Regulacion transcripcional de la glicogeno
fosforilasa hepdtica. PYGL

Problemadtica.

En una bldsqueda en PubMed no es posible encontrar referencias sobre
estudios de su regulacién transcripcional

Sin embargo, hay diferentes estudios que tratan de explicar algunas
variaciones-enfermedades metabdlicas mediante la regulacion transcripcional
de PYGL
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Regulacion transcripcional de la glicogeno
fosforilasa hepdtica. PYGL

-En todos los estudios existentes se asume el (o
modelo clasico: la concentracion del enzima es ..
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The major sites of glucagon action.
= = Stimulated by glucagon

. = Inhibited by glucagon




Influencia de los ritmos circadianos y el ayuno sobre la
expresion genética de la glicogeno fosforilasa

* Mediante chips de expresion genica (Affymetrix RG U34A GeneChip) se
aborda la influencia de la alimentacion, la dieta, y otros factores
extrahepdticos en el transcriptoma hepdtico en ratas, dentro de un
estudio de toxicidad de farmacos.
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a las 8:00, y la necropsia
24 hours |— 5 days J

se realiza a las 14:00 (6
horas de ayuno)

*24 horas y 5 dias de
tratamiento. La
alimentacion se retira a
las 15:00 del dia anterior
a la necropsia, que se
realiza a las 8:00 (17 FIGUREZ:—Hico siap OF data from all anitaals stady OT"*Comtpotad X7 on the Jef with & small subest of genas Bighlighted in yellow. The area in yelkow s been

expanded on the right to show that expression levels in the 6-hour rats for bath control (C) and those exposed to low (L), medium (M), and high (H) of test compound
ho r.as de ayu no) are clearly different from the controls and treated at the 24 hours and 5 day time points. There are 3 rats per test group as shown by rat ID at the top of the expanded

dendogram. The software used to generate this figure (Eisen et al., 1998) also allows the export of genes in this node to a gene list for further study. The generation
of meaningful gene lists is one of major challenges of toxicogenomics that is assisted in many ways by Bioinformatics (Causton et al., 2003).




Influencia de los ritmos circadianos y el ayuno sobre la
expresion genética de la glicogeno fosforilasa

* Un primer andlisis de los datos de expresion mediante PCA
(Andlisis de componentes principales) muestra diferencias en la
expresion génica entre los grupos de 6 y 17 horas de ayuno.

o
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There were 2 key differences between the 6-hour control ") <,\
hour rats were not fasted overnight and they were necropsied *
at 2:00 PM, while the 24-hour and 5 day groups were fasted q;i‘* .-L'D:{\ o>
for 17 hours prior to necropsy at 8:00 AM. These differ- B Control

@ P Uow Dose
Medium Dose
@ M High Dose

f=h o
livers, which is considerable in the 6-hour group and appar-
ently absent in the 24-hour and 5-day animals, as assessed
by light microscopy of hematox ylin and eosin (H&E) stained

paraffin sections (Figures 3A and 3B). This experiment was
repeated approximately 2 years later, with similar results,
and data derived from both studies is provided for your in-
vestigation (Tables 1 and 2 online, see bottom of abstract for
website). A brief interpretation of the gene expression data
derived from these studies follows, starting with genes associ-
ated with glycogen storage, leading then into general energy
metabolism, circadian effects, and finally selected aspects of
hepatic function are examined and discussed.




Influencia de los ritmos circadianos y el ayuno sobre la

expresion genética de la glicogeno fosforilasa

Efectos en el metabolismo de Glucogeno

La histologia con 6 horas de
ayuno muestras que el higado
contiene Glucégeno. Mientras
que a 17 todo el glucdgeno
almacenado se ha consumido.

Los datos de expresion del
microarray indican:

1. la expresidn de la enzima de
catabolismo de Glucégeno.
PYGL se inhibe con el ayuno

2. Con el ayuno aumenta la
expresion de la enzima de
sintesis. 6YS2

-Glucdgeno
500 4 /_l_ gGL
-l é Se inhibe la
g — 1 expresion
% 200 /
- é % / de PYGL
P 6 hr 24 hr 5d
meO- D
% 800 /T T GYS2
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Enzifha d
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FIGURE 3. ~(A) HKE stained liver from a 6-hour animal showing prominent glycogen deposits, (B) H&E stained iver from a 1 7-hour animal showing abseace
of glycogen in respoase to 17 bours of fasting. (C) graph, as mean and standard deviation of popalation (stdevp in Excel program), showing reduced expression of

glyoogen phosphorylase (PYGLY in the glycogen-depleted livers, which is combined with () an increase in the expression of glycogen synthase (GYS2). These

genes were found in the node from Figure 2, a5 are the enes inthe following figures.




