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RESUMEN

A diferencia de los hidratos de carbono y los lipidos, los aminoacidos no tienen un
almacén permanente en el organismo, por lo que el exceso de aminoéacidos
consumidos en la dieta se elimina a través de las enzimas degradadoras de
aminoéacidos. Una de estas enzimas es la histidasa (Hal), la primera enzima en la ruta
de degradacion de la histidina, que nos da un ejemplo del metabolismo de aminoéacidos
en el higado. La proteina dietaria puede regular la expresion del gen de la Hal a través
de cambios hormonales en glucocorticoides y glucagon. Existe una fuerte asociacién
entre el glucagon y la concentracion de proteina de la dieta, asi como entre la
concentracién de glucagon sérico y la actividad de la histidasa. El glucagon es capaz
de activar dos posibles rutas de transduccién de sefiales: PKA y PKC. No se conoce
cual de estas rutas es preferentemente utilizada por el glucagon para activar la
expresion de Hal. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue identificar esta ruta y
aislar la region promotora del gen de la Hal en el higado 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 expresiéon del gen de la Hal era
inducido 150% por la presencia de glucagon en cultivo primario de hepatocitos después
de 45 minutos de incubacion. La adicién de PMA 100 nmol/l, inductor de la via de
PKC, incrementé al 100% la concentracion de ARNm de Hal después de 4 horas de
incubacién. Los hepatocitos cultivados por 1-2 horas con forskolina 10 mmol/l,
inductor de la via de PKA, también incrementé en un 40% la expresién 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 identificacion de la regién 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 determiné que el sitio de inicio de la transcripciéon se
encuentra localizado a 404 pb del ATG. Esta secuencia no mostré sitios consenso
parecidos a la caja TATA o CAAT en las primeras 100 pb hacia la regién 5’ del sitio de
inicio de transcripcion, 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 unidn para el factor Sp1.
Asi mismo hay siete sitios probables de union para AP1, 4 sitios GATA, y un sitio de
unién Oct-1. Se encontraron secuencias homdlogas para varios elementos de
respuesta para factores de transcripcion exclusivos del higado incluyendo C/EBP, NF-
IL6, y HNF4 y tres posibles elementos de respuesta para glucocorticoides a -390, -446,
and -528, asi como un sitio para el receptor de estrégenos (ER) y para el receptor de
progesterona (PR) a -218 and —897, 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 expresion 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 expresién de los genes de las enzimas degradadoras de aminoécidos
con el objeto de eliminar el exceso de aminoacidos que puede ser toxico para el
organismo.



1.INTRODUCCION:
1.1. GENERALIDADES

Los aminoacidos son los bloques estructurales a partir de los cuales se
sintetizan las proteinas en el organismo. El carbono a de los aminoacidos que es
utilizado por las células es asimétrico, es decir que contiene cuatro sustituyentes
enlazados covalentemente, un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y una
cadena lateral que es el que da las propiedades quimicas de cada uno de los
aminoacidos. De acuerdo a la estructura quimica de la cadena lateral, los aminoécidos
se han dividido en zwitterionicos o neutros, catiénicos o basicos y anionicos o acidos
[1]. Todas las proteinas en el organismo estan constituidas de cualquiera de estos 20
aminoacidos. Desde el punto de vista nutricio, 8 de los 20 aminoacidos deben ser
obligatoriamente consumidos en la dieta, a estos aminoacidos se les conoce como
indispensables. Dos aminoacidos son clasificados como semiindispensables, la tirosina
y la cisteina, debido a que estos son sintetizados directamente a partir de los
aminoéacidos indispensables fenilalanina y metionina respectivamente. El resto de los
aminoacidos se les clasifica como dispensables ya que pueden ser sintetizados por el
organismo. La histidina ha sido clasificada como un aminoacido indispensable durante
la infancia, y dispensable durante la vida adulta (tabla 1). La denominacién 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 aminoacidos en individuos en crecimiento no permite que la tasa de
crecimiento sea éptima.

Después de que se consumen los alimentos, las proteinas son hidrolizadas en el
estdbmago y el intestino por medio de proteasas para dar lugar a aminoacidos libres,
dipéptidos y tripéptidos. Debido a que estos productos son compuestos hidrofilicos,
requieren de la presencia de transportadores especificos en el intestino para ser
introducidos al enterocito. Los aminoacidos libres absorbidos se dirigen al higado via
porta, y junto con los aminoacidos procedentes del recambio proteico forman una poza
comun. Estos aminoacidos pueden tener distintos destinos metabdlicos. El mas
importante es el de ser utilizados para la sintesis de proteinas. Ademas, los
aminoacidos son también utilizados como precursores de algunas hormonas,
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neurotransmisores, grupos hemo, bases puricas y pirimidicas, asi como también de
aminoéacidos dispensables. Sin embargo a diferencia de los lipidos y de los hidratos de
carbono, no existe un verdadero almacén de proteinas, por lo que un exceso de
aminoécidos en la dieta es oxidado.

Aminoacidos

Tipo de aminoéacido

Dispensables

Alanina Zwitteridnico o neutro
Arginina Catidnico o basico
Acido aspértico Aniénico o acido
Asparagina Zwitteriénico o neutro
Acido glutamico Anidnico o acido
Glutamina Zwitterionico o neutro
Glicina Zwitteridnico o neutro
Prolina Zwitteriénico o neutro
Serina Zwitteridnico o neutro

Histidina (adultos)

Indispensables

Zwitteridnico o neutro

Zwitteridnico o neutro

mfiﬁt::i?':;a Zwitt_erié_nioo 0 ne?utro
Lisina C_atlémcc_a o basico
Metionina Zwitteridnico o neutro
Fenilalanina Zwitterionico o neutro
Treonina Zwitterionico o neutro
Triptofano Zwutter!éngco o neutro
Valina Zwitterionico o neutro

Histidina (infancia)

Semiindispensables

Cisteina
Tirosina

Zwitteridnico o neutro

Zwitteridnico o neutro
Zwitteridnico o neutro

Tabla 1. Clasificacién nutrimental y por estructura quimica de los aminodcidos.



1.2. METABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS:

Los organismos adultos generalmente se mantienen en un estado estable. Una
entrada constante de nutrimentos, asi como salida de energia y productos de
deshecho permiten a los organismos mantener una composicién 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 intrinsecos para mantener la
homeostasis [2]. La homeostasis del ambiente interno de los mamiferos se logra
mediante una serie de mecanismos de retroalimentacién entre varios tejidos [3].

Los principales sistemas responsables para el mantenimiento de la homeostasis
de las proteinas y aminoacidos corporales son la sintesis y degradacién de proteinas, y
la oxidaciéon de todos los aminoacidos, asi como la sintesis de aminoacidos
dispensables. Cambios en la velocidad de estos sistemas permiten un ajuste en el
balance de nitrégeno 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 ingestién de proteina. La oxidacién de aminoacidos cambia rapidamente
en respuesta a una ingestion de aminoacidos alterada; el cambio en la disponibilidad
de sustratos parece ser determinante al menos inicialimente. Las enzimas involucradas
en la degradacion de aminodacidos también se ven afectadas dependiendo de la
cantidad de proteina consumida, lo que se traduce en un cambio en su actividad
especifica. El efecto neto de estos factores es la conservacion del esqueleto
carbonado y el nitrdgeno de los aminoacidos cuando la ingestion es baja, o por el
contrario, un incremento en la eliminacién de aminodcidos cuando la ingestion excede

el requerimiento [3, 4] (figura 1).
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FIGURA 1. Principales sistemas involucrados en la regulacién del metabolismo de los
aminodécidos.

Para mantener el equilibrio nitrogenado, los aminoacidos se canalizan a
diferentes vias metabdlicas y los principales destinos son:

1. Incorporacién a las proteinas tisulares. Debido a que las proteinas en los
diferentes drganos y tejidos tienen una vida media, estas son degradadas a sus
aminoacidos individuales, los cuales regresan a formar parte de la poza de
aminoacidos libres para ser reutilizados. Este proceso denominado recambio proteico,
es de gran importancia para permitir el funcionamiento de los diversos érganos y tejidos
en diferentes circunstancias. Estudios utilizando la técnica de “dosis de inundamiento”
con aminoacidos marcados han mostrado que el recambio proteico varia de un érgano
a ofro. Asi se ha establecido que el recambio de proteinas en el intestino es de
110%/dia, en el higado de apréximadamente 35%/dia, y en el muisculo esquelético de 5
a 6%/dia. De esta manera el aporte de aminoacidos a la poza de éstos por los
diferentes érganos y tejidos sera diferente [5-8].



2 . Algunos aminoécidos libres son utilizados para la sintesis de nuevos compuestos de
nitrégeno, tales como bases puricas, creatina o neurotransmisores. La consecutiva
degradacién de estos productos generalmente no va seguida del retorno de los
compuestos finales al depésito de aminoacidos. Por otro lado, los aminoéacidos
dispensables se forman en el organismo usando grupos amino derivados de
aminodcidos indispensables [9].

3. Parte de los aminoacidos libres son catabolizados. El grado de oxidacién de los
aminoacidos depende de la concentracién de aminoacidos en la dieta. Debido a que no
existe un verdadero almacén de proteinas en el organismo todo exceso de
aminoacidos es catabolizado. Esto se ha demostrado a través de estudios utilizando la
técnica de balance de nitrégeno. Cuando se consumen concentraciones de proteina
por arriba del requerimiento de un individuo, este no incrementa su contenido de
nitrébgeno corporal. Es decir, no aumenta la retencién de nitrégeno, lo que indica que
existen mecanismos que mantienen un nivel de nitrégeno corporal [10, 11]. Cuando
aumenta la oxidacién de aminoacidos, el esqueleto carbonado de éstos se pierde en
forma de CO2 o queda a su disposicion como glucégeno y grasa, mientras que el

nitrégeno es eliminado en forma de urea [12].

Se ha determinado que deben existir mecanismos especificos que mantienen la
homeostasis del nitrégeno 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 enddcrino y de cambios en la actividad enzimatica
[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 aminoécidos, por ejemplo en el caso de
la fenilcetonuria o del sindrome de jarabe de arce, en donde hay una deficiencia en la
actividad de las enzimas fenilalanina hidroxilasa o deshidrogenasa de los cetoacidos de
cadena ramificada respectivamente, se produce una acumulacién de los
correspondientes aminoéacidos fenilalanina o aminoacidos de cadena ramificada en la
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sangre lo que ocasiona diversas anormalidades incluyendo deterioro neuroldgico, crisis
metabdlicas y retraso mental. Esto indica el efecto txico que puede ocasionar una
acumulacién de exceso de aminoacidos y de que no existe un almacén permanente
para ellos. El hecho que una dieta alta en proteina no produzca una acumulacién de
las mismas en el cuerpo nos indica que no existe un almacén de proteinas. La
retencion de nitrégeno y el crecimiento se ven disminuidos si un aminoacido es
eliminado de la dieta en individuos en crecimiento o se produce un balance de
nitrogeno negativo en adultos [4, 9, 13, 14]. Estos hallazgos han permitido establecer
cuales son los sitios que controlan la homeostasis de nitrégeno corporal.

Destino de los aminoacidos

El destino de los aminoacidos ya sea para ser utilizados en la sintesis de
proteinas o para su degradacién depende de las constantes de Michaelis-Menten (Km)
de las aminoacil-ARNt sintetasas y de las enzimas degradadoras de aminoacidos. Se
ha determinado que las Km's de las aminoacil-ARNt sintetasas son de 1/10 a 1/100
mas pequefias (con mayor afinidad) que las Km's de las enzimas degradadoras de
aminodcidos (tabla 2). Por lo tanto los aminoacidos son canalizados proteinas, un gran
porcentaje de aminoacidos es canalizado hacia su oxidacién en presencia de enzimas

degradadoras de aminoacidos [4, 14].

Sitios de control de la utilizacién de aminoacidos

Los aminoacidos son retenidos temporalmente en el cuerpo de una manera muy
efectiva. Por un lado las proteinas provenientes de la dieta son digeridas casi
completamente y los aminoécidos liberados de la digestién son absorbidos totalmente;
por otro lado, la reabsorcién de aminoéacidos del filtrado glomerular es altamente
eficiente. De ahi que existan solamente dos sitios de control para la utilizacién de
aminoacidos 1) sintesis de proteinas a través de las amino acil ARNt sintetasas y 2)
degradacion de aminoacidos. Si alguno de estos dos mecanismos esta defectuoso o se
encuentra sobrecargado, un mecanismo restante como es la disminuciéon en la
ingestion de alimentos previene la acumulacion de aminoécidos [4, 9, 13, 14].



