4. Regulacion de la expresion génica por glucosa

MARTA CASADO PINNA

1. LA GLUCOSA, REGULADOR UNIVERSAL
DE LA FUNCION GENICA

Una caracteristica esencial de la vida de todo organismo es la adapta-
cién constante de su metabolismo al entorno nutricional. La regulacion del
metabolismo implica no s6lo una radpida modulacién en la actividad de
proteinas especificas, sino también un control de su sintesis a través de la
regulacion transcripcional de sus genes. A lo largo de la evolucion es
probable que los primeros fenémenos de control transcripcional aparecie-
sen para perfeccionar la homeostasis celular en un medio exterior inesta-
ble en el momento en que la simple regulacion, segun la ley de accion de
masas y la regulacion de tipo alostérico se volvieron insuficientes. La
glucosa, el monosacéarido mas abundante en la naturaleza, proporciona un
buen ejemplo de como los organismos han desarrollado mecanismos que
les permitan hacer frente a una disponibilidad de nutrientes variable. La
regulacion de la expresion génica dependiente de glucosa ha sido particu-
larmente bien estudiada en la levadura Saccharomyces cerevisae. En este
organismo la glucosa reprime la transcripcion de toda una serie de genes
responsables de la respiracion, de la utilizacion de otras fuentes de carbo-
no (galactosa, maltosa, sacarosa) y de genes que codifican enzimas de la
via gluconeogénica. Por el contrario, la glucosa es capaz de inducir genes
implicados en su propio metabolismo, especialmente genes que codifican
transportadores de glucosa y enzimas de la glucolisis [1]. Fenomenos de
este tipo podemos encontrarlos en todos los microorganismos, archaebac-
terias, eubacterias o eucariotas monocelulares. En mamiferos, la respues-
ta a la glucosa es mas compleja, ya que combina los efectos relacionados
al metabolismo per se del azlicar con aquellos derivados de las modifica-
ciones hormonales dependientes de glucosa, principalmente la estimula-
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cion pancreatica de la secrecion de insulina y la inhibicion de la secrecion
de glucagén. Durante decenios las investigaciones sobre la regulacion gé-
nica se focalizaron sobre los mecanismos de accion hormonal, ignorando
el papel modulador de los nutrientes. De este modo, hasta 1980, el papel
de la glucosa y sus metabolitos se limitaba a la estimulacion de la secre-
cion y expresion del gen de la insulina y su actuacion en el metabolismo
intermediario como sustratos, productos o efectores alostéricos, todas
ellas regulaciones a corto plazo. En cambio, las adaptaciones a largo pla-
70, es decir, la induccion génica, se atribuia a la accion de la insulina. Sin
embargo, a través del cultivo primario de hepatocitos, se ha demostrado
que los nutrientes desempefian por si mismos un papel importante en la
regulacion de la expresion génica. Trataremos en esta revision de mostrar
el progreso hecho en la comprension de las bases moleculares de la in-
duccion génica por glucosa, tomando como modelo los genes hepaticos
implicados en la via glucolitica/lipogénica (Fig. 1). Actualmente, esta cla-
se de genes son el mas claro ejemplo de la regulacion de la expresion
génica en respuesta a cambios en la dieta, integrando mecanismos depen-
dientes tanto de hormonas como de nutrientes.

2. LA TRANSMISION DE LA SENAL A LA MAQUINARIA
TRANSCRIPCIONAL

La glucosa entra en el higado por un mecanismo de transporte fa-
cilitado utilizando el transportador de glucosa GLUT-2. Este transpor-
tador se caracteriza por su baja afinidad por la glucosa y por una ve-
locidad de transporte alta y simétrica, es decir, idéntica en el sentido
de entrada y salida de glucosa. Esta ultima propiedad es la que explica
la importancia de la expresion de GLUT-2 en tejidos secretores de
glucosa, permitiendo un rapido equilibrio entre las concentraciones in-
tracelulares y extracelulares de glucosa, en particular en condiciones
gluconeogénicas. Experimentos realizados en lineas celulares de hepa-
toma desprovistas de GLUT-2 y cultivadas en ausencia de glucosa o
en animales knock out para dicho transportador mantenidos en ayuno,
mostraron que en ausencia de GLUT-2, la expresion de genes depen-
dientes de glucosa, como el gen hepatico de la piruvato quinasa (PK-
L), era constitutiva [2, 3]. Estos resultados ilustran la importancia de
las propiedades cinéticas del transportador, de tal modo que en ausen-
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Figura 1. Esquema de las etapas principales de las vias glucolitica/liogénica y de
las pentosas fosfato en el higado. La expresion de los enzimas presentes en el esquema
se induce a nivel transcripcional por una dieta rica en carbohidratos. Activadores cono-
cidos de la transcripcion: verde: insulina (mediado por SREBP-1c); azul: insulina (me-
diado por SREBP-Ic) y glucosa (mediado por ChREBP); rosa: insulina (mediado por
SREBP-1c) y glucosa, amarillo: SREBP-I1c.
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cia del mismo la concentracion intracelular de glucosa se mantiene
elevada, explicando la continua estimulacion de los genes gluco-sen-
sibles y la consiguiente pérdida de la respuesta a glucosa. La induc-
cion de la sintesis de GLUT-2 restablece de nuevo la respuesta génica
dependiente de glucosa.

