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Zu den wenigen Vitaminen, deren biochemische Funktion bisher ungeklart war, gehort das Biotin. 
Es wurde n u n  gefunden, daO das Enzym p-Methyl-crotonyl-CoA-Carboxylase Biotin enthalt und 
daO dieses mit der Wirkgruppe des Enzyms identisch ist. Durch Austauschversuche mit radioaktiv 
markierten Verbindungen konnte nachgewiesen werden, daO bei der Carboxylierung intermediar 
aktives CO, in Form einer C0,-Biotin-Enzym-Verbindung entsteht. Am COB-Biotin als Modell lieO 
sich zeigen, daO das CO, mit der Biotin-Molekel a n  einem der beiden N-Atome zu einer allophan- 
saure-artigen Struktur verknupft ist, was schlieOlich durch Synthese des Dimethyl-esters der C0,--- 

Bioti n-Verbindung bewiesen werden konnte. 

Einleitung 
Die Entdeckung von Gyorgy, Kuhn und Wagner- Jau- 

regg,) im Jahr 1933, da6 kristallisiertes Vitamin B, rnit der 
von Warburg und Christians) aufgefundenen Wirkungs- 
gruppe des gelben Oxydationsfermentes nahe verwandt ist, 
leitete einen neuen Abschnitt der Vitaminforschung ein. 
Sie fiihrte zu der Erkenntnis, da6 die Verwertung von 
Vitaminen zum Aufbau der Wirkungsgruppen von Enzy- 
men ein biologisches Prinzip ist, das ftir fast alle wasser- 
loslichen Vitamine, wie Nicotinsiure-amid, Thiamin, Pyri- 
doxin, Pantothensaure, p-Aminobenzoesaure bzw. Fol- 
saure Gultigkeit hat. Zu den wenigen Ausnahmen, bei de- 
nen die biochemische Funktion noch ungeklart war, gehort 
das Biotin, das Kdg14) 1934 bei Untersuchungen iiber den 
Wuchsstoffbedarf von Hefezellen entdeckt und nach miih- 
seligen Reinigungsoperationen aus Trockeneigelb kristalli- 
siert hat. Da6 diesem neuen Hefewuchsstoff die Funktion 
eines Vitamins fur die hoheren Tiere und den Menschen zu- 
kommt, ergab sich beim Studium einer Krankheit, die bei 
der Ernahrung mit rohem HiihnereiweiB auftritt. Wenn 
man Ratten rnit einer vollwertigen Diat ernahrt, die als 
einzige Aminosaure-Quelle Hiihnereiwei6 enthalt, so ent- 
wickelt sich im Verlauf weniger Wochen eine schwere ek- 
zemartige Dermatitis rnit Haarausfal16), die man durch Zu- 
fuhr eines thermostabilen Faktors aus Hefe und Leber, den 
man Vitamin H nannte, heilen k a m e ,  9. Gyorgy, Melville, 
Burk und Du Vigneaud*) wiesen 1940 nach, da6 dieses 
Vitamin H und Biotin identisch sind. Eakin, Snell und 
Williams0) fanden schlieBlich, da6 die schadliche Wirkung 
des rohen HiihnereiweiDes auf das Protein Avidin zuriickzu- 
fiihren ist, das Biotin zu einem sehr stabilen Komplex bin- 
det und auf diese Weise die Resorption des Vitamins im 
Magen-Darm-Trakt verhindert. Die nach Fiitterung mit 
rohem Huhnereiwei6 auftretende Krankheit ist somit nichts 
anderes als eine Biotin-Avitaminose. 

Die chemische Yonstitution des Biotins wurde in den 
Laboratorien Kogls und D u  Vigneauds bearbeitet 10). 1942 

I) Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden von 
F.  Lynen am 9. Februar 1959 in der Sitzung der Mathematisch- 
Naturwissenschaftlichen Klasse der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften vorgetragen und in den Sitzungsberichten der 
Akademie verirffentlicht. 
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konnten Melville, Moyer, Hofmann und Du Vigneaud 11) die 
richtigeStrukturforme1 ( I )  aufstellen, die kurz darauf durch 

0 die Synthese desvitamins im Arbeitskreis von 
Folkers la)  sichergestellt wurde. N/yNH Den chemischen Untersuchungen am Bio- 

I I tin schlossen sich Arbeiten uber den Wirkungs- 
1 1  mechanismus des Vitamins 

H~c\s/cH-(cH~)4-cooH an. Die Beobachtung, da6 
sich seine Wirkung auf das 

Wachstum von Mikroorganismen teilweise durch Aspara- 
ginsaure und Olsaure ersetzen IBStlO), waren die ersten An- 
haltspunkte fur die Beteiligung des Biotins an biosyntheti- 
schen Reaktionen. Die Aufmerksamkeit konzentrierte sich 
dann mehr und mehr auf Carboxylierungs- und Decarboxy- 
lierungs-Vorgange. So fand man, da6 Biotin sowohl die 
Carboxylierung des Pyruvats, die zur Bildung des Kohlen- 
stoffgetustes der Asparaginsaure fuhrtla-l5), als auch die 
Decarboxylierung der Oxalessigslure 18) stimuliert. Fur 
diese Effekte konnte der erniedrigte malic-enzyme-Gehalt 
verantwortlich sein, den Ochoa und Mitarbeiter") in der 
Leber biotinfrei ernahrter Truthahne feststellten. Da je- 
doch hoch gereinigte Praparate dieses Enzyms kein Biotin 
enthielten, vermutete Ochoa"), da6 das Vitamin zwar bei 
der Biosynthese des Enzyms eingreift, jedoch nicht als 
Coenzym der Carboxylierung wirkt. 

Lardy und Mitarbeiter beschrieben weitere Enzymscha- 
den bei Biotin-Mangel. Wie sie beobachteten, sind Lebern 
avitaminotischer Ratten kaum noch befahigt, Ornithin 
unter Aufnahme von CO, und NH, in Citrullin iiberzu- 
fiihren18) oder die Carboxylierung der Propionsaure zu 
Bernsteinsaure zu vollziehen1O. 80). Der umgekehrte Vor- 
gang, die Decarboxylierung von Bernsteinsaure zu Pro- 
pionsaure durch Propionsaure-Bakterien, ist ebenfalls stark 
biotinabhangigal). AuBerdem wirkt sich ein Biotin-Mange1 
auch auf die C0,-Verwertung bei der Biosynthese der 
Purine ausa,. '9. 

