC· 
TATAGGGCA('GCGTG<:iT-3' (-815 to -797 ~p) :111d lowcr 5'· 
gcge1aga1ATCAGGGTrCCfAGTICTC-3'(+39 10 +2'.?)J. Th<' 
product was Jiga1t'd \'io pGEM· T overnigh1 01 """" 1empcra1un·. Thc 
lif_atcd product w.,; di~csted "~lh Hi11d llUXho l and •ubclon<d in10 
p(ll.3b. which had 00.,n digc'-ted with HÍlld 111 o.nd Xlw l. The r<.i of 
thc i11.'k':11s wcre ~· -dek"'d derivatiV<s oí the first insen. The firs1 and 
socond dtktions (Hol-~20 and Hal-302) were amplified u•ín~ tho 
following upper primen: 5'-gcgctcgagAAGACACAACTíl~ 
TCGTI'G-3'. and ~· -gcgctcgagi\ 1TAGGA'ITGC-f AC'.ACfCC-3'. 
respe.:tively. A summnry of ruJ Hal-púl..31> ee>nstructs made is shown 
in Fig. t. YI 

7i·a11sfecri<m prot<H·ol. Tran.~icm lransfection u~ng lipofcct:m111lt. 
2000 Onvitrogen) WM c.vricd out :.ccording to thc m:tnufnchH'\:r·lit 

instroctions. ror M••ys with a lucif<'ra.se r<110t1cr gene. f)lasmíd l>SV(l 
con1ainiog j3-g:\13ctosidai'<' gene (25 ng/wC'll) wa.< c<itransfrct<d 10 
nonnaliu: 1he tmnsfection cfiicioncy difíeren<~s amon¡; s:unplc•. 11i.: 
toral amount oí DNA íor as~ays not 1..'0ntainins, ~he g]lJCOt;t111icoid 
rccep1or plasmid wa~ held consmnt by adding cmpty pCMVS vccto1'. 

ú1ciferau and fj -galoctosido.- ossoys. Aner ,¡,., Jas1 hormonc 
1rc>tmen1 (3 h\. coJls wtt~ p1~s5(.d for lucifemse and 13·galactosi · 
dase :ictivity nocording to Promei• · s protocol for 1hc luc-ifernso nssay 
system. for each well, 100 ,,_1 lysis buffer werr added. l.ucif<rnse 
activi1y wr•s mcasuri.:d as rclauv~ light units w11h a BD Monoligh1 
3010C luminomcl<r (llD Biosck'nce• l'hom1ingcn. S;m Diego, CA). 
,,,_, [!-g:\lactosicl:l"" "ctivi1y was measun:d as dcscribcd preVJously 
(3). Tlw: ludfcrnse ~<tivi1y from diffore111 samples was oom»lib.'d by 
p~galnctosidasc activity from lhe srunc snmple. Each trcatm(·Jll wa.~ 
done by tripü<."º· :uid oll oxperimen1s wcre •><pcattd al Jeas• thrce 
times . Wi1hin cach cxpcti mcnt, thc promolcrkss \'eclor (pGL3 h3Sk) 
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E17-l llFCil 1.A'l'IO~ 01' RA'I lllSTIOf\51: PROMOl 1.ll 11\ (jJ,l'C/ \í'.tlr-: 

Xho 1 
-81 s ==1~~~11'4~B=l,,¡,.!í==ft.=ffi=l!J==i=:fitREl=•!===l!!'!'.l 

Fi~: 1 S..·h .. ·1\1,,11.; rc(Wt:'.i:f•'•'h"n .11 1hc r.11 t11:ei1dtt.t<' (11;.1} 

pJn:11t11;>r .md 11ot dc-fc"fu,.J..: 1l~c JIT'~ uttlK'..dt« .. thc tr •• u~ 
'-l.t1pri«n ,,a11 ,,;e \lu1ul~11fí·r f\"l('t ~ ''' tht" 1••:-tt1•'1\ ,1f1hc 
UJ.n"('llf~h.111 \l,111 'lt( \. l11. l1 /' .• L'. ,,:1 ·'' 1 (.iJ{I• lt1 

,.,,,.,.."" •• ·1~1-rc··r-•11· 1\ <' <km,•1t1 

\ \'J' :11~· uan'l '-'t.:d 1nh.> i-kpC'i2 ""'\'"~ a.: a n·:~aLi\'\! ~ontml. Tll\" 
f~'\UJl~ ;'"1(\.' rn·~'-'Jlh:•J ~' J.:ffú' 111 tthh~tltH1, 

l?t•r1-..•,?l!\ ,;mi 1 ltt-"f•¡, ,;¡, N\l•·n 1~1. 111lit.>J• UILf" '1 f\~"'-'11.J ·~ •. Ch'-· 

R\'diprim~ l>NA 1.Jh'l:l.m~ ~ ~;..Í"·m. t11-.· !h,.mh•'t'tfH·.'n.l~ J.1<li<>l.tl"-·kd 
h:rmin~to1 i.:)'..,;h• .,..·"fm:;i ... 111~ 1'11 ... l..:l1\}"~llJ11h.': +.r ' ~PJtcipht1 .. phatl' 
1 l J() ~lliq/mm(ll >. RC'di\ut· :"l~·u.:1.:in~ ~'·11··' ·p¡1ri¡1ho$pli:tu: 1 l IO T13q.' 
mu,ol J. JnJ Rl'd1\u .. · 5'·l(11.· .. :Pfd1J .. ·,,,~ 1;1""'1luc l .. ·{ititk:-; <5:-.:. TRtJ/ 
rnmoJ) \\ .. ·n: pun:h:t,.:d fnun Aml•i...h:un 1no.:l1nsh:im,..hir, ... l.IK).1lte: 
\ll:tmin·fri ..... · c.~:L .... 'JO mld rtk- rt"aM1nlnl.: i11:::ri\.ht>nh o( 1lw 1.fo.·1~ v..-rl" 
º "'t•mk'-J fonn l'dd.td. (\·Ji ... -:1hu¡.: (¡1._-Jiuu's :md comp"n<nl:. and 
upof<elnnune 2<XIO we1< ror,l.i,:d lr<'lu J1w111o~eo ICa1ist-ad. CM. 
llw IU<.·1kt;l·t· ·''"·')' .._~..;.tt'm. l~·:,;;1lncin .. 11la•·;,, ...... ~ .,h.·m and rmm.·r 
.:\h0 n"l"t1 ") ~h.·m*Af\I\" Rl \h'r.· •• 1,l·uno:(I (iom P1e,11ws,:1 tMndi\4'n. 
\\'h '\i~n~1hne. ¡mOw.;.i~ 1 .. ·a~i:1 1t .., \\.,'J._• ~·N .nn:J t11~m ~1 !.:.IH.J t!nJ1.1· 
IM;'·'f;", ~\t1. (j~11u r11...- \\,1!k;l "·!" :1l11:t1nc:J fs,\m í'funr~·;h tP:th• \Jto. 
(_ : \ 1. ·1 h .. lut!h i'u h.' Pt K rm~iu.c.:t ruuhl,:"110n kll \\~1!-r. l\hCJJn(<l Í((\fi) 

