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RESUMEN([/ ABSTRACT

La deficiencia de biotina lleva a la disminuciéon de ATP, el incremento de ADP y AMP y
la subsecuente activacion de AMPK. Por lo cual se propuso que en esta condicion, la
funcién mitocondrial podria estar alterada. Esto fue apoyado por reportes previos de que
la deficiencia de biotina causa la disminucion de componentes de la cadena respiratoria
junto con cambios en la ultra-estructura mitocondrial. Asi pues se propuso el objetivo de
evaluar el efecto de la deficiencia de biotina sobre la fosforilacion oxidativa, asi como a
los mecanismos implicados. Se encontré6 que en mitocondrias aisladas de higado de
rata la deficiencia de biotina disminuye la velocidad de consumo de oxigeno, la actividad
del Complejo IV vy las concentraciones de los citocromos ccl, b y aa3. En diversos
tejidos se encontrdé una disminucién en la masa mitocondrial, la cual correlaciona con el
incremento de dos proteinas asociadas a la mitofagia: BNIP3 y PINK, asi como las
proteinas HIF-1alfa y STAT3 que disminuyen la funcién mitocondrial. Debido a lo
anterior se evalu6 la posibilidad de que STAT3 fuera el responsable de los efectos
observados en la deficiencia de biotina. Para probar este planteamiento se inhibié a
STAT3 con el inhibidor CAS 1041438-68-9 (Inhibidor de STAT3 VII) en células
deficientes de biotina y se observd que las alteraciones sobre la masa mitocondrial y la
expresion de BNIP3 y PINK vuelve al nivel del control. De manera contraria, la
activacion de STAT3 en células controles usando IL-6 causa efectos muy similares a la
deficiencia de biotina. En conclusién, STAT3 es al menos en parte responsable de los
efectos negativos de la deficiencia de biotina sobre la funcion mitocondrial,

probablemente a través de activar a HIF-1alfa.
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ABSTRACT

Biotin deficiency leads to the decrease of ATP and increase of ADP and AMP and the
subsequent activation of AMPK. Hence it is proposed that this condition is the cause of
impaired mitochondrial function. The latter is supported by previous reports which
indicate that in biotin deficiency some respiratory chain components are decreased along
with alterations in mitochondrial ultrastructure. Thus the objective of this work is to
evaluate the effect of biotin deficiency on oxidative phosphorylation, and the
mechanisms implicated. It was found that in rat liver isolated mitochondria that biotin
deficiency reduces the consumption of oxygen, the activity of complex IV and
cytochrome cc1, b and aa3 concentrations. In various tissues it was found a decrease in
mitochondrial mass, which correlates with the increase of two proteins associated with
mitophagy: BNIP3 and PINK. The proteins STAT3 and HIF-1athat decrease
mitochondrial function were also over expressed. The possibility that STAT3 was
responsible for the effects in mitochondrial function observed in biotin deficiency was
evaluated. To test this, the STAT3 inhibitor CAS 1041438-68-9 (Inhibitor de STAT3 VII)
was used in biotin-deficient cells. Mitochondrial mass and the expression of BNIP3 and
PINK in biotin-deficient cells with STAT3 inhibitor were similar to controls. Conversely,
activation of STAT3 in control cells using IL-6 caused the increase of PINK, BNIP3 and
HIF-1alpha similar to biotin deficient cells. In conclusion, STAT3 is at least partly
responsible for the negative effects of biotin deficiency on mitochondrial function,

probably through activating HIF-1alpha.



1. INTRODUCCION

La biotina, también conocida como vitamina H o B7, fue identificada en 1936 por Kogl y
Tonis cuando estudiaban los requerimientos esenciales para el crecimiento de levaduras
(1). Sin embargo, fueron varios afios después cuando se empezaron a elucidar las
funciones de esta vitamina. En 1950 se demostré que la biotina es un componente
indispensable para las reacciones de carboxilacion, mas tarde en 1958 se encontrd una
asociacion entre la biotina y la enzima acetil CoA carboxilasa (2). Estudios posteriores
demostraron que la biotina es cofactor de esta enzima ademas de otras enzimas que

participan en reacciones de carboxilacion importantes para el metabolismo intermedio

(3).
1.1. Estructurade la biotinay su funcion como grupo prostético

La estructura de la biotina consiste en dos anillos fusionados, uno llamado imidazol y
otro de tetrahidrohidrotiofeno, que contiene azufre, este anillo tiene unida una cadena
lateral compuesta por cinco carbonos denominada acido valérico y termina con un grupo

carboxilico (Figura 1) (4).
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Figura 1. Estructura de la biotina



La funcién de la biotina como grupo prostético se identificd por la unidn covalente entre
la biotina y las carboxilasas. En mamiferos existen cinco carboxilasas: la piruvato
carboxilasa (PC), la acetil CoA carboxilasa 1y 2 (ACC 1/2), la propionil CoA carboxilasa

(PCC) y la metilcrotonil CoA carboxilasa (MCC) (Figura 2).

Leucina Glucosa

Metilcrotonil-CoA

Valina

Isoleucina
MOoC Metionina

Treonina

Metilglutaconil-CoA

Pi to
¢ Alanina v —+—— - Lactato
Malonil-CoA Acenl-(:uﬂ_/ Propionil-CoA

+ Cmala:emm

Acidos Grasos Clclo m
Citrato
Krebs

Metilmalonil-CoA

Succmam -

Figura 2. Interrelacidén entre las rutas metabolicas catalizadas por las enzimas dependientes de
Biotina. MCC: metil crotonil CoA carboxilasa, ACC: acetil CoA carboxilasa, PC: piruvato

carboxilasa, PCC: propionil CoA carboxilasas. (Imagen tomada y modificada de:
http://biochem4.okstate.edu/~firefly/Bioch5853/Minireviews/MR2.98%20folder/XW.MR.298/XW.MR.2.98.htm)

Estas, son sintetizadas como apoenzimas, por lo cual requieren de unirse a la biotina
para tener actividad. Esta union es catalizada por una enzima especifica: la proteina
ligasa de biotina (BPL) u holocarboxilasa sintetasa (HCS), por medio de una reaccion

que depende de ATP y ocurre en dos pasos (5-6):
ATP+ Biotina + HCS — Biotina- AMP-HCS + PPi

biotina- AMP-HCS + apocarboxilasa — holocarboxilasa + AMP + PPi + HCS
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Las carboxilasas dependientes de biotina catalizan la unién covalente del bicarbonato a

acidos organicos y se produce mediante una secuencia de reacciones (Figura 3).
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Figura 3. Reacciones de las carboxilasas dependientes de biotina. Las carboxilasas
dependientes de biotina catalizan la unién covalente del bicarbonato a acidos organicos
mediante la siguiente secuencia: primero, el bicarbonato y el ATP forman un intermediario
llamado carboxifosfato (paso 1-3). Posteriormente, el CO, formado puede reaccionar con la

biotina para formar carboxibiotina (paso 3). En la segunda fase de la reaccién (pasos 5-7), el
CO, reacciona con el piruvato para forma oxalacetato (ejemplo de la reaccion mediada por la

piruvato carboxilasa) (Imagen tomada y modificada del libro Principios de Bioquimica 42

En la primera fase, el bicarbonato es activado al reaccionar con el ATP produciendo un

intermediario llamado carboxifosfato, el cual se descompone en bioxido de carbono. El
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CO2 reacciona con el nitrogeno 1 del motivo biotinil en la holocarboxilasa para formar
1’-N-carboxibiotinil  carboxilasa con la liberacion de fosfato inorganico.
Subsecuentemente, la biotina actia como acarreador para transportar el CO,, desde un
sitio activo a otro en la misma enzima. En una segunda fase, el 1’-N-carboxibiotinil
carboxilasa incorpora el CO, a un aceptor especifico para cada carboxilasa que se
libera en el segundo sitio activo (7). Finalmente las holocarboxilasas son degradadas
proteoliticamente generando péptidos de biotinil, éstos son degradados por la

biotinidasa para liberar la biotina, la cual puede ser reutilizada por otras carboxilasas (8).

1.2. Funcién de la biotina en laregulacién de la expresién de genes

Ademas de su papel como grupo prostético, la biotina tiene otras funciones biolégicas,
tales como la regulacién de genes a nivel transcripcional y/o postranscripcional; dichos
genes participan en diversos procesos, por ejemplo: el metabolismo de la glucosa (9-

11).

En procariontes, especificamente en E. coli, la biotina puede regular su propia sintesis a
través del operon Bio. Debido a la funcidn reguladora que tiene la biotina en
procariontes, se comenzo a estudiar esta funcién en eucariontes. Las levaduras no son
capaces de sintetizar biotina de novo, al igual que otros eucariontes, no obstante, estos
organismos aun conservan genes que le permiten sintetizarla a partir de precursores
como el pimeloil- CoA o el acido 7-ceto-8-aminopelargonico (KAPA). Estos son

introducidos a la célula por medio de los transportadores BioSp y la proteina permeasa
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de biotina (vht1) y posteriormente son metabolizadas para generar biotina por los genes

Bio1 (12-14).

En mamiferos se ha observado que la biotina puede modificar la expresién de diversos
genes (15). En el laboratorio del Dr. Velazquez se estudio el efecto de la deficiencia de
biotina sobre la expresion de genes asociados a su propia funcion. Se observé que
cuando se produce deficiencia de biotina en ratas, disminuye la expresion de la
holocarboxilasa sintetasa (HCS) y las carboxilasas PC y PCC en varios tejidos, como
son el higado, el riidn y el musculo esquelético. Esta disminucion se revierte con la
administracién intravenosa de biotina en un lapso de 24 horas. Resultados similares se
observaron en la linea celular HepG2 crecidas en un medio de cultivo libre de biotina

durante 15 dias (16 y 17).

De la misma forma, la biotina tiene efectos en la expresion de otros genes que no estan
asociados a su funcion. Dakshinamurti demostré que las concentraciones del RNA
mensajero de glucocinasa (GK) disminuyen en la deficiencia de biotina. Ademas
estudios realizados en ratas diabéticas demostraron que la expresiéon génica de la
fosfoenol piruvato carboxicinasa (PEPCK) esta aumentada con respecto al control, y

que la administracidn de biotina disminuye su expresion (18-24).

La biotina también afecta la expresion de algunos oncogenes como son: N-myc, C-myb
y raf. La expresion de estos genes disminuye en un 47% cuando se incrementa las
concentraciones de biotina a 25 pM. De manera similar, disminuye la expresion de
varios factores de transcripcion como NF-kB, SP1 y SP3 asi como el receptor de la

interleucina 2 (IL-2) y la interleucina 4 (IL-4) en células Jurkat (25-27).
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1.3. Fuentes de biotina en la dieta

La mayor parte de la biotina ingerida en la dieta se encuentra unida a residuos de lisina
en las proteinas y una vez en el intestino la union es degradada por proteasas para
generar biocitina (biotinil-e-lisina) y péptidos unidos a biotina. Posteriormente la enzima
biotinidasa libera a la biotina de la biocitina y de los péptidos para asi poder ser

absorbida en el intestino (28).

El transporte de la biotina al interior de la célula se realiza a través de transporte pasivo
y activo. La difusion pasiva se lleva a cabo cuando la concentracién de biotina
extracelular excede 25 uMol/L. Por el contrario, cuando la concentracion es menor a 5
uMol/L, predomina el transporte activo en donde la captacion esta mediada por dos
trasportadores: uno conocido como transportador multivitaminico de sodio (SMVT) y en

menor medida otro conocido como transportador de monocarboxilatos (MCT1) (29 y 30).

La sintesis de biotina se lleva a cabo por las plantas, la mayoria de las bacterias y
algunos hongos. Los mamiferos deben obtener la biotina de fuentes externas como son
la dieta o la flora microbiana intestinal. El requerimiento diario de biotina no se conoce
con exactitud y por tanto, las recomendaciones para el consumo adecuado se basan en
el consumo promedio de poblaciones aparentemente sanas. La tabla 1 muestra las

recomendaciones de consumo de biotina para las distintas etapas de la vida.

Se debe tomar en cuenta que estas recomendaciones son inciertas porque el contenido
de biotina en la mayor parte de los alimentos no ha sido estudiado por ensayos

quimicos especificos. Sin embargo; se sabe que la biotina esta ampliamente distribuida
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en los alimentos: la yema de huevo, la carne, cereales y algunos vegetales son los

alimentos con mayor contenido de biotina (31-32).

Tabla 1. Consumo adecuado de Biotina

Edad/etapa de la vida Requerimientos
(mg/dia)
Adulto 30
Mujer en lactancia 35
Lactante (0-6 meses) 5
Lactante (7-12 meses) 6
Nifos (1-3 anos) 8
Ninos (4-9 anos) 12
Pubertad (9-13 anos) 20
Adolescencia(14-18 anos) 25

(Tomada y modificada del libro Principios de Bioquimica 42 Edicidn, Leninger 2007)

1.4. Deficiencia de Biotina

La primera prueba de la necesidad de biotina en la dieta humana viene de
Sydenstricker, 1942 (33). En este estudio se sometieron a adultos voluntarios a una
dieta completa en calorias, proteinas y vitaminas, excepto en biotina. Lo anterior se
logré suplementando diariamente la dieta con 200 g de huevo crudo. Después de 3 a 4
semanas los voluntarios desarrollaron una dermatitis escamosa, después de 7 semanas
mostraron una llamativa palidez grisacea la cual fue atribuida en parte a cambios en la
hemoglobina, lo cual se acompand de anemia microcitica a pesar de un adecuado

consumo de hierro. Ademas de prominentes sintomas de cambios en el estado mental,

15



mialgias, parestesia localizada y anorexia acompafiada con nauseas. Algunos
individuos se quejaron de dolor en el pecho y sus electrocardiografias mostraron
evidencia de isquemia coronaria. Asi mismo se presentaron incrementos en los
pigmentos biliares y colesterol en el flujo sanguineo. Todos los sintomas fueron
revertidos dentro de los 5 dias consecutivos a una inyeccién diaria de 150 ug de biotina.
Otras manifestaciones clinicas comunes en la deficiencia de biotina son: alopecia.
ataxia, hipotonia, acidosis cetogénica y/o organica, convulsiones, infecciones e irritacion
en la piel especialmente alrededor de los ojos, boca y nariz, alteraciones en el sistema

inmune, y por ultimo, retraso en el desarrollo en nifios (34).

El consumo de huevo crudo es la principal causa de deficiencia de biotina, ya que la
avidina contenida en la clara atrapa a la biotina y no permite su absorcion (35). Otras

causas de deficiencia de biotina son:

- Nutricién parenteral total sin suplementacién de biotina (36).

- El uso prolongado de algunas drogas anti convulsionantes como fenitoina,
primidona, y carbamazepina puede llevar a deficiencia de biotina, ya sea porque
inhiben el transporte de biotina en la mucosa intestinal o porque aceleran su
catabolismo (37).

- Malnutricion severa (38).

- Embarazo. Se ha observado que la deficiencia de biotina es muy comun en
mujeres embarazadas y tiene implicaciones muy importantes en el desarrollo del

feto ya que es teratogénica (39).
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1.4.1. Efectos de la deficiencia de biotina sobre el metabolismo celular y vias de

sefalizacion

Ortega-Cuellar y col (40) demostraron a través de microarreglos que en realidad la
deficiencia de biotina no solo afecta la expresion de glucocinasa sino que cambia la
expresion de una gran variedad de genes asociados al metabolismo del carbono. Le
deficiencia de biotina lleva a una disminucién considerable de la expresidon de genes que
codifican para enzimas que actuan en la glucdlisis, tales como: la glucocinasa, la
piruvato cinasa, y la lactato deshidrogenasa, entre otras. Mientras que la expresion de
fosfoenol piruvato carboxicinasa, enzima que participa en la gluconeogénesis esta
aumentada. Por otro lado, los genes involucrados en el metabolismo de lipidos también
cambiaron su expresion en la deficiencia de biotina. La ATP citrato liasa, la sintasa de
acidos grasos y la acetil coenzima A carboxilasa son enzimas que participan en la
sintesis de acidos grasos, y cuya expresion disminuye en la deficiencia de biotina. Por
su parte, la expresion genica de las enzimas Carnitin Palmitoil Transferasa 1a y la Acil
Coenzima A Deshidrogenasa, que corresponden a la via de p-oxidacién de acidos

grasos, estan considerablemente aumentadas (40).

Los cambios en la expresidn génica estaban acompanados de adaptaciones en diversas
vias de senalizaciéon como es la cinasa activada por AMP (AMPK) proteina que es
conocida como el sensor energético celular. Esta proteina se encontré mas fosforilada
(en el sitio de activacion) en el higado de ratas deficientes de biotina. Como lo indica su
nombre, el principal activador de AMPK es el aumento de las concentraciones de AMP.
Cuando la relacién ATP/ADP cae, ya sea por algun estrés que inhiba la sintesis de ATP
0 que los requerimientos celulares incrementen su consumo, la enzima adenilato cinasa
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amplifica la sefial, ya que cataliza la reaccion (2ADP —<ATP + AMP), de esta manera
aumenta las concentraciones de AMP y por tanto la activacion de AMPK. De hecho,
estudios previos realizados tanto por Velazquez-Arellano et al. (41) y Hernandez-
Vazquez et al. (42) demostraron que la deficiencia de biotina lleva a una disminucién en
los niveles de ATP, al mismo tiempo que incrementa las concentraciones de ADP vy

AMP.

Glucosa SINTESIS
1 . PROTEINAS
Piruvaty
T ]
-

AcCoa \PC \ 1
0AA /\ l
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deficiente Metabolismo
. TAMP/ ATP_’ﬁ | _ » - de la Glucosa

l | o] | ace]
NAD® =g SIRT1 - -
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Figura 4. Modelo propuesto para explicar los cambios sobre vias de sefializacion y la expresion de
genes asociados al metabolismo celular causados por la deficiencia de biotina. La reduccion de la
anaplerosis causada por la deficiencia de biotina aumenta la relacion AMP/ATP, este cambio activa a
AMPK provocando cambios concertados en las vias de sefializacion y expresion de genes del
metabolismo del carbono. El color rojo indica el aumento de la transcripcion de dichos genes, el verde
indica disminucién, mientras el blanco indica que no hubo cambios (Imagen tomada y modificada de
Velazquez- Arellano A, 2011 (41)).

Con el fin de explicar tanto los cambios en la expresion de los genes del metabolismo
como la disminucién de ATP y la subsecuente activacion de AMPK, se propuso un
modelo donde se tomaron en cuenta estos hallazgos y lo que se habia sido reportado

en la literatura hasta ese entonces. En este modelo se propuso que, dado que la
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actividad de la piruvato carboxilasa esta disminuida en la deficiencia de biotina, la
anaplerosis del ciclo de Krebs esta restringida, y por tanto, el flujo por ésta via se veria
afectado, llevando a la disminucion de las formas reducidas de NAD y FAD, y esto

tendria como consecuencia una menor sintesis de ATP.

Como consecuencia, se activaria AMPK, la cual a su vez tiene una diversidad de
proteinas blanco, entre las que se encuentran acetil CoA carboxilasa y SRBP, éstas al
ser fosforiladas pueden ser activadas o inhibidas por AMPK, de esta manera se
incrementa el flujo por las vias metabdlicas que producen ATP como es la -oxidacién
de acidos grasos, mientras que vias que consumen ATP son inhibidas. Asi AMPK logra

restablecer los niveles de ATP en las células (Figura 4) (41).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que el modelo propuesto por Ortega et al. 2011 (41) para explicar el
déficit de ATP es factible, se debe recordar que el principal sitio de sintesis de ATP
es la mitocondria, a través de la fosforilacion oxidativa. Por lo cual, un cambio en la
funcién mitocondrial podria llevar a modificaciones en la concentracion de ATP muy

significativas.