[HC- CH 
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Pluut und Lardy24) machten weiterhin die wichtige Be- 
obachtung, daB in der Leber biotinfrei ernahrter Ratten 
als Folge eines gestorten Leucin-Abbaus iiber Isovalerian- 
sauree5, e6) auch der Einbau markierter Kohlensaure in 
Acetessigsaure wesentlich erniedrigt ist. Leber-Mitochon- 
drien aus avitaminotischen Tieren erwiesen sich als unfa- 
hig, Isovaleriansaure oder p-Methylcrotonsaure unter Fi- 
xierung von CO, in Acetessigsaure iiberzufiihren e'). In 
die Details dieses wichtigen Stoffwechselprozesses gaben die 
Untersuchungen Coons28) einen ersten Einblick. Er  konnte 
zeigen, da6 der biologische Abbau dieser Sauren iiber 
P-Hydroxy-isovaleryl-CoAae) fiihrt, das unter Mitwirkung 
von ATP zu p-Hydroxy-P-methyl-glutaryl-CoA carboxy- 
liert wird (Gleichung 1) und dann durch Spaltung Acetyl- 
CoA neben Acetessigsaure liefert (Gleichung 2). 

A T P  
(1) P-Hydroxy-isovaleryl-CoA -1- COP O-Hydroxy-p-methyl-glutaryl-CoA HOOC-CH ,-C-CH,-CO-SC~A 

(2) P-Hydroxy-r3-methyl-glutaryl-CoA -+ Acetyl-CoA + Acetessigsaure O H  

die Wasser-Anlagerung an p-Methyl-glutaconyl-CoA unter 
Bildung von p-Hydroxy-p-methyl-glutaryl-CoA (Glei- 
chung 5). 

CH3 7% 
I 

I 
O H  

(3) CH3-C-CHP-CO-SC~A + CH3-C=CH-CO-SCOA + HaO 

CH, 
(4) CH,-C=CH-CO-SCoA + CO, + A T P  + 

CH, 

HOOC-CH,~=CH-CO-SCoA + A D P  + p 

7% 
(5) HOOC-CH,-C=CH-CO-SCoA + H,O + 

7% 

Die Untersuchung der Leberextrakte aus Biotinmangel- 
Ratten ergab, daB dort das carboxylierende Enzym fehlt30). 

Entdeckung und Reinigung 
der O-Methyl-crotonyl-CoA-Carboxylare 

Von einer anderen Fragestellung ausgehend, haben wir 
seit einigen Jahren die biologischen Bildungsweisen von p- 
Hydroxy-p-methyl-glutaryl-CoA studierts1-s3) und be- 
schaftigten uns dabei auch rnit der von Coon und Mitarbei- 
terns*) aufgefundenen Carboxylierungs-Reaktion. Fiir die 
Isolierung des beteiligten Enzyms wahlten wit Bakterien- 
zellen als Ausgangsmaterial, die auf Isovaleriansaure als 
einziger C-Quelle geziichtet wurden. Sie waren von H. G. 
Schlegef aus einer Erdprobe im Wurzelbereich von Valerianu 
officinalis isoliert und als Mycobacterium spp. identifiziert 
worden. Unsere Erwartungen, daB zellfreie Extrakte dieser 
Bakterien, die ihren gesamten' Energiebedarf durch Oxyda- 
tion von Isovaleriansaure decken miissen, den von Coon 
studierten Leber- und Herzmuskel-Extrakten weit iiber- 
legen sind, wurden erfiillt. Bei der Bestimmung der Carb- 
oxylase-Aktivitit erwiesen sich die rohen Bakterien-Ex- 
trakte bereits 50- bis 100-ma1 aktiver als die Organ-Ex- 
traktes2). Beim Studium der enzymatischen Fahigkeiten 
der Bakterien-Extrakte ergab sich, da6 die Uberfiihrung 
von p-Hydroxy-isovaleryl-CoA in p-Hydroxy-p-methyl- 
glutaryl-CoA komplizierter ist als die amerikanischen For- 
scher angaben und dabei drei Enzyme: Crotonases4), @- 
Methyl-crotonyl-CoA-CarboxylaseS~) und Methyl-glutaco- 
naseas), beteiligt sindsl). Von diesen katalysiert das erste 
die Dehydratisierung der Hydroxysaure zur a,p-ungesattig- 
ten Siure  (Gleichung 3), das zweite die Carboxylierung des 
gebildeten p-Methyl-crotonyl-CoA zu p-Methyl-glutaconyl- 
CoA in Gegenwart von ATP (Gleichung 4) und das dritte 

G. W .  E .  PIauf u. H. A. Lardy ebenda 786 705 [1950]. 
M .  J. Coon u. S. Gurin J.  bidl. Chemistry' 780, 1159 119491. 
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crotonyl-CoA = P-MC-CoA- Adenosintriphosphat = A T P  oder 
ADP-P. AdenosindiphosphHt = ADP;  Orthophosphat = P ;  
Diphosiho-pyrldin-nucleotid = DPN+;  reduzlertes Diphospho- 
pyrldin-nucleotid = D P N H ;  Phosphor-enol-pyruvat = P E P ;  
Tris-fhydroxymethy1)-aminomethan = Tris. 
1. F. Woessner j r . ,  B. K. Bachhawat u. M .  J. Coon, J. biol. 

Chemistry 233 520 [19581. 
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Tokyo and Kyoto 1957. Maruzen, Tokyo 1958, S. 57. 
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F .  Lvnen b. Henning, C .  Bublitz, B.  Sorbo u. L .  Uroplin-Rueff, 
Biochem.'Z. 330, 269 119581. 
J.  R. Stern in S.  P .  Colowick u. N. 0. Kaplan: Methods in Enzy- 
mologv. Academic Press, New York 1955, Bd. I ,  S. 559. 
H .  Hilz, J .  Knappe, E .  Ringelmann u. F. Lynen, Biochem. Z .  
329,476 [1958]. 

Ein groBer Vorzug des neuen Schemas war, daB nunmehr 
die Carboxylierungs-Reaktion chemisch verstandlich wurde. 
Im p-Methyl-crotonyl-CoA liegt ein vinyloges Acetyl-CoA 
vor, dessen Methyl-Gruppe unter der Wirkung der Thio- 
ester-Gruppierung Kondensationen eingehen kannS1s s6). 