Rnd1C" <~l.innhC'1m. (h·nirnn:. i llk' .. ·udoll\'l' pla~mid runJrt·;.tiun ku 
!J\tl' purch:1'<.d trom Qu!~l'O !(h:.il""'ºuh. Cl\l 

Stntt·tun· 1~t thc· 5' :JfcmJ..m:; l'C''-: ion uJ lllC' Ha! ,:(dJt'. ):..,ljatiun 
1'( tht' 5' 11.m~ing 11!~11'11 nr lht" 11.tl ~t.!O!.! 1.\ ª" p~rh,rnh~U hy 
DNA w:ill..in~ u~ing "['>1..'ui11..· ni.: . .:1c .. J primct:; ln1:.1t•:c.l in l h"'• tlr:-it 
J2P hp ai'h:r llw inH1Jtwn l:,Xi·'ll m lht' dJNA ... L't1u1..·n .. ·ú ll7. 
20), ·11H .. ~c,1ucrn .. ~ in Hl\' ln1n1a11 d)\!A b. h'C'.lh.xi in -,,:\('11 2 <.'Í 

the ~~1H1rni ........ :q u\!'n~i: 1'1' th~ Jlíl! ~.:m.: '1;..: •. 1 h..: PCR .unph~ 
fi~alh•n f-.rodu~·1 11s.i11~ !;1.·1.nnm; 1w UN\ i.:ut "i1h f~ c>R \i 
n.:~trtc1i,1n ..:111rm\! pr\xluúd .1 ~ingk fr;1gm~n1ni12()5 hp. Tl 1~ 

.miplili~d r1 oduc1 ":" di,,;t»lt·<I wi1~ /ü1t 1 .mcl 1hc11 don,~J in 
pl!S 11 K~( ... ¡, ·1 ho cl,,1wd rragmcnl wa, <cqucncu!, and 1hc 
Ílf!--l •UO bfl "'.,,Ílh:td~J ''ith thc.· 11nlranslc.1l~'\l 1.:g.ion si:qm.·n ... ·e ol" 
lhl" fd l 11~,1 .:t~·n\! prc\·jous1} r'-°l'''r\(d hy <.;;jn,1 c1 al. ( H') ·111c 

rema in in¡: li 1 hp had nN ''~" rc-¡"1ncd prcviN1>!y. Thc 
inttiation of 1¡·¡,1n:..<.·rip1io11 :-;He ,,, 1h\!' 1 lal g.~nc w.1:-. d"·icunilh .... d 
t>y prim~r cxtt::1h1t"i.n &nJ1y:..i ... u ... 1n~ a ::;;!~1.·ihe antíscu~c primc·r 
ílaokm¡; 1!1,· 5' -<'nd t•f lh~ cDN/\ ,.,:,¡ucnC<'. Tb~ umplilkd 
pr<.1tJU(l \\ ltS l\.M:rth.•d .+.\}~ hr Uf~strC.lf i.) Írt'lh lhi.: irmimion ~cx.h.Hl 
\t=ig. 2J. (\'lmputalilmal un~ll):-.i:-. u~tn~ ~ia1ln!'~t·tor "~r~inn 
1.1 !t.tOÍIWa1·i.: ( J 61 CoJrn;idcU wi1h ,')ur prhnt.:J ~)..ten ... ion .1:-.:..ays in 
indic~1m¡! 1!rni the nud~• 11J.: l•>cute<i ~'l.\ 1'p in'm 1hc tnlliulic>n 
,,f lnlrl~!ation '' • ._. .. 1hc. puwthc 1n111~c.:nplion imti,Jlj,,n :-.itt.·. 

Set¡llt'll<'<-' w1t11' ~¡, nf 11?.. 5' :tlcmkin.'! l'l'J;iOH of /lle H11/ crene. 
Bla'I sct¡ttc1h:c ,111.1ly'i' >h•"'.:J 1h.ll 1bc rrll llul pn'molcr 
l'\!g.ion ohtai111!d in lh\ ... pr~~ent -.;.fUd) '.'\he.'\\ cd homok'~Y witb :-i 

~mall ~~illl'lh:I! ,\[ lh.: UH.JU:-...:. .;.clh)lll"-" i1'1::1l\'<l ch."'~ h,\ tllc llt1 l 
gene in ,·hn1mi.>Hlll1l! JO. whcn:a~ .. lhcr~ \\a .. un hlHU•,k•gy \\rllh 
uny ,e,¡ucn.:c .,f 1he human gc'll<>llW J111cr~>llngly. th.: r.tl l lal 
cllN:\ :1-CtJU\!HCC h 1l' .111 ':\7' ( iJcnlity fpr 0\t)ll!'\lt! éUH.I htmlrlll 

\\Vl:I' tht" C4.'l(lin~ f(;."~h ·n At lh(' :.tmHH' J\;UJ kn!I, l'lll 1 LtJ t~ v><t 

w11,;crvcd wi1h bnth m<>U'c •Ud human l ldl 111~ 81 l\-bp DN.'\ 
•c..¡ucncc of Hic 5' -ll:ml.ing rcgi•>n •>f 1hc llnl gc11,· is sh''" 11 in 
n~ . J. (",•input.11k1n.1l an .. ity.:t.: lt' c.h.' h.~nnin~ pul •. thc t1.111 ..... ·rip· ... \ 
li\l¡¡¡¡j l"liadin~ -..i 1 ~~ \\~l:- a.h.1.-' pcrform1.·J with thi.: i\111tln ... p...'\;tur 