Influencia de los ritmos circadianos y el ayuno sobre la
expresion genética de la glicogeno fosforilasa

Otros efectos a considerar - metabolismo de carbohidratos

En ausencia de glucégeno hay una
clara evidencia de descenso de
la glicdlisis:

1. Se inhibe la expresion de Piruvato
kinasa. PKLR

2. Gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa. GAPDH

No hay evidencia de gluconeogénesis.
La enzima de la ruta alternativa
(pentosas). Transcetolasa . TKT
también esta inhibida.

En los animales con 17h de ayuno la
mayor fuente de energia no es la
glucosa .... ¢acidos grasos y
cetonas?
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creased glyceraldetrydes-3-phosplate dehydogenase (GAPDH. 4B) and de-
creazed transketolase: (TET, 400 parbacs indicating that the slycosen was al-
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Influencia de los ritmos circadianos y el ayuno sobre la
expresion genética de la glicogeno fosforilasa

Otros efectos a considerar - metabolismo de lipidos

ET AL. TOXICOLOGIC PATHOLOGY
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Fisune 5.—There was increased catabolim of fat se evidenced by incressed
expression of camitine C-palmitoyltransferass [ (CPT1, 54) and aceryl-CoA
acyltransferase (ACAAL, 5B) but decreased expression of fatfy acid synthesis
(FASN. 501, p



Influencia de los ritmos circadianos y el ayuno sobre la
expresion genética de la glicogeno fosforilasa

Los genes hepdticos que controlan los ritmos circadianos tienen

diferentes patrones de expresion
El receptor nuclear translocador de

El receptor nuclear ARNTL heterodimeriza con la aril hidrocarburos, también conocido
proteina expresada por CLOCK y tiene una como ARNTL, Bmall o Mop3 es una

retroalimentacion negativa en la expresion de proteina transmembranal codificada
PERZ2 por un gen asociado a la

susceptibilidad a padecer
hipertensién y diabetes tipo 2.)

La importancia toxicoldgica es que
1. hay diferencias significativa entre las ratas

sacrificadas a las 8:00 AM y a las 2:00 PM > a 200~ ARNTL
ii 0jo con los ciclos al realizar ensayos de g
expresion i £ 5.
3 |l eFm WA N7
- 2
2. sobre el 10% de los genes hepdticos (y con @ 1007 T B
influencia en el metabolismo de xenobioticos ) & :E: % PER?
tienen patrones circadianos en su expresién. E - /
=]
= 2049
VA 2 2
& hr 24 hr
Froure 6. —Gene expression {mean £ SD0 for 2 circadia v 1:-

ing the difference between 8 AM sacrifice (24 hours and
merifice (6-hour time point). The expression of aryl tydeo
clear translocator-like or Bmall & lower at 2 PM compared w s AR wakmi L.
641 while period 2 gene expression shows reciprocal expression (PER2, 6B



Influencia de los ritmos circadianos y el ayuno sobre la
expresion genética de la glicogeno fosforilasa

Los patrones de expresidon de microarrays se pueden enriquecer

. " "
mediante "redes neuronales Dentro de la red se

diferencian dos
subredes: Una formada

La red neuronal relaciona las interacciones —~ .

TIMELESS

conocidas (“knowledge database") con los

by ) por
patrones de expresion obtenidos otra por genes del
mediante los microarrays.

Los genes con expresion diferencial
“significativa” entre los grupos (6 horas-
17 horas) en negro.

’E:
§ metabolismo hepdtico
s
&

Los controladores centrales de la red son:
PPARG (factor de trascripcion) y PER2 (
segun Doi, 2010. PPARG no regula 6YS2,
CLOCK si). SBREP parece ser un
controlador de la red.

Algunos de los factores de transcripcion que
muestran expresién diferencial "pueden”
intervenir en la regulacién del
metabolismo del glucégeno

I_ Lipid Metabolism and Energetics _I




Influencia de los ritmos circadianos y el ayuno sobre la
expresion genética de la glicogeno fosforilasa

Bmall . Puede estar relacionada con PYGL

Otros estudios con ratones Knock-out Bmall. Demuestran la™
importancia en la regulacion del metabolismo glucégeno

Circadian glucose homeostasis requires compensatory
interference between brain and liver clocks

Drwid Gatfield and Usli Schiblar®

PMAS | September 30, 2008 | wol 105 | no. 39 | 14753-14754

El gen Clock (de sus siglas en inglés "Circadian Locomotor Output
Cycles Kaput") codifica una proteina implicada en la requlacion de
los ritmos circadianos. La proteina CLOCK parece afectar tanto la
persistencia como la duracion de los ciclos circadianos.

El complejo BMAL1-CLOCK también regula los genes del criptocromo
(como Cryly Cry2) y los genes Period (como Perl, Per2 y Per3) en
mamiferos. Responsables de los ritmos circadianos.

