/12 %/

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMAVQ
DE MEXICO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

EL PAPEL DE LA BIOTINA SOBRE LA EXPRESION
GENETICA DE'LAS ENZIMAS PARTICIPANTES EN-
LOS PROCESOS DE CARBOXILACION EN
MAMIFEROS

T E S i S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
P R E S E N T A

BIOL. ROCIO{ RODRIGUEZ MELENDEZ

MEXICC, D. F,

20C2

TESIS CON
FALL DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

* A mi esposo Valentin Ekiaka Nzalquien siempre me impulsado no solamente a ser
mejor y a tener objetivos realistas, sino también a luchar por la invariabilidad del amor

conyugail, pilares de una vida plena. Gracias Val.

*A mi pequeiia hija Derthi Rosette ia flor que llens de felicidad a toda nuestra familia.

Te amo mi chiquita y gracias por la alegria que has traido a nuestras vidas.

Rocio




EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN LA UNIDAD DE GENETICA DE LA NUTRICION
DEL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO, BAJO LA TUTORIA DEL DR. ANTONIO VELAZQUEZ

ARELLANO

ESTE TRABAJO FUE SUBVENCIONADO POR EL CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA ¥
TECNOLOGIA (CONACVYT); PROYECTOS 2797-M ¥ 4054-M




Presidente:

Secretario:
Vocal:
Vocal:
Vocal:
Suplente:
Suplente:

JURADO ASIGNADO

Dr. Enrique Pifa Garza

Dr. Antonio VelGzquez Arellano
Dr. Alfonso Leén del Rio

Dra. Alicia Gonzdlez Manjarrez
Dr. Félix Recillas Targa

Dr. Armando Tovar Palacios
Dr. ignacio Camacho Arroyo



AGRADECIMIENTOS

Existen varias personas quienes de alguna manera contribuyeron a la realizacién de este

proyecto.

En particular quiero agradecer a:
-Los Doctores Alfonso Le6n, ignacio Camacho, Diego Gonzdlez y Gerardo Gamba por su

valiosa colaboracién y asesoria.

-Los Técnicos académicos Martha Pérez, Sadal Cano e Isabel Ibarra por su apoyo en la
estandarizacién de las técnicas utilizadas.

-Los alumnos Sara Méndez, Alejandra Diaz, lsabel Cicerén, Daniel Ortega, Meriin Toledo,

Gabriela Sandoval, Victor Serrano por su aportacién.
-Angeles LSpez, Maria Luisa Arroyo y Matias Aguilar, por el servicio recibido durante mi

estancia en la Unidad de Genética.
A todos y a cada uno (a): muchas gracias.

Aprovecho esta oportunidad para expresar mi reconocimiento a los Doctores: Gerardo
Jiménez, Silvestre Frenk y Marcela Vela por sus firmes consejos y palabras alentadoras;

serdn para mi un ejemplo a seguir.

Tengo una ‘deudu de agradecimiento con el Dr. Antonio Velazquez Arellano por
haberme iniciado en el camino de la investigacion clentifica. Gracias Doctor por confiar
en mi. A pesar de mis limitaciones, me tuviste paciencia orientandome hasta hacer
realidad una de mis aspiraciones fundamentales. De todo corazén te expreso mi

profunda gratitud.

Por ultimo, y no por ello menos importante, debo darle kas Gracias al Dios de ka Vida por
haberme regalado una familia y amigos <nicos que siempre me alentaron
incondicionalmente. A mis papas -Esperanza y José-, Pepe, Oscar, Adriana, Edgar, Pbro.
Beto, Rosalia, Alberto, Fede, Nelly, Mauri, Jeff, Sonia, Henriette, Pbro. Etienne, Ménica y

Alma; Aprecio muchisimo su carifio y amistad.



INDICE GENERAL

RESUMEN
ABSTRACT
ABREVIATURAS
INTRODUCCION
ANTECEDENTES

Biotina

Enzimas dependientes de biotina

Ciclo de la biotina

Biotinilacién en bacterias
Holocarboxilasa Sintetasa (HCS) humana
Deficiencia de biotina

Biotina y expresién génica

OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS ESPECIFICOS
HIPOTESIS

MATERIALES ¥ METODOS

Diseiio experimental

Animales y dieta deficiente de biotina

Preparacién de soluciones

Alslamiento de hepatocitos

Cultivos primarios de hepatocitos

Preparacién de érganos

Determinacién de fa actividad especifica de la Piruvato Carboxilasa
(PC) vy la Propionil CoA Carboxilasa (PCC)

Andlisis de proteinas biotiniladas por “blots” de estreptavidina
Determinaci6n de la masa de PCy PCC

Andlisis de los RNA ms;fnsajeros de PCy PCC

ERRRBE BN

BEYK



-Extraccién de RNA total

~Andlisis por RT-PCR de los RNAm de la PC y la PCC
-Andlisis de los productos de PCR por Southern blot
-Marcaje de la sonda

-Andlisis densitométrico

Andlisis de los RNAm de la HCS

~Clonacién de un fragmento de cONA de la HCS de la rata
~Andlisis por RT-PCR de los RNAm de la HCS

-Efecto “curso temporal” de la biotina sobre los RNAm

de la HCS

RESULTADOS

Determinacién del estado nutricio de biotina
Aislamiento y cultivo primario de hepatocitos

29
N
at
32

32

(I

g B

Determinacién de la actividad enzimética de la PCy ka PCC, y enzimas

biotiniladas en cultivos de hepatocitos deficlentes al afadir biotina

Efecto de la deficiencia de biotina sobre las carboxilasas

mitocondriales

Andlisis de los RNAm de ki HCS en la deficiencia de biotina
-Clonacién de un fragmento del cDNA de la HCS de la rata
-Andlisis de los RNAm de la HCS

DISCUSION

CONCLUSIONES

REFERENCIAS

APENDICE A: Preparacién de soluciones

APENDICE B: Alineacién de las secuencias de las HCS humana
y de Sacharomyces

APENDICE C: Datos complementarios a las figuras 5 y 6
APENDICE D: Articulos publicados

APENDICE E: Premios recibidos por esta investigacién

37

40
40

a7

56

57

63

(]

69

70

n



RESUMEN

La biotina es una vitamina que actia como cofactor de enzimas, llamadas
carboxilasas, que fijan CO, a distintos metabolitos en divensas reacciones metabélicas. En
fos mamiferos existen cinco carboxilasas dependientes de biotina: dos formas de acetil
CoA carboxilasa (ACC-1 y ACC-2) expresadas en el citoplasma, y tres carboxilasas
mitocondriales, que son la piruvato carboxilasa (PC), la propionil CoA carboxilasa (PCC)
y la metilcrotonil CoA carboxilasa (MCC). Estas enzimas catalizan reacciones clave en los
procesos de gluconeogénesis, sintesis de Gcidos grasos y catabolismo de aminoécidos. La
reaccién de biotinilacién de las carboxilasas es catalizada por la enzima holocarboxilasa
sintetasa (HCS).

Recientemente se descubrié una funcién adicional de la biotina en células
eucariontes, la de regular la expresién genética de algunas proteinas especificas como la
glucocinasa y la guanilato ciclasa, entre otras. Sin embargo, el conocimiento acerca de
esta nueva funcién de la biotina en relacién con las enzimas que intervienen en su propio
metabolismo es muy escaso. Esta situaciSn nos motivé a estudiar a la biotina como
regulador de las carboxilasas (PC y PCC) y la holocarboxilasa sintetasa (HCS), enzimas
clave en el metabolismo de ka biotina, en diferentes érganos de la rata.

Con este propésito, realizamos los estudios en ratas macho de la cepa Wistar a las
que les provocamos deficiencia de biotina alimentandolas con una dieta deficiente de
biotina y con avidina. En estas ratas comprobamos el estado funcional de la biotina
midiendo la actividad especifica de ta PCC en el higado durante la deficiencia. Ademdés,
en hepatocitos en cultivo, determinamos las actividades especificas y el grado de
biotinilacion de las enzimas PC y PCC en condiciones basales y en varios tiempos después

de adicionar biotina.

En las ratas con carencia de biotina obtuvimos diferentes érganos (higado, rifién,
maasculo y cerebro) en los cuales determinamos la cantidad total (masa proteica) de la
PC y PCC y sus respectivos RNAs menmsajeros. Por otro lado, evaluamos el efecto de la

biotina sobre las cantidades de RNA mensajero de la HCS en estos érganos.



Cuando determinamos los cambios en ka actividad enzimdtica de la PCC y de la
PC, y su grado de biotinilacién por blots de estreptaviding, encontramos que la PC se
reactiva y se rebiotinila rapidamente, en la primera hora después de agregar biotina,
Por el contrario, ka PCC que se encontraba con una actividad muy deficiente, a los 5
minutos se incrementé en una tercera parte de lo normal, pero tardé 24 horas en
alcanzar el nivel méximo, lo que nos sugeria que habia menos apocarboxilasas, y por ello

se necesité mas tiempo para sintetizarse,

En los diferentes érganos estudiados, la regulacién de las carboxilasas (PC, PCC)
parece estar mediada de modo postranscripcional, ya que no observamos cambios
asociados a la deficiencia de biotina en los niveles de RNAm de estas enzimas. La
regulacién de la HCS puede ser a nivel de la transcripcién o procesamiento y/o
estabilidad del RNAm. Los cambios de RNAm de ka HCS que encontramos parecen ser la
primera instancia conocida en mamiferos, de un efecto de una vitamina hidrosoluble

sobre los RNAm de una enzima que actGa directamente sobre tal vitamina.

Este trabajo aporta evidencias de que la biotina, ademds de su papel como
cofactor de las carboxilasas, actlia como un modulador de la expresién genética de las
enzimas con las cuales estd relacionada funcionalmente. Finalmente este trabajo puede
utilizarse como modelo para probar un papel similar para otras vitaminas hidrosolubles.




ABSTRACT

Biotin Is the cofactor of the carboxylases of pyruvate (PC), propionyl CoA (PCC),
3-methylkcrotonyl CoA (MCC) and acetyl CoA, the first three located in the mitochondria
and the last in the cytosol. These enzymes participate in the metabolism of
carbohydrates, lipids and proteins, catalyzing the carboxylation of different metabolites.
They are synthesized as inactive apocarboxylases. Holocarboxylase synthetase (HCS)
catalyzes their activation by covalently binding biotin to a lysine residue.

We have studied whether biotin also regulates their expression, as it does other,
nonrelated enzymes (e.g.. glucokinase, phosphoenol pyruvate carboxykinase, guanylate
cyclase). For this purpose, HCS, PC and PCC mRNAs were studied in biotin-deficient rat
liver, kidney, muscle and brain of biotin-deficient rats. PC and PCC specific activities and
protein masses were also measured. The 24 h time course of HCS mRNA in deficient rats
was examined after biotin supplementation. HCS mRNA was significantly reduced
during vitamin deficiency. It increased in deficient rats after biotin was injected; reaching
control levels 24 h after administration. These changes seem to be the fint known
instance in mammals of an effect of a water-soluble vitamin on a mRNA functionally
related to it. In contrast, the decreased activities of the carboxylases were associated with
reductions in the amounts of their enzyme proteins except in brain. However, their
mRNA levels were not affected. There are no reports on these types of vitamin affecting
the mRNA or protein levels of their apoenzymes or their products. In conclusion, this work
provides evidence for biotin as modulator of the genetic expression of the enzymes
involved in its function as a cofactor. As such, t may be a weful model for probing a

similar role for other water-soluble vitamins.




Abreviaturas

ACC

ATP

B-AMP

BC

BCIP

BCCP

c<DNA

DMC

CK

GMPc

HCs

MCC

NBT

Acetil CoA carboxilasa

Adenosin-trifosfato

Biotinil-adenilato

Carboxilasas de biotina

5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate

Proteina acarreadora de biotina (siglas en inglés)
Acido desoxirribonucleico complementario (siglas en inglés)
Cinasa dependiente de GMPc¢

Transferasa de carboxilo

Deficiencia miiltiple de carboxilasas

Glucocinasa

Monofosfato de guanosina ciclico

Holocarboxilasa sintetasa

Metilmalonil CoA carboxilasa

Nitroblue tetrazolium

Piruvato carboxilasa

Propionil CoA carboxilasa

Reaccién en cadena de la polimerasa (siglas en inglés)

Fosfoenol piruvato carboxicinasa




INTRODUCCION

Hace tiempo, se creia que consumir una dieta rica en proteinas, carbohidratos y
lipidos era suficiente para mantenerse en buenas condiciones de salud; sin embargo, a
principios del siglo pasado se encontraron algunos factores quimicos contenidos en los
alimentos, que son indispensables para el buen funcionamiento del cuerpo humano.

Entre estos factores se encuentran ks vitaminas, que son nutrimentos quimicos
esenciales para la mayoria de los organismos superiores, que las necesitan para llevar a
cabo muchas de las reacciones bioquimicas del metabolismo, ya que actian como
cofactores esenciales de una gran cantidad de enzimas que participan en las distintas

rutas metabélicas.

Aunque en los organismos superiores los procesos de regulacién metabélica estén
mediados por el sistema neuro-inmuno-endécrino, a diferencia de los microorganismos
(en donde los cofactores son los que tienen un papel regulador) se sabe que existen casos
en los que algunos metabolitos tienen un papel regulador, tales como el écido retinoico,
la vitamina D, o el grupo hemo. Sin embargo, poco se conoce acerca del papel regulador

de tas vitaminas hidrosolubles.

En estudios realizados sobre la deficiencia de biotina en la desnutricién de tercer
grado se demostré que existe deficiencia de esta vitamina (a). Posteriormente se observé
el mismo efecto cuando se administré esta vitamina o un placebo, en forma de “doble
clego”, a niflos con desnutricién de tercer grado. Las actividades de sus carboxilasas se
incrementaron en mayor grado como respuesta a la administracién de biotina sélo en
aquellos pacientes que habian tenido las actividades enziméticas mdas bajas al inicio del
estudio (b). tras el cual nos surgié la duda de si era un efecto exclusivo a nivel de

actividad o también habria un efecto en ta masa proteica.

Lo anterior nos llevé a plantearnos una pregunta mas general: si un cofactor
como la biotina, en un organismo complejo, es capaz de tener un papel regulador sobre
la expresién genética de las enzimas con las que participa como cofactor.




Se sabe que, ademds de su papel como cofactores, muchas vitaminas tienen otras
funciones, incluyendo la de ser reguladoras de la expresién de genes que codifican para
diferentes enzimas. Esta doble funcién ain no ha sido estudiada para muchas vitaminas,
y en particular para ia biotina, a pesar de que ésta tiene una destacada participacién en

el metabolismo intermediario.

La biotina es requerida como cofactor para el funcionamiento de kas enzimas
llamadas carboxilasas. En mamiferos existen cinco carboxilasas dependientes de biotina;
dos formas de acetil CoA carboxilasas (ACC-1 y ACC-2) codificadas por genes distintos y
expresadas en el citoplasma y tres carboxilasas mitocondriales que son ks propionil CoA
carboxilasa (PCC), la metilcrotonil CoA carboxilasa (MCC) y la piruvato carboxilasa (PC).
Estas enzimas catalizan reacciones clave en los procesos de gluconeogénesis, sintesis de

Gcidos grasos y catabolismo de amino&cidos.

Recientemente se descubrié una funcién adicional de la biotina en eucariontes, la
de regular ka expresién genética de algunas proteinas especificas como glucocinasa (a
nivel de RNAm), receptor de asialoglicoproteina (a nivel de proteina) y otras, pero el
conocimiento acerca de esta nueva funcién en relacién con las enzimas que intervienen
en su metabolismo adn es muy escaso. Esta situacién nos motivé a estudiar la biotina
como regulador de las carboxilasas (PC y PCC) y la HCS (enzimas clave en el
metabolismo de la biotina) en diferentes 6rganos de la rata.

De acuerdo con las inquietudes de investigaciones originales de nuestro
laboratorio, este proyecto tuvo como objetivo la determinacién del papel de la biotina
en la regulacién de la expresién genética de las enzimas involucradas en su metabolismo,

en ratas deficientes de biotina y normales.

En el marco de esta investigacion experimental, no pretendemos sacar todas las
conclusiones referente al papet de la biotina como modulador de la expresién genética
en todos los niveles de las enzimas que estén funcionalmente relacionadas a ella; a saber

el nivel transcripcional, postranscripcional, traduccional, postraduccional,



A fin de alcanzar los objetivos de este estudio experimental y para fines de
presentacion formal de esta disertacién doctoral, dividimos este texto en tres partes

importantes.

En la primera haremos algunas puntualizaciones sobre el marco teérico de la
biotina: su funcién, su descubrimiento y su importancia para las carboxilasas, asi como su
papel como regulador de la expresién genética de otras enzimas. Inmediatamente
después abordaremos ka parte experimental con todos sus elementos partiendo no
solamente de nuestros objetivos generales, sino también de la hipétesis central. Acto
seguido por el andlisis y discusién de los resultados asi como de la formulacién de las

conclusiones generales.

El camino metodolSgico es muy diverso. Incluye técnicas como blots de

estreptavidina, RT-PCR, Southemn blot, entre otras.

Antes de iniciar formalmente este escrito, es importante recordar a todos nuestros
lectores que por cuestiones de honestidad clentifica y de fidelidad al método
experimental, todos nuestros experimentos fueron repetidos, comprobados y
estandarizados con la finalidud de asegurar ka reproducibilidad de los resultados, aunque

aqui presentamos tnicamente la venién final de los mismos.



ANTECEDENTES

Biotina

La biotina es un cofactor enzimdtico e hidrosoluble que pertenece al grupo de las
vitaminas del complejo B y estG ampliamente distribuida en los alimentos (1,2), ya sea en
forma libre (en vegetales, leche, frutos, salvado de arroz), o unida a las proteinas a través
de un residuo especifico de lisina (en tejidos animales, semillas de plantas y levaduras). En
1936 F. Kdgl (3) la aislé y caracterizé en levaduras como factor esencial de crecimiento,
La biotina corresponde quimicamente al hexahidro-2-oxo-tH-tieno [3,4-djimidazol-4-

dcido pentanoico (Figura 1).

En organismos superiores se reconocié su importancia cuando demostré proteger
a las ratas de los efectos téxicos de una dieta rica en huevos crudos (4). Mas tarde se
encontré que la toxicidad era debida a la avidina, una glicoproteina que estd presente
en la clara de huevo, ka cual se une con una extraordinaria afinidad a la biotina (5). Los
organismos superiores, desde las levaduras hasta el hombre, dependen por completo de
la dieta para satisfacer los requerimientos de esta vitamina (6). Sin embargo,
microorganismos como £. coli son capaces de sintetizar biotina y se presume puedan
jugar un papel relevante al suministrar parte de lka vitamina requerida para el

metabolismo humano (1).

El descubrimiento de la biotina y la elucidacién de su estructura, asi como su

papél en el metabolismo, comprendié extensas investigaciones durante décadas.

En 1901, el microbidlogo belga E. Wildiers observé que los cultivos de levaduras no
sélo requerian de sales y glucosa para su crecimiento, sino también de un factor esencial
que provenia del “mosto” de cerveza. Este factor fue llamado “bios” e inmediatamente
empezaron {os esfuerzos para su aislamiento (7). En los siguientes 30 aitos se encontré
que “bios” era una mezcla de diferentes compuestos; el primero llamado “bios I", fue
identificado como meso-inositol: posteriormente se aislé el bios 1A que resulté ser el acido
pantoténico y el tercer componente de ka mezclq, el bios IIB, fue aislado por F. Kégly B.



Tonnys, a partir de ka yema de huevo, levaduras y preparaciones de higado (8). Este
Gltimo aislamiento condujo a la primera cristalizacién de un nuevo factor al cual
llamaron biotina.

La estructura de la biotina fue determinada en 1942 por Du Vigneaud y
colaboradores (9) y confirmada en 1943 por 5. Harris mediante experimentos de sintesis

total y andalisis de rayos x (10).