Die enzymatische Carboxylierung des p-Methyl-crotonyl- 
CoA I a B t  sich somit mit der von Fluuina7) entdeckten 
Carboxylierung des Propionyl-CoA zu Methyl-malonyl-CoA 
und der erst kiirzlich aufgef undenen Carboxylierung von 
Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA38-40) in einer Gruppe zusam- 
menfassen. All diese Reaktionen haben die Einfiihrung von 
CO, in die reaktive a-Stellung oder eine vinylhomologe a- 
Stellung des Acyl-CoA gemein 31). Die Analogie der Carboxy- 
lierung des p-Methyl-crotonyl-CoA zu der des Propionyl- 
CoA betrifft auch die Beteiligung von ATP, das als Ener- 
giequelle fur  beide Prozesse unentbehrlich ist und im Ver- 
lauf der Reaktion zu ADP und Orthophosphat aufgespal- 
ten wirdS2, 41, 42). Auch die enzymatische Carboxylierung 
des Acetyl-CoA erfordert ATP; hier steht die einwandfreie 
Identifizierung der Spaltprodukte jedoch noch auss8, *O). 

Die Bildung von ADP bei der Carboxylierung von P- 
Methyl-crotonyl-CoA ermoglichte es, das beteiligte Enzym 
in einem zusammengesetzten optischen Test nach War- 
burga3) zu bestimmen. Dazu koppelten wir die Carboxylase 
mit Pyruvatkinase (Gleichung 6) und Milchsaure-Dehydro- 
genase (Gleichung 7) und bestimmten den Verbrauch an 
DPNH durch Messung der Lichtabsorption bei 366 mp. 
Wie sich aus der Bilanz des ganzen Vorganges ergibt (Glei- 
chung S), wird im zusamrnengesetzten System je Molekel 
gebildeten (3-Methylglutaconyl-CoA eine Molekel DPNH 
verbraucht. 

(4) P-Methyl-crotonyl-CoA + CO,+ A T P  + 

(6) Phospho-enol-pyruvat + ADP f Pyruvat  + ATP 

(7) Pyruva t  + D P N H  + H +  + Lactat  + DPN+ 

9-Methyl-glutaconyl-CoA + A D P  t P 

( 8 )  P-Methyl-crotonyl-CoA + CO, + Phospho-enol-pyruvat + 
D P N H  + H +  

(ATP)J 
P-Methyl-glutaconyl-CoA + P + Lactat  + DPN+ 

In  Abb. 1 sind Versuche mit verschiedenen Mengen des 
carboxylierenden Enzyms wiedergegeben. Wie man sieht, 
___ 
F .  Lynen Federation Proc. 72, 683 [19531. 
M. Flavih, Federation Proc. 74, 211 [1955]; M .  Flavin, P .  J .  
Orfiz u. S .  Ochoa Nature [London] 776 823 [19551. 
S. J. Wakil J. Amer. chem. SOC. 80, 6h65 [I958 
1. V .  Formica u. R. Brady, ebenda 81, 752 [195&. 
'F. Lynen. J. cellular comparat.  Physlol., im Druck. 
M. Flavin, H.  Castro-Mendoza u. S .  Ochoa, Biochim. biophysica 
Acta 20 591 [1956]. 
A. T i e d u .  S. Ochoa J. biol. Chemistry 234, 1394 [19591. 
0. Warburg: Wasskrstoffiibertragende Fermente,  Dr. Werner 
Saenger GmbH., Berlin 1948. 
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ist der DPNH-Verbrauch dem Carboxylase-Zusatz direkt 
proportional. Mit dieser einfachen und vor allem in kurzer 
Zeit auszufiihrenden Bestimmung konnte die Reinigung 
der Carboxylase verfolgt werden. Wir trennten die Haupt- 

I I I .- 
........................... Extrakt  5470 116,4 21 

1. (NH,),SO,-Fraktionierung 

Em I 

durch Avidin zu erkennen"). Wie der 
in Abb. 3 wiedergegebene optische Ver- loo 

Protein 

35y 

2 4 6 min 
!zx!EmJ 

Abb. 1. Optische Restlmmung der p-Methyl-crotonyl-CoA-Carboxy- 
lase. Die Glaskiivette d = I cm enthielt  280 WM Triathanolamin- 
HC1-Puffer (pH 7,4), '160 pM KCI, 40 &M MgSO,, 10 pM KHCO,, 
1 mg Serumalbumin, 1,35 yM K-Phosphoenol-pyruvat, 0,3 PM 
DPNH,  0,l pM B-Methyl-crotonyl-CoA, 10 y Pyruvatkinase,  25 y 
Milchsaiiredehydrogenase und die in der  Figur angegebenen Men en 
Carboxylase-Protein im Gesamtvol. 1,65 ml. T = 20 "C. Die i n -  
derung der  Extinktion (E)  bei 366 mp wurde gegen eine Verglelchs- 
kiivette gemessen, die alle Zusatze auRer p-Methyl-crotonyl-CoA 

enthielt  

menge der Nucleinsauren, die das Enzym im rohen Bak- 
terien-Extrakt begleiten, rnit MnCI, a b  und erzielten durch 
Anwendung der modernen Verfahren der Protein-Chroma- 
tographie mit guter Ausbeute eine 180-fache Anreicherung 
des Enzyms (Tabelle 1). 

Unter Verwendung des hochgereinigten Enzyms lieB sich 
nachweisen, daB die Reaktion vom Enzym reversibel gelei- 
tet wird und die Spaltung von p-Methyl-glutaconyl-CoA 
zu p-Methyl-crotonyl-CoA und CO, mit der Synthese von 
ATP aus ADP und anorganischem Phosphat verkniipft 
ist40). Dieser wichtige Befund offenbart, da6 gewisse De- 
carboxylierungs-Vorgange in der Zelle Energie zum Aufbau 
der energiereichen Pyrophosphat-Bindung bereitstellen 
konnen und somit die Reihe der ATP erzeugenden Reak- 
tionen des Zellstoffwechsels um einen neuen Typ erweitert 
werden muB (vgl. auch4,)). 

Kohlensaureadenylat, die Ffavin41) bzw. BachhawaP5) da- 
fur  vorschlugen, waren vorn chemischen Standpunkt aus 
allerdings wenig befriedigend. 

