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RESUMEN

La biotina e5 una vitamina hidrosoluble que actia como cofactor de enzimas conocidas
como carboxilasas dependientes de biotina. En humanos existen cinco carboxilasas
dependientes de biotina: propionil-CoA carbexilasa (PCCh, piruvato carboxilasa {PC). 3-
metiicrotoni-CoA carboxilasa (MCC) y dos isoformas de acetil-CoA carboxilasa (ACC-
I v ACC-2) Estas enzimas catalizan reacciones clave en gluconeogénesis, metabolismo
de acidos grasos y catabolismo de aminoacidos. La biotinilacion de carboxilasas es
catalizada por la enzima holocarboxilasa sintetasa (HCS) a través de una reaccion de dos
etapas en o que la biotina ¢s transformada a brotinil 5-AMP (B-AMP) para luego ser
transferida a una secuencia especifica en las carboxilasas. Debido a la importancia de la
biotina en el mantenimiento de la homeostasis metabdlica y a que los mamiferos han
perdido la capacidad de sintetizarla, los eucariontes han desarroliado un mecanismo de
utilizacidn de biotina conocido como ciclo de biotina. Este sistema estd compuesto por el
transpertador multivitaminico dependiente de sodio (SMVT). carboxilasas dependientes
de biOI‘H‘ ¥ la enzima biotinidasa responsable del reciclamiento de biotina. Durante los
uitimos 30 ano> se ha demostrado la participacion de biotina en varios procesos celulares
ademas de su papel come cofactor de carboxilasas. En este trabajo se propuso identificar
el mecanismo por el cual la biotina actia como un activador transcripcional de enzimas
implicadas en el ciclo de utilizacion de biotina y determinar el papel fisiologico de este
tipo de regulacion transcripeional. Los resultades obtenidos demuestran que la
nseripelon de los genes que panicipan en el cicle de utilizacien de biotina {ACC-2,
P CCLHCS, PC v SMVT) es reguiada por la disponibilidad de esta vitamina mediante una
cascaeda de transduccion de sefiales en la que participan la enzima HCS. la enzima
cuaniate ciclasa soluble (GCs). GMPc, v la proteina cinasa dependiente de GMPC
{PKG). sin embargo. la enzima biotinidasa no obedece a este tipo de regulacidn. Estos
datos sugieren que la deficiencia de biotina reduce el transporte v utilizacion de biotina
proveniente de la dieta mientras que la habilidad de reciclar biotina enddgena no se ve
afectada. Para explorar el papel metabélico de este mecanismo se utilizo un modelo
animat de deficiencia de biotina, en el cual, ratas alimentadas con una dieta deficiente de
biotina mostraron una reduccion del 70%-80% en los niveles de ARNm de HCS, PC y
SMVT en higado y nifién. Sin embargo, en cerebro, la expresion de estos genes no
fueron afectados por la deficiencia o suplementacidon de biotina. El papel regulador de la
biotina parece estar limitado a genes que codifican enzimas necesarias para la utilizacion
de biotina exogena sin afectar el mecanismo de reciclamiento catalizado por la enzima
biotinidasa. En este trabajo propongo que durante el ayuno prolongado la deficiencia de
biotina dismiruird la capacidad de drganos como ei hizado para transportar y utilizar
bictna.  Este mecanismo aparentemente paradojico ilene por objeto =l permitir un
suministro continuo de biotina al cersbro. A este mecanismo de regulacion diterencial de
la utilizacion de biotina se le ha denominade “altruismo tsular”. La existencia de este
mecanismo puede estar relacionada con la importancia del papel fundamental que
desempedan algunas carboxilasas dependientes de biotina en ¢l cerebro, como fa PC v |
PCC gue suministran el 23% de la energia utilizada por el cerebro via anaplerosis del
cicls dc Krebs.




ABSTRACT

Biotin is a water-soluble vitamin that functions as a cofactor of enzymes known as biotin
dependent carboxylases. In humans there are five bilotin dependent carboxylases:
propionvi-CoA carboxylase (PCC), pyruvate carboxylase (PC), 3-methylcrotonyl-CoA
carboxviase (MCC) and two 1soforms of acetyl-CoA carboxylase (ACC-] and ACC-2).
These enzymes catalyze key reactions in gluconeogenests, fatty acid svnthesis and amino
acid vatabolism. Carboxyvlase biotinylation s catalyzed by holocarboxvlase synthetase
(HCS) in a two step reaction, first, biotin is transformed to biotinyl-5-AMP (B-AMP)
and then transferred to an specific carboxvlase sequence. Mammals have lost their
capacity to synthesize biotin and know satisfy their need for the vitamin through a biotin
utilization cycie. These cycle is supported by the participation of the sodium-dependent
multivitamin  transperter (SMVT), biotin-dependent carboxylases and biotinidase,
responsible for releasing biotin. During the last 30 years biotin has been implicated in a
number of other cellular processes. In these work we propose to identify the mechanism
by which biotin acts as a transcriptional activator of enzvmes involved in the biotin
utilization cycle and to determine the physiological role of these type of transcriptional
regulation. The results showed that the transcription of genes involve in the biotin
utilization cycle {ACC-2, PCC, HCS, PC and SMVT) are regulated by the amount of
biotin into the cell by triggering a signal transduction pathway, involving HCS, soluble
guanylate cyclase (sGC), ¢GMP and ¢GMP-dependent protein kinase (PKG) whereas
blotinidase does not response to these type of regulation. These data suggests that bictn
Jellcierncy  reduces transport and utilization of dietary biotin since endogenous biotin
recycling is not arfected . To explore the metabolic role of these mechanism we used a
biotin deficiency apimal model, rats fed with a biotin-free diet showed a 70-30%
decrease in HCS, PCL and SMVT mRNA levels in liver and kidney while brain. were not
affected by biotin deficiency or supplementation. The biotin regulation function seems to
pe directed just to exogenous biotin utilization enzymes, but had no effect on biotin
recycling by biotinidase. In these work, [ propose that during biotin deficiency, such
organs fike kidney will reduce their capacity to use and transport biotin. These
mechanism will permit a continuous supply of biotin to the brain. We have called these
mechanism “tissue altruistic”. The importance of these mechanism underscores the
importance of biotin dependent carboxylases in brain, such as PC and PCC which
operate as much as 25% of the energy used by the brain through Kreb's cycle
anaplerosis.



CAPITULO I

Biotina y Metabolismo Celular
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PREFACIO AL CAPITULO I

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

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

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

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

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

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




1. Biotina.

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

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

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

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

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




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

aminodcidos y gluconeogénesis (1) (Fig. 2.).

2, Ciclo de utilizacién de biotina en organismos superiores.

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

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

Transporte celular de biotina.

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

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

y apicales de enterocitos, asi como cultivos celulares de queratinocitos, hepatocitos y
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Fig.2. Vias metabdlicas en las que participan enzimas dependientes de biotina en células
humanas. Adaptado de los autores Baumgartner, E,R. y Sourmala, T. (10)




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

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

Recientemente, Zempleni y cols. demostraron la existencia de un transporte de biotina de
alta afinidad en células sanguineas mononucleares de sangre periférica (PBMC). La Km
estimada para este transportador es de 2.6 nM, valor cercano a los niveles de biotina
reportados en plasma de individuos sanos. Otros sistemas semejantes de transporte de
biotina de alta afinidad han sido reportados en keratinocitos y astrocitos (17, 19). Estos
datos sugieren que la biotina puede ser transportada por uno o mas acarreadores de
biotina, sin embargo, hasta el momento s6lo uno ha sido clonado y estudiado

molecularmente.

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

interior de la misma, (20, 21).

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

higado e intestino (24). A pesar de que el transportador SMVT ha sido localizado en
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corazon, cerebro, higado, musculo, rifién, péncreas y células epiteliales del colon, su

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

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

el citoplasma. (23) (Fig 4).

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

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

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

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




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

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

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

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

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

Como se describid anteriormente, la funcion de la biotina en el metabolismo de
mamiferos es actuando como cofactor de enzimas involucradas en reacciones de
carboxilacién (1). Las carboxilasas dependientes de biotina son sintetizadas como
precursores inactivos que requieren ser biotiniladas para entonces utilizar a esta vitamina
como un vector en la transferencia de un grupo carboxilo entre moléculas donadoras y
aceptoras de carboxilacion. En eucariontes superiores existen 5 carboxilasas distribuidas
en la mitocondria (PC, PCC y MCC) y el citoplasma (ACC-1 y ACC-2) (1). Aunque
todas estas enzimas catalizan reacciones esencialmente similares, su estructura es muy
variable incluyendo enzimas mono y polipeptidicas (2). Sin embargo, todas las enzimas
dependientes de biotina comparten una regién de alta homologia de aproximadamente 80
amino 4cidos y que es conocida como el dominio de biotinilaciéon. Esta regién esta
delimitada por una regién rica en prolina y el extremo carboxilo terminal en las
carboxilasas mitocondriales. En ACC-1 y ACC-2 este dominio de biotinilacion se
encuentra situado hacia el extremo amino terminal. = En todas las carboxilasas el sitio
aceptor de biotinilacion es un amino &cido lisina situado en la secuencia A-M-L-M
universalmente conservada (2, 31) (Fig. 5). Es interesante hacer notar que el dominio de
biotinilacién de las carboxilasas es estructural y funcionalmente independiente y puede
ser expresado y biotinilado exitosamente en una gran variedad de organismos, esto
incluye la biotinilacién de carboxilasas humanas en células bacterianas y la biotinilacién
de carboxilasas bacterianas por células eucariontes (31-34).  Estos resultados sugieren

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

las bacterias hasta el hombre.




PCC —---—- PMECGVVVAY
pC mmmm—- PMPGKVIDI
ACCl PSVMRSPSAGKLIQY
ACC2 PTVLRSPSAGKLTQI
BCCP ————-- PSPDAKAFI

Sitio aceptor de
hiotinilacién

SVKPGDAVAEGQEIC VIEAMXMONSMTAGK
KVVAGZAKVAKGQPLC VLSAMEMETVVTSPM
IVEDGGHVFACQCYA EIEVMEMVMTLTAVE
TVEDGGHVEAGRRYA EMEVMEMIMTLNVQE
EV--CQKVNVGDTLC IVEAMFMMNQIEADK

TGTVKSVHCQAGDTV
EGTVRKYVHVTKDMTL
SGCIHYVKR-PGAAL
RGRVKYIKR-PGAVL
SGTVKAILVESGQPV

GEGDLLVELE-
EGDDLILEIE-
DPGCVLAKMQL
EAGCVVARLEL
EFDEPLVVIE-

Fig, 5. La secuencia del dominio de biotinilacién esta altamente conservada en enzimas dependientes de
biotina. PCC: subunidad alpha de Propionil-CoA carboxilasa, PC: piruvato carboxilasa, ACCL: isoforma 1 de
acetil-CoA carboxilasa, ACC2: isoforma 2 de acetil-CoA carboxilasa, BCCP: subunidad biotinilable de Acetil-

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

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

acidos grasos(36-39).

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

que hay una expresi6n significativa de ambas isoformas.

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

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

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




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

-

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

b. Piruvato carboxilasa.

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

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

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

Canada, Francia, Arabia Saudita, Suecia y Alemania Occidental. El tercer grupo lo
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conforma un caso reportado de origen caucasico que presentaba episodios intermitentes
de acidosis metabdlica en la etapa infantil, a pesar de la similitud de los parametros

clinicos con respecto a los reportados en el grupo A, esta paciente tuvo un desarrollo

normal y nunca presenté retraso psicomotor (47) .

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

Fig. 7 Reacci6n catalizada por la enzima piruvato carboxilasa.

c. Propionil-CoA carboxilasa.

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

La PCC se localiza en la mitocondria y participa en el catabolismo de los amino 4cidos
esenciales metionina, isoleucina, treonina y valina, por medio de la reaccion de
carboxilacion de propionil-CoA a D-metilmalonil-CoA (Fig. 8), este ultimo utilizado
como precursor de uno de los compuestos intermediarios del ciclo de Krebs, succinil-
CoA (48). En humanos, la deficiencia de PCC es la causa de la enfermedad hereditaria
acidemia propidnica. Los individuos afectados presentan cetoacidosis metabélica severa,
hiperamonemia, hiperglicinemia, hipocamitinemia y un patrén caracteristico de acidos
organicos en orina (49). La deficiencia de PCC se divide en dos grupos complementarios
designados como pceA (causado por mutaciones en el gene PCCA) y pecB (causado por
mutaciones en el gene PCCB). Se han localizado alrededor de 60 mutaciones en los

genes de PCCA y de PCCB. Una de las caracteristicas mas notables de la deficiencia de

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

ser potencialmente mortal (1, 50).

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

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

d. p-metilcrotonil-CoA carboxilasa.

La enzima MCC cataliza la formacion de B-metilglutaconil-CoA a partir de B-
metilcrotonil-CoA durante el catabolismo del amino 4cido leucina (Fig. 9) (1). Al igual
que la enzima PCC, estd compuesta por dos subunidades, a y B codificadas por los genes
MCCA y MCCB respectivamente. La forma funcional de la MCC estd compuesta por 6
heterodimeros de cadenas o y B en una estructura (ap)s. La subunidad o es de 80.5 kDa y
contiene el sitio de unién a biotina, mientras que la subunidad p es de 61.3 kDa (2, 51).
La deficiencia de MCC causa un desorden autosomico recesivo en humanos llamado
metilcrotonilglicinuria. Los pacientes con esta enfermedad presentan un fenotipo
variable, que puede ir desde lo asintomético hasta lo severo y en algunos casos puede
conducir a estado de coma o la muerte. A nivel bioquimico, estos pacientes presentan
una excrecidn elevada de 3-metilcrotonilglicina y acido 3-hidroxivalérico, asi como
niveles elevados de 3-hidroxi-isovaleril-carnitina en sangre y orina. La mayoria de las
mutaciones encontradas en los genes MCCA4 y MCCB son mutaciones sin sentido,
algunas inserciones 6 deleciones y no hay una correlacién hasta ahora genotipo-fenotipo.
El tamiz neonatal por espectometria de masas ha revelado que esta enfermedad parece

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

Y

B-metilcrotonil-CoA
B-metilcrotonil-CoA +HCO, +ATP carboxilasa > B-Metilglutaconil + ADP + Pi

A

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

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

apocarboxilasa con liberacién de AMP (53).

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

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

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

La proteina bacteriana BirA es responsable de la biotinilacion de la subunidad BCCP de
la enzima ACC, tnica enzima dependiente de biotina en este organismo (53).
Estructuralmente la proteina BirA es una enzima monomérica de 321 amino 4cidos (35.5
kDa) formada por tres dominios diferentes. La actividad enzimatica de biotinilacién esta
contenida en una regién de 130 aa en el extremo carboxilo terminal. La regién amino
terminal presenta una estructura terciaria del tipo hélice-vuelta-hélice (H-T-H), que le
permite reconocer y unirse a una secuencia especifica en el ADN del operén de biotina.

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

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

Holocarboxilasa sintetasa.

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

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

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

mitocondria o al citosol (57).

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

funcidn aun no identificada (59).
El reciclamiento de la biotina es mediado por la enzima biotinidasa.
En organismos eucariontes la enzima biotinidasa tiene un papel fundamental en el ciclo

de utilizacion de biotina al hidrolizar la unidén entre la vitamina y el aminoacido lisina al

que se encuentra unido en proteinas biotiniladas. La mayor parte de la biotina presente

. en la dieta humana se encuentra unida a proteinas y por lo tanto no esta disponible para

su utilizacién en el metabolismo. Varios investigadores han sugerido que la actividad de

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

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

que en otros 6rganos (63).

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

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

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

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

cientificos describiendo una nueva enfermedad (65, 66). Los pacientes afectados se
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caracterizaban por excretar en la orina niveles muy altos de varios acidos organicos y
biotina.  Estos hallazgos indicaban un bloqueo en las rutas metabdlicas donde las
carboxilasas catalizan reacciones clave. Este descubrimiento le dio el nombre a la
enfermedad; deficiencia multiple de carboxilasas (DMC) (1). Cuando se descubrid que
los sintomas podian presentarse en la etapa neonatal o varios meses después del
nacimiento, la enfermedad fue dividida en forma neonatal o juvenil de la DMC. La
caracterizacion bioquimica de la DMC revelé afios mas tarde que los pacientes eran
afectados por dos enfermedades diferentes causadas por la deficiencia de HCS o
biotinidasa (1, 67, 68).

a. Deficiencia de Holocarboxilasa Sintetasa.

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

cetoacidosis metabdlica, aciduria organica e hiperamonemia (1).

Esta enfermedad puede ser potencialmente mortal si no es diagnosticada y tratada a
tiempo. Con la excepcion de un solo caso, todos los pacientes con deficiencia en la HCS

responden al menos en algin grado a dosis farmacoldgicas de biotina y en la mayoria de

~ los casos la dosis de 10 mg de biotina /dia, ha sido suficiente para normalizar la excrecién

urinaria de acidos orgénicos y favorecer ¢l desarrollo normal del paciente (1, 69) Por
afios se especuld que la respuesta de los pacientes al tratamiento con la yitamina se debia
a que las mutaciones en el gen de la HCS afectaban el sitio de union a biotina creando
una proteina mutante con una afinidad menor por la vitamina. Sin embargo, esto no fue

demostrado hasta la publicacién de la secuencia del gen de la HCS y la identificacion de
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las mutaciones presentes en pacientes con DMC (Fig. 12). Estos trabajos demostraron
que la mayor parte de las rl{utaciones se encuentran localizadas en la region carboxilo
terminal que codifica al dominio de 130 amino 4cidos, catalogado como dominio de
unién a biotina, el cual se encuentra conservado en la HCS y en la proteina BirA:
Thr4621le (70) R508W, G518E, V550M, DS571IN, GS81S, delT610 delT1876, del
C2279 y del (1740-1807) (59). Recientemente, otras seis mutaciones han sido localizadas
fuera del dominio de unién a biotina de la HCS: R183P, L216R, L237P, V333E, V363D,
T4621 y 1067delG, (33, 34, 56, 71). Otras tres mutaciones han sido localizadas en la
region amino terminal de la HCS (Leu 166-Arg 290), que ahora se sabe participa en la

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

Las mutaciones puntuales localizadas en la HCS, han sido también clasificadas con base
a la actividad residual de HCS y se han dividido en dos grupos. Como ejemplo, en el
primero s¢ encuentran las mutaciones que generan una actividad de HCS entre el 1-14%:
delT610, V333E, T4621 y G5818. En ¢l segundo grupo se encuentran las mutaciones
que reducen la actividad de HCS por debajo del 0.1% de la actividad en individuos
normales: delC2279, D57IN y delT1876 (70). El grado de respuesta a dosis
farmacologicas de biotina ha sido utilizado también para clasificar las mutaciones en el
gen de la HCS. En un estudio realizado por el grupo de Gravel, se analiz6 la respuesta a
biotina expresando HCS humana con las diferentes mutaciones reportadas en una cepa
de E. coli deficiente de biotina. La capacidad de estas formas mutantes de HCS para
reestablecer el crecimiento bacteriano permitié agrupar e identificar el efecto de cada una
de las mutaciones conforme a su capacidad de respuesta a biotina. Las mutaciones se
enlistan a continuacion siguiendo un orden descendente con respecto a su capacidad para
complementar el fenotipo bacteriano: RS508W >GS18E >V550M >D5S7IN=V363D
>L216R (34).

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

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

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

El incremento de la excrecién urinaria de biotina y del compuesto biocitina, ademas de la
presencia de acidosis metabdlica y aciduria orginica son factores claves para el
diagnéstico de esta enfermedad, sin embargo, las dos ultimas manifestaciones clinicas, en
algunos casos, se observan después de un tiempo considerable de haberse presentado el
cuadro clinico (74). Se han localizado alrededor de 61 mutaciones en tres de los cuatro
exones que codifican el gene de la biotinidasa (75). Las mutaciones 98-104del7ins3 y
R538C, se encuentran presentes en el 52% de 31 de los 60 alelos encontrados en
pacientes sintomaticos. Las mutaciones A755G, Q456H y la doble mutacion S11(MA,
1330G>C se encuentra también en 52% de los alelos detectados en muestras de pacientes
en E.U.A. Otras mutaciones han sido encontradas en nifios con deficiencia profunda de
biotinidasa en Arabia Saudita, Turquia y Japon. La deficiencia parcial de biotinidasa (10
al 30% de actividad de biotinidasa comparada con control normal en suero) es causada
predominantemente por la mutacién 1330G>C. A pesar de que las mutaciones que

truncan el gene de la biotinidasa han sido encontradas prevalentemente en nifios con
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R565X (Clin Biochem 36 {2003} 145-149)
D634N Clin Biochem 36 (2003) 145-149)
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G518E delT610  delT1876

R508W  V550M D571N

Cenunio amine terminal (G466 Deminio de unién a biotina Valg74
' o 208 aa
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l Region minima con actividad catalitica
377 aa 726 aa

Fig.12 Mutaciones identificadas en el gen de la Holocarboxilasa sintetasa humana en
pacientes con deficiencia multiple de carboxilasas.
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deficiencia profunda de biotinidasa, no hay todavia una correlacién clara

genotipo:fenotipo (75, 76).

c. Enfermedad de ganglio basal.

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

de ganglio basal (EGB) (77).

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

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

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

de la biotina.

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

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

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

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

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

gene después de la administracidn de biotina (94).
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Genes afectados por bioting

Efecto mediado por

biotina

Via metabdlica involucrada

Glucocinasa hepatica (91) Transcripcional 1 Glicdlisis

Fosfofructocinasa (92) Postranscripcional?? 1 | Glicdlisis

Piruvato kinasa (92) Postranscripcional?? 1 | Glicolisis

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

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

Fosfoenol piruvato carboxikinasa (94) Transcripcional | | Gluconeogénesis

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

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

Interferon-y (97) Transcripcional 1 | Respuesta inmune

IL-2 (97) Transcripcional 1 | Respuesta inmune

1L-4 (97) Transcripcional 1 Respuesta inmune

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

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




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

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

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

en la regulacion de estas enzimas (Tabla 1).

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

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

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

Guanilato ciclasa soluble y GMPec. En 1982, Vesely demostré que la biotina
incrementaba la actividad de GMPc aproximadamente dos veces en higado, colon,
cerebelo, riftén y corazén de rata. En este mismo trabajo, Vesely demostr6 que el
incremento en los niveles de GMPc es producto del aumento en la actividad de la
guanilato ciclasa soluble (GCs), la cual incrementd de dos a tres veces en presencia de
biotina en los érganos anteriormente citados. El efecto de biotina sobre la actividad de la
GCs fue observado a concentraciones minimas de biotina (0.1uM), mientras que los
niveles mas altos de actividad se observaron a una concentracion de 1 uM (88). Estos
datos fueron corroborados por el grupo de Spence y Koudelka en hepatocitos de rata,
quienes observaron un aumento en la cantidad de GMPc al estimular a las células con
biotina 1uM (99). Los estudios realizados para identificar el efecto de biotina en la
expresion de ciertos genes como glucocinasa, hicieron suponer que biotina y GMPc
actian mediante un mismo mecanismo sobre la expresion génica Estos resultados fueron
corroborados por Bowers-Komro y De la Vega, al demostrar que el efecto de la biotina
sobre glucocinasa hepética y el receptor de asialoglicoproteinas, es similar al estimular
con GMPc (86, 101) (Tabla 1).

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

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

gluconeogénesis (102) (Tabla 1).

Receptor de asialoglicoproteinas. En afios recientes se ha demostrado que la biotina
puede intervenir en la traduccién del ARNm de ciertos genes. En 1988, Collins y col.
demostraron que para que el receptor de asialoglicoproteinas (RAGP) se expresara de
manera eficiente en células hepaticas HepG2 era necesario estimular a estas células con
biotina a una concentracion de 1x10*M (95). En este estudio, los niveles de ARNm del
RAGP no fueron afectados por la presencia de la vitamina pero si los niveles de proteina
expresada (95, 101). También se ha reportado que la union de insulina marcada con I'* a
su receptor, disminuye alrededor de un 75% en la linea celular HepG2 vy en la linea HuH-
7 en condiciones de deficiencia de biotina, sin embargo, cuando estas células son
estimuladas con biotina, la expresion del receptor de insulina es restaurada. Al igual que
lo observado con el RAGP, no hubo diferencia en la abundancia del ARNm del receptor
de insulina. Este resultado sugiri6 que biotina estaba implicada en la regulacién
postranscripcional del receptor de insulina (95, 103). El grupo de Stockert y cols,
demostraron que ademdis de biotina, el segundo mensajero GMPc participa en la
regulacién traduccional del RAGP, por medio de una cascada de transduccién de sefiales
en la que participan la proteina cinasa dependiente de GMPc y la proteina «-COP
hiperfosforilada, esta ultima, se une a la region 5°del ARNm del RAGP estimulando su
traduccion en células de cultivo (101) (Tabla 1).

Interleucinas y oncogenes. El grupo de Zempleni y colaboradores han estudiado la
participaci6n de biotina en la expresién de citocinas en el sistema inmune por medio de
microarreglos y ensayos de ri-PCR. Los genes de IL-1p e interferon-y incrementan en

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

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

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

Carboxilasas dependientes de biotina y holocarboxilasa sintetasa. Recientemente se
demostr6 que la biotina también participa en la regulacién de enzimas implicadas en el
ciclo de biotina. Rodriguez-Meléndez y colaboradores, demostraron en un modelo de
ratas Wistar alimentadas con una dieta deficiente de biotina por 8 semanas, que la
actividad y masa proteica de las enzimas PCC y PC disminuian congiderablemente en
higado, rifién y misculo, siendo cerebro, el 6rgano menos afectado por las condiciones de
deficiencia de biotina (105). A pesar de la disminuci6n en la actividad de estas enzimas,

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

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

celular.