Lardy vy Peanashy (1) reportaron que la falta de biotina en ratas, disminuia ka
convensién de proplonato a succinato en una reaccién dependiente de ATP en
mitocondrias de higado y que la biotina estd unida covalentemente a la PCC (12).
Finalmente se encontré que la biotina se utiliza en todos los organismos vivientes como
cofactor de las enzimas implicadas en reacciones de decarboxilacién, carboxilacién y
transcarboxilacién, en los que actia como vector para lka transferencia de grupos

carboxilos (13,14).
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()
-
®—»C o—»H @—»N Qs e—»o0
FIGURA 1. La estructura de la biotina corresponde quimic nte al hexahidro-2-oxo-1H-tieno [3.4-

dlimidazol-4-Gceido pentanoico.

Enzimas dependientes de biotina

Las carboxilasas dependientes de biotina en células de mamiferos juegan un
papel clave en los diferentes caminos del metabolismo intermedio (Figura 2), como
gluconeogénesis, sintesis de Geidos grasos y catabolismo de algunos aminodacidos (15). La
PC produce oxaloacetato a partir de piruvato, para o cual requiere acetil-CoA. Esta es
una reaccién clave en el proceso de formacién de glucosa a partir de precursores que no
son carbohidratos, Adicionalmente tiene una funcién muy importante en el proceso
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citoplasmdtico de lipogénesis, ya que la acetil-CoA, que no es permeable en la
membrana mitocondrial y se requiere para la sintesis de acidos grasos, se condensa en la
mitocondria con el oxaloacetato produciendo citrato. El citrato, que si atraviesa la
membrana mitocondriat, pasa al citoplasma en donde se rompe en oxaloacetato y acetil
CoA. De esta manera, el oxaloacetato de la mitocondria se estG@ removiendo
continuamente por la formacién de citrato para la lipogénesis y reponiéndose para la
actividad normal del ciclo del cido citrico (16). La ACC, lleva a cabo la primera reaccién
de la sintesis de Gcidos grasos, carboxilando la acetil CoA para formar malonil CoA, la
cual es utilizada por el complejo citosélico multienzimético “Gcido graso sintetasa” que va
a producir palmitato (17).

Leucina
_ BMCC
Piruvato
Acetil CoA «—>» Acetoacetil-CoA
PC
ACC
Gluconeogénesis
A
Malonil CoA
" Oxaloacetato :
acido citrico |
Succinil CoA . V' .
Lipogénesis
PCC

FIGURA 2. Vias metabélicas en las que participan las
enzimas biotiniladas. Los bloques rectangulares sélidos
Propionit CoA indican la localizacién de las enzimas dependientes de
biotina en células de mamiferos. PCC= propionil CoA
carboxilasa: BMCC= metilcrotonil CoA carboxilasa; PC=
Y S piruvato carboxilasa; ACC= acetil CoA carboxilasa.
Valina Metionina

Isoleucina 13
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La PCC cataliza la formacién de metilmalonil CoA a partir de propionil CoA. La
metilmalonil CoA después se convierte en succinil CoA, y ésta subsecuentemente sufre
una serie de reacciones que terminan con la produccién de oxaloacetato y después,
glucosa o CO, y agua. De esta manera, el propionato que se produce en los tejidos
animales por ka oxidacién de Gcidos grasos de cadena impar, o por la degradacién de
aminodécidos de cadena ramificada, -leucing, soleucina, valina- se aprovecha tanto para
la produccién de glucosa como para la liberacién de energia (18).

La MCC interviene en el catabolismo de la leucina, en donde se forma como
intermediario el 3-metilcrotonilo y éste, por la accién de la MCC, se convierte en 3-
metilglutaconil CoA, que es hidroxilado y posteriormente fragmentado para producir
acetil CoA y acetato (19).

Ciclo de la biotina

Los mamiferos no pueden sintetizar bioting, de tal forma que la adquieren de los
alimentos. Sin embargo, aunque se encuentra ampliamente distribuida en los
nutrimentos naturales, su concentracién es muy baja comparada con la de otras
vitaminas. Para disponer de suficiente biotina que cubra sus requerimientos, los
mamiferos han desarrollado un ciclo eficiente de la biotina para asegurar un suplemento

y utilizacién adecuados de ésta (Figura 3).

Las carboxilasas dependientes de biotina se sintetizan en el citoplasma como
apocarboxilasas, que carecen de actividad enzimdtica. Cada enzima estd activa sélo
cuando se encuentra unida covalentemente a lka biotina y entonces se llama
holocarboxilasa. La biotina se une a un grupo g-amino de un residuo de lisina de la
carboxilasa en su sitio activo; esta lisina esta localizada en una secuencia Ala/Val-Met-
Lys-Met, que es universalmente conservada en todas las enzimas dependientes de
biotina (20,21).

La reaccién de biotinilacién de apocarboxilasas, es catalizada por la enzima
holocarboxilasa sintetasa (HCS) en organismos eucariontes (22) y en procariontes por la
enzima conocida como ligasa de biotina 6 proteina BirA (23). Como describiremos mdés
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adelante, estas enzimas son muy diferentes: sin embargo, ambas catalizan la reaccién de

biotinilacién mediante el mismo mecanismo.

[Eotina de la dieta

Unida a proteina Libre

Lisina o péptidos de lsina

HOLOCARBOXILASA
SINTETASA

BIOTINIDASA

blocitina 2%

NH, 6

Degradacién proteolitica

LIPIDOS
Sinteshs de écidos grasos

FICGURA 3. Se muestra el reciclamiento metabélico de la biotina en mamiferos.
Las dos enzimas principales relacionadas con este ciclo son la holocarboxilasa sintetasa
(HCS) y la biotinidasa. La HCS une covalentemente a la biotina con las diferentes
apocarboxilasas para formar las holocarboxilasas. La biotinidasa es la hidrolasa que
libera a la biotina de la biocitina y de pequeiios péptidos biotinilados que se formaron en
la degradacién proteolitica de las holocarboxilasas y de ka biotina unida a las proteinas
de la dieta.

| mEsis con )
__iLLA DE ORIGEN




El proceso se lleva a cabo en dos reacciones parciales:

HCS + Mg
0 Biotina+ ATP————————p» B-AMP + Ppi

HCS + Mg*?
2) B-AMP + Apocarboxilasa————» Holocarboxilasa + AMP

En la primera la biotina se activa por ATP, lo cual resulta en la formacién de un
intermediario conocido como biotinil-adenilato (B-AMP). En la segunda reaccién el
grupo biotinilo del B-AMP se transfiere a la apoenzima para formar la carboxilasa
activa y se libera AMP. La misma enzima HCS cataliza estas dos reacciones parciales
(24).

Uno de los productos de la degradacién de kas carboxilasas, durante su recambio,
es la biocitina. La hidrélisis del enlace biotina-lisina de la bioticina requiere de una
enzima especial, la bilotinidasa. Esta enzima también se requiere para el
aprovechamiento de la biotina, que proviene de ka dieta, debido a que normalmente se

ingiere unida a proteinas (25).
Biotinilacién en bacterias

La reaccién de biotinilacién en bacterias esté catalizada por la enzima BirA. Esta
proteina es una enzima formada por tres dominios diferentes. Hacka el extremo carboxilo
terminal existe una regidn en kx que reside la actividad enzimética de biotinilacién. En el
extremo amino terminal existe una estructura terciaria del tipo hélice-vuelta-helice, la
cual le permite unirse de manera especifica a una secuencia en el DNA. Esta dltima
estructura tiene la funcién de regular la transcripcién de cinco genes que estan
involucrados en la sintesis de biotina en £ co/ funcionando como un represor de la

transcripcién de los mismos (26,27).



HCS humana

En organismos eucariontes, la HCS cataliza ka biotinilacién de las carboxilasas. En
1995 se cloné el DNA complementario (cDNA) de la HCS humana (28,29) y se descubrié
que esta proteina esta formada por 726 aminodacidos (80.75 kDa). Su RNA mensajero
(RNAmM) se expresa preferencialmente en rifén, pancreas y misculo esquelético. El
RNAmM primario de la HCS se procesa altemativamente en la célula, dando lugar a
diversas moléculas de RNAm cuyas funciones no se han determinado.

Si se comparan las secuencias entre la proteina Bir A y lka HCS humana, se
observa una gran homologia de aproximadamente 130 aminodgcidos hacla el extremo
carboxilo terminal de ambas enzimas. Esta regién corresponde al dominio de
biotinilacién de Bir A. La secuencia de aminodcidos de la regién amino terminal de
ambas enzimas no muestra similitud por lo que esta regién en Bir A es la que confiere
actividad transcripcional. Probablemente el hecho de que los eucariontes no pueden

sintetizar biotina sea debido a la pérdida de esta estructura (30).

Deficiencia de biotina

La deficiencia de biotina trae consecuencias muy importantes para el organismo;
como bloqueos en la gluconeogénesis, en ka anaplerosis del ciclo de Krebs, en la sintesis y
elongacién de los Gcidos grasos y en el catabolismo de varios aminod&cidos y lipidos. Todos
estos trastornos metabdlicos ocasionan manifestaciones clinicas tan graves, que pueden

llevar a la muerte.

La deficiencia miultiple de carboxilasas (DMC) es una enfermedad que se
caracteriza por una disminucién en la actividad de todas las enzimas dependientes de
biotina y cuyo origen puede ser adquirido o genético. La deficiencia adquirida es el
resultado de una alimentacién carente de biotina, de la ingesta de grandes cantidades
de clara de huevo, la cual contiene avidina, o de una alimentacién parenteral total por

tiempo prolongado (31-33).

La DMC de origen genético, se debe principalmente a dos clases de mutaciones,
una en el gen de la HCS (34-36) y otra en el de la biotinidasa (37,38) estos padecimientos

tienen un patrén de herencia autosémico recesivo.



Biotina y expresién génica

Ademas de actuar como cofactor de las carboxilasas, es bien conocido que la
biotina esta involucrada en la regulacién del operén de biotina en £ coli (27,39)
actuando como un correpresor de la transcripcidn del operén. Ademdas, en mamiferos la
biotina juega un papel en ka proliferacién y diferenciacién celular, (40-42) asi como en ka
regulacién de la sintests de clertas proteinas, como son el receptor de Ia
asialoglicoproteina y varias enzimas reguladoras del metabolismo de la glucosa.

En el caso de estas altimas enzimas se demostré por primera vez que una
vitamina hidrosoluble produce efectos a nivel transcripcional, tanto inductor como

supresor, comparable a la accién de ciertas hormonas.

Se demostré que en cultivos deficientes de biotina, el gen de la glucocinasa
hepética (CK) se encuentra disminuido. Este efecto se puede restituir cuando se agrega
biotina al medio de cultivo (43). Se obtuvieron resultados similares en higados de ratas
alimentadas con una dieta carente de biotina, en los que se ohservé una induccién (19
veces) de los RNAm de esta enzima después de la administracién de biotina, en
comparacién con las ratas que no recibieron inyeccién de biotina (44). Recientemente se
demostré que la biotina también tiene efectos sobre la traduccién del RNAmM de lka GK

hepética (45).

Spencer y Pilot (46), reportaron que ka actividad de ka glucocinasa se aumenta
en cultivos de hepatocitos de rata, en respuesta a la suplementacién de GMP¢. Poco
tiempo después se comprobé que la adicién de biotina al medio de cultivo incrementa

los niveles intracelulares de GMPc, asi como ka actividad de la glucocinasa (43).

Ademas de los ejemplos descritos, existe evidencia de que esta vitamina puede
actuar como represor de la transcripcion genética en células eucariontes. En ratas
diabéticas, la administracién con biotina tiene un efecto inhibitorio en la transcripcién
del gen de la enzima hepética PEPCK, enzima clave en la regulacién de la

gluconeogénesis (47).



Por otra parte, también se demostré que la biotina interviene también en la
traduccién del RNAm de ciertos genes. Collins (48), probé que para que el receptor de
asialoglicoproteina se exprese de manera eficiente en la linea celular HepG2, es necesario
estimular a estas células con biotina. La cantidad de su RNAmM no se afecta, pero si la
cantidad de proteina expresada (49,50). Este mismo efecto se observé cuando se
administré a las células con GMPc. Estos resultados sugieren un mecanismo comin para

la regulacién transcripcional y traduccional por biotina.

Hasta ahora no existen estudios publicados acerca de si ka biotina juega un papel
regulador sobre ka expresion génica de las enzimas que participan en su ciclo. En el
presente trabajo presentamos las primeras evidencias de esta regulacién sobre las

carboxilasas y la HCS.
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OBIJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la biotina sobre la expresion de los genes de la
holocarboxilasa sintetasa (la enzima que biotinila) y de la propionit CoA carboxilasa y la
piruvato carboxilasa (carboxilasas que se biotinilan) en diferentes érganos de ratas
normales y deficientes de biotina.

.20



OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar la actividad enzimética de la PCC durante el desamollio de ki
deficiencia de biotina para establecer su grado méximo.

e Establecer cultivos primarios de hepatocitos de ratas deficientes de biotina, en
medio de cultivo sin suero y sin biotina.

e Observar la cinética de reactivacion y rebiotinilacién de la PCC y la PC al agregar
blotina a los cultivos de hepatocitos deficientes.

o Determinar las condiciones éptimas de biotinilacién de las apocarboxilasas en

estudio, para poder tener las carboxilasas del homogenado en forma holo, y
poder medir su masa utilizando estreptavidina acoplada con fosfatasa alcalina.

e Estudiar los cambios a nivel de actividad especifica, proteina enzimatica y RNAm
de la PCCy la PC en la deficiencia de biotina.

e Clonar un fragmento del cDNA de la HCS de rata

o  Cuantificar los RNAmM de la HCS por RT-PCR

21




HIPOTESIS

Ya que la deficiencia de biotina ocasiona una disminucién proporcional de la
actividad especifica de dos carboxilasas, y que al agregarse biotina a células deficientes
se requieren 24 horas para que se restituya la actividad de dichas carboxilasas a niveles
normales, se sugiere que la biotina influye también en los mecanismos que determinan la
cantidad (masa proteica) y los niveles de RNAm de PCC y PC, asi como los RNAmM de la
HCs.
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MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Realizamos los estudios en ratas macho de la cepa Wistar, a los que les
provocamos deficiencia de biotina (ver adelante). En estas ratas determinamos el estado
funcional de la biotina, midiendo la actividad especifica de la PCC en higado durante
ese proceso. Ademds, en hepatocitos en cultivo, determinamos las actividades especificas
y el grado de biotinilacién de las enzimas PC y PCC, al adicionar biotina y cosechar las
células a diferentes tiempos.

También obtuvimos diferentes 6rganos (higado, rifnén, mdsculo y cerebro), en los
cuales determinamos la cantidad total (masa proteica) de la PC y PCC y sus respectivos
RNAs mensajeros. Por otro lado, evaluamos el efecto de lka biotina sobre las cantidades

de RNA mensajero de la HCS de los 6rganos arriba mencionados.

ANIMALES ¥ DIETA DEFICIENTE DE BIOTINA

Utilizamos ratas recién destetadas (de 21 a 28 dias), con un peso aproximado de
40 a 60g, las albergamos en jaulas de plastico y kas mantuvimos en condiciones
estrictamente controladas de periodos de luz-oscuridad de 12 x 12 h, con agua y alimento
ad libiturn.

‘Fueron sometidas a una dieta comercial deficiente de biotina y enriquecida con
clara de huevo, la cual contiene lka proteina avidina (51) (ICN Nutritional Biochemicats,
Cleveland, OH). Por cada uno de estos animales tuvimos un control, bajo condiciones
idénticas de alimentacién, pero les inyectamos intraperitonealmente 0.15 M de biotina en
PBS dos veces por semana.

Sacrificamos a las ratas por inyeccién intraperitoneal de 200 il de pentobarbital
sédico, entre la octava y la décima semana de haber empezado la dieta experimental,
cuando las manifestaciones clinicas de deficiencia de biotina aparecieron (dermatitis
periorificial, alopecia, salto de canguro). En un lote realizamos cultivos primarios de
hepatocitos, y en otro extrajimos el higado, el riién, el misculo abdominal y el cerebro,

los cuales congelamos a -70°C.
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PREPARACION DE DISOLUCIONES

La forma de preparar las soluciones y reactivos que se usaron para las

determinaciones que se describen a continuacién, se encuentran especificadas en el

Apéndice A
AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS

Obtuvimos los hepatocitos utilizando la técnica de Berry y Friend (52), a partir de
ratas normales y deficientes, cuyos higados fueron perfundidos con una solucién de Hanks
sin Ca'? ni Mg'? a pH=7, que contiene tricina 25 mM y EGTA 0.5 mM.

Colocamos la solucién en la esfera de un perfusor, el cual mantiene la
temperatura de ki solucién a 37°C. La rata fue sacrificada, posteriormente se corté la piel
y el misculo del abdomen para luego remover las visceras y descubrir la vena porta. A
continuacién realizamos una pequeiia incisién en lka vena y se introdujo una canula por
la que se pasaron 300 ml de la solucibn de Hanks para lavar el higado, que se
encontraba en la esfera del perfusor; se retiré el higado de la rata y se colocd en el
embudo del perfusor, el cual habiamos cubierto con papel autoadherible. Se recirculé
una solucién con colagenasa (179 U/mg) con solucién de Hanks (50 ml), hasta que el
higado quedé digerido (cuando adquirié una textura pastosa). En este punto detuvimos
el flujo de colagenasa y se coloc6 el higado sobre una caja de Petri con solucién de
Hanhs, donde lo disgregamos con un tubo de plastico.

Todas las soluciones contenian penicilina-estreptomicina al 1% y se mantuvieron a
37°C utilizando un bafo recirculatorio.

Filtramos el higado digerido con una malla de seda estéril y el filtrado se
centrifugd a 800 rpm durante un minuto; desechamos el sobrenadante y el precipitado
(hepatocitos) se resuspendié en solucién de Hanks con CaCls,.

Para evaluar la integridad de los hepatocitos obtenidos, medimos su viabilidad
con azul tripano al 0.04%. A partir de esta determinacién calculamos el porcentaje de

viabilidad.
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CULTIVOS PRIMARIOS DE HEPATOCITOS

Sembramos las células obtenidas del aislamiento a una densidad de 50,000
células/cm? en cajas de 8 c®. Utllizamos un sustrato de adhesién (coldgena) en las cajas
de cultivo para que los hepatocitos quedaran bien fijos. Irradiamos con luz ultravioleta
las cajas durante 24 horas (para evitar contaminacién) y se guardaron a temperatura
ambiente hasta su uso.

El medio de cuttivo que utilizamos fue DMEM con L-glutamina y aminodcidos no
esenciales, sin NaHCO,, sin biotina y sin suero bovino fetal. Las células se sembraron e
incubaron a 37°C en una atmdésfera de CO,-0O, 95-5%; después de 2 horas. Cuando las
células se han adherido, les cambiamos el medio de cultivo por un medio fresco y las
mantuvimos en las mismas condiciones. A las 24 horas nuevamente se les cambié el
medio de cultivo e iniciamos el experimento.

Una vez realizado el dltimo cambio del medio de cultivos, que fue el tiempo cero,
aitadimos 5.M de biotina a los cultivos primarios y cosechamos los hepatocitos alos 0,5y
3o minutos y enla t, 3, 6, 9, 12, 18, y 24 horas, después de haber agregado la biotina. Se
centrifugaron las células a 14,000 rpm, se deseché el sobrenadante y el precipitado de
hepatocitos se secd invirtiendo el tubo. Posteriormente lo guardamos a -70°C  hasta el
dia de la determinacién de la actividad y el grado de biotinilacién de la PCC y la PC.

