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12. Fixation spontanke de la biotine a une protkine 
d a m  le &rum humain 

par  M. Vallotton, U. Hess-Sander e t  F. Leuthardt 

(30 XI 04) 

Dks le dkbut des recherches de notrc Institut sur la fixation de la biotine aux pro- 
tCines extraites du foie de poule, nous avions 6tC frappks par l’importance d’une 
fixation spontanCe s’effectuant encore i. 4 O ,  sans l’aide d’aucun cofacteur et en quel- 
qucs secondes [l]. Par la suite nous avons toujours dB tenir compte de cette fixation 
lors des essais d’incubation, pour le calcul de la proportion d’incorporation enzy- 
matique de ce coenzyme [2]. C’est la raison pour laquelle nous avons continu6 i. nous 
intkresser - A c8t6 de nos recherches principales - 2 cette fixation spontanke; cela 
nous a permis de dCcouvrir qu’une fraction protCique dCtermin6e du sCrum humain 
possCdait la propriCt6 de fixer la biotine [3]. Ce sont les rCsultats obtenus avec le 
sCrum humain que nous rapportons ici plus en dCtail. 

Nous avons recouru k deux mCthodes : lo la dialyse d’dquilibragc, 2” la filtration 
sur gel de dextran (Sephadex). 

3 Dialyse d’iquilibrage 
Mdthode: 1 ml de la solution de prot6ine est mise dans un sac dc clialyse que l’on plonge clans 

un  petit ERLENMEYER (12 ml) contenant une solution de NaCl isotonique 21 laquelle la biotine-[14C2 
a dt6 ajoutee. Un agitateur magnetique assure une agitation constante. LopCration s’effectue A 
40. L’Cquilibre est atteint vers la l Z e  heure, mais nous awns  toujours attcndu 24 21 36 h pour 
assurer B l’dquilibrage une marge suffisante. A la fin de la dialysc, des fractions aliquotes du con- 
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tenu d u  sac de dialyse e t  du liquidc baignant celui-ci sont pipatCes, e t  leurs radioactivitks sont 
mesurCes au comptcur A scintillation (TRT-CARE, P.\CKARD) aprks corrcction & l’aide d’un ktalon 
d’acide benzoique radioactif. 

rnp mole Rfo~fn%[“C]/Inl 

Fig. 1. I)zali,s? d’e‘quilibrage entre la b i ~ t i n e - [ ~ ~ C ]  et 1,0 ml de sSrztm humain -&A- 
o u  7,O ml d’avidine (600 y m l )  -0-0- 

lbcisse : concentration finale de la biotine-]l*C[ libre. 
Ordonnke : concenttation finale de la biotine-[14Cj litc aux  protkines. Biotine-Ii4CC[ - Proteinc 
signifie: biotine like A unc protcinc. 

Iie‘sultats. La fig. 1 indique la fixation de la biotine-[14C], en fonction de sa con- 
centration, aux protkines sCriques comparde & sa fixation par une solution de 600 ,ug/ml 
d’avidine (NUTRITIONAL BIOCHEMICAL CORPORATION, env. 250 U/mg) . 

Si l’on compare le pourcentage de fixation calculC selon la formule suivante [4] : 

on obtient les droites de la fig. 2,  d’oii l’on tire la conclusion que m&me aux plus 
faibles concentrations de biotine celle-ci n’est pas fix6e intkgralement aux protkines 
sPriques et que la quantitC absolue de biotine fixCe continue B s’Clever avec sa concen- 
tration m&me aux concentrations ClevCes, la droite pour la fixation par les protCines 
skriques s’abaissant extr6mement peu. 

fixahon 

036 072 18 36 72 

rnp moletJi0hne-~Cj/ml 

Fig. 2. Pourcentages de f ixat ion resp. SUY le se’rum humain (-A-A-) et sup l’avidine (-c-o-) eiz 
foxr t ion cie la conceiztration f inale  de biotine-[14C] libre, obtevzus b partir des ualeurs de la f ig .  7 S P I O I I  

la formule indique’e dans le texte 
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Si on porte dans un graphique en abscisse la rhciproque de la concentration cte 
biotine libre et en ordonnCe la rbciproque de la concentration de la biotine like aux 
protkines aprbs Cquilibrage, on obtient une droite ; le point d’intersection de cette 
droite avec l’axe des ordonnkes indique la concentration maximum que peut atteindre 
la fixation skrique de la biotine [4]. Nous obtenons ainsi une valcur de 4 nmoles/ml 
de d r u m  soit environ 1 p g  de hiotinelml (fig. 3) 

I d . . , . , ,  
0 1  02 03 OG 06 06 07 08 

‘Imp mole smne-[Kc]/rni 

Fig. 3.  Iieprksentatzor~ graehique de la f ixat ion de la hiotine-[l4Gj aux protkines se’riyues, obtenue e ~ z  
veportant en  ordonne’e et abscisse la rtciproque des ualeurs de la fag. 1 pour le sdrz rn~ 

1,s linearit6 inclique l’homogCnCit6 cles groupes prot6iqucs responsables de la fixation de la biotine, 
c t  I’intersection dc la droite avec l’axe des ordonn6es donne la rhciproque de la concentration 

maximum de la biotine fix& dans le s6rum. Celle-ci est de 4 nmolelml. 