Amino acil ARNt sintetasas

Los aminoacidos son utilizados principalmente para la sintesis de proteinas
debido a que las aminoacil-ARNt sintetasas funcionan a su maxima velocidad (Vmax)
a bajas concentraciones de aminoécidos. Estas enzimas catalizan la unién de los
aminoacidos a sus correspondientes ARN de transferencia (ARNt) en presencia de
ATP. Los ARNt ya cargados con sus aminoacidos pueden unirse a su correspondiente
codén presente en el ARN mensajero para ser utilizados en los ribosomas durante la
sintesis de proteinas. Existe una aminoacil-ARNt sintetasa para cada uno de los 20
aminoacidos. Este resulta ser un mecanismo preventivo para evitar que los
aminoacidos sean oxidados. Por el contrario, cuando se consume una dieta alta en
proteina, las concentraciones de aminoacidos aumentan significativamente por lo que

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

Sintesis de proteinas

Los aminoacidos provenientes de la dieta son preferencialmente utilizados para
la sintesis de proteinas debido a la mayor afinidad de los aminoacidos por las amino
acil ARNt sintetasas (valores de Km en el rango de uM). Por lo que los ARNt estan
siempre cargados con sus aminoacidos permitiendo una continua sintesis de proteinas.
El consumo de la dieta estimula la produccién de insulina, esta hormona a su vez
estimula la sintesis de proteinas a través de un aumento en el transporte de
aminoacidos hacia diferentes 6rganos o tejidos [17] y activa factores de iniciacién del
proceso de sintesis de proteinas que ocurre en los polisomas. Los aminoacidos por si
solos no estimulan la sintesis de proteinas a excepcion 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 sintesis de proteinas [18]. La leucina acelera la sintesis
de proteinas aumentando la formacién del factor de iniciacién 4F (elF4F). Se ha
propuesto que este aminodcido activa directamente a la cinasa mTOR y esta a su vez

fosforila al factor elF4F o que la cinasa mTOR fosforile a las proteinas p70°>¢ y 4E-

BP1 que a su vez activan al factor elF4F [19-21].



Enzimas degradadoras de aminoacidos

Las enzimas degradadoras de aminoacidos son enzimas que se encargan de

eliminar el exceso de aminoacidos que es toxico para el cuerpo. Estas enzimas son las
primeras en la ruta de degradacién de cada uno de ellos y controlan el flujo de su
degradacion. Generalmente estas enzimas tienen baja afinidad por su sustrato para

evitar que bajas concentraciones de aminoacidos en el cuerpo sean oxidadas [4, 14].

La mayoria de estas enzimas se encuentran en el higado con la excepcién de la
enzima degradadora de los aminoacidos de cadena ramificada, que se encuentra en la

mayoria de los tejidos extrahepaticos [22, 23] .

Concentracion hepatica Km

Enzimas degradadoras de

Aminoacidos

Baja proteina  Proteina adecuada  Amino acil

(6%) (24%) sintetasa Nombre Km

10*M W o
Triptofano 0.4 L0 1x107° Triptofano oxigenasa 15x10~"
Treonina 1.8 10.0 4x107° Treonina deshidratasa 29x107°
Valina 2.8 6.4 1x10~* Aminotransferasa AACR 43x107°
Arginina 0.1 02 2x107° Arginasa 24x107°
Isoleucina 1.6 32 5x10°° Aminotransferasa AACR 80x10~*
Tirosina 23 3.1 4%x107° Tirosina aminotransferasa ~ 1.5x 10~
Serina 14.6 12.4 5x10™ Serina deshidratasa 52x1072
Fenilalanina 1.7 2.5 1x107% Fenilalanina hidroxilasa 1.1x107

Tabla 2. Comparacion de las concentraciones hepaticas de algunos aminoacidos en
relacion a la constante de Michaelis-Menten (Km) de las aminoacil-tRNA sintetasas y

de las enzimas degradadoras de aminoacidos.




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 desaminacion irreversible no oxidativa de
histidina para formar acido urocénico [24] (figura 2).

H
CH2CH(NH2) COOH CSC-COOH
/ NH; g
N NH N NH
HISTIDINA AC. UROCANICO

FIGURA 2. Reaccibn catalizada por la Histidasa.

En mamiferos, la histidasa esta localizada principalmente en el higado, aunque
también se ha registrado actividad en la epidermis [25]. La enzima de ambos tejidos
tiene la misma Km, y tienen un patrén de expresion durante el desarrollo muy
diferente. Mientras en el higado se va aumentando la concentracién 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 disminucion del contenido de &cido urocanico en la piel, cuya funcion parece ser la
de proteger al individuo de los rayos U.V, lo que llevaria a los pacientes a un mayor
riesgo de padecer cancer de la piel [27]. En pacientes con histidinemia, la histidina es
transaminada por una ruta alternativa en el higado, 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 dafio 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 pesc molecular de aproximadamente 216 kDa y esta
formada por tres subunidades idénticas de 72 kDa cada una. La enzima tiene un pH
optimo de 8.5. El valor de Km para la L-histidina es de 2.0 mM a pH fisiologico [26].

El gen de la histidasa humana estd localizado en el cromosoma 12 (g22-
12g24.1) [29], y su ADNc también ha sido identificado [30, 31]. El gen humano tiene
aproximadamente 25 kb y consiste de 21 exones. Su region promotora contiene
secuencias homologas a sitios de union de varios factores de transcripcion especificos
de higado, que responden a glucocorticoides, asi 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 aminoacidos con una masa molecular
de 72,165 Da [32]. La histidasa de rata tiene una homologia de 41 y 43% con las
histidasas de Pseudomonas putida y Bacillus subtilis, respectivamente y una homologia
de alrededor de 90% entre el gen de la histidasa humana y la de murino [31].

1.4. EFECTO DE LA PROTEINA DIETARIA SOBRE EL METABOLISMO DE
AMINOACIDOS Y SU RELACION CON LAS HORMONAS:

La poza metabdlica de los aminoacidos puede verse afectada por varios factores
como son la oxidacién de aminoacidos que juega un papel importante en respuesta a
modificaciones en la ingestion de proteinas [33]. Otro factor determinante es la
disponibilidad de aminoacidos, ya que las enzimas involucradas en su oxidacion
también se ven afectadas, presentando modificaciones en su actividad y/o en su
concentracion como respuesta a cambios en la concentracién de proteinas o
aminoacidos de la dieta. Cuando el nivel de proteinas de la dieta es alterado, se afecta
la disponibilidad de aminoacidos para las diferentes pozas del cuerpo, variando el
aporte de aminoacidos a los diferentes tejidos u érganos. Asi, la mayoria de los
aminoacidos indispensables sufre una abundante oxidacién en el higado, mientras que
en otros tejidos es muy baja.

La actividad de algunas enzimas involucradas en la oxidacién de los
aminoacidos incrementa en respuesta a una elevada ingestién de proteinas, tal es el
caso de ciertas aminotransferasas y de enzimas degradadoras de aminoacidos del
higado [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
concentracién tisular de los aminoacidos que resultan en cambios paralelos en su
oxidacién [11, 36]. Por otra parte, existe un mecanismo a largo plazo que incluye un
cambio en la expresion de genes que regulan la actividad de varias enzimas
degradadoras de aminoacidos. El cambio en la expresion génica de estas enzimas
puede ser regulado por un cambio hormonal causado por la ingestion de diferentes
concentraciones de proteina. Los cambios hormonales tienen un papel esencial en la
adaptacion del individuo a la ingestion de proteinas y de energia [37].

Se ha demostrado que la concentracién de algunas hormonas en el plasma de la
rata [38], asi como en el ser humano [39] varia de acuerdo a la dieta. Conforme se
eleva la concentracion de proteina en la dieta, se eleva la concentracion plasmatica de
tiroxina, glucagon y corticoesterona, mientras disminuyen las concentraciones de T3,
norepinefrina y epinefrina [39].

La ingestion de dietas desequilibradas produce cambios adaptativos en la
estructura, funciéon y composicidon enzimatica de los tejidos para permitir la
supervivencia mas larga posible del organismo. Las hormonas median muchos de
estos cambios enzimaticos; sin embargo algunos cambios son efecto directo de los
nutrimentos. Ademas de afectar la velocidad de secrecién 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
concentracion de glucosa sanguinea a la normalidad, sino también estimulan la salida
de otros compuestos, como aminodcidos para la gluconeogénesis [3].

Mecanismos de accién de las hormonas peptidicas: Las hormonas
peptidicas en general actian 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 especificos en la célula, como la insulina [40]. Por otro lado, un gran nimero
de hormonas, neurotransmisores, mediadores locales y estimulos sensoriales ejercen
su efecto en las células y los organismos mediante la unién a receptores acoplados a
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proteinas G, las cuales activan enzimas que generan segundos mensajeros [40].
Estan formadas por las subunidades a, B y y; y se conocen cuatro clases principales
de proteinas G: Gs, que activa a la adenilato ciclasa, Gi, que inhibe a la adenilato
ciclasa, Gq que activa a la fosfolipasa C (PLC), y Giz y Gi3, de funcién desconocida
[40] (figura 3).

Las proteinas G estan inactivas cuando estan unidas a GDP, y se activan al
intercambiarse el GDP por el GTP a la subunidad alfa. La unién de GTP produce la
disociaciéon de Ga-GTP de las subunidades GBy. La desactivacion de las proteinas G
es necesaria para finalizar la respuesta celular y ocurre cuando la subunidad Ga
hidroliza GTP a GDP [40]. Aunque la mayoria de los receptores acoplados a proteina
G median la transduccién de sefales via proteinas G, existe evidencia de que algunos
de estos receptores también son capaces de enviar sefiales por moléculas de
sefializacion alternativas, como la Jak2 cinasa, PLC, o PKC [41]. Se conoce
ampliamente que las enzimas activadas por las proteinas G generan AMP ciclico
(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 cataliticas de esta enzima. Una vez activada la PKA,
esta es capaz de promover la activacion de multiples vias metabdlicas por medio de la
fosforilacion de enzimas o proteinas especificas. La activacion de la PKA también
puede estimular la transcripciéon de algunos genes por medio de la fosforilacion de
factores de transcripcion 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 hepéaticas no solo incrementa los niveles de AMPc a través
de su acoplamiento con la adenilato ciclasa, sino que también es capaz de activar
proteinas G que interactian 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).

Receptor acoplado
a proteinas G

Canales idnicos
PI3K
Fosfolipasas
Adenililciclasas
Cinasas de receptores

00 ¢

Canales idnicos Incremento DAG n
Activa Rho
Inhibicien de AMPc  eremento AMPe IP3

Fofolipasas

FIGURA 3. Los receptores acoplados a proteinas G activan diversas vias de
transduccion de sefiales.
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Figura 4. Diagrama de los dos sistemas de transduccion de senales del glucagon.
R=receptor, AC=Adenilato ciclasa, PIP=fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, DG=
diacilglicerol, Ins P3=inositol trifosfato, PLC= fosfolipasa C.

1.5.REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE ENZIMAS
DEGRADADORAS DE AMINOACIDOS:

Los nutrimentos, asi como las hormonas también controlan la expresion de los
genes [50, 51]. En los ultimos afios se ha identificado que componentes dietarios tales
como los acidos grasos poliinsaturados, colesterol, glucosa, fructosa, minerales
especificos como el hierro, y vitaminas liposolubles como el acido retinoico intervienen
en la expresion de ciertos genes. Los blancos de estos nutrimentos incluyen: a las
proteinas nucleares y a los elementos que actian en cis que regulan la transcripcion;
también a los eventos como el proceso de corte-empalme y proteinas especificas que
modifican la estabilidad del ARN y la velocidad de traducciéon del ARNm [52-56]. Las
enzimas degradadoras de aminoacidos son especialmente sensibles a cambios en la
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dieta, incrementando su actividad con una dieta alta en proteina y disminuyéndola con
una dieta alta en hidratos de carbono y baja en proteina. La concentracion de proteina
requerida para inducir cambios en las enzimas degradadoras de aminoacidos es
variable de acuerdo a la enzima [57]. Sin embargo, existe poca informacién sobre el
efecto de la proteina dietaria y por lo tanto de los aminoéacidos en la ruta de la
expresion génica.

Los nutrimentos pueden regular la via de expresion de genes que codifican para
diferentes enzimas actuando directamente o generar un estado hormonal especifico en
el organismo, y regular asi la expresion de algunos genes [58].

La transcripcion de diversos genes que estan preferencialmente expresados en
el higado, es especificamente disminuida en animales que consumen dietas con
restriccion de proteina, tal es el caso de la mayor parte de las enzimas involucradas en
el metabolismo de aminoécidos.

El nivel de transcripcién de los genes expresados en el higado depende en parte
de los factores de transcripcion presentes en el mismo, como son los factores
nucleares de hepatocitos (HNF) y las proteinas que responden al potenciador CCAAT
(C/EBP). Marten y cols. [59] mostraron que la restriccion en la proteina dietaria
provoca diversos cambios en la actividad de unién al ADN de varios factores de
transcripcién, como HNF1, HNF3 a y B, HNF4, C/EBP a y p y SP1, teniendo un
considerable efecto en la transcripcién de diversos genes. Esto parece ser debido a los
cambios hormonales del organismo en respuesta al cambio de la proteina dietaria, por
ejemplo, se sabe que los aminoécidos son capaces de estimular la secrecién de
glucagon y de glucocorticoides pero estimulan muy poco la secrecién de insulina [39,
60].

Algunos ejemplos de enzimas involucradas en el metabolismo de aminoécidos,
cuya transcripcién 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 ofras.
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Serina deshidratasa: Cuando el gen de la SDH se activa por la proteina
dietaria, una region hacia 5" (upstream) se sensibiliza a la accion de la nucleasa
ADNasa |, indicando un cambio en la estructura de la cromatina en estas areas, y que
estas areas hipersensibles estan cerca del sitio de inicio de la transcripcién. El estado
de nutricién y hormonal puede activar o inactivar la transcripciéon del gen de la SDH
controlando factores regulatorios que actuan en dichas regiones del gen [61]. Haasy
Pitot [62] demostraron que la region promotora del gen de la SDH posee elementos de
respuesta para AMPc (CRE) que son los responsables de la induccién de este gen por
AMPc y por glucocorticoides, ya que la capacidad de unién de la proteina que une a
CRE (CREB) se incrementa con AMPc y dexametasona juntos, lo que demuestra que
la induccién sinérgica del gen de SDH por AMPc y dexametasona es a través de un
sitio CRE y se debe en parte a la regulacién de la unién CREB-ADN con el tratamiento
con glucocorticoides.