'ª~hm ~-~ rro~r.1111 al 1h~ l'l<.1\NSl'i\( 7.2-Pu~lk 4.o clulJ­
ha<c (hllp.//lr;ut~fo~.ghf.<ldTR,\NSl·i\C/) Thc "''luenc.: <lid 
m•l ~how ~,,,,..,n~us T1\ l /\·lil.c ,,r ( "1\Xf-lik.: "'"'~' in 1he IÍl'>l 
H>O hp up,1r.:a111 frrnn rhc tran!'Crip1k>n >latl sil<". ln,1.:aJ. lhc•r.: 
are'"" pulJliw TATA-likc boxcs nl - l 52 and -26~ hp and 
lW<I i>UlaliW C':\i\T-lik~ b<>X<!S ª' - JSIO <t11d -:!S~ bp. -n,~rc 
are also six GC-rich ooxc.< al -7~. -130, - 211. -." 2, -~ 18. 
ami +2 111 thitl are pc.H~uti;l l b1odhi,g ~itc~ for 1h~ 1r-..t11~i.:npti1..10 
lach•r ~rl (!{>. ,\ddilionall~. thcrt· are"''<!" pulali\c ,\ l'I f.1m 
OAºl A •. 11¡J ''n< 1 kl 1 hindin;: s1t< '~~u .. ·m:e:-. h lll\t'l\\~l'U~ h1 

~v~ral Mnding ~it('~ for lh~r-~lll:l.' ilit.: lraw..c.·npth\O tJ ... ll'f'i 
índudin~ Cfl:ílP, NF-ll A>, and l INl·-l \\ere hlun<i. l"here :m· 
:11:'<> fm1; (JRJ: al - 15!!, - 3'Xl, -4-11\. and - S11' and >in¡;lc 
l.!~trnp.~n l'i..~ccptC\r an<l pn,sc~h!nm(: 1 c~cp1l-.r $\Ü('~ :-it - ~IX .11ul 

0-'7. r ... " .p-..·.:¡ t•. d) 'Pi;. )\ 
fj_J(•rr oj' <lil'l•Ir\º p1r11d11 (Jlf //~,/ 1..'.\f'l't'.\\Ífm in l'cJI l11.:pc1/n· 

n ·1c.1·, Tt• cxamin._, fh,· '-'Íh.'4.'l o l dilh:r\.'ill t:\1JHXJ1lr.Hi1m~ nl 
tlh.:lary pr,,1i·111 un H.1l u1.·1i' ity 4"\1h1 mt<.NA i:\\lll°~nh<Hh'll "1 r(11 

lívcr poi) 1 A) G A T 

A 
A 
G 
e 
A 
G 
e 
T 
T 
T 
e 
~·1 
G 

h1!- .:'... l>r1m..:r \!Xktt .. 1on ~n.t:!, ... i< t'I lJ1..: h1.1\.1.li..: Ho.I ! .. ·o.: u. t.J c-tcnu•u~ th~ 

lr.ll l~i..·ctptK'i\ lll•tl3ll\•n ul~ 
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RE(;\'l.l\'110~ Of' Rl\'I lllS'llDI\% l'l!OMO'll-.R llY l ;l.l'("AG<.>K E1 75 

·799TA'fCCMQíKl.CAAAGATAAO GAACACMAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC 
IOO'<IOATN l'PAMOOU MÑPGl\ó 

• 739 ACACACACAC ACACCTGl\00.Ca:cGTGGGQ AGIT AAAGTC C~ TGACAGTAAT 
AP'l PR API OATA 

~79™CACTTCTCfAACCTTCCCATCTATCTAGCAGGCCCCGACC'fCb000JTGACACA 
l!NF< TAXICR!lB Al'I 

~19 !:A™IGGA CTITGTCITf CC/>GCCACCC ATrGGGA TGC CCAT!TTACA <lATMGTAAA 
OATA CRES 

·5S9G<.'T/\AATCCC AGAGGT~TGA~GAG CCAGMCl'TA GTACQCl>aaf 
HNl'I OCT· I GR 

..499~ATAGATC!\CAGCCTTMAG~A.J:I.AQQAMCAGGAá.Ci.tl.ACAI 
PPAfl/R.XR. C'OL'V/H.NF4 Cle.DP GRIPR 

-439:n::6.0'C6.C~A~AAGCTGl\GGGCCTCCAAGCTA TAG~'CTAAG 
llDOXh\PI AP2 SPl Al'l JGR 

-379 ACACAACTITTCGTTGTGM AATCCCTCTC TGC'l'TTC'ITTIGI'C-OA~CAGQ 
·--~ Clll8PIN1'1L6 -319A~l\AO<'.CAGTGOCAGGGAGOCGTT~TGTTTG'l'GO,.J;TAMTAMTGA.6. 

SPI 
·2S9 nMiGATTGCTACACTCCGGGTGTCAcrccc.GGTGTCACAA'lrnGAGGC(¡AJGCúGG 

C/EBP ~ SM GATA 
-1991'GTC~GACCG~G'JTIGAC.'CAG11'.GA014.dn'GJMAGAY~CG 

T..uau:& AP! CR 
-139 GGGGGOGGCG ()()(¡{jCGGC'TQ CGG~GTQ(.,'T AG.AGCGCTIACC TAGGA/IGCGA 

SPI API 
• 79 A~ T!'CGG!'CCCC AG<.,'CCGAAA AAAAOAACCA AAA.AAl\AAA.A AAAAAAOAGO 

SPl 

• 19 G<iAACAGT AA GCAGCTTTCA AQilCOQACTC AGAACGGGOG AGllGAGAGA4 c r..iGGMCCC 
•1 SPI 

+ 42 TGllTCAGGAG llAGTGCGCAC AC('.ACCCMG ACTTCCAGAC CCTT'GGTCTT GCTCCCCAT/o 

tl02AGOC1'\CAffOMAGTOCGCTCllGCTACCl'llC~TCCC17TC/'CCl'GCCCCTGOTTCAGC! 