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

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

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




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

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

c. Modificacién de histonas como un proceso dependiente de biotina.

La enzima biotinidasa implicada en la biotinilacién de histonas.

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

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

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

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

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

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

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

La enzima holocarboxilasa sintetasa en el micleo.

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

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

HCS, en los cuales se observd una reduccién dramatica en la biotinilacién de histonas
(112).

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

la transcripcion (112).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

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

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

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

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

OBJETIVOS.

En este trabajo se propone identificar el mecanismo por el cual la biotina actia como un

* activador transcripcional de enzimas implicadas en el ciclo de utilizacion de biotina y

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

La regulacidén transcripcional
dependiente de biotina vy la

holocarboxilasa sintetasa.
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PREFACIO AL CAPITULO II

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

hidrosoluble modifica la expresion de proteinas hepaticas era desconocido.

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

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

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

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

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

como sera descrito en el capitulo III.

~

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

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

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

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

apocarboxilasas (6-10).

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

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

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

involucrados en la sintesis de biotina (20).

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

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

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

mecanismo responsable del efecto de biotina sobre los niveles de ARNm requiere la

activacion de la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs) y de la proteina cinasa

dependiente de GMPc (PKG).




MATERIAL Y METODOS.

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

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

PCR-transcriptasa reversa. E1 ARN total fue aislado a partir de cultivos celulares
utilizando el reactivo Trizol (Gibco/BRL, life technology, Heidelberg, Alemania). El
ARN fue tratado por 1 hr a 37°C con 6 unidades de ribonucleasa libre de DNAsa en una
solucién de 100 mM de Tris-HCI, pH 7.5 y 50 mM de MgCl; y en presencia de 2U/pl
del inhibidor de RNAsa. La concentraciéon de ARN fue determinada por absorbancia a
260nm y la integridad de las muestras se confirmé por electroforesis en gel de agarosa al
1%. A partir de 5 pg de ARN total se sintetizo cDNA utilizando la enzima superscript I
transcriptasa reversa (GIBCO/BRL) y 0.8 uM de oligonucleétidos especificos para cada
uno de los genes estudiados. Un control de reaccién sin transciptasa reversa fue utilizada
para cada una de las muestras de ARN, con el fin de verificar que los productos de PCR
no fueran el resultado de contaminacion por ADN genomico. El tamafio de los
fragmentos de cDNA obtenidos fue entre 200 y 500 pb. La amplificacién de cDNA por
PCR se realizd en 30 ul de buffer (50mM KCI/150 mM MgCly/10 mM Tris-HCl, pH
9.0) que contenia 100 pmol de oligonucledtidos sentido y antisentido y 0.3 ul del enzima
Taq polimerasa (Perkin-Elmer). Los oligonucledtidos utilizados fueron: HCS: 5°-CCC
GAG CTC CGT CTC CTG GAT CGG-3" y 5-CCC AAG CCT TTT ACC GCC GTT
TGG GGA-3’ [temperatura de alineamiento (Tn) = 58°C; ACC-1: 5°~ GAT GTA CAT
CGG CTG AGT GA- 3’ y 5"-ATC CAT TCA TTA CAT TGA CC- 3’ (T, = 58°C);
ACC-2: 5-CCT AAA GGT GAC CCG GAG T-3" y 5’- AAA AAG CCA CTC ATG
ACG TT-3’ (Ty : 60°C); PCCA: 5°’-CCC CGA TGC CCG GAG GTG GT-3’ y 5’-TAT
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TTC CAG CTC CAG AGC AG-3’ (T, Tm:60°C); B-actina: 5’- GGG TCA GAA TTC
CTATG-3"y 5’-GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG-3’ (T, =58°C).

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

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

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

y presentaban morfologia normal.

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

hidrolizable de GMPc. Las células fueron cosechadas .después de2,4,6,120624 hrde
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tratamiento y los niveles de ARNm de los diferentes genes fueron analizados como sc
describi6 anteriormente. Para determinar el efecto de la GCs sobre los niveles de ARNmMm,
las células HepG2 deficientes de biotina fueron tratadas por 3 hr con S0pM de ODQ, un
inhibidor especifico de la GCs (29). Después de este periodo, se afiadié 1M de biotina al
medio y las células siguieron incubandose por un periodo de 24h. El efecto de ODQ
sobre los niveles de ARNm fue comparado con los niveles obtenidos de células
deficientes de biotina estimuladas con biotina sin ODQ y células mantenidas en medio

normal (células control).

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

inhibidor de RNA polimerasa 1I.

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

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

Efecto de biotina y GMPc sobre los niveles de ARNm de HCS en cultivos de
fibroblastos. Los fibroblastos normales y de pacientes con DMC fueron incubados en
medio libre de biotina por 15 dias. Las células fueron tratadas con 0, 0.01, 0.1, 1.0 pM de
biotina por 24 h. El ARN total fue aislado y los niveles de ARNm de HCS fueron

determinados por densitometria de fluorescencia de los productos de PCR obtenidos por

transcripcion reversa. Experimentos similares fueron realizados en estas lineas celulares

en presencia de 0.01, 0.1 6 1 mM de 8-Br-cGMP.




Analisis estadistico. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y por lo
menos en tres distintas ocasiones con diferentes muestras de ARN para el ensayo de rt-
PCR. Los datos obtenidos a partir de la deficiencia de biotina sobre los niveles de
ARNmMm, fueron normalizados con los niveles de ARNm de f-actina y expresados como
porcentaje de los niveles de ARNm observados en células mantenidas en medio
suplementado con biotina. Los datos son presentados como el promedio de tres

experimentos diferentes + E.S.

RESULTADOS.

Efecto de la deficiencia de biotina sobre los niveles de ARNm en células HepG2.
Para establecer un modelo de investigacion del efecto de biotina sobre los niveles de
ARNm, se trabajo en la linea celular de hepatoblastoma HepG2, la cual previamente
habia sido utilizada en estudios de regulacion traduccional del RASG por biotina. En
nuestros estudios, primero se determiné el efecto de tiempo de deficiencia biotina sobre
los niveles de ARNm de HCS, PCCA, ACC-1 y ACC-2 en células HepG2. El ARN total
fue aislado a diferentes tiempos y la cantidad de ARNm fue determinado como se
describe en material y métodos (Ver Fig. 1A para un experimento representativo). La
deficiencia de biotina generd una disminucion gradual en los niveles de ARNm de HCS,
PCCA y ACC-1 a 17-28% con respecto a los niveles iniciales (Fig. 1B). Los niveles de
ARNm de ACC-1 y PCCA fueron afectados rdpidamente, disminuyendo a 40% con
respecto a los niveles iniciales a los 7 dias de deficiencia, mientras que para HCS se
requirieron de 11 dias de tratamiento para observar estos mismos valores (Fig. 1B). Los
niveles de ARNm de ACC-2 6 B-actina no fueron afectados durante el transcurso del
experimento. Las células deficientes de biotina mostraron morfologia y crecimiento
normal a lo largo del experimento. Sin embargo, la incubacion de célutas en medio libre
de biotina por lapsos de tiempo mas largos, produjo un incremento en muerte celular y
los efectos sobre el ARNm fueron irreversibles después de 20 dias. Como consecuencia

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

deficiencia de biotina por 14 ¢ 15 dias.

Efecto de la suplementacién de biotina sobre los niveles de ARNm de HCS y
carboxilasas. Para determinar si la reduccion observada sobre los niveles de ARNm es
especifica de la deficiencia de biotina, se estimularon células HepG2 deficientes de
biotina, con biotina 1.0 un a 2, 6, 12 6 24 h. A pesar de que las incubaciones breves con
biotina generaron incrementos significativos sobre los niveles de ARNm de HCS (dato no
mostrado), fue hasta las 24 horas cuando se observaron niveles comparables a los
reportados en células normales (Fig. 2A y 2B). La suplementacién de biotina tuvo un
efecto pronunciado sobre los niveles d¢ ARNm de ACC-1 y PCCA comparade con
niveles iniciales. En el caso de ACC-1 la suplementaci6én de biotina no sé6lo restaurd los
niveles de ARNm, si no que tuvo un incremento del 40% sobre los niveles obtenidos en
condiciones normales de biotina. De manera similar, el ARNm de PCCA incrementd un
30% sobre los niveles obtenidos en condiciones normales de biotina. E1 ARNm de HCS
sdlo alcanzé los niveles normales. En contraste, no hubo un cambio significativo en los

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

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

un efecto aditivo o cinergistico sobre los niveles de ARNm.

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

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

La proteina cinasa dependiente de GMPc puede estar involucrada en la
recuperacién dependiente de biotina de los niveles de ARNm, como blanco de la

actividad de la GCs. Para determinar si el efecto de la biotina ocurre a través de la

proteina cinasa dependiente de GMPc (29) se incubaron células HepG2 deficientes de
biotina en presencia del inhibidor de la PKG, Rp-cGMPs (iPKG). Debido a que biotina
y GMPc sélo afectan los niveles de ARNm de la HCS, ACC-1 y PCCA, en este ensayo

no se incluy6 a la enzima ACC-2. Los resultados obtenidos mostraron que a pesar de que
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Fig. 2 Efecto de biotina y GMPc sobre los niveles de ARNm. Las células HepG2 cultivadas
por 14 dias en medio libre de biotina, fueron estimuladas con 1uM de biotina 6 1 mM de 8-Br-
c¢GMP. Los niveles de ARNm de HCS, ACC-1, ACC-2, PCCA y B-actina fueron determinados
como se describe en materiales y métodos. (A) Experimento representativo que muestra los
niveles de ARNm en células cultivadas en condiciones normales de biotina (N), condiciones de
deficiencia de biotina (D), deficiencia de biotina estimuladas con bictina (D+Bio), y células
deficientes de biotina estimuladas con 8-Br-cGMP (D+GMPc). (B) Representacion grafica los
datos obtenidos a partir de tres diferentes experimentos. Los resultados son representados como
promedioXE.S.
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la estimulacién de células HepG2 con 1uM de biotina es suficiente para restaurar los
niveles de ARNm a niveles normales o por encima de estos, la incubacion en presencia
del inhibidor d; la PKG (iPKG + Bio) limité de manera significativa la recuperacién de
los niveles de ARNm (Tabla 1).

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

con actinomicina-D (Tabla 1).

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

trasfondo genético homogéneo se decidi6 utilizar esta linea celular para examinar el papel
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Tabla 1, Efecto de la inhibicion de guanilato ciclasa soluble (GCs), proteina cinasa

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

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

HCS 36+5.0 10349.87 11+0.68 52+2.51 25+6.0
ACC-1 34+1.15 1404221 36%5.0 26£9.53 14£7.24
PCCA 38+3.54 130+6.61 33+3.60 21=l1.1 3445.03
ACC-2 88+8.96 95+£2.31 ND ND 19420

Las células deficientes de biotina HepG2, fueron estimuladas con biotina en presencia de ODQ
(ODQ+Bio), Rp-cGMPs (iPKG +Bio) ¢ actinomicina-D. Los resultados son mostrados como
porcentaje de los valores obtenidos en células cultivadas en medio normal y comparados con
células deficientes de biotina (Def Bio) y células deficientes de biotina estimuladas con biotina
sin inhibidores (Def Bio+Bio). ND, no determinado. Los resultados son de tres diferentes
experimentos mostrados como promedio £ E. S.
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de la HCS sobre los niveles de ARNm en respuesta a biotina. En la Fig. 3 se muestra el
efecto de diferentes concentr:aciones de biotina sobre la recuperacién de los niveles de
ARNm de HCS en células normales y MCD-MK. La deficiencia de biotina disminuyo
los niveles de ARNm de HCS a 35% con respecto a los valores control en ambas lineas
celulares. La adicién de biotina 0.01 uM increment6 los niveles de ARNm al 78% con
respecto a los valores control, mientras que las células MCD-MK no mostraron un
incremento significativo (38%). Al aumentar 10 veces la concentracion de biotina (0.1
uM) se observé un aumento en los niveles de ARNm de HCS a 87% de los valores
control en fibroblastos normales y a 53% en células MCD-MK. Los niveles de ARNm de
HCS en fibroblastos normales y MCD-MK fueron similares cuando fueron estimuladas

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

Efecto de GMPc sobre la recuperacion de los niveles de ARNm en células MCD-
MK. Para analizar si la recuperacion dependiente de GMPc de los niveles de ARNm de
HCS es afectada por la presencia de la enzima HCS mutante, se utilizaron diferentes
concentraciones de 8-Br-cGMP (0.01mM, 0.1mM y 1.0 mM) para estimular fibroblastos
normales y mutantes (MCD-MK). Ambas lineas celulares no mostraron cambios en los
niveles d¢ ARNm cuando fueron incubadas con 0.01lmM y 0.1mM de 8-Br-cGMP (dato
no mostrado). La mayor concentracion de 8-Br-cGMP utilizada (1.0 mM), produjo una
recuperacion de los niveles de ARNm de HCS del 117% y 92% en células normales y

MCD-MK, respectivamente (Tabla 2).
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Fig. 3 Efecto de la concentracién de biotina sobre los niveles de ARNm de HCS en
fibroblastos normales y fibroblastes DMC. Las células normales y MCD-MK, fueron
cultivadas en medio libre de biotina por 14 dias. Después de este periodo, las células fueron
estimuladas con 0.01 pM, 0.1pM y 1 pM de biotina por 24 h. Los niveles de ARNm de HCS
fueron determinados como se describe en materiales y métodos. Los resultados son representados-
como el porcentaje de los niveles de ARNm observados en células mantenidas en medio con
biotina y normalizados con los niveles d¢ ARNm de B-actina. Los datos son de tres diferentes
experimentos y s¢ muestran como promedio + E.S. ‘
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Tabla 2. Efecto de GMPc sobre los niveles de ARNm en células normales y MCD-MK.

Fibroblastos Def Bio % Def Bio +GMPc%
Normal 34+7.6 117+£1.5
MCD-MK 38+12.6 92:£9.24

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




DISCUSION

En el pasado, varios estudios han demostrado que la biotina, ademas de su papel como
cofactor de carboxilasas, también influye en la expresion génica a nivel transcripcional y
traduccional.  Estos trabajos incluyen un papel en la regulacién transcripcional y
traduccional del RASG y del receptor de insulina. Recientemente se ha demostrado que
la biotina regula los niveles de ARNm de HCS y los niveles de proteina de dos
carboxilasas en higado de rata. En este estudio, se ha examinado el papel de 1a HCS en la
regulacion genética mediada por biotina y se ha mostrado que la accién de esta enzima, la
cual estd involucrada en la formacidén de B-AMP a partir de biotina y en la transferencia
de biotina a apocarboxilasas, es un intermediario indispensable en el efecto de biotina
sobre los niveles de ARNm de HCS y carboxilasas en cultivos de fibroblastos humanos.
También demostramos, que en fibroblastos humanos y células HepG2, la estimulacién de
biotina sobre los niveles de ARNm requiere la participacién de GCs y GMPc y que el

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

El efecto de la deficiencia de biotina en las células HepG2 fue una reduccidn gradual de
los niveles de ARNm de HCS, ACC-1 y PCCA a una tercera parte con respecto a los
niveles obtenidos en condiciones normales, mientras que los niveles de ARNm de ACC-2
no se vieron afectados. Esta disminucién tomé alrededor de dos semanas, lo que refleja
una lenta reducciéon y catabolismo de biotina. La adicién de biotina a estos cultivos
produjo una recuperacion significativa de los niveles de ARNm en 24 horas. En este
estudio, no se distinguié formalmente entre un efecto de biotina sobre la transcripcion,
procesamiento de ARN o estabilidad del mismo. Sin embargo, la incubacién de células
Hep(G2 deficientes de biotina en presencia de actinomicina-D por 24 horas redujo los
niveles de ARNm por debajo de los niveles iniciales e impidié la recuperacién de los
niveles d¢ ARNm por biotina. Si el papel de biotina fuera el de estabilizar o evitar la
degradacion del ARNm, entonces la estimulacion con biotina en presencia de
actinomicina-D deberia haber resultado en la recuperacion de los niveles de ARNm. El
ARNm de ACC-2, que permanecid esencialmente sin cambio durante la deficiencia de

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

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

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

base alos de Stockert, en los que investigaron la regulacién de la expresion del RASG.

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

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

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




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

del efecto sobre los niveles de ARNm.

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

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

Un punto importante en la reduccion de los niveles de ARNm de HCS y carboxilasas es
el efecto de la disminucion en la actividad de carboxilasas durante la deficiencia de
biotina. Es posible que la acumulacién de metabolitos como causa de la reduccién en la
actividad de las carboxilasas sea responsable de la disminuci6n de los niveles de ARNm,
y que la desaparicién de estos metabolitos al reestablecerse el suministro de biotina
permita que los niveles de ARNm regresen a sus niveles iniciales. Sin embargo, si esta
hipétesis fuera correcta, la deficiencia de carboxilasas individuales, como la deficiencia
en la actividad de PCC en la acidemia propiénica (36), resultaria en una alteracion en la
sintesis de otras carboxilasas 6 en particular de la HCS. También, se esperaria que los

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

supuestos han sido descritos (11, 36).

En un estudio previo a este trabajo se reporté que la deficiencia de biotina en ratas
produce una reduccion de los niveles de ARNm de HCS, sin alterar los niveles de ARNm
de PC y PCC (27). En este estudio, nosotros demostramos que la deficiencia de biotina en
células humanas HepG2 reduce los niveles de ARNm de HCS, PCC y ACC-1. La
diferencia en la respuesta a biotina sobre los niveles d¢ ARNm de PCC en rata y en
hepatocitos humanos puede ser explicada por las diferencias en el modelo experimental
utilizado o por la existencia de un efecto de biotina especifico para cada especie sobre la
expresion de carboxilasas. Sin embargo, nuestros resultados parecen ser confirmados por
observaciones realizadas previamente en pacientes con cancer colorrectal. En células de
adenocarcinoma primario se detectd una menor concentracion de biotina en comparacion
con células de mucosa normal, al igual que una reduccion en el nivel transcripcional de

los genes PCCA y PCCB (37).

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

de los niveles de carboxilasas a través del incremento en los niveles de ARNm.

~

62

T R O T T e e




AGRADECIMIENTOS

Agradecemos al Dr. Roy A. Gravel y a la Dra. Monica Narang (Universidad de Calgary)
por su invaluable discusién y comentarios realizados en este manuscrito y la Rafael
Cervantes Roldan por su asistencia técnica. Estos estudios fueron financiados por el
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia y por el Programa de Apoyo a Proyectos de
Investigacion e Innovaciéon Tecnolégica de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico. R.S.S.V. y D.P.A. son becarios del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia.

63




BIBLIOGRAFIA

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.
19.
20.
21.

22.
23.
24.
25.

26.

Wood, H. G. & Barden, R. E. (1977) Annu Rev Biochem 46, 385-413.

Cronan, J. E., Jr. (1989) Celil 58, 427-9.

Eisenberg, M. A., Prakash, O. & Hsiung, S. C. (1982) J Biol Chem 257, 15167-
73.

Sundaram, T. K., Cazzulo, J. J. & Komberg, H. L. (1971) Biochem J 122, 663-9.
Cazzulo, J. J., Sundaram, T. K., Dilks, S. N. & Kornberg, H. L. (1971) Biochem J
122, 653-61.

Chapman-Smith, A. & Cronan, J. E., Jr. (1999) Trends Biochem Sci 24, 359-63.
Leon-Del-Rio, A., Leclerc, D., Akerman, B., Wakamatsu, N. & Gravel, R. A.
(1995) Proc Natl Acad Sci U S 4 92, 4626-30.

Leon-Del-Rio, A. & Gravel, R. A. (1994) J Biol Chem 269, 22964-8.

Cronan, J. E., Ir. (1990) J Biol Chem 265, 10327-33.

Suzuki, Y., Acki, Y., Ishida, Y., Chiba, Y., Iwamatsu, A., Kishino, T., Niikawa,
N., Matsubara, Y. & Narisawa, K. (1994) Nat Genet 8, 122-8.

Wolf, B. (2001) in The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, ed.
Scriver C., B. A., William S., Valle D. (McGraw-Hill Professional, Vol. 3, pp.
3935-3962.

Bartlett, K., Ghneim, H. K., Stirk, J. H., Wastell, H. J., Sherratt, H. S. & Leonard,
J. V. (1985) Ann N Y Acad Sci 447, 235-51.

Sherwood, W. G., Saunders, M., Robinson, B. H., Brewster, T. & Gravel, R. A.
(1982) J Pediatr 101, 546-50.

Sweetman, L., Nyhan, W. L., Sakati, N. A., Ohlsson, A., Mange, M. S., Boychuk,
R. B. & Kaye, R. (1982) J Inherit Metab Dis 5, 49-53.

Burri, B. J., Sweetman, L. & Nyhan, W. L. (1985) Am J Hum Genet 37,326-37.
Dupuis, L., Campeau, E., Leclerc, D. & Gravel, R. A. (1999) Mol Genet Metab
66, 80-90.

Sakamoto, O., Suzuki, Y., Li, X., Aoki, Y., Hiratsuka, M., Suormala, T.,
Baumgartner, E. R., Gibson, K. M. & Narisawa, K. (1999) Pediatr Res 46, 671-6.
Morita, J., Thuy, L. P. & Sweetman, L. (1998) Mol Genet Metab 64, 250-5.
Barker, D. F. & Campbell, A. M. (1981) J Mol Biol 146,451-67.

Buoncristiani, M. R., Howard, P. K. & Otsuka, A. J, (1986) Gene 44, 255-61.
Borboni, P., Magnaterra, R., Rabini, R. A., Staffolani, R., Porzio, O., Sesti, G.,
Fusco, A., Mazzanti, L., Lauro, R. & Marlier, L. N. (1996) Acta Diabetol 33, 154-
8.

Chauhan, J. & Dakshinamurti, K. (1991) J Biol Chem 266, 10035-8.

Spence, J. T. & Koudelka, A. P. (1984) J Biol Chem 259, 6393-6.

Deodhar, A. D. & Mistry, S. P. (1970) Life Sci 119, 581-8. N

Dakshinamurti, K., Tarrago-Litvak, L. & Hong, H. C. (1970) Can J Biochem 48,
493-500.

Collins, J., Paietta, E. & Green, R. (1988) The Journal of Biological Chemistry
263, 11280-11283. '

64




27.

28.
29.

30.
31
32.
33.
34.
35.
36.

37.

Rodriguez-Melendez, R., Cano, S., Mendez, S. T. & Velazquez, A. (2001) J Nutr
131, 1909-13. .

Bartlett, K. & Gompertz, D. (1976) Lancet 2, 804.

De La Vega, L. A. & Stockert, R. J. (2000) Am J Physiol Cell Physiol 279,
C2037-42.

Pisarev, M. A. & de Pisarev, D. L. (1977) Acta Endocrinol (Copenh) 84, 297-302.
Lee, Y. C., Martin, E. & Murad, F. (2000) Proc Natl Acad Sci U S 4 97, 10763-8.
Dupuis, L., Leon-Del-Rio, A., Leclerc, D., Campeau, E., Sweetman, L.,
Saudubray, J. M., Herman, G., Gibson, K. M. & Gravel, R. A. (1996) Hum Mol
Genet 5, 1011-6.

Yang, X., Aoki, Y., Li, X., Sakamoto, O., Hiratsuka, M., Gibson, K. M., Kure, S.,
Narisawa, K., Matsubara, Y. & Suzuki, Y. (2000) J Hum Genet 45, 358-62.
Chapman-Smith, A., Cronan, J.E. Jr. (1999) Trends Biochem Sci. 24, 359-63.
Campeau, E. & Gravel, R. A. (2001) J Biol Chem 276, 12310-6.

Wolf, B, Hsia, Y. E., Sweetman, L., Gravel, R., Harris, D. J. & Nyhan, W. L.
(1981) J Pediatr 99, 835-46.

Cherbonnel-Lasserre, C. L., Linares-Cruz, G., Rigaut, J. P., Sabatier, L. &
Dutrillaux, B. (1997) Int J Cancer 72, 768-75.