Tirosina aminotransferasa: Nitsch y cols. [63] reportan una represion en la
actividad del gen de la TAT por insulina y una estimulacién 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 transcripcion, que responden a glucocorticoides y
glucagon, respectivamente, los cuales sinergizan con sitios de unién para los factores
de transcripcién enriquecidos del higado 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-especificos parecen ser la base de la
induccién hormonal de la expresion génica de la TAT especifica del higado y puede
proveer la coneccién para la activacion del gen durante el desarrollo [63].
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1.6. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE LA HISTIDASA:

Diversos estudios han mostrado que la administracién de glucocorticoides,
AMPc o glucagon incrementan considerablemente la actividad de la histidasa bajo
diferentes cantidades de proteina dietaria [64-69]. El andlisis de las constantes
cinéticas de la histidasa ha revelado que al incrementar el contenido de proteina en la
dieta, aumenta la Vmax, sin cambio en la Km. Esto indica que el aumento en la
actividad enzimatica 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 confirmé al observar
que los cambios en la actividad de la HAL se asocian con incrementos en la
concentracion de proteina y en su ARNm especifico y que también son inhibidos por
una dieta alta en hidratos de carbono [70]. Esta induccion no se lleva a cabo en
respuesta a diferentes concentraciones de histidina, su sustrato, sino Gnicamente en
respuesta a un aumento en la ingestién de proteina [71]. Estudios en nuestro
laboratorio han demostrado que situaciones catabdlicas que ocurren al consumir una
dieta desequilibrada en aminoéacidos [72], 0 como consecuencia de un padecimiento
como el sindrome nefrético [73] generan un estado hormonal que también induce la
expresion de enzimas degradadoras de aminoacidos para utilizar los aminoacidos
provenientes de la proteolisis del masculo como fuente de energia. Este proceso es
temporal ya que en una desnutricién prolongada reprime tanto la produccién de IGF-I
[74], que es un indicador del estado nutricio, asi como la expresion de los genes de las
enzimas degradadoras para prevenir la degradacién de aminoacidos. Sin embargo,
después de una rehabilitaciéon nutricia con una cantidad adecuada de proteina
rapidamente se reestablece la capacidad de induccién de los genes de enzimas
degradadoras de aminoacidos [75]. Por otro lado, la administracién de hormonas
(glucagon y glucocorticoides) regulan la expresién del gen de la histidasa [70].
Hallazgos mas recientes en nuestro laboratorio mostraron que existe una correlacion
significativa entre la concentracién de proteina ingerida, las concentraciones séricas de
glucagon y la actividad de la HAL.

La administracion de actinomicina D, un inhibidor de sintesis de ARN, inhibe la
estimulacién por glucocorticoides del ARNm de la HAL. Por otro lado, la administracion
de cicloheximida, un inhibidor de la sintesis proteica, bloguea la induccion de la HAL
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por acetato de hidrocortisona, lo que sugiere que la regulacion del gen de la HAL es a
nivel pretraduccional [65, 76].

Al estudiar la regién 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 transcripcion del higado.
También contiene algunos sitios AP1 que responde a acido retinoico, pero requiere de
la presencia de AMPc para que sea funcional [77, 78]. Esto resulta interesante porque
en estudios realizados en nuestro laboratorio se encontré que la deficiencia de retinol
disminuye la actividad enzimatica de la HAL en 40%. La administracién de acido
retinoico aumenté nuevamente la actividad de HAL hasta alcanzar los niveles del grupo
control. La deficiencia de retinol disminuye la concentracion de ARNm de la HAL, pero
al administrar una dosis de acido retinoico se reestablece la expresion de HAL hasta
los niveles observados en las ratas control. [79]

Por otro lado, Sano y cols. [80] reportaron una regién adicional de 384 pb al
ADNc reportado anteriormente (2136 pb) [32] correspondiente a la regién 5’ no
traducida del gen de la HAL de higado de rata, pero la regién promotora no se
conocia hasta la realizacion de este trabajo.
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1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Se conoce que el consumo de dietas con un alto contenido de proteina
incrementan la actividad, la concentracion de la enzima HAL y de su ARNm [71].
Ademads, se comprobd que la regulacion de la expresion del gen de la HAL en el
higado de rata estd mediada por hormonas catabdlicas como glucocorticoides y
glucagon [70] y no por el substrato especifico de HAL [71). Se desconoce qué ruta de
sefalizacién utiliza el glucagon para inducir el gen de HAL , por lo que el conocer cuél
de las dos probables rutas de sefializacién utiliza esta hormona aportara nuevos
conocimientos a esta area de la Nutriologia Molecular.

Al estudiar la regidén promotora del gen de otras enzimas degradadoras de
aminoacidos (TAT y SDH) [62, 63] asi 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 transcripcién especificos de higado.

La regién promotora del gen de la histidasa de rata no se conoce, por lo que
resultard interesante conocer qué otros factores regulan dicho gen, el cual es
representativo de todas las enzimas degradadoras de aminoacidos expresadas en el
higado, y por lo tanto nos dara un parametro para conocer la regulacién del

metabolismo de nitrégeno en el organismo.
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2. OBJETIVOS:

2.1. OBJETIVO GENERAL:

Identificar y caracterizar la regién promotora del gen de la histidasa (HAL) de la
rata, asi como la ruta de sefalizacién por la que el glucagon la activa en el
higado.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

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

2. ldentificar el (los) sitio(s) de inicio de la transcripcién y la region promotora del
gen de la HAL de rata en el higado.

3. Identificar los posibles elementos de respuesta de la region promotora del gen
de la HAL de higado de rata y su funcionalidad.

4. ldentificar la ruta de sefalizacién que utiliza el glucagon para inducir el gen de la
HAL de higado de rata.

3. HIPOTESIS:

El gen de la histidasa (HAL) de rata es regulado transcripcionalmente en el
higado por hormonas (glucocorticoides y glucagon) mediante la unién de factores de
transcripcion con elementos de respuesta especificos en su region reguladora 5'.
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4. MATERIAL Y METODOS:
4.1. Clonacién de la regién flanco 5’ del gen de la HAL de higado de rata:

Para caracterizar el promotor del gen de HAL se utilizé la estrategia mediada por
PCR de caminado por el genoma. Se utilizaron iniciadores especificos antisentido en
la regiéon 5' del ADNc de la HAL y primers sentido con adaptador de secuencia
conocida para amplificar fragmentos gendmicos del gen HAL de rata utilizando ADN
gendmico ligado a adaptador como templado (Genome Walker Kit, CLONTECH, Palo
Alto, CA) (figura 5).

Los iniciadores se disefiaron a partir de la secuencia reportada previamente del
ADNc de la HAL humana tomando en cuenta lo siguiente:

1. El primer exén del gen humano tiene 218 bases, el codén de iniciacién ATG
se encuentra en la base 244 por lo que se encuentra en el segundo exén del
gen.

2. Para disefar los iniciadores especificos se utilizaron las 150 primeras bases
del ex6n 2 del humano (que tiene una alta homologia con el ADNc de la rata)
y se analizaron con el programa “Oligo 5" (Oligo 5) buscando las siguientes
caracteristicas:

a. Los primers debian ser de 25-28 nucledtidos 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 debian formar uniones intramoleculares de hidrégeno.

d. Las secuencias 3’ de los iniciadores especificos no debian alinearse
con las secuencias 3' de los iniciadores sentido con adaptador.

e. No debia haber mas de 3 G’s y C’s en las ultimas 6 posiciones en el
extremo 3’ del iniciador.

f. Se debian disefar iniciadores anidados.

Finalmente se obtuvieron las siguientes secuencias:

INICIADOR ESPECIFICO EXTERNO ANTISENTIDO (GSP1):

5 TTGTTC TTC ATG TAGCGC CGCACAG ¥

INICIADOR ESPECIFICO INTERNO ANTISENTIDO (GSP2):

5 AAC ACTGAG CTTCCC GTCCTGGCAG 3
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Figura 5. Diagrama representativo de la obtencién de la regién 5 'del gen de la
histidasa de higado de rata. A. PCR utilizando como templado fragmentos con
adaptador (AP) de DNA gendmico de rata obtenidos con diferentes enzimas de
restriccién. B. PCR anidado para la obtencién de una banda de aproximadamente

1300 pb correspondiente a la regién 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 gendémico de rata obtenidos con las enzimas de
restriccion EcoRV, Sspl, Dral, Pvull y Scal. Se les adiciond amortiguador 10X Tth,
dNTP’s 10 mM, Mg(Oac), 25mM, y los primers AP1 (adaptador) y GSP1 (ex6n 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 94°C 2s
72°C 3 min

32 ciclos 94°C 2s
67°C 3 min
HOLD 67°C 4 min

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

primario (1 ul en 49 ul de agua estéril).

PCR anidado 5 ciclos 94°C 2s
72°C 3 min
32 ciclos 94°C 2s
67°C 3 min
HOLD 67°C 4 min

El producto amplificado fue digerido con las enzima de restriccion Rsal y
subclonado en el sitio Smal del vector p-Bluescript KS(+) y secuenciado en ambos
sentidos por el método de terminacién en cadena utilizando dideoxinucledtidos
terminadores marcados con **P [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 radiografia (Kodak Biomax MR) a —70°C.



Clonacion dirigida en el vector p-Bluescript Il (KS+):

El vector p-Bluescript Il (KS+) (GenBank # X52327) (Stratagene) es un plasmido
de 2961 pb derivado de PUC 19. Posee un sitio de clonamiento multiple enmarcado
por los promotores T3 y T7. Es resistente a la ampicilina para seleccién de clonas
positivas por antibidtico y ademas es posible hacer seleccién de color ya que posee el
gen LacZ (figura 6).

Awn lacZ
Sacl
pBluescript Il KS+ [ MCS
30kb ™ Kpnl
Ploc

pUC ori

FIGURA 6. Mapa del vector p-Bluescript Il (KS+). MCS=Sitio de Clonamiento Multiple
(www.stratagene.com).

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

Se cultivaron las células de E. coli a una fase Log (ODsgo = 0.4), para después
concentrarlas por centrifugacion y resuspenderlas en una solucién de CaClz (CaClz 60
mM, glicerol 15%, PIPES 10 mM pH 7.0): La exposicién a los iones calcio ocasiona
que las células se hinchen y puedan capturar mas facilmente el ADN de un plasmido

después de un choque térmico [82].
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Obtencién del plasmido p-Bluescript-HAL y pGL3b-Hal:

El vector se digirié6 con la enzima de restriccion EcoRV (Roche) y el inserto
(HAL) se digirié con Rsal. La digestion con Rsal produjo 2 fragmentos: el primero de
aproximadamente 1000 pb y el segundo de aproximadamente 300 pb. EIl vector fue
posteriormente defosforilado con fosfatasa alcalina (Roche) y purificado por extraccién
con fenol-cloroformo y precipitacién con etanol [81].

El inserto se obtuvo a partir de la electroelucién de varios productos de PCR
(Genome Walker) y la posterior purificacién y concentraciéon del ADN con columnas
CENTRICON =30 (Amicon, Millipore).

El proceso de ligacién se realizé con la enzima ADN T4 Ligasa (Roche) en una
relacion 1:3 (vector:inserto), se incub6 a 16°C durante 16 horas. Con el producto
obtenido de la ligacién se transformaron bacterias E.coli XL1-Blue o DH5a por choque
térmico [81)], se sembré en cajas con medio Luria-Agar con ampicilina (25 ug/ul) y
cuando se utilizaron las bacterias XL1-Blue también contenian IPTG y X-Gal para hacer
la seleccion de color. Una vez obtenidas las colonias, se aislo el plasmido de las
bacterias por la técnica de miniprep por lisis alcalina [81]. El producto obtenido fue
digerido con Hindlll y BamHI (Roche) para verificar la presencia del inserto. Una vez
verificado, se procedié a secuenciar el producto.

Secuenciacion con el método de terminacion en cadena

Se utilizé el “kit” de secuenciacion ciclica con terminadores marcados con **P
“Termosecuenasa” (Amersham) que consiste en sintetizar una hebra de ADN con una
ADN polimerasa utilizando un ADN de una sola hebra como templado. La elongacion
de la terminacién 3' del primer alineado es catalizado por una ADN polimerasa en
presencia de nucleétidos a-PP 2'-desoxinucledsido-5' trifosfato (ANTP’s), y es
terminada por la incorporacion de un nucleétido analogo 2', 3' —dideoxinucleésido -5’
trifosfato (ddNTP) que no permite que se continte la elongacién. 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 tamafios
después de su separacion en geles de poliacrilamida (8%)/Urea 4M, se transfirieron a
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papel filtro 3MM Whatman y posteriormente secados en un secador de geles DrygelSr
Modelo SE 1160 (Hoefer Scientific) antes de la autoradiografia a —=70°C [81].