‘ 280 
5 0” 

’ 0” 

00 

Fig. 4a. SPparataon par filtration sur gel de 
7 3  ml de s t ram sur colonne de Se’phadex G-200 
(6Ox1,6ml) avec Tris-HClO,lhi+ N a C l 0 , 2 ~ ,  

P H  7,4 
Fractions tle 1,s ml/h environ. 

Fig. 4b. I?dsultuts des Plertrophortses sur ami-  
dolt (tampon borate 0 , 0 2 5 ~ ,  pH 8,6 360V. 2h) 
et des inimuno-dlectrophordses des 3 p i c s  obtenus 

par  chromatographie sur Sephadex G-200 
( f ig .  4u). Voir texte. 
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2” Filtration SUY gel de dextran 

129 

MBthode: Nous avons opCrC sur des prises de 1,0 & 1,s ml de &rum humain que nous avons 
sCparCes en trois fractions en les faisant passer au travers d’une colonne (env. 60 x 1,6 cm) de 
Sephadex G-200 (PHARMACIA, Uppsala) CquilibrCe et  l a d e  avec du tampon Tris-HClO,lM + NaCl 
0 , 2 ~  pH 7,4 selon la technique 1Cgkrement modifiCe de KILLANDER & FLODIN [5]. Les fractions 
ont C t B  recueillies 8. raison de 1,5 ml/h en moyenne. Nous obtenons ainsi une excellente skparation 
parfaitement reproductible en trois pics distincts (fig. 4a) dont l’analyse par dectrophorkse sur 
amidon et  par immuno-electrophorksel) (fig. 4b) donne des rCsultats tout 8. fait concordants avec 
ceux de FLODIN & KILLANDER [6], KILLANDER & FLODIN [5], GELOTTE [7] e t  FIREMAN et  coll. [8]. 
Le premier pic contient principalement des y-globulines de type 19S, des p1- et des B2-, peu de 
BZA-, pas de BlS-, enfin des a2M-globulines. Le deuxikme pic renferme surtout des y-globulines 
de type 7S, des BlS- et  BZA-, peu de B2M, mais on n’y trouve ni B1L- ni a2M-globulines. Enfin 
le troisikme pic contient toutes les albumines, la sidCrophylline (transferrine), les cd- et a2-globu- 
lines. 

En ajoutant 8. l’kchantillon de sBrum 20 8. 30 y de b i ~ t i n e - [ ~ ~ C ]  sous diverses conditions nous 
avons pu repkrer la fraction protkique responsable de la fixation spontanke. La radioactivitC de 
chaque fraction est mesurCe avec un compteur de GEIGER-MULLER 8. courant gazeux; sur une 
fraction aliquote dc 50 pl dCposC sur un tissu dc cellulose extra mince et  sCchCe sur ce tissu. 

Rbultats .  Comme nous l’avons dCjA publik [ 3 ]  c’est une fraction migrant avec le 
troisikme pic qui fixe la biotine lorsque shum et biotine sont mClangks sans autre 
adjonction (fig. 5). Ce pic demeure unique et franc lors de la rechromatographie sur 

Fig. 5. Se‘parataon par filtration SUY gel de I ,5 llzl de sdrum h u m a i n  additionne’ de  20 y de biotine-[14C~ 
Courbe en trait plein: concentration en protkine lue au photomktre BECKMAN 8. 280 nm. 

Courbe en tirets: radioactivitC en cpm/ml. 

la m&me colonne. Un autoradiogramme de I’ClectrophCrogramme obtenu avec cette 
fraction montre que la radioactivitk est liCe A la bande des albumines (zone noire non 
hachurCe de la fig. 4b). Malheureusement cette radioactivitk est trop faible pour &re 
mise en kvidence par autoradiographie sur l’immuno-electrophkrogrammel) dans des 
dClais normaux. Cette fraction radioactive n’est pas prkcipitable par l’immun-skrum 
anti-albumine. D’autre part une chromatographie sur Sephadex G-200 d’une solution 

1) Nous tenons 8. remercier vivement le Prof. W. HITZIG et Mlle DIENER pour l’exkcution et  
I’interprCtation des immuno-6lectrophorkses (Immunchemisches Laboratorium des Kinder- 
spitals Zurich). 

