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RESUMEN

La biotina es una vitamina hidrosoluble que actia como cofactor de enzimas conocidas
como carboxilasas dependientes de biotina. En humanos existen c¢inco carboxilasas
dependientes de biotina: propionil-CoA carboxilasa (PCC, piruvato carboxilasa (PC). 3-
metiicroton-CoA carboxilasa (MCC) y dos isoformas de acetil-CoA carboxilasa (ACC-
[ v ACC-2) Estas enzimas catalizan reacciones clave en gluconeogénesis, metabolismo
de acidos grasos y catabolismo de aminoacidos. La biotinilacion de carboxilasas es
catalizada por la enzima holocarboxilasa sintetasa (HCS) a través de una reaccion de dos
etapas en la que la biotina es transformada a brotinil 5°-AMP (B-AMP) para luego ser
transferida a una secuencia especifica en las carboxilasas. Debido a la importancia de la
biotina en el mantenimiento de la homeostasis metabdlica y a que los mamiferos han
perdido la capacidad de sintetizarla, los eucariontes han desarroliado un mecanismo de
utilizacidn de biotina conocido como ciclo de biotina. Este sistema estd compuesto por el
transpertador multivitaminico dependiente de sodio (SMVT). carboxilasas dependientes
de biotina v [a enzima biotinidasa responsable del reciclamiento de biotina. Durante los
uitimos 30 afoes, se ha demostrado la participacion de biotina en varios procesos celulares
ademas de su papel como cofactor de carboxilasas. En este trabajo se propuso identificar
el mecanismo por e cual la biotina actia como un activador transcripcional de enzimas
impticadas en el ciclo de utilizacion de biotina y determinar el papel fisioldgico de este
tipo de regulacion  transcripcional. Los resultados obtenidos demuestran gue la
transaripeion de los genes que participan en el cicle de utilizacien de biotina (ACC-2,

casceda de transduccion de sefiales en la que participan la enzima HCS. la enzima
cuzniate ciclasa sotuble (GCs). GMPce, y la proteina cinasa dependiente de GMPe
{PKG). sin embargo, la enzima biotinidasa no obedece a este tipo de regulacion. Estos
datos sugieren que la deficiencia de biotina reduce el transporte v utilizacion de biotina
proveniente de la dieta mientras que la habilidad de reciclar biotina enddgena no se ve
afectada. Para explorar el papel metabdlico de este mecanismo se utilizd un modelo
animal de defictencia de bioting, en el cual, ratas alimentadas con una dieta deficiente de
biotina mostraron una reduccion del 70%-80% en los niveles de ARNm de HCS, PC v
SMVT en higado y riién. Sin embargo, en cerebro, la expresion de estos genes no
fueron afectados por la deficiencia o suplementacidn de biotina. El papel regulador de la
biotina parece estar limitado a genes que codifican enzimas necesarias para la utilizacion
de biotina exdgena sin afectar el mecanismo de reciclamiento catalizado por la enzima
biotinidasa. En este trabajo propongo que durante ¢l ayuno prolongado la deficiencia de
biotina dismiruird la capacidad de drganos como ef higado para transportar y utilizar
biouna.  Este mecanismo aparentemente paradgiico iene por objeto =l permitir un
suministro continuo de biotina al cerebro. A este mecanismo de regulacidn diferencial de
la utilizacion de biotina se le ha denominado “altruismo tsular”. Lo existencia de este
mecanismo puede estar relacionada con la importancia del papel fundamental que
desemperian algunas carboxilasas dependientes de biotina en ¢l cerebro, como la PC v la
PCC gue suminisiran el 23% de la energia utilizada por el cerebro via anaplerosis del
cicle de Krebs.




ABSTRACT

Biotin is a water-scoluble vitamin that functions as a cofactor of enzymes known as biotin
dependent carboxylases. In humans there are five biotin dependent carboxylases:
propionvi-CoA carboxylase (PCC), pyruvate carboxylase (PC), 3-methylcrotonyl-CoA
carboxviase (MCC) and two 1soforms of acetvl-CoA carboxylase (ACC-] and ACC-2).
These enzymes catalyze key reactions in gluconeogenesis, fatty acid svnthesis and amino
acid vatabolism. Carboxvlase biotinylation s catalyzed by holocarboxylase synthetase
(HCS) in a two step reaction, first, biotin 15 transformed to biotinyl-5-AMP (B-AMP)
and then transferred to an specific carboxvlase sequence. Mammals have lost their
capacity to synthesize biotin and know satisty their need for the vitamin through a biotin
utilization cycle. These cycle is supported by the participation of the sodium-dependent
multivitamin  transporter (SMVT), biotin-dependent carboxylases and biotinidase,
responsible for refeasing biotin. During the last 30 years biotin has been implicated in a
number of other cellular processes. In these work we propese to identify the mechanism
by which biotin acts as a transcriptional activator of enzvmes involved in the biotin
utilization cycle and  to determine the physiological role of these type of transcriptional
regulation. The results showed that the transcription of genes involve in the biotin
utilization cycle (ACC-2, PCC, HCS, PC and SMVT) are regulated by the amount of
biotin into the cell by triggering a signal transduction pathway, involving HCS, soluble
guanviate cyclase (sGC), ¢GMP and ¢GMP-dependent protein kinase (PKG) whereas
bletimidase does not response to these type of regulation. These data suggests that bictn

reduces transport and utihization of dietary biotin since endogenous biotin
recycling is not arfected . To explore the metabolic role of these mechanism we used a
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decrease in HCS, PCL and SMVT mRNA levels in liver and kidney while brain. were not
affected by biotin deficiency or supplementation. The biotin regulation function seems 1o
pe directed just to exogenous biotin utilization enzymes, but had no effect on biotin
recyeling by biotinidase. In these work, | propose that during biotin deficiency, such
organs like kidney will reduce their capacity to use and transport biotin. These
mechanism will permit a continuous supply of biotin to the brain. We have called these
mechanism “tissue altruistic”. The importance of these mechanism underscores the
mmpertance of biotin dependent carboxylases in brain, such as PC and PCC which
operate as much as 25% of the energy used by the brain through Kreb's cycle
anaplerosis.



CAPITULO I

Biotina y Metabolismo Celular




PREFACIO AL CAPITULO I

La funcién de la biotina en el organismo, ha sido estudiada desde hace 70 afios, sin
embargo, en las ultimas décadas la funcidén clasica de la biotina como cofactor de
carboxilasas, ha sido rebasada por los hallazgos publicados que indican que esta
vitamina parece participar en la regulacién de la expresién genética, desarrollo
embrionario y otros procesos celulares fundamentales para el mantenimiento de la
homeostasis metabolica.  El estudio molecular de los mecanismos dependientes de
biotina es de enorme importancia para entender el verdadero impacto de la biotina en
nuestro metabolismo y el papel que tiene en el desarrollo de diversas enfermedades
humanas.

El primer capitulo de mi tesis estd dedicada a una revision sobre el papel de la vitamina
biotina y de las enzimas involucradas en su utilizacién en el metabolismo, desarrollo de
enfermedades en humanos, regulacién de la expresién genética y modificacién de acidos
nucleicos e histonas. El objetivo de esta seccidn es presentar el estado en el que se
encontraba este campo de investigacion al principio de mi trabajo doctoral con el fin de
evidenciar el impacto de mi trabajo sobre el conocimiento de las funciones de la biotina
en células humanas.

La informacién contenida en este capitulo ha sido previamente publicada de manera
parcial en los articulos:

1... Pacheco-Alvarez, D., Solérzano-Vargas S., Leén-Del-Rio A., (2002) Biotin in
metabolism and its Relationship to Human Disease. Archives of medical Research.

33:439-447.
2...Pacheco-Alvarez, D., Ledn-Del-Rio, A.,. 2002. La biotina, una vitamina

multifuncional, Tip Revista Especializada en Ciencias Quimico-Biolégicas. 5(1):39-
46. '




1. Biotina.

La biotina 6 vitamina H, es una vitamina hidrosoluble perteneciente al complejo B y es
‘esencial para el crecimiento y ¢l mantenimiento de la homeostasis metabélica en todos
los seres vivos (1). Estructuralmente la biotina se compone de un anillo biciclico
conformado por un anillo ureido y un anillo de tiofano unido a una cadena lateral de
valerato (2) (Fig.1). Esta vitamina fue descubierta en 1935 por Kogl cuando se le
caracterizé como un factor indispensable para el crecimiento de levadura (3). La
importancia de esta vitamina en organismos superiores fue reconocida cuando se
demostré que protegia a ratas de laboratorio contra los efectos tdxicos de una dieta rica
en clara de huevo (4, 5). Este efecto tdxico se debe a la presencia de avidina, una proteina
con extraordinaria afinidad por la biotina (4). Los organismos superiores, desde las
levaduras hasta el hombre, dependen por completo de la dieta para satisfacer sus
requerimientos de biotina, sin embargo, microorganismos como E. coli son capaces de
sintetizar biotina. La auxotrofia de las bacterias con respecto a la biotina, ha conducido a
varios investigadores a proponer que la flora intestinal pudiera jugar un papel relevante

en suministrar parte de la vitamina requerida para el metabolismo humano (1).

La funcién de la biotina en el metabolismo celular permanecié desconocida hasta que en
1953 Lardy y Peanasky reportaron que la deficiencia de biotina en ratas de laboratorio
reducia la capacidad de la enzima hepatica propionil-CoA carboxilasa (PCC) para
catalizar la carboxilacién dependiente de ATP de propionato a succinato (6). Otra
observacion importante fue realizada en 1958 al demostrase que la enzima acetil-CoA
carboxilasa (ACC), purificada a partir de extractos hepéticos de aves, estaba enriquecida
con biotina y su actividad podia ser reducida por la presencia de avidina (7). Finalmente,
Lane y Lynen (8) demostraron que la biotina se encuentra covalentemente unida a la
enzima propionil-CoA carboxilasa y es utilizada como grupo prostético de enzimas
involucradas en reacciones de decarboxilacion, carboxilacién y transcarboxilacién en
donde actia como vector para la transferencia de grupos carboxilo (4, 9). En mamiferos,

la importancia de la biotina se deriva del hecho de que funciona como cofactor de 5

carboxilasas; piruvato carboxilasa (PC), propionil-CoA carboxilasa (PCC), metilcrotonil-
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Fig. 1. Estructura molecular de la vitamina biotina.




CoA carboxilasa y dos isoformas de acetyl-CoA carboxilasa (ACC-1 y ACC-2). Estas
enzimas catalizan reacciones clave en la sintesis de Acidos grasds, catabolismo de

aminoé&cidos y gluconeogénesis (1) (Fig. 2.).

2, Ciclo de utilizacién de biotina en organismos superiores.

A diferencia de las bacterias, los mamiferos, incluyendo al hombre, no pueden sintetizar
biotina, por lo que dependen completamente de la dieta para satisfacer sus necesidades de
esta vitamina. Sin embargo, la biotina esta presente en cantidades traza en los alimentos
Y en su mayor parte se encuentra unida a proteinas lo que limita su disponibilidad para ser
utilizada en el metabolismo. Por esta razon, durante la evolucién, los organismos
superiores desarrollaron un mecanismo extraordinariamente eficaz para maximizar la
utilizacion de esta vitamina. Este mecanismo se conoce como ciclo de utilizacion de
biotina y esta compuesto por diversas proteinas que incluyen transportadores de
membrana, ligasas de biotina, aceptores de biotinilacién (carboxilasas) y una enzima que
hidroliza la uni6n entre la biotina y las carboxilasas y que juega un papel importante en el

reciclamiento de la vitamina (1, 10) (Fig. 3).

Transporte celular de biotina.

La cinética del transporte de biotina ha sido estudiada extensivamente en los ultimos 40
afos en organismos procariontes y eucariontes. Como resultado, ahora se sabe que en
todos los organismos estudiados el transporte de esta vitamina es mediado por un
acarreador y en la mayoria de los casos este proceéo es dependiente de sodio. En
organismos superiores, el transporte a través de membrana celular ha sido estudiado en
diferentes 6rganos tales como intestino, higado, rifion, placenta y cerebro y se han
utilizado una gran variedad de métodos y sistemas experimentales que incluyen ensayos

de perfusioén, sacos y anillos evertidos de intestino, vesiculas membranales basolaterales

y apicales de enterocitos, asi como cultivos celulares de queratinocitos, hepatocitos y
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humanas. Adaptado de los autores Baumgartner, E,R. y Sourmala, T. (10)




astrocitos (11-18). En entericitos, la Km para el transporte de biotina es de 5-15uM

mientras que en hepatocitos es de ~1.2-20 uM (14).

Recientemente, Zempleni y cols. demostraron la existencia de un transporte de biotina de
alta afinidad en células sanguineas mononucleares de sangre periférica (PBMC). La Km
estimada para este transportador es de 2.6 nM, valor cercano a los niveles de biotina
reportados en plasma de individuos sanos. Otros sistemas semejantes de transporte de
biotina de alta afinidad han sido reportados en keratinocitos y astrocitos (17, 19). Estos
datos sugieren que la biotina puede ser transportada por uno 0 mas acarreadores de
biotina, sin embargo, hasta el momento sélo uno ha sido clonado y estudiado

molecularmente.

El transportador multivitaminico dependiente de sodio (SMVT) en humanos es una
proteina transmembranal de aproximadamente 69 kDa, constituida de 635 aminoacidos
que internaliza biotina, 4cido lipoico y acido pantoténico. La naturaleza Na* dependiente
de este transportador fue evidenciada a partir de ensayos de substitucion de Na®
extracelular por otro catién monovalente. El transporte del SMVT es de tipo
electrogénico, con una estequiometria Na':substrato de 2:1, en otras palabras, por cada
molécula de vitamina que entra a la célula, dos iones de Na' son cotransportados al

interior de la misma, (20, 21).

La afinidad del SMVT reportada para pantotenato y acido lipoico es de 1~4.9 uM y
1.6~5 uM respectivamente, mientras que para la biotina es de 3-20 uM (20, 22, 23). La
baja afinidad del SMVT por biotina ha generado cuestionamientos acerca de la relevancia
fisiolégica del SMVT en el transporte de biotina (19). Sin embargo, recientemente Said y
cols. demostraron por medio de la técnica de RNA de interferencia que el silenciamiento
selectivo del ARNm del SMVT en células HepG2 y CaCo2 causa una disminucion
drastica de un 90% en el transporte de biotina al interior de la célula. Estos datos
sugieren que el SMVT es el responsable principal del transporte de biotina al menos en

higado e intestino (24). A pesar de que el transportador SMVT ha sido localizado en
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Fig. 3. Ciclo de utilizacién de biotina en células eucariontes.




corazoén, cerebro, higado, musculo, rifién, péncreas y células epiteliales del colon, su

abundancia es mayor en tejidos epiteliales como intestino, higado y placenta (20).

El SMVT ha sido clonado y la secuencia de aminoacidos de este transportador es
altamente conservada entre especies. La proteina humana presenta una identidad del
87% y similitud del 92% con su ortdlogo en conejo, y 84% de identidad y 89% de
similitud con su ortélogo en rata. De manera similar, conejo y rata comparten 84% de
identidad y 90% de similitud entre ellos. Los tres ortdlogos, son altamente hidrofobicos y
por medio del algoritmo Kyte-Doolittle se predijo una conformacion estructural de 12
dominios transmembranales, con los extremos amino y carboxilo terminal localizados en

el citoplasma. (23) (Fig 4).

La comparacién de la secuencia del SMVT en la base de datos muestra que este
transportador presenta gran homologia con miembros de la familia de transportadores de
glucosa dependientes de sodio, de manera particular con el transportador de ioduro
dependiente de sodio, proteina implicada en el transporte de aniones inorgéanicos (40%

identidad y 64% similitud a nivel de amino 4cidos con el SMVT) (20, 25).

El gen de SMVT esta localizado en el brazo corto del cromosoma 2 humano y sus 17
exones cubren una regién de aproximadamente 14.3 kpb. El cDNA de SMVT humano
consta de 3162 pb con un marco de lectura abierta de 1908 pb, flanqueado en el extremo
5’ por una secuencia no codificadora de 391pb y en el extremo 3’ por una secuencia de
863pb (20). El cDNA contiene una cola de poly(A)" y sefial de poliadenilacién
(AATAAA) en la region no codificadora 3’ (20). La regién gendmica situada 50’ del
sitio de inicio de la transcripcion del gen SMVT humano ha sido caracterizada y se han
identificado dos regiones con actividad promotora denominadas como P1 y P2 (26). La
region promotora del SMVT humano, carece de cajas TATA y CAAT y contiene

secuencias ricas en GC asociadas a genes housekeeping. En esta region se han

identificado posibles sitios de reconocimiento de varios factores de transcripcion en los

que se incluyen AP1, AP2, C/EBP, SP1, NF1 y GATA (26). En rata, el promotor del gen




SMVT esta compuesto de tres cajas denominadas P1, P2 y P3 con actividad promotora
(27).

Diferentes observaciones han puesto de manifiesto que el transporte intestinal de biotina
¢s un proceso regulado y que presenta cambios durante el desarrollo. Utilizando
vesiculas de membrana apical de células de epitelio de yeyuno de ratas recién nacidas y
adultas, se demostrd cambios en los valores de la velocidad maxima (Vmax) y Km
aparente del transporte (28). Esto en principio podria sugerir que durante diferentes
etapas del desarrollo el transporte de biotina es mediado por diferentes transportadores.

Sin embargo, el mecanismo o la identidad de estos acarreadores permanece desconocida.

Una de las caracteristicas mas interesantes del transporte de biotina es que la captacion de
biotina en células eucariontes parece variar de acuerdo a la concentracion extracelular de
la vitamina. En hepatocitos aislados de ratas alimentadas con una dieta deficiente de
biotina, el transporte de esta vitamina fue 16 veces mayor que el observado en
hepatocitos de ratas alimentadas con una dieta normal. En este mismo modelo, se
cuantificd la cantidad de biotina unida, siendo 19 veces mayor en células deficientes con
respecto a las normales (12). Resultados semejantes fueron obtenidos en células
mononucleares de sangre periférica (29, 30) y astrocitos de rata (17). Estas observaciones
han sugerido que el aumento en el transporte de biotina en células deficientes se debe a
un mecanismo de adaptacién en el cual la célula “intenta” maximizar las oportunidades
de satisfacer sus requerimientos de biotina, aumentando el numero de transportadores,
cuando la vitamina se encuentra en bajas concentraciones. Sin embargo, Wolf y
colaboradores han sugerido que estos resultados pudieran deberse a la mayor cantidad de
apocarboxilasas en células deficientes y que pudieran actuar como una “trampa” para la

vitamina (12).
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Fig. 4. Representacién esquematica de la estructura del transportador multivitaminico
dependiente de sodio. Adaptado de los autores Prasad y cols. (21)
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Carboxilasas dependientes de biotina.

Como se describid anteriormente, la funciéon de la biotina en el metabolismo de
mamiferos es actuando como cofactor de enzimas involucradas en reacciones de
carboxilaciéon (1). Las carboxilasas dependientes de biotina son sintetizadas como
precursores inactivos que requieren ser biotiniladas para entonces utilizar a esta vitamina
como un vector en la transferencia de un grupo carboxilo entre moléculas donadoras y
aceptoras de carboxilacién. En eucariontes superiores existen 5 carboxilasas distribuidas
en la mitocondria (PC, PCC y MCC) y el citoplasma (ACC-! y ACC-2) (1). Aunque
todas estas enzimas catalizan reacciones esencialmente similares, su estructura es muy
variable incluyendo enzimas mono y polipeptidicas (2). Sin embargo, todas las enzimas
dependientes de biotina comparten una regién de alta homologia de aproximadamente 80
amino acidos y que es conocida como el dominio de biotinilacion. Esta regién esta
delimitada por una regidn rica en prolina y el extremo carboxilo terminal en las
carboxilasas mitocondriales. En ACC-1 y ACC-2 este dominio de biotinilacion se
encuentra situado hacia el extremo amino terminal. - En todas las carboxilasas el sitio
aceptor de biotinilacion es un amino &cido lisina situado en la secuencia A-M-L-M
universalmente conservada (2, 31) (Fig. 5). Es interesante hacer notar que el dominio de
biotinilacion de las carboxilasas es estructural y funcionalmente independiente y puede
ser expresado y biotinilado exitosamente en una gran variedad de organismos, esto
incluye la biotinilacion de carboxilasas humanas en células bacterianas y la biotinilacién
de carboxilasas bacterianas por células eucariontes (31-34).  Estos resultados sugieren

que los mecanismos de biotinilacién se han conservado a lo largo de 1a evolucién desde

las bacterias hasta el hombre.




PCC ----—- PMEGVVVAV
L PMPGKVIDT
ACCl PSVMRSPSAGKLIQY
ACC2 PTVLRSPSAGKLTQI
BCCP —----- PSPDAKAFI

Sitie aceptor de
hiotinilacién

SVKPGDAVAEGQEIC VIEAMXMQNSMTAGK
KVVAGAKVAKGQPLC VLSAMEMETVVTSPM
IVEDGGHVFAGQCYA EIEVMEMVMTLTAVE
TVEDGGHVEAGRRYA EMEVMEXMIMTLNVQE
EV--GCQKVNVGDTLC IVEAMFMMNQIEADK

TGTVKSVHCQAGDTV
EGTVRKYVHVTKDMTL
SGCIHYVKR-PGAAL
RGRVKYIKR-PGAVL
SGTVKAILVESGQPV

GEGDLLVELE-
EGDDLILEIE-
DPGCVLAKMQL
EAGCVVARLEL
EFDEPLVVIE-

Fig, 5. La secuencia del dominio de biotinilacién esta altamente conservada en enzimas dependientes de
biotina. PCC: subunidad alpha de Propionil-CoA carboxilasa, PC: piruvato carboxilasa, ACC1: isoforma ! de
acetil-CoA carboxilasa, ACC2: isoforma 2 de acetil-CoA carboxilasa, BCCP: subunidad biotinilable de Acetil-

CoA carboxilasa en bacteria.
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a. Acetil-CoA carboxilasa.

La enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC) es esencial para la sintesis de dcidos grasos de
cadena impar ya que cataliza la formacion de malonil-CoA a partir de bicarbonato, ATP
y acetil-CoA (Fig. 6). En esta reaccion el compuesto malonil-CoA es utilizado como un
donador activo de dos atomos de carbono en la sintesis de &cidos grasos (35).
Recientemente fueron descubiertas dos isoformas de ACC a las que se les ha llamado
ACC-1 y ACC-2. La ACC-1 esta localizada en el citoplasma mientras que la ACC-2 se
encuentra en la mitocondria donde se ha sugerido estar involucrada en la B-oxiacién de

acidos grasos(36-39).

En humanos las dos isoformas de ACC son codificadas por genes diferentes localizados
en los cromosomas 17q y 12q respectivamente (40). Ambas enzimas estan formadas por
un solo polipéptido y a nivel de secuencia de aminoacidos presentan un 75% de
identidad. La region NH terminal de ACC-1 y ACC-2 es completamente diferente
debido a que la ACC-2 tiene un dominio adicional de 200 amino 4cidos. La expresion
de las dos isoformas es tejido especifico. De esta manera se ha encontrado que ACC-1 se
expresa principalmente en tejidos con gran capacidad de sintesis de nove de acidos
grasos como higado, tejido adiposo y glandula mamaria. La ACC-2 ha sido localizada
preferentemente en tejidos donde el malonil-CoA participa en la regulacion de la
oxidacion de acidos grasos como corazon y musculo esquelético (41).  En higado, la
sintesis de dcidos grasos y la oxidacion de los mismos son procesos importantes, por lo

que hay una expresion significativa de ambas isoformas.

A diferencia de otras carboxilasas dependientes de biotina, la deficiencia de ACC es
extraordinariamente rara. Hasta el momento, sélo un caso ha sido reportado en un recién
nacido que presentaba miopatia hipoténica, dafio cerebral y crecimiento lento. Anélisis
bioquimicos revelaron la acumulacién de productos derivados. de butiril-CoA

intermediario en la sintesis de 4cidos grasos, asi como deficiencia en la actividad de

‘Acetil-CoA carboxilasa en tejido hepatico y fibroblastos (42).




" Acetil-CoAcarboxilasa
AcetilCoA +HCO; +ATP 4 > Malonil-CoA +ADP+Pi

-

Fig. 6. Reaccian catalizada por la acetil-CoA carboxilasa.

b. Piruvato carboxilasa.

La PC es también un enzima mitocondrial que cataliza la formacién de oxalacetato a
partir de piruvato, ATP y HC03— (Fig. 7). En tejidos gluconeogénicos, como higado y
rifion, la PC cataliza el primer paso en la sintesis de glucosa a partir de piruvato, mientras
que en tejidos lipogénicos como higado, tejido adiposo, glandula mamaria en lactacidn y
glandula adrenal, participa en la exportacidon de grupos acetilos, en forma de citrato, de la
mitocondria al citosol, para su posterior utilizacion de acetil-CoA en la sintesis de acidos
grasos y del oxaloacetato como precursor de piruvato en el citoplasma (43-45). En
tejidos del sistema nervioso central, la PC juega un papel importante en la sintesis de

precursores de neurotransmisores como glutamato, GABA y aspartato (46).

La deficiencia genética de la actividad de PC en humanos es un desorden autosémico
recesivo con baja incidencia (1:250,000). Esta enfermedad es caracterizada por la
acumulacion de acido lactico, citrulina, amonio y lisina en sangre (45). La deficiencia
de PC es heterogénea y dependiendo de la severidad de las manifestaciones clinicas y de
la poblacién en la cual se presente, la deficiencia de PC ha sido dividida en tres grupos:
El grupo A, caracterizado por acidemia lactica y retraso psicomotor, ha sido observado en
la poblacion india canadiense, india americana, estadounidenses de origen caucasico y
japonesa. El grupo B presenta un cuadro clinico complejo que incluye acidemia lactica
neonatal severa, hiperamonemia, citrulinemia e hiperlisinemia. En_este grupo, las
manifestaciones clinicas se presentan en el periodo neonatal y puede ser mortal antes de
los 3 meses de edad. Hasta el momento, los casos reportados han sido localizados en

Canada, Francia, Arabia Saudita, Suecia y Alemania Occidental. El tercer grupo lo
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conforma un caso reportado de origen caucasico que presentaba episodios intermitentes
de acidosis metabolica en la etapa infantil, a pesar de la similitud de los parametros
clinicos con respecto a los reportados en el grupo A, esta paciente tuvo un desarrollo

normal y nunca presenté retraso psicomotor (47) .

piruvato carboxilasa
piruvato +HCO; +ATP 4 > oxaloacetato +ADP+Pi

Fig. 7 Reacci6n catalizada por la enzima piruvato carboxilasa.

c. Propionil-CoA carboxilasa.

La enzima PCC esta formada por dos subunidades diferentes denominadas PCC-o y
PCC-B, siendo la primera la que contiene el sitio de biotinilacion. Se ha sugerido que la
estructura de PCC es un octdmero 6 un dodecadmero formado por 4 0 6 subunidades o y
un numero idéntico de subunidades . La subunidad o tiene un peso molecular de
72kDa, mientras que el peso de la subunidad B es de 56 kDa. Cada subunidad es
codificada por genes independientes denominados PCC4 y PCCB.

La PCC se localiza en la mitocondria y participa en el catabolismo de los amino acidos
esenciales metionina, isoleucina, treonina y valina, por medio de la reaccion de
carboxilacién de propionil-CoA a D-metilmalonil-CoA (Fig. 8), este ultimo utilizado
como precursor de uno de los compuestos intermediarios del ciclo de Krebs, succinil-
CoA (48). En humanos, la deficiencia de PCC es la causa de la enfermedad hereditaria
actdemia propionica. Los individuos afectados presentan cetoacidosis metabélica severa,
hiperamonemia, hiperglicinemia, hipocamitinemia y un patrén caracteristico de #cidos
orgénicos en orina (49). La deficiencia de PCC se divide en dos grupos complementarios
designados como pccA (causado por mutaciones en el gene PCCA) y pecB (causado por
mutaciones en el gene PCCB). Se han localizado alrededor de 60 mutaciones en los
genes de PCCA y de PCCB. Una de las caracteristicas més notables de la deficiencia de

- PCC es el grado de afectacién a los pacientes, ya que mientras algunos individuos con
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deficiencia de PCC no presentan manifestaciones clinicas, en otros la enfermedad puede

ser potencialmente mortal (1, 50).

Propionil-CoA carboxilasa
Propionil-CoA +HCO, +ATP 4 »  p-Metilmalonil-CoA +ADP+Pi

Fig. 8. Reacci6n catalizada por la enzima propionil-CoA carboxilasa.

d. p-metilcrotonil-CoA carboxilasa.

La enzima MCC cataliza la formacion de B-metilglutaconil-CoA a partir de 8-
metilcrotonil-CoA durante el catabolismo del amino 4cido leucina (Fig. 9) (1). Al igual
que la enzima PCC, esti compuesta por dos subunidades, a y B codificadas por los genes
MCCA y MCCB respectivamente. La forma funcional de la MCC estd compuesta por 6
heterodimeros de cadenas o y B en una estructura (af)s. La subunidad a es de 80.5 kDa y
contiene el sitio de unién a biotina, mientras que la subunidad B es de 61.3 kDa (2, 51).
La deficiencia de MCC causa un desorden autosémico recesivo en humanos llamado
metilcrotonilglicinuria. Los pacientes con esta enfermedad presentan un fenotipo
variable, que puede ir desde lo asintomético hasta lo severo y en algunos casos puede
conducir a estado de coma o la muerte. A nivel bioquimico, estos pacientes presentan
una excrecion elevada de 3-metilcrotonilglicina y acido 3-hidroxivalérico, asi como
niveles elevados de 3-hidroxi-isovaleril-carnitina en sangre y orina. La mayoria de las
mutaciones encontradas en los genes MCC4 y MCCB son mutaciones sin sentido,
algunas inserciones ¢ deleciones y no hay una correlacién hasta ahora genotipo-fenotipo.
El tamiz neonatal por espectometria de masas ha revelado que esta enfermedad parece

ser la aciduria orginica mas frecuente en Norte América, Europa y Australia (51, 52).

B-metilcrotonil-CoA :
carboxilasa

B-metilcrotonil-CoA +HCO; +ATP B-Metilglutaconil -+ ADP + Pi

A

Fig. 9. Reaccion catalizada por la enzima p-metilcrotonil-CoA carboxilasa.
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Biotinilacion de carboxi_lasas.

La activacién de carboxilasas por biotinilacion se lleva a cabo mediante la union
covalente de una molécula de biotina al grupe g-amino de un amino &4cido lisina
localizado en la secuencia Ala/Val-Met-Lys-Met, universalmente conservada, en todas
las proteinas dependientes de biotina (2). La reaccion de biotinilacion es catalizada en E.
coli por la ligasa de biotina conocida como BirA. En eucariontes esta reaccion es
catalizada por la enzima holocarboxilasa sintetasa (HCS). Aunque las enzimas HCS y
BirA son estructuralmente muy diferentes, ambas catalizan la biotinilacion de
carboxilasas de manera idéntica a través de una reaccién de dos pasos (Fig. 10). En el
primero, la biotina en presencia de ATP es activada formando un intermediario conocido
como biotinoil-5"-AMP 6 adenilato de biotina (B-AMP). En la segunda etapa de la
reaccion, el B-AMP es utilizado para transferir la biotina a un amino acido de lisina de la

apocarboxilasa con liberacion de AMP (53).

La universalidad de la reaccion de biotinilacion ha sido evidenciada en experimentos que
demuestran que las ligasas de biotina bacteriana pueden reconocer y biotinilar
carboxilasas eucariontes mientras que la HCS puede rescatar el fenotipo de cepas

mutantes de E. coli deficientes de biotinilacién (31, 32).

La proteina BirA, una ligasa de biotina con actividad transcripcional.

La proteina bacteriana BirA es responsable de la biotinilacion de la subunidad BCCP de
la enzima ACC, tnica enzima dependiente de biotina en este organismo (53).
Estructuralmente la proteina BirA es una enzima monomeérica de 321 amino acidos (35.5
kDa) formada por tres dominios diferentes. La actividad enzimatica de biotinilacién esta
contenida en una regién de 130 aa en el extremo carboxilo terminal."La regién amino
terminal presenta una estructura terciaria del tipo hélice-vuelta-hélice (H-T-H), que le
permite reconocer y unirse 2 una secuencia especifica en €l ADN del oper6n de biotina.

Esta caracteristica convierte a la proteina BirA en una enzima bifuncional capaz de actuar

18




¢ =NH + ATP

Biotina -
i\b- PP,

e

Biotinoil-5’-AMP HO OH Apocarboxilasa

i\. ALIP

4

=

i

HR T HH
H
2 C-0-H
Lt
<
Holocarboxilasa

Fig. 10. La reaccién de biotinilacion de carboxilasas catalizada por la enzima
Holocarboxilasa Sintetasa. Adaptado de los autores Chapman-Smith, A. y Cronan. J.E. (54).




como un factor de transcripcion responsable de la regulacién de la sintesis de biotina en
E. coli. Como se menciono anteriormente, las bacterias poseen una via biosintética de
biotina formada por cinco proteinas diferentes. Los genes que codifican a estas enzimas
bioA, bioB, bioF, bioC, bioD estan localizados cabeza con cola en una regién del genoma
bacteriano conocida como oper6n de biotina (54) (Fig. 11). Cuando E. coli crece en un
medio pobre de biotina, el intermediario de biotinilacién adenilato de biotina (B-AMP) es
utilizado en su totalidad en la biotinilacion de ACC (Fig. 11A). Sin embargo, cuando la
bacteria crece en un medio rico en biotina o cuando todas las moléculas de ACC
disponibles han sido biotiniladas, el B-AMP se acumula en la célula favoreciendo la
formacién del complejo BirA-B-AMP. Este complejo es entonces capaz de unirse a una
secuencia en el operador del operén de biotina actuande como un correpresor y

reprimiendo la expresion de los genes del operdn (54, 55) (Fig. 11B).

Holocarboxilasa sintetasa.

En los organismos eucariontes la biotinilacién de carboxilasas es catalizada por la enzima
HCS. La actividad de esta enzima fue caracterizada bioquimicamente desde principios de
los afios setenta, sin embargo, poco se conocia acerca de los mecanismos de biotinilacién
en eucariontes debido a que esta proteina no habia sido purificada ni su gen clonado. En
1995 se clonod la HCS humana por medio de ensayos de complementaciéon funcional del
fenotipo de una cepa de E. coli deficiente de la actividad de la proteina BirA (32). Otro
grupo de investigacion cloné de manera independiente el cDNA de HCS a partir de
secuencias peptidicas de HCS de bovino previamente clonada (56). Estos estudios
revelaron que ésta proteina esta formada por 726 amino4cidos (80.75 kDa) y aunque su
ARNm se encuentra presente en todos los tejidos estudiados, se expresa mas
abundantemente en rifién, pancreas y mﬁsculo esquelético (32, 56). El gene de la HCS
humana se encuentra localizado en el cromosoma 21g22.1. El ARNm primario de la HCS

¢s procesado alternativamente en la célula dando lugar a diversas moléculas de ARNm

cuyas funciones atn estan por ser determinadas, sin embargo, es posible que al menos
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algunas de estas formas estén relacionadas con la habilidad de dirigir a 1a HCS a la

mitocondria o al citosol (57).

La comparacién de las secuencias de la proteina Bir A y de la HCS humana revela que
estas dos proteinas comparten una regién de alta homologia de aproximadamente 130
amino acidos que se encuentra localizada en el extremo carboxilo terminal de ambas
enzimas, sin embargo, difieren marcadamente en longitud y secuencia de la region amino
terminal. Esta regioén correspende al dominio de biotinilacién de BirA identificado por
analisis de cristalografia por rayos X (58). La regién amino terminal en ambas enzimas
no muestra conservacion en la secuencia de aminoacidos. Ya que esta regién en BirA es
la que confiere actividad transcripcional, es posible que la pérdida de la capacidad de
sintetizar biotina en eucariontes sea la causa de estas diferencias. Un estudio realizado
por Campeau y colaboradores, sugiere que la regién amino terminal de la HCS humana
contribuye a la biotinilacion a través de interacciones del extremo amino y carboxilo
terminal y en consecuencia afectan el reconocimiento del substrato aceptor. En este
estudio también se demostrd, que la regiéon minima de la HCS que retiene actividad
enzimatica esta localizada en los ultimos 349 aminoacidos, de los 726 de los cuales esta
conformada la proteina, (33). La conservacion de secuencias amino terminales entre la
HCS humana y la de levadura S. cerevisiae sugieren que esta region pueda tener una

funcién aun no identificada (59).

El reciclamiento de la biotina es mediado por la enzima biotinidasa.

En organismos eucariontes la enzima biotinidasa tiene un papel fundamental en el ciclo
de utilizacion de biotina al hidrolizar la unién entre la vitamina y el aminoéacido lisina al
que se encuentra unido en proteinas biotiniladas. La mayor parte de 151 biotina presente
- en la dieta humana se encuentra unida a proteinas y por lo tanto no esta disponible para
su utilizacién en el metabolismo. Varios investigadores han sugerido que la actividad de

biotinidasa en jugo pancreitico y en el plasma es probablemente la responsable de la
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liberacion de la biotina presente en la dieta (18, 60). Sin embargo, la biotina se
encuentra en cantidades traza en la mayoria de los alimentos y no es suficiente para
satisfacer los requerimientos de esta vitamina. Por esta razon, el reciclamiento de la
biotina enddgena durante el recambio de las carboxilasas es esencial para mantener la
homeostasis metabllica. Este proceso es catalizado por biotinidasa a partir de la
hidrélisis de péptidos biotinilados o del compuesto biocitina (e-N-biotinil--lisina) (61,
62).

En mamiferos, la actividad de biotinidasa es particularmente alta en rifién, glandulas
adrenales e higado, este ultimo se presume es la mayor fuente de biotinidasa. En el suero
e intestino de mamiferos existe una elevada actividad de biotinidasa y se ha sugerido que
esta se encuentra involucrada en la liberacion de biotina a partir de proteinas consumidas
en la dieta. En el cerebro la actividad de biotinidasa, aunque presente, es mucho menor

que en otros 6rganos (63).

El gen de la biotinidasa fue clonado a partir de una libreria de ¢cDNA de higado de
humano (62) y se encuentra localizado en el cromosoma 3p25. El cDNA de la biotinidasa
contiene dos posibles sitios de inicio de la transcripcidn y presenta un marco de lectura
abierta de 1629 pb a partir del primer codon ATG. Esta secuencia codifica para una

proteina monomérica de 543 amino &cidos con un peso molecular de 56.7 KDa (64).