4.2. Identificacion del sitio de inicio de transcripcién:

Se utilizé la técnica de extension de primer de (Primer Extension) de Promega
usando un primer disefiado a partir del ARNm de la HAL humana (GS2) marcado con
¥p.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 higado de rata. El ADNc
resultante se analizd en un gel de poliacrilamida (8%)/urea 4M junto a las reacciones
de secuenciacion descritas anteriormente. El sitio de inicio de transcripcion fue
confirmado utilizando el programa de computacién Matinspector Il (GenomatixSuite,
http://mww.genomatix.de) [83].

4.3. Funcionalidad de la regién promotora del gen de la HAL de higado de
rata.

Clonacién dirigida en el vector pGL3 basic:

El vector pGL3 basic (GenBank # U47295) (Promega) carece de secuencias
promotoras y potenciadoras eucariéticas, permitiendo maxima flexibilidad en clonar
secuencias regulatorias putativas. Contiene el ADNc de la luciferasa de luciérnaga, asi
como una region que contiene la sefial de poliadenilacién de SV40. La expresion de la
actividad de luciferasa en células transfectadas con este plasmido depende de la
insercién y correcta orientacion del promotor funcional hacia 5’ de luc+ (figura 7).
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FIGURA 7. Mapa del vector pGL3-BASIC (Life Science Catalog 2004,

www.promega.com)

Transfeccion del promotor HAL en la linea celular HepG2.

Para evaluar la funcionalidad del gen de la histidasa de higado de rata se
realizaron transfecciones transitorias en la linea celular Hep G2 (derivada de un
hepatoma humano). Para realizar dichos ensayos se construyeron plasmidos
quiméricos que tuvieran el promotor del gen de HAL de rata fusionado al gen reportero
de luciferasa. Los plasmidos 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 ademas se quitaron otro C/EBP y otro sitio AP1. La eliminacién de estos
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elementos de respuesta potenciales nos permitio realizar una evaluacion inicial de la
funcionalidad de dichos sitios.

Para generar los diferentes fragmentos se utilizd la técnica de PCR agregando
los sitios de restriccién Xhol y Hindlll en cada uno. Los iniciadores utilizados fueron los
siguientes: Hal815 sentido 5' cttactcgagACTATAGGGCACGCCTGGTT 3' (-815 a -797
pb), y antisentido 5'gcgaagctATCAGGGTTCCTATTCTC 3’ (+39 a +22). Para Hal420 y
Hal 302 sentido 5' gcgctcgagAAGACACAACTTTTCGTTG 3 vy
5'gcgetgagATTAGGATTGCTACACTCC 3, respectivamente. El primer antisentido fue
el mismo utilizado para Hal815. Un resumen de todas las construcciones generadas se
encuentra en la Figura 8.

GRE HNF-4 C/EBP GRE AP-l " AP1 GREER AP +22

FIGURA 8. Representacién esquematica de las construcciones del promotor de la
histidasa de rata y sus deleciones. La flecha indica el sitio de inicio de transcripcion.

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 ligacién de productos de PCR en los
plasmidos evitando la recircularizacion del vector ya que provee una regién 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 HindllliXhol y
subclonados en pGL3 basic, previamente digerido con Hindlll y Xhol.

Para determinar la eficiencia de transfeccion se transfect6 el gen de -
galactosidasa (pSV-g-gal, Promega), el cual se expresa en forma constitutiva, lo que
permite la normalizacién del ensayo.

El dia anterior a la transfeccion se colectaron las células y se sembraron 3 x 10*
células /pozo en cajas de 12 pozos (4cm?). Se dejaron incubando toda la noche en
medio a-MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino.

Las transfecciones se realizaron utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) en
base a las recomendaciones del fabricante. Las cantidades de DNA utilizadas en el

ensayo por cada pozo fueron las siguientes:

200 ng de plasmido pGL3-HAL
50 ng de receptor de glucocorticoides 0 pCMV5 (control)
25 ng de reportero de p-galactosidasa (pSV-p-gal)

Por cada pozo se utilizaron 2.5 ul de Lipofectamine 2000. A las 4 horas de
realizada la transfeccién, se cambié el medio a las células y 24 horas después las
células fueron tratadas con el reactivo/hormona correspondiente (glucagon, forskolina,
dexametasona, acido retinoico o PMA (ester de forbol miriastato), el tratamiento se
repitid a las 48 horas y 3 horas después del ultimo tratamiento las células fueron
cosechadas para realizar los ensayos correpondientes.

Se realizo el ensayo del gen reportero con luciferasa, mediante la reaccion de
oxidacion del sustrato luciferina, la cual emite luz que es detectada en un luminémetro.
Para normalizar la transfeccion se determinaron los niveles de la enzima B-
galactosidasa mediante una reaccién de oxidaciéon en la cual se emite luz que es
detectada con un luminémetro en donde el sustrato es Galacton™.

Después de 48 horas de iniciado el tratamiento correspondiente se aspir6 el
medio de las células y se lavaron dos veces con PBS 1X, se aspird y se agregaron 100
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ul de solucién de lisis por pozo (amortiguador de fosfatos de potasio 100 mM, DTT
1mM, Tritén X-100 0.2%, pH 7.8) EI extracto obtenido se utilizé para el ensayo de
luciferasa y p-galactosidasa.

Ensayo de luciferasa:

Se tomaron 50 ul del extracto celular y se colocaron en una cubeta para
luminémetro. Se agregaron 50 ul de luciferina 1mM y 200 ul de solucién de reaccién
(glicilglicina 25mM, MgClz 15mM, ATP 5mM, BSA 0.5mg/ml, pH 7.8), utilizando los
inyectores del luminémetro. El lumindmetro se ajustd para que la lectura de la muestra

se realizara durante 20 segundos [84].

Ensayo de f-galactosidasa:

Se tomaron 20 ul de lisado y se agregaron 100 ul de solucién de reaccion
(amortiguador de fosfatos 100 mM, MgCl; 1mM, Galacton 1X, pH 8.0). Se incubd
durante una hora a temperatura ambiente. Se ajustd el lumindmetro para leer la
muestra durante 5 segundos. Se agregaron 150 ul de la solucion aceleradora (NaOH
0.2M, TROPIX® 10%) con el inyector del luminémetro. Se configuré el luminémetro
para que la lectura se hiciera 3 segundos después de agregarse la solucidn
aceleradora.

Para normalizar los resultados se obtuvo la relacion URL/luciferasa/URL B-
galactosidasa. Para determinar la induccién se calculd la relacién entre los valores
registrados en presencia de hormona y aquellos en los que no se aplicé el tratamiento.
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4.4. EFECTO DE LA PROTEINA DIETARIA EN HEPATOCITOS AISLADOS DE
HIGADO DE RATA.

Animales

Se separararon doce ratas macho de la cepa Wistar (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 Nutricién “Salvador Zubiran”.

Tratamientos dietarios

Las 12 ratas fueron divididas al azar en 4 grupos de 4 ratas cada uno: 1)
alimentadas con 6% de caseina (baja en proteina), 2) con 18% de caseina (adecuada en
proteina) y 3) con 35% de caseina (alta en proteina). Todas las ratas fueron alimentada
ad libitum por 10 dias con su dieta correspondiente. Al terminar este tiempo las ratas
fueron anestesiadas con eter para realizar la perfusion hepatica y obtener los hepatocitos
aislados. Los protocolos utilizados en todos los experimentos con animales fueron
aprobados por la Comisién de ética para el estudio con animales del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.

Dietas

Las dietas se administraron en forma de polvo y contenian los siguientes
ingredientes (g/Kg dieta): 60, 180 o 350 de caseina libre de vitaminas, 50 de aceite de
maiz, 50 de mezcla mineral y 10 de mezcla de vitaminas. Almidén de maiz y sacarosa,
en proporcion 1:1 fueron adicionadas para completar 1 kg de dieta. La composicién de
las dietas se encuentra ampliamente descrita por Torres y cols., 1998 [71]. Todos los
ingredientes se obtuvieron de Teklad, Madison, WI.
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Determinaci6n de la actividad enzimatica de la histidasa (E.C. 4.3.1.3., HAL)

Los hepatocitos aislados por la técnica de colagenasa [85] (1 x 107 células)
fueron lavadas con solucién salina fria, y lisadas con NaOH 5 mmol/l en KCI 14 mmol/l.
Las células lisadas fueron centrifugadas por 60 min a 105,000 x g, y el sobrenadante se
almacené a —80°C antes de medir la actividad de la HAL. El ensayo de la actividad
enzimatica se realizé de acuerdo a lo descrito por Torres et al, 1998 [71]. El método
consiste en un ensayo espectrofotométrico basado en la aparicion de acido urocéanico a
277 nm utilizando como sustrato la L-histidina.

El cambio en la absorbancia se midié a 277 nm en intervalos de 30 segundos
durante 10 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 1mmol de sustrato en
producto (acido urocanico) por minuto a 25°C. La actividad especifica se expresa en
unidades por minuto por mg de proteina. La concentraciéon de proteina se determina

por el método de Biuret utilizando como estandar albumina sérica bovina.

4.5. EFECTO DEL GLUCAGON EN CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS.
Preparacion y cultivo de hepatocitos de rata

Los hepatocitos aislados fueron obtenidos de higados de ratas Wistar macho
utilizando la técnica de perfusion con colagenasa [85]. Las células (65, 000/cm?) fueron
cultivadas en cajas de 100 mm de diametro 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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Determinacién de la concentracién del ARNm especifico de la histidasa (ARNm-
HAL) en hepatocitos por Northern Blot:

La extraccion del RNA total se realizé utilizando el método descrito por
Chomczynski y Sacchi [86] utilizando aproximadamente siete millones de células.

15 ug 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") .

HIBRIDACION DEL ARNm CON LA SONDA DE HAL

La sonda de DNAc de la HAL utilizada fue un producto de 1005 pb obtenido por
PCR amplificado a partir de DNAc de higado de rata. Los primers sentido y antisentido
utilizados en la reaccion de PCR fueron 5'GCATCACCACGGGTTTT3 y
5’GGGCTATCATGAATCCAGAAT3', respectivamente. El producto de PCR se purifico
urilizando el High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) y marcado con Redivue [a-
32P]dCTP (110 TBg/mmol) utilizando Rediprime DNA labelling kit. Las membranas
fueron incubadas con Buffer de prehibridacién (Amersham) a 65°C por 30 minutos, y
luego hibridadas con la sonda de DNAc de HAL (53.3 MBg/L) por 2.5 horas a 65°C. 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% SDS a temperatura ambiente por 20 minutos, después
15 minutos con 0.1X SSC/0.1% SDS at 65°C. Las imagenenes digitalizadas y la
cuantificaciéon de la radioactividad (CPM) de las bandas se hizo utilizando el Instant
Imager (Packard Instrument, Meriden, CT). Las membranas también se expusieron
con una placa fotografica (Kodak, Mexico) a -70°C con una pantalla amplificadora.
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5. RESULTADOS:

Secuencia de la regién promotora del gen de la HAL en el higado de rata:
La regién fue aislada como se describe en “Material y Métodos”. Se obtuvo un
fragmento gendmico de 1248 pb, de las cuales 430 pb coinciden con la secuencia de la
regién 5’ no traducida reportada anteriormente [80], las 818 pb restantes no habian sido
reportadas hasta la realizacion de este trabajo. El sitio de inicio de la transcripcidon
(TSS) determinado por Primer Extension y confirmado usando el programa
Matinspector Il ((GenomatixSuite, http:/mww.genomatix.de) [83] se observd a 404 pb a
partir del codon ATG de inicio de la traduccién (figuras 9 y 10). Con una busqueda
asistida por computadora (programa Matinspector versién 7.2 basado en la base de
datos TRANSFAC) (18) se encontaron algunos elementos que tienen posibles
funciones en la regulacién de la transcripcién del gen de la HAL. No se encontré una
caja TATA o CAAT dentro de la distancia esperada a partir del sitio de inicio de
transcripcién, aunque se encontraron 2 sitios para el factor de transcripcién Sp1 por
arriba del sitio de inicio de transcripcion, y 2 cajas parecidas a TATA y CAT a -152, -
263 y —190, -283, respectivamente. Se encontraron secuencias homdlogas a sitios de
unién para factores de transcripcién enriquecidos del higado o especificos del higado
como HNF-4, C/EBP y NFIL6 localizados entre —270 y —790 pb. Asi mismo se
encontraron 2 sitios de respuesta a glucocorticoides (GRE), 7 sitios de unién para los
factores de transcripcion AP-1y 2 sitios del complejo Tax/CREB los cuales responden
a AMPc. Finalmente, encontramos 2 sitios de unién para heterodimeros PPAR/RXR, y
1 para receptor de estrogenos. Adicionalmente, se encontraron secuencias
homologas a los factores de unién para GATA y el factor octamero 1 (OCT-1) ( figura
9).