+162 7CCAGMAGC CCMCCGMC llCCAGAGCCCGCAA'l'CIAT.• 7'!TGTTOM G'/'GTC(;ATCC 

+'222 CTGAAGGCAll GGGA.~C<'..CO'f O'f'G1'TT/'CAA AGTCCATI'CT CAGTC fCCCT GCCMCCACA 

•282 CCCCAGCAGG CACTCCCCTC CCfGGTM.~G GATllMGGCT CTCCCCATCC .4GGACTGTAG 

+342 GGMAGGAOCC4GCc cmr; CT1'CCAGCM CCJ'ffAGCl'CAGAAGGGCTA TllGTAGGTGA 

+402 GCc41'GccrA GGTltCllCGCTGC.llCGTGCGTGGGGMJ'GGCTGOCGCTA 

i!-Olak•i.I h~r:1t\·1..·: h!.:-. rJ's w~r.: f~d ((1r f() dnys '' tth Jic!.:­
~ .. \ntainiug. flf:~ (11.•\\.•f)l\'>tcin did\, lS'i? •aJ .. ·quatc·p1\1t.:in tli\!ll. 
,,r J5f;{ (h i,g.h-pr\_11ci11 e.lid ) \.!a~dn Hal acth·icy i111.:rcas~i.1 by 
- 11-fold in Í•ll> red !S'l ,-.,,cin UÍ'-'l C<•mpartd wilh rals ícd 
6'i casdn dh.:1. wht~r~.Js ntl$ kcl 3)~ <:ascin dh.!l $howt.XI 30f.{~ 
increa...;.t.•<l 1-tal att1nty wilh ~:-:p~l ll) rats fcd t 8~ <.·a":in cJicL 
l11cn: m1..·m:-. in 1 J:tl :'Jl"t ivitr wcrc. dC:últnp.mit.'1 '' i1h 1..·Pnc:-f"Pll<l· 
mg incr~m~nt."- in l In! mRN/\. :i:. 5ll\1w11 111 F1~ . ..&.. Tht:!-\! r\'.'~ults 
1ntlic~1te dHtt 'h(,· ~.:on ~umptinn ~,r grn(,kd dietar~ prrttcin "·on­
~cnlrations incr..:""L"d 11:'11 1.'!'<rr~s~ion 111 ra1 i!'-Olatcd hi:_pahr 
C\'ll.'~. 

A 

B 

e 

6 

F1~ 3 " U.:l i'\'41J.: .coc'JUC'IK~ 0 11hc r;~ ~J"dK" 
U~J Y .rfankm'! rrtiou 'llJ\.! ñUN C'1rdc: t.l< · 

~'sncd 1 J rcP,..:-.c~1t .. 11~ p.iuh\-c :tK•Jf'Jf' 1r:u1· 
·~' 'J,.!4>n 1mo.;.,1t•n <ui.: l '1hkrhn:J Jr.: 1J: n. 
u11.:J ··1~-<: lcn .. 1u \~ql.k"n('.;_._ 1 .,.ni,.l 1•¡'•·U.~ t· 
hmJm~ .~ .tt'I> l('>f' '.':iníA!<t 1rn..it.c('11¡•lk1"1l fa1: f•-r;o. 

lt,1IK' IYP,.; <h,'.'IW,'- llC\°' K14J.\1~ f\'j.'lo.r,,•J 11..afl· 

fr;\ll~ lnll':d l~fMll )l ~)ld l} J">C Ul\fk'.':tlC.t Jr:l!'I • 

h npc1~n .ind 1r;m-.l:nt(IO ul1tJ~1«0 #UC~ Bo;)~.; 

otr\·a~ andti.:.:tlC f'll:flt\'e I '\ l \ 'Vtd C AJ\'l' 
l"Cn;;e1. 

'ií of cnsdn 
18 35 

i-.t .u "•I 

0~ is 
!JO º' l-a'-C'll1 

· J:.l]f:c:t of gltu·t1gmi tm Ha/ c.'.\{Jre,·timi in u11 c-ultnr,:d liepa­
'º' .,.,,.,, tk<.·au~ g luio:~lgt>n i~ a hormune that in~r~a~"~~ whcn 
lh1.• pr111..:in conh.:nl .._,,. thc dit'I incr .. ·cis~"· "r :;wcliOO lh"-' 1.ffrct 
1•1 thi, hnrnwn~ t1n 1 lal mRNi\ c1•nwn1rnli1in in ('rimury 
u1llur.:d ral h<.'patocy1c,;. ·111e t'fl'<'<.:I 1>Í physii>lo~ical wn,·cu· 
tro1i1•n ,,f ¡?iucns<>n t I rJ 7 lll•>l/ll on lhc 111nc cNirsc rc<ponsc •)f 
J la! mRNA c'>oc.:nlrmi1>u shlmcd an in.:rc:isc ,,f 46'-' l h .1f1~r 
thc aud1linn ('lf gluca¡l"ll. l lal mKN/\ ~1'11ccn1ra1i1>11 r<'turncd !o 
ba~,d kvd:-; ait¡;r 1 h of "''pu!-t11\.: lo lhc ll<•nnou"· < Jlg 5A ). 
Furilwnnnr~. w~ as~c:-.:;t.•d thc ~ffocl v r grJdcd C\l1)1,.'.Cllh tt, il 11l:-. 

¡•f gluc.•¡t1>n ( IO • t1> Jfl 1 'mPllll ••n 1 lal ml{ N:\ con«:nlralion 
Íll ..:ullur~t 1~oltitc<l r.H hCJlill~lCylc~ rh~ highc . .-1 ,¡trmrJn lkm of 
l lal mKN I\ ""'s ohlaint>J an~r 1 b "' incul>a1i1>n wlwn cultur~d 

r.~ 4 mR~ .\ ((\' l(COtcaU(~n ;t(ld lfal 11;,'.ll\'ll)' ,,, b~r;\l.<<'~h:J. (.'lf r~l\ t..-d b. IS. 
1•r l:''' ~;tt'ktn d1..:1~ A "1Qrthan M•lC anjj~~•< .. 'lf llal ruK~1\ 111 hc1'-·lt""- \le .. lJ 
Clh1du1111 llt\•U11di!·">131ncd ~él' ( l ial ~U\ t') ~S.('n'~'o::J .l.'\ C ·¡lll!! l'C\.'t1.111 
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.7 
~111.-agon 10 M 

rime Chl 

+ + + 

~ ' - .. 