Wir haben nun gefunden, daB die von uns studierte Re- 
aktion tatsachlich iiber ein aktives CO, fiihrt, und zwar 
iiber ein Kohlensaure-Derivat des Biotins. Wir konnten 
zunachst durch Biotin-Bestimmungen beweisen, daB die 
Carboxylase ein Biotin-Proteid ist. Nicht nur, daB alle 
Enzympraparate Biotin enthielten, wie sich mit Hilfe des 
Hefewachstumstests4~) nach vorhergehender Saurehydro- 
lyse nachweisen IieB, sondern es zeigte sich auch, daB im 
Verlauf der Enzym-Reinigung Enzym-Aktivitat und Biotin- 
Gehalt im gleichen Verhaltnis zunehmen (Abb. 2). In den 
bisher reinsten Praparaten tffft 1 Mol Biotin auf 344000 g 
EiweiB; wenn man ein Molekulargewicht des Enzyms der 
GroBenordnung 100000 und ein Biotin : Enzym-Verhaltnis 
von 1 : 1 annimmt, so ware daraus zu folgern, daB der Rein- 
heitsgrad unserer besten Praparate bereits bei 30 yo liegt. 

f 
/ 

Abb. 2. Proportionali tat  zwischen Biotin-Oehalt und spezifischer 
Aktivitat  der p-Methyl-crotonyl-CoA-Carboxyiase. Die Carboxylase- 
Praparate  s tammten aus  der zwelten Ammoniumsulfat-Fraktionie- 
rung ( o ) ,  der Chromatographie an DEAE-Cellulose ( x )  oder an  

Hydroxylapati t  (A) (vgi. Tabeile I ) .  

Versuche, das Vitamin reversibel vorn Protein abzutrennen, 
blieben erfolglos. Ein keineswegs uberraschendes Ergebnis, 
denn es ist bekannt, daB Biotin in biologischen Materialien 
fast ausschlie6lich in gebundener Form vorkommt und erst 
beim proteolytischen Abbau freigesetzt wirdlO). Wir neh- 
men deshalb an, da6 das Biotin im Enzym iiber seine 
Carboxvl-Gruppe amidartig am EiweiB verankert ist. _ .  

Die ident i ta t  des Biotins mit der 
Wirkungsgruppe der Carboxylase gibt 
sich in der spezifischen Enzymhemmung 1 Protein I gixmj I Spez. Akt. ~ ~ u ; k ; t e  [mgl in-s 

.. 
(0,25-0,60) ....................... 

uberstand MnCI,-Fallung . . . . . . . . . . . .  
2. (NH,),SO,-Fraktionierung 

(0,38-0,50) ...................... 
Chromatographie a n  DEAE-Cellulose . 
Chromatographie a n  Hydroxylapatl t  . . 

3600 
1840 

660 
106 
11,5 

112,5 
92,l 

87,8 
52,8 
42,4 

31 
50 

130 
500 

3700 

97 
79 

75 05ml 

I 45 
36 4 

*) 1 Enzym-Einheit  ist  diejenige Menge Enzym, die im optischen Test (vgl. Abb. 1 )  die 
ExtinktionsLnderung AE,,, mM = 0,001 /min bewirkt. I 04731 

IB 
Tabelle 1.  Reinigung der  p-Methyl-crotonyl-CoA-Carboxylase aus Mycobacterium spp. 

Ausgangsmaterial: 100 g Bakterienmasse (feucht), die nach Suspendieren in 100 ml m/20 
Trisp'uffer, pR 7,4, im mechanischen Zellhomogenisator mit  Glasperlen zertri immert wurde 

Biotin, die Wirkungsgruppe der Carboxylase 

Die nachste Aufgabe bestand nun darin, die chemischen 
Umsetzungen aufzuklaren, welche Decarboxylierung und 
ATP-Bildung oder, im umgekehrten ProzeR, ATP-Spaltung 
und Carboxylierung des p-Methyl-crotonyl-CoA miteinan- 
der verbinden. Die Vorstellung, daB ein aktives C0,44) be- 
teiligt ist, war naheliegend. Kohlensaure-phosphat oder 

14) Den ersten experimentellen Anhaltspunkt fur  die  Existenz elnes 
aktiven CO fanden E. A. Delwiche E .  F .  Phares u. S .  F .  Carson 
Federation'Proc. 72. 194 r1953i: j3 .  198 rig541 beim S t u d i u d  
der Decarboxylierung voh Bernsteinsauri  zu Proplonsaure in 
mikrobiellen Systemen. 

+Avidin +Riotin 

Abb. 3. Enzymhemmung durch Avidin. Ausfiihrung der  Versuche 
vgl. Legende zu Abb. 1. Das Ciesamtvolumen betrug 1,s ml mit 15 y 
Carboxviase-Protein (soez. Akt. 700) und eventuell 0,65 Einheiten O )  
Avidinz8) bzw. 10 &'(+)-Biotin. An der durch den Pfeil gekenn- 
zeichneten Stelle wurde 0,1 WM p-Methyl-crotonyl-CoA zugesetzt. 

M. J. Coon, Federation Proc. 14 762 [1955]. €3. K .  Bachhawat 
u. M .  J. Coon J. Amer. chem. Sdc. 79, 1505 (19571. 
H .  C. Lichsteih, J. biol. Chemistry 272, 217 [1955]; Federation 
Proc. 16, 211 [19571. 
Von der Moglichkeit, die Beteiligung des Biotins bei eyzymati-  
schen Reaktionen durch Hemmungsversuche mit  Avidin nach- 
zuweisen, haben erstmalig G. E. Wessrnan u. C .  H .  Werkman, 
Arch. Biochem. Biophysics 26, 214 [1950], Gebrauch gemacht. 
Avidin wurde aus HiihnereiweiD nach der  Vorschrift von D. W. 
Woolley u. L. G .  Longsworfh, J. biol. Chemistry 742, 285 119421, 
isoliert. 

M. J .  Coon 
u. M .  J .  
H .  c. LiC 
Proc. 16, 
Von der . ._-~ o_..o _.. - . 
schen Reaktionen durch Hemmungsversuche mit  Avidin'nach- 
zuweisen, haben erstmalig G. E. Wessrnan u. C .  H .  Werkman, 
Arch. Biochem. Biophysics 26, 214 [1950], Gebrauch gemacht. 
Avidin wurde aus HiihnereiweiD nach der  Vorschrift von D. W .  
Woolley u. L. G .  Longsworfh, J. biol. Chemistry 742, 285 119421, 
isoliert. 