3. Enfermedades del ciclo de utilizacion de biotina.
Deficiencia miltiple de carboxilasas.

El ciclo de utilizacién de biotina puede ser afectado como resultado de varias
enfermedades genéticas con consecuencias graves para el metabolismo. A finales de la
década de los sesenta y principios de los setenta aparecieron los primeros articulos

cientificos describiendo una nueva enfermedad (65, 66). Los pacientes afectados se
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caracterizaban por excretar en la orina niveles muy altos de varios acidos orgéanicos y
biotina.  Estos hallazgos indicaban un bloqueo en las rutas metabdlicas donde las
carboxilasas catalizan reacciones clave. Este descubrimiento le dio el nombre a la
enfermedad; deficiencia multiple de carboxilasas (DMC) (1). Cuando se descubrid que
los sintomas podian presentarse en la etapa neonatal o varios meses después del
nacimiento, la enfermedad fue dividida en forma neonatal o juvenil de la DMC. La
caracterizacion bioquimica de la DMC reveld afios mas tarde que los pacientes eran
afectados por dos enfermedades diferentes causadas por la deficiencia de HCS o

biotinidasa (1, 67, 68).

a. Deficiencia de Holocarboxilasa Sintetasa.

La forma neonatal de la deficiencia multiple de carboxilasas es un desorden autosémico
recesivo causado por la deficiencia en la actividad de la HCS y que tiene por
consecuencia la inactivacion de todas las carboxilasas dependientes de biotina. Las
manifestaciones clinicas de éste desorden se observan en un lapso que va desde las
primeras horas del nacimiento hasta los 21 meses de edad. Sin embargo, la mayoria de
los casos se presentan antes de los 3 meses (1). Las manifestaciones clinicas incluyen
dificultad para respirar, letargia, retraso en el desarrollo psicomotor, hipotonia,
convulsiones, dermatitis periorificial, alopecia y coma. Los pacientes afectados por
deficiencia de HCS se caracterizan bioquimicamente por presentar principalmente

cetoacidosis metabdlica, aciduria organica e hiperamonemia (1).

Esta enfermedad puede ser potencialmente mortal si no es diagnosticada y tratada a
tiempo. Con la excepcion de un solo caso, todos los pacientes con deficiencia en la HCS
responden al menos en algin grado a dosis farmacoldgicas de biotina y en la mayoria de
~ los casos la dosis de 10 mg de biotina /dia, ha sido suficiente para normalizar la excrecion
urinaria de acidos orginicos y favorecer el desarrollo normal del paciente (1, 69) Por
afios se especuld que la respuesta de los pacientes al tratamiento con la yitamina se debia
a que las mutaciones en el gen de la HCS afectaban el sitio de unién a biotina creando
una proteina mutante con una afinidad menor por la vitamina. Sin embargo, esto no fue

demostrado hasta la publicacién de la secuencia del gen de la HCS y la identificacion de
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las mutaciones presentes en pacientes con DMC (Fig. 12). Estos trabajos demostraron
que la mayor parte de las rﬂutaciones se encuentran localizadas en la region carboxilo
terminal que codifica al dominio de 130 amino 4cidos, catalogado como dominio de
unién a biotina, €l cual se encuentra conservado en la HCS y en la proteina BirA:
Thrd621le (70) R508W, GS518E, V550M, DS57IN, G3581S, delT610 delTI876, del
C2279 y del (1740-1807) (59). Recientemente, otras seis mutaciones han sido localizadas
fuera del dominio de unién a biotina de la HCS: R183P, L216R, L237P, V333E, V363D,
T4621 y 1067delG, (33, 34, 56, 71). Otras tres mutaciones han sido localizadas en la
region amino terminal de la HCS (Leu 166-Arg 290), que ahora se sabe participa en la

transferencia de biotina y la interaccion con las apocarboxilasas (33).

Las mutaciones puntuales localizadas en la HCS, han sido también clasificadas con base
a la actividad residual de HCS y se han dividido en dos grupos. Como ejemplo, en el
primero se encuentran las mutaciones que generan una actividad de HCS entre el 1-14%:
delT610, V333E, T4621 y G581S. En el segundo grupo se encuentran las mutaciones
que reducen la actividad de HCS por debajo del 0.1% de la actividad en individuos
normales: delC2279, DS7IN y delT1876 (70). El grado de respuesta a dosis
farmacolodgicas de biotina ha sido utilizado también para clasificar las mutaciones en el
gen de la HCS. En un estudio realizado por el grupo de Gravel, se analiz6 la respuesta a
biotina expresando HCS humana con las diferentes mutaciones reportadas en una cepa
de E. coli deficiente de biotina. La capacidad de estas formas mutantes de HCS para
reestablecer el crecimiento bacteriano permitié agrupar e identificar el efecto de cada una
de las mutaciones conforme a su capacidad de respuesta a biotina. Las mutaciones se
enlistan a continuacion siguiendo un orden descendente con respecto a su capacidad para
complementar el fenotipo bacteriano: RS08W >GS518E >V550M >D5S7IN=V363D
>L216R (34).

b. Deficiencia de biotinidasé.
La deficiencia de biotinidasa fue descubierta en 1983 por Wolf et al. como un defecto

primario en pacientes que presentaban la forma juvenil de la DMC (68, 72). Hasta el afio
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2001, habian sido diagnostic‘ados alrededor de 120 casos con esta enfermedad (1). La
deficiencia de biotinidasa severa, se caracteriza por la disminucién en la actividad de
esta enzima al 10% con respecto al promedio de la actividad normal en plasma (73). Los
pacientes que presentan este desorden autosémico recesivo no son capaces de liberar
biotina a partir de los compuestos biocitina y péptidos biotinilados, por lo cual hay una
incapacidad de reciclar biotina 6 de usar biotina unida proveniente de la dieta, como
resultado se genera una deficiencia en la actividad de todas las carboxilasas dependientes
de biotina. A diferencia de la deficiencia de HCS, las principales manifestaciones de la
deficiencia de biotinidasa incluyen alteraciones neurolégicas, hipotonia muscular,
ataques, ataxia, problemas respiratorios, alopecia, atrofia oOptica, dermatitis, sordera,
retraso en el desarrollo y en algunos casos la muerte. Se ha observado también
conjuntivitis e infecciones causadas por hongos, probablemente como consecuencia de
anormalidades en el desarrollo del sistema inmunoldgico. Al igual que los pacientes con
deficiencia de HCS, las manifestaciones clinicas y bioquimicas, con excepcién de la
sordera, alteraciones neuroldgicas y retraso en el desarrollo, son revertidas exitosamente

con la administracion de dosis farmacologicas de biotina (1).

El incremento de la excrecién urinaria de biotina y del compuesto biocitina, ademas de la
presencia de acidosis metabdlica y aciduria orginica son factores claves para el
diagnéstico de esta enfermedad, sin embargo, las dos ultimas manifestaciones clinicas, en
algunos casos, se observan después de un tiempo considerable de haberse presentado el
cuadro clinico (74). Se han localizado alrededor de 61 mutaciones en tres de los cuatro
exones que codifican el gene de la biotinidasa (75). Las mutaciones 98-104del7ins3 y
RS538C, se encuentran presentes en el 52% de 31 de los 60 alelos encontrados en
pacientes sintomaticos. Las mutaciones A755G, Q456H y la doble mutacién S11(hA,
1330G>C se encuentra también en 52% de los alelos detectados en muestras de pacientes
en E.U.A. Otras mutaciones han sido encontradas en nifios con deficiencia profunda de
biotinidasa en Arabia Saudita, Turquia y Japon. La deficiencia parcial-de biotinidasa (10
al 30% de actividad de biotinidasa comparada con control normal en suero) es causada
predominantemente por la mutacién 1330G>C. A pesar de que las mutaciones que

truncan el gene de la biotinidasa han sido encontradas prevalentemente en nifios con
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Fig.12 Mutaciones identificadas en el gen de la Holocarboxilasa sintetasa humana en
pacientes con deficiencia multiple de carboxilasas.
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deficiencia profunda de biotinidasa, no hay todavia una correlacion clara

genotipo:fenotipo (75, 76).

¢. Enfermedad de ganglio basal.

En 1998 el grupo de Dabbagh y cols, reportd los primeros 10 casos de una enfermedad
hasta entonces desconocida. Los individuos afectados presentaban entre los 3 y 14 afios
de edad, manifestaciones clinicas como encefalopatia progresiva, confusion, disartria,
disfagia paralisis facial, oftalmoplejia externa, vOmito, cuadriparesis, cuadriplegia,
convulsiones, pérdida del habla y demencia. En algunos pacientes esta enfermedad llegé
a ser mortal, al no ser identificada y tratada a tiempo con dosis farmacolégicas de biotina.
Estudios de resonancia magnética nuclear revelaron que en el cerebro de los pacientes
afectados existe una destruccién progresiva de las cabezas del caudato central y una
pérdida parcial del putamen por lo que a este padecimiento se le denominé enfermedad

de ganglio basal (EGB) (77).

La existencia de familias en las que més de un miembro esta afectado por la EGB indica
que este desorden tiene un componente genético. La caracteristica més notable de esta
enfermedad es que el avance de los sintomas puede detenerse suministrando a los
pacientes cantidades farmacoldgicas de biotina (5-10mg/Kg./dia) como en pacientes con
DMC. Sin embargo, la caracterizacion bioquimica y molecular de individuos afectados
ha demostrado que la EGB no es causada por deficiencia de la actividad de HCS o
biotinidasa. Aun mas interesante es el hecho de que la actividad de carboxilasas
dependientes de biotina es normal en leucocitos e higado lo que sugiere que los pacientes
no padecen de deficiencia de biotina. Debido a estas observaciones, se ha sugerido que la
etiologia del padecimiento puede estar relacionado con un defecto en el transporte de
biotina a través de la barrera hematoencefalica, sin embargo, se necesitan estudios mas

especializados para determinar la causa real de esta enfermedad (77).
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d. Efectos teratogénicos causados por la deficiencia de biotina.

Recientemente Mock y colaboradores han estudiado el efecto de la deficiencia e biotina
en el desarrollo embrionario en animales de laboratorio. En el pollo, la deficiencia de
biotina resulta en una elevada mortalidad embriénica, cronodistrofia, perosis, micromelia
y sindactilia (78). En algunas lineas de ratén, la deficiencia de biotina durante el
desarrollo embrionario causa un incremento substancial en malformaciones (79). En un
estudio publicado por Watanabe et.al., se reporta que el 94% de los ratones gestados en
condiciones de deficiencia de biotina, presentaron malformaciones genéticas entre las
que se incluyen labio paladar hendido (94%), micrognatia (85%) y micromelia (41%). Se
ha sugerido que la diferencia en susceptibilidad a desarrollar malformaciones congénitas
entre especies de roedores puede estar relacionada a diferencias en el transporte de
biotina de la madre al feto. El resultado mas notable de estos estudios es la demostracion
que el numero de malformaciones congénitas se eleva, atn cuando la deficiencia de
biotina es marginal. En estos animales la actividad de carboxilasas esta dentro de valores
normales lo que descarta que el efecto teratogénico pueda deberse a la acumulacién de
intermediarios de las vias de las carboxilasas(78, 80-82). Como se describira en detalle
en el capitulo IT1, estos resultados podrian estar relacionados a la actividad transcripcional

de la biotina.

Los descubrimientos de Mock son particularmente importantes ya que se ha demostrado
por estudios realizados en Estados Unidos, que las mujeres desarrollan ciertos niveles de
deficiencia de biotina durante el embarazo (83). En México, donde los niveles de
desnutricién son alarmantes es posible que la deficiencia de biotina durante el embarazo
sea mucho mas comun que en las poblaciones estudiadas por Mock. Algunas de las
malformaciones congénitas observadas en animales de laboratorio, como labio y paladar
hendido, son muy comunes en el hombre, y es importante considerar la posibilidad de

que la deficiencia de biotina podria ser la causa en algunas ocasiones.
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4. Mas alla del papel enzimatico de la biotina.

En los ultimos treinta afios, los resultados de diversos grupos de investigacién han puesto
en duda que la biotina participa en diferentes procesos celulares Gnicamente como
cofactor de carboxilasas. Estas observaciones incluyen la expresién dependiente de
biotina de varias enzimas hepéticas, el efecto de la vitamina sobre la sintesis de ADN y
ARN vy la presencia de biotina en el niicleo celular y biotinilacién de histonas (84-90).
Estos resultados no pueden ser explicados con base a la funcién “clasica” de la biotina en
el metabolismo intermediario por lo que se ha sugerido que la vitamina participa en otros

procesos celulares (Tabla 1).
a. Efecto de la biotina sobre la expresion genética.

Glucocinasa hepatica. En un estudio inicial realizado en ratas alimentadas con una
dieta libre de biotina se demostré que la deficiencia de biotina genera una disminucién
en la actividad de la enzima glucocinasa hepatica (GK), este efecto era revertido en
presencia de biotina en la dieta, generando un incremento de 3 a 4 veces con respecto a su
control (91). Resultados similares fueron obtenidos en higados de ratas alimentadas con
una dieta libre de biotina, en estos experimentos, los niveles de ARNm del gene de la GK
aumentaron 19 veces en un lapso de tiempo de una hora con respecto a su control (niveles
obtenidos en condiciones de deficiencia de biotina), cuando las ratas deficientes eran
estimuladas intraperitonealmente con biotira, pasado este tiempo, el efecto sobre los
niveles de ARNm disminuyd y a las 4 horas el efecto fue dificilmente detectable. En este
modelo, también la actividad transcripcional del gene de GK fue evaluado por medio de
un ensayo de run-on, en donde se observo un incremento de 6.7 veces en la expresion del

gene después de la administracion de biotina (94).
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Gienes afectados por bioting

E:fecto mediado por

Via metabdlica involucrada

biotina

Glucocinasa hepatica (91) Transcripcional 1 Glicdlisis

Fosfofructocinasa (92) Postranscripcional?? 1 | Glicdlisis

Piruvato kinasa (92) Postranscripcional?? § [ Glicolisis

Ormitina Transcarbamilasa (93) Transcripcional 1 | Ciclo de la urea

Guanilato ciclasa soluble y GMPc (88) | Postranscripcional 1 | Maltiples vias

Fosfoenol piruvato carboxikinasa (94) Transcripcional | | Gluconeogénesis

Receptor de asiologlicoproteinas (95) Postranscripcional 1 | Endocitosis de glicoproteinas
Holocarboxilasa sintetasa (57, 96) Transcripcional 1 | Ciclo de utilizacidn de biotina
Aceti-CoA carboxilasa 1 (57) Transcripcional 1 Ciclo de utilizacidn de biotina
Propionil- CoA carboxilasa (57) Transcripcional 1 Ciclo de utilizacién de biotina
Metilcrotonil-CoA carboxilasa (97) Transcripcional 1 Ciclo de utilizacidn de biotina

IL-1B (97) Transcripcional 1 | Respuesta inmune

Interferon-y (97) Transcripcional 1 | Respuesta inmune

IL-2 (97) Transcripcional 1 | Respuesta inmune

IL-4 (97) Transcripcional 1 Respuesta inmune

N-ras (98) Transcripcional 1 Transduccion de sefiales y expresion
N-myc (98) Transcripcional t | Transduccidn de sefiales y expresion
raf (98) Transcripcional 1 Transduccion de sefiales y expresion
C-myb (98) Transcripcional 1 | Transduccidn de sefiales y expresion

Tabla 1. Durante los tltimos 30 afios, se ha demostrado la participacion de la biotina en la
regulacién de la expresion de varios genes o en la actividad enzimética de sus productos.




Spence y Koudelka, demostraron que a una concentracién de 10° M de biotina, la
activacion de GK era precedi&a por un aumento en los niveles intracelulares de GMP¢ en
hepatocitos de rata (86, 99), 1984). Se ha demostrado también la actividad de GK en
islotes pancreaticos en cultivo, en donde, los niveles d¢ ARNm aumentaron en un 40 a
80% en presencia de 10° M de biotina. Se ha observado también un incremento en la
secrecion de insulina en presencia de biotina, los autores de este trabajo sugieren que la
influencia de GK sobre la secrecion de insulina en células beta pancreéticas parece ser

incrementada por biotina a través del efecto transcripcional sobre GK (100) (Tabla 1).

Fosfofructocinasa y Piruvato kinasa. Durante ¢l estudio del efecto de biotina sobre la
glucocinasa, otras enzimas glicoliticas fueron igualmente estudiadas. Ensayos realizados
en higado de ratas normales y diabéticas, demostraron que la administracion
intraperitoneal de biotina a ratas diabéticas, restauraba a niveles normales (ratas control),
la actividad de las enzimas fosfofructokinasa y piruvato kinasa (92). A pesar de la
importancia de estos hallazgos, no hay més datos en la literatura acerca del papel biotina

en la regulacion de estas enzimas (Tabla 1).

Ornitina transcarbamilasa. Otra enzima hepética, pero no relacionada con el
metabolismo de la glucosa es la ornitina transcarbamilasa (OTC), esta enzima juega un
papel esencial en el metabolismo de arginina y en el ciclo de la urea. Maeda y
colaboradores, utilizaron como modelo para su estudio, ratas Wistar alimentadas
alrededor de 6 semanas con una dieta deficiente de biotina y rica en avidina, después de
este tiempo, las ratas presentaron signos clsicos de la deficiencia de biotina como
dermatitis y alopecia. La concentracién de biotina en suero y la actividad de la
carboxilasa ACC también fueron significativamente disminuidas en comparacién con los
valores obtenidos en ratas que recibieron una dosis intraperitoneal de biotina por dia. Sin
embargo, la concentracién de amonio, ornitina y glutamina en plasma fueron mayor en
ratas deficientes de biotina comparado con su control. No se detecté diferencia
significativa en otros intermediarios del ciclo de la urea, pero si una disminucién del 30%
en la actividad de la OTC. Los niveles de ARNm de la OTC en higado de ratas

deficientes de biotina disminuyeron en un 40% con respecto a los niveles obtenidos a
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partir de higados de rata control. Estos autores sugieren que la disminucién de los niveles
de ARNm y de la actividad de OTC estan implicados en la manifestacion clinica

hiperamonemia presente en el cuadro clinico de individuos con deficiencia de biotina
(93) (Tabla 1), |

Guanilato ciclasa soluble y GMPe. En 1982, Vesely demostré que la biotina
incrementaba la actividad de GMPc aproximadamente dos veces en higado, colon,
cerebelo, rifién y corazén de rata. En este mismo trabajo, Vesely demostré que el
incremento en los niveles de GMPc es producto del aumento en la actividad de la
guanilato ciclasa soluble (GCs), la cual increment6 de dos a tres veces en presencia de
biotina en los érganos anteriormente citados. El efecto de biotina sobre la actividad de la
GCs fue observado a concentraciones minimas de biotina (0.1uM), mientras que los
niveles mas altos de actividad se observaron a una concentracion de 1 uM (88). Estos
datos fueron corroborados por el grupo de Spence y Koudelka en hepatocitos de rata,
quicnes observaron un aumento en la cantidad de GMPc al estimular a las células con
biotina 1uM (99). Los estudios realizados para identificar el efecto de biotina en la
expresion de ciertos genes como glucocinasa, hicieron suponer que biotina y GMPc
actiian mediante un mismo mecanismo sobre la expresion génica Estos resultados fueron
corroborados por Bowers-Komro y De la Vega, al demostrar que el efecto de la biotina
sobre glucocinasa hepética y el receptor de asialoglicoproteinas, es similar al estimular
con GMPc (86, 101) (Tabla 1).

Fosfoenolpiruvato carboxikinasa. Aunque los resultados descritos anteriormente
parecen indicar que la biotina funciona como activador de la transcripcion de varios
genes, hay evidencia que indica que esta vitamina también puede actuar como represor de
la transcripcién genética en c¢€lulas eucariontes. La enzima fosfoenolpiruvato
carboxikinasa (PEPCK) localizada en higado y rifién participa en reacciones clave de la
gluconeogénesis. Un estudio inicial realizado en ratas mantenidas en condiciones de
deficiencia de biotina, demostré un incremento de 6.2 veces sobre los niveles de ARNm
de la enzima hepética en comparacion con las ratas alimentadas normalmente. En ratas

Wistar diabéticas, el tratamiento con biotina parece tener un efecto inhibitorio de casi
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85% en la transcripcion del gen de la enzima hepatica PEPCK a las 3 horas de haberse
administrado biotina. Estudios paralelos han demostrado que la administracién de
insulina a ratas diabéticas disminuye el ARNm de PEPCK a un 10% (102). Es
importante hacer notar que la biotina aparentemente tiene el mismo efecto que la insulina
sobre la sintesis de ARNm de los genes de la GK y de la PEPCK aunque no hay bases
para afirmar que ésta vitamina pudiera estar involucrada directamente en la regulacion de

gluconeogénesis (102) (Tabla 1).

Receptor de asialoglicoproteinas. En afios recientes se ha demostrado que la biotina
puede intervenir en la traduccién del ARNm de ciertos genes. En 1988, Collins y col.
demostraron que para que el receptor de asialoglicoproteinas (RAGP) se expresara de
manera eficiente en células hepaticas HepG2 era necesario estimular a estas células con
biotina a una concentracién de 1x10M (95). En este estudio, los niveles de ARNm del
RAGP no fueron afectados por la presencia de la vitamina pero si los niveles de proteina
expresada (95, 101). También se ha reportado que la unién de insulina marcada con I'> a
su receptor, disminuye alrededor de un 75% en la linea celular HepG2 vy en la linea HuH-
7 en condiciones de deficiencia de biotina, sin embargo, cuando estas células son
estimuladas con biotina, la expresion del receptor de insulina es restaurada. Al igual que
lo observado con el RAGP, no hubo diferencia en la abundancia del ARNm del receptor
de insulina. Este resultado sugiri6 que biotina estaba implicada en la regulacién
postranscripcional del receptor de insulina (95, 103). El grupo de Stockert y cols,
demostraron que ademds de biotina, el segundo mensajero GMPc participa en la
regulacion traduccional del RAGP, por medio de una cascada de transduccién de sefiales
en la que participan la proteina cinasa dependiente de GMPc y la proteina «-COP
hiperfosforilada, esta ultima, se une a la regioén 5°del ARNm del RAGP estimulando su
traduccion en células de cultivo (101) (Tabla 1).

Interleucinas y oncogenes. El grupo de Zempleni y colaboradores han estudiado la
participacién de biotina en la expresién de citocinas en el sistema inmune por medio de
microarreglos y ensayos de ri-PCR. Los genes de IL-1p e interferon-y incrementan en

respuesta a la suplementacion de biotina 5.6 y 4.3 veces respectivamente en células
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mononucleares de sangre periférica obtenidas de individuos sanos después de la
suplementacion con biotina por 21 dias. Sin embargo, la expresion de IL-4 bajo esta
mismas condiciones, fue 6.8 veces mayor previo a la suplementacién con biotina (97). En
el caso de IL-2, la secrecidn extracelular de esta citosina fue cuantificada en células
Jurkat (células T humanas) cultivadas en condiciones de deficiencia, fisiologicas y
farmacoldgicas de biotina y se observd que la secrecion aparente de IL-2 incrementa en
respuesta a la deficiencia de biotina, a pesar de que los niveles de ARNm de esta
interleucina respondieron en proporcion a la cantidad de biotina en el medio. Estos
resultados sugirieron a los autores, que el incremento aparente en la secrecion de IL-2 en
condiciones de deficiencia de biotina, no fue causado por un incremento en la
transcripcion del gene de IL-2, si no que, el efecto de biotina en la secrecion aparente de
IL-2 pudo haber sido resultado de la regulacion del proceso de endocitosis mediado por
su receptor. Este dato fue confirmado por el mismo grupo al determinar los niveles de
ARNm y proteina del receptor y de IL-2, en ambos casos, se observé una disminucién en
los niveles en condiciones de deficiencia de biotina y una recuperacion cuando los
niveles de biotina se encontraban elevados, sugiriendo asi, una regulacion dependiente de

biotina a nivel transcripcional del receptor de IL-2 (104) (Tabla 1).

Existe también evidencia de oncogenes regulados por biotina en células cancerosas de
pulmoén tal como ¢-myb, N-ras, raf y N-Myc, siendo este ultimo el que presenta mayor
dependencia a biotina, sin embargo, la implicacién directa de este efecto aun se
desconoce (98) (Tabla 1).

Carboxilasas dependientes de biotina y holocarboxilasa sintetasa. Recientemente se
demostr6 que la biotina también participa en la regulacién de enzimas implicadas en el
ciclo de biotina. Rodriguez-Meléndez y colaboradores, demostraron en un modelo de
ratas Wistar alimentadas con una dieta deficiente de biotina por 8 semanas, que la
actividad y masa proteica de las enzimas PCC y PC disminuian congiderablemente en
higado, rifién y musculo, siendo cerebro, el 6rgano menos afectado por las condiciones de
deficiencia de biotina (105). A pesar de la disminucién en la actividad de estas enzimas,

los niveles de ARNm de PCC y PC no se vieron afectados. Estos resultados sugirieron a
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los autores una posible regulacién a nivel postranscripcional. Sin embargo, a diferencia
de los resultados obtenidos en las carboxilasas dependientes de biotina, los mismos
autores reportaron que la deficiencia de biotina ocasionaba una reduccién en el ARNm
de la enzima HCS en los cuatro 6rganos anteriormente citados, siendo esta reduccion mas
marcada en higado y rifibn. En ratas a las que se les administrd biotina
intraperitonealmente, los niveles de ARNm fueron similares a los obtenidos en ratas
control 24 horas después de la administracién de biotina, sugiriendo una regulacién del
ARNm de HCS a nivel transcripcional (105). El efecto de biotina sobre la expresion de la
carboxilasa MCC, también ha sido estudiado, Wiedmann y col. utilizaron como modelo
células mononucleares de sangre periférica aisladas de adultos sanos antes y después de
la suplementacion con 8.8umol de biotina por 21 dias. Por medio de la técnica de
microarreglos y confirmado por rt-PCR, los niveles de ARNm de MCC fueron 8.9 veces
mayor en células post-suplementadas con respecto a células presuplementadas (97)
(Tabla 1).

b. Efecto de la biotina sobre la sintesis de ADN, ARN y proliferacion

celular.

Ademas del efecto de biotina en la expresion genética de ciertas enzimas, el grupo de
Dakshinamurti y cols, demostraron que células HeLa%diciones de deficiencia de
biotina, presentan una reduccién en la sintesis de proteind? sintesis de DNA y
proliferacion. La adicion de biotina a estas células resulté en la restauraciéon de los
niveles normales de proteinas, DNA y crecimiento celular. Estos datos sugirieron a los
autores que en condiciones de deficiencia de biotina, puede haber un arresto en la fase G-
1 del ciclo celular y que este bloqueo es removido después de la adicién de biotina al
medio (106). Este mismo grupo, reporté en 1988, en células HeLa y fibroblastos
humanos, una reduccién en la actividad de ARN polimerasa II, la ‘actividad de esta
enzima se vio restaurada en un 60-70%, 6 horas después de adicionar 1x10° M de

biotina al medio de cultivo (85). Otro grupo de trabajo ha demostrado que en células

mononucleares de sangre periférica (PBMC) en proliferacion, hay un incremento de tres




veces en la acumulacién de biotina en la fase G1, S, G2 y M del ciclo celular, con
respecto  a células quiescentes, estos datos sugirieron que estados de proliferacion

incrementa la demanda de biotina en la célula (107) .

¢. Modificacion de histonas como un proceso dependiente de biotina.

La enzima biotinidasa implicada en la biotinilacion de histonas.

En 1976 Petrelli y colaboradores demostraron por medio de ensayos electroforéticos a
partir de fraccionamiento de histonas obtenidas de higado de ratas alimentadas con una
dieta deficiente de biotina comparadas con ratas control, que las histonas muestran una
menor afinidad por la molécula de ADN en condiciones de deficiencia de biotina. Las
histonas son proteinas que median el plegamiento del ADN en cromatina y son
importantes en la regulacion de la transcripcién y replicacion del ADN. Se han
identificado 5 clases de histonas: H1, H2a, H2b, H3 y H4. Estas proteinas son
modificadas postranscripcionalmente por acetilacién, metilacidn, fosforilacion y ADP-
ribosilacidn. Estas modificaciones afectan los procesos de transcripcidn, replicacion, y
reparacion del ADN. El grupo de Petrelli y colaboradores también demostraron que la
deficiencia de biotina genera una disminucién en la fosforilacién de todas las histonas,
principalmente en la Histona H1. La metilacion de las histonas también fue afectada en
condiciones de deficiencia de biotina, mientras que un aumento en la acetilacion de

histonas fue observado principalmente en histonas H3, H2A vy H4 (84).

Recientemente, Hymes, Wolf y colaboradores, demostraron que la biotinidasa puede
transferir biotina a las histonas in vitro utilizando como sustrato biocitina y en
condiciones de pH fisiologico. Para demostrar este hecho, Hymes y colaboradores,
incubaron a la histona H2A extraida del timo de ternera en presencia o ausencia de
biocitina obtenida de suero normal y de un paciente coﬁ deficiencia severa de
biotinidasa. Utilizando ensayos de western blot, se detectd la biotinilacidén de la histona

H2A s6lo cuando fue incubada en presencia de suero normal (73, 108). Un dato
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interesante es que el 25% de la actividad de biotinidasa se encuentra localizada en la
fraccion nuclear (109). El proceso de biotinilacién de histonas abre la posibilidad de que

.j,cv biotina pueda tener algin papel en la transcripcién y replicacién del ADN por analogia
con otras modificaciones postranscripcionales. La biotinilacién de histonas también ha
sido detectada en ensayos in vitro, Zempleﬁi y colaboradores demostraron por medio de
ensayos de western-blot en presencia de estreptavidina-peroxidasa, que un analogo de
biotina (sulfosuccinimidobiotina), biotinila las cinco clases de histonas, siendo el grado
de biotinilacién 200 veces mayor en las histonas H1, H2a y H2b que en las histonas H3 y
H4 (110).

En otro estudio realizado, Stanley y colaboradores demostraron en un ensayo de
biotinilacion in vitro, a partir de histonas aisladas de células PBMC humanas, que la
proliferacién de PBMC responde a un incremento en la biotinilacion de histonas y que
este incremento es generalizado para todas las histonas. Con respecto al ciclo celular, el
proceso de biotinilacién de histonas fue incrementado en la fase temprana de Gl vy
continu6 durante las fases S, G2 y M, en comparacién con células quiescentes. Estos
resultados generaron controversia a los autores, quienes suponian que la biotinilacion de
histonas estaba invelucrado en procesos especificos que ocurren en diferentes fases del
ciclo celular, por ejemplo, la activacién de ADN durante la fase G1 y reparacion de ADN
durante la fase G2. En este ensayo también se demostré que todas las histonas son

biotiniladas en el mismo grado durante las diferentes fases del ciclo celular (111).

La enzima holocarboxilasa sintetasa en el nicleo.

Recientemente Gravel y colaboradores demostraron por medio de estudios de
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos dirigidos contra secuencias peptidicas amino
y carboxilo terminal de HCS humana, que la mayor parte de la enzima HCS se encuentra
en el nucleo celularr La enzima HCS se encuentra asociada a estructuras
macromoleculares qﬁe se agregan cerca de la Icromatina y muy probablemente a la

proteina lamina B. La participacién de la HCS en estas estructuras nucleares cambia de
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acuerdo al estadio del ciclo celular lo que llevo a los autores a sugerir la participacién de
HCS en la dindmica de ensamble y desensamble de la cromatina. Se ha encontrado
también en ensayos in vitro, que HCS nuclear participa directamente en la biotinilacion
de las cinco clases de histonas (H1, H2A, H2B, H3 y H4), estos datos fueron confirmados
por estudios realizados en fibroblastos de pacientes con deficiencia en la actividad de

HCS, en los cuales se observd una reduccién dramatica en la biotinilacién de histonas

(112).

Por anilisis de secuencia de histonas, se ha reportado que las histonas no presentan la
secuencia consenso de union a biotina presente en las carboxilasas dependientes de
biotina (AMKM), sin embargo, contienen residuos de Lys en forma abundante, que es el
aminodcido especifico al cual s¢ une la biotina, por lo que se especula que puede haber
secuencias de unién a biotina diferentes a la secuencia consenso reportada para
biotinilacién de carboxilasas (112). Otro hallazgo importante, es la aparente unién
covalente de biotina a HCS. Por medio de ensayos electroforéticos, se observd que
biotina unida o no unida a HCS genera un impacto conformacional con un cambio
aparente en la masa molecular de 68 contra 66 kDa respectivamente. Una posible
explicacion de la “auto-biotinilacion” de HCS es que la union covalente de biotina pueda
servir como un intermediario de la transferencia de biotina, un mecanismo distinto al
observado en carboxilasas. Narang y colaboradores, sugieren que el papel clasico de HCS
hasta ahora conocido como catalizador en la activacién de carboxilasas, debe ser re-
evaluado ahora con una posible funcion adicional en la expresion génica y regulacion de

la transeripcion (112).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los datos acumulados durante los ultimos 30 afios indican que la vitamina biotina
participa en varios procesos celulares ademas de su papel como cofactor de carboxilasas.

Sin embargo, estos procesos y los mecanismos moleculares involucrados se desconocen.

La identificacién de estos mecanismos de accién de la biotina, es una prioridad en el
campo de la nutricién humana, que permitird comprender la importancia de esta vitamina
en el metabolismo y el desarrollo humano, asi como explicar la etiologia de las

enfermedades en las cuales la biotina o su utilizacién se encuentran involucradas.

OBJETIVOS.

En este trabajo se propone identificar el mecanismo por ¢l cual la biotina actia como un
" activador transcripcional de enzimas implicadas en el ciclo de utilizacion de biotina y

determinar el papel fisiologico de este tipo de regulacion transcripcional.
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CAPITULO II

La regulacidon transcripcional

dependiente de biotina vy la

holocarboxilasa sintetasa.




PREFACIO AL CAPITULO II

Como se describié en el capitulo.anterior, diversas investigaciones han puesto de
manifiesto que la biotina esta involucrada en procesos celulares diferentes a su papel
clasico como cofactor de carboxilasas. El efecto de la biotina sobre la expresion genética
fue demostrado en varias especies y modelos experimentales que incluyen células en
cultivo y animales de laboratorio. Sin embargo, el mecanismo por el cual esta vitamina

hidrosoluble modifica la expresion de proteinas hepaticas era desconocido.

Uno de los objetivos de la linea de investigacion del laboratorio del Dr. Leén Del Rio era
identificar el mecanismo por el cual la biotina actia como un activador transcripcional y

caracterizar el papel fisioldgico de este tipo de regulacion de la expresion genética.

En el siguiente capitulo se describe la participacién de biotina en la activacién de una
cascada de transduccién de sefiales en la que participan la enzima holocarboxilasa
sintetasa (HCS), el compuesto intermediario de biotinilacion adenilato de biotina (B-
AMP), la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs), el segundo mensajero GMPc y la
proteina cinasa dependiente de GMPc (GMPc). La activacién de esta via tiene por
resultado la regulacién de los niveles de ARNm enzimas que participan en el ciclo de

utilizacion de biotina como HCS, ACC-1 y PCC.

Los datos presentados en este capitulo forman parte de la investigacién del Dr. Sergio
Solérzano Vargas, estudiante del Dr. Ledn Del Rio y en la que yo participé activamente
al comenzar mi entrenamiento doctoral en el laboratorio. El Dr. Solérzano amablemente
me ha permitido presentar estos resultados ya que son la base de mi trabajo doctoral

como sera descrito en el capitulo III.

~

Los resultados de este capitulo fueron publicados como un articulo de investigacién
original del cual soy coautor en la revista Proceedings of the National Academy of

Sciences bajo el titulo: Holocarboxylase synthetase is an obligate participant in
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biotin-mediated regulation of its own expresion and of biotin-dependent
carboxylases mRNA levels in human cells. Solérzano-Vargas S., Pacheco-Alvarez,

D., Leén Del Rio A. (2002), Proc. Natl Acad Sci, USA, 99(8):5325-5330.
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INTRODUCCION.

La biotina es una vitamina hidrosoluble presente en todos los organismos y cuya funcién
es la de actuar como cofactor de enzimas conocidas como carboxilasas dependientes de
biotina (1). La unidén covalente de biotina a estas proteinas es catalizada por ligasas de
biotina. En procariontes esta ligasa es conocida como proteina BirA (2, 3) y en
eucariontes como helocarboxilasa sintetasa (HCS) (1). Las enzimas BirA y HCS, llevan a
cabo la biotinilacién de carboxilasas en una reaccién de dos pasos, dependientes de ATP.
El primer paso, involucra la sintesis del intermediario biotinoil-5'-AMP (B-AMP) (4, 5).
En la segunda fase de la reaccion, el B-AMP, es utilizado para transferir a la biotina a un
amino 4acido lisina especifico localizado en una region altamente conservada en las

apocarboxilasas (6-10).

La mayor parte de lo que sabemos acerca de la biotina y del papel de HCS en el
metabolismo humano, proviene de estudios realizados en pacientes con deficiencia en la
actividad de HCS. Esta enfermedad se conoce como la forma neonatal de la deficiencia
multiple de carboxilasas (DMC) y se caracteriza por cetoacidosis y acidemia orgénica
(11). Estos pacientes presentan una reduccion en la actividad de todas las carboxilasas
dependientes de biotina: propionil-CoA carboxilasa (PCC), piruvato carboxilasa (PC),
meticrotonil-CoA carboxilasa (MCC) y acetil-CoA carboxilasa (ACC) (12-14). En estos
pacientes, la interrupcién de gluconeogénesis, metabolismo de 4cidos grasos y
catabolismo de aminoacidos es potencialmente letal pero sus manifestaciones pueden ser
revertidas con dosis farmacologicas de biotina. La actividad de la enzima HCS de la
mayoria de los individuos afectados presenta una baja afinidad por biotina, siendo la Km
de la enzima mutante 3-70 veces mayor que el valor de la enzima normal (15, 16). Las
mutaciones encontradas en la mayoria de los pacientes se localizan en el dominio de
unién a biotina de la HCS (16, 17). E! resultado es una fuerte reduccion en la habilidad de
las células para producir B-AMP (18). ~

Una diferencia remarcable entre las ligasas de biotina bacteriana y de eucariontes es la

habilidad de la proteina BirA para utilizar a la biotina como un correpresor
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transcripcional de los cinco genes que constituyen al operdn de biotina (19). Cuando un
cultivo bacteriano crece en un medio rico de biotina, el B-AMP se acumula en la célula y
permanece unido a BirA. El complejo Bir-A—~AMP, reconoce una secuencia de ADN
especifica en el promotor del operén de biotina a través del dominio H-L-H localizado a
la mitad del extremo N-terminal de la proteina y reprime la transcripcién de los genes

involucrados en la sintesis de biotina (20).