PREPARACION DE LOS ORGANOS

Después de descongelar los érganos, los lavamos con PBS y homogenizamos en
tres volimenes de amortiguador de homogenado (al que se le agregé una pastilia de
inhibidores de proteasas: complete TM EDTA-free. GMBH) con un politrén (Kinemdética,
Krienslu). La homogenizacién se realizé con 2 pulsos de 10 segundos cada uno, con una
pausa de 30 segundos entre ellos. Entonces los homogenados se sonicaron (Branston Cell
Disruptor 200, Danbury, CT) con 5 pulsos de 10 segundos cada uno, con un minuto de
descanso entre ellos. Posteriormente se centrifugé a 105,000g a 2°C por 10 minutos.
Descartamos la capa de grasa y el precipitado, e hicimos alicuotas del sobrenadante y las

almacenamos a =70°C, para las posteriores determinaciones.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PC Y PCC

Determinamos la actividad de la PCC y PC por el método de Sweetman (53) en
los homogenados de higados de ratas deficientes, y en los hepatocitos normales y
deficientes de biotina; en este Gltimo caso, el botén de las células se resuspendié en 300 pl
de amortiguador de lisis. De este homogenado tomamos 10 ul para el ensayo de PCC y
PC y 10 ul para la determinacién de proteinas.

Para la liberacién de las carboxilasas mitocondriales procedimos a romper los
hepatocitos (o las células del homogenado) por sonicacién, al descargar en cada tubo 30
pulsos de 1 segundo con un descanso intermedio. Se mantuvieron los tubos en hielo
durante la sonicacién.

El ensayo se realizé en tubos Eppendorf y a cada tubo le adicionamos 1011 de la
muestra de reaccién (ATP 285 mM, GHS 20 mM, Propionil CoA 6 Acetil CoA, 40 mM,
NaH"CO, (3.81 uCi/uM). Después agregamos 10 pi del homogenado celular sonicado a

cada tubo; se mezclaron bien y taparon para evitar ka evaporacién del CO; proveniente

del bicarbonato. Se incubé durante una hora a 37°C con agitacién constante. La reaccién
enzimética se detuvo Incorporando los tubos en agua helada y aitadiendo 10 il de écido
férmico al 15% y se dejaron reposar 15 minutos, destapados.

Se usé papel Whatman de 3 mm en tiras previamente divididas en cuadros de 2.5

x 2.0 cm; tomamos 30 i de la mezxcla y los depositamos en el centro de cada cuadro

correspondiente a su mezcla. Cada muestra se secé perfectamente con una pistola de

aire durante 20 minutos, les adicionamos 30 pl de écido férmico al 15% de nuevo las

secamos cuidadosamente durante 30 minutos.

El papel Whatman se fragmenté y colocé en viales de vidrio que contienen 1 ml
de metanol en dilucién 1:1 con agua destilada y 7 ml de solucién de Bray. Se agitaron
fuertemente y llevamos a cabo la cuantificacién del CO, radiactivo incorporado a las
carboxilasas en un contador de centelleo liquido durante 10 minutos con estGndares
externos; esta actividad se expresé por mg de proteina.

La cuantificacién de proteinas se determiné, de acuerdo con el método descrito
por Lowry (54), utilizando albimina sérica bovina (BSA) comeo estandar.
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Las actividades especificas de las enzimas se calcularon a partir de los siguientes

datos:

dpm *CO, x 1o ulhom. x 10’ugprot x _1pmol
60 min x 1oul hom. X 11g proteina 1 mg proteina 12.73 dpm

= pmol “CO;, fijadas x minuto™ x mg de proteina™

Donde dpm son lkas desintegraciones por minuto, dato que proporciona el
contador de centelleo; 60 minutos, el tiempo de incubacién de la reaccion; X ug prot, es
la concentracién de la protefna determinada por el método de Lowry: 1273 dpm, la
actividad especifica del bicarbonato radiactivo.

ANALISIS DE PROTEINAS BIOTINILADAS POR “BLOTS" DE ESTREPTAVIDINA

Resuspendimos los botones de hepatocitos en amortiguador de lisis y
posteriormente los sonicamos para extraer kas proteinas; corrimos 25 g de proteinas en
un gel de SDS-poliacrilamida al 7.5% (SDS-PAGE) a 70 mAmps durante t hora. El gel se
incubé con amortiguador de transferencia por 30 minutos en agitacién suave.
Posteriormente realizamos la transferencia de las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa (0.451um, Bio-Rad, Hércules, CA), utilizando una unidad de transferencia
semiseca (Bio-Rad) a 17 V por 30 minutos. Emseguida incubamos la membrana con
estreptavidina-fosfatasa  alcaling, para detectar proteinas  biotiniladas. Después
remojamos la membrana con 50 ml de amortiguador de bloqueo al 5% durante t hora,
con agitacién suave y posteriormente la lavamos con 80 ml de amortiguador de réplica.

Entonces incubamos la membrana en 15 ml de amortiguador de lavado y 1.5 11l
de estreptavidina-fosfatasa alcalina (Bio-Rad) a 37°C por 1 hora. Lavamos enseguida
con amortiguador de réplica por 5 minutos cada vez y con 0.15 M de Tris-HCI, pH 8.0. El
desarrollo del color se realizé incubando la membrana, en la oscuridad, con agitacién

lenta, en 10 ml de amortiguador A-P, que contenia 100 pl de solucién de NBT y 100 pl
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de solucién BCIP. Una vez que aparecieron las bandas, ka membrana se lavé con agua
bidestilada.

DETERMINACION DE LA MASA DE LA PC Y PCC

Cuantificamos la masa de las carboxilasas por blots de estreptaviding, después de
biotinilar /n vitro los homogenados de los diferentes tejidos, para convertir las
apocarboxilasas en holocarboxilasas. Los homogenados de las apocarboxilasas fueron
biotinilados por una técnica modificada de Desjardins (54).

Aadimos S00 g de proteina de los homogenados a la mezcla de reaccién en un
volumen final de 500 l y se incubd a 37°C por 6 horas; ademdas aitadimos mezcias de
ATP-MgCl, a la segunda y cuarta hora de incubacién. Detuvimos la reaccién anadiendo
500 pl de amortiguador de electroforesis y se almacené a —2°C. El maximo grado de
biotinilacién de los homogenados se obtuvo optimizando las concentraciones de los
reactivos y el tiempo de incubacién. Los controles no biotinilados se incubaron
similarmente, excepto que no se anadieron biotina y ATP a la mezcla de reaccién.
Después, los homogenados biotinilados y sus controles se corrieron en un gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7.5% (5 g de proteina) como se describié arriba.

ANALISIS DE LOS RNAm DE LA PC Y PCC

1. Extraccién de RNA total

Obtuvimos los érganos de las ratas por diseccién y extrajimos el RNA total por el
método de Chomczynshi y Sachi (55) el cual utiliza el reactivo trizol, que es una solucién
monofasica de fenol Gcido e isotiocianato de guanidina, que mantiene la integridad del
RNA durante ka homogenizacién del tejido.

Homogenizamos 100 mg de tejido en 1 ml de trizol a 4°C en el politrén. El
homogenado se transfirid a un tubo Eppendorf estéril y se incubé la muestra por S
minutos a temperatura ambiente para permitir la disociacién completa de los complejos

nticleo proteicos.
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Agregamos 200l de cloroformo por cada mi de homogenado, se agitaron por 30
segundos y se incubaron en hielo por 5 minutos; centrifugamos a 12000 rpm a 4°C por 1S
minutos y obtuvimos tres fases: la inferior, de color rojo, compuesta por fenol-cloroformo,
una interfase, y la porcién superior acuosa incolora. El RNA qued6 en esta Gltima fase,
mientras que el DNA y las proteinas se mantuvieron en ka interfase y la fase orgdanica
respectivamente,

Transferimos la fase acuosa a otro tubo, agregamos un volumen equivalente de
isopropanol y conservamos la muestra a 4°C por 15 minutos. Después de centrifugar se
obtuvo ia pastilla correspondiente; ésta se lavé con etanol al 75% y al 80%. Secamos la
pastilla en un horno con vacio a temperatura ambiente, por 10 minutos. Disolvimos la
pastilla de RNA en 50 ) de agua des-ionizada estéril tratada con DEPC (dietil-
pirocarbonato). Para cuantificar la concentracién de RNA total tomamos una alicuota
de cada muestra y medimos ka absorbancia a 260 nm.

Para comprobar la integridad del RNA, tomamos 20 g de RNA total de cada
uno de los higados (normales y deficientes) y los analizamos por electroforesis en geles
desnaturalizantes de agarosa al 1% y formaldehido en amortiguador de corrida (MOPS
SO mM/EDTA 1 mM). Los geles se corrieron, aplicando una corriente de 100 V, durante 1.5
horas hasta que el colorante del amortiguador de carga llegé a 3 cm del borde. Por
altimo se observaron lkas bandas en un transiluminador de luz ultravioleta de onda corta.

2. Andlisis por RT-PCR de los RNAm de la PC y PCC

Tomamos 4 ug de RNA total de los homogenados normales y deficientes de
biotina para sintetizar el cDNA. La mezcla de reaccién para la trascripcién reversa tenia:
el RNA, 200 1M de dATP, dCTP, dTTP y dGTP, Buffer de RT 5X, DTT 4 mM, oligo d(T) v
la enzima RT-M-MLV ( Moloney Murine Leukemia Virus — Reverse transcriptase) de 40
U. Incubamos la reaccién durante 1 hora a 37°C. Después tomamos 10 ul de esta
reaccién y realizamos el PCR para amplificar los fragmentos de los genes de PC y PCC.
Otros 10 1l del cDNA los utilizamos para amplificar simultGneamente un fragmento del
gen de actina, el cual utilizamos como un control de expresién constitutiva.

La secuencia de los oligonucledtidos especificos para amplificar el gen de la PC de
rata fueron 5’-(ACT TGT ATG AGC GGG ACT GC)-3' para el sentido y 5'-(TGA CCT TGA
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CGG GCA TTG GA)-3' para el antisentido. Los oligonuclestidos utilizados para
cuantificar el segmento de PCC fueron 5'-(GA TGC CAG CTG GGT TGA TGT)-3' en el
sentido, y 5'-(GAG GCC TTG ATC ATC ACA GG)-3' para el antisentido. La secuencia de
oligonuclestidos del gen constitutivo (actina) fueron 5'-(GGG TCA GAA GGA TIC CTA
TG)- 3’ en el sentido, y 5'-(GGT CTC AAA CAT CAT CTG GG)-3' para el antisentido. Los
oligonucleotidos se diseiaron utilizando el programa OLIGO 4.

La mezcla de reaccién para el PCR contenia los oligonucleétidos, 0.5 mM de cada
uno, buffer ioX, MgCl, 1.5 mM, 200 UM de dATP, dCTP, dTTP y dGTP, Taq polimerasa (4
U) en un volumen final de 50O jil. Las muestras se incubaron en un termociclador (Perkin
Elmer 480) con diferentes condiciones de temperatura, de acuerdo al gen. Después de

una desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 minutos, realizamos el PCR como sigue:

Para PC 1 ciclo a 95°C por 3 minutos,
30 ciclos a 95°C/t minuto, 60°C/1 minuto, y 72°C/1 minuto
1 ciclo a 72°C por 7 minutos
24 horas a 4°C constante

Para PCC
1 ciclo a 95°C por 3 minutos
30 ciclos a 95°C/t minuto, 57°C/1 minuto, y 72°C/t minuto
1 ciclo a 72°C por 7 minutos

24 horas a 4°C constante

Terminada la incubacién de las muestras, las almacenamos a -20°C hasta que se
analizaron.

Para cada experimento, se tuvieron controles como: un blanco sin RNA, un blanco
sin RT, para descartar cualquier posibilidad de contaminacién con DNA genémico. De
igual manera realizamos curvas de ciclos y de temperaturas para cada gen (datos no
mostrados; para mayor informacién consultar las bitGcoras experimentales en la Unidad

Genética de ka Nutricién, 11B, UNAM).
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3. Andlisis de los productos de PCR por "southern blot'

Tomamos 10 nl de los productos de PCR de cada muestra y los separamos por
electroforesis, en geles de agarosa al 1.1% en amortiguador de TAE. Después de la
electroforesis, transferimos el gel por capilaridad a membranas de nitrocelulosa,
(Genescreen, NEN Research Products, Dupon) con $SC 10X por 18 horas. Las membranas
se prehibridaron en 0.2 ml/cm2 con la siguiente solucién: formamida 50%, SDS 0.2%,
EDTA 0.01 M, S5C 2X, PBS 0.12 M pH=6.5, Denhardth 4% y DNA de esperma de salmén,
100 pg/ml; por 24 horas a 42°C,

Después de la prehibridacion, las membranas se hibridaron con los DNA
complementarios (cDNA) de la PCC y la PC, los cuales marcamos radiactivamente con
dCTP a-32P por la técnica de "Megaprime™ (ver adelante).

Incubamos las membranas con 0.1 mifcm?2 de la solucién de prehibridacién en
presencia de la sonda radiactiva a 42°C durante toda la noche. Después de la
hibridacién, lkavamos las membranas en condiciones de alta astringencia a temperatura
ambiente en una solucién de 55C 2X y posteriormente en una solucién de S5C 0.1X-SDS
0.1% a 58°C. Se expusieron en placas autorradiograficas de imagen cientifica X-OMAT
AR (XAR-2) (20.3 x 25.4 cm) con pantalla intensificadora de uno a tres dias a ~70°C.
Esta técnica también se realizé para la actina, que fue nuestro control de expresion.

4. Marcaje de la sonda (Megaprime)

El marcaje de la sonda lo realizamos por el método de “random prime” utilizando
el kit comercial Megaprime DNA Labelling System (Amersham), en el cual mezciamos
50 ng de DNA con 5 pl de primers (oligonuclestidos de secuencias “random'’) y 23 ul de
agua, los cuales desnaturalizamos calentando a 100°C por 5 minutos, posteriormente
afadimos el amortiguador de marcaje, el dinucleétido marcado y la enzima; mezclamos

suavemente e incubamos por 1 hora a 37°C. Detuvimos la reaccién aitadiendo 5 il de

EDTA o.2M
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5. Andlisis densitométricos

Analizamos las placas autorradiograficas de las hibridaciones, en un densitémetro
de imagen Scan Jet 3¢ (Hewlett Packard). Por este método se obtuvo el area bajo la
curva correspondiente a la sefal de hibridacion de los productos de PCR de la PCC, ka PC
y la actina para cada muestra. Para conocer ka expresién relativa del RNA de cada una
de las proteinas respecto al control de expresién, se asignaron unidades arbitrarias a los
valores de las Greas bdjo la curva y se graficaron como una relacién PCClacting,

PClactina. (57)
ANALISIS DE LOS RNA MENSAJEROS DE LA HCS
1. Clonacién de un fragmento de ¢cDNA de la HCS de rata

Debido a que el gen de la HCS de rata no se ha clonado, nos propusimos obtener
un fragmento de este gen a partir de higados de ratas normales para poder realizar las
determinaciones de los RNAm. Después de extraer el RNA total por el método de
Chomczynski antes mencionado, purificamos el RNAm utilizando columnas de celulosa
Oligo (dT). Por otra parte, disedamos oligonuclesStidos degenerados cuyas secuencias
estaban conservadas entre diferentes especies distantes. Para este fin, realizamos un
alineamiento de las secuencias de HCS de levadura y ser humano (Apéndice B), para
encontrar las regiones mds conservadas. Ademds, utilizamos la tabla de uso de codones
para obtener las secuencias menos degeneradas: en el sentido 5 AAG TGG CCC AAC
GAY(C/T) ATT TAY; en el antisentido 5'-GTC GAA GGA GTT GCC GTC CGG-3'.
Realizamos un RT-PCR, para obtener el fragmento de ¢DNA de rata de HCS, utilizando
los oligonucleStidos arriba mencionados y el RNAmM purificado, a 35 ciclos y una TM
(temperature melting) de 55°C. Los productos del RT-PCR los analizamos por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % y el fragmento del tamaiio esperado (447 pb)
lo purificamos con el kit Geneclean ll. Una vez que obtuvimos el fragmento de HCS, se
secuencié y se disefaron nuevos oligonucleétidos. La secuencia final de los oligos fue, en el
sentido 5' TAC AGC CTC TAT GAA GAT CG 3', y el antisentido 5° CTC CAC ACC CCA
CCACC 3.
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2. Andlisis por RT-PCR de los RNAmM de HCS

Obtuvimos el RNA total de los diferentes 6rganos de las ratas controles y
deficientes por la técnica de TRizol (antes descrita). Realizamos la transcripcion reversa
de 4 ug de RNA total (como describimos para PC y PCC) y utilizamos 10 i de la
reaccién de RT para amplificar el fragmento de ¢cDNA de la HCS. Los otros 10 pl del
cDNA los utilizamos para amplificar simultaneamente un fragmento del gen de ia actina
(control constitutivo). El PCR del fragmento de cDNA de la HCS se realizé a 30 ciclos. El
ciclo de temperaturas fue 95°C, 50°C, y 72°C por 1 minuto cada una, con una extensién
terminal a 72°C por 5 min. El nimero de ciclos realizados fue dentro de la fase
exponencial del proceso de amplificacién, el cual se determiné previamente. Los
productos de PCR fueron separados sobre un gel de agarosa al 1.5%, tenidos con bromuro
de etidio y posteriormente los analizameos por ka técnica de southern blot. Transferimos el
gel a un a membrana de Gene Screen, los hibridamos con su sonda marcada, (ver
arriba) y después las membranas se expusieron en un film Hyperfilm Max por 24 horas
a —70°C. Los niveles aproximados de los RNAm de ko HCS los estimamos de las
intensidades de las bandas en ka autorradiografia, ks cuales las cuantificamos por
densitometria. Los datos se normalizaron con los niveles del RNAmM de la actina.
Realizamos andlisis estadisticos utilizando la prueba T de student.

3. Efecto “curso temporal” de la biotina sobre los RNAmM de la HCS
Inyectamos intraperitonealmente seis ratas deficientes de biotina con 200 g de
biotina en PBS 1.0 M (pH=7). Las sacrificamos a diferentes tiempos: O y 30 minutos, 1, 2, 4,

y 24 horas, obtuvimos los higados y los almacenamos a =70°C. EI RNA total se extrajo
utilizando TRIzol y realizamos también andlisis de RT-PCR como describimos arriba.
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RESULTADOS
DETERMINACION DEL ESTADO NUTRICIO DE BIOTINA

Se observé deficiencia de biotina desde las dos semanas de haber sometido a las ratas
a la dieta carente en biotina y con avidina. La deficiencia se comprobé meonitoreando la
actividad especifica de la PCC, la cual disminuyé gradualmente durante el desarrolio de
la deficiencia. La figura 1 muestra los resultados de un experimento representativo en el
que siete ratas fueron sacrificadas a diferentes tiempos después de que se alimentaron
con ka dieta deficiente. Aproximadamente entre la octava y novena semana, las ratas
presentaban sintomas caracteristicos de deficiencia tales como alopecia, dermatitis
periorificial, conjuntivitis y “salto de canguro”; ademés del retraso del desarrollo muy
notorio en comparacién de los animales normales (figura 2). Por otro kado, la excrecién
urinaria de Gcido 3-hidroxivalérico aumentd sustancialmente después de la tercera
semana de administrar la dieta deficiente (figura 1)
Al mismo tiempo, también se obtuvieron ratas controles: ratas con idéntico
tratamiento que el de las ratas deficientes de biotina pero que fueron suplementadas
con biotina por via intraperitoneal (0.15 M en PBS) 2 veces por semana.

AISLAMIENTO Y CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS

Debido a las condiciones de nuestras ratas, se tomé una serie de medidas, de
manera que los hepatocitos pudieran sobrevivir por lo menos 24 horas en cultivo sin
suero y sin biotina. Estos fueron aislados de las ratas por ka técnica de Berry y Friend. Al
ser sacrificadas las ratas controles pesaron de 500-600g v kas ratas deficientes de 200~
400¢g. Los animales fueron sacrificados por inyeccidn intraperitoneal de 200 i de

pentobarbital sédico.
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FIGURA 1. Cambios enziméticos y metabélicos durante la deficiencia de biotina. La
linea muestra el porcentaje de actividad de la PCC en higado de ratas deficentes,
relativo al control (3200 + 283 pmol CO; fijado x min™ x mg™ de proteina) en varios
estados de deficiencia de biotina. Las barras verticales muestran la excrecién urinaria
del Gcido 3-hidroxi-isovalérico durante el periodo experimental.
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FIGURA 2. Ejemplo de una rata control y una deficiente de biotina a la semana nueve desp
de empezar la dieta. Las ratas presentaban sintomas caracteristicos de deficiencia muy ck
como alopecia, dermatitis periorificial, conjuntivitis y “saito de canguro”, ademds del retraso
desarrolio muy notorio en comparacién con los controles.