~ ;4 ·~.: ~J.µ Ji 

B -o .1 -S -~) lfl .fl .i ·t .u .10 
h::. 5 ''·ttlu:rn NN ;,init!)"~ , .f l f.11 mR'A 111 :1(·p.1hx·~1 .. , 
W 1lh Jlt!C'H~ll1 \'t •f!i:1·n tr .1!11•1\ .. 1i1 •d•A -1'..° ' f ) t lllrlC lHft-..:- •I 

~lt11.!'I:_!<"' CHl \j,.(r~.;ttt'J h.T.:l,, \ 1:-~ " 11.tl mk' \ /1 

10 10 JO 10 l!l 111 1(1 10 10 10 

l tt·l '-"!•1,;~ h .... t1« 11r-J .,, 11h \hJf('f;n:• ,.,,"' ('111r.1h1•n· 1•f !-'-tu~·~' "'' 

<" tune- .. < ... 1~ ,,r c;ltt..ó\:;.'"°, , ,, H \tHrl.'.'akJ ht'j':.h ... ~lt' c1n 
U.it mR ' A A- ( · ~1~'"' ,,~1ha11 hlcof :m ... l~<r. ,,f 15 µ~ ltof.il 
R 'A ( 1001 h<pat..X:)k'" unüer dlllcrc111 condi1t"1H tc:lluJ1um 
1'-c·1omtJt>-Ma.nt'J ~d' .mJ qu~mcd1l·.tt11-.1 c•f 1111 mR~A n•m:eo-
1r01t11•n:~ ~ d~truhte ,1Ul~\t.~ 11\¡;1.1ph\ 1 

e 
~ + 

1 < '" 

hcp:tlocytt."S \\~re.• Hh.Ul~ah.-J \\ llh l rl a• Hh.11/1 gluc:;.,t.\'lll tH,g 
5-IJ). \\ e (;J!Tied ''U' J time C•"l-Uí"" (''\pi.!rim~nl .u thb h\lrrtlNlC 

C.'t.lUCl.!IHrtJllt>II h.1 ~ ...... ~· tht: rna,imal l'l' "l('l\ll1~ \ l f lf:tl mRNA 
ahun<luntl' lo ~hlc~1!!tlll Thi;. ~xrx·rimeut shuwcd that th(" 
m.1ximal ind11.-lil'll <>Í 1.5-fokl """ o~rnin~d alk r .:15- 75 min ,,¡ 
10i.:uhation (hg -"< ' Thc~· <la111 d carly :{hnw lhat g.luca¿!\'O 
imlu\:t!!-- l la l ~~1N <~rre~~H,n in ~u ltured rat hl;!patt'<.'Yh:~. 

IJ]l·rr of /',\/:\. /or.<(·o/i11 mu/ ,\ !'J(; 11 1111 Ha/ ¡:rn~ Ptprn· 
\Íf>lf in ,.at !te·pt;toctt''" Th1."1't" :.ire tw,, p,, :;...;;ihk ditfen:nt :tig11al 
1mn~luclinn rmh'' ªY$ 1lmt can h..:: r1i.:Li\'ah.:d hy glucd~tm. Thi.: 
tir::-t \'IU~ i::. coupk't.I h' pl11;,sphl)J ipa='e C.. r.;au:-.tn~ hr~akdown 0f 
ph<hphatic!ylimisil<•I ~ . S-bisph<»plwr~. imd tbc s..-.:ond l)ll~ b 
.:nupkli lo a<lc11yla1~ cyd."<'. ¡:cncmtin~ c1\MJ' ( IOJ. Tt• in­
,.t.·~•isatt.' " hi •. :h ''' lh\!:-.t.• l'' "' ~1~nahng palhWa}:-. wa~ prctc;!r­
~nlia\I) u;;cd to in<luu: Hal lran,~riplÍ<>ll, "°'' uscd ph<>rbol 
12 ·nl)TÍ>lak. l.l-a~·~IJIC IJ>/\1,\ ). forsk1 >iill in lhe rr~S<~lCt" OI 
3-i,obutyl-1-mct)IXanllunc. ,,.. /\NCi 11 a> ~cli vawr~ uf l'KC. 
l'K/\, ami cakium-calmodulin kina;c, f~>i'~"t i vcly. Thc r«$Ult, 
.ho\\ctl 1h:u addit ivn l'f lt.l<l nmr-UI l'Mi\ "'' ll"kd l lal mRN/\ 
._;¡11lC\!1llr:.ttion aft~r 4 h t"'1 incuhJIÍrHi Íll ~ultllrCt.l l'Olt hcpatncyt~:-. 
IFig 6A 1. Cuhur,•d hcpat1 ... · ytc$ intuhalc<l for l-2 h wilh JO 
µm<>VI '""~ulii1 al-i<' incrca>c<i 1 lal mRN/\ C<'nctnlrillit>11 h) 
- 40'1 <h g. l\Hi. /\NO 11 drd 1w1 .:h.in¡_;e 11~1 mRN/\ kwb 
111g (>CJ. Thc<c dJrn indicared that l lal gene •xpr.:.<sk>n 1:<111 lx 
aeli, ·at.:<.I vía •llh,·r PK1\ (>r l>KC. 

. 1() 

+ + + + + J;hli,.'~l !?UU h ) ~I t ~ + • ~ 
J~ NI ?) \l(l l.'.!(' 1i111c.• ( 11tltll ;5 :o !< (Jo º" "' 

