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215. Die Fixierung von [14C]-Biotin an die Leberproteine 
des Huhnchens 

von A. Gilgen und F. Leuthardt 

(14. VII. 62) 

Die biochemische Funktion des Biotins konnte kurzlich durch LYNEN u. Mitarb. l) 

aufgeklart werden. Die Autoren zeigten, dass die p-Methylcrotonyl-CoA-carboxylase 
Biotin als Wirkungsgruppe enthalt ; die ((aktivierte D Form der Kohlensaure ist an 
Biotin gebundene Kohlensaure, die bei den Carboxylierungsreaktionen auf andere Ver- 
bindungen iibertragen werden kann. Neben dem oben genannten Enzym sind noch 
andere als Biotinproteide erkannt worden, so die Acetyl-CoA-carboxylase (WAKIL 
u. Mitarb. 2)), die Propionyl-CoA-carboxylase (LARDY & PEANASKY s)), die Methyl- 
malonyl-CoA-Oxalacetat-transcarboxylase (SWICK &  WOOD^), STJERNHOLM u. 
Mitarb.6)), die Pyruvat-carboxylase von UTTER & KEECH~) .  Es hat sich aber ge- 
zeigt, dass Biotinmangel eine ganze Reihe weiterer Enzyme auf indirektem Weg 
beeinflusst. Die Aktivitaten des t Malic enzyme )) OCHOA’S’) wie auch der Phosphoenol- 
pyruvat-carboxykinase von UTTER & KURAHASHI 8, sind beim Biotin-Mangelhuhnchen 
stark herabgesetzt; doch handelt es sich hier nicht um Riotinenzyme (OCHOA u. 
Mitarb.e), BETTEX-GALL AND^^), SEMENZA u. Mitarb. ll). In einzelnen Fallen hat sich 
die sekundare Natur dieser Defekte dadurch nachweisen lassen, dass es gelungen ist, 
sie ohne Zufuhr von Biotin zu korrigieren (DAKSHINAMURTI u. Mitarb.12)). 

Von der Tatsache ausgehend, dass ein grosser Teil des Biotins in den Geweben 
sich nicht in freier Form findet, sondern an Protein gebunden ist, haben wir in un- 
serem Laboratorium die Fixierung von [14C]-Biotin an die Leberproteine des normalen 
und des Biotin-Mangelhuhnchens untersucht. Wir haben dariiber 1960 in einer 
kurzen vorlaufigen Mitteilung berichtet (GILGEN, BETTEX-GALLAND & LEUTHARDT~~)) .  
Es zeigte sich, dass offenbar zwei Mechanismen der Biotinfixierung bestehen. Ein 
Teil des Biotins wird schon beim blossen Kontakt mit den Proteinen oder bei der 
anschliessenden Aufarbeitung so fest an Protein gebunden, dass er auch mit heisser 
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Trichloressigsaure nicht ausgewaschen werden kann (t spontane )> Fixierung). Der 
zweite Vorgang ist enzymatischer Natur und ATP-abhangig. Er Iasst sich nur bei 
Leberextrakten von Mangeltieren beobachten. Wir haben am Beispiel der Acetyl- 
CoA-carboxylase zeigen konnen, dass es sich z. T. urn die Bindung des Riotins an 
Apoenzyme handelt. Wir werden im folgenden uber einen Teil dieser Versuche 
berichten. 

Material und Methodik 
1. fifangeltiere. Wir verwendcten fur unsere Versuchc Huhnchen, die nach dem Schliipfen 

schon vom 2. Tag an eine 10-20-prozcntige Zulage von rohem getrockneteni Hiihnereiweiss zum 
Grundfutter erhielten (ucarnogens 10 und 11 der Firma HAAB, Baar, Schweiz). Im Verlaufe von 
4-G Wochen entwickelten die Tiere die Biotin-Avitaminose, die sich an den bekannten Symptomen 
der Dermatitis, des Wachstumsstillstandes und des struppigen Federkleides zu erkennen gab. 

Als Kontrollen verwendeten wir Tiere, die als Futterzulage nicht rohes, sondern gekochtcs 
und wieder getrocknetes Eiereiweiss erhielten. Diese Tiere blicben gesund. Wir haben spater die 
Kontrolltiere uberhaupt ohne diese Eiweisszulage aufgezogen, da wir feststellten, dass diese Tiere 
sich gleich verhielten wie ausgewachsene gesunde Hiihner. 

2. Herstellulzg der Extrakte. Die Lebern wurden nach Entnahme sofort gekuhlt, gewogen, mit 
der Schere zerschnitten, nach Zusatz der 4fachen Menge Pufferlosung Z1/, Min. im Turmix homo- 
genisiert und anschliessend in einer gekiihlten Zentrifuge wahrcnd einer halben Stunde bei 1500 g 
zentrifugicrt. Den uberstehenden zellkern- und mitochondrien-freien Extrakt bezcichnen wir in1 
folgenden als Gesamtextrakt. Die Pufferlosung enthielt pro ml folgende Komponenten : 20 ,uMol 
Na,HPO,, 20 pMol KH,PO,, 20 pMol KHCO,, 20 pMol KC1 und 350 pMol Saccharosc (ZAMECNIK 
& KELLERl,). Wir haben den Puffer auch ohne Saccharosezusatz verwendet; die Resultate wer- 
den dadurch nicht verandert. 

In spateren Versuchen haben wir nicht frische Leberextrakte. sondern Extrakte aus Aceton- 
trockenpulver verwendet. Dies bietet den Vorteil, dass man iiber langere Zeit hinweg einheitliches 
Material zur Verfiigung hat. Fur die Herstellung von Aceton-Trockenpulver wurden die Lebern 
zerschnitten und nach Zusatz der gleichen Menge physiologischer KC1-Lasung (1,l yo) wahrend 
211, bis 3 Min. im ((Turmixs zerkleinert. Dann wurdc 30 Min. in der Kalte bei 1500 g zentrifugiert 
und das Uberstehende in die 5- bis lOfache Menge destillierten und auf - 20" gekiihlten Acetons 
hineingeruhrt ; der Niederschlag wurde abgenutscht und mit kaltem Aceton nachgewaschen. Der 
Kiickstand auf der Nutsche wurde auf Filtrierpapier verteilt, zerkleinert und wahrend einiger 
Stunden zum Trocknen liegengelassen. Das auf diese Art gewonnene Aceton-Trockenpulver 
wurde im Exsikkator iiber Phosphorpentoxid aufbcwahrt. Zur Extraktion wurde das Aceton- 
Trockenpulver mit 20 Teilen der oben genannten Pufferlosung iiber Nacht in der Kalte stehenge- 
lassen, der nicht aufgelaste Ruckstand wurde bei 1500 g wahrcnd 30 hlin. abzentrifugiert. Fur 
einzclne Versuche, insbesondere Fraktionierungsversuche, wurden auch konzentriertcre Extrakte 
verwcndet. 