El complejo BMAL1-CLOCK es a su vez regulado por la expresion de
los genes Per y Cry.



Influencia de los ritmos circadianos en PYGL
Efecto de los knock-out Bmall
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Los ratones "wild type” tienen las oscilaciones
circadianas del SNC y del higado en fase con la
alimentacidn y los ciclos insulina-glucagon.

Los ratones Bmall -/- con el gen silenciado en
higado pierden la sincronia con el SNC dando lugar
a estados transitorios de hipo-glicemia

Al desactivar Bmall en todos los érganos los

ratones pierden los ritmos circadianos.

1. Los niveles de enzimas del metabolismo de glucégeno
son bajos pero suficientes para mantener los niveles
de glucosa (muy) estables.

2. Tienen infolerancia a la glucosa e

3. hiper sensibilidad a insulina

Fig. 1. Hepatocyte oscillators drive the cyclic expression of many enzymes associated with glucose
homeostasis, such as glycogen synthase (GYS2), glycogen phosphorylase (PYGL), phosphoanolpyruvate
carbaxykinase (PEPCK), glucokinasa (GCK), glucose-6-phosphatase (GLC-6-Pase), and the glucose trans-
porter GLUTZ. (&) In wild-type animals, the SCN drives feeding rhythms and, thus, rhythms of glucose
supply from nutrients. These cycles are counteracted by antiphasic rhythms of hepatic glucose export. (8)

master clock isintact in these animals, their activity and feeding rhythms are normal. However, because
the disabled liver clock can no longer compensate the lack of food-derived glucose by a burst of GLUT2
expression during the fasting phase, L-Bmalil ™" mice display a circadian hypoglycemia. () In Bmal1~'~
rmice, the circadian clocks are disabled in all tissues. These arrhythmic animals eat throughout the day, and
the nutrient-derived glucose supply is nearly imvariable over time. Although GLUT2 is expressed at low

levels, itis sufficient to keep blood glucose at nearly normal (and invariable) concentrations.




GYS2 esta regulada por CLOCK

JBC Papers in Press. Published on April 29, 2010 las Manuscript M110.110361
The latest version is at http://www.jbc.org/cgi/doi/10.1074/jbc.M110.110361

CLOCK regulates circadian rhythms of hepatic glycogen synthesis through transcriptional
activation of Glycogen synthase 2 ) )
Ryosuke Doi *, Katsutaka Oishi™ and Norio Ishida™’

Los ratones KO - CLOCK tienen

: una baja expresion de GYS
Los ratones KO - CLOCK tienen el J P
ritmo del glucagon desreglado Gvsz - —_ -
WT ACTIMN —— - E—
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Figure $1. The effects of fasted condition on the GY'S2 protemn expression.
Mice were mamtamned under a 12:12 h light-dark eyele (lights on at 0:00 and lights off

at 12:00) and fasted overmght



¢Puede SBREP1-c regular la transcripcion de la glucégeno
fosforilasa hepatica?. PYGL

Stable Patterns of Gene Expression Regulating
Carbohydrate Metabolism Determined by Geographic

Ancestry “YPloS one  December 2009 | Volume 4 | Issue 12 | e8183

Jonathan C. Schisler', Peter C. Charles'?, Joel S. Parker?, Eleanor G. Hilliard", Sabeen Mapara', Dane
Meredith?, Robert E. Lineberger', Samuel S. Wu?, Brian D. Alder?, George A. Stouffer?, Cam Patterson'**

Usando una combinacion de genética / genémica (micoarrays) y
bioinformdtica identifican un gran ndmero de genes expresados
diferencialmente entre los sujetos de ascendencia africana
(AA) o europea (CA).

» Los genes en cuestion también contienen SNPs que distinguen a
las poblaciones ancestrales.

Varios de estos genes controlan el metabolismo de los hidratos
de carbono son blancos directos de la SREBP1, (factor de
respuesta a esteroles) también se expresa diferencialmente
entre las poblaciones AA-CA.




¢Puede SBREP1-c regular la transcripcion de la glucégeno
fosforilasa hepatica?. PYGL

Estrategia de identificacion de los genes dlfer'encmlmen’re
expresados Andlisis de microarrays @ &

Signlfia_nl::»e 5
1. Mediante SAM (Significance analysis of e e L »’!‘”
microarrays ) se filtran 2531 genes
expresados diferencialmente entre las L) Eoornses Goros

poblaciones (verde);

2. El conjunto de genes de 2531 se
restringid a los genes que tenian SNPs
depositados dentro del proyecto
HapMap, resultando un total de 897

genes (amarillo); \

3. Sdlo los genes que tienen fold-change Mean Fold Change
medio de 1,3 se seleccionan : 151 genes ‘ 0 151 Geo-ancestral
A

Ganas
geo-ancestrales (morado).