Federation Proc. 14. 762 I 
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such zeigt, la6t sich die Carboxylierung von p-Methyl- 
crotonyl-CoA durch ein gereinigtes Avidin-Praparat aus 
Hiihnereiwei6 fast vollstandig hemmen. Setzt man dem 
Reaktionsansatz jedoch gleichzeitig etwas freies Biotin 
zu, so findet man praktisch die gleiche Aktivitlt wie in 
der avidin-freien Kontrolle: Das Avidin wird durch das 
freie Biotin abgesattigt und kann das gebundene Biotin der 
Carboxylase nicht mehr blockieren. Damit steht aber die 
Wirkungsgruppe des Enzyms der Katalyse wieder voll zur 
Verfiigung. 

Die katalytische Funktion der Biotins 
Einen detaillierteren Einblick in die Biotin-Katalyse ga- 

ben Versuche rnit radioaktiven Verbindungen. Wie wir 
fanden, wird beim Inkubieren der gereinigten Carboxylase 
rnit Adenosin-triphosphat und HSzPO,e- radioaktives Phos- 
phat in ATP eingebaut (Abb. 4). Da die Austauschreaktion 
durch Avidin gehemmt werden kann, der Zusatz freien 
Biotins die Hemmunglaber beseitigt, mu6 das Biotin des 

/ 
R 

I I I I 

0 60 min 7B 
ol' I I I I 

60 min 7B 0 
lzsmx! 

Abh. 4. Enzymatische Katai se des 3aP-Einbaus in ATP. Die Reak- 
tionsansatze, bestehend aus @M Trilthanoiamin-HCi-Puffer (pH 
7,2), 5 @M MgSO,, 2 pM ATP, 2 @M K H z  34P04 (375000 Imp./min), 
160 y Carboxylase-Protein (spez. Akt. 380) und eventueli 3 25 Ein- 
heiten A ~ i d i n ' ~ )  bzw. 7 @M (4))-Biotin in einem Gesamtvoluken von 
1 ml wurden bei 37 "C inkubiert. Das im ATP eingebaute "P-Phos- 
phat wurde nach der Vorschrift von Berg" bestimmt. Die iinke 
Kurve stelit den zeitiichen Verlauf der 32P-lnkorporation dar. 
rechts ist die relative Radioaktivitat des ATP nach 1 h ohne Zusat i  
(= IOO), rnit Avidin und mit Avidin + Biotin wiedergegeben. Dan 
die Einbauratc im Versuch mit Avidin + Biotin den Wert des zusatz- 
freien Versuchs nicht erreicht 1st moglicherweise auf das in der 
Avidln-Stammiosung enthaitenk HC0,- zuriickzufiihren (vgl. Abb. 5) 

Enzyms auch an dieser Reaktion ma6geblich beteiligt sein. 
Wir nehmen daher an, da6 zunachst aus ATP und Biotin- 
Enzym unter Abspaltung von Orthophosphat ein energie- 
reiches ADP-Biotin-Enzym entsteht (Gleichung 9), das 
anschlie6end rnit CO, bzw. Bicarbonat reagiert und unter 
Austausch des gebundenen ADP gegen CO, das aktive CO, 
in Form des C0,-Biotin-Enzym liefert (Gleichung 10). 
Dieses iibertrlgt dann im letzten Schritt Kohlendioxyd auf 
das Substrat unter Regeneration des freien Biotin-Enzyms 
(Gleichung 11). 

Mgz+ 
(9) ATP + Biotin-Enzym ADP-Biotin-Enzym + P , 

(10) ADP-Biotin-Enzym + CO, C0,-Biotin-Enzym+ADP 

( 1  1) C0,-Biotin-Enzym + p-Methyl-crotonyl-CoA + 

Mga+ 

Biotin-Enzym + b-Methyl-glutaconyi-CoA 

Der enzymatische Einbau des radioaktiven Orthophosphats in 
das ATP (Gleichung 12) kommt iiber die reversible Reaktion 9 
zustande. DaR in der Hinreaktion gebildete ADP-Biotin-Enrym 
(Gleichung 9 )  wird in der Ruckreaktion unter Aufnahme von ra- 
dioaktivem Orthophosphat wieder gespalten (Gleichung 9 a). 

(9) ATP + Biotin-Enzym =+ ADP-Biotin-Enzym + P 

(9a) ADP-Biotin-Enzym + 
(12) ADP-"P + , ADP-32P + 

=+ ADP-'IP + Biotin-Enzym 

Biotin-Enzym, Mg*+, 

'@) P .  Berg, J. bioi. Chemistry 222, 991 [1956]. 
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Die Existenz des C0,-Biotin-Enzym lie6 sich auf zwei 
verschiedenen Wegen beweisen. Einmal &rd die SgP-lnkor- 
poration in ATP durch Bicarbonat stark gehemmt (Abb. 5). 

Abb. 5. Hemmun des *aP-Einbaus durch Bicarbonat. 90 WM Tri- 
athanoiamin-HCI-~uuffer (pn 7,2), 5 @M MgSO,, 2 pM ATP, I @M 
KH. 3gP0. (170000 ImD./min). 90 Y Carboxvlase-Protein (Suez. 
Akt: 400) h d  KHCO,, wie auf.der Abszisse inge eben, in Pinem 
Gesamtvolumen von 1,0 mi, 60 min bei 37 'C inkubyerert. 3aPP-Einbau 

im ATP nach Berg40) bestimmt 

Unter diesen Bedingungen konkurrieren CO, und SzP-Phos- 
phat um das ADP-Biotin-Enzym (Gleichung 10 und 9a), 
wobei CO, Sieger bleibt. Schon 4.10-5 m YHCO, hemmten 
die in 2.10-3 m Phosphat studierte Austauschreaktion me6- 
bar, weshalb wir annehmen, da6 das Gleichgewicht des 
zweiten Reaktionsschrittes (Gleichung 10) weit nach der 
rechten Seite verschoben ist und folglich ADP-Biotin- 
Enzym energiereicher ist als C0,-Biotin-Enzym. 