En afios recientes, se ha sugerido que la biotina también participa en otros procesos
celulares en organismos eucariontes como la regulacién transcripcional y traduccional de
la expresion genética o de la actividad de algunas enzimas hepéaticas. En estos estudios, la
bictina parece aumentar la actividad enzimatica de glucocinasa y la transcripcion de su
gen en ensayos in vitro utilizando células B de pancreas y hepatocitos de rata (21-23). De
manera similar, los niveles de ARNm de la enzima 6-fosfofructocinasa son
incrementados después de la administracién de la vitamina a ratas deficientes de biotina
(24, 25). En cultivos de hepatocitos humanos, la biotina parece ser requerida para
promover la traduccion del ARNm del receptor de asiologlicoproteinas (RASG) (26).
Recientemente se demostré que la deficiencia de biotina en ratas reduce la cantidad y
actividad enzimatica de las carboxilasas PCC y PC, al igual que los niveles de ARNm de

la HCS, la enzima responsable de la biotinilacién de estas proteinas (27).

Con base en la homologia funcional y estructural de las proteinas HCS y BirA (7, 10, 28),
en este estudio hemos investigado la posibilidad de que HCS pueda tener un papel
determinante sobre los niveles de ARNm de diferentes genes en células eucariotas en
respuesta a biotina. En este trabajo demostramos que células humanas requieren de la
actividad de HCS para incrementar los niveles de ARNm de HCS, ACC-1 y la subunidad
a de PCC (PCCA) en respuesta a la presencia de biotina. Los resultados sugieren que el
mecanismo responsable del efecto de biotina sobre los niveles de ARNm requiere la
activacion de la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs) y de la proteina cinasa

dependiente de GMPc (PKG).




MATERIAL Y METODOS.

Materiales. Biotina, 8-bromo-ciclic guanosine monophosphate (8-Br-cGMP), 1-H
(1,2,4) oxadiazolo-[4,3-a]quinaxolin-1-one (ODQ) y actinomicina-D fueron adquiridos a
la Compaiiia Sigma. Rp-8(4-clorofenylthio)-guanosine-3",5"-cyclic monophosphorothiate
(Rp-8-pCPT-cGMPS fueron de Biolog, San Diego, CA.

La linea celular de hepatoblastoma humano, HepG2 fue obtenida de American Type Cell
Collection. Los fibroblastos humanos normales y fibroblastos de pacientes con DMC
(MCD-MK y MCD-VE) fueron donados por el Dr. Roy Gravel (University of Calgary,
Alberta, Canada (16).

PCR-transcriptasa reversa. El ARN total fue aislado a partir de cultivos celulares
utilizando el reactivo Trizol (Gibco/BRL, life technology, Heidelberg, Alemania). El
ARN fue tratado por 1 hr a 37°C con 6 unidades de ribonucleasa libre de DNAsa en una
solucién de 100 mM de Tris-HCI, pH 7.5 y 50 mM de MgCl; y en presencia de 2U/pl
del inhibidor de RNAsa. La concentraciéon de ARN fue determinada por absorbancia a
260nm vy la integridad de las muestras se confirmo por electroforesis en gel de agarosa al
1%. A partir de 5 pg de ARN total se sintetizo cDNA utilizando la enzima superscript II
transcriptasa reversa (GIBCO/BRL) y 0.8 uM de oligonucleétidos especificos para cada
uno de los genes estudiados. Un control de reaccion sin transciptasa reversa fue utilizada
para cada una de las muestras de ARN, con el fin de verificar que los productos de PCR
no fueran el resultado de contaminacion por ADN gendmico. El tamafio de los
fragmentos de cDNA obtenidos fue entre 200 y 500 pb. La amplificacion de cDNA por
PCR se realizd en 30 ul de buffer (50mM KCI/150 mM MgCly/10 mM Tris-HCl, pH
9.0) que contenia 100 pmol de oligonucledtidos sentido y antisentido y 0.3 ul del enzima
Taq polimerasa (Perkin-Elmer). Los oligonucledtidos utilizados fueron: HCS: 5°-CCC
GAG CTC CGT CTC CTG GAT CGG-3" y 5-CCC AAG CCT TTT ACC GCC GTT
TGG GGA-3’ [temperatura de alineamiento (In) = 58°C; ACC-1: 5’ GAT GTA CAT
CGG CTG AGT GA- 3’ y 5"-ATC CAT TCA TTA CAT TGA CC- 3’ (T, = 58°C);
ACC-2: 5-CCT AAA GGT GAC CCG GAG T-3" y 5’- AAA AAG CCA CTC ATG
ACG TT-3’ (Tiy : 60°C); PCCA: 5’-CCC CGA TGC CCG GAG GTG GT-3’ y 5’-TAT
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TTC CAG CTC CAG AGC AG-3’ (T, Tm:60°C); B-actina: 5°- GGG TCA GAA TTC
CTATG-3"y 5’-GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG-3’ (T, =58°C).

Densitometria por fluorescencia. Los productos de PCR fueron separados por
electrocromatografia en geles de agarosa 1% y tefiidos con bromuro de etidio al 1%. La
cantidad de producto de PCR fue determinado por analisis densitométrico utilizando el
equipo analizador de imagenes Fluor-S-imager (Bio-Rad). El procedimiento fue validado
en estudios previos por medio de la amplificacidon por PCR de fragmentos de cDNA de
HCS, PCCA y B-actina a diferentes concentraciones (dato no mostrado). El nimero de
ciclos utilizados en la amplificacién por PCR fue especifico para cada gene y se realizé
un analisis densitométrico en todos los casos para asegurar la amplificaciéon de productos
de PCR en fase exponencial. Por cada experimento, el ARNm del gen constitutivo de -

actina fue utilizado como transcrito de referencia. (Figs. 1 y 2).

Efecto de la deficiencia de biotina sobre los niveles de ARNm. Las células humanas
HepG2 fueron cultivadas a 37C con 5% de CO2 en 5 ml de medio a-MEM el cual
contiene altos niveles de glucosa (Gibco/BRL) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) inactivado, L-glutamina 2mM, penicilina 100 unidades/ml, vy
estreptomicina 100 pg/ml. Para los experimentos realizados en condiciones de deficiencia
de biotina las células fueron cultivadas en medio MEM libre de biotina suplementado con
10% SFB dializado (GIBCO/BRL). Las células HepG2 fueron cultivadas en este medio
hasta por 20 dias. E! ARN total fue extraido a diferentes tiempos y los niveles de ARNm
de HCS, ACC-1, ACC-2, PCCA y P-actina fueron determinados por densitometria de
fluorescencia como se describié anteriormente. Los cultivos celulares mantenidos en
condiciones de deficiencia de biotina por 15 dias, alcanzaban una confluencia del 70-80%

y presentaban morfologia normal.

Efecto de biotina y GMPc sobre los niveles de ARNm en células deficientes de
biotina. Las células HepG2 cultivadas en medio libre de biotina por 15 dias fueron
estimuladas con biotina 1pM o con el compuesto 8-Br-cGMP (1lmM), un analogo no

hidrolizable de GMPc. Las células fueron cosechadas .después de2,4,6,120624 hrde
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tratamiento y los niveles de ARNm de los diferentes genes fueron analizados como se
describi¢ anteriormente. Para determinar el efecto de la GCs sobre os niveles de ARNm,
las células HepG2 deficientes de biotina fueron tratadas por 3 hr con 50uM de ODQ, un
inhibidor especifico de la GCs (29). Después de este periodo, se afiadié 1uM de biotina al
medio y las células siguieron incubandose por un periodo de 24h. El efecto de ODQ
sobre los niveles de ARNm fue comparado con los niveles obtenidos de células
deficientes de biotina estimuladas con biotina sin ODQ y células mantenidas en medio

normal (c€lulas control).

Estimulaciéon de biotina sobre los niveles de ARNm después de la inhibicién de la
RNA polimerasa II. Las células HepG2 deficientes de biotina fueron tratadas con 10
uM de actinomicina-D por 1 h (30). Pasado este tiempo, se afiadid biotina al medio a una
concentracion final de 1uM, 24 h después, el ARN total fue extraido. Los niveles de
ARNm fueron comparados con los datos obtenidos a partir de células deficientes de
biotina estimuladas solamente con actinomicina-D y células no estimuladas con el

inhibidor de RNA polimerasa 1I.

Efecto de la inhibicién de Ia proteina cinasa dependiente de GMPc. Las células
HepG2 fueron cultivadas en medio libre de biotina por 15 dias y tratadas por 1h con
10uM de Rp-8-pCPT-cGMPs, un inhibidor especifico de la proteina cinasa dependiente
de GMPc (29). Después de este periodo, se afiadid biotina a una concentracién final de
1uM y la incubacién de las células se continué por 24 horas mas. El ARN total fue

aislado y los niveles de ARNm fueron determinados como se especificé anteriormente.

Efecto de biotina y GMPc sobre los niveles de ARNm de HCS en cultivos de
fibroblastos. Los fibroblastos normales y de pacientes con DMC fueron incubados en
medio libre de biotina por 15 dias. Las células fueron tratadas con 0, 0.01, 0.1, 1.0 pM de
biotina por 24 h. El ARN total fue aislado y los niveles de ARNm de HCS fueron
determinados por densitometria de fluorescencia de los productos de PCR obtenidos por
transcripcién feversa. Experimentos similares fueron realizados en estas lineas celulares

en presencia de 0.01, 0.1 6 1 mM de 8-Br-cGMP.
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Andlisis estadistico. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y por lo
menos en tres distintas ocasiones con diferentes muestras de ARN para el ensayo de rt-
PCR. Los datos obtenidos a partir de la deficiencia de biotina sobre los niveles de
ARNm, fueron normalizados con los niveles de ARNm de B-actina y expresados como
porcentaje de los niveles de ARNm observados en células mantenidas en medio
suplementado con biotina. Los datos son presentados como el promedio de tres

experimentos diferentes + E.S.

RESULTADOS.

Efecto de la deficiencia de biotina sobre los niveles de ARNm en células HepG2.
Para establecer un modelo de investigacion del efecto de biotina sobre los niveles de
ARNmMm, se trabajo en la linea celular de hepatoblastoma HepG2, la cual previamente
habia sido utilizada en estudios de regulacién traduccional del RASG por biotina. En
nuestros estudios, primero se determind el efecto de tiempo de deficiencia biotina sobre
los niveles de ARNm de HCS, PCCA, ACC-1 y ACC-2 en células HepG2. El ARN total
fue aislado a diferentes tiempos y la cantidad de ARNm fue determinado como se
describe en material y métodos (Ver Fig. 1A para un experimento representativo). La
deficiencia de biotina generd una disminucién gradual en los niveles de ARNm de HCS,
PCCA y ACC-1 a 17-28% con respecto a los niveles iniciales (Fig. 1B). Los niveles de
ARNm de ACC-1 y PCCA fueron afectados répidamente, disminuyendo a 40% con
respecto a los niveles iniciales a los 7 dias de deficiencia, mientras que para HCS se
requirieron de 11 dias de tratamiento para observar estos mismos valores (Fig. 1B). Los
niveles de ARNm de ACC-2 ¢ B-actina no fueron afectados durante el transcurso del
experimento. Las células deficientes de biotina mostraron morfologia y crecimiento
normal a lo largo del experimento. Sin embargo, la incubacion de células en medio libre
de biotina por lapsos de tiempo mas largos, produjo un incremento en muerte celular y
los efectos sobre el ARNm fueron irreversibles después de 20 dias. Como consecuencia

de estos resultados, los experimentos realizados para determinar el efecto de biotina y
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segundos mensajeros fueron realizados en células cultivadas en condiciones de

deficiencia de biotina por 14 6 15 dias.

Efecto de la suplementacion de biotina sobre los niveles de ARNm de HCS y
carboxilasas. Para determinar si la reduccién observada sobre los niveles de ARNm es
especifica de la deficiencia de biotina, se estimularon células HepG2 deficientes de
biotina, con biotina 1.0 un a 2, 6, 12 6 24 h. A pesar de que las incubaciones breves con
biotina generaron incrementos significativos sobre los niveles de ARNm de HCS (dato no
mostrado), fue hasta las 24 horas cuando se observaron niveles comparables a los
reportados en células normales (Fig. 2A y 2B). La suplementacion de biotina tuvo un
efecto pronunciado sobre los niveles d¢ ARNm de ACC-1 y PCCA comparado con
niveles iniciales. En el caso de ACC-1 la suplementacién de biotina no sélo restaurd los
niveles de ARNm, st no que tuvo un incremento del 40% sobre los niveles obtenidos en
condiciones normales de biotina. De manera similar, el ARNm de PCCA incrementd un
30% sobre los niveles obtenidos en condiciones normales de biotina. E1 ARNm de HCS
solo alcanzo los niveles normales. En contraste, no hubo un cambio significativo en los

niveles de ARNm de ACC-2 y B-Actina después de la estimulacién con biotina (Fig. 2A
y B).

Efecto de GMPc sobre los niveles de ARNm en células deficientes de biotina. Para
explorar si la recuperacion dependiente de biotina de los niveles de ARNm involucraba
una via de transduccién de sefiales, se comparé el efecto de biotina y GMPc sobre la
recuperacion de los niveles de ARNm de HCS, ACC-1 y PCCA. Las células HepG2
deficientes de biotina fueron estimuladas con 1.0 mM de 8-Br-cGMP. Este tratamiento
produjo la elevacion de los niveles de ARNm de HCS a valores normales de manera
similar a la recuperacién obtenida al estimular las células con biotina (Fig. 2A y 2B). Es
importante hacer notar que la estimulacién con GMPc aumento los niveles de ARNm de
ACC-1 y PCCA un 35-38% sobre los valores control (Fig. 2A y 2B). Finalmente, el
tratamiento con 8-Br-cGMP no tuvo efecto sobre los niveles de ARNm de ACC-2y
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Fig. 1. Efecto dependiente de tiempo de la deficiencia de biotina sobre los niveles de ARNm.
Células HepG2 fueron cultivadas en medio libre de biotina y el ARN total fue aislado a diferentes
tiempos. Los ARNm de HCS, ACC-1, ACC-2 y PCCA fueron amplificados por PCR-
transcriptasa reversa y cuantificados por anélisis densitométrico como se describe en materiales
y métodos. (A) Experimento representativo del efecto de la deficiencia de biotina a diferentes
intervalos de tiempo sobre los niveles de ARNm de HCS, ACC-1, ACC-2 y PCCA. (B) Grafica
representativa de tres diferentes experimentos presentados como promediozE.S.
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actina (Fig. 2A y 2B). La estimulacién simultdnea con biotina y 8-Br-cGMP no produjo

un efecto aditivo o cinergistico sobre los niveles de ARNm.

La enzima GCs media el efecto de biotina sobre los niveles de ARNm. Dada la
aparente participacion de GMPc como un mediador del efecto de biotina sobre los niveles
de ARNm de HCS, ACC-1 y PCCA, decidimos estudiar si la inhibicién de la GCs
afectaria la recuperaciéon dependiente de biotina de estos genes. Las células HepG2
deficientes de biotina fueron estimuladas por 24 h con biotina en presencia de ODQ como
se describe en la seccion de materiales y métodos (31), los valores obtenidos de ARNm
de HCS, ACC-1 y PCCA fueron comparados con los datos obtenidos en células
deficientes de biotina y células deficientes de biotina estimuladas con biotina por 24 h.
Como se muestra en la tabla 1, la deficiencia de biotina (Bio Def) redujo los niveles de
ARNm de HCS, ACC-1 y PCCA al 34-38% comparado con células control. La adicién
de biotina al medio (Bio Def+Bio) generd la recuperacién de los niveles de ARNm a los
niveles normales para HCS y por arriba de los valores normales para ACC1 y PCCA
(Tabla 1). En contraste, la incubacién de HepG2 con biotina y ODQ (ODQ+Bio) impidi6
la recuperacion dependiente de biotina de los niveles de ARNm de HCS, ACC-1 y
PCCA. Los resultados obtenidos en presencia de la inhibiciéon de GCs fueron 11% para
HCS, 36% para ACC-1 y 33% para PCCA (Tabla 1). Estos resultados puntualizan la
participacién de la GCs en la recuperacién via biotina 6 GMPc de los niveles de ARNm.
Estos datos también confirman que los niveles de¢ ARNm de ACC-2 parecen no estar

afectados de una manera significativa por la deficiencia o suplementacion de biotina.

La proteina cinasa dependiente de GMPc puede estar involucrada en la
recuperacion dependiente de biotina de los niveles de ARNm, como blanco de la
actividad de la GCs. Para determinar si el efecto de la biotina ocurre a través de la
proteina cinasa dependiente de GMPc (29) se incubaron células Hep(G2 deficientes de
biotina en presencia del inhibidor de la PKG, Rp-cGMPs (iPKG). Debido a que biotina
y GMPc sdlo afectan los niveles de ARNm de la HCS, ACC-1 y PCCA, en este ensayo

no se incluyé a la enzima ACC-2. Los resultados obtenidos mostraron que a pesar de que
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Fig. 2 Efecto de biotina y GMPc sobre los niveles de ARNm. Las células HepG2 cultivadas
por 14 dias en medio libre de biotina, fueron estimuladas con 1uM de biotina ¢ 1 mM de 8-Br-
¢GMP. Los niveles de ARNm de HCS, ACC-1, ACC-2, PCCA y B-actina fueron determinados
como se describe en materiales y métodos. (A) Experimento representativo que muestra los
niveles de ARNm en células cultivadas en condiciones normales de biotina (N), condiciones de
deficiencia de biotina (D), deficiencia de biotina estimuladas con bictina (D+Bio), y células
deficientes de biotina estimuladas con 8-Br-cGMP (D+GMPc). (B) Representacion grafica los
datos obtenidos a partir de tres diferentes experimentos. Los resultados son representados como
promedio*E.S.

53




la estimulacion de células HepG2 con 1uM de biotina es suficiente para restaurar los

niveles de ARNm a niveles normales o por encima de estos, la incubacién en presencia
del inhibidor de la PKG (iPKG + Bio) limité de manera significativa la recuperacién de
los niveles de ARNm (Tabla 1).

La actinomicina-D impide la recuperacién dependiente de biotina de los niveles de
ARNm. La recuperacion de los niveles de ARNm de HCS, ACC-1 y PCCA en respuesta
a biotina fue estudiada en presencia de actinomicina-D. Las células HepG2 deficientes de
biotina fueron preincubadas por lh con actinomicina-D antes de estimularlas con
biotina a una concentracién de 1uM (Tabla 1). Los resultados obtenidos mostraron que
los niveles de ARNm de HCS, ACC-1, ACC-2 y PCCA cayeron por debajo de los niveles
obtenidos en medio libre de biotina, en las muestras que fueron incubadas con
actinomicina-D. La adicién de biotina no produjo efecto alguno sobre los niveles de
ARNm y los resultados fueron muy similares a los obtenidos con células incubadas soélo

con actinomicina-D (Tabla 1).

La actividad de la holocarboxilasa sintetasa es requerida para la recuperacién
dependiente de biotina de los niveles de ARNm de HCS. Debido a que biotina es el
substrato de la HCS, estudiamos si esta enzima esta involucrada en la recuperacién
dependiente de biotina de los niveles de ARNm. El efecto de la concentracién de biotina
sobre los niveles de ARNm de HCS, ACC-1 y PCCA fue determinada en fibroblastos de
individuos normales y los resultados obtenidos fueron comparados con los niveles de
ARNm de fibroblastos de pacientes con mutaciones en la HCS que afectan la afinidad de
la enzima por biotina. Los resultados obtenidos para los tres ARNm fueron similares, por
lo que decidimos concentrarnos inicamente al estudio de HCS. En este experimento, se
utilizaron dos lineas celulares mutantes, MCD-MK (MK) homocigota para la mutacién
R508W y MCD-VE (VE) que presenta las mutaciones L216R y V363D (16).
Experimentos preliminares del efecto de biotina sobre los niveles de ARNm de HCS en
células MK y VE mostraron patrones basicamente idénticos de respuesta a biotina (dato
no mostrado). Por esta razon y por el hecho de que las células MCD-MK  presentan un

trasfondo genético homogéneo se decidié utilizar esta linea celular para examinar el papel
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Tabla 1. Efecto de la inhibicion de guanilato ciclasa soluble (GCs), proteina cinasa

dependiente de GMPc y ARN polimerasa II sobre los niveles de ARNm.

ARNm Def Bio% Def Bio+Bio% ODQ+Bio%  iPKG+Bio%  ActD+Bio%

HCS 36+5.0 103+9.87 11+0.68 52+2.51 25+6.0
ACC-1 34+1.15 140+£2.21 36%5.0 26£9.53 14£7.24
PCCA 38+3.54 130£6.61 33+3.60 21=l1.1 3445.03
ACC-2 88+8.96 95+£2.31 ND ND 19420

Las células deficientes de biotina HepG2, fueron estimuladas con biotina en presencia de ODQ
(ODQ+Bio), Rp-cGMPs (iPKG +Bio) ¢ actinomicina-D. Los resultados son mostrados como
porcentaje de los valores obtenidos en células cultivadas en medio normal y comparados con
células deficientes de biotina (Def Bio) y células deficientes de biotina estimuladas con biotina
sin inhibidores (Def Bio+Bio). ND, no determinado. Los resultados son de tres diferentes
experimentos mostrados como promedio £ E. S.
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de la HCS sobre los niveles de ARNm en respuesta a biotina. En la Fig. 3 se muestra el
efecto de diferentes concentr:aciones de biotina sobre la recuperacién de los niveles de
ARNm de HCS en células normales y MCD-MK. La deficiencia de biotina disminuyo
los niveles de ARNm de HCS a 35% con respecto a los valores control en ambas lineas
celulares. La adicién de biotina 0.01 uM incrementd los niveles de ARNm al 78% con
respecto a los valores control, mientras que las células MCD-MK no mostraron un
incremento significativo (38%). Al aumentar 10 veces la concentracién de biotina (0.1
uM) se observd un aumento en los niveles de ARNm de HCS a 87% de los valores
control en fibroblastos normales y a 53% en células MCD-MK. Los niveles de ARNm de
HCS en fibroblastos normales y MCD-MK fueron similares cuando fueron estimuladas

con 1uM de biotina (118% y 93% respectivamente).

Efecto de GMPc sobre la recuperacion de los niveles de ARNm en células MCD-
MK. Para analizar si la recuperacion dependiente de GMPc de los niveles de ARNm de
HCS es afectada por la presencia de la enzima HCS mutante, se utilizaron diferentes
concentraciones de 8-Br-cGMP (0.01mM, 0.1mM y 1.0 mM) para estimular fibroblastos
normales y mutantes (MCD-MK). Ambas lineas celulares no mostraron cambios en los
niveles de ARNm cuando fueron incubadas con 0.01lmM y 0.1mM de 8-Br-cGMP (dato
no mostrado). La mayor concentracién de 8-Br-cGMP utilizada (1.0 mM), produjo una
recuperacion de los niveles de ARNm de HCS del 117% y 92% en c¢lulas normales y
MCD-MK, respectivamente (Tabla 2).
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Fig. 3 Efecto de la concentracién de biotina sobre los niveles de ARNm de HCS en
fibroblastos normales y fibroblastos DMC. Las células normales y MCD-MK, fueron
cultivadas en medio libre de biotina por 14 dias. Después de este periodo, las células fueron
estimuladas con 0.01 pM, 0.1pM y 1 pM de biotina por 24 h. Los niveles de ARNm de HCS
fueron determinados como se describe en materiales y métodos. Los resultados son representados-
como el porcentaje de los niveles de ARNm observados en células mantenidas en medio con
biotina y normalizados con los niveles de ARNm de f-actina. Los datos son de tres diferentes
experimentos y se muestran como promedio + E.S. ‘
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Tabla 2. Efecto de GMPc¢ sobre los niveles de ARNm en células normales y MCD-MK.

Fibroblastos Def Bio % Def Bio +GMPc%
Normal 34+7.6 117£1.5
MCD-MK 38x12.6 92+9.24

Las células MCD deficientes de biotina y fibroblastos normales fueron estimulados con 1.0 mM
de 8-Br-cGMP. Los datos son de tres diferentes experimentos y son mostrados como promedio +
ES.
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DISCUSION

En el pasado, varios estudios han demostrado que la biotina, ademas de su papel como
cofactor de carboxilasas, también influye en la expresion génica a nivel transcripcional y
traduccional. Estos trabajos incluyen un papel en la regulacién transcripcional y
traduccional del RASG y del receptor de insulina. Recientemente se ha demostrado que
la biotina regula los niveles de ARNm de HCS y los niveles de proteina de dos
carboxilasas en higado de rata. En este estudio, se ha examinado el papel de la HCS en la
regulacién genética mediada por biotina y se ha mostrado que la accién de esta enzima, la
cual estd involucrada en la formacion de B-AMP a partir de biotina y en la transferencia
de biotina a apocarboxilasas, es un intermediario indispensable en el efecto de biotina
sobre los niveles de ARNm de HCS y carboxilasas en cultivos de fibroblastos humanos.
También demostramos, que en fibroblastos humanos y células HepG2, la estimulacion de
biotina sobre los niveles de ARNm requiere la participacién de GCs y GMPc y que el

efecto de este segundo mensajero puede ser mediado a través de la PKG.

El efecto de 1z deficiencia de biotina en las células HepG2 fue una reduccién gradual de
los niveles de ARNm de HCS, ACC-1 y PCCA a una tercera parte con respecto a los
niveles obtenidos en condiciones normales, mientras que los niveles de ARNm de ACC-2
no se vieron afectados. Esta disminucién tomé alrededor de dos semanas, lo que refleja
una lenta reduccién y catabolismo de biotina. La adicién de biotina a estos cultivos
produjo una recuperacién significativa de los niveles de ARNm en 24 horas. En este
estudio, no se distingui6é formalmente entre un efecto de biotina sobre la transcripcion,
procesamiento de ARN o estabilidad del mismo. Sin embargo, la incubacién de células
HepG2 deficientes de biotina en presencia de actinomicina-D por 24 horas redujo los
niveles d¢ ARNm por debajo de los niveles iniciales ¢ impidié la recuperacién de los
niveles de ARNm por biotina. Si el papel de biotina fuera el de estabilizar o evitar la
degradacién del ARNm, entonces la estimulacion con biotina en presencia de
actinomicina-D deberia haber resultado en la recuperaciéon de los niveles de ARNm. El
ARNm de ACC-2, que permanecié esencialmente sin cambio durante la deficiencia de

biotina, también disminuyé después de la adicién de actinomicina-D, de acuerdo a lo
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esperado si la transcripcion fuera bloqueada exitosamente. Con base en esto sugerimos
que los niveles de ARNm remanentes después de las 24 h de exposicion a la
actinomicina-D refleja las velocidades de degradacion de los ARNm, incluyendo a la
ACC-2, y estas no fueron afectadas por la adicién de biotina. Estos resultados sugieren

que el efecto de biotina es el de estimular la transcripcion.

El mecanismo de regulaciéon de biotina sobre los niveles de ARNm permanece
desconocido, sin embargo, nuestros experimentos sugieren la participacion de la via
GMPc-PKG. Como evidencia podemos citar lo siguiente: Primero, la estimulacion con
GMPc tiene un efecto similar al de biotina sobre los niveles de ARNm. Segundo, la
utilizacion del ODQ, un inhibidor de la GCs, bloquea el efecto de biotina. Tercero, el uso
de Rp-cGMPS, un inhibidor de la PKG, permite solo la recuperaciéon minima de los
niveles de ARNm de HCS y carboxilasas. Estos hallazgos son similares a los obtenidos
por Stockert y colaboradores (29), en donde analizaban la participacion de biotina sobre
la regulacién de la expresion del RASG. Los experimentos anteriores se disefiaron con

base a los de Stockert, en los que investigaron la regulacion de la expresion del RASG.

Una herramienta clave en nuestros estudios, fue el uso de las células MCD con el fin de
distinguir entre un efecto directo de biotina y otro en el cual la biotina tuviera que ser
metabolizada para producir un efecto sobre la transcripcién. Las células MCD-MK son
homocigotas para la mutacion RS08W, la cual esta asociada con una baja afinidad por la
vitamina (16), ademas de ser una de las mutaciones detectadas con mayor frecuencia en
pacientes con DMC (16, 32, 33). Las células normales y mutantes cultivadas en
condiciones de deficiencia de biotina, respondieron de manera diferente al estimulo con
biotina. Las células mutantes requirieron de 10 a 100 veces mayor concentracién de
biotina para simular tos niveles de ARNm de HCS alcanzados por fibroblastos normales.
Al comparar la capacidad de biotina versus 8-Br-cGMP para estimular los niveles de
ARNm de HCS en estas lineas celulares, se demostr6 la contribucién esencial de la HCS
y el papel rio abajo del segundo mensajero GMPc y el cual no fue afectado por la

presencia de HCS mutante. El producto inmediato de la interaccién de HCS con biotina

es la generacion de B-AMP. Este, a su vez, es el substrato para la transferencia de biotina




a apocarboxilasas, en la segunda parte de la reaccion de biotinilacién catalizada por HCS.
En este trabajo se sugiere que B-AMP y no la biotina per se, es el compuesto responsable

del efecto sobre los niveles de ARNm.

Los resultados de este trabajo también sugieren que la HCS puede participar
directamente en la regulacién transcripcional. En este sentido existe un precedente a esta
hipétesis en la funcién de la proteina bacteriana BirA, que ademas de su papel como
ligasa de biotina, actia como represor del oper6én de biotina en Escherichia coli. El
complejo BirA-B-AMP, actia como un represor franscripcional de los genes del operén
de biotina (34). El dominio de unién a DNA de BirA se encuentra localizado a la mitad
del extremo amino terminal de la proteina. Es interesante el considerar que en eucariontes
la formacion de un complejo entre B-AMP y HCS pudiera tener una funcion homologa
en la regulacién transcripcional. Como ejemplo, se ha demostrado que la funcién de
ligasa de biotina de HCS se encuentra localizada en la regién carboxilo terminal de la
proteina (35). A pesar de que la region N-terminal de HCS, no contiene un dominio de
unién al ADN como se encuentra en BirA, este puede contener secuencias que estén
involucradas posiblemente en la formacién de un complejo HCS-B-AMP y que esté a su
vez se vea implicado en Ia activacion de la via GCs-GMPc-PKG. Estudios adicionales

son requeridos para explorar esta funcion en la regulacion de la expresién génica.

Un punto importante en la reduccion de los niveles de ARNm de HCS y carboxilasas es
el efecto de la disminucion en la actividad de carboxilasas durante la deficiencia de
biotina. Es posible que la acumulacién de metabolitos como causa de la reduccién en la
actividad de las carboxilasas sea responsable de la disminucién de los niveles de ARNm,
y que la desaparicién de estos metabolitos al reestablecerse el suministro de biotina
permita que los niveles de ARNm regresen a sus niveles iniciales. Sin embargo, si esta
hipétesis fuera correcta, la deficiencia de carboxilasas individuales, como la deficiencia
en la actividad de PCC en la acidemia propidnica (36), resultaria en una alteracion en la
sintesis de otras carboxilasas 6 en particular de la HCS. También, se esperaria que los

pacientes mostraran una acumulacién no solo del substrato de la enzima defectuosa, sino
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también de otros substratos de carboxilasas. Hasta el momento, ninguno de estos

supuestos han sido descritos (11, 36).

En un estudio previo a este trabajo se reporté que la deficiencia de biotina en ratas
produce una reduccion de los niveles de ARNm de HCS, sin alterar los niveles de ARNm
de PC y PCC (27). En este estudio, nosotros demostramos que la deficiencia de biotina en
células humanas HepG2 reduce los niveles de ARNm de HCS, PCC y ACC-1. La

diferencia en la respuesta a biotina sobre los niveles de ARNm de PCC en rata y en

hepatocitos humanos puede ser explicada por las diferencias en el modelo experimental
utilizado o por la existencia de un efecto de biotina especifico para cada especie sobre la
expresion de carboxilasas. Sin embargo, nuestros resultados parecen ser confirmados por
observaciones realizadas previamente en pacientes con céncer colorrectal. En células de
adenocarcinoma primario se detectd una menor concentracion de biotina en comparacion
con células de mucosa normal, al igual que una reduccién en el nivel transcripcional de

los genes PCCA y PCCB (37).

En resumen, nosotros hemos propuesto que la biotina actia sobre los niveles d¢ ARNm a
través de una cascada de sefializacion que requiere la accién de HCS, GCs y de la
proteina cinasa dependiente de GMPc. El papel de la HCS en el control de la expresion
génica de carboxilasas tiene implicaciones en el tratamiento de la enfermedad DMC. Es
posible que las alteraciones clinicas y bioquimicas en pacientes con DMC reflejen el
efecto combinado de la baja afinidad por biotina de la HCS mutante y la reduccién de los
niveles de ARNm de HCS y carboxilasas, en consecuencia una exacerbacién en el curso
de la enfermedad. También, nuestros resultados demuestran que la respuesta a dosis
farmacolégicas de biotina en pacientes con DMC, puede representar el efecto combinado
de superar la afinidad reducida de la enzima mutante por biotina, asi como la elevacién
de los niveles de carboxilasas a través del incremento en los niveles de ARNm.

~
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CAPITULO III

Altruismo tisular: mecanismo de
regulacién de la utilizacién de biotina

en higado y cerebro.
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PREFACIO AL CAPITULO 3

En el capitulo anterior se demostr6 que el efecto transcripcional de la biotina es mediado
a través de una cascada de transduccion de seiiales, en la que participan la enzima
holocarboxilasa sintetasa (HCS), la guanilato ciclasa soluble (GCs) y la proteina cinasa
dependiente de GMPc (PKG). Este es el primer trabajo que demuestra que la HCS es una
enzima bifuncional involucrada en la regulacién transcripcional al igual que su homologa
bacteriana la proteina BirA. Estos resultados presentan un caso unico desde el punto de
vista evolutivo ya que dos enzimas que catalizan la biotinilacién de carboxilasas han sido
seleccionadas para regular la transcripcidn genética pero a través de mecanismos

completamente diferentes.

La cascada HCS-GCs-PKG puede en principio explicar el efecto reportado de la
deficiencia de biotina sobre la expresién de varias enzimas hepaticas y en el incremento
de malformaciones congénitas en animales de laboratorio. Sin embargo, la funcién
fisiolégica de este mecanismo de regulacion transcripcional en el metabolismo normal y

en el desarrollo de la deficiencia multiple de carboxilasas era desconocida.

Con el fin de explorar la importancia fisiologica de este mecanismo, estudié el efecto de
la deficiencia de biotina en la regulacion de la expresion de los genes que codifican
enzimas del ciclo de utilizacién de biotina en células humanas y en un modelo de

deficiencia de biotina (rata).

Los resultados obtenidos durante esta fase de mi investigacion me permiticron proponer
un modelo para explicar la utilizacion diferencial de biotina en higado y cerebro al que
llamamos “altruismo tisular”. Este sistema postula que durante la deficiencia de biotina
los tejidos periféricos como higado y rifion auto-limitan sus requerimientos de biotina

para favorecer que el cerebro reciba un aporte continuo de esta vitamina.
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INTRODUCCION.

La biotina funciona como cofactor en reacciones de carboxilacién actuando
especificamente como acarreador de un grupo carboxilo. En células humanas existen
cinco carboxilasas dependientes de biotina: piruvato carboxilasa (PC), propionil-CoA
carboxilasa (PCC), metilcrotonil-CoA carboxilasa y dos formas de acetil-CoA
carboxilasa (ACC-1 y ACC-2). Estas enzimas catalizan reacciones clave en
gluconeogénesis, catabolismo de amino 4cidos y sintesis de acidos grasos, lo cual explica

el amplio impacto de la biotina sobre el metabolismo humano (1).

Durante la evolucion, los mamiferos perdieron la habilidad de sintetizar biotina por lo
que sus requerimientos de la vitamina son obtenidos a través de un delicado balance entre
la biotina presente en la dieta y el reciclamiento de la vitamina enddgena unida a
proteinas (1,2). Para garantizar un suministro constante de la vitamina, los organismos
eucariontes desarrollaron un ciclo de utilizacién de biotina que depende de la
participacion de tres proteinas diferentes. La primera es un acarreador para el transporte
de biotina a través de la membrana plasmatica. Aunque se ha sugerido la existencia de
varios transportadores de biotina en diferentes especies, solo uno ha sido clonado y
caracterizado funcionalmente (3,4). El transportador multivitaminico dependiente de
sodio (SMVT) recibe su nombre ya que puede transportar biotina, 4cido lipoico y
pantotenato y es caracterizado por una Km elevada por biotina (5,6). La segunda
proteina del ciclo es la holocarboxilasa sintetasa (HCS) que cataliza la biotimlacion de
carboxilasas en una reaccion dependiente de ATP en dos pasos. En esta reaccion, la
biotina es transformada a biotinil-5’-AMP (B-AMP) y después es transferida a una
secuencia especifica en las apocarboxilasas (7-9). La tercera enzima es la biotinidasa que
participa en la liberacién de biotina a partir de biocitina (biotinil-lisina) y péptidos
biotinilados productos de la digestiéon o durante el recambio de carboxilasas enddgenas
(10).

S

El balance en la utilizacion exdgena y reciclamiento de biotina en células humanas puede

ser alterado por anormalidades genéticas con terribles consecuencias para la homeostasis
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metabolica. La deficiencia de la actividad de HCS o biotinidasa produce la forma
neonatal o juvenil, respectivamente, de la enfermedad deficiencia multiple de
carboxilasas (DMC) (1,11,12). Las dos formas de DMC son potencialmente mortales. Sin
embargo, todas sus manifestaciones clinicas y bioquimicas, exceptuando el dafio

neuroldgico, pueden revertirse con dosis farmacoldgicas de biotina (1).

Recientemente, se ha implicado a la biotina en otros procesos celulares que incluyen
sintesis de ADN y ARN, actividad semejante a la del 6xido nitrico sobre la sintesis de
GMPc, crecimiento y proliferacion celular y biotinilacion de histonas (13-19). El efecto
no clasico de la biotina que ha sido mejor caracterizado es su papel én la expresion
genética. Varios trabajos realizados en animales de laboratorio y células en cultivo han
mostrado que la biotina es esencial para la expresion y actividad de las enzimas
glucocinasa, fosfofructocinasa, ornitina transcarbamilasa, receptor de

asialoglicoproteinas, PCC, ACC-1 y HCS (20-28).