36

-799 TATCCAAGGG CAAAGATAAG GAACACAAAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC
HNF4/GATA/ PPAR-RXR/ MNF GRE
-739 ACACACACAC ACACCTGAGG GCCCGTGGGG AGTTAAAGTC CAAGTCCTGG TGACAGTAAT
AFP2 PR API GATA
-679 CTCAAACACT TCTCTAACCT TCCCATCTAT CTAGCAGGCC CCGACCTCAG GGTTGACACA
HNF4 TAX/CREB API
-619 CACCAATGGA CTTTGTCTTT CCAGCCACCC ATTGGGATGC CCATTTITACA GATAAGTAAA
GATA CREB
-559 GCTAAATCCC AGAGGTGTCA AATGACTGCG AATCACAGAG CCAGAACTTA GTACGCAGGT
HNF4 OCT-1 GR
-499 ACATGCCATA GATCACAGCC TTAAAGAATT GGCCTTTGGA TTAGGAAACA GGAAGAACAT
PPAR/RXR COUP/HNF4 C/EBP GR/PR
-439 TCACTCACCC CAGGGCAGTA AGCTGAGGGC CTCCAAGCTA TAGIGATTCA TGTGTCTAAG
EBOX/AP1 AP2 SP1 AP1 /GR
-379 ACACAACTTT TCGTTGTGAA AATCCGTCTC TGCTTTCITI IGTGGAGCAA TGGCTTCAGG
daaccaator T
-319 AGCCCAAGGC AGTGGCAGGG AGGCGTTGCT GT TTGTGGAAT. A
SP1
-259 TTAGGATTGC TACACTCCGG GTGTCACTCC GGGTGTCACA ATIGACCGAG GCGATGCGGG

CIEl B 21 GATA
-199 TGTCA GACCGAGGCG ATGCGTTTGA CCAGTIGAGTA ATTCTAAAGA GGGGAACACG

AP1
-139 GGGGGGGGGG G_QG_QQQGQIG_G_QGAT‘EE_QAGTGGTAG_AGCGCTTACC TAGGAAGCGA
SP1 AP1
-79 AGGCCCGGGG TTCGGTCCCC AGCTCCGAAA AAAAGAACCA AAAAAAAAAA AAAAAAGAGG

SP1 .

-19 GGAACAGTAA GCAGCTTTCA AGGCGGACTC AGAACGGGGG AGAGAGAGAA CTAGGAACCC
+1 SP1
+ 42 TGATCAGGAG AAGTGCGCAG AGGACCCAAG ACTTCCAGAC CCTTGGTCTT GCTGCCCATA

+102 AGGCTACATT GAAAGTGGGC TCAGCTACCT ACATCCCTTT CTCCTGCCCC TGGTTCAGCT
+162 TCCAGAAAGG CCAACGGAAC ACCAGAGCCC GCAATCAATA TTTGTTCAAA GTGTGGATGG
+222 CTGAAGGCAA GGGAAGGGGT GTGTTTTGAA AGTCCATTCT CAGTCTCCCT GCCAACCACA
+282 CCCCAGCAGG CACTCCCCTC CCTGGTAAAG GATAAAGGCT CTCCCCATCC AGGACTGTAG

+342 GGAAAGGAGC CAGCCCTTTG GTTCCAGCAA CCTTTAGCTC AGAAGGGCTA TAGTAGGTGA

+402 GCCATGCCTA GGTACACGGT GCACGTGCGT GGGGAATGGC TGGCGGTA

FIGURA 9. Secuencia de la region &' del gen de la histidasa de higado de rata. Los
sitios consenso indicados por Matinspector 7.2. se en tran subrayados. Las
posibles cajas TATA y CAAT se encuentran indicados po . Las letras resaltadas
indican el sitio de inicio de la traducciéon ATG y el sitio de inicio de la transcripcién, que
también se encuentra indicado por +1.
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FIGURA 10. Determinacion del sitio de inicio de transcripcién del gen de la histidasa de
rata por Primer Extension. El sitio de inicio de la transcripcion se encuentra indicado en
la secuencia ubicada a la derecha con +1,
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Efecto de la proteina dietaria en la expresion de HAL en hepatocitos de rata.

Para estudiar el efecto de diferentes concentraciones de proteina dietaraia en la
actividad y concentracion del ARNm de HAL en hepatocitos aislados se alimenté a las
ratas durante 10 dias con dietas con un contenido bajo de proteina (6% de caseina),
adecuada en proteina (18% de caseina) y alta en proteina (35% de caseina). La
actividad de HAL incrementé apréximadamente 11 veces en las ratas alimentadas con
18% de caseina en comparacién con aquellas alimentadas con la dieta baja en
proteina, mientras que en aquellas alimentadas con 35% de caseina la incrementaron
en un 30% con respecto a las alimentadas con 18% de caseina. Los incrementos en la
actividad de HAL se acompafiaron de sus correspondientes incrementos en la

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

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

Se determiné el efecto del glucagon en la concentracion de ARNm de HAL en
cultivo primario de hepatocitos. En la figura 12A se observa que el glucagon (1'.'.)'Tr M)
incrementd 46% la concentracion de ARNm de HAL una hora después de la adicion de
la hormona. La concentracion del ARNm de HAL regreso a su nivel basal a las dos
horas de exposicion con el glucagon (figura 12A). Posteriormente, se estudio el efecto
de diferentes concentraciones de glucagon (10 to 10"° M) en la concentracién de
ARNm de HAL después de una hora de incubacion . Encontramos que la mayor
estimulacion de HAL fue cuando los hepatocitos fueron incubados con glucagon 1010
M (figura 12B). Finalmente se realizé una curva de tiempo con esta concentracion de
hormona para observar la respuesta maxima de la concentraciéon de ARNm de HAL al
glucagon. Este experimento mostré que la maxima induccion de 1.5 veces se obtuvo
después de 45-75 minutos de incubacion (figura 12C). Estos datos muestran
claramente que el glucagon es capaz de estimular la expresion del gen de HAL en

cultivo primario de hepatocitos.
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FIGURA 11. Efecto de la proteina dietaria en la actividad y concentracién de ARNm de
HAL en hepatocitos aislados de higado de rata. A. Concentracion de ARNm de HAL por
Northern Blot y cuantificacién de la expresién del ARNm de HAL por autoradiografia
electronica B. Gel de agarosa tefiido con Bromuro de Etidio. C. Actividad de la
histidasa expresada en Unidades/mg proteina.
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FIGURA 12. Efecto del glucagon en la expresién del gen de HAL en cultivo pnmano de
hepatocitos de rata. A. A) Curva de tiempo del efecto del glucagon 107 M en la
concentracion del ARNm de HAL en hepatocitos de rata. B)Conentracion de ARNm de
HAL en hepatocitos incubados con diferentes concentraciones de glucagon. C) Curva
de tiempo del efecto del glucagon 10"° M concentracién del ARNm de HAL en
hepatocitos de rata. Los tres paneles muestran los analisis por northern blot de 15 ug
de ARN total obtenido de hepatocitos en diferentes condiciones, los geles de agarosa
tefiidos con bromuro de etidio y la cuantificacion de la concentracion del ARNm de HAL
por autoradiografia electronica.
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Efecto del PMA, forskolina y angiotensina Il en la expresién génica de HAL en
cultivo primario de hepatocitos de rata.

Para identificar la posible ruta de transduccion de sefiales utilizada por el
glucagon para activar la transcripcion de HAL en hepatocitos se estudié el efecto de
PMA, forskolina en presencia de 3-isobutil-1-metilxantina y angiotensina Il en la
concentracion del ARNm de HAL. Los resultados (figura 13A) mostraron que la adicién
de PMA 100 nM fue capaz de duplicar la concentracién del ARNm de HAL después de
4 horas de incubacion (figura 13A). La incubacion con forskolina 10mM por 1-2h
también incrementd la expresion de HAL en apréximadamente 40% (figura 13B). La
angiotensina Il no tuvo efecto en la concentracién del ARNm de HAL. (figura 13C).
Estos datos sugieren que la expresion de HAL se encuentra activada tanto por PKA
como por PKC.

Andlisis funcional del promotor del gen de la histidasa de higado de rata

La region promotora completa (pHal815) y dos diferentes deleciones de la region
regulatoria del gen de la histidasa de higado 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 relacién al control. Por otro lado, ninguno de los compuestos
utilizados fue capaz de inducir la actividad de la luciferasa al transfectarse con la
primera delecién (pHal420). Al realizar el ensayo con pHal302, solo se observd
estimulacion con dexametasona (1.8 veces), pero no alcanzé los niveles observados
en pHal815 (figura 14).
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FIGURA 13. Efecto del PMA, forskolina y angiotensina Il en la expresion génica de HAL
en cultivo primario de hepatocitos de rata. A) Curva de tiempo del efecto de PMA 100
nM en la concentracién del ARNm de HAL en hepatocitos de rata. B) Curva de tiempo
del efecto de la forskolina 10 uM en la concentracion de ARNm de HAL en hepatocitos.
C) Curva de tiempo del efecto de la angiotensina Il 100 nM concentracién del ARNm
de HAL en hepatocitos de rata. Los tres paneles muestran los analisis por northemn blot
de 15 ug de ARN total obtenido de hepatocitos en diferentes condiciones, los geles de
agarosa tefdidos con bromuro de etidio y la cuantificacion de la concentracion del
ARNm de HAL por autoradiografia electronica.
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FIGURA 14 . Analisis de las transfecciones transitorias en la induccién del promotor
del gen de HAL por hormonas y compuestos quimicos. Las células HepG2 fueron
transfectadas con los plasmidos Hal-pGI3basic (pHal 815, pHal340, pHal202) como se
describié en la metodologia. Las células fueron incubadas en el medio solo (control),
con dexametasona 10 uM, glucagon 107M, forskolina 10 uM, o PMA 1uM. Para los
ensayos con dexametasona las células fueron cotransfectadas con 50 ng del receptor
de glucocorticoides. La actividad de la luciferasa fue noralizada con la actividad de
B-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.



6. DISCUSION

La regulacién del nitrégeno corporal esta controlada principalmente a través dos
mecanismos, la sintesis de proteinas, y la degradacién de aminoécidos. Este dltimo
mecanismo es importante en la eliminacion del exceso de aminoacidos, ya que estos
pueden generar toxicidad [13]. El tiempo requerido para aumentar la capacidad de
catabolizar el excedente de aminoacidos depende en parte del tiempo para inducir los
genes de las enzimas degradadoras de aminoacidos. 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 proteina, y que esta induccién se lleva a cabo a nivel
pretraduccional [71]. Posteriormente, observamos que hormonas catabdlicas como
glucocorticoides y glucagon, no solo estimulan la actividad de la HAL, sino también

producen una induccion del gen de la histidasa [70].

En el presente trabajo, observamos que la concentracién de ARNm de la HAL de
hepatocitos obtenidos de ratas alimentadas con una alta concentraciéon de proteina
dietaria era mayor que la de aquellas ratas alimentadas con una concentracién
adecuada o baja en proteina, indicando la induccién de esta enzima para eliminar el
exceso de histidina. Estos datos concuerdan con lo observado anteriormente [71], la
actividad y expresiéon del ARNm de la HAL se mantuvieron bajos cuando la
concentracién de proteina dietaria estaba por debajo de 20%, al cubrirse los
requerimientos de proteina de la dieta con esta cantidad, e ingerir una mayor cantidad
de la misma, la expresion de HAL se incrementa.

Se ha descrito que la ingestion de una dieta alta en proteina [9, 87] o con la
administracion de una mezcla de aminoacidos [88], se incrementa la concentracion de
aminodacidos en el plasma y se estimula la secreciéon de glucagon por el pancreas.
También se ha propuesto que las células o pancreaticas regulan la secrecién de esta
hormona en parte por un mecanismo dependiente de aminoacidos [89]. Estudios
previos han mostrado que la induccién de diversas enzimas degradadoras de
aminoécidos, incluyendo a la histidasa, es mediada por un incremento en la

concentracion de glucagon, que induce el catabolismo de aminodcidos [90]. En este



45

estudio demostramos que la adicién de glucagon a hepatocitos en cultivo incrementa la
concentracion de ARNm de HAL, y que dicha estimulacién es dosis y tiempo
dependiente. Estos datos concuerdan con estudios previos que mostraron que las
enzimas degradadoras de aminoacidos hepaticas estan reguladas por el contenido de
proteina de la dieta, o por la administracion de glucagon a las ratas, o por la adicion 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 concentracion de los ARNm de
las enzimas degradadoras de aminoacidos, pero no se ha establecido claramente cual
es la ruta o rutas de transduccién de sefiales involucradas en la activacion de la
expresion de estas enzimas por el glucagon. Ademas, con la excepcién de la serina
deshidratasa, cuya regién promotora posee sitios CRE (elementos de respuesta a
AMPc) funcionales para su activacién por AMPc [62], no se ha estudiado el promotor
de otras enzimas degradadoras de aminoacidos para determinar si contienen
elementos cis asociados con cambios en la expresién génica debida a la presencia de
hormonas metabdlicas 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
transcripcion) que responden a glucocorticoides y glucagon, respectivamente [93, 94].
Los elementos de respuesta a estas hormonas actian sinérgicamente con los sitios de
unién para los factores de transcripcién enriquecidos del higado HNF3 y HNF4 (factor
nuclear de hepatocitos 3 y 4). La interdependencia entre estos factores parece ser la
responsable de la especificidad hepatica de la TAT, asi como en las diferencias
encontradas en su expresion durante el desarrollo, ya que el gen de la TAT es inducido
homonalmente sélo 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 maxima induccioén hormonal.

El glucagon ejerce su accién a través de un receptor acoplado a proteina G,
aunque se ha demostrado que esta hormona incrementa la concentracion de AMPc, asi
como la concentracion de calcio intracelular via inositol 1,4,5-trifosfato [49]. Esto indica
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que la sefializacion por glucagon ocurre via PKA o PKC. Para estudiar si la induccién
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 concentracion de AMPc y activa a PKA, o PMA, un analogo estructural de
diacilglicerol que activa a PKC. Nuestros resultados muestran que la concentracién de
ARNm de la HAL es inducida por ambos compuestos, indicando que la expresion de
esta enzima ocurre via tanto PKA como PKC. Es interesante que la angiotensina I,
que incrementa la liberacién de calcio intracelular y no tiene efecto en la concentracion
celular de AMPc, no cambié la expresion de HAL. Por lo tanto, la expresién de HAL no

esta mediada por calcio-calmodulina cinasas.