3. Fraktionierung der Extrakte. In vcrschiedencn Versuchen wurde der Gesamtextrakt zur 
Entfernung von Cofaktoren durch Ammoniumsulfat gefallt. Er  wurde langsam bei 0" mit festem 
Ammoniumsulfat bis zu 70% oder 100 yo Sattigung versetzt. Der dabei entstandene Niederschlag 
wurde abzentrifugiert, mit Ammoniumsulfatlosung glcicher Konzentration nochmals gewaschen, 
in einer kleinen Menge Wasser aufgenommen und anschliessend uber Nacht gegen dcstilliertes 
Wasscr, und zum Schluss fiir einigc Stunden gegen die Pufferlosung dialysiert. In  andercn Ver- 
suchen untcrtcilten wir den Extrakt durch Amrnoniumsulfat-Fallung in die Fraktionen : 0-250/, 
25-50% und 50-70% Sattigung. 

In einer besonderen Versuchsreihe untersuchten wir dic Biotinfixierung im unverandertcn 
Leberhomogenat und in verschicden daraus durch fraktioniertc Zentrifugation erhaltenen Frak- 
tionen. 

Zuerst wurden aus dcm Homogcnat bei 1500 g die Kerne und die Mitochondricn entfernt, so 
dass wir zum iiblicherweise verwcndeten Gesamtextrakt gelangten. Durch Ultrazentrifugation 
(Spinco Model1 L) bei 110000 g wahrend 1 Stundc wurden auch noch die Mikrosomen scdinien- 
tiert. Die vcrschiedenen Sedimentc wurden in der beschriebenrn Pufferlosung aufgenommen. 

14) P. C. ZAMECNIK & E. R. KELLER, J .  biol. Chemistry 209, 337 (19.54) 
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4 .  Anslllae. Den in der oben beschriebenen Weise gewonnenen Extrakte setzten wir je nach 
Art der Versuche carboxylmarkiertes Biotin und die verschiedenen andern Zusatze zu. Das End- 
volumen betrug in  den meisten Fallen 1,25 ml, davon 0 , M . S  ml Leberextrakt. Die Ansatze wur- 
den auf zwei grundsatzlich verschiedene Arten verwendet: Sie wurden entweder mit Biotin und 
den ubrigen Zusatzen (60 Min. bci 38" unter leichtem Schiitteln aerob inkubiert, im folgenden als 
ainkubierte Ansatzcn bezeichnet) ; oder sie wurden nur kurzfristig (einige Sek.) mit dem Biotin 
in Kontakt gebracht und sofort durch Zusatz konzentrierter Harnstofflosung denaturiert (cnicht 
inkubierte Ansatze))) , 

5 .  [14C]-Biotin. Das von uns verwendete carboxylmarkierte Biotin hatte eine spezifische Akti- 
vitat von ca. 100 pC/mg. Auf zweidimensionalem Chromatogramm und Radioautogramm zeigte 
das Praparat neben dem Biotin eine Reihe weiterer radioaktiver Komponenten als Verunreini- 
gungen; unter diesen entsprach die wichtigste dem Biotinsulfoxid. Versuche rnit chromatogra- 
phisch gereinigtem Biotin ergaben aber keine andern Resultate als das urspriingliche Praparat. 

6.  Aufarbeitung der Ansutze. Die Ansatze (inkubiert oder nicht inkubiert) wurden rnit 2 ml 
konzentrierter Harnstofflosung (100 g/100 ml) versetzt, rnit weiteren 2 ml Harnstofflosung in 
kleine Dialysierschlauche gespiilt, wahrend mindestens 6 Std. gegen 6~ Harnstofflosung, anschlies- 
send wahrend 3 Stunden gegen 3~ Harnstofflosung und zum Schluss fur einige Stunden gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Der Zusatz von konzentrierter Hamstofflosung bewirkt Denaturie- 
rung, aber keine Fallung der Proteine, so dass wahrend der anschliessenden Dialyse das nicht 
fixierte uberschussige Biotin entfernt wird. Dadurch wird vermieden, dass freies Biotin rein mecha- 
nisch in das ausgefallte Protein eingeschlossen wird. Nach der Dialyse, in deren letzter Stufe das 
Eiweiss schon teilweise ausfallt, wurden 2 ml Trichloressigsaure (20-proz.) oder - in einigen 
Versuchen - Perchlorsaure (5-proz.) zugesetzt, urn samtliches Eiweiss zu fallen. Anschliessend 
wurde zentrifugiert und rnit 5 ml Trichloressigsaure (5-proz.) gewaschen, wieder zentrifugiert und 
zur Entfernung der Nucleinsauren mit weiteren 5 ml Trichloressigsaure (5-proz.) im Wasserbad 
wahrend 20 Minuten auf 90" erhitzt. Anschliessend wurde das Protein mit je 5 ml folgender Flus- 
sigkeiten gewaschen : einmal rnit Alkohol (94-proz.), 2mal rnit einem Alkohol-Ather-Chloroform- 
Gemisch (2 : 2 : l) ,  und schliesslich 2mal rnit Ather. 

7 .  Bestimmung dev Radioaktivitiit. Das Protein wird rnit einem Glasstab zu moglichst feinem 
Pulver zerrieben, in dther suspendiert und auf einem kleinen Rundfilter von 31 mm Durchmesser 
abgenutscht und gewogen. Die AktivitPt der auf diese Art gewonnenen Plattchen wird in einem 
Endienster-GM-Zahler gemessen. Die Zahlwerte wurden rnit Hilfe einer Gewichts-Aktivitats- 
Standardkurve auf unendliche Schichtdicke umgerechnet ; dies ergibt eine Grosse, welche der 
spezifischen Aktivitat des Proteins proportional ist. 