En el laboratorio, hemos investigado el efecto de la deficiencia de biotina en fibroblastos
humanos y células HepG; y se ha observado una reduccioén de los niveles de ARNm de
HCS, la subunidad alpha de PCC y ACC-1, los cuales regresaron a niveles normales
después de suministrar biotina a las células (29). El efecto de biotina en la expresién de
estas enzimas es mediado a través de una cascada de transduccidn de sefiales en la cual
participan la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs) y la proteina cinasa dependiente de
GMPc (PKG). Es importante hacer notar que nuestro grupo demostré que las células de
pacientes con la forma neonatal de la DMC requieren 100 veces mas biotina que células
normales para restaurar los niveles de ARNm de HCS a valores normales (29). Estos
resultados sugirieron que el producto de la reaccién catalizada por HCS, B-AMP y no

biotina per se podria ser el responsable del efecto de biotina en la expresion génica.

A pesar de que la cascada HCS-GCs-PKG podria explicar el efecto de la biotina sobre la
expresién genética, el significado fisioldgico de este tipo de regulacion y su relevancia en
el fenotipo de la DMC se desconocen. La represion de la sintesis de ARNm de HCS y

carboxilasas provocada por la deficiencia de biotina es una respuesta paradgjica y
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aparentemente autodestructiva considerando la funcién esencial de la biotina. El ciclo de

utilizacion de biotina, presenta mecanismos independientes para la utilizacién de biotina
exdgena (via captacion de SMVT) contra biotina celular (reciclamiento via biotinidasa).
En este trabajo hemos examinado la regulacién de la expresion de ARNm de SMVT y
biotinidasa para determinar si este tipo de regulacion tiene por objeto el control del ciclo
de utilizacién de biotina en células humanas. El estudio del efecto de biotina sobre los
niveles de ARNm también incluye a la PC debido a la importancia de esta enzima en
gluconeogénesis, glicolisis y el ciclo de Krebs. Los resultados demuestran que la
expresion de los ARNm de SMVT y PC, al igual que HCS responde a la disponibilidad
de biotina mientras que los niveles d¢ ARNm de biotinidasa no son afectados por la

deficiencia de esta vitamina.

En este trabajo también se demuestra, en un modelo animal con ratas alimentadas con
una dieta normal y ratas alimentadas con una dieta deficiente de biotina que la via de
sefializacion HCS-GCs-PKG reprime la transcripcion de las enzimas del ciclo de
utilizacion de biotina en higado y riftén mientras que en el cerebro la expresion de estas
enzimas no es afectada. Aun mas interesante es el hecho de que en condiciones de
deficiencia de biotina, la expresion de enzimas implicadas en el ciclo de utilizacion de

biotina es constitutiva.

Para explicar estas observaciones proponemos que el efecto diferencial de biotina en
higado y cerebro puede ser parte de un mecanismo altruista que reprime la utilizacién de
biotina en higado con el fin de preservar el metabolismo cerebral cuando la biotina en la

dieta es limitante o deficiente.

MATERIAL Y METODOS.

Materiales. Biotina y 8-bromo-cyclic guanosine monophosphate (8-Br-cGMP)
utilizados son de la compafiia Sigma—Aldrich, St. Louis, MO. La linea celular de
hepatoblastoma, HepG; fueron suministradas por American Type Cell Collection. La
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linea de glioma C6 de rata fue amablemente donada por la Dra. H. Pasantes, Universidad
Nacional Auténoma de México. Los fibroblastos normales, los fibroblastos de pacientes
con DMC neonatal (MCD-MK) y el anticuerpo contra un péptido N-terminal de HCS
humana (a.a 58-78) han sido descritos anteriormente por otros grupos (19). Los cultivos
celulares fueron mantenidos en medio alpha-MEM con alta glucosa (GIBCO/BRL;
biotina 0.40 pM) suplementado con 10% de FBS inactivado por calor, penicilina 100
unidades/ml, y estreptomicina 100 pg/ml (medio control). El medio deficiente de biotina
fue preparado utilizando medio MEM libre de biotina, FBS dializado (GIBCO/BRL) y la
misma concentracion de antibidticos. Las ratas Wistar macho utilizadas fueron
proporcionadas por el Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Las dietas
normales y deficientes de biotina para los animales de laboratorio fueron elaboradas por

ICN Nutritional Biochemicals, Cleveland OH.

Experimentos de cultivo celular. El método utilizade de cultivos celulares en
condiciones de deficiencia de biotina ha sido previamente descrito (29). Las células
fueron cultivadas en medio normal o en medio deficiente de biotina a 37°C con 5% CO2
hasta por 15 dias. El medio fue cambiado cada tercer dia. En los experimentos de
recuperacién por biotina, a los 14 dias de deficiencia de biotina, se afiadid biotina en
concentraciones finales de 0.001 a iyM 6 1 mM de 8-Br-cGMP, un analogo no
hidrolizable de GMPc¢ por 24 horas.

PCR de transcripcion reversa y Western blot. La metodologia utilizada para aislar
ARN, sintesis de ADN y PCR (itPCR) fueron descritas previamente y las condiciones
especificas utilizadas en este trabajo son las siguientes: 4 pg de RNA y 0.5 uM de los
oligonucleotidos especificos fueron utilizados para la sintesis de cDNA. 0.3uM de
oligonucledtidos sentido y antisentido fueron utilizados para obtener productos de PCR
de entre 330-900 pb de longitud (29). La secuencia de los oligonucledtidos utilizados en
este trabajo para amplificar ARNm humano fue la siguiente: HCS, 5'- TGA GGT CCA
TTC CCG AGT AT-3'(T.M. 60 C) y 5'- AAC CTG GAG GAA GCC AGA AT-3" (TM.
60 C); SMVT, 5°-TGT GCT CTC CTG TTA TGC AG-3" (T.M. 60 C) y 5'- ACA TGG
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AAA GAA CAT TCC AA-3(T.M. 54 C); actina 5°- ATG TGC AAG GCC GGC TTC
GC-3 (TM. 66 C) y 5- GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG- 3(T.M. 60 C);
biotinidasa 5°- ATC TAT GAA CAG CAA GTG ATG ACT -3 (T.M. 66 C) y 5'- AGG
GAC CAG GGT GAA ATT GTC ATA- 3(T.M. 70 C); PC, 5'- CGA CTC TGT GAA
ACT CGC TAA ACA-3(TM.70C) y5'- TGG TCT TTG CCG TGG GCA A-3(T.M.
60 C). Los oligonucledtidos utilizados para amplificar ARNm de rata: actina, 5'- ATC
GTG AGG AAC ACT CAG AA-3"(T.M.58C) y5- CGC CAA GCC GAATGG CAA
AA- 3(TM. 62 C); biotinidasa, 5'-TGT GCA AGA TTA TAG TGT TCC CA-3’
(TM.62C)y5 - AAC ACG CCA AACTTG CCA GC-3'(T.M. 62 C); SMVT, 5°- AAT
TCA CTG GCC ACT GTC AC-3(T.M. 60 C) y 5'- AGT GAG CAG ACT GAC AAT
CAG-3(T.M. 62 C); PC, 5'- TTG ACG TGG CCA TGC GCT TCT T-3(T.M. 68 C) y
5’- TAG TAC TCC AGT GAG TAT TTA G-3(T.M. 60 C). Los productos de PCR
fueron visualizados después por electroforesis en geles de agarosa y cuantificados por
densitometria utilizando un analizador de imagenes FX (BIORAD, Hércules CA.), los
valores obtenidos fueron normalizados con respecto a los valores del ARNm de B-actina
(29). El ARNm de B-actina estuvo presente en cantidades equivalentes en todas las

muestras de ARN (Fig. 1,3 y 4).

Para el analisis por Western blot se prepararon extractos de lineas celulares o tejidos de
rata en buffer RIPA (Tris HCL 50 mM, NaCl 150 mM, NP-40 1%, deoxicolato de sodio
0.5%, SDS 0.1%) conteniendo 5 pl de una mezcla de inhibidores de proteasas (Roche) y
0.5 pl de PMSF 200 mM (Invitrogen). Muestras de 20-30 pg de proteina total fueron
separadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y transferidos a una
membrana PVDF (Millipore). Las membranas fueron incubadas con una solucién 1:2000
del anticuerpo de conejo contra HCS. Las proteinas fueron visualizadas utilizando el
equipo BM chemiluminescence’s western blotting kit (Roche) siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Modelo animal de deficiencia de biotina. En este trabajo utilizamos ratas Wistar

macho de 21-28 dias que fueron mantenidas en cajas con aire filtrado y alimentadas ad
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[ibitum con una dieta libre de biotina. Los animales fueron sacrificados después de 8-10

semanas cuando las actividades de las carboxilasas dependientes de biotina eran menores
al 30 % con respecto a animales control (28,30). Los 6rganos seleccionados fueron
removidos ridpidamente, lavados en PBS y congelados en nitrégeno liquido. El ARN
total fue aislado de cerebro, higado y nfion de animales deficientes y control y la

concentracion de ARNm fue determinada como se describié anteriormente.

Valores de biotina en carboxilasas de ratas normales y deficientes de biotina. El
higado y cerebro de ratas alimentadas con una dieta normal o deficiente de biotina,
fueron removidos y lavados en buffer PBS frio. Una muestra de tejido (lgr.) fue
homogeneizado en un buffer compuesto por EDTA 10 mM, Tris-HCI 600 mM y KCI 1M
pH. 7.5. Los homogenados fueron centrifugados a 7,500 G por 20 minutos. El
sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 150,000 G por 30 minutos y la
concentracion de proteina fue determinada utilizando el sistema Bio-Rad (Bio-Rad,
Hercules, CA). Las proteinas de los homogenados (70 ug) fueron separadas mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS (8%) y transferidas a una membrana de
nitrocelulosa. La determinacién del contenido de biotina en las proteinas fraccionadas
fue realizado utilizando una dilucién 1:2000 del conjugado estreptavidina-AP (Roche).
Las bandas biotiniladas fueron cuantificadas utilizando el analizador de imagenes FX
(BioRad, Hercules CA).

Andlisis estadistico. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y en al
menos en tres diferentes ocasiones utilizando preparaciones de ARN diferentes. Los
resultados del efecto de la deficiencia de biotina sobre los niveles de ARNm fueron
normalizados con los valores de (3-actina y expresados como porcentaje de los niveles de
ARNm observados en células o ratas mantenidas en condiciones normales. Los datos son

~

presentados como la media de tres experimentos +/- E.S.
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RESULTADOS.

La disponibilidad de biotina regula los niveless de ARNm de las enzimas
participantes en el ciclo de utilizacién de biotina en células HepG,. Para determinar si
la expresion de los componentes clave del ciclo de utilizacion de biotina es regulada por
la concentracidn exdgena de la vitamina, analizamos los niveles de ARNm de SMVT y
biotinidasa, dos proteinas que controlan la entrada de biotina al ciclo. El efecto de biotina
sobre los niveles de ARNm de PC también se analizo, debido al papel central de PC en el
metabolismo. Los resultados de las tres enzimas fueron comparados con los niveles de
ARNm de HCS que previamente habia mostrado ser regulado por la disponibilidad de
biotina (29). Las células humanas HepG; fueron sembradas por triplicado en tres grupos
experimentales: células incubadas en medio normal como control, células incubadas por
15 dias eq medio _%iﬁciente de biotina y células deficientes de biotina estimuladas por 24
h con biotina k :hl (medio de recuperacién). A partir de células tratadas, se aislé el ARN
total y los niveles de ARNm fueron determinados por tPCR (Fig. 1A). La deficiencia de
biotina produjo una reduccién notable en los niveles de ARNm de SMVT (-71% %2),
HCS (-64% =£5) y PC (-68% =£3) comparado con lo valores obtenidos en las células
control. Sin embargo, no se registré un cambio significativo en los niveles de ARNm de
biotinidasa (-16% +2) o actina (Fig. 1B). La especificidad del efecto de biotina fue
confirmado al estimular con esta vitamina los cultivos deficientes. Este tratamiento
result6 en el restablecimiento de los niveles de ARNm de SMVT, HCS y PC (Fig. 1B).
Los niveles de ARNm de biotinidasa permanecieron sin cambio con respecto a los
cultivos control, cuando las células fueron incubadas en medio deficiente de biotina o en

medio de recuperacion.
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Fig. 1. Efecto de biotina sobre los niveles de ARNm y proteina. Las céhlulas HepG2 cultivadas
por 14 dias en medio libre de biotina fueron estimuladas con 1 uM de biotina, los niveles de
ARNm de SMVT, HCS, PC, biotinidasa y actina fueron determinades como se describe en
materiales y métodos. A) Experimento representativo de los niveles de ARNm obtenidos a partir
de células normales (control), células deficientes de biotina (Def), células deficientes de biotina
estimuladas con biotina (Def+Bio) y células deficientes de biotina estimuladas con 8-Br-cGMP
(Def+GMPc). B) Grafica representativa de los resultados obtenidos a partir de tres experimentos
diferentes, columna negra representa células normales, columna blanca representa células
deficientes de biotina, diagonal representa células deficientes de biotina estimuladas con biotina.
Los resultados son expresados como porcentaje de los niveles de ARNm de células normales y
son mostrados como promedio +/- E. S. C) Efecto de biotina sobre los niveles de proteina de
HCS, en células HepG2, higado y cerebro de rata, normal (N) y deficiente de biotina (D).
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En este trabajo se confirmé que la reduccion de los niveles de ARNm se refleja en los

niveles de proteina, utilizando a la HCS como modelo (Fig. 1C). El analisis por Western
blot de los niveles de HCS en células HepG2, confirmé que la deficiencia de biotina
reduce a una tercera parte la cantidad de proteina HCS con respecto a los resultados
obtenidos en células control. Como se observé con los niveles de ARNm, la adicién de
biotina a los cultivos deficientes generd la normalizacion de la proteina a los niveles

obtenidos en células control (dato no mostrado).

Al comienzo de este estudio demostramos que el efecto de biotina sobre los niveles de
ARNm de HCS y la subunidad a de PCC son mediados por la activacién de la enzima
GCs y el incremento en los niveles de GMPc (29). Para determinar si la expresién de
SMVT, PC y biotinidasa esta bajo el mismo tipo de regulacion, estudiamos el efecto de
un analogo no hidrolizable de GMPc (8-Br-cGMP) en células deficientes de biotina. La
adicion de 1 mM de 8-Br-cGMP por 24 horas, incrementd los niveles de ARNm de
SMVT, PC y HCS hasta alcanzar valores normales, de manera similar a la respuesta a la
estimulacion con biotina (Fig. 1A y Tabla 1). En contraste, los niveles de ARNm de
biotinidasa, que no fueron significativamente afectadoes por la deficiencia de biotina (84%
+2 del valor control), mostraron un cambio minimo como resultado de la estimulacion
con biotina (91% +4) o el andlogo de GMPc (112% +10) con respecto 2 los valores
obtenidos en células control. Estos resultados demuestran que la biotina y el GMPc tienen
efectos similares sobre los niveles de ARNm en células previamente incubadas en un

medio deficiente de biotina.

Determinacion de los niveles de ARNm de las enzimas del ciclo de biotina en células
de pacientes con deficiencia mualtiple de carboxilasas. En el capitulo anterior,
demostramos que los fibroblastos de pacientes con la forma neonatal de la DMC
requieren cantidades mayores de biotina para modificar sus niveles d¢ ARNm después de
haber sido mantenidas en condiciones de deficiencia de biotina (29). En este experimento

determinamos si existe también un efecto sobre la transcripcion de los genes de SMVT y
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Tabla 1.Efecto de biotina y 8-Br-cGMP sabre los niveles de ARNm en células HepG2.

ARNm Deficiente de biotina% Estimulado con biotina%  Estimulado con GMPc%
SMVT 2042 9243 1017
HCS 3645 103+10 98+8

PC 3243 112=+11 1064
Biotinidasa ' 84+2 91+4 112+10
Actina 10713 94+10 109+4
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biotinidasa y consecuentemente, si la HCS esta implicada en su regulacion. La linea
celular MCD-MK utilizada en este estudio es homocigota para la mutacién R508W vy es
caracterizada por una Km elevada para biotina (11,29,31). Las células MCD-MK vy
fibroblastos normales fueron incubados en medio deficiente de biotina con el fin de
analizar la capacidad de SMVT, HCS y biotinidasa de incrementar sus niveles de¢ ARNm
al ser estimuladas con diferentes concentraciones de biotina. Cuando los fibroblastos
normales y MCD-MK fueren incubados en medio libre de biotina, los niveles de ARNm
de SMVT disminuyeron como se esperaba (12% =£2) y una reduccion similar fue
observada en los.niveles de ARNm de HCS (29% +4) (Fig. 2A, B). En contraste, las dos
lineas celulares respondieron de manera muy diferente a la estimulacién con biotina. En
fibroblastos normales, la estimulacién con biotina por 24h incrementd los niveles de
ARNm de ambas enzimas. En el caso de SMVT la recuperacion maxima de los niveles
de ARNm se alcanzd con la menor concentraciéon de biotina utilizada (0.001 uM),
mientras que concentraciones mayores de la vitamina no resultaron en un aumento
adicional significativo. A pesar de que la deficiencia de biotina no generd una
disminucién significativa sobre los n’iveies ARNm de biotinidasa, la estimulacién con
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la concentracion.de biotina a Q.1 _pM (Fig. 2A). Como ya habiamos demostrado

anteriormente (29), el ARNm de HCS también mostrd una recuperacion similar a la

obtenida en condiciones normales, sin embargo, el incremento no fue tan eficiente

alcanzandose niveles control a una concentracion de biotina 1 pM.

La respuesta a biotina de las células MCD-MK fue muy diferente (Fig. 2B). En una
concentracién 0.001 pM de biotina, el ARNm de SMVT aument6é de 12% 9 (valor
observado en medio deficiente de biotina) a 50% +5. Al aumentar la concentracion de
biotina a 1 uM, el ARNm de SMVT solo se incrementd a 63% £7. Al igual que en
células normales, los niveles de ARNm de biotinidasa no fueron “afectados por la
deficiencia de biotina, sin embargo, se observé una tendencia a disminuir en presencia de

concentraciones crecientes de biotina. Como se observé anteriormente (29), los niveles
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Fig. 2 Efecto de la concentracién de biotina sobre los niveles de ARNm en SMVT, HCS y
biotinidasa en fibroblastos normales y fibroblastos MCD. Los fibroblastos normales (A) y los
fibroblastos MCD (B) fueron cultivados en medio libre de biotina por 14 dias. Después de este periodo,
las células fueron estimuladas por 24 horas con 0.001 uM, 0.01 pM, 0.1 pM y 1.0 pM de bictina por 24
horas. Los niveles de ARNm de SMVT, HCS y biotinidasa fueron determinados como se describe en
materiales y métodos. Los resultados son presentados como porcentaje de los valores de ARNm obtenidos
en células mantenidas en medio con biotina y normalizados con los valores de ARNm de B-actina. Los
datos presentados son de tres experimentos diferentes y se muestran como promedio +/- E. S.
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de ARNm de HCS en células MCD-MK, aumentaron solo cuando las células fueron

estimuladas con concentraciones altas de biotina. El mayor aumento observado (79%+4
de los valores control) ocurrié al afiadir biotina en una concentracion 1.0 uM. Estos
resultados demuestran que, como en el caso de HCS, la normalizacién de los niveles de
ARNm de SMVT en células MCD-MK requiere de por lo menos de 100 veces mas
biotina que las células normales para lograr un incremento similar. Estos resultados
demuestran que la expresion del ARNm de biotinidasa no es afectado por la presencia de

HCS mutante.

La integridad de los elementos rio abajo de la via de transduccidn de sefiales HCS-GCs-
PKG en células MCD-MK sobre los niveles de ARNm, fue analizada al incubar células
normales y de pacientes MCD-MK en presencia de 8-Br-GMPc. Las células MCD-MK
cultivadas en condiciones de deficiencia de biotina fueron estimuladas con 8-Br-GMPc
ImM vy el resultado fue un incremento en el ARNm de HCS y SMVT comparable a los
niveles obtenidos en células normales (dato no mostrado) (29). Estos resultados
confirmaron que el ARNm de SMVT, al igual que el ARNm de HCS, responden

normalmente a GMPc en células MCD.

Determinacion de los niveles de ARNm de enzimas implicadas en el ciclo de biotina
en tejidos de rata. Los resultados anteriores sugieren que una dieta baja en biotina o
mutaciones en el gen de la HCS disminuyen la capacidad de las células humanas para
mantener los niveles de ARNm de las proteinas involucradas en la utilizacién de biotina
exogena mientras que la habilidad para reciclar a la vitamina mediante la actividad de
biotinidasa no es afectada. Este mecanismo de regulacion transcripcional en apariencia
actuaria en contra del mantenimiento de la homeostasis metabolica, debido a que una
reduccidn en la expresion de SMVT y HCS provocaria una reduccién en la utilizacion de
la poca biotina disponible. Para determinar el papel fisiolégico de este proceso,
apareﬁtemente autodestructivo, hemos utilizado un modelo animal (rata) de deficiencia
de biotina y hemos examinado el impacto de la disminucién de biotina en diferentes

tejidos. En este experimento, se alimento a ratas Wistar macho con una dieta libre de
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Figura 3. Efecto de la deficlencia de biotina en tejidos de rata. Ratas Wistar maches adultes
fueron alimentados con una dieta normal (N) y deficiente de biotina (D) por ocho semanas. Los
niveles d¢ ARNm de SMVT, HCS, PC, biotinidasa y actina de higado y cerebro fueron determinados
como se describe en materiales y métodos y expresados como porcentaje de los valores observados en
tejidos normales. Los resultados fueron normalizados con los valores obtenidos en B-actina. Se muestran
productos de rt-PCR representativos de cada experimento. Los datos son de tres experimentos diferentes y
se muestran como promedio +/- E. 8.
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biotina durante ocho semanas. Después de este tiempo, los animales presentaban el fenotipo
clasico de deficiencia de biotina y una dramatica disminucién en la actividad de las carboxilasas
dependientes de biotina PC y PCC (30). Los niveles de ARNm de SMVT, HCS, PC y biotinidasa
fueron determinados en diferentes drganos por analisis densitométrico de productos de rtPCR.
Para simplificar la presentacion de los resultados, solo se presentan los datos obtenidos en
cerebro e higado (Fig. 3), debido a que experimentos preliminares realizados en rifion produjeron

resultados similares a los patrones de expresién en higado.

La deficiencia de biotina redujo los niveles de ARNm en el higado de ratas deficientes (SMVT,
42% £3; HCS, 55% =£3; PC, 17% %2 con respecto a niveles normales de biotina), mientras que en
el cerebro los niveles de ARNm mostraron solo un ligero cambio (SMVT, 90% =+1; HCS, 94%
7, PC, 96% £3) en ratas deficientes de biotina (Fig. 3a-c). El ARNm de biotinidasa no fue
afectado en el higado (91% =£2 con respecto a niveles normales de biotina), de manera similar a
los resultados obtenidos en cultivos de hepatocitos humanos. Sin embargo, en el cerebro de ratas
deficientes, encontramos un modesto incremento en el ARNm de biotinidasa (129% +10) con
respecto a los niveles encontrados en animales normales (Fig. 3d). La deficiencia de biotina no
tuvo efecto alguno en el ARNm del gen de actina (Fig. 4e) en higado o cerebro. El anélisis de
HCS por Western blot mostré que la deficiencia de biotina reduce los niveles de proteina en un

50% en higado mientras que en el cerebro el tratamiento no afect6 la cantidad de HCS (Fig. 1c).

Estos resultados sugieren que la biotina regula los niveles de ARNm en higado y rifién (dato no
mostrado), pero no en el cerebro. Para determinar si estos resultados son producto de una
propiedad especifica de tejido o tipo celular, estudiamos si la resistencia del cerebro a la
deficiencia de biotina podia ser reproducida en cultivos de células C6 de glioma de rata. Después
de incubar estas células en medio deficiente de biotina observamos una reduccién importante en
los niveles de ARNm de SMVT a 20% =10 y PC a 33% =6 de los valores normales (Fig. 4a,b).
De manera semejante a lo observado en los experimentos anteriores, la deficiencia de biotina no
afectd los niveles de ARNm de biotinidasa (96% =4 ; Fig. 4¢). Al estimufar las células C6
deficientes con biotina, observamos un incremento en los niveles de ARNm de SMVT y PC a

63% +2 y 82% =4, respectivamente (Fig. 4a,b). Este tratamiento no tuvo ninglin efecto en el
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Fig. 4. Efecto de la deficiencia de biotina sobre los niveles de ARNm en células gliales de
rata. Células gliales C6 fueron incubadas por 14 dias en medio libre de biotina y estimuladas con
biotina 1 pM. Los niveles de ARNm fueron determinados como se describe en materiales y
métodos y expresados como porcentaje de los valores normales. Columnas negras; céhulas
mantenidas en medio normal, columnas blancas; células mantenidas en medio deficiente,
diagonal; células deficientes de biotina estimuladas con biotina. Los datos son de tres
experimentos diferentes y se muestran como promedio +/- E. S.
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ARNm de biotinidasa (Fig. 4c). Los resultados indican que las células C6 de glioma de rata
responden de manera similar a las células HepG?2 y difieren de la respuesta encontrada en

cerebro de ratas deficientes de biotina.

El contenido de biotina en carboxilasas cerebrales es preservado selectivamente en ratas
deficientes de biotina. Los resultados anteriores sugieren que la represion en la expresion del
ciclo de biotina en higado y la expresion constitutiva de este ciclo en cerebro durante periodos de
deficiencia de biotina tienen por objeto el maximizar la incorporacion de biotina a carboxilasas
en cerebro. En otros tejidos, a través de la reduccion en la sintesis de carboxilasas y la
disminucién en la transferencia de biotina (deficiencia de HCS), deberia haber muy poca biotina
unida a proteinas. Para determinar la cantidad de biotina unida a proteina en extractos de higado
y cerebro de ratas normales y deficientes de biotina, utilizamos estreptavidina en ensayos de
Western Blot. Estos resultados mostraron que en el higado de ratas deficientes de biotina, las
formas biotiniladas de PC (128kDa), PCC (74kDa) y MCC (72 kDa) se redujeron en un 90%
comparado con los valores obtenidos en animales control (Fig. 5). En contraste, en cerebro, no
hubo diferencia en el nivel de carboxilasas biotiniladas de PCy MCC entre ratas normales y
ratas deficientes de biotina. Datos anteriormente publicados (32), mostraron que PCC es mucho

menos abundante que MCC en higado y cerebro y bajo las condiciones utilizadas en este trabajo

no fue posible detectarla en el cerebro de ratas normales o deficientes de biotina.
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Fig. 5 Contenido de biotina en higado y cerebro de carboxilasas. Extractos proteicos de
higado y cerebro de ratas normales y deficientes de biotina, fueron fraccionadas por electroforesis
SDS-PAGE vy transferidas a membranas de nitrocelulosa. La biotinilacién de carboxilasas fue
visualizada por medio de la incubacién de las membranas con estreptavidina-AP. Las bandas
observadas fueron identificadas a partir de pesos moleculares para las carboxilasas previamente
reportados, PC (128kDa) y MCC (72 kDa). EI contenido de carboxilasas biotiniladas fue
analizado por densitometria como se describe en materiales y métodos.
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DISCUSION.

En este trabajo hemos investigado la regulacion transcripcional del ciclo de utilizacién de
biotina en cultivos de células humanas y en diferentes drganos de rata bajo condiciones
de deficiencia de biotina. Nuestros experimentos demuestran que SMVT y HCS,
proteinas esenciales para la utilizacién de biotina exogena o presente en la dieta,
responden a la deficiencia de biotina reduciendo los niveles de sus ARNm. En contraste,
la reutilizacién de biotina enddgena via biotinidasa no es afectada por el cstatus de la
vitamina. Particularmente importante para nuestra investigacion es que el ciclo de
biotina parece ser expresado en cercbro de manera constitutiva. Igualmente importante es
que el modesto aumento en el ARNm de biotinidasa sugiere que este 6rgano podria ver
aumentada su capacidad para reciclar biotina bajo condiciones limitantes de biotina. En
este trabajo proponemos, que cuando el acceso a biotina es reducido o limitado, la
expresion de ARNm asociados con la utilizacién de biotina en organos periféricos, en
especial higado y rifién, es reprimida, mientras permanecen expresados constitutivamente
en el cerebro. Basado en estos resultados sugerimos que el propdsito de este mecanismo
de regulacion transcripcional es preservar la funcion esencial de biotina en el cerebro a

expensas del higado durante la deprivacién de biotina.

En este modelo sugerimos que la reduccion en la utilizacién de biotina en tejidos
periféricos durante periodos de ayuno favorece el acceso del cerebro a la biotina libre
circulante en plasma proveniente de la dieta y del reciclamiento endégeno. En este
escenario, la biotina libre es conducida al cerebro como consecuencia de la reduccion de
los ARNm de SMVT, HCS y carboxilasas en higado, reduciendo asi la utilizacién de
biotina. Los hallazgos que hemos obtenido acerca de la expresion constitutiva del ARNm
de biotinidasa en células humanas y tejidos periféricos de rata, complementan los
resultados publicados por Baumgartner y cols. quienes demostraron que la deficiencia de
biotina no afecta la actividad enzimatica de biotinidasa en cultivos celulares (33). Con
base en estos resultados, sugerimos que la liberacién de biotina unida a proteina continua

funcionando en higado y otros érganos periféricos en condiciones de deficiencia de
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biotina, sin embargo, una parte de esta vitamina liberada, es conducida al torrente

circulatorio debido a la reduccién en la utilizacién de la misma en estos tejidos.

Es interesante hacer notar que en el cerebro se ha documentado la presencia de una
transportador de biotina de alta afinidad (34). En este escenario el flujo de biotina
proveniente de la dieta y la biotina liberada a partir de higado, son dirigidos hacia el
torrente circulatorio y finalmente al cerebro, en donde la captacidén constitutiva y
utilizacion de biotina; via HCS, asi como el incremento en el recliclamiento de biotina;
via biotinidasa, aseguran el funcionamiento optimo de carboxilasas dependientes de

biotina en periodos de deficiencia de esta vitamina.

La utilizacion preferencial de biotina por el cerebro fue confirmada por medio de anélisis
de carboxilasas biotiniladas en higado y cerebro de ratas normales y deficientes de
biotina. A pesar de las condiciones de deficiencia de biotina, los niveles de carboxilasas
biotiniladas en el cerebro fueron similares a los observados en animales control, mientras
que en higado el contenido de carboxilasas biotiniladas fue severamente disminuido.
Estudios previos han demostrado que el contenido de biotina en el cerebro asi como la
actividad de carboxilasas dependientes de biotina son relativamente preservados en
condiciones de deficiencia de biotina (35-39). La reduccién en la cantidad de
carboxilasas biotiniladas en higado puede deberse a la disminucién en la sintesis de
carboxilasas y a la reduccién en la transferencia de biotina como consecuencia de la
disminucién en la sintesis de HCS. Estos datos concuerdan con estudios publicados
anteriormente acerca de la acumulacién de carboxilasas no biotiniladas (apocarboxilasas)

en higado de ratas deficientes de biotina (40,41).

La regulacién del ciclo de biotina parece ocurrir mediante la activacién de la via de
transduccion de sefiales HCS-GCs-PKG (Fig. 6). Previamente demostramos que la
represién de la sintesis de ARNm de HCS, ACC-1y la subunidad alpha de PCC por

deficiencia de biotina puede ser revertida estimulando las células con GMPc (8-Br-
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cGMP) v la transcripcion de estos genes puede ser interrumpida con inhibidores de las
enzimas GCs y PKG (29). En este trabajo hemos demostrado que la transcripeion de
SMVT y PC es regulada por el mismo mecanismo dependiente de GMPc y que la enzima
biotinidasa no es regulada por esta via. La expresion constitutiva de biotinidasa puede
explicar el extenso periodo requerido (en células o animales de laboratorio) para producir
deficiencia de biotina. Muy probablemente, estos resultados son un reflejo del tiempo
requerido para agotar la biotina endogena que continia siendo liberada a través de la
biotinidasa durante el periodo de deficiencia de biotina. En principio, la actividad
constitutiva de biotinidasa, puede contribuir a la sobrevivencia celular al convertirse en la
fuente principal de biotina libre en 6rganos como higado para alimentar el metabolismo a
través de la activacién de carboxilasas. Los niveles remanentes de ARNm de HCS,
SMVT vy carboxilasas (30%) en células deficientes de biotina podrian sugerir que el
sistema de represion transcripcional no tiene la finalidad de reprimir por completo la

utilizacion de biotina sino limitarla a un nivel de subsistencia.

Los resultados obtenidos para HCS son similares a los encontrados por el grupo de
Rodriguez-Meléndez, quienes mostraron que los niveles de ARNm son afectados
substancialmente en higado de ratas deficientes de biotina, mientras que cerebro presenta
cambios minimos. Sin embargo, diferente a lo que nosotros reportamos, ellos no
observaron una disminucién en los niveles de ARNm de PC. La variacién en los
resultados obtenidos, puede deberse al método utilizado, ya que este mismo grupo reporto
que la actividad de PC y PCC al igual que la masa proteica si responden con una

reduccion en condiciones de deficiencia de biotina (30).

Nuestras investigaciones sugieren que la inmunidad del cerebro a la deficiencia de biotina
es una propiedad especifica de este tejido mas que un reflejo de una caracteristica celular,
ya que al incubar células C6 de rata en un medio deficiente de biotina, los niveles de
ARNm de SMVT, HCS y PC fueron reducidos de manera muy similar a lo observado en
células HepG2 y fibroblastos humanos. Este modelo es apoyado por resultados

publicados anteriormente que muestran una fuerte reduccién de las actividades de
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carboxilasas en neuronas, oligodendroglia y queratinocitos cultivados en medio libre de

biotina (33).

La hip6tesis de preservar los miveles de biotina en el cerebro a expensas del higado
indica la importancia de carboxilasas funcionales en el metabolismo cerebral (35) (Fig.7).
En el cerebro, la actividad de la enzima PC es importante para la generacién del alfa-
cetoglutarato el cual se pierde debido a la liberacién de glutamato y GABA de neuronas
y 2 la exportacion de glutamina por la glia (36,37). Recientemente se ha demostrado que
la carboxilacién del piruvato en neuronas y glia puede aportar hasta un 30% y 40-60%
respectivamente de los intermediarios del ciclo de Krebs (37). Esto podria explicar el
porque un organismo sacrificaria temporalmente los requerimientos de biotina en otros

érganos para mantener el desarrollo y funcionamiento del cerebro.

La distribucién diferencial de nutrientes en higado versus cerebro no es un mecanismo
exclusivo para la biotina. Durante muchos afios se ha sabido que el patrén de trafico de
glucosa de un 6rgano a otro es distinto en los estados de alimentacién normal y ayuno.
Durante ¢l ayuno, la mayoria de los tejidos, pero no el cerebro, limitan su consumo de
glucosa al internalizar los transportadores GLUT4 en respuesta a una reduccién del
cociente insulina/glucagon. El influjo de glucosa hacia las neuronas no es dependiente de
insulina, lo que garantiza la presencia de este metabolito en el cerebro de manera
independiente del estado nutricional del organismo. Detras de este tipo de regulacion
tejido especifica en la utilizacion de glucosa esta el hecho de que el cerebro depende casi
exclusivamente de este carbohidrato como fuente de energia. El suministro continuo de
glucosa al cerebro se logra reduciendo su utilizacién por tejido muscular y manteniendo
el transporte de glucosa independiente de insulina en las neuronas (20,42,43). La
importancia de las carboxilasas dependientes de biotina para el metabolismo cerebral
sugiere similitudes entre los sistemas de economia cerebral de biotina y glucosa durante

el ayuno.
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POSPANDRIO AYUNO

Busting Binting

Regulacién positiva del Regulacion altruista del
ciclo de biotina. ciclo de biotina.

R o

on de biotina en cerebro,

Fig. 7. Modelo de altruismo tisular para la regulacién de la utilizaci
higado y misculo.
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CAPITULO 1V

Discusion General




Durante los dltimos 35 afios, diferentes grupos de investigaciéon han sugerido que la
biotina, ademés de su papel como cofactor de carboxilasas, es necesaria para la
regulacién de la expresion de las enzimas glucocinasa hepatica (GK), ornitina
transcarbamilasa (OTC), fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK), receptor de
asialoglicoproteinas (RASG), fosfofructokinasa (PFK), piruvato kinasa y holocarboxilasa
sintetasa (HCS) (86-88, 91, 95, 99, 101, 105). Sin embargo, a pesar del nimero de
investigadores interesados en este fenomeno, el mecanismo responsable del efecto de
biotina sobre la expresion genética era desconocido hasta el inicio de este proyecto en el

laboratorio del Dr. Leén Del Rio.

Durante la primera fase de mi entrenamiento como estudiante de doctorado, trabajé en
colaboracion con el Dr. Sergio Solorzano Vargas con el objetivo de determinar el
mecanismo por el cual la biotina afecta la expresion de diversas enzimas hepéticas. Como
resultado de este trabajo describimos que la biotina modifica los niveles de ARNm de
HCS, PCC v ACC-1 en células humanas, mediante la activacion de una cascada de
transduccion de sefiales en la que participan la enzima GCs, el segundo mensajero GMPc
y la proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG) (57). Este mecanismo de respuesta a
biotina habia sido descrito anteriormente por el grupo de Stockert y cols. para explicar el
efecto post-transcripcional de esta vitamina en la expresion del receptor de

asialogliproteinas (RASG) (89, 101, 103, 113).

La contribucion mas importante de este trabajo fue el identificar a la enzima HCS, como
una enzima bifuncional, que ademas de catalizar la biotinilaciéon de carboxilasas, es la
responsable de la activacién de la cascada GCs-PKG (Fig. 6, Capitulo III). El utilizar
fibroblastos de pacientes con deficiencia de HCS permitié conocer que el efecto sobre la
transcripeion de HCS, PCC y ACC-1, es mediado por el compuesto B-AMP y no por la
biotina per se. Estos resultados sugieren que el fenotipo de la enfermedad DMC por
deficiencia de HCS pudiera deberse al menos en parte a una sintesis deficiente de ciertas
carboxilasas dependientes de biotina (57). La bioquimica de este mecanismo es de gran

interés ya que el efecto del B-AMP sobre la actividad de 1a GCs no tiene precedente. En
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especial si consideramos que la activacion de la GCs es mediada por NO o CO,. Estos
datos y los resultados del capitulo II sugieren la posible existencia de otra enzima, hasta
ahora desconocida, que una la sintesis de B-AMP por la HCS con el incremento en la

actividad de GCs.