En la levadura, dos miembros de la gran familia de transportadores
de hexosas, Snf3 y Rgt2, generan tanto la sefial de induccion de la expre-
sion de genes dependientes de glucosa como la de los propios transporta-
dores del azicar [4]. Aunque no se conoce el mecanismo molecular que
permite la transmision de la sefal, se ha puesto de manifiesto la impor-
tancia del dominio citosolico de los sensores en la generacion de la sefial
de presencia de glucosa [5]. En mamiferos, Guillemain y colaboradores
sugirieron igualmente que el gran bucle citoplasmatico de GLUT-2 po-
dria jugar también un papel en la transduccion de sefial de la glucosa
desde la membrana plasmatica al nucleo [6]. En este sentido, cabe indicar
que la sobreexpresion de este dominio en células de hepatoma de raton
mhAT3F elimina la respuesta a glucosa [2].

Después de su entrada en el higado, la glucosa debe ser metaboli-
zada para generar una sefial intracelular que permita la regulacion trans-
cripcional. El primer paso de su metabolismo es la fosforilacion por la
glucoquinasa (GK), generando glucosa 6-fosfato (Glu-6P). El metabo-
lismo de la glucosa, via GK, es esencial para la maxima induccion de
la expresion hepatica de genes glucolitico/lipogénicos, como lo demues-
tra un trabajo reciente en ratones deficientes en GK en los que la expre-
sidon de esos genes no se induce por una dieta rica en carbohidratos [7].
El metabolito exacto que transmite la sefial no ha sido atn claramente
identificado. Para que un metabolito sea considerado como la molécula
que transmita la sefal de la glucosa, debe cumplir como requisito que
su concentracion varie proporcionalmente a la concentracion extracelu-
lar de glucosa. Hay varias lineas de evidencias que demuestran que
dicho papel es llevado a cabo por la Glu-6P: (i) En lineas celulares de
insulinoma y en tejido adiposo, el efecto inductor de la glucosa sobre la
expresion génica es mimetizado por 2-deoxiglucosa, un andlogo del
monosacarido que tras su fosforilacion a 2-deoxiglucosa-6-fosfato se
acumula en el interior de la célula [8, 9]; y (ii) la concentracioén y
cinética de acumulacion intracelular de Glu-6P varia en paralelo a la
expresion génica [10]. Otra argumentacion a favor de la Glu-6P como
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mediador de la senal de glucosa es el hecho de que en la rata la inhi-
bicion in vivo de la glucosa 6-fosfatasa, que conlleva una acumulacion
hepéatica de Glu-6P, conduce a una aguda estimulacion de la lipogénesis
y el desarrollo de esteatosis hepatica [11].

La Glu-6P participa posteriormente en varias vias metabolicas (sinte-
sis de glucogeno, glucolisis, la via de las pentosas fosfato y la sintesis de
hexosaminas). Varios grupos han puesto de manifiesto el papel de un
metabolito de la via de las pentosas fosfato en la sefializacion por gluco-
sa. Doiron y colaboradores mostraron que el xilitol, un alcohol que en la
célula es rapidamente metabolizado a xilulosa 5-fosfato (Xu-5P), era ca-
paz de mimetizar el efecto de la glucosa en la regulacion de la expresion
génica a concentraciones insuficientes para modificar significativamente
los niveles intracelulares de Glu-6P [12]. Los efectos del xilitol sobre la
induccién de gen de la glucosa 6-fosfatasa también han sido descritos in
vivo. La induccion se correlaciond con un aumento en la concentracion
de Xu-5P sin cambios en la concentracion de Glu-6P [13]. Sin embargo,
trabajos realizados por el grupo del doctor Ferré han mostrado que en
hepatocitos cultivados en presencia de glucosa, xilitol o dihidroxiaceto-
na, no hubo un paralelismo entre los niveles de Xu-5P y la induccion de
la expresion de genes lipogénicos. Ademas, el xilitol incrementd de una
manera dosis dependiente la concentracion de Glu-6P [10]. Nuestro labo-
ratorio, en colaboracion con el grupo de la doctora Cascante (Univer-
sidad Auténoma, Barcelona) esta llevando a cabo actualmente una serie
de trabajos para elucidar si la via de las pentosas fosfato aporta realmente
el metabolito intermediario en la regulacion de la expresion génica por
glucosa.