Einige Proben wurden im wesentlichen nach den Angaben von RUTSCHMANN & SCHONI- 
G E R ~ ~ )  16) verbrannt und das entstandene CO, im Proportionalzahlrohr gemessen. 

8. Nachweis des gebundenen Biotins im Siiuvehydrolysat des Proteins. Um nachzuweisen, dass 
es sich bei der fixierten Radioaktivitat tatsachlich um Biotin und nicht um ein Abbauprodukt 
desselben handelt, haben wir das Eiweiss 60 Min. mit 3 , 6 ~  HCl bei 121" hydrolysiert und das 
Hydrolysat nach Abdampfen der HC1 in vacuo auf eine Saule von Dowex 50 (Kationenaustauscher) , 
die vorher mit 1~ HCl und 1~ NH, mehrmals gewaschen und zum Schluss mit HCl aktiviert 
worden war (H+-Form), aufgetragen. Das durch die Hydrolysc freigesetzte Biotin wurde rnit 
Wasser, und anschliessend die Aminosauren und Peptide mit Ammoniak ausgewaschen. Die Eluate 
wurden eingeengt, in kleinen Mengen Wasser aufgelost und auf Papier (WHATMAN Nr.1) rnit 
Butanol : Eisessig: H,O (20: 3 : 7) chromatographiert. Die radioaktiven Substanzen wurden im 
Radioautogramm nachgewiesen. 

9. Enzymatzsche Hydrolyse der biotinhaltigen Proteins. Dazu verwendeten wir Pepsin (MANN, 
Biochemical Research Laboratories), Trypsin (*Trypurr Novo) oder Chymotrypsin (MA", Bio- 
chemical Research Laboratories), Die durch enzymatische Hydrolyse erhaltenen Losungen wur- 
den zuerst mit den Mikroorganismen getestet, darauf einer Inkubation rnit einer nach den An- 
gaben von THOMA & PETERSON 17) aus Kalbsleber gewonnenen Biotinidase unterworfen und zum 
zweiten Ma1 mit den Mikroorganismen getestet. Die Aktivitat der Biotinidase war vorgangig an 

15) J .  RUTSCHMANN & W. SCHONIGER, Helv. 40, 428 (1957) 
16) J. RUTSCHMANN, Helv. 40, 433 (1957). 
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riner ebenfalls nach den Angaben von THOMA & PETER SON^^) aus Kalbsleber gewonnenen Pra- 
paration von B Soluble Bound Biotine (SBB) festgestellt und bestltigt worden. 

10. Mikrobiologische Bestimmung des Biotins. Zum Nachweis des Biotins verwendeten \vir den 
mikrobiologischen Test mit Saccharomyces cereuisiae F B  (Nr. 139 American Type Culture Collec- 
tion), der sowohl auf freies als auch auf gebundenes Biotin anspricht, und rnit Lactobacilltrs arabi- 
nosus (8014 American Type Culture Collection), dcr nur mit freiem Biotin wachst. 

Ergebnisse 
1. Einbau des Biotins in die Leberproteine. Wenn der Gesamtextrakt aus der 

Leber von Mangel- und Normaltieren ohne weitere Zusatze mit markiertem Biotin 
zusammengebracht wird, so kann man feststellen, dass bei kleiner Konzentration 
des Biotins (2  y pro Ansatz) bei einstundiger Inkubation nur im Mangeltierextrakt 
Radioaktivitat eingebaut wird. Ohne Inkubation nehmen bei dieser Biotinkonzen- 
tration weder die Proteine des Mangeltieres noch diejenigen des Normaltieres 
nennenswerte Aktivitat auf (Fig. 1). Bei steigender Biotinkonzentration dagegen 
nimmt der Einbau des Biotins bei den Mangeltieren wie bei den Normaltieren zu. 

400 

Fig. 1. Einbazl von [13C]-Biotiiz zn die Leberproteilze des Hiihnchcns. 
0,7 ml Gesamtextrakt, 2 y  Biotin, Endvolumen 1,25 ml. 

Dies gilt sowohl fur die inkubierten als auch fur die nicht inkubierten Ansatze. 
Dabei stellt man fest (Fig. 2 ) ,  dass die Radioaktivitat in den inkubierten Ansatzen 
bei den Mangeltieren stets um einen annahernd konstanten Betrag hoher ist als in 
den nicht inkubierten Ansatzen. Bei den Normaltieren besteht dieser Unterschied 
zwischen inkubierten und nicht inkubierten Ansatzen nicht, oder er ist wesentlich 
kleiner. Bei dem in Fig. 2 dargestellten Versuch sind die Werte in den nicht inku- 
bierten Ansatzen bei den Normaltieren teilweise etwas niedriger als in den inku- 
bierten Ansatzen; in andern Versuchen sind sie den Werten der Normalextrakte 
nach Inkubation noch starker angeglichen oder sie sind sogar etwas hoher. Es zeigt 
sich also, dass es offenbar zwei Arten des Biotineinbaus gibt, einen tspontanenn 
Einbau, der schon eintritt, wenn das Biotin vor dem Harnstoffzusatz nur wenige 
Sekunden mit den Proteinen in Kontakt gebracht wird und der bei Normal- und bei 

17) R. W. THOMA & W. H. PETERSON, J. biol. Chemistrv 2 /0 ,  569 (1956). 
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Fig. 2. Einbau von [14C]-Biotin i n  die Leberproteine des Hiihnchens in -4 bhangigkeit 

uon der Biotinkonzentration. 
0.7 ml Gesamtextrakt, Endvolumen 1,25 ml. 

a a) Ma&?ehmxlfak/ inhuherl 
dl Normaltierexrakkl inhubterf 
i) h’orma//ierexlrak/ nicbl inkubd 
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Die Untersuchung der zeitlichen Abhangigkeit des enzymatischen Einbaus 
zeigt, dass bereits nach einer Inkubation von 20 Min. der Biotineinbau nahezu voll- 
standig ist. Nach 60 Minuten - unserer iiblichen Inkubationszeit - ist der enzymatische 
Einbau sicher vollsttindig (Fig. 3). Versuche mit fraktioniertem Extrakt haben diese 
Resultate bestatigt. Inkubation unter anaeroben Bedingungen andert nichts an den 
Resultaten. 