9 
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A 5% d’albumine humaine lyophilisCe, additionnCe de biotine-[14C] n’a r6vClC pour 
cette albumine aucun pouvoir de fixation de biotine. 

Nous nous sommes demand& si cette fixation serait due a la prksence, dans le 
sCrum, d’une protCine de m&me nature que l’avidine. L’avidine elle-meme, conform& 
ment B son poids molkculaire de 66 000 - 69 000, migre avec le troisicme pic lorsqu’elle 
est chromatographiCe sur Sephadex 200 en prCsence de &rum humain (fig. 6) mais, 
en revanche, elle migre avec les y-globulines lors de l’klectrophorbe sur papier ou 
sur amidon. La protCine sCrique fixant la biotine et l’avidine sont donc deux protdines 

€280 

- 300 

. a a  

! I  I 

Fig. 6. Stparation par filtration sur gel de 1,5 ml de strum humain additionnd de 1.0 mg d’avidine 
et de 20 y de biotzize-rl4C] 

M&me lCgendc que dans les figures prdcCdentes. 
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Pig. 7. Sdparation par filtration sur gel de 1,5 ml de strum humain pre’alablement oxydd par Ee N- 
bromsuccinimide 

L’oxydation des restcs de tryptophane modifie fortement l’aspect de la courbe des protiines lue 
au photombtre 8.280 nm, I’absorption n’Ctant pratiquement due plus qu’aux seuls restes de tyro- 

sine 200 fois moins touchkc par I’oxyclation. La biotine n’est pratiquement plus fixie. 
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distinctes tout en ayant B peu pr&s le mgme poids molkculaire et la m6me facultk de 
fixer la biotine. 

Selon les travaux de GREEN [9] la fixation de la biotinc sur l'avidine s'effectue par 
l'intermkdiaire de restes de tryptophane. La dbmonstration en a k t k  faite par spectro- 
photomktrie diffkrentielle avant et aprks adjonction de biotine et par titrage spectro- 
photomktrique de l'avidine par la biotine avant et aprks oxydation spkcifique des 
restes de tryptophane. de l'avidine par le N-bromosuccinimide. Le degrk de fixation 
dc la biotine aux protkines skriques est trop faible pour permettre l'utilisation des 
mkthodes spectrophotomktriques. En revanche la skparation des protkines skriques 
soumises & l'oxydation spkcifiques des restes de tryptophane par le N-bromosuccini- 

Fig. 8 .  Se'paration par f i l t ~ a t i o n  SUY gel de 1,5 ml de se'rum hunzain pre'alablement de'nature' A I'urPe 
(0,5 ml de sol. sat.) et additionne' de 20 y de biotine-[14C] 

M&me Mgeude yue pour la fig. 5.; . . . . . = urCe. 

E280 

- 3w 

Fig. 9. Rechromatographie par filtration SUY gel d u  p ic  3 de la f ig .  4u Prdalablement de'nature' Ci l'urde 
et additionnd de 5 y de b i ~ t i n e - [ ~ ~ C ]  
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mide en solution d’urke & O M  selon RAMACHANRANE [lo] et FUNATSU et coll. [ l l ]  nous 
a montrC qu’aprb cette oxydation, la fixation de la biotine Ctait pratiquement abolie 
(fig. 7). Le titrage du tryptophane selon SPIES &- CHAMBERS [la] a donnC des valeurs 
4 fois plus petites aprks oxydation. 

Dans nos prCcCdentes communications [l] [3] nous signalions que la dCnaturation 
b l’urCe des protCines sCriques doublait 8 peu pr&s le pouvoir de fixation de biotine. 
La skparatioii des protkines skriques de 1 ml de skrum, dCnaturkes par l’action de 
0,s ml d’une solution satur6e d’urCe pendant plus d’une heure, a rCvC1C que l’augmen- 
tation du pouvoir de fixation ktait due au fait qu’une fraction protCique du ler pic 
(inactive avant la dknaturation) fixait la biotine aprbs dknaturation. La fixation aux 
protkines du 3“ pic, tout comme l’aspect gknCral de la courbe de chromatographie des 
protCines restent pratiquement inchangks (fig. 8). Pour nous assurer qu’il ne s’est 
pas agi d’une aggrkgation, produite sous l’effet de l’ur6e [13], de protkines A faibles 
poids mol6culaire, nous avons rechromatographi6 les protCines du 3“ pic de la fig. 4a 
aprtk les avoir dCnaturCes Q l’urCe et mClangCes avec de la biotine-[14C]. La fig. 9 
montre qu’elles rkapparaissent bien sous forme d’un seul pic aprhs le mCme volume 
de rCtention qu’avant la dknaturation. 