La transmision de la sefial de glucosa a la maquinaria transcripcio-
nal implica una serie de cascadas de fosforilacion/defosforilacion. Cuan-
do disminuyen los niveles de glucosa en sangre, se produce un aumento
concomitante de glucagon, lo que supone un incremento en los niveles
de AMP ciclico (AMPc) en los hepatocitos. Este aumento en este segun-
do mensajero lleva consigo la activacion de la proteina quinasa depen-
diente de AMPc (PKA), que fosforila e inactiva enzimas o factores de
transcripcion claves en el metabolismo hepatico de carbohidratos como,
por ejemplo, el enzima bifuncional 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-
bisfosfatasa (PFK-2/FBPasa2) y la proteina de unién al elemento de
respuesta a carbohidratos (ChREBP) [14, 15]. Se ha demostrado tam-
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bién la implicacion de la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK)
en la transmision de la sefial. AMPK es una serina-treonina quinasa
activada por cualquier estrés que disminuya el contenido celular de ATP,
como puede ser la hipoxia o la deprivacion de nutrientes. AMPK es un
complejo heterotrimérico compuesto de una subunidad catalitica (o), y
dos subunidades reguladoras (B y v) [16]. AMPK, al igual que el com-
plejo Snfl, su homdlogo en levadura, es capaz de modular la expresion
génica. La activacion de AMPK en hepatocitos en cultivo primario, bien
mediante el uso de AICAR (5-amino-4-imidazole-decarboxamida ribo-
sido), que se transforma en la célula en un analogo del AMP, o mediante
la sobreexpresion de una forma constitutivamente activa de la quinasa,
inhibe la expresion de genes inducidos por glucosa/insulina, como la
acido graso sintasa (FAS), piruvato quinasa hepatica (PK-L) o Spot 14
(S14) [17]. La inhibicién por AMPK de la expresion de genes glucoli-
tico/lipogénicos, asi como genes implicados en la produccion hepatica
de glucosa se alcanza a través de la modulacién de la actividad de
factores de transcripcidon, como la proteina de union al elemento de res-
puesta a esteroles (SREBP)-1c, el factor ChREBP, HNF4a (factor nu-
clear hepatico 4a) o proteinas forkhead [18-21]. La inhibicion de la
actividad AMPK, mediante formas dominantes negativas de la quinasa,
no implica una induccidon de genes gluco-sensibles en condiciones de
baja glucosa [22]. Por lo tanto, si bien la activacién de la AMPK inhibe
la transcripcion génica por insulina y glucosa, en el higado la AMPK no
esta involucrada en la activacion de la expresion génica.

En relacion a los mecanismos de defosforilacion, los trabajos reali-
zados por el grupo del doctor Uyeda sugieren que una serina-treonina
protein-fosfatasa 2A (PP2A) activada por Xu-5P es responsable de la
activacion de la transcripcion de genes implicados en la via glucolitica/
lipogénica. De los resultados obtenidos por estos autores se deduce que
tras la ingesta de una comida rica en carbohidratos, el incremento en los
niveles de Xu-5P activa la proteina PP2A que a su vez activa la sintesis
de fructosa-2,6-bisfosfato (Fru-2,6-P,) por defosforilacion del enzima
implicado en su sintesis, PFK-2/FBPasa2. Esta defosforilaciéon provoca
la activacion de la fosfofructoquinasa por incremento en los niveles de
Fru-2,6-P, su mas potente activador [23]. Ademas del enzima bifuncio-
nal, PP2A es capaz de regular la transcripcion de genes implicados en
la via glucolitica/lipogénica a través de la defosforilacion del factor
ChREBP lo que modula, como veremos mas adelante del capitulo, la
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localizacion nuclear de este factor [15]. Estos resultados apuntan nueva-
mente a Xu-5P como el metabolito transmisor de la sefal de glucosa a
la maquinaria transcripcional.

3. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA
POR INSULINA: EL PAPEL DEL FACTOR
DE TRANSCRIPCION SREBP-1C

La insulina es la principal hormona que controla los distintos progra-
mas metabolicos que permiten a los organismos vivos adaptar su metabo-
lismo al ambiente nutricional. Se ha postulado que la proteina de union al
elemento de respuesta a esteroles (SREBP)-1c es un mediador central en
las acciones gendmicas de la insulina en el metabolismo de carbohidratos
y lipidos, principalmente a nivel de higado y tejido adiposo [24].