B 597 Genes

¢De muestras de sangre de puede extrapolar a
metabolismo hepdtico?



¢Puede SBREP1-c regular la trascripcion de la glucdgeno fosforilasa
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Expresion tisular de PYGL

Bioinformatics La Almer Institute, Johns Hop

Mew Search

PYGL se expresa
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Resultados de expresion diferencial entre las poblaciones

Table 2. Genes expressed lower in Americans of African wersus European ancestry.
A Gene Symbol (e A Gena Symibol GEID A Gonae Symibol GBID
i SHoop MM_005950 —1.43 Sz MM _0a0ns —-135 TTRAP MM 018814
, —248 SAmDno 0806 1 -143 HOxB 2 MM _000145 -134 Fam MM _005203
PYGL 1' d — 208 BEM? BA_ O —143 BREZESA A _O0e 43 —134 ABCAT FM_033305
es a menos exp r‘esa o en —198 Mueg MM_004994 —142 GPRIT MM _17aTTe —134 HTATIPZ MM 00510
L —198 WP M 005143 —142 Mo MM _O0aTas -134 GPRIED MM 014373
Ia po b I ac ' O n A A q ue en CA —128 [=ante ] MM_05E219 —142 TESER BCOTIe0n -134 DHRsE MM 018245
—157 20ty MM_0G0537 —1.42 PUD-Rke: MM _0p45T4 —134 FRE MM _033535
] CRM2 B O0060T =141 FLi13052 M _000nE -134 DWEZpre2007s MM_01E710
. —188 LSl B G104 -4 WIETIH2AI A _O0as0s -133 TEN MM_o0aazs
Otros genes del metabolismo de B S wimzs e e womss s e g
. —1.78 [aa ELE] MM D085 -4 MuE M _00TEES -133 REPS2 M_0047 2%
h | d r'aTos de Car‘ bo no —188 By MM 00T —1.40 SN MM _0n3303 -133 a0k MM_018840
. . 158 QPCT B D 13 -138 MEBEZ MM _01 4300 -133 g R
dlfer‘enCIGlmenTe exp r‘esados: —187 el NAM_053952 -139 RS HM_01as -133 MOSPD2 MM_152581
—188 G M 005309 — T WAL MM _001ETe -133 SLCAd M 014585
H KZ GPT PGMI =144 e PA_GET A4S -133 ek B AAETIL -1 AR B B AAT1EA
! ! =L Mimie o -im 4 _q33 PYGL NM_002863
-154 LCE2A MM_17845E -138
—152 ANIEAS D001 39 -118 MIETIHEA B _Cds -133 DREVT MO8 S

Los 151 genes identificados se '
validan por qRT—PCR _E—_ﬁ’iﬁ_ Relative mRNA

(PCR CuanTiTGTiva) PSPHL 86202

POU2AF1 1.0+ 0.1
08102
00401
03401

SREBP1 también estd m el ey — oo
diferencialmente expresado — —
entre las poblaciones AA-CA & & il

Log,
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Tratan de encontrar patrones de expresién mediante buscando factores de
transcripcion comunes en TRANSFARC (no dicen como exactamente)
>>> El elemento de repeticion mas significativo corresponde a SBRP1-c

13| netie El motivo
I_f;;g S V$SRBP1_Qb se
20
[ Functional dlass encuentra en
Relative Gene Expression, AA vs CAL dlver'SOS Qenes del

GO:0044262 [6]: cellular carbohydrate metabolism metabolismo de HC.
GO:0019318 [7]: hexose metabolism

G0:0005996 [8]: monosaccharide metabolism

GO:0008006 [8]: glucose metabalism . . .
G0:0030201 [B]: heparan sulfale proteoglycan metabolism Ex lSTen e\“denclas

G0:0042330 [5]: taxi :
G0:0006935 %e}: chemotaxis ex per'lmen’rales en

G0:0009067 [8]: aspartate family amino acid biosynthesis IOS genes . H KII y
path:hsa04610: Complement and coagulation cascades PGD l

Gena
Ontologies

pathchsa00521; Streptomycin biosynthesis
path:hsa00500: Starch and sucrose metabolism
path:hsa00030: Pentose phosphate pathway

KEGG

VSSREBP1_Q6 4. Gosmain Y, Lefai E, Ryser 5, Roques M, Vidal H (2004) Sterol regulatory
element-binding protein-1 mediates the effect of insulin on hexokinase 1T gene
expression in human muscle cells. Diabetes 53: 321329,

41. Rho HK, Park J, Suh JH, Kim JB (2005) Transcriptional regulation of mouse
ti-phosphogluconate dehydrogenase by ADD1/SREBP1e. Biochem Biophys Res
Commun 332: 288296,
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Conclusion final del estudio: Las diferencias interétnicas
observadas entre las poblaciones AA y CA son debidas a dos tipos de

factores

Diferentes SNPs
entre ambas
poblaciones.