65




"0JgqeJe0 A OpebTy ue
BUTJOT(] Op UQTDRZITTIIN BT 9p UQTORTNHIJ

Op OWSTURDSW :JR[NST] OWSINIITY

III OINLIdVO




"BUIUIE}IA 1S3 3P ONUNU0D dpode Un BQI0a 01G2130 [3 anb 1903104%] BIEd

gurjolq op sojusiwruonbar sns uejunj-ojne uoulr A opedny owod sodugyuad sopife) sof
BUT)OIq 5P BIOUSIONAP B jueInp onb enjsod ewa)sis 3)sq  °JB[NSH) OWSINI[E,, SOUIRTIE]]
anb [e 01qa190 £ opedry us BUNOIQ SP [BISUSILJIP UQIOBZINN ¥ Ieoridxs ered ofopouwr un

1syodord uoronunzad oW UQIOBSYSIAUL TUX IP ISEJ BISO JUEIND SOPIUIIGO SOPBINSII SO7]

‘(ejeI) BUNOIQ 9P BIOUSIONSP
ap O[opow UN U3 A SEUBWNYG SE[N][30 U BUNOIQ dP UOIORZI[NN 8D O[JI10 [9p SBWIZUD
ueoy1poo anb soudd sof ap ugisaidxd e[ 9p uQIORMSAI B[ U2 BUTIOIG 9P BLOUSOYSD [

3P 0199]0 [0 JIPTUSS ‘OWISIUEIAUI 3153 P BoISoJoIsy erouepodul e Teropdxs ap uy [2 U0

“BPIIOUOISIP BII SBSB[IX0qQIed ap a[dnjnuI vIdousIdLap B] Sp OJ[OLIBSap |2 Ud
£ [euwIou owstjogeaW 3 US Teuordduosuel) uQIoBIN3al op OWISIURIIUW 1S3 8 ©II3Q[OIsH
uoloun] B[ ‘08IequId UIS "OLIOJeIOGE] 9P SS[PUIIUE U3 SEHUIFUOD SIUOLOBULIOJ[EW 9p
0JUAWAINUI [3 UD K seonjeday SPWIZUA SBLIBA 9D UQISaIdX3 €] 21qOS BUNOIQ 2P BIAUADAP

e] oap opeuodar 0309)0 12 Ieordxa ordpuud us spand DWJ-SOD-SOH BPROSEd B

*$3jURI3J1p Auawre)a[duiod
sowsiuesawl ap spaen € osad eonoual uomduosuen el lejndar ered sepeuorddaes
OPIS UBY SESB[IX0QIEd 9P UQIDB[IUNOIG B] UeZI[E1Rd Snb sewizud sop anb €A 0ATIN[0AD eIsIA
ap ojund {2 opsap 0orun 0sed un Uejuaserd sOpeYnsal sojsy virg eurelord ef euelrajoeq
e3ojowoy ns anb [en1 [e [euolddLOSTRL UQIOR[NFAI B] UD EPRIIN]OAUI [BUOIOUNJI] BWIZUI
BUN $3 SOH ¥ anb ensenap anb ofeqes; 1swnd 5 53 3389 (D) 2dAD 2P ajuarpuadap
eseumd eumioid €] A (sDD) o1qnjos eseord ojefiuend B[ (SOH) BSEIRIUIS BSB[IX0QIEO0[0Y
ewizuo e] uedioned anb B] U2 ‘SojeYas Op UQIOONPSUEI) 3P BPBISED BUM 3D SPARIL B

opeIpaw s3 BUIIOIq B[ 9p [euoroduosuen) 0)99)9 [2 anb gnsoursp as Jouajue opnides [0 ug

€ OTALIdVD 1TV OIDVATId




S R A Rty
RN e XA

00T ‘8T 19qualdog wo paydaday "g079S0LOYINAlPLOT OT “way)
1019 °f “V OTI-IPA-U9IT] P 'V ‘ZoNDZEPA “Y ‘UBPIOY-SAUBAIY) Y ‘PAaBI “yf
‘SE31LA-0UBZIQIOS “(] ‘ZIABA[Y-033IeJ "AIUIDYIP aseldxoqied aidpnun pajurayur
10J suoned(dull puB IAI| PUB HIBIQ Ul UOPEZI[IN UT0I] Jo Uone[n3al [edrxopeie
ojmn 12 ofeq Ansiwayy [edoi3ojolg JO [BUINOf BISIASL B[ UD [BUWISLIO UQIOESLSIAUL

3p o[nonIe un owod sopesijqnd uorany oymides 93se ud sopejuasard sopeynsar sog

"101q WISISIA JURIPIW SOH °p ugisaidxs
3p SISI[RUB [3p UOIDBZI[BAI ®[ UD QIOQE[OD Uainb uppoy saiueAld) [dejey odojorg
19p A WV 9P UQIORNUIIUOD B] QUILLIBISP SS[END SO[ U3 £ BUNOIQ 3P SIIUDIONAP SEJRl
ap sopifs} guop uainb zanbzaA v "I [9 ‘sopejnsal suu Sp uoLsnOSIP ] ud odidned
A SOH enuod odranonue 3 onswyuns uamb (K1eS[e) Sp PEPISISAIU[) [SARID) Y A0y

I [0 ‘sedrep OuBZIQIOS 01319 I(] [3P UQISBIOGR[OD B] UOD 3)U0D UQIIRIIISIAUL BIS? U



69

SISE}S0SWOY B Bled SBIOUINOISUOD SA[qLLId) UOO SedNUad sopepijeuLioue lod opeIaje Jas

opand seuelny SBIN[PO US BUNOIQ SP OJUSNUL[OI0aI A 2usFoxo UQIORZI[IN B] US 20UEeq 1]

. ‘(o1
seuaSopus sese[Ixoqled op OIquedal [o syueInp o uonsadip e[ op soonpoid sopequnoiq
sopndod A (ewsrf-jrunjorq) eupioolq ap Inged e eunjolq op ugldelaql] ] ua edmonred
anb esEpIUNOIq B] 59 BWIZUD ©I13019) B "(6-£) Sese[ixoqiesode se| us eo1y10adsa e1ouanoas
eun e epuejsuen) so sendsap A (JINV-9) JNV-.S-[IUNOIQ B BPBULIOJSURY S3 BUNOIQ
B[ ‘UOTODRAI ®)Sa ug -sosed sop ud LV op duarpuadap UQIOOEAI BUN U SBSBIIX0GIRD
op UQIOR[IUIION B] RZI[R)ED unm (SOH) eseIaUIS BSRIIX0QIEdO[OY B] S3 O[9I |ap eursjord
epundas ©T *(9°G) runolq Jod epeas[e ury eun Jod opezuaoeles s3 A ojeusjojued
A oorodi] oproe ‘eunjoiq repodsuen spand anb eA arquiou ns aqmoar (JAJNS) O1posS
op susrpuadop ootunmuepA N Jopepodsuen 19 ($ig) QUIW[BUOIOUN] OPRZLISIOBIED
A opeuold opIs By oun O[os ‘saroadss SHIUAINJIP U BUNOIQ 2p Saropeuodsuen soirea
ap eoudsIxa B[ opuasdns vy as anbuny ‘ewonpwise]d vURIQUIAW B] P SPARI) B BUIIOIQ P
suodsues; 13 ered Jopealieoe un s erwwd v soyuaralip seursjord san op uoroedioned
e] 3p opuadop anb ®TUnOIQ °p UQWEZIIN 9P O[210 UN UOIB[[OLIEBSIP SAUOLIEIND
SOWSIUBZIO SO “BUIUB}IA B[ 2P IJUBISUOD OJjsiutwns un reziuered vied “(g‘1) seuraord
B BpIUN RUIFOPUS BUIURIIA B] 9P OJUAMWEB[OIAI [ A BIDIP B Ud wasaid eunoiq e
21U 20UB[EQ OPEOI[IP UN 2P SPARI} B SOPIUI)QO UOS BUIUEIIA B] 9p SojuaiuilIanbar sns anb

o[ Jod eunolq Ieznajuls ap peptjiqey ] uoiaiplad SOILJIUELW SO| ‘UOIINJOAR ®B] JJURINC

‘(1) ouetuny OWSI[OQEISW [3 91qOS BUNOI] B[ op 03oedw ordwe |3
eo1]dX0 [eNO O] ‘SOSBIZ SOPIOR 9P SISOIUIS A SOPIJE OUTIE 9P OWSI[0qeIeY ‘Sisoupdoauoon|s
U2 JAR[O SOUOIODRAI URZI[RIRD SewZud selsg (Z-D0V £ 1-DDV) BSe[Ix0qied
VOD-[l1ade 9p SeULIO] SOpP A eSB[IXOQIRd YO)-{luocjomdnaw ‘(DDd) eSe[IX0qied
vop-niuordord ‘(Hd) ese[ixoqies ojeanaid :eunolq sp sausipusdap seSe[IX0QIRD 0OUID
US)STXd SBUBLINY SB[N[PD UF "O[IX0QIed odnud un 3p JOPBALIEOE OUIGD 3)JUSWEIJIdadsa

OpUEMIOE UQIOR[IXOQIED AP SAUOIIIEII U JOJOBJOD OWOI  BUOIOUN] BUNROIQ B

'NOIDJNAOUINI

RTINS T D e e S e T 1T e L A el D g eeweatem Te oy T X WL - . " -




oL

£ eoifopered ®visandsal eun s eunolq 9p edUSDELP e[ Jod epeoosoid sese[xoqred
A SOH 3p WINYV 3p SISaIULs 8] 9p ugisardal B ‘U3d0uo0dsap 35 DA ©] op odijoudy |9
U2 BIIUBAI[3I NS A ugroe[nSa1 ap odn 2183 ap 001391011 OpedyIuUBIS |2 “eongued ugrsardxs

B[ 21qOS BUNOIQ B] 2P 0393]3 |2 Ied1[dxa vupod HYJ-sHD-SOH epeosed e[ anb ap resad v

"Bo1U93 ugIsaxdxs e us vUnOIq 3p 0199)3 [2p a[qesuodsai [ 13s eupod 25 .ad vumjolgq
ou A JIWV-4 ‘SOH Iod epezijejes ugooeal g] op ojonposd 2 anb uorsgns sopejjnsal
5018 '(67) S9JULIOU S3I0[eA B SOH P WAV 9P SO[PAIU SO[ Ieine)sal ered ss[euiiou
se[mypo sub vunolq sgw $9994 (T UISIMbal DA ] 9P [EIBUOAU BULIOY B U0D souatoed
op se[njeo se[ anb gxsowsp odud onsenu snb rejou Iacey syweuodwi sg (DNL) OJND
ap auatpuadap eseurd euejord e £ (sDD) 91qnjos esepo1d ojejiuens eunzus e] uedonred
[ENO B U3 SI[BYUSS 9P UQIOINPSURL Op BPBISEI BUN OP SPABI} B OPLIPSUI §3 SEWIZUD S8ISd
op ugisaidxa B Ud BUNOIQ 3P 0199)2 [ '(67) SBINI92 SB[ ® BUNOIQ Jensumuns ap syndsap
$3[BUWLIOU SI[AATU ' UOIeSaIZal Sa[end Sof ‘[-00V £ DOd °p eydfe pepuungns e ‘SOH
9P WINYV 9P SOJAIU SO 9p UQLOINPAI BUN OPeAIasqo By as A ndap senjpo £ souewny

SOISE[QOIQYJ US BUIOIQ 3P BIOUIIDYIP B[ 9P 0393)3 [3 OPESUSIAUT SOWY ‘0LI0jeI0qe] [d ug

"(82-07) SOH A 1-00V ‘D0d ‘seusioidooiSoerse
ap 103daoal ‘BSE[IWIBQIROSURY) _UNIWIO “BSBUID0IONIJOJSO] ‘eseurd>oon}3
SEWIZUa se[ op peplanoe A uoisardxa ey ered Terousss s9 eunolq e anb opensow
Uey OAN[NO U3 SB[N[$0 A OLIOIRIOQR] 9P SS{BWIUR Ud SOPezIjeas sofeqel) soueA '2on9uUsg
ugisaidxa e us [aded ns $3 opezu)oeres 1ofow opis ey anb eunolq B] 9p 091S2[d OU
01939 19 .ST.mD SBUOISIY p UQIdR[IUNR0lq A IB[n|ad ugrdeIdjiold A ojuatusaId ‘9o
9p SISYUIS €] 2IGOS OOMNIU OPIXQ [3p ®| ® juelowas peplanoe ‘NYUV A NAV 2p SISSjuls

uaknjour anb sarened $0s3001d sono ua eunolq B B opeordull BY 3 ‘QJUSWINUIIISY

(1) eUnOIq 3P SLOIZQ[0dBULIB] SISOP UOD 2511119421 uapand ‘odidojoinau
oyep [ opuerydaoxa ‘seomumnborq £ seowo souolo)saiURWI SNS sePo} ‘0SIequua
urg ‘seenow uaweduslod uos UEQ ap seuwro] sop seT (ZI°T11°1) (DWQ) sese[ixoqred
3p oy ePUAOYSP PEPIULIJUS B[ op ‘syusweapoadsar ‘fruoanf o |ejeuosu

BULIOJ e] 2onpoid eseprunolq o SOH 9P PePIAIdE B[ 2P BIOUSIOAP B BOI[OGERIOW

B i o i i i e Y e




Y2

2 "UOHO3[{0)) |90 2dA] ueouswry Jod sepensiuruns uolny Indoy ‘ewojsejqoreday
9p Ie[nad eAUY] BT QW ‘SMOT 1S ‘Youpy—ewiSIS BIyeduioo ] Sp UOS sopezinn

(dND2-1g-8) oeydsoydouowr smisouend oroAd-ouwrolq-g A eunolg  SI[RMABIN

‘SOAOLIIN A TVIIALVIA

"2JUSIJIJIP O UEIIWI] S BI3IP
£] U3 BULJOIQ B] OPURND [21qaIad OWSI[OqRIAW [ JeAzasald ap urj 19 ucd opediy ua eunoiq
ap ugmoezinn e] awudal anb eysmuyye owsiuessw un ap aued Jas apand 01qa1a0 A opedy

U3 BUNOIQ 9P [RIOUIIJIP 0103]2 [@ anb sowouodoid sauoIIBAIISQO SEISD IBdI[dX? BIBRg

"BATINITISUOD S BUIOIQ
9p UOTIORZI[UN 3P O[510 [3 uo sepeotjdwir seunzus ap uQrsardxa e[ ‘EUII0lq ap BISUSIOIAP
Op SaUOIdIPUOD U3 anb 9p OYday [3 S2 SUBSIISNU] SPW UNY 'BPEIDSJE §9 OU SEWIZUD
sejsa op ugisardxa e[ 0192120 [2 ua anb senuatu BOYL A OPeSIY U2 BUNIOIq 2P UQIIRZI[IN
op o[o1 [op sewnzud se] op uoroduosuen ep swndar HYJ-SOD-SOH UOIORZI[RUSS
ap ®1A €] anb runoiq ap USSP BIAIP BUN UOD SEPEJUSWIER SEjel A [BULIOU BIIP Bun

U0 SEPEJUIWIE Selel U0D JRWIUR O[3POW Un US ‘enssnwiap as uplquie) ofeqen 2)sa ug

"BUIWIEBIIA B}S? 3P BIOUIIOYP
] 10d s0peOSJe UOS OU BSEPIUNOIQ 3P WNYV 9P S9[SAIU so] anb senusiwu eunoiq sp
pepijiqruodsip e[ & apuodsar §OH oanb [en81 (& ‘Dd £ LAINS 2D WNYV SO[ 2p uoisaidxa
B| anb uBISONWISD SOPBINSAI SOT "SQAIY op 09l 2 A SISI02NS ‘sisaupFoaucon]d
U3 BWIZUS BJS9 ap erouepodwir e] ® opiqap DJ B B 2AN[OUI USIQUIR) WNRYY 3 SO[oATU
SO[ 21q0S BUIIOIQ 9P 0193)3 [9P OIPNISa [ 'SBUBWINY SBIN[HO US BUIIOIQ 9P UQIORZIIN ap
0912 [3p [0NU0) 13 013[qo 10d auan ugIdein3ar ap odyy 9159 1S IBWKLIAIAP eled esepIunolq
A LAS 9p WAV op uoisardxa e] op ugroendar e] opeuruexs sousy ofeqen 9159 uy
'(eSEPIUNOIQ BIA OJUSTLIR[OIAL) IR[NDY BUNOIQ BNUCD (L ATNS P uoiorides eia) suadoxs
eunolq ap uQIoLZI[NN ®] eied sajusrpuadepul sowsiuedaw BIUdssId ‘BUIOIq 2p UQIIRZIIIN

3p O[210 [ ‘BULIOIQ B[ 9P [BIOUIS UQIOUNJ B[ OPULIIPISUOD BAIIONNSIPOINE juawdjudrede




[72

DDOL VOV -.§ £ (D 09 'W'1) .€-DV DDL VLL DILI D1D 12D IOL-.S ‘LAWS D 09
L) .€-LV VDV DD VVD DV DL DVV -6 £ (D 09 ‘W' 1).£-LV 1OV DOD DLL
VOO 1OD VHI -.€ ‘SOH 2uam3is e anJ ouewny WNV Jseoyidure ered ofeqen 21se
=u sopeziIn sopyearonuodijo so] ap erousandas e “(67) pnSuol op qd 006-0¢€ snu 2p
¥Dd 2p sojonpoxd 1eusqo ered sopezijiin YoIony opHudsHuR A OPHUIS SOPIYI[ONUJI|0
op WHE0 "VN(2 2p sisojuls e ered sopezinn uormny sooyroadss sopnogsponuofijo
so] ap WM 60 £ VN @p 81l ¢ :sojuaindis se| uos ofeqen 23s9 ua sepezinn seoyroadse
SaUOIdIPU0d se| A spuawerAdrd sejussap uorsty (YDJM) MDd £ NAV 9P SISNUIS NIV

repste ered epezi[in vISO[OpOIoW BT *10[q UIAISIAA A €SI9Ad1 ugndrdsuely ap ¥YHd

"se10y g J0d 5JND 9p d[qezi[oIpIy
ou oZojgue un ‘JINDO-IF-§ Sp NW [ O N[ ® [QQ'Q 9P SO[RUY SSUOIOB{UIIUOD
ud BUNOIQ QIPRUR 9S ‘BUNOI 9P BIOUIIJAP 9P SeIp ] o] € ‘eunolq Jod ugroeradnoal
ap sojuowrzadxs SO[ UF CRIP J20Id) BPED OPRIqUIED 9N OIpaul [ ‘selp ¢ Jod esey
20D %G U0d Do/ € B BUNOIQ 3P UIIIJIP OIPIW US O [BULIOU OIPIUI UI SEPLAN[ND UOIINJ
sejn[eo sB] (67) 0IUdsop Sjusweradld opis ey BUNOIQ 9P EIOUSIONAP 9P SSUOIDIPUOD

US SAIB[N[3O SOANND 3P OpezI[iIn OpoRW [ “IB[M[3d 0AR[Md Jp sojudmiadxsyy

"HO PUB[aA3]D ‘s[ROIISYD0LY [RUONINNN NOI
Iod sepeioqe[a UOISNy OLIOIBIOQE| 3P So[ewIue SO] vled BUNOIQ 9P SOIUAIDYSP A So[euULIOU
SelAIp ST  JAVN/] ‘SEOIpWwoig SauolednsaAu] ap ommnsul [@ lod sepeuorsiodoid
UOJANJ SEPEZI[IN OYJBWI IBJSIAN SBIBI SB]  "SODO[QIqUUE 3D UQIORNUIIUOD BUISIW
] £ (T49/00d1D) opezifelp SE “eunoiq ap g WA o1pawr opuezijin operedad ary
RUI0IQ 3P USSP olipawd 7 (fonuod oipaur) (w8 (g euroruroidanss £ ‘u/sapepiun
001 eupomdd ‘1ores Jod opeanoeul Sgy 3P %0 uod opruswaldns (AT g’ BUMIOIQ
'TIQ/004ID) esoonj3 eje uod WHN-eyd[e oIpawl Ul SOPIUSJUBLE WOISNJ SIIB[N[ID
$0AN[ND 80T (1) sodnid sono Jod sjustIOUSIUE SOILIDSIP OPIS uBY {§/-8G B'E) BUBWINY
SOH 9p [eutuiid-N opndad un enuod odisnonue (2 £ (IA-ADIA) [BIBUOSU DA 0D
sa1ualoed op S0ISBIQOIQI] SO} ‘SA[EULIOU SOISB[QOIQLY SOT "0OTXIAl 2P BWOUQINY [BUOIIBN

PePISIoAIU() ‘Saquesed "H eI e[ Jod epeUOp JJUdWIlqeE o,E v]BI 3p §)) BwIONS ap eauy



tL

ppr sepeiuswi[e A openjly a1e uod sefed us seprusjuew uoisny anb selp §z-1¢ 2p oyorwr

IeISipg Sejel sowrezijnn ofeqen 9jss U "EUNOIq AP EBIUIDIAP AP [RWIIE O[APOIA

“SjuedLIqe] [op
sauordoNNSUl Sef opuarngis (24a0Yy) 10 SuNiofq UINSaMm S,309UdSSUTUN[IUYd g odinba
[@ opuezZI[IIn SEPRZI[ENSIA uolanf seurdjold se| "SOH enuos ofauod ap odianonue [ap
000Z:1 UQION[OS BUN UOD SEPRQNOUL UoIary semeliquuawt se] “(a1odl[IA) dJAd eueIqUIaW
BUn B sopuajsuen £ gS-epiweioeijod op o[98 ua S1S2I0JO103[ dueIpawl seperedos
uoIsny 1830} eupdioxd ap 81 g¢-0z op sensonpy -(uaSoniaul) WW 007 ISINL *P 11 §°0
K (ayo0y) sesearord ap sa1opIqIquUI op €[OZaW BUN 3P [M ¢ OPUBTUSIUOD (%410 SAS ‘%S0
01pOs 3p OJR[0IIX03P ‘%1 Op-dN TAM 0ST D8N W (S TOH SUL) VJIY 18]Jnq us vjel

ap sopifa} 0 sare[n[ad seauy| ap sojoenxs uoreredaid as jo[q wMsap 10d sisieUE |9 BIEg

(r A €1 819) NV 9p sensanw
SeJ Sepo] ua mvu:v_m\.._zvu Sopepnued us uuﬁomo.a 0AN)S2a .mcﬁomlu o9p WNV 4 .A@Nv
.mEuom-m_ 3P WUNYY [°pP SoJO0[eBA S0] B ououmwuh U0 SOPRZI[EULIOU UOIan] SOPIU91qo SaIO[eA
SO[ A.<U mu—ﬁuumm aQEOHmv XAq mudumwc‘: ap IOpEZI[EUue Un OpUEZI[NN NE@EOa_mﬁov
1od sopeoinuens A esorege ap $9]98 ua s1sarojonoals Iod sondsep SOPEZI[ERSIA UOIANJ
MDd 2p soypnpord soT (D 09 W L).€-D VLI LV.L OVD IOV DDL IVL OVL -.¢
£(D 89 W'L).£-L 1OL 12D DDHL VID DOHL DOV DILL -,€ “0d (D 79 'W'L).£-DVD
LVV 2VD LDV DVD HVD 1OV -,5 £ (D 09 'W'1).£-OV DLD LIV 20D HID VIOL
LVV -6 ‘LAINS (D 79 'W'1).£-0D VDD DLL OVV VID DOV IVV ~.§ A (D Z9W'L)
VD 001 191 DVI VIL VOV VOO IDI1-.§ ‘Esepmunolq (O 79 'WI.¢ -VV
VVI ODLVVD O0D VVI IDD -6 £(D 85 'W'L) .€ -VV DVD 1OV OVV DOV D1D
J1V -.¢ nwﬁﬁom ‘BleI Op UWINYV Hmoﬁ:QEm eIed SOpeZI[In mOU_uoﬁo:ﬁom:o SO .AU 09
WL).€V VIO 991 D00 OLL LOL HOL-.$ £ (D 0L ‘W L).£€- VOV VV.L DD 1OV
VVD LOL O1D VDD -.§ 0d D 0L 'W'1)LE -VLV O1D LLV VVD 19D HVD DVD
DOV -6 £(D 99 'W'L).€ - 1OV DLV OID VVI HVD ¥VD LVL JLV -.§ esepunoiq
(0 09 ‘W1).€ -DD DID LVD LVD VVV JLO 199D - £ (O 99 W) £-00
OLL 09D 22D HVV IDHL HLV -,§ eunoe (D #¢ "W'L).€-VV DD1 ILVD VVD VvV




vL

. g4 -+ SojuswLadXa 211 9P BIPAW B OW0D SOpEIUssaxd
UOS SOJEp SO "SO[EULIOU SIUOIDIPUOD UL SEPIUSIUBIL SBIBI O SB[N[9 UI SOPRAISSO WA Y
op S9[eAIU SO ap afzuasiod owod sopesaidxs £ eunjoe-g 9p SAIO[EA SO UOJ SOPEZI[BULIOU
worany WNYV 9P SO[9AIU SO[ 2I1q0S BUNOIQ 9P BIDUSIOLSP B[ 3p 0103]3 ]3P SOpERInsal
SOT SAUAIJIP NV 2p seuoweredard opuezijin SOUOISEIO SIUSISJIP SAI) UI SOUSW

e ua £ opeorpdy iod sopezijeal uolsng sojuSWHAdXS SO] SOPOL, ‘0dLSIPE)SI SISIBUY

(VD sanoe ‘peyorg)
¥,] Seuadepwil op IOPEZI[RUE [2 OPUBZI[IIN SEPEOJHUEND UOIINJ SEPEJIUNOIq SEpueq S
‘(syooy) gv-eurpraeidonss opednfuod [ap (QOZ:] UQION[IP BUN OPUBZI[IN OPBZI[EaI anj
Sepeuoldoel) seulsiord sef Us BUNOIQ 3P OPIUSIUOD ]3P UQIOBUILLISNRD B 'BSOIN[3J0NIU
9p BUBIqUISW BUN B SEpUSJSURD A (%Q) SOS-epiwejudeijod op [98 un ud $15210J0003[d
ayuelpawl sepriedas uorenj (8n ¢y) sopeusSowoy so] ap seulajold se (YD) ‘sa[nordy
‘pey-01g) PEYY-Olg BWAISIS |9 OPURZI[UN BPRUMUIAED onJ Buiiold op UQIDRNUAIUOD
] A sojnuiu ¢ Jod D (Q00‘0S] B SIUSWEBASNU OPESMILIUID SNy SJUBPEUIIQOS
14 somuru gz Jod D oS, € sopeSnjinuad uwolsny sopeuafowoy sog ¢z Hd
INT 1D A INW 009 [DH-SUL ‘W 0] V.1aF 1od oisandwoos 10]jnq un us opezrauafouuoy
ony (I371) opifel op enssnw eun Ol SEJ I9]jNq US SOPEAE] A SOPIACWAI UoIany
‘PUNOIq 9P SJUAMIISP O [RULIOU BIIIP BUN UG SBPRIUSUIE Sejel 3P 0IQaIdd A opedy