SREBPs son una familia de factores de transcripcion implicados
originalmente en la regulacion de genes por colesterol [25]. Se han
descrito hasta la fecha tres miembros de esta familia: SREBP-la y lc,
y SREBP-2. Las formas la y lc surgen de un Unico gen (SREBFI) por
el uso alternativo de dos promotores, y difieren en su primer exén y, en
el caso de humanos, también en los dos ultimos exones [26]. SREBP-
lc se expresa en la mayor parte de tejidos, especialmente en higado,
tejido adiposo blanco, glandula adrenal, cerebro y musculo esquelético.
Por el contrario, SREBP-1a se expresa en tejidos altamente proliferati-
vos como bazo e intestino [27]. Al igual que los otros miembros de la
familia SREBP, el factor SREBP-1c es sintetizado como una forma
precursora que se encuentra anclada al reticulo endopldsmico y a la
membrana nuclear. En su estructura se pueden distinguir tres regiones
fundamentales: (i) Un fragmento aminoterminal, que es realmente un
factor de transcripcion de la familia b/HLH/LZ (basico/hélice-bucle-
hélice/cremallera de leucina); la presencia de un residuo de tirosina en
la region basica del motivo bHLH le permite, a diferencia de otros
miembros de esta familia de factores de transcripcion, unirse tanto a
secuencias SRE (sterol-regulatory elements; 5'-TCACCCCCCAC-3")
como a «cajas E» (5'-CANNTG-3") [28]; (i1)) Un dominio central que
contiene dos regiones transmembrana separadas por 31 aminodcidos
situados en el lumen del reticulo endoplasmico; y (ii1)) Un dominio car-
boxiterminal regulador [29] (Fig. 2A).
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FiGura 2. A) Esquema del procesamiento de SREBP-1 en respuesta a insulina. En pre-
sencia de insulina, el complejo SCAP-SREBP escapa del control de Insig lo que le
conduce al aparato de Golgi en el que podran actuar las proteasas SIP y S2P. De esta
forma se libera el dominio aminoterminal de SREBP, que se dirige al niicleo para unirse
a las secuencias de ADN que reconoce dicho factor de transcripcion, presentes entre
otros en su propio promotor. De esta forma la insulina es capaz de aumentar la expresion
de SREBP-1c. B) Representacion esquematica del posible mecanismo de regulacion por
glucosa y AMPc del factor ChREBP. Dos sitios de fosforilacion P1 (Ser196) y P3 (Thr666)
son claves en esta regulacion. Un metabolito de la glucosa (X) activaria una fosfatasa
tipo 24 que a su vez defosforilaria el sitio Pl. Tras la pérdida del fosfato, ChREBP
podria entrar en el niucleo en donde se desfosforilaria el sitio P3 permitiendo la union
del factor al elemento de respuesta a carbohidratos del gen de la PK-L (adaptada de
Kawaguchi et al. (2001) (15).

Esta forma precursora es inactiva y para realizar su accion transcrip-
cional debe sufrir, a través de un complejo sistema de regulacion, dos
cortes proteoliticos sucesivos que liberan la regién aminoterminal
(50 kDa) denominada «forma madura» que migrara al ntcleo. Tres pro-
teinas, unidas a la membrana del reticulo endoplasmico (ER), participan
en este proceso: dos proteasas de membrana (S1P y S2P) y la proteina
SCAP (SREBP cleavage-activating protein). La liberacion de las formas
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maduras de SREBP-1a y 2 depende de los niveles de colesterol. Cuando
los niveles de colesterol disminuyen, SCAP sufre un cambio conforma-
cional que la libera de las proteinas Insig-1 e Insig-2. En este momento
el complejo SREBP/SCAP es capaz de migrar del ER al complejo de
Golgi en el que acttan las dos proteasas en un proceso denominado RIP
(regulated intramembrane proteolysis) [30, 31]. Sin embargo, la expre-
sion y efectos transcripcionales de SREBP-1¢ parecen estar relaciona-
dos con el metabolismo de lipidos y carbohidratos. En higado de rata o
raton, la expresion y procesamiento de SREBP-1c¢ se incrementan cuan-
do animales ayunados son realimentados con una dieta rica en carbohi-
dratos [32].

La relacion de SREBP-1c con la insulina quedd patente en experi-
mentos con cultivo primario de hepatocitos, en los que la insulina activé
fuertemente la expresion de SREBP-1c¢ [33]. El principal efecto de la
insulina sobre la expresion de SREBP-Ic es transcripcional, efecto me-
diado a través de IRS (sustrato del receptor de la insulina)-1, implicando
la via de la fosfoinoisitol-3 quinasa (PI3K) [34]. A nivel del promotor,
un fragmento de 1,5 Kb por delante del sitio de iniciacion de la trans-
cripcion es capaz de conferir respuesta a insulina, AMPc y acidos grasos
polinsaturados [35]. En esta region podemos identificar, entre otros,
sitios de union NF-Y, SRE (lo que apunta a una posible autorregulacion
de SREBP-Ic¢), cajas E y sitios Spl [36].