La funcion mitocondrial esta estrechamente regulada ya que debe de adaptarse a
las condiciones de las células. El flujo por la cadena respiratorio y la masa
mitocondrial son los principales determinantes de la funcion mitocondrial. El primero
depende de las concentraciones de ADP y ATP, el potencial de membrana y de los
complejos mitocondriales (43-44), factores que podrian estar alterados en la
deficiencia de biotina. Por un lado, Atanma et al. (45), demostraron que en
fibroblastos deficientes de biotina disminuye el nivel del grupo prostético hemo
(componente esencial de los citocromos b, c y a en los complejos respiratorios Il
y IV), asi como la expresion de la subunidad COX [l del complejo IV de la cadena
respiratoria. Mientras que en otros estudios se ha reportado que la deficiencia de
biotina causa la disminucion del consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas junto
con cambios en la ultra-estructura mitocondrial, en particular se han observado
cambios en los fosfolipidos que conforman la membrana mitocondrial (46-47). Con
respecto a la masa mitocondrial, ésta depende tanto de la sintesis o biogénesis
mitocondrial como de la degradacion de las mitocondrias (mitofagia). Ambas son
reguladas por diversos mecanismos entre los que se encuentran factores nucleares

como PGC-1a, HIF-1a y la proteina AMPK, entre otras. Se ha reportado que la
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deficiencia de biotina, asi como otros micronutrientes como la tiamina o de algunos
aminoacidos como la leucina, tiene efectos en HIF-1a y AMPK (48 y 49). Con
respecto a HIF-a se ha observado que uno de sus principales activadores es la via
de sefializacién de STAT3, ésta es activada por citocinas como IL-6, la cual se ha
encontrado sobre expresada en deficiencia de biotina (50 y 51). A partir de lo anterior

se plantearon las siguientes preguntas:

¢ La deficiencia de biotina causa alteraciones en la fosforilacién oxidativa? Y de ser

asi ¢, Cuales son los mecanismos responsables?
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3. HIPOTESIS

La deficiencia de biotina lleva a una disminucién de la fosforilacién oxidativa que es

causada por modificaciones en la via de sefializacién de STAT3.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto deletéreo de la deficiencia de biotina sobre la fosforilacion

oxidativa, asi como los mecanismos moleculares responsables.
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5. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar la alteracién de la fosforilacion oxidativa inducida por la deficiencia de

biotina.

2. Estudiar las modificaciones en la masa y ultra-estructura mitocondrial ocasionadas

por la deficiencia de biotina.

3. Analizar las alteraciones en vias de senalizacion como STAT3 que regulan la

fosforilacion oxidativa durante la deficiencia de biotina.
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6. METODOLOGIA

6.1 Modelos experimentales

6.1.1 Modelo animal

Se usaron ratas Wistar macho recién destetadas, las cuales fueron divididas en dos

grupos con base en el tipo de dieta.

-Dieta deficiente de biotina que contenia 30% de avidina que se une con alta afinidad a
la biotina libre en el alimento y no permite que sea absorbida en el intestino (TD. 87126,

Harlan Teklad, Madison WI, USA).

-Dieta control que contenia 30% de avidina pero estd suplementada con 0.03 g/Kg de

biotina (TD. 81079, Harlan Teklad, Madison WI, USA).

De acuerdo a una investigacion previa, después de 4 semanas de ser alimentados con
esta dieta los animales desarrollan los efectos de la deficiencia de biotina y fueron

utilizados para los experimentos que se describiran a continuacion (42).

6.1.2 Cultivo celular

- Cultivo primario de hepatocitos: Se usaron ratas con las caracteristicas descritas en la
seccion de modelo animal. Los animales fueron anestesiados con ketamina / xilazina 50
mg / kg. El higado se disecciond y los hepatocitos se aislaron usando el método de
Berry y Friend (48). Las células se suspendieron en Ringer-Krebs-fosfato: 5.7 mM KClI,
NaCl 120 mM, 1.2 mM MgSOy4, 1.2 mM NaHCOs3, 1.2 mM CaCl,, pH 7.4. El medio se

calenté a 37 ° C y se burbuje6é con O, / CO; (95/5%) antes de su uso. La viabilidad
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celular se comprobd por el método de exclusion tripano; todos los experimentos se

llevaron a cabo solamente cuando se observo viabilidad mayor al 95%.

- Los hepatocitos aislados y las lineas celulares U373 de Glioblastoma y Fibroblastos
Embrionarios de Ratéon (MEF) Wild Type y Doble Knock Out de AMPK (ATCC: HB-8065,
Manassas, VA EE.UU.) se cultivaron utilizando medio DMEM (Dubelcco Modified
Eagle’s Medium) suplementado con Suero Fetal Bovino al 10% y penicilina 100 Ul/ml,
estreptomicina 100 pg/ml y gentamicina 50 ug. (Gibco, Life Technologies, Grand Island,
NY. EE.UU.) y fueron mantenidas a 37 °C y 5% de CO2. El medio deficiente en biotina
fue preparado por dialisis de suero fetal bovino usando un protocolo descrito
anteriormente (50). La deficiencia de biotina se demostré por Western blots con
estreptavidina. Cuando se indujo la deficiencia de biotina, las células se sembraron en
medio completo, que fue sustituido después de 24 h con un medio deficiente en biotina y

se incubd durante los tiempos que requirieron los experimentos.

6.2 Aislamiento de mitocondrias

Las mitocondrias se obtuvieron de acuerdo con un método descrito previamente (49).
Se utilizaron ratas Wistar macho que fueron sacrificadas y se obtuvo el higado, el cual
fue colocado en el buffer A que contiene sacarosa 40 mM, 220 Manitol, 1m M EGTA, 5
mM Tris, pH 7.4 y se homogeneiz6 usando una mano de mortero de teflén. Las
mitocondrias se aislaron por centrifugacion diferencial y todo el tiempo se mantuvieron

en una temperatura cercana a 4 °C. La cantidad de proteina se determiné utilizando el
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método de Biuret. La calidad de las preparaciones fue evaluada por el consumo de

oxigeno como se describe a continuacion.

6.3. Evaluaciéon de consumo de oxigeno

Se usaron ya sea mitocondrias aisladas o células intactas (cultivo primario de
hepatocitos), las que se colocaron en una camara de temperatura controlada con
agitacion constante. La concentracion de oxigeno se controlé usando un oximetro
equipado con un electrodo especifico Clark (Strathkelvin Instruments, Escocia). Las
mitocondrias (0,5 mg de proteina) se suspendieron en Buffer A en presencia de 10 de
mM fosfato, 10 mM de glutamato y 10 mM de malato. La respiracion se monitorizé en

las condiciones anteriores (estado 2) y después de la adicion de ADP (estado 3).

Los hepatocitos se tripsinizaron y se resuspendieron en los respectivos medios de
cultivo (completo o deficiente de biotina) a una densidad conocida (2x10° células/ml) y
se mantuvieron a agitacion constante. EI consumo de oxigeno se midioé antes y después
de la adicion de oligomicina (10 mM), un inhibidor especifico de la ATP sintasa
mitocondrial. La sensibilidad hacia la oligomicina fue interpretada como la tasa de

fosforilacién oxidativa como se informo anteriormente (52).

En todos los casos, se calculd la tasa respiratoria basandose en la concentracion de
oxigeno en funcién del tiempo teniendo en cuenta la concentracion de proteina o la

densidad celular, segun sea el caso.
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6.4 Determinacién de la actividad del complejo IV mitocondrial

La actividad del citocromo ¢ oxidasa (COX) o Complejo IV mitocondrial se evalu6 a
través del consumo de oxigeno. Las mitocondrias (0,5 mg de proteina) se preincubaron
con antimicina A (10 mM) y ascorbato 5 mM (1 mM). La actividad de COX fue
estimulada por la adicion de 10 mM TMPD (N, N, N ', N'-tetrafenilenediamine). La

actividad se reportdé como la cantidad de oxigeno consumido por minuto.

6.5 Cuantificacion de los citocromos

Para la cuantificacion de los citocromos b, ccl y aa3 se usaron mitocondrias aisladas de
higados de rata (1 mg de proteina). Las mitocondrias fueron tratadas con ferricianuro de
Sodio, con el fin de medir los espectros de absorcion en el estado oxidado a distintas
longitudes de onda (500-650 nm) a través de un espectrofotometro de doble haz
(Aminco DW 2, Qlis Inc.). Posteriormente se agrego hidrosulfito de sodio (ditionita), el
cual, reduce a los citocromos y se repitid la medicién con el espectrofotometro. Se
grafico la diferencia entre ambos espectros, con esto se obtuvo un trazo en el cual
aparecieron los picos caracteristicos de los citocromos. El citocromo c¢ tiene un maximo
de absorcion a 550 nm, mientras que los citocromos b y aa3 absorben a 560 y 603 nm,
respectivamente (Figura 5). Los citocromos se cuantificaron espectrofométricamente
utilizando los valores reportados previamente de los coeficientes de extincion molar (g)

(aa3: 24 M-1 cm-1, b: 28,5 M-1 cm-1, cc1: 21 M-1 cm-1) (53).
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Figura 5. Cuantificacion de los citocromos por espectrometria diferencial. . Esta técnica se basa en
en un barrido a distintas longitudes de onda (500-650 nm). Las flechas indican la longitud de onda en la
que se observa el maximo de absorciéon de cada citocromo: el citocromo ¢ tiene un maximo de absorcién
a 550 nm, mientras que los citocromos b y aa3 absorben a 560 y 603 nm, respectivamente.

6.6 Actividad de citrato sintasa

La actividad de citrato sintasa se midi6 en extractos de proteina obtenidos al
homogenizar el tejido o cultivo celular con un buffer de lisis que contenia Triton X-100
0,1%, 50 mM de KCI, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 5 mM de fosfato, 50 mM HEPES,
pH 7,0) suplementado con un céctel inhibidor de la proteasa (Complete Mini, Roche). La
proteina se cuantificé por el método de Bradford. Para cada medicién se usaron 30 ug
de proteina, los cuales se incubaron con 30 mM de acetil-CoA, 10 mM de oxalacetato y
10 mM de DTNB. Se monitorizé la absorbancia a 412 nm en un espectrofotometro

Genova-Nano (Jenway).
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6.7 Tincién de las mitocondrias con Mitotracker

Los hepatocitos primarios se sembraron en cubreobjetos y se trataron con Mitotracker
CMXRos 25 nM (Invitrogen) durante 15 minutos, se lavaron dos veces con PBS y se
fijaron con paraformaldehido al 4%. Los cubreobjetos fueron montados en placas de

vidrio y se visualizaron mediante microscopia confocal (Zeiss LSM 5 PASCAL).

6.8 Estudios de la estructura mitocondrial con microscopia electrénica

Ratas control y ratas deficientes de biotina fueron perfundidas a través del ventriculo
cardiaco izquierdo con 4% de paraformaldehido en Buffer de fosfato al 0.1 M de
solucion salina (pH 7,4). Se retird una muestra de tejido muscular de los gluteos, se
secciong, y se transfirio al mismo fijador durante 1 h. Posteriormente, las muestras se
trataron con 0,5% de tetréxido de osmio en &cido cacodilico a pH 7.4, y se deshidrataron
en alcohol extremo embebido en resina EPON. Secciones de una micra de grosor en el
area gris/plata de los colores de interferencia en la plata/zona gris de la gama de
colores de interferencia se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se
examinan bajo un microscopio electréonico de transmision JEOL JEM-1400. Estos
experimentos se realizaron en con el laboratorio de neuropoatologia experimental del

Instituto Nacional de Neurologia.

6.9 Western Blots

Las muestras se congelaron en nitrogeno liquido y se homogeneizaron con un Buffer
que contiene HEPES 50 mM, KCI 50, EGTA 1 mM,-f glicerol fosfato 5 mM, Triton X-100
0,1% (v / v), inhibidores de la proteasa mM, EDTA 1 mM mini Complet (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania), 50 mM de fluoruro de sodio, 1 mM de ortovanadato
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de sodio, pirofosfato de sodio al 5 mM y PMSF al 0,2 mM (todos de Sigma-Aldrich). Los
homogeneizados se centrifugaron a 12.000 xg durante 15 minutos a 4 °C y se utilizaron
los sobrenadantes. Los extractos de proteina se separaron mediante electroforesis
SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida 10%. Las proteinas se transfirieron sobre
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, Inc. Alemania) y después se
bloquearon con leche sin grasa 1% y se incubaron con diferentes anticuerpos primarios:
fosfo-AMPKa (Thr172) # 2 531, AMPKa(23A3) # 2.603 (Cell Signaling Technology, Inc.
Danvers, MA. EE.UU.), fosfo-STAT3 (Tyr 705) # 7993, STAT3 (C-20) # 482, PINK1 (H-
300) # 33796, BNIP-3 (Ana40) # 56167), mtTFA (E-16) # 30963, HIF-1a (Y-15) # 12542,
y a-tubulina (TU-02) # 8035 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas. EE.UU.). Las
membranas se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con los respectivos
anticuerpos secundarios conjugados con HRP. Las transferencias se revelaron
utilizando un sustrato quimioluminiscente HRP Immobilion Occidental (Millipore
Corporation, Billerica, MA.USA). Las imagenes fueron adquiridas en un Sistema
FUSION FX (VILBER Lourmat, Francia) y analizadas en ChemiDoc Sistema XRS (Bio-

Rad Laboratories, Inc. Alemania).

6.10 Analisis estadisticos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y en tres ocasiones diferentes. Los
resultados se presentan como la media + desviacion estandar, la significancia
estadistica se evalu6 con ANOVA vy la prueba t de Student. Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas con un valor de p< 0.05.

31



7. RESULTADOS
7.1. Efecto de la deficiencia de biotina sobre la funciéon mitocondrial

Como se menciond en la metodologia, los experimentos se realizaron empleando
ratas que fueron alimentadas durante 4 semanas con una dieta disefada para inducir
deficiencia de biotina. Un método para comprobar que los organismos desarrollaron la
deficiencia de esta vitamina es por medio de blots de estreptavidina, ésta se une
covalentemente a la biotina, de modo que la intensidad de la sefal depende de la
concentracion de las carboxilasas que estan biotiniladas. En la figura 6 se muestra un
blot representativo usando extractos de higado de ratas control y ratas deficientes de
biotina. En los carriles correspondientes a las muestras de ratas deficientes de biotina
se observa que la intensidad de estas bandas es considerablemente menor con
respecto a los controles, lo cual demuestra que hay menos biotina unida a estas
proteinas. Con este analisis se comprueba que los animales que se usaron para

experimentar presentan efectivamente una deficiencia de biotina.
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Figura 6. Blot de carboxilasas biotiniladas. Extractos de proteina de higado de ratas control
y deficientes de biotina (DB). En cada pozo se cargaron 30 pg de proteina. Se incubaron con

strentavidina. PC: niruvato carboxilasa. PCC: nrobionil CoA carhoxilasa v MCC: metil crotonil
Una vez comprobada la deficiencia de biotina se procedié a evaluar el consumo de

oxigeno en mitocondrias aisladas de higado de ratas deficientes y controles. El trazo se
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empez6 usando Glutamato/Malato como sustratos (Estado 2 respiratorio),
posteriormente se agregd ADP (Estado 3 respiratorio) (Figura 7a). Si las mitocondrias
estan acopladas, el ADP debe de acelerar el consumo de oxigeno, por lo tanto, una
relacion estado 3/estado 4 (coeficiente respiratorio) mayor a 2, indica que las
mitocondrias estan acopladas. En las mitocondrias de higado de las ratas control, el
coeficiente respiratorio fue de 4.3 mientras que en las deficientes de biotina fue de 3.
Asi mismo, el consumo de oxigeno en el estado 3 fue mayor en las mitocondrias de
ratas controles (50 nmoles O2/min/mg de proteina) en comparaciéon con las
mitocondrias de ratas deficientes (30 nmoles O2/min/mg de proteina) (Figura 7b), es
decir, la velocidad de consumo de oxigeno disminuyé en un 40% en las mitocondrias
aisladas de higados de ratas deficientes de biotina. Con lo anterior se demuestra que

la actividad de la cadena respiratoria esta afectada en la deficiencia de biotina.
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Figura 7. Consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas de higado. a) El consumo de
oxigeno se midié6 usando como sustratos glutamato/malato (estado 2), la adicion de ADP
acelera el consumo de oxigeno (Estado 3), cuando el ADP se agota, disminuye la velocidad de
consumo de oxigeno (Estado 4). b) Velocidad del consumo de oxigeno en el estado 2 y en el
estado 3. * p< 0.01, ** p<0.001 (Prueba t de Student).

Evidencia previa a este trabajo indica que la deficiencia de biotina podria afectar a la

actividad de complejo IV mitocondrial, ya que por medio de western blot se observo que
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la expresién de la subunidad COXIl del complejo IV esta disminuida en la deficiencia de
biotina (45). Por lo cual, se evalud la actividad del complejo IV usando mitocondrias
aisladas. Se inhibié al complejo Ill con antimicina y posteriormente se agregaron TMPD
y acido ascoérbico como sustrato de citocromo c, éstos impulsan el consumo de oxigeno
y la actividad del complejo IV se toma como la velocidad del consumo de oxigeno (umol
O2/min/mg de proteina). Las mitocondrias de higado de ratas control presentaron una
actividad de 0.97 umol O,/min/mg de proteina, mientras que las deficientes de biotina
tuvieron 0.57 umol O,/min/mg de proteina de actividad, es decir, la deficiencia de biotina
disminuy6 la actividad de éste complejo en un 40% (figura 8). La disminucion del
complejo IV puede explicar en gran parte las alteraciones en el flujo de electrones que

se mostraron previamente ya que, éste complejo controla gran parte del flujo respiratorio

(56).
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Figura 8. Actividad de complejo IV en mitocondrias aisladas de higado. a) Se inhibe al
complejo Il con antimicina, se comienza el trazo con TMPD, el consumo de oxigeno se acelera
cuando se afade ascorbato, el consumo de oxigeno es completamente sensible al cianuro. b)
La actividad del complejo IV se determina como la velocidad del consumo oxigeno cuando se
afnadio el ascorbato. ** p<0.001 (Prueba t de Student).
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Una posible explicacion para la disminucién de la actividad del complejo IV mitocondrial
es la disminucion en la sintesis del grupo hemo como habia sido reportado previamente
(45). El grupo hemo es indispensable para la sintesis de los citocromos ccl, b y aa3 que
forman parte de los complejos Ill y IV. Con base en lo anterior se decidi6 medir la
cantidad de citocromos en mitocondrias aisladas. En la figura (Figura 9a) se muestran
trazos representativos de los espectros diferenciales empleados para cuantificar los
citocromos. En el trazo correspondiente a mitocondrias de ratas control se pueden
distinguir claramente cada uno de los picos correspondientes a los citocromos b (560
nm), ccl (550 nm) y aa3 (603 nm), mientras que en el trazo de mitocondrias deficientes
de biotina los picos estan menos definidos y las absorbancias a cada longitud de onda
son considerablemente menores. Posteriormente se cuantificaron los citocromos usando
sus respectivos coeficientes de extincion, la deficiencia de biotina causa la disminucion

de los tres tipos de citocromos en alrededor del 50% (Figura 9b).
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Figura 9. Concentraciones de citocromos en mitocondrias aisladas de higado. a) Trazo
representativo de espectrometria diferencial en mitocondrias de controles y deficientes de
biotina (DB). b) Cuantificaciéon usando los coeficientes de extincion para cada citocromo.
** p<0.01, *** p< 0.001 (Prueba t de Student).
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Con esto resultados se explica la disminucion de la actividad del complejo IV

mitocondrial y brinda evidencias de que el complejo Il también podria estar disminuido

Los resultados anteriores demuestran que la deficiencia de biotina causa alteraciones
en la fosforilacion oxidativa en mitocondrias aisladas. Sin embargo, las células pueden
tener muchas adaptaciones para compensar estas alteraciones, ya sea incrementando
la cantidad de mitocondrias o activando vias metabodlicas como la -oxidacion de acidos
grasos para generar mas sustratos para la cadena respiratoria. Por lo que se estudio la
fosforilacién oxidativa en células completas con el fin de evaluar si las alteraciones
observadas en las mitocondrias aisladas se mantenian en el contexto de una célula
completa. Se usaron cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas controles y
deficientes de biotina. Los hepatocitos se tripsinizaron y se suspendieron en un medio
que contenia 5 mM de glucosa en una concentracién de 2x10° células por mililitro, se
colocaron en el oximétro y se empezd el trazo. El consumo de oxigeno fue
considerablemente menor en los hepatocitos de ratas deficientes de biotina, empero, el
consumo de oxigeno por si mismo no refleja el estado de la fosforilacion oxidativa
debido a que existen procesos fisiolégicos que disipan los protones y por tanto
desacoplan la respiracion de la sintesis de ATP. Por esta razén se uso oligomicina, la
cual es un inhibidor especifico del complejo V o ATP sintasa. La sensibilidad a este
inhibidor puede dar un estimado del flujo respiratorio que esta asociado a la fosforilacién
oxidativa. La respiracion sensible a la oligomicina disminuyd un 50% en los hepatocitos

de ratas deficientes de biotina en comparacién con los controles (Figura 10). Esto indica
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que la produccién de energia es menos eficiente como consecuencia de la deficiencia

de biotina como se sugeria anteriormente.
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Figura 10. Fosforilacion oxidativa en cultivo primario de hepatocitos. a) Trazo representativo
donde se muestra las diferencias en el consumo de oxigeno de los hepatocitos Controles y
Deficientes de Biotina (DB) antes y después de la adicion de oligomicina b) El consumo de

oxigeno posterior a la adicion de la oligomicina se resté al previo, el resultado se tom6 como las
fosforilacién oxidativa. *p< 0.001 (Prueba t de Student).