[d “BUPOIq P SAIUIINJIP A SI[BULIOU SBIEI IP SBSE[IXOQIED Ud BUOIQ P SAIO[EA

"2JUSULIOLI2IUE OIQLISAP 3S OWOD BPRUILLIIRP N WNYV 2P UQIOBNUIOU0D
2] £ [0IUOD £ SOJUAIOIJOP SO[EWIUR 3P UQUU A OpeSIy ‘0I1qeIad op Ope[SIe 9N [810)
NYV 14 ‘opinbr] ouaZonmu ua sope[aSuoo A SgJ U2 SOPeAR] ‘ejusteprdel sopraoursl
UQIdNJ SOPRUOIDIa[as souedig soT “(0€°87) [0NUOD sejewue ' 0309dsal U0d 9 (¢ |B
SIIOUDMW URID BUIOI] 9P SAjuaIpuadap sese[IxoqIed se] 9p SOPEPIANOE SB] OPUEND SBURILSS

01-8 p sendsap SOPROIJIIORS UOIANY SI[EWIUE SO "BUNOIQ 3P SIQI] BIIIP BUN UOD Wniiqy




I Pucl SRS A PRI % e S g T DT TR ST Lo ATEEIOTL S e L

SL

‘uoroe1adnoal op o1pawt
U9 0 BUNOI] 3P 2JUIIDIJAP OIPIW UD SEPRGNOUI UOCISTY SB[N[9O SB[ OPUBND ‘[OIUO0J SOATI[ND
so] & o019adsal uoo olques uls uolsrdsueuiad eseprunolq 9p WINYVY 9P SS[SAIU SO
(41 "811) Dd £ SOH ‘LAAS 2P WAV 5P SS[9ATU SO| 9p OJUSIUIINA]QRISAI [ UD Q)[nsal
ojusrUIejeL) ST SSIUSIOSP SCAL[ND SO BUMUEIIA BIS? UOO IB[NWINSS [B OPRULILJUOD
any eUnOIq 9p 0193)3 [3p peproyloadsa ey (g1 Frg) eunde O (ZF %91-) esepunolq
op WINY'V 9P SI[IAIU $O] U OANROYIUFIS OIqUED un oNsI3al s OU ‘0JIequia UIS "JOIUO0D
SBIN[PO SB[ U SOPIUSIQO $2I0[RA O] 10D operedwod (¢F %89-) Od A (SF %b9-) SOH
(ZF %I1L-) LANS 9P WNFV 9P SI[9AIU SO] U2 2[qejou ugroonpal eun ofnpoid eunorq
op erouadYap B (V] 31d) YDJH Jod SOPeUIlLIaep uclany WNYV 2P S9[RAIU SO A [210)
NV 12 O[s1e 9s ‘sepejen sen[3d ap Jued v -(ugioeiadnoar ap orpaur) BUI0IQ U0D [
$7 Iod sepe[nwuI}sa BUNOIQ 9P SIUIIOYIP SB[ A vUN0Iq P B:u_omwwlo%u:_ SEeIp G1
Iod sepeqnoul SeInjed ‘[ONUOD OWOD [RULIOU OIPAW U SEPRQNOUL SBIN{ID safeuswiadxa
sodni3 san ua opesrdin Jod sepeiquuas uolany Indap] seurwny SN[ Se (67) BUBOI]
ap pepijiquuodsip ey Jod opendal Jos opensowr elqey sjuswrelrald anb SO op WINYY
ap SI[9AIU SO U0 Sopeledlwiod UOIaN) SBWIZUSD S3I) SB[ 8P SOPEINSAI SO "OLUSI[OQE)SW
19 U DJ op [enuad [aded [e opiqap ‘ozifeue 95 UgIqUIE} DJ 9P WAV 9P SS[GAIU SO 91qOS
BUIOIQ 3P 019973 [ "O[10 [B BUNOI] 5P BPROUS 2] UR[ONU0d anb seuiajoid sop ‘eseprunorq
A LANS 9p WAV 9P S9[9AIU SO] SOWIRZI[RUR ‘BUILIR)IA B[ 2D RUSTOXD UOIDRIUIOUOD B
10d epengdaI sa BUNOIQ 9P UQIIRZIJIIN 3D O[DID [3P AABD sAuau0dwiod sof ap ugIsasdxs e
IS IBUIULIDISP BIed *T0doH SeIN[Id ud Bune[q 3p UgEZI[N 3p oI [ ua sajueddyied

SEWIZUd SB] AP WNYV 9p S9[PAlu so] ®Mm5aa eupgolq Ip pepliqiuodsip e

SOAvVLINSTA




9L

(@) runoiq ap aaidyap A (N) [euou ‘eje1 ap 01q2132 £ opedy ‘znday se[nieo us ‘SHH
3p eur101d op SO[9AIU SO 21QOS BUTIOIq 9P 010317 (D S "d -/+ otpawrold owod sopensour uos
K saJewaiou Se[N0 ap WNYV 9P SO[3AIU s0] ap afeyuasiod owod sopesaidxa uos sopejmsal soq
"BUNOIQ UOD SEPR[ALUNSS BUNOIQ 9P SIIUIIOYSP Se[n20 ejuasaidal [euoderp ‘eunolq ap sajuardgap
Sen|92 ejuasaldol eOUR[Q BUWIN[OD ‘SO[RULIOU SBIN[90 Bjuesardor eISou EUMIN[OD  ‘SOIUSIYIP
sojuswLIadxa son op maed B SOPIU2)qo SOPe)[NsSal SO] 3p eARejuasaidal esyeln) (g ‘(OJIND-HA(T)
dINDO-I1(g-8 U0D SEPE[NUINS? BUNOIQ 9P SSIUSIOYSP Se[nja0 A (O1g+Ja(]) BUTIOIq UOD SEpejnuI)sd
BUNOIQ 3D SIUSIDYIP ST (J3(]) BUNOIQ 3P SIWAIOYIP SB[N[FI ‘(JORUOD) SI[BUIOU SB[ 9p
mued € SOPIUS1qO WNYV 2P S[IAIU SO[ op oanejuasaidar ojusmuniadxy (v soporaw A sapprapw
Ud 9qQLIOSHP 98 OUI03 SOPRUILLINID U0IdTY eunde A eseprunolq ‘Od ‘SOH ‘LAWS Sp WENYV
9P SS9ATU SO ‘BUTIOIQ 3D JAM | UOD SePR[NUINSY UOIAN] EUTOI 8P aIqI] OIpawW U2 selp ] lod
sepeannd 70 ds1] se(eo se] ‘eupajoad A WARTY ap SI[3AI SO] 3IGOS BUNOIQ AP 0399)7 °T “Sif

BsEplupoly  Od SOH LAINS

Z
S
eyel g
01qa13) W
~
ney g
ops3iH -
%
[
d e
7odaH g g g g 0
a N 2 2 % 5 3
N m = -
= z2 5 2
In:
g
3 1

CupOvy
esEpjupolg

Od

SOH

LAINS




LL

£ LAAS ap saua8 so] sp uoroduosuen ] 91qos 0399]0 UN UIqUIe} 9)STXS 1S SOUWIRUIULINSP
ojuswLadxa 9383 uy ‘(67) BUNOIQ 2P BISUNOIP 2P SSUOIDIPUOS UI SEPIUMNUBW OPIS Iaqey
ap sendsap WNRIY 2P SO[SAIU sns Jedrjipowl eIed BUTIOIQ ap 5510AWI S3PBPIURD Ualambar
NC ¥ 9P [E1EUCSU UL} B UOO ssjusioed op sojsejqoiqy Sof onb sourensouwap
‘rousjue onides (9 ug -sesepxoqded 3p Idnmm epUAPPAP w0d sauwaned ap

SE[N[93 UI BUIO[Q P O [IP SBWIIZUI SB] 3P WINYVY IP SI[AAIU SO[ IP UQNBUIWIINI(

“BUNOIQ 3P SJULIOYAP Olpow
un ue Sepeqnoul AuawerAdld Se[n[90 US WINYY 9P SO[RAIU SO[ 9IQOS SAIB[IUNIIS S0309]9
uaud OJJAD |2 £ euROlq B[ anb uenssNWISP SOPE}NSAI S0ISH ‘[ORUOD SBIN[PD U SOPIU}QO
§aI0[eA SOJ & 030adsa1r uod (Q[F %ZII) 2dND 2p oSofgue [ O (yF %]I6) BUNOIq UOD
UQIOR[NIUTIS B] P OPERI[NSAI OWO0D OWIUIUI OIGQIE) UN UOIRNSOW ‘(JONU0D IO[RA [4D ZF
044g) BUIOIQ 9P BIOUSIOAP B Jod SOprIos)e ajusuIrAnEdIyIuSIS uolany ou anb ‘eseprunolq
2p WNRIV 9P SO9AIU SO] ‘a)senuod ug (] ®jqel £ VI "81]) ®BUNOIQ UOD UQIORNUINSI
®] © ©)sondsal v] e TE[TWUIS RISUBTU 9P ‘SO[EULIOU SAIO[eA Tezuedfe eisey SOH £ Dd ‘LAINS
oD WINIIV 9P SS[QATU SO] QJUSWIAIOUT ‘SeI0q +7 J0d JOO-IF-3 3p W [ ap uoIoipe
£ "BUNOIQ 9P SIIUIIDIJAP SBIN90 U9 (JNDI-IG-8) OJIND 2P 2[qRzI[oIply ou ofo[gue un
ap 0199]3 [ SOWRIPTYs? ‘ugIde[n3ar op odn owsmu 3 ofeq €159 eseprunolq £ Dd ‘IANS
ap uQrsaidxa e[ 1s Jeurualap eied “(§7) O9JND 9P SI[RAIU SO U OJUSWAIDUL [d £ §OD)
BWIZUS B[ 9P UQIOBALOE ®[ Jod soperpaw uos DDJ 9p © peprunqns e] & SOH 3p WNYV

9P SI[QAIU SO] JI(OS BUNOIQ IP 0199)2 [2 dnb SOWEIISOWIP OIPNYSI 2JSI 3P OZUSNWOD [V

"(OpEIISOUI OU OJRP) [OXIUOD SE[N]D U2 SOPIUI}QqO
S3[PATU SO B BUIAI0Id B] 9P UQIOBZI[PULIOU B] 0ISUAS SI)USIOISP SOARIND SO] ® BUIOIQ
3P UQIDIPE B[ ‘WINYV 9P SI[3AIU SO| UOD QAIISQO IS OUWIO)) ‘JOIUOD SEBIN[ID U SOPIUSIqO
sopej[nsal soj e ojdadsar uos §OH eursjoid ap pepnues e] aped elaoId) BUN B 30Npal
BUIOIQ 9P BIDUAIDYAP B[ anb ouijuos ‘zodoy se[nieo ua SOH 2P SI[2AIU SO| 3p 10[q
wsisap Jod sistjeue 19 (D1 S1I) ojopow owod §HH B[ B OPUBZI[IN ‘Bu1djoId 3p sajaAlu

SO[ U Blo[JaI 95 WINYJY 2P SO[AAIU SO[ 9P UQIOONPaI [ anb ournjuos as ofeqen 2189 ug




8L
¥Fe01 01F+6 EFLOT EUNRY
0IFZil FF16 (4] . eseprunolg
r¥901 1IFT1T £FCE od
8¥86 01F€01 §¥9¢ SOH
LF101 £FC6 TF6L LANS
%0JJAD U0D OPE[NUINSH  9%BUIIOIQ UOD OPB[NUINST 9,BUNOIq ap U] WY

‘79daH Se[n[I2 ua WAV 2P SIIAIU SO[ 1q0S JINDI-1g-§ £ BUROI] Ip 01231F°] BIqe ]




an s e o S e o T e S e T D BTG i Lz u R et e g ke o Sy e tee e i S PRAS SR EEED MR Tt L RSN S

6L

S3[AAIU SO ‘(67) SIUSULIOUIIUB QAIISQO 35 OWO)) "BUNOI] 3P SIIUINDIID SIUOIIBIUIIUOD
ap e1ouasald Us IMUIWSIP B BIOUSPUD) PUN QAIISQO 38 ‘0FIeqUUI UIS “BUIIOI] 3P BIOUIIOYAP
e] Iod sopejdaye, uolanj ou BSEPIUNOL] 9P WNIY 9P SO[OAIU SO ‘SI[BULIOU SB[N|9D
us onb [endl [y "LF %EQ B QJUIWAIDUI 35 O[OS [AS 9P WNYV [0 0 | ¢ eUnOIq
9P UQIORIUAIUOD B[ IBUSWINE [ "SF 940S ® (BUNOIQ 9D 2JUSIO[J3P OIPAU US OPEAISSqo
Io[BA) 6F %Z] 9p uomwme LAINS 9P WNYV 9 ‘eunolq sp M So.o UQIIBIUIDUOD
eun ug ‘(gz ‘S14) auaIafip Anwr any AN-ADA Se[N[PO Se 3p evunoiq ® eisandsar v

‘WY [ UNOIQ 9D UQIDENUINIOD BUN B [ONUOD SI[IAIU ISOPULZULRI[E
JJUAIOYD UB} 9NJ OU OJUSWIAIOUI [2 ‘OSIRquid WIS °SO[RULIOU SOUOIOIPUOD UI EBPILIQO
e[ B Jerwuis ugroeiadnoss eun onsow ugiquel SOH 9P WNYY [° ‘(67) siusuuounue

opensowap sowelqey ed owo) vy .mEvrlﬂf.ﬂdde@quE;ungumﬁmmumMo |

s e e A SN T ST e e e e b e o

Equ%om.duﬁalmﬂﬁw n T Ei 100°() UOIDRI;USOUOD BUN B .XooH op BUNZUD 2180 0p

et T = T e R P b
oo ee O st e R TR R s

WAV 9P S9[PAIU SO U3 no_o:EEmE eun olnpoid vunoIq 9p SAIULIDAIO SIUOIILIUIIUOD
.,mmmswo_oﬂt:&wmmzﬂ ‘BSEPIUTIONq ap WAV mBuZ: SO 21Q0S vATIEOTIUTIS UQLONUIWISIP
BUN OJous3 ou ®BUIOIQ 9P EIOUAIdHYIp B anb uv Iesad v -oAneoymdis [euordipe
OJUIWNE UN U3 UOIB)NS3I OU BUIUEB)IA B] 9P SAIOARW SOUOIOBIUAOUOS anb senusiw
‘NN 100°0) epezIun eunNolq 9p UQIIRNUIOUOD IOUSW B UOD QZUBO[E 3§ WINYY 9P
SI[QAIU SO] 3P RUIIXPW UQIORISANISL B] [ AJNS 9P 0SEBD [3 UF SBUNZUS SEQqUE 9P WNYV
3P S3[2AIU SO] QJUAWIOUL Y7 10d RUNOIQ U0 UQIB[NIUNSI B] ‘SI[BULIOU SOISB[GOIQI]
Ug "BULOI] UOCD UQIDR[NUIS3 B[ B 9UAIJIP AN RISURW 2P U0IdIpUOdsal $a1e[n[oo seauy|
sop se[ ‘gsenuod ug (g ‘VZ 81d) (bF %627) SOH 2p WNYV ap m20>E_mo_ U3 BPBAIASqO
ony Iefluis uQloonpar evun £ (ZF %z1) eqeiadss 9 OWOD UOIANUIWSIP JAJNS 9p
WAV 2P S2[AIU SO[ ‘BUNOIQ 9P QI OIPIW Ud SOPBQNIUL U0ISTY N-ADW A Sa[euLIou
SOJSE[qOIqIy SO OpUBNY) °BUKCIQ 9P SOUOIOBIUIIUOD SIJUAISJIP UOD SEPEJNIUTSI IoS |B
WNYV P SI[RAIU SIS JRJUAWAIOUL 5P eSepIunoiq A SOH ‘LAINS 2p pepioedes ] Jezijeue
3p U [2 UOD BUTIOIQ 3P ANUSIOYSP OIPIW UD SOPBQNOUL UOIIN] SI[RULIOU S03SB|qOIqIy
A MN-ADW semied seT (€62 11) eunolq eied epeas[s ury eun 1od epezusjoered
52 £ M 806y uoroeynui e ered e108100WOY $3 OIPMYS? 2153 UL BPRZINN Y- B[R}

BaU] B ‘uoweingar ns wo epesiduwil wss SOH B[ IS ‘9IUSWAIUANIISUOD £ BSEPIUnoIq




S A R

08

‘S "d -/+ oipawoid owiod uensanur 3s £ $9JUAIYIP sojustuiiodxa 911 op uos sopejuasaid soep
SOT "eun}oe-¢l ap WNYV 9P S9JOJA SO[ UOD SOPEZI[RULIOU A BUTIOIq U0 OIPIW U3 SEPIUSJUBW SB[N[2D U2
SOPIUR]QO WNYY 2P 5910[BA S0 ap 2fejusatod owod sopeiussald Uos sopeInsal so] soporaui A sajpLLIow
U2 9qQLIOSOp 95 OWO0D SOPEUTULIANSP UO0ISN] BSEPIUNOIq A SOH ‘LAJANS 9P WNYV 2P SI[0ATU SOT 'SEIOf
pz Jod eunoiqop Wi o' 1 A WY 10 ‘W 1070 ‘T 10070 ued se10y $7 10d SEPRNIUISS UCISNJ SB[N[ID S|
‘opot1ad 9152 ap sendsa(T ‘seIp 41 Iod eurnolq ap 21qI] OIpSWI U SOpeANNd UoIdTy () (DI 5015e[q01ql]
so] & (¥) sa[euLIoOu SOISE|qOIqY SO "(IDJAl SOISE[qoIqI) £ SI[EULION SOISE[qOIqI] Ud ESEPIUNOIq
£ SDOH ‘LANS W WNHV 3P SIPAIU SO[ 3IQOS BUNOI] IP UQNEIIUIIU0I B IP 013}y 7 'S1g

(NN} Bunoiq ap UQIDENUSOUDD {n) BUROIq 8P UGIDENUSILOD

J‘ _.“o _b.o 50.0 0 i 10 00 1000 0
. z
T 1 i m% g3
\m_l\\.fffm 05 8 2 82
: g & 22
g 8 F0S 5 »
¥ 53 CE:
" £z L o3

_.-%001
¥ $001
SOH #
ESEPILIOIG - -&-- mwmu_:mw_u .M.
LANS —m— LANS —m—

q v



8

op 9IQI[ BISIP BUN UOD OYDJBW JRISIAY SEIRl B QJUILUI[e as ‘ojuswuLiadxa 2153 uy "sopifo)
SQJUAIRJIP U3 BUNOIQ 9P UQIONUIWSIP B] 3p ojoedwll |9 opeuruiexd Soway A sunoiq ap
BIDUSIOAP 2P (®BJBI) [BWIUR O[IPOW UN OPBZI[UN SOWSY ‘CAIIONNSIPOINE Jjustudjuarede
‘osaooxd 9359 op ooiSo[oisyy Joded o Ieuruujep ered ‘o[qiuodsip euyolg eood ©]
Op UQIOBZI|IIN B] U2 UOIOONPaI BuN BLe20A01d SOH A LANS 2P U01saIdxa e] ua ugroonpal
eun onb & OpIGap ‘@oIjOqRIOW SISBISOUWOY B[ 9P OJUAMIIUNURW [3p RAUOCI UI BLIBMOE
eouauede us jeuordduosuen uororindal op OWISTURIIW 9)ST "BPLIDAJR S2 OU BSEpIUnolq
3P PEPIAIOR B[ 9)UBIPIW BUMIE)A B[ © JB[o1oaI eled pepijiqey e[ anb senuaru euadoxs
BUIICIQ 9P UQIOBZI|YN B[ US SEPRION|OAUI Seu1ajoxd se[ ap WINYVY 3P SS[JAIU SOf JoUuajuew
ered seuewiny SeIN[9O sey ap peploededs e usAnurmsip §OH ® ap Uad [2 ud souodwNW
o eunolq ua efeq e12Ip eun anb uaIdI3nS SSIOLdIUR SOPEINSAI SO ‘iR AP sopifay ud

BUNOI( 3P O[JIY [2 Ud sepedjjdury SeWzud Ip WARIY 9P SI[PAIU SO[ AP UQIIBURUIAA(L

"ADW SBINIPI U2 9D B jUsLU[BuLIOou
uopuodsar ‘§OH 9p WNYV [° anb [endt B ‘LAJNS 9P WNRIV [° snb uoseuLnjuod
sopejnsal s01sq ‘(67) (OpeHSOW OU 0jep) SI[BULIOU SBIN[90 U SOPIUAIO SI[AAIU
so] & 9jqeredwod [AJNS A SOH P WNYV [ US OJUaWAIOUL UN 31 OPE)NSal |2 A AW |
SJD-IG-] UOD SEPRINWIISS UOIANJ BUIIOI] P BIOUIIDLAP 9P SIUOIDIPUOD U3 SEPRAIND
SIN-ADIA SBINI9 Se] "d0dIND-Ig-8 ap 'rouasald ud W-GDO sawuatded ap A sojeuniou
SBIN20 IBQNOUI [@ EPRZI[RUR anj ‘WINDV 9P SA[AAIU SO[ 2I1Q0S -ADA SBIN20 Ud OYJ

-§)D-SOH SI[BUSS ap UOIIONPSURI} ap 1A B[ op ofeqe OL SOUWA[S SO op pepudajul v

‘ueinw §HH
op erouasaId el 1od opeioaje o OU BSEPIUNOI] 9P WNYV [oP uoIsardxa ef onb uwensseniop
sopej[nsol S0)sg JR[IUAS OJUIWRIOUI Un Jeifo] ered sojewriou sen[ed sef anb eunolq
SBW S202A (O P souaw of Jod ap arvmnbar JN-TIA SB[ US LANS 9P WNYV
3P S3]JAIU SO 2P UQIOBZI[EULIOU B] ‘SDH Sp OSED [0 Ud omwod ‘onb uensenuwiap sopeinsax
SOIST JAM ('] UQBNUIOUOD BUN UI BUNOIQ IIPRUR [@ OLUNOO ([OIJUOD SAIO[eA SO} 3p
$T%6L) OPRAISSQO OJUSWINE JOABW [ “BUIOIQ 9P SEE SIUOIDBIUIOUOD UOD SEPR[NUIIISI

UolanJ SeINjad SB[ OPUEND O[OS UoIegjuawne “YN-AD Se[N[20 ud SOH 9p WNYPV 9p




T8

'S g -/+ o1pawroid owIos urnsanul 98
A s3)ua1931p sojuswiLIadXa $31 9P UOS S0JEP SOT "ojusurIadXa BpEd 9p SOAlEIUasaIdal YO -1 ap sojonpord
UBLSIOW 9 BUTOL- U2 SOPTULIGO $210[BA SO[ UOD SOPRZI[EULIOU UQJIATY SOPEINSa) SO "sejeuwiou sopils)
U3 SOPEAIdSqO sa10[eA sof ap ofejusadiod owoo sopesaidxa A soporau A sajpridiput ua 9QUDSIP 3 OWOD
SOpeUIULIZep UoIany 01qa1ad A opedly sp eunde £ esepunolq ‘Od ‘SOH ‘LAWS 9P WNYV 3p sa[aAlu
$07] "seuurds oydo 1od (q) eunolq ap NuatdYsp £ (N) [BULIOU BIIP BUN U0 SOPEIUAWIL uoIInj
SOJNPEB SOUIBWI JBISIAA SEIBY °EIRI 3p sopifey ua wBuUNOIq IP BPUIPYPIP €[ P 01 ¢ eandiy

4

asuppig 1oty

3 ! []
3 ["s]
SR[pTIvH

{lo1uoo [3p 94) WNRIY 2P SAPAIN

OdgRIAD OavOIH

VIR 25K S . NPT WD A NG L)




2R By B gt PN T S A O TI A
T eed B T AR A
RTATT T ol B ATk B e B S el

£8

[2 U2 03199)a unSuIu oAty Ou ojulIUIelen AASH “(qBp "S1]) SJUSWBANDIIASAI ‘bF %T8 A TF %EY
e Dd £ LANS 9P WNYV 3P SO[PAIU SO U3 OJUSUIAIOU] UM SOUIRAIIS]O ‘BUNOIQ UOD SAJUIIJAP
9D Se[n[d se[ re[awnsd [V (o7 B | ¥F %96) LSEPIUNOIQ 3P WNYV 9P SS[PAIU SO 0109e
Oou BUNOIq 9P &omomomuv ] ‘S9IOMISIUE SOJUSWILIAAXa SO] U2 OPBAIasqO O]  ajuefourss eisuew (g
Qe "B1) S9yeULIOU SAI0IBA SO SP 9F %EE € Dd £ OIF %07 ® LAWS 9P WNYVY 9P SS[2AIU SO
us oqueprodull UQTIINPAI BUN SOWBAIISQO BUTIOIG 2P 2JULIOIJIP OIPIUI U SB[N[I SBISI Feqnoul ap
sondsa(q "eIRI 9p BWOI[S 9P 9D SB[N[9D 9P SOANND Ud eplonpoidal 1as eIpod eUII0Iq 3P RISUSIDIP
B] © 0IGaI9D [9p BIOUISISAI B[ IS sowreipmysa ‘reniso odn o opifey ap eogioadsa pepaidoid
BUN 2p ojonpold uos sopeynsal $03S? 1S JBUIULIDNRP BIEJ "0IQ3120 [9 Ud ou osad ‘(opensow