En esta zona del promotor también localizamos una regién de union
del receptor hepatico LXR, miembro de la superfamilia de receptores
hormonales nucleares cuyo ligando son los oxysteroles, derivados me-
tabdlicos del colesterol. Tobin y colaboradores han demostrado que la
induccion de la expresion de SREBP-1c¢ por insulina esta suprimida en
ratones knock out para ambas isoformas o y B de LXR, lo que sugiere
que LXR es un intermediario en la transcripcion estimulada por insulina
de SREBP-1c¢ [37]. Recientemente, el grupo de la doctora Foufelle ha
mostrado tanto en cultivo primario de hepatocitos como in vivo en ratas
lactantes, que la activacion de LXR aumenta los niveles de ARN men-
sajero (ARNm) de SREBP-1c, asi como los niveles de la proteina pre-
cursora. Este precursor seria rdpidamente procesado tras una breve ex-
posicion a la insulina [38]. Yabe y colaboradores [39] habian propuesto
que la insulina podria inducir el procesamiento de SREBP-1c a través
de la regulacion selectiva de la proteina Insig-2. Sin embargo, Hegarty
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y colaboradores han demostrado que la insulina es capaz de inducir el
procesamiento de SREBP-1c a pesar de la fuerte induccion de la expre-
sion de la proteina Insig-2a por LXR, revelando de este modo un nuevo
papel de la insulina como inductor del procesamiento del factor SREBP-
lc [38] (Fig. 2A).

En relacion con patologias metabolicas, SREBP-1c puede conside-
rarse desde dos perspectivas opuestas. De un lado, como un factor de
transcripcion clave en las acciones gendmicas de la insulina tanto en el
metabolismo de carbohidratos como en el metabolismo de lipidos, por
lo que una pérdida de funcion llevaria a un fendmeno de resistencia a
insulina. En este sentido, la sobreexpresion de SREBP-1c en el higado
de ratones diabéticos provoca un incremento en la expresion de enzimas
glucoliticos (GK) y lipogénicos (FAS, S14) y una reduccion en la ex-
presion de enzimas gluconeogénicos (fosfoenolpiruvato caroxiquinasa,
PEPCK), lo que conduce a una dramatica reduccion en la hiperglicemia,
mimetizando la accidon de la insulina [40].

Por otro lado, SREBP-1c favorece la sintesis de 4cidos grasos y el
deposito de lipidos. Dado que los lipidos estan implicados en el desarro-
llo de resistencia a insulina a través de mecanismos de competicion por
sustrato, antagonismo de la accidon de la insulina o lipotoxicidad [41],
un aumento en la actividad de SREBP-1c¢ podria ser también responsa-
ble de la aparicion de un cuadro de resistencia a insulina. Se ha descrito
la sobreexpresion de SREBP-1c en varios modelos de resistencia a insu-
lina como los ratones lipodistroficos y obesos ob/ob [42], el knock out de
IRS-2 [43] y las ratas obesas fa/fa [44]. Estudios recientes han demostra-
do que un nivel de expresion de SREBP-1c¢ elevado induce una resisten-
cia hepatica a la insulina al suprimir la expresion de IRS-2 [45].

En cualquier caso, parece evidente que se debe tener en cuenta una
posible implicacion de SREBP-1c¢ en patologias metabdlicas que cursen
con eventos de resistencia a insulina como la diabetes mellitus tipo 2,
obesidad y dislipemia. Recientemente, se han identificado distintos po-
limorfismos asociados con riesgo a padecer diabetes tipo 2 y elevados
niveles plasmaticos de colesterol [46], asi como asociados con obesi-
dad morbida [47]. En nuestro grupo hemos identificado diez nuevos
polimorfismos tras el analisis del gen SREBF-I en pacientes diabéticos
tipo 2. En un primer momento, hemos centrado nuestro estudio en la
caracterizacion de una nueva mutacion c677C>T que implica el cambio
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de la treonina 226 por metionina. La mutacién disminuye la actividad
transcripcional y la capacidad de union al ADN de SREBP-Ic, lo que se
traduce en una disminucion de la expresion de genes diana como el gen
FAS o el gen para el receptor de las LDL [48].