Den zweiten Beweis fiir die Existenz von C0,-Biotin- 
Enzym erbrachten Versuche rnit 1 .3.5-14C-p-Methyl-gluta- 
conyl-CoA60). Wurde diese Verbindung rnit unmarkiertem 
p-Methylcrotonyl-CoA in Gegenwart der Carboxylase in- 
kubiert, so entstand radioaktives p-Methyl-crotonyl-CoA. 
Die Geschwindigkeit dieser Austauschreaktion, die durch 
den dritten reversiblen Teilschritt der Enzymkatalyse 
(Gleichung 11) erklart werden kann, 1st wesentlich gr66er 
als die des ATP-3BP-Orthophosphat-Austauschs, was sich 
wiederum darauf zuriickfiihren 1Mt, da6 C0,-Biotin- 
Enzym energiearmer ist als ADP-Biotin-Enzym. 

Im Gegensatz zum ATP-Orthophosphat-Austausch (Glei- 
chung 9) erfolgt der Austausch zwischen p-Methyl-gluta- 
conyl-CoA und p-Methyl-crotonyl-CoA auch in Abwesen- 
heit von Mgs+. Im dritten Teilschritt der Enzymkatalyse 
ist das Metall-Ion also nicht mehr beteiligt. Da6 hingegen 
der zweite Teilschritt (Gleichung 10) MgB+ noch benotigt, 
ergab sich beim Studium des Einbaus von 14C0, in p- 
Methyl-glutaconyl-CoA fiber die Reaktionsfolge 13: 

(13) ADP-Biotin-Enzym + CO, + P-Methyl-crotonyl-CoA + 
Blotin-Enzym + p-Methyl-glutaconyl-CoA + ADP 

die Bilanz der Reaktionen 10 und 11. Ubereinstimmend mit 
dieser Gleichung 13, stellten wir weiterhin fest, da6 die In- 
kubation der gereinigten Carboxylase rnit p-Methyl- 
glutaconyl-CoA, P-Methyl-crotonyl-CoA, MgO+ und KH1*COS 
nur in Gegenwart von ADP zur 14CO,-Fixierung fiihrt. Der 
Zusatz von Orthophosphat war in dieser Hinsicht wirkungs- 
Ios, was sich als zweiter Beweis ftir die intermediare Bil- 
dung von ADP-Biotin-Enzym heranziehen Iti6t. Die 
Umsetzung-des ATP nach Gleichung 9, wobei ADP unter 
Elirninierung von Orthophosphat auf den Acceptor iiber- 
tragen wird, ist neuartig. Sie stellt das seit langerem ge- 
suchte Gegenstiick zur Reaktionsweise der Kinasen dar, 
von denen unter ADP-Eliminierung Orthophosphat iiber- 
tragen wird8f). 

Zu seiner Darstellung wurde 1.3.5-W-P-Hydroxy-b-methyl- 
glutaryi-CoA (vgi. F. Lynen, H .  Eggerer, U. Henning, J .  Knappe, 
I .  Kessel u. E .  Rhgelmann: Ciba Foundation Symposium on 
Biosynthesis of Terpenes and Sterols. 1. & A. Churchill Ltd., Lon- 
don 1959, S. 102) mlt  Me!hylglutaconaseas) inkubiert. 
Vgl. F .  LIpmann in D. Rrchter: Metabolism of the Nervous Sy- 
stem. Pergamon Press, London 1957, S. 329. 
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Das COpBiotin 

Nachdem die Austauschversuche iiberzeugende Beweise 
fur die Existenz der aktiven Kohlensaure in Form des 
C0,-Biotin-Enzyms erbrach.t hatten, galt es noch, die 
Bindungsweise des CO, an die Biotin-Molekel zu ergriinden. 
Hierbei erwies uns die Carboxylase einen gro6en Gefallen. 
Sie kann namlich im letzten Reaktionsschritt, der zur Syn- 
these des p-Methyl-glutaconyl-CoA fiihrt, an Stelle des na- 
tiirlichen Substrats p-Methyl-crotonyl-CoA auch freies 
Biotin gema6 Gleichung 14 verwerten. 
:(14) C0,-Biotin-Enzym + Biotin -f Biotin-Enzym + C O p B i o t i n  

Wie die in Abb. 6 gezeigten Versuche belegen, verschwin- 
det DPNH im optischen Enzymtest auch nach Zugabe von 
(+)-Biotin, allerdings wesentlich langsamer als nach Zu- 
gabe von p-Methyl-crotonyl-CoA. Zieht man noch in Be- 
tracht, da6 in dieser Versuchsreihe die Biotin-Konzentra- 
tion 300-ma1 gr66er war als die des p-Methyl-crotonyl-CoA, 

1 -Biotin 

70 15 
min - 

Abb. 6. Die enzymatische Carboxylierung von Biotin. Reaktions- 
ansatz vgl. Legende zu Abb. 1.200 y Carboxylase-Protein spez. Akt. 
NO), als Substrat 0,1 pM @-Methyl-croton I CoA bzw. 36 pM (+)- 
Riotin, 30 pM (-)-Biotin oder 30 pM (+ -domoblotin. Gesamtvolu- 

men 1,8 ml; T = B7 "C 

04 
5 

mazl 

so wird die weit iiberlegene Stellung des nattiriichen Sub- 
strats deutlich. Fiir entscheidend halten wir jedoch die hohe 
Spezifitat der Reaktion mit Biotin. Wie die Priifung ver- 
schiedener Verbindungen ergab, sind das schwefel-freie 
Desthio-biotin lo), die durch Hydrolyse des Harnstoff- 
Rings aus (+)-Biotin erhaltliche Diamino-carbonsaurelO) 
und vor allem (-)-Biotin, der Antipode des natiirlichen 
Vitamins, vollig wirkungslos. Nur mit Biocytin 6*), mit 
(+)-Homobiotin und (+)-Norbiotin fanden wir eine, aller- 
dings geringere, Reaktion. Bei der Umsetzung des (+)- 
Biotins handelt es sich somit um eine C0,-Obertragung von 
so hoher Spezifitat, da6 man berechtigt ist, das hierbei ent- 
stehende COpBiotin als Modell fur die Bindungsverhalt- 
nisse der Yohlensaure im C0,-Biotin-Enzym zu be- 
trachten. 