La actividad transcripcional de la HCS es evolutivamente un modelo unico debido a su
semejanza con la proteina bacteriana BirA. Durante la evolucién, BirA en bactenas y
HCS en eucariontes fueron seleccionadas para catalizar la biotinilacidén de carboxilasas y
regular la expresion genética. Sin embargo, a diferencia de la biotinilacion de
carboxilasas, donde ambas proteinas utilizan el mismo mecanismo, el efecto
transcripcional de estas dos enzimas es mediado por mecanismos completamente
diferentes (53). La proteina BirA es un factor transcripcional, mientras que la HCS, como

se describio anteriormente, recluta una cascada de transduccion de senales (37).

Los resultados descritos en el capitulo I, tienen implicaciones directas en la comprension
de las bases moleculares de la enfermedad DMC. Anterior a este estudio, se¢ consideraba
que las grandes dosis de biotina requeridas para normalizar el metabolismo de los
pacientes afectados, eran resultado de la baja afinidad de HCS por biotina. Sin embargo,
nuestros resultados sugicren la posibilidad de que la represion de la sintesis de HCS y
carboxilasas, como consecuencia de los bajos niveles de B-AMP, puedan estar
involucrados en la necesidad de concentraciones farmacolégicas de biotina para corregir

el defecto en DMC.

La existencia de una cascada de transduccién de sefiales activada por HCS y B-AMP,
puede en principio explicar el efecto de la biotina en la expresion de diversas enzimas y
el aumento de malformaciones congénitas en animales de laboratorio deficientes de
biotina. Sin embargo, es necesario identificar todos los genes que son regulados por
biotina, para sustentar esta hipétesis, en especial aquellos que juegan un papel importante

en el desarrollo embrionario.
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Aunque los resultados descritos anteriormente ponen de manifiesto las implicaciones
metabélicas y genéticas de la deficiencia de biotina, una pregunta que quedaba aun sin

contestar era determinar el papel fisiologico de la regulacion transcripcional por biotina.

Como se describid anteriormente, la biotina es una vitamina hidrosoluble que no puede
almacenarse en forma libre en el organismo y que se encuentra en cantidades traza en la
naturaleza. Por estas razones es dificil el explicar las ventajas evolutivas que pudiera
presentar al organismo el que la transcripcion de al menos nueve genes esenciales para
mantener la homeostasis metabélica dependa de esta vitamina. Durante la evolucion
humana, es probable que nuestros ancestros sufrieron de deficiencia de biotina debido a
una dieta pobre en esta vitamina o a la inanicién. Por esta razén resulta una paradoja que
nuestras células cuenten con un sistema que disminuye la expresion de enzimas
necesarias para la utilizacion de la biotina cuando esta se encuentra en concentraciones
bajas. Para explicar la naturaleza autodestructiva de este mecanismo, propuse que la
funcion de la regulacién transcripcional por biotina era la de limitar la utilizacion de

biotina a través de la regulacion del ciclo de utilizacion de esta vitamina.

Para explorar esta posibilidad estudie el efecto de la deficiencia de biotina sobre la
expresion de los niveles de ARNm de SMVT, HCS, PC y biotinidasa en c¢lulas HepG2 y
en un modelo animal (rata). Los resultados obtenidos indican que la expresion de estas
enzimas, exceptuando a la biotinidasa, estdn bajo el control de la cascada de

transduccion de sefiales activada por HCS.

Para tratar de entender el papel fisiolégico de este sistema, recurrimos primero a la
literatura, en donde encontramos observaciones que tampoco pueden ser explicadas con
base a las funciones de biotina en el organismo y que pudieran estar relacionadas con
nuestros resultados. La deficiencia de biotina en ratas de laboratorio resulta en una

disminucién severa en la actividad de las carboxilasas en higado y rifidn, sin embargo, en
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el cerebro la actividad de estas enzimas es solo moderadamente afectada (114, 115)
(116). Igualmente importantes son los reportes que demuestran que la concentracion de
biotina en liquido cefalorraquideo es 2.5 veces mayor que la concentracion en plasma
durante condiciones de homeostasis metabélica (114) y que la masa de las carboxilasas
disminuye en el higado de ratas deficientes de biotina mientras que en el cerebro
permanecen sin cambio (105). Estos datos sugieren que el cerebro es un Organo
privilegiado que es protegido durante la deficiencia de biotina. El mecanismo
involucrado podria tener como base la regulacién transcripeional del ciclo de biotina
mediante la actividad de HCS y la cascada GCs-PKG. Sin embargo, esto implicaria que

la regulacion transcripcional dependiente de biotina tuviera especificidad de tejido.

Para probar esta hipétesis, estudié el efecto de la deficiencia de biotina en la expresion de
enzimas del ciclo de biotina en diversos érganos de rata, un modelo animal de deficiencia
de biotina desarrollado en el laboratorio del Dr. Antonio Velazquez. Este mismo modelo
habia sido ya utilizado por otros investigadores (12, 13, 93, 117) (105, 117, 118). Mis
resultados demostraron que en organos periféricos, cono higado y rifion, la deficiencia de
biotina genera la disminucién de los niveles de ARNm de SMVT, HCS y PC, mientras
que en el cerebro los niveles permanecieron sin cambio. Estos resultados confirman la
naturaleza privilegiada del cerebro y sugieren que durante la deficiencia de biotina, la
habilidad para utilizar esta vitamina en tejidos como higado y rifién seria reducida de
manera considerable. Es particularmente interesante el hecho de que los niveles de
ARNm de biotinidasa en cerebro, aumentaron aproximadamente 30% durante la
deficiencia de biotina, sugiriendo que la proteccion al cerebro durante condiciones
limitantes de biotina en el organismo, podria incluir un aumento en el reciclamiento de la

misma en tejido cerebral.

Este mecanismo garantizaria que durante la deficiencia de biotina o el ayuno, los
6rganos periféricos limitarian el uso de esta vitamina permitiendo un flujo continuo de la
misma al cerebro. En este escenario la actividad de biotinidasa permitiria a estos drganos

sobrevivir durante tiempos cortos mediante la activacidon de carboxilasas utilizando
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biotina reciclada. A este mecanismo de regulacién diferencial de la utilizacion de biotina

le hemos denominado “altruismo tisular” (Fig. 7. Capitulo III).

La existencia de este mecanismo puede estar relacionada con la importancia del papel
fundamental que desempefian algunas carboxilasas dependientes de biotina en el cerebro.
La carboxilacién de piruvato a oxaloacetato es catalizada por la enzima piruvato
carboxilasa y es indispensable para el funcionamiento del ciclo de Krebs. Estudios
recientes han reportado que la carboxilacion de piruvato en neuronas y glia contribuye en
un 30% y 40-60% al suministro de energia requerida por el cerebro (119). En este
6rgano la actividad de PC es particularmente importante debido a que compensa la
pérdida de a-cetoglutarato causada por la liberacion de sus derivados, los
neurotransmisores glutamato y GABA durante la actividad neuronal. La carboxilacion de
piruvato en cerebro, también es importante en la detoxificacién de amonia a través de la

formacion de glutamina (120).

El mecanismo de utilizacién preferencial de nutrientes por algun érgano especifico bajo
condiciones limitantes, no es unico para biotina, la utilizacion preferencial de glucosa en
cerebro bajo condiciones de ayuno prolongado ha sido extensamente estudiado. La
mayoria de los tejidos en el organismo utilizan glucosa y acidos grasos como fuente de
energia, sin embargo, el cerebro utiliza solo glucosa (121). Se ha documentado que en
estados de ayuno prolongado, hay un aumento en la regulacion de glicdlisis cerebral, a
través de un incremento paralelo en el rango del transporte de glucosa de la sangre al
cerebro. Bajo estas condiciones, hay un aumento en la regulacion transcripcional y
postranscripcional de los transportadores de glucosa GLUT! y GLUTS3, isoformas
localizadas en 1a barrera hematoencefalica y en tejido neuronal respectivamente (121). En
condiciones de ayuno prolongado, los érganos periféricos, limitan su consumo de glucosa
al reducir el nimero de transportadores GLUT4 en la membrana plasmatica en respuesta
a una reduccion del cociente insulina/glucagon (122). La importancia de las carboxilasas
dependientes de biotina para el metabolismo cerebral sugiere similitudes entre los

sistemas de economia cerebral de biotina y glucosa durante el ayuno.
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Estudios anteriores a este proyecto demostraron que la biotina también afecta la
expresién de enzimas hepaticas, como glucocinasa y fosfoenolpiruvato carboxikinasa,
que no estan involucradas en su utilizacion. Aunque estas enzimas no fueron estudiadas
por este trabajo, es interesante especular que su regulacion es también parte de un
complejo mecanismo dependiente de biotina para mantener la homeostasis metabolica en
el cerebro. La suplementacion de biotina aumenta el ARNm de glucocinasa y reprime la
expresién de la enzima fosfoenolpiruvato carboxikinasa (94, 102). Este mecanismo
puede contribuir al mantenimiento de los niveles de glucosa en plasma durante el ayuno.
El grupo de Stockert, quien describio la regulacion traduccional dependiente de biotina
del receptor de asialoglicoproteinas y el receptor de insulina, ha determinado que este
proceso también es dependiente del segundo mensajero GMPc (123, 124). Estos datos
sugieren que la via de transduccion de seffales HCS-GCs-PKG puede tener un impacto
mas amplio que la mera regulaciéon de la biotinilacion de carboxilasas y ayudar a
transmitir sefiales nutricionales mas generales para la regulacién de la homeostasis

metabdlica en higado y cerebro.
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ACC
B-AMP
DMC
EGB
GCs
GK
HCS
MCC
OTC
PCC
PBMC
PC
PEPCK
PFK
PKG
RASG
SMVT

ABREVIATURAS

Acetil-CoA carboxilasa

Adenilato de biotina

Deficiencia multiple de carboxilasas
Enfermedad de ganglio basal

Guanilato ciclasa soluble

Glucokinasa

Holocarboxilasa sintetasa
B-metilcrotonil-CoA carboxilasa

Ornitina transcarbamilasa

Propionil-CoA carboxilasa

Células mononucleares de sangre periférica
Piruvato carboxilasa

Fosfoenolpiruvato carboxikinasa
Fosfofructokinasa

Proteina cinasa dependiente de GMPc
Receptor de asiologlicoproteinas
Transportador multivitaminico dependiente de sodio
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Resumen

La biotina es una vitamina soluble en agua que es utilizada como un cofactor de enzimas involucradas en reacciones
de carboxilacién. En humanos existen cinco carboxilasas dependientes de biotina: propionil-CoA carboxilasa,
metilmalonil-CoA carboxilasa, piruvato-CoA carboxilasa y dos formas de acetil-CoA carboxilasa. Estas enzimas,
catalizan reacciones claves en gluconeogénesis, metabolismo de acidos grasos y catabolismo de aminoacidos,
ademas, |a biotina juega un papel esencial en mantener la homeostasis metabolica de la célula. En anos recientes, la
biotina ha sido asociada a varias enfermedades en humanos. Algunas de éstas, estan relacionadas a la deficiencia de
enzimas involucradas en el metabolismo de biotina. Sin embargo, no todos los desordenes gue pueden ser tratados
con biotina pueden ser explicados sobre {as bases del papel clasico de esta vitamina en el metabolismo celular. Varios
grupos han sugerido que la biotina puede estar involucrada en la regulacién de la transcripcién o expresién de
diferentes proteinas. La biotinilacién de histonas y la activacién de cascadas de transduccién de sefales, han sido
sugeridos como los mecanismos que se encuentran por detrés de las manifestaciones de la deficiencia de biotina no
clasica en humanos.

Palabras Clave: Biotina, biotinidasa, carboxilasas, deficiencia muiltiple de carboxilasas, holocarboxilasa sintetaset.

ABSTRACT

Biotin a water soluble vitamin is used as a cofactor of enzymes involved in carboxylation reactions. In humans there
are five biotin dependent carboxylases: propionyl-CoA carboxylase, methylcrotonyi-CoA carboxylase, pyruvate
carboxylase and two forms of acetyl-CoA carboxylase. These enzymes catalyze key reactions in gluconeogenesis, fatty
acid metabolism and aminoacid catabolism and thus biotin plays an essential role in keeping the metabolic
homeostasis. tn recent years biotin has been associated to several diseases in humans. Some of them are related to
deficiencies of enzymes involved in biotin metabolism. However, not all biotin responsive disorders can be explained
on the basis of the classical role of the vitamin in cell metabolism. Several groups have suggested the biotin may be
involved in regulating the transcription or protein expression of different proteins. Biotinylation of histones and
triggering of transduction signaling cascades have been suggested as the underlying mechanisms behind these non-
classical biotin deficiency manifestation in humans.

Key Words: Biotin, biotinidase, carboxylases, multiple carboxylase deficiency holocarboxylase synthetase,

INTRODUCCION

abiotina es una vitamina hidrosoluble perteneciente
al complejo B y es esencial para el crecimiento y
| mantenimiento homeostitico de todos los seres

ez vivosl. Esta vitamina fue descubierta en 1935 por
Kogl cuando se le caracterizé como una factor indispensable
para el crecimiento de levadura®. La importancia de esta
vitamina para organismos superiores fue reconocida cuando
se demostré que protegia a las ratas contra los efectos toxicos

Nota: Articulo recibido el 27 de diciembre del 2001.

de una dieta rica en clara de huevo™. Este efecto t6xico se
demostré mis tarde, y se debe a la presencia de avidina, una
protefna con extraordinaria afinidad por la biotina™. Los
organismos superiores, desde las levaduras hasta el hombre,
dependen por completo de la dieta para satisfacer sus
requerimientos de esta vitamina®. Sin embargo,
microorganismos como Escherichia coli son capaces de
sintetizar biotinay se presume puedan jugar un papel relevante
en suministrar al menos parte de la vitamina requerida paia el
metabolismo humano.
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La importancia de la biotina presente en la dieta fue reconocida
por muchos aflos, sin embargo, su papel en el metabolismo era
desconocido. En 1953 Lardy y Peanasky reportaron que la
deficiencia de biotina en ratas reducia la habilidad de extractos
de higado para catalizar la carboxilacién dependiente de ATP
de propionato a succinato’. En 1958 se demostré que 1a enzima
acetil-CoA carboxilasa (ACC), purificada a partir de extractos
hepdticos de aves, estaba enriquecida con biotina y ésta podia
ser inactivada en presencia de avidina®. Finalmente, Lane y
Lynen® demostraron que la biotina estd covalentemente unidaa
la enzima propicnil-CoA carboxilasa (PCC). Como resultado
de esta observacion se descubrié que la biotina es utilizada por
todos los organismos como grupo prostético de enzimas
involucradas en reacciones de descarboxilacidn, carboxilacién
y transcarboxilacién en donde actia como vector para la
transferencia de grupos carboxilo'!.

Enafosrecientes, diversos grupos de investigacién hansugerido
que, ademnds de su funcién cldsica en el metabolismo. la
vitamina biotina participa en la regulacion de la expresién de
varios genes en distintos organismos. En esic articulo.
describimos los trabajos realizados por investigadores y médicos
para identificar los diversos procesos celulares en los que Ia
biotina participa.

EVOLUCION DE LAS ENZIMAS DE CARBOXILACION
Elndmerode las carboxilasas dependientes de biotina presentes
en la célula no ha sido constante durante el proceso de
evolucion, variando de un organismo a otro. En mamiferos
existen cinco carboxilasas dependientes de biotina; las dos
formas de ACC codificadas por genes diferentes'*'* y
expresadas en el citoplasma; y 3 carboxilasas mitocondriales
que son laPCC, la metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) y la
piruvato carboxilasa (PC). En levaduras sélo se presentan dos
carboxilasas, la PC y la ACC y en el caso més exiremo se
encuentra la bacteria E. coli en la cual séle existe una enzima
dependiente de biotina la ACC'.

Laestructura de las carboxilasas también ha sido modificada
durante la evolucién, mostrando diferencia de un organismo
a otro. El caso de la enzima ACC es el mds representativo de
todas las enzimas dependientes de biotina. En bacterias la
enzima ACC estd compuesta por tres subunidades, cada una
de ellas posee una actividad enzimitica diferente. En células
humanas, las isoformas ACC-1 y ACC-2 estén constituidas
por una sola cadena polipeptidica multifuncional. Con base
enlaarquitectura molecular de las carboxilasas, los miembros
de estafamilia pueden ser divididos en tres grupos diferentes'.
El primer grupo estd representado porla ACCde E. coli y la
transcarboxilasa (TC) de Propionibacterium shermanii. Estas
enzimas, estdn compuestas por 3 subunidades: la proteina
acarreadora de biotina (BCCP); la carboxilasa de biotina
(BC), que cataliza la formacién del compuesto carboxibiotina;
¥, por dltimo, la subunidad transferasa de carboxilo (CT),

que transfiere el grepo carboxilo a la molécula aceptora de
carboxilacién'®*. El segundo grupo estd representado por
enzimas compuestas por dos subunidades polipeptidicas
denominadas oy B, gue son 1a PCC y laMCC de organismos
eucariontes. La subunidad o de estas proteinas, contiene el
cofactor de biotina y posee la actividad de carboxilasa de
biotina, mientras que la subunidad P cataliza la transferencia
del grupocarboxilo. Eltercer grupo de enzimas dependientes
de biotina estd representado por las enzimas ACC y PC
humanas, en donde las tres funciones anteriormente citadas
han sido incorporadas en una scla cadena polipeptidica
muttifuncional.

Las enzimas dependientes de biotina catalizan y comparten
una gran homologia en la secuencia del sitio de unidn a
biotina, por fo que se ha sugerido que los genes que cedifican
parapolipéptidos acarreadores de esta vitamina son derivados
de un ancestro comun. Es posible que mediante un proceso
de una o mds duplicaciones durante la evolucién. el gen
original haya dado lugar a dos 0 mds genes que codificardn
diversasenzimas. conservandoentre ellas funciones comunes.
Bajo este escenario. la diterencia estructural de las
carboxilasasen organismeos procarionies v eucariontes puede
representar varias etapas en la evolucion del sistema de
biotinilacién'”.

FUNCION DE LAS CAREOXILASAS DEPENDIENTES DE BIOTINA
EN EL METABOLISMO HUMANO

Las enzimas dependicnles de biotina que catalizan reacciones
de carboxilacion son: ACC-1. ACC-2. PCC. MCC y PC. Estas
protefnas catalizan reacciones clave en los procesos de
gluconeogénesis. sintesis de dcidos grasos y catabolismo de
aminodcidos',

En humanos existen dos isoformas de ACC coedificadas por
genes diferentes que catalizan la transtormacion de acetil-CoA
a malonil-CoA. substrato principal de ta sintesis y elongacion
de dcidos grasos, recientemente se ha sugerido que ACC-1 esid
involucrada en la sintesis de dcidos grasos®**?' mientras que
ACC-2 es responsable de la oxidacion de los mismos.
predominaniemente en masculo esquelético y corazén®**. La
enzima PC cataliza la sfniesis del dcido oxaloacélico a partir de
piruvato suministrando un intermediario primario para el ciclo
de los 4cidos tricarbox(licos. Esta enzima también provee una
fuente de esqueletos de carbono para la sintesis de aspartato v
glutamato. LaenzimaPCC cataliza la carboxilacion de propionil-
CoA para formar metilmalonil-CoA, el cual después de varios
pasos entra en el ciclo de los dcidos tricarboxilicos. La enzima
MCC forma B-metilgiutaconil-CoA a partir de B-metilcrotonil-
CoA un pasoesencial enel catabolismo del aminodcido leucina'.
Estas carboxilasas tienen funciones importantes en las vias
metabdlicas, tal como el catabolismo de aminoécidos (PCC.
MCC), gluconeogénesis (PC) y sintesis de 4cidos grasos (ACC-
1y ACC-2).
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ACTIVACION DE CARBOXILASAS

Las carboxilasas dependientes de biotina son sintetizadas en el
citoplasma como precursores inactivos (apocarboxilasas). La
activacién de estas enzimas se lleva a cabo mediante launién de
unamoléculade biotina a un amino4cido de lisina localizado en
una secuencia Ala/Val-Met-Lys-Met que es universalmente
conservadaen todas las enzimas dependientes de biotina*’. Este
tetrapéptido sc encuentra localizado en carboxilasas
mitocondriales (PC. PCC. MCC) hacia el extremo carboxilo
terminal, mientras que en las carboxilasas citosélicas ACC-1y
ACC-2seencuentralocalizado haciael extremoamino terminal.
En 1994 Leén-Del-Rio y Gravel demostraron que el extremo
carboxilo terminal de la subunidad alpha de la enzima PCC
humana puede funcionar como un dominic independiente de 67
aminodcidos (p-67; y que puede ser biotinilado in vivo e invitro
porlasenzimas BirA bacterianay HCS humana®. El tamafio del
dominio de biotinilacién parece variar entre una enzima a otra
ya que en el caso de la subunidad BCCP de la ACC bucteriana
e! sitio de biotinilacién minimo es de 87 aminodcidos®.

La reaccién de biotinilucion de apocarboxilasas es

bacteriana y regula la transcripcidn de los cinco genes
involucrados en la sintesis de biotina en E. coli, funcionando
comoun represor de latranscripcion de los mismos* . Estudios
recientes han revelado que la proteina BirA funciona como un
sensor de la cantidad de biotina y de concentracién de
apocarboxilasas en bacterias. Cuando E. coli crece en un medio
pobre de biotina, el intermediario de biotinilacién ademlato de
biotina (B-AMP) es utilizado en su totalidad en la biotinilacién
de ACC, inica carboxilasa presente en este organismo. Sin
embargo, cuando la bacteria crece en un medio rico en biotina
o cuando todas las moléculas de ACC dispontibles han sido
biotiniladas. este compuesto se acumula, permaneciendo unido
aBirA. Eneste escenario el B-AMP actda como correpresor del
operdn de biotina ya que permite a la proteina BirA unirse al
operador reprimiendo la expresién de los genes del operon de
biotina®” (Figura 1).

HoOLOCARBOXILASA SINTETASA HUMANA
Enlos organismos eucariontes la biotinilacion de carboxilasas
se lleva a cabo por la HCS. La actividad de esta enzima fue

catalizada en organismos eucariontes por la enzima "

holocarboxilasa sintetasa (HCS™ v en organismos
procariontes por enzimas conocidas como ligasas de
biotina o proteina BirA®, Como sc describird mds adelante,
estas enzimas son muy diferentes; sin embargo. ambas
catatizan la reaccion de biotinilacion mediante el mismo
mecanismo. Este proceso se llevaacabo endos reacciones
parciales. En la primera. la biotina es activada utilizando
ATP formando un intermediario conocido como adenilato
de biotina (B-AMP). En la segunda reaccién. el B-AMP
es utilizado para uniralabiotinaa unaminodcidode lisina
de 1a apocarboxilasa con liberacion de AMPY,

Reacciéon 1
ATP + Bioting —> Adenilato de biotina + PPi

Reaccion 2
Adenilato de biotina + Apocarboxilasa —:> Holocarboxilasa + AMP

LA LIGASA DE BIOTINA BACTERIANA (BIRA) ES
UNA ENZIMA BIFUNCIONAL CON ACTIVIDAD
TRANSCRIPCIONAL

Lareaccion de biotinilacidén en bacterias es catalizada por
laenzimaBirA. Estaproteina es una enzima monomérica
de 321 aminodcidos (35.5 kDa). En la regién carboxilo
terminal formada por 130 amino4cidos, reside laactividad
enzimitica de biotinilacién. El extremo amino terminal
se caracteriza por poseer una estructura terciaria del tipo L

Holo-BCCP
Transcripcién

BkA Operadar bieB bioF  bkC biocD

-

(o]
i. bleh

i
it

BloA Operador bloB bioF  biol  bioD

—

hélice-vuelta-hélice (H-T-H), que le permite reconocer y
unirse de manera especifica auna secuenciaespecificaen
el ADN bacreriano. Esta caracteristica convierte a la
protefna BirA en una enzima bifuncional ya que cataliza
la biotinilacién de la subunidad BCCP de la ACC

Figura 1. La ligasa de biotina de £. coif actia como represor del operén de
biotina. a) Cuando la biotina esta presente en bajas concentraciones, todos los
productos adenilata de biotina (B-AMP) producidos por BirA son utilizades para
biotinilar la subunidad de BCCP de E. coli. b) Cuando la biotina se encuentra en
exceso con respecto a BCCP, el producto B- AMP se acumulay el complejo BirA-
B-AMP es capaz de unirse al operdn de biotina.
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caracterizada bioquimicamente desde principios de los afios
setenta;sinembargo, poco se conocia acercade los mecanismos
de biotinilacién en eucariontes debido a que esta proteina no
habia sido purificada ni su gen clonado'. En 1995 Suzuki y
cols. y Ledn-Del-Rio y cols.. clonaron el ADNc de la HCS
humana**. Estos estudios revelaron que esta proteina estd
formada por 726 aminodcidos (80.75 kDa) y aunque su ARNm
se encuentra presente en todos los tejidos estudiados. se
expresa preferencialmente en rifién, pancreas y musculo
esquelético. El ARNm primario de la HCS es procesado
alternativamente en lacéluladandolugaradiversas moléculas
de ARNm cuyas funciones adn estdn por ser determinadas. sin
embargo, es posible que al menos algunas de estas formas
estén relacionadas con la habilidad de dirigir a la HCS a fa
mitocondria o al citosol™.

La comparacidn de las secuencias de la proteina Bir A y de la
HCS humana revela que estas dos protefnas comparten una
regidnde altahomologia de aproximadamente 130 aminodcidos
que se encuentralocafizada en el extremo carboxilo terminal de
ambas enzimas. Esta regidn corresponde al domimo de
biotinilacién de BirA identificado por andlisis de cristalogralia
por ravos XM, La regidn amino terminal en ambas enzimas no
muestra conservacion en la secuencia de aminodcidos. ya que

estaregidn en BirA es laque confiere actividad transcripcional
y es posible que la pérdida de la capacidad de sintetizar biotina
en eucarionies sea la causa de estas diferenctas. La ausencia de
una presién selectiva para conservar este dominio, condujo ala
modificacién de los extremos amino lerminales; sin embargo.
la conservacién de secuencias amino terminales entre la HCS
humana y de la levadura Saccharomyces cerevisiae sugieren
que esta regién pueda tener una funcidn atin no identificada®.

SISTEMAS DE UTILIZACION DE BIOTINA EN ORGANISMOS
EUCARIONTES

La vitamina biotina estd presente en cantidades minimas en los
alimentos y ensu mayor parte se encuentra unida a protefnas. lo
que limitasu disponibilidad para ser utihizada enel metabohsmo
de mamiferos. Por esta razén durante la evolucidn de los
OTZanismos superiores aparecieron una serie de sistemas para
asegurar la dpuma utihizacidn y reciclamiento de esta vitamina!
(Figura 2.

En clintestino defgado de diversas especies se han encontrado
dos receptores especificos para la biotina. El primero cs un
cotransportador de sodio que reconoce a la biotina libre que ex
liberada en el lumen intestinal por la actividad de 1a biotinidasa
pancredtica. El segundo es capaz de transportar ai compucsto

F xecrecion

Biocitina

Protedlisis

Proteinas

-

Ciclo cldsico de
la bioting

Biotinilacién de
carboxilasas

Metabolismo

Lipidos

~

Biotina obtenlda
Biotina de la dieta

libre

Biotina

HCS

ACC-2
ACC-1
PCC
PC
MCC

¥

Carbohidratos

»,

Figura 2. Ciclo de Biotina. La biotina obtenida de los alimentos es liberada por la enzima biotinidasa y utilizada para activar a fas holocarboxilasas en
presencia de fa enzima HCS. Las apocarboxilasas utilizadas son degradadas y nuevamente la biotina es liberada por la accion de la enzima biotinidasa.
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biocitina (biotinil-lisina) oblenido de la degradacion de
carboxilasas biotiniladas, en contra de un gradiente de
concentracién, presumiblemente para que la vitamina sea
liberada enel plasma o en el interior de las células por laenzima
biotinidasa™.

Durante et proceso de recambio enzimdtico en cl interior
celular, las carboxilasas son degradadas por proteasas liberando
el compuesto biocitina. La biotina es liberada a partir del
compuesto biocitina por medio de la actividad de la enzima
biotinidasa (biotina-amidohidrolasa), la cual hidroliza
especificamente la unién entre la biotina y ¢l grupo €-amino del
aminodcido lisina. La biotina liberada s utilizada entonces por
la enzima HCS para la activacion de carboxilasas'.

ERRORES EN LA UTILIZACION DE LA BIOTINA

Debido al papel fundamental de las carboxilasas en el
metabolismo, una disminucidén en su actividad puede traer
consecuencias metabdlicas catastréticas parael organismo. La
deficiencia miltiple de carboxilasas (DMC) es una enfermedad
que sc caracteriza por una disminueion en la actividad de todas
las enzimas dependientes de hiotina y cuyo origen puede ser
adquirido o genético. La deficiencia adquinda de esta afeccidn
puede ser el resultado de una alimentacién pobre en biotina o de
una alimentacién parenteral protongada™™. Lu DMC de origen
genélico puede deberse & mutactones en los genes gue codilican
para la enzima HCS o para la biotinidasa. estos padecimientos
tienen un patrén de herencia autosdmico recesivo.

Deficiencia de HCS. En humanos ladetictenciaen laactividad
de HCS produce la forma nconatal de la DMC. Las
manifestaciones clinicas de este desorden se observan dentro de
las primeras horas del nacimiento ¢ incluyen dificultad para
respirar, letargia, retraso en el desarrollo psicomotor. hipotonia.
convulsiones. dermatitis periorificial, alopecia y coma. Los
pacientes afectados por deficiencia de HCS se caracterizan
bioquimicamente por presentar cetoacidosis metabélica. aciduria
orgdnica e hiperamonemia*.

Esta enfermedad puede producir retraso mental severo y
potencialmente monal sino es diagnosticada y tratada a Lierpo.
Todos los sintomas clinicos y bioquimicos de la DMC debido
a una baja en la actividad de HCS pueden ser eliminados
exitosamente suministrando a los pacientes dosis farmacolégicas
de biotina!. Por afios se especuld que la respuesta de los
pacientes al tratamiento con la vitamina se debia a que las
mutaciones en et gen de la HCS afectaban el sitio de unién a
biotina creando una protefna mutante con una afinidad menor
por la vitamina. Sin embargo, esto no fue demostrade hasta ia
publicaciénde lasecuenciadel gende la HCS y laidentificacién
de las mutaciones presentes en pacientes con DMC. Estos
trabajos demostraron que 1a mayor parte de las mutaciones se
encuentran localizadas en la regién que codifica al dominio de
130 aminoicidos que estd conservado en la HCS y la proteina

BirA: R508W, GS18E, V550M, y D5S7IN®. Sin embargo.
cuatro mutaciones mas, han sido Iocalizadas hacia el extremo
amino terminal lejos del sitio de unién de la biotina de la HCS:
L216R, V363D, L237P. 107delG*. Aunque se desconoce la
funcion de la region amino terminal de la HCS es posible que
en organismos eucariontes el sitio de unién de la biotina de la
HCS seamds complejo que el de la proteina BirA y que requiera
de interacciones intramoleculares entre las regiones carboxilo
y amino terminales. Sin embargo, la observacion de que hay
formas de HCS, en las que han sido eliminados los primeros 400
aminodcidos, y que muestranunaactividad cataliticaindistinguiblc
de la HCS normal. plantean un serio problema para laaccptacion
del modelo anterior™.

Deficiencia de biotinidasa. La deficiencia de la acuvidad de
la enzima biotinidasa causa la forma juvenil de la DMC. A
diterencia de la deticiencia de HCS esta enfermedad se
manifiesta mas tarde en el desarrollo de los pacientes entre fas
primeras semanas de vida v hasta los 10 anos de edad. Los
sintomas de 1a forma juvenil de la DMC son hipotonia. ataxia.
problemas para respirar. pérdida de cabello. atrofia Gptica.
dermatitis, sordera y retraso mental. Se haobservado también
conjuntivitis ¢ infecciones causadas por hongos.
probablemente como consecuencia de anormalidades en el
desarrollo del sistema inmunoldgico. En los pacientes con
deficiencrade HCS. las manifestaciones clinicas vbioguimicas
que presentan, con excepeion de la sordera y ef retraso
mental. son revertidas exitosamente con la administracion de
dosis tarmaceldgicas de biotina',

BIOTINA Y EXPRESION GENICA

Como se ha descrilo en esta revision bibliogrdfica. la biotina
tiene dos funciones conocidas en el imetabolismo: la primeraes
su actividad como grupo prostético de enzimas que catalizan la
transferencia de grupos carboxilo en organismos procariontes
y eucariontes. La segunda. es su papel como correpresor de la
transcripeion del operén de la biotina en bacterias. Debido ala
extraordinaria conservacién evolutiva de las ecnzimas
dependientes de biotina. de las ligasas de la biotina y dc laHCS.
durante mucho tiempo nos preguntamos si la funcién de
regulacion transcripcional de la bietina habria sido conservada
tarmbién en crganismos eucariontes. Larespuestaaestapregunta
en un principio parece ser no. ya que os organismos superiores
perdimos la capacidad de sintetizar biotina y laenzima HCS no
posee dominios que le permitan actuar como un factor de
transcripcién. tal y como lo hace su homélogo bacteriano la
proteina BirA. Sin embargo, diversas observaciones parecen
indicar que la biotina en organismbs eucariontes pudiera estar
involucrada en la regulaci6n de la transcripci6n genética y de la
estructura cromosémica.

Laprimeraevidenciaconsiste en lalocalizacién de esta vitamina
no sélo en la mitocondria y el citoplasma, donde se encuentran
las enzimas dependientes de la biotina, sino también en el
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nticleo celular. Aunque hasta el momento se desconoce el papel de
labiotina en el niicleo, es importante mencionar que experimentos
anteriores han mostrado en cultivos celulares deficientes de
esta vitamina, una detencién del ciclo celular en la fase Gl y
por lo tanto, una disminucién en la sintesis de ADN*41,

En 1976 Petrelliy cols. demostraron que las histonas muestran
una menor afinidad porla moléculade ADN enratas deficientes
de biotina*?. Ellos también demostraron que la deficiencia de
biotina da como resultado una disminucién en la fosforilacién
y metilacién de las histonas y en un aumento en la acetilacién
de las mismas*®. En afios recientes se ha demostrado el papel
fundamental que juegala metilaci6ny fos procesos de acetilacién/
desacetilacién de histonas en la remedelacion de la cromatina
y enelensamblaje de complejos de iniciacién de la transcripeion
en promotores de genes regulados por receptores hormonales®.
Los efectos de la deficiencia de biotina sugieren que esta
vitamina pudiera intervenir en el remodelamientode lacromatina
yenlaregulaciénde latranscripcién genética. Enel afio de 1995
Hymes y colaboradores sugirieron que las histonas H2A, H2B,
H1, H2 y H3 pueden ser biotiniladas por la biotinidasa, enzima
responsable del reciclamiento de biotina durante el recambio de
carboxilasas*. Recientemente Stanley y cols.* demostraron
que la biotinilacién de histonas ocurre in vivo y qQue aumenta
durante la diferenciacién celular. Sin embargo, no existen
evidencias que apoyen la biotinilacién de histonas como un
mecanismo de activacién transcripcional.

Con el objeto de determinar el papel de la biotina en el nicleo
celular, en afios recientes se han realizado estudios sobre el
papel de esta vitamina en la transcripcién de varios genes. En
cultivos condeficienciade biotina se demostré una disminucién
en la transcripcién del gen de la glucokinasa hepdtica (GK).
Estos resultados pueden revertirse suministrando biotina al
mediode cultivo enuna concentraciénde 104 M**. Resultados
similares se obtuvieron en higados de ratas alimentadas con una
dieta libre de biotina. En estos experimentos la transcripcién del
gen de la GK aument6 hasta 19 veces con respecto a las ratas
control después de laaplicacién de unainyecciénintraperitoneal
de biotina®. Recientemente se demostré que la biotina también
promueve la traduccién del RNAm de la GK hepitica®. Una
observacidn importante es el hecho de que la transcripcién de
los genes que responden a biotina es también inducida incubando
alos cultivos celulares con andlogos no hidrolizables de GMPc
tal como la enzima cinasa dependiente de GMPc (cGK). Sin
embargo, no se observa un efecto sinérgico al afiadir
simultineamente biotina y GMPc. Este resultado sugiere a los
autores que la biotina y el GMPc actian mediante el mismo
mecanismo o que la biotina actiia a través de la estimulacién de
la enzima GK***, Este modelo parece ser corroborado por los
resultados publicados por Vesely®' quien demostré que la
biotina es capaz de estimular in vitro la actividad de la enzima
guanilato ciclasa soluble en hfgado, colon, cerebelo, rifién 'y
COrazON A8 FAA. ... . oivitar o wr oo ee o Rie LT

15

K @*‘ Y

Recientemente se demostré que la biotina también participaen
la regulacién transcripcional de varios genes en diferentes
organismos. En el afio 2001, Veldzquez y cols., realizaron un
estudio en 6rganos de ratas con deficiencia de biotina, en el que
demostraron que la actividad de las enzimas PCC, PC y MCC
disminuye en higado, rifién, mdsculo y cerebro, mientras que
los niveles de ARNm permanecen sin cambio. Estos resultados
sugieren unaregulacién anivel postranscripcional. Adiferencia
delas carboxilasas, los mismos autores reportan que ladeficiencia
de biotina ocasiona una reduccién en el ARN mensajero de la
enzima HCS, sugiriendo que la regulacién de esta enzima es a
nivel transcripcional®™®,

En centraste con los resultados reportados por el grupo de
Veldzquez, realizamos un experimento en el laboratorio,
utilizando coro modelo una linea celular hepdtica, en el cual
observamos que la expresi6n a nivel transcripcional de la
carboxilasa PCC se ve incrementada al inducir a estas células
con biotina. Resultados similares se observaron en la expresién
a nivel transcripcional de las enzimas ACC-1, ACC-2 y HCS.
Al igual que los resultados reportados para la enzima GK, los
genesdelaPCC,ACC-1, ACC-2 y HCS también son estimulados
por GMPc*.

Aunque los resultados descritos anteriormente parecen indicar
que la biotina funciona como activador de la transcripcién de
varios genes, hay evidencia que indica que esta vitamina
también puede actuar comorepresor de la transcripcién genética
encélulas eucariontes. Enratas Wistar diabéticas, el ratamiento
con biotina parece tener un efecto inhibitorio de casi 85% en la
transcripci6n del gen de la enzima hepdtica fosfoenolpiruvato
carboxikinasa (PEPCK) enzima involucrada en la regulacién
del proceso de gluconeogénesis. Es importante hacer notar que
la biotina aparentemente tiene el mismo efecto que la insulina
sobre la sintesis de ARNm de los genes de laGK y de laPEPCK
aunque no hay bases para afirmar que esta vilamina pudiera
estar involucrada directamente en la regulacion de
gluconeogénesis™.