QU 018p) UQULI A 0pBI[] U2 WNYV 2P SO[PATU $O] e[ndal vurjolq v] anb uaiaidns sopeinsar soisyq

(91 "811) SOH 2P PEPHIUE) B[ 91098 OU OJUSIWIEIEN [3 01QaIdd [9 Ud onb senuamw opediy ua ¢(0¢
un ua eursjold ap sajaAlu SO} 2oMpal BUNOI] AP BIOURIdYSP T| anb onsout jo1q waisapy Jod SHH
9P SISI[RUR [ '0Iq312d 0 opedIy us (9 "31,) eunor ap UdF [9p WAV [° U2 oundie 0103]3 0AN)
OU BUNOIq 9P BIOUSIDIOP B “(Pg "S1) SO[PULIOU SO[BWIIUR US SOPEIIUIOJUD SO[AIU SOf € 030adsal
uod (QIF %671) BSEPIUNOIQ ap WAV [2 U0 OJUAAISUI 0)S3POW UN SOWBIUCOUD ‘SIUIIIJAP
SEJRI 9P 0IQa13) [ Ud ‘03IRqUId UI “Ssouewny Sojoojeday ap SOANRND Ud SOPIUAQO SOPEINSAI SO|
© JR[TWIS BISUEW 3P ‘(BUNOIQ 9P SOJBULIOU SI[AAIU ® 0302dSa1 uUod ZF 9,16) Ope3y |2 us opejoaje
ony ou esepruniolq op WNYY [H "(o-e¢ “S1q) vuUnOIq 9p SAMUDAYID selel ud (€F %96 ‘Od (LF
%6 ‘SOH ‘1F %406 ‘LAWS) o1quied 0181 un 0[0S UOIENSOUl WNY'Y 9P S3[IAIU SO| 0IG1D |2
u2 anb senuatw (BUIOIG AP SI[BULIOU SA[IAIU B 0393dSa1 U0D ZF %L1 Od ‘€F %85S ‘SOH ‘€F %Ib

‘LAJAIS) SSIUSIoLjop seiel op opeSIy [0 Ud WINYVY 9P SO[RAIU SO] Ofipal vunlolq 9P BIOUSIDSP B

-0pe31Y Ud uQIsaIdxa ap sauoljed SO B SAIBJIWIS SOPBINSAI
uoralnpord uouir us sopezifeal sareuruljald sojuatunadxa anb e opigap (¢ 311) opeSIy 3 01qa190
U2 sopIuaiqo sojep so| uejuasaid as ojos ‘sopeynsal sof op uopeIudsard el Ieoyrduns vieg
“DdH ap sojonpoid ap odLIWOISUSp sisifeur 10d SOUBSIO S2IULIQYIP U SOPRUIULIIIIP UOLSTY
eseprunolq & Dd ‘SOH ‘LAJAS 3P WARIY 3P SS[PAU 50T *(0€) DOd A Dd Bunolq ap sajuatpuadap
SESE[IX0qIEd ST| Sp PEPIANOE B[ U2 UQIONUIWSIP BONEWIRIP BUN £ BUIIOIQ 9P BISUIIOLJOP 9P OOISED

odrjouay 3 ueqeiuesald sajeunue soj ‘odwion 2359 ap spndsa(] "SEUBIAS OYOO IUBIND BULOIQ



¥8

g 'q ~/+ orpawoid OWOo UeNsanw 3§ A $AUAIYIP sojudwrLddxd
$3I) 8P UOS SOJEP SO 'BUNOIq UOD SEPENUINSS BUNOLG 9P SIJUAIOYap seniyd ‘[euoJerp
‘Q)UATOJOp OIPaWl US SEPIUSIUEW SB[N[Pd ‘SBOUB[] SEUWUN[OD ‘[BULIOU OIpSUl UJ SEepludjuew
seeo ‘seidsu SeUWN[O)) ‘SI[EWIOU saiofea so| dp afeyusdiod owed sopesardxs £ sopojau
A Sa[pLi21pW U QUDSOP 95 OWIO) SOPEUIULIANP UQISTY WINYV 9P S[aalu soT ‘M | eunoiq
U0d SEPRINWINSS A BUNOIQ 3P 31qT[ OIpaW U seip ] J0d SepeqnOuT Uoleny 90 saye1[d se[n|9)) "BjBdL
ap sa[en3 Se[n[99 3 WAV AP SIIATU SO 2IGOS BUIOI] IP BIDUADLAP €[ 3p 0333)7 "+ 31

2

Gonuod 9P %)
BLEIE LINYY $3{8MN

8

-

2
{fued |8p %)
BSEDIUNGIY WANHY SARAIN

g

2
{1000 fop %)

LANS WNYY soeAN

F

004
.,J%a_vﬂﬁ - E “ . n

q v

supolq 103 sEpehupsy g7
wupolq ap sauRYd [
[o13u0a se[NRD) Y




c8

“BUIJOLq 9P SIUAIOISP O SI[RULIOU SEJRI 3P 01gaI2d [9 U BIBIIAI3P a1qisod any ou
ofeqen 91so U3 SEPBZIJIIN SIUOIMIPUOD SBY ofeq A 01ga13d K ope3Iq us DO anb sjuBpUNgE SOUSUI
oyonut $2 DO anb worensow {(z¢) sopeoijqnd 2JUSULIOLINUE SOIE(] “BUNIOI] 3P $9IUSIOLIP Sejel
A safeuwiou sejel 2mus HDON A Hd ap Sepe[unolq SeseIx0qled 3p [3AIU {9 UI BIJUAISIIP 0qny
Ou ‘0I1g3190 U3 ‘9I1SBI1IU0d Uy /(¢ "81,) [013UO0D SI[BUITUR U3 SOPIUIGO SIIO[BA SO uod opeleduwod
04,06 U ud uomampal as (e 7L) DOW A (BIrL) O0d ‘(BQM8T1) Dd 9P Sepe|lunolq seulo]
se[ ‘eunolq Sp SAUIDYIP sejel op ope31y [o ud snb uoiensow sopeynsal sojsy 10[g WILISoM
op SOARSUd UD eurpiar)danss SOWEZI[HN ‘BUNOI] 9P SAUSIOLIP K Sd[euULIOU SBiR1 9P 01g3132 A
oped1Yy ap S010EIIXD U euraloid v epIun vULOIq 9p PRPHUED B TRUIUINAP vied ‘seuiaold e eprun
punolq eood Amuw 1aqey eHagap {(SHH 9p BIPUAIOJAP) BUTIOIQ 9P BIOUAIAISURL B UI UQTINUTLISIP
o] A sese[ixogleo ap SISAUIS B[ UI UQIOONpal B] 3p SpARll © ‘sopifa sono ug -0IQaIdd U3
SESB[IX0QIed B BUNOI] °p uotoe1odiooul g JRZIWIXEW |3 012{qo Jod usual BUIOIQ 9P BIJUDIOLIP
ap sopourad 2ueInp 0Jqa13d U O[I1D 3)S3 3P BATITISUOD uoisaxdxa e] £ ope31y us eurj01q 3p 031D
[op uorsaidxa ef ua uoisaxdar ] snb U2I0I13NS SOIOWAUE SOPEINSAL SO “euljolq ap SUILIP

SEJEd U3 9)UITBARIINAS 0PEATdsad so SI[€1QaId SESEIX0QIEDd U3 EULOlq ap opiuajuod g

"UII0Iq 9P $IUAIOLJIP SBIRE 3P 01Q313D
Us epenuUodud 'ISandsal ef op USILYIP A 7odoy se[N[32 SB[ ® IR[IWIS BIOURWL 3P uspuodsal

ejel op BwWoNS 9p ¢ Se[N[d Se| anb URDOIPUI SOPEYNSAI SO ‘(op "S14) eseprunolq ap WNJV




‘soporaus £ $2)0L2IDW U JQLIISIP 28 OUWI0) BLEIWOISUSD 10d opezijeue
aTy sepe[UnOIq Seserxoqied 9p opruatuos |F (e 7L) DOW A (BCPI8TI) Dd ‘sopewodar
atuswerasad sese[rxoqres se| eied SaIR[MOS[OW sosad sp nped e SEPRONUIPI UOIINY SEPEAIISQO
sepueq se "dV-BUIpIABIdonSd UOD SPUBIQUUISUL SB| 5P UQIdEqUIUT B] Sp Olpawt lod epezifensia
o1y SESB[IXOQIRd 5P UQIOR[IUNOIQ B "BSO[N[00NIU 3p seuelquISW € sepuajsuen A gOvVJI-SdS
$15210J01309]3 10d SEPRUOIdIRI] UOIATY ‘BUNIOI 9P SIIUIIYP A S3[EULIOU SEJRI 3P 0193193 A OpedIy
ap sod19101d soBNXH ‘SESE[IX0QIB) AP 0IqIID £ opeSiy ud euUnRoOIq 3p opluajuo) § "By

a N a N
oHgIUAD 0avOIH




L8

9P BIDUSIOJOP 3P SSUOIIPUOd U sodugyuad souedio sono A opeSiy ua opuruUOIOUN]
enunuos eursjoid e BpIUN BULOLq 9P UGIoEIaqI] & anb sowILagns ‘sopejnsal s0}sa uo aseq
u0) *(£E) SAIR[M[ad SOATND UD BSEPIUNOIG 3P BOUPWIZUS PEPIALOR B] BJ09JE OU BULOIq
ap eromayap e onb uorensowsp seusinb “s[00 A rowEIUNRY 10d sopeorjqnd sopejnsal
so] ueuawopdwoo ‘ejer ap soougjuad sopifsy £ seuewny SeN[0 UL EBSEPIUNOI] 9P
WNRV [SP BAUMISUOD UoIsaIdxa B[ 3p 801208 OPIUalqo soway anb so3ze[rey S0 “eunolq
op UOMEZINN ] JSB OpuUdlonpal ‘opedIy us sesejixoqied A SOH ‘LANS 9P WNYV S|
op UOIDONPAJ B] 9P BIDUANDISUOD OWIOD 0IGII30 [E BPIONPUOD $3 21N BUNOK] B] ‘OLIBUIISI
2152 ug 'ousSQpuD OJUSIWIE[IINAI [3p A EIIP Bl 3P syustuasold ewse[d us AjuURINDIID
aIqI] BUNOL] B] B 0IGAIAD [3P OS300T |3 30210AEJ OUNA®R 3P sopourad ajuemp soougjuad

sopifs} U BUNOIQ 9P UQIEZINN €] US UQONpaI B dnb sowlsdns ofpow 3)sd Uy

‘gunolq ap ugroeaudap e ajueinp opesy [3p sesuadxa
® 01Q2133 |2 US BUNOIQ 9P [BIOUISH UOIOUNY e[ 1eAIsdid so [euolodiiosuen ugIde[ngar op
owsIueoaw 93sd ap 011sodoxd [ anb sowLZNs SOPEIINSII SOISI US Opeseq 01210 [a Us
AJUSWRATIYISTOD SopesaIdxa usdsueunad senuanu ‘epruidal sa ‘uoyLs £ opediy 1e1oadsa
ua ‘sooupyuad soueSIQ UL BUOIQ SP UQIDBZITHN B] UOJ SOPBIDOSE WINYY =P uotsardxa
] ‘OpEJIUI] O OPIONPAI 3 BULOIQ B 0S3208 3 Opuend anb ‘sowauodord ofeqen 2359
ug ‘EuUnoIq Jp SSIUBIIWI| SAUOIIPUOd ofeq BUROIq e[or0al eled peproedes ns epejuswne
124 eupod ouedio a1sa onb 21313nS BSEPIUNOL] AP WNYYY [° US Ojudwine 01s9pow [2 anb
s3 ayuepodut 2uswenS] "RANMNIISUOD BISUELI 3P 0IGAIdD U OPesaldxa 1as adared eunolq
ap 0[o1> 19 anb sa uoredusaaul ensonu eied ajuepodwll JJUSWIRINONIERY  RUILE)IA
] op snjeiso [ Jod TPEdaJe s OU BSEPIUNOlG BIA EUIZQPUS BUNOIQ 5P UQLIEZIINNAI T
‘915eNU0d U "WARY SNS 9P SI[SAIU SO[ OPUSIINPAI BUNOIQ 9P BIOUI[OYIP B & uspuodsal
‘gorp v us aquesaid o ruodoxo euporq op uoWEZHUN T eied SO[EIOULSY seutajord
‘SOH A LAWS onb uensonwap sojuswiiadxs sonsonN BUNOIQ dp BRUINYIP 3p
$3U0I01pU0D ofeq eyel op soueSIQ SIIUSIPIP UL A SEURWINY SBIN[O AP SOAIND UI BUKOI]

3P UQIOEZI[HN 3P O[I1D [ap [EUCIddLIdSUEI) UGIOR[NFaI B OPEINSIAUL SOWSY ofeqen; 2152 ug

"NOISNISIA



88

-1g-8) gD UOD SB[N[9D SB] OpUB[MUNSS EBPILIAAL 195 opond BUNOIQ 3P BIOUIDYIP
10d D0 2p eydie peprmqns e] & [-)JV ‘SOH 9P WNYV 2P SISaus ¥] 3p ugisardar
el onb somrensowsp sjuswelsdld ‘(9 ‘Bn) DIL-SOD-SOH SS[EUSS 3P UQIINDSUED

ap BIA B[ 9p UQIOBAIDE ] SJUBIPAW ILundo doared BUNOIQ 9P O[O 9P uoloenBal B

‘(1+°0%) BUTI0Iq 3P SAUAOYAP SEIRI 3p OPESY Ud
(seseqixoqeoode) sepe[iuljolq OU SESB[IX0GIEd 9P UQIOR[RIUNOE B] 9P BOI20R JJUAULIOLISIUE
sopealjqnd sOIpNISe UOD URPISNOUOO SOJEP SOISH "SOH P SISSUIS B[ UI UQLINUISIP
B[ 9p BIOUINDASUOO OWIO) BUOIQ 3P BIOUAIYSURI) B[ U2 UQIDONPAI B E A sese[ixoqieo
op SISUIS B UD UQIONUIWSID B] B I8I3Qap spond opeSiY U3 Sepe[iunolq Sese[IxoqIed
3p pepnued B] U3 UQIINpAI B (6€-S€) BULOIQ Sp BIDUSIOYSP IP SIUOIdIPUOD
us sopealasald SjusWIBALIR[AI UOS BUNOIG 3P soyuatpuadap SeSE[IX0qIed Jp PEPIALDE
B[ OWIOD ISE 01130 [2 U mcﬁo_n 5p OpIu2juod 9 anb opensowsp uey so1ad1d sorprysy
"OPINUIWSIP 9JUIWBIIAIS N SEPL[IUNolq SBSE[IXOQIEd 9p OPLUdU0d [3 opedigy us anb
SENUSIL ‘[ONUOD SI[EWIUER U3 SOPBAIISQO SO| B SAIB[IUIS UOION] 01G3IaJ |3 UD Sepe[IunoIq
SESR[IX0QIRd D SI[IAIU SO[ ‘BUNIOI] P BIDUIIDAP 9P SIUOIIIPUOI SEY 3 Iesad v -eunoiq
op S2WAIIP £ SIRWLIOU SBIRI I 01Q3J3d A ope3ry ua sepe[iunjolq SesE[ixogled dp

sistjgue ap olpawr Jod ePeUIued anj 019ax3d |3 Jod eunolq ap Terouarayard ugrorZIfn e

"BUILIR)IA BIS 3P EIOUSIONAp 3p sopolrad us euliolq
ap sojusipuadop sese[ixoqied ap owndo ojudIBUOIdUNY |3 ueinSose ‘eseplulloq elA
‘gur|olq p OJUSTWR[OI[D2] |3 U OJUAWAIOUI [ QWD ISt ‘SOH ®lA ‘BUNOIQ 3P UQIOEZINN
A eannmsuod ugiowides e] SpuUOp U ‘0IGAIAD B JUSW|EUY A OLIOIB[NOIID 93UILIO)
[2 eroey sopiSuup uos ‘opedny op Inted e eperaqi] vUNOIq €] A e1a1p ®©] 3p Jtuaruascid
eunjolq ap ofnp [o OLEU20Sy 9183 ug  (yE) pepluye Be 9p TULOIQ 3P 1opeyodsuen

gun op eroussald v] OPEIUAWNOOP BY 3 0IGAId0 [9 Ud anb Iejou 190y 3juesaIANUL ST

*SOpIf2] SO}S3 UD BWSIU Bf 9P UQIDORZIJIIN B] US UQIOINPAI B B OPIG3P OLIOIB[NIIID

0JURLI0] [E BPIONPUOD S3 ‘EPEIdql| BUMMIE)A ©)sd op aued eun ‘031BqWIA UIS ‘BUIIOIQ



68

3P SOPRPIAIOE SE[ 9P UQIOINpAI ot,o& gun uensanui anb sjusuLIousue sopesijgnd
sopeynsa; 1od opekode so o[opowr 95y  SoUBWING SOISE[qOIqY K zoday senyeo
U3 OPBAIASQO Of € JEIUILS AW BISUEW 3P SOPIONPIX UOIANY Dd £ SOH ‘LAINS 2P WNYVY
ap SO[AAIU SO] “BUNOIQ 2P SIUSIDYSP OIPAW UN U BIBI 3p 9D SY[N[I Ieqnoul [e anb e
‘Ie|ne9 BONSLINNORIED BUN 3P Of3[J9I Un anb SBUI opifay 2189 op eoy10adss pepardord eun so

BUIOIq O BIOUSIONAP B| B 01GAI30 [3p pEpLUntuu [ anb UaIal3ns S2UOT0ET1ISIAUT SENSANN

*(Q€) »UNOIq 9P BISUIIOIP 9P SAUOIDIPUOD US UQIIONPAI
eun uoo uoptrodsor 15 eorjord esew e[ anb [enS B DDd K Dd 3p peplanoe g| anb
ouodar odnid owstu 5159 anb e ‘OPEZI|IN OPOIPW € IS13q3p apand ‘sopiualqo sopeinsal
SO[ U9 UQIORLIBA ] ‘D 9P WANRIV 9P SO[AATU SO| U3 UQINUIWSIP BUN UOIBAISSQO
ou sojj@ ‘sowepodolr sonosou snb of B INUAIJIP ‘031eqUI3 UIS SOUIIUIUI SOIQqUIRD
piuasa1d 01gaso0 onb SeNUSIW BUIIOIq O SAIUAIOLAP SEIRI 9p OPESIY US Sjual(elouelsqns
sopejoaje uos WNJY 9P Ss9feAlu so[ anb uorensow sousmb  ‘ZapUg[aN-Zen3Upoy

op odniS 19 1od sopenuodud so[ © s3IR[IUIS UOS SOH eled SOPIUQO SOPRINS3L SO

“BIOUSISISQNS 2P [9AIU UN & B[IEJNLUI[ OUIS BUNOIQ dp UQLOBZI[IN
] oyo[dwoos 1od muwidar ap peprjeuy e[ dusl oU jeuoroduosuer) uoisaidsl ap vWISISIS
[ anb 1o8ns ueupod euRolq 9P SAUIOYSP SE[NID U (940€) sese[ixoqied A IANS
‘GIH op WNYY 9P SOIUSUBWIOI SI[IAN SOT "SBSB[IXOQIRD Jp UQIIEANDE | 3p S9ARH
® oWSI[OqeIaW 3 Tejuatulje eled opedy owod SOUESIQ U 31qY] RUNOIQ 3P [edouud ajuany
B[ U3 3SIIIIALOD [B 1BN[3D BIOUIAIAIQOS B[ B JINQLIUOD spand ‘eseprunolq ap BANMSUOD
pepianoe e] ‘ordiouud U ‘BUNOI] 9P BIOUSIDYAD 3P opowad 12 sjueInp eSepIUNOlq
B] 9P SPAEN B BPRISQI] OPUSLS BNULUOd anb vULZQpUS BULOK] ¥ 1o3e ered opuanbai
odwsn [ap ofa[ja1 UN UOS SOPE}NSAI SOISI “auawalqeqoxd Anp BUNOIq 9P BIOUIDYIP
monpoid ered (0LI0JRIOqE] 9P SIRWIUR O SBR[ U3) opuanbar opouad 0sua)xa [2 1ed1dxs
apand eseprunolq 9p BANNISU0d uoisaxdxa v Ela €10 Jod ependal sa ou BSEPIUNOIq
eurizua ] 20b £ 9JIND 2p S1UdIpuadsp OWSIUBOIUI OWSIW [3 10d ependai1sa Dd £ LANS
ap ugrodusuen e] onb opensowsp soway ofeqen 3isa ug ‘(67) DI A& sHD seWIZUD

se| op saropiqiyul uod epidwniuajur 105 spand sauad sojss op ugroduosuen el £ (JWDHO




-ofos ue epeesardal so [euoddLIdSTIRY
mOUNy ¥ A |NZE US PPEJIPUI SO SBSEIIXOQUED Op JOPEOO OWed BuI0Iq 9p UOIUNJ BT
‘SeuwemNy SB[} U3 BUNO] P UONEANN P 0P [P vonpywoanbss ugEIuIsAIdIY -9 Sig

uordLIdSuR.I |,

apoowep op)  BUNIOY

. SESWIXOqInd
SOH ap ugpvjIUnoNg
SISTIO}OL ]
dINV-H /
eupolq |

[euoxdriosuel;
o m—— JOPEIRTAL LHI0D BEUDOH]

BSEPIUNOH

— 1O]DEJOD OWoD BuROlg




16

‘ounie |2
sjueInp es0on|S A vUN0Iq op [21G2190 BIUIOUODI AP SBIUR)SIS SO ANUS SIPIYIIWIS 2I213ns
[BIqo1a0 owsijoqeiowt [3 ered BUROlQ 9p sAJuaIpuadop SeSBIXOqIEd SE] Sp EroueHodw]
v (§4°74'07) SeuoInau se| ua euynswi dp 2quaipuadspur esoond sp apodsuen (2
opuatusjuew A Jemosnut opifs} rod UgIOEZINN NS OPUIALONPAI BIFO] 3S 0IGIID T8 BSOIN[3
9P ONURUOY ONSIUIWNS [ 'BISISU D J)UANJ OWOD OJBIPIYOQIED 1S3 P JUIUIBAISN[IXS
1520 opuadap 015199 [3 anb ap 0goaYy 2 IS BS00N|T Op UOIORZIINN B[ US EIYLoadsa opifay
uoe[nSa1 ap odn 2359 9p sy owstedio [ap [RUOOLYNU OPEISI [P 2qudipuadapul
PISUBWI 5P 0IQ2I30 2 US Ojjoqelow 2)s3 op ewoussaid ef ezpuereS anb of ‘eurjnsut
ap apuatpuadap s OU SeUOIMU SB| B1oRY BS00NS 9p Ofnpyul [ "uoSeon|3 eUINSUL AULI0D
19p uowonpal gun ¥ esondsor ua 1T SeIopeHodsuen SOf JEZIfRUIMNUI [B BSOON[3
5P OWMSUOd NS UBIUI] ‘01qaI12d [3 ou o1ad ‘sopifey sof sp eLI0ARW B[ ‘Ounde [2 aueIn(g
‘ounke A [RULIOU UQIDBIUSWI[E 9P SOPEISI SO U3 OJUNSIP $3 010 © oued1o un ap esoon|d
op ooyen ap uoxed 13 anb opiqes ey 28 SoUR SOYINW AUEIN( ‘BUNOLG B BIed OAISN|OX3

OUISIUBAALL UN §3 OU 01G3J20 SNSIOA OPESIY U2 SHIUILINU 3P [BIOUSLAIP UQIONQLISIP B

‘01q2139 [3p OjusIWEUOIOUN} A OJJOLIRSID 12 Jouduew eied sourdio
$01j0 Ud BUNOIQ Ap Sojuaiulanbar soj auswjeiodwo) euROYUdERS owsiuesio un anbiod
1o reorpdxa eupod 0387 “(£€) SGIY 9P O[9I0 [P SOLBIPIULIAUL SO 3P uUalUeAldadsal
0,09-0F A 9%0¢ un ®sey Jepode apand eyd £ seuomau us ojeanutd [ap ugrdE[IXOqIED B]
anb opensowap ey as WU (££°9¢) el ¥ Iod ruiureini3 op uordenodxa e € £
SEUOINAU 3p VEVL) A ojeweiniS op ugroelaqi] g] B opiqap apiald s [end [o ojereini3o}ad
-eJ[e [op ugloerouad el ered sjuepodwl $3 ) BWIZUS B[ 9P PEPIANOE B[ ‘01Qa130 [9 UY
“(£81) (SE) [BIQaID OUISI[OQRIOUI [ US SI[BUOIOUNY SBSB[IX0QIEd 9p erouepodur e] ea1pul

opeSTy [op sesuadXa B 0I2I90 |9 UD BUNOIQ 9P SA[3AIL SO| Iealasaid ap sisaiediy e

(g€) runolq

3P 21q1[ OIPaW UI SOPEALND sopdounessnb £ erj§orpuspo3I[o ‘SEUOINAU U SESE[IX0qIed




-opnasnm £ opediy
¢01(2132 U BUI0I] 3P WORFZINN ¥ P uonen3as v vavd JE[NSY OWSMINE 3P OPPON L 31