CPm 
I e iflhubiert 

I nicht inkubieft 

20’ 40’ 60’ 

Fig. 3.  Zeitlicher Vedauf des Biotineinbaus. Mangeltier. 
0,7 ml Gesamtextrakt, 2 y [14C]-Biotin, Endvolumen 1,25 ml 

Saulen: Einbau nach 20.40 und 60 min Inkubation. 

Urn den Vorgang der Biotinfixierung weiter zu analysieren, haben wir Versuche 
rnit fraktionierten Extrakten durchgefiihrt. 

Zunachst wurden die Proteine durch Fallung mit einer hohen Ammoniumsulfat- 
konzentration (70% oder 100% Sattigung) von den im Rohextrakt vorhandenen Sub- 
straten und Cofaktoren getrennt, bevor der Biotineinbau unter den oben beschrie- 
benen Bedingungen untersucht wurde. Dabei zeigte sich, dass diese gereinigten 
Proteine aus der Leber von Mangeltieren bei Inkubation mit kleinen Biotinkonzen- 
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trationen (2  y pro Ansatz) nur dann mehr Biotin fixieren als die Proteine von Normal- 
tieren, wenn dem Ansatz ATP zugesetzt wird. Es muss sich also urn eine ATP- 
abhangige Fermentreaktion handeln (Fig. 4). Die spontane Fixierung dagegen, die 
erst bei vie1 hoheren Biotinkonzentrationen in Erscheinung tritt, wird weder beim 
Normaltier noch beim Mangeltier durch ATP beeinflusst. 

- . 

/ffk. 
1 

400 . 

2ao . 

0; 

nihf/fink 

n n 
Fig. 4. Einfluss des A T P  auf  den Biotineinbau. Mangeltier; Proteine durch Sattigung mat Anamo- 

niumsul fat  uusgefullt und  dadurch van den Cofaktoren befreit. 
0,7 ml Proteinlosung, 2 y Biotin, 1 pMol ATP, Endvolumen 1,25 ml. 

Um die beiden Vorgiinge womoglich voneinander zu trennen, haben wir den Gesamt- 
extrakt in weitere Fraktionen aufgeteilt (0-25%, 25-50y0, 50-70% Sattigung), Das 
Verhalten der beiden ersten Fraktionen ist in Fig. 5 dargestellt. Die Fraktion 25-50y0 
zeigt keinen spontanen Einbau mehr ; die dafur verantwortlichen Proteine sind 
offenbar in dieser Fraktion nicht vorhanden. Dagegen wird bei Inkubation mit 
ATP Biotin eingebaut. In der Fraktion 0-25% sind die beiden Arten des Einbaus 
sichtbar, die konzentrationsabhangige spontane Fixierung und der ATP-abhangige 
Einbau, der bei Biotinkonzentrationen, die grosser sind als etwa 2 y pro Ansatz, kon- 
stant bleibt. 

Man kann aus diesen Versuchen schliessen, dass offenbar nicht alle Proteine zum 
ccspontanen B Einbau von Biotin befahigt sind, sondern dass dafur eine bestimmte 
Proteinfraktion verantwortlich ist, die zu einem wesentlichen Teil bei 25% Am- 
moniumsulfat-Sattigung ausfallt und keine Beziehung zum Biotinmangel zeigt. 
Es scheint sich um Proteine zu handeln, die in ihrer Fahigkeit Biotin festzuhalten, 
dem Avidin des Huhnereiklars gleichen. Wir fanden in einigen vorlaufigen Ver- 
suchen eine ahnliche Spontanfixierung auch bei menschlichem Serumalbumin, bei 
Rinderserum und bei Insulin. Werden Huhnerleberextrakt, Humanalbumin oder 
Rinderserum vor dem Kontakt mit Biotin kurz erhitzt und denaturiert, so wird 
diese Spontanfixierung noch bedeutend verstarkt. Es  ware daher denkbar, dass die 



Volumen XLV, Fasciculus VI (1962) - No. 215 

307Bio& * 
21 47 4r 8rQ 2 0  

Fig. 5 .  Einbau uon 14C-Biotin in uerschiedene Eiweissfraktionen. Mangeltier. 
0-25% : Fraktion bis 25% Ammoniumsulfatsattigung; 25-50y0 : Fraktion zwischen 25% und 
50% Sattigung; ink. : Ansatz eine Stunde mit 1%-Biotin inkubiert; nicht ink. : Ansatz sofort nach 
Zusatz des Biotins durch Harnstoff denaturiert. Uberall 1 pMol ATP, Endvolumen 1,25 ml. 
hbszisse : Biotinkonzentration in y pro Ansatz. Ordinate : Impulse pro Minute, auf unendliche 

Schichtdicke umgerechnet. 

Fixierung des Biotins erst nach der Denaturierung der Proteine stattfindet oder dass 
sie uberhaupt mit dem Vorgang der Denaturierung verknupft ist. Wir mochten auch, 
wenn wir hier von einem ccEinbauo des Biotins in das Protein sprechen, nichts uber die 
Ar t  seiner Bindung an das Protein aussagen. Immerhin ist daran zu erinnern, dass 
die fixierte Aktivitat sehr fest gebunden ist und auch durch heisse Trichloressigsaure 
nicht entfernt wird. Ein papierchromatographisch gereinigtes Praparat von lac- 
Biotin ergab ,die gleichen Resultate (siehe Tab. 1). 

Tabelle 1. Fixierung von chromatografihisch geveinigtem [“CI-Biotin 
I I 

aiorin pro linsatz QJ) . . . . . . 1u 5u 
Aktivitgt des Proteins (Imp./min) 132 316; 343 938; 1056 

Chromatographische Reinigung des Biotins : 200 y eincr Stamdosung carboxylmarkierten 
Biotins (50 y / o , l  ml) werden auf WHATMAN-Nr. 1-Papier aufgetragen, wahrend 12 Stunden in 
n-Butanol-Eisessig-Wasser (20 : 3 : 7) chromatographiert und anschliessend wahrend 15 Stunden 
autoradiographiert. Der dem Biotin entsprechende Fleck (Rf =0,73) wird rnit destilliertem 
Wasser eluiert und das Eluat yon 78 ml im Vakuum zur Trockenheit eingedampft. Ausbeute ca. 
50%. 

VersuchsansXtze: 0,6 ml Gesamtextrakt, enthaltcnd 2.10 und 30 y gereinigtcs Biotin, dest. 
Wasser bis 1,25 ml. Sofort nach Vermischen mit konz. Harnstofflosung denaturiert; weitere Auf- 
arbeitung wie ublich. 

Messung : Flowcounter rnit dunnen Endfenster; Background 16 cpm. 
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Es ist daher nicht wahrscheinlich, dass bei der spontanen Fixierung eine dem 
Biotin beigemischte reaktionsfahige radioaktive Verunreinigung an das Eiweiss ge- 
bunden wird. Die Natur der tspontanen, Fixierung ist noch nicht geklart und 
bedarf einer eingehenderen Untersuchung. 

Wir haben uns vorlaufig in erster Linie fur den zweiten Mechanismus interes- 
siert, der nur in Mangeltierextrakten vorkommt und nur bei ATP-Zugabe und bei 
Inkubation zu beobachten ist. Bei einer Zugabe von 2 y Biotin pro Ansatz scheint 
dieses System bereits rnit Biotin gesattigt zu sein, denn durch Zugabe grosserer 
Biotinmengen kann hier keine Steigerung des Einbaus mehr erreicht werden. Bei 
diesem Vorgang handelt es sich offenbar urn einen enzymatischen Einbau des Biotins 
in gewisse Proteine. 

Bei Zusatz von 2 y Biotin pro Ansatz ist die Spontanfixierung nach dem erst- 
envahnten Mechanismus relativ gering, so dass wir bei Verwendung dieser Konzen- 
tration vor allem den zweiten, enzymatischen Mechanismus vor uns haben. Erst mit 
steigender Biotinkonzentration nimmt die Spontanfizierung stark zu, und schon 
bei 30 y Biotin pro Ansatz ist die Spontanfixierung meistens urn ein Mehrfaches 
grosser als die enzymatische Fixierung. 

2. Einfluss anderer Cofaktoren als ATP. Bei Verwendung der durch 70% Am- 
moniumsulfatsattigung von den Cofaktoren abgetrennten Leberproteine sind neben 
dem ATP und dem ADP noch gewisse andere Nucleotide (ITP, CTP, GTP, UTP), 
Fructosediphosphat und Phosphoenolpyruvat wirksam. Die abgetrennte Fraktion 
tk2.5Y0 Sattigung baut dagegen Biotin auf enzymatischem Weg nur bei Gegenwart 
von ATP oder ADP in wesentlicherem Umfang ein. Wir nehmen daher an, dass die 
iibrigen Substanzen irn Vollextrakt einfach durch Regeneration des ATP wirksam 
sind. 

Wird der Extrakt von Mangeltieren wahrend einer Stunde mit ATP, aber ohne 
Biotinzusatz inkubiert und das markierte Biotin erst nach dieser Prainkubation 
zugesetzt, so entspricht die Menge des fixierten Biotins genau derjenigen von Mangel- 
tierextrakt ohne Inkubation und damit auch der von Normaltierextrakt bei Inku- 
bation oder Nicht-Inkubation. Diese Werte sind - wie oben erwahnt - bei Zusatz 
von 2 y Biotin sehr klein. Wir konnen daraus schliessen, dass bei der von uns als 
enzymatisch bezeichneten Fixierung nicht etwa wahrend der Inkubation rnit ATP 
Strukturen vorgebildet werden, an die sich das Biotin nachher anlagern kann, ohne 
dass das ATP am Einbauprozess als Cofaktor direkt beteiligt w2b-e. 

3. Verteilung des Biotin einbauenden Enzyms in der Zelle. Um die Verteilung des 
wirksamen Ferments in der Zelle zu studieren, haben wir das Homogenat der fraktio- 
nierten Zentrifugation unterworfen. Fig. 6 zeigt, dass in allen Fraktionen der Einbau 
nur bei Inkubation stattfindet. Beide Sedimente zeigen nur geringe Aktivitat ; da- 
gegen ist das Uberstehende auch nach der Sedimentation der Mikrosomen sehr 
aktiv. Man kann daraus schliessen, dass die fur den Einbau des Biotins verantwort- 
lichen Fermente ganz oder vorwiegend im Cytoplasma der Zelle gelost sind. 

4. Identifizierung des eingebauten Biotins. Urn festzustellen, ob bei unseren Ver- 
suchen tatsachlich Biotin als solches und nicht ein das Leitisotop enthaltendes 
Derivat am Eiweiss fixiert wird, haben wir das Eiweiss nach Inkubation rnit dem 
Radiobiotin durch saure oder enzymatische Hydrolyse abgebaut und im Hydrolysat 
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Fig.  6.  E i n b a u  von  [14C]-Bio2in i n  verschiedene Zell fraktionen. Mangeltier.  
J e  0,7 ml der Fraktionen, Endvolumen 1,25 ml. Zusatze: 1 pMol ATP, 7,2 pMol Fructosediphos- 

phat, 1 pMol MgCl,, 2 y Biotin. 

das Biotin durch Papierchromatographie und auf mikrobiologischem Weg zu identi- 
fizieren versucht. 

Wir verwendeten hierzu Eiweiss der Fraktion 25-50% Ammoniumsulfatsat- 
tigung, das mit ATP und 2 y Biotin inkubiert und in der ublichen Weise aufge- 
arbeitet worden war. Um die Aminosauren und Peptide zu entfernen, wurde das 
Hydrolysat nach Verdampfen der Salzsaure auf eine Kationenaustauschersaule 
(Dowex 50, H+-Form) aufgetragen, welche die Aminosauren zuriickhalt. Das Biotin 
wurde nit  Wasser aus der Saule ausgewaschen. Die Aminosauren und Peptide 
wurden mit Ammoniak nachtraglich ebenfalls eluiert und untersucht. Die mit Wasser 
von der Dowexsaule eluierte Radioaktivitat konnte auf dem Papierchromatogramm 
radioautographisch eindeutig dem freien Biotin zugeschrieben werden. (Daneben 
findet sich immer der Fleck des Sulfoxids). Die Aminosaurefraktion zeigte ebenfalls 
einen radioaktiven Fleck, wahrscheinlich ein biotinhaltiges Peptid. Dass im ammonia- 
kalischen Eluat auch noch eine gewisse, allerdings geringe Radioaktivitat gefunden 
wird, erstaunt deshalb nicht, weil nicht anzunehmen ist, dass die Hydrolyse unter 
den von uns gewahlten Bedingungen vollstandig war. 

Das durch die saure Hydrolyse freigesetzte Biotin konnte nicht nur durch Papier- 
chromatographie und anschliessende Radioautographie, sondern auch durch mikro- 
biologische Bestimmung identifiziert werden. Dabei zeigte die von der Dowexsaule 
mit Wasser eluierte Losung - wie Tabelle 2 zeigt - wachstumsfordernde Wirkung 
sowohl auf Saccharomyces cerevisiae als auch auf Lactobacillus arabinosus. 

Da Saccharomyces cerevisiae fur sein Wachstum nicht nur freies Biotin, sondern 
auch an Aminosauren und losliche Polypeptide gebundenes Biotin verwerten kann, 
Lactobacillus arabilzosus dagegen nur freies Biotin, darf aus der wachstumsfordernden 
Wirkung des Eluates geschlossen werden, dass ein grosser Teil des Biotins durch 
die saure Hydrolyse als freies Biotin zuruckgewonnen wird. 

Anstelle der sauren Hydrolyse haben wir das inkubierte und aufgearbeitete Eiweiss 
der Ammoniumsulfatfraktion 25-50% Sattigung auch enzymatischer Hydrolyse 
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Organismus 

Hyclrolyse durch 

Pepsin 

Biotinidase 
HCI ohne rnit 

Die Verdauung rnit Trypsin oder Chymotrypsin ergab ahnliche Resultate. Die 
Verhaltnisse werden bei Trypsin und Chymotrypsin noch dadurch kompliziert, dass 
diese beiden Verdauungsfermente nicht alles Eiweiss aufzulosen vermogen. Um fest- 
zustellen, ob der Biotingehalt in dem durch die Wirkung der beiden Verdauungs- 
fermente erhaltenen ((soluble bound biotin )) gleich war wie im nicht aufgelosten 
Anteil, wurde das nicht geloste Material zusatzlich rnit Saure hydrolysiert und das 
freie Biotin rnit LactobaciLlus arabinosus oder Saccharomyces cerevisiae bestimmt. 
Dabei zeigte sich, dass nach Trypsinverdauung der Biotingehalt des gelosten und 
ungelosten Materials einander entsprechen ; nach Chymotrypsinverdauung dagegen 
ist der Biotingehalt im gelosten Material wesentlich grosser. 

Im Zusammenhang rnit der Frage nach der Natur des im Eiweiss fixierten radio- 
aktiven Materials haben wir auch den eventuellen Einbau in das Eiweiss von [l4CC]- 
Hydrogencarbonat und [14C]-Acetat untersucht, denn es ware denkbar, dass diese 
Verbindungen aus dem Carboxyl-markierten Biotin entstehen konnten. Unter den 
zur Untersuchung des Biotineinbaus verwendeteri Versuchsbedingungen konnte 
aber weder ein Einbau von Hydrogencarbonat noch von Acetat festgestellt werden. 

5. K e i n  Austawsch des gebundenen ztnd freien Biot ins .  Wie wir oben erwahnt 
haben, l a s t  sich der enzymatische Einbau des Biotins nur in Extrakten beobachten, 

mit Pepsin, Trypsin und Chymotrypsin unterworfen und anschliessend mit Saccha- 
romyces cerevisiae und Lactobacillus urabinosm getestet. Wahrend die saure Hydro- 
lyse, wie schon erwahnt, freies Biotin liefert, liegt nach der enzymatischen Hydrolyse 
das Biotin hauptsachlich in Form des tsoluble bound biotin) (SBB) vor, wie es von 
THOWA & PETER SON^') beschrieben wurde, d. h. in Form biotinhaltiger Peptide. 
Lactobacillus arabinosus zeigt daher nach Zusatz der durch enzymatische Hydrolyse 
erhaltenen Losung kein Wachstum. Wir haben deshalb da:; durch enzymatische 
Verdauung gewonnene ((soluble bound biotin )) anschliessend einer mehrstundigen 
Einwirkung von Biotinidase unterworfen und dadurch tatsachlich - wie in Tab. 2 
dargestelIt - auch freies Biotin erhalten, das fur Lactobacillus arabinosws venvertbar 
war. Die Mengen freien Biotins, die man nach Pepsinverdauung und 16-stundiger 
Biotinidaseeinwirkung mit Lactobacillus arabinosus nachweisen konnte, entsprachen 
grossenordnungsmassig denjenigen, die im ((soluble bound biotin H nach Pepsin- 
verdauung allein, ohne anschliessende Biotinidaseeinwirkung mit Saccharomyces 
cerevisiae gemessen wurden. Biotinidase ist demnach imstande, den grossten Teil 
des im ((soluble bound biotin, enthaltenen Biotins freizusetzen. In Tab. 2 sind auch 
diese Resultate dargestellt. 

Tabelle 2. Biotinnachweis i.m Pvoteinhydrolysat nach Enkubation wait [I% ]-Biotin. 
Die angegebenen Biotin-Werte beziehen sich auf 5 mg Protein der zwischen 25 und 50% Ammo- 

niumsulfatslttigung ausfallenden Fraktion. Wertc in my. 



Volumen XLV, Fasciculus VI (1962) .- No. 215 7 843 

die von Mangelhuhnchen stammen. Die Proteine, an welche das Biotin gebunden 
werden kann, scheinen demnach beim Normaltier mit Biotin gesattigt zu sein und 
ausserdem scheint die Bildung der Biotinproteide ein irreversibler Vorgang zu sein, 
denn sonst musste eine Aufnahme von Radiobiotin durch Austausch moglich sein. 
Auch in vitro kann das enzymatisch fixierte Biotin nicht ausgetauscht werden. 

Schiitteln einiger mg aufgearbeiteten Eiweisses in 2 ml unmarkierter Biotin- 
losung (100y/ml) wahrend 60 Minuten vermag kein enzymatisch fixiertes Biotin vom 
Eiweiss abzutrennen ; die Zahlungen der Radioaktivitat vor und nach dieser Behand- 
lung stimmen genau uberein. Auch das spontan fixierte Biotin wird durch diese 
Behandlung nicht ausgetauscht und vom Eiweiss nicht abgetrennt. 

Fig. 7.  Einfluss verschiedener Hemwdof fe  auf den Biotzneinbau. Mangeltier. 
Gesamtextrakt 0,7 ml, Biotin 2 y, Endvolumen 125 ml, 1 Std. bei 38' inkubiert. 

6.  Hemmung des Biotineinbam dzGrch Biotinanaloge und durch Kom$lexon. Der 
enzymatische Einbau des Biotins in die Proteine des Lcbersxtrakts lasst sich durch 
gewisse biotinahnliche Verbindungen in hoher Konzentration hemmen. In Fig. 7 
sind zwei solcher Hemmversuche dargestellt. Da diese Versuche nicht mit Aceton- 
trockenpulver, sondern mit frischem Gesamtextrakt ausgefiihrt wurden, ist der Ein- 
bau des Biotins ohne Hemmstoffzusatz entsprechend der verschiedenen Auspragung 
des Biotinmangels bei den verwendeten Tieren etwas verschieden. Von den drei 
gepriiften Biotinanalogen ist das Homobiotin der starkste Hemmstoff. Er bewirkt 
schon bei Zusatz von 450 y eine Reduktion des Einbaus auf die Halfte und bei 
1200 y auf 10%. Nor- und Desthio-biotin verhalten sich ungefahr gleich, hemmen 
aber ,'weniger als Homobiotin. Diphenylhydantoin ergibt auch bei Zusatz von 1000 y 
gar keine Hemmung des Einbaus. 
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Prainkubation des Extraktes wahrend 30 Minuten vor Zusatz des markierten 
Biotins rnit Ribonuclease (500 y pro Ansatz) zeigt keine Hemmung des nachfolgenden 
Biotineinbaus. Der Biotineinbau ist demnach unabhangig vom Vorhandensein in- 
takter Ribosenucleinsauren. 

Zusatz von Komplexon (0,15 ml einer 0,Zbi Losung zum Ansatz) unterdriickt 
den enzymatischen Einbau vollstandig. Durch Ammoniumsulfat gefallte Protein- 
fraktionen bauen das Biotin auch ohne Zusatz von Magnesium- oder Schwermetall- 
Ionen ein. Wahrscheinlich geniigen dazu die an den Proteinfallungen haftenden 
kleinen Mengen. Wir haben dieses Problem nicht weiter verfolgt. 

Diskussion 
Die oben beschriebenen Versuche zeigen, dass in den Extrakten sich zwei ver- 

schiedene Mechanismen der Biotinfixierung unterscheiden lassen : Eine Reaktion, 
die spontan, nach kurzern Kontakt des Biotins rnit den Proteinen und unmittelbar 
anschliessender Denaturierung der letzteren eintritt, und ein enzymatischer, ATP- 
abhangiger Einbau. Der letztere last sich nur bei Biotinmangeltieren beobachten. 
Die spontane Fixierung dagegen ist unabhangig von Biotinmangel. 

Soweit sich auf Grund unserer noch beschrankten Erfahrung sagen lasst, ist die 
spontane Fixierung von Biotin eine Eigenschaft, die verschiedenen Proteinen, nicht 
nur den Lebereiweisskorpern des Huhnchens zukommt. Sie ist aber anclererseits 
keine allgemeine Eigenschaft der Proteine; denn auch aus der Leber lassen sich 
Proteinfraktionen abtrennen, welche keine Spontanfixierung zeigen. Offenbar sind 
ganz bestimmte Proteine mit Avidin-ahnlichen Eigenschaften fur diese Art der 
Bindung verantwortlich, die rnit der Eiweissfraktion 0-25% Ammoniumsulfat- 
sattigung ausfallen (vgl. Fig. 5). In  unseren Versuchen mit dem Gesamtextrakt 
wurden etwa 2-4% der zugesetzten Biotinmenge spontan fixiert. 

Fur die Bindung zwischen Avidin und Biotin haben FRL4ENKEL-CONRAT 11. 

Mitarb.lR) eine Diacylimid-Gruppe in Betracht gezogen, welche durch zwei Asparagin- 
oder Glutamin-Keste in geeigneter Lage gebildet wiirde und an welche das Biotin 
sich durch Wasserstoffbrucken anlagern konnte : 

C=O * .  . HN-C-C 

' I :s 
/ I  

Protein NH O=C 
\ & . . . HN-C-C 

Es ist aber fraglich, ob eine solche Annahme die Stabilitat der von uns beobachteten 
Verbindung gegen heisse Trichloressigsaure erklaren konnte. hloglicherweise wird 
die Bindung an das Eiweiss noch auf andere Weise stabilisiert. Wir haben beobachtet, 
dass bei Veresterung der Carboxylgruppe des Biotins mit Diazomethan keine spon- 
tane Fixierung mehr stattfindet ; doch bedarf dieser Versuch der Bestatigung. Wir 
haben ihn daher im experimentellen Teil nicht beschrieben. Eine gewisse Schwierig- 
keit bereitet auch die Erklarung der Konzentrationsabhangigkeit der spontanen 
Fixierung, wegen der Irreversibilitat des Prozesses. Man kann sich aber vorstellen, 
dass die Bindung an das Eiweiss erst im Moment der Denaturierung irreversibel 
wird. Die ganze Frage bedarf weiterer Abklarung. 

1s) H. FRAENKEL-CONRAT, N. S. SNELL & E. D. DUCAY, Arch. Biochem. Biophysics 39,97 (1952). 
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Beim ATP-abhangigen, enzymatischen Einbau des Biotins kann man annehmen, 
dass es sich um die Rildung einer Ester- oder Amidbindung der Carhoxylgruppe 
handelt. Da das Biocytin die Struktur eines Biotinyllysins besitzt, ist die letzte 
Annahme wahrscheinlicher. Wie oben erwahnt, lasst sich das Biotin aus dieser Ver- 
bindung durch Saurehydrolyse wieder abspalten. Es ware denkbar, dass die Ak- 
tivitat des Proteins ganz oder teilweise von einem Abbauprodukt des Biotins her- 
riihrt, welches z. B. in Form einer Aminosaure eingebaut werden konnte. Dies 
scheint aber nicht der Fall zu sein. Als Abbauprodukte von Carboxyl-markiertem 
Biotin kommen vor allem CO, und Acetat in Frage. Nach Zusatz von [14C]-Acetat 
oder [14C]-Hydrogencarbonat wurde aber in unsern Ansatzen keine Aktivitat in die 
Proteine eingebaut. Fur die Spezifitat des enzymatischen Biotineinbaus spricht auch 
die Tatsache, dass es sich durch Biotinanaloge hemmen lasst (Fig. 7). 