En afios recientes se ha demostrade que la biotina puede
intervenir en la traduccién del ARNm de ciertos genes. En
1988, Collins y cols. demostraron que para que el receptor de
asialoglicoprotefnas (RAGP) se exprese de manera eficiente en
células hepéticas HepG2 es necesario estimular a estas células
con biotina*, La cantidad de ARNm del RAGP no es afectada
por la presencia de la vitamina pero sf la cantidad de proteina
expresada por las células tratadas™*. Como enel caso de laGK,
HCS, PCC y ACC, la expresion del RAGP fue estimulado por
el tratamiento de las células con andlogos no hidrolizables de ... -
GMPc. Estos resultados sugieren un mecanismo comiin para
regulacién transcripcional y traduécional por biotina. El mismo™
grupo demostré que el aumento en la concentracién de GMPc

estimulaba a la enzima cinasa dependiente de GMPc (cGK)'y’

que ¢sta a su vez promovia la fosforilacion de la proteina (;‘_Q,P_I.fgyg S
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Esta prolefna se une a la region 5' del ARNm del RAGP
estimulando su traduccién en células de cultivo™.

CONCLUSIONES

Aunque la regulacidn transcripcional y traduccional mediada
por la biotina parece efectuarse a través del aumento en la
concentracién de GMP¢, quedan por ser identificados los
mecanismos por los cuales la biotina activa a la enzima GC. Es
posible que el verdadero inductorde laactividad de laGCnosea
la biotina, sino el intermediario de la reaccidn de biotinilacién
de carboxilasas adenilato de biotina (B-AMP). Este compuesto
funciona como correpresor del operdn de la biotina en bacterias
y resulta interesante considerar que en eucarionies este
compueslo hayasido seleccionado para actuar como un segundo
mensajero. En este escenario varios modelos pueden imaginarse
para explicar el papel del B-AMP y de la HCS. En el primero.
el compuesto B-AMP podria actuar directamente sobre la GC
incrementando su actividad y con ello la concentracion
intracelular de GMPc. En un segundo modelo el B-AMP umido
ala HCS podria ser capaz de interactuar con la enzima GC de
una manera similar a la unién de la proteina BirA y de su
correpresor B-AMP.

Cualquiera que sea ¢l mecanismo utilizado por la vitamina
biotina para regular la transcripeidn genética. es evidente que se
tratade un mecanismo general que es utilizado por la célula para
regularlaactividad de promotores de diversos genes enrespuesta
acambios en la concentracion de esta vitamina o alguno de sus
derivados. Es necesario identificar a estos mecanismos para
entonces entender plenamente la importancia de esta vitamina
en el metabolismo humano.
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Biotin. a water-soluble vitamin. is used as cofactor of enzymes involved in carboxylation
reactions. In humans. there are tive biotin-dependent carboxylases: propionyl-CoA carbox-
viase: methylcrotonyl-CoA carboxylase: pyruvate carboxylase. and two forms of acetyl-
CoA curboxylase. These enzymes catalyze key reactions in gluconeogenesis, fatty acid me-
tholism. and amino acid catabolisn: thus. biotin plays an essential role in maintaining
metaholic homeostasis. In recent vears. biotin has been associated with several diseases in
humans, Some are related to enzyme deficiencies involved m biotin metabolism. However.
not all botin-responsive disorders can be explained based on the classical role of the vita-
min in cell metabolism. Several groups have suggested that biotin may be involved in regu-
lating transeription or protein expression of different proteins. Biotinylatior of histones and
triggering ol transduction signaling cascades have been suggested as underlying mecha-
nisms behind these non-classical biotin-deficiency manifestation in humans. © 2002

IMSS. Published by Elsevier Science Inc.

Kev Words: Biotin. Holocarboxylase synthetase. Biotin deficiency. Multiple carboxylase deficiency.

Introduction

Biotin is a water-soluble vitamin found in all organisms that
functions as cofactor of enzymes known as biotin-dependent
carboxylases (1). The role of biotin in carboxylases is to act
as vector for carboxyl-group transter between donor and ac-
ceptor molecules during carboxylation reuction. Covalent
addition of biotin to these proteins is catalyzed by biotin li-
gases, which in prokaryotes are known as BirA protein (2,3)
and in eukaryotes as holocarboxylase synthetase (HCS) (1).
For both BirA and HCS. biotin addition occurs as an ATP-
dependent. two-step reaction that, in the first step, involves
synthesis of the intermediate. biotinyl-5'-AMP (B-AMP)
(4.5}. In the second step. B-AMP is substrate for transfer bio-
tin, with release of AMP to a specific lysine residue in a
highly conserved region in apocarboxylases (6-10).

Until very recently, the sole known function of biotin in
human cells was to act as cofactor of five biotin-dependent

Address reprint requests to: Dr. Alfonso Ledn Del Rio. Departamento
de Biologia Molecular y Biotecnologia, IIBM, UNAM. CU. 04510 Méx-
ico. D.F.. México. Tel.: (+52) {53) 5622-3891; FAX: (+52) (55) 5622-
3855: E-maii: alfon@servidor.unam.mx

carboxylases, including propionyl-CoA carboxylase (PCC).
pyruvate carboxylase (PC). methylcrotonyl-CoA carboxyi-
ase (MCC), acctyl-CoA carboxylase 1 (ACC-1). and acety-
CoA carboxylase 2 (ACC-2) (11-13). These enzymes. dis-
cussed later. catalyze key reactions in gluconeogenesis.
fatty acid synthesis. and amino acid catabolism. Because
these enzymes play such an important role in intermediary
metabolism. biotin starvation or deficiencies of one enzyme
involved in biotin utilization is potentially lethal. It has been
suggested in recent years that biotin may play a role in other
cellular events in eukaryotic organisms such as transcrip-
tional or translational regulation or activity enhancement of
different hepatic enzymes {14-23). Furthermore. biotin de-
ficiency has been proven teratogenic in different animal
species and the cause of several neurologic diseases (24—
26). Mechanisms involved in these other functions of biotin
are largely unknown: however, it is possible that biotin may
have been selected during evolution to play different roles
in metabolism and gene expression of higher organisms.

In this report, we review the different roles of biotin in
cell metabolism and human disease and present our labora-
tory data showing that biotin acts through a signaling cas-
cade that includes the soluble form of guanylate cyclase
(sGC) and a cGMP-dependent protein kinase (PKG). These

0188-4409/02 $—see front maner, Copyright © 2002 IMSS. Published by Elsevier Science Inc.
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results may in principle explain some non-classic manifes-
tations of biotin deficiency in humans.

Biotin Metabolism in Human Cells

Unlike bacteria, higher organisms are unable to synthesize
biotin and thus depend entirely on the vitamin present in
foods to satisfy their vitamin requirements. Biotin is present
in very low concentrations in nature, thus putting the meta-
bolic homeostasis of the cell at risk. To deal with their bi-
otin requirements, higher organisms have evolved to a very
effictent and complex biotin cycle to ensure adequate sup-
ply and utilization of the vitamin (Figure 1). Most biotin
present in foods is not readily available because it is pro-
tein-bound (27) and must be released from the carboxylases
to which it is attached before it can be used in carboxylation
reactions. This reaction is carried out by pancreatic biotini-
dase. which specifically cleaves the quasi-peptide bond be-
tween biotin and g-amino group of lysine residue to which it
is attached (28). Biotin released in intestinal lumen is ac-
tively absorbed in a sodium-dependent fashion across the
brush-border membrane of enterocytes (29-31). Once in-
side the cell, biotin is covalently attached to carboxylases by
the enzyme holocarboxylase synthetase (HCS) (9.6,32).
During wrnover of carboxylases, biotinylated peptides are
then cleaved by cytoplasmic or plasma biotinidase (93),
thus allowing biotin to be recycled and used in biotinylation
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of new carboxylases. The importance of this cycle in main-
taining biotin levels within the cell is evidenced by the fact
that mutations in cither biotinidase or holocarboxylase syn-
thetase results in a potentially lethal metabolism disorder. as
will be revealed later in this review (33-35).

Biotin-Dependent Carboxylases in Human Cells

In human cells there are five biotin-dependent carboxylases
involved in synthesis of fatty acids, gluconeogenesis. and
amino acid catabolism (36) (Figure 2). These enzymes use
biotin as a vector to transfer a carboxyl group between car-
boxylation donor and acceptor molecules (1.37,38). The
universality of biotin enzymes amoeng living organisms
most likely reflects the ancient crigin of these families of
proteins and their importance for intermediary metabolism.
Biotin-dependent enzymes in human cells are located in two
cell compartments: mitochondria and cytoplasm (39).

The enzyme pyruvate carboxylase (PC) consists of four
identical subunits of 130 KDa arranged in a tetrahedron-like
structure. PC is located in mitochondria and catalyzes truns-
formation of pyruvate to oxaloacetate, an intcrmediary
product in phosphoenolpyruvate synthesis, hence essential
for glucose synthesis (40). In humans, genetic PC defi-
ciency has been described as an autosomal recessive disor-
der with a frequency of 1:250.000 (36). Clinical and bio-
chemical manifestations of PC deficiency include low PC
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Figure 1. Biotin cycle in mammals.
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Figure 2. Role of biotin-dependent carboxylases in human metabolisni.

activity in plasma. lactic acidemia, hyperammonemia. cit-
rulinemia, mental retardation. and developmental delay (41).

The enzyme propion:1-CoA carboxylase (PCC) is 10-
volved in catabolism of branched chain amino acids and
fatty acids of odd-numbered chain length by catalyzing
transformation of propionyl-CoA to methylmalonyl-CoA.
PCC is a mitochondrial enzyme formed by two different
polypeptides. alpha and beta. presenting a structure adpd or
a6P6. the alpha subunit carrying the biotin molecule
(42.43), PCC deficiency results in the metabolic disorder
known as propionic acidemia. Clinical presentation of this
disease includes vomiting. lethargy. hypotonia, luctic acido-
sis, and ketoacidosis: the discase is characterized by hetero-
geneity of clinical and biochemical manifestations and 1s
potentially lethal. However, when propionic acidemia is
mild, a protein-restricted diet can lead to lactic acidemia
control. Genetic origin of propionic acidemia has been de-
scribed by several groups who have reported 24 mutations
on the gene encoding the alpha subunit of PCC and 29 mu-
tations on the gene encoding the beta subunit of PCC (44).

Enzyme B-methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCQ) is
involved in catabolism of amino acid leucine catalyzing car-
boxylation of 3-methylcrotonyl-CoA to 3-methylglutaconyl-
CoA. As with PCC, MCC is located in mitochondria and is
composed of two different subunits named alpha and beta of
85 and 60 KDa, respectively (45). Clinical and biochemical
manifestations of MCC deficiency include seizures, hypoto-
nia, organic acidemia, and the urine of these patients con-
tains large amounts of 3-hydroxyvaleric acid and 3-methyl-
crotonylglycine (46). MCC deficiency appears to be the
most frequent organic aciduria in North America, with an
estimated frequency of 1:50,000 live births (46).

The enzyme ACC catalyzes carboxylation of acetyl-CoA
to malonyl-CoA, an essential step in biosynthesis of fatty
acids. In human cells there are two forms of ACC (ACC-1
and ACC-2). These enzymes are encoded by different genes
and in their mature form are composed of a single polypep-
tide (47-51). ACC-1 is the only known biotin-dependent

carboxylase located in human cell cytoplasm. because
ACC-2 is also located in mitochondria (94). ACC-1 s
mainly expressed in lipogenic tissues such as liver and kid-
ney, while ACC-2 is expressed preferentially in skeletal
muscle and heart. Differential expression of ACC-1 and
ACC-2 has led to the hypothesis that ACC-1 is involved in
fatty acid synthesis and ACC-2 is involved in fatty acid ca-
tabolism in muscle (48). Differences between these two en-
zymes extend to their transcriptional regulation: ACC-1 is
regulated by nutrients such as glucose and insulim, while
ACC-2 is regulated at transcriptional level by muscle-spe-
cific cell factors such as MyoD (52).

Biotinylation of Carboxylases in Human Cells

As described in the previous section of this review, biotin-
dependent carboxylases exhibit variation in their architec-
ture. Given that biotin-dependent enzymes catalyze similar
reactions, it is reasonable to consider that genes encoding
biotin-carrier polypeptides are derived from a common an-
cestor. It is possible that through a process of one or more
duplications, the primordial gene gave rise to two or more
biotin protein genes that then evolved independently to code
for biotin enzymes with different but still related functions
(39). The common ancestry of biotin-dependent carboxyl-
ases is revealed when we compare the amino acid sequence
of these proteins. All biotin enzymes share a high sequence
homology around the acceptor site of biotinylation (53).
Biotinylation of these proteins occurs at a specific lysine
residue located within the sequence Met-Lys-Met. This tri-
peptide is located in most enzymes 35 amino acids from the
carboxyl terminus except in ACC, where the Met-Lys-Met
is located toward the amino terminus of the protein. Afl car-
boxylases contain a Pro-Xn-Pro motif 30-35 amino acids
from amino terminal side of biotin binding site. Finally, all
biotin-containing proteins have several glycine and valine
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residues conserved at specitic positions in refation to the
biotinylation site (Figure 3). Modification of any of these
conserved sequences by site-directed mutagenesis impairs
biotinylation of carboxylases (7). These results suggested
that conserved sequences may function as a signal during
biotinylation reaction or to maintain the three-dimensional
structure of the domain (7.8,54.55).

Biotinylation of carboxylases is catalyzed by BirA pro-
tein in bacteria and by HCS in humans (6,42.32,56-58). Al-
though these enzymes have different substrates, both pro-
teins catalyze biotinylation of carboxylases through an
identical double-step reaction. In the first step, biotin is acti-
vated by ATP producing the intermediary product biotinyl-
5'-AMP (B-AMP). In the second step, B-AMP is used to
transfer biotin to carboxylases. which are synthesized as in-
active precursors that require biotinylation to catalyze trans-
ter of a carboxy! group (Fieure 4).

A remarkable difference between bacterial and eukary-
otic biotin ligases is the ability of BirA protein to use biotin
as transcriptional co-repressor of the five genes forming the
biotin operon (56). When bucteria are grown in a biotin-rich
medium. B-AMP accumulates in the cell and remains bound
to BirA. The complex. BirA-B-AMP. recognizes a specitic
DNA sequence in the promoter of biotin operon through an
H-1-H domain locuted in amino terminal half of the protein
and represses transcription of genes involved in biotin syn-
thesis (3.59.60). Eukaryotes lose the abilily to synthesize
biotin during evolution. reflected in the fact that amino ter-
minal regions of BirA and HCS show no sequence conser-
vation (9.61).

Biotin-Responsive Inborn Errors of Biotin Metabolism

There are autosomal recessive disorders of biotin metabo-
lism in humans that result from biotinidase or HCS activity
disruption. More recently. evidence has been presented
showing that impairment of biotin transport in hematoen-
cephalic border leads to very unusual clinical manifesta-
tions. The main outcome of such deficiencies is marked re-
duction in all biotin-dependent carboxylase activity (12,13.
33,35,62). Affected patients demonstrate a combination of

alt carboxylase deficiencies. both clinically and biochemi-
cally. However. unlike in isolated carboxylase defects. these
patients respond successtully to pharmacologic doses of bi-
otin. Based on age-of-onset symptoms, HCS and biotinidase
deficiencies are known as neonatal and juvenile forms of
multiple carboxylase deficiency (MCD), respectively (36).

Biotinidase Deficiency

A defect of biotinidase activity blocks biotin release from
food or food recycling after carboxylase proteolysis. This
results in a secondary biotin deficiency. disrupting all car-
boxylase activity. In these patients, intestinal absorption
mecharisms of biotin and biotinylation of carboxylases re-
main unaltered. explaining why affected children respond
rapidly to dietary biotin supplementation. Main ¢linical and
biochemical features of biotinidase deficiency include alope-
¢ia. developmental delay. organic aciduria. seizures. skin
rash, mild hyperammonemia. and breathing problems. Dis-
case onset varies from 2 weeks to 2 years of age. Biotini-
dase activity in serum of affected children is 0-30% ol
mean normal aclivity: biochemical and the majority ol ¢lin-
ical manifestations of the disease can be reversed success-
fully with pharmacologic doses of biotin (5-20 mg daily)
(36.63-69).

Holocarboxylase Deficiency

Mulaple carboxylase deficiency caused by mutations in
HCS gene is a much more severe metabolic disorder. In this
case. cell ability to biotinylate carboxylases is directly at-
fected. while biotin release by biotinidase and intestinal ab-
sorption is normal (12,33,70). Biochemtical and clinical
manifestations of the disorder include ketolactic acidosis,
organtc aciduria. hyperammonemia. skin rash, feeding prob-
lems. hypotonia. seizures. developmental delay. alopecia.
and coma (36). Discase onset occurs within a few hours af-
ter birth until 5 months of age. The urine of these patients
shows refatively high concentrations of beta-hydroxyvaler-
ate, beta hydroxypropionate. methylcitrate, lactate, and tri-
glyglycine (36). Excretion of all these metabolites is clear
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Figure 3. Amino acid sequence conservation among biotin-dependent enzymes. The sequence of different biotin enzymes is aligned with respect to the biotin
binding site to show amino acid conservation around this region. Proline region and the conserve Gly residues are shown in the schematic representation of
biotin domain above protein sequences. The numbers represent the amino acid position in the & subunit of PCC. Protein sequences are as follows: HPCCA.
human propionyl-CoA carboxyluse: HPC, human pyruvate carboxylase: YPC, yeast pyruvate carboxylase: [.38 TC. 1.3 subunit of transcarboxylase >f P.
shermanii; YACC, yeast acetyl-CoA carboxylase, and CACC, chicken acetyl-CoA carboxylase,
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evidence ol generalized carboxylase failure. The disease 15
lethal: however. all its clinical and biochemical manifesta-
tions can be reversed it treated promptly with pharmaco-
logic doses of biotin (10-100 mg per day).

Biotin responsiveness observed in MCD patients led to
the hypothesis that mutations present in MCD cause a de-
crease in HCS aftinity for biotin (71). Using semi-pure cat-
boxylases from rat as substrate showed that HCS affinity for
biotin from patients with- MCD was decreased up to 70-fold
compared to normal individuals. Cloning of HCS c¢DNA
(9.10) showed that HCS is 2 member of a protein family of
biotin lizases. Human HCS has a 130-carboxyl terminal
amino acid domain that shows high sequence conservation
with biotin ligases such as BirA protein from Escherichia
coli (9.10,61). This 130-umino acid region is responsible for
biotin activation prior to carboxylase biotinylation (60). Se-
guence conservation beiween human HCS and bacterial
BirA protein allows biotinylation of bacterial carboxylase
by HCS and vice versa (7.9). Sequencing of HCS gene in
MCD patients showed that the majority of mutations re-
sponsible for MCD are located in conserved 130 amino acid
domain (33). When expressed in bacteria, these mutations
were shown to reduce affinity of the enzyme for biotin. Al-
though HCS is a 726 amino acid protein, biotinylation of
carboxylases appears to require solely from carboxyl termi-
nal 130 amino acid domain. HCS in which 500 amino termi-

nal amino acids were eliminated by site-directed mutagene-
sis shows identical biotinylation activity as the full-length
enzyme (61).

Biotin-Responsive Basal Ganglia Disease

In recent years. Ozand and collaborators (24) described sev-
eral patients in Saudi Arabia with chinical and neuroradio-
logic evidence of basal ganglia disease (BGD). This torm of
BGD is associated with destruction of caudate heads cen-
trally and partial or complete loss of the putamen. The most
intriguing characteristic of the disorder is that it appears to
be a familiar disease with possible autosomal recessive in-
heritance and one that responds within days to large doses
of bictin. Symptoms observed in these patients include con-
tusion, lethargy progressing to coma. vomiting, seizures.
dystonia. dysarthia. dysphagia. paralysis of the seventh
nerve. quadriparesis. ataxia. hypertension. and chorea. All
putients studied showed normal carboxvlases and biotini-
dase activiries. suggesting that the disease might be caused
by o defect in the hiotin transporter system across cerebral
capillaries at the blood brain barrier. This would suggest
that biotin-dependent BGD is caused by inuctivation of
biotin-dependent enzymes in the cell. However. we cannot
explain why some patients remiin asymptomatic to the age
of 14 years. Recently, Gusella and collaborators localized
biotin-dependent BGD gene to chromosome 2 und identi-
fied a putative gene named SLC19A3. The encaded protein
by this gene belongs to a family of reduced folate rans-
porter genes, Two missense mutations were identified in ex-
ons 2 and § in patients but not in control individuals, Evi-
dence. although interesting. is circumstantial because there
are no biochemical data demonstrating involvement of this
membrane protein in biotin transport in brain. We can spec-
ulate that accumulation of carboxylase intermediary may
lead to destruction of basal ganglia. However. it is difficult
to explain why patients with mutations in genes encoding
biotinidase or holocarboxylase synthetase do not present the
same clinical manifestations {72).

New Functions For An Old Vitamin

In recent years it has been suggested that biotin may play a
role in other cellular events in eukaryotic organisms such as
transcriptional or translational regulation or enhancement ot
activity of different hepatic enzymes. In these studies. biotin
appears to augment glucokinase enzymatic activity and
transcription of its gene in laboratory rats, pancreatic -cells,
and rat hepatocytes in culture (14.18.19). Similarly, mRNA
levels for 6-phosphofructokinase are increased after admin-
istration of the vitamin to biotin-starved rats (22.23). In hu-
man hepatocyte culture, biotin appears to be required to pro-
mote translation of the asialoglycoprotein receptor (ASGR)
mRNA (20). Significantly, a recent report showed that biotin
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deficiency in rat reduces protein concentration and activity
of carboxylases PCC and PC and mRNA level of HCS, the
enzyme responsible for their biotinylation (21).

Although none of these reports presents a mechanism
that would explain the role of biotin on transcription and
translation, it is interesting to consider recent evidence sug-
gesting that biotinidase can biotinylate histones. In theory,
histone biotinylation may account for modifications on gene
expression in the same way acetylation or methylation do.
Zempleni and collaborators developed a method that allows
the study of histone biotinylation in vive and demonstrated
that cell proliferation increases histone biotinylation (73—
75). However, no conclusive evidence of biotinidase activ-
ity in nucleolus has been reported, and it is not clear in
which way histone biotinylation represents a cause or an ef-
fect of cell proliferation. Moreover, there is no evidence that
biotinylation of histones would have an effect on gene ex-
pression. These studies, however, may be supported by old
observations made by Petrelli and collaborators (76) in
which they stated that biotin deficiency reduced DNA and
RNA synthesis in liver of rats. In the same study, they re-
ported that DNA affinity for histones decreased as a result
of biotin deficiency. It is interesting to consider that histone
biotinylation may be one of many modifications that the cell
uses to control gene expression. However, recent data ap-
pear to suggest that biotin may influence target gene expres-
sion by triggering a signaling cascade on cytoplasm (77).

We have used biotin-dependent carboxylases in our labo-
ratory to study the effect of biotin on transcription regula-
tion in human cells. Qur investigation showed that biotin
deficiency reduces HCS, ACC-1, and PCC mRNA levels.
The effect of biotin is specific in that addition of vitamins to
cell cultures is sufficient to restore mRNA levels to normal
values. Biotin-deficient HepG?2 cells stimulated with cGMP
show an identical increase in mRNA levels, suggesting that
biotin acts through guanylate cyclase activation. To test this
hypothesis, we incubated human cells in presence of high
doses of biotin and specific inhibitor or the soluble guanyl-
ate cyclase (sGC). Under these experimental conditions,
cells were unable to increase mRNA levels of genes studied
(77). The role of cGMP as a second messenger involved in
transcriptional regulation is well known. One of the most
common partners of sGC in signaling cascades is cGMP-
dependent protein kinase (PKG), a protein that when acti-
vated by cGMP migrates to the nucleus where it is involved
in transcription of genes such as c-fos (17,78-80). To inves-
tigate whether PKG is involved in transducing the biotin
signal to nucleus, we incubated HepG?2 cells in presence of
biotin and 8-(4-chlorophenylthio) guanosine-3’,5'-cyclic
monophosphorothioate, a specific PKG inhibitor, showing
that this procedure blocks the ability of biotin to mcreasc
HCS mRNA levels.

Given the high structural and functional smnlantles be-
tween HCS and BirA protein (9,10,81), we investigated the
possibility that HCS may have a role in determmmg mRNA

e 4@ e

levels of different genes in eukaryotic cells in response to
biotin. To address this question, we used fibroblasts from
patients with multiple carboxylase deficiency due to an
HCS gene mutation that renders a protein with low affinity
toward biotin (RS08W). These cells were unable to increase
HCS mRNA in response to low biotin concentrations. To
increase mRNA levels to normal values, vitamin concentra-
tion was raised 100-fold, in keeping with mutations that
cause reduced affinity for biotin by the mutant enzyme.
Outcome is deficient synthesis of biotinyl-5'-AMP, the ac-
tive form of the vitamin in the biotinylation reaction (34).
HCS and carboxylase mRNA levels in normal and MCD fi-
broblasts and HepG2 cells can be restored by addition of the
¢GMP analog 8-Br-cGMP and abolished by addition of sol-
uble guanylate cyclase inhibitors. We propose a regulatory
role for biotin in HCS and carboxylase mRNA level contro!
through a signaling cascade that requires HCS, guanylate
cyclase, and ¢cGMP-dependent protein kinase.

Last-Minute Speculations

In this review we proposed that biotin has different roles in
the cell from those of its function as carboxylase cofactor.
One such role is the effect of biotin on mMRNA levels
through a signaling cascade, which requires the holocarboxy-
lase synthetase enzymes, the soluble form of guanylate cy-
clase, and cGMP-dependent protein kinase. In this context,
it is interesting to consider the possibility that HCS is a bi-
functional enzyme that in addition to its role in biotinylation
of carboxylases is able to regulate expression of its own
gene and of carboxylase genes. Although we cannot explain
how HCS exerts this regulatory effect, we can imagine two
different models: the first would imply that during eukary-
ote evolution, B-AMP was selected as a second messenger
capable of stimulating sGC activity. Alternatively, in the
second model the complex HCS-B-AMP may be the real ef-
fector molecule, as in the case of Escherichia coli BirA pro-
tein, in which this complex acts as transcriptional repressor
of the biotin operon (3).

If HCS is indeed a bifunctional protein, this will not be
the first case among biotin enzymes. In prokaryotes, BirA
protein is the well-documented case of a protein that pos-
sesses enzymatic activity and also acts as transcription fac-
tor (3). More recently, the precursor of PCCB, the remain-
ing subunit of PCC, was shown as able to bind to enzyme
glucokinase functioning as regulator of its enzymatic activ-
ity in pancreatic B cells (18,19,82).

The role of HCS as part of a signaling cascade that triggers
carboxylase gene transcription has implications in under-
standing the disease’s multiple carboxylase deficiency. It is
possible that the phenotype observed in MCD patients and
their response to pharmacologic doses of biotin reflect a com-
bined effect of low HCS affinity for biotin and decreased
transcription of carboxylases and HCS genes. The role of
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biotin and HCS in transcriptional regulation could prove to
have broader implications for human health, as suggested by
a serics of reports on the teratogenic effects of biotin defi-
ciency in different species (26). In pregnant mice, marginal
biotin deficiency produced by an avidin-rich diet resulted in
no obvious carboxylase deficiency findings. However, prod-
ucts showed higher frequency of maiformations including
cleft palate, micrognathia, and micromelia (83-91). Based on
results presented in this study, it is interesting to consider the
possibility that the biotin-HCS signal transduction pathway
may be compromised by marginal biotin deficiency that af-
fects the expression of genes involved in development. This
possibility is of particular importance because recent studies
have shown that a high number of pregnant women develop
some degree of biotin deficiency (26,92).

Iavelvement of biotin in transcriptional regulation and
description of a biotin-dependent basal ganglia disease
(BGD) suggest that biotin may also be important for preser-
vation of brain structures. The mechanisms underlying
BGD are unknown: however. il is unlikely that accumula-
tion of carboxylase substrates plays a role in development
of this disease, because patients aftected with multiple car-
boxylase deficiency do not exhibit similar symptoms. It
would be interesting to study BGD patients (o determine
whether biotin-mediated ranscriptional regulation of brain
genes is responsible for the disease.

Although biotin and its role in classical cell metabolism
have been known for decades. it is only now that we have
begun to understand the multiple tunctions that this vitamin
has and the versatility of the enzymes involved in its metab-
olism. It is necessary to determine the effect of biotin during
development and disease to understand the different roles of
this vitamin in the organism and to assess the real risk of a
low-biotin diet during pregnancy.
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Holocarboxylase synthetase (HCS) catalyzes the covalent attach-
ment of biotin to five bictin-dependent carboxylases in human
cells. Multiple carboxylase deficiency (MCD) is a life-threatening
disease characterized by the lack of carboxylase activities because
of deficiency of HCS activity. Here, we repert the obligatory
participation of HCS in the biotin-dependent stimulation of the
level of HCS MRNA and those of acetyl-CoA carboxylase and the o
subunit of propionyl-CoA carboxylase in human cells. Fibroblasts
from patients with MCD are unable to increase HCS mRNA in
response to biotin unless the vitamin concentration Is raised
100-fold, in keeping with mutations that cause a reduced affinity
for biotin by the mutant enzyme. The outcome is deficient syn-
thesis of biotinyl-5'-AMP, the active form of the vitamin in the
bictinylation reaction. HCS and carboxylase mRNA levels in normal
and MCD fibroblasts and HepG2 cells can be restored by the
addition of the ¢cGMP analogue, 8-Br-cGMP, and can be abolished
by the addition of inhibitors of the soluble form of guanylate
cyclase. We propose a regulatory role for biotin in the control of
HCS and carboxylase mRNA levels through a signaling cascade that
requires HCS, guanylate cyclase, and ¢GMP-dependent protein
kinase.

iotin is a water-soluble vitamin found in all organisms that
functions as a cofactor of enzymes known as biotin-
dependent carboxylases (1). The covalent addition of biotin to
these proteins is catalyzed by biotin ligases, which in prokaryotes
are known as the BirA protein (2, 3) and in eukaryotes as
holocarboxylase synthetase (HCS) (1). For both BirA and HCS,
biotin addition occurs as an ATP-dependent, two-step reaction
that, in the first step, involves synthesis of the intermediate,
biotinyl-5'-AMP (B-AMP) (4, 5). In the second step, B-AMP is
used to transfer biotin, with release of AMP, to a specific lysine
residue in a highly conserved region in apocarboxylases (6-10).
Most of what we know about biotin and the role of HCS in
human metabolism comes from the study of patients with
deficiency of HCS activity. These patients, also described as
having the neonatal form of multiple carboxylase deficiency
(MCD), have life threatening ketoacidosis and organic acidemia
(11). They have reduced activity of all biotin-dependent caboxy-
lases: propionyl-CoA carboxylase (PCC), pyruvate carboxylase
(PC), methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCC), and acetyl-CoA
carboxylase (ACC) (12-14). In these patients, the potentially
lethal disruption of gluconeogenesis, fatty acid metabolism, and
amino acid catabolism can be reversed with pharmacological
doses of biotin. The HCS of most affected individuals studied
have a reduced affinity for biotin with the K, of the mutant
enzyme clevated 3-70 times over the value for the normal
enzyme (15, 16). Most patients have mutations in the biotin-
binding domain of HCS (16, 17). The outcome is a strong
reduction in the ability of the cells to produce B-AMP (18).

www.pnas.org/cgi/dol/10.1073/pnas.082097699

A remarkable difference between bacterial and eukaryotic
biotin ligases is the ability of the BirA protein to use biotin as a
transcriptional corepressor of the five genes that form the biotin
operon (19). When bacteria are grown in a biotin-rich medium,
B-AMP accumulates in the cell and remains bound to BirA. The
complex, BirA-B-AMP, recognizes a specific DNA sequence in
the promoter of the biotin operon through a H-L-H domain
located in the N-terminal half of the protein and represses
transcription of the genes involved in biotin synthesis (20).

In recent years, it has been suggested that biotin may play a
role in other cellular events in eukaryotic organisms such as
transcriptional or translational regulation or enhancement of the
activity of different hepatic enzymes. In these studies, biotin
seems Lo augment the enzymatic activity of glucokirase and the
transcription of its gene in rats in vivo, pancreatic B-cells and rat
hepatocytes in culture (21-23). Similarly, mRNA levels for
6-phosphofructokinase are increased after administration of the
vitamin to biotin-starved rats (24, 25). In human hepatocyte
culture, biotin seems to be required to promote translation of the
asialoglycoprotein receptor (ASGR) mRNA (26). Significantly,
a recent report showed that biotin deficiency in rat reduces the
protein concentration and activity of the carboxylases, PCC and
PC, and the mRNA level of HCS, the enzyme responsible for
their biotinylation (27).

Given the high structural and functional similarities between
HCS and the BirA protein (9, 10, 28), we investigated the
possibility that HCS may have a role in determining mRNA
levels of different genes in eukaryotic cells in response to biotin.
In this report we show that in human cells, HCS is required to
mediate the biotin-dependent increase in mRNA levels of HCS,
ACC-1, and the a subunit of PCC (PCCA). We suggest that the
mechanism responsible for the biotin effect on mRNA requires
activation of the soluble form of guanylate cyclase (sGC) and of
the cGMP-dependent protein kinase (PKG).

Materials and Methods

Materials. Biotin, 8-bromo-cyclic guanosine monophosphate (8-
Br-cGMP), 1-H (1,2,4)oxadiazolo-[4,3-a]quinaxolin-1-one
(ODQ), and actinomycin-D were purchased from Sigma. Rp-
8(4-chlorophenylthio)-guanosine-3',5"-cyclic monophosphoro-
thioate (Rp-8-pCPT-cGMPS) was from Biolog, San Diego, CA.

Abbreviations: HCS, holocarboxylase synthatase; ACC, acetyl-CoA carboxylase; PCCA, o
subunit of propionyl-CoA carboxylase; MCD, multiple carboxylase deficiency; B-AMP,
biotinyl-5"-AMP; sGC, soluble guanylate ¢yclase; PKG, ¢GMP-dependent protein kinase;
0DQ, 1-H[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-alquinaxolin-1-one; 8-Br-cGMP, 8-bromo-cyclic guanosine
meonophosphate; Rp-cGMPS, Rp-8(4-chlorophenylthlo)-guanosine-3’,5'-cyclic monophos-
phorothicate; ASGR, asialoglycoprotein receptor.
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Time course effect of biotin deficlency on mRNA levels. HepG2 cells were grown in a biotin-free medium. Total RNA was isolated at different times and

HCS, ACC-1, ACC-2, and PCCA mRNAs were amplified by reverse transcription PCR and quantitated by densitometry as described in Materials and Methods. (A)
representative experiment showing the effect of time of biotin restriction on the mRNA levels for HCS, ACC-1, ACC-2, and PCCA. (8) Summary of the results
obtained in three different experiments presented as mean = S£. Lane numbers correspond to days in biotin-deficient medium.

The human hepatoblastoma cell line, HepG2, was obtained from
the American Type Cell Collection. Normal human fibroblasts
and fibroblasts from patients with MCD (MCD-MK and MCD-
VE) were kindly provided by R. Gravel (University of Calgary,
Alberta, Canada; ref. 16).

Reverse Transcription-PCR. Total RNA was isolated from cultured
cells by using the Trizol reagent method (GIBCO/BRL, Life
Technology, Heidelberg, Germany). RNA was treated for 1h at
37°C with 6 units of ribonuclease-free DNase in 100 mM
Tris:HCI, pH 7.5 and 50 mM MgCI2 in the presence of 2 U/ul
placental RNase inhibitor. The RNA concentration was deter-
mined by absorbance at 260 nm, and the integrity of the RNA
samples was confirmed by electrophoresis through 1% agarose.
Next, 5 ug of total RNA were converted to ¢cDNA by using
Superscript H reverse transcriptase (GIBCO/BRL) and 0.8 uM
of specific oligonucleotides for each of the genes tested. A
control reaction without reverse transcriptase was performed for
each RNA sample to verify that the subsequent PCR did not
proceed from contaminating genomic DNA. For PCR amplifi-
cation of the cDNAs, sense and antisense primers were designed
to amplify 200- to 500-bp RNA fragments. This amplification was
accomplished by incubating 1 pl of the resulting cDNA in a 30
pl reaction volume (50 mM KCl/150 mM MgCl2/10 mM
Tris"HCl, pH 9.0) containing 100 pmol of specific sense and
antisense primers and 0.3 pl of Tag polymerase (Perkin-Elmer).
The oligonucleotides used were: HCS: 5'-CCC GAG CTC CGT
CTC CTG GAT CGG-3" and 5'-CCC AAG CCT TTT ACC
GCC GTT TGG GGA-3' [melting temperature (T) = 58°CJ;
ACC-1:5'-GAT GTA CAT CGG CTG AGT GA-3' and 5'-ATC
CAT TCA TTA CAT TGA CC-3' (T = 58°C); ACC-2: 5'-CCT
AAAGGTGACCCG GAGT-3" and 5'-AAAAAG CCACTC
ATG ACG TT-3'(T, = 60°C); PCCA: 5'-CCC CGA TGC CCG
GAG GTG GT-3' and 5'-TAT TTC CAG CTC CAG AGC
AG-3' (Tm = 60°C); B-actin: 5'-GGG TCA GAA TTC CTA
TG-3’ and 5'-GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG-3' (Tn =
58°C).

Fluorescance Densitometry. PCR products were separated on 1%
agarose gels and stained with ethidium bromide. The amount of
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PCR product was determined by densitometry by using a
Fluor-S-imager (Bio-Rad). The procedure was validated in prior
studies by PCR amplification of different concenirations of
c¢DNA fragments of HCS, PCCA, and B-actin (data not shown).
The number of PCR cycles was also varied and plotted against
fluorescence intensity to ensure that experiments were done
within the exponential phase. For every experiment, the consti-
tutive B-actin mRNA was used as the reference cellular tran-
script. 1t was present at equivalent levels in all RNA samples
(Figs. 1 and 2).

Effect of Biotin Deficiency on mRNA Levels, Human HepG2 cells
were grown at 37°C with 5% CO; in 5 ml of a-MEM medium
containing high glucose levels (GIBCO/BRL) supplemented
with 10% heat-inactivated FBS, 2 mM L-glutamine, 100 units/ml
penicillin, and 100 pg/ml streptomycin. For biotin starvation
experiments, the cells were grown in biotin-free MEM medium
supplemented with 10% dialyzed FBS (GIBCO/BRL) to max-
imally reduce the biotin levels. HepG2 cells were cultivated in
‘this medium for up to 20 days. Total RNA was isolated at various
times, and the mRNA levels for HCS, ACC-1, ACC-2, PCCA,
and B-actin were determined by fluorescence densitometry as
described above. After 15 days in biotin-free medium, the cells
cultures were 70-80% confluent and microscopic analysis
showed normal morphology.