Expresion diferencial
de algunos factores
de trascripcion entre
los que se encuentra
SBREP1-c

Genome Expression Metabolism Phenotype

AC
TG

\/.

CiS PYGL——mim m mm = mp WWGL\

Glucose

trans
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Figure 7. Contributions of ds and trans-acting variations to disease pathogenesis. The level of gene expression is influenced by both as-
and trans-acting factors. Analysis of the carbohydrate metabolic hypercluster identified in the geoc-ancestral genes identified both SNPs (cis, top) and
transcription factors such as SREBP1 (trans, bottom) that function on a genomic level (green) contributing to the expression of genes (blue) such as
PYGL and HKI. The enzymes encoded by these genes contribute in carbohydrate and glucose metabolism (yellow) and likely contribute to the
increase the predisposition to multi-factorial diseases (red) in Americans of African versus European ancestry.

doi:10.1371/journal pone.0D08183.g007



Mecanismo de regulacion de SBREP1

Las proteinas de union al elemento de respuesta a esteroles
(SREBPs; Sterol-Regulatory Element Binding Proteins) constituyen
una familia de factores de trascripcion que coordinan el metabolismo
de lipidos y recientemente de carbohidratos

‘Los SREBPs se detectaron por su capacidad de unirse a elementos de
respuesta a esteroles "SRE" presentes en los promotores de genes
implicados en la sintesis y captacion de colesterol.

‘La familia SREBP esta constituida por tres miembros: SREBPIa,
SREBP1c y SREBP2.

*SREBPlay 1c son productos de un gen comin (SREAFI)localizado en el
cromosoma 17p11.2.

‘La isoforma -1a es mucho mds activa transcripcionalmente comparado
con la lc.




Mecanismo de regulacion de SBREP1

Los factores SREBP son sintetizados como una forma precursora inactiva anclada a la
membrana del RE y a la membrana nuclear. Esta forma precursora interacciona a través
de su dominio carboxiterminal con la proteina SCAP (SREBP cleavage-activating protein),
otra proteina de membrana del RE. En la proteina SCAP las hélices 2-6 constituyen el

dominio sensor de esteroles (SSD;sterol-sensing domain).

-En presencia de esteroles, el complejo SCAP-SREBP
interacciona con proteinas de la familia INSIG y es
retenido en el RE.

*Ante una disminucion de los niveles de esteroles,
SCAP sufre un cambio conformacional que le libera
de su union con las proteinas INSIG, de forma que
SCAP y SREBP migran al complejo de golgi a través
de vesiculas (recubiertas de proteinas COP-IT). Estas
vesiculas también contienen una serina-proteasa
inactiva (Site-1 protease; SP1).

‘Una vez incorporadas en la membrana de golgi, la
proteasa SP1 se activay corta SREBP en el medio de
su bucle hidréfilo infermembrana.

Mature Rewviews Molecular Cefl Biology 4, 631-640 {August 2003) | doi:10.1038/nrm1174

The SREBP pathway — insights from insigs and insects ’
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Mecanismo de regulacion de SBREP1

*Este proceso denominado “"RIP" (regulated
intermembrane proteolysis) libera la region
aminoterminal denominada "forma madura" que
en su region bHLH contiene una sefial de
localizacidn nuclear que interacciona con
importina, permitiendo su transporte al nicleo.

*Tras este corte, SP2, una
metaloproteasa transmembrana
dependiente de zinc,, vuelve a cortar
a SREBP en la regidon

intramembrana del lado
citoplasmdtico.
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Mecanismo

de regulacion de SBREP1

‘La primera evidencia de la regulacion transcripcional de SREBP1c se obtuvo
en ensayos de ayuno/ingesta en roedores, demostrando que estos cambios
nutricionales regulan la expresién de SREBP1c en higado, tejido adiposo y

musculo.

Froc, Nail Acad
Vol 95, oy ST,
Baochemistry

Soi. LS
ok, May 1998

Regulation of sterol regulatory element binding proteins in livers
of fasted and refed mice

‘La expresion de SREBP1c
disminuye durante el ayuno pero
aumenta marcadamente cuando
los animales son realimentados
con una dieta rica en
carbohidratos.