Von besonderem Interesse ist die Tatsache, dass sich der enzymatische Einban 
nur bei Mangeltieren beobachten lasst. Offenbar werden bei Biotinmangel die Pro- 
teine, an welche das Biotin als prosthetische Gruppe gebunden wird, noch gebildet, 
wenn vielleicht auch, wegen der allgemeinen Verlangsamung der Proteinsynthese, 
in geringerer Menge als beim Normaltier. Wegen des Biotinmangels konnen sie aber 
nicht in die Biotinverbindungen ubergefuhrt werden. MISTRY 19) hat gezeigt, dass bei 
Biotinmangel in der Hiihnerleber das freie 13iotin vollstandig verschwindet. Die 
Bildung der Biotinproteide ist aber moglich, wenn der Extrakt mit uberschussigem 
Biotin ilz vztro inkubiert wird. Reim Normaltier sind offenbar alle Proteine mit 
Biotin gesattigt, und es findet unter den Bedingungen unserer Versuche auch kein 
Austausch zwischen freiem und gebundenem Biotin statt ; daher kann man beim 
Normaltier auch keinen enzymatischen Biotineinbau nachweisen. 

Es ist wenig wahrscheinlich, dass der Riotineinbau unmittelbar mit der Protein- 
synthese verknupft ist. Wir haben gezeigt, dass auch das Uberstehende der Extrakte 
nach Zentrifugation bei 100000 g noch zum Einbau befahigt ist (Fig. 6) ; im Gegensatz 
zur Eiweissynthese hangt der Vorgang also nicht von den Mikrosomen ab. Ausserdem 
wird er durch Chloramphenicol nicht gehemmt. 

Wir haben im experimentellen Teil erwahnt, dass in der durch Fallung der Ge- 
samtproteine mit Ammoniumsulfat gewonnenen Fraktion neben dem ATP noch 
eine Reihe anderer Phosphorsaureverbindungen als Cofaktoren wirksam sind. Dazu 
gehoren einmal die Triphosphate des Inosins, des Cytidins, des Guanosins und des 
Uridins. Wir konnen nicht angeben, worauf die Wirksamkeit dieser andern Tri- 
phosphate beruht. Sie konnen zwar kleine Mengen von ATP als Verunreinigung 
enthalten. Da aber bereits die Verminderung des ATP-Zusatzes von 1 pMol auf 
0,l pMol pro Ansatz zu einer Verminderung des Einbaus fuhrt, ist es nicht walir- 
scheinlich, dass die Wirkung der iibrigen Nucleotide auf einer Verunreinigung durch 
,4TP beruht. Noch schwierigcr zu erkkren ist die Wirkung des Fructosediphosphats, 
welches im ungereinigten Extrakt und in gewissen Fraktioncn ebenso wirksam ist 
wie ATP. Da das Hcxosediphosphat aber in der durch 25% Ammoniumsulfat- 
sattigung fallbaren Fraktion nur wenig wirksam ist, nehmen wir an, dass es im 
Rohextrakt und den iibrigen Fraktionen in irgendeiner Weise der Regeneration 
des ATP dient, das in diesen Fraktionen enthalten ist. Ahnliches kann auch fur die 
- 
19) S. P. MISTRY, perdnl. Mitteilung. 
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obcn genannten Triphosphate gelten. Phosphoenolpyruvat ist unter den gleichen 
Redingungen nur wenig wirksam. 

Es cntsteht nun noch die Frage, welches die Natur der enzymatisch gebildeten 
Biotinproteine ist. Zum Teil handelt es sich zweifellos um Biotinenzyme. In  Ver- 
suchen, die wir in einer folgenden Arbeit beschreiben werden, haben wir gefunden, 
dass die Acetyl-CoA-carboxylase in Extrakten aus der Leber von Mangelhuhnchen 
sich durch Inkubation mit Biotin reaktivieren lasst. Ahnliche Resultate haben in 
jiingster Zeit NEUJAHR & M I S T R Y ~ ~ ) ,  Kosow &  LANE^^), sowie COON u. Mitarb.22) 
bei dcr Propionyl-CoA-carboxylase aus der Saugetierleber erhalten. Diese Autoren 
liaben auch Anhaltspunkte dafiir gefunden, dass in den Riotinenzymen das Biotin 
wie im Biocytin an Lysin gebunden ist. 

Wir mochten Herrn Prof. ~ . W I S S  von der Firma HoFFuaNN-La ROCHE, Basel, fur die uber- 
lassung des Radiobiotins unseren verbindlichstcn Dank aussprcchen. 

SUMMARY 

The fixation of carboxyl-labelled biotin by chicken liver homogenate has been 
studied. Two independent mechanisms could be shown to exist : the first, a spon- 
taneous and concentration dependent one, could be compared with the fixation 
of biotin to avidin. It is operative in extracts from both normal and biotin-deficient 
animals. The second one, enzymic, requiring incubation in the presence of ATP, is 
inhibited by biotin analogues and can only be detected in extracts from biotin- 
deficient animals. Part of the biotin-proteins formed are enzymes. The proteins 
responsible for the spontaneous and for the enzymic fixation of biotin could partly 
be separated by ammonium sulfate fractionation. 

Riochemisches Institut der Universitat Zurich 

2n) H. V. NEUJ-4HR & S. P. MISTRY, Federation Proc. 21, 239 (1962). 
21) L). P. Kosow I% M. D. LANE, Biochem. Research Comm. 5, 191 (1961); Federation Proc. 21. 

22) J.  1,. FOOTF., J. E. CHRISTNER & M. J. COON, Federation Proc. 27, 239 (1962). 
286 (1962). 