Nachweis und Isolierung des C0,-Biotins gelangen in 
Versuchen mit l4C-Bicarbonat. Die Inkubation von ATP, 
Biotin und KHWO, in Gegenwart der Carboxylase fiihrte 
zur Bildung eines radioaktiven Carboxylierungs-Produk- 
tes, daran erkenntlich, da6 nach Entfernung des iiber- 
schiissigen WO, (20 min langes Durchleiten von CO,) in 
dem auf 0 "C abgekiihlten Reaktionsansatz betrachtliche 
Radioaktivitiit verbleibt; in den Yontrollen ohne ATP 

I * )  L. D. Wright E. L. Cresson H .  R. Skeggs T .  R. Wood R. L. 
Peck, D. E. Wolf U. K .  Folkers, J. Amer. 'chem. SOC. 72, 1996 
[1952]; D .  E. Wolf . Valiant, R .  L. Peck u. K. Folkers, J. Amer. 
chem. SOC. 74,20O$f1952]. 

Angeur. C h .  1 71. Jahrg. 1959 I Nr. 15/16 

oder ohne Biotin wurde dagegen keine Aktivitat mehr ge- 
funden (Tabelle 2). Beim Studium des chemischen Verhal- 
tens der gebildeten Verbindung fie1 ihre hohe Saure- 
Empfindlichkeit als hervorstechendste Eigenschaft auf. 

I komplett I ohne ATP lohne Biotin 

'Imp./min . . .. . .. .. . . . ..... . I 130000 
pM "CO, fixiert (aus 
Radioaktivitat berechnet) . . . I 0,43 

Tabelle 2. Fixierung von W O ,  durch (+)-Biotin. Der kompiette 
Reaktionsansatz bestand aus 20 NM Trispuffer, pH 8 2 @M MgSO,, 
20 pM (+)-Biotin, 0,5 p MATP, 3,3 pM I(H1*COs ( lo6 imp./min) und 
50 y Carboxylase-Protein (spez. Akt. 800) im Gesamtvolumen 0 5 ml. 
Die Ansatze wurden 60 Minuten be1 37 "C inkubiert, dann a d  0 'C 
abgekiihlt und 20 min mit einem kraftigen CO Strom durchgast. 
Zur Radloaktivitatsmessune wurden aliauote Tef;e der LCisune ein- 
getrocknet und ausgezahlt. Die Zahlenweite der Tabelle geben diie auf 
die game Ltisung bezogene gemessene Radioaktivitat an (Tracerlab- 
Superscaler mit Fensterzahlrohr TGC 2, Glimmerfenster i ,9  mg/cm*) 

Beim Versetzen der waBrigen Losung mit Mineralsauren 
wurde das fixierte "CO, praktisch momentan freigesetzt, 
was man daran erkennen kann, da6 der COB-Strom aus der 
angesauerten und sofort wieder neutralisierten Losung alle 
Radioaktivitat vertreibt. Wir fanden dann, da6 bereits bei 
pH 4,5 im Eisbad 97% des gebundenen Kohlendioxyds 
innerhalb 25 min abgespalten wurden. Alkali gegeniiber 
erwies sich die Verbindung als wesentlich bestandiger. In 
n/30 YOH werden bei 0°C innerhalb 30 min 7y0, bei 
20 "C 22% gespalten. Mit diesen Eigenschaften des 
COpBiotins war eine allophansaure-artige Struktur am 
Harnstoffring des Biotins gut vereinbar. Allophansaure 
selbst, bzw. ihre Alkalisalze haben Liebig und W6hlerss) 
1846 durch alkalische Verseifung des Allophansaure-lthyl- 
esters erhalten. Sie erkannten bereits, da6 die freie SBure 
nicht bestandig ist und, aus ihren Salzen abgeschieden, so- 
fort in Yohlendioxyd und Harnstoff zerfallt. 

Um das gebildete Carboxylierungs-Produkt nlher zu 
charakterisieren, unterwarfen wir den Reaktionsansatz der 
Gefriertrocknung, behandelten den in 90-proz. Methanol 
aufgenommenen Trockenriickstand mit Diazomethan und 
erhielten auf diese Weise den stabilen Methylester des 
COpBiotins. Er lie6 sich mit Ather extrahieren und 
konnte dann durch Papierchromatographie in Propanol- 
Wasser (15:85) vom Biotin-methykster, der aus unver- 
brauchtem Biotin stammte, abgetrennt werden (Abb. 7). 

I \  1 

Abb. 7. Papier-chromatographische Trennung von Carbox iierungs- 
Produkt und Biotin-methylester. Reaktionsansatz vgl. ?abeabelle 2.  
die nach Methylierung rnit Diazomethan erhaltenen Methyieste; 
wurden auf Filtrierpapier (Schleicher und Schiill 2043b acetyiiert) 
in n-Propanol/Wasser (15:85) aufsteigend chromatographiert. Aus- 
wertung lm Radiopaplerchromatograph von Frieseke und Hoepfner, 

Erlangen- Bruck 

Der R,-Wert der radioaktiven Verbindung liegt bei 0,23, 
der des Biotin-methylesters bei 0,37. Beim Vergleich der 
Radioaktivitat der gereinigten Substanz und ihres Biotin- 
gehaltes - gemessen im Hefewachstumstest nach saurer 
Hydrolyse - wurde gefunden, da6 COa und Biotin im Ver- 
haltnis 1 : 1 verbunden sind. AuBerdem erwies sich die Ver- 
bindung als frei von Phosphorsaure und Adenin, wie sich 
durch die Phosphat-Bestimmung und die Messung der 

5 s )  J .  Liebig u. F.  Wdhler, Lieblgs Ann. Chem. 59, 293 [1846]. 
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Lichtabsorption bei 260 mp zu erkennen gab. Wir gelangten 
damit zu folgenden Strukturformeln ( I 1  und 111) fur  
C0,-Biotin, zwischen denen wir vorderhand noch nicht 
entscheiden konnen. 

0 0  0 0  
I /  I1 / I  II 

00-c , / " w " - O @  
\/\N H 

HC-CH 0 HL- -cH 

Hac\s/ I 1 1  
H,C\ ,cH-(cH,),-c-o~ 

0 
I I I  

I I  II ' CH-(cH,),-c-o~ / I  

s I 1  

Im stabilen Umsetzungsprodukt rnit Diazomethan lage 
dann der Dimethylester einer der beiden Dicarbonsauren 
vor. 