TESIS CON
TALLA DE ORIGEN
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Tras varios intentos de cultivarios en cajas, encontramos que aiadiendo una
matriz de colagena, los hepatocitos podian adherirse a la caja con mayor facilidad. Al
preparar los hepatocitos, la viabilidad de los mismos para las ratas controles fue de entre

90 y 95% y para las ratas deficientes fue de entre 70 y B0%.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PC Y PCC, ¥ DE ENZIMAS
BIOTINILADAS EN CULTIVOS DE HEPATOCITOS DEFICIENTES AL ANADIR BIOTINA

El experimento consistié en medir la actividad de la PC y la PCC presente en los
hepatocitos deficientes de biotina a diferentes tiempos, después de agregar la bioting, la
actividad de la PC aumenta rapidamente y cast alcanza los niveles de los controles a la
2 horas (figura 3A). En cambio, lka actividad de la PCC aumenta mucho mdas lentamente,
y requiere 24 horas para alkcanzar la actividad normal (figura 3B).

Cuando se realizaron andlisis de blots de estreptavidina de proteinas biotiniladas,
se obtuvieron resultados similares (figura 4). Las bandas correspondientes a la holo-PC de
las células deficientes alcanzaron una intensidad similar a los controles en una hora,
mientras que la intensidad de la holo~-PCC se mantuvo baja adn después de las 24 horas
de la adicién de biotina. No hubo cambios importantes en ks bandas de las células
controles después de la adicién de biotina a los cultivos (resultados no mostrados).

Es importante seialar que las subunidades de PCC y MCC que unen biotina
tienen pesos moleculares similares, (72,000 y 76,000 Daq, respectivamente) y por lo tanto
se separan muy poco en un gel de SDS-PAGE, atn usando un gel a bajas
concentraciones (7.5%). Asi, MCC también fue biotinilado muy lentamente. Debido al
tiempo de corrimiento electroforético, ka ACC, cuyo peso molecular es mucho més grande

(260,000 Da), no fue visualizado.
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FIGURA 3. Cinética de reactivacién de PC (A) y PCC (B) después de aiadir biotina a
cultivos de hepatocitos deficientes (linea horizontal: actividad normal). Cada punto
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FIGURA 4. Andlisis por blots de estreptavidina de hepatocitos deficientes de biotina a los
cuales se les agregé esta vitamina y se cosecharon en diferentes tiempos (0, 5, y 30
minutos; 1, 3, 6, 9, 12, 18 y 24 horas. C: control, PC: piruvato carboxilasa, PCC: propionil
CoA carboxilasa, MCC: Metilcrotonil CoA carboxilasa (esta enzima migra a la misma
altura que la PCC). Los tiempos se refieren a los periodos que se dejaron incubando las

células con la biotina.
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EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE BIOTINA SOBRE LAS CARBOXILASAS
MITOCONDRIALES.

Las actividades de la PC y PCC presentaron una disminucién estadisticamente
significativa en los 6rganos de las ratas deficientes (figura 5 y 6). Estas diferencias
generalmente estuvieron asociadas con cantidades significativamente bajas de sus
proteinas enzimdticas. En el cerebro, la masa de PC y PCC no difiere entre los grupos y su
disminucién en actividad fue moderada.

Las cantidades de RNAm de PC y PCC (determinadas por andlisis densitométrico,
ver paginas 30-31) no cambiaron significativamente en los érganos estudiados (figuras 5

y 6).
ANALISIS DE LOS RNAm DE LA HCS EN LA DEFICIENCIA DE BIOTINA

-Clonacién de un fragmento del cDNA de la HCS de rata

Para clonar el fragmento del cDNA de la HCS de la rata, alineamos 2 secuencias
conocidas de este gen (Apéndice B), de Sacharomyces y ser humano, a partir de ks
cuales escogimos regiones conservadas. Después, utilizando oligonuclestidos degenerados,
dedujimos la regién esperada. Este nuevo fragmento es similar en 80% respecto a pares
de bases y un 95% respecto a aminodécidos comparado con la secuencia humana (figura
n.
~Andlisis de los RNAm de la HCS

Considerando nuestra pregunta de investigacién de que si la deficiencia de
biotina afecta los niveles de RNAmM de la HCS, encontramos que presentaron una
disminucién significativa en los cuatro 6rganos de los animales deficientes de biotina
estudiados a diferencia de los controles (tabla 1). Estas diferencias fueron mas marcadas
en el higado y rifién que en masculo y cerebro (figura 8). Cuando la biotina se inyecté en
las ratas deficientes, la cantidad de los RNAm de la HCS en el higado, aumenté hasta
cerca de los niveles normales. Sin embargo, éste fue un efecto retardado, ya que

aparentemente se dio a las 24 horas después de ia administracién de la vitamina. (figura

9).
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FIGURA 5. Efecto de la deficiencia de biotina sobre la actividad, masa de las
carboxilasas y niveles de RNAm de la PC en érganos de ratas alimentadas con una
dieta control o deficiente de biotina. *£ < 0.05, **P < 0.01 y **£ < 0.005 contra el
control. ND, no se detecté. Ver datos completos en el Apéndice C.
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ACTIVIDAD PROTEINA RNA MENSAJERO
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FIGURA 6. Efecto de la deficiencia de biotina sobre la actividad, masa de las
carboxilasas y niveles de RNAm de la PCC en érganos de ratas controles y deficientes de
biotina, La proteina (panel central) incluye MCC ya que esta co-migra con la PCC.
*P < 0,05, “*P<0.0ly ***P < 0.005 contra control.

Ver datos completos en el Apéndice C
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8. TACAGCCTCT ATGAAGATCGCC GGGGTTCTGGTT AATTCAACACTT GTG
T A § M K | G C VvV LV N S T L V
GGAGMACATIT TATATCCT CATT GGCT GTGGATTC AATGTCACTAAC
G E T Yy I | C G F NV T N
AGCAATCCI' ACC ATATGTATCAAT GACCT CATCCAA GMCACAATAAG
T 1 C

N I N D L | E E N
CAGAACAAGCU& GGCCTGAAGCCC TTACGAGCCGAC TGTCT CATAGCC

Q N K A G L KP L R ADC L | A
AGGGCTGTGACC GTGCTGGAGAAA CTCGATTGACACGCG TTTCAGGACCAA
R AV T V L E K L I DR FQ D Q

GGGCCCGACGCC GTTCTCCCCCTG TATTATAAATAC TCCGCGCACAGT
G P D G V LP L Y VY KY W AH S
GGTCAGCAAGTC CGCCTGGGCAGC AGCCGAGGGGCCA CCGGYGTCTATC
G Q0 Q VvV R L GC s s E G p P V 5 1|
GTGGGTCTTGAT GATTCCGGGTTC CTGCAGGTCCAC CAACAGGGTGGT
vV G LD D S GF LOQ V HOQ E G G
GCGGCITGYTGAGC CTGCATCCGCGAC GCCAACTCCTIT G..8'
G vV s V HP D G NS F

FIGURA 7. Secuencia de nucledtidos y aminoécidos derivados del fragmento clonado
del cDNA de la HCS de rata. El fragmento corresponde a ka secuencia de HCS humana
entre los aa 570 y 717. La secuencia de los oligonucleétidos especificos utilizados para el
andlisis de RT-PCR se muestran en letra negrita



TABLA 1

Efecto de la deficiencia de biotina sobre los niveles de RNAm de ka HCS en diferentes
érganos de la rata'

Control _Deficiente de Biotina
% del
Organos n n Control
Higado S 7.24 £1.78 5  3.06 + 184 40,0
Rifién 4 2.40 % 1.01 4 0.55 +0.21* 23.0
Misculo 3 17.78 £ 1.34 4 12.83 4+ 0.92* 72,2
Cerebro 4  3.14 +£0.22 4 170 +0.26* 54.1

'Los valores son el promedio + SD de las densidades &Spticas obtenidas del
densitémetro. *Diferente del control, p < 0.05
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FIGURA 8. Andlisis por RT-PCR de los niveles de RNAm de la HCS de higado, rifién,
migsculo y cerebro de ratas controles y deficientes de biotina. C, control; D, deficientes de
biotina
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FIGURA 9. Efecto “curso temporal” de la biotina sobre los niveles de los RNAmM d
la HCS en higados de ratas deficientes de biotina. C, control
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DISCUSION

Los resultados que obtuvimos del presente trabajo aportan evidencias de que la
biotina, ademds de su papel como cofactor de las carboxilasas, regula la expresién
genética de las enzimas con las cuales esta vitamina se halla relacionada
funcionalmente. La regulacién de las carboxilasas (PC, PCC), parece estar mediada
postranscripcionalmente, ya que no observamos cambios asociados a ka deficiencia de
biotina en los niveles de RNAm de estas enzimas. La regulacién de ka HCS podria ser a
nivel de la transcripcién (ver etapas descritas abajo) o procesamiento y/o estabilidad del
RNAmM (regulacién postrancripcional). A este respecto, los cambios de RNAm de la HCS
que encontramos parecen ser ka primera Instancia conocida en mamiferos de un efecto
de una vitamina hidrosoluble sobre los RNAmM de una enzima que actaa directamente

sobre esa vitamina.

Desde el primer resultado obtenido en este trabajo (58), se hizo evidente la
regulacién de la biotina sobre kas carboxilasas. Cuando analizamos los cambios en la
actividad enzimética de la PCC y de lka PC (figura 3) al agregar biotina a cultivos
primarios de hepatocitos derivados de ratas deficientes de esta vitamina, encontramos
que la PC se activa muy rapidamente, en la primera hora después de agregar biotina;
por el contrario, ka actividad de la PCC que se encontraba muy deficiente, en la primera
hora se incrementS pero sélo a una tercera parte de lo normal y necesitaron transcurrir
cerca de 24 horas para alcanzar los niveles de actividad de los hepatocitos de ratas

normales.

La explicacién de estos resultados se hizo aparente cuando estudiamos el grado
de biotinilacién de estas enzimas y donde obtuvimos el mismo comportamiento (figura
4). Una posible explicacién es que las células deficientes tienen menor cantidad de
apocarboxilasas (y no sélo de actividad), la que debe sintetizarse (y no sélo biotinilarse)
en las siguientes 24 horas, para recuperar sus niveles normales; incluso quiza también

estén afectados sus RNAm.

Debido a lo anterior esto entonces determinamos la cantidad de apocarboxilasas

totales presentes en homogenados deficientes de bioting, pero esta vez quisimos estudiar
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otros 6rganos ademas del higado. Se estudiaron: el rifén (6rgano que comparte con el
higado su capacidad giuconeogénica y, por lo tanto, la importancia de la PC), masculo
(6rgano consumidor principalmente de écidos grasos como combustible, en el que la PC
tiene un rol menos relevante) y cerebro (6rgano con una actividad anaplerética muy
importante) y para ello utilizamos el método que consiste en bilots de estreptaviding,
después de biotinilar /n vitro los homogenados estudiados para convertir a las
apocarboxilasas no biotiniladas en holocarboxilasas con biotina, que pudiesen detectarse

con estreptavidina acoplada a fosfatasa alcalina.

Con estas técnicas demostramos que la masa de la PC (figura 5) y ka PCC (figura
6) disminuye significativamente durante la deficiencia de biotina en el higado, rifién y
misculo, por lo tanto, estos estudios excluyen la conversién de “apo” a “holo” como una

base para su activacién como se ha descrito previamente (59,60)

Debido a que los niveles de RNAm de la PC y PCC no cambiaron en los 6rganos
deficientes de biotina con respecto a los controles (figura 5 y 6), ka regulacién de estas
proteinas por su cofactor podria ser ejercida en algin nivel desde el transporte del RNAmM
al citoplasma, la velocidad de sintesis de ka proteina, la degradacién de lka proteina,

modificaciones postraduccionales, etc. (61).

Entonces, es probable que las apocarboxilasas sean més IGbiles y por lo tanto se
degraden mas rGpido que su forma “holo”. El probable aumento en la degradacién de
estas enzimas, no es un mecanismo nuevo, se ha observado también con la enzima
omitina aminotransferasa, una enzima que contiene el piridoxal fosfato en ratas
deficientes de piridoxal (62) y para enzimas dependientes de NAD, tales como la
deshidrogenasa lactica y la glutdmico deshidrogenasa en el intestino de ratas deficientes
de niacina (63), asi como con las enzimas que utilizan como cofactor al FAD (64), el cual
estabiliza a varias Acil CoA deshidrogenasas en ratas deficientes de ribofiavinas.
Teniendo como antecedente esto, serd necesario determinar la estabilidad de las

carboxilasas en la deficiencia de biotina.

Otra explicacién es que la deficiencia de biotina disminuya la sintesis de las

carboxilasas, por lo cual se tendrian que hacer ensayos de “pulso y caza® utilizando

48



metionina marcada con S, para que después la proteina recién sintetizada se

inmunoprecipite con un anticuerpo especifico y se analice por SDS-PAGE.

Un punto importante a analizarse también, es la determinacién de la eficiencia
de la traduccién de los RNAmM de las carboxilasas en ausencia de biotina, ya que la
disminucién en la concentracién de proteina enzimdética y ka presencia normal de RNAm
podria ser la causa de la inhibkién de la traduccién o de procesamientos post-
traduccionales. También sera necesario cuantificar otra proteina no biotinilada, lo cual
nos indicaria si es un efecto general sobre el sistema de traduccién per se.

En cuanto al cerebro, los datos nos arrojaron un comportamiento diferente, ya
que tanto la cantidad de PC como la de PCC no se ven afectadas durante la deficiencia.
Una causa podria ser que las concentraciones de biotina se mantienen normales
localmente, con una menor reduccién de kas actividades de las carboxilasas, respecto a
otros érganos; ademds de que se mantuvieron las concentraciones de holo-PC y holo-
PCC en los cerebros de las ratas deficientes (datos no mostrados). SerG necesario
identificar aquellas rutas en el metabolismo de biotina en el cerebro; por ejemplo, su
transporte a través de la barrera hematoencefdlica, que pudiera contribuir a que este

érgano sea “privilegiado” durante la deficiencia de biotina.

Por otra parte, ademdas de todo lo mencionado, es necesario tomar en cuenta la
Importante funcién que tiene lka HCS en la conversion de apocarboxilasa a
holocarboxilasa y saber si ésta se afecta en la deficiencia de biotina.

En este estudio no fue posible determinar la actividad de la HCS, ya que no existe
en la actualidad un método confiable y sensible (apenas se estG desarrollando uno, el
cual utilizard al sustrato p6e7 (65) que ha sido aislado recientemente), tampoco existe la
proteina purificada como para poder obtener anticuerpos y utilizarlos en la técnica de
western blot para averiguar si la masa proteica se ve afectada. Sin embargo, lo que si
pudimos determinar fueron fos niveles de RNAm gracias a que clonamos un fragmento

del mismo a partir de higado de rata (figura 7).

Por la técnica de RT-PCR, pudimos observar dos aspectos, primero que la
cantidad de RNAm de ka HCS estd disminuida significativamente en la deficiencia de
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biotina (tabla 1, figura 8) y segundo, que cuando inyectamos biotina a ratas deficientes,
el mensajero auments, pero en forma gradual, al principio casi imperceptible. Apenas a
las 24 horas (figura 9) después de la administracidn de ta vitamina, el RNAm de la HCS

alcanzaba niveles similares a los observados en los 6rganos de las ratas controles.

Por lo anterior es claro que la biotina participa en la regulacién de la expresién
genética para las que es cofactor, en especial en la que es uno de sus sustratos (la HCS).
Pero aqui el efecto no es directo, dado el largo lapso de tiempo para que ocurra, lo que
indica que se requiere un procesamiento metabélico, posiblemente asociado a la sintesis
de proteinas y en el que quiz& intervengan mecanismos de seializacién intracelular, ya
que es sabido que la biotina aumenta la actividad de la guanilato ciclasa y las
concentraciones de GMPc. En otras palabras, con a deficiencia de biotina posiblemente
se afecte la velocidad de sintesls del transcrito, su establlidad o velocidad de su
procesamiento por lo que se tendrdn que realizar estudios, como determinar la tasa de

transcripcién por ensayos de run off.

Lo que si podemos considerar son algunas conjeturas o posibilidades, que se
ennumeran a continuacién, ya que existe informacién en la literatura de que la biotina

regula la expresién de otras proteinas, incluso a nivel transcripcional.

1. Aunque todavia no ha sido demostrado, es probable que la biotina actde
directamente sobre un factor de transcripcidén y éste a su vez regule la expresidn de kas
enzimas, por lo que ser& necesario identificar y caracterizar las proteinas que interactan
con la regién promotora del gen, estudiar kas interacciones cis y trans y buscar las seitales

de transduccién que regulen a este promotor.

A nivel transcripcional se podria estudiar el efecto de la biotina por mutagénesks
dirigida para definir el drea de contacto de las proteinas trans, responsables de este
efecto. Serd necesario caracterizar a las proteinas trans por medio de ki técnica de
cambio de mobilidad (“mobility shift asay"”). Para verificar la interaccién cis-trans se
podria llevar a cabo un estudio de Dnase footprinting en extractos de proteinas

nucleares.
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2. Otra posibilidad es que la biotina ejerza su papel regulador unida al AMP, es
decir, en la forma de adenilato de biotina, lo que nos trae a ka mente el sistema de
regulacién por biotina en £ col{ como ya se menciond en los Antecedentes, la expresion
de los genes del operén-bio se reprimen cuando hay niveles altos de biotina intracelular.
Cuando la proteina ACC disminuye, el biotinil-AMP se une a la ligasa (Bir A) v este
complejo se une al operador del operén de bioting, reprimiendo la transcripcién.

Asi, la enzima que cataliza ka modificacién postraduccional de la ACC es también
el represor del operén de biotina y la biotinii-AMP es el correpresor. Este sistema
regulador esta disefiado para ajustar la necesidad de la sintesis del cofactor a la tasa de
sintesis de apoenzima. Sin embargo, sabemos que los organismos superiores perdieron la
potencialidad de sintetizar biotina y conocemos que la HCS no posee dominios que le
permitan actuar como un factor de transcripcién, como su homélogo Bir A. Lo cual nos
hace dudar de un mecanismo similar, a pesar de que existe una extraordinaria

conservacién evolutiva de las ligasas de biotina y la HCS.

3. De acuerdo con varias referencias citadas recientemente, es posible que el
efecto sea a través de una via de sedalizacidn iniciada por GMPc, ya que se ha
demostrado (ver Antecedentes) que la transcripcién de los genes como PEPCK, que
responden a biotina es también inducida incubando los cultivos celulares con GMPc. Estos
resultados sugieren las posibilidades de que la biotina y el GMP¢ actiden mediante el
mismo mecanismo o que el efecto de la biotina sea mediado a través de cambios en los
niveles de GMPc via la activacién de la guanilato ciclasa (GC).

El mejor ejemplo del efecto de la biotina sobre ka expresién genética es sobre el
del receptor de asiaglicoproteinas (ASGR). Se demostré que el aumento en la
concentracién de GMPc estimula a ka enzima cinasa dependiente de GMPc (cGK) y que
ésta a su vez promueve la fosforilacién de una proteina COPI la cual se une a ka regién 5'
del RNAm del receptor de asialoglicoproteina estimulando su traduccién en células en
cultivo (66,67). Este efecto traduccional no es necesariamente incompatible con una
accién génica de la biotina. Es posible que el efecto primario de la biotina sobre el
receptor de la asialoglicoproteina se efectie a través de un incremento de la
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transcripcién de la proteina de unién al RNAm y que el aumento de esta proteina, a su

vez, produzca secundariamente el incremento observado sobre el receptor.

Es importante puntualizar que la regulacién transcripconal y traduccional
mediada por biotina parece efectuarse a través del aumento en la concentracién de
GMPc; lo cual sugiere un mecanismo comin para la regulacién transcripcional y

traduccional por biotina.