Ftul('l lflftal flllcl/.' ti.\' of tlu~ rut lit ~""'r /1i1l prnmm«r. 1 o .:inJ 

l)ZC lhé ÍUllCl1,>ll ,,f !he fla! ¡>rl"lll1"l~ 1· ,:mJ lt > 'tUdy w(tcrhcr thc 
llai C<' ll<' ''·'-' tll!"ned vn \ ia l'K.J\ ,,r PKL". l\t: d1111,'<I lht: l!Jl 
gen\! .. rronh.lh.:r in •h.: p(ll.~ bm·h.: \\!Ctor Th>! i.:1.101pl~l l.! rri'~ 
motcr l'l.'~it'll und {\\U Jiffcr1..·nt 5'-Jckth.'ll lrugm~uls ol th~ ral 
Hal gco\! ¡"ll\' tn'' ll:r. 11p.s1í~arn of thi.: trans\:ripthJn inith1tio11 :-;itl.!, 
wcrc gcnd;llcd b;. PCR al'k.l ligdh:J tnlo lh!! ludforase r«!prn ter 
\ 'Cl'h ,1" pC'ii '·ha ... t~ T1u.·,c J\."pórh.:r i:on:o::lnh.1~ \\t:r\.· tran-,(c\.·tcJ 
into 1 kpti~ .-di,; Th~ C•'mmm1 1lm\ n'trcam hounJa1y ,,f al! 
th~~ l.:\'lblrt.u:l~ wa~ ut lhc nudcolid~ po~1lion • 12 fr0m th~ 
tran:'crip1lon s1nri :.-.u~ . In tkpG1 "·1..~ll =-t. lu\.'1t;:r,i . ..-c c~pN::o ... it..'n . 
und~r rh~ "'"'lrul c>f tilc rat livt:; full-k11g1h l lal pn>1m•1,·r. wa~ 
!'iiguiliciinll) ~•imulatt.'d hy tl..:'\am~tlrn~lílo,.' c:?.9-f~\ld). g lu 1.\i(!<>Jl 

11).\1-fok!J, forsl...,lin dl .9-fo!J). ami l'i\I ,\ 12.0-fold 1 <>va""'"¡ 
non~limulal\.•d '-''J'íC,:o»•h\11 IHg 7}. l lli:: ~\i<.h.-mi;c. "'ºPJ>iWli..."11 onr f1 

ltndin¡¡> u<ing cultur<.·d h~pat,>Cytc> lh:ir ch< J !JI gc1w 1~ rumc<l 
<•n \"Ía PKC "' l'K,\ on<l 1h.1l activ~liuu is lligha with l'M·\ 
litan for,k.>lin . A> wc ha,·c d~monsu-arcd prc,·iou~ly. 1kxa­
mt.·tba~m~ m \'ivo m1..'h.'fü·~t-- h\·pa1k llal mRNA <"OJh.:cntralion 

! 1 J. < >ur prc.-.cnl <l~ la M1pp.11 t a dir~ct role for dcx.1mcth.1-;.u1c 
,,n 111« .1cti\·;11i,,n o( 11!~ flal prumolcr. Dcktivn 0f mwko1idc> 
- Xl5 to - ""Wü f1YHl1 th1.• rat f-h1l prom0Lcr. \\hk·h 1cmovc"" tht.." 
rcfÍl>n .:ontainin).'. lhr<c t\PI ,i\<s. a ·1 /\X/( ·Rl-.B sil\\ ond 1hre.­
~l0<,T1i1:nr!kili,J 1v~1)011~ d('1m:n1s . aholi~hcd 1b~ :'IÍmulJlinn 
imluw<l hy l'~!A. lnrsk111in . .r.n<l g.lU••l\<'n hui ,1 ill >lh><V<!d 
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ht=- 7 Tr:.n.,1cnt 11.in .. 1 ... "'11'-1:l tln:1l)M'lí v i 11H.luct1vn ll) OOm1one ... nnd drt1fi­
I kpC.2 <.·.:-lb. w;:rc rrnn~k<.1.!J "oJ, H:il.-pGI ~h plo:.iu1d :a.~ d~.'<'nh-..-<I m M.\ lh• 

'ICl,\L\ ''" \tl"'!1K•l>\ fhc: t:dl:r. wc1.: 1.nmt.:J \ .. tth 1ncJ1uru alune.: (('"nlMH, 1(1 

µ\I J-;:'C(\,lll~l l1~L\Ollf: flkA•. O I µ.\1 sfUl,~.~on W µ\i-1 ltJf~k\')flJI . .ifid I µM 
P\.IA l·.-.r '-k)."'ndha ... 1t1Jt: .._.._~:.t >:i.. cefü W!.!ic 1,;,'l n111~tc,·lOO w11h W 11! ~lv· 
i.. tolllll'vid r'-"C,.';,:pcor 1 uc;ilc·r .... ~~ xMtl) \\-J...~ oorm.1tvcd '"-' j$-~al at'IJ\'11)- DulA 
tor che ~ ;:ruup~ w1:.•r.: toil..cu fr\1 11 J. r<'-pr.:.5C-Hl<ll1,·..: tx1icnm~l'IUI :u:tJ are ¡.m·cn 
a.~ thc '"".:In ..: 1tu1~~ lno111 mphrnti:- tnlll$J«ll\it1 ... 

El77 

+ + 

+ + 

+ + 

F1p (, !\orrhcm bt(lf ;1n.1ty;(1 .. ,..¡ ll.11 m!t)o¡. \ m ~p.v. <"}'·""" 

Ul'.tit1:J \\llh J11f..-r,·tu dn1tJ.. , \ U\lh" .:<",uf.-.." N rh.: ~ll..'\C u l t1111 

o \1 J"h'Jlix.•I l2•n1;.n .. 1:tw.Ll•:)."ct!'I~ 4P'.\1:\ 1 vn i·(Jl 1i1R~.\ 1' 
llm~ ('«JJ"(.:_ ••ftht' 1." íl~ ..... , l\f 111 µM Íl'f'l.1'-hn i•11-1.il mi(;.. ,\ ( 
tune CO\lr:< •11 thc: cff('('t 1'lf 10 1' 11\t A ,·.-; U ,.,,r¡ ltd tttK\\~\ 

,\ e slww Norlb::m hJN :u1.:d p .1t óf i; l.l~ tut31 !( ~,, ltl)(U 

bC:p.1tOCytc~ umkt J,tTc-N'nC ('Olldt11ooc ( Clhidnun ~'"lH"·~· 
' Uln<'d 1;dt and quaolUic~HOO o( I JnJ mRXA \!<1lk'C'nfrrttt0oo" b~· 
clectr\."lflic ~Ul('ll':\dioiDI*'~ • 

stimula tkm hy ch.!xanh!lha:-.on~. atthvug.11 h.l ,a kl\\\,•r cxh.·nt 
c .. 1mpan.:d witb 1hc fuH ~"'·gmcnt. 1 kkl iP11 ,')f th\· .;.cgm ... •1H 
C4.'ntainina nut·lc0l1de::\ - s 15 l<' - 10:! was in!,~.m~iti\'t' to ll'\!Jl­
mc111 will; P/\lA, fon;koliu . or glu~ag<'ll . 1 "'"'""~r. tk,pi1c or' 
lhc dt!lt.~lion N~ 6 13 nuckoliJi.:$. u~x umc;!lhaM'l1C \\',tS .thh.· ff ) 

induce lucifcra>..: acli\'ÍI)' hy l.li·fPl<I comp~r<:<1 wi1h pC;L' 
('f\"tnOt~l"lcs!'o \\."Ctvr Tb~~c rc:-.ult~ S.U!!.g'~l that lht." GRE sit.:" in 
tllis rcgiun may he more activ._· "hc:n a p(,.lh.·1HittJ l\.•p¡..,· ~:-. 1v ... • sil\:' 
fouml t.:1w~,·n - 340 ami -lll2 ¡, dcktcd IFig. 7) 

IJIS<TS.~JO:O. 