Effect of Biotin and cGMP on mRNA Levels in Biotin-Starved Cells.
HepG2 cells grown in biotin free medium for 15 days were
stimulated with 1 pM biotin or 1 mM 8-Br-cGMP, a non
hydrolizable analogue of cGMP. Cells were harvested after 2, 6,
12, or 24 h, and the mRNA levels for the different genes were
determined as described above. To determine the involvement of
sGC on mRNA levels, biotin-starved HepG2 cells were treated
with 50 uM ODQ, a specific inhibitor of sGC, for 3 h (29). After
this period, 1 uM biotin was added to the medium for 24 h, and
the effect on mRNA levels was compared with biotin-deficient
cells stimulated by biotin without ODQ and cells grown contin-
uously in normal medium (control cells).

Biotin Stimulation of mRNA Levels After tnhibition of RNA Polymerase
II. Biotin-starved HepG2 cells were treated with 10 uM actino-
mycin-D for 1 h (30). After this time, biotin was added 1o the

Solérzano-Vargas et al.
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Effect of biotin and cGMP on mRNA levels. HepG2 cells cultivated 14 days in a biotin-free medium were stimulated with 1 uM bictin or 1 mM 8-Br-cGMP.

HCS, ACC-1, ACC-2, PCCA, and B-actin mRNA were determined as described In Materials and Methods. (A) Representative experiment showing mRNA levelsin
biotin-replete cells (r), biotin-starved cells (s), biotin-starved cells stimulated with bilotin (s + bio), and biotin-starved cells stimulated with 8-Br-cGMP (s + cGMP).
(B8) Summary of the results obtained from three different experiments. Results are presented as mean *+ SE.

medium to a final concentration of 1 uM and total RNA was
isolated 24 h later. mRNA levels were compared with data
obtained from cells treated with actinomycin-D without biotin
and cells not treated with the RNA polymerase II inhibitor.

Effect of cGMP-Dependent Protein Kinase Inhibition. HepG2 cells
grown in biotin-free medium for 15 days were treated with 10
M Rp-8-pCPT-cGMPS, a specific inhibitor of ¢GMP-
dependent protein kinase (29) for 1 h. After this period, 1 pM
biotin (final) was added to the medium, and growth was con-
tinued for 24 h. Total RNA was isolated and the mRNA levels
were determined as above.

Effect of Biotin and cGMP on HCS mRNA Levels in Fibroblast Cultures.
Normal fibroblasts and fibroblasts from patients with MCD were
incubated in biotin-free medium for 15 days. Cells were treated
with 0, 0.01, 0.1, or 1.0 uM biotin for 24 h. Total RNA was
isolated, and the tevel of HCS mRNA was determined by
fluorescence densitometry of reverse transcription PCR prod-
ucts, Similar experiments were performed on these cell lines
using 0.01, 0.1, or 1.0 mM 8-Br-cGMP.

Statistical Analysis. All experiments were done in triplicate and at
least three different times with different RNA samples as the
source of RNA for the reverse transcription PCR. Results of
biotin starvation on mRNA were normalized to B-actin mRNA
and expressed as a percentage of mRNA levels observed in cells
grown in biotin-replete medium. Data are presented as mean of
three different experiments = SE.

Results

Effect of Biotin Starvation on mRNA Levels in HepG2 Cells. To
establish a model for investigation of the effect of biotin on
mRNA levels, we made use of the hepatoblastoma line, HepG2,
which has been used in studies of the regulation of ASGR
translation by biotin. In our studies, we first determined the time
course of developing biotin deficiency on HCS, PCCA, ACC-1,
and ACC-2 mRNA levels in HepG2 cells grown in a biotin-free
medium for up to 15 days. Total RNA was isolated at various
times, and the amount of mRNA was determined as described in
Materials and Methods (see Fig. 1A for a representative exper-
iment). Biotin starvation resulted in a gradual decrease in the
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levels of HCS, PCCA, and ACC-1 mRNA to 17-28% of starting
levels (Fig. 1R). ACC-1 and PCCA mRNAs were more rapidly
affected, showing less than 40% of starting levels by 7 days,
whereas 11 days of treatment were required to observe a similar
reduction of HCS mRNA level (Fig. 1B). No change was
observed in ACC-2 or B-actin mRNA levels during the course of
the experiment. Biotin-starved cells showed normal morphology
and growth rate throughout the experiment. However, longer
incubation of cells in biotin-free medium resulted in an increase
in cell death, and the effects on mRNA levels became irreversible
(see below) after 20 days. For these reasons, experiments to
determine the effect of biotin and second messengers on HCS
and carboxylase mRNA levels were performed in cells grown for
14 or 15 days in biotin-free medium.

Effect of Blotin Supplementation on HCS and Carboxylase mRNA
Levels. To determine whether the reduction observed in mRNA
levels was specific to biotin starvation, we incubated HepG2
cells, previously made biotin-deficient for 14 days, in medium
containing 1.0 pM biotin for 2, 6, 12, or 24 h. Although short
incubations with biotin produced significant increments of HCS
mRNA levels (data not shown), it took up to 24 h to observe
restoration of mRNA to levels comparable to those found in
normal cells (Fig. 24 and B). Biotin supplementation had a more
pronounced effect on ACC-1 and PCCA mRNAs compared with
initial levels. In the case of ACC-1, biotin supplementation not
only restored the mRNA level but showed a 40% increase above
the results obtained with biotin-replete conditions. Similarly,
PCCA mRNA rose to 30% over biotin-replete conditions. HCS
was restored to initial levels only. In contrast, there was no
significant change in ACC-2 or B-actin mRNA leveis after biotin
stimulation (Fig. 2.4 and B).

Effect of cGMP on mRNA Levels in Biotin-Starved Calls. To explore
whether biotin-dependent recovery of mRNA levels involves a
signal transduction pathway, we compared the effect of biotin
and ¢cGMP on recovery of HCS, ACC-1, and PCCA mRNA
levels. Biotin-starved HepG2 cells were stimulated with 1.0 mM
8-Br-cGMP. This treatment resulted in the normalization of
HCS mRNA to the initial biotin-replete level, comparable to
that obtained by adding back biotin (Fig. 2.4 and B). Interest-
ingly, PCCA and ACC-1 mRNA levels were restored to 35-38%

PNAS | April16,2002 | vol.99 | no.§ | 5327
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Table 1. Effect of inhibition of soluble guanylate cyclase, cGMP-dependent protein kinase, and

RNA polymerase |l in mRNA levels

mRNA Bio Def, % Bio Def + Bio, % oDQ + Bio, % PKGi + Bio, % Act D + Bio, %
HCS 36 5.0 103 = 9.87 11 = 0.68 52 = 2.51 25+ 6.0
ACC 34+1.15 140 = 2.1 36 50 26 = 9.53 14+ 724
PCCA 38 *+354 130 = 6.61 33 = 3.60 21 £ 1141 34 +5.03
ACC-2 88 = 8.96 g5 = 2.31 ND ND 19 =20

Biotin-starved HepG2 cells were stimulated with biotinin the presence of ODQ{0ODQ + Bio), Rp-cGMPS (PKGi +
Bio), or actinomycin-D. The results are shown as percentage of values obtained in cells grown in normal medium
and compared to biotin-deficient cells (8io Def) and biotin-deficient cells stimulated with biotin without
inhibitors (Bio Def + Bio). ND, not determined. Results are from three different experiments shown as mean

+ SE.

over initial levels (Fig. 2 A and B). Here too, the recovery
mimicked the effect of biotin addition to the biotin-starved cells.
Finally, treatment with 8-Br-cGMP had no effect on ACC-2 or
actin mRNA levels (Fig. 2.4 and B). Simultancous addition of
biotin and 8-Br-cGMP did not produce an additive or synergistic
change in mRNA levels. Instead, they produced mRNA changes
essentially identical to those obtained with either substance
alone (data not shown).

sGC Mediates Biotin Effect on mRNA Levels. Given the apparent
involvement of cGMP as a mediator of the biotin effect on HCS,
ACC-1, and PCCA mRNA levels, we determined whether
inhibition of sGC would affect their biotin-dependent recovery.
Vitamin-starved HepG2 cells were stimulated for 24 h with
biotin in the presence of ODQ as described in Materials and
Methods (37), and the mRNA levels for HCS, ACC-1, and PCCA
were compared with those obtained with biotin-starved cells and
biotin-starved cells treated for 24 h with biotin. As shown in
Table 1, biotin starvation (Bio Def) reduced the mRNA levels
of HCS, ACC-1, and PCCA to 34-38% compared with control
cells. Addition of biotin to the medium (Bio Def + Bio) again
resulted in a recovery of the mRNA levels to within normal
values for HCS and above normal values for ACC-1 and PCC-1
(Table 1). In contrast, incubation of HepG2 cells with biotin and
ODQ (ODQ + Bio) prevented the biotin-dependent recovery of
HCS, ACC-1, and PCCA mRNAs levels. The results obtained
when sGC was inhibited were HCS 11%, ACC-1 36% and PCCA
33% (Table 1). This expetiment points to sGC involvement in
stimulating the restoration of mRNA levels by biotin or cGMP.
The data also confirmed that ACC-2 mRNA seems to be
unaffected in a significant way by biotin starvation or biotin
supplementation.

The cGMP-Dependent Protein Kinase May Be involved in Biotin-
Dependent Recovery of mRNA Levels As the Target of sGC Activity. To
assess whether the biotin effect occurs through a PKG (29), we
incubated biotin-starved HepG2 cells in a medium containing
the PKG inhibitor, Rp-cGMPS (PKGi). Because biotin and
¢GMP affected only HCS, ACC-1, and PCCA mRNA levels,
ACC-2 was not included in these experiments. Although stim-
ulation of HepG2 cells with 1 zM biotin was sufficient to restore
mRNA levels to normal or greater than normal values, incuba-
tion of the cells in the presence of biotin and the inhibitor
(Rp-cGMPS + Bio) severely limited the recovery of mRNA
levels, with a small increases for HCS or small decreases for the
other mRNAs (Table 1).

Actinomycin-D Prevents Biotin-Dependent Recovery of mRNA Levels.
Recovery of HCS, ACC-1, and PCCA mRNA levels in response
to biotin was studied in the presence of actinomycin D. Biotin-
starved HepG2 cells were incubated for 1 b in the presence of
actinomycin D. Then biotin (1.0 uM) was added to half the
samples, with the remaining samples serving as actinomycin D
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controls, and incubation continued for 24 h(Table 1). These data
showed that mRNA levels for HCS, ACC-1, ACC-2, and PCCA
fell to below the levels obtained in biotin-free medium in the
samples containing actinomycin-D. Their levels likely reflect
incomplete decay of remaining mRNA after the addition of
inhibitor. The addition of biotin produced no effect on mRNA
levels, with the results essentially identical to the actinomycin-
D-only controls (Table 1).

Holocarhoxylase Synthetase Activity Is Required for Biotin-Dependent
Recovery of HCS mRNA Levels. Because biotin is the substrate of
HCS, we studied whether this enzyme is involved in the biotin-
dependent recovery of mRNA levels. The effect of biotin
concentration on HCS, ACC-1, and PCCA mRNA levels was
determined in normal fibroblasts versus fibroblasts with muta-
tions in HCS that affect the affinity of the enzyme for biotin.
Because the results for the three mRNAs were similar, we
decided 1o focus on HCS mRNA. Two mutant cell lines were
used, MCD-MK, homozygous for R508W, and MCD-VE with
the mutations L216R and V363D (16). Preliminary experiments
on the biotin effect on HCS mRNA levels in MK and VE cells
show basically identical patterns of response to the vitamin (data
not shown). For this reason and the fact that MCD-MK cells
provided us with a homogeneous genetic background, we de-
cided to use this cell line to examine the role of HCS in mRNA
fevels in response to biotin. Fig. 3 shows the effect of different
concentrations of biotin on the recovery of HCS mRNA levels
after biotin starvation of control and mutant fibroblasts. Biotin
starvation reduced the HCS mRNA level in both normal and
MCD-MK cells to =~35% of control values after 14 days of
treatment. The addition of 0.01 pM biotin to the cultures
increased the HCS mRNA level to 78% of the biotin-replete
level in normal fibroblasts, whereas the MCD-MK cells did not
show a significant change (38%). A further 10-fold increment in
biotin concentration (0.1 uM) resulted in an increase in HCS
mRNA levels to 87% in normal fibroblasts and 53% in
MCD-MK cells. It was only when biotin was raised to 1.0 uM that
similar HCS mRNA levels were observed in normal and
MCD-MK cells (118% and 93%, respectively).

<GMP Effact on Recovery of HCS mRNA Levels Is Normal in MCD Cells.
We further examined whether the cGMP-dependent recovery of
HCS mRNA levels was also affected as a result of mutation in
HCS. Different concentrations of 8-Br-cGMP (0.01 mM, 0.1
mM, and 1.0 mM) were used to stimulate normal and mutant
fibroblasts (MCD-MK). Both cell lines showed no change in
HCS mRNA levels when incubated with 0.01 mM and 0.1 mM
8-Br-cGMP (data not shown). The highest concentration of
8-Br-cGMP, 1.0 mM, produced a recovery of HCS mRNA to
117% of biotin-replete levels in normal cells versus RN% in
MCD-MK cells (Table 2).

Solarzano-Vargas et al.
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Fig.3. Effect of biotin concentration on HCS MRNA fevelsin normal and MCD
fibroblasts. Normal and MCD cells were grown in biotin free medium for 14
days. After this period, the cells were stimulated with 0.01 M, 0.1 uM, and 1.0
£M Diotin for 24 h. HCS mRNA levels were determined as described in
Materials and Methods. Results are presented as percentage of mRNA values
observed in cells grown in biotin-containing medium and normalized to
B-actin mRNA levels. Data are from three different experiments and shown as
mean = SE.

Discussion

_Numerous studies have demonstrated that biotin, in addition to
its role as the cofactor of biotin-dependent carboxylases, also
acts to influence gene expression at the transcriptional and
translational level. Most of these findings have been made for rat
liver proteins, including roles for biotin in the transcriptional
regulation and translational stimulation of ASGR and insulin
receptor. Recent studies also showed that biotin up-regulates
HCS mRNA levels and maintains the level of at least two
carboxylases in rat liver. In this study, we have examined a role
for HCS in biotin-mediated gene regulation and showed that
action of this enzyme, which functions in the activation of biotin
to B-AMP and biotin transfer to apocarboxylases, is an inter-
mediate in the biotin stimulation of HCS and carboxylase mRNA
levels in cultured human fibroblasts. We show further, in human
fibroblasts and HepGz2 cells, that biotin stimulation of mRNA
levels requires cGMP and the participation of sGC, and that the
c¢GMP effect may be mediated through PKG.

The impact of biotin withdrawal from HepG2 cells was a
gradual reduction of the mRNA [evels of HCS, ACC-1, and
PCCA to about one-third of starting levels, whereas ACC-2
mRNA was unaffected. This reduction took as long as 2 weeks,
which likely refiected a slow clearing and catabolism of biotin.
The re-addition of biotin produced a dramatic recovery of
mRNA levels within 24 h, which for ACC-1 and PCC, exceeded
starting levels. We did not distinguish formally between an effect
of biotin on transcription rate or RNA processing or stability.
Significantly, incubation of biotin-starved HepG2 cells in the

Table 2. Effect of different concentrations of cGMP an HCS
mRNA levels in normal and MCD cells

Fibroblasts Bio Def, % Bio Def + cGMP, %
Normal 3476 11715
MCD-MK 38+ 126 92 *+924

Biotin-starved MCD cells and normal fibroblasts were stimulated with 1.0
mM 8-Br<GMP. Data are from three different experiments and are shown as
mean *+ SE.
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presence of actinomycin-D for 24 h reduced mRNA levels to
below biotin-starvation levels, and biotin did not protect against
this reduction. If the role of biotin, or a downstream product,
were to protect mRNA from decay, then the addition of biotin
to the actinomycin-D experiment should have slowed the rate of
loss. ACC-2 mRNA, which remained essentially unchanged
during biotin-starvation, also fell to a low level after actinomy-
cin-D addition, which would be expected if transcription were
successfully blocked. We surmise, therefore, that the mRNA
levels remaining after 24 h of actinomycin-D exposure reflected
their decay rates, including ACC-2, and these were unaffected by
biotin addition. These results suggest that the effect of biotin is
to stimulate transcription, although confirmation will require
direct examination of transcription rates.

The mechanism of biotin regulation of mRNA levels remains
unknown, although our experiments point to a ¢GMP-PGK
pathway. First, cGMP could mimic precisely the biotin effect on
mRNA levels. Second, use of ODQ, an inhibitor of sGC, blocked
the biotin effect. Third, Rp-cGMPS, an inhibitor of PKG,
permitted only minimal recovery of HCS and carboxylase
mRNA levels. These findings are similar to those made by
Stockert and colleagues (29) in their investigation of biotin
regulation of ASGR expression. Our experiments were modeled
on those of Stockert, and the involvement of sGC and PGK was
also demonstrated in his study. Interestingly, however, those
studies support a role for biotin in coatrolling the rate of
translation of ASGR rather than transcription, as suggested
here. It is possible that multiple mechanisms are involved, but it
would be prudent to look for a unifying mechanism for the action
of biotin on gene expression.

Key to our studies was the use of MCD cells to distinguish
between a direct effect of biotin and one in which biotin had to
be metabolized to produce an effect on transcription. MCD-MK
cells are homozygous for the mutation R508W, which is a
strikingly biotin-responsive mutation in vitro (16) and is a
frequent mutation detected in patients with biotin-responsive
MCD (16, 3t, 32). Incubation of biotin-starved normal and
mutant cells with biotin showed that 10- to 100-fold higher biotin
concentration was required by the mutant cells to restore HCS
mRNA to similar levels. By comparing the capacity of biotin
versus 8-Br-cGMP to stimulate HCS mRNA levels in these cell
lines, we demonstrated both the essential contribution of HCS
and the downstream role of ¢GMP in these cells, which was
unaffected by the presence of mutant HCS. The immediate
product of HCS interaction with biotin is the generation of
B-AMP. 1It, in turn, is the substrate for biotin transfer to
apocarboxylases, completed as the second half reaction of HCS.
We suggest that B-AMP is a good candidate for a biotin-based
regulatory molecule.

Our studies also raise the possibility that HCS itself may
participate as a regulatory molecule. There is precedent for this
hypothesis in the behavior of its bacterial counterpart, BirA,
which, in addition to its biotin ligase role, is also the repressor of
the biotin operon in Escherichia coli. Mechanistically, the com-
plex, BirA-B-AMP, acts as a direct transcriptional repressor of
the genes of the biotin operon (6). Its DNA-binding domain is
in the N-terminal half of the protein. It is attractive to consider
an analogous complex in eukaryotes between HCS and B-AMP
that might have a regulatory function. For example, it has been
shown that the biotin ligase function of HCS resides in the
C-terminal half of the protein (38). Although the N-terminal half
does not contain a recognizable DNA-binding domain, as found
for BirA, it may contain sequences that arc involved, perhaps as
an HCS-B-AMP complex, in the activation of the sGC-cGMP-
dependent protein kinase pathway. Additional studies will be
required to resolve its role in the regulation of gene expression.

A significant issue in the reduction of HCS and carboxylase
mRNA levels is the role of impaired carboxylases during biotin
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deficiency. It is possible that metabolites accumulating because
of reduced activity of the carboxylases are responsible for
depressing mRNA levels, which, with their disappearance after
biotin replenishment, allows the mRNAs to return to starting
levels. However, if this were true, deficiency of individual
carboxylases, such as deficiency of PCC activity in propionic
acidemia (33), would be expected to result in impairment of
synthesis of other carboxylases or, in particular, of HCS, if
mRNA and consequently protein levels were depressed. Also,
patients would be expected to show accumulation not only of the
defective enzyme substrate, but ultimately of other carboxylase
substrates. To our knowledge, none of these outcomes has ever
been described (11, 33).

A previous report showed that biotin deficiency in rat results
in a reduction in HCS mRNA levels, but leaves PC and PCC
mRNA unaffected (27). In this study we show that biotin
deficiency in human HepG2 cells reduces HCS, PCC, and ACC-1
mRNA levels. The difference in the response in PCC mRNA
levels to biotin in rat and human hepatocytes could be explained
by technical and experimental model differences or the presence
of a species-specific effect of biotin on carboxylase expression.
However, our results seem (o be confirmed by previous obser-
vations made in patients with colorectal cancer. Primary ade-
nocarcinoma cells showed lower biotin concentration in com-
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parison with normal mucosa cells and a reduction of transcript
levels of the PCCA and PCCB genes (34).

In summary, we have proposed that biotin acts on mRNA
levels through a signaling cascade that requires the action of
HCS, sGC, and the cGMP-dependent protein kinase. A role for
HCS in control of carboxylase gene expression has implications
for the treatment of MCD. It is possible that the clinical and
biochemical deficits in MCD patients reflect the combined effect
of the low affinity of mutant HCS for biotin and the concomitant
reduction in carboxylase and HCS mRNAs levels, in effect an
exacerbation of the disease process. Conversely, our findings
suggest that the dramatic response of patients to pharmacolog-
ical doses of biotin represents the combined effect of overcoming
the reduced affinity of the mutant enzyme as well as elevating
enzyme levels through the mRNA increase.
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Holocarboxylase synthetase (HCS) catalyzes the bioti-
nylation of five carboxylases in human cells, and muta-
tions of HCS cause multiple carboxylase deficiency
(MCD). Although HCS also participates in the regulation
of its own mRNA levels, the relevance of this mechanism
to normal metabolism or to the MCD phenotype is not
known. In this study, we show that mRNA levels of en-
zymes involved in biotin utilization, including HCS, are
down-regulated during biotin deficiency in liver while
remaining constitutively expressed in brain. We pro-
pose that this mechanism of regulation is aimed at spar-
ing the essential function of biotin in the brain at the
expense of organs such as liver and kidney during biotin
deprivation. In MCD, it is possible that some of the man-
ifestutions of the disease may be associated with down-
regulation of biotin utilization in liver because of the
impaired activity of HCS, and that high dose biotin ther-
apy may in part be important to overcoming the adverse
regulatory impact in such organs.

The vitamin biotin functions as the cofactor in carboxylation
reactions where it acts as the carboxyl carrier. In human cells,
there are five biotin dependent carboxylases: pyruvate carbox-
ylase (PC),! propionyl-CoA-carboxylase (PCC), methylcrotonyl-
CoA carboxylase, and two forms of acetyl-CoA carboxylase
(ACC-1 and ACC-2). Biotin-dependent carboxylases catalyze
key reactions in gluconeogenesis, branched-chain amine acid
catabolism, and fatty acid synthesis, roles that underscore its
broad impact in human metabolism (1).
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During evolution, mammals lost the ability to synthesize
biotin and now satisfy their need for the vitamin through a
delicate balance between dietary biotin and reutilization of
endogenous, protein-bound biotin (1, 2). Te ensure a continuous
supply of the vitamin, eukaryctic organisms have developed a
biotin utilization cycle that depends on the participation of
three different proteins. The first is a transporter for the up-
take of biotin through the plasma membrane. Although difter-
ent biotin transporters have been proposed in different species,
only onc has been confirmed by ¢<DNA cloning (3, 4). The sodium-
dependent multivitamin transporter (SMVT) transports biotin,
pantothenic acid, and lipoic acid and is characterized by a
seemingly high K, for biotin (5, 6). The second is holocarboxy-
lase synthetase (HCS). It catalyzes the biotinylation of carboxy-
lases in a two-step, ATP-dependent reaction in which biotin is
first activated to biotinyl-5'-AMP and then transferred to the
apocarboxylase substrate (7-9). The third enzyme of the biotin
cycle is biotinidase. It is responsible for releasing biotin from
protein-bound biotin by hydrolysis of biocytin (biotinyl-lysine)
or short biotinylated peptides generated during digestion or
turnover of endogenous carboxylases (10).

In humans, the balance between the utilization of exogenous
and recycled biotin can be disrupted by genetic abrnormalities
with devastating consequences for metabolic homeostasis. Loss
of HCS or biotinidase activity produces the necnatal or juvenile
forms, respectively, of the disease multiple carboxylase defi-
ciency (MCD) (1, 11, 12). Both forms of MCD are potentially
fatal, However, all clinical and biochemical manifestations can
be reversed with pharmacological doses of bistin (1).

Biotin has been implicated in a number of other cellular
processes including DNA and RNA synthesis, nitric oxide-like
activity on ¢cGMP synthesis, cell growth, and histone biotiny-
lation (13-19). The non-classical effect of biotin that has been
best characterized is its role in gene expression. Several groups
have shown that in laboratory animals and cell cultures, biotin
is required for optimal expression and activity of glucokinase,
phosphofructokinase, ornithine transcarbamylase, asialoglyco-
protein receptor, PCC, ACC-1, and HCS (20-28).

We investigated the effect of biotin deficiency in human
fibroblasts and HepG2 cells and observed a reduction in mRNA
levels for HCS, PCC-a subunit, and ACC-1, which are all re-
turned to normal levels after biotin supplementation (29). Bi-
otin achieves this outcome by triggering a signaling cascade
involving soluble guanylate cyclase (sGC) and ¢GMP-depend-
ent protein kinase (PKQG). Significantly, cells from patients
with neonatal MCD required 100 times mere biotin than con-
tral cells to restore HCS mRNA to a normal level following
growth in biotin-depleted medium (29). These results sug-
gested that the product of the HCS reaction, biotinyl-5’-AMP,
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and not biotin per se is responsible for the effect of biotin on
gene expression.

Although HCS-sGC-PKG-mediated signaling could explain
the effect of biotin on gene expression, the physiological signif-
icance of this type of regulation and its relevance to the phe-
notype of MCD are unknown. The down-regulation of HCS and
carboxylases during biotin depletion seems self-destructive
given the essential function of biotin. Because the hiotin cycle
presents independent mechanisms for the utilization of exoge-
nous biotin (uptake via SMVT) versus cellular biotin (recycling
via biotinidase), we have examined the regutation of SMVT and
biotinidase mRNA expression as a function of biotin access to
determine whether the regulation is aimed at control of the
biotin cycle. We have also assessed the regulation of PC given
its prominence at the junction of gluconeogenesis, glycolysis,
and the Krebs cycle. Significantly, we show that SMVT and PC
mRNA expression, along with that of HCS, responds to biotin
availability, whereas biotinidase does not. We demonstrate, in
biotin-replete versus biotin-deficicnt rats, that whereas the
HCS-sGC-PKG pathway down-regulates biotin utilization in
liver and kidney, it does not in brain, Instead, we show that the
biotin cyele in the brain is constitutively expressed or even
enhanced in its capacity to scavenge biotin during biotin deple-
tion. We put forward the hypothesis that the differential effect
of biotin in liver and brain may be part of an altruistic mech-
anism for the repression of biotin utilization in liver so as to
ensure the continued supply of biotin to the brain when dietary
biotin becomes limiting or deficient.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—Biotin and &-bromo-cyclic guanosine monophosphate (8-
Br-cGMP) were from Sigma-Aldrich. The human hepatoblastoma cell
line, HepG2, was from the American Type Cell Collection, and the rat
C6 glioma line was kindly provided by Dr. H. Pasantes, Universidad
Nacional Auténoma de Mexico. Normal human fibroblasts, fibroblasts
from a patient with MCD (MCD-MK), and rabbit antibody to HCS
(raised against an N-terminal peptide of human HCS, residues 58-78)
have been described previously (19). Cell eultures were maintained in
a-minimum Eagle’s medium containing high glucose (biotin concentra-
tion 0.40 uM, Invitrogen) supplemented with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum, 100 units/m! penicillin, and 100 pg/ml streptomycin
(biotin-replete medium). Biotin-deficient medium was prepared using
biotin-free minimum Eagle’s medium, dialyzed fetal bovine serum (In-
vitrogen), and the same antibiotic concentration. Male Wistar rats were
provided by Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Na-
cional Auténoma de México. Biotin-replete and biotin-deficient diets for
laboratory animals were purchased from ICN Nutritional Biochemicals,
Cleveland, OH.

Cell Culture Experiments—The methods for biotin starvation of cell
cultures are essentially as described previously (29). Briefly, cells were
grown in biotin-replete or biotin-deficient medium at 37 *C with §% CO,
for up to 15 days. The medium was changed at 3-doy intervals. For
biotin-based recovery of cells grown in biotin-deficient medium, biotin,
at concentrations from 0.001 to 1 uM, or 1 mM 8-Br-cGMP, a non-
hydrolyzable form of ¢cGMP, was added at day 14, and the cells were
maintained in the biotin- or ¢GMP-supplemented medium for 24 h.

Reverse Transcription-PCR and Western Blot—Procedures for RNA
isolation, cDNA synthesis and PCR (rtPCR) were as described previ-
ously, except that 4 pg of RNA and 0.5 umol of the gene-specific
oligonucleotide primers were used for cDNA synthesis and 0.3 wmol of
specific sense and antisense primers were used to give PCR products
330-900 bp in length (29). The oligonucleotides used to amplify buman
mRNA were as follows: HCS, 5'-TGA GGT CCA TTC CCG AGT AT-3'
(T,, 60 °C) and 8'-AAC CTG GAG GAA GCC AGA AT-3' (T, 60 °C);
SMVT, 6'-TGT GCT CTC CTG TTA TGC AG-3' (T, 60 °C) and 5'-ACA
TGG AAA GAA CAT TCC AA-3' (T, 54 °C); actin 6, "-ATG TGC AAG
GCC GGC TTC GC-'3 (T, 66 *C) and 5"-GGT CTC AAA CAT GAT CTG
GG-3' (T,, 60 °C); biotinidase, 5’-ATC TAT GAA CAG CAA GTG ATG
ACT-3' (T, 66 °C) and 6'-A0G GAC CAG GGT GAA ATT GTC ATA-3'
(T., 70 °Cy; PC, §'-CGA CTC TGT GAA ACT CGC TAA ACA-3' (T,
70°C) and 5-TGG TCT TTG CCG TGG GCA A-8' (T, 60°C). The
oligonucleotides used to amplify rat mRNA levels were as follows: actin,
5-ATC GTA AGG AAC ACT CAG AA-3' (T,, 58 °C) and 5'-CGC CAA

GCC GAA TGG CAA AA-3' (T, 62 °C); biotinidase, 6'-TGT GCA AGA
TTATAGT GT T CC CA-3' (T, 62 °C) and 5'-AAC ACG CCA AAC TTG
CCA GC-3' (T, 62 °C); SMVT, 5'-AAT TCA CTG GCC ACT GTC AC-3'
(T,, 60 °C) and 5-AGT GAG CAG ACT GAC AAT CAG-3' (T,, 62°C);
PC, 5'-TTG ACG TGG CCA TGC GCT TCT T-3' (T, 68 °C) and 5'-TAG
TAC TCC AGT GAG TAT TTA G-3' (T,, 60 °C). PCR products were
evaluated following electrophoresis on agarose gels and were quantified
by densitometry using a melecular imager FX (Bio-Rad} and normalized
to g-actin mRNA as described previously (29), The f-actin mENA was
present at equivalent levels in all RNA samples (see Figs. 1,3, and 4}.

For Western blot analysis, crude extracts from human cells or rat
{issues were prepared in radioimmune precipitation assay buffer (50
mu Tris-HCL, 160 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxy-
cholate, 0.1% SDS) containing 5 ul of protease inhibitor mixture (Roche
Applied Science) and 0.5 pl of 200 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(Invitrogen). 20-30 ug of total protcin were fractionated by SDS-poly-
acrylamide gel electrophoresis and transferred to a polyvinylidene di-
fluoride membrane (Millipore). The membranes were incubated in a
1:2000 solution of rabbit HCS antibody. Visualization of HCS bands
was performed using a BM chemiluminescences Western blotting kit
(Roche Applied Science) following the manufacturer’s protocol.

Animal Model for Biotin Deficiency—Male Wistar rats, age 21-28
days, were placed in air filtered cages and fed a biotin-lree diet ad
Iibifum. The animals were sacrificed after 8-10 weeks when liver
carboxylase activities were leas than 30% of those of control animals fed
a normal diet (28, 30). The selected organs were rapidly removed, rinsed
in phosphate-buffered saline, and frozen in liquid nitrogen. Total RNA
was isolated from brain, liver, and kidney from normal and biotin-
deficient rats, and mRNA levels were determined as described vbove.

Biotin Content in Carboxyluses from Normal end Biotin-deficient
Rats—Liver and brain from rats fed on normal and biotin-deficient
diets as described above were harvested and washed on cold phosphate-
buffered saline buffer. A sample of tissue (1 g} was homogenized in a
buffer containing 10 mM EDTA, 600 myM Tris-HCl and 1 » KCI, pH 7.5.
The homogenates were centrifuged at 7,600 X g for 20 min. The super-
natant was then centrifuged again at 150,000 X g for 30 min, and the
protein concentration in the supernatant was determined using the
Bio-Rad protcin assay. The samples (70 ug) were fractionated by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis (8%) and translerred to a nitrocel-
lulose membrane. Visualization of biotin containing proteins was con-
ducted by incubating the membranes in a 1:2000 solution of
streptavidin-AP conjugate following the manufacturer's recommenda-
tions (Roche Applied Science). Biotin containing bands were quanti-
tated using an imager FX (Bio-Rad) as described above.

Statistical Analysis—All experiments were done in triplicate and at
least three different times using different RNA samples as the source of
RNA for the rtPCR. Results of biotin starvation on mRNA were nor-
malized to -actin mRNA and expressed as a percentage of mRNA
levels observed in cells or rats grown in biotin-replete medium. Data are
presented as the mean of three different experiments * 5.E.

RESULTS

Biotin Availability Regulates mRNA Levels of the Biotin Uti-
lization Cycle Proteins in HepG2 Cells—To determine whether
key components of the biotin cycle are under the control of the
exogenous biotin concentration, we examined mRNA levels of
SMVT and biotinidase, two proteins that control entry of biotin
into the cycle. We also assessed PC mRNA because of its
central role in metabolism and compared all three with HCS,
which we showed previously to be regulated by biotin availabil-
ity (29). Human HepG2 cells were plated in triplicate in three
experimental groups: cells incubated in biotin-replete medium
as control, cells incubated in biotin-deficient medium for 15
days, and cells incubated in a biotin-deficient medium for 15
days, which was followed by the addition of 1 puu biotin for 24 h
(biotin-recovery medium). After the treatments, total RNA was
isolated, and mRNA levels were determined by rtPCR (Fig. 14).
Biotin starvation produced a significant decrease in the mRNA
levels for SMVT (—71% = 2), HCS (—-64% = 5), and PC (-68%
+ 3) compared with cells in biotin-replete medium. However,
there was little change in the mRNA for biotinidase (-16% * 2)
or actin, used as the control (Fig. 1B). The reduction in mRNA
levels proved to be specific for biotin deficiency because the
addition of the vitamin to 15-day bictin-starved cultures re-
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Fic. 1. Effect of biotin on mRNA and protein ievels. HepG2 cells cultivated for 14 days in a biotin-free medium were stimulated with 1 u
biotin and the mRNA levels of SMVT, HCS, PC, biotinidase, and actin were determined as described under “Experimental Procedures.” 4,
representative experiment showing mRNA levels in normal cells, biotin-deficient cells, biotin-starved cells stimulated with bioctin, and biotin-
starved cells stimulated with 8-Br-cGMP. B, summary of the results obtained from three different experiments. Closed hars, normal cells; open
bars, biotin-deficient cells: Aatched bars, biotin-starved cells stimulated with biotin. Results are expressed as percentage of mRNA levels of normual
cells and shown as mean = 5.E. C, effect of biotin on HCS protein in nermal (N} and biotin-delicient (D) HepG2 cells, rat liver, and brain.

stored the mRNA for SMVT, HCS, and PC to normal levels
(Fig. 1B). Biotinidase mRNA remained essentially unchanged
in cells incubated in biotin-deficient or recovery medium rela-
tive to the control medium.

We confirmed that the reduction in mRNA was reflected in
the level of protein, using HCS for the analysis (Fig. 1C). A
Western blot of HCS from the HepG2 treatment cultures
showed that the amount of HCS protein was reduced by one-
third for cells grown in biotin-deficient medium compared with
the level obtained for cells in biotin-replete medium. As ob-
served for the mRNA, the addition of bietin to the deficient
cultures resulted in normalization of the protcin to the level
obtained for control cells (data not shown).

We showed previously that the biotin effects on HCS and
PCC-a subunit mRNA are mediated by sGC and ¢cGMP (29). To
determine whether the expression of SMVT, PC, and biotini-
dase are under similar control, we examined the effect of stim-
ulating biotin-starved cells with 8-Br-¢GMP in place of biotin.
The addition of 1 my 8-Br-cGMP for 24 h increased the mRNA
of SMVT and PC (as well as HCS) to starting levels, mimicking
the response to biotin (Fig. 1A and Table I). In contrast, biotini-
dase mRNA, which was essentially unchanged in biotin-de-
pleted medium {to 84% = 2 of biotin-replete level), showed little
change (to 91% *+ 4 and 112% * 10 of normal levels) on the
addition of biotin or 8-Br-cGMP, respectively. These results
show that biotin and the cGMP analogue have similar effects
on mRNA levels in cells that had been previously depleted of
biotin.

Biotin Cycle mRNA Levels in MCD Celis—We had shown
that fibroblasts from a patient with neonatal MCD require
much higher levels of biotin to elicit a change in its HCS mRNA
following incubation in bictin-deficient medium (29). In this
experiment, we determined whether there is also an effect on
SMVT and biotinidase mRNA, and consequently whether HCS
is also implicated in their regulation. For MCD cells, we made
use of the HCS-deficient MCD-MK cell line, which is homozy-
gous for R508W, a mutation that gives its HCS an elevated K,
for biotin (12, 29, 31). Normal and MCD-MK cells were incu-
bated in biotin-deficient medium and compared for their ability
to stimulate an increase in mRNA levels for SMVT, HCS, and
biotinidase in response to the addition of different concentra-
tions of biotin. When control and MCD-MK fibroblasts were
grown in biotin-free medium, SMVT mRNA was decreased in
each cell line as expected (12% * 2 of pretreatment levels), and

TABLE 1

Effect of biotin and 8-Br-cGMP on mRNA levels in HepG2 cells

mRNA Biotin deficient  Biotin stimulated c¢GMP stimulated

% % G

SMVT 29+ 2 92 *3 101 +7
HCS 38 x5 103 + 10 98 =8
PC 323 112 = 11 106 * 4
Biotinidase 84 +2 91 *+4 112 = 10
Actin 107+ 3 94 + 10 109 + 4

a similar reduction was obtained for HCS mRNA (to 29% = 4)
(Fig. 24 and B). In contrast, the two cell lincs differed markedly
in their response to the re-addition of biotin. In normal cells,
biotin addition for 24 h resulted in a stimulation in the level of
both mRNA species. For SMVT mRNA, the maximum recovery
to the level observed in bictin-replete cells was observed at the
lowest biotin concentration used, 0.001 uM, with higher concen-
trations giving marginally lower recoverics. Although biotini-
dase mRNA was not reduced by biotin deficiency, the addition
of increesing biotin to the culture medium produced a tendency
toward a reduction in biotinidase mRNA levels from 100% at
0.001 pM biotin to 78% + 2 at 0.1 uM biotin (Fig. 24). In keeping
with our previous study (29), HCS mRNA also showed recovery
to starting levels, but it increased more slowly with increasing
biotin concentration so that full recovery was obtained at only
the highest concentration of biotin (1 uM).