Para comprender si la activacién del gen de la histidasa ocurre como resultado
de un incremento en la transcripcion de HAL mediada por las rutas de sedalizacion
PKA o PKC, fue necesario aislar y secuenciar la regién promotora del gen de la HAL
de rata para identificar potenciales elementos de respuesta activados por AMPc o PMA.

Se determind el sitio de inicio de la transcripcién (TSS) por medio de la técnica
de “Primer Extension”, en el gel se observaron dos posibles bandas ubicadas a 404 y
406 pb del codén de inicio de la traduccion (figura 9). En la literatura se ha descrito
ampliamente que en esta técnica es comin encontrar varias bandas ya que la
transcriptasa reversa puede hacer una pausa durante la extension en ARNm,
especialmente cuando la regién amplificada es rica en GC [95). La cercania de las dos
bandas presentes en nuestro ensayo indican que esto puede haber sucedido, y no que
existan dos TSS. Debido a que el analisis computacional predijo el sitio localizado a
404 pb de ATG suponemos que éste es el TSS correcto.

El analisis de la region promotora del gen de la HAL de rata mostrd la falta de
una caja TATA tipica, pero fue rica en GC, resultando en la presencia de diversos
motivos Sp1 y AP-1 cercanos al sitio de inicio de la transcripcién (figura 8).
Previamente, se habia reportado un segmento de 610 nuclettidos de la regién
promotora del gen de la histidasa humana, y éste muestra una caja TATA consenso
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[96]. Ademas, la repeticion de adeninas en la secuencia de la regién promotora de la
histidasa de rata no estéd presente en la del gen humano. A pesar de esto, en los
promotores de ambos organismos existe un namero similar de sitios potenciales GRE
(elemento de respuesta a glucocorticoides), GATA, C/EBP (proteinas que responden al
potenciador CCAAT) y NF-IL6 (factor nuclear para interleucina-6, C/EBPB). La regién
regulatoria de la histidasa de rata muestra cuatro sitios AP1, en comparacién con el
gen humano que solo muestra dos, esta diferencia podria alterar la capacidad de
ambos promotores para responder a el AMPc y/o PMA. Por otro lado, la region
promotora del gen de la serina deshidratasa (SDH) de rata ha sido estudiada [97] .
Esta regién fue similar a la del promotor de la HAL de rata ya que carece de cajas
TATA y CAAT tipicas y posee diversas cajas GC que pueden ser sitios de unién para
el factor de transcripcién Sp1. Los sitios de unién a Sp1, tienen como funcién unir al
complejo de inicio de la transcripcién 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 repeticion de adeninas entre los
nucleotidos -157 y 178, que se asemejan a la repeticion de 17 pb de adeninas
presentes en la regién promotora del gen de HAL de rata entre los nucleotidos —25 a
—44. Mas aun, el promotor de la SDH de rata contiene por lo menos dos sitios GRE y
dos CRE, dandole 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 transcripcién [101]). Estos sitios de unién pueden servir como puntos de
unién para la regulacién combinada, en los cuales factores de diferentes rutas de
sefalizacién pueden comunicarse para producir diferentes patrones de regulacion de
los que producen los factores individuales o de la suma de ambos [102]. Se sabe que
AP1 media la accion de los esteres de forbol (PMA) [103], ademas 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 higado 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 (proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc) [107]. Sera interesante
identificar si los sitios AP1 presentes en el gen de HAL responden directamente al
AMPc y/o a PMA, asi como evaluar la funcionalidad de la region GR/AP1.

El andlisis funcional del promotor de la HAL en el higado de rata mostré
que la regién entre los nucledtidos —340 a —815 es importante para la respuesta a
glucagon, asi como para forskolina y PMA. Esta region 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 mas fuertes para la estimulacion

con glucocorticoides.

La actividad de la luciferasa en HAL815 incrementd con la adicién de forskolina
y glucagon, pero el incremento fue ain mayor con PMA y dexametasona. Esto nos
indicé que el fragmento estudiado contenia elementos de respuesta funcionales. Para
hacer una identificacién inicial de cuéles sitios eran activos se disefaron las dos
deleciones probadas en este trabajo. El fragmento HAL420 solo contenia 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 funcionalidad
realizados con este fragmento no se observéd la induccion por PMA, forskolina,
glucagon o dexametasona observada en el fragmento completo, lo que nos indica que
en la regiéon deletada se encuentran elementos importantes para la completa
funcionalidad del promotor del gen de HAL. En el fragmento HAL302, que contenia un
sitio AP1 menos que HAL420, solo se observé induccién con la dexametasona aunque
no fue tan fuerte como la observada en HAL815. Esto resulta interesante ya que esta
region es mas pequefia que HAL420 y por lo tanto tiene menos elementos de
respuesta presentes. Esto sugiere que en la region comprendida entre —202 y -340
existe algin elemento represor del receptor de glucocorticoides. Es necesario realizar
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un estudio mas detallado del andlisis de los elementos activados en cis presentes en la
regién entre —~340 y —815 pb.

Es interesante mencionar que al analizar la secuencia de la region 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
aminoacidos y ciclo de la urea [108, 109]. Se sabe que la concentracién de PPARa en
hepatocitos se incrementa en condiciones de estrés o ayuno y que regula
principalmente la utilizacion de acidos grasos durante el ayuno [110, 111]. Es probable
que PPARa también esté relacionado con la expresion de los genes de las enzimas
degradadora de aminoacidos y por lo tanto sea un factor regulador global del
metabolismo energético en el higado. Esta teoria abre nuevas posibilidades de
investigacién en el control del metabolismo energético del organismo. En la actualidad
nos encontramos analizando este segmento.

En resumen, este andlisis mostré que la regién promotora del gen de la HAL de
rata contiene elementos de respuesta activos para hormonas metabdlicas como
glucagon y glucocorticoides, que son capaces de regular positivamente la expresién
génica de la HAL de rata. Ademds, la estimulacién por glucagon de la regién
promotora del gen de HAL ocurre preferentemente via PKA, aunque también puede
estimularse via PKC. Por lo tanto, cuando las ratas consumen una alta concentracién
de proteina dietaria, existe un incremento proporcional en la concentracién de glucagon
sérico que a su vez activan las rutas de PKA y PKC e incrementan la transcripcion 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 expresion de HAL para oxidar histidina para compensar los
requerimientos de energia. Parece ser que la mayor parte de las enzimas
degradadoras de aminoacidos responden a ambas hormonas de manera similar, por lo

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

1"-:’?‘“"_’ Y "CIC N o
) A LX A .'._i.-\‘?':'s: l‘?' h'! "L} \?.{AAL‘E‘
S T A TS T TV A

r 1 ILUA



50

higado de rata es un mecanismo concertado a través del cual todas las enzimas
degradadoras de aminoacidos controlan el balance de nitrégeno corporal.

7. CONCLUSIONES

1. El sitio de inicio de la transcripcion del gen de la HAL de higado de rata se
localiz6 a 404 pb del codén de iniciacién de la traduccion ATG.

2. La secuencia no mostro sitios consenso para cajas TATA o CAAT en las
primeras 100 pb hacia 5’ del sitio de inicio de la transcripcion.

3. Se encontraron 6 cajas ricas en GC que son sitios potenciales para la unién del
factor de transcripcién Sp1, siete posible sitios de unién AP1, un Oct-1, tres
elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE), y un sitio Tax/CREB.

4. La expresiéon de luciferasa fue estimulada por dexametasona, glucagon,
forskolina y PMA cuando el promotor putativo se transfecté en células HepG2.

5. El gen de HAL es activado por el glucagon mediante las vias de transduccion de
sefales PKA y PKC, siendo mayor su activacion con PMA que con forkolina en
cultivo primario de hepatocitos, indicando una preferencia por la via PKC para
activar la expresion de HAL.

6. El andlisis funcional de la regién promotora del gen de HAL de rata mostré que
la regién comprendida entre los nucleotidos —340 y —815 es importante para la
respuesta con glucagon, asi como para forskolina y PMA.
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8.PERSPECTIVAS

1. Es importante continuar con la caracterizacién de la regién promotora del gen
de la histidasa en el higado de rata para identificar los elementos de respuesta
funcionales presentes en ella. Se sugiere utilizar ensayos de precipitacion de la
cromatina (Chips), retardo de movilidad de bandas (EMSA) y mutagénesis dirigida.
Esto permitira conocer en su totalidad la regulacién del gen de HAL y en gran parte del
resto de las enzimas degradadoras de aminoacidos presentes en el higado. El
elemento de respuesta a los proliferadores de peroxisomas (PPARs), ubicado a —494
pb a partir del sitio de inicio de la transcripciéon del gen de HAL, resulta de especial
interés ya que hasta el momento el factor de transcripcion PPARa se ha relacionado
exclusivamente a la oxidacion de acidos grasos. Encontrar que los genes relacionados
con el catabolismo de aminoacidos se encuentran regulados por PPAR« abriria nuevas
posibilidades hacia la investigacion de los factores que controlan el metabolismo

general del organismo.

2. Estudiar la region regulatoria 5’ de la aminotransferasa de aminoacidos de
cadena ramificada, Unica enzima degradadora de aminoacidos localizada en tejidos
extrahepaticos, junto con la region promotora del gen de la histidasa, representativa del
higado, permitiran conocer en su totalidad los mecanismos de regulacién del

metabolismo de nitrégeno en el organismo.

3. Para definir la ruta de transduccién de sefiales que utiliza el glucagon para
regular al gen de la HAL, se recomienda la utilizaciéon de inhibidores y activadores

especificos de las rutas de PKA y PKC.
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(Hal), the amino acid-degrading enzyme of histidie, is regulated by
the protein content of the dict and by hormones such as glucocori-
coids and glucagon. However, glucagon can activate the following
two possible transduction pathways: protein kinase A (PKA) and
protein kinase C (PKC). The aim of this study was to isolale the
5'-flanking region of rat Hal gene to locate possible ¢cAMP- and
glucoconicoid-responsive elements and 1o identify whether the acii-
vation of the Hal promoter by glucagon oceurs via PKA or PKC. The
results showed that glucagon was able to induce Hal expression
1.5-fold in primary hepatocytes. The addition of phorbol 12-myns-
tare.1 3-acetate (PMA) and forskolin to hepatocytes increased Hal
mRNA concentration by 100 and 409, respectively. To identify the
Hal gene regulatory region, a 1248-bp fragment of the 5'-region was
obtained. The transcription initiation site was located al 404 bp from
ATG. The sequence did not show consensus TATA-like or CAAT-
like boxes in the first 100 bp up from the stant site.
The promoter contained six GO rich boxes, seven pulative AP1
binding sites, and fow glicoconicoid-responsive elements, The puta-
tive Hal promoter region was cloned into the pGlL3basic vector and
transtected into HepG2 cells. Luciferase expression was significantly
stimulated by glucagon (0.9-fold). forskolin (0.9-fold), PMA (2.0-
fold), and dexamethasone (2.9-fold). This evidence supports that the
Hal gene is wmed on by glucocorticoids and by glucagon either via
PKC or PKA, but prefers the PKA pathway

protein Kinase A: protein kinase C: gene regulation; amino scid
catabolism

AMING ACID CATABOLISM Is EssENTIAL for maintaining normal
aminoe acid concentrations in lssues and body fluids, since
there is no storage for the excess amino acids from the diet.
Defects in the catabolic pathways for cach amino acid may lead
to merabolic abnormalities that in some instances can be
life-threatening (11). There are rate-limiting enzymes in the
degradative pathways for each amino acid; however, there is
scarce information on the mechanisms of gene regulation for
the amino acid-degrading enzymes. An integrative knowledge
of gene expression control of these enzymes can help to
elucidate the basic mechanism by which the body is able to
control its nitrogen content.

Catabolism of most amino acids occurs in the liver, with the
exception of the branched-chain amino acids. Histidine is a

Address for reprint reg and other comme sponsd N Torres, Insv

Iypical example of an amino acid degraded in the liver. The
bistidine-degrading rate-limiting enzyme is the histidine-am-
monia lyase (E.C. 4.3.1.3), also known as histidase (Hal; sec
Ref. 26). In the rat, and in the mouse and human, the Hal gene
is found as a single copy, and the ¢DNA from these species has
high homology (18, 19). In the rat, the Hal gene codes for an
mRNA of 1.97 kb that is translated into a protein of 657 amino
acids with a relative molecular mass of --72.1 kDa (20). The
activity and gene expression of this enzyme is regulated mainly
by the protein content in the diet, the greater the concentration,
the higher the Hal expression (23). Hal expression rises rapidly
after the protein requirement is met (o eliminate excess histi-
dine.