En tejido adiposo, la expresion de SREBP-1c estd igualmente con-
trolada positivamente por insulina y media el efecto de esta hormona en
la expresion del gen FAS. Esto sugiere que en este tejido sensible a la
insulina, la proteina SREBP-Ic tiene un papel similar al observado en
higado [49]. En musculo esquelético, otro de los tejidos sensibles a
insulina, SREBP-1c regula la expresion de genes controlados por insu-
lina, como UCP3, sugiriendo su importancia en la transduccion de los
efectos de la insulina en este tejido y, por tanto, en la sensibilidad del
musculo a esta hormona tanto en estados fisioldgicos como patologi-
cos [50]. Por ultimo, la sobreexpresion de SREBP-1c¢ en la linea celular
pancredtica Min6 provoca una acumulacion intracelular de lipidos y el
cese de la secrecion de insulina, lo que lleva a pensar que SREBP-1¢
podria estar implicado en la lipotoxicidad que tiene lugar en la célula 3
en algunas formas de diabetes mellitus tipo 2 [51].

4. NATURALEZA DEL COMPLEJO DE RESPUESTA
A GLUCOSA: EL MODELO DE LA PIRUVATO QUINASA
HEPATICA

Exceptuando al gen GK cuya expresion es regulada exclusivamente
por la insulina [52], la mayoria de los genes glucolitico/lipogénicos son
regulados también por la glucosa [53]. Tomando como modelo el gen de
la PK-L, el grupo del doctor Kahn comprobé que las 183 primeras pares
de base del promotor del gen de la PK-L eran capaces de soportar la
expresion tejido-especifica y mantener la regulacion de su expresion
dependiente de glucosa [54]. En este fragmento del promotor podemos
distinguir cuatro elementos denominados, de 3’ a 5°, L1, L2, L3 y L4.
Los elementos L3 y L4 eran los responsables de la respuesta a glucosa
del promotor de la piruvato quinasa. Sin embargo, inicamente multiples
copias del elemento L4, pero no del elemento L3, dotaban a un promo-
tor heter6logo de capacidad de respuesta a glucosa [54]. De este modo,
la region L3, capaz de unir el factor de transcripcion HNF-40, se com-
porta como un sitio auxiliar mientras que la region L4 es el verdadero
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elemento de respuesta a glucosa (GIRE). La arquitectura del elemento
de respuesta a glucosa del gen de la PK-L es particular. Consiste de dos
cajas E (CANNTG) mas o menos degeneradas separadas por cinco pares
de bases. Las primeras cuatro bases de dichas cajas E, asi como la
distancia entre las mismas, es critica para mantener la respuesta a glu-
cosa [55]. Secuencias similares al GIRE de la PK-L han sido descritas
en otros genes glucosa-dependientes como el gen de S14 [55], del gen
FAS [56] o en el promotor del receptor del glucagon [57].

Las proteinas USF (Upstream Stimulatory Factors) 1 y 2 son facto-
res de transcripcion caracterizados por un dominio b/HLH/LZ, respon-
sable de su dimerizacion y unién al ADN. Estos factores, codificados
por dos genes distintos, son ubicuos y forman dimeros (homo y hetero-
dimeros) y bajo esta forma reconocen in vitro la secuencia CACGTG
denominada caja E. A través de su unidn a esta secuencia nucleotidica,
los factores USF activan la transcripcion de un gran niimero de genes.
En particular, en el higado, se unen al GIRE de PK-L o S14, activando
su expresion. El papel de USF2 en la regulacion de la expresion génica
por glucosa se puso en primer lugar de manifiesto mediante el uso de
formas dominantes negativas [58] o mediante la microinyeccion de
anticuerpos anti-USF2 en células de insulinoma [59]. En ambos casos se
perdia la induccion génica dependiente de glucosa.

Con el fin de poder caracterizar el papel in vivo de los factores USF,
se crearon dos modelos de ratones knock out por recombinacion homo-
loga. Los ratones USF1-/- no presentaban un fenotipo aparente [60],
mientras que los ratones USF2-/- tenian un mortalidad perinatal del 80
por 100, un retraso en el crecimiento ya evidente en el dia 16 de desa-
rrollo embrionario, hipofertilidad masculina y problemas de lactacion en
las hembras [61]. Posteriormente, se ha podido comprobar que junto con
la inactivacion del gen USF2 se habia invalidado el gen de la hepcidina
implicado en el metabolismo del hierro, por lo que ciertos rasgos fe-
notipicos del modelo podrian deberse a esta segunda invalidacion [62].

Desde el punto de vista de la regulacion de la expresion por glucosa,
la deficiencia en factores USF altera la respuesta normal hepatica a la
glucosa de diferentes genes activados por una dieta rica en azlcares
(PK-L, S14 y FAS). El papel principal de esta respuesta lo juega el
heterodimero USF1/USF2 aunque, en ciertos casos el homodimero
USF2/USF2 es capaz de cumplir la misma funcion [63]. El papel de los
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factores USF también ha sido demostrado en otros tejidos. Asi, USF1
contribuye a la expresion renal de TGF-(transforming growth factor)-ocl
en respuesta a carbohidratos, pudiendo jugar un papel en la regulacion
génica renal en procesos patologicos como la diabetes [64].