‘Posteriores experimentos en
adipocitos y en hepatocitos
muestran que SREBP1c es
inducido por insulina.

jchalesiored bissinihesis /Faty achl Mossmibesis Stmmsgenic mice )/ transoriptional regulation)

av [ Hortow®, Yury BasiMakov, [ICHIRD SHIMOMURA, AND HITOSHI SHIMANO
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. KkDa Spretal9l12]es 8 §[1]a]sletiz]24 éo
e 20— )
e ,(Q
_E 120 — — - ""F‘ md o - —
o
=~ (o
- e = c(*Q \>(°
- - e D
U g <Q

ABCDETFSG A BCWDETFGH

FiG.2. Changesin SREBP-1 protein in the livers of mice at various
times after fasting (4) and refeeding a high carbohydrate/low fat diet
after 24-h fast (B). Livers from three 8-wk-old 5JL male mice were
pooled for each treatment group, and aliquots (30 pg) of membranes

‘Los efectos de la insulina sobre (upper gels) and nuclear extracts (lower gels) were subjected to

la trascripcion de SREBP1c son
opuestos a los que ejerce el
glucagon via cAMP

SDS/PAGE and electrophoretically transferred to a nitrocellulose
filter. Immunoblot analysis was carried out with 5 pg/ml rabbit
anti-mouse SREBP-1 1gG. Bound antibodies were visualized as de-
scribed in the text. Filters were exposed to film for 60 s. Pand N denote
the precursor and nuclear cleaved forms of SREBP-1, respectively.



Mecanismo de regulacion propuesto de SBREP1

Posiblemente uno de los mecanismos de regulacion transcripcional de SREBP1

sobre PYGL sea similar al encontrado para

> FASN (fatty acid syntase) y PKLR (piruvato kinasa)

insulin

GLUCOSE @

hepatocyte
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Fic. 2. Role of glucose and insulin in the transcriptional regulation
of glycolytic and lipogenic genes in the liver. The involvement of the
PI2K/protein kinase B (FKB) pathway in the insulin-dependent activation of
the glucokinase gene transcription has been demonstrated recently (80). An
overview of the functional DINA element ( —144 to —172 base pairs from the
start site of transeription of the rat L-PK gene) involved in the glucose-de-
pendent regulation of the L-PK gene transcription is presented. The E boxes
and direct repeat (DRI and DRY) elements in the GIRE are indicated. PPP,

Glucose Regulation of Gene Transeription®
Published, JBC Papers in Press. August 8, 2000,
DOT 10,1074/ be. ROOOOGTE200

Sephle Vaulontd, Mirellle Vasseur-Cognet, and Axel Kahn

Son valores de expresion,




¢TRANSFAC? .. tienen validez los resultados de la busqueda?

TRANSFAC es una base de datos de factores de trascripcion
> Se puede buscar por nombre del gen requlador (SREBP)
> 0 por secuencia etc ...
.. Se puede enviar una secuencia para que busque elementos
reguladores (con diferentes opciones de busqueda)

gene-regulation.com

* Home

Public Databases for Academic and Non-profit Organizations

» Databases

* Free Trials :
TRANSFAC® 7.0 Public 2005
* Prograrns contains data on transcription factors, their experimentelly-proven binding sites, and regulated genes, Its

e broad compilation of binding sites allows the derivation of positional weight matrices,
» Publications

¥ Subscriptions ® Subscription benefits
R e s o e >5earch< the TRANSFAC® Public database
[ ] CIaSS|f||:at||:||_'|
> Mews (BB Wabsita) . Du:n:urnentatlnn.
® Fungal Metabolic
> Links ® Pax factors in TRANSFACE
® The green site of TRANSFACE
» About s ® Quality Management in TRANSFACE
.

TfBlast: Search Tool for Sequence Search in the TRANSFACE Factor Table




TRANSFAC ... .. tienen validez los resultados de la busqueda?

Buscar elementos reguladores en una secuencia ...

1.- Descargar la secuencia ... el trozo en donde queramos buscar el

promotor.....

2.- Elegir buisqueda con BLASTX (nucleotidos)

TFBLAST - BLASTing the Sequences of the TRANSFAC Factor Table
Job Submission Form

BLASTTITLE |[SEQUENCE TYPE [DENTITY THRESHOLD|SCORE THRESHOLD [LENGTH THRESHOLD

[TRaNSFACBLAST | [Nucleotids =] [NoLMT =] [NoLMT =] [NoLMT =]

Enter or Paste ONE or MORE SEQUENCES in the Input Window
-- Preferred format is FASTA --

Max. 30000 characters possible in the input window!