4. Como ya dijimos, un denominador comin observado en la expresién de la
glucocinasa vy el receptor de la asialoglicoproteina es el aumento en el contenido celular
de GMPc, Este efecto sugiere que es un segundo mensajero el que genera los efectos
inducidos por la biotina y corrobora los trabajos realizados por Vesely y Col (68), quienes
encontraron que la biotina, en concentraciones micromolares, produce un aumento en la
actividad de la guanilato ciclasa. Sin embargo, se ha demostrado que la biotina produce
su efecto de induccién a dosis menores, lo que sugiere ka existencia de otro mecanismo de
accién. La presencia de biotina en el nacleo (69), asi como la presencia de una proteina
de 60 kD en el nacleo capaz de unir revensiblemente a la vitamina con una constante de
disociacidn de aproximadamente 2.2 x 107 M (70), apoya la posibilidad de un segundo
mecanismo de regulacién génica de ka biotina a dosis menores a las micromolares, a
través de un receptor nuclear, quiza de manera similar al mecanismo utilizado por las

vitaminas A y D (71,72).

5. Por otra parte se ha encontrado que el GMPc tiene tres posibles blancos en la
célula; fosfodiesterasa activada por GMP¢, canales i6nicos dependientes de GMPc y ka
proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG). Esta dltima enzima cuando es activada
por GMPc es capaz de translocarse en nicleo en donde fosforila a los factores de
transcripcién fos y CREB (73) esta directamente relacionada con la activacién de AP-1
mediante la fosforilacion de fos. Lo anterior implica determinar si los promotores de los
genes activados por bioting, tienen sitios AP-1 ya que podrian ser, en Gltima instancia, los

responsables de la estimulacién transcripcional por biotina.

Las posibilidades mencionadas anteriormente son ejemplos en los que la biotina
esta involucrada directamente, pero también existen en la literatura otros ejemplos de
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otras vitaminas hidrosolubles que también ejercen control de la expresion y que podemos

tomar en cuenta para nuestros estudios con la biotina.

Un ejemplo de una vitamina hidrosoluble es la cobalamina. Esta regula
postranscripcionalmente a su propia apoenzima: la metionina sintetasa; ademdas de
inducir su actividad, aumenta los niveles de la proteina enzimdética sin afectar los niveles

de RNAm (74).

También se han realizado varios estudios, tanto en tejidos como en homogenados
celulares, los cuales demostraron que otra vitamina hidrosoluble, el piridoxal fosfato,
influye sobre diferentes propiedades bloquimicas de los receptores de hormonas
esteroides, incluyendo su conformacién molecular, carga de superficie y susceptibilidad a
proteélisis exégena (75). Esto es, el piridoxal fosfato afecta la localizacién subcelular y la

capacidad de unién a el DNA de receptores esteroides.

Por otra parte, ademds de todos los resultados arriba mencionados sobre las
enzimas que directamente participan con la biotina, es importante mencionar un
haliazgo de los efectos de la biotina sobre el metabolismo. Resulta que ka excrecién
urinaria del Gcido 3-hidroxiisolalerico (3-IVA), un metabolito derivado del camino
catabélico de la leucina, y que ademés se ha utilizado como un marcador de deficiencia
de biotina (19,76), no habia sido previamente estudiado en relacién a:

a) un periodo de tiempo durante la deficlencia de biotina
b) la cinética de la disminucién en las actividades de las carboxilasas

c) alinicio de tos sintomas de deficiencia

Es interesante observar que ka actividad enzimética de la PCC (figura 1) baja mas
lentamente durante el transcurso de la deficiencia de biotina a diferencia de la excrecién
urinaria del 3-IVA que es excretado anormalmente (y acumulado) mucho mas ré&pido
que la enzima hepética. Las manifestaciones clinicas en las ratas se presentan
aproximadamente en la octava semana, cuando existe cerca del 80% de deficiencia

(figura 2).
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En definitiva, los cambios que observamos de los niveles de RNAm de la HCS
pueden ser estudiados mds especificamente para comoborar en qué etapa de la
transcripcién est@ regulando la biotina, por lo cual podriamos sugerir lka determinacion
directa de la tasa de transcripcién del gen. Un método directo consiste en exponer las
células en un tiempo breve (5 minutos o menos) a un precursor de RNA marcado
radiactivamente, y entonces se determina la cantidad del RNA nuclear formado que se

detectard por hibridizacién a su cDNA.

También podria determinarse la tasa de transcripcién por el método de andlisis
de run—on (llamado también andlisis de cadena naciente). En este ensayo, se aislan
niicleos de las células en estudio, permitiendo ka incorporacién de P*? del ribonucleétido
trifosfato directamente a la cadena de RNA naciente en crecimiento para producir el

nuevo RNA marcado.

Ademés se podrian estudiar los cambios en la estabilidad de ios RNAm en el
citoplasma utilizando, por ejemplo, la técnica de Nielsen y Shapiro (77) asi como ka tasa
de su traduccién (traduccidn /n vitro, en un sistema libre de células) (76).

Por otra parte serd conveniente identificar la mayor parte de la maquinaria de
transcripcién. Esto es posible solamente después de haber clonado y caracterizado el
promotor del gen de la HCS, ubicando el sitio de Inicio de la transcripcién asi como la
localizacién de todos los elementos regulatorios. Esto permitir& por un lado, realizar una
serie de andlisis para caracterizar las secuencias que controlan la transcripcién del DNA; y
por otro identificar genes que codifican para factores de transcripcién por diversas

técnicas (78,79).

Como se observa, hay todavia mucho por investigar. Las dGltimas lineas de este
apartado expresan brevemente nuestras perspectivas inmediatas y/o mediatas de
investigacién. No obstante, despiertan nuevas interrogantes e inquietudes sobre ka
posibilidad de investigaciones profundas sobre los niveles y etapas de la regulacién
genética por vitaminas hidrosolubles. De hecho, la aplicacién de nuevas tecnologias como
microhileras de DNA, entre otros, en este tipo de investigacién, podria ampliar la
penspectiva de muchos expertos sobre la identificacion de la expresién de miles de genes
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simultGéneamente en respuesta a una condicisn especifica como en el caso de la

deficiencia de biotina. Tal podria ser el objetivo de un nuevo proyecto de investigacion,
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CONCLUSIONES

Este trabajo aporta pruebas de que la biotina, ademas de su papel como
cofactor de las carboxilasas, actia como un modulador de la expresién genética
en tres de las enzimas con las cuales estd relacionada funcionalmente.

La regulacién de las carboxilasas (PC, PCC), podria estar mediada
postranscripcionalmente.

En cambio, la regulacién de la HCS podria ser a nivel transcripcional. Los cambios
de los RNAmM de ka HCS presentados aqui son la primera instancia conocida en
mamiferos, de un efecto de una vitamina hidrosoluble sobre los RNAmM de ka
enzima relacionada funcionalmente a ella

Este trabajo puede ser considerado como un punto de partida para probar un

papel similar para otras vitaminas hidrosolubles, es decir, ofrece un marco de
referencia para estudios posteriores de este género.
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APENDICE A

SOLUCIONES

e PBSpH7.0
Disolver 8 g de NaCl, 0.2 g de KC|, 1.44 g de Na,HPO, y 0.24 g de KH,PO, en 800 ml
de H,0O destilada. Ajustar el pH a 7.0 con HCL. Aforar a 1 litro con H;0. Esterilizar por

autoclave. Almacenar a temperatura ambiente,

s Bromuro de Etidio (10 mg/ml)
Agregar 1 g de bromuro de etidio en 100 ml de H,0. Agitar varias horas para
asegurar la completa disolucién del reactivo. Almacenar la solucién en oscuridad y a

temperatura ambiente.

PRECAUCION: el bromuro de etidio es un agente mutagénico potente y
moderadamente téxico. Se debe manejar con guantes en todo momento.

s Solucién de Bray
Disolver 180 g de Naftaleno, 12 g de 2-4-dimetil oxasol, 60 ml de etilenglicol y 300 m!
de metanol. Se mezclan primero los liquidos y después se les afade los sélidos y

posteriormente se afora a 3000 ml con dioxano.

¢ Amortiguador de lisis
Tris 50 mM, EDTA 0.025 mM. Disolver los ingredientes con 90 mi de H,O destilada.
Utilizar HCl para ajustar el pH y aforar a un voldmen final de 100 ml de H,0.

e Amortiguador de TAE 50X
Disolver 242 g de Tris base, 57.1 mli de dcido acético glacial y 100 ml de EDTA o5 M

pH 8. Aforar a1 litro con H,0 destilada.

e Solucién de Azdl Tripano
Preparar una solucién al 0.4% en PBS
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¢ Amortiguador §5C 20X
Disolver 175.3 g de NaCl y 88.2 g de citrato de sodio en 800 mi de H,0. Ajustar el pH
a 7 con NaOH y aforar a 1 litro. Esterilizar por autoclave. Alimacenar en la oscuridad

a temperatura ambiente.

e  MOPS 12X
Disolver MOPS 0.24 M y Acetato de Na 96 mM en 400 ml de H,O DERC. Ajustar a

pH 7. Adadir 12 ml de EDTA mM. Aforar a 500 ml de H,0 DEPC. Esterilizar por
filtracién y guardar en oscuridad a temperatura ambiente.

e Amortiguador de transferencia

TRIS 48 mM
Glicina 9 mM
SDS 1.3 mM

Metanol 20%.

o Amortiguador de bloqueo
Acido Bérico 1oomM
Borato de sodio 47mM

NaCl 75mM
Leche en polvo 5%

s Amortiguador de incubacién de replica
NaCl 0.9%

Tris-HCL. 1omM pH 7.4

Tween 20 0.05%

e Amortiguador de lavado

NaCl o.5M
Tritén X-100 0.25%
Fosfato de sodio 20mM



¢ Amortiguador A-P.

Tris-base 1oomM
NaCl toomM
MgCl, 5mM

Ajustar el pH a 9.5

e Solucién stock para el revelado de carboxilasas

Dimetil formamida (DMF) 70%
Nitroblue tetrazolium cholidre (NBT) 30mg
5-Bromo-4chloro 3indolyl Phosphate-toludine (BCIP) 15mg

e  Amortiguador Tris 8X

Tris soomM
MgCl, 48mM
KCi 400mM
EDTA amM
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APENDICE B

Alineacién de las secuencias de HCS humana y de Saccharomysces.

Se realizé una alineacién entre las secuencias de aminodcidos de la HCS humana
y la de Saccharomyces, con el programa GeneStream Align Home Page. Se metieron al
programa 690 aa (Sacc) contra 726 aa (hum) resultando 24.0% de identidad con un
“global alignment score" de 425. A continuacién se presenta la parte de la secuencia en

donde se localizaron las secuencias conservadas:

424 483
RGRGGNTWINPKGVCASTAWTMPLOSPVTNRNISWFVOYLSMLAYCKAILSYAPGFSD
KGRGGNVWLSPVGCALSTLLISIPLRSQLGOR--—--IPFVQHLMSVAWEAVRSI-PEYQD
507 562
484 1 543
IPVRI | KWPNDLY|ALSPTYYKRKNLKLVNTGFEHTKLPLGDIEPAYLKISGLLVNTHFINN
INLRY KWPNDI ¥ YSDL———MKIGGVLVNSTLMGE
563 593
544 603

KYCLLLGCGINLTSDGPTTSLOTWIDILNEERQOQLHLDLLPAIKAEKLOQALYMNNLEVIL
TFYILIGCGFNVTNSNPTICIN-———DLITEYNKQHKAELKP-LRADYLIARWTVLEKLY

594 649

604 663
KOFINYGAAEILPSYYELWLHSNQIVTLPDHGNTOQAMITGITEDYGLLIAKELVSGSSTQ
KEFQDKGPNSVLPLYYRYWVHSGOOQVHLGSAECPKVSIVGL-DDSGFLOQVH-———Q
650 700
664 2 691
FTGNVYNLQ|PDGNTFQ IFKSLIAKKVQS
EGGEWTVH|PDGNSFDMLRNLILPK-RR
701 726
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En los rectGngulos se muestran los dos fragmentos conservados que se utilizaron
como base para diseiar los oligonucleétidos degenerados. Después se recurrié a la tabla
de uso de codones de la rata, para que los oligonucleétidos fueran menos degenerados
(www.dna.affre.go.jp/nakamura-bin/showcodon.cqi?species=Rattus+norvegicus+[gbrod].

Finalmente los oligonucleétidos quedaron como sigue:
5' AAG TGG CCC AAC GAY ATT TAY 3' ¥=CoT

5' GTC GAA GGA GTT GCCGTC CGG 3



APENDICE C

Actmty pes

Protein

‘Messen ger RNA

Datos complementarios a las figuras 5y 6

xmin! x mg brortm’ . f;" Optic Density Expression rate (PC/Actin) °
n o D no G p
03629226 2063037 3 091£002° 104011
©#3..410£077 1372041 3 -1.05£0.08 - 0982041
v'.,j.Muscle_'- 2120.52 44561104 0 3 212%035 . 219:025 -
Brin 3 2742%2.10 3 55441390 444%132 3 216%053 2125042
PCC. .
Liver * 47 148%027 _ ;1‘:,7 685122 3 0843005 0691015
Kidney "5 27505477 “120%002 3. 0805012 0702005
Muscle 5 0009+0001:, 220, 50762022 2.22.162053 + 2122042
Brain - Lesol0 4198108 3
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Nutrient-Gene Expression

Biotin Regulates the Genetic Expression of Holocarboxylase Synthetase
and Mitochondrial Carboxylases in Rats’

Roclo Rodriguez-Meléndez, Sadl Cano, Sara Teresa Méndez and Antonio Velazquez?

Unidad de Genélica de la Nutricién of the Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM and Instituto Nacional de Pediatria, México DF 04530

ABSTRACT Biotin is the cofactor of carboxylases {pyruvate (PC), propionyl-CoA (PCC), 3-methyl crotonyl-CoA
and acetyl-CoA], to which it is covalently bound by the action of holocarboxylase synthetase (HCS). We have
studied whether blotin also regulates their expression, as it does other, nonrelated enzymes (e.g., glucokinase,
phosphoencl pyruvate carboxykinase, guanylate cyclase). For this purpose, HCS, PC and PCC mRNAs were
studied in biotin-deficient rat liver, kidney, muscle and brain of biotin-deficient rats. PC- and PCC-specific activities
and protein masses were also measured. The 24-h time course of HCS mRNA in deficient rats was examined after
biotin supplementation. HCS mRNA was significantly reduced during vitamin deficiency. It increased in deficient
rats after biotin was injected, reaching control levels 24 h after administration. These changes seem to be the first
known instance in mammals of an effect of a water-soluble vuumln on a mRNA functionally retated to it. In contrast,
the decreased ies of the carboxyt. were with reductions in the amounts of their enzyme
proteins except in brain. Howaver, their mMRNA levels were not affected. There are no reports on these types of
vitamin affecting the mRNA or protein levels of their apoenzymes or their products. This work provides evidence
for biotin being a modulator of the genetic expression of the enzymes involved in its function as a cofactor, As such,

it may be a useful model for probing a similar role for other water-soluble vitamins.

J. Nutr. 131: 1909-1913, 2001.

* rals

KEY WORDS: « biotin «

Besides their well-known roles as substrates and cofactors,
nutrients have recently been found to function as ngulawr: of

« gene exp

biotin o a lysine residue (16). In this article we present
evidence that biotin I the genetic of the
to which it is functionally related, at the mRNA level

gene expression (1). Among them are poly d fatty
acids (2), cholesterol (3.4), glucose und fructose (5), specific
minerals such as iron {6) and lipid-soluble vitamins like reti-
noic acid (7.8). As such, they act at different levels, including
nuclear proteins and cis-acting elements (9,10). In contrast,
little ts known about water-soluble vitamins as genetic mod-
ulators (11,12). In particular, we are not aware of any report of
these vitamins regulating their coenzyme role through the
mRNA of the enzyme responsible for the holoenzyme forma-
tiotn.
Biotin is the cofactor of the carboxylases of pyruvate (PC),*
propionyl CoA (PCC), 3-methyl crotonyl CoA (MCC) and
acetyl CoA, the first three located in the mitochondria and
the last in the cytosol. These enzymes participate in the
metabolism of carbohydrates, lipids and proteins, cacalyzing
the carboxylation of different metabolites (13-15). They are
synthesized as inactive apocarboxylases. Holocarboxylase syn-
thetase (HCS) caralyzes their activation by covalently binding

! Supported by ﬂosealch Grant 27973-M Irom the Consejo Nacional de
Cungeia y Tecnologia (CONACYT)
hould be

2 m.-ml voimuam unam mx
used: aCTR,

tase synthelase; MCC, 3-methyl crotonyl CoA; POS, pnowrmo buﬂev satna; PC,

Ppyruvate carboxytase. PCC, propionyl-CoA carborylase; PCR, potymerase chain

roaction; AT, teverse transcnption; SDS, sodwim dodecyt sutate,

0022-3166/01 $3.00 © 2001 American Society for Nutritional Sciences.

in :’l\c case of HCS and at the protein levels of carboxylases
{PC and PCC). The effects of biotin deficiency were studied in
rat liver, kidney, muscle and brain.

MATERIALS AND METHODS

Reugents and chemicals. [a->2P] deoxycytidine wriphosphate
[ICTP (30 Ci/mmol)], sodium [1*C] bicathonate (58.0 mCi/mmol}
and Megaprime DNA labeling system were purchased from Amer-
sham Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ). TRIzol teagml. oligo {dt}
cellulose culumns. M MLV reverse transcriptase (40, U) kit and

*-d hate wert hased from Life Tech-
logics (Gai t MD). Amplifi (5 U/ul) was purchased
from l!imccnulog(as Universitarias (México City, Mexico). Gene-
clean 11 kit was purchased from BIO 101. ATP, d-biotin, acetyl-CoA,
propionyl-CoA, glutathione and pyruvic acid were purchased from
Sigma Chemicals (México City, Mexico). Nitroblue tetrazolium
chlmidc. 5‘bromu4-chlum‘]-indolyl phosphate  toluidine  salt,
and biotinylated sodium
dnxhcyl sulf.ne (SDS) puly.lcryl.mude gel clectrophoresis high range
seands ud: were purchnscd from Bio-Rad (Méxlcu City, Mcllcn‘
wete purchased from Roche Mol

Biochemicals (México City, Mencu)

Animals and biotin-deficient diet, M1Ic Wnsnr ms. awes 21w
28 d (40-60 g). obtained from the E parn
ment ar the National Institute of Pediatsics, México D }- were plau\!
in air-fitered coges ;md were kd a bnuun dcﬁcnenl diet (17) (CcN
Nutritional Bioch Cl , OH). | condi-
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3o



1910 RODRIGUEZ-MELENDEZ ET AL.

tions and light-dark cycles (12:12 h) were steictly contolled. For cach

she deficient rats, one control was ingected with 200 pgz of bioun
o 1.0 mol/L phosphate butfer saline [PBS (ptl = 7.0)] intraperito-
neally. Rats were killed by intrapentoneal mgection of 200 el sodan
pentabarbital (Pizer, Mexico City, Mexico), at wk 8-10 of the
experimental pediod, when ‘mumifestations of deficiency began o
appear {see Results). Y hdominal moscle and brain were
temoved and frozen ~70°C. The protocols used in these experie
meats were approved by the [ Caiee Commintee of the National
lnstitute of Pediatrics, México D,

Tissue homogenates. The organs were thawed, wished with PBS
and homogeaized with a polytton (Kinenutica AG, Littau, Switzer-
land), at 4°C for two pulses of 10 s cach, with a 30-s pause between
them, in three volumes of the homogenate huffer, pH 7.5 (0.5 molfL,
Tns HCI, | malfl. KCl 10 mmal/l. ENTA) containing the protease
mix. The were then i (Branson cell
dissuptor 200, Danbury, CT) with five sonication pulses of 10 s each,
with 1-min pauses between them, followed by centrifugation at
105,000 x g at 2°C for 10 min. The fat layer was discacded, and
samples were obtained for protein determunation by the Lowry
method and for storage at ~70°C.,

Rat HCS ¢cDNA cloning, A sepment of HCS ¢cDNA was clunu.l

Semiquantitative analysis of HCS mi!NA.  Total RNA was
ined from the different organs of five contral and five deficient
cats. Tatal RNA was isolated using TREzol seagent (19). lts concen-
tetion was determined by absorbance at 260 nm and its integrity was
verihed by electrophoress on 119% denaturing agarose gels in the
presence of 2.2 mol/L. formaldebyde. Total RNA (4 ug) was reverse
wranscribed to synthesize single-strand cDNA. The RT reaction mix-
wire (10 ul) was subjected to PCR to amplify the HCS eDNA
feagment, as described above. The othee 10 gL of the ¢DNA was used
10 amplify simultaneously  fragment of the rat actin gene, which was
used as a constitutive expression concrol {(sense 5°-GGG TCA GAA
GGA TTC CTA TG 3, antisense 5°-GGT CTC AAA CAT GAT
CTG GG 3°). The 50 ul. PCR included 10 ul. of previously synthe-
sited cDNA, 20 mmol/L. Tris-HCE (pH 8.3), 50 mmollL KCI, 1
mmol/l. MgCl,, 200umol/L of each 2'-deaxynucleoside 5*-triphos-
phate, 0.5umol/L of cach primer and 2.5 U of Tag DNA polymerase.
Ncg’uIVL controls without RNA and with nonretroteanscribed RNA
weee included in all the experi After an initial denaturation
step at 95°C for 5 min, the PCR was performed 30 cycles for HCS.
The cycle profile for HCS and actin gene amplification was 95 Cot
min; 50°C, 1 min; 72°C, 1 min and a final extension was performed
at 72°C, 5 min. The numhcr of cycles [\crfmned was wuhm lhc

b

from noanal gt liver pely A RNA, usiog as primers
whose was sved amony diff |.||smm qu:cl
this _purpose, li leotides were .:Ilgmn;,
HCS yeast, mouse and human sequences t find conserved regions.