Der endgiiltige Beweis fur  diese Struktur konnte schlie6- 
lich auf synthetischem Wege erbracht werden. Durch Um- 
setzung von (+)-Biotin-methylester (IV) rnit Chloramei- 
sensaure-methylester in Chloroform wurde ein in farblosen 
Prismen kristallisierender N-Carbomethoxy-biotin-methyl- 
ester (V) vom Fp 130-131 "C erhalten, der sich papierchro- 
matographisch so wie die radioaktive Verbindung aus den 
Enzym-Versuchen' verhielt. Au6erdem nahm das syntheti- 
sche Produkt als Trager beim Versetzen mit der natiirli- 
chen, durch 14C markierten Verbindung Radioaktivitat a n  
und behielt die spezifische Radioaktivitat auch bei wieder- 
holtem Umkristallisieren aus Essigester-Petrolather oder 
aus Wasser unverandert bei. 

0 0  

0 I d!\N/!-ocH3 

I I  

I I  
R1-H ".,/CH -7 

+ CI-L-OCH, + 
-HCI HC-CH 

I 
HI( L NH 

HC-CH 

H2L, ,,L-(cH,),-coocH , 
s IV 

R1 = H oder (CH,),-COOCH, 
R2 = (CH,),-CO OCH, oder H 

Dem C0,-Biotin-Enzyrn, das durch unsere Austausch- 
versuche nachgewiesen ist, wird man eine analoge Struktur 
zuschreiben ktinnen, nur da6 dort die Carboxyl-Gruppe des 
Biotins wahrscheinlich rnit einer Amino-Gruppe des En- 
zym-Proteins - moglicherweise der &-Aminogruppe eines 
Lysin-Restess2) - amid-artig verkniipft ist. 

Daneben mu6 man vorderhand auch noch die Struktur 
eines Kohlensaure-esters, der sich von der Isoharnstoff- 
Struktur des Biotins (VI) ableitet, in Betracht ziehen. Ein 
solches 0-Derivat ware zweifellos reaktionsfahiger als die 
bisher diskutierten allophansaure-artigen Strukturen, wes- 
halb man erwarten konnte, da6 dieses Produkt zwar im 

o=c-oe 
I 
0 

I A 

d \ H  

H A L A H  vI :  

EiweiSverband des Enzyms bestandig ist, sich aber im 
Falle des freien Biotins binnen kurzem durch Umlagerung 
in das N-Derivat stabilisiert. Die Entscheidung zwischen 
beiden Moglichkeiten wird sich durch enzymatische Ver- 
suche mit synthetischem N-Carboxybiotin fallen lassen. 

Von der Struktur des C0,-Biotin-Enzyms ausgehend, 
la6t sich auch auf die Struktur des ADP-Biotin-Enzyms 

I 1  

zuriickschlie6en, das als erstes Produkt bei der Umsetzung 
von ATP rnit der Carboxylase entsteht. Dort konnte ADP 
iiber den terminalen Phosphatrest am Stickstoff (VI I), 
oder am Sauerstoff (VI 1 I )  des Biotins gebunden sein. Beide 
Verbindungen wiirden durch Umsetzung mit Kohlensaure 
COpBiotin-Enzym liefern konnen. 

0- 0- 
I I  

OtP-0-P-0-adenosin 

0 

Die chemische Reaktivitat eines aktiven CO, der Struktur 
I I oder I I I 1a6t sich aus der Tatsache ableiten, da6 der cycli- 
sche Harnstoff Biotin ebenso wie Harnstoff selbst schwach 
saure Eigenschaften aufweist und somit die sich davon ab- 
leitende Allophansauremit einem Saureanhydrid verglichen 
werden kann. Die polarisierte C-N-Bindung ermoglicht 
dann die Reaktion der C0,-Gruppe des C0,-Biotins rnit 
dem Carbeniat-Anion am a-C-Atom bzw. am vinylogen 
a-C-Atom des Acyl-CoA. Auf ahnliche Weise konnte auch 
die ubertragung der C0,-Gruppe vom protein-gebundenen 
Biotin auf freies Biotin erklart werden. 

CoAS-C=O CoAS-&= 0 
n = 1, R = H : p-Methyl-crotonyl-CoA 
n = 0, R = H : Acetyl-CoA 
n = 0, R = CH,: Propionyl-CoA 

Mechanismus der C0,Obertragung 

Durch diese chemische Gleichung lie6e sich nicht nur die 
enzymatische Carboxylierung von P-Methyl-crotonyl-CoA 
zu P-Methyl-glutaconyl-CoA, sondern wahrscheinlich auch 
die des Propionyl-CoA zu Methyl-malonyl-CoA oder die des 
Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA beschreiben. Lardy und Ad- 
lerao) fanden, da6 die Carboxylierung von Propionyl-CoA 
an ausreichende Biotin-Zufuhr mit der Nahrung gebunden 
ist, wlhrend Wakils8) nicht nur in angereicherten Prapara- 
ten der Acetyl-CoA-Carboxylase aus Hiihnerleber grollere 
Mengen Biotin antraf, sondern auch eine Hemmung durch 
Avidin beobachtetes'). Wir diirfen deshalb annehmen, da6 
es v i e l e  B i o t i n - E n z y m e  gibt, so wie es viele Flavin- 
Enzyme gibt. Und so wie die Wirkungsgruppe Flavin in 
den verschiedenen Flavin-Enzymen ausnahmslos durch die 
reversible Oxydoreduktion Wasserstoff iibertragt, so ist zu 
erwarten, da6 die Wirkungsgruppe Biotin in den verschie- 
denen Biotin-Enzymen durch die reversible Aufnahme und 
Abgabe von C02 Yohlensaure iibertragt. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der 
Chemischen Industrie danken wir fur finanzielle Unterstut- 
zung, Herrn Dr. 0. Isler (Hoffmann-La Roche AG., Basel) 
fur die Uberlassung von Biotin, Desthio-, Homo- und Nor- 
biotin, Herrn Dr. K. Folkers (Merck u. Co., Rahway) fur 
die Uberlassung von Biocytin. 

[A 9181 Eingegangen a m  15. Juli 1959 

54) S .  J .  Wakil, E. B. Titchener u. D.  M. Gibson, Biochim. biophyslca 
Acta 29,225 119581. 
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