ACAGAGTGAGACCCTGTC TCALAAA R AR C AR A CAAATARAC TTAGAAGAATATATGTGACTATTGGCCGGGCGCGETGG
CTCACGCCTGTAATCCCAGCCCTTTGGGAGGCCGAGGCGGGCAGATCACGAGGTCAGGAGATAGAGACCATCCTGGCTAL
CATGGTGARACCCTGTCTCTACTALAAATAARAAAATAAAAAATARALRATGCCGAGGTGGCGGGCGCCTGTAGTCCCAGT
TATTCAGGAGGCTGAAGCAGGAGALTGGCGTGAAC COGGGAGGC GGAGCTTGC AGTGAGCCGAGATCGCGCCACTGCACT
CCAGCCTGGGCAACAGAGTGAGACTCCGTC TCALLAAR AR A AR A AR AGAAGAAGAAGALRGARALAGALAAGAARANGG
LA A AGAR A ACTTAATTCTGGCAATGGACTGTTTC TAAAAT AATATATTAATACTACTTAATGAGGAAGALLRANCCTCT
GACATCCTAARATGCCAAGTGTTTGCCTTTACC ARGGTTTAAGC ACACATARACACGCATATTCALATACCACCCALAGT
GGAGGTGCALAGATCAGCCTGTACCGCACAGTAAC ACAGAC TGGGTTGTTTTTTGTAAAGAAGGCAACTAGTCCAGTGAG;I

>pygl_reg 1500khk B
CTGAGGCGGGAGAATGGCGTGAACCCGGGAGGCGGAGC TTGCAGTGAGCCCAGATCGCGCCACTGCACTCTGCCTGGGTA

RUNTFBLAST | RESETFORM |

c-Rel esta relacionado con la
respuesta inmunitaria, Pax y
Gx2 con el desarrollo
embrionario, RXR es el
receptor del acido retinoico

TRANSFAC BLAST

BLASTX 2.2.18 [Mar-02-2008]

i#f Hits against TRANSFAC Factor Table
#f Minimum identity wvalue: 0 %

# Minimum score value: 0

# Minimum sequence length: 0

pyvgl reg 1500kb

Reading
SJequences producing significant alignments:

TOO1l68 c-Rel [(Homo sapiens) EE]
TOZ2369 MNahl [(RBattus norvegicus) -2
TO1527 Pax-5d [(Homo sapiens) -z
To4019 GhxZz [(Howo sapiens) -2
TO1526 Pax-5c (Homo sapiens) -2
TO1334 RIR-beta (Homo sapiens) -2
TOo>41 FELD_1 fFr\:ﬂ':ﬁ'iﬂ—'Fla:n’r 1r'i1'n~=e_1 +1
TO1555 SREEP-1c [(Homo sapiens) -1
...... ERERP=llilors—aapians) e

TO1556

SREEP-1a (Homo sapiens) -1

High
Frame Score

33.
32.
3.
31.
31.
31.

31

30.

==Y

30.

fA e I T . < R = VO R e R B




TRANSFAC ... .. tienen validez los resultados de la busqueda?

Buscar elementos reguladores en una secuencia ... ahora de PYGL

3.- Elegimos simple bisqueda con BLAST

TFBLAST - BLASTing the Sequences of the TRANSFAC Factor Table

Job Submission Form TRANSFAC BLAST

BLASTX 2.2.18 [Mar-02-2008]

| BLASTTITIE  [SEQUENCE TYPE|[DENTITY THRESHOLD [SCORE THRESHOLD [LENGTE THRESHOLD
[rRansFacasT | [Mudeoide=] | [NoOMITS] | Mowwre] | [NeoMTo]

# Hits against TRANSFAC Factor Table
# Minimum identity walue: 0 %
# Minimum score walue: 0

Enter or Paste ONE or MORE SEQUENCES in the Input Window # Minimum sequence ]_ength =0
-- Preferred format is FASTA -

Max. 30000 characiers possible in the input window!
"pyal_req_1a00% Z pygl_reg 1500kb
CTGAGGCGGGAGAATGGCGTGAACCCGGGAGGCGGAGCTTGCAGTGAGCCCAGATCGCGCCACTGCACTCTGCCTGGGTA —
ACAGAGTGAGACCCTOTCTCALAAARCARCAAAC AAATALAC TTAGALGAATATATETGACTATTEECCOGECGCEETER Reading High
CTCACGCCTGTALATCCCAGCCCTTTGGGAGGCCGAGGCGGGCAGATC ACGAGGTCAGGAGATAGAGACCATCCTGGCTAR
CATGGTGARLCCCTGTCTCTACTALLAATARAARAATALAAAATALAAAATGCGAGGTGGCGEGCECCTETAGTCCCAGE Jecuences producing significant alignments: Frame 3core
TATTCAGGAGGCTGAAGCAGGAGAATGGCGTGAACCCGGGAGGCGGAGCTTGCAGTGAGCCGAGATCGCGCCACTGCACT
COAGCCTGAGCAMC AGAGTGAGACTCOGTCTCAARAAAALAALRAAAAGAAGRAGAAGAARGALALAGARRAGALALAGE

AARLAGARAACTTRATTCTGGC AATGGACTGTTTCTARLATALTATATTAATACTACTTAATGAGGAAGRAARAACCTCT TOO165 c-Rel (Homo sapiens) -3 33.1
GRCATCCTAAMATGCCAAGTGTTTGCC TTTACC ARG TTTAAGC ACACATAARCACGCATATTCARATACCACCCARAGT .