1 phase of the amy process p
I'CR products were separated on 1.5% agarose gel, stained wuh
ethidium hrmmde and sub)cclni ta Southern blot analysns The gels
were to b and hybridized with

The Codon Usage Table (CUT; htepidh dna.affre.go.jpvi
bin/showcodon.cgi.species= R.lllus+l\urvc;,|cus*|g|!r(\l]) was_used
to obtain the least depenente seyuence 10 be used as primers: Sense
5'-AAG TGG COC AAC GAY(CIT) ATT TAY antisense §'-
GTC GAA GGA GTT GOC GTC OGG 3. Revene transcription
(RT) and polymense chain reaction (PCR) (18} (GeneAmp PCR
systean; Perkin Blimer, Norwalk, CT) were wed to achieve o rat cDNA
fragment of HCS, using the oligonucleotdes sbove meationed. The
teaction mix for RT contained total RNA 2 pgf2.5 pl, 5% buffer,
dithiotheitol 4 mamollL, dATD, JCTP, thymidine 5’ -triphasphate and
deoxyguanasine uiphosphate 200 pmolfl, oligo d(T) and M-MLV 1e-
verse transcriptase 40 U, in 10 gL final volume. The reaction mix for
ICR com:unvd the primers 0.5 mmolL cach, l-zﬂ'u IOX MCl, l 5
mmolL, dATT, dCTT, thymidine 5°-tript
mphmplmc 200 pmoll each, Taq pulyuunsc 4 U in a final volume of
50 puL. The RT-FCR pealucts were electrophoresed in a 1,5% agarose
gl and pudified with Geneclean 11 kit. Once the st HCS cDNA
fragment was obtained, it was sequenced (Fig. 1), and new oligonucle-
otides were designed from the terminal cegions of this fogment. The final
sequences of the specific primess were: Sense 5° TAC AGC CTC TAT
GAA GAT QG ¥, Antisense 5° CTC CAC ACC CCA CCA CC 35

and subseyuently used for Southern blot analysis.

s TCTGATTAAT

T A S M K I GG VL VNSTLV

oa. TIT T AATUTOACT.

9 E T F Y 3 LI gCgF NV TN

ADCAATCCTACC ATATOTATCAAT GACCTCATCGAA GAACACAATAAG

S NPT 1CI NDLIE &H# NK
1

Q N KA G L % LR ADCLE A
cTua w

R A VT VLEEKTLTIEIDRTFQGDGQ
TATTATAAA

0 F DGV LP LYY KTY WAIH S

0 Qg Q v kR L 4 s s & aP P Vs |

TOAT GATTOCOOATTC

vVoeo LD D3SG F LG VYH QE a0

GGCGT TGy

OV vV $ VHP DOGNSTF

hotabeled probe. onbcs {for HCS and acun) were radivlabeled
with a-¥P dCTP (20 2Ci). After hybridization, membranes were
washed twice with 2X SSC (sodium chloride/sodium cur.ur) at room
temperature for 15 min. The were d w} ol
BMax films for 24 h at —=70°C. The closely appmxunalc\l levels of
Hcs mRNA wete est n:d (mm xlu intensity of the bands in the
i by y {sce below). The data
were nurmlhxtd with the cstmmcd mRNA actin le similarly
1 analysis was | d using Student’s ¢ test.
Tlm:-l:uunt effect of biutin on  HCS mRNA.  Six deficient biotin
rats weee injected intraperitoneally with 200 pg of biotin in 1.0 ma!
PBS (pHl 7.0) and killed at different times: 0, 30 min, 1 h,2 h, 4 h
and 24 h. Each liver was obtained, stored ac =70°C and processed
separately. RNA total was extracted using TR0l reagent. RT-PCR
analysis was made as described al
Carboxylase assays. The homogenates were thawed, resus-
pended in 200 pl of lysis buffer and sonicated twice on ice {10 s
each) with a 20-s pause between each sonication. They were then
ccnlnfum.d at 750 X g ut 2°C for 10 min, and the supematant was
PCC and PC activities were determined using the assays by
llun-v et al. (20) .md the enzyme activities were expressed as nmol
CO, fixed *min~" * mg protein™
Carboxylase mass determination. The mass of the carboxylase
was estimated by strepravidin blots after in vitro biatinylation of
tissue homogenates, to convert apo to halocatbuxylases. Homogenate
apocarbuxylases were hiotinylated by a technique madified from Des-
jardins and Dakshinamurti {21). Aliquots of the homogenates con-
taining 500 py protein were added to the reaction mix containing 60
mmol/L Teis-HCL {pH 7.5), 0.82 mmal/L biotn, 0.1 mmollL EDTA,
bovine serum albumin 0.60 g/, 3 mmolll reduced glutathione,
Smmolfl. MgCl, and 10 mmol/L ATP) in a final volume of 500 ul.
Tt was cubaged at 37°C for 6 b additional ATP-MCl, mix (26.75
al) was added ar the h 2 and 4 of incubation (22). The reaction was
stopped by the addition of 500 pL of electropharesis buffer [0.5 mol/L
Trs-HCI (pH 6.8}, 40% glycerol, 10% SDS and 0.5% bromophenol
blue) and wis stared ar ~20°C. Max:m al luumn‘,v:nnu biotinylation

FIGURE 1  Nucleotide and derived amino acid sequence from aral
HCS cDNA lragment, A segment ot HCS cDNA was cloned from normal

rat liver paly A RNA, using as primers olig i whose
was conserved among different distant species. This fragment corre-
sponds to the human HCS region amino

acid 570 and 717. The sequences of the specilic primers utilized for
semiquantitative determination of HCS mMRNA, by RT-PCR analysis, are
shown in bold type.

H

wits by optimizing ¢ 521 cone and the

b time. b ) mmmls were suml.ul) incubated,
except that no hmun and ATP were added w the reaction mix.
Aliguots ¢ i 5 pg of h protein were added to a

SDS 8% polyaceylamide gel and clrc(mphutc\cd (SDS-polyacryl-
amide gel elecrrophoresis) at 70 mA for | b, The gel was incubated
with transfer buffer (48 mmol/L Tris, 39 mmol/L glycine, 1.3 mmol/L

SDS, 20% methanal) with slow agitation for 30 min and blotted on
a nitrocellulime metmbrane, 0.45 um (Bio-Rad, Hercules, CA), using
a semdry transfers cell (Bio-Rad), at 17 V for 30 min. The membrane
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was incubated with strep Jin-alkal hosphatase 10 detece bur-
tnylated proteins (23). It was soaked in S0 ml of S% blots buffer
(100 mmol/l. borie acid, 47 menolfl sodium borare, 75 mnol/L NaCt,
50 p/l. powder nulk) at 4°C, with slow agication for § b, and washed
with 80 L of replicate buffer [90 ¢/ NaCl, 10 maol/L. Trs-HCI (pll
7.4),0.50% Tween 201. It was then incubated in 50 mL of wash buffee
{0.15 molfl. NaCl, 015‘)(» Tmnn X 100 20 amol/l. NaH,PO,)
« ol T an room temper-
ature for 2 h Afterward, it was w.lshcd lhn'c times with seplicate
buffer for $ min cach time and wuh 0. IS nml/L Teis-HC! (pH 8.8).
Calor devel was 2 the | in the
dark, with slow agitation, m 100 mL A-P buffer |10 mmmol/L Tris base
(pH 9.5), 10 mmol/L NaCl, 5 mmol/L MgCl,], containing 50 pl.
muoblue tetrazolium cl\lundc solution (niteo blue tetrazoliom 0.3 g
in 1wl 70% N'N-dimethylformamide) and 50 pl 5-bromo-
chlors-3-indolyl - phosphate toluidine salt solution  (5-bromo-
chloto-3-indolyl phosphate 0.15 g in 1 mL 70% dimethylformamide).
Once the bands became visible, the membrane was washed with
double-distilled water. Under these electrophoretic conditions, there
wits no clear separation of POC and MCC.
Semiquantitative analysis of PC and PCC mRNA, The mRNA
evels of PC and PCC were de lcnnmcd hy n).lll\[\llﬁk.l(mn wuh
RT-PCR method, with the foll The
uon pritners for I‘C were sense 5'-ACT TGT ATG AGC GGG ACT
GC ¥, antisense 5°-TGA CCT TGA CGG GGA TTG GA 3') (13)
for PCC were sense 5*-GA TGC CAG CTC GGT TCA TGT
3, antisense §°-GAG GCC TTG ATC ATC ACA GG 3' (24). The
vas also similae to HCS and actin gene amplification,
% 1 omin for aanealing. Eveeything else was the same,
u|c|udm|, the determination of the number of cycles under which the
amplification was exponential.

Densitometric analysis.  The electrophoretic bands obtained for
Narthern and streptavidin blot analyses were digttalized using a Scan
Jet 3C (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) and Deskscan software
{Hewlen-Packard), and the intensity of the bands was estimated by
Collage software (Hewlett-Packard).

RESULTS

Detenmination of biotin nutritional status. The rats fed
the biotin-deficient diet, but not the controls, exhibited clear
deficiency signs after wk 8 of treatment, including low body
weight, hair loss, conjunctivitis and periorificial skin rash. The
carbaxylase activities were reduced (see below) and there was
an abnommally high urinary excretion of 3-hydroxyisovaleric
acid (data not shown), a marker of biotin deficiency (25.26).

Holocarboxylase synthetase mRNA levels in biotin defi-
ciency. HCS mRNA levels were significantly lower in the
fuur organs of the biotin-deficient rats than in controls (Table
1). These differences were more marked in liver and kidney
than in muscle and brain (Fig. 2); the mRNA in these organs
of deficient rats being less than one-half that of controls.

TABLE 1

Etfect of biotin 'y on rat
MRANA levels in various organsl

% of
Organs Controt Biotin-deficient controt
n n
Liver 5 724 2178 5 3.06 = 184" 40.0
Kidney 4 2.40 = 1.01 4 0.55 = 0.21° 23.0
Muscle 3 17.78 = 1.34 4 12,83 = 0.92° 72.2
Brain 4 3.14 = 0.22 4 1.70 = 0.26* 54.1

1 values are means * sO.
* Different fron: control, P < 0.05.
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ACTIN

FIGURE 2 RT-PCR analysis of HCS mRNA leveis from livee, kid-
ney, muscle and brain of conltrol and biotin-deficien! rats. RNA was
and by PCR using specific primers for rat
HCS and actin, like constitutive control. PCR products weve separated
on 2% agarose gel and subjected to Southern biot analysis. C, control,
D, biotin-deficient.

When biotin was injected into deficient rats, the HCS mRNA
liver increased to near nommal levels. However, this was a
delayed effect, apparent at 24 h after administration but not
during the first few hours (Fig, 3).

Effects of bivtin deficiency on mitochondriul carboxyluses.
Pytuvate and propionyl CoA carboxylase activities were sig-
nificantly reduced in the organs of the deficient rats (Figs. 4
and 5). These differences gencrally were associated wich sig-
nificantly fower amounts of their enzyme proteins. In brain,
the PC and PCC mass did not differ between groups, and their
decrements in activity were fairly moderate. PC and PCC
mRNA levels did not differ between groups in any organ
studied.

DISCUSSION

Besides its role as a cofuctor of carboxylases, biotin affects
the amount of these enzymes and of the holocarboxylase
syathetase mRNA, whose product catalyzes their activation.
This latter effect may be at the level of uanscription or of
mRNA processing and/or stability. The cffect on the carboxy-
lases seems, however, to be at or aftec translation. A prelimi-

Expression rate
(HCSIACTIN

e W s W, 1
c 0 30" 1th 2h 4h 24h
+ Biotin
FIGURE 3 Time-course effect of biotin on HCS mRNA leveis in

liver from bi rats. Six b rats were injected
with bio‘in (200 ug) and each killed at a ditferent time: 0, 30 min, 1 h,
2 h, 4 hand 24 h, The livers were processed as mentioned in Figure 1.
C, control.
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diated by guanylate cyclase (35), were associated with
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FIGURE 4 Effects of biotin on activity,
mass and mANA leveis of the PC in organs of malo Wistar mls fed a
iniecti

biotin-induced expression of heparic glucokinase (36,37}
and the asialoglycoprotein receptor (38). These results sug-
gest that second messenger (guanosine 3°,5°-cyclic mono-
phosphate) may be involved in the effects evoked by biotin.
Additionat studics are needed to clarify the mechanismis)
involved in the HCS mRNA changes reported herein.

Along with the decrease of HCS mRNA, not only the
activity, but also the actual amounts {mass) of carboxylases
(PC and I'CC) were reduced in the biotin-deficient rats,
although their mRNA levels were unaffected. ApoPC and
apaPCC, devoid of their cofactor, might be more prone o«
degradation than their holo forms (39). Alcernatively, bi-
otin deficiency may reduce the synthesis of PCC and PC
{40).
It is interesting that PC was unaffected in the brain of
the biotin-deficient rats. It may be that relatively normal
concentrations of biotin are maintained locally, because a
similar result was observed for brain PCC, with a lesser
reduction of the carboxylase activities, relative to other
organs. This is supported by the observation that brain
holoPC and holoPCC concentrations (measured in steepta-
vidin blots of homogenates incubated without biotin and
ATP; results not shown) were sustained in the deficient
rats. It will be important to identify those steps in the
metabolism of biotin in the brain, e.g., its transport across
the blood-brain barcier (41), which may contribute to spare
this organ during vitamin deficiency.

In conclusion, this work provides evidence for biotin as

fuli of the genctic expression of the enzymes involved

biotin-deficient diet or cantrol and killod by
200 ul of sodium pentobarbital. *P < 0.05, *°P < 0.01 and "'P < 0.005
vs. control. ND, not detected.

nary account of the effects of biotin deficiency on rat liver and
cultured hepatocyte carboxylases was recently published (26).
A joint increase of HCS and of carboxylase activities was
observed when 3T3-L1 mouse Abroblasts differentiated to adi-
pocytes (27), suggesting the existence of coordinated controls
of the expression of these function’llly related enzymes.

Regulation of genetic expression by vitamins has been more
comprehensively studied for the l|pld (8.28,29) than for the
water-soluble vitamins (11,12,30,31). The HCS mRNA
changes reported here seem to be the first known instance in
mammals of an effect of # water-soluble vitamin on the mRNA
of an enzyme that acts directly with that vitamin. The ob-
served changes were quite evident, reproducible and signifi-
cant. In contrast, the apparent variation in the HCS mRNA
amounts among organs likely lacks biological importance, be-
cause the densitometric conditions used to observe the bands

varied from organ to organ. Information on passible diffee-
ences in the amount or activity of its proten product is not
currently available.

Small molecules may have a direct effect on mRNA
levels, ¢ hy intetacting with traascription factors or with
RNA- bmdlm, proteins (32). Biotin has been shown to be
present in the cell nucleus together wath a 60-kDa biotin-
binding protein, to which this vitamin binds reversibly in
vitro (33), suggesting the possibility of gene regulation
through a nuclear receptor, as with vitamins A and 3
(8.34). However, the long lapse between biotin administea-
tion to deficient rats and the recovery of the HCS mRNA
levels suggests a more indirect action, requiring metabolic
processing, ¢.g., protein synthesis, or affecting endocrine or
signaling pathways. In this tespect, it is interesting that
increased levels of guanosine 3,5’ -cyclic monophosphate,

in its function as a cofactor. As such, it may be a useful made!
for probing a similar role for other water-soluble vitamins.
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Impartance of biotin metabolism

ABSTRACT

Biotin is a water .mlublz enzyme cofactor Hlal belangx to the vi-
tamin B plex. In iotin is d in import

metabolic pathways :uclx as gluconeogenesis, falty acid syn-
thesis, and amino acid catabolism by acting a as prosthetic
group for pyruvate carboxylase, propionyl-CoA carboxylase,
B-methylcrotinyl.CoA carboxylase, and acetyl-CoA carboxy-
lase. Carboxylases are synthesized as apocarboxylases without
biotin and the active form is produced by their covalent bind.
ing of biotin to the c-amina group of a lysine residue of the
apocarboxylases. This reaction is catalyzed by the holocarboxy.
lase synthetase. The last step in the degradation of carboxylas.
es, the cleavage of the biotinyl moiety from the t-amino group
lysine residues, is catalyzed by biotinidase and results in the

Instituto de Investigaciones Biomédicas. UNAM. México, D.F.