*BuLjoiq Ap opPH “runulq 3p opPY
PP ®ISINL[E UOREMINY Pp eApisod UODEM3NY

ONAV OTdANVdSOd




¥6

"00S-€67 ‘8
wayoorg r up) (0L61) 'O "H ‘SuocH pue 1 “jeanj-oSens] Y ‘Tunueulgsyeq
‘885-18S ‘6 7 195 217 (0L61) "d S “AUSTA PUe “ 'V “Teypoed

€8Z11-08T11 ‘€97

Lustuay ) porSojorg Jo jouinor sy (8861) " ‘useID pue “F ‘ENdted [ SUI0D
‘3€001-S£001 997 w2y) 101g £ (1661) M ‘Wnureugsyeq pue [ ‘weqneyd

19¢

-09€ ‘b sMataL uoyrnN ($861) "9 " HOIULIODIW Pue “W “(I ‘0TWOT]-SI9M0H
'96£9-E6€9 ‘65T Wy jo1g [ ($861) "d "V ‘eN9pnoy pue “L [ ‘0suadg

1oua0) jo wnE (€007) V " ‘[eARID pue “ T 1oAY “Y ‘seumq "V ‘W ‘BuereN
-€8-9/ ‘9§ PN [0Jy wayoorg (S661) "€ FIOM PUE 3 “Toneyydstald ' ‘SOWAH
88-¢8 ‘[LE “sAydorg wayo01g Yoy (6661) WA NOOW [ ‘Tud[dwaZ

CC-1 ‘6L wao01g 1130 10py (8861) M ‘HHnwRUYSYe “N T ‘Y3uIS

0EET-62€1 ‘91T OE-6ZE1-(ZSSH)IQIZ 8T unr 2961 294108 (7861) "1°d ESCEETN
‘26

.18 ‘v doy 1019 1034 (8L61) "W “ieTeded pue “d ‘WAION S ‘TUOISPOD) “A “II2Nd
"6THS

-b7rC ‘997 wayoorg  4ng (1007) T ‘Wusidwez pue “g [ WHIUD S [ “Aoquelg
"§6-€6 ‘8 S1T qPIBA

sioyuy £ ($861) 'S "D ‘pIedH pue “Y [ ‘KOAOW 1003§ “T "d WHD “d Jom
"06-08 ‘99

qUIdIY 12U35) JOW Ammmc "V Y ‘[9ARID pur “ ‘o1810971 4 ‘neadwe) 1 ,m_smnﬂ
11-1 ‘ST p1oy wiayD ufD (9661) "d FIOM PUe “f ‘SOWAH

8967Z-4967T ‘69T WayD 101 [ ($661) 'V "d ‘[oAeID pue 'V ‘OIg-[2(0-U03T
€9€-6S€ T 10§ wayoorg spuasl (6661) "If "H'f ‘ULUOID) VY ‘ug-uewdey)
"0E9¥-9Z9Y “T6 ¥ § /1 19§ PUIV ION 904d (S661)

VY ‘]PARID pue “N ‘nsiewredem “d “areuLIayy (@ 219[097] “y ‘org-1e@-uoa]
LL-ELD) ‘S8T [01SAYd 4217

1saputosony [01sGyd £ Wy (£007) ‘W 'H ‘PIeS pue “v ‘ZHIQ " ‘uednmurejeq
901-56 ‘90€ sorsaydorg pup Ausiuayoorg fo saaryay (6661) "A “Auredeues

pue “( ~1 000 “H "J ‘GorqidT “f A ‘1od “M ‘Bueny “H Buepm “d "d ‘pesseld
"€£88%1

_c/8p1 ‘bLT woyD 101 r (6661) A 'd ‘Peseid pur “A ‘Ayredeuen “q T 20A2Q
“11 -4 ‘yoeqre] T ‘1 ‘Bueg-Suex “H ‘erX “f A ‘104 "M ‘BuenH “H ‘Suem
90SL

105, ‘€LT Ausiuay) [paSojorg fo puinor oI (8661) A ‘Auyedeuen pue “H
1 “‘Yorqer] “(@ T 90Aad “A ‘2 L ‘enfng Y ‘epnydy “H ‘Buem “d "d ‘Peseld
LYY-6EY ‘€€ "So¥ PoN

Yoy (z007) 'V ‘ord 12 u9a] pue “g ‘se31e A -0UBZIO0S ' ‘ZAIBA| Y -009ORJ
Eﬁodmwo.ﬁohm _:m-kﬁp@uz

“sj0a b ‘7966-S£6€ dd € oA (P2 (T 2l[BA S WERUIIM “V "€ “D 19AUIS)
asvasuq ponayul fo Saspg Apnoajol puv djogpiapy 24L Wl (1007) "4 JIOM

RY4
ve

tT
cC

12
0T
61
81
‘L1
91
<1

vl
el
Cl

11
01

VIAVEOO0ITdId



$6

L18-608Y ‘OLT 10154y

£y (6661) N1 S “IBYSEAIT PUB “[ A M ‘ABH g Y ‘I9paon(ds§ D 'N ‘sed
€61-GL1 ‘98 say titof] Boag 1222y (1007) "9 T ‘uIssad pue =1 Y “UOSIEM
COC-pE “OF 019 griapy papy way201g (1661) g ‘Jom pue “( ‘1audM

£C-91

‘99 gojapy 12U oW (6661) 'V ‘Zanbze[aA pue “] ‘eleq] T ‘U0IOI) 7] ‘okory
-oyorwWE)) “y ‘aue[od(] Vv ‘Zeig “'d "IN ‘9peIpuy-zalad 3y ‘ZopuaaN-Zan3Lpoy
TLS-19S ‘L€ joununirg 198 anN T (1661) S ‘UBUDOE] PUB “ ] H303PEH ‘M O]
06¢C

-687 ‘L1 Ausnuaydoanau Jo puimnor (0L61) "€ (1 ‘wsino) pue “N 'H ‘ueaedeyg
161641 ‘€T G2V 4NN (6L6T) "V " ‘SO pue I, ‘sel “f “IAMLTIS

PZ-1T ‘O L ‘P2 [01g dxq 20§ 204 (bL61) "d'S KBS ©S "D Buewy)

"088-8.8 ‘7€ 4B0j0.man (7861) [ [ ‘Puasumo] pue g ‘ueunyded “q [ ‘Iapueg
COPT-09%1 ‘8S "wayo0nay 1 (T661) "W 2Ues[) “d ‘0quiod-zan31poYy

987-8LT “TL "Soy 4NN Wil £ uf (Zo07) Y'd ‘TeuMeSwneg “g “9[mo]

“y ewry W Jeuyoseq Vv Jlom g ZruDd “N'N ‘uuewsatpy U1 ‘e[eulions
LEI-TTT ‘00T waysolg

1120 1007 (6661) "W 'V ‘sedieA pue “N ‘@[oS 1ey [9P “q W ‘UoiD Y ‘0ljES
'$ST-0ST ‘v9 quIapy 12uUa) 104y (8661) T ‘UBWIAIMS pue “d T ‘Anyl [ “‘euoy
"C161-6061 ‘TET 41ON

7 (1007) 'V ‘zonbzelap pue “L 'S “Zopudly S ‘oue) “y ‘ZApUI[IN-Z3NTLIPOY
0E€S-STES ‘66 F S 11 1§ pOIY IDN

2044 (Z007) 'V ‘Ond-[o@-uoa pur “'(q ‘ZaIBA[Y-009yded g "{ ‘seSIep-OURZIO[OS
99-19 9TY 4NN [

(9661) “A “emeznsiely pue I ‘emS “3 ‘epnyng “X ‘muf “§ ‘elemed “ X ‘epar
™ot

-L€0TD ‘6LT 10154y d 1720 10154y r wy (000T) [ Mo0l§ Y T “€83A BT 2
BET-PSI

‘g€ 1012qD1] D12} (9661) "N 1 “JSIMEIN Pue Y ‘0IneT “ ‘NUBZZEW “V ‘09SN]
“ny ‘nseg “Q ‘orziod ‘g ‘ruejopyels ‘v A auiqey Yy ‘eusieuBeIy “d ‘TUOglog

ty
w
v

or
6¢
‘B¢
LE
9¢
B33
P
£t

Tt
s

0¢

"6C

‘8¢

L

9C



.

CAPITULO 1V

Discusion General




|

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

laboratorio del Dr. Leén Del Rio.

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

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

La contribucién més importante de este trabajo fue el identificar a la enzima HCS, como
una enzima bifuncional, que ademas de catalizar la biotinilacion de carboxilasas, es la
responsable de la activacién de la cascada GCs-PKG (Fig. 6, Capitulo III). El utilizar
fibroblastos de pacientes con deficiencia de HCS permiti6 conocer que el efecto sobre la
transcripeion de HCS, PCC y ACC-1, es mediado por el compuesto B-AMP y no por la
biotina per se. Estos resultados sugieren que el fenotipo de la enfermedad DMC por
deficiencia de HCS pudiera deberse al menos en parte a una sintesis deficiente de ciertas
carboxilasas dependientes de biotina (57). La bioquimica de este mecanismo es de gran

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

ahora desconocida, que una la sintesis de B-AMP por la HCS con el incremento en la

actividad de GCs.

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

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

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

involucrados en la necesidad de concentraciones farmacolégicas de biotina para corregir

el defecto en DMC.

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

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

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

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

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

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

transduccion de sefiales activada por HCS.

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

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

la regulacion transcripcional dependiente de biotina tuviera especificidad de tejido.

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

misma en tejido cerebral.

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

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

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

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

formacion de glutamina (120).

El mecanismo de utilizacion preferencial de nutrientes por algin organo especifico bajo
condiciones limitantes, no es unico para biotina, la utilizacion preferencial de glucosa en
cerebro bajo condiciones de ayuno prolongado ha sido extensamente estudiado. La
mayoria de los tejidos en el organismo utilizan glucosa y acidos grasos como fuente de
energia, sin embargo, el cerebro utiliza solo glucosa (121). Se ha documentado que en
estados de ayuno prolongado, hay un aumento en la regulacion de glicélisis cerebral, a
través de un incremento paralelo en el rango del transporte de glucosa de la sangre al
cerebro. Bajo estas condiciones, hay un aumento en la regulacion transcripcional y
postranscripcional de los transportadores de glucosa GLUT! y GLUTS3, isoformas
localizadas en 1a barrera hematoencefalica y en tejido neuronal respectivamente (121). En
condiciones de ayuno prolongado, los 6rganos periféricos, limitan su consumo de glucosa
al reducir el niumero de transportadores GLUT4 en la membrana plasmatica en respuesta
a una reduccion del cociente insulina/glucagon (122). La importancia de las carboxilasas
dependientes de biotina para el metabolismo cerebral sugiere similitudes entre los

sistemas de economia cerebral de biotina y glucosa durante el ayuno.

101




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

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

ABREVIATURAS

Acetil-CoA carboxilasa

Adenilato de biotina

Deficiencia multiple de carboxilasas
Enfermedad de ganglio basal

Guanilato ciclasa soluble

Glucokinasa

Holocarboxilasa sintetasa
B-metilcrotonil-CoA carboxilasa

Ornitina transcarbamilasa

Propionil-CoA carboxilasa

Células mononucleares de sangre periférica
Piruvato carboxilasa

Fosfoenolpiruvato carboxikinasa
Fosfofructokinasa

Proteina cinasa dependiente de GMPc
Receptor de asiologlicoproteinas
Transportador multivitaminico dependiente de sodio
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LA BIOTINA, UNA VITAMINA MULTIFUNCIONAL
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Resumen

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

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

ABSTRACT

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

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

INTRODUCCION

biotina es una vitamina hidrosoluble perteneciente
1 complejo B y es esencial para el crecimiento y
mantenimiento homeostdtico de todos los seres
L1 vivosl. Esta vitamina fue descubierta en 1935 por
Kogl cuando se le caracterizé como una factor indispensable
para el crecimiento de levadura®. La importancia de esta
vitamina para organismos superiores fue reconocida cuando
se demostré que protegia a las ratas contra los efectos t6xicos

Nota: Articulo recibido el 27 de diciembre del 2001.

de una dieta rica en clara de huevo™. Este efecto t6xico se
demostré mis tarde, y se debe a la presencia de avidina, una
protefna con extraordinaria afinidad por la biotina™. Los
organismos superiores, desde las levaduras hasta el hombre,
dependen por completo de la dieta para satisfacer sus
requerimientos de esta vitamina®. Sin embargo,
microorganismos como Escherichia coli son capaces de
sintetizar biotinay se presume puedan jugar un papel relevante
en suministrar al menos parte de la vitamina requerida paia el
metabolismo humano.
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La importancia de la biotina presente en la dieta fue reconocida
por muchos affos, sin embargo, su papel en el metabolismo era
desconocido. En 19533 Lardy y Peanasky reportaron que la
deficiencia de biotina en ratas reducia la habilidad de extractos
de higado para catalizar la carboxilacién dependiente de ATP
de propionato a succinato’. En 1958 se demostro que la enzima
acetil-CoA carboxilasa (ACC), purificada a partir de extractos
hepdticos de aves, estaba enriquecida con biotina y ésta podia
ser inactivada en presencia de avidina®. Finalmente, Lane y
Lynen® demostraron que la biotina est4 covalentiemente unida a
la enzima propionil-CoA carboxilasa (PCC). Como resultado
de esta observacion se descubrid que la biotina es utilizada por
todos los organismos como grupo prostético de enzimas
involucradas en reacciones de descarboxilacién, carboxilacién
y transcarboxilacién en donde actia como vector para la
transferencia de grupos carboxilo'!.

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

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

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

que transfiere el grupo carboxilo a la molécula aceptora de
carboxilacién'®*, El segundo grupo esta representado por
enzimas compuestas por dos subunidades polipeptidicas
denominadas oy B, que sonla PCC y laMCC de organismos
eucariontes. La subunidad ¢ de estas proteinas, contiene el
cofactor de biotina y posee la actividad de carboxilasa de
biotina, mientras que 1a subunidad [ catalizala transferencia
del grupo carboxilo. El tercer grupo de enzimas dependientes
de biotina estd representado por las enzimas ACC y PC
humanas, en donde las tres funciones anteriormente citadas
han sido incorporadas en una sola cadena polipeptidica
mulnfuncional.

Las enzimas dependientes de biotina catalizan y comparten
una gran homologia en la secuencia del sitio de unidn a
biotina, por lo que se ha sugerido que los genes que codifican
para polipéptidos acarreadores de esta vitamina son derivados
de un ancestro comun. Es posible que mediante un proceso
de una o mds duplicaciones durante la evolucidn. el gen
original haya dado lugar a dos o mds genes gue codificardn
diversas enzimas. conservando entre cllas funsiones comunes.,
Bajo este escenario. la diferencia estructural de tas
carboxilasasen organismos precariontes y eucariontes puede
representar varias etapas en la evolucion del sistema de
biotinilacién".

FUNCION DF LAS CARBOXILASAS DEPENDIENTES DE BIOTINA
EN EL METABOLISMO HUMANO

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

En humanos existen dos isoformas de ACC codificadas por
genes diferentes que catalizan la transtormacion de acetil-CoA
a malonil-CoA. substrato principal de la sintesis y elongacién
de 4cidos grasos, recientemente se ha sugerido que ACC-1 estd
involucrada en la sintesis de dcidos grasos®** mientras que
ACC-2 es responsable de la oxidacion de los mismos.
predominantemente en musculo esquelético y corazon****. La
enzima PC cataliza la sfntesis del dcido oxaloacético a partir de
piruvato suministrando un intermediario primario para el ciclo
de los 4cidos tricarboxilicos. Esta enzima también provee una
fuente de esqueletos de carbono para la sintesis de aspartato v
glutamato. Laenzima PCC catalizalacarboxilaciénde propionil-
CoA para formar metilmalonil-CoA, el cual después de varios
pasos entra en el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos. La enzima
MCC forma B-metilglutaconil-CoA a partir de 8-metilcrotonil-
CoA un pasoesencial en el catabolismo del aminodcido leucina'.
Estas carboxilasas tienen funciones importantes en las vias
metabélicas, tal como el catabolismo de aminodcidos (PCC.
MCQ), gluconeogénesis (PC) y sintesis de 4cidos grasos (ACC-
1y ACC-2).
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ACTIVACION DE CARBOXILASAS

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

La reaccion de biotinilacidon de apocarboxilasas es
catalizada en organismos eucariontes por la enzima
holocarboxilasa sintetasa (HCS)' v en organismos
procariontes por enzimas conocidas como ligasas de
biotina o proteina BirA*', Como sc describird mds adelante,
estas enzimas son muy diferentes: sin embargo. ambas
catalizan la reaccidn de biounilacion mediante el mismo
mecanismo. Este proceso se llevaacabo endos reacciones
parciales, En la primera. la biotina ¢s activada utilizando
ATP formando un intermediario conocido como adenilato
de biotina {B-AMP}. En la segunda reaccidn. el B-AMP
es utilizado parauniralabiotina a unaminodcido de lisina
de la apocarboxilasa con liberacion de AMPY,

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

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

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

Lareaccion de biotinilacién en bacterias es catalizada por
laenzima BirA. Estaproteinaes unaenzima monomérica
de 321 aminoacidos (35.5 kDa). En la regién carboxilo
terminal formada por 130 aminoécidos, reside laactividad
enzimatica de biotinilacién. El extremo amino terminal
se caracteriza por poseer una estructura terciaria del tipo
hélice-vuelta-hélice (H-T-H), que le permite reconocery
unirse de manera especifica auna secuencia especificaen
el ADN bacteriano. Esta caracteristica convierte a la
proteina BirA en una enzima bifuncional ya que cataliza
la biotinilacién de la subunidad BCCP de la ACC

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

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

A

Holo-BCCP
Transcripcién

BlaA Operader bleB  bioF  bkC biocD

b}
Adenil
adealate de bletins
e botias  — ™
i-u.dn
Bir A-Adsuilatg de biotina
BloA Opersdor bicB bioF  biol bleD
L _J

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

La comparacidn de las secuencias de la proteina Bir A y de la
HCS humana revela que estas dos protefnas comparten una
regidnde altahomotogiade aproximadamente 130 aminodcidos
que se encuentra localizada en el extremo carboxilo terminal de
ambas enzimas. Esta regidén corresponde al domimmo de
biotinitacién de BirA identificado por andlisis de cristalograffa
por raves XM, La regién amino terminal en ambas enzimas no
muestra conservacidn en la secuencia de aminodcidos. ya que

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

SISTEMAS DE UTILIZACION DE BIOTINA EN ORGANISMOS
EUCARIONTES

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

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

E xcrecion

Biotinidasa

Biocitina

Protedlisis

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

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

ERRORES EN LA UTILIZACION DE LA BIOTINA

Debido al papel fundamental de las carboxilasas en el
metabolismo, una disminucidén en su acuvidad puede traer
consecuencias metabdlicas catastréticas para el organismo. La
deficiencia miltiple de carboxilasas (DMC)es una enfermedad
que se caracteriza por una disminueion en la actividad de todas
las enzimas dependientes de hiotina y cuyo origen puede ser
adquirido o genético. La deficiencia adquinda de esta afeccidn
puede sere! resultado de una alimentacion pubre en biotina o de
una alimentacion parenteral prolongada®™Y. La DMC de origen
genélico puede deberse a mutactones en los genes que codilican
para la enzima HCS o para la hiotinidasa. estos padecimientos
tienen un patron de herencia autosdmico recesivo.

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

Esta enfermedad puede producir retraso mental severo y
potencialmente monal sinoes diagnosticaday tratada a iempo.
Todes los sintomas clinicos y bioquimicos de la DMC debido
a una baja en la actividad de HCS pueden ser eliminados
exitosamente suministrando a los pacientes dosis farmacoldgicas
de biotina!. Por afios se especuld que la respuesta de los
pacientes al tratamiento con la vitamina se debfa a que las
mutaciones en el gen de la HCS afectaban el sitio de uni6n a
biotina creando una protefna mutante con una afinidad menor
por la vitamina. Sin embargo, esto no fue demostradoe hasta ia
publicaciénde lasecuencia del gen de la HCS y laidentificacién
de las mutaciones presentes en pacientes con DMC. Estos
trabajos demostraron que la mayor parte de las mutaciones se
encuentran localizadas en la regidn que codifica al dominio de
130 amino4cidos que estd conservado en la HCS y la proteina

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

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

BIOTINA Y EXPRESION GENICA

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

Laprimeraevidenciaconsiste en lalocalizacién de esta vitamina
no sélo en la mitocondria y el citoplasma, donde se encuentran
las enzimas dependientes de la biotina, sino también en el
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niicleo celular. Aunque hasta el momento se desconoce el papel de
labiotinaenelniicleo, esimportante mencionar que experimentos
anteriores han mostrado en cultivos celulares deficientes de
esta vitamina, una detencién del ciclo celular en la fase G1 y
por lo tanto, una disminucién en !a sintesis de ADN*4,

En 1976 Petrelli y cols. demostraron que las histonas muestran
una menor afinidad por la moléculade ADN enratas deficientes
de biotina®. Ellos también demostraron que la deficiencia de
biotina da como resultado una disminuci6n en la fosforilacién
y metilacién de las histonas y en un aumento en la acetilacién
de las mismas*. En afios recientes se ha demostrado el papel
fundamental que juegala metilaci6n y los procesos de acetilacion/
desacetilacién de histonas en la remodelacion de la cromatina
y enelensamblaje de complejos de iniciaci6n de la transcripcién
en promotores de genes regulados por receptores hormonales®.
Los efectos de la deficiencia de biotina sugieren que esta
vitamina pudiera intervenir en el remodelamiento de la cromatina
yenlaregulacionde latranscripcién genética. Enel afio de 1995
Hymes y colaboradores sugirieron que las histonas H2A, H2B,
H1, H2 y H3 pueden ser biotiniladas por la biotinidasa, enzima
responsable del reciclamiento de biotina durante el recambio de
carboxilasas*. Recientemente Stanley y cols.* demostraron
que la biotinilacién de histonas ocurre in vivo y que aumenta
durante la diferenciacién celular. Sin embargo, no existen
evidencias que apoyen la biotinilacién de histonas como un
mecanismo de activacién transcripcional.

Con el objeto de determinar el papel de la biotina en el niicleo
celular, en aftos recientes se han realizado estudios sobre el
papel de esta vitamina en la transcripcién de varios genes. En
cultivos condeficienciade biotina se demostré unadisminucién
en la transcripcién del gen de la glucokinasa hepética (GK).
Estos resultados pueden revertirse suministrando biotina al
medio de cultivo enuna concentracién de 104M**, Resultados
similares se obtuvieron en higados de ratas alimentadas con una
dieta libre de biotina. En estos experimentos la transcripcién del
gen de 1a GK aument6 hasta 19 veces con respecto a las ratas
control después de laaplicacién de una inyeccién intraperitoneal
de biotina®. Recientemente se demostré que la biotina también
promueve la raducci6n del RNAm de la GK hepdtica®. Una
observacién importante es el hecho de que la transcripcién de
los genes que responden a biotinaes también inducida incubando
alos cultivos celulares con anélogos no hidrolizables de GMPc
tal como la enzima cinasa dependiente de GMPc (cGK). Sin
embargo, no se observa un efecto sinérgico al afadir
simultineamente biotina y GMPc. Este resultado sugiere a los
autores que la biotina y el GMPc actiian mediante el mismo
mecanismo o que la biotina actda a través de la estimulacién de
la enzima GK***®, Este modelo parece ser corroborado por los
resultados publicados por Vesely®! quien demostré que la
biotina es capaz de estimular in vitro la actividad de la enzima
guanilato ciclasa soluble en higado, colon, cerebelo, nﬁén y
corazén de ;.

VY ;Iu‘ R 5\.,. LAERRb

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

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

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

En afios recientes se ha demostrade que la biotina puede
intervenir en la traduccién del ARNm de ciertos genes. En
1988, Collins y cols. demostraron que para que el receptor de
asialoglicoproteinas (RAGP) se exprese de manera eficiente en
células hepdticas HepG?2 es necesario estimular a estas céluias
con biotina®. La cantidad de ARNm del RAGP no es afectada
por la presencia de la vitamina pero sf Ia cantidad de proteina
expresada por las células tratadas™*®. Como en el caso de 1a GK,
HCS, PCCy ACC, la expresién del RAGP fue estimulado por
el ratamiento de las células con andlogos no hidrolizables d
GMPc. Estos resultados sugieren un mecanismo comun para 1
regulacion transcripcional y traduccional por biotina. El mismo™
grupo demostré que el aumento en la concentracién de GMPc’
estimulaba a la enzima cinasa dependiente de GMPc (¢GK)'y* -

+ ., queéstaasu vez promovfa la fosforilacién de la proteina COP] %%
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Esta protefna se une a la regién 5' del ARNm del RAGP
estimulando su traduccién en cétulas de cultivo™.

CONCLUSIONES

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

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

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

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

In this report, we review the different roles of biotin in

Address reprint requests to: Dr. Alfonso Leén Del Rio. Departamento cell metabohsn? and hum.an. disease and presen_t Our. labora-
de Binlogia Molecular y Biotecnologiu, IIBM, UNAM. CU. 04510 Méx- tory data showing that biotin acts through a signaling cas-
ico. D.F.. México. Tel.: (+52; (535) 5622-3891; FAX: (+52) (55) 5622 cade that includes the soluble form of guanylate cyclase
3855: E-mail: alfon@servidor.unam.mx (sGC) and a cGMP-dependent protein kinase (PKG). These

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

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

0188-4409/02 $—see front maner, Copyright © 2002 IMSS. Published by Elsevier Science Inc.
PII S0O188-4409(02)00399-5
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results may in principle explain some non-classic manifes-
tations of biotin deficiency in humans.