GGAGGTGCAAAGATC AGCCTOTACCHCACAGTARC ACAGACTGGGTTGTTTTTTGTALLGAAGGC AAC TAGTCCAGTGAG » | TOZ3 63 MNashl (Rattus norvegicus) -2 32.7

TO1s27 Pax-5d (Homo sapiens) -z 3z.0

RUN TFBLAST RESET FORM TO4019 GhxZz [(Homo sapiens) -2 31.6

TOl526 Pax-5c (Homo sapiens) -2 31.8

TO1334 LER-beta [(Homo sapiens) -2 31.%6

TOo=241 FELD_1 prqfn'iﬂ—'Fl;n’r w‘irnq_\ +1 <1 A

TO1558 SREEP-1c [(Homo sapiens) -1 30.0

oA e R oE T T - S T PR

............ Lz oris—aapians) L e DelD)

a

TO1556 SREEP-1a (Homo sapiens) -1 30.

.. solo da una idea

La bldsqueda simple con BLASTX no es significativa




TRANSFAC ... Como se hace?

Buscar elementos reguladores en la secuencia de PYGL
3.- Elegimos busqueda con AliBaba ... Buscando Gnicamente
motivos de la familia 1.3.2.3
>>>Solo hay un sitio y es de un factor similar a SBREP

p N T PARAMETERS
}J T~ “l‘_ [
7 ( \1 \ Pairsim ta known sites 36 (lazy) =)
| . .
) AliBaba2.1 M. width n bp [0
Iin num of sites I 4]
Prediction of transcription factor binding sites by constructing Iin mat. conservation 70% {low) |
matrices on the fly from TRANSFAC 40 sites. Bim. of seq to mat. I 1% I |
>wRNA PYGL.fApr07, bp 1 to 948 - Factor class level b {e.g RARHT) =)
ctotatttoagtgactgtcacaaagatcaagCcragartttocassa Optional:
gottacotottagactoaRactoagotaattatcagoctgattgge
agatcactgt Fearch only one factor (e g TO0E20) I
agyastcactasaataactocttatgoaactitaaaaatcragea Search only one class  (e.g 43200 I‘] 313
tagcattttasatattatatgagatgtiatagetioataaattoe " ) —
ctattocoatt Position offset in bp (eTg 300y
tactttoatcatacttgasatcagatcactgaaaaacctatycas | Output format IliSt 'l
Paste pure sequence without header or simple fasta format for INFO . . R .
multiple sequences (>seqname). 1.3 Class: Helix-loop-heliz / leucine \zipper factors (bHLH-
Version 2
o ZIP.
START | CLEAR | . _
Samples for testing: Promoters and Exons 1.3.1.2 subfar ”.'H'y: LISF

1.3.1.2.% SpF1 {sea urchin}.
1.3.1.2.2 USF {hurman}; USFE {rat); USE
{mouse)}; USF {Kenyan clawed frog).
Sequence mRNAPYGL.fApr07bpltof48ctctatttcagtgactgt: 1.3.1.2.3 USF2
1.3.1.2.3.1 USF2a (human}; USF2a
ECCE e CCm—mCmCmCC—— e CCm—m e ——————————————————————————= {mouse); USF23 {rat}).

1.3.1.2.3.2 USF2b {(human).
secl 300 359) cactttgggaggoogaggtgyatgyatcacgaggt caggagatogs 1.3.1.2.3.3
Seguments 1.3.1.3 Subfarmily: SREBP
1.3.1.2.2 A&25 334 ====[]3F=== 1.3.1.3.1 SREBP-1 {rat).

@ o e e e e e e e e e e e e e e e e e 1.3.1.3.1.1 SREEBP-13 {human};
SREBP-15 (hamster).
1.3.1.3.1.2 SREBP-1b (human).
1.3.1.3.1.3 SREEP-1c {human}.

1.3.1.3.2 SEEBP-2 {human); SEEBP-2



Conclusiones finales

La glucdgeno fosforilasa hepdtica esta principalmente regulada por
mecanismos alostericos y metabolitos (metabolismo cldsico).

Esta expresada de forma abundante en diferentes tejidos (sangre -
vejiga - higado). Hace presuponer que estd regulada por diversos
factores de transcripcion.

Su actividad depende de la fosforilacion por la fosforilasa quinasa y
protein fosfatasa. Por tanto puede estar expresada pero no activa.

La regulacién transcripcional de PYGL estd regulada por factores de
transcripcion regulados a su vez por ciclos circadianos diferentes a
GYS2.

Aunque su patrén de expresion se puede explicar mediante SBREP-1c,
hasta el momento no hay evidencia experimental de que asi sea.

Una busqueda sencilla sobre TRANSFAC no es indicativo de regulacion
transcripcional
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