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I. RESUMEN

La vitamina H o biotina, forma parte del grupo de las vitaminas
hidrosolubles y es esencial en el funcionamiento de las carboxilasas, ya que se
instituye como su grupo prostético. Las carboxilasas humanas son enzimas que
intervienen en reacciones clave de las rutas metabdlicas de lipidos y carbohidratos
y en el catabolismo de algunos aminoacidos.

La holocarboxilasa sintetasa humana (HCS), es la encargada de catalizar la
unién covalente de la vitamina biotina a las carboxilasas humanas, mediante una
reaccion de biotinilacion dependiente de ATP.

La HCS tiene similitud con proteinas ligasas de biotina que llevan a cabo la
misma funcion, catalizar la unidén de biotina en las carboxilasa de procariontes y
eucariontes; como son las bacterias, levaduras y plantas (Suzuki, 1994; Tissot,
1997, Polyak, 1999).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar mutaciones homozigas y
heterocigas presentes, frecuentemente, en pacientes con Deficiencia Multiple de
Carboxilasas (DMC). Para esto, se generd una serie de mutaciones, presentes en
la DMC en un fragmento de DNA que codifica para una secuencia minima
funcional de la HCS.

Una vez obtenidas las mutaciones se realizaron ensayos de
complementacion funcional en E. coli BirA 104, una cepa termosensible que
presenta una mutacién en fa ligasa de biotina BirA, (proteina similar a 1a HCS). En
esta misma cepa se realizaron ensayos de biotinilacion para determinar
cuantitativamente la incorporacion de biotina marcada a la BCCP bacteriana
(Biotin Carboxyl Carrier Protein).

El disefo de las estructuras moleculares de la proteina normal y de cada
una de las mutaciones generadas se realizé tomando como referencia a la
estructura cristalografica de la proteina bacteriana BirA. Esto permitié estudiar los
efectos de las mutaciones sobre la estructura espacial de HCS humana
complementando su caracterizacion fisiologica y bioquimica.



I1. INTRODUCCION

1.- BIOTINA

En 1935, Kégl aislé por primera vez la biotina a partir de un concentrado de
higado que contenia factores de crecimiento para levadura (Lehninger, 1982),
Esta vitamina es hidrosoluble y se presenta en dos formas: libre como la vitamina
D-biotina, también llamada vitamina H y fijada al aminoacido lisina como biocitina.

La biotina presenta ocho posibles estéreo isbmeros de los cudles sélo ia D-
biotina es la forma activa (Rechcigl, 1977).

Se trata de un compuesto biciclico, con un anillo de imidazolina fusionado a
un anillo de tiofeno y una cadena alifatica que porta el grupo carboxilo, como se ve
en la figura 1 (Bender, 1992).

H H OH

S O

Figura 1. Estructura de la biotina).

La biotina juega un papel esencial como cofactor de las carboxilasas, que
son enzimas que intervienen en el metabolismo sintesis de acidos grasos, en el
catabolismo de algunos aminoacidos y en gluconeogénesis.

La formacidn de las holocarboxilasas, ocurre mediante reacciones de
biotinilacion, catalizadas en humanos por la holocarboxilasa sintetasa (HCS) y en
bacterias por la ligasa de biotina, conocida como BirA.



Ciclo de la biotina.

Los organismos procariontes, a diferencia del humano, son capaces de
sintetizar su propia biotina. En los eucariontes, se ha perdido la capacidad de
sintetizar biotina, por lo que se tiene que adquirir mediante la dieta en diversos
alimentos. Las mejores fuentes de biotina en alimentos son el higado, rifién, yema
de huevo, legumbres, carnes, pescado, cereales y nueces. La cantidad de biotina
que se debe consumir diariamente en la dieta es de 150 a 300 pg (Rechcigl,
1977). En mamiferos se absorbe en el intestino delgado a través de un
transportador con 12 dominios transmembranales (Zempleni and Mock, 1999),
cuya funcién es la de transportar acido lipoico y pantotenato ademas de biotina.
Por esta razén se le ha denominado transportador multivitaminico dependiente de
sodio (SMVT) (Wolf, B. en Scriver, 1995).

Una vez que la biotina es transportada al interior de la célula, se une de
forma covalente a las carboxilasas por accién de la HCS. Las carboxilasas son
sintetizadas como precursores inactivos o apocarboxilasas, que requieren ser
biotiniladas para activarse o convertirse en holocarboxilasas mediante dos
reacciones de biotinilacién (antes mencionadas) que son catalizadas por las
ligasas de biotina, esenciales para todos los organismos. Estas proteinas llevan a
cabo la reaccidn de biotinilacion de una forma similar a la HCS. Sin la unién de
esta vitamina a sus respectivas carboxilasas dependientes de biotina, no se llevan
a cabo las funciones metabdlicas en las que intervienen.

La biotina debe consumirse en la dieta, pero el organismo también cuenta
con un sistema de recambio de biotina, el cual se lleva a cabo mediante la
hidrélisis de biocitina (biotin-N-lisina) que resulta de la degradacion proteolitica de
las carboxilasas llevado a cabo por la biotinidasa. En casos de ayuno prolongado
se emplea la biotina reciclada como fuente de esta vitamina.

Deficiencia de biotina

En aduitos, un factor que produce la deficiencia de biotina es el consumo
excesivo de la clara de huevo crudo rica en avidina, una glicoproteina basica. La
avidina es un homotetramero que interactia estequiométricamente con la biotina,
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debido a que tiene una interaccién de alta afinidad (Kd = 1 * 10 '), uniendo una
molécula de biotina por subunidad (Bender, 1992; Goldman, R. E. et. al.; 2002),
formandose asi un complejo avidina—biotina que es resistente al calor, a un amplio
intervalo de pH y a la digestion por enzimas proteoliticas, propiciando su excrecion
e inhibiendo su absorcion. También el uso de drogas anticonvulsivas inhibe la
absorcién, de la biotina, a nivel intestinal (Wolf, B. En Scriver, 1995).

La deficiencia de biotina tiene un efecto indirecto sobre algunas reacciones
enzimaticas involucradas en las rutas metabdlicas de lipidos, carbohidratos y
proteinas, antes mencionados. Un ejemplo de esto es la disminucion de la
actividad de la piruvato carboxilasa (PC) lo cual provoca hipoglucemia. Ademas, ia
deficiencia de biotina en el adulto también ocasiona dermatitis, glositis atréfica
(inflamacién de la lengua con pérdida total o parcial de las papilas gustativas),
anorexia, nausea, dolor muscular, palidez y parestesias (sensaciones de
hormigueo a nivel cutaneo) (Rechcigl, 1977). A este tipo de deficiencia se le llama
deficiencia adquirida.

2.- BIOTINILACION DE CARBOXILASAS

La unién covalente de la biotina a las carboxilasas, también llamada
biotinilacion, es catalizada por proteinas a las que se les llama ligasas de biotina,
esenciales para todos los organismos. En organismos inferiores como las
bacterias y las levaduras recibe el nombre de BirA y proteina ligasa de biotina,
respectivamente. En los organismos superiores, esta proteina recibe el nombre de
HCS.

Estas proteinas llevan a cabo la reaccion de biotinilacion de una forma
similar y es necesaria para las funciones metabdlicas en las que intervienen las
carboxilasas.

Dicha biotinilacién se lleva a cabo en dos reacciones separadas, ambas
catalizadas por la misma enzima.

BirA
HCS

D - biotina + ATP ——— adenilato de biotina + P,



BirA
HCS
Adenilato de biotina + apocarboxilasa—=-———+ holocarboxilasa + AMP
apoBCCP holoBCCP

En la primera parte de la reaccion la biotina es utilizada, junto con el ATP,
como co-sustrato por la HCS o por la BirA para formar adenilato de biotina, del
cua! se transfiere el grupo biotinil del adenilato a un residuo especifico de lisina de
la apocarboxilasa, localizado en el tetrapéptido AMKM (ala-met-lys-met) que esta
conservado en todas las especies (Leon-Del-Rio, 1994). El tetrapéptido se
encuentra en la BCCP o subunidad aceptora de biotina de la acetii CoA
carboxilasa bacteriana, resultando en una holocarboxilasa activa (Chiba, 1994).

La subunidad BCCP de la ACC bacteriana interviene en la sintesis de
acidos grasos, asi como en la formaciéon de pared celular (Xu, et. al. 1995; Kwon,
et. al. 2000; Chapman-Smith, 2001).

Cambios en la secuencia primaria de la enzima HCS pueden disminuir la
afinidad por biotina afectando la biotinitacibn de las carboxilasas.
Consecuentemente, en humanos se puede presentar la deficiencia miltiple de
carboxilasas (DMC), que se diagnostica mediante la presencia en la orina de los
metabolitos que resultan de la disminucion en la actividad de las carboxilasas, el
acido 3-hidroxipropionico, acido 2-metil citrico, acido 3-hidroxiisovalérico y 3-metil
crotonil glicina (Thoene et. al., 1983; Zempleni and Mock, 1999).

3.- HOLOCARBOXILASA SINTETASA HUMANA (HCS)

Caracteristicas

La clonacién del gen de la HCS humana mostré6 que es una proteina
monomeérica de 726 residuos de aminoacidos, con un peso molecular de 80.76
kDa (Suzuki et. al., 1994; Leon-Del-Rio et. al., 1995). El gen humano que codifica



para esta proteina se encuentra en el cromosoma humano 21q22.1 (Suzuki, et. al.
1994; Zhang, et. al. 1997). Como se menciond previamente existen proteinas
homologas en otros organismos como bacterias (Suzuki et. al., 1994), levaduras
(Polyak et. al., 1999) y plantas (Tissot et. al., 1997), a las que se les llama ligasas
de biotina y presentan la funcibn de unir biotina a las carboxilasas
correspondientes para cada especie.

Recientemente, se determind una posible bifuncionalidad de la HCS, debido
a que interviene en la transcripcion de ciertos genes y en una cascada de
sefalizaciéon que lleva a la transcripcién de genes nucleares (Soldrzano et. al.,
2002).

La proteina HCS presenta tres dominios funcionales; el dominio amino
terminal, que no presenta una funcién determinada, aunque mutaciones en el
cDNA codificante alteran la funcién enzimatica de la proteina. Esto debido a que,
al plegarse la proteina, estas mutaciones interactian con el sitio de union a biotina
impidiendo la unién de la misma. Ef dominio central y el dominio carboxilo terminal,
contienen la region homologa a las ligasas de biotina de otros organismos
incluyendo la region de biotinilacién. En el dominio carboxilo terminal también se
han reportado mutaciones presentes en pacientes, como G5818S, entre otras.

Las mutaciones en HCS y sus caracteristicas mas notables se presentan en
la tabla 1.



Mutacién Respuesta a|% de disminucion
biotina in vitro en |de fa funciéon
lineas celulares | (mutante vs.
humanas normal)

R183P No reportada 1.7%

L216R Nula 0.6%

L237p - - v No reportada 6%

V333E . No reportada 1-10%

[V3eap - Baja 0.1440%
. T4"6’Mg|' RN No reportada 1-10%
- [Re08W Excelente 25%
- [G518E Moderada 5%
- [Vss0M Moderada ~10.1440%
" ID57AN Baja 0.14-40%
G581S No reportada 1-10%

Tabla 1: Caracteristicas mas importantes de las mutaciones presentes en HCS.

Estas mutaciones ocasionan el sindrome llamado Deficiencia Multiple de
Carboxilasas (DMC). Este tipo de deficiencia se conoce como temprana o
neonatal, y se debe a mutaciones presentes en la secuencia de la HCS. La DMC
se presenta desde primeros dias de vida hasta antes de los tres meses.

La deficiencia muitiple de carboxilasas tardia o juvenil surge como
consecuencia de mutaciones en la secuencia génica de la biotinidasa, que es la
enzima encargada de reciclar la biotina. Se presenta después de los tres meses
de vida, aunque algunos sintomas se presentan a los 3 afios 0 en algunos casos
en la adolescencia. Ambas enfermedades son de caracter autosémico recesivas.

Deficiencia Muitiple de Carboxilasas Neonatal (DMC)

En la DMC intervienen varios factores como: la deficiencia de biotinidasa, la
deficiencia de biotina (que es suministrada en la dieta), y/o un mal funcionamiento
de la enzima HCS caracterizadas por una baja afinidad por la biotina.
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La DMC se presenta generalmente en neonatos antes de los tres meses y
se origina como consecuencia de mutaciones en la secuencia génica de HCS,
estas mutaciones han sido previamente identificadas y reportadas en pacientes
con esta enfermedad.

Las mutaciones que se encuentran fuera del sitio de biotinilacion hacia el
extremo amino terminal son R183P (Sakamoto et. al. 1999), L216R, L237P en la
que se forma un codén de paro en la lectura de la proteina (Yang et. al., 2001),
V333E (Aoki, et. al.,, 1999), V363D (Dupuis et. al.,1996), (Suzuki et. al., 1994),
(Sakamoto et. al., 1998), (Dupuis et. al., 1999), T462! y delG1067 (Aoki et. al.,
1999). Las mutaciones que se presentan dentro del dominio catalitico de
biotinilacién en HCS son R508W, que se encuentra cerca del sitio de unién a ATP,
G518E, V550M (Dupuis et. Al, 1996), D571N (Dupuis et. al, 1999), G581S y
delT610 que se encuentra fuera del sitio de biotinilacion, hacia el extremo
carboxilo terminal, como se muestra en la figura 2 (Chiba et. Al., 1994).

delG}OST GS18E V550M

L216R L237P V363Ll) R508W D571 N
R183P V333E 4621 G581S
l delT610
|

726 aa

Figura 2: Distribucion de las mutaciones presentes en holocarboxilasa sintetasa humana. Enmarcado en
negro se presenta la region de biotinilacion.

Sintomatologia y tratamiento de la DMC

Los sintomas que se presentan a nivel bioquimico incluyen aciduria
organica, hiperamonemia moderada, acidemia lactica y aciduria organica masiva,
asi como la excrecion de metabolitos como acido 3-hidroxipropionico, acido 2-metil
citrico, acido 3-hidroxiisovalérico y 3-metil crotonil glicina.



Entre las caracteristicas de los pacientes hay problemas respiratorios,
respiracién rapida e hiperventilacion, salpullido en la piel, alopecia, letargia,
irritabilidad, problemas alimenticios acompaiados de voémito, hipotonia
(disminucion del tono y la resistencia muscular) e hipertonia (aumento del tono
muscular), crisis convulsivas y trombocitopenia (disminuciéon en la cantidad de
plaquetas circulantes), hipotermia, hiporeflexia (disminucién de los reflejos),
retraso en el desarrollo, y ataxia (presencia de movimientos descoordinados),
temblores y en casos extremos estado de coma (Thoene, et. al. 1981; Thoene, et.
al. 1983; Wolf en Scriver, 1995; Suormala, et. al. 1997).

La DMC puede detectarse durante el embarazo, demostrandose !a baja
actividad de las carboxilasas de amniocitos en cultivo. En tal caso, se administra a
la madre dosis farmacolégicas de biotina y no se presentan problemas al nacer
{Wolf en Scriver, 1985).

En caso de presentarse problemas después del nacimiento o en los
primeros afios de vida, se regulan las funciones metabdlicas dafladas mediante la
administracion oral de biotina en dosis farmacologicas, en ocasiones de 10 hasta
100 mg por kg de peso del paciente, durante toda su vida. En pacientes con DMC
que presentan una actividad enzimatica con una Km aita para ia biotina se les
administran dosis de 60 a 80 mg por dia (Suormala et. Una al., 1997).

Deficiencia Miltiple de Carboxilasas Juvenil

t.a DMC juvenil se debe a defectos en el funcionamiento de la biotinidasa.
Debido a la presencia de mutaciones dentro de la secuencia génica de la misma,
que disminuyen la afinidad por biotina y es la encargada de reciclar la biotina
resultante de la degradacion proteolitica de las holocarboxilasas, la cual se lleva a
cabo mediante la hidrolisis de biocitina (biotin - N — lisina) (Zempleni and Mock,
1999).

La biotinidasa se encuentra en todos los tejidos, incluyendo el jugo
pancreatico y la mucosa intestinal (Bender, 1992), teniendo una alta actividad en
el higado, rifién, suero y glandula adrenal (Wolf, B; en Scriver, 1995; Pomponio,
1998; Sakamoto, 1998).



Sint tologia y tratamient

La DMC por deficiencia de biotinidasa se caracteriza por anormalidades
cutaneas y neurolégicas, y algunos de los sintomas son muy parecidos a los que
se presentan en la deficiencia causada por el mal funcionamiento de HCS, como
convulsiones, hipotonia, ataxia, dermatitis, pérdida del cabellio, retraso mental,
acidosis cetolactica y aciduria organica.

Un tratamiento con dosis farmacolégicas de biotina a razén de 10 a 100
mg/kg de peso, durante toda la vida del paciente, puede revertir todos los
problemas que se presentan en la deficiencia de biotinidasa (Wolf en Scriver,
1995; Hymes, 1995; Baumgartner, 1997; Hymes, 1999). El gen para biotinidasa se
encuentra en el cromosoma humano 3p25 (Cole, 1994).

Secuencia minima funcional de HCS

En estudios recientes, se obtuvieron varias formas truncadas de la HCS
(Campeau, 2001). Entre estas variantes se encuentra una regiéon que va del
aminoacido lisina (K) 378 hasta el codon de término, residuo 726. Este fragmento
se obtuvo mediante la pérdida del extremo amino terminal de la HCS con el
empleo de exonucleasas.

Esta proteina truncada es de 349 aminoacidos, con un peso molecular de
41.5 kDa. Presenta el dominio carboxilo terminal de la proteina completa, en el
que se encuentra la regién consenso de biotinilacién. Esta contiene también la
region de contacto con la biotina, en el complejo de la estructura cristalografica de
Escherichia coli BirA-biocitina, el sitio de unién al ATP y el segmento de secuencia
(P/D)DGN(S/T) que' también se presenta en plantas y levaduras. En esta
secuencia minima de 348 aminoacidos, la expresion de la proteina es igual a la
proteina completa de 726 aminoacidos, asi como la actividad de biotinilacién tanto
in vivo como in vitro.



4.- HOLOCARBOXILASA SINTETASA BACTERIANA (Bir A)

La bacteria E. coli presenta una sola carboxilasa, la acetil CoA carboxilasa
(ACC) con tres dominios funcionales: la carboxibiotina, una subunidad carboxilo de
biotina (BC, biotin carboxylase) que es dependiente de biotina y ATP y que une la
biotina de forma covalente a la subunidad acarreadora de grupos biotinilo a las
proteinas biotinilables (BCCP, biotin carboxylase carrier protein), y la subunidad
que transfiere grupos carboxilo (conocida como TC o transcarboxylase), a Acetil
CoA para formar malonil CoA, que es el primer paso en la biosintesis de acidos
grasos, como se puede ver en la figura 3 (Janiyani, et. al. 2001). Aqui la biotina
actiia como cofactor enzimético de la ACC bacteriana.

A la ligasa de biotina bacteriana se le conoce como BirA, la cual esta
formada por 321 residuos de aminoacidos. Esta proteina BirA, ademas de
biotinilar a la ACC, también actia como represor de la transcripcion de los genes
involucrados en la biosintesis del operén de biotina (Barker and Campbell 1981;
Ledn-Del-Rio et. al. 1995; Streaker. al. 1999).

Dominios presentes en l{a ACC bacteriana

]

Demistios
BC BecP TC

Figura 3. Dominios que conforman a la proteina ACC. BC, biotin carboxilasa; BCCP, subunidad acarreadora
de grupos biotinilo a las protelnas biotinilables; TC, boxil

La estructura tridimensional de la holoproteina BirA se ha elucidado por
cristalografia de rayos X, observandose que presenta conformaciones de un barril
B, con la biocitina expuesta en una vueita dentro del dominio conservado de
biotinilacion AMKM (Ala, Met, Lys, Met), en la subunidad BCCP (Wilson, et al.
1992; Chapman-Smith, et al. 1999). La proteina BirA plegada consiste de tres
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dominios; el amino terminal que se une al DNA y presenta una conformacion HLH
(hélice, vuelta, hélice). El dominio central que contiene el sitio activo de la enzima,
en este caso el dominio de biotinilacién y el dominio carboxilo terminal (Wilson,
Shewchuk et al. 1992; Kwon and Beckett 2000).

La proteina BirA, es una proteina bifuncional, en las reacciones de
biotinilacion forma el complejo adenilato de biotina-BirA que a mayores
concentraciones favorece la funcion de catalizador en la unién de biotina a ACC
(la Gnica carboxilasa presente en bacteria). Asi mismo a bajas concentraciones de
la proteina apoBCCP, este complejo se acumula a niveles suficientes para saturar
el operdn de biotina y reprimir 1a transcripcion de los genes que codifican para la
biosintesis de enzimas dependientes de biotina (Suzuki, et al. 1994; Xu and
Beckett 1996).

S.- SEMEJANZAS ENTRE HCS Y BirA

La similitud entre estas dos proteinas se extiende 256 aminoacidos hacia el
extremo carboxilo terminal. En este dominio hay una similitud de 120 aminoacidos
y una identidad del 30% (Blast 2.0) con la ligasa de biotina bacteriana BirA como
se puede ver en la figura 4. Dentro de esta region, tanto bacterias como humanos
muestran un consenso en la secuencia que contiene la region de biotinilacion, que
en bacterias también es el sitio de unioén al ATP (Wilson, et al. 1992; Suzuki, et al.
1994; Chapman-Smith and Cronan 1999). Debido a estas semejanzas, se pueden
dar reacciones cruzadas entre especies, en este caso, que la carboxilasa
bacteriana pueda ser sustituida por la carboxilasa humana, en estudios tanto in
vitro como in vivo.



HCS humana 726 aa -.__
BirA 104 E. coli 321 aa _RENn

Secuencia Minima
Funcional de HCS 348 aa__-.._

Regién de
biotinilacion

Figura 4. Regi homélogas entre las lig; de biotina bacteriana y humana.

6.- RUTAS METABOLICAS REGULADAS POR HCS HUMANA

E!l papel bioquimico de la biotina en el metabolismo humano es como cofactor
o grupo prostético para varias enzimas que llevan a cabo reacciones para la
fijacion de dioxido de carbono. A estas enzimas metabblicas se les llama
carboxilasas, estan implicadas en una variedad de reacciones que incluyen
reacciones de desaminacion, sintesis de purinas, sintesis de acidos nucleicos, asi
como metabolismo de lipidos y carbohidratos, llevan unida biotina siendo asi

’ funcionales (Rechcigl, 1977).

En el humano existen cinco diferentes carboxilasas que son:

e La acetil coenzimaA carboxilasa 1 (ACC1), que interviene en la sintesis de
acidos grasos en el citosol y es abundante en tejidos lipogénicos. Esta
carboxilasa cataliza la formacion de malonilCoA a partir de acetilCoA, la
ACC1 es activada alostéricamente por citrato e isocitrato y es inhibida por
derivados de acetilCoA de acidos de cadena larga, su activacién esta
acompaifiada por polimerizacién y la inactivacion es el resultado de la
desagregacion del polimero activo (Bender, 1992).

e La acetil coenzima A carboxilasa 2 (ACC2), presente en tejidos de escasa
sintesis de acidos grasos, como el corazén y el musculo, en los cuales se
encarga de la oxidaciéon de acidos grasos, debido a la capacidad de malonil
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CoA de inhibir a la enzima carnitil palmitoil transferasa 1, que internalisa los
acidos grasos a la mitocondria (Ha et. al., 1996). Esta enzima responde a
fosforilacion y desfosforilacién, asi como a una activacién con citrato de
forma similar a ACC1. Ambas enzimas son citosélicas (Abu-Elheiga, 1997;
Zempleni and Mock, 1999; Boone, A. et. al.; 1999; Abu-Elheiga, et. Al.
2000). Las carboxilasas ACC1 y ACC2 estan constituidas por una sola
cadena polipeptidica.

e La B metil crotonil coenzimaA carboxilasa (MCC) cataliza en una reaccién
reversible fa conversion de metilcrotonilCoA a metilglutaconilCoA (Bender,
1992), que es un paso esencial en el catabolismo de la leucina, asi como
de isoprenoides (Wolf, B. en Scriver, 1995; Praul et. al., 1998; McKean, et.
Al., 2000). La MCC presenta una subunidad a larga, a la cual se le une
biotina covalentemente y una subunidad B pequefia. Se localiza en la
membrana interna de la mitocondria y se expresa en riiion e higado
(Baumgartner, 2001).

* La propionil CoA carboxilasa (PCC) es dimérica, siendo la subunidad o a la
que se le une biotina (Campeau et al., 1999; Baumgartner et al. 2001). Esta
carboxilasa interviene en el catabolismo de isoleucina, valina y lisina
(Bonafe et al., 2000), asi como de metionina y treonina. También interviene
en la degradacion de acidos grasos de cadena impar (Lehninger, 1982) y
del colestero! (Bender, 1992).

« La piruvato carboxilasa (PC) que es monomérica e interviene en la
gluconeogénesis (Baumgartner et. al.,, 1997), sintetizando oxaloacetato a
partir de piruvato, el oxaloacetato va directamente al ciclo de Krebs. Esta
reaccion es anaplerética para 6rganos no gluconeogeénicos. Esta enzima es
activada alostéricamente por acetil CoA (Bender, 1992). También provee
fuentes de carbono para la sintesis de aspartato y glutamato (Wolf, B. en
Scriver, 1995), glutamina y sus derivados incluyendo urea (Wallace et al.,
1998).

En el cerebro, la PC participa, a través del ciclo de glutamina y glutamato, en la

formacion de neurotransmisores como acetilcolina y acido y-aminobutirico
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(GABA) (Wallace et. al., 1998). Esta enzima se presenta en abundancia en el
higado (Salto et al., 19989). En la figura 5 se presentan las vias en las que
intervienen las carboxilasas.
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Figura 5. Rutas metabdlicas en las que intervienen las carboxilasas. Enmarcados se encuentran los
metabolitos anormales presentes cuando hay un mal funcionamicnto de Ja enzima en curso (tomado de
Baumgartner ct. al. 1997).

7.- PROPUESTA DE TRABAJO

Los analisis empleados en estudios previos de la DMC se han hecho en
lineas de cultivos celulares humanas de pacientes que presentan esta
enfermedad, lo que impide determinar de una manera aislada y en plasmidos
independientes las mutaciones en HCS, que pueden ser estudiadas a partir del
cDNA codificante para la proteina HCS. Ademas de que se emplean métodos
especializados de dificil acceso como el empleo de técnicas autoradiograficas.
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En algunos pacientes se presentan las mutaciones de manera heterociga,
lo que impide diferenciar cual de las dos mutaciones es responsable del fenotipo
de dependencia de biotina del paciente. Sélo las mutaciones R508W, V550M y
G5818S se presentan en pacientes de manera homociga.

En este trabajo, se evalud el efecto de una seleccidon de las mutaciones en
base a un alineamiento se secuencias, sobre la actividad de biotinilacion; asi como
ta diferenciacion de mutaciones heterocigas presentes en el cDNA codificante para
HCS. También se determind cuales son las responsables del fenotipo de
dependencia de biotina. Para esto se realiz6 un compendio de algunas de las
mutaciones en HCS como T461l, R608W, V550M, D571N y G581S, presentes en
esta secuencia minima funcional de HCS. Reproduciendo cada una mediante
técnicas de mutagénesis dirigida sobre el cDNA que codifica para la proteina HCS,
ensayos de biotinilacion y un modelo de complementacion funcional con E. coli
BirA 104, una cepa termosensible que pierde la capacidad de biotinitar a Acetil
CoA Carboxilasaa 42° C.

Ademas, se elaboraron modelos moleculares de la proteina a partir de la
estructura cristalografica de BirA (Wilson et al., 1992), en la regién de similitud
para la secuencia de 348 residuos de aminoacidos de HCS, obteniendo modelos
de la proteina normal, asi como de las mutaciones localizadas dentro de la region
de similitud. Esto permitié determinar si la produccién de impedimentos estéricos
en los sitios mutados, coincide con un mal funcionamiento de HCS.

I11. HIPOTESIS

La deﬁciencié multiple de carboxilasas es una enfermedad autosémico
recesiva, por lo que pacientes afectados tienen dos mutaciones diferentes en el
gen de la HCS. Es posible que algunas mutaciones contribuyan al fenotipo de
dependencia de biotina caracteristica de la DMC.

La expresion del cDNA mutado de la HCS humana, en Escherichia coli
permitira la evaluacién del efecto de estas mutaciones sobre la actividad de la
HCS humana, mediante el empleo de un modelo bacteriano de biotinilacion de la
subunidad BCCP.
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IV. OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fué caracterizar el efecto de las mutaciones
elegidas presentes en el fragmento minimo biotinilable de HCS sobre la actividad
de biotinilacién, aislando cada una de las mutaciones por separado y estudiando
su efecto mediante la utitizacion de un modelo bacteriano.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener mediante mutagénesis dirigida, mutaciones representativas
presentes en una secuencia minima funcional de HCS comprendida
entre el aminoacido lisina 378 y arginina 726.

e Expresar en un modelo bacteriano el cDNA que codifica para cada una
de las mutaciones de forma independiente.

« Analizar en ensayos de biotinilacion el comportamiento in vivo de cada
una de las mutaciones generadas.

e Construir modelos estructurales enfatizando el efecto de cada una de
las mutaciones sobre el sitio activo de biotinilacion de HCS.

« Establecer un modelo bacteriano termosensible que permita diferenciar
y analizar el efecto de mutaciones heterocigotas presentes en HCS.

VI. DISENO EXPERIMENTAL

1.- Generaciéon de mutaciones dentro de la secuencia génica de HCS

Para generar cada una de las mutaciones se utilizé una secuencia minima
de HCS humana de 348 aminoacidos (clonado en el vector de expresion pQE30
en los sitios Sma I 'y Hind lll de la regién de clonacion multiple) (Campeau and
Gravel, 2001), con el sitio especifico para cada mutacién la cual mediante la
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), utilizando
oligonucledtidos que contienen e! cambio en la secuencia resultante de la
reaccion.
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Los oligonucledtidos utilizados se presentan en la tabla 2 y estan disefados
con base en la secuencia de cDNA de HCS y se nombraron de acuerdo al nimero
de residuo de aminoacido a mutar utilizando la notacion bioquimica de una sola
letra para los residuos de aminoacidos. Cada oligonucleétido se disefio en sentido
y en antisentido con el fin de recorrer el plasmido en direcciones opuestas.

Nombre Secuencia

T462I sentido §' aat ctg cag atc aag cag 3’

T462I anti sentido §' gcttgatct gcagattttg 3’

R508W sentido 5' gag ggc aaa gga tgg gga ggg aat gtg 3'
R508W anti sentido §' cac att ccc tee cca tee ttt gec cte 3’
V550M sentido §' gtg gctgtc atggaagca 3'

V550M anti sentido v §' gcttecatg acagecac 3

D57 1N sentido S 5' gaa gtg gcc caa caa tat tta tta cag tg 3’
D571N anti sentido i §' cac tgt aat aaa tat tgt tgg gcc act tc 3’
G5818S sentido e §' atg aag atc agc gga gtt 3’

G581S anti sentido i 5' ccgctgatc ttcatgag 3’

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para los ensayos de mutagénesis dirigida a partir del fragmento minimo
de la HCS.

Las condiciones para cada reaccion fueron: § pl de amortiguador de
reaccion 10X, 50 ng de plasmido pQE30, 125 ng del oligonucledtido sentido, 125
ng del oligonucleétido anti sentido, 1 ul de dNTP mix (di nucledtidos trifosfatados)
y agua estéril a un volumen final de 50 pl y 1 pl de Pfu ADN polimerasa (2.5 U/ulL).
Las condiciones de temperaturas para las PCR's efectuadas en un Gene Amp
PCR System 2400 para mutaciones puntuales fueron: 1 ciclo de 95°C por 30
segundos, 12 ciclos de 95°C por 30 segundos, §5°C por 1 minuto y 68°C por 12
minutos (2 minutos por cada mil pb del plasmido). Después con 1 ul de Dpn1 se
digiri6 toda la reaccién a 37°C durante una hora. Este procedimiento se repitié una
vez por cada mutacidon, siendo un total de cinco diferentes mutaciones. Para
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obtener el DNA mutado se realizd una transformacién en células competentes
cepas XL1 Blue derivadas de E. coli.

A 90 ul de células competentes se les agregd de 2 a 4 pl de la muestra
previamente digerida, que se agitd e incub6 en hielo durante 30 minutos. Se dio un
pulso de temperatura a 42°C durante 2 minutos. Se agreg6 0.5 ml de medio NZY
(10 g de NZ caseina hidrolizada, 5 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro de
sodio + broth o un suplemento rico en sales = 12.5 mi MgCl; 1M, 12.5 ml MgSO,
1M y 20 m! de glucosa 20% por litro de medio), a las células competentes
dejandolas crecer durante una hora a 37°C, en una incubadora con agitacion a
225 (rpm). Se centrifugé un minuto, resuspendiéndose el boton en 100 ul que se
sembraron en placas de LB-agar (10 g de cloruro de sodio, 10 g de triptona, 5 g
de extracto de levadura y 20 g de agar por litro de medio) con ampicilina a 100
ng/mi, incubandose a 37°C alrededor de 16 horas, siquiendo el protocolo de
mutagénesis de Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit de Stratagene,
mostrado en la figura 6.
gen inserto en el

plasmido con el sitio
para la mutacion

O

alineamiento de los
oligonuclettidos
portadores de la
# mutacion

O

digestion
con Dpn1

transfarmacion
bacteriana

00

Figura 6. Esquema de mutagénesis dirigida
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1.1- Obtencién de DNA de los plasmidos portadores de las mutaciones

Para cada una de las mutaciones se crecieron tres colonias, previamente
obtenidas en la transformacion del producto de PCR, en 200 ml de LB con
ampicilina a 100 pg/ml toda ia noche (16 horas) a 37°C en agitacién a 225 rpm. Se
centrifugaron a 4000 rpm por 15 minutos en una centrifuga Sorvall RT7 dejandose
a temperatura ambiente por 5 minutos y en hielo durante diez minutos, se
resuspendid el boton en un amortiguador de lisis (50 mM de glucosa, 10 mM
EDTA, 25 mM Tris—HCI pH 8.0) y se dejaron reposar 10 minutos en hielo. Se
agregaron 8 mi de una solucién 0.2 M NaOH/1% SDS y se dejaron reposar diez
minutos en hielo. Se agregaron 8 ml de acetato de sodio 3 M pH 4.7 y reposaron
10 minutos en hielo. Se centrifugd 20 minutos a 4000 rpm. Se recuperd el
sobrenadante, pasandolo por una gasa y al volumen obtenido se le agregaron 3/5
de isopropanol incubandose a temperatura ambiente durante 15 minutos y se
centrifugaron 20 minutos a 4000 rpm. Se lavéd el botén con 2 mi de alcohol etilico
al 100% frio, resuspendiéndose el botén en 2 ml de una solucion de cloruro de
cesio (1 g de CsCl/mtde TE-10 mM Tris HCI pH 7.5, 1 mM EDTA) y se agregaron
100 pt de Bromuro de Etidio (10 mg/ml), se paso la solucién a un tubo de ultra
centrifuga Quickseal sellandose cada tubo por calor. Se centrifugaron en una ultra
centrifuga Beckman 90 a 85000 rpm durante 3:30 horas. Se recuperd la banda
inferior plasmidica la cual se hace visible iluminandose con un transiluminador de
UV, (en este tipo de extracciones se obtiene DNA plasmidico y cromosémico, el
correspondiente al plasmido se visualiza como la banda superior) (Ausubel et. Al.
1988), extrayéndose el bromuro de etidio con butanol en una proporcion de dos
volimenes de butanol por volumen de DNA plasmidico. Al volumen obtenido se
agrega TE hasta llegar a 4 mi que se precipitan con 1/10 de acetato de sodio 3 M
pH 4.7 y 2 volumenes de etanol frio al 100%. Se incubd toda la noche a 4°C. Se
centrifugaron a 5000 rpm en una centrifuga Beckman con rotor $S34 con tubos de
50 nn por 20 minutos, se decanté y agregd etanol al 80% centrifugandose
nuevamente en las mismas condiciones durante 10 minutos. El botén final se
resuspendié en agua estérii o TE y se cuantificé en un espectrofotémetro
Ultrospec 2000 a 260 nm (Ausubel et. al. 1988).
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1.2- Obtencién de las secuencias correspondientes para cada mutacién

Para obtener las secuencias del cDNA de HCS portador de cada una de
las mutaciones, se enviaron alicuotas de cada uno de los plasmidos (tres clonas
por cada mutacion diferente) al DNA Secuencing Facility en Northridge California
U. S. A., junto con oligonucledtidos que se sintetizaron con base a la secuencia de
cDNA de HCS que se presentan en la tabla 3. Cada secuencia se analizd
mediante Blast 2.0 para verificar el cambio de aminoacido.

Nombre Secuencia Mutacién obtenida

50pb462 anti sentido §' atc gtt gtg ggg gtc actt 3’ T4621

70pb518 sentido §' ctt aat agt gat cgc ggc 3’ R508W, V550M

60pb581 anti sentido 5' att gta ttc tgt gat gag gtc 3' |D571N, G581S
Tabla 3. S ia de olig: ledtidos internos de HCS empleados para iar cada una de las

mutaciones generadas,

Con las muestras obtenidas (HCS no mutada, T462f, R508W, V550M,
D571N y G581S asi como el vector pQE30), se transformé 1a cepa bacteriana BirA
104 derivada de E. coli ia cual presenta mayores requerimientos de biotina a 30°C
(es auxotrofa para biotina) y es termosensible (Baker and Campbell 1981) a 42°C.
Esta cepa presenta actividad de la carboxilasa bacteriana ACC a 30°C, pero ésta
se inactiva a 42°C pemnitiendo actuar a la secuencia minima de HCS humana en
sus formas no mutada y mutadas para biotinilar BCCP. Todas las alicuotas de
cultivos de BirA 104 se guardaron a —80°C en glicerol al 20%.

2.- Ensayo de expresion de proteinas recombinantes

Se partié de un cultivo de toda la noche a 30°C en medio LB, con o sin
antibidtico, segun sea el caso de portar o no un plasmido resistente a dicho
antibidtico. Se hizo una dilucion 1:500 en 50 ml del mismo tipo de medio hasta
alcanzar una densidad optica de 0.4 a 0.5 a 600 nm. Aqui se tomo una alicuota de
10 ml y se agregé IPTG (1-lsopropil-Beta-D-1-Tiogalactopiranosido) a una
concentracion de 1 mM dejandose a la misma temperatura por 2 horas 30
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minutos. Se centrifugaron y resuspendieron en 100 nl de amortiguador de fosfatos
PBS 10X con inhibidor de proteasas a una concentracion de 50 pl/ml, se obtuvo el
extracto de proteinas solubles mediante sonicacién. Una vez sonicadas las
muestras se centrifugaron para desechar restos celulares, trabajandose
unicamente con las proteinas de la fracciéon soluble. Se hizo una electroforesis en
gel de poliacrilamida de 40 pg de proteinas totales, en un gel de acrilamida 4.5%-
12% (Laemmii, U. K. 1970), la concentracion de la proteina fue determinada por el
método de Bradford, utilizandose una curva de Albimina Sérica Bovina como
estandar; las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (fluoruro de
polivinilideno) por duplicado, una de las membranas se tifié con azul de Coomasie,
para determinar que la cantidad de proteina fuera homogénea en todas las
muestras y la otra membrana se incubd para deteccidn de la proteina con el
anticuerpo anti-histidina, debido a que el vector presenta un tallo de histidina, lo
que facilita la deteccion de la proteina. Se incubd una hora con anti-histidina a una
dilucién de 1:1000 en BSA3%/PBST (amortiguador de fosfatos con 0.05% de
Tween 20), se lavd con PBS dos veces y se incubd una hora con anti-raton
conjugado a peroxidasa en una diluciéon 1:2000 en BSA3%/PBST y para revelar la
reaccién y obtener una sefial colorimétrica se utilizd aminobenzidina.

3.- Ensayo de biotinilacién in vivo de las mutaciones obtenidas en HCS

Se parti6 de un cultivo de toda la noche, el cual se diluy6é 1:500 en 50 ml de
medio LB, hasta alcanzar una densidad oOptica de 0.4 a 0.5 a 600 nm.

De aqui se tomé una alicuota de 10 ml y se lavé dos veces en un medio
minimo en nutrientes llamado medio minimo A 1X (medio minimo 5X/ litro: 5g
(NH4)2S04, 22.5g KH2PO,, 52.5g K:HPO, y 2.5g9 de citrato de sodio dihidratado,
(Ausubel et. al. 2000) y una vez en el mismo medio con suplementos (10 mt de
Glucosa 20% y 1 ml de MgSO,4 1M) dejandose 20 min a 30°C.

Después se agregd IPTG en condiciones de esterilidad a una concentracién
de 1 mM incubandose por 40 min a 30°C, cambiandose la temperatura a 42°C
durante 15 min, aqui se agregé biotina marcada ('*C-Biotin 50 pCi) a una
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concentracion final de 1.0 uCi/mi dejandose a esta misma temperatura por 2 horas
30 minutos.

Se hicieron tres lavados con agua estéril para eliminar la biotina marcada
no incorporada, después se centrifugaron y resuspendieron en 100 pul de PBS 1Xy
se obtuvo el extracto crudo de proteinas mediante sonicacion.

La concentracion de proteina se obtiene de la misma manera que para la
expresion antes mencionada.

Se hizo electroforesis con 30 pg de proteinas totales en un gel de
poliacrilamida 4.5%-15% por duplicado, las proteinas se transfirieron a una
membrana de PVDF que se tiiid con Coomasie para determinar si la cantidad de
proteinas era homogénea en todas las muestras. Esta misma membrana se puso
a exponer en una pantalla sensible a radioisétopos durante cinco dias, después de
los cuales se determiné la cantidad de biotina incorporada con ayuda de un
Analizador de Imagenes FX, Software Quantity One.

4.- Ensayo de complementacion funcional en 1a cepa bacteriana BirA 104

Cada una de las construcciones en BirA 104 se crecieron en medio LB a
30°C hasta alcanzar una densidad optica de 0.4 - 0.5 a 600 nm.

De cada una de las muestras se hizo una dilucion 1:500, de estas
diluciones se tomo un pl en 50 yt y se esparcieron en placas de LB agar que
contenian ampicilina a 100 pg/ml, IPTG a 2 mM con y sin biotina a una
concentracion de 5 uM.

Las placas se incubaron 1 h a 30°C, para que comenzara a actuar el IPTG y
alrededor de 16 h a la temperatura de 42°C, para permitir inactivar a la BirA
bacteriana y que el efecto observable fuera como consecuencia de la funcién
enzimatica de la secuencia minima de HCS.

5.- Modelaje molecular

Con la finalidad de determinar de forma tedrica los cambios que se

presentan en el sitio activo de la proteina, se realizaron modelos moleculares de ia
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“secuencia minima funcional de HCS, y de cuatro mutaciones que estan dentro de

“"" la regién de similitud con la ligasa de biotina de E. coli conocida como BirA.

A partir de la estructura cristalografica de la proteina BirA (Wilson et. Al.
1992, 1HXD; Blast PBD 2.0) la cual se tomd como estructura patron, como paso
inicial se tuvo el alineamiento de las secuencias de ambas proteinas (Clustal W
1.82), para obtener un modelo homélogo.

Una vez obtenido el modelo homélogo, se realiz6 una asignacion de
coordenadas (Swiss PDB 3.7, Guex and Peitsch, 1997), como el modelo presenta
asas abiertos se realizé un modelaje de asas con O (Jones et. al. 1988, Kleywegt
and Jones, 1997; Kleywegt, 1999). Una vez que se obtuvieron estas asas, se
realizé un ciclo de minimizacién de energia, dinamica molecular y minimizacién de
energia, lo que nos dic una molécula con minima energia, a esta molécula se
acopla la biotina (Insight 11 versién 2.3.0-Discover versién 2.9.5; Swiss PBD 2.0).

Para cada una de las versiones mutadas de la proteina se realizaron
minimizacién de energia, dindmica molecular y minimizacién de energia
(Humphrey, W. et. al. 1996).

Una vez obtenidos los modelos se procedié a obtener el R. M. S. (raiz por
minimos cuadrados), que es la medida de afinidad entre la estructura patréon y

cada uno de los modelos, tomando en cuenta los carbonos a.
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De una forma esquémética:

- Estructura cristalogréfica de la

HXD; Blast PBD 2.0)

proteina BirA (Wilson et. Al. 1992, 1

Alineamiento de las secuencias de
-BirA y HCS 378 — 726 ambas
protefnns (Clustal W1 82),

l .

. Obtenci6n del modelo homélogo con
asignaci6n de coordenadas (Swiss PDB |-
3.7, Guex and Peitsch, 1997)

Modelaje de asas con O (Joncs et. al
1988; Kleyw imd Jones, 1997
: leywegt l999)

‘Minimizaci6n de energia,:
‘dlnémxca molecular y minimizacién de encrg
: (Humphrey, W et. al. 1996)

2.9.5; Swiss PBD 2.0)

Acoplamiento de la biotina (Insight |~
11 version 2.3.0 — Discover ver5|6n 5

/

Obtencién del R, M. S., en
base a los carbonos a
(Humphrey, W. et. al. 1996)
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VII. RESULTADOS

Para seleccionar las mutaciones a realizar se determind que fueran
residuos conservados entre las proteinas ligasas de biotina de diferentes
organismos, para lo que se realizd un alineamiento de secuencias, sélo de la
secuencia minima funcional de 348 aminoacidos que comienza en la lisina 378, se
presenta en la figura 6.

H. s 358 FRRYE ILTTLGLSCDMKOY be
S, ¢ 273 LTPLFgAS-~-——--, &
A. t 13 FHLLMNL—~=—=——w—- VLRS! =
E. ¢ 1
-
H. 8 418 ----=- BSLRFVSSYVSEVEIfPSCI EAFSSEH- 1 3
8. ¢ 325 RASYDAASSSLLHKEPDEVP! IFPGVDE PFQYT. d Ql
A. t 63 ~————| SLKLPDNT ILES DDNS—| I Tl
E. e 24 Q--—---| ETLGMSRAATINKHIQTLRDWGVDYF TVPGKG~ EPI (o3&
H. a 470
8. ¢ 385
A, t 115
E. ¢ 78
H. s 528
S. c 445
A. t 171
E. c 138
H. s 577
S. ¢ 503
A, t 218
E. ¢ 181
H. s 612 LITE
S. ¢ 562 DI}
A. t 253 e == = =,
E. ¢ 215 sss-—-—m
H. s 668 WBGROKHEG-— -~ saEGPKEIVEoD o
8. ¢ 622 ) TQAMIT DYGLLI GSSTQ!
A, t 305 E Dy DQVVQ I S VG
E. c 266 IIGDKEIFGIS! K
H. 8 719 -
S. ¢ 682 oS Figura 6. Alincamiento de sccuencia de las diferentes ligasas de biotina en
A. t 361 I~ donde se muestran en cajas negras los residuos idénticos y en cajas grises los
E. ¢ 321 Kre——mena residuos similares. /1. s, Homo sapiens; S. ¢, Saccaromyces cerevisiae; A. 1,

Arabidopsis thaliana; E. ¢, Escherichia coli. Marcado con un asterisco esta ¢l
sitio de cada mutacion trabajada. Boxshade 3.2t
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1.- Mutagénesis dirigida.

En este trabajo mediante el empleo de mutagénesis dirigida se obtuvieron
las siguientes mutaciones dentro de una secuencia minima funcional de 348
residuos en la que esta presente una regién consenso de biotinilacion asi como el
sitio de union a ATP (residuo 508).

Residuo mutado Base cambiada Residuo resultante.
Treonina 462 acc _, act Isoluecina
Arginina 508 cgg —» tgg Triptofano
Valina 550 otg —» atg Metionina
Acido aspartico 571 gat —» aat Asparagina
Glicina 581 ggc —> agc Serina
Tabla 4. S ia donde s¢ a el cambio de base (en negritas), para cada una de las mutaciones

generadas en HCS (tomado de Yang, et. al. 2001).
Para distinguir fisicamente la distribucion de las mutaciones dentro del
cDNA de la secuencia minima funcional de HCS, éstos se presentan en un mapa
lineal, donde se determina la region de biotinilacidon como se ve en la figura 7.

Holocarboxilasa sintetasa (fragmento minimo
funcional de 348 aa)

Regibén de
biotinilacion

TA4621 R508W lvsso G5818
~a VY & 4}

D5S71N
Figura 7. Mapa lincal de las il en un frag {nimo funcional de holocarboxilasa sintetasa
obtenidas por énesis dirigida.
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Una vez obtenidas todas las mutaciones deseadas, se transformaron
células BirA 104, una cepa derivada de E. coli que presenta ACC que es
biotinilada por la proteina BirA 104,

Esta proteina BirA 104 se inactiva a altas temperaturas de crecimiento
como 42°C y es comunmente activa a temperaturas de 30°C, debido a una
mutacidn que la hace termosensible e incapaz de recuperar sus funciones
enzimaticas y de represor del operén de biotina (Barker and Campbell, 1981).

2.- Expresion de HCS no mutada y de Izs diferentes mutaciones generadas

Con la finalidad de determinar el efecto de las mutaciones en la produccion
de la proteina se realizaron experimentos de expresion de la proteina la cudl se
detectd por anticuerpos, en este caso, anti-histidina, en la figura 8 podemos ver
que la carga de proteinas es homogénea.

PM (kDa) 1 2 3 4 5 6 7

O BRRG RRH A

e

Y RGNS

Figura 8, Tincién con azul de Comase. En cada uno de las muestras se fraccionaron 50 pg de proteinas
totales. 1) BirA 104 — p QE30, 2) BirA 104 - HCS N, 3) BirA 104 — HCS T462l, 4) BirA 104 - HCS R508W,
5) BirA 104 - HCS V550M, 6) BirA 104 — HCS D571N, 7) BirA 104 — HCS G5818S. La flecha indica la
altura en donde se debe de encontrar la proteina HCS, a 41.5 KDa.
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3.- Expresién de proteina con anti-histidina.

Con el proposito de determinar la expresion de HCS y de cada una de las
mutaciones generadas, se fraccionaron 50 ug en gel de poliacrilamida 12%.

PM (K Da) 1 2 3 4 5 6 7
el
51.9.-
36R.2.
LG
Figura 9. Exprcsnén de HCS medi d i6n con anti-histidina. En cada una de las muestras se¢
fracci 50 p, fnas totales. 1) BirA 104 — p QE30, 2) BirA 104 - HCS N, 3) BirA 104 — HCS

T4621, 4) BirA 104 HCS R508W, 5) BirA 104 — HCS V550M, 6) BirA 104 - HCS D571N, 7) BirA 104 -
HCS GS5B1S. La flecha indica el tamafio correspondiente a HCS de 41,5 K Da.

En este ensayo, se empleo BirA 104 transformada s6lo con el vector p
QE30, como un control negativo de expresién, como se puede ver en el carril 1.

4.- Complementacién funcional de proteina con BirA 104

Los ensayos de complementacion funcional se realizan a 42°C (temperatura
no permisiva para BirA 104), con IPTG y en presencia y ausencia de biotina.

Este ensayo determiné si la biotinilacion observada en las diferentes formas
de HCS no mutada y mutadas es suficiente para complementar la funcion de BirA
bacteriana para lo cual se realizaron experimentos de crecimiento a 42° C (figuras
10 a 16).
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BirA 104

Biotina:

Figura 10. Esta figura representa el crecimiento de BirA 104, en la parte izquicrda esta el crecimiento en
medio LB sélido sin adicionarle biotina y en el lado derecho se muestra el crecimiento, una vez que se le
adicioné a una conc ién de 5uM, dndose esto como un control negativo.

HCS no mutada

Biotina: 0 5 puM

Figura 11, Esta figura representa el crecimiento de HCS no mutada, en la parte izquierda esta el crecimiento
en medio LB sélido sin adicionarle biotina y en el lado derecho se muestra el crecimiento, una vez que se le
adiciond a una concentracién de 5iM, toméandose esto como un control positivo.
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TA462|

Biotina:

Figura 12, Esta figura repr el crecimiento de la i6n T4621, en la parte izquierda estd el
crecimiento en medio LB s6lido sin adicionarle biotina y en el lado derecho se muestra el crecimiento, una
vez que se le adiciont a una concentracion de SuM.

R508W

Biotina: 0 5uM

Figura 13, Esl‘n‘ﬁg‘ura representa ¢l crecimi dela ion RS08W, en la parte izquierda esta el
crecimiento en medio LB sélido sin adicionarle biotina y en ¢l lado derecho se muestra cl crecimiento, una
vez que se le adicion6 a una concentracién de 5uM.
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VS50M

Biotina: 0 5uM

Figura 14. Esta figura representa el crecimicnto de la i6n V550M, en la parte izquierda est4 el
crecimiento en medio LB sélido sin adicionarle biotina y en ¢l lado derecho se muestra el crecimiento, una
vez que se e adiciond a una concentracién de SuM,.

D571N

Biotina: 0 5uM

Figura 15. Esta figura repr el crecimi dela i6n D571N, en la parte izquierda esta el
crecimiento en medio LB soélido sin adicionatle biotina y en el lado derecho se muestra el crecimiento, una
vez que se le adicioné a una concentracién de SuM.
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G581S

Biotina: 0 5 uM

'y

Figura 16: Esta figura representa cl crecimi de la G5818, en la parte izquicrda esté el
crecimiento en medio LB sélido sin adicionarle biotina y en el lado derecho se muestra ¢l crecimiento, una
vez que se le adicioné a una concentracion de SpM.

En los ensayos de compiementacion funcional, se tomé como un control
negativo a la cepa BirA 104 y como un control positivo a la misma cepa
transformada con HCS K378-726.

En la tabla 5 se presenta un resumen de las figuras 10 a 16, este
experimento es tinicamente cualitativo.
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‘|Mutacién

o Crec!miento e

Observaciones

BirA 104 - Control negativo

HCS no mutada Control positivo

T462i No hay complementacion
R508W Buena complementacién
V550M Complementacion regular
D571N No hay complementacion
G581S - No hay complementaciéon
Tabla 5. R de los resultados de creci ni a42°C en BirA104, “-*: sin crecimiento, “+++": col

con didmetro de 3 mm, “++": colonias de 1.5 mm de didmetro.

5.- Biotinilacién semi- cuantitativa de BCCP.

En este experimento de biotinilacién cuantitativa se intent6é determinar el efecto

sobre la biotinilacion, de cada una de las construcciones en BirA 104, para ello se

realizé un ensayo de biotinilacidn in vivo empleando biotina marcada, a una

temperatura de 42°C. La biotinilacién observada se debio a la actividad de HCS

sobre BCCP. La actividad de BirA queda inactivada como se puede ver en la

figura 17 Ay B.

41




(o]
(3¢
o
>
S 3 S
S £ 2 5 38 =z z ¢
-—
< < 7)) o =] s} R~ @©
e = O ~r e} o) D re]
m m I - (14 > Q o
100 — B
g e
g
L.) 1
=z g0
2
¥ 40 -
| 1
20
- E I I
0 — ———— —
1 2 3 4 5 [ 7
Figura 17, En el panel A, se p el diografia de b 6n de HCS no mutada y de las
diferentes mutaciones. El panel B nos muestra la gréfica de biotinilacion, en donde se presenta el mismo
orden que en el auto radiografia. Se omitieron los datos correspondi a Ia inilacion de BirA 104 sin
ificacion d étrica de cada una de las

vector. Esta grafica fue obtenida a partir de datos de
muestras presentes en ci panel A.

Aqui, HCS humana no mutada y {as diferentes mutaciones generadas son
fas que biotinilan a BCCP, ya que fa carboxilasa bacteriana se inactivé al ser
incubada a 42°C aun en presencia de biotina marcada. HCS nomal se toma como

un control positivo.

En este ensayo, la mutacion R508W, bictinila en un 15.7% la mutacion
T462I biotinila en un 5%, la mutacién V550M no presenta biotinilacion ya que esta
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por debajo del control negativo, la mutacion D57 1N biotinila en un 2.4%. Puede
decirse que las mutaciones que presentan actividad residual son R508W y D57 1N.
Comparando a cada una de las mutaciones generadas con la proteina HCS no
mutada, a la cual se consideré como un 100% de actividad.

6.- Modelaje molecular

Como una explicacion tedrica a los experimentos anteriores, se realizaron
modelos estructurales de cada una de las construcciones, a partir de la estructura
cristalografica de BirA 104, en una técnica de modelaje por homologia. Esto para
determinar las interacciones de las formas de HCS humana mutadas con el sitio
de unién a biotina del modelo homdblogo.

Para obtener las estructuras de cada una de las mutaciones se hicieron
alineamientos con la estructura molde (BirA), una medida de similitud estructurat
es el R. M. S. (raiz por minimos cuadrados), que se obtiene tomando en cuenta

los carbonos a de las moléculas afines, cuyos valores se presentan en la tabla 6.

Molécula Valores de R. M. S.
HCS Normal 1.85
HCS C/ mutacion R508W 1.25
HCS C/ mutacién V550M 1.26
HCS C/ mutacion D571N 1.86
HCS / mutacién G581S 1.24

Tabla 6. Valores de R. M, S. entre las estructuras de las formas mutadas y no mutadas de la HCS,

E! modelaje estructural de! fragmento minimo y de las mutaciones que
estan dentro de la region de homologia con BirA 104, se presenta en las figuras 18
a 22
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‘\ Extremo

amino

Dominio
e central
‘ catalitico
- AR

Extremo
carboxilo

Figura 18, Modelos estrcturales de la
proteina HCS no mutada, en donde se
muestra la estructura secundaria del
modelo homologo en A y en el panel B,
sc presenta la distribucion de cargas en
el sitio de unidn a biotina. En A; rojo,
alfa hélices; amarillo, hojas 3. En B;
rojo, cargas negativas; azul, cargas
positivas.




Figura 19. Modelos estructurales de la mutacion R508W. En el panel A, se presenta la estructura
secundaria de la mutacion, enfatizazo la interaccion del triptofano con la biotina. En el panel B, el
sitio de unién a biotina se encuentra csiruido por cargas negativas (malla roja).
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Figura 20: Representacién esquemdtica de la estructura secuendaria en la mutacién VB50M, en
donde se define la fragmentacién de cavidades intraproteinicas. En el panel A, estan (as
cavidades intemas de la proteina no mutada en azul turquesa enmarcado se distingue lavalina.
En el panel B, hay fragmentacién de cavidades debido a la mutacién de valina por metionina.
Enmarcado se distingue la metionina.
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Figura 21. Representacion del mapa de isopotencial correspondiente a la mutacién DS7IN.
El panel A muestra la distribucion de cargas a lo largo de toda la proteina y el panel B, es
un acercamiento del sitio de nnién a biotina, en donde, se da un cambio de cargas locales, lo
que impide de biotina al sitio catalitico.
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Figura 22. Mutacién G5818. En el pancl A se muestra la estructura secundaria del sitio de union
a biotina, enfatizando la serina al interactuar con la biotina. En el panel B, se presenta el mapa de
isopotencial en donde se distingue el cambio de carga en cl sitio de union a biotina.




Para la realizacion de las estructuras correspondientes, se utilizo la técnica
de modelaje por homologia, por lo cual no se pudo obtener el modelo estructural
de la mutacibn T462!, que se encuentra fuera de la region homdloga con la
proteina BirA (1HXD, Weaver, et. al. 2001) que sirvié como estructura molde.

El modelo homologo resuitante esta conformado por tres dominios que son,
el dominio amino terminal, que en el modelo templado es el dominio de unién a
DNA (Streaker and Becket, 1999). Un dominio central en donde se encuentran
todas !as construcciones de mutaciones de la proteina HCS K378-726, en este
dominio también se encuentra el sitio de unidn a biotina del modelo homdélogo y un
dominio carboxilo terminal como se puede ver en la figura 18, panel A. En cuanto
a la distribuciéon de cargas en modelo homélogo, el sitio de unién a biotina
presenta carga positiva de forema localizada y se encuentra rodeado por cargas
posistivas (malla azul, figura 18, panel B).

En el caso de la mutaciébn R508W,; se pudo determinar que la interaccion de
los anillos del triptofano que es el aminoacido resultante debido a la mutacién con
los anillos de tiofeno de la biotina. Esta mutacién presenta un efecto de
eliminacién de la carga positiva lo que se puede ver en la figura 19 panel B, de
igual manera, el sitio de unidbn a biotina se encuentra rodeado por cargas
negativas (malla roja) y por consiguiente una modificacion en la polaridad del sitio
de reconocimiento a biotina. De igual manera, el sitio de unién a biotina se
encuentra rodeado por cargas negativas.

En el caso de la mutacién V550M, esta mutacion se encuentra muy lejos del
sitio de union a biotina, atras de la hoja B del sitio de union a biotina lo que se
puede ver en la figura 20, esto estructuralmente no afecta la funcionalidad de la
proteina pero si se presenta la mutacion provoca la modificacion y fragmentacion
de una cavidad intraproteinica en tres partes, esta mutacién lo que modifica es la
cantidad de agua intraproteinica que provoca una diosminuciéon del sitio de unién a
biotina y consecuentemente su rechazo.

En el caso de 1a mutacion D571N, se presenta una modificacién global en la
distribucién de las cargas dejando libre el sitio de unién a biotina, también en esta
mutacién se presenta una pérdida de la carga negativa en el sitio de
reconocimiento a biotina quedando igual que la proteina no mutada lo que se




puede ver en el panel B de la figura 21. No existe impedimento estérico pero se ve
afectada la capacidad de reconocimiento de la biotina.

En el caso de la mutaciébn G581S, la presencia de la glicina por serina
provoca modificaciones en el volumen del sitio de reconocimiento de la bioitna
(panel A, figura 22). Presentandose también cargas negativas localizadas en el
sitio catalitico. Esta mutacion provoca impedimentos estéricos que impiden la
entrada de la biotina al sitio de unién, ya que reducen el volumen del sitio de uniéon
que se distingue en el panel B de la figura 22.

VIIl. ANALISIS DE RESULTADOS

En el alineamiento de secuencias observamos que el aminoacidos treonina
462 se encuentra conservado solo en Arabidopsis thaliana y Homo sapiens, pero
lo interesante de estudiar este residuo, es que se encuentra fuera de la region de
biotinilacién asi como de la region de similitud con BirA y también es un sitio
donde la mutacion por isoleucina tiene muy baja incidencia en pacientes con DMC.
El residuo arginina 508 se encuentra conservado en todos los organismos, siendo
este en bacteria el sitio de biotinilaciéon y en humanos en sitio de unién al ATP. El
residuo valina 550 no se encuentra conservado en las secuencias analizadas, sin
embargo, la mutacién en este sitio es muy comun en pacientes con DMC. El
residuo de acido aspartico en el sitio 571, se encuentra conservado en todos los
organismos de las secuencias analizadas y el residuo de glicina 581 solo se
encuentra conservado en Arabidopsis thaliana y Homo sapiens, (figura 6) con
estos criterios se realizaron ensayos de mutagénesis dirigida y después cada una
de las mutaciones se analizé funcionalmente.

En las construcciones de cada una de las mutaciones en HCS, se expresa
la proteina en igual cantidad. Lo que nos determina que la presencia de la
mutacion en el gen no afecta la traduccion de la proteina (figura 9), pero si puede
afectar la funcién de la misma. Lo cual se determiné con ensayos de biotinilacion,
tanto bacteriano como radioactivo cuantificable (in vivo e in vitro).
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El ensayo bacteriano al que hemos llamado de complementacion funcional,
se desea establecer como un sistema de diagnéstico intrahospitalario para la
deficiencia multiple de carboxilasas.

En este ensayo, la densidad de crecimiento baceteriano es directamente
proporcional a la actividad residual de la proteina. Por lo que podemos decir, que
las mutaciones en HCS que presentan una actividad residual son R508W y V550M
en presencia de biotina (5 nM) (figuras 13 y 14). Las que no responden a biotina
son T462|, D571N y G5818S), debido a que no presentan un crecimiento bacteriano
a 42°C (figuras 12, 156 y 18). En E. coli se inactiva la actividad de la ligasa de
biotina BirA a 42°C, que es necesaria para la funcion enzimatica de la carboxilasa
ACC e interviene en la formacion de pared celular. La cepa BirA 104 no presenta
crecimiento a la temperatura trabajada y se emplea como un control negativo
(figura 10).

Los experimentos de complementacion funcional permitieron de una forma
sencilla, determinar el papel de cada mutacién dentro de la secuencia del cDNA
del fragmento minimo funcional de la HCS humana. Este tipo de ensayo puede ser
utilizado para la determinacién funcional de nuevas mutaciones en la secuencia
del cDNA codificante para HCS, que pudieran ser detectadas posteriores a este
trabajo. Este experimento, nos da una idea de la presencia de una mutacion en el
gen de HCS, y si esta mutacion es responsable del fenotipo presente en los
pacientes que presentan {a deficiencia muitiple de carboxilasas.

Para observar el efecto que tuvieran estas mutaciones en la funcién de la
proteina HCS humana, se realizaron ensayos de biotinitacidn, que pudieran ser
cuantificables, utilizando la cepa bacteriana BirA 104. En este experimento se
utilizé6 la cepa BirA 104 transformada con el vector pQE30 como un control
negativo, esto con la finalidad de que todas las muestras estuvieran en las mismas
condiciones. Como un control positivo se utilizdé la HCS no mutada transformada
en BirA 104 a lo que se va a tomar como el 100% de biotinilacion de la proteina
(figura 17 Ay B).

De acuerdo a los resultados de biotinilacion y a la actividad residual de las
mutaciones se pueden ordenar de la siguiente forma: R508W, T462i, D571N,
V550M y G5818S. La actividad de biotinilacion se da en forma descendente.
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En una conjuncién de los resultados de ambas maneras de determinar la
biotinilacion tenemos que para las mutaciones D571N y para T462| esta
biotinilacion no es suficiente para presentar un crecimiento bacteriano, como se
dio en la mutacion V550M. Esta mutacién, responde ligeramente a la adicion de
biotina, al medio de crecimiento a una temperatura de 42°C, por lo que se
presentan resultados incongruentes ya que no biotinila pero presenta crecimiento
bacteriano como se puede ver en las figuras 14 y 17. Esto puede ser debido a que
se produce una proteina inestable que se degrada muy facilmente cuando las
células bacterianas que la portan son sometidas a un proceso de lisis. G581S es
la mutacion, que se ve mas afectada ya que no biotinila ni se presenta crecimiento
bacteriano a 42°C.

La modelacion del fragmento minimo de HCS humana pemmitié vincular los
estudios de mutagénesis a nivel de biotinilacion con cambios en la estructura
espacial de HCS. En el diseio de estructuras moleculares tenemos que la
mutaciéon R508W es la que mejor responde a biotina presentando una mayor
actividad, debido a que el triptofano presenta anillos aromaticos que favorecen la
interaccion con los anillos de la biotina debido al reconocimiento hidrofébico entre
anillos que se puede ver en la figura 19, pane!l A. Los pacientes que presentan
esta mutacién requieren una mayor cantidad de biotina en forma de dosis
farmacologicas. El exceso de biotina nos dice que el proceso de incorporacion de
biotina a las respectivas carboxilasas humanas es mas lento y por consiguiente se
requiere mayor concentracion de biotina para que la carboxilasa tenga tasas de
absorcion mas eficientes.

En el caso de la mutacién V550M hay distancia espacial del sitio de unién a
biotina que se puede ver en la figura 20, asi como de 172 pb de la lisina 378, que
es donde comienza la secuencia del fragmento minimo de la HCS humana.
Estructuralmente no se ve afectada la funcionalidad de la proteina HCS humana,
pero si se presenta la mutacion se provoca la modificacion y fragmentacion de
cavidades intraproteinicas, modificandose la cantidad de agua intraproteinica; esto
probablemente provoca una restriccién en el movimiento de las cadenas laterales
y una disminucion en la flexibilidad del sitio de union a biotina con posterior
rechazo de la misma, durante su incorporacion en BCCP. Esto explica la faita de
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incorporacién de biotina marcada en la biotinilacion in vivo de la mutacion V550M
de la HCS humana, asi como el crecimiento bacteriano observado en los ensayos
de complementacion funcional.

En la mutacion D571N no existe impedimento estérico por interaccion de
aminoacidos con el sitio de union a biotina, pero si se ve afectada la capacidad de
reconocimiento de 1a biotina (figuras 17 y 21), por lo que podemos decir que se
requieren de dosis de biotina mas elevadas de las empleadas en los experimentos
previos (5 pM) para manifestar una recuperacién del fenotipo en pacientes con
DMC. Esto debido a cambios en la distribucién de cargas iocalizadas en el sitio de
union a biotina (figura 21) lo que explica la ausencia de un crecimiento bacteriano
(figura 15) y la escasa actividad de biotinilacion (figura 17).

En el caso de la mutacién G5818S, la presencia de serina por glicina provoca
modificaciones en el volumen del sitio de reconocimiento de la carboxilasa como
se puede ver en el panel A de la figura 22. Esta mutacién provoca impedimentos
estéricos que impiden la entrada de la biotina al sitio de unién, ya que reducen el
volumen del sitio de union a biotina. Esto explica que no se presente crecimiento
bacteriano (figura 16) ni actividad de biotinilacién (figura 17) a las concentraciones
de biotina utilizadas en los experimentos previos.

En todas de ias mutaciones existen cambios en el potencial electrostatico
tanto a nivel local como de la proteina (figuras 18 a 22). Pero los mas evidentes
son los que se encuentran localizados en el sitio de reconocimiento de la
carboxilasa ya que estas modificaciones de perdida de cargas alteran la capacidad
de reconocimiento de ia proteina por la biotina.

IX. DISCUSION.

La mayoria de los estudios realizados sobre las mutaciones presentes en
holocarboxilasa sintetasa han sido realizados en lineas celulares de pacientes que
presentan deficiencia multiple de carboxilasas, principaimente fibroblastos
(Dupuis, 1999; Swvzuki, 1994). Para la deteccion de las mutaciones se han
empleado ensayos de actividades enzimaticas, asi como HPLC.
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La presencia de estas mutaciones en la secuencia génica de HCS da origen
a la deficiencia multiple de carboxilasas en pacientes neonatos. Esta enfermedad
se diagnostica mediante la deteccion de la presencia de metabolitos resultantes de
la baja o nula actividad de las carboxilasas, como es el acido hidroxiisovalérico y
otros mencionados anteriormente, o bien, la presencia de los sintomas externos
como la alopecia o el salpullido, entre otros.

Una caracteristica de la deficiencia multiple de carboxilasas es ser de tipo
autosdmica recesiva. En la mayoria de los casos de tipo heterociga, es decir que
los pacientes, presentan dos mutaciones diferentes, una en cada alelo, en estos
casos no se puede saber cual de estas dos mutaciones es ia responsable de la
enfermedad.

En este trabajo, se realizaron mutaciones en un fragmento del extremo
carboxilo terminal de HCS que previamente se detecté como funcional (Campaeu
and Gravel 2001), que va del residuo 378 al 726. Las mutaciones generadas
fueron: T462l, R508W, V550M, D571N, G581S. Ademas de permitirnos comparar
los resultados obtenidos con trabajos previos (Dupuis, 1999) mediante el empleo
de una cepa termo sensible E. coli BirA 104, se pudo establecer un método de
diferenciacion entre mutaciones heterocigas usando un modelo bacteriano. Este
método de complementacion funcional, puede ser empleado para mutaciones
heterocigas determinadas en el gen de HCS, posteriores a este trabajo. También
se puede emplear como método diagnéstico intrahospitalario, facilmente accesible
para los métodos de diagnodstico empleados en 1a deficiencia multiple de
carboxilasas.

Este trabajo no implica la sintesis y purificacién de un péptido tales como
p67 o BCCP 87 (Campeau and Gravel 2001; Nenortas and Becket 1996), ni el uso
de isotopos radioactivos que puedan ser utilizados en el estudio y diagnéstico
bioquimico que determinen la actividad de carboxilasas de pacientes con DMC.

En este trabajo se demuestra que el sistema de expresion in vivo de HCS
mutante en E. coli BirA 104 es un método efectivo para el estudio de mutaciones
presentes en el gen de HCS causantes de la DMC.

En este estudio se pudo establecer que no todas las mutaciones trabajadas
estan involucradas en el fenotipo de los pacientes, ya que no todas responden de
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igual manera a las concentraciones de biotina utilizadas; esto nos marca la
presencia de una biotinilacion diferencial dada por una muy buen respuesta a
biotina de la mutacibn R508W. Esto debido a que la presencia de anillos
aromaticos en el triptofano favorece la interaccion con los anillos de la molécula de
biotina permitiéndole mas facilmente el acceso al sitio de unién, como se puede
ver en la figura 21.

En la mutacion V550M, hay respuesta a biotina en el ensayo de
complementacién presentandose un crecimiento en menor magnitud que en la
mutacién anterior y una muy pobre incorporacion de biotina radioactiva, esto
debido una disminucion en el sitio de unién a biotina como consecuencia de una
disminucién de las cavidades intraproteinicas como se puede ver en la figura 22.

La mutacion G581S, no presenta biotinilacién y nulifica la actividad de la
proteina, esto debido a que el cambio de aminoacido representa un impedimento
estérico para la biotina y una consecuente obstruccion del sitio de unién a biotina,
como lo marca la figura 24.

Las mutaciones que afectan en mayor grado la funcion de HCS son D571N,
debido a un cambio de cargas en el sitio de union a biotina y G581S.

Segin Xu and Becket (1996) cuando se presentan mutaciones en el
dominio central de la BirA se ve afectada la capacidad de catalizar la reaccion de
biotinilacion en BCCP. Al comparar esto con los resultados obtenidos tanto en los
ensayos de complementacion como de biotinilacion, podemos decir que las
mutaciones que nulifican en mayor medida la biotinilacion son T4621, DS71N y
G581S.

La biotina presenta afinidad por una forma especifica de la regién consenso
de biotinilacién en HCS. Las mutaciones presentes en esta proteina cambian la
orientacién de la region de biotinilacion, que al plegarse la proteina impiden la
unién de la biotina. Por este motivo se emplean dosis farmacoloégicas de biotina en
los pacientes afectados por la deficiencia multiple de carboxilasas. La presencia
de biotina en este tipo de dosis hace que algunas de las orientaciones espaciales
de esta vitamina sean afines a un sitio activo modificado, recuperando el
funcionamiento normal de holocarboxilasa sintetasa.
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Los resultados previamente establecen, un estudio comprensivo del efecto
de mutaciones presentes en el gen sobre ia actividad de la proteina HCS, tanto a
nivel de crecimiento en ensayos de complementacion a temperaturas especificas
como a nivel de los modelos estructurales.

X. CONCLUSIONES.

s La generaciéon de mutaciones puntuales en una secuencia minima funcional
de HCS, no afecta la traduccion de la misma.

« Funcionalmente, todas las mutaciones afectan la actividad enzimatica de
HCS, ya que ninguna presenta una eficiencia de biotinilacion semejante al
de la proteina nomal.

* Dos de estas, D571N y G581S, son mutaciones que al plegarse la proteina
se encuentran cerca del dominio catalitico, y el cambio de residuo provoca
impedimentos estéricos que impiden el paso de la biotina. Extrapolando,
puede ocurrir lo mismo con la mutacion T462l, que no es capaz de biotinilar
y no complementa a aitas temperaturas.

o Todas las mutaciones generan cambios en la distribucion de las cargas,
tanto en la proteina completa como de forma local en el sitio de union a
biotina.

» E! establecer un modelo bacteriano de diferenciacion entre mutaciones

heterocigotas, puede ser util para ser empleado como un sistema de
diagndstico intrahospitalario, mucho mas accesible que los ya existentes.
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XI.- APORTACIONES DEL PROYECTO.

Determinaciéon de una biotinilacion diferencial, en las mutaciones
trabajadas, lo que nos ayuda a establecer que no todas estas mutaciones
son responsables del fenotipo presentado en pacientes con DMC.

Desarrollo de un sistema bacteriano, que puede ser utilizado
intrahospitalariamente como un sistema de diagnostico para la DMC,
cuando no se cuenten con los sistemas tradicionales que se han usado,
como es el uso de HPLC.

Explicacién molecular mediante estructuras, del efecto especifico de cada
mutacién trabajada sobre la proteina holocarboxilasa sintetasa.
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