7.2. Las alteraciones en la fosforilacion oxidativa estdn acompafiadas con la

disminucion en la masa y ultra-estructura mitocondrial

Los resultados anteriores nos llevaron a pensar que la deficiencia de biotina podria
causar la disminucién en la masa mitocondrial, ya que se ha observado que tanto las
concentraciones de citocromo ¢ como la enzima citrato sintasa correlacionan con la
masa mitocondrial (57). De hecho la actividad de citrato sintasa es un marcador muy
utilizado para estimar la cantidad de mitocondrias. Se midié la actividad de esta enzima

en los hepatocitos aislados, tanto controles como deficientes de biotina y se encontré
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que la deficiencia de esta vitamina lleva a una reduccion del 30% en la actividad de

citrato sintasa (figura 11a).

Los hepatocitos de ratas deficientes de biotina también presentaron una disminucion del
30% en la expresion de la proteina del factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM)
(Figura 11b). Esta es una proteina que se transcribe en el nucleo y posteriormente es
transportada hacia la mitocondria. Tiene dos funciones: por un lado regula la replicacion
del DNA mitocondrial, y por otro se une a él protegiéndolo de la degradacion. Se ha
observado que las concentraciones de TFAM correlacionan con las del DNA
mitocondrial (58 y 59). Este hallazgo apoya al resultado de citrato sintasa como

evidencia de que la deficiencia de biotina disminuye la masa mitocondrial.

En ese mismo sentido, se empled la tincibn con mitotracker como otro método de
evaluacion de la masa mitocondrial. La Figura 11c  muestra dos fotografias
representativas (control y deficiente de biotina) de hepatocitos primarios tenidos con
mitotracker. Se puede observar que los hepatocitos de ratas deficientes de biotina

presentan menos tincidbn en comparaciéon con el control.

Después de lo anterior expuesto, se pensd que la ultra-estructura mitocondrial podria
estar afectada, ya que diversos estudios realizados en deficiencia de biotina o en
deficiencia génica de algunas de las carboxilasas se encontré6 hinchamiento
mitocondrial e incluso alteraciones en la membrana mitocondrial. Asi que se decidio
realizar estudios con microscopia electrénica con el fin de evaluar estos parametros.
Dado que la mayor parte de los estudios de este tipo se realizan en musculo, se usé

este mismo tejido para que los resultados puedan ser comparables. En la Figura 11d se

38



muestran fotografias de microscopia electronica de musculo de ratas controles y ratas

alimentadas con dieta para inducir deficiencia de biotina durante 4, 6 y 10 semanas.
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Figura 11. Efecto de la deficiencia de biotina sobre la masa y ultra-estructura mitocondrial.
a) Actividad de citrato sintasa en hepatocitos controles y deficientes de biotina (DB). b) La
expresion de TFAM se determind por medio de WesternBlot en extractos de cultivo primario de
hepatocitos. ¢) Tincidon con Mitotracker Red CMXRos En cultivo primario de hepatocitos Controles
y Deficientes de Biotina (DB). d) Microscopia electronica en cortes de musculo de ratas Control y
ratas con 4, 6 y 10 semanas de Deficiencia de Biotina (DB). *p< 0.05 (Prueba t de Student).
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En la imagen representativa del musculo control se observa un cumulo de mitocondrias
(M) y las fibras musculares (fm) conservadas. En el musculo de ratas alimentadas con
la dieta para inducir deficiencia de biotina por 4 semanas, se observa menor numero de
mitocondrias (M), ademas de que presentan una ultra-estructura alterada debido a

edema.

En las muestras de musculo de ratas con 6 semanas de deficiencia de biotina,
presentan ademas de la reduccion en el numero de mitocondrias, una disminucion de
tamafio (flecha). En el musculo de ratas tratadas por 10 semanas se observan fibras
musculares con pérdida de su arquitectura, con escasas mitocondrias (flecha) las cuales

estan disminuidas en su taman

7.3. La deficiencia de biotina incrementa la expresion de proteinas que participan

en vias de mitofagia

En el marco de las observaciones anteriores, el siguiente paso fue investigar los
mecanismos que llevan a la disminucién en la masa mitocondrial. Lo procesos de
sintesis y degradacion de las mitocondrias son finamente regulados por la célula, ya que
a pesar de que las mitocondrias son el principal sitio de sintesis de ATP, estos
organelos son también generadores de especies reactivas de oxigeno, y bajo ciertas

circunstancias pueden desatar la muerte celular (60 y 61).

Se conoce como mitofagia a un tipo especifico de autofagia que tiene como objetivo la
remocion de mitocondrias danadas, decadentes o superfluas. Las vias de sefializacion
que controlan la mitofagia, asi como las proteinas que participan en la progresién de la

misma siguen siendo estudiadas y son complejas. Sin embargo, existen dos proteinas
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que se pueden usar como marcadores de una via de mitofagia activa, la PTEN-induced
putative kinase 1 (PINK1) y la BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein
3 (BNIP3). Se propone que la primera participa en la degradacién de mitocondrias
danadas o despolarizadas, mientras que la segunda es activada en condiciones de
privacion de nutrientes o ATP (62-65). Como ya se ha mencionado, ambas condiciones
(dafio mitocondrial y privaciéon de nutrientes) estan presentes en la deficiencia de
biotina. Por este motivo se evalud la expresion de estas proteinas en higados de ratas
controles y deficientes de biotina (Figura 12a), se observé que tanto PINK1 como BNIP3
estan sobre-expresadas en la deficiencia de biotina. Esta sobre-expresién correlaciona
con la disminucion de TFAM, y la activacion de AMPK. Estos resultados sugieren
fuertemente que la disminucién en la masa mitocondrial observada en la deficiencia de

biotina se debe a la activacion de la mitofagia.

Si bien es cierto que las vias de mitofagia pueden ser activadas por los mecanismos que
se explicaron arriba, existen evidencias de que en la deficiencia de biotina, tanto PINK
como BNIP3 pueden ser activadas por proteinas sefializadoras, una de las cuales es el
factor de transcripcion inducido por hipoxia 1o (HIF-1a) (66), el cual como lo indica su
nombre, es activado cuando las concentraciones de oxigeno disminuyen
considerablemente. También se sabe que también puede ser activado sin que cambien
las concentraciones de oxigeno, condicion conocida como pseudo-hipoxia. Existen
reportes de que deficiencias de otras vitaminas como es la tiamina, activan a HIF-
10 (66). De manera semejante la deficiencia de biotina incrementa la expresion de HIF-

1a hasta dos veces en comparacion con el control (Figura 12b).
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Figura 12. La deficiencia de biotina lleva a la activacion de vias para la degradacion de
mitocondrias. a) Expresion de BNIP3, PINK, TFAM, p- AMPK y p-ACC en higado de ratas
control y deficientes de biotina (DB). b) Expresion de HIF-1a en higados de ratas control y
deficientes de biotina (DB). *p< 0.05, **p<0.001, ***p<0.0001 (Prueba t de Student).

7.4. La deficiencia de biotina tiene un efecto similar sobre la disminucién de

lamasa mitocondrial y la sobre expresion de proteinas de mitofagia en el cerebro.

Dada la importancia que tienen tanto la fosforilacion oxidativa como los procesos de
mitofagia en el cerebro (67), se decidié evaluar los efectos de la deficiencia de biotina en
este 6rgano. Se observé que en el cerebro la deficiencia de biotina causa la disminucion
de la actividad de citrato sintasa hasta en un 50%. Conjuntamente disminuyo la

expresion de TFAM al mismo tiempo que incremento BNIP3 y HIF-1a (Figura 13a y
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13b). Cabe resaltar que se ha observado que tanto la deficiencia de biotina como la
deficiencia genética de biotinidasa pueden causar alteraciones neuroldgicas (34,19, 68),
lo cual es notable, ya que siempre se ha supuesto que el cerebro es un o6rgano
privilegiado en que la biotinilacion de las carboxilasas no se altera a pesar de que se

induzca una deficiencia de biotina (69).
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Figura 13. La deficiencia de biotina tiene efectos en el cerebro similares a los encontrados
en higado. a) Expresion de HIF-1a, BNIP3, PINK, TFAM, p- STAT3 en cerebros de ratas control
y deficientes de biotina (DB). b) Actividad de citrato sintasa en cerebros de ratas control vy
deficientes de biotina (DB). *p<0.001 (Prueba t de Student).
Fue evidente entonces, que se requeriria una explicacion que no incluyera por si misma
a la funcién de la biotina como cofactor de las carboxilasas para que fuera capaz de
explicar por qué existen alteraciones similares tanto en el higado como en el cerebro.
Con respecto a lo anterior, se ha visto que la deficiencia de biotina tiene efectos a nivel
sistémico, ya que cuando se presenta dicha condicidén, se incrementa la concentracion

de diversas moléculas en sangre, como es el lactato y otros acidos organicos (66).

También, como se ha reportado por otros grupos de trabajo, se incrementan las
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concentraciones séricas de citocinas como son el factor de necrosis tumoral o (TNFa),
la interleucina 1B (IL-1B) y la interleucina 6 (IL-6) (50, 70-71). Estas proteinas son
producidas por el sistema inmunologico o por 6rganos como el higado y se sabe que

tienen receptores en diferentes tipos celulares, como la glia del cerebro.

IL-6 es de interés particular puesto que se sabe que es un activador de STAT3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3) a través de su receptor de membrana JAK2
(Janus Kinase 2). Se ha observado que la activacion de STAT3 tiene efectos en el
metabolismo energético, incrementando el flujo por la glucolisis mientras que inhibe la
funcién mitocondrial. Se ha propuesto que esto ocurre al incrementarse la expresion y
estabilidad de HIF-1a. (72 y 73). Por esta razon se evaluo la fosforilacion de STAT3 en
la serina 705. Se encontré mas fosforilada a STAT3 en cerebros de ratas deficientes de
biotina que en los controles (Figura 13a). Todo lo anterior, nos llevé a pensar que la
activacion de STAT3 podria ser la causa de la disminucién de la masa mitocondrial en la
deficiencia de biotina a través de desencadenar la mitofagia, por lo cual no propusimos

a poner a prueba este planteamiento.

7.5. La activacion de STAT3 precede a la disminucidon de la masa mitocondrial

Se trasladaron los experimentos a una linea celular de glioblastoma, este tipo de
células han sido ampliamente usada para el estudio de las vias de sefalizacién de
interés para este trabajo (72 y 73). Para que el planteamiento de que STAT3 es la causa
de la disminucion de la masa mitocondrial sea viable, la activacion de esta proteina tiene
que preceder a las otras alteraciones ocasionadas por la deficiencia de biotina. Para

estudiar esto, las células se sembraron en un medio que tenia 10% de SFB dializado.
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Se tomaron muestras a los dias 1, 2, 3, 4 y 5 después de iniciado el tratamiento con el
suero libre de biotina con el fin de evaluar el curso temporal en el que aparecen los
efectos de la deficiencia de biotina. La fosforilacién de STAT3 se observo desde el dia 2
de tratamiento, mientras que HIF-1a, BNIP3 y PINK se sobre-expresaron hasta el dia 3

(Figura 14a).

Estos hallazgos tienen una correlacion inversa con la expresion de TFAM y la actividad
de citrato sintasa los cuales comenzaron a disminuir a partir del dia 3. Con esto queda
comprobado que el primer evento en la deficiencia de biotina es la activacion de STATS3;
Sin embargo, esto no demuestra una relacién causa-efecto, por lo cual el siguiente paso
fue hacer experimentos donde se evaluara el efecto de activar o inhibir a STAT3 sobre

HIF-1a, BNIP3, PINK, TFAM y la actividad de citrato sintasa (Figura 14 ay b).
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Figura 14. Evaluacién del curso temporal de los efectos de la deficiencia de biotina. a)
Expresion de HIF-1a, BNIP3, PINK, TFAM y p- STAT3 en cultivo de U373 con medio Control o
cultivadas en medio con SFB dializado (DB) durante 1, 2, 3, 4, 5 dias. b) Actividad de Citrato
Sintasa en células cultivadas en las mismas condiciones. *p<0.001 (Prueba t de Student).
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7.6. Efecto de la activacion y la inhibicion de STAT3 sobre las vias de mitofagia y

la masa mitocondrial en la deficiencia de biotina

La activacion de STAT3 se logré agregando IL-6 al medio de cultivo tanto en células
U373 controles como deficientes de biotina durante 24 horas. Se puede observar en la
figura 15a que agregar IL-6 al medio de cultivo fue suficiente para sobre-expresar HIF-
1a, BNIP3 y PINK en las células controles, mientras que en las células deficientes de

biotina IL-6 no tuvo mayor efecto.

Ademas, la adicion de IL-6 en el control causo la disminucidn de los niveles de TFAM y
de la actividad de citrato sintasa, mientras que en las deficientes de biotina estos dos
parametros ya estaban considerablemente disminuidos y la adicién de IL-6 ya no tuvo

un efecto adicional (Figura 15 ay b).
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Figura 15. Efecto de la acivacion de STAT3 con IL-6 sobre los marcadores de mitofagia y la
masa mitocondrial. a) Expresién de HIF-1a, BNIP3, PINK, TFAM y p- STAT3 en cultivo de U373
con medio Control o cultivadas en medio con SFB dializado (DB). b) Actividad de Citrato Sintasa en
células cultivadas en las mismas condiciones. *p<0.001 (Prueba t de Student).
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Cuando se inactivd a STAT3 con el inhibidor Il WP1066 se pudo observar que
disminuyo la expresion tanto de HIF-1a como de BNIP3 y PINK en los controles,

mientras que la actividad de citrato sintasa aumento.
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Figura 16. La inhibicion de STAT3 revierte los efectos de la deficiencia de biotina sobre las
vias de mitofagia y la masa mitocondrial. a) Expresién de HIF-1a, BNIP3, PINK, TFAM y p-
STAT3 en cultivo de U373 con medio Control o cultivadas en medio con SFB dializado (DB)
durante 5 dias en la presencia o ausencia de 5 mM del Inhibidor de STAT3 WP1066. b)
Actividad de Citrato Sintasa en células cultivadas en las mismas condiciones. *p<.05, **p<0.01
(Prueba t de Student).

En el caso de las células deficientes de biotina el inhibidor VIl de STAT3 restaurd la
expresion de estas proteinas a un nivel muy similar al control. Asi mismo, la adicion del
inhibidor logro regresar la actividad de citrato sintasa a los niveles del control (Figura 16
ayb).
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7.7. El efecto de la activacion de AMPK en la deficiencia de biotina sobre la masa

mitocondrial

Como ya se ha aclarado, la deficiencia de biotina lleva a la activacion de AMPK, la cual
ha sido reportado que incrementa la biogénesis mitocondrial, por tanto, incrementa la

masa mitocondrial (74).

Lo anterior parece contradictorio con los hallazgos descritos en este trabajo, por lo cual
nos propusimos evaluar la contribucion que tiene la activacion de AMPK sobre la masa
mitocondrial en la deficiencia de biotina. Se usé una linea celular de fibroblastos
embrionarios de ratén Wild Type (MEF WT) y doble Knock Out de AMPK (MEF DKO).
Se evalué la actividad de citrato sintasa y la expresion de TFAM como indicadores de
masa mitocondrial (FIG 17a y b) tanto en células cultivadas en medio control como en
medio libre de biotina y se observé que comparadas con las células MEF WT control, la
actividad de citrato sintasa disminuy6 un 20% en las MEF DKO, es decir, con tan solo
eliminar a AMPK se ve disminuida la actividad de citrato sintasa, un efecto similar se

observo en TFAM.

En las MEF WT deficientes de biotina la actividad de citrato sintasa disminuyd un 40%,
lo cual fue muy similar a lo encontrado en higado y células de cerebro, en cambio la
actividad de ésta enzima se redujo hasta en un 60% en las células MEF DKO. De igual
forma, TFAM disminuyé aun mas su expresion en las células MEF DKO. Ademas, se
evaluoé la expresiéon de HIF-1a, BNIP3 y PINK en estas mismas condiciones. La
expresion de estas proteinas fue considerablemente mayor en las MEF DKO deficientes

de biotina en comparacion con las WT también deficientes, de hecho la eliminacién de
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AMPK fue suficiente para que estas proteinas se sobre expresaran en los controles.

Estos resultados indican que en efecto, AMPK podria tener un papel al incrementar la

masa mitocondrial; Sin embargo, su efecto no logra contrarrestar a las otras vias que

activan a la mitofagia.
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Figura 17. Los efectos de la deficiencia de biotina sobre las vias de mitofagia se
a) Expresion de AMPK, HIF-1a, BNIP3, PINK vy
TFAM en Fibroblastos Embrionarios de Raton (MEF) Wild Type (WT) y Knock Out (KO) con
medio Control o cultivadas en medio con SFB dializado (DB) durante 7 dias. b) Actividad de
Citrato Sintasa en células cultivadas en las mismas condiciones. NS: No significativo, *p<.05,
**p<0.01 (Prueba t de Student).

acrecientan cuando AMPK es eliminado.
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8. DISCUSION

En este trabajo se estudio el efecto que tiene la deficiencia de biotina sobre la funcién y
la masa mitocondrial y se observé que esta condicion lleva a la disminucion de la
fosforilacion oxidativa y la masa mitocondrial, los datos indican que esto se debe a la
expresion de ciertas proteinas como HIF-1a, la cual es un activador de PINK y BNIP3
que causan la degradacion especifica de las mitocondrias, proceso conocido como
mitofagia. Se encontré que la activacion de STAT3 aumenta la expresion de HIF-1a,

PINK y BNIP3 y causa la disminucion en la masa mitocondrial (Figura 18).
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Figura 18. Mecanismo propuesto por el cual la deficiencia de biotina lleva a la disminucion e la
masa mitocondrial y la fosforilacion oxidativa. En la deficiencia de biotina la proteina STAT3 esta mas
activa, ésta aumenta la expresion de HIF-1a, la cual a su vez, activaa BNIP3 y PINK que participan en
la degradacion especifica de las mitocondrias (Mitofagia). Lo anterior causa la disminucion en la masa
mitocondrial y la fosforilacion oxidativa.
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Sin embargo, la razén por el cual se activa STAT3 no esta clara. Se sabe que se
incrementan las concentraciones séricas de ciertas citocinas como IL-6, los
mecanismos involucrados no se conocen bien, se ha propuesto que la deficiencia de
biotina lleva a cambios epigenéticos que tienen como consecuencia mayor actividad de

NF«B, el cual es el factor de transcripcion de citocinas como IL-6.

Por otro lado, en diversos trabajos se ha demostrado que en los organismos deficientes
de biotina, se acumulan metabolitos téxicos como son ciertos acidos organicos, uno de
los cuales es la propionil CoA, la cual tiene diversos efectos en el metabolismo
oxidativo. En particular, inhibe al complejo de la piruvato deshidrogenasa, a la a-
Cetoglutarato deshidrogenasa y al complejo mitocondrial Ill. De hecho en los casos
clinicos de enfermedades congénitas como la deficiencia de biotinidasa, la
administracion de L- carnitina es usada como un coadyuvante del tratamiento, debido a
que promueve la eliminacion de éstos acidos. En estudios in vitro se ha observado que
la adicion de carnitina puede revertir los efectos adversos que tiene la propionil CoA
sobre la funcion mitocondrial. Sin embargo, nunca se ha hecho un estudio riguroso
sobre sus efectos in vivo para comprobar si estas observaciones son reproducibles y si

tienen relevancia fisioldgica (75).

Basandose en las consideraciones anteriores, es posible que existan dos mecanismos
distintos que tienen efectos negativos sobre la funcion mitocondrial en la deficiencia de
biotina, pero también surge la posibilidad de que la activacion de STAT3 y sus
consecuencias sobre la masa mitocondrial este asociada a la acumulacion de dichos

metabolitos toéxicos.
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Existen pocos o nulos estudios sobre la prevalencia de deficiencia de biotina, se
considera que existen pocos casos, ya que rara vez se presentan las manifestaciones
clinicas de la deficiencia de esta vitamina en la poblacion. No obstante existe la
posibilidad de que algunas personas padezcan de deficiencia de biotina marginal, es
decir, el consumo de la vitamina no cubra sus requerimientos pero la deficiencia no se
vuelve evidente a nivel clinico. Esta situacion es de particular interés durante el
embarazo, ya que la deficiencia de biotina es teratogénica, y se ha observado que
alrededor del 50% de las mujeres embarazadas presentan deficiencia de biotina
marginal (76). No existen estudios sobre la deficiencia de biotina marginal en otros

grupos etarios.

Por esta razodn, la relevancia de este trabajo no consiste en que la deficiencia de biotina
sea un problema de salud publica. Sino que recae en la importancia que tienen las
proteinas que se estudiaron con el metabolismo mitocondrial. En particular, se
encontré nueva evidencia que apoya la interrelacion entre proteinas STAT3, HIF-1a con
la funciéon y la masa mitocondrial. Dichos efectos son bastante similares a algunas
situaciones patoldgicas, por lo que los resultados encontrados en la deficiencia de

biotina podrian contribuir a su entendimiento.

Por un lado, se ha observado que la activacion de STAT3 esta relacionada con las
primeras etapas del cancer y es en parte responsable de las anormalidades metabdlicas
de las células cancerosas. A HIF-1a por su parte, se le atribuye el efecto Warburg, en el

cual se incrementa la utilizacion de glucosa y se inhibe la fosforilacién oxidativa (77).
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Por otro lado, se sabe que la disfuncién mitocondrial estd fuertemente ligada a
enfermedades neurodegenerativas como son el Parkinson, Alzheimer entre otras. Se
ha observado que cuando se hace un Knockdown de HIF-1a en modelos animales, se

pueden revertir las alteraciones mitocondriales y las anormalidades neuronales (78).

Las perspectivas de este trabajo van dirigidas a: 1) Entender mejor las causas de la
activacion de STAT3 en deficiencia de biotina. 2) Estudiar que zonas especificas del
cerebro estan siendo afectadas por la deficiencia de biotina y correlacionar esto con
signos neuroldgicos que se presentan en esta condicién. 3) En el cerebro no hay
cambios en la biotinilacién de las carboxilasas, por lo cual siempre ha sido aceptado que
es un organo protegido, y a pesar de esto, en este trabajo se observaron alteraciones
importantes en este 6rgano. Debido a esto se propone estudiar si la biotina regula a un
nivel epigenético la expresion de STAT3, de manera independiente a su funcién como

cofactor de carboxilasas.
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9. CONCLUSION

La deficiencia de biotina lleva a la disminucion de la funcion y de la masa mitocondrial al
menos en tres tejidos distintos higado, musculo y cerebro. Este efecto fue debido al
menos en parte a la activacion de dos proteinas de mitofagia: BNIP3 y PINK. En este
trabajo se demostré que la activacion de STAT3 lleva a la activacién de estas proteinas

presuntamente a través de incrementar la expresion de HIF-1a.
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To underiltise] batter thi metaboli snd geasiic lunciois of s
guimsalile nudriests that purticipals e oolsectors of imermedany melab-
aligni wid their fepercuaimions e disess, we bave used hioli
derprivalion [BEDEF) & dm experissintal meodel L] Biotin [Br) & tee
grusthetic group of corborylines | namend sooonling to their substn s
gyt -PC, propiongd Cad - PCC, Z-methyd cretomyd Cod - 3MCC amd
acetyl Codl - ACCY 2], whess ativites s sewrely fiducsd in tis
witasmin deficengy. There b5 sles o peestic syndrome, MolSph Carlbsoyl-
aiw Dulicency [2], n which Serd b a cooibined dificleasy of e fouir
carbosylasis dur o didicient actvities of ether  holsearbosylase
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Enaplerots weyeme [3-6] BOC o hus an anspl pibe anil cataly
o erucial S in the clabslien of boliuciss, valing Usreanine, edd-
chuis fLy ssids and chasdiaterok its penetic dificiossy camies progionic
sidainia, & sevirs inhorited swtabolic disorder [ 7] Bl can e e
dinmyepsthy [8,9). Altbsgh the mickanism ol milncendsil
dyafunctiss [10], e ditaild metsbolic hiss ks not been wall
elugidated

Bt alivtaary moguirvsrarifts e sl sccaralely koem, bt s necmal
it ey st sstisly the roquiressent for soms indivdob b pentiolar
draumsdinces [2,11] Nutstionsd BIDEF is found in pragnasey [12),
juristsrin sty nendermetrition [13-15] and in rére ces of Bigh svidin
prinsegpte as n raw e divts |1 ). Part ol the riguired B is pevided
indegensasly by hydrolyss of biotis-lysine (hisein] and biotis.
Itnzsrued poirp e gty Dy Ui ieeceyéerms Buicobinti v {BTD) dluiriing cre
oyl digradatson, thus sluwing thie videses] BL i b pe-utilizal in
this iatin eyca [2]. Children with gesstie delicdency of BT becume
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v rely il with many &f their sy ploms neecmbleg Chice of Sstary
BaDEF [15]. Wall @ al. prodesed & BTD-ED mouse [17], in which we
Mound metabalie and genomic chasged dimilar o Chise lound in rat
BEDEF | L8], [ badoow L

Wi hawe previously regsrtid that in livers of biots deprived rats
Userar aorie changged kvl of mANAG of savaral g of carlssn milals-
ligi dind dn AT Salbes, incriscsd AMPSATP fatio and Soroe el aotiviby
ol AMF kinaie [AMPE) [1,19]. ATF generation & & complex phenoma-
non 15 which srveral [efors conbribele |20, sech as TCA cyde
il plinreei i, Ui il oo brden Dransfer cham [ETC) endymisd, snd fasclssnal
milischondnia AMF Kaee [AMPE) & the mais aengy somesr in sukary-
otk [21]. AMPE & sctivaed by decreased ATFE. AMFPE sativation
promales ATF generaling presedds, mduding augmistation of mibs-
chondria [EX], and dississbes ATF corsuemplion. Among its elfects
B b an augmesslaivn of e ischondia. The mechanizms underlyisg
i (Endisggs are nol complitely underitosd. This artle addresses
D .

Hiarwe v s Bl L BUDECF el thie aleives-svms il duswed] Eaclini sl s ATP
Eeneralion eservergs, bul, in aldition and unexpestedly, there is el a
v re decroass of mibsshosdris, in spite of te AMPE sctfvation cthat
ol b espinctind 1o ine rescss Thicsr number. W obsirsisd s e mito-
chondria damige, likely dos o sccosalaleen of loxee el Col oom-
pounds caused by hlocks o teps catalyzed by hiotin-dependest
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carbasylaies, particalarly propionyd Cod carbosylase 2] b aldftion,
the hirssd mitochondria aed cnosmitest ATF defbeit are dhe Hely
Buiis of cardiomyopathy in propioss and methylmelsaic acidemis
[8.%]. Addniosally, we have also lund chasges that suggest a sggnaling
patiraay that increies mfophsgy when thire s a e #ale el
il mealion.

I Rssults

L1 Jerpivral TCA dyeile snapleriss

I bl i B ot Ly s i, sl ]| BEDREF rails, anpliiroiiin wiic
wvaluated by asseging pyruvite and TCA melabsleem by quanticating
g in retabolile shosdance rdalive Dy betal prelein and by guin-
NiLatisg *°C enrichesent from pyruvane-3-“'C ssd rom leere-3-"C inbs
sveral ey swlabolis As depeeted ia Fig. 14, pyrovate sboasdano de-
erdmid in the deficient cells relative b eontrols; Lctats and alanine
abundasoe b reaed, Abasdance of Be TCA cpecle metabolites citrate
and, Mo & lesser estent, e-kiboglubarale s dirasnd; thive was &
Eesdirale insreaie of glulssmle and glolasiss, On the sther hand, the
Branched-chain aming acids hucoss, solesging, amd il o riasisd
n e dedbeiend Bepalecylisi relative bo conbrols
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To further charscherors pyrevabs setsholeem m= BEDEF, conbul and
deficiest primary hepatocyte cultures were meubabed with pyrovste-
50 and lactate-3-20, and their conversen izfo other metablibe
wmm fnliowed I:rli-"l: rerichment. The sxcexs F'l:lrl.lruf"l:
aboms afer L0 min smoshabon s substanbally neduced in ssconate,
rmulaie, plutssmste and asgartaie in the deficiest oells [Fig. LH] indicat-
ing reduced ssaplercais and & reduced TCA cpcle Sow, Az expected
there was an increased enrchmens of “'C = alaone.

33 4 I TR

whveryletion JIAFHOE) fx BHOEF

Dwcrvasand flow through te TCA cycie diminobes the sleciros low
through the metochondrsl neparstony chain [25], weth consequant
reductios of exidstrvw phosphorylstios [BEPHISL We evalusied the
relabonship = livers of control and BIDEF rats. Oxygen cormemplion
rais was measured m molated Brer mibochozd v by means of aCarke
wlectrode. Ax xbowm = Fig. 24 and B, respirstory stabes 2 (bedors B sd-
wmon of ADF] and 3 [after B additios of ADF; phos phorpistion stabe)
were sgeaficantly reduced in B2DEF, There was a decreased oxypes cos-
aumpizen of about 3% = state 3 in B2DEF mdicatizg a subsizsizal -
pairzsent of the respirsiory chain. fow.

Brrwese cyinchrome coxidase sctivity [momples [V ke an mpor-
tm=f rule in the regulation of e Aux through the eparstony chan,
e mesensnd cyincirome c cxxlae acthrRy by measursy S miochoe-
draal oxppen cossumptios after provid ey ascortoie as subsbraie and
thes by lookeny ot the eifect of cyanmde [Py 20} Cytochroma © oxide
activaby was HP lower o hepaise otin deficiest meochosdm celative
in costrels [Py 204, a resuli likely doe b e decroseed cytochrose
wosfent iz BEDEF that we cbserved {Fag. 2E and F.
tured h The rate of cxygen mnsumpbon before ssd after
the slditon of cligomyrin (2 complex ¥ specific mbshibor], 2 an indes-
tor of ATF myntha iy, wan reduced by spprocmoiely 356 (Fig. 20 and H).

24 Démimshed eniochondrisl mass

W additiozally fousd 2 reduectios of mEocchomirm maom, walested
by decrvased amoust of e mibcchosdrial brazscripion Sscior TRAR
[24], dimmished sctiviby of e cossttuthe metcchondnsl anzyme
citrate py=thase [ 28] and recheed membran e polessa| shews By dimes-

inhed simzing of mitncondris weth mitotrecker | 2346] [ Fag. 34-0 respec-

tively). Wa seppoeed i thewe newsl i sre cawed by socumulason of

acyl Cof compousds, mainly propiomy] Cel [2T,28], cosaed by de-
creased activity of bictin-dependest FOC |29]. W studed B onpgas-
wllem by transmizscn slecton mic of control s=d BtDEP mt
wluival mrzscle. The mescde of the ontrol cab shoeed wel-preserved
struciures, with milnchosdris arranged n custers, s=d =yefibril
with rormal archetectere. At 4 wewlks of Eeabmess, motechondns
were ofaereed with brokes inkereal mesbones, denoting edesma, Ak
& wervks of bartin deplesen, preserved mrpofibrls weeee cheerved; bow-
wver a reduction mosviee and altered uibrsdbruchure of mibschosdres s
present. Fesally, at 10 wesks of Hotin depleissen, desaged syelibrik
‘wwre chserrved, along with 2 severe decrease in minchomdria populs-
tion [Fag. 4.

To have a kwtier mtimaie of the scoumslstion of scpl Cod oom-
poends that are difficuli t0 measure directly because of thair inhorest
instahility, we adminstered large smounts of cornitine o s ot the
mame time that we made them BIDEF. Simcoe carnstine o exchanged)
with conryme A from sopl Cod compousds, prodecing scyd camibne
[0}, wer resmoned that of Beere s an sporisst socumulstios of propio-
npl and other acd Cod compoends, sxceed ing the carnitine bedy posl,
admenistraticn of a lage supplesest would lurfher rass the acyl carne-
tine smareni, which iz knows o be sieesdy elevaied m BIDEF. A shorwn
in Fig. 54, propiomy| carsssss was mdeed slrestod ever controls in
HEDEF rat blosd ssmples s=edl was further incresasd = ammals to
which a barge amount of carnitine was sdminisiened, indicatny that
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Haary had wlervaivd lrevls of the scpl Cod compound that wo thes cosju-
pabed with carnitine. Comrespondeyly, biood froe camibne levals ware
lowrer in BRDEF comparmd to contruls (Fag SH], likely dus fo s we for
ronjegaben of the incressed scyl compounds, and increseed oozt
lrewls whan these wa carnibine szpplemmistios. Recent Sdinge: m
ExDEF Hepll cultered cell [eriginated from 2 human hepatoma)
strenptses cur resules [ 51).

Theme findesgs may ssem paradoxical because it i wall eows
tiai scthvation of the ey semer AMPE promotes mitochosdris
bingesrems | 23] However the milochendrial damage likely sugmenis
milnphagy = a higher preportion than the mte of incresse in miln-
chondrial mas induced by AMPE activation. Thus e parsdox m
remchred. Pertbermore, m BEDEF the amoust of mitochondria, s axti-
muated By Tiam and by cibefe systhase J sctiviky, wan mone -
durmd in mowe smibryenic fibrohlbots [MEFs) whose grees for the
AMPE cataliylic ol and a2 sshunsis had been slimineied (KO}, thas
in wild type MEFs with teir AMPK penes inksct [Fig. 6A and H],
snppariing the wes that altbough e scivabos of AMPE may in-
crvase the milechondra mass, this effect = ovwerwbelned by thoir
incrvamed destraction = ERDEF.

We considered Be deerlopment of sysiemic inflamsatios o a -
sult of the booe winte m BDEF [32). In milimmsinn, there is s mcrease
of KF-&H, whick has proveousy bees ceporied) in tha vabamin defcency
[ 53] m=cdl that p=lsscey intedeukin transereption, such o interdekin 6
[IL-E) I bends o b JAK recepior, ssd phospiorystes and scteston
STATA, p promebng i nuclear franslecatios, This is séran-
scripion Gctor e HIF-1o [34], wheck may induce moiophagy via sci-
vation ol proteins like EMIF3 s=d FINK [35]

To probe this meckanien, we followed the emperal cours = glo-
blasizma colls, of changes of p-STATS a=d HIF-1a, proteins Bat are
part of e proposed pathueoy Bt framaduces & o inflammaiory sg-
nal in the mitcphage FINK and BRIPS proteim, prometsgmitophagy.
Az can be ween = Fig. 7, STATS changed first, San HIF-1a, and PINK
mzad ANIP champed beet, supporting the proposed pathreay.

STATS Inkibitor 1] e then sdded o e E2DEF plicbissiona oal-
tures. The mitcchondrial markers 5 s=d TFAM were increased,
pointing tremrds sspmented milschendms mass, weth cenmmetant
reducizon of p-STATY, HIF-1a, BHIPS axd FINE [Fag. =)

Finally we texbed the hypothesis by sdding IL-6, = o physoclogical
sctivator of STATY, o ronieol [Botis-containng) and BEDEF
ma rells. There was == increame of HIF-1a, BMIPE and PINE, with redue-
en of TFAM kvl and C5 acirvity, asd thowe chanpes wers further
mpmumbed in BDEF cukures [Fig 9 Rl Theoe chasges: saene reversd)
whan the STATS izhikd ior we sdded [Fig ¥ nightl These reslis previde
streng mechanistic sapport for the patiway we postulaie to be ievehoed
in triggerizy axpects of the milockossdrial resposse b BEDEF,

3. Diincioomon

Wa ztusiid different mechasisms Bt impizge en the gereration of
ATPF in starvation for bictin [BHOEF), a v in that ix the mE
boplases, erocymes i parSc paie in the metsheles of carbohpdraie,
lipids and amese: sexds [1]. Previously we discovered s srvere snengy
shortmge m sk 4 mndsion | 19). ks dis paper we Ersted thess oo
pabmns in sxpecis of milochondria strecbere and unchios. We fousd)
i part of this stortage o cssed by redoced anapleros dee & defi-
e actrvity of bintin-dependent pyrevaie carbooylosw |315], and the
amcciated fus reduction threegh the TCA oy, with concmatant
dircreased mitcchosdria respiration [Faga 1 and 2A). These Gxdings
weere sxpectod from the keown anspleroix fesction of biokn-
depmdent pyruvate carbosylese 6] Addibesally, we foasd di-
minished acthvity of cytechrome © oxidase [respiratesy chain cem-
plex W) (Fige IC and 2] ssocisbed wih deminished cyiochromes

of car-
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(Fige. 2E and 2F), whose fusctional group i hemw, the prosthetic
proep of cytochromes, one of whose precersorx = sscciny! Cod,
= imtermedaate of the TCA cyde. Heme aad coscomitant complex
IV shortages have bees reported to be deficent = biotin depriva-
tiom [36]). All these Sadesgs evxplan the reduced coadative phos-
phorylation = BtDEF, sx shown by a more proscunced decressed
axygen comsumptson by hotin-deprived, oligomycin-treated muto-
chondria than &= the contrels (Fygs. 26 and 2F).

Perthermaore, there wax a severe damage and reduction = the

of chomdria (Pag. 3) = sccondssce with a previoux prelim-

inary report [37} Thix finding ix expl o by an acx L of com-
pounds toxic for mitochoadris ke prupionyl CoA, derrved from the
ctabolam of brasched chain mcads, e
oded-chain fatty acids and cholexterol, aad due to carbaxylsses like PCL
in BRDEF. Thewe toxic acyl CoA compounds are known to damage
mitochondra = the mbersed metabolc daorders proplenic and
methylmadonc acdemcs [ 7).

The inferred accumulstion of toxe proplosyd CoA was evidescad by
a further increase of propionyl carsstine, over an already devated level
in blood from BtDEF ratx, whes they were grven extra carsitine (Fiyg. 6),
inchcating that they had elevated levels of acyl CoA compounds thae
werw thes cosjugsted with carsitine. Carnstine i exchanged welk coen-
zyme A from scyl Cod poands in the hondna mutrie, produce
ing acyl camitisex that are sot toxic and are readily sxcreted = the urine
or at the culture media [30]. Indeed, c-nmm x a very saeful therapeu-
tx ady = prog m=d Ryt acid severe inborn
wrrors nf metaboliss in whick proplony| Cod readidy accurmelatex |7}
Dysfunctiosal mitechosdria with impairmest of oxidateve phoaphory-
latson &= PA kave previowdy been reported [10]. Therolore the ATP
shortage in BLOEF iy of multifactorsd sature, particulerdy with sscreased
mmochondrs damage. It & slyo very probubly the buwx of the cardsoeny-
opathy Sat has bees ohserved in several caws of proptonic acidemia
(PA) (89},

b
thr
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Control

In furs, the exivzxive metcchondsia desage expluns the apparent
contrachcine bebwesn cur chseresd neduction of mitochoedrial ameoun:
and a pradicied) increased mbochongdna biogeness | 55] m the e of =c-
thvatnn of e euloryose sne gy s & WF kizoeee [AMFE) dee o collu-
lar gnerry redection = BEDEF. The incresse of these organelles dus io
AMPE actresbnn s very biely Bearted by a hagher rate of destructaon
by miiophapy. Further radmer comes o reduoed activity of the siio-
chontdna marker dirsbs synthase (e, metochondrs smoust) in BOEP
creased in double knockous (AR MEPs for the catslytic al asd a2 sb-
usits of AMPE [Fig. 5}

Addstiozally, we proposs that @ mondstioss: of foxicity and ssflas-
mution ax in BEDEF, metophagy o Ferther driven by o new sgnal
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brarmdurizen patheay Bl we are herewsth proposing, acirer = in-
Bammakery ceeemstances like e sccurmelation of toxic s Cod
ampounds in ondssons xech as BDEF, immbving increased ¥F-kE,
-6 and 3TATE, HIF-10 and svenbaally mitophagesome proteins
HREIPE m=d PINK Very recessy, it has been reported that e sbigu-
b= kinaw FINKL recrusts sstophagy recepiors b induce mitophagy
[39]. Seppeorting the hypothesis @ the sequenoe of emporal changes
ol these proteizs after BREEF [Fig. 7] the decressw in the sgzalisg
peroteing and asgmenizbion of mfockondria (an axsessed by Tm
sz ctrate wysthase] by s STATT inhdbiter (Fig. 8, sz the exacer-
hatios of the EXDEF effects after IL-6 sddition b cell czltures: [Fig. T3
There are other medical implicatioss b e findongs, partsos-
larly the foxic damage of mochondria ax sz imporisst cousal G-
tor of respirstory snergy shoriage in Be inhersted mstabaolic
disnrders PA, MMA sl oifer orgasic acidemias e Leigh disesss,
maple syrup wrine dissase, glutsric acdemis, some of e mto-
chosdral Gify acxd desorders, amosy otbers [48], and possbdy
seme nos-Mendelian ssurodegeneratree deseasew. With respect
b matrtional Binks deprivation, we prevesusly shoverd that ssarky
a third of Mexican children weth probes-mmengy undernuiribon are
binibs deficiest [13,14] weth important meisbolc cobcomes [15].
Furtsarmore, marpizal BDEF bas Esan reported = akbout o third
of Caucamian middis claxy Americes pregnast women | 121], whack
may Bawe onsequences in thesr childres, sech ax diabebes and
metabulic myndroms, whes ey become sdelts |41,42])
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In conclaston, the Ssdings reported in tha article extablod that the
deficiency of b a exnential for enerygy metabolism sad for
uhblnnd-wﬂmum-d&tyn&.r—abm-m

rual derangemestx of AT geseration, with ding driad

v Tl b w24 2 Soad cumtied & m 2 bdmpesiont wape

Rrtalls of RAMe WIS MTivily me vagu virod i weis vobais &

of samilar age and weight, and Sed with the xame commuercial diet, sup-
plemented with & my/fky bootin (TD. 97,126 Harlan Teklad. Madisos,
Wi Rats werw housed individually n serdtered cages, and were

charmage. [t ix beady that y of simi for ple thia-
mazw, lead to ssalogous diturbances. They represest phosocopees of
several isherited metabobc dowases aad of xome exergy defectove neu-
relagic and cardeac tlinesses, and thux their thorough understanding

will probably help to their better dagrosis and trestmont.

4 Materials and methods

41, Baotee deficiency 1uraty
Biotes dudy y wan induced 3= rats 3s previcusly reported [43)
Briefly, Wistar male ratx (aged 21 dayx and 8090 g of weight) were
fod 3 commercial det (TDL 81,079 Harken Teklad Madison, W1) supple-
memted with 30% ey white ax source of svidis. Control rats were malex

A)

5..
e ---— '

posed to 12 h bght/dark cyclex with free acoess to food xad water.
After 4 weeks of biotis deprovatson, they and thesr controls were
sacrificnd by cervical dislocation s=d their lvers were snmediately sep-
srated sad tmmerved & liguid sitrogen, and were storad at =70 °C Sor
later analysix |44]. Blotin defiy y wa proved by strwptavadin West-
orn bloty, as kax bees reported in xome of oar previows artiches [1,44].

42, Hepwtocute solation

Male Wistar rats wetghing 150~ 180 g were fed control and biotin-
defi y diet for 4 ko, reapectively. The asanals werv snesthetized
with ketarmone fxylezine 50 g/l The liver was diowctod a=d hepato-
cytes were tolated sxing the method of Berry and Praeed [45] The cellx
were sunpended = Rager-Krebw-phosphate: 5.7 mM KO, 120 =M
NaCl, 1.2 mM MgSO,, 1.2 =M NabOO, 1.2 mM CaCl, pH 74, The

. ';. . : |
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medramn was warssed) in 37 %C and bubided with 000 [95,5%:) prior
o e, Colll wiahibiy was sooped by the brypan exclsion method; o8
the sxperiments were parfommed enby when B 5% wabiley s
obarneed

A2 Ol cultew

Primary culiere of hepaiccytos, Hepll colls (ATOC: HE-BOGS,
Marmesas, VA, USA) and U3TS ghoblusome coll line were calbarwd
gy BMEM medium {Dulecos's Modified Eagle's Medium] szpple-
manzed with L0 fetal bovine seruss and penicilizss 100 10 ml, sirepbs-
mrpein 100 pp'md and gentamecs 50 pg (Giboo, Ldfe Technologies,
Grand island, MY, USA) at 37 *C and 5% 00, Biotin deficiont medium
[#6]. Bezizs deficiescy wam proved by sbreptavadin Western Blots (s
abova . Whes hicis deficiescy was ssduced, colly were sevdied in com-
plete medem, which wa replaced afier 24 b with o bistis-daficimt
ek and imcshated for different imee

A4 n&hmﬁnﬂfu‘pﬁwﬂh

Pyrzvate and TEA cycle sustabolomn woam sbadied mesurny msiss-
pibtr concenbretioex and U ennchmest, fom le-uh-ﬂ-“f and
[1 = 10 collsyfmd] Erom control ssd BUOEF rets werw inoshorind e Edes-
mayer Ak with Ringer- Krehs-phoxphste bufer {5 mi final wolume)
in a shakssg water batk =t 30 *C for 10 =in a=d 08 me sodies

U mmd 3 mH-dh.-.L—l.:hh—&-“'L'.PH T4 wore added.
Abtheend of the incshatios, an 100 g aliguot was baken forpeotein de-
irrmonabnn, and B meotstion was stopped wes 108~158 pl of B,
[%1 ). Thar exiracts ware sesiralizesd wail 4 N K. M eiabolfie concom-
intn HFLC [Varian, Aglient, Falo Ako) weey precolumn desvabiastios
with o-phthalaldehyds and Secrvscest detection, as previowdy de-
wcribed [47].

For measzre=wess of the "L enrcimest in different metabolda,
wry carrsd on at the Unhvrsity of Penssyians ot Fhoslelphes Med-
ical Schoal Core Cester, usizg a Hewle® -Fackerd S0 Suning Gax
chromatcgrap =M S pectrometry [GE-MS) O and for 3071 Mass Se-
lective Detector [MED), coupled with o 5890 HP-GO, G0-MS Agilent
Systemn (GHOS GC-S5UTIMED) or Hewledi-Packard [HP-SSP0MSD]
umny wlecirun impact ioneestion with an mnicing vokage of -1 oF
and mn weciros reliplier set o 2000 ¥ "'I'_lnrl:h-:lu:l!rr-
muss isniopemer is expressed by molir percent enncksest [ MPE),
Mhhmnh&ﬂ-ﬁ]ﬁhuﬂ;ﬁﬂq“ﬂ:ﬁﬂ
aborew matural abusdazce. The MPE was caloslsted mxing the peak ares
from GL-MS s comecied for nabersl sbesdssce as described (L
Hamsim, persosal comrrenicibios]) [51,52).

Mibchomdria were obsainnd scconding o s prevecusly: desorsbed)
mathod [37]. Livers were chixsed from: male Wistar rais [conbol ssd
bzt dvficnt] placed in doe-celd buffer & [(#0 mM sscrose, 230
Manzsel, 1 = M EGTA, § =M Tris, pH .20 and bomegenized using a
inflon pratle. MEochosdres were snlabed by deferrsiml coniri bagaiion.
Proivin amoeni was deiermomned eaing the Buenst Mettod The quality of
prepurabons was evaluied by ooypgen consumpisen o diescrbed
eslierar,

Inolated matechondna or intsct celb | pressry ol berehepatocybes
were placed in o lempersiune conteolied chamber with wiir-

with & speoific (ark slecirode [Sathkelin lstremesis, Sootland
Mecchondna (0.5 my protein] were suspended m= buler A in the pres-
vy of 10 mbl phosphate, 10 mb putssate ssd 10 mE malabe. RBespi-
rabon wan menieed in these cosdibons [Siste ) d ufter ADF
mled Rion [ Skaie ) Inftact hepaincyies and were b remus pesdind
in the nepective mede [ompleie or hi:ln—:hﬂ:-].lt: I-'.r-'rl-r.hrl-
uity (2 » 10" cllnfmil] and msintined st cosstest stirrng, Cxyges mn-
sumpEen wan mearured before ssd after the sddsios of cligemmytin
[ 10 pl |, o sperific mismchosd rol AT synthase mbshiior, The seootsvssy
brwmrds olgomyecin was smferpreted o e cxalative phosphorylaisen
rabw an previoesly reporied | 14 In sl cases, the nespirsgony raie wascal-
culsiwd Bomed on “mxygen concesiratios v Eme® plots isking inio
scrount the amount either the protein oncenirstios ec cell denoity,
respectively.

£3. Camplex Vactivity

Cytechrome oxdase (COX) (complex V] acbviy e soessed

teroegh oxygen conaumpisen [53). Maochondna (05 my peobes)
ware praizcshated with antimypes A (18 pi] and § mél secochats

1 mMj COX sctiviby wan stimubaied by the sddibon of 10 pM TRFD

[ Fi B, T - brtraphenylsnedinmiza ). COK activity was roporied as the
amoust of caygen cossumssd per - missie.

4. Cytockmmr quantification (54]

lsnlied milnchendria [1 my pretein] were trested with dithiozite
a=d the ahsorpisen spectrum was reconded in a doukde-beam speciro-
nide wax sdded b metockondnal suspsmeen = onder o recoed the
nxidizml xtaie of meochondral cytochromm. The final plot = cosstruc-
vd fakamg inio arrousd the diference befwwen the fem specira
Cytochromes were guanbsfed sxing b previoesy reporied values of
e moler extinciion cosfficiesis [ [38) Cvichomes a + ak
24 M %em™ ".qﬂn:hﬁnm.lﬁ'.lﬂjﬂ' ":rn"',qluhmrn-: e ]
21 M7 e

#8. Crivwtesymtbus: (O35 oy

Proivin exbracts werw extracind by resting ool {miSer prirmoery =
hepatocyies, H or mouse bepaincytes ) with huis buffer [Triben
E-100 0.1 %, B0 S0 mid, EDTA 1 mbd, ECTA 1 mM, B-ghyearol phosphate
5 =M, HEPES 58 mil, pH &.0) supplemesind with 2 protese inhdsior
eociinil {Compdete Mim, Boche]l Proten woes qeasisfind by S Brediand
muetiod. Extracis (30 pg prowin] were moubsted wits Aoekyl-Coi
30 m M, (xsloscetabe 10 mi m=d DTHE 10 mil. Ahserbanoe was mon-
] 22 412 nm in 2 Gezovs-Nazn specirophotiomeier {Jemeny

£.00 MiFofrarbr slnung

Colls [pramary hepatocytes or Hepla2] were seeded in coverslips
mzd finsted with 48 parafcrmaldeh wwre Ermabed with
Meotracker CMRo 25 oM [Iovitroges]) for 15 min and washed twece

with FES. Coverslips were mounted on glass plaies sz they were vau-
alized by cosfocall macroeopy [ZEISS LEM 5§ PASCALL

411 Acsloarmitine avalysis

L-carnitine {Sggrem Aldrich, S Looms, M) was supplesesied

through an impucson 200 myyflgy eeery 24 h for 4 wesks
bz oosirel and BIDEF rats o mvestigrie scpl Cof socurmelstios, Deied

hlood wpois were collecind fros ol rais on Whabnas 903 Sier paper
azml went i Se W esschasetis Medscal Schoal for anahymis, Bloosd spots

re mzabyred esing elecbmspray ooizstion liqued cheomoiography-
mas 57 ¥ (LC-ME] w2 Juabino Meore A [Micr bl ban-

rng. (eppen mnceniration was mosinred sxng sz ooppraph egqeipesd
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dem mass specirosrber |5 5] AN procederes for sample preperaton and
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[Parkin Elmar, MA, UEA] sccordng o e rar's pr

Ariafly, megle desio weere pusched from sach dried hleod spot wesy ==
submabe 3-mm punch Ose deele wean added per weell. Using 5 =ubi-
channel pipeize, 190 gl of werksy extraction selution [centizssyg a
mexiure of the respsctive stable-meimpe-labaled siwrnal standards)
wam sdided B0 pach well The plibe was covered weth slumizem il
folicwnd by shaking ot 650 rpm and incabation for 30 min b 50 %0

The plate wax finally pleed in e ssin-sareler for bt

4.1 Flctron microsopy shufirs

Ait B wrd of the beatmests, the amemals were prricesd v tha leit
cardise vesbrrle with 45 praformalkdesbyde =001 M oline phosplaie
bufer [pH 7.4). & xample of gluteal muesds e was remoeed, sec-
Honed, ssd transfierned o the ssme festees for 8 fertber 1 h Sample
were postfived = oa 15W cambem trbmside = pH 74 caccdylic acad,
dehdrated = aleoho end embedded in EPON mmes, (re-macros thick
seciszns ab e silver fgrey area of B spectrum of eferferesce colors
wwere stained with srasyd scetafie and lead cirate ssd exssined wnder
u JEOL JEM.1434 br g

401 Wit Hois

Samples foars = bguid nitroges were Bomogenized with a= as-
traction baffer contmsing HEPES 50 mb, KO 50 =M, EDTA 1 m,
EGTA 1 mM, f-ghyoerul phophate § mM, Triton X-100 008 [='0],
protease sshibtors minComplet (Rochs [hagnoutses, Manshess,
Germany, svdum Suoride 58 mM, sodeem ortbureanudaie | mbd, sods-
um pyrephesphais § =M and FMSF 02 m# (all fros Sygmas-Aldrich].
The bomegenabes wers costrafoped o2 12,000 » ¢ for 10 min =t 850
and supsTnatasts were used, Frofeizs in estract sssplos were separat-
o by SDE-PAGE electrophoresis in a 10%, pelyacrfamade pol. Proteim
werw hloted o= ntrecdiuloss memhranes: Lahoratories, Inc,
Germasy ) smd aftersands they were blecknd with 1% =on-fat milk
and mrubabed with different primary anbhodes: phespho-AMPEKa
[Thrl PZ) 82531, AMPEa [2EAZ] 82803 [Call Signaling Technokgy,
Inc. Danvers, MA, USA), phosphe-STATI [Tyr PO5) #7095, STATS [C-
0] #48Z, FINKL [H-300) #53, P, BRIP-3 [A=edd) 856, 167), miTFA
[E-1&] #30.98%, HIF-1a [¥-15) #1254, and afubslin [TU-
0Z) #8035 [Santa Cruz Bictechnology, Dalkas, Texs, USA]). Messhranes
wre washed three timem with PES and imosheted with the
HEP-conpegated secosdary antibedas Blots were revealed using a
chrmilemingsrest substrate HEP Immebilios Westers, [Mdlipore
Corperation, Billerics, MA, USAY lmsges were scquired &= o FUSIOK FX
Sywiem [WILEER LOURMAT, France) ansd szabyred in (hesidoc XI5 Syu-

4.4 Sirtshival matyas

Doty = shown o e mean 4= SE Seatistical ambes teo-
tmiled Spudent’s Llest, or ene way analysis ef waranee [AROVA)
with e Dunmeif's and Bosferroed’s multiphe compartsn test s

performed for the groups of mterest. The ssalyes wax done with
the z=ftware Prism 50 [GraphPad). DeSerences were considered sig-

nificant at * P 0005, ==F B 001, ***F b Gl

4.05. Shady approzal

The animak were bandied sccording fo Be Geidelines for e Caw
and lUsw of Laboratory Anemals of the Mabonal Instibstes of Health
[Matiozad Academy of Sciences, Washingion, O, US4, 19RE) and
of the I dr Irevuing: Bwmedice of the Universdad
Namenl Aztenons de Mesicn, [or sl the anissl procedures pereformaesd

in this project.
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Al baovy:

Biotes deficency (B-0) is wiudly wodied at the potrt o which the animal model exhibsts e ugm of
Facetved § Aagant 2012

full-blown “mqmnmthﬂ,mn“mhdkdqat&ud‘bd#
ferentiste specifc deficiency effects from (hese of underactetion, biotin wilicent snd deficent rats wese
studied ot 2, 3, 4, and S weeks on the deficency due, before the omiet of wesght lows snd deficiency sgas
mmuumnwum:mwulmm
were determrened and westers blots of signudisg peotesrs, and gRT-PCR gene exp diex. The f
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_’m fects of 8- wese already well estabiished by the fourth week on the diet; this, we conider the fourth week
[Tp——— 45 the optiaraam lime 10 uady the consequences of bietn depletion. Early effects, which were akeady appur-
AP Brase (ANPK] enl ot week 2, sacluded celudur envegy deficit (a8 iineised by incremied AMIVATE ratso), activation of the
Liver ghocobinuse AMPK enevgy semice, and changes of carbon metabdiun geme msorpls (g, ploiphossolpynvate
udn carbooylcnsw, canstne palirstoyl tramferoe 1, wer ghocokicase and Gty acid syrthetaie) Reduced
Carme post-prandid Hood ation of ghuine were dso observed early; we ipeculate Bt thrse moe iibe-
abde 1o sernitivly Lo iesadin and ircreoed wtikration, 4 licely effect of ANPX ssdhuction of
trarshocaton of ghacow transporter GLUTS 1o the mumnbeares sad incresed hexolonaie expeesion
Oeer late-ceniet charges (week ) incloded axcoeasd seveen concentrations of Lactate sd bee faly acds
and decressed liver glycegen sad serums concentrabioes of inglycenides and total cholesserol, The wentfica-
ties of the esly specific molecular and metabobe dwurbarces of buotin deficiency maght be usedal in identi-
fying excbvickaads with mangnal deficency of thes vitamin, which sppeurs 1o be commen i noemad bamis
pregaancy. The stady of lime-cowse of other vitamin deficimncios, such s this ene, might belp 1o better un-

dersland sad cope with ther effects.
© 2012 Elsevier bac. AR rights reserved.
L latroduction ACC<alpha>and<beta> ). Both enzymes prodece maionyl CoA from

Bictin, the essentlal prosthetic group of the flve mammalan
botin-dependant carboogyles, is 3 waner-solable vitamin {Dr a review
see | 1]). Biotin is Dound covalently and ciltages in the additon of
a carton atom from Naonate (in the oom of (D) the various
substrates. Four carbaglases in mammalks catalyze cridcl reactions of
imeomediry metadolsm: (1) Pyruvate carboxylase (PC), e main
anaplercdc eazyme whose product b aaloacetate [OAA); which &
50 2 precursor of glucose In ghaconeogenesis, and of Qiry acds in §po-
genesis. (2) Acetyl CoA carbosylase (ACC 1 and ¥; also referred 10 a5

* Thin wark was wppertad by rewach grares Som Deeccide Goeral do Assrion del
Penceal Acadbrdco e la Undeemidad Nacworul Assdsocw de MWako [PAPET
INZOG01 1-3) and from Cormega Nacional de Oencia y Tecnologla (Fordio SEP-CONACYT
TN
* Correnponding ssthar at: Torme de krvewigacita IND, Av, el INAN No. L piso 4,
Col. I geress-Coxkon, Vidodoo OF 04530, Néam.
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acetyl CoA. One ks oytesolic and catalyzes production of the compound
that is e limiing ia Gty acid synthesis the other is locited on e
outer mitochondrial membrane and controls Qity acid ccidamon in mie-
chondria through the inhidition of carnitine palmitoyitransierase | by its
prodection of malonyd CoA, which also as 25 inhiditor of f-axidarion.
(3) Propionyt CoA carbosylase (PCC) participanes in the catdalsm of
several amino ackds (soleucine, vallne, methicnine, threonine) and in
odd-chain Gaty add esadation. (4) 3-Meshylcrotony] CoA carbosylase
(W0 catalyees 3 sep I eucine catadolsm; &s deficient activity
lkeads 10 accumeladon of the collateral peoducts 3-hydrosxytsovalenic
ackd (3HIA) and 3-HIA Gamiine, that are seesitive markers of biotin
deficency [2-4)

We discovered a new function of botin as regulater of the genetic
expression of carbaxylases and of holocarboxylase synthetase (HCS),
the enzyme that covalently binds dotin to the apocarboxylases |51
Maore recently, we Sound that dotin deficiescy by means of an
avidin-containing diet that contains adequate glucose modifies the
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exprestion of several genes involved in carbom metabaliem oo
Ikeer, in O efegare and in i corosslor |6]. VWe also fosnd thar biotin de-
Rcienicy cameses an ATP defic Inthe thees species, which activanes the
ENeTgy sercgor AMPK [T].

Esocin deficiency can be produced experimentally by adding avi-
dini b the animals' diet, and ies Tull blown efeos ane usually obsened
at 6-8 wiarks of Seeding the defickency produding diet |3,568-14]
This wicamin deprivation bears several similaricies o malriphs carbon-
yheor deficiency, a group of inheried metabolic dsonders caussd
by mestareons in the genes for intestinal Beoein crasepon 151
hodocarboayilase synthetase |16) and béstinidage | 17), in that in all
of these condithons the acoivites of e different carfooylames are
preatly reduiced b parthoslar biotindare {the ennyme that alloes -
otin peise by frecing it Inom Bocytin in the s cycle) defloency
|17] leads po Joure héocin depleion. Becendy, a bioginsdaoe deflciens
knockoal mouse has been gereraned | 18]

A serious problem of the disary experimental model & § & gen-
erally used [8,12-14] ks that when the animals present bll-bdow de-

Rcienicy signs, they ane also weversly andemoanished. Therelore, i
no possible o dMereniiace which effems ane specific of the biodn de-
ficiency and which are due o general malnuiriskor Similar studies in-

ducing Biotin defldency experimentally by egg white feeding in
animals or human solussesrs have also dearly demonarraed defl-
cient propioey] CoA carboxylase activicy and increased excreton ol
E-hydroxyissyvalenc acid and 3-bydrosyisovaleny] canmicine prior m
the crceet of Both sympoms ol dgns of overn bicdn defloency
|2.3,04,19.30). Farthaermaine, for botin, the Toos ol reseacch is cur-
rently shifting from fhe conseq uences of moderae wo severe deficien-
cy to that of the uenices and mechansms of manginal
deficiency [21] This & the result of both the modem emphasis on op-
rimizing ruoricional saus and Because substantial informagion is ac-
cumulaning than a signiflcant propomion of Women e ngoing
nomal pregnancy develop marginal biotn deficenoy. Hiere we
shaw that the genastic expression and metabalic efecs of bictn defl-
chency |5 ale appear earlier than the phenonype {andenyeight, defl-
ciency signs), thus being spedlic o de lack ol dhe vilamin, This
konaealedge will be crivical wo optimize the design of the expe rimins
miodel of biodn ard B0 ouRE 0 o probe EMETICTRNNS
berween metabolic regulation and genetic exprestion comandd in

NURTHENOMICE.
Z Marerial and methesd

2], Barin-deficesr armals

Biotin defickency wis indiced a5 Tolowes: Male ras (Wisar
sirain], aged I days (their weaning age) and 30-90 g of weight,
were mede bimin deficient [B-D] By feeding coorameercial dies (TD.
EID73 HARLAN Teklad. Madion, W) containing 30K of white egg
which contairs regatve avidin The conimol raes [bbodn ifflc e
Bi-E] were similar in gender, age, and weight and were fsd with a
simdlar deet bt che @i wos sapplemenisd with bocin 4 mgfg
[T 97126 HARLAN Teklad. Madison, W), For convenilence consader-
athons, sandand Botn deflcency mudies ape done in young andmals.
Rars were hoemed individaally inoan sir-fieered cage under 13-hoor
lightidark cpcles and were allowed free aocess 1o water. Bi-5 and
Bt-D raes weere saicrificed ar 2, 3, 4, and 5 wesks ot each of thise
rimes, none of the ras had developed ey S2apares of hion
as previously described. The animals were sacriflced by decapiacon
before immedine olation of the Dver. Livers wene immedianely
placed in ligpeid nitroggen and stoved 2t = 70 °C Before uriization

22, Acyl carmenine asalyss

Dried Bood spots were collscted from all raes on Whatman 503
filver paper, Blood spors were analyned wing eleomospray lonizacion

77

Bquid chromancgraphy-mass specnemetny (LC-MS) with 2 Qeariro
Bikora AP {Mlcmbdacs) tandem mass spectroemeter. All poocediings
fowr samiplbe preparation and MS analysis wene performed by MesGram
AMAC Specorometry kit {Perkin Elmer, MA, USA) Jcconding 1o the
manulcperer's protocal. Brielly, dSngle disks were panched from
each dried blood spob ising an seboratic 3-mm punch. One dsk
vk atdded per well. Lking 3 multichanne] pipeme, 190 @ of wocking
exracton sdution [oonclining a mixiune of the respedive sabke-
eeotope-labeled inemal sandards] wes added o each well The
plate wes oovered with aluminum Toll, followed by shaling ar
S50 npam and Eroabarion for 30 minures ac 30 °C The plae was Analy

placed in the ssmo-sampler Tor cesting.
1.3 Hoscorboslids estimaton

To assess biodin sapes, we determined the degree of carbowylae
Bantinylation by sirepravidin Western biots | 1AL Alkgaots containng
30 jg of notal protein were ssbjecied to SDE-PACE. The gel wis Biot-
tiadl o & OL45-um niorocellubse mraembicee, ming 4 semidry mansir
ol [Bio-Rad], ar 20V for 25 min. The membrane was incubaned
with sorepravidin-alkalices phosphatee: for 3 b | 15]. The vissalization
W mnade using o chemlleminescen sulstrase HRP Imimiobdon™
Wemem (Millipere Conpadation, Ellerica, MAJ, and was analyzed in
a ChemiDoc™ YRS system (EI0 RAD, Philadedphia, PA). Holoe reyme
aburdanoes for FC, POC and MOT were quannifed by densitometny
of the bands. Total protein wes determingd by the Bradfond methiod
22| esing ESA & che mandard.

2.4, Biooed Sochiemismy

Elood amples veere taken rom the 2il vedn of non-fering E1-5
and Br-D ras. Cluooee comoeniTabon was mexbered using and auin-
matic glucometer [Accuchel, Perfsrma, Roche, Mankebon, Cermany].
Concentrations of cighycendes, cholestencd, and Lictate were mitd-
wared using the comesponading ety @ips [Accuimend Pls, Roche,
Manheim, Cermany]. Fordesermination of insulin, serum wis oollecnad
{25 ) arad insulin veas misasared wsieg immiinceesay [ELSA) hased an
a commercial kit [ALPOD DNagmeaerics, Salem, NH)

25 Liver ghycogen

Ten mg of liver was i 200 il ol warer, The homiog-
enace wis bailed B 5 minunes o inasivaee the enzymes and then
cenoriluged s 13,000 npm for 5 miraes 5o ciminace all the iraolulde
mareral 10 of sepematant was ssayed w=ing the EnzyChrome™
GClycogen Assay Kit (Blotssay Symems, Haywasnd, O4), Sllowing the
abricam's instrucrione.

I8 Admine suckeorides

ATF, ADF and AMIF vk wiere desermined by HPLE according so
the method of Delaney and Cegger |21 | Eas wene sacriliced by con-
cutslon. A poron ol ke (OLB-1 ) wias resradved e |meres-
diately imamersed in 3 mil of perchionc acd BX, homogenized, and
cenorifuged [10,000 rpen for 10 misestes a1 4 0] The Supssraaiant
wac collected stored a1 =307 thawing, the SUpETRalEnt
wad nieutralined with with KO0 3 M {EX Anal woleme) and ne-
cenmiluged Then e adenine mecleorides oonent wie detenminsd
By HFLC. One husdred gl of & 1:10 Sluton ol each sample was

an e the HPLD. Mudestsdes wene separansd on an ACE
5 jm C18 {150 4.6 man ) column using an HALC ENAUER gystem
{Smartline Sysem lsooratic HPLD with UY detection). The mobile
plase consisnad of KH;PO, 181 20K of methanol and 108 PAIR
COCKTAIL 06 4 mbd (Hesylmiethylameronium Phogphane) with a
e of 1.5 milfmin. The euternal standard wes reated bentcally
to the hepatc homogenaies; the ATP, ADP and AMF spikes were
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idenoifisd haced on cheir rerention imes. The data are expressed in
imilfg of wet Tisee:.

A7 Wearern biee analyses

Aligeats of liver samplss froxen in B3uid nirogen were homoge-
izl wih an eNmacmen Buffer comining HEPES 50 mi, KO
50 mbd, EOTA | mM, ECTA 1 mbd, p-glycensl phasphare 5 mb, Tricon
X-100 QX {wie), proteass inhibiors (miniCompler, Roche), sodium
Muoride 50 mbd, sodium omhoanadee 1 mM, sodium pyrophos-
phace 5 bl and PRISFOE mM (&l foom Sgma-Aldrich]. The hemog-
enares were cemrifaged @ 11000 x g for 30 misemes ar 4 "C and
SUpENRalants were used. Fromein conceniraton was desermined by
the Bradiord method [Z2] usieg BSA & the sandaed.
contzining 50 pg ol ol procein were subjscied oy SDS-PACE. The
el v blowred on 2 045 pm rerreceliuloee membrans, using a semi-
dry trascfer cell [Bi-Rad], ar 20 % fr 25 min. Probing of the mem-
branes was Camied ool with varkdis anibodfies 101000 AMPEG
(ZZAZ) FI603, p-AMIPE (Thrl72) 3331, p-ADCa (S=r79) 23661
arad 35 seonddary | 22000 anri-rabidr IgG 820745 (Cell Sigraling Todh-
nology, Inc. Danvers, MA).

2 Grwe EETEEN SRalE

RMA was Eolared fooom liver samiphss thar had Been Enazen in liguid

nimegen. fomplemencany DNA was genenosd by M-MLY feserne mran-
scripss enzyme {Inviorogen) and andom heamers | dessy-NTPGE;
Amemham scence). The analysk wes perfomed by quantitacve
mevese-ransoripase FCR [gRT-POR) on ARl PRISM 7700 Real Time
POE machine [ Applied Eneysiems) using Tagman probes. The bevel of
ﬂnﬁnﬂﬁﬂuﬂlﬂuﬂmﬂﬂdmlﬂsmm
e 27 mathad [23]

28 Srarieical anafyses

Dara ane sha#wn 25 e mean 4 5.E Sranisocal analyss | rao-sailed
Studieni’s T-SesL, oF ong way ANOWA with che Tekey pocaboc nesr)

wat performisd for che grodps of imenss. The analyss was dons
wiith the saftware Prism 50 (GraphFad]. Differencss wene conskdered
significans ar * P05

a ] i L] 1
Wigen

Fig- 1. Bxdy =g dan er vury berwees. S baar-wareed oo (chear drdec) asd
tha coneroly [eald cieclm | belore che Bth week of the bictin deficency diet. Yalsen
arr e mean = 20 5= Sanimals " PoLDE
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Py 2 3 4 =
Trastrrari S @b B W B=E  @nb BE b

g L Ficksarbasylam diminink frore seek 3 of o0 foes) gier arad declina wich aree,
Lreer mroeprasidin wemem B PC (pymasmey halacurdacpae; AOC | proplasg-Cok
ol wrhorolse BID |[J-meedydoomorsd=-lod. bolcarbacploe ] Be-5c Bidin nefi-
e [coaod]; E-Cr Bictin deficiene. Tha d8ferere duplices Lirey are wrmpden from
T diflerend sirealy creaed n b wrEe wuse

i Eesulis

21 Chinical end Mochemin! indinaters of biozie defiormcy

Eody weight of beorin-sraned raes did mor differ significandy
Iram: the conrroks uniil the Bth wesk of the deflcient &et, (Fg 1L

Befane thin, no dastical deficiency Sgns wene ohiserved. Food inlke
did mot dilfer berween the rwo growps undl week & (data nol
shoswn). However, ochemical markers clearly shovwed the animals

wiere destloping muldple coneegqeences of biein defcency by
week 2.
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Toevalesste biotin defloiency, we mudiod e bver holocarboocylices
by Praianes of stveptandkiin weesiern bilots: IPC, POC and MOC; ACT ooeld naoe
b vimualized because of b much higher molecular weight [B]. There
wide diflerences Betwon them and the Sferences wene albeady appar-
enl 3 week I and Become more promdinosd in dhe olloring wesks
[Fig. 21 Arwesk 5 rhe thres bolecarbosy et were mich Sinner in e
deficiern than in the conmal homogenaies. Addiionally, beginning o
wiek 7 he blood levek of 3-hwvd noscpisovalend | 3-HIA) camnitine were
inacrecgind relative o onneroks {Fg. 30 We also obeensed & slmilar incredass
i b bevels of propiony] cmirine, & compoend diracty derved fram
thi POC suberrare progdiondg] Cod [24]. The Incoreccss it 3oyl cami-
lines & srong evidenoe of biotin depletion (Ag- 3]
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22 Time cowrse of biochemicel effects of ladn dephasian

Eotn-marved non-Gsning racs had significant reductions in blsod
Flucese from the sevond week of the diet [RE. 4A). Lacer an duning
the defichency die, Lhotame and e GQoy ackk bvels inoresed
{Fig. 4B anedl C], and cholemernl and orighycerides levels decreamed
{Fig. 40 and E). Elond insulin increased with age in both E-I and
Ex1-5 rais, B the incresss wirk less prorounced in the Er-D group By
whee Foverth week (for numerical walues see supplementary Table 1],
Liver ghvcogen Incresssd froms che seoond week on in both Bi-5 and
B rars, Bur in Bi-IF livers, thepe wias a sham decneae By the founth
wieks [Fig. 5).
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Fig 4 Tempazsl chages in nas-laneg plans osscerarricrs 3f gurose mhl. Leeee misl FTA migdl, ceobeeenl (o'l |, mphyrendee [rag'el | asd meain g8l daring
deprivation ol bone, -5 Alled bars aed B0 chear ham. Vabes o the reaen = 508G = S asirad per groas | PO

79



A Alermdncder-Vsmurr o1 ol | Melerulor Gl and SkraSoliom 107 (3017 HE-151 M

L bwesr g Iy ogesn
il :
.21
o ]
- =
= s .
i =
:H
- — -
=
1]
u I
p |- ] ___I
3 3 - g
Wl

Fig- 5 Liver ghverges dimizinkem n B0 (apen ban] compased ‘o Be-5 [fAlked Ram |
fram wesk 4 of the bioris defcen: die. Valsey o cw mean = 508 5= 5 animaly
por groeap " PoE.,

11 Liver adenie® nuosiides and AMPY aosiarion

Wi had previously repored repomed decreased ATF in b de-
pleted rat lheer [T]. Ag. & shows that thie hepatic ARPATF racks in-
creand meadily beginning in the second week of the Biotn
deficiency diet. The content of both nucleastides changed markedly.
AMF conpent had risen almosr reice the ininal value by dhe Sourth
ard Anh weeks ol Bi-D dier (007 mmaolg 1© 003 mmolflg or
011 nmolfE to 032 nmed regpedively], whensis ATP conlent de-
creacnd @ significanc bevels for the same period (155 +00E
137 & 0004 and 157 4006 to 1195 0.06) sepplemenmary maserial
(Takde 7. A similar time ooarse was Sallowed by the acrivansd | phos-
phonylaned ) Torm of AMP-dependent prosein kKinaoe (AMFPE), che
madn cellalar energy ewaed |25], and by one of i targes, the phid-
phonaned foem of aceryl-Col carboonylase (Ag. 7)1

14 Gowe ecpression for encpmes invodasd in carbom meraboiomn

W sk sTud ke he dme oouires of chamges in che epretion of fmaer
penes, elecned beciiee they Calal/ae eSpenlill sLeps in innEmedianyg
metabd e glarnknase [GE) for gheoolysis; phosphioenol pyrinee
carboscykinee [FEPCK) for gluoneogeness, camiting palmisog] rrans-
femase | (OPT-1) for famy 2o oxidackon and oy acid synchaee |FAS]

BB
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] &2

il

Fig- & The A FIRTT inoreamr wans wery farky durisg biovs sarvason Be-5 fled tam,
Ea-F: diasr bar Vaben v the maas + SOV 0= T aninah per proup, " Foldd
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Ng- 7. Larly moreuss of ver AAIPE sovason amd of &0C plempbarglizin durisg bia-
tin waresiae. Be-T- Eled barg - chear e Wl o are che meran + 506E =2 n-
rrak prr poap " P DDE The di%rers duplicne e are wreples o ova diSerem
rureals e ed L6 The wame sasL

for Gy acd synthesis. Arhough e mRMAS of the genes smidied
changsd only grafually since the seoond week in the B0 group
[Fig. B} as previowsly indicased |&] che differences in the BrdD group
wiere mriking and highly significan. Clarokinase and Qiry a0 symalhae
wede substantially down regulssed, and phocphocnolpyrian: carto-
wykinage and camidne pedmiroyioranslferase | were subsranzially up
regulansd in the same [ashaon thar wie had found earier 5]

A Discuissdon

W somdiind the dme -Course ol Bochemical and gereric dhanges in
biboein deflciens deet, prior o welght loss (Fag. 1], diminizhisd food in-
take, o chee onset of the gigns of biotin dephetion. The present resuks
showy thar e main metabolc and genenc expresion eflecs of Botin
deficiency are already well esrablished By Sourth week ol the diet;
this we conskler four weels a5 an opimum dme [ sudy the conse-
quenices of ioin srareation, withoell possile confounding effecs ol
Eeneral malnurritker. Almioer 2l pabliched sudies on Br-0, including
oo owvn, haree been performed o 8 werks of the experimenal dies
|8,01-13), wien fhe andmabs present wicemin deficlency sign and
several W, also profein and enetgy malniarizion. Do sudies offer
noreel insight inmo the corcequences of botin deflcency in e mo
oD andmal miodel

Carboscybe activities are sabsransilly decresed By the seoond wieek
of diet, i evidkencnd by the heighaened 3-Inpd roonyisoia ke nyd cam s and
propicengd carnitine Blood concenarationd (R 2. Theme com pounds ane
denved foom the aorumelation of the subsirames of 3-methydoromnyl
Tt cribaylege (MOC) [5) and of propionyd Cof carbosgylee (POC)
|33 revzaling mestabolic biocks 2 dhesos s, These alamvalions condim
oiir presiois work [ 13,1 E] and ane siendlar so the wrine acylcamisine kevels
and relamed subeirare o prodect ks recently repamad by Bagusasy i,
etal | 35| which Beely inorese human relesanoe of r ehoenamions. Fur-
thenmare, the wrirary excredon of 3-HIV & oonsistens wich 2 deoresse in
the lymphicyies PO atviny [27]. Monedver, the amoents of thne: al

the foer hepatic hoocatasybses, (FC, POC, and MOC), progresavedy
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Fig B [xprousas of repremdive geres of man bvr cobon eeubolien pedrsam chasged vy eocly dariog bione paeevaron, A Qecokinme [(CK] O] phasghoesalymrae
carborgras (FERCK), C) Sy s ayuiheume [FAS), O comiine palmiseyd cemierass U (CFTUL B-5: flbed barn, Be-Ur chear Bare. Vabhes s the meun = SU8L 5= % animals

P poup. " Pl

deoregusd heginming inweek 2 of the deficiency diet [Fg. 3| Inoconirar,
Ires camisine significanily decreassd Irom wasek 4 in the biogin-deprived
rans comgered 1o the onmsks |data noe shivsm L, most ey @& & conse-
gquence of the producton of the aoyl canminines.

Although all these effects wene cearly evident by weelk 4, some al
thesm oommed a5 early 35 week 1D oihers oocwmed only by week 4.
Amang the fonmer are reduced [ past-prandial) glycesnis leeels, oellu-
lar emesrgy deficir [ = ascessed B9 an increased AMPYATY racio), Jcmia-
tion of the AMPE energy sensor with phosphoryation of ks ACC
Target, arad chamgges of carbon mesrabalim geres TINECTpes | e
of thase for PEPCK and CPT-1 and decrease of those Tar CE angd
FAS] We ypothesize that these changes are an Jdapation m the &-
ergy shortage; AMPE i activaned leading o bnducthon of ATP poodiic-
ing provesses and redacion ol thase cofcaming ATP |25].

I ooonarae, only ai the foumh week did we obe ree decreased Diood
ireilin and liver gheoogen, increased srum Loace, and decraased fres
lamy adids, mighycenides, and mial cholesenol. I & notewamhy than
bl glunose bevek are already lower inthe bitin-maras] @i chan
in fher conimods By che sevond wesk while biond insdin is Zimilar in
the re groups enl week 45 arthar tim:, ingalin is ower in the defl-
cienr animals relanive o biotin sulficeens conomk. A pesibe eopland-
tion For chege obsrTvaniong |5 chal born eprivation might have Arm
dikprreraed the wrdcirviny oo insulin, kading 1o increassd gFluoes up-
ke by lspes ooch = adipooe and misce. AMPE Joivation ma
hawe conribined o inoresssd ircdin sensitiviny | 28] Several snidies
nepom e AMPE elevanion promoles e ranshacion of the glaors
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rrangpomer CLUTS o rhe ool memibirmes of sfipoes T and misce
22,30, aex well 35 increasing mescle and hear hexokinase [ 23] egpees-
&on, thiis segrrenting glucse urilizaton. Funbermons, we have Sound
thar the iredin padvaay is sbnormally Joivamed in besin sanadon
{subimized masiscmipr). Although, in the present work, we confomesd
previods repoms of liver ghanokinase repression |6E31] the ooniribu-
i of this Fepression o-overall gaose hometoa B ikely marginal
We are cumenily spalying meabolic Nus teoegh the main cansan
Mol palvadys i an JEETE 0 gain 3 more complete unsder-
sanding ol the metabolic efeos ol botn mareamon The delayed
diminimion of binod ailin may reflecr 2 delayed permarbarion of
Ereilin peod ucrionfsscreTion. by the panoreanc bt cells] such a delay
bt shown o be mEodaied with chinene: AMPE aorivamion | 25,30] Al-
thoegh pues inhibinon ol gluconsogensiis in bawin Sanadon
might also be corsidened = o mechamism for the blond gharos neduc-
i, s CofieTal This i unliey no haee played 2 sshazannial ok @noour
remils Beraete samphes wene obcainsd from deficiens animals in the
posl-prandial mane

The high serum Brate can ressonably be anribesabile o the re-
dmced activity ol pyriate Carboonylace. A conirilecion Iooem an in-
creaze ol ghyoolysic from glyoogen is also conceivable and could kelp
explain the devreased liver gycogen oontent shserved in the bioTin
disficient rats, besides the well-imown inhibton ol gyoogen synche-
i by AMIPE [ 32]

Eath the incresss of CPT-1 mEMNA and of senam ee [Ty acids
sogrem an increaeed [amy acid nebease Troim a8 poes Hssue and their
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axidaticn in peripheral tisses in the onn-marved animals, caised
by bovwer Grcilin beveds. This weoald alco expliin the demese ol
strum orighcerides and cholesperol. Alchdigh this would lead 1o
increased ATP production a0 the misochondria, we haee recentdy
discowered 3 sewere mitochondrial dydhencdion in biotn deflcency
(]33 L mamvesTipt i preparcien] that explaing these Jpparently par-
afnxkcal findings.

Adecress in ACT acrivity due o Botin deficiency would lead noa
decrease in malomyd Cof acriviny in the mmaoroenviporarent of che
OLEET Mo homdrial memirane. Thar woeld kad 6 incnesesd OPT-1
amivicg, increased [ery a0l ransport, and incressed fany acid oxda-
tan, which vwoald inorease ATP. Hoswvever, we have found damaged
ard d@ysfuncrional mirschondnd o bbodn-deflcient rar livers, dhar
explain the ATF deflcin bn the Tace of fnoreassd bera-osidagion [ man-
UELTIRE G0 preparaton ).

Dreerall, all thege =lerrs point sowands 2 patiem of seguenaial
charges resalting from the inrerfenenoe with the eroymaic fancions
il hesrin-conaaining carbomylaces. [n che indial mage, wery early afer
i wiramin deficr and the enzyme deflciences, thene & 2 cellular
EnsTgy shomage with the resulting AMPE activanion. This keads, pee-
sumably through 3 network of Signal ransdeThon pathways [T, 1
carbomn metaboliam and mcreased incpalin
sEnsinviny. laper on, diminiEbed biocd inselin woild caise Lpid
masabolism alerarasns ind che uolimrion of famy acids as ohe main
mastabolic fued in e beorin-sransed animals.

In sumimany, bssn deficency has wide ranging &Tecis on inoer-
mesdiary metabaism and gene expression that berome evident very
arky daring the bigwin dehckency, wiell before wiekght loss and imder-
mulrition. Therelfore, we propose tha gpecific deficiency efiecs be
siudied ar wesks 4-5 ol the experimenal deet. This nype of approach
migh well apply moehe Ik ol other idispensable nuorens.

Iv b5 inmereging, and enhances the poreniial imporcanoe ol This

siudy, che recent findings infaing heokn cnperimentally
in heaman voelunissrs |21) Furthesmare, several ol the metabalic

ard genomic corsegeenies Of Baolin sraracon ar we haee mnoov-
red might non be unbgue to Born e might B mere general adap-
atiore that mirigaee fhe shomage of escential merends, an iscoe
dhall W are cumenly purssing.
Supplementary &ata oo this e can be Tourd cnline ar bapsl)

dacchoior 0L 160 6. 211 2 U005,
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ABRSTRACT

Tinmy pilicsis | mpregulated & tmmar snd the the
demand for amabolic intermeilisics is increased, The
metabalic routes providing the bullding blocks for
mige romslerules are this @ very stiractive terged &
they are nod normally in & mormal gui=
racend el Some rouwies e gy enhosis=derived miers
merdigie predecies have e demofied. bat thaw
s pal ceRIEEIE the wihely ool ol ey EChets b
cule b e el ss many of thew derive from mites
chandris i the Krebs cvcle. Indeed, this metabedic
paihway s considered a “hbsynthetic hub® from
which anabolism is fed. I & metabalite effhiv s o
desd scemrring. snaplevndle resctions must keep 8
wirndly sapply of subsirsies. |8 spite of this shioss
relrvance ol amaplerein, i has bees poorky charsd
wrrisrd im the maliguand ool ceatest. Clwiamdnstysh
snd smd pryrevete carbeuylstes sre e peths e
that functios i o mepleratic Gaahen_ b spite of Che
inerrasimp evidence implicating these rea procovses |
cancer metaholism thelr Fle @ mermedinie proybils
ery s overbooked. In thiv review we analyae ihe lms
plicatbans ol an sctive snspherosis in camcer dnd Wi
dinguis eperimental evidense showing the relesamos
ool Ve e hadir romies i busied fillvSshigy

Krvmardic napkemes i Cancer;
{ibmapunms; Kretn Cyole; Masholism, Muochondna,
Pyruvale Carbeoxylase: Warbsirg Effect

L INTRODUCTION

Cancer s o poop of diessey considered o 8 puhlic
balh mme berasse of ey SxrEcng ks, e
back of efficctive trestmaress for the vt magority of the
deagnoscd cxmes, and the igh monality raic of ceser

i These disenses can affect virmally every organ
of the human body and they are charmscienzed by The

PN W CESS

fomon of colpees o, whack = e s o
F.l_-ﬁ-n-n'-huﬂuu_ihh
ing the sz docades, the research on cancer bus intensi-
fied and some imporiant discoverses have Been made in
the field, such as the identification of imaor
genss @nil the development of wrgeied anti-
femor drugs. In spie of these advances @ some para-
digmeshiftimg breakthroughs, the dinxal pogness =
il a6 posible thor sl ) e e
cific thermposin WSS rEmEn o b deceversd. 54l
one of the main challengs for concnt thersgry & 10 dis
criminme betwern malignant and nommal o1l

Almost #0 yesrs age Oto Warburg kleniified thet
cancer cells display & different metabolic progmm e
garding thewr normal counterparts. He observed that fu-
s have o devresasdd respirstion apsl s cshanced bee
e prochaciies s pressce of oxypen [Reviewsd = 1]
The term comsd v thn phesomrmen wan ~asoba ghy=
cohysi™, mowsdsys inown = “the Warburg offect™.
Notwiihstandey the relevance of those fndimgs, the
siudy of canier metahalism did nod recoive much aiens
than i the newt deendes afier iis discoviry, & numst of the
work done in the cancer feld was focused an penetics
and the identification of deregulated signal ransductson
patkrways, Sonctheles, the mporancy of sctobic ghyoo=
h:‘ s drmmeresd Sroegh te eeplomennres of

i e R M
grapiry (FDG-PET) [2]. Based on the high ghyoolysic
capacity of tumers and their enhanced hicoss auake,
this techmigus alloweid the visualizateon of wumans i W
resulting froim the sccumulation of the nonsmetabolize
shle probe by msalignant cells.

However, o decsde agn, the serobw glyoolysis phe-
pomenon was fediaconened Moleoslar evidence ws
gacherrd lmlong fod Sl ooCopones sl TGO P
fied by Wartwarg { Tabile 1) Some of thess fisdings were
in socordance i Warburg's orginal hypsthesis: “in can«
cer cells an imevenible domage o mitochondris mus

Ceientih
fewarch
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Table 1. Metabedic enzymes evaluated ot cssenbial for e malmensse: of the glycelytc phesotype in uimdrs (e pe for details

Earyme St in bamery Sarmal mrtsbak rule Meddstional rals m cancer
Hearki 3 (HXES} Cillucoss phospherybimon, Flue-contrelling siep of behiition of .
' phyeuby. =
i Actaion of phosph L. Cihyoulyic
(FFEFEEY) f Blun cehancement. —_—
[Pyerevvaic konass M2 Prehuciion of pyruvaic from phisphermolpyrevaie Accumelaiion of ghyoedyise imicrmedisics foe
(FRME) Chrier et sl AT o i i gt Pruastign o o ol gl i
Ciletarmarmome | GLS) [Frecmactive Dearmansizos of glutenine o gleiarmic. Stimelaiton of bpid bicsynthem
lciraic dohydrogenass | M i MADP-drpmdmi decarbrreplabion of meciinic i Froduction of i buliic
and 1 (I a-krioglutaraiz. I deydreocyg beiaraie
Succmie debydregenase . Succingiz onidetan i Kecks cpole producing
(SO leaciive " Terme suppressor
E {EH} 5 Comversion of fomorste ke malaic o the Kechs T

oyclke.

exil concomitantly with the enhancement of the glyco=
Iytic flux™ (see Tables 1 and ) [2]. For mstance, a mi-
tochandrial damage was dentified in phasochromocy-
tomas and paragangliomas. These tumars carry 2 mutas
tion in different subuniis of succinate debydrogenase (the
mitechondrial complex I[), encoded by the genes SIHHE,
SOHC and SDHI [4]. Indeed, it has been demonsiraied
that these tumaors display the Warburg efiect [5]. Simis
larly, a biallelic inactivation of the FH gene. coding for

miinchondrial fumarase, is inactivated in leyomiomas [4].

bdore evidence came from studies with the temor sups
pressar pd3, which is commaonly mutated in mast cancer
types. The absence af p53 impairs the mduction of SC02
which & eszential for the assembly of cytochrome oxis
dase subamit II (COX 1), thes rendering the cells less
dependent on cxidative phosphorylation [4].

The enhancement af glycolysis was explained by the
overcxpression of all the glyoolytic eneymes, especially
those omes considered as flux:limiting n the metabolic
pattway: hexokimase (HE), phosphofrociokinase (FFK)
and pyruvate kinase (PE) [Reviewed in T]). The embry-
omic isoforms, ane prefereniinlly expressed im tumaors, as
they allow a higher metabolic flux compared 1o those
expreszed in differentiated tissues [T]. Morsover, some
of these enrymes are presumably imvolved in nons
conveniional roles by endowing tumaor cells with the
phility i proliferate and overcome programmed cell
death mechanisms. For mstance, HE seem to dampen the
apopinsis-induction mechamism of Bax by inderacting
with mibochondnia [£]; The M2 isoform of PK appears io
ke eszential for msmining proliferation in conjunctian
with the epigenetic machinery and #s activity may nself
constituie a proliferation signal [9,10]. Table 1 lisis
some of the enzymes evalunted ax eszential for the main=
temance of the ghyocolytic phenatype in mors.

Furthermore, some ancogenes commaonly activated in
o mumsher of mors, ssch as Akt and MYC, are directly

Copyright © 2012 Scifes.

invalved im the metabolic switch o aerohic glycohsis
(Tahde ) [11]. It was discovered that one of the main
drivers af the 'Warburg effect is hyponismduced facior
l=z (HIF=la), which is a transcription factor that acti-
vaies the expression of all glycolysis enrymes, i mggers
ihe mnslocation of gluoose immsporiers io the plasma
membrane, amd it limis the subsirsie mflux into the
Krehs cycle by allowing the expression of pyruvaie des
hydroegensse kinase (PDELY [12,13]. HIF-la = stable
and active in hypoxic conditions allowing the cells o
swiich ip an anserobic meiabolism. However, in several
iwmaors this imnscription @cior is active even W nors
moxic conditms by diverse mechamisms.

The relationship betwesn metabalism and prolifersiion
signals in cancer is being wmveiled as other signaling
menlecules which are invelved in the regulation of pralif-
emtion and differeniation {e.g. LKBI, Cyclin O] and
Motch) [14=16] are inextricably linked to energy metabo=
lizm as well. Tahbe ¥ lisis some of these, abong with their
reporied fimction for the maimienance of the gheoolytic
phenotype. The detailed discussion aboan ancogenes and
tumar suppressors and their specific role m omor mes
inholism & out of the scope of this review and the reader
iz referred to excellent reviews in the lieratare [L1,17].

Bazed on these discoveries, it seemed thal cancer cell
metabolism could be regamded as o promising specific
target. Several thempewtic approaches bave been pro=
posed, such as the inhibition of specific glycolysis ens
rymes (hexokimase, pyruvate kinase and lacimie dehys
drogenaze) [18-20. the reactivation of milochomdrial
metabolsm by stimulating pyrovaie oxidation [30], e
feeding oxidative swhsimnies, and the inhihitbon of the
hypoxic metabolic program by inferrupting the express
shon andfor activity of HIF:1a [21]. Encoumgimg resolis
have been obiained & wWire for some of these smbegies,
buwt their effectivensss in camcer patients is still unknown
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During the kast five years i has been ako demons
strated thai cancer cell metabalism goes beyond a simple
mierplay between glhyoolysis and mitochondria, n con-
trast with Chto Warhurg's original propaosal. A considers
ablz boady of evidence shows that some specific tumors
rely mainly on oxidative phosphonylation [Reviewed in
1Y). ther previously overlooked metabolic pathways are
shown i be crucial for mmor survival: gheiamine me=
tabalism is highly mmportamt for energy obtaining and as
a bémynthetic pathway [33], NADF -dependent imocit-
raie dehydrogenases are direcily implicaied m temoris
genesis through the production of a puiaiive ancome-
tabalite (2-oxoglummmie) [24]). and de move feity ocid
synthesis & overctive in malignant cells [25]. These
findings highlight the need to evaluate cancer cell me-
tabalism m 2 mare exhaustive fashion = many other
metshaolic pathways might conimbute o cancer cell surs
vival and be susceptible of pharmacological mhibition
for camcer thermpy.

Aerohic glycolysis probably endows cancer cells with
the ability io genembe binsynthetic inlermediates from
the glycolytic pathway, thus enabling tumars with the
ahility to proliferte faster and cutnuember their normal
counterparts [26]. This current “biosynthesic model” envis
sons an ovemll predominance of anabolic metabolism,
iz, inermediates for protein, fatty acids and nucleic acid
bensynthesis must be supplied ot sufficiently high mies.
Some of these can be supplied by glycolysis and the
pentose phosphaie shumt, and in theory, the rest af them
should be obiained from the Krebs cycle. The latier con-
shitwies ome of the inconsistencies of this model. as Krehs
cycle fumctioming is driven by the mitochondnal respira-
tary chain activity, which is assumed to be impaired or
dowm-regulated in cancer. However, recen findings evis
dence the presence of functional mitochondria i temor
cells and show their significant comtribution for anabaolic
flux in malignant cells (see Section 3.1). These discovers
ies challenge the *Warburg effect”™ hypothesis and unveil
a complex scenario where energy metabalism in cancer
goes heyond a smple interplay between glycolysis and
mitcchondria. Hence, if the Krebs cycle 5 indeed func-
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tboning as & provider for amabolism, the net metabolite
effftux must be considerable, given the high demand for
macrimalecule building blocks during fasi-rate prolif-
eration. In order to keep the functioning of the pathway,
the efflux mie must be eqoal o the influx rate. Thas, the
substraie provision e for Krebs cycle must be conses
quently increased. A consiant pyruvaite supply o mitos
chondria (provided by an accelerted ghyoolysi) is probas
hly not sufficient io compensate for metabolite efflux,
and hence some mechanism assunng a steady intermedi-
zie replenishonent must be operating. Anaplerotic reacs
tans fulfill such fonction, as in pormnal cells theie
physiological mole i to ensore a constant supply of ins
iermediates for the continuous membolic activity of the
Krehs cycle. In the comext of a wmor cell with an ins
creased demand for bicsynthesis imermediaies, anaple-
rosis reactions might be crocial. Although these meias
holic pathways are overlooked in cancer metabalizmn
studies, im this review we highlight their passible rale in
tumar physiology. We also discuss their potential =
thernpeutic targets in cancer.

1 ANAPLERDSIS

The Krebs cycle 5 a central pathway in energy metsbos
lism. This meiabholic rowie provides reducing eguivabenis
that serve as substraie for the milcchondrial respimdory
chain, thas comtributing 1o energy (ATF) praduction in
the cell. In addition, i is the soarce of anabolic precur-
sors, such as amincacids for protein binsynthesis, of cits
rate used for de nove fany acid synthess, of sccimyls
CoA required for heme group synthesis, and coaloacetaie,
which is an essental intermedizie for gluconeogeness
[27]. Thus, there is a constant efflux of intermedizies
fram the Krehs cycle, which must be replenished in order
iz maintain the carbon flux throwghowt the oxidative me-
inbolism pathmay (Figwre 1). The anaplenotic reactions are
those who regenemie these intermedinies used for bios
symihetic metabolsm Alhough there are seveml ens
zymes that might fulfill this role (see below), wo of
them are well characterired: pyruvate carboxylase (PC)
and glulaminase (GLS) { Figare 1) [28].
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Pynnvate corboxylase (PC) is considersd the main
anaplerntic ereyme and it catalyzes the ATP-dependent
comversian af pymunaite 1o oxaboacelate (Figare 1) i a
process dependent on biotin 25 o coeneyme. PC & exs
pressed in @ wide vamiety if tisswes, bt B & of special
relevance in biver, brain, adipose tisswe, kidney and pan-
creatic &lets. This eyme has a relevant rle for gh-
coneogenesis, gheoeml symthesis and the downsregulas
tion of fatty acid synthesis [29] (See below). Although
there & only ome gene coding for PC, there are several
varianis resuliing from aliernative splicing. These differs
oni forms might be expressed depending on the physios
logical sinie of the cell and thewr specific funcisonality
remains unchbear [ 3.

PC anaplerotic function is essential for insulin secres
tion since i mainiins the pool of Krebs cycle miermedis
gies in arder io allow the compleie oxidation of glucose
to iy amd Hy). This is important, & i is widely known
that fpancreatic cells must oxidize glocose from the
blood stream in order to incresse the ATPADP matio that
triggers insulin secretion [31]. Besides s direct anaples
rotic role, PC is also imponant fior the genemation of o
BWADPH pool thet might serve as subsiraie for anabalic
patinzys [30].

e movwe gluoose synihesis (gluconcogenesis) is the
most studied function of PC in liver. This biosynthetic
process is stimulsied by glucagon, which enhances pys

Copyright © 2012 SciRes.

ruvale conversion o axaloacetmie. In s second sep,
plesphoenal pymovate carboxykimese (PEPCK) uses the
latter tn produce phasphoenalpyrunate, which is reguired
for the glwconeogenic pathway [3X]. Monetheless, P
possibly has an anaplerodic mle in liver = demonsirsied
in @ MME analysis in which it was shown that pyrovaie
cartylase i the major pathway for pyruvate influx into
the Korebs cycle. This sindy messured an anaplemitic fla
sevensfold higher in comparson with pyrovaie oxidation
[33].

In ceniral nervous sysiem, amaplerstic reactions are
essential for neursimnsmitier syndhesis, such as glotas
mate and peammobuiyric acid (GABA )L Both of them can
be produced from gaskemghimrmie, which B normally
consumed doring Krebs cycle functioning. PC role =
predomémant in asirocyes, where it compensates e oons
stand efflux of micrmedates because of gheiamaie and
GaBA synthesis [34] The glunmate synihesized by
mirocytes musi reach the newrons and it is relezsed in the
form of gluamine, which & recomvened to glutamate by
the laiter in & ghabal process called “the glutamate/glum-
mine cycle”™. It has been demonsiraied that the glutamine
flun i dependent on the activity of astrocyte PC [35].
Thus, normal brain functioning rely on PC activity.

(Glumminase (GLS) & o mitochondrial eeyme that
catalyzes the deamimation of gluaming 1o produce ams=
maomivm ions and gheismaie (Figwre 1). There are two
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ghutanuinase isoforms the K-type, the main soform des
tected in kidney, and the Ltype, which is predonminant in
liver. The former is the ubiquitous and detecied in
nom=hepatic tisswes. In spie of the long=ttme considers
tion that the K<form was the only one presen in brain,
both issfiorms can be found in this organ and they might
play a differential metabolic role [36]. In biver, this en-
ryme can be part of an anaplerotic rowte to prodoce
c=ketoglutmrate i conjunction with asparime-alanine ami-
noiramsfemse (ALT), which catalyzes its tmnsaminaisan
with pymuvaie o yield a=keiogluamie and alamine. In
brain, a similar pathwany has been identified as part of the
cataholism of the neorotransnuitter ghoamate, which can
alza he tramsaménated in a similar manner by astrocyies
[37)

Some other metabolic pathways can provide for Krebs
cycle intermediaies and s oould be clasified &= anaples
rotic. Such is the case for the reaction catalyzed by ade-
mylosuccimaie synthetese in skeleinl muscle that symihes
sizes furnamte and AMP from adenylosuccinate in the
purine nucleotide cycle. (ther pathway for oxaloscetate
synithesis is the transamimation of aspariate catalyzed by
aspariale aminotransferase (AST), which & of special
imporiance in fiver and skeletal muscle. The cambalism
of odd-chain fatty acids can demve in the production of
succiyl=Caf in & reaction catalyzed by the biotmede-
pendent enzyme propionyl=Cost carboncylase.

I ANAFLEROSIS IN CANCER

AL The Existence of Functional Mitochondria in
Cancer?
According to 'Warburg"s original hypathess, mitochon-
dria ought o be imeversibly damaged [3]. Although this
scems to be the case for some malignancies such as
plaeochromocyiomes and [eiomyomas { see Section 1], it
has been well documented that several cell fines derived
from a wide variety of tumors rely mainly on axidative
phasphorylation (Reviewed in [19]L For instance, hresst
cancer cells obtain their energy mainly fram mitochons
dria [38], and this seems 1o be the case for other epithe-
lial cancers & well, for which the activity of cytochrome
owidase {complex IV} is upsregulaied camsimg a hyperacs
tivation of miochondrial membalism [39]. A similar
feature has been observed in biver and brain cancer,
where a fully fumctional oxidative phosphorylatson has
been chamcienzed [40,41]. Milochondnial oxidative me-
tabalism probably prevails in brain tumors e o, as it
has heen demonstraded that glichlasiomas display a pref-
erence for glucose oxidation when mplanied in mouse
brain [42]. Further evidence comes from the stody of
lipolysis in cancer, as the hydrolysis of triglycerides is
eszendial for cancer-associated cachexia induced by lung
carcimoms and melanoma implantation in mice [43). This
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clearly points ot that cancer cells can e falty acids
(FA) as fuels in wive. A similar mechanism oocwrs in
ovarian cancer, as adipocyies provide malignant cells
with lipids as subsirsies in order v support metasiasis
and invasion [44]. OF pote, FA metoholism & camried om
thromgh the feoxidation pathway in minchondria, which
i= & process highly dependent on a functional axidative
plesphorylation.

Furthermare, some tumars seem to display metabaolic
flexibility, Le. they can swiich between aerobic glycaly-
sis and oxidative metabolism depending on their micro=
environment [43 46] These cells trigger adapine mechas
nism= |e.g. mitochondrial biogenesis and the farmation
of am extensive mitochondrial network) in order o optis
mize their axidative phosphorylaizon according 1o the
sulsirale supply and their energy demand [47]. In the
vast maparity of the in wine stodies, functional mitos
chondria and metabolic adapiation mechansms could
have been masked becavse of the cell culture condiions,
in which a defined metabolic program i imposed an the
cells as a function of the media composition and the ap=
ttmal growth conditions. However, it has been shoum
that fumor micreenvironmemis are highly heterogeneous
due 1o glucose and oxygen gradiends [47]. In the in wee
scemario, the metmbolic tramsitions could be crucial for
tumar physiology. For instance, experimental evidence
showes o ¥lactale shuttling™ between glhyoolytic and oxis
dative cells in lung carcinoma and colarecial sdenocar-
cinoma [48)]. This might facilitate a symbéosis between
different populations within a tumor: the ghyoolytic cells
would function == the “subsirmie prowiders™ for those
whin are able 1o symthese ATP through exidative phas=
phorylation. A similar phenomenan, termed *the reverse
Warburg effect”, has been chamcterzed between stromal
fibroblasis and breasi cancer cells where the fommer pro=
vide laciate, ketones, gluismine and free fatty ocids (bes
ing the four of them subsiraies for the meochondnal re=
spiratory chainj to the oxcidatinve malignant cells [49].

Origmally, Warburg's observations posed a conun-
drum for researchers in the cancer field how come a
highly proliferative cell would support s profiferaiion
using mainly glycolysis, a relatively inefficient pathway
in ierms of emergy vield? One possible explanation is tha,
even if glycalytic ATP produsction is kower, it might be
sccelermed in arder to meeet the energy demand imposed
by the fast proliferation mie of wmors [50]. Anather
non=exclusive passibility is that ghycolytic flux ens
hancement brings as consequence the accumulation of
metabolites subsequenily used as bmilding blocks for
hinsymthetic processes [26]. Some egperimental evidence
suppors this theary. For mstance, there is an aliemative
ghyealytic pathway that uncouples ATP production at the
pyruvate kinase step in arder to promote metabaolite sc-
cumaulation for biosynihetic purposes [51]. In this regard,
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a possible source of mermediates for serine and glycine
beosynthesis might be a1 the phosphoglycerase dehydro-
genase siep, which fimction = a shumt from glyeodyss
and whose gene 1 i commonly amplifsed in tomors [52].
Moreover, the ovemll glycolytic memediate accumulas
tion may he limked 1o the tyrosine kinase deregulated
signaling pathways commonly ohserved in fumaors [53].

Nevertheless, in onder io cope with the increased des
mand for hiosynihesis miermediates, those ones derived
salely from glycolysis are most probably insufficient i
mstain a high anabalic flux. In nommal cells the averall
anobodic flux & heavily dependent on miiochondria and
the: Krebs cycle funciboning (see Section 2. In suppont of
this hypothesis, it is known that some molecules previs
ously idemified as essential for cancer cell prolifermibon,
such as citraie [25] and heme prosthetic groups [54]. ane
exchsively derived from Erels cycle intermedisies. Als
though snaplerosis in cancer remains ill-defined. recent
findings suggest that mitechondria<localized metabolizsm
= of special relevance for cancer. Some of these procs
esses are linked 1o anaplerotic pathways and their relies
vance is beginning o be elucidated.

1.2 Glutaminalysis

Bmed on FIM&PET scan obsemmiions # was previoushy
considered that mors avidly consumed only gluoose.
This observation was supported by tee detected overex-
preszion of gluicose mansporiers i several cancer ozl
lines [55]). Mevertheless, glooose & mot the onby highhy
consumed subsiraie in wamors, & i vive studies demons
stmied o considershle gluiamine wpinke by malignant
overgroths [346]. Although gleiamine per se can serve
as o biosynthetic intermedize (for a review see [57]),
ghutaminocdysis is nowadays a well-characterized process
imherent of severl tumors. [n accondance to this, both L
and E=iype ghuinminse isodomms were found io be sis
mulianeoasly expressed ai high kevels in leukemia cells,
although the predomimance of the laner was evident [58].
The refevance of the K isofoom was further verified in
hymphomas and on coborectal adenomas and carcinomas
[5%]. Bazed on these findings, it has been suggesied that
Kegluinminzse has a defined role for tumor cell prolif=
eration, although more sudies need io0 be conducted in
this regard.

The owerexpression of glunminase s observed in
other malignancies as well, such as liver, brain and breasi
tumors [S0=62]. Of note, these tumors possess an active
miinchondrial metabolism iw Wore as chamcierized by
other siudies (see Section 3.0

{slutamine upmke and membolism have been detecied
in proliferating nos<tumor bymphocyies and i Hela
cells. In teese stndies it was discovered that glutaminase
expression and activity is regolaied scoonding o the cell
cycle smage. being mosi active during the replicaiion (5]
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phase [63.464]. Interestingly, during this same cell cycle
phase, mitochondrial biogenesis and oxidalive phaoss
pleorylation are up=regulated [65]. Furthermore, it hes
been demonsimbed thai gluaminase expression depemds
on MYC, which is o commaonly activaied ancogene i a
wide variety of tumaors [66]. 1 s nodeworthy the fact tha
MY also promotes mitochondrial biogenesis [6T) This
experimentsl evidence kighlights the dependence of glu-
tamine metahaolism on functicnal mitochondria, Moreover,
it points oui the possible exisence of a specific program
in which 3%'C, miiochondrial beogenesis and anaplerosis
are coordinaied as central elements of emergy metabolizm
in some malignancies (see below).

s pointed ou earlier, gliaminase serves io replenish
a-ketoglutamte 1o the Krebs cycle. It has been proposed
s the only anaplerotic rowte in mmors [68] Althowgh
there are no studies focused o elucidate the anaplemdic
funciton of glumminohyss in cancer, recent reporis mdis
rectly demomsiraie iis implication in metabolie processes
in some malignami cells. For instance, glimmine coms
sumption feeds the Krebs cycle yieldng fumamie, malate
and citrsie in an overll process coordinsted by MYC in
Barkin lymphoma cefls [6%]. Citrate can be exported o
cylosol where it serves &= subsimie of ATP citraie hyase
{ACL) producing cyiosolic ocetyl<Cod, which is res
quired 2% an intermedizme for de move ity sckd synthesis.
ACL is fiound ip be esseniial for twmor cell survival as
mcetyl groups provider for hisione acetylation i brain
cancer [25], and our own findings demonsiraie thar ACL
is mctivaied in primary glioblesiomes bai mot 0 nommal
human msirocytes (az=Foir, . Unpublished resulis).
The mnohvement of anoplemss & 2 compensaiing mechas
ni=m of mitcchondrial citrate production in brain cancer
is an issue that will be subject of forther research.

In this regard, another report proposed & “redoctive”™
metabalic pathway in which the a-ksoglutarse derived
from glutamine metabolism is used in order oo prodsce
cylosolic acetyl=Coh fior liped synthesis m a process des
pendent on the aciivity of the cytosolic form of Eociiraie
dehydrogenase ([DH1) [23]. Thene are svme moomsisiens
cies with this model, as they propose 1D ax o central
element of this reductive pathway. However, glutamine
needs in be processed in mitochondra in order 1o pro=
duce a-ketoglutarate, whether if it is being supplisd
through the: oxidation of the gluinmate produced by glus
inminase aciivity, of through gleismaie imnsamination
by alanine aminoiransferase (ALTh And even if
aketoglutamte & being carboxylated o isocimte, the
latter ix not used as lipogenic precursor, being citate the
one wsed for such purposes. Moreower, citmte efflux
frami muiiochondria is mandsiory for oyiosolic scerd-Cod
production and this featere has been cleardy identified in
hepaiomes [T0]. An aliermative explanation is that gluis
minolysis is functioning m an anaplemndic fashion in o
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der to compensabe miochondrial cimie efffux and [DH]
may be supplying the MADPH cofactors required by two
of the six sieps in de move fatty acid biosynthesis | Figure
1}

Acoonding to the reductive carbonoy laison hypothesis, it
i proposed that o reversed Krebs oycle = the source of
citrate and acetylCoA for biosynihess [71]. The draw.
back in this proposal is of thermodynamic napare, as the
reversal of the Krebs cycle implies a buildsup of in=
tramiiochondrial MATDH that would mhibit the pyruvaie
debydrogenme complex thus inducing the dampening of
mmuevaie supply 10 mitochondria thereby mhibiting the
Krebs cycle. It hes been demonstraied by other repans
that exogenous glummine yields citrate [6%), therefore it
i= more plausihle that cyiosolic citrete and acetylCod
are derived from the mormal funcisoning of the Krehs
cycle supporied by an ephanced anaplercsis from gluta-
miing | Figure 2.

In spite of the caveats meniioned ahowve, it is clear that
gloinmine metabalism is being camied out m order i
coniribute with iniermediaies for biosynihesis in cancer.
A maore detniled sudy focusing on #s anapleroiic role
might clarify the inconsistencies of the reductive cars

e
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hoxylation hypoihesis and it counld offer some insighi
into the overall mmor energy metabolin Anaplerotic
gluimmimolysis could be a thempeutic trget as well.
Several iw witne stodies show that gluismmese mhibitson
affect twmor cell viability [72,73]. Moreover, by inters
fering with the signaling routes linked with glumminase
it i possible 1o selectively efininaie malignant cell such

as hymphomas and breast cancer cells [74]. Alhoegh
mnaplerosis assessmenis in these conditions are lackimg,
mest probably they are being affecied as well. In order o
confirm this, stodies on the impact of anaplerosis inhibis
ibon on tumor cell visbility need io be addressed.

A3 Pyruvate Carboxyviase

As mentioned in Seciion 2, pyrovaie carboxylase (PC) =
the main anaplersiic enzyme in normal cells. Early res
poris proposed that it has no participaiion in tumaor cell
meztabalimm as its activity is low in gliomas [75] and also
n hepaiomas [T6]. However, an upsregulation of bios
im<hinding enzymes have been found m pancreatic tus
mucws, particulady i ductal adenocarcinomas [T7). in-
creased levels of PC have been identified in several s
maw cell lmes [T8], and perfosed lvers of umorsbeanmg
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Figure 1. Propossd swdel for glinemine redective swcisbolism for femy sceds hiosysthcssn
Baikad an ansplesolic reactions. Cilulssesecs: | 1) 15 the ey poand of this palway by camalyzing
the desminaton of ghoamine o glossese, which subsequestly ciern the Krebs oyvele o

a-ketoglulazate slies cither beisg caidized by (lummane dehydrogenase (2 o afle Being
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der to compensate miochondrial cimie efffue and [DH]
may be supplying the MADPH cofactors required by two
of the six sizps in de move faity acid bicsynthesis | Figure
1)

According to the reductive carboocy laison hypothesis, it
is proposed that a reversed Krehs oycle i the source of
citate and acetylCo for biosynthess [71]. The draw.
back in this proposal is of thermodynaméc nare, as the
reversal of the Krebs cycle implies a buildsup of in=
tramiinchondrial MADH that would mhibit the pyruvaie
delydrogenese complex thus inducing the dampening of
prmuvaie supply 10 mitochondria therebry mhibiting the
Krebs cycle. [t has been demonstraied by other repons
that exogenous glummine yields citrate [69), therefore it
& more plausihle that cytosolic citreie and acetylCodt
are derived from the normal functioning of the Krebs
cycle supporied by an enhawced anaplerosis from glume=
ming [ Figure 2).

In spile of the cavears mentioned abowe, it is clear that
gluinmiine meiabolism is being comied out m order i
coniribute: with indermedinies for biosynihesis in cancer.
A more deiniled siudy focuxing on Bs anapleroiic robe
mighi clarify the inconsistencies of the reductive cars
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boxylaibon bypoihesis and it conld offer some insigha
inio the overall mmor energy metabolsm. Anaplemndic
gluinminolysis could be a thempeutic target as well.
Several im witre studies show that glutsmimese inhibition
affect twmor cell viability [72,73]. Moreover, by inber=
fering with the signaling routes linked with gluaminase
it 5 possible 1o selectively elinvinaie malignant cell such
as lymphomas and breasi cancer cells [74). Akhoegh
mnaplernsis assessmenis in these conditions are lacking,
mest probably they are being affecied as well. In onder io
confirm this, studies on the impact of anaplerosis inhibis
tbon om tmor cell vishility need 10 be addressed.

A3 Pyruvate Carboxylase

As mentiomed in Section 2, pyrovate carboxylase (PC) =
the main anaplerstic enzyme in normal cells. Early ne=
poris proposed that it has no participaiion in tumor cell
metabalixm as its activity is low in gliomas [75] and also
in hepeiomas [76]. However, an up=regulation of bio=
im<hinding enzymes have been found m pancreatic tus
maors, particulardy i ducial adenocarcinomas [TT]L in=
creazed levels of PC have been identified in several tu-
mar cell limes [T5], and perfosed livers of wmor<beanng
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Figure 1. Propossd model for glinamine redective swubolism S Temy scids hiceyathess
Basd on anaplesatic reactions. Cilinssssecss | 1) is1he emry poond of this palsay by camlyzing
the deaminaion of ghaamine o glulssese, which subseqeesdly caiers the Krebs ovcle o

a-ketoglutiste wfer cither belsg caldized by Glutamate dehydrogensse (1) of after Being
Wﬁﬂ|“wﬁ 3K cﬂdFH.mmf eileanrane Eflus. The

lames cam B expomsd by oyl whese 0 serve 55 the sshammie of ATP Camse vase (45 pro-

dacing e acenyl-Dod regqeised e de move fary scid syralests, lsocimme dehydmgenase 1 (5)
ienerales MADPH, the sther sabarale seaded fior famy scid hicsynthesia
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bast i the tumorigenic process = well {eg. IDH] and
IDHZ). All these discoveries foroe us to adopt meore rigs
orous approaches in order o clearly identify potential
*druggable™ torgeis that might be used in foture theras
ples.
The cwment beosymihesis model suggesis ambaolic
pro<esses as an atiractive therapeutic target in cancer, bat
we just recently began to undersiand the anabolic des
regulations in malignancies. The sieady supply of meta=
bolic inermediaies & mandaiory in order o symihesoe
de nove macromalecules. In this scenana, anaplerasis is
crurial by keeping the availability of anabolic precursors.
HBaed on recent discoveries, il & becoming clear that
boith glataminolysis and pyrusate carbocylation can fuls
fill this role in umors. Furthermore, anaplerosis might be
implicated in imporiant aspecis of iwmor physiology such
as metastasis. Based on this and given the therapemic
implications, anaplerotic pathways in cancer deserve fisr-
ther study.
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