The MCD-MK cells behaved very differently (Fig. 2B). At
0.001 pM biotin, SMVT mRNA increased from the biotin-
starved level of 12% * 9 of the biotin-replete level to 50% * 5
and showed little additional change (63% * 7 at 1 uM biotin).
Like normal cells, biotinidase mRNA was not reduced in biotin-
depleted medium, elthough it did show a downward trend on
the readdition of biotin at the higher biotin concentrations. As
observed before (29), HCS mRNA incressed only at the higher
biotin concentrations, beginning at 0.1 puM biotin and reaching
79% = 4 of starting level at 1 pm biotin. These results show
that, like HCS, SMVT requires at least 100 times more biotin
than normal cells to achieve a similar increase in its mRNA
level, whereas biotinidase mRNA is unaffected by the defective
HCS.

The integrity of the downstream elements of the HCS-sGC-
PKG transduction pathway in MDC cells on the mRNA re-
sponse was tested by incubating the normal and MCD-MK cells
in the presence of 8-Br-cGMP. Treatment of biotin-starved
MCD cells with 1 mM 8-Br-cGMP resulted in increases of HCS
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levels. Data are from three dilferent experiments and shown as mean =
SE.

and SMVT mRNA comparable with those obtained previously
for normal cells (data not shown) (29). These results confirm
that SMVT mRNA, like HCS mRNA, responds normally to the
¢GMP in MCD cells and that direct stimulation with the cGMP
analogue bypasses the HCS defect.

Biotin Cycle mRNA Levels in Rat Tissues—The above results
suggest that low nutrient biotin or mutations in MCD result in
a diminished capacity of cells to restore mRNA levels of pro-
teins involved in the utilization of exogenous biotin while leav-
ing unaffected the enzyme required for recycling endogenous
vitamin. This mechanism of mRNA regulation seems to work
against maintaining metabolic homeostasis because a reduc-
tion in the expression of SMVT end HCS mRNA would be
expected to diminish the capacity to scavenge biotin in a low
biotin nutrient source. To assess the physiological role of such
a seemingly self-destructive process, we made use of a rat
model of biotin deficiency and examined the impact of biotin
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Fic. 3. Differential effects of biotin deficiency in rat tissues.
Adult male Wistar rate were fed with normal (N) or biotin-deficient (I}
diets for § weeks. SMVT, HCS, PC, biotinidase, and actin mRNA levels
from liver and brain were determined as described under “Experimen-
tal Procedures” and expressed as percentage of the observed values in
normal tissues and normalized to B-actin mRNA levels. Blots show
representative rtPCR produets from each experiment. Data are from
three different experiments and shown as mean * S.E.

starvation in different tissues. Male Wistar rats were fed a
biotin-free diet, and after 8 weeks they presented with a char-
acteristic biotin deficiency phenotype and a dramatic decrease
in biotin-dependent PC and PCC activities (30). The mRNA
levels of SMVT, HCS, PC, and biotinidase were determined in
different organs by densitometric analysis of rtPCR preducts.
For clarity, only the results obtained in brain and liver are
presented (Fig. 3) because preliminary data for kidney gave
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Fi;.. 4. Effect of biotin deficiency on mRNA levels in rat glial
cells. C6 cells incubated for 14 days in biotin-deficient medium were
stimulated with 1 uM biotin. mRNA levels were determined as de-
scribed under “Experimental Procedures™ and expressed as percentage
of normal values. Closed bars, cells grown in normal medium; open bars,
biotin-deficient cells; hatched bars, biotin-deficient cells stimulated
with biotin. Data are from three different experiments and shown as
mcan * SE.

similar expression patterns as for liver.

Biotin deficiency produced a decrease in liver mRNA levels
(SMVT, 42% = 3 of the biotin-replete level; HCS, 55% = 3; PPC,
17% = 2) while showing little change in brain (SMVT, 90% * 1;
HCS, 94% = 7; PC, 96% = 3) in biotin-deficient rats (Fig. 3,
a-c). Biotinidase mRNA was unaffected in liver (91% = 2 of
biotin replete level), resembling the duta obtained in human
cell cultures. Yet, in the brain of deficient rats, we found a
modest increase (to 129% = 10) over the value observed in
normal animals (Fig. 3d). Biotin starvation had no effect on the
mRNA levels of the reference gene actin (Fig. 3e) in either liver
or brain. Western blot of liver and brain HCS showed that
biotin starvation reduced the amount of HCS protein in the
liver to half the level in control animals, but had no effect on
the brain enzyme (Fig. 1C).

These results suggest that biotin regulates mRNA levels in
liver and kidney (data not shown) but not brain. To determine
whether this is a tissue-specific or cell-specific property, we
determined whether the resistance of brain to the effect of
biotin-starvation would extend to rat C6 glioma cells. Following
incubation in biotin-free medium, mRNA levels were reduced
significantly as observed for HepG2 cells, with SMVT at 20% *
16 of normal levels and PC at 33% = 6 (Fig. 4, A and B).
Similarly, biotin starvation had no effect on biotinidase mRNA
(96% = 4; Fig. 4C). The addition of biotin to the deficient
cultures raised the mRNA levels of SMVT and PC to 63% * 2
and 82% + 4, respectively (Fig. 4, A and B) while having no
effect on biotinidase mRNA (Fig. 4C). These results indicate
that rat C6 glioma cells behave like FlepG2 cells rather than
the brain of biotin-starved rats.

Biotin Content in Brain Carboxylases Is Selectively Main-
tained in Biotin-deficient Rats—These results suggest that the
down-regulation of the biotin cycle in liver and constitutive
expression in brain during periods of biotin deprivation are

MW

FiG. 5. Biotin content in liver and brain carboxylases. Proteins
from liver and brain extracts of normal and biotin-deficient rats were
fractionated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose mem-
branes. The biotinylation of curboxylases was visualized by incubuling
the mnembranes with streptavidin-AP, and individual bands were iden-
tified based on the reported molecular magses for PC (128 kDa), PCC
(74 kDa), and MCC (72 kDa). Biotinylation content of carboxyluses was
determined by densitometry as deseribed under “Experimental
Procedures.”

aimed at maximizing the assimilation of biotin into carboxy-
lases in brain. In other tissues, through reduction in carboxyl-
ase protein and reduced biotin transfer {HCS deficiency), there
should be very little protein-bound biotin. To assess the level of
protein-bound biotin, we used streptavidin to probe Western
blots of extracts of liver and brain of normal and biotin-defi-
cient rats. The results show that in biotin-deficient rats, the
biotinylated forms of hepatic PC (128 kDa), PCC (74 kDa), and
MCC (72 kDa) were reduced by 90% compared with control
animals (Fig. 5). In contrast in brain, there was no differcnce in
the level of biotinylated carboxylases PC and MCC in normal
versus biotin-deficient animals. As reported previously (32),
PCC is much less abundant than MCC in liver and brain and
under the present experimental conditions was not detectable
in the brain from normal and biotin-deficient rats.

DISCUSSION

We have investigated the regulation of the biotin cycle in
cultured cells and rat liver under conditions of biotin starvation
and replenishment. We have shown that SMVT and HCS,
proteins critical to the utilization of exogenous or dietary bio-
tin, respond to biotin deprivation by reduction in the steady
state level of their mRNAs. In contrast, biotin re-utilization via
biotinidase is unaffected by biotin status. Importantly, the
biotin cycle appears to be constitutively expressed in brain with
biotinidase mRNA modestly elevated in limiting biotin. We
hypothesize that under conditions of reduced or limited access
to biotin, expression of mRNAs associated with biotin utiliza-
tion in liver (but also kidney) become repressed while remain-
ing constitutively expressed in brain. We propose that this
mechanism of regulation is mimed at sparing the essential
function of biotin in brain at the expense of liver during biotin
deprivation.

In this model, we suggest that the reduction in biotin utili-
zation in liver during periods of reduced dietary availability
maximizes access of the brain to circulating free biotin both
dietary and endogenously generated. The free biotin is directed
to brain because the reduction in SMVT, HCS, and carboxylase
mRNAs in liver reduces their capacity to utilize biotin while
leaving free biotin in circulation. Our finding that biotinidase
mRNA is constitutively expressed in cells and peripheral tis-
sues complements the findings of Baumgartner and co-workers
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(33) who showed that biotin deficiency does not affect the
enzymatic activity of biotinidase in cell cultures. We suggest
therefore that the release of protein-bound biotin continues in
biotin-depleted liver, but some of this biotin is also directed to
the circulation because of the reduction in utilization. Signifi-
cantly, the brain is an organ in which a high affinity biotin
transporter has been documented (34). Therefore one can pic-
ture the flow of dietary and released endogenous biotin from
liver to the circulation and transport to the brain where con-
stitutive uptake and utilization via HCS, as well as increased
endogenous re-utilization via elevated biotinidase, assure
maintenance of functional carboxylase activities in periods of
biotin deprivation.

The sequestering of biotin to the brain was confirmed by the
examination of the level of biotinylated carboxylases in the
liver and brain of normal and biotin-deficient rats. Despite
severe biotin deficiency, the level of biotinylated carboxylases
in brain was similar to that of control animals, whereas liver
was grossly deficient in carboxylase-biotin content. Previous
studies had also shown that brain biotin content as well as the
activity of biotin-dependent carboxylases are relatively pre-
served in the face of biotin starvation and systemic biotin
deficiency in rats (35-39). The reduction in protein-bound bio-
tin in liver was likely caused by a combination of a decrease in
carboxylase levels because of reduced synthesis and impair-
ment in biotin transfcr because of reduced synthesis of HCS.
The latter is in keeping with the previous detection of accumu-
lated unbiotinylated carboxylases (apocarboxylases) in the
liver of biotin-deficient rats (40, 41). Thus, through the expe-
dient of repression of mRNA synthesis, the reduction in bioti-
nylated carboxylases in liver could be doubly assured through
down-regulation in the synthesis of both apocarboxylases and
HCS.

Mechanistically, the regulation of the biotin cycle appears to
occur through an HCS-sGC-PKG pathway. We showed previ-
ouslv that the repression of HCS, ACC-1, and PCC-a subunit
mRNA in limiting biotin can be reversed with ¢GMP (as 8-Br-
c¢GMP! and that reactivation can be blocked with inhibitors of
sGC or PKG (29). We have extended these findings to PC and
SMVT mRNAs, which also respond to ¢<GMP, and to biotinidase
mRNA, which does not. Indeed, the constitutive expression of
bistinidase may explain the extended period {(in cell cultures or
rats) required to produce biotin deficiency. It probably reflects
the time required for depletion of endogenous biotin, which
through bictinidase continues to be released throughout the
biotin depletion period. In principle, biotinidase may contribute
to cell survival by becoming the primary source of free biotin in
liver to fuel metabolism through the activation of carboxylases.
It is possible that the 30% baseline level of HCS, SMVT, and
carboxylases mRNAs remaining in biotin-depleted cells is not
meant to represent a shutdown of biotin utilization but to Limit
it to subsistence level of activity.

Qur results for HCS are similar to those of Rodriguez-Me-
léndez et al. (30), who showed that HCS mRNA was reduced in
liver of biotin deficient rats but with minimal reduction in
brain. Unlike us, they did not observe a reduction of PC mRNA,
but this may have reflected a difference in detection method
used because PC as well as PCC activity and protein mass were
reduced in their study.

Our studies suggests that the biotin sparing to the brain is
organ-specific rather than cell-type defined because when
brain-derived cells, represented by the rat C6 glioma cells,
were cultured in a biotin-free medium, the mRNA levels of
SMVT and PC were reduced in a similar fashion as those of
HepG2 cells and fibroblasts. This model is supported by previ-
ous studies that have also shown a strong reduction of carbox-

ylase activities in neurons, oligodendroglia, and keratinocytes
grown in biotin-deficient medium (33).

This hypothesis for sparing the brain at the expense of liver
underscores the importance of functional carboxylase to brain
metaholism (35). In this organ, the activity of biotin-dependent
PC is important for the regeneration of a-ketoglutarate be-
cause of the release of glutamate and y-aminobutyric acid from
neurons and glutamine export from glia (36, 37). Recently, it
was shown that the rate of neuronal and glial pyruvie carbox-
ylation could operate at as much as 30% and 40-60% of the
Krebs cycle turnover rate, respectively (37). This may provide a
rational for an organism to temporarily sacrifice the biotin
requirement of other organs to assure the maintenance of effi-
cient brain development and function.

Differential depletion of nutrients in liver versus brain is not
unique to biotin. For many vears it has been known that the
pattern of traffic of glucose from one tissue to another is dis-
tinct in the well fed versus starvation states in mammals.
During starvation, most tissues (but not the brain) limit glu-
cose consumption by internalizing GLUT4 transporters in re-
sponse to a reduction in the insulin/glucagon ratio. Glucose
influx into neurons is not dependent on insulin, which assures
the presence of this metabolite in the brain independently of
the nutritional state of the organism. The rationale behind the
tissue-specific regulation of glucose utilization i3 that the brain
depends almost entirely on it as an cnergy source. Thus a
continuous supply of glucose to the brain is achieved by reduc-
ing its utilization by muscle tissue and maintaining the insu-
lin-independent influx of glucose in neurons (42, 43). The ap-
parent importance of biotin-dependent carboxylases in brain
metabolism suggests similarities between glucose and biotin
sparing during nutritional deprivation.
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Abstract

In human cells biotin is essential to maintain metabolic homeostasis and as
regulator of expression of different hepatic enzymes. The enzyme holocarboxylase
synthetase (HCS) transforms biotin into its active form 5’-biotinyl-AMP and this
compound is used to biotinylate five biotin-dependent carboxylases or to activate a
soluble guanylate cyclase (sGC) and a cGMP-dependent protein kinase (PKG).
The HCS-sGC-PKG pathway is responsible for maintaining the mRNA levels of
enzymes involved in biotin utilization including HCS, carboxylases and a biotin
carrier known as sodium-dependent multivitamin transporter (SMVT). In recent
years the role of SMVT in biotin metabolism has been questioned due to its high
Km for the vitamin and the characterization of high affinity biotin transporters in
different cell types. To understand the role of SMVT in the control of biotin
utilization we have studied the regulation of biotin uptake and SMVT expression in
HepG2 cells which depend on SMVT to fulfill their biotin demand. In this study we
show that biotin deficiency in HepG2 cells reduced the rate of biotin uptake and the
amount of SMVT mRNA levels and protein mass. We also demonstrate that the
biotin-dependent transcriptional activity of SMVT promoter in human cells is
regulated through the HCS-sGC-PKG pathway. This study suggests that biotin
availability regulates the expression of SMVT supporting the proposed role of
SMVT in the altruistic mechanism of biotin utilization in liver that has been

associated with the sparing of the brain during biotin deficiency.

(9]
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Introduction

In human cells the vitamin bictin plays an essential role in gluconeogenesis, fatty
acid synthesis and carbohydrate metabolism because of its role as cofactor of five
carboxylases; pyruvate carboxylase (PC), propionyl-CoA carboxylase (PCC),
methylcrotonyl-CoA carboxylase and two forms of acetyl-CoA carboxylase (ACC-1
and ACC-2) [1, 2]. Carboxylase biotinylation is catalyzed by the enzyme
holocarboxylase synthetase (HCS) through a reaction that involves the
transformation of biotin into Dbiotinyl-5-AMP (B-AMP) and its subsequent
attachment to a specific lysine residue in the carboxylases [1]. We recently showed
that B-AMP is also required to activate a signal transduction cascade that includes
a soluble guanylate cyclase (sGC) and cGMP-dependent protein kinase (PKG) [3].
Triggering of the HCS-sGC-PKG pathway in human hepatocytes maintains the
mRNA levels of PCC, ACC-1, HCS [3], PC and the sodium-dependent multivitamin
transporter (SMVT) [4]. The regulatory role of biotin seems to be limited to the
expression of proteins invelved in the transport and utilization of exogenous vitamin
while having no effect on biotinidase mRNA levels, enzyme responsible for biotin

recycling during carboxylase turnover [4].

The nature of this regulatory mechanism is in principle paradoxical since a
decrease in biotin concentration will prompt the cells to respond by limiting their
ability to utilize the remaining vitamin jeopardizing metabolic homeostasis.
However, this mechanism explains why after prolonged biotin deficiency the mass

and activity of biotin-dependent carboxylases and tetal biotin concentration in the




brain of laboratory animals are not drastically affected as occurs in liver, kidney

and other organs [4-9]. We proposed that during biotin deficiency the HCS-sGC-
PKG pathway limits biotin utilization in liver and other tissues allowing a continuous
supply of the vitamin to the brain. In this organ, biotin dependent PC and PCC are
essential for continuance of cell metabolism and brain function via anaplerosis of
Krebs cycle and restoration of alpha-ketoglutarate because of the release of

glutamate y-aminobutyric acid from neurons and glutamine export from glia [4, 10].

In recent years the study of biotin uptake has shown the presence of high and low
affinity carrier-mediated systems in eukaryotic cells [8, 11-17]. The best
characterized biotin carrier is SMVT, a transmembrane protein that mediates the
uptake of biotin, lipoic acid and panthotenate. The SMVT mRNA is highly
abundant in absorptive tissues such as intestine, kidney and placenta [18] and
biocking its expression in human liver and intestinal epithelial cells results in a
severe impairment in biotin uptake [11]. However, the physiological relevance of
SMVT for biotin metabolism has been questioned due to its seemingly high Km for
the vitamin (8-20 uM). Moreover, recent studies have suggested that astrocytes,
Jurkat and kidney cells increase their rate of biotin uptake as an adaptive
mechanism to compensate for low biotin concentrations, contrary to the proposed

role of regulation o7 biotin transport in “altruistic” biotin utilization in liver {8, 19-21].

In this work we studied biotin uptake and expression of SMVT in human HepG2

cells under conditions of biotin deficiency to determine if both processes are




related and regulated by the same mechanisms in liver. Our resuits showed that
human HepG2 cells grown in a biotin deficient medium have a lower rate of biotin
uptake than normal cells. The impairment in biotin uptake is associated to a
reduction in the amount of both SMVT protein mass and mRNA levels. SMVT
expression is restored by biotin supplementation while lipoic acid and pantothenic
acid, the other substrates of SMVT, did not have a significant effect. Transfection
of HepG2 cells with a vector containing a luciferase reporter gene under the control
of the rat SMVT promoter demonstrated that its transcriptional activity is regulated
by biotin availability through activation of the HCS-sGC-PKG pathway. Our results
may have direct implications in the study of human nutrition and in the actual
recommended minimum daily intake of biotin due to the possible effects of the

vitamin on pantothenic acid and lipoic acid transport.

Materials and Methods

Materials. Biotin, cycloheximide, 8-bromo-cyclic guanosine monophosphate (8-Br-
cGMP) and 1-H (1,2,4)oxadiazolo-{4,3-a]quinaxolin-1-one (ODQ) were purchased
from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. Rp-8(4-chlorophenylthio)-guanosine-3°,5°-
cyclic monophosphorothioate (Rp-8-pCPT-cGMPS or PKGi) was from Biolog, San
Diego, CA. d—[8,9-3H]biotin was from Amersham Pharmacia Biotech. Galacton,
Light emission accelerator were from Tropix. The human hepatoblastoma céll line,

HepG2, was obtained from the American Type Cell Coilection. Normal human




fibroblasts and fibroblasts from a patient with MCD (MCD-MK) were kindly

provided by R. Gravel (University of Calgary, Alberta, Canada) [22].

Cell culture experiments. Cell cultures were maintained in alpha-MEM medium
(GIBCO/BRL; supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 100 units/mi
penicillin, and 100 pg/ml streptomycin (biotin-replete medium). Biotin-deficient
medium was prepared using biotin free MEM medium, dialyzed FBS (GIBCO/BRL)
and the same antibiotic concentration. The metheds for biotin starvation of cell
cultures are essentially as previously described {3]. Cells were grown in biotin-
replete or biotin-deficient medium at 37°C with 5% CO; for up to 15 days. The
medium was changed at three day intervals. Biotin-deficient cells were stimulated
with biotin (1nM to 1 uM), or with 1 mM 8-Br-cGMP, a non-hydrolysable form of
"cGMP, at day 14 and the celis were maintained in the biotin- or cGMP-

supplemented medium for 24 hours.

Reverse transcription-PCR and Western blot. Procedures for RNA isolation,
cDNA synthesis and PCR were as previously described [3], except for the
following modifications: 4 ug RNA and 0.5 uM of the gene-specific oligonucieotide
primers were used for cDNA synthesis and 0.3uM of specific sense and antisense
primers were used to give PCR products 300-520 bp in length [3]. The
oligonucleotides used to amplify human mRNA were as follows: HCS, 5'- TGA
GGT CCA TTC CCG AGT AT-3(T.M. 60°C) and 5- AAC CTG GAG GAA GCC

AGA AT-3" (T.M. 60° C); SMVT, 5°-TGT GCT CTC CTG TTATGC AG-3" (T.M. 60°




C) and 5°- ACA TGG AAA GAA CAT TCC AA-3'(T.M. 54°C); actin 5'- ATG TGC
AAG GCC GGC TTC GC-'3 (T.M. 66°C) and 5'- GGT CTC AAA CAT GAT CTG
GG- 3(T.M. 60°C). PCR products were evaluated following electrophoresis on
agarose gels and were quantified by densitometry using @ molecular imager FX
(BIORAD, Hercules CA.) and normalized to B-actin mRNA levels [3]. The B-actin

mRNA was present at equivalent levels in all RNA samples.

For Western blot analysis of SMVT expression in human normal and biotin
deficient cells we used a polyclonal rabbit antibody against human SMVT [23]. The
membranes were also probed with a polyclonal antibody against the 78 kDa -

glucoronidase receptor which was used as an internal expression control [24].

Biotin uptake assay. HepG2 cells were grown in T25 flasks for 15 days in biotin
supplemented or biotin deficient medium. Cell cultures at 80% confluence were
washed three timés with PBS buffer and incubated in btotin deficient medium
containing 63 pM cycloheximide (protein synthesis inhibitor) and 13nM [’H]-biotin.
To study the amount of biotin transported the cells were washed three times in ice-
coid Hanks balance salt solution (HBSS) and collected in 500 ul of ice-coid PBS
buffer using a rubber policeman. After centrifugation at 4000 rpm the cells were
resuspended in 10C ul of PBS buffer. Cell extracts were obtained by sonicating the
samples three times for 15 seconds in an ultrasonic processor (Sonics and
Materials, INC. U.S.A). Total protein concentration was determined using the Bio-
Rad protein assay kit (Bio-Rad). Radioactive biotin uptake was analyzed in a liquid

scintillator. Results are expressed as cpm/mg of total protein. To determine the




effect of apocarboxylases on the rate of biotin uptake normal and biotin starved
HepG2 cells were preincubated with 1 M non-radioactive biotin and 63pM of
cycloheximide to block free protein biotinylation sites and prevent de novo
carboxylases synthesis. After washing the cells three times in PBS biotin uptake

was studied as describad above.

Effect of biotin on SMVT promoter activity. To study the effect of biotin on
SMVT transcription we made use of the previously described rat SMVT promoter
[25] Three different elements have been identified within this promoter P1, P2 and
P3. These DNA regions were amplified by PCR and subcloned into the promoter-
less pGL3-basic vector (pGL38B) to direct the expression of a luciferase reporter.
The SMVT constructs (3.25 ug) and a control vector expressing B-galactosidase
were transiently transfected into biotin deficient HepG2 cells, plated at 40-60%
confluence, using the calcium phosphate mammalian cell transfection kit (5°-3°
INC. U.S.A). Luciferase activity was determined 48 hours after transfection using
the enhanced luciferase assay kit by Analytical Luminescence Laboratory. The
results were corrected by PB-galactosidase activity using the Galacto-Light

chemiluminescent reporter assay (Tropix, Bedford MA.).

Effect of soluble guanylate cyclase and cGMP-dependent protein kinase
inhibition on SMVT promoter activity. HepG2 cells grown in biotin-free medium
for 15 days were treated with 50 uM 8-bromo-cyclic guanosine monophosphate (8-

Br-cGMP), 1-H[1,2 4]oxadiazolo-[4,3-a]quinaxolin-1-one (ODQ), a specific inhibitor




of sGC or 10 uM Rp-8-pCPT-cGMPs, a specific inhibitor of cGMP-dependent
protein kinase (PKGi) [26] for 1 hr. After this period, 1 uM biotin (final) was added
to the medium, and growth was continued for 24 h. Luciferase activity was

determined transfecting the pGL3B-P2 vector as described above.

Statistical analysis. All experiments were done in triplicate and at least in three
different times. For ntPCR analysis the RNA samples were obtained from three
different cell cultures and the tPCR analysis was done independently for each
sample. Resuits of biotin starvation on mRNA were normalized to B-actin mRNA
and expressed as a percentage of mMRNA levels observed in cells grown in biotin-
replete medium. In the experiments an biotin effect on SMVT protein we used the
expression of the 78 kDa cation dependent B-glucoronidase receptor as a control.

Data is presented as the mean of three different experiments +/- S E.

Results.

Biotin availability during cell growth modifies the rate of vitamin transport in
HepG2 cells.

The rate of biotin uptake was compared in HepG2 cells grown for several
passages in normal or biotin deficient medium. Biotin starved HepG2 cells

transported 122% moaore biotin than cells grown in a replete medium (22.210.5 ¢cpm

10




X 103/mg protein and 10£0.88 cpm x 10°/mg protein respectively) (Figure, 1).
Previous reports had shown that biotin deficiency results in the accumuiation of
unbiotinylated apocaboxylases, histones and other unidentified biotinylable
polypeptides [5, 27-29]. To determine the impact of these proteins, on the
apparent biotin uptake we first determined how much biotin can covalently
attached to proteins by normal and biotin deficient cells by comparing biotin uptake
and efflux [28, 30]. In these experiments, the cells were loaded with 3H-biotin and
then incubated in a large volume of medium containing 1 yM of cold biotin to
promote the exchange of the intracellular pool of the vitamin [28, 30]. The biotin
retained after the efflux time is taken as a measure of the protein-bound biotin that
could not be exchanged with the large extra cellular pool of cold biotin. Our results
indicated that in deficient cells 87.7% of the transported biotin is protein bound
white in normal cells only 12.89% of the vitamin is not freely exchangeable (Fig. 1).
These differences most likely reflect the larger pool of unbiotinylated carboxylases
present in biotin deficient cells that act as a biotin sink during the uptake

experiments [28].

To determine the impact of free biotin-binding sites in the rate of biotin uptake, we
pre-incubated normal and deficient cells with 1 pM cold biotin and 63 pM
cycloheximide for 4 hours before the uptake experiments. This treatment was
aimed at blocking free biotinylation sites and inhibiting biotin-dependent synthesis
of carboxylases [3]. After treatment the ceils were incubated in a medium
containing 13 nM 3H-biotin and 63 uM cycloheximide for 5, 30 and 60 min. Biotin

uptake shown to be linear up to 30 minutes in both normal and deficient celis.
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However, after blocking biotinylation sites, biotin uptake by normal cells was 53%-

68% higher than in deficient cells (Fig. 2). The uptake values in normal ceils were
5.8210.92 cpm x 10%/mg protein, 24.82+2 67 cpm x 10°/mg protein and 35.27+0.79
cpm X 10° /mg protein at 5, 30 and 60 min, respectively. Biotin uptake values in
deficient cells were 1.835:0.275 cpm x 10%mg protein, 11.7£3.76 cpm x 10%mg
protein and 12.685+1.885 cpm x 10° /mg protein. HepG2 cells incubated at 4°C
showed a biotin uptake of less than 1% of that observed at 37° C (Fig. 2). This
result suggested that non-specific biotin uptake is negligible and biotin transport in

normal and deficient cells is the result of a specific carrier-mediated process.

Biotin deficiency reduces SMVT protein and mRNA levels expressed in

HepG2 cells.

To explore the nature of the mechanism involved in the regulation of the rate of
biotin uptake we determined the amount of SMVT protein expressed in normal and
biotin deficient HepG2 cells by Western blot analysis. Protein extracts from
deficient cells showed an expression of SMVT polypeptide of 20% of that observed
in normal cells. Significantly, when deficient cells were stimulated with 1 uM biotin
for 24 hours the amount of SMVT increased to 52% compared to control cultures.
These results suggested that SMVT expression is regulated by biotin availability in
the incubation medium. Stimulation of HepG2 cells with lipoic acid or pantothenic
acid did not change the expression of SMVT (data not shown). The specificity of

the biotin effect was tested incubating the same membranes with a poiyclonal

12




antibody directed against the 78 KDa cation dependent beta-glucoronidase
receptor [24, 31]. The expression of this receptor was not affected by biotin
deficiency or supplementation in HepG2 cells suggesting that biotin specifically

regulates SMVT expression (Fig. 3A).

As we previously shown biotin deficiency reduced SMVT mRNA levels to 29 % with
respect to control cells (Fig. 3B). Stimulation of deficient cells with 1 pM biotin
resulted in the normalization of SMVT mRNA to initial levels. Similar resuits were
obtained when HepG2 deficient cells were stimulated with 8-Br-cGMP, a non-
hydrolisable analogue of cGMP (Fig. 3B). Treatment of cells with biotin deficient
medium or 8-Br-cGMP had no effect on actin mRNA levels which is used as a

reference gene (Fig. 3B).

Biotin stimulates the activity of the rat SMVT promoter in human cells.

To test the effect of biotin availability on the transcriptional regutation of SMVT we
made use of a vector containing a luciferase reporter gene under the control of the
promoter region of the rat SMVT gene. The promoter region of the rat SMVT gene
has been extensively characterized [25] and it is composed of three modules
named P1, P2 and P3. These sequences were cloned in a pGL3B vector,
transfected into biotin deficient HepG2 cells and the luciferase activity was
measured after the cells were stimulated with different concentrations of biotin. P1
and P3 elements did not show a significant promoter activity in HepG2 cells (Table,

1). However, when P2 directed the transcription of luciferase we recorded a 508-



fold increase in its activity compared to the resuits obtained transfecting the empty
vector. Stimulation of HepG2 cells with 1 nM or 1 M biotin produced an 844-fold

and 766-fold increase, respectively, in luciferase activity.

Biotin-dependent P2 transcriptional activation requires of the HCS-sGC-PKG

pathway.

We previously had shown that biotin stimulation of mRNA levels of HCS and biotin
enzymes required of the HCS-sGC-PKG pathway. To determine if the
transcriptional activity of SMVT P2 promoter is regulated by this signal transduction
mechanism we studied its biotin response in the presence of inhibitors of soluble
guanylate cyclase or the c¢GMP-dependent protein kinase in HepG2 cells.
Pretreatment of cells with ODQ or PKGi reduced the P2 driven luciferase activity to
57% and 68%, respectively, compared to cells that were treated only with biotin.
Increasing biotin concentration to 1 uM did not affect luciferase activity in the
presence of the enzymatic inhibitors indicating the absolute dependence of SMVT

promoter on the HCS-sGC-PKG pathway.

Discussion

The results of this wark showed that biotin starved HepG2 ceils have an apparent
higher rate of biotin uptake than cells grown in normal medium. This compares

favorably to previous reports on biotin transport in human and rat derived cell lines



[8, 20, 28, 32), that interpreted their results as an adaptive mechanism of
mammalian cells to maximize the utilization of biotin when the vitamin is present in
low concentrations. However, these studies did not consider the presence of
unbiotinylated carboxylases accumulated in the cell during biotin starvation [6, 28].
We showed that in biotin deficient cells most of the transported vitamin is attached
to proteins while in normal cells only one fifth of it is protein bound. The relevance
of apocarboxylases in assessing the rate of biotin transport was evidenced by
blocking free biotinylation sites and showing that normal cells have a higher rate of
vitamin transport than biotin starved cultures. We propose that the larger pool of
apocarboxylases present in biotin deficient cells, acting as a biotin sink during the
uptake experiments, may have lead to an underestimation of the biotin transported

by normal cells in previous investigations.

Although different biotin carriers have been identified in human tissues, HepG2
cells depend on SMVT to satisfy their vitamin requirements because of the
apparent lack of high affinity biotin transporters {11}. This feature makes HepG2
cells a unique model to test the roie of SMVT expression in the regulation of biotin
transport. The results presented in this study suggested that the decrease in the
rate of biotin transport in deficient HepG2 cells was likely related to modification in
the expression of SMVT. This hypothesis is based on the fact that biotin starved

cells showed a similar reduction in SMVT protein and mRNA levels.

Our observations on the effect of biotin in SMVT expression contrast with previous
studies performed in Jurkat cells where biotin deficiency results in a higher

expression of SMVT protein. These seemingly contradictory resuits may have their




origin in both methodological and physiclogical differences. In this work, biotin
deficiency is achieved incubating HepG2 cells in a biotin-free medium, whereas the
Jurkat cell studies used low biotin concentrations (0.025 uM) [13, 20]. This is of
particular importance if we consider that Jurkat cells express both SMVT and a
recently characterized high affinity biotin transporter [13]. It is possible that when
Jurkat cells are incubated in the presence of trace amounts of biotin, the high
affinity transporters could prevent the fall of biotin concentration within the cell

beyond the point where SMVT expression is affected.

Mechanistically, regulation of the rate of bictin transport and SMVT expression in
HepG2 ceils depends on biotin availability and its effects on the SMVT promoter
through activation of the HCS-sGC-PKG pathway. This model is supported by the
findings that P2 transcripticnal activity is enhanced by biotin at physiological and
pharmacological concentrations and the fact that blocking sGC or PKG activities
abolishes activation of SMVT promoter even at pharmacological concentrations of

biotin.

An interesting feature of SMVT regulation is that prolonged biotin starvation failed
to abolish the expression of both SMVT mRNA and its protein. This may suggest
that low levels of the transporter are permanently expressed in the cell,
independently of its nutritional status. In this model the biotin regutatory
mechanism would allow the cells to increase SMVT expression when biotin
concentration is raised to optimize utilization of the vitamin. Qur results also
evidenced the previously published paradoxical nature of the HCS-sGC-PKG

pathway since low biotin concentrations would fail to activate SMVT expression

16




reducing even more the ability of fiver cells to satisfy their vitamin requirements.
We suggest that control of SMVT promoter activity by biotin availability supports
the role of SMVT in the altruistic regulation of biotin utilization in liver. This
mechanism is aimed at limiting biotin utilization in peripheral organs, such as liver,
to ensure a continuous vitamin delivery to the brain [4]). This organ is characterized

for expressing both SMVT and a high affinity biotin transporter [4, 8].

The nutritional and biochemical characterization of nutrients in human and animal
metaboiism, have identified synergistic interactions between different vitamins. In
the case of biotin it has been shown to interact with pantothenic acid through a yet
unidentified mechanism. Biotin deficiency in rats is aggravated by a simultaneous
pantothenic acid deficiency. The addition of biotin to the diet not only protects the
animals from biotin deficiency but also reduces the severity of the symptoms of a
pantothenic acid deficiency [33]. Since biotin and pantothenic acid have different
functions, in carboxylase reactions and synthesis of CoA [33], respectively, it is
unlikely that one vitamin could substitute for the other. Instead, we propose that
biotin supplementation could have increased SMVT expression facilitating the
uptake of low pantothenic acid concentrations. |If this is true, our results may
challenge the actual biotin daily recommended intake, since an adequate supply of
this vitamin may be essential to guarantee the efficient utilization of pantothenic

acid and lipoic acid uptake.
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Figure legends

Figure 1. Effect of biotin starvation on the rate of biotin uptake.by HepG2
cells. Total biotin uptake (open bars) was studied in HepG2 cells cultivated 14
days in normal (control) or bictin-free medium (deficient). The cells were incubated
in a biotin free medium containing 3H-biotin and the amount of radioactive vitamin
was measured in cell extracts in a liquid scintillator. Protein-bound bictin in normal
and deficient cells (closed bars) was determined by measuring the radoactivity
remaining in cell extracts after vitamin efflux experiments as described in material
and methods. Resuits are expressed as cpm per mg of total protein and shown as

mean +/- SE .

Figure 2. Time-course of biotin uptake in normal and biotin deficent HepG2
cells. Normal (M ) and bictin deficient (O ) HepG2 cells were preincubated in the
presence of 1 uM cold biotin and 63 pM cycloheximide to block free biotinylation
sites. 3H-biotin uptake was determined at 37° C or 4° C (A ) as described above.

Results are expressed as cpm per mg of total protein and shown as mean +/- S.E .

Figure 3. Biotin availability affects the abundance of protein and mRNA
levels of SMVT in HepG2 cells. (A). Western blot analysis of the effect of biotin
concentration on the abundance of SMVT and 78 kDa B-glucorcnidase receptor
proteins.  (B). Effect of biotin and ¢cGMP on SMVT mRNA levels in normal (C),

biotin deficient (D), biotin deficient stimulated with biotin (D+B), and deficient

20




stimulated with ¢cGMP (D+cGMP) HepG2 cells. Inserts show ntPCR products of

SMVT and actin from a typical experiment.

Figure 4. Effect of soluble guanylate cyclase and cGMP-dependent protein
kinase inhibition on SMVT promoter activity. Biotin deficient HepG2 cells were
transfected with a pGL3B vector carrying the P2 element from the rat SMVT
promoter directing the expression of a luciferase reporter gene. Luciferase activity
was determined as described in materials and methods after the cells were
stimulated with 1 pM biotin (P2+Bio) in the presence or absence of ODQ

(P2+0DQ) or PKGi (P2+PKGi).

Table 1. Effect of biotin concentration on the rat SMVT promoter activity.
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%

Table 1

Table 1

Biotin concentration

0.0 uM | 0.001 pM |

.0 uM

(RLUY B-galactosidase activity

pGL3B 100 110 100
pGL3B P! 250 400 480
pGL3B -P2 52500 87000 79000
pGL3B -P3 300 500 550
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