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, ~ I J M M A R Y  

The enzymic analysis of coen~_'¢me .,| 

4 m e t h o d s  for coenzyme A de te rmina t ion  were checked for reproducibil i ty,  
specificity anti appl icat ion in assaying pure substances  as well mg crude extracts .  
Appropr ia t e  assays  are given. 

The  tes t  us ing/5-hydroxyacyl-CoA-dehydrogeniLse i~ applicable for all mater ia ls  
a n d  allows di f ferent ia t ion t3etweep, reduced and tota l  CoA. Huwever,  it has low 
specificity.  

The t ~ t  wi th  th iok ina .~  ( fa t ty  acid ac t iva t ing  enzyme) gave  formerly  erroneous 
results .  The sources of  error were e l iminated  and  this ~pecific assay for CoASH was 
used for crude  a n d  pure preparat ions.  

Phosphotransaeetylm,~e is h ighly  specific for CoA. tn pure  preparation~ CoASFI 
m a y  be assayed  well, however ,  in crude ex t rac t s  the test  is erred unreliable.  

Ci t ra te-cleavage enzyme  is very  specific for Ct~ASH and  sui table for iLs an:dysis 
in c rude  and  pure  preparat ions.  However ,  the enzyme  is too uns table  for rout ine 
work.  

E I N L E I T U  NG- 

Coenzym A n i m m t  vo.-wiegend in S-aLeylierter Form (z.B. aJ~ CoASAc I) an zahlreichcn 
en zyma t i s chen  Stoffwechselreakt iom:n als ao twendiger  Reaktionspm-tner  tcil. 
Einige  dieser Umse tzungen  wet-den zur AnMyse yon CoA angewendet .  Sie ~ir, d 
zweckm~tfliger als rein chemische Methoden:  <tie Ul t ravio le t t -Absorpt ion  2, Nitro-  
p russ id -Reak t ion ' .  N-Athyhna l e in imid reak tkms .  6 sind z.B. bei Anwesenhei t  ver- 
w a n d t e r  Verb indungen  unbrauchba r .  Die mikrobiologischen Bes t immungen  exfa~en  
n u r  Bruehs t t ieke  y o n  CoA 7-t°. wesh',db CoA ,,-or .~olchen T~-ts gespalten werden 
F/~U OlO, 11" 

Unter  den  e n z y m a t i ~ h e n  Best immungsmett~<~en far CoA sind zwei Gruppen 
zu un te rsche iden  : 

z. Reak t ionen  worin CoA ste ts  wicder zuriickgebildet  wird und die CoA-Konzen-  
t ra t ion  die Re~ktionsgc.~£hwindigkeiL b ~ - d m m t  ("ka ta ly t i sc~e  Tests"=). 
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2. Reaktionen worin CoA quant i t a t iv  reagiert und der stSchiometrische Umsatz  
eine-g Reaktionstei lnchmers MeBgr6[3c ist ("St6chiometrische Te.qts ''a, "Endwer t -  
Metbode"). 

Zur erstcn Gruppe geh6ren vor allem tier Sulfanilamid-acetylierungs-Test ~,~.  die 
p-Nitranil in-Acetylierung ~, die U m ~ t z u n g  mit  Acetat-Thiokinase und Hydroxy l -  
atnJns.~L die Reaktion mig Phosphotransacetylase  und nachfoIgender Arsenolyse ~s 
und der Test mit  Ketoglutars~iure-Dehydrogenase~L D i ~ e  Methoden sind im allge- 
meinen ZV'-'Lr sehr empfindUch, aber wegen ,ler S tandaxdis iermg eines Bezugsprgpa- 
rates kompliziert und st6ranfgUigS. ~s. 

Frei yon die~en prinzipieLlen ,qchwierigkeiten sind die stSchiometrischcn Tests 
der zweiten Gruppe. Die wichtigsten wurden in vergleichenden Untersuchungen mit  
dem Ziel gcpr0ft,  den CoA-Gehah verschiedenen Untersuchungsmater ia ls  spezifisch 
mid genau zu crmitteln.  

MATERIAL 

V¢ir verwenden ftir die Enzