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140. Reaktivierung der Fettsauresynthese 
beim Biotinmangelhuhnchen durch Biotinzugabe in vitro 

von F.v. Schulthess und F. Leuthardt 

(20. 1V. 63) 

Wie wir fruher mitgetcilt lidbenl) wird radioaktives Biotin bei Inkubation mit 
Leberextrakten von Biotinmangclhuhnchen in Anwesenheit von Adenosintriphosphat 
in das Eiweiss eingebaut. Man kann annehmen, dass es sich bei den Proteinen, an 
welche unter diesen Bedingungcn das Biotin angelagert wird, um die Apoenzyme 
von Biotinenzymen handelt. In den letzten Jahren wurden mehrere derartige 
Fermente bekannt, so die /3-Methylcrotonyl-Coenzym-A-Carboxylase z ) ,  die Pro- 
pionyl-Coenzyrn-A-Carboxyla~e~), die Methylmalonyl-Coenzym-A-Oxalacetat-Trans- 
carboxylase 4, und die Pyruvat-Carboxylase 5). Daneben wurden aber auch Enzyme 
gefunden, deren Aktivitaten beim Hiotinmangelhuhnchen herabgesetzt sind, so 
das ccmalic enzyme o von OCHOA~)  und die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase '), 
die jedoch kein Biotin enthalten8). WAKIL und Mitarbeiter haben den Nachwcis 
erbracht, dass die Fettsiiuresynthese vom Biotin abhangig ist 9) ; der Reaktions- 
mechanismus des Riotins wurde von LYNEN u. Mitarb. aufgeklart2). Das an der 
Fettsauresynthese beteiligte biotinhaltige Enzym ist die Acetyl-Coenzym-A-Carboxy- 
lase, welche die Carboxylierung des Acetyl-Cocnzyms A zu Malonyl-Coenzym A 
ermijglicht lo). Bei Biotinmangeltieren liegt ein Teil der Acetyl-Coenzym-A-Carboxy- 
lase wahrscheinlich in Form des inaktiven Apoferments vor; damit ist die Bildung 
von Malonyl-Coenzym A und, da diese Carboxylierung der geschwindigkeitsbestim- 
mende Schritt der Fettsauresynthesc ist 11), die Bildung der hoheren Fettsauren 
gehemmt. Es stellt sich nun im Hinblick auf unsere friiheren Versuchel) die Frage, 
ob durch Zugabe von Biotin in vitro die Acetyl-Coenzym-A-Carboxylase reaktiviert 
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und damit die Bildung von Malonyl-Coenzym A und der hoheren Fettsauren normali- 
sicrt werden kann. Wir haben daruber in einer kurzen Mitteilung berichtet l a ) .  Fur 
unsere Versuche haben wir iin wesentlichen das von WAKIL & TIETZ beschriebene 
System der Fettsauresynthese benutzt 13). 

Material und Methoden 
1. I'ersuchstieve: Frisch gcschliipfte Kiicken wurden mit einem iiblichen Kiickenfuttcr (Car- 

nogen Kiickenfuttcr, N E U M ~ J H L E  Baar, Z G )  nncl ciner Zulage von 20% rohem Hiihncreiweiss auf- 
geeogen. Nach 4-6 Wochen zeigten die Tiere ausgesprochene Symptome der Biotinhypovitami- 
nose: WachstumsverzGgerung, Dermatitis, struppiges lcederkleid, Parakeratosc des Schnabels 
und der Fiisse, subepidermale Hamorrhagien, Diarrhoe usw. 

2. Herstellung der Extrakte: Die Tiere wurden dekapitiert, die Lebern sofort entnommen und 
auf 4°C gckiihlt. Das Lebergewebe wurde dann mit cinem cisgckiihlten Phosphat-Hydrogen- 
carbonat-Puffer14) im Verhaltnis 1 : 1,5 (Gewicht/Volumcn) vcrsetzt und wahrend einer Minute 
im Turmix homogenisiert. Zur Entfernung der Zellkernc und Mitochondrien wurde das Homogenat 
15 Min. bei 3000 g zentrifugiert. Das uberstehcndc wurde zur Entfernung der Mikrosomeu 30 Min. 
bei 104000 g zentrifugiert (SPINCO Ultrazentrifugc, Model1 L). Alle diese Operationen wurden bei 
ciner Temperatur unter 4" ausgefiihrt. Das Uberstehende des Ultrazentrifugates, im folgenden 
Gesamtextrakt genannt, wurde als solches verwendct oder fraktioniert. 

3. Fraktionierung des Gesumtextraktes: Das Gesamtcxtrakt wurdc durch Zusatz von festem 
Ammoniumsulfat bei 0" fraktioniert, und es wurdcn die Fraktionen von 0-30y0 (Fraktion l), von 
3040% (Fraktion 2) und von 50-65% (Fraktion 3) verwendet15). Die bei einer Sattigung von 
40-50y0 Ammoniumsulfat ausgefallenen Proteine wurden nicht vcrwendet. Die ausgefallenen 
Proteine wurden nach 30 Min. standigem Umriihren bei 10000 g sedimentiert und der Nieder- 
schlag in einem 0 , 0 2 ~  K-Phosphatpuffer von p H  7.0 unter Zusatz von 0,005 Mol/l reduziertem 
Glutathion aufgenommen. Die Fraktionen wurden schliesslich wahrend ungefahr 4 Stunden gegen 
einen 0,005 M K-Phosphatpuffer von pH 7,O dialysiert und anschliessend verwendet. Alle diese 
Schritte wurden bei Temperaturen unter 4" vorgenommen. Die Proteinbestimmungen wurden 
nach der Biuretmethodel'j) ausgefiihrt. 

4. Ansutze. 1 ml des Inkubationsgernischcs cnthielt: 8 pMo1 Na-Acctat (0,5 pCurie), 0,4 pMol 
Coenzym A, 8 pM01 Adenosintriphosphat, 1 pMol MnC12, 30 pMol reduziertes Glutathion, 0,5 pMol 
Diphosphopyridinnucleotid, 0,6 pMol Triphosphopyridinnucleotid, 40 pMol Glucose-1-phosphat, 
20 pMol tertiares Natriumisocitrat, 60 pMol K-Phosphat pH 7,0, 16 pMol KHCO,, und je nach 
Versuchsanordnung 10 y &Biotin und 1 pMol MgCl,. Das pH des Ansatzes wurde auf 7.0 einge- 
stellt. Die Ansatze enthielten je nach Versuch pro ml 20 mg Protein des Gesamtextraktes oder 
2 mg Protein der Fraktion 1, 1,2 mg Protein dcr Fraktion 2 und 2,5 mg Protein der Fraktion 3. 

5 .  Inkubat ion:  Alle Ansatzc wurden aerob bei 37" inkubiert. 
6. Aufarbeztung: Die Reaktionen wurden durch einen Zusatz von 1 ml frisch hergestellter 

alkoholischer Kalilauge unterbrochen und das Gemisch 30 Min. im siedenden Wasserbad verseift. 
Nach Ansauern mit 1 ml 3 , 6 N  HC1 wurden die Fettsauren mit 3mal 5 ml Pentan extrahiert und 
die vercinigtcn Extrakte dreirnal mit 5 ml 0.05-proz. Schwefelsaure gewaschen. Die Pentanphase 
wurde schlicsslich in Probenglaschen der ((Liquid Scintillatiori counters I) (PACKARD Instr.) zur 
Trockenheit eingedampft. Dcr Riickstand wurde in ca. 10 ml Szintillatorliisung gelost und gczahlt. 
Die Szintillatorlosung cnthielt pro Liter Toluol p .  a. 4 g 2,5-Diphenyloxazol und 100 mg 1,CBis- 
2-(5-phenyloxazolyl)-benzol. Die Ztihlausbcutc lag zwischen 55 und 60%. 
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Acetateinbaa in die Fettsauren von Hdhnchen 
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Abszisse: Zcit in Minutcn. 
Ordinate: Acetateinbau in die Fettsauren. 

x Normaltiere; L! Mangeltiere+ Biotin, 
o Mangeltiere. 

I = Mangeltierfraktionen 1, 2 und 3 
I1 = Mangeltierfraktionen 1, 2 und 3 

I11 = Normaltierfraktionen 1, 2 und 3 
+ 10 y Biotin 

1 i I 
Fig. 3 

Inkubation 2 Stunden bei 37" 

Einbau in % 

3 

,1 Fig.. 4 iri 

- - 
I = Mangeltierfraktion 1, Normaltierfrak- I = Mangeltierextrakt 

tionen 2 und 3 I1 = Mangeltierextrakt 
I1 = Mangeltierfraktion 2, Normaltierfrak- + denaturiertes Avidin 

tionen 1 und 3 111 = Mangeltierextrakt + Avidin 
711 = Mangeltierfraktionen 2 uncl 3, Inkubation 2 Stunden bei 37" 

Normaltierfraktion 1 
IV = Mangeltierfraktionen 1 und 2, 

Normaltierfraktion 3 
Inkubation 2 Stunden bei 37" 
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Ergebnisse 

Auf Grund der als Acetat zugegebenen und als Fettsauren wieder extrahierten 
Radioaktivitat liess sich die Grosse des Einbaus resp. der Fettsauresynthese berechnen. 
Die Zeitkurve in Fig. 1 zeigt, dass die Fettsauresynthese im Gesamtextrakt der 
Mangelhuhnchen stark reduziert ist gegenuber der Synthese im Gesamtextrakt des 
Normaltieres. Nach zwei Stunden Inkubation betrug der Einbau beim Normalhuhn 
8,3% der zugesetzten Aktivitat, beim Mangelhuhn jedoch nur 5,0y0. Ein Zusatz 
in vitro von 10 y Biotin je ml des Ansatzes verbessert die Synthese eindeutig, namlich 
nach zwei Stunden Inkubation auf 6,5% der zugesetzten Aktivitat. Wird mit dem 
Biotin noch 1 pMol MgC1, zugefiigt, so bleibt die erwahnte Steigerung vollstandig 
aus. Dies erklart sich durch die Hemmung der Propionyl-Coenzym-A-Carboxylase 
durch Mg++, wie sie von Kosow &  LANE^') beobachtet worden ist. Wir haben dieses 
Problem aber nicht weiter verfolgt. 

Figur 2 zeigt, dass sich das gleiche Resultat mit dem fraktionierten und rekombi- 
nierten Gesamtextrakt reproduzieren liess : Wahrend die Fraktionen des Normal- 
tieres nach 2 Stunden Inkubation 4% der zugesetzten Aktivitat eingebaut hatten, 
betrug der Einbau bei den entsprechenden Fraktionen der Mangeltiere nur 2,1yo. 
Das in vitro den Fraktionen der Mangeltiere zugesetzte Biotin steigerte den Ein- 
bau auf 3,5%. 

Durch die Kombination der Mangeltier- und Normaltier-Fraktionen unterein- 
ander liess sich zusatzlich zeigen, dass die fur die erniedrigte Synthese wahrscheinlich 
verantwortliche Fraktion die Fraktion 1 ist. Denn in den Ansatzen, bei welchen die 
Fraktion 1 von Mangeltieren stammt, ist der Einbau gegenuber der Norm wesentlich 
reduziert, wahrend der Einbau wenig verandert ist, wenn die Fraktion 1 vom Normal- 
tier stammt. Diese Feststellung stimmt mit der Beobachtung von WAKIL uberein, 
nach der die biotinhaltige Acetyl-Coenzym-A-Carboxylase in der Fraktion 1 ent- 
halten ist. In Fig. 3 sind diese Resultate zusammengefasst, auf deren eingehendere 
Interpretation aber vorlaufig verzichtct wird. 

Dass die Fettsauresynthese beim Mangeltierextrakt nur reduziert, aber nicht 
auf Null abgesunken ist, lasst schliessen, dass trotz dem Biotinmangel noch eine 
gewisse Menge aktiver Biotinenzyme gebildet werden kann. Wurde ilz vitro Avidin 
(hergestellt nach la)) zum Mangeltierextrakt zugesetzt, so liess sich der Einbau noch 
weiter senken, wahrend denaturiertes Avidin keinen Einfluss auf die Fettsaure- 
synthese beim Mangeltierextrakt zeigte (Fig. 4). 
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SUMMARY 

Liver extracts of Biotin-deficient chicken, compared with extracts from normal 
chicken, show a reduced rate of synthesis of fatty acids. This reduced synthesis 
can be normalized by an in vitro addition of a-biotin. We may conclude that the 
synthesis of active acetyl-CoA-carboxylase from the inactive apoenzyme is possible 
in vitro. 
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