RESUMEN

La biotina pertenece al grupa de las vitaminas hidrosolubles def com-
plejo B. En humanos la bm(u“ esth directamente involucrada en im-

portantes licos como la 1a sintesis
de dcidos grasos y el cataboti de algunos ami idos, debido a su
papel mmo mpo pro:léum de lls ennmu piruvato carboxilasa,

I-CoA carboxilasa y de la

acetil-CoA urbnnhsa. La bmwu se une a) sitio activo de estas enzi-
mas y funciona como acarreador de CO,. Las carboxilasas se sinteti-
zan como apocarboxilasas, carentes de biotina y La forma activa se
produce por la unién mvnlemg d: la blolmn -l grupo c- amino de un
residuo de lisina de ta izada por Ia holo-
carboxilasa sintetasa, Elp-sofumdehdegradmondehsmxbonh
sas es el rompimiento de La fraceién biotinil del grupo e-amino de la
lisina que es catalizada por la biotinidasa y resulta en la liberacién de
1a biotina libre, la cual puede ser nuevamente reciclada La biotina
n.'guh. & nivel la ién de la il-CoA

, anivel ), & la de la holocarboxilass sinte-

release of free biotin, which can be recycled. Biotin r !
the catabolic enzyme prapnmyl-CoA carbuxylau at the pos-

tasa. Ademés de su papel como cofactor y regulador de 1a biosintesis
delas i 1a biotina estd involucrada en otras dreas del me-

lranunptmnul level whereas the hol, thetase is
lated at the transcri ! level. Aside from its role in
Me regulation of gene expression of carborylases, biotin has
been implicated in the induction of the receptor for the asia-
loglycoprotein, glycolytic enzymes and of egg yolk biotin bind-
wng proteins, Biotin deficiency in humans is extremely rare
and is generally auocmled with prolonged parenteral nutri.
tion, the of large i of avidin, usually in
the form of raw eggs. severe malnutrition and, mheruzd meta-

tabolismo, donde regula La sintesis de protelnas especificas entre las
que se encuentran el receptor de la asialoglicoproteina, varias enzi-
mas reguladoras del metabolismo de glucosa y proteinas que unen
biotina en la yema d: huevo, entre otras. La deﬁacncu de biotina se
ha reportado en idos a una al

total, en personas que mg\emn grandes unudada: de chu-n de huevo
crude, en nifios con d: severayen
personas con erTores innatos del metabolismo. Entre estas 1iltitnas se

las i i § bol

bolic disorders. In h there are dis-
orders of biotin mzlabolum tlml ruull fram ”It duruplmn of

the activity of bi or holoc
Key words. Biotin. Carboxyl Bi id Holocarboxil
Synthetase.
INTRODUCCION
La biotina pertenece al grupo de las vitaminas hi-

de biotina que resultan de la alteracién de la actividad de la holocar-
boxilasa sintetasa o de la biotinidasa.
Palabras clave: Biotina. Carboxilasa. Biotinidasa. Holocar-

boxilasa. Sintetasa,

(ACC). Las tres primeras son enzimas mitocondriales
y laGltima es una enzima citosdlica. Las reacciones de

drosolubles del complejo B. En mamfferos actita como
cofactor de cuatro carboxilasas: piruvato carboxilasa
(PC), propionil-CoA carboxilasa (PCC), B-metilcroto-
nil-CoA carboxilasa (MCC), y acetil-CoA carboxilasa

carboxilacién tienen una participacién muy importan-
te en el metabolismo intermediario, ya que actian en
reacciones clave de la sintesis y clongacién de los dci-
dos grasos, anaplerosis del ciclo de Krebs, gluconeogé-
nesis y catabolismo de protefnas y lipidos.!-2

194 La Revista de Investigacion Clinica / Vol. 52, N0m. 2 / Marzo-Abx, 2000 / pp 194-198



A pesar de este papel tan importante, Ja biotina ha
recibido considerablemente menos atencisn de los
nutridlogos en comparacién con otras vitaminas, por
lo cual en la presente revisién se considerarén su
metabolismo, su funcion como cofactor de carboxila.
sus, como regulador de la expresién génica de car-
boxilasas y de diversas enzimas, asi como su impor-
tancia médica y nutriolégica.

CARBOXILASAS
DEPENDIENTES DE BIOTINA

El papel de la biotina en las reacciones catalizadas
por las carboxilasas es fundamental, ya que acttia
como un vector para transferir un grupo carboxilo
activado, de una molécula donadora a una aceptora,
durante la reaccién de carboxilacién.

La PC es una enzima clave de la gluconeogénesis
en higado y rinén, donde cataliza el primer paso de
esta via metabélica. Esti presente también en tejidos
lipogénicos en los que actta en la sintesis de acidos
grasos, en el transporte de grupos acetilo via citrato
y de equivalentes reducidos via malato, de la mito-
condria al citosol. En todos los tejidos, pero particu-
larmente en el cerebro, tiene un papel anaplerético
en ¢l ciclo de los dcidos tricarboxflicos, al catalizar la
for i6n de oxal tato.

PC-biotina
Piruvato + HCO, + ATP  ====——=="= Oxaloacetalo + ADP + Pi

ne un papel regulador en la lipogénesis'y en la B-oxi-

dacién, ademas interviene en la génesis de'la mem.

brana eelular.” R .
ACC-biotina

Malonif-CoA + ADP ¢« Pi

Acelit-CoA + HCO, + ATP

CICLO DE LA BIOTINA

En el curso de la evolucién, los cucariotes perdie-
ron la capacidad de sintetizar biotina y ahora depen-
den enteramente de la dieta como Gnica fuente de
esta vitamina. Sin embargo, la biotina esta presente
en muy bajas concentraciones en la naturaleza y esto
pone en riesgo la homeostasis metabélica de la célu-
{a. Para cumplir con este requerimiento, los mamife-
ros han desarrollado un ciclo eficiente de la biotina
para asegurar un supl to y utilizacién ad
dos de ésta (Figura 1).

Las carboxilasas son sintetizadas como apocar-
boxilasas, que carecen de actividad enzimdtica. Cada
enzima es activa s6lo cuando se encuentra unida co-
valentemente a la biotina y entonces es llamada ho-
locarboxilasa. La biotina se une a un grupo ¢-amino
de un residuo de lisina de la carboxilasa en su sitio
activo. Este proceso llamado biotinilacién requiere
de una enzima que catalice la reaccién de unién de la
biotina a la apocarboxilasa. Esta es la holocarboxila-
sa sintetasa (HCS),89

El i der i6n de la biotinilacién es el

o

La PCC cataliza la conversién de propionil-CoA a
metilmalonil-CoA, en la via catabélica de los dcidos
grasos de cadena impar, de los aminodcidos isoleuci-
na, treonina, metionina y valina y del colesterol. En
esta forma estos compucstos ingresan al ciclo de los
acidos tricarboxilicos via succinil-CoA.3

PCC-biotina

Propionil-CoA + HCO, + ATP
D-Metiimalonil-CoA + ADP +Pi

La MCC participa en el catabolismo del aminodci-
doa leucina, convirtiendo 3-metilcrotonil CoA a 3-me-
tilglutaconil CoA.&

MCC-biotina
3-Metilcrotenil-CoA + HCO, + ATP ——=
3-Melilglutaconil-CoA + ADP + Pi

LA ACC cataliza la carboxilacién de acetil-CoA,
que lleva a la formacién de malonil-CoA, precursor
en la sintesis y clongacién de los dcidos grasos y tie-

HCS + Mg*?
d-biotina 4 ATP  —————== d-biolinil-5'’AMP + Ppi
HCS + Mg*?
d-biotind- SAMP + agocarbork +AMP

La biotinilacién de las apocarboxilasas requicre
la activacién de biotina por ATP, lo cual resulta en
la formacién de un intermediario biotinil-adenila-
to. El grupo biotinilo es transferido a la apoenzima
para formar la carboxilasa activa. Estas dos reac-
ciones parciales son catalizadas por la misma enzi-
ma, HCS.10-12

La clonacién del gen que codifica para la proteina
HCS de humano®! tienc una funcién similar a la
protefna BirA, Actiia como ligasa de biotina y repre-
sor del operén de biotina en E. coli.14!3

Durante la degradacién proteinica en el intesti-
no delgado, las carboxilasas son degradadas a pép-

Rodriguez MR. Metaboksmo de ia beolina. Rev Invest Clin 2000; 52 (2): 194.193
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DW‘G“’;:' K Ciclo de fa biotina, Las dos
protool H principales enzimas involucradas en
QW"\(\/\/v este ciclo son la holocarboxilasa
" sinfetasa, la cual une
Holocarboxdlasas e covalentemente I biotina a varias
apocarboxilasas para lomar

holocarboxilasas; y la biotinidasa,

enzima que kbera a la biotina de la

biocitina y de péptidos biotinilades
oteina: Lipid cortos, los cuales son lormados por

Ca:bolsm: da St ssi: ;e G'c. Mhm;::;s Ia degradacién proteolitica de las
uconeog holocarboxtlasas y de las proteinas

aminodcidos &cidos grasos ¥ dv 'as pro

tidos que pueden, mis tarde, ser absorbidos a tra-
vés del epitelio intestinal.1%17 En este proceso, las
protefnas con biotina son catabolizadas hasta pép-
tidos pequerios y aminodcidos, entre los que se en-
cuentra la biotinil-lisina, también conocida como
biocitina.! La biotina es liberada de la biocitina
por la accién de la biotinidasa, la cual corta especi-
ficamente la unién del péptido entre la biotina y el
grupo ¢-amino del residuo de lisina quedando dis-
ponible para su reutilizacién. Cabe mencionar que
en estudios recientes, se ha sugerido que la bioti-
nidasa puede tener otras funciones ademés de par-
ticipar en el reciclamiento de la biotina. Asf, se ha
demostrado que la biotinidasa participa en el
transporte de la biotina y actGa como enzima que
biotinila histonas (con actividad de biotinil-trans.
ferasa).18-20

provenienles de la dicta.

Regulacién de la expresién génica
de las enzimas que participan en
el ciclo de la biotina

Hasta ahora no existen estudios reportados acer-
ca de si la biotina juega un papel regulador sobre la
expresién génica de las enzimas que participan en
su ciclo (carboxilasas, HCS, biotinidasa). En nues-
tro laboratorio hemos investigado el efecto de la
biotina sobre la biosintesis de carboxilasas: PC,
PCC y la HCS. En higados de ratas deficientes en
biotina se encontré que la cantidad de proteina de
la PC no se afectd, mientras que la PCC disminuyé
substancinlmente. No se observaron cambios aso-
ciados a la deficiencia de biotina en los niveles de
ARN mensajeros de la PCC y la PC, por lo que la
disminucién de la masa proteinica de la PCC parece
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estar mediada postranscrip 1 te.! Por otro
lado, tampoco hay estudios publicados sobre si Ia
- biotina regula la expresién génica de la biotinidasa

y la holocarboxilasa sintetasa.

Papel de la biotina cn la
regnluclén de la expresién génicn de
no relaci
con su ciclo metabélico

Ademaés de su papel como cofactor y probable
regulador de la biosintesis de las carboxilasas, la
biotina est4 invelucrada en otras dreas del meta-
bolismo. Se ha descrito que tiene un papel muy
importante en la regulacién del operén de biotina
en E. coli.?*2* En mamiferos, la biotina juega un
papel en la proliferacién y diferenciacién celu-
lar,24-37 ggf como en la regulacién de la sintesis de
ciertas protefnas, entre las que se encuentran cl
receptor de la asialoglicoprotefna?® y varias enzi-
mas reguladoras del metabolismo de glucosa.2%-3!

la cual contiene la glicoproteina avidina, que se une
con gran afinidad a la biotina, impidiendo su absor-
¢i6én,3%38 Sin embargo, trabajos previos en nuestro
laboratorio, han reportado que una tercera parte de
nifos con desnutricién energético-protefnica grave
(DEP) presentan deficiencia dc biotina.3%4! Utilizan-
do lacr ografia gas-liqui lada a la espec-
trametrfa de masas se detect6 en orina, que estos pa-
cientes tenfan patrones metabélicos anormales, si-
milares a los que se observan en enfermos con
errores innatos del metabolismo de biotina (ver mas
adelante); es decir, excrctaban algunos dcidos orgi-
nicos como 2-metilcitrico y 3-hidroxipropiénico.4?
Esto se corroboré al cuantificar los niveles subnor-
males de biotina en plasma de desnutridos, compara-
dos con los de nifios sanos, asf como por una menor
actividad de las tres carboxilasas mitecondriales en
linfocitos de desnutridos. Posteriormente se practicé
un estudio doble ciego, en el que un grupo de desnu-
tridos recibié, al azar, un suplemento de biotina, y el
otro recibi6 placebo. Se observ6 que mientras mayor
era la defici al inicio de! estudio (menor activi-

En el caso de estas Gltimas enzimas se d
tré por primera vez que una vitamina hidrosolu-
ble produce efectos a nivel transcripcional, tanto
inductor como supresor, comparable a la accién
de ciertas hormonas.

Los mecanismos involucrados en la regulacién de
la expresién génica por biotina se desconocen, sin
embargo es posible que existan receptores para bio-
tina que actien sobre elementos de respuesta que
se unan a los promotores de los genes de estas enzi-
mas. Aunque receptores para biotina ain no han
sido identificados, se ha detectado la presencia de
protefnas que unen biotina en el nicleo celular3233
lo cual sugiere que pueden estar directamente invo-
lucradas en la regulacién de estos genes.

ALTERACIONES DEL
METABOLISMO DE BIOTINA

Deficiencia adquirida de biotina

La deficiencia de biotina se caracteriza por una re-
duccién en la actividad de las cuatro carboxilasas de-
pendientes de biotina. Clinicamente, los pacientes
afectados presentan alopecia, dermatitis, erupcién
periorificial eritematosa, resequedad e infecciones.
Se han documentado diversas alteraciones neurolé-
gicas, tales como depresién, somnolencia, dolor mus-
cular y ataxia.3*35 La deficiencia en humanos es ex-
tremadamente rara. Se ha reportado en pacientes so-
metidos a alimentacién parenteral®® o personas que
ingieren grandes cantidades de clara de huevo crudo,

dad de las carboxilasas), mayor fue el incremento de
cstas actividades, pero uni te en los que reci-
bicron el suplemento de biotina, y no a quienes se
administré el placebo. Ademés, en los pacientes que
pr taron manift clinicas de la deficien-
cia al inicio del estudio, éstas desaparecieron Gnica-
mente en los que recibieron biotina.®

Errores innatos del
metabolismo de la biotina

En humanos existen enfermedades autosémicas
recesivas del metabolismo de biotina que resultan de
la alteracién de la actividad de la HCS o de la biotini-
dasa. Los pacientes con estas enfermedades respon-
den satisfactori a dosis far 6gicas de bio-
tina. Basdndose en la edad de inicio de los sfntomas,
Ia deficiencia de HCS o biotinidasa son generalmente
conocidas como forma neonatal o juvenil de deficien.
cia maltiple de carboxilasas, respectivamente.

Deficiencia de
holocarboxilasa sintetasa

La deficiencia multiple de carboxilasas causada
por mutaciones en el gen de la HCS es el trastorno
metabélico mas severo. En este caso, la capacidad de
las células para biotinilar las apocarboxilasas estd
directamente afectada, mientras que la liberacién de
la biotina intestinal y el reciclamiento endégeno de la
vitamina son normales. El inicio de la enfermedad
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ocurre generalmente dentro de las primeras horas
después de nacer hasta los 15 meses de edad. Este
trastorno produce un desajuste metabélico porque
afecta la gluconeogénesis, sintesis y degradacion de
4cidos grasos, y cl catabolismo de diferentes aminoé-
cidos de cadena ramificada. La cnfermedad cs poten-
cinlmente fatal; sin embargo, todas las manifestacio-
nes clfnicas y bioquimicas pueden ser revertidas con
dosis farmacolégicas de biotina, 4344

. Deficiencia de biotinidasa

Un defecto en la actividad de la biotinidasa blo-

quea la liberacién de biotina de los alimentos o de su
reciclamiento después de la proteélisis de las car-
boxilasas. Este trastorno resulta en una deficiencia
secundaria de biotina, que afecta la actividad de to-
das las carboxilasas. En estos pacientes el mecanis-
mo de absorcién intestinal de biotina y la biotinila-
cién de las apocarboxilasas no se encuentra alterado,
lo cual explica el porqué los nifios responden répida-
mente a la suplementacién de biotina. El inicio de 1a
enfermedad varfa desde las dos primeras semanas de
nacido hasta los dos afios de edad. La actividad de
biotinidasa en suero de individuos afectados esde 0 a
9% del promedio de'la actividad normal 4547

COMENTARIO FINAL

Esta revisi6n permite apreciar la enorme impor-

tancia y grandes perspectivas que tiene el estudio de
la vitamina biotinn. Existen grandes implicaciones
précticas en cl drea de la nutricién y la salud, asf
como también un gran potencial de aplicaciones a la
resolucién de problemas metabélicos especificos.

Por otra pnrte los estudios descritos muestran
que las vit d

43 de su funcién ya

como cofactores de enzimas, tienen también efectos
directos sobre la regulacién de 1a expresi6én génica de
protefnas especificas, por lo que se abre una nueva
drea para futuras investigaciones.
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Although the role of vitamins ns prosthetic groups
of enzymes is well known, their participation in the
regulation of their genetic expression has been
much less explored. We studied the effect of biotin
on the genctic expression of rat liver mitochondrial
carboxylases: pyruvate carboxylase (PC), propio-
nyl-CoA carboxylase (PCC), and 3-methylcrotonyl-
CoA carboxyluse (MCC). Rats were made biotin-de-
ficient and were sacrificed after 8 to 10 weeks, when
deficiency manifestations began to appenr. At this
time, hepatic PCC activity was 20% of the control
values or lower, and there was an abnormally high
urinary excretion of 3-hydroxyisovaleric acid, a
marker of biotin deficiency. Biotin was added to defi-
cient primary cultured hepatocytes. It took at least
24 h after the addition of biotin for PCC to achicve
control activity and biotinylation levels, whereas PC
became active and fully biotinylated in the first hour.
The enzyme’s mass was 1in liver}
from biotin-deficient rats and i bated with biotin
to convert the apocurboxylases into holocarboylases,
which were detected by streptavidin blots. The
amount of PC was minimally affected by biotin defi-
ciency, whereas that of the « subunits of PCC and of
MCC decreased substantially in deficient livers,
which likely explains the reactivation and rebiotiny-
lation results. The expression of PC and aPCC was
studied at the mRNA level by Northern blots and RT/
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PCR; no significant changes were observed in the de-
ficient livers. These results suggest that biotin regu-
Intes the expression of the catabolic carboxylases
(PCC and MCC), that this regulation occurs after the
posttranscriptional level, and that pyruvate carboxy-
lase, n key enzyme for gluconcogencsis, Krebs cycle
anaplerosis, and fatty acid synthesis, is spared of this
control.  ©1999 Academie Preas

Key Words: biotin deficiency; pyruvate earboxyl-
asc; propionyl-CoA carboxylase; 3-methylcrotonyl-
CoA carbouxylase; biotinylation; cultured hepato-
cytes; streptavidin blots.

Biotin has an important role in the metabolism of
carbohydrates, lipids, and proleins, as a cofactor of
cytosolic acetyl-CoA carboxylase (ACC; EC 6.4.1.2)
and mitochondriial pyruvate (PC; EC 6.4.1.1), pro-
pionyl-CoA (PCC; EC 6.4.1.3), and 3-methylcrotonyl-
CoA (MCC; EC 6.4.1.4) carboxylases (1). Its covalent
union to inactive apocarboxylases to render them
active is catalyzed by holocarboxylase synthetasc
(HCS) (2). Until recently, biotin deficiency in hu-

mans was considered very rare (3), associated with ,

unusual circumstances like ingestion of large
amounts of raw cggs (4) and with biotin-devoid pro-
longed total parenteral alimentation (5) and hemo-
dialysis (§). We have reported that approximately
one-third of children with severe protein-encrgy
malnutrition are biotin-deficient (7), a finding that
reveals that this deficiency may be more prevalent

than previously realized.




CARBOXYLASES AND mRNAs IN BIOTIN DEFICIENCY

We have also reported that reduction of PC and/or
PCC activities in lymphocytes is the most sensitive
and convenient indicator of this specific deficiency
(8), in agreement with Whitchend’s previous report
on avian liver (9). However, there are conflicting
reports on the effects of biotin deficiency and replen-
ishment on carboxylases activities (10-14), and
their degree of biotinylation has seldom been stud-
ied (10). In the cose of other enzymes, in addition to
their traditional role as cocnzymes or prosthetic
groups, their cofactors influence their synthesis (15)
or degradation (16), and thus cofactor deficiencics
may affeet enzyme mass as well as activity. Few
studies have actually measured carboxylase mass
(10,17,18) and none their mRNAs. On the other
hand, there are many reports of an apparent role of
biotin in the regulation of the synthesis of many
diverse nonbiotinylated proteins, scemingly unre-
lated to this cofactor (11-13).

In this work we describe previously unreported
differences in the reactivation and rebiotinylation
rates of various mitochondrial carboxylases, partic-
ularly PC and PCC, in cultured rat hepatocytes.
These observations led us to study their protein
amounts (mass) and their mRNAs.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Biotin-Deficient Diet

Male Wistar rats, age 21 to 28 days (40-60 g),
were placed in air-filtered cages and were fed a
biotin-deficient diet (ICN Nutritional Biochemicals,
Cleveland, OH)., Environmental conditions and
light:darkness cycles (12:12 h) were strictly con-
trolled. For cach of these animals, one control, under
identical conditions, was intraperitoneally injected
with 200 ug biotin in 1.0 M phosphate buffer saline,
pH 7.0 (PBS). Urine was quantitatively collected
wecekly for organic acid analysis, from randomly se-
lected deficient animals. Rats were sacrificed by in-
traperitoncal injection of 200 ul of sodium pentobar-
bital (Pfizer, Mexico City, Mexico), at Weeks 8 to 10
of the experimental diet, when deficiency manifes-
tations began to appear.