Sin embargo, los factores USF no son buenos candidatos para ser
los factores responsables de la regulacion de la expresion génica por
glucosa, ya que (i) sus niveles no son regulados por la dieta; (ii) no hay
una proporcionalidad entre la afinidad de los factores USF y la respuesta
génica a la glucosa, y (iii) la induccion génica dependiente de glucosa
no es inhibida por la expresion en hepatocitos en cultivo primario de
formas USF dominantes negativas [65].

Empleando el sistema de un hibrido en levadura, se demostro que el
factor transcripcional COUPTF (chicken ovoalbumin upstream promo-
ter transcription factor)-II podia unirse al elemento GIRE del gen de la
PK-L [66]. COUPTEF-II es un receptor huérfano nuclear que pertenece
a la superfamilia de receptores nucleares de hormonas tiroideas y reco-
noce secuencias repetidas de ADN de tipo RGG/TTCA. La sobreexpre-
sion de COUPTF-II inhibe el poder transactivador de las proteinas USF
sobre el promotor de la PK-L y reprime la induccidén génica por glucosa
en cultivo primario de hepatocitos. Por tanto, este factor de transcrip-
cion funcionaria como un sistema modulador negativo del factor de
respuesta a glucosa. Recientemente, se ha mostrado que COUPTF-II
interacciona a través de su dominio de unién al ADN con el receptor de
glucocorticoides GRo.. Esta interaccion es necesaria para el aumento
inducido por glucocorticoides de la actividad del promotor y expresion
del gen de la PEPCK, el enzima limitante de la via gluconeogénica,
sugiriendo que COUPTF-II participaria en alguno de los efectos meta-
bolicos de los glucocorticoides por su interaccion con GRo [67].

En un intento de caracterizar nuevos factores de transcripcion capa-
ces de unirse al elemento de respuesta a glucosa del gen de la PK-L,
Uyeda y colaboradores purificaron e identificaron una nueva proteina, a
la que denominaron ChREBP (proteina de union al elemento de respues-
ta a carbohidratos) que parecia un buen candidato a ser el verdadero
responsable de la regulacion de la transcripcion dependiente de glucosa,
ya que era activo en una dieta rica en carbohidratos y se inhibia por
ayuno o por una dieta rica en lipidos. ChREBP se expresa en higado,
rifion, cerebelo e intestino, aunque so6lo en el higado se ha podido de-
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tectar su union al elemento de respuesta a glucosa [68]. ChREBP, co-
nocido también como WBSCR14 y MondoB, es una proteina de 864
aminoacidos que, al igual que los factores USF, pertenece a la familia
de factores de transcripcion b/HLH/LZ. Presenta una sefal de localiza-
cion nuclear (NLS) cerca del extremo amino terminal, dominios ricos en
prolina y varios sitios potenciales de fosforilacion por AMPc y AMPK.

ChREBP contiene dos sitios principales de fosforilacion por AMPc,
P1 y P3, que se regulan por mecanismos de fosforilacion/defosforilacion
mediado por AMPc y glucosa (Fig. 2B). El sitio P1 se localiza en la re-
gion de localizacion nuclear, mientras que P3 se encuentra en el dominio
basico de union al ADN. En condiciones de baja glucosa, el AMPc activa
la fosforilacion de la serina 196 (P1). Ello hace que ChREBP se encuen-
tre secuestrado en el citoplasma. El primer paso en la activacion por la
glucosa es la defosforilacion de este residuo de serina mediada, segin los
autores por la proteina PP2A activada por Xu-5P [15]. Ello conduce a la
translocacion del factor ChREBP al nucleo. En el nucleo, el factor sigue
inactivo, ya que el sitio P3, que corresponde a la treonina 666, se encuen-
tra aun fosforilado, lo que impide la unidn del factor al GIRE del gen de
la PK-L. Una vez en el nucleo, la glucosa induce la defosforilacion del
residuo de treonina, lo que permite la unioén del factor y la consiguiente
activacion de la transcripcion del gen de la PK-L [15].