Biotin Metabolism in Human Cells

Unlike bacteria, higher organisms are unable to synthesize
biotin and thus depend entirely on the vitamin present in
foods to satisfy their vitamin requirements. Biotin is present
in very low concentrations in nature, thus putting the meta-
bolic homeostasis of the cell at risk. To deal with their bi-
otin requirements, higher organisms have evolved to a very
efficient and complex biotin cycle to ensure adequate sup-
ply and utilization of the vitamin (Figure 1). Most biotin
present in foods is not readily available because it is pro-
tein-bound (27) and must be released from the carboxylases
to which it is attached before it can be used in carboxylation
reactions. This reaction is carried out by pancreatic biotini-
dase. which specifically cleaves the quasi-peptide bond be-
tween biotin and e-amino group of lysine residue to which it
is artached (28). Biotin released in intestinal fumen is ac-
tively absorbed in a sodium-dependent fashion across the
brush-border membrane of enterocytes (29-31). Once in-
side the cell, biotin is covalently attached to carboxylases by
the enzyme holacarboxylase synthetase (HCS) (9.6,32).
During wrnover of carboxylases, biotinylated peptides are
then cleaved by cytoplasmic or plasma biotinidase (93),
thus allowing biotin to be recycled and used in biotinylation

DIETARY BIOTIN

INTESTINAL ABSORPTION

of new carboxylases. The importance of this cycle in main-
taining biotin levels within the cell is evidenced by the fact
that mutations in cither biotinidase or holocarboxylase syn-
thetase results in a potentially lethal metabolism disorder. as
will be revealed later in this review (33-35).

Biotin-Dependent Carboxylases in Human Cells

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

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

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

The enzyme propion:1-CoA carboxylase (PCC) is 1n-
volved in catabolism of branched chain amino acids and
fatty acids of odd-numbered chain length by catalyzing
transformation of propionyl-CoA to methylmalonyl-CoA.
PCC is a mitochondrial enzyme formed by two different
polypeptides. alpha and beta. presenting a structure adf3d or
abP6. the alpha subunit carrying the biotin molecule
(42.43). PCC deficiency results in the metabolic disorder
known as propionic acidemia. Clinical prescentation of this
disease includes vomiling. lethargy. hypotonia, luctic acido-
sis, and ketoucidosis: the discase is characterized by hetero-
geneity of clinical and biochemical manifestations and 15
potentially lethal. However, when propionic acidemia is
mild, a protein-restricted diet can lead to lactic actdemia
control. Genelic origin of propionic acidemia has been de-
scribed by several groups who have reported 24 mutations
on the gene encoding the alpha subunit of PCC and 29 mu-
tations on the gene encoding the beta subunit of PCC (44).

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

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

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

Biotinylation of Carboxylases in Human Cells

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

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

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

Biotin-Responsive Inborn Errors of Biotin Metabolism

There are autosomal recessive disorders of biotin metabo-
lism in humans that result from biotinidase or HCS activity
disruption. More recently, evidence has been presented
showing that impairment of biotin transport in hematoen-
cephalic border leads to very unusual clinical manifesta-
tions. The main outcome of such deficiencies is marked re-
duction in all biotin-dependent carboxylase activity ($2,13.
33,35,62). Affected patients demonstrate a combination of

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

Biotinidase Deficiency

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

Holocarboxylase Deficiency

Multple carboxylase deficiency caused by mutations in
HCS gene is a much more severe metabolic disorder. In this
case. cell ability to biotinylate carboxylases is directly at-
tected. while biotin release by biotinidase and intestinal ab-
sorption is normal (1233,70). Biochemical und clinical
manifestations of the disorder include ketolactic acidosis.
organic aciduria. hyperammonemia. skin rash. feeding prob-
lems. hypotonia. seizures. developmental delay. alopecia.
and coma (36). Discase onset occurs within a few hours af-
ter birth until 5 months of age. The urine of these patients
shows relatively high concentrations of beta-hydroxyvaler-
ate, beta hydroxypropionate, methylcitrate, lactate, and tri-
glyglycine (36). Excretion of all these metabolites is clear
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Figure 3. Amino acid sequence conservation among biotin-dependent enzymes, The sequence of different biotin enzymes is aligned with respect to the biotin
binding site to show amino acid conservation around this region. Proline region and the conserve Gly residues are shown in the schematic representation of
biotin domain above protein sequences. The numbers represent the amino acid position in the « subunit of PCC. Protein sequences are as follows: HPCCA.
human propionyl-CoA carboxyluse: HPC, human pyruvate carboxylase: YPC. yeast pyruvate carboxylase: .38 TC. 1.3§ subunit of transcarboxylase of P.
shermanii; Y ACC, yeast acetyl-CoA carboxylase, and CACC, chicken acetyl-CoA carboxylase,
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BIOTIN ACCEPTOR nal amino acids were eliminated by site-directed mutagene-
APOCARBOXYLASE sis shows identical biotinylation activity as the full-length
/ enzyme (61).
V}H
HC—-CH Protemn
CH 'LH Biotin-Responsive Basal Ganglia Disease
K c oH + H: - (CH,),—CHz—cle In recent years. Ozand and collaborators (24) described sev-
i eral patients in Saudi Arabia with chinical and neuroradio-
ATP ?:0 logic evidence of basal ganglia disease (BGD). This torm of
Protein BGD is associated with destruction of caudate heads cen-
HCS trally and partial or complete loss of the putamen. The most
MP intriguing characteristic of the disorder is that it appears to
be a familiar disease with possible autosomal recessive in-
0 heritance and one that responds within days to large doses
’\/ \ of bictin. Symptoms observed in these patients include con-
H\ ?H tusion, lethargy progressing to coma. vomiting, seizures.
HC ——CH Protein dystonia. dysarthia. dysphagia. paralysis of the seventh
Cl{ig \ O LH nerve. quadriparesis. ataxia. hypertension. and chorea. All

| H 1
\ / C—N—(CH)—CH CI:H
c=0
|

Protein

Figure 4. Biotinlation ol apocarbosviases. Activation of carboxylases
aceurs by addition ol a biotin molecule o a specific Lys residue i the
polypeplide chain. This reaction s catady zed by holocurboxyluse syn-

thetase (HUS),

evidence ol eneralized carboxylase failure. The disease is
lethal: however. all its chintcal and biochemical manifesta-
tions can be reversed it treated promptly with pharmaco-
logic doses of biotin (10-100 mg per day).

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

putients studied showed normal carboxvlases and biotini-
dase activiries. suggesting that the disease might be caused
by o defect in the hiotin transporter system across cerebral
capillaries at the blood brain barrier. This would suggest
that biotin-dependent BGD is caused by inuctivation of
biotin-dependent enzymes in the cell. However. we cannot
explain why some patients remiin asymptomatic to the age
of 14 years. Recently, Gusella and collaborators localized
biotin-dependent BGD gene to chromosome 2 und identi-
fied a putative gene named SLC19A3. The encaded protein
by this gene belongs to a family of reduced folate rans-
porter genes, Two missense mutations were identified in ex-
ons 2 and § in patients but not in control individuals, Evi-
dence. although interesting. is circumstantial because there
are no biochemical data demonstrating involvement of this
membrane protein in biotin transport in brain. We can spec-
ulate that accumulation of carboxylase intermediary may
lead to destruction of basal ganglia. However. it is difficult
to explain why patients with mutations in genes encoding
biotinidase or holocarboxylase synthetase do not present the
same clinical manifestations {72).

New Functions For An Old Vitamin

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

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

We have used biotin-dependent carboxylases in our labo-
ratory to study the effect of biotin on transcription regula-
tion in human cells. Our investigation showed that biotin
deficiency reduces HCS, ACC-1, and PCC mRNA levels.
The effect of biotin is specific in that addition of vitamins to
cell cultures is sufficient to restore mRNA levels to normal
values. Biotin-deficient HepG2 cells stimulated with cGMP
show an identical increase in mRNA levels, suggesting that
biotin acts through guanylate cyclase activation. To test this
hypothesis, we incubated human cells in presence of high
doses of biotin and specific inhibitor or the soluble guanyl-
ate cyclase (sGC). Under these experimental conditions,
cells were unable to increase mRNA levels of genes studied
(77). The role of cGMP as a second messenger involved in
transcriptional regulation is well known. One of the most
common partners of sGC in signaling cascades is cGMP-
dependent protein kinase (PKG), a protein that when acti-
vated by cGMP migrates to the nucleus where it is involved
in transcription of genes such as c-fos (17,78-80). To inves-
tigate whether PKG is involved in transducing the biotin
signal to nucleus, we incubated HepG2 cells in presence of
biotin and 8-(4-chlorophenylthio) guanosine-3’,5'-cyclic
monophosphorothioate, a specific PKG inhibitor, showing
that this procedure blocks the ability of biotin to mcreaSc
HCS mRNA levels.

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

levels of different genes in eukaryotic cells in response to
biotin. To address this question, we used fibroblasts from
patients with multiple carboxylase deficiency due to an
HCS gene mutation that renders a protein with low affinity
toward biotin (R508W). These cells were unable to increase
HCS mRNA in response to low biotin concentrations. To
increase mRNA levels to normal values, vitamin concentra-
tion was raised 100-fold, in keeping with mutations that
cause reduced affinity for biotin by the mutant enzyme.
Outcome is deficient synthesis of biotinyl-5'-AMP, the ac-
tive form of the vitamin in the biotinylation reaction (34).
HCS and carboxylase mRNA levels in normal and MCD fi-
broblasts and HepG?2 cells can be restored by addition of the
cGMP analog 8-Br-cGMP and abolished by addition of sol-
uble guanylate cyclase inhibitors. We propose a regulatory
role for biotin in HCS and carboxylase mRNA level control
through a signaling cascade that requires HCS, guanylate
cyclase, and cGMP-dependent protein kinase.

Last-Minute Speculations

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

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

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

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

Although biotin and its role in classical cell metabolism
have been known for decades. it is only now that we have
begun to understand the multiple functions that this vitamin
has and the versatility of the enzymes involved in its metab-
olism. It is necessary to determine the effect of biotin during
development and disease to understand the different roles of
this vitamin in the organism and to assess the real risk of a
low-biotin diet during pregnancy.

Acknowledgments

This work was supported by grants J28005M and DGAPA: IN
203399 from the Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT, Mexico) and the Programa de Apoyo 2 Proyectos de
Investigacién ¢ Innovacién Tecnologicu (PAPIIT). Universidad
Nacional Auténoma de México. respectively.

References

{. Wood HG, Barden RE. Biotin enzymes. Anau Rev Biochem 1977:46:
385413,

2. Eisenberg MA, Prakash O, Hsiung SC. Purification and properties of
the biotin repressor. A bifunctional protein. J Biol Chem 1982257
15167-15173.

3. Cronan JE Jr. The E. coli bio operon: transcriptional repression by an
essential protein modification enzyme. Cell 1989;58:427-429.

4, Sundaram TK, Cazzulo 1), Kornberg HL. Synthesis of pyruvate cur-
boxytase from its apoecnzyme and (+) (+)-biotin in Bacillus stearo-
thermophilus. Mechanism and control of the reaction. Biochem J
1971;122:663-669.

5. Cazzulo JJ, Sundaram TK, Dilks SN, Kornberg HL. Synthesis of pyru-

9.

25.

26.

vate carboxylase from its apoenzyme and (+)-biotin in Baciflus
stearothermophilus. Purification and properties of the apoenzyme and
the holeenzyme synihetase. Biechem J 1971;122:653-661.

. Chapman-Smith A. Cronan JE Ir. The enzymatic biotinylasion of pro-

teins: a post-transiational modification of exceptional speciticity. Trends
Biochem Sci 1999;24:359-363.

_ Ledn-Del-Rio A, Gravel RA. Sequence requirements for the bictinyla-

tion of carboxyl-terminal fragments of human propion:y 1-CoA carbox-
vlase alpha subunit expressed in Escherichia coli. I Biol Chem
1994:269:22964-22968.

. Cronan JE Jr. Biotination of proteins in viva. A post-translational mod-

ification to label, purify, and study proteins. 1 Biol Chem [990:263:
10327-10333.

Leén-Del-Rio A, Leclerc D, Akerman B, Wakamatsu N. Gravel RA.
Isolation of a cDNA encoding human holocarboxylase synthetase by
functional complementation of a biotin auxotroph of Escherichia coli.
Proc Natl Acud Sci USA 1995:92:4626—4630.

. Suzuki Y. Aoki Y. Ishida Y, Chiba Y, [wamatsu A, Kishino T. Ni-

ikawa N. Matsubara Y. Narisawa K. [solation and characterization of
mutations in the human holocarboxylase synthetase ¢DNA. Nat Gener
1994:8:122-128.

_ Bartlett K. Ghneim HK. Stirk JH., Wastell HJ. Sherrau HS. Leonard

JV. Enzyme studies in combined carhoxylase deficiency. Ann N Y
Acad Sci 1985:447:235-251

. Sherwood WG. Saunders M. Robinson BH. Brewster T. Grivel RA

Lactic acidosis in biotin-responsive multiple carboxy lase deficrency
caused by holocarboxylase synthetase deficiency of carly and late on-
set. § Pediatr 1982:101:546-550.

. Sweetman L. Nyhan WL, Sakati NA. Ohlsson A. Mange M. Boychuk

RB. Kaye R. Organic aciduria in neonatal multiple carboxylase deti-
ciency. J Inherit Metab Dis 1982:5:49-53.

. Chauhan J. Dakshinamurti K. Transcriptional regulation of the glucoki-

nuse gene by biotin in starved rats. J Biol Chem 1991:266: 10033 -1003%,

_ Huber BE. Glowinski IB. Thorgeirsson S5. Transcriptional and posi-

wranscriptional regulation of the asiuloglycoprotein receptor in normul
and neoplastic rut liver. § Biol Chem 1986:261:12400-12407.

. Stockert RJ. Ren Q. Cytoplasmic protein mRNA interuction mediates

cGMP-modulated translational control of the asialoglycoprotein recep-
tor. ] Biol Chem 1997:272:9161-9165.

. De La Vega LA, Steckert R). Regulation of the insulin and asialogly-

coprotein receptors via c¢GMP-dependent protein Kinuse. Am ] Physiol
Cell Physiol 2000:279:C2037-C2042.

. Borboni P, Magnaterra R, Rubini RA. Staffolani R. Porzio O, Sesti G

Fusco A, Mazzanti L. Lauro R. Marlier LN. Effect of biotin on glu-
cokinase activity, mRNA expression and insulin release 1n cultured
beta-cells. Acta Diabetol 1996:33:154-158.

. Spence JT, Koudelka AP. Eftects of biotin upeon the intraceliular lev el

of cGMP and the activity of glucokinase in cultured rat hepatocytes. J
Biol Chem 1984;259:6393-6396.

. Collins JC, Paietta E, Green R. Morcll AG. Stockert RJ, Biotin-depen-

dent expression of the asialoglycoprotein receptor in HepG2. J Biol
Chem 1988:263:11280-11283.

. Rodriguez-Meléndez R, Cano S. Méndez ST, Veldzquez A. Biotin reg-

ulates the genetic expression of holocarboxylase synthetase and mito-
chondrial carboxylases in rats. J Nutr 2001;131:1909-1913.

_ Dakshinamurti K, Tarrago-Litvak L, Hong HC. Biotin and glucose

metabolism. Can J Biochem 1970;48:493-500.
Deodhar AD, Mistry SP. Regulation of glycolysis in biotin-deficient
cat liver. Life Sci 1T 1970:9:581-588.

_ Ozand PT, Gascon GG, Al EssaM, Joshi S, Al Jishi E. Bakheet S_ Al

Watban J, Al-Kawi MZ, Dabbagh O. Biotin-responsive basal ganglia
disease: a novel entity. Brain 1998:121:1267-1279.

Zempleni J, Mock DM. Bioavailability of biotin given orally to hu-
mans in pharmacologic doses. Am J Clin Nutr 1999:69:504-508.
Zempleni J. Marginal biotin deficiency is teratogenic. Proc Soc =xp
Biol Med 2000;223(1):14-21.




446

27.
28.
29.

30.

31

.

33.

34

35

36.

3.

38.

35.

41.

42,

43,

45.

47.

Pacheco-Alvarez et al./Archives of Medical Research 33 (2002) 439447

Wilhelm F. Vitamins. Berlin, Germany: De gruyter;1988. p. 1058.
Hymes J, Wolf B. Biotinidase and its roles in biotin metabolism. Clin
Chim Acta 1996;255:1-11.

Ledn-Del-Rio A, Hol-Soto-Borja D, Veldzquez A. Studies on the
mechanism of biotin uptake by brush-border membrane vesicles of
hamster enterocytes. Arch Med Res 1993;24:143-146.

Leén-Del-Rio A, Veldzquez A, Vizcaino G, Robles-Diaz G, Gonzilez-
Noriega A. Association of pancreatic biotinidase activity and intestinal
uptake of bictin and biocytin in hamster and rat. Ann Nutr Metab
1990;34:266-272.

Chatterjes NS, Kumar CK, Ortiz A, Rubin SA, Said HM. Molecular
mechanism of the intestinal biotin transport process. Am J Physiol
1999;277:C605-C613.

Chapman-Smith A, Cronan JE Jr. In vivo enzymatic protein biotinyla-
tion. Biomol Eng 1999;16:119-125,

Dupuis L, Leén-Del-Rio A, Leclerc D, Campeau E, Sweetman L, Saud-
ubray JM, Herman G, Gibson KM, Gravel RA. Clustering of muta-
tions in the biotin-binding region of holocarboxylase synthetase in bio-
tin-responsive multiple carboxylase deficiency. Hum Mol Genet 1956;
5:1011-1016.

Morita J, Thuy LP, Sweetman L. Deficiency of biotinyl-AMP syn-
thetase activity in fibroblasts of patients with holocarboxylase syn-
thetase deficiency. Mol Genet Metab 1998;64:250-255.

Dupuis L, Campeau E, Leclerc D, Gruvel RA. Mechaaism of biotin re-
sponsiveness in biotin-responsive multiple carboxylase deficiency.
Mol Genet Metab 1999:66:80-90.

Wolf B. Disorders of biotin metabolism. In: Scriver C, Beaudet AL,
William S, Valle D, editors. The metabolic and molecular bases of in-
herited disease. Vol. I1I. New York: McGraw-Hill Medical Publishing
Division;2001. pp. 3935-3962.

Dakshinamurti K, Chalifeur L, Bhultar RP. Requirement for biotin and
the function of biotin in cells in culture. Ann N'Y Acad Sci 1985:447:
38-55.

Moss J, Lane MD. The biotin-dependent enzymes. Adv Enzymol Relat
Areas Mol Biol 1971;35:321-442.

Lynen F. New experiments of biotin enzymes. CRC Crit Rev Biochem
1979;7:103-119.

. Wallace JC, Jitrapakdee S, Chapman-Smith A. Pyruvate carboxylase.

Int J Biochem Cell Biol 1998;30:1-5.

Carbone MA, MacKay N, Ling M, Cole DE, Douglas C, Rigat B,
Feigenbaum A, Clarke JT, Haworth JC, Greenberg CR, Seargeant L,
Robinson BH. Amerindian pyruvate carboxylase deficiency is associ-
ated with two distiact missense mutations. Am J Hum Genet 1998;62:
1312-1319.

Browner MF, Taroni F, Sztul E, Rosenberg LE. Sequence analysis,
biogenesis, and mitochondrial import of the alpha-subunit of rat liver
propionyl-CoA carboxylase. J Biol Chem 1989;264:12680-12685.
Ohura T, Kraus JP, Rosenberg LE. Unequal synthesis and differential
degradation of propionyl CoA carboxylase subunits in cells from nor-
mal and propionic acidemia patients. Am J Hum Genet 1989;45:
3340

. Ugarte M, Pérez-Cerda C, Rodriguez-Pombo P, Desviat LR, Pérez B,

Richard E, Muro S, Campeau E, Ohura T, Gravel RA. Overview of
mutations in the PCCA and PCCB genes causing propionic acidemia.
Hum Mutat 1999;14:275-282.

McKean AL, Ke J, Song J, Che P, Achenbach S, Nikolau BJ, Wurtele
ES. Molecular characterization of the non-biotin-containing subunit of
3-methylcrotonyl-CoA carboxylase. J Biol Chem 2000;275:5582-5590.

. Baumgartner MR, Almashanu S, Suormala T, Obie C, Cole RN, Pack-

man S, Baumgartaer ER, Valle D. The molecular basis of human
3-methylcrotonyl-CoA carboxylase deficiency. J Clin Invest 2001;
107:495-504. .

Abu-Elheiga L, Jayakumar A, Baldini A, Chirala 8§, Wakil 8. Hu-
man acetyl-CoA carboxylase: characterization, molecular cloning, and
evidence for two isoforms. Proc Natl Acad Sci USA 1965;92:4011-
4015. Fan AUt il

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

61.

62.

63.
. Wolf B, Grier RE, Secor McVoy IR, Heard GS. Biotinidase defi-

65.

Abu-Flheiga L, Almarza-Ortega DB, Baldini A, Wakil SJ. Human
acetyl-CoA carboxylase 2. Molecular cloning, characterization, chro- -
mosomal mapping, and evidence for two isoforms. J Biol Chem
1997,272:10669~-10677.

Ullrich CK, Widmer J, Park JP, Mohandas TK, Witters LA. Assign-
ment of acety!-CoA carboxylase-beta (ACACB) to human chromo-
some band 12q24.1 by in situ hybridization. Cytogenet Cell Genet
1997;77:176-177.

Ha J, Lee JK, Kim KS, Witers LA, Kim KH. Cloning of human
acetyl-CoA carboxylase-beta and its unique features. Proc Natl Acad
Sci USA 1996;93:11466-11470.

Widmer J, Fassihi KS, Schlichter SC, Wheeler KS, Crute BE, King N,
Nutile-McMenemy N, Noll WW, Daniel S, Ha J, Kim KH, Witters
LA. Identification of a second human acetyl-CoA carboxylase gene.
Biochem J 1996;316:915-922.

Lee 11, Moon YA, HaJH, Yoon DJ, Ahn YH, Kim KS. Cloning of hu-
man acetyl-CoA carboxylase beta promoter and its regulation by mus-
cle regulatory factors. J Biol Chem 2001;276:2576-2585.

Lamhonwah AM, Quan F, Gravel RA. Sequence homology around the
biotin-binding site of human propionyl-CoA carboxylase and pyruvate
carboxylase. Arch Biochem Biophys 1987;254:631-636.

Polyak SW, Chapman-Smith A, Mulhern TD, Cronan JE Jr, Wallace
JC. Mutational analysis of protein substrate presentation in the post-
translational attachment of biotin to biotin domains. J Biol Chem
2001;276:3037-3045.

Cronan JE Jr. The biotinyl domain of Escherichia coli acetyl-CaA car-
boxylase. Evidence that the “thumb” structure is esseatial and that the
domain functions as a dimer. J Biol Chem 2001;276:37355-37364.
Barker DF, Campbell AM. The birA gene of Escherichia coli encodes -
a biotin holoenzyme synthetase. ] Mol Biot 1981;146:451-467,
Chapman-Smith A, Morris TW, Wallace JC, Cronan JE Jr. Molecular
recognition in a post-translational modification of exceptional speci-
ficity. Mutants of the biotinylated domain of acetyl-CoA carboxylase
defective in recognition by biotin protein ligase. J Biol Chem 1999;
274:1449-1457.

Blanchard CZ, Chapman-Smith A, Wailace JC, Waldrop GL. The
biotin domain peptide from the biotin carboxyl carrier protein of Es-
cherichia coli acetyl-CoA carboxylase causes a marked increase in the
catalytic efficiency of biotin carboxylase and carboxyltransferase rela-
tive to free biotin. J Biol Chem 1999;274:31767-31769.

Buoncristiani MR, Howard PK, Otsuka AJ, DNA-binding and enzy-
matic domains of the bifunctional biotin operon repressor (BirA) of
Escherichia coli. Gene 1986;44:255-261.

. Wilson KP, Shewchuk LM, Brennan RG, Qtsuka AJ, Matthews BW.

Escherichia coli biotin holoenzyme synthetase/bio repressor crystal
structure delineates the biotin- and DNA-binding domains. Proc Natl
Acad Sci USA 1992;89:9257-9261.

Campeau E, Gravel RA. Expression in Escherichia coli of N- and
C-terminally deleted human holocarboxylase synthetase. Influence of
the N-terminus on biotinylation and identification of a minimum func-
tional protein. J Biol Chem 2001;276:12310-12316.

Burri BJ, Sweetman L, Nyhan WL. Heterogeneity of holocarboxylase
synthetase in patients with biotin-responsive multiple carboxylase de-
ficiency. Am J Hurn Genet 1985;37:326-337.

Wolf B, Heard GS. Biotinidase deficiency. Adv Pediatr 1991;38:1-21.

ciency: & novel vitamin recycling defect. J Inberit Metab Dis 1985;8:
53-58.

Wolf B, Heard GS, Jefferson LG, Proud VK, Nance WE, Weissbecker
KA. Clinical findings in four children with biotinidase deficiency de-
tected through a statewide neonatal screening program. N Engl J Med
1985;313:16-19.

. Weissbecker KA, Wolf B, Eaves LJ, Marazita ML, Nance WE. Com-

bined pedigree and twin family study to determine the sources of vari-
ation in serum biotinidase activity: the usefulness of muliple study de-

(signs. Am J Med Genet 1993,47:231-240. Cdn s

S




67.

68.

6Y.

70.

71,

76.

7.

78.