‘The increase in Hal mRNA concentration also occurs under
catabolic stress (2) or through the ingestion of imbalanced
histidine diets (21). Thus the administration of glucocorticoids,
hormones involved in siress responses, also increase the ex-
pression of Hal mRNA (1). Conversely, severe undernutrition
decreases the expression of Hal (25). These changes in Hal
expression are associated with specific hormonal changes (22).
Dictary protein content is associated with glucagon serum
levels in the rat, and glucagon levels in wrn are associated with
hepatic Hal activity and mRNA concentration (24). In facl,
when rats are injected with glocagon, Hal activity and mRNA
concentration increase rapidly after 3 h of glucagon adminis-
tration (1). It is now clear that liver cells possess a single type
of glucagon receptor. Upon glucagon binding, the receptor is
able to couple to multiple G proteins, thereby activating two
distinet signaling pathways, one coupled o phospholipase C,
generating diacylglycerol and inositol 1 4,5-trisphosphate, and
the other conpled to adenylate cyclase, increasing cAMP lev-
els. However, it is not known which of these signaling path-
ways activate Hal gene expression.

At present, there is no information about the regulation of
the Hal gene promoter. Suchi et al. (17) reported the sequence
of the Hal human gene and a short segment of its promoter;
however, its functionality was not assessed. Additionally, the
regulatory region of the Hal gene in the ral has not been
established. Therefore, the purpose of the present work was (o
determine the promoter region of the rat Hal gene, to identify
the potential cis-acting elements, and o assess its functionality.
Furthermore, we studied which of the signaling palhways
activated by glucagon was involved in Hal gene expression.
Our results showed that Hal gene expression in cultured hepa-
toeytes is activated by either protein kinase A (PKA) or protein
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kinase C (PKC), and that the promoter of the gene contains the
responsive elements that are activated by both signaling path-
ways. Furthermore, Hal promoter is activated by dexametha-
sone, indicating the presence of active glucocorticoid-respon-
sive elements (GRE).

MATERIALS AND METHODS

Animals. Male Wistar rats, obtamned from the Experimental Re-
search Department and Ammal Care Facilities at the National Institute
of Medical Sciences and Nutrition, were housed mdividually in wire,
stainless steel cages al 22°C with a 12:12-h hight-dark cycle and with
free access 1o diet.

Diets. Inets were administered in dry form and contain (in gfkg
diet) 60, 180, or 350 vitamin-free casein, 50 corn oil. 50 mineral mix,
and 10 vitamin mix, Ce h and in iy wen:
added 10 complete 1 kg dict The composition of the diets was
described previously (23). Vitamin-free casein and the rest of the
ingredients were obtained from Teklad (Madison, W)

Dietary treaiments, Twelve rats, weighing 75-90 g, had frec access
to the appropriate dict for 10 days and were randomly divided into
three groups of four rats each: /) 6% casein, 2) 18% casein, and §)
35% casein. At the end of the [0-day period. mts were anesthetized
with ether for hepatic perfusion to obtain hepatocytes. The protocols
used in these were apy i by the Animal Care Com-
mittee of the National Institute of Medical Sciences and Nutrition.

Preparation and culture of primary rat hepatocvtes. Rat hepato-
eytes were isolated by the collagenase perfusion technigue and sepa-
rated from ponparenchymal liver cells and debris by centnfugation.
Cell viability was assessed by the I'typan blue exclusion test and was
always higher than 90%. Cells (65.000/cm®) were plated on treated
culture dishes (100 mm diameter) and maintaned in DMEM
(GIBCO-BRL) suppl d with gl L-gl ine, pyridoxine
hydrochlonide, and sodium pyruvate. After 2 h, cells were washed,
and the culture was continued in DMEM comtaiming 10%  heat-
inactivated fetal bovine serum and 100 mg/ml streptomycin (4).

Hal activity. Isolated hepatocytes (1 X 107 cells) were washed with
ice-cold saline and lysed with 5 mmol/t NaOH in 14 mmoll KCL. The
lysed cells were centnfuged for 60 min at 105,000 g, and the clear
supernatant was stored at —80°C before measunng Hal activity. The
activity was assaved as described previously (23). The method is

based on the spectrophotomelric measurement of the appearance off

urocamic acid at 277 nm. The reaction was linear for 10 min at 25°C
in 0.1 molfl pyrophosphate buffer, pH 9.2. An enzyme unit was
defined as the formation of 1 nmol urocanic acid/min. The protein
concentration was measured by Lowry assay with BSA standards,
Northern blot analysis. Total cellular RNA was isolated from
cultured h yies with guanidine thiocyanate ing 1o Chom-
uynsh and Sm.ru (5). For Northern analysis, 15 pg RNJ'\ wis
ph dina 8 g/l gel containing 2.2 mol/l formalde-
hyde, transferred to a nylon membrane filler (Hybond-N7). and
cross-linked with an ultraviolet cross-linker (Amersham), RNA integ-
nty and location of the 285 and 185 ribosomal RNA bands were
determined under ultraviolet light. The ¢DNA probe was a 1005-bp
PCR product amplified from rat Liver Hal ¢cDNA. The forward and
reverse primers used for the PCR reaction were 5'-GCATCAC-
CACGGGTTTT-3' and 5"-GGGCTATCATGAATCCAGAAT-Y,
respectively. The PCR product was punified with the high pure PCR
product purification kit (Roche) and labeled with Redivue
[e-**PJdeoxyeytidine triphosphate (110 THg/mmol) by using the
Redipnme DNA labeling kit. Membranes were prehybridized with
rapid-hyb buffer at 65°C for 1 b and then hvbridized with the cDNA
probe (53.3 MBg/) for 2.5 h at 65°C. Membranes were washed one
time with 2% citmte saline soluton (S8C: 1X S8C = 0.15 moll
sodium chlonde and 15 mol/l sodivm citrate) and 0.1% SDS (wi/vol)
at oo emperature for 20 min and then two times for 15 min with
0.1 85CH0.1% SDS (wifvol) at 63°C. Digitized images and quanti-
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fication of radicactivity (dpm) of the bands were camried out using the
Instant Imager (Packard Instrument, Meriden, CT). Membranes were
also exposed to Ecktascan film (Kodak de México. Guadalajara,
México) at =70°C with an intensifying screen,

Growth and culture of HepG2 cells. Iluman HepG2 hepatoblas-
toma cells were grown to confluence in tissue-culture bottdes (75 em?)
in 12 ml RPMI medium containing 100 g1 FCS. For subcultivation,
urypsin-ireated cells were diluted in the same medium and plated again
on 12-well p]ah.sata density of 3 % 10° cells/well. The next day cells
were transfected with lipofi ine 2000 in fi . and,
4 h later, fresh senuu-comauung medium was applied. After transfection
(24 h). expeniments were started by applying fresh medium containing
hormaones or drugs at the concentrations indicated in Figs. 1-7.

Isolation of rat Hal 5'-flanking region. lsolation of the promoter
region of rat Hal gene was carned out using nested PCR reactions
with specific antisense primen designed based on the Hal cDNA

¢ and sepse ad - primers 1o amplify rat genomic DNA
fmgmums (Genome Walker Kit), The extemnal and nested gene spe-
cific reverse primers were 5°-TTG TTC TIC ATG TAG CGC CGC
ACA G-3" and §'-AAC ACT GAG CTT CCC GTC CTG GCA -3
corresponding to nucleotides +11610 +91 and +72 w +48 of rat Hal
cDNA, respectively. The external and nested sense adaptor primers
were provided by the i The amplified product was
digested with the restriction enzyme Rsa 1, subcloned in the EcoR V
site of p-Bluescript KS(+ ), and sequenced with the Th q
radiolabeled terminator cycle sequencing kit. The reaction products
were separated in a polyacrylamide gel (80 gl acrylamide— moll
urea) that was dried before autoradiography at =70°C.

Primer extension analysiy. To find the transcnption initiation site,
primer extension analysis was performed using the primer extension
system-AMV RT kit described by the ummfm.lun-r (Promega). To
determine the size of the prod sig £ lions were per-
formed and run on the same gel.

Reparter gene assays. To assess the functonality of the Hal
promter. d:.l'lerenl pmmoler fragments were insered in the pGL3b-
veclor ¢ al porter gene. ‘The first PCR constiuct
was generated using oligonucleotide primers [upper §'-citactrgagAC-
TATAGGGCACGCGTGGT-3' (—815 v —797 bp) and lower 5'-
202aaget ATCAGGGTTCCTAGTTCTC-3'(+39 10 4221 The
product was ligated via pGEM-T overnight at room temperatune, The
ligated product was digested with Hind 1[1/Xhe | and subcloned imo
pGL3b, which had been digested with Hind 111 and Xhe 1. The rest of
the inserts were 5'-deleted derivatives of the st insert. The first and
second deletions (Hal-420 and Hal-302) were amplificd using the
following apper primers:  §'-gegetcgag AAGACACAACTTT-
TCGTTG-3', and 3'-gegercgagATTAGGATTGCTACACUTCC. 5,
respectively. A summary of all Hal-pGL3b constructs made is shown
in Fig. 1.

Transfection protocol. Transient iransfection using lipofectamine
2000 (Invitrogen) was camied out according to the manufaciurer’s
instructions. For assays with a luciferase reporter gene, plasmid pSV{3
contaimng P-galactosidase gene (25 nglwell) was cotransfected to
normalize the transfection efficiency differences among samples. The
total amount of DNA for assays not containing the glucocaticowd
receptor plasmid was held constant by adding emply pCMVS vector,

Luciferase und B-galactosidase assays. After the last hormone
treatment (3 h), cells were processed for luciferase and B-galactosi-
dase activity according to Promega’s protocol for the luciferase assay
systems. For each well, 100 pl lysis buffer were added. Lucifernse
activity was measured as relative light units with a BD Monolight
3010C luminometer (BD) Biosciences Pharmingen, San Diego, CA).
The B-galactosidase activity was measured as descobed previously
(3). The luciferase activity from different samples was nommalized by
B-galactosidase activity from the same sample. Each treatment was
done by trplicate, and all experiments were repeated at least three
times. Within each experiment, the promoterless vector (pGL3 basic)
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Fig 1 Schemane representabin of the ral hisidase (k)
promoizr und its deletions e amow indicates the (-
“oppbicn st site Nuwinberizg refers o the position of the
wanscTption ute, whach was =of g - 1 CGIRE zhi.
covortned-re

nsive eloment

was also tansfected into HepGi2 cells ae a pegative control. The
tesulis are pivs mu'l as dogres of indiction,

Rn iy ur-r.f Wb oo ¢l (Thboml-NT ) the
stem. e Themoseyoenase sadinkibeled
; ld'mc - TP feiphos phiae
(110 Thg/mmaol ). Redivie sdey “Pliphosplte (110 T Bg?
mmolj. und Redivae 3fa-""Pldd .un\\ul-.\nm}wun{n- (353 ThHy/
mmol) were purchased from Amersham (Buckinghamshie, UK. The
witamin-fres casein and the remaining ingredients of the dicts were
obtaned from Teklad, Coll abuie mediving and components and
Lipofectaming 2000 were pors (Carlshad. CA).
The ucilerize assay sydem, closiduse system. and pamer
extensinn system=AMY RT w firomt Prom {Madison.
Wi sobmed from Sigma dudia-
INL. Gendme walk rean Clamtach (Pato Alte,
EAd; e PUR: prowtuet puniticanon ki was obtained from
Ruche (Manoheim, Ge b The endutree plasmid purificanion kit
was purchased from Qingen 1Chatswonh, OA)

lutmn.llul -\.)'-.,I\ seyUe i

signaling pathvay reage

RESULTS

Strwcture of the 3" flusking region of the Hal gene. Lsolation
of the 8" flnking region of the Tl gene was performed by
DNA walking using specific nested primers located in the first
120 bp aller the Initaticn codon i the ¢DNA seqoence (17,
204 This sequence in the hnman JONA s focated in exon 2 of
the genomic sequence of the Hal zene (181, The PCR ampli-
fication product 2 genomic rat DNA cur with EeoR V
restriction enzyme produced a single fragment of 1265 bp, The
amplified product was digested with Rea T and then cloned in
pBS I KS(+ ) The cloned fragment was sequenced, and the
{irst 430 bp coincided with the muranslated region seguence of
the rut Hal gene previewsty reporied by Sano e al. (16). The
remaining #18 bp had not been reported previously, The
initiation of wanscription site of the Hal gene was determined
by prisner extension analysis using o specific antisense primer
fanking the 3-cnd of the L[!‘\A sequence. The wmplified
product was lucated 403 bp upstream from the initintion codon
{Fig. 2. Computational analysis using Matlnspecior version
2.2 sofpware (161 conwided with our primer extension assays in
indicating that the nucleotide located 493 bp from the inttiation
of translation wis the putative transeription intiation site,

Seguence analvsis of the 3 -flanking region of the Hal gene.
Blast sequence anald showed that the rat Hal promoter
region obtained in the present study showed homology with a
small sequence of the mouse genome located close (o the flal
gene i chromosome 140, whereas there was no homology with
any sequence of the human genome. Interestingly, the ral Hal
CDNA sequence has an K79 identity for mouse and human
over the coding region. At the amino acid level, rat Hal 1 93%
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conserved with hﬂrh mouse amnd human Hal. The 818-bp DNA
sequence of the S'-flanking region of the Hal gene is ,sh\wtn in
Fig. 3. Computational analvsis o determine potaive g
tivizal binding sites was also performed with the Matlnspecior
version 2.2 program at the FRANSFAU 7.2-Public 4.4 data-
base (htpironsfac.gbl de TRANSFACY). The sequence did
not show consensus TATA-Tike or CAAT-like hoxes in the Girst
10 bp upsteeam from the transcription start site. Instead, there
are two putative TATA-like boxes at =152 and —263 bp and
two putitive CAAT-like boxes at — 1940 and —283 bp. There
are also six GC-rich boxes at —78, — 130, =211, —312, —418,
and 42 nt that are potenidal binding sites Tor the trunscription
factor Spl (81 Additionally, there ave seven putative APL, four
GATA, and one Oct-1 binding site. Sequences homotogous o
several binding sites for liver-specific transcription factors
including C/EBP, NE-IL-6, and HNI4 were found. There are
alze four GRIzal — 158, =390, —446, and —52K and single
estrogen receplor and prog nnc-vh.mn: receptor sites at =218 and