Extractos nucleares de higados de ratas alimentadas con una dieta
rica en grasa presentaban una menor union al DNA de ChREBP en
comparacion con los extractos de animales alimentados con una dieta
rica en carbohidratos [19]. Kawaguchi y colaboradores pusieron de
manifiesto que el mecanismo de inhibicion de ChREBP vy, por consi-
guiente, la inhibicidn de la transcripcion del gen de la piruvato quinasa
hepatica, parecia ser mediado por la fosforilacion de la serina 568 por
AMPK. Los acidos grasos eran capaces de activar la quinasa al elevar
los niveles de AMP tras su activacion por la acyl-coA sintetasa. La
fosforilacion de la Ser 568 disminuye la union del factor ChREBP al
elemento de respuesta del promotor de la PK-L [19].

El papel esencial de ChREBP en la regulacion de la expresion génica
por glucosa de enzimas glucolitico/lipogénicos como PK-L, FAS o S14
ha sido demostrado in vivo con la generacion de animales knock out para
este factor de transcripcion [69, 70]. En hepatocitos aislados de ratones
ChREBP -/-, 1a glucosa no es capaz de aumentar los niveles de ARNm de
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genes lipogénicos, incluso en presencia de una concentracion de insulina
elevada. En el higado de estos ratones, la expresion de SREBP-1c¢ no se
encuentra alterada si la comparamos con los ratones control, por lo que la
deficiencia de expresion de los genes lipogénicos se debe exclusivamente
a la ausencia del factor ChREBP. Estos resultados demuestran claramen-
te que, en ausencia de ChREBP, no existe ningun otro factor en el higado
que sea capaz de reemplazar a este factor para activar los genes glucoli-
tico/lipogénicos en respuesta a glucosa [70].

Mediante el uso del sistema de doble hibrido en levadura, Stoeck-
man y colaboradores identificaron, en una libreria de ADNc de higado
de ratdn, una proteina, MIx, que interaccionaba con el dominio b/HLH/
LZ de ChREBP, dominio responsable de su unién al DNA y dimeriza-
cion. Esta interaccion ya habia sido previamente caracterizada en otro
contexto celular [71]. Mlx (Max-like protein X) es un miembro amplia-
mente expresado de la subclase Myc/Max/Mad de la familia b/HLH/LZ
de factores de transcripcion. Estos autores demostraron que la actividad
de un plasmido reportero conteniendo el elemento de respuesta a carbo-
hidratos de diferentes enzimas lipogénicos no se activa en células
HEK293 al menos que ChREBP y MIx se expresen conjuntamente.
Ademas, la union in vitro de ChREBP al ADN so6lo se observaba en
presencia del factor MIx. Sin embargo, en cultivo primario de hepato-
citos, la coexpresion de MIx no tuvo ningun efecto en la expresion
inducida por ChREBP de los promotores de genes gluco-sensibles [71].
Por tanto, son necesarios experimentos adicionales para confirmar si
ChREBP actia como homo o heterodimeros y, en este tltimo caso, para
identificar los posibles candidatos que interaccionarian con ChREBP.

5. CONCLUSIONES

La elucidacion de las bases moleculares de la induccion génica por
la glucosa ha experimentado un gran progreso en los ultimos afios, gra-
cias a la aparicion sobre esta «dulce» escena de dos actores principales,
SREBP-1¢ y ChREBP. Tras la ingesta de una dieta rica en carbohidra-
tos, la glucosa estimula la secrecion pancredtica de la insulina elevando-
se de este modo la concentracion hepatica de la hormona. Ello conduce
a la induccidn de la expresion y activacion del factor SREBP-1c¢, que,
una vez en el nacleo, promovera la induccion del gen de la glucoquina-
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sa. La sintesis de la GK incrementard la fosforilacion de la glucosa
generando la sefial intermediaria (glucosa 6-fosfato, xilulosa 5-fosfato u
otro metabolito atn sin identificar) que conducira a la defosforilacion de
ChREBP y su translocacion al nucleo. En el nucleo, coordinado con
SREBP-1c controlard el metabolismo hepatico de la glucosa (Fig. 3).
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FiGura 3. Accion coordinada de SREBP-1c y ChREBP en la regulacion de la expresion
de genes glucolitico/lipogénicos [adaptada de Dentin et al. Biochimie 87 (2005) 81-86].

Se han de confirmar en humanos la importancia de SREBP-1c y
ChREBP en procesos patoldgicos. Este tipo de descubrimientos supone
un importante paso adelante en nuestra capacidad para combatir enfer-
medades. Cada nuevo gen identificado nos permite conocer detallada-
mente los defectos metabolicos especificos que originan estas enferme-
dades, permite el disefio de dietas individualizadas, asi como poder
utilizar la manipulacion de los genes como estrategias para lograr o
mantener el estado de salud de los individuos.

Los trabajos realizados en el laboratorio del autor son financiados por el Instituto de
Salud Carlos III (RCMN C03/08) y el Ministerio de Educacion y Ciencia (SAF2003-
01262).
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