Riotiin in Metabolisnt and Huwnan Disedye 7

Cole H. Reynolds TR. Lockser JM. Buck GA. Denson T. Spence JE.
Hymes ). Wolf B. Human ~erum biotinidase. cDNA cloning. sequence.
and characterization. J Biol Chem 1994:269.6366—6370.

Norrgard KJ. Pomponio RJ, Hymes J, Wolf B. Mutations causing pro-
found biotinidase deficiency in children ascertained by newborn
screening in the United States occur at different frequencies than in
symptomatic children. Pediutr Res 1999:46:20-27.

Pomponio RJ, Ozund PT. Al Essa M. Wolf B. Novel mutations in chil-
dren with profound biotinidase deficiency from Saudi Arabia. J Inherit
Metab Dis 2000:23:185-157.

Sakamoto O. Suzuki Y. Li X. Aoki Y. Hiratsuka M. Suormala T.
Baumgartner ER. Gibson KM. Narisawa K. Relationship between ki-
netic properties of mutant enzyme and biochemical and clinical re-
sponsiveness to biotin in holocarboxylase synthetase deticiency. Pedi-
arr Res 1999:46:671-676.

Burri BJ. Sweetman L. Nyvhan WL. Mutant holocarboxylase synthetase:
evidence for the enzyme dJetect in early infantile bictin-respunsive mul-
liple carboxylase deficiency. J Clin [nvest 1981:68:1491-1495.

_ Zeng W Al-Yamuni. Acigrno JS. Ozand P. Gusellu JF. Mutations in

SLCI9AZ encoding u novel transpotter cause biotin-responsive busal
ganglia disease. Paper presented at the S Annual Meeting. The
American Society of Human Genetics, 2001,

. Swnley IS, GritTin JB. Zempleni 1. Biotinylation of histones in hiuman

cells. Eftects of cell proliteration. Eur 3 Binchem 200 1:268:3424-5429.

S Huwes 1oWoIl B Humar biotinidase isn™t just for reeyeling biotin. I

Nutr 1999-1 294855 A8LS.

. Hymes J. Fleisehhauer K. Woll' B, Biotnylation of histones by human

sertum biotinidise: assessmient ol biolinyl-trunslerise aclivity in sera
from normal ndividuals and children with biotinidase deficiency. Bio-
chem Mol Med 1995:36:76-83.

Petrelh F. Caderoni S Morenti P. Paparelli M. Efleet of biotin on phos-
pharvlaion. acets lation. methvlation of rac liver histones. Mot Biol
Rep 1978:4:87-92.

Soldramo-Vargas S, Pacheco-Alvares 1. Lean Dol Riv AL Holocar-
boxs lase sy nthetase is an ohligate participant in biotin-mediated regu-
Jation of 1y own expression and of biotin-dependent carboxy Lises
mRNA fevels in human cells. Proc Nl Acad Sci USA 2002:99(8):
3325-5330.

Collins SP. Uhler MD. Crolic AMP- and cyclic GMP-dependent pro-
tein kinases differ in their reguladon ol eyclic AMP response element-
dependent gene transcription. 3 Biol Chem 1999:274:8391-84(4.

79.

80.

90.

ul.

V] 3

93.
9.4,

Gudi T. Huvar 1. Meinecke M. Lohmann SM. Boss GR. Pilz RB. Reg-
ulation of gene expression by cGMP-dependent protein kinase. Trans-
activation of the ¢-fos promoter. J Biot Chem 1996:271:4597—600.

Ikuta T Ausenda S. Cappellini MD. Mechanism for fetal globin gene
expression: role of the soluble guanylute cyclase-cGMP-dependent
protein kinase pathway. Proc Natl Acad Sci USA 2001:98:1847- 1852

. Bartlett K. Gompertz D. Combined carboxylase defect: biotin-respon-

siveness in cultured fibroblasts. Lancet 1976:2:804.

. Shiraishi A. Yamada Y. Tsuura Y. Fijimoto S, Tsukiyama K. Mukai E.

Toyoda Y. Miwa [. Seino Y. A novel glucokinase regulator in panere-
atic beta cells: precursor of propionyl-CoA carboxyluse beta subunit
interacts with glucokinase and augments its activity. § Biol Chem
2001:276:2325-2328.

_ Watanabe T. Dietary biotin deficiency affects reproductive function

and prenatal development in hamsters. J Nutr 1993:123:2101-2108.

. Watanabe T. Dakshinamurti K. Persaud TV. Biotin intluences palatl

development of mouse embryos in organ culwre. J Nuir 1995:125:
2114-2121

. Waranabe T. Endo A, Biotin deficiency per se is weralugenic in mice. J

Nutr 1991:124:101-104,

. Wamnabe T, Endo A. Teratogenic elteets of maternal biotin deficiency

o mouse embryos examined at midgestation. Teratology 199042

295-300.

C Heard GS. Blevins TL. Is biotin deficiency teratogenic in nice” b Suir

FOR9: 119113481330,

. Watanabe T. Ende A Species and struin ditferences e wrilogenic ef-

fects of biotin deficiency in rodents. J Nutr TO8S:114:255-2061.

C Gulo T. Watanabe T. Endo AL Sex dillerence in susceplibility to ter-

atogenic effect of maternal biotin deficiency in mouse embryos. Tera-
lology 1985:31:423427.

Waanabe T. Endo A. Teratogenic effects of avidin-induced biotin de-
ficieney in mice. Terwology 198430:91-94.

Watanabe T, Tertogenic effects of hiotin deficiency in mice. J Nutr
1083 113374581,

Mock DM, Swadler DD. Contlicung indicators of biotin status from a
cross-sectional studs of pormal pregnancy. J Am Coll Nuwr 1997:16:
252-257.

Pispa ). Animal biotinidase. Aan Med Exp Biol Fenn 1965:.43:1-39.
Abu-Elheiga L. Brinkley W, Zhong L. Chiralu 5. Woldergiogis G.
Wakil S. The subcellular localization of acetvi-CoA carboxylase 2.
Proc Nutl Acad Sci USA 2000:97: 144 1H9.




—

Holocarboxylase synthetase is an obligate participant
in biotin-mediated regulation of its own expression
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Holocarboxylase synthetase (HCS) catalyzes the covalent attach-
ment of hiotin to five biotin-dependent carboxylases in human
cells. Multiple carboxylase deficiency (MCD) is a life-threatening
disease characterized by the lack of carboxylase activities because
of deficiency of HCS activity. Here, we report the obligatory
participation of HCS in the biotin-dependent stimulation of the
level of HCS MRNA and those of acetyl-CoA carboxylase and the o
subunit of propionyl-CoA carboxylase in human cells. Fibroblasts
from patients with MCD are unable to increase HCS mRNA in
response to biotin unless the vitamin concentration Is raised
100-fold, in keeping with mutations that cause a reduced affinity
for biotin by the mutant enzyme. The outcome is deficient syn-
thesis of biotinyl-5'-AMP, the active form of the vitamin in the
bictinylation reaction. HCS and carboxylase mRNA levels in normal
and MCD fibroblasts and HepG2 cells can be restored by the
addition of the ¢cGMP analogue, 8-Br-cGMP, and can be abolished
by the addition of inhibitors of the soluble form of guanylate
cyclase. We propose a regulatory role for biotin in the control of
HCS and carboxylase mRNA levels through a signaling cascade that
requires HCS, guanylate cyclase, and ¢GMP-dependent protein
kinase.

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

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

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

In recent years, it has been suggested that biotin may play a
role in other cellular events in eukaryotic organisms such as
transcriptional or translational regulation or enhancement of the
activity of different hepatic enzymes. In these studies, biotin
seems to augment the enzymatic activity of glucokirase and the
transcription of its gene in rats in vivo, pancreatic 8-cells and rat
hepatocytes in culture (21-23). Similarly, mRNA levels for
6-phosphofructokinase are increased after administration of the
vitamin to biotin-starved rats (24, 25). In human hepatocyte
culture, biotin seems to be required to promote translation of the
asialoglycoprotein receptor (ASGR) mRNA (26). Significantly,
a recent report showed that biotin deficiency in rat reduces the
protein concentration and activity of the carboxylases, PCC and
PC, and the mRNA level of HCS, the enzyme responsible for
their biotinylation (27).

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

Materials and Methods

Materials. Biotin, 8-bromo-cyclic guanosine monophosphate (8-
Br-cGMP), t-H (1,2,4)oxadiazolo-[4,3-a]quinaxolin-1-one
(ODQ), and actinpmycin-D were purchased from Sigma. Rp-
8(4-chlorophenylthio)-guanosine-3’,5"-cyclic monophosphoro-
thioate (Rp-8-pCPT-cGMPS) was from Biolog, San Diego, CA.

Abbreviations: HCS, holocarboxylase synthetase; ACC, acetyl-CoA carboxylase; PCCA, o
subunit of propionyl-CoA carboxylase; MCD, multiple carboxylase deficiency; B-AMP,
biotinyl-5"-AMP; sGC, soluble guanylate ¢yclase; PKG, ¢cGMP-dependent protein kinase;
0DQ, 1-H[1,2,4Joxadiazolo-{4,3-alquinaxolin-1-one; 8-Br-cGMP, 8-bromo-cyclic guanosine
monophosphate; Rp-cGMPS, Rp-8(4-chlorophenylthlo)-guanosine-3’,5'-cyclic monophos-
phorothioate; ASGR, asialoglycoprotein receptor.
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Fig. 1. Time course effect of biotin deficlency on mRNA levels. HepG2 cells were grown in a biotin-free medium. Total RNA was isolated at different times and
HCS, ACC-1, ACC-2, and PCCA mRNAs were amplified by reverse transcription PCR and quantitated by densitometry as described in Materials and Methods. (A)
representative experiment showing the effect of time of biotin restriction on the mRNA levels for HCS, ACC-1, ACC-2, and PCCA. (8) Summary of the results
obtained in three different experiments presented as mean = SE. Lane numbers correspond to days in biotin-deficient medium.

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

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

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

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

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

Biotin Stimulation of mRNA Levels After tnhibition of RNA Polymerase

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

Solérzano-Vargas et al.
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Fig.2. Effect of biotin and cGMP an mRNA levels. HepG2 cells cultivated 14 days in a biotin-free medium were stimulated with 1 uM biotin or 1 mM 8-Br-cGMP.
HCS5, ACC-1, ACC-2, PCCA, and S-actin mRNA were determined as described in Materials and Methods. (A) Representative experiment showing mRNA levels in
biotin-replete cells {r), biotin-starved cells (s), biotin-starved cells stimulated with biotin (s + bio), and biatin-starved cells stimulated with 8-Br-cGMP (s + cGMP).
(B) Summary of the results obtained from three different experiments. Results are presented as mean * SE.

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

Effect of cGMP-Dependent Protein Kinase Inhibition, HepG?2 cells
grown in biotin-free medium for 15 days were treated with 10
eM Rp-8-pCPT-cGMPS, a specific inhibitor of cGMP-
dependent protein kinase (29) for 1 h. After this period, 1 uM
biotin (final) was added to the medium, and growth was con-
tinued for 24 h. Total RNA was isolated and the mRNA levels
were determined as above.

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

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

Results

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

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

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

PNAS | April16,2002 | vol.99 | no.8 | 5327




Table 1. Effect of inhibition of soluble guanylate cyclase, cGMP-dependent protein kinase, and
RNA polymerase Il In mRNA levels

mRNA Bio Def, % Bio Def + Bio, % oDQ + Bio, % PKGi + Bio, % Act D + Bio, %
HCS 36+ 5.0 103 = 9.87 11 = 0.68 52 + 2.51 25+ 6.0
ACCA1 34+1.15 140 = 2.7 36 £5.0 26 + 9.53 14 £ 7.24
PCCA 38 =354 130 = 6.61 33x3.60 21+ 1141 34+ 5.03
ACC-2 88 = 8.96 95 * 2.31 ND ND 19+2.0

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

+ 5E.

over initial levels (Fig. 2 A and B). Here too, the recovery
mimicked the effect of biotin addition to the biotin-starved cells.
Finally, treatment with 8-Br-cGMP had no effect on ACC-2 or
actin mRNA levels (Fig. 24 and B). Simultancous addition of
biotin and 8-Br-cGMP did not produce an additive or synergistic
change in mRNA levels. Instead, they produced mRNA changes
essentially identical to those obtained with either substance
alone (data not shown).

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

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

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

Holocarhoxylase Synthetase Activity Is Required for Biotin-Dependent
Recovery of HCS mRNA Levels. Because biotin is the substrate of
HCS, we studied whether this enzyme is involved in the biotin-
dependent recovery of mRNA levels. The effect of biotin
concentration on HCS, ACC-1, and PCCA mRNA levels was
determined in normal fibroblasts versus fibroblasts with muta-
tions in HCS that affect the affinity of the enzyme for biotin.
Because the results for the three mRNAs were similar, we
decided to focus on HCS mRNA. Two mutant cell lines were
used, MCD-MK, homozygous for R3508W, and MCD-VE with
the mutations L216R and V363D (16). Preliminary experiments
on the biotin effect on HCS mRNA levels in MK and VE cells
show basically identical patterns of response to the vitamin (data
not shown). For this reason and the fact that MCD-MK cells
provided us with a homogeneous genetic background, we de-
cided to use this cell line to examine the role of HCS in mRNA
levels in response to biotin. Fig. 3 shows the effect of different
concentrations of biotin on the recovery of HCS mRNA levels
after biotin starvation of control and mutant fibroblasts. Biotin
starvation reduced the HCS mRNA level in both normal and
MCD-MK cells to ~35% of control values after 14 days of
treatment. The addition of 0.01 pM biotin to the cultures
increased the HCS mRNA level to 78% of the biotin-replete
level in normal fibroblasts, whereas the MCD-MK cells did not
show a significant change (38%). A further 10-fold increment in
biotin concentration (0.1 xM) resulted in an increase in HCS
mRNA levels to 87% in normal fibroblasts and 53% in
MCD-MK cells. It was only when bictin was raised to 1.0 uM that
similar HCS mRNA levels were observed in normal and
MCD-MK cells (118% and 93%, respectively).

<GMP Effect on Recovery of HCS mRNA Levels Is Normal in MCD Cells.
We further examined whether the cGMP-dependent recovery of
HCS mRNA levels was also affected as a result of mutation in
HCS. Different concentrations of 8-Br<<GMP (0.01 mM, 0.1
mM, and 1.0 mM) were used to stimulate normal and mutant
fibroblasts {(MCD-MK). Both cell lines showed no change in
HCS mRNA levels when incubated with 0.01 mM and 0.1 mM
8-Br-cGMP (data not shown). The highest concentration of
8-Br-cGMP, 1.0 mM, produced a recovery of HCS mRNA to
117% of biotin-replete levels in normal cells versus 92% in
MCD-MK cells (Table 2).
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Fig.3. Effectofbiotin concentration on HCS mMRNA levelsin normal and MCD
fibroblasts. Normal and MCD cells were grown in biotin free medium for 14
days. After this period, the celis were stimulated with 0.01 M, 0.1 uM, and 1.0
#M biotin for 24 h. HCS mRNA levels were determined as described in
Materials and Methods. Results are presented as percentage of mRNA values
observed in cells grown in biotin-containing medium and normalized to
B-actin mRNA levels. Data are from three different experiments and shown as
mean = SE.

Discussion

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

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

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

Fibroblasts Bio Def, % Bio Def + cGMP, %
Normal 3476 11715
MCD-MK 38 + 126 92 +9.24

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

We investigated the effect of biotin deficiency in human
fibroblasts and HepG2 cells and observed a reduction in mRNA
levels for HCS, PCC-a subunit, and ACC-1, which are all re-
turned to normal levels after biotin supplementation (29). Bi-
otin achieves this outcome by triggering a signaling cascade
involving soluble guanylate cyclase (sGC) and ¢GMP-depend-
ent protein kinase (PKQG). Significantly, cells from patients
with neonatal MCD required 100 times mere biotin than con-
tral cells to restore HCS mRNA to a normal level following
growth in biotin-depleted medium (29). These results sug-
gested that the product of the HCS reaction, biotinyl-5’-AMP,
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2 Altruistic Mechanism for Biotin Utilization in Brain

and not biotin per se is responsible for the effect of biotin on
gene expression.

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

EXPERIMENTAL PROCEDURES

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

Cell Culture Experiments—The methods for biokin starvation of cell
cultures are essentially as described previously (29). Briefly, cells were
grown in biotin-replete or biotin-deficient medium at 37 *C with 5% CO,
for up to 15 days. The medium was changed at 3-day intervals. For
bistin-based recovery of cells grown in biotin-deficient medium, biotin,
at concentrations from 0.001 to 1 pM, or 1 mM 8-Br-cGMPF, a non-
hydrolyzable form of cGMP, was added at day 14, and the cells were
maintained in the biotin- or ¢GMP-supplemented medium for 24 h.

Reverse Transcription-PCR and Western Blot—Procedures for RNA
isolation, cDNA synthesis and PCR (rtPCR) were as described previ-
ously, except that 4 ug of RNA and 0.5 pmol of the gene-specific
oligonucteotide primers were used for cDNA synthesis and 0.3 pmol of
apecific sense and antisense primers were used to give PCR products
330-900 bp in length (29). The oligonucleotides used to amplify human
mRNA were as follows: HCS, 5'-TGA GGT CCA TTC CCG AGT AT-3’
(T, 60°C) and 8-AAC CTG GAG GAA GCC AGA AT-3' (T, 60 °C);
SMVT, 6'-TGT GCT CTC CTG TTA TGC AG-3' (T, 60 °C) and 6'-ACA
TGG AAA GAA CAT TCC AA-3' (T, 54 °C); actin 5, -ATG TGC AAG
GCC GGC TTC GC-"3 (T, 66 *C) and 5'-GGT CTC AAA CAT GAT CTG
GG-3' (T, 80 °C); biotinidase, 5-ATC TAT GAA CAG CAA GTG ATG
ACT-3' (T, 86 °C) and 5'-AGG GAC CAG GGT GAA ATT GTC ATA-3
(T., 70 °C); PC, 5'-CGA CTC TGT GAA ACT CGC TAA ACA-3' (T,
70 °C) and 5-TGG TCT TTG CCG TGG GCA A-3' (T, 60°C). The
oligonucleotides used to amplify rat mRNA levels were as follows: actin,
&-ATC GTQ AGG AAC ACT CAG AA-3' (T, 58 °C) and 5'-CGC CAA

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

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

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

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

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

RESULTS

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

stored the mRNA for SMVT, HCS, and PC to normal levels

TABLE 1
Effect of biotin and 8-Br-cGMP on mRNA levels in HepG2 cells

(Fig. 1B). Biotinidase mRNA remained essentially unchanged mRNA Biotin deficient  Biotin stimulated  c¢GMP stimulated
in cells incubated in biotin-deficient or recovery medium rela- % p
tive to the control medium. : )
L ; SMVT 29+ 2 92 =3 101 =7
We confirmed that the reduction in mRNA was l'e_f'lected in HCS 35+ 5 103 + 10 98 ~ é
the level of protein, using HCS for the analysis (Fig. 1C). A PC 323 112 =11 106 + 4
Western blot of HCS from the HepG2 treatment cultures Biotinidase 842 81 x4 112 =10
Actin 107 £ 3 94 + 10 109 * 4

showed that the amount of HCS protein was reduced by one-
third for cells grown in biotin-deficient medium compared with
the level obtained for cells in biotin-replete medium. As ob-
served for the mRNA, the addition of bictin to the deficient
cultures resulted in normalization of the protein to the level
obtained for control cells (data not shown).

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

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

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

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

The integrity of the downstream elements of the HCS-sGC-
PKG transduction pathway in MDC cells on the mRNA re-
sponse was tested by incubating the normal and MCD-MK cells
in the presence of 8-Br-cGMP. Treatment of biotin-starved
MCD cells with 1 mM 8-Br-cGMP resulted in increases of HCS
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otinidase mRNA levels in normal and MCD fibreblasts. Normal
(A) and MCD cells (B) were grown in biotin-free medium for 14 days.
After this period the cells were stimulated with 0.001, 0.01, 0.1, and 1.0
1M biotin for 24 h. The mRNA levels of SMVT, HCS, and bictinidase
were determined as described under “Experimental Procedures.” Re-
sults are presented as percentage of mRNA values observed in cells
grown in biotin-containing medium and normalized to g-actin mRNA
levels. Data are from three different experiments and shown as mean *
S.E.

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

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

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

similar expression patterns as for liver.

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

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

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

MW

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

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

DISCUSSION

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

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

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

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

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

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

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

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

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

sparing during nutritional deprivation.
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Abstract

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

associated with the sparing of the brain during biotin deficiency.

(9]
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Introduction

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

recycling during carboxylase turmover [4].

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

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



brain of laboratory animals are not drastically affected as occurs in liver, kidney
and other organs [4-9]. We proposed that during biotin deficiency the HCS-sGC-
PKG pathway limits biotin utilization in liver and other tissues allowing a continuous
supply of the vitamin to the brain. In this organ, biotin dependent PC and PCC are
essential for continuance of cell metabolism and brain function via anapierosis of
Krebs cycle and restoration of alpha-ketoglutarate because of the release of

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

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

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

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

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




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

vitamin on pantothenic acid and lipoic acid transport.

Materials and Methods

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

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




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

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

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

with bictin (1nM to 1 uM), or with 1 mM 8-Br-cGMP, a non-hydrolysable form of

"cGMP, at day 14 and the celis were maintained in the biotin- or cGMP-

supplemented medium for 24 hours.

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




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

mRNA was present at equivalent levels in all RNA samples.

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

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

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

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




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

was studied as describad above.

Effect of biotin on SMVT promoter activity. To study the effect of biotin on
SMVT transcription we made use of the previously described rat SMVT promoter
[25] Three different elements have been identified within this promoter P1, P2 and
P3. These DNA regions were amplified by PCR and subcloned into the promoter-
less pGL3-basic vector (pGL3B) to direct the expression of a luciferase reporter.
The SMVT constructs (3.25 ug) and a control vector expressing B-galactosidase
were transiently transfected into biotin deficient HepG2 cells, plated at 40-60%
confluence, using the calcium phosphate mammalian cell transfection kit (5°-3°
INC. U.S.A). Luciferase activity was determined 48 hours after transfection using
the enhanced luciferase assay kit by Anaiytical Luminescence Laboratory. The
results were corrected by P-galactosidase activity using the Galacto-Light

chemiluminescent reporter assay (Tropix, Bedford MA.).

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

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




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

determined transfecting the pGL3B-P2 vector as described above.

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

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

Results.

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

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

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

10




X 1O3Img protein and 10£0.88 cpm x 10°/mg protein respectively) (Figure, 1).
Previous reports had shown that biotin deficiency results in the accumulation of
unbiotinylated apocaboxylases, histones and other unidentified biotinylable
polypeptides [5, 27-29]. To determine the impact of these proteins, on the
apparent biotin uptake we first determined how much biotin can covalently
attached to proteins by normal and biotin deficient cells by comparing biotin uptake
and efflux [28, 30]. In these experiments, the cells were loaded with 3H-biotin and
then incubated in a large volume of medium containing 1 pM of cold biotin to
promote the exchange of the intracellular pool of the vitamin [28, 30]. The biotin
retained after the efflux time is taken as a measure of the protein-bound biotin that
could not be exchanged with the large extra cellular pool of cold biotin. Qur results
indicated that in deficient cells 87.7% of the transported biotin is protein bound
while in normal cells only 12.89% of the vitamin is not freely exchangeable (Fig. 1).
These differences most likely reflect the larger pool of unbiotinylated carboxylases
present in biotin deficient cells that act as a biotin sink during the uptake

experiments [28].

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

uptake shown to be linear up to 30 minutes in both normal and deficient celis.

11




However, after blocking biotinylation sites, biotin uptake by normal cells was 53%-
68% higher than in deficient cells (Fig. 2). The uptake values in normal ceils were
5.8210.92 cpm x 10%/mg protein, 24.82+2 67 cpm x 10°/mg protein and 35.27+0.79
cpm X 10° /mg protein at 5, 30 and 60 min, respectively. Biotin uptake values in
deficient cells were 1.835:0.275 cpm x 10%/mg protein, 11.7£3.76 cpm x 10%/mg
protein and 12.685+1.885 cpm x 10° /mg protein. HepG2 cells incubated at 4°C
showed a biotin uptake of less than 1% of that observed at 37° C (Fig. 2). This
result suggested that non-specific biotin uptake is negligible and biotin transport in

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

Biotin deficiency reduces SMVT protein and mRNA levels expressed in

HepG2 cells.

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

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

12




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

regulates SMVT expression (Fig. 3A).

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

reference gene (Fig. 3B).

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

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

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



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

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

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

pathway.

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

promoter on the HCS-sGC-PKG pathway.

Discussion

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

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



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

by normal cells in previous investigations.

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

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

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

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




v

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

beyond the point where SMVT expression is affected.

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

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

pathway since low biotin concentrations would fail to activate SMVT expression

16




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

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

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

acid and lipoic acid uptake.
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Figure legends

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

mean +/- S.E .

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

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

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

biotin deficient (D), biotin deficient stimulated with biotin (D+B), and deficient
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stimulated with ¢cGMP (D+cGMP) HepG2 cells. Inserts show nPCR products of

SMVT and actin from a typical experiment.

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

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

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

Table I

Biotin concentration 0.0puM | 000l uM | 1.0uM
(RLUY B-galactosidase activity

pGL3B 100 110 100

pGL3B —Pi 250 400 480

pGL3B -P2 52500 87000 79000

pGL3B -P3 300 500 550
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