S:cvcrál :-iHH.lics i11 mmnmab ha,·c: l-ih\1wn J ldl.'.k: ,,, pr,,1t.'i11 
:' tora~~ in the hody arh:r lhe COn!"Umf)li<'Tl pJ ft high~pr"tcin 

d1cl Furthc:rmm·c, high ronccntrdtit.'ll~ ~,f lll~lll~ 0f tlw irnJh·id· 
ual ind1spcnsahk mn ino addo in boJy !luid; kJ<l h• '""'"'"" 
t.•ffc.:ts ;'11J c:vcn to>.idty. T hi:-. impJic~ thc pn:sen;:l' ''l ::-Jlt:~ilk 
m.: ... ~hanlsms t,) C..."llU'() I t11c cxccsc:: \,f dictary anHno :lci,J~ h' 
pn:, ·c111 dclc1c1i<>us dkcl•. Co11~cr,~11io11 ,,f t>cidy ni1 r,•;tc11 ;,nd 
\!hmina1 ion of cxcc~s nmim' acids is rn ninlv Cúntr(Jlh:d hv 1h~ 
'1mino ,tcid-d~grn<l iug cnzymes. Umkr!o-1:;0<.ling thc. mt.:i:h~1 
ni;.;111~ ,,f r...:gulatilin of ...:xpre::-::-:iun of llll'sc en0 111t.~s will ~ivc 
in~i¿:tH ínH.' 1hc: tinc 1uning o f amino add cala~>fü·m. 

I n lhé pre~cnt ,tu<ly. wc <'hscrv~J 1ha1 llal mRNA Ct•nccll· 
l r<1lioll Íl'<'tn ~U JIUrcd hépalucylés <'i>l,lincd fmm rdlS Í<>.l n 
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bi¡¡h·pro1ci11 dict was higher 1han 1hosc foo en udcx1ua1c- or 
low-pro1ein die1, indica1ing 1he induction of Ibis amino acid­
dcgruding cnzym1> 10 climinale thc exccss hi~1idinu. f>l'evillus 
studics llave dcmons1ratcd 1ba1 induclion of sevcml amioo 
acid-dcgrading enzym.:.~. including l lal, is mcdiu1cJ hy on 
incrcw: in glucagon concentra1ion. which cnhancc~ amino 
acid caiabolism C5). J\Jso, il was demo1.1Stral.:d 1ba1 ingc>IÍl)O of 
u high·hil.tidine die< diJ no! increa-c Hal c~pn:Mi<>ll, mdicatin¡¡ 
lh4l l lal gene is rcgulated by honncmos but 001 by 11.! substrale 
(22). In 1his •ludy. "'" dcmonstralc 1hat adJrtion of gluc-•g1lll 1u 
cullur«l bq>atocytes iocreases Hal mKNA concentr4tion, and 
tlJ;! stimulalklll i< dose and time Jepende111. 'The.•c data are in 
agrcancm ,...ilh prcvious s1udks that showcd 1ha1 od1ci- hepa1ic 
amim> acid-dcgrnJing enzyrn.:s are rcgula1.xl by lbc protcin 
c<>ntcn1 of thc dict. by 1bc inj.:ction of glucagon 10 rats, or by 
1bc addi1ku1 of ll1i& b<•nn.'nC' 1<• c-ulluro.:<I hcp111.x:ytcs (7. 9. 
12-14, 27) . 111 1hcse stu<.lics. il has b<,:,·n de111<111•tra1cd lhal 
glucago11 >1imula1"~ amino atid-dcgl'ading cn~yme ac11 vi1k·.< 
and inducCtl lheil' mRNA. l luw.:ver, il IJ as llC\I l~n clearly 
cMahfühed wltnl signal 11a.nsduc1ion p:i~1wny(~l are inv,,lw d in 
1hc ac1iva1im1 of1he exprcssion of lltCS<' cn7.ym.:.< hy glucagon 
In Bddition. wilb 1hc exccp1ion of serioc dcltydm1asc CS DI 1). 
wbosc promotcr ron1ains funclional cAM P-rc,¡ponsc clcmcn1 
(CRE) s1IC$ for Íl• a..:ti»alioo by cAMP (9). 011ter amino 
acid degrading en7yme promoter.; ha'" MI been Mudi<ld 10 
cklcnnine "hclhcr 1hcy .:on1ain put•th·c t•1t-acting clcm•'111• 
..,,..lCraleJ wnb ,;hangc:• 10 ~e c~pr6sr.>n due 10 the pr<!""'n<:c 
c-f rnclal~>lic hon11oncs sucb as ghic•gon 1>r glucoconi<:oids. 

Glucagon CXCl't$ iis :ictioo 1brou!'b a rcccplOr couplcd IO a G 
prot.:in: bowcwr. il was dt:tnonslrat•'<l lbal ibis ll<>nnonc in 
creases cAM P conccntration and intracC'l lnlar calcium conccn· 
1ra11,111 vía ino,itol 1.4,S· lri>f)bo:<ph.ilc ( 10). Thi> i111lrca1~ lh:n 
¡¡.lucilg•' " ~ignal ing occurs via PK/\ or l'Kl'. Tn fJSSCS• if Hal 
im.luclion hy ¡i.lucagon was mediated via PK/\ or l'KC. il'Olalcd 
ltcpaiocy1c-< wcrc incuha1cd witll forskolin , ;111 a<·tiva1or of 
adcny lalc cycla>e lhal c;1u,;c.• an increasc in c/\MP levels and 
Jt.llva rc, PKA. or PM A. a s1ruc1ural a11alog o í diacyl¡;lyt.-crol 
lbal ac1ival~ l'KC. Our rcsuils ;how 1ba1 llal mRNA is 
inJuc-ed by bu1b ('ompouuds. mdrca1ing 1bal 1he eAl'f"»Íon oí 
1b1s cn1ymc occurs vía cilber PKA '" PKC lmcrc>tin~ly, ANG 
11. "bicb io..-reascs !he re!~ of inlrn(.-cllulM (';)lc1u111 and hib 
oo eííoct on cdlular c/\M P "'''<'Is. did 1101 chan~ Hal geoc 
cxpr1:SSt0n Thus 1he in .. = of Mal expressmn rs nOI meJia1ed 
hy cakium-ealmodulin kinases, 