-G8, respectively

Effec nj divtiry pmrf'ur o Hal expression in val hepato-
evles. To exmnine the effect ol different conccurations off
ilietary protein on Hal activity and mRNA concentrtion in ral

liver poly (A) G A T C

FHo—44-00>005>

Fig. 2. Primeer extension anadvsis of the hepate [al geoe w determine the
transuription nitiaton e

SVOL 280« J0LY 2005 = wiww agpendo urg



=

[ taprakda/zh1 -aend/2h1-aend/zh100705/2h12154d050 | thoeny) | S=11 | 5/16/05 | 19:32 [ MS: E0584-4 [ Ini: 06e/dmpidih [ Input-dms |

REGULATION OF RAT HISTIDASE PROMOTER BY GLUCAGON E175
799 TATCCAAGGG CAAAGATAAG GAACACAAAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC
HNPAGATA/ PPAR-RXR MNFGRE
-739 ACACACACAC AM&WMFC Wﬂm@ﬁ
APL  OATA
679 CIEAMG'\CT TCTCTAACCT T(XI‘ATC!‘AT CTAGCAGGCC CCGACCW
TAX/CRER API
619 EA{:CAAIEGA CTTIGTCTTT CCAGOCACOC ATTGGGATGC CCA
GATA CREB

559 GCTAAATCOC AGAGGTOTCA AATGACTOOG ASTCACAGAG CCAGAACTTA GTACGCAGGT
OCT-1 GR
499 ACATGCCATA GATCACAGCC TTAAAGAATT GGECTTTGGA TTAGGAAACA COAAGAACAT
PPARMXR COUPHNES C/ERP
439 TCACTCACCC CAGGGEAGTA AGCTGAGGGC CICCAAGCTA TAGTGATICA TATGTCTAAG
EBOM/ARF) AF2 SPi APl _IGR
379 ACACAACTTT TCGTTGTGAA AATCCGTCTC TGCTTT
315 AGOCCAAGGC AGTGOCAGGG AGGCOTTGCTCAACCGRTGT TTOTGGARTA ANTARATGAN 136 1, Noslcae soquencs f th ot b
5Pl o o o

Hal flanking res
-259 IIAC:GATTGC TACACTCCGG GTGTCACTCC GGGTGTCACA Amw signed 1) represc

PULVE Mapor tran-

33 GATA seription fnriation site. Underh
199 TGTCACAAT} GACCGAGGCE ATGOOTTTGA CCAGTIGAGTAA CTAARGAQOGGAACACG.  tticd sisecloment seuuences L ;
TaxTREB [£3 bidiig stes o vanows ransorpiun Gactors

-Fl?G%bmmmmmG@mem AGCGCTTACT TAGGAAGOGA Talic type shows previously reported nan-
manstated region Bold tpe imdicates ran-

- 19 AGGCOCGOGG TI'LGGTLCtC AGCTCCGAAA WAGMA AAAAAAAAAA AAMAAAGAGO  soniption and manshation mitiation sttes Hox
5P1 u arcas ndwate putative TATA ad CAAT

-19 GGAACAGTAA GCAGCTTTCA AGGCGGACTC AGAACGGGGG AGAGAGAGAA CTAGGAACCC boxes,
sP1

+ 42 TGATCAGGAG MG’T\?CGO{E;CGACOO‘MG ACTTCCAGAC CCTTGGTCTT GCTGCCCATA
+102 AGGCTACATT GAAAGTGGGC TCAGCTACCT ACATCCCTTT CTCCTGCCCC TGGTTCAGCT
+162 TCCAGAAAGG CCAACGGAAC ACCAGAGOCC GCAATCAATA TITGTTCAAA GTGTGGATGG
+122 CTGAAGGCAA GGGAAGGGGT GTGTTTTGAA AGTCCATICT CAGTCTCCCT GOCAACCACA
+282 COCCAGCAGG CACTCCCCTC CCTGGTAAAG GATAAAGGCT CTCCCCATCC AGGACTGTAG
+342 GOAAAGGAGC CAGCCCTTIG GTTCCAGCAA CCTTTAGCTC AGAAGGGCTA TAGTAGGTGA

+402 GCCA TGOCTA GGTACACGGT GOACGTGOGT GGGGAATGGC TGGOGGTA

% oof casein

] 18 35

isolated hepateevtes, rats were fed for 10 days with diets

ing 6% (lew-protein dict), 18% (adeguate-protein diet), A
3% (high-protein diet) casein. Hal aclivity increased by
1 1-fold in rts fed 18% casein diet compired with rats fed
6% casein dict, whereas rats Led 35% cusein diet showed 30%
increased Hal activity with respect (o rats fed 18% casein diet.
Ingrements in Hal activity were accompanied with correspond-
g increments in Tal mRNA, as shown in Fig. 4. These resalts
indicate that the consumption of graded distary protein con-
centrations increased Hal expression in rat isolated hepato-
eyle

et of glhcagon o Hal expression in rat caltured hepa-
Tocyies. Because glucagon is u hormone that increases when
the protein content of the diel increases, we studied the effect
of this hermone on Hal mRNA concentmlion in primury
cultured ral hepatocyvies. The effect of physiological concen-
tration of glucagon (10 7 mol/l) on the time course response of
Hal mRNA concentrition showed an increase of 46% 1 b alter
the addition of gluu{:uu Hal mRNA concentration returned to
busal levels afler 2 b of exposure o the bormone (Fig. 5A).
Furthermuone, we assessed the effect of graded concentistions
of glucagon (107 % to 107 " mollyon Hal mRNA concentration Fig 4 mBNA concentranon and Hal scovity in hepatocytes of rats fod 18,
in cultured isolated rat hepatocytes. The highest stmulalion of 254 casen diets 4. Northern Bt analysis of 3 hepaticvics. B
Hal mRNA was obtained alter | b of incubation when cultured  ethudium bronde-stamed gel= © Hal actuvity expressed as Ulmg protem

% of vasem
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Hal mBNA. A= show Sorthern Blor analvsis of 15 e total
RNA from hepatocyies under dul

+

4

5 » cpatoc vles un 1 e conditions (ethidium
hremide-staned sels and guantication of Hal mENA concen-
trativns by electronie autoradnographs

hepatoeyivs were
SE). We carried ¢ rse experiment at this
wenlration o see the maximad response of Hal mRNA
abund W glucagon. This experiment showed that the
maximal induction of 1.5-fokl was oblained alter 45-75 min of
incubation (Fig. SC) These dala clearly show that glucagon
induces Hal gene expression in cultured rat hepatocyies.
(et af PMA. forskof { ANG T o Hn’.ll Qene eApres
sion in ral hepatocyies, The waihle rent sighial
transduction pathw that he activated hy glicagon 'J'Iuc
first ot is conpled to phospholipase C, causing bre: skx own o

phosphatidyvlinositol 4.5-bisphosphate, amd the second one 1s
coupled to adenylate evelase, generating cAMP (10}, To in
vestigale which ol these two signaling pathways was prefer-
entially vsed w0 induce Hal transcription, we used phorbol
12-myristate, | 3-acetate (PMA), [orskolin in the presence ol
Lisobutyl- F-metyixanthine, ve ANG 11 as activators of PRC,
PRA, and calcium-calmodulin kinase, respectively. The resulis
showed that addition of 100 nmel/l PMA doubled Hal mRNA
concentration after 4 h of incubation in cultvred rat hepatocy
(Fig. 6A). Cultwred hepatocytes incubated for -2 h with 10
pmol/l forskolin also 1 sseil Hal mRNA concentration Iy
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high-protein diet was higher than those fed an adequate- or
low-protein diet, indicating the induction of this amino acid-
degrading enzyme 10 eliminate the excess histidine, Previous
studies bave demonstrated that induction of several amino
acid-degrading enzymes, including Ilal, is mediated by an
increase in glucagon concentration, which enhances amino
acid catabolism (5). Also, it was demonstrated that ingestion of
a high-histidine diet did not increase Hal expression, indicating
that Hal gene is regulated by hormones but not by ils substrate
(22). In this study, we demonstrate that addition of glucagon to
cultured hepatocytles increases Hal mRNA concentration, and
the stimulation is dose and time dependent. These data are in
agreement with previous studies that showed that other hepatic
amino acid-degrading enzymes are regulated by the protein
content of the dict, by the injection of glucagon to rats, or by
the addition of this bormone 1o cultured hepatocytes (7, 9,
12-14, 27). In these studies, it has been demonstrated thit
glucagon stimulates amino acid-degrading enzyme activities
and induces their mRNA. However, it has not been clearly
established what signal transduction pathway(s) are involved in
the activation of the expression of these enzymes by glucagon.
In addition, with the exception of serine dehydratase (SDIT),
whose promoter contains functional ¢cAMP-response element
(CRE) sites for its activation by cAMP (9), other amino
acid-degrading enzyme promoters have nol been studied tn
determine whether they contain putative cis-acting

REGULATION OF RAT HISTIDASE PROMOTER BY GLUCAGON

capacity of both promoters to respond to cAMP and/or PMA.
On the other hand, the regulatory region of the rat SDH gene
promoter has been studied (13, 15). The SDH promoter region,
similar to the rat Hal promoter, lacks 1ypical TATA and CAAT
boxes and has several GC boxes that may be binding sites for
transcription factor Spl. In addition, the SDH promoter con-
tains a 22-bp adenine repeat between nucleotides —157 o
—178, which resembles the 17-bp adenine repeat present in the
rat Hal promoter between nucleotides —25 to —44. Further-
more, ral SDH promoler contains al least iwo GRE and two
CRE sites, providing it with the capacity to respond o glo-
covorticoids and ¢AMP in a similar fashion as the rat Hal
promoter.

The functional analysis of the rat Hal promoter showed that
the region between nucleotides —340 1o —8135 is important for
the response 1o glucagon and 1o forskolin and PMA. This
region contains a TAX/CREB site at —629 bp and three API
sites at —404, =452, and =691 bp that are the potential
regulator sites for glucagon response, On the other hand, there
are at least six GRE sites in the complete fragment of 815 bp
and all seem to be functional, although GRE sites at positions
—455, —628, and —780 bp are apparently stronger sites for
glucocorticoid stimulation. A more detailed study is required
for the analysis of cis-acting clements in the region between
=340 and —B15 bp.

associated with changes 1n gene expression due 1o the presence
of metabolic honnones such as glucagon or glucocorticoids.
Gilucagon exerts its action through a receptor coupled o a G

In v, this analysis showed that the rat Hal gene
promoter contains active response elements for the metabolic
hormones, glucagon and glucocorticoids, that are able to up-

protein, however, it was demonstrated that this bormone in-
creases cAMP concentration and intracellular calcium concen-
tration via inositol 1,4,5-trisphosphate (10). This indicates that
glucagon signaling occurs via PKA or PKC, To assess if Hal
induction by glucagon was mediated via PKA or PKC, isolated
hepatocytes were incubated with forskolin, an activator of
adenylate cyclase thal causes an increase in cAMP levels and
activates PKA, or PMA, a structural analog of diacylglycerol
that activates PKC. Our results show that Ilal mRNA is
induced by both compounds. indicating that the expression of
this enzyme oceurs via either PKA or PKC. Interestingly, ANG
II, which increases the release of intracellular calcium and has
no effect on cellular cAMP levels, did not change Hal gene
expression. Thus the increase of Hal expression is not mediated
by calcium-calmodulin kinases.

To understand whether the activation of the Hal gene occurs
as a resull of an increase in Hal transcription mediated by
signaling pathways involving PKA or PKC, it was necessary to
isolate and sequence the promoter region of the rat Hal gene (o
identify potential cis-acting elements activated by ¢AMP or
PMA. "Iie analysis of the promoter region of the rat Hal gene
revealed the lack of a typical TATA box but was GC-rich,
resulling in the presence of several Spl and AP1 molifs near
the transcription initiation site (Fig. 2). Conversely, a segment
of 610 nucleotides from the human Hal promoter has been
previously reported and shows a consensus TATA box (18).
Additionally, the adenine repeat in the rat promoter sequence is
not present in the human genc. Nonetheless, in the promoters

gulate ral Hal gene expression. In addition, glucagon stimu-
lation of the Hal promoter occurs preferentially via PKA,
although it is also stimulated via PKC. Thus, when rats con-
sume a bigh-protein diet, there is a proportional increase in
serum glucagon levels that in turn activate PKC and PKA
pathways and increase Hal transcription, leading to an increase
in the amount of this enzyme to degrade excess histidine.
Contrariwise, under stress conditions, glucocorticoids are also
able to induce Hal expression to oxidize histidine to meet
energy requirements. Il seems that most of the amino acid-
degrading enzymes respond to both hormones in a similar
fashion: thus, it scems that the mechanism that controls Hal
gene expression is a concerted mechanism through which all of
the amino acid-degrading enzymes control body nitrogen bal-
ance. FFurther studies are required 1o prove this hypothesis.
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