Finalement nous avons CtudiC l’influencc de la modification de certains groupe- 
ments de la mol6cule de biotine, sur la fixation spontanke de celle-ci aux protkines 
skriques. LexpCrience montre que l’ester mCthylique de la biotine-[14C] n’est pas fix6 
par les protkines sCriques et que la desthiubiotine non radioactive n’inhibe pas la fixa- 
tion de la biotine radioactive et n’est donc pas non plus fixke. 

Conclusions, - On sait que diverses protCines ont la propriCtC de fixer spontank- 
ment et irrkversiblement la biotine [l] [3] par une liaison trks forte qui rCsiste au 
traitement 8 l’acide trichloracktique 20%. Nous avons pu montrer qu’une fraction 
protCique du sCrum humain possCdait Cgalement cette facult&. Vu la stabilitC de cette 
fixation nous ne pensons pas qu’il s’agisse 18 d’une fonction de transport, comme 
les protkines du sCrum l’exercent vis-8-vis de tant d’autres substances [14] - A moins 
qu’un systbrne enzymatique n’assure la 1ibCration de la biotine. La fraction protCique 
responsable de cette fixation migre 8 travers une colonne de Sephadex G-200 et 8 
l’klectrophorcise sur amidon ou sur pspier, avec les albumines dont elle parait toutefois 
se distinguer, car elle n’est pas prkcipitablc par l’immuno-sCrum anti-albumine. La 
fraction protkique en question est Cgalement distincte de l’avidine puisque celle-ci 
migre A l’klectrophorkse avec les y-globulines. Toutefois, comme dans le cas de 
l’avidine, l’oxydation des restes de tryptophane supprime toute capacitC de fixa- 
tion. Des essais de comparaison des produits d’hydrolyse enzymatique des complexes 
a~idine-biotine-[~~C] et sQ~m-biotine-[~~C] n’ont pas fourni des rksultats concluants ; 
les chromatogrammes bidimensionnels (sur papier) des peptides Ctaient bons, mais 
dans le cas du sCrum la radioactivitb Ctait trop faible pour pouvoir &re repCr6e dans 
des dklais convenables. Le problkrne de la nature exacte de cette substance de type 
avidine et de sa parent6 avec d’autres protCines du m$me genre comme la strepta- 
vidine produite par certains microorganismes [15] reste donc entier. 

Nos remerciements vont ?I la Maison HOFFMANN-LA ROCHE & CID., S.A., Bale, pour la bio- 
tine radioactive fournie gCnkreusement, et  aux laboratoires de la Croix-Rouge de Bcrne et  Zurich 
pour le sCrum humain e t  l’albumine humaine 1yophilisCe remis gracieusement. 
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SUMMARY 

Biotin has been found to be bound spontaneously and irreversibly by a protein 
fraction from human serum. The nature and characteristics of this fraction are studied 
with thc help of dialyse-equilibration and gel-filtration on Sepliadex G-200. 

Biochemisches Institut der Universitat Zurich 
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1 13. Organische Phosphorverbindungen XVII 
Darstellung von Alkylen-bis-phosphonsaurechloriden 

und Alkylen-bis-thiophosphonsaurechloriden 
und deren Reaktion mit GRIGNARD-Verbindungen [l] 

von Ludwig Maier 
(4. XII .  64) 

Bei der Umsetzung von CH,P(S)Br,, CH,P( S)Cl, und C,H,P( S)Cl, mit GRIGNARD- 
Verbindungen wurden in einer anomalen Keaktion Biphosphin-disulfide gebildet 
anstelle der erwarteten tertiaren Phosphinsulfide [ 2 ] .  In Fortfiihrung dieser Arbeit 
sollte nun untersucht werden, ob CH,P( S)Br, mit Di-GRIGNARD-Verbindungen, und 
Alkylen-bis-thiophosphonsauredichloride mit GRIGNARD-Verbindungen ebenf alls ano- 
ma1 unter Kniipfung einer P-P-Bindung reagieren, oder aber ob hier in normaler 
Reaktion cyclische tertiare Phosphinsulfide und Diphosphindisulfide gebildet 
werden. 

Im folgenden wird nun iiber die Synthese von Alkylen-bis-phosphonsauredichlo- 
riden und -thiophosphonsauredichloriden sowie iiber die Umsetzung von Bis-thio- 
phosphonsaurechloriden mit GRIGNARD-Verbindungen und von CH,P( S)Br, mit I)i- 
GRIGNARD-Verbindungen berichtet. 