To undcrs1and wbclbcr lbc ac1iva1.1on of thc l lal gene occurs 
a~ a rcsuh 1>f an im:reasc in Mal 1ranscrip1io11 mcdiat.:d hy 
signaling parhways iovolving l'KA 01· PKC. il wa~ nccc~sary to 
il!Olaic a11d ><X¡ucncc 1bc promoicr rcgion ,,f thc ra1 l lal gene lo 
ilicnlify po1e111ial cis-acling clcmcnls aclivílloo hy cAM P 01· 
l'M/\ . '1l1c annlysis of 1hc promoier rcgion of lite ral l lul gene 
rcvcuk1l lite lack uf a 1ypical T /\TA b<•X bul was G('.rich. 
rl'llulting in 1hc presencc of se\•eral Sp 1 :mJ Al' 1 mo1i fs n.:ar 
lhe 1ra11.crip1ion inilialion sile (Fig. :?¡. Co11vcn.ely. a s.:gmcnl 
of 61 O nuclcx11id.:s from 1hc human llal promo1cr h:i.• b.:cn 
Pfcviou>IY rc¡>on<XI and .11<, ws a C011>cnsus TATA box {18). 
Addi1ionally, lite adcninc rcpca1 in thc rat promotcr scqucn-:c is 
1101 pres.:nl in lile human ¡;ene. Nonelbelc:». in lhc pro1111J(~.,.,, 
of bolb or~ani>111s. 1here are a simrlar number of po1cn1ial 
GRE, GATA. Ol!OP. and NF-11.·6 siles l'be ral l lal prom111er 
;ho\\S four Al'l siles compared wilh lhc !turnan prornoler 1ha1 
l'rlly conl:uns 1wo siles, and lhis drfference may allér lhc 

capacity of botb promOlcrs to rcspood to cAMP aod/or PM/\. 
On lhe other hand, !be regula1ory region of tbe ral SDH gene 
prumo1cr has becn Sludicd (1 3, 1 S). Tbc SDH promolcr rcgion, 
similu to lhc ral H•I promo1cr. l•cks 1ypical T ATA and Ci\/\T 
bolles aod has ~v.:ral GC boxc.~ lhnl may be binding siles for 
transcription factor Spl. In addilion. U1e SDH promotcr con· 
lains a 22·bp adcnine rcpcat ticrw.-en nucleo1idcs - 157 to 
- 178, wbicb N$Clllblcs U1e 17-bp adcninc rcpcal pn:scol in 1hc 
ral Hal promot.:r bc1wccn nudcll(id.:s - 25 10 -44. Funhc:t· 
more. ral SDH promotu con1ains at I~~ lwo GRE and 1wo 
CRE sitcs. providing il "' ilh the capacity 10 respond to glu· 
('()(.'Of1icoids and c/\MP in a similar fashion as the mi Hal 
promoter. 

ni.. funclional w1alysis of the rnt Hal promoler showed tbal 
tbc rcgion helwccn nuclcotidcs - 340 10 - SI 5 i.• importm11 for 
!be response 10 glucagt•n Md 10 forskolin anJ PMA. Tilii. 
rcgion conlnim. • TAX/CIH:H >ile al -629 bp and thrcc /\ PI 
sil~.s al - 404, - 452, and - 6'.ll bp 1ha1 are lhc polcnlial 
regulalor silc~ for glucag1111 rc~¡>onsc. On lhc 01her hand. lltcre 
are at leas1 six OIUl sitc.• in tite complete fragmcnl of 815 bp 
and ali secm lO be func1ionnl, allhough GRE sites al posilions 
- 4.'i.'i, -628, anti - 780 hp are apparenlly ~tronger siles fur 
glucocorticoid stirnu lation. A more dc1ailcd srudy is rcquircd 
for lbc analysi$ of ds-ac1mg clemcnts in lllc region bc1w.xn 
-340 and -~15 bp. 

In sumrnary. lhis analysr> showed ll1a1 lhe r~t llal 11•·11" 
promutcr c-ontain• a.-mc l'C•(lllll~ clcmcnts for tbe melahohc 
bonnuoos. 8}.UCl80D a.nd glucocon.icoids. that are ablc 10 up­
"'!;Ulalc r•l Ha! gene cxprcssion. In addilion, glucagon slimu­
lation nf lhe Hal promolcr C>CCUl'S rrcforenlially via PKA, 
allhough il is also s1imulntcd ' 'ia PK\ Thus, when rals C<'ll · 

sume a bigh·pro1cin dict. lbcrc is :1 proportional iucrc.\M! iu 
scrum glucagon lewls lhot in 1urn :1c1i va1c PKC ami l'K1\ 
palbways and incrcai;e 1 lal 1ranscrip1ion. l.!adi ng t<> an incr.,:m: 
in 11te amoulll <>f llds en7,ytnc to Jcgrndc e~cc.-.s bisLi<line. 
Contrariwisc, unJcr me~~ CC111di1i1,11s. ¡?lucocorticoiJs are als..1 
ablc to induc~ 1 lal cxprcssion 10 <1Xidi~c bis1idinc lo mccl 
cnergy requin.~mcnt:;. Jt Séem:;; that most or tbe arnino acid­
dcgrading enzymc< rcsp<>nd 10 ooth hom1ooc~ in a ~unilar 
fasbion: 1bus, il S<-'<-'lllS 1Jrn1 1bc mcdianism 1ba1 contn•ls llal 
gene expression is a •ooc.:rt«l mcchanism tbrougb wbicb aU oí 
tbe amino acid·degrading cn~ym.:. control body nitrogcn bal­
ance. Further s1udic.-! an: required to pmve lhis hypoihesi' 
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