Primary flepatocyte Cultures

Primary cultured hepatocyles were obtained us-
ing a technique modified from that of Berry and
Friend (19), The liver was perfused with 400 ml of
calcium and magnesium-free Hanks' balanced salt
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solution (GIBCO, Gaithersburg, MD), and digested
with 20 mg collagenase type IV (EC 3.4.24.3, Sigma
Chemiceal Co., St. Louis, MQ), in 100 m! Hanks' to
which 0.2 mM CaCl, was added. Washed hepato-
cytes (3 X 10" from each biotin-deficient rat were
plated in 60-mm culture dishes, precoated with 10
pg/em? collagen (Aspid, Mexico City, Mexico), con-
taining mi | essential di (MEM, GIBCO)
without serum; this medium lacks biotin. Six hours
later, the medium was changed to remove nonadher-
ent cells, and 50 ul of a 10 uM biotin solution in
culture medium was ndded to each dish. The cul-
tures were then incubated for varying times (sce
Results) and were harvested at each time point.
Cultured cells from control animals were similarly
processed, except that biotin was added from the
time of their initial plating, so that they were in
biotin-containing medium at all times, including the
6-h preincubation. Cells were centrifuged at 15600g
and frozen at —70°C until use.

Liver Homogenates

The liver was quickly removed, washed with PBS,
and homogenized with a polytron (Kinematica,
Krienslu) at 4°C for two pulses of 10 s each, with a
30-s pause between them, in 3 vol of the homogenate
buffer, pH 7.5 (0.6 M Tris-1{Cl, 0.15 M KC!, 0.1 mM
EDTA) containing 150 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF), aprotinin 10 mg/ml, and leupeptin
10 mg/ml, each from Sigma Chemical Co. The ho-
mogenates were then sonicated (Branson Cell Dis-
ruptor 200, Danbury, CT) with five sonication pulses
of 10 s each, with 1-min pauses between them, fol-
lowed by centrifugation at 105,000g at 2°C for 10
min. The fat layer was discarded and 1-ml aliquots
of the supernatant were stored at —70°C.

Urinary Organic Acid Analysis

Urinary organic acids were determined by gas
chromatography-mass spectrometry (GCMS) after
solid phase extraction by a method we developed.
Urine was collected by placing the animals in met-
abolie cages. An internal standard (1,12-dode-
canedioic acid, Sigma Chemical Co.) was added to n
urine volume containing 0.5 umol creatinine. The
sample was then acidified with 200 ul of concen-
trated HCI. The extraction column (Silica Gel Speed,
SPE cartridges, Allentown, PA) containing 1.0 g was
conditioned with 4 ml of 0.1 M HCVmethanol and
dried under vacuum; 4 ml of 50 mM H,S0,/metha-

&1




18 RODRIGUEZ-MELENDEZ ET AL.

nol was then added and the column was again vae-
uum-dried. One sample per cartridge was applied on
the top of the column using gentle suction. The col-
umn was dried under vacuum for 15 min and the
organic acids were cluted with 2 ml of 20% ¢-butanol/
chloroform. The cluate was eentrifuged and evapo-
rated to dryness. Trimethylsilyl derivatives were
formed by the addition 100 ul of N,O-bis-(trimethyl-
silyDtrifluoroncetamide (BSTFA; Supelco, Belle-
fonte) and the samples were heated for 30 min at
60°C. GCMS analysis was performed on a fused
silica capillary column 25 m x 0.25 mm i.d., contain-
ing a 0.25-pm-thick film of methyl 50% phenyl sili-
cone (Quadrex, New Haven, CT). The GCMS system
consisted of a Hewlett-Packard HP 5890 series 1
gas chromatograph and a MSD 5971 mass spectrom-
eter with a workstation (HP Chem Station). The
chromatographic parameters were as follows: injec-
tor on the splitless mode at 250°C, the injected sam-
ples 1 ul, the initial temperature at 50°C for 5 min,
increased to 280°C at 10°C/min and kept at 280°C
for 7 min. Helium was used as carrier gas with a
flow rate of 1 ml/min. The mass spectrometer was
operated at the scan mode, the temperature of trans-
fer line was kept at 280°C, the scan range was from
60 to 650 amu, with a solvent delay of 10 min. After
acquisition of the data, the erganic acids were iden-
tified using o mass spectra library kindly provided
by Dr. Lawrence Sweetman. Urinary 3-hydroxy-
isovalerate, an early and sensitive indicator of biotin
deficiency, was quantified from the area of extracted
ion chromatograms of ion mass 205, cffectively in-
creasing the chromatographic resolution of overlap-
ping peaks in the total ion chromatogram (20,21).

Enzyme Assays

The frozen hepatocytes were thawed, resuspended
in 200 ul of lysis buffer, and sonicated twice on ice
(10 s each) with a 20-s pause between each sonica-
tion. They were then centrifuged at 750¢ at 2°C for
10 min, and the supernatant was used. PCC and ’'C
activitics were determined using the nssays by Burri
et al. (22) and the enzyme activities were expressed
as picomeles of CO, fixed per minute per milligram
of protein,

Protein Determination

The protein concentration of cultured hepatocyte
sonicates was measured by the Bradford assay (23)
and of liver homogenates, by the Lowry method (24).

Streptavidin Blot Analysis of Biotinylated Proteins
(25)

Cell lysates were added {25 pg) to an SDS-7.5%
polyacrylumide gel and electrophoresed at 70 V
avernight. The gel was washed with transfer bulfer
(48 mM Tris, 39 mM glycine, 1.3 mM SDS, 20%
methanol) with slow ngitation for 30 min and blotted
onto a nitrocellulose membrane, 0.45 um (Bio-Rad,
Hercules, CA), using a semidry transfer cell (Bio-
Rad), at 17 V for 30 min. The membranc was incu-
bated with streptavidin—alkaline phosphatase to de-
tect biotinylated proteins (Daniel LeClere, personal
communication). It was soaked in 50 ml of 5% blotto
buffer (100 mM boric acid, 47 mM sodium borate, 75
mM NaCl, 5% powder milk) for 1 h, with slow agi-
tation, and washed with 80 ml of replicate buffer
(9% NaCl, 10 mM Tris-HCIl, pH 7.4, 0.05% Tween
20). It was then incubated in 15 m! of wash buffer
(0.15 M NaCl, 0.25% Triton X-100, 20 mM
NaH,PO,) and 1.5 ul streptavidin-alkaline phos-
phatase (Bio-Rad), at 37°C for 1 h. ARlerward, it was
washed three times with replicate buffer for § min
each time, and with 0.156 M Tris-HC), pH 8.0. Color
development was performed by incubation of the
membrane in the dark, with slow agitation, in 10 ml
A-P bufler (100 mM Tris base, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, pH 9.5), containing 100 ul NBT solution (30
mg nitroblue tetrazolium in 1 ml 70% dimethylfor-
mamide) and 100 u! BCIP solution (15 mg 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl phosphate in 1 ml 70% dimethyl-
formamide). Once the bands became visible, the
membrane was washed with double-distilled water.

Carboxylase Mass Determination

Carboxylase mass was estimated by streptavidin
blots afler in vitro biotinylation of tissue and cell
hemogenates, to convert apo to holocarboxylases,
Homogenate apocarboxylases were biotinylated by a
technique modified from Desjardins and Dakshi-
namurti (26). The homogenates were thawed and a
volume containing § mpg protein was added to the
reaction mix containing 60 mM Tris, 820 M biotin,
10 mM ATP, 0.1 mM EDTA, 0.60 mg/ml bovine
serum albumin, 3 mM GSH, 8 mM MgCl,, pH 7.5, in
a finul volume of 1 ml. It was incubated at 37°C for
6 h; further amounts of ATP (10 mM) and MgCl, (8
mM) were added at the second and fourth hours of
incubation (27). The reaction was stopped by the
addition of 200 ul of Laemmli SDS-~polyacrylamide
gel sample buffer (SDS reducing buffer: 62.5 mM
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FIG. 1. Enzyme and boli h during biotin d . All animals were fed ad libitun a biotin-deficient diet. Control
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3-hydroxyisovaleric ncid during the experimental period.

Tris-HCI, pH 6.8, 60% glycerol, 2% SDS, 5% S-mer-
caplocthanol; Bio-Rad). Maximal homogenate biotin-
ylation was obtained by optimization of the reagent
concentrations and the incubation time. Nonbiotin-
ylated controls were similarly incubated, except that
no biotin was added to the reaction mix. Afterward,
the biotinylated homogenates and their controls
were electrophoresed and streptavidin blot analysis
was performed as described above.

RNA Analysis

mRNAs were determined both by Northern blot
analysis of poly(A)* RNA hybridized with specific
c¢DNA fragments (28,29) and by RT-PCR analysis
(30). Total liver RNA was isolated with the single-
step method based on guanidine isothiocyanate/
phenol/chloreform extraction using TRlzol reagent
(GIBCO-BRL). RNA concentration was determined
by absorbance at 260 nm and its integrity was ver-
ified by clectrophoresis on 1.1% denaturing agarose
gels in the presence of 2.2 M formaldchyde. Total
RNA was reverse-transeribed (RT) to synthesize sin-
gle-strand ¢cDNA. Ten microliters of RT reaction was
subjected to PCR to amplify the PC or PCC gence
fragments, and the other 10 ul of the cDNA was
used to amplify simultaneously a fragment of the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
gene, which was used as a constitutive expression

control. The sequences of the specific primers unique
to the rat PC amplification segment were 5'-(ACT
TGT ATG AGC GGG ACT GC)-3' in the sense
primer and 5'(TGA CCT TGA CGG GGA TTG
GA)-3' in the antisense. The primers used to amplify
the PCC segment were 5'-(GA TGC CAG CTG GGT
TGA TGT)-3' in the sense, and 5'(GAG GCC TTG
ATC ATC ACA GG)-3' in the antisense, The 50-ul
PCRincluded 10 ul of previously synthesized cDNA,
20 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCI, 1 mM MgCl,,
0.2 of each ANTP, 0.5 uM of cach primer, and 2.5
units of Pag DNA polymerase. Negative controls
without RNA and with nonretrotranscribed RNA
were included in all the experiments. Afler an initial
denaturation step at 95°C for § min, the PCR was
performed for 30 cycles for PC and for 25 for PCC.
The cycle profile for PC, PCC, and GAPDH gene
amplification was 95°C, 1 min; 60°C for PC and 56°C
for PCC, 1 min each (GAPDH temperatures were
chosen according te the corresponding carboxylase
gene). A final extension cycle was performed at
72°C. The number of cycles performed was within
the exponential phase of the amplification process,
previously determined. PCR products were sepa-
rated on 2% agarose gel, stained with ethidium bro-
mide, and subjected to Southern blot analysis. The
rat cDNAs probes used were a 2201-bp fragment of
the aPCC subunit (from Wayne Fenton, Ph.D., Yale
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~ University, New Haven, CT) and a 760-bp fragment
of PC (that we ohtumed by IPCR from the GenBank
sequence),

RESULTS

Time Course of Biatin Deficiency

Liver PCC activity decreased gradually when a
biotin-deficient diet was fed. Figure 1 shows the
results of a representative experiment; seven rats
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FIG.2, Effect of biotin (10 uM) on pyruvate (A) and propio-
nyl-CoA carboxylase (B) activities over 24 h in biotin-deficient
primary hepatocyte cultures. Cells were harvested at different
times. Each circle represents the enzyine activity of a different
culture plate, The horizontal line depicts the average control
carboxylase activity in hepatocytes (3200 = 283 and 2150 = 79
CO, fixed min"* mg"* protein for PCC and PC, respectively).
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FIG.3. A representative streptavidin blot of holocarboxylases
at different times after the addition of 10 uM biotin to biotin-
deficient primary hepatocyte cultures. Cells were harvested at
different times. They were sonicated, electrophoresed on 7.6%
SDS-polyncrylamide gels, and lmnul‘cm-d to nllrocellulone mem
hrnnea They were then i 4 with

b and were developed with NBT-BCIP noluuon to
detect biotinylated proteins. C: cantrol hemogenate.

were sacrificed at different times after being fed the
deficient diet. The animals presented clear defi-
ciency signs, including low body weight, hair loss,
conjunctivitis, periorificial skin rash, and ataxia, at
or shortly after the eighth week of the experimental
dict, when PCC activity was 20% of that of the
control or lower. On the other hand, the urinary
exeretion of 3-hydroxyisovaleric acid increased sub-
stantinlly after the third week of the deficient diet.

Effects of Biotin Addition to Deficient Cultured
Hepatocytes

When biotin was added to deficient primary cul-
tures, PC activity quickly increased and almost
reached control levels at 2 h (Fig. 2A). In contrast,
PCC activity rose much more slowly, and it took 24 h
to nchieve normal activity (Fig. 2B). Streptavidin
blot analysis of biotinylated proteins showed similar
results (Fig. 3). The band corresponding to holo-PC
from deficient cells reached an intensity similar to
that of the control in 1 h, whereas the holo-aPCC
intensity was still below that from the control at
24 h after biotin additien. There was no substantial
change of the bands from control cells after biotin
addition to the cultures (results not shown). Since
the biotin-binding subunits of the PCC and MCC
have similar molecular weights (72,000 and 76,000
Da, respectively), they separate poorly in SDS-
PAGE, even at the low (7.5%) gel concentrations
used. Thus, a-MCC was also very slowly biotinyl-
uted. Due to the electrophoretic running time.
ucetyl-CoA carboxylase, whose molecular weight is
much higher (260,000 Da), was not readily observed.
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FIG.4. Carboxylnse mass analysis by streptavidin blots after
in vitro biotinylation to convert apo to lmlucnrquylnnu Controt
and defici liver h were bated with biotin and
ATD, as described under Materials und Methods, and electropho-
resed, and streptavidin blots were prepared. Lane 1, molecular
weight dards. Control | without (C} aand with
(C+} biotin. Deficient homogenates without (D} and with (D+)
biotin.

Carboxylase Analysis by Streptavidin Blots
after in Vitro Biotinylation

To explore possible mechanisms for the long lapse
required for PCC and MCC activation, we estimated
the mass of the enzyme proteins using streptavidin
as a probe, afler converting the npocarboxylases into

21

ylase when biotin was added to deficient primary
hepatocyte cultures. It took nearly 24 h after biotin
addition for the former enzyme to achieve both a
apecific activity and a degree of biotinylation similar
to control levels. In contrast, PC became active and
fully biotinylated in the first 1-2 h. In this regard
there are conflicting data in the literature, Our re-
sults arc similar to those of Shriver et al. (10), who
observed more rapid reactivation of liver PC than
PPCC (and MCC) after injecting biotin to deficient
rats. Others studied only one carboxylase at a time,
with similar results, PC being restored in only 1-2 h
(11) and PCC requiring 12 h (12). Other authors,
however, reported slow reactivation of both carboxy-
lascs, after the injection of biotin to rats (13) or after
its addition to deficient rat primary cultured hepa-
tocytes (14). These discrepancies may reflect differ-
ences in the experimental approaches or in a diffi-
cult-to-identify biological factor.

To further explore our results, we estimated the
enzyme mass after converting the apocarboxylases
into holocarboxylases, by incubating the deficient
homogenates with biotin and ATP, so that their total
amounts could be detected by streptavidin blots as
an alternative to immunablots, since anti-carbox-
ylase antibodies were not ilable. In this regard, it

holoenzymes by biotinylation of hepatic }
nates. We first defined the conditions (biotin, ATP
and protein concentrations, and incubation time; sec

Materials and Methods) to achieve bands as intense

as those in the control homogenates similarly
treated (results not shown). Under these conditions,
PC was as abundant in the deficient | tes as
in the control (Fig. 4). In contrast, bands correspond-
ing to PCC and MCC were barely observed.

Study of Liver PCC and PC mRNAs

There were no differences in the amounts of cither
mRNA between deficient and control livers, as stud-
ied by RT-PCR (Fig. 5). In all the amplifications,
single bands of 750, 380, and 480 bp were observed,
corresponding to the expected size fragments of PC,
PCC, and GAPDH c¢DNAs, respectively. The identity
of each PCR preduct was confirmed by Southern blot
analysis. Similar results were obtained on Northern
blots after poly(A)* RNA purification (not shown),

DISCUSSION

Hepatic propionyl-CoA carboxylase showed a be-
havior very different from that of pyruvate carbox-

is widely known that the biotin-streptavidin union
is as specific as the antigen-antibody union. Al-

12345678

PC
1234

5678

a PCC ""“. . ‘

FIG.5. RTACR analysis of PCC and PC mRNAa from control
and biotin-deficient livers. Total RNA was reverse-tranacribed
(RT) und nmphﬂod by P(.R unmg npccufc primers for rat PCC, C,
and g ! (GAPDU). PCR
products were scparated on 2% agnrose gel and subjected to
Southemn blot analysis. Lanca 1-4, control; and lanes 5-8, defi-
cient rat livers,
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though the activities and degree of biotinylation of
carboxylases are severely reduced during biotin de-
ficiency, PC mass was only minimally affected by
biotin dcﬁclency. it was biotinylated to near cuntrol
levels in defi liver | tes, indicating a
negligible loss of its apoenzyme. This result likely
explains the rapid increase of PC activity and of its
biotinylated form when the vitamin was added to
the deficient cultures, On the other hand, since only
a small amount of holoenzyme was formed after
homogenate biotinylation, the apo-aPCC mass prob-
ably was severely reduced during the vitamin defi-
ciency. This would explain the slow reactivation and
rebiatinylation of PCC after the addition of biotin to
deficient hepatocytes. This long time lapse was pre-
sumably required for increased synthesis and/or de-
creased brenkdown, in order for the enzyme amount
to reach control levels, These results contrast with a
previous report by Taroni and Rosenberg (18), who
did not find a decreased amount of apo-aPPCC in the
buflalo rat liver (BRL) 3A cell line. However, there
are well-known differences between permanent cell
lines and primary cell cultures that may account for
this dissimilarity. MCC behaved similarly to PCC
with respect to in vive and in vitro biotinylation,
although we did not measure its activity in the bio-
tin-supplemented cultures.,

There are increasing examples of vitamins modu-
lating the transcriptional patterns of selected genes
in higher organisms, such as vitamin D (31,32), ret-
inol and retinoic acid (33-35), and folate (36). To
explore whether such modulation was the mecha-
nism for the reduction of PCC mass during biotin
deficiency, we compared its mRNAs levels to those of
PC. No differences in their amounts were observed
between deficient and control livers. Therefore, the
reduction in PCC mass is likely to have been post-
transcriptionally mediated. Biotin-free apo aPCC
(and aMCC) might be more prone to degradation
than their holo, biotin-containing forms, as occurs
with other apoenzymes (16). Alternatively, biotin
deficiency may reduce the synthesis of PCC and
MCC compared to that of PC.

To our knowledge, the time of increased urinary
excretion of 3-hydroxyisovaleric acid (3-HIV), a well-
known marker of biotin deficiency (37) derived from
the leucine catabolic pathway, had not been previ-
ously studied in relation to the kinetics of decrease
in carboxylases activities and to the onset of defi-
ciency symptoms. It is interesting that 3-HIV is
abnormally excreted (and accumulated) much ear-

>
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lier than substantial hepatic enzyme or phenotypic
changes. If this accumulation is indeed the conse-
quence of metabolic blocks caused by biotin defi-
cieney, it means that other biotin-dependent reac-
tions are rate-limited before both (the liver PCC
controlled stepiand those whose blocks are critical
for the deficiency manifestations.

This is the first time that a differential effect of
biotin on the expression of mitochondrial carbox-
ylases has been observed. Our results suggest that
biotin regulates the expression of the catabolic car-
boxylases (PCC and MCC), that this regulation oc-
curs at the posttranscriptional level, and that pyru.
vate carboxylase, a key enzyme for gluconcogenesis,
Krebs cycle anaplerosis, and fatty acid synthesis, is
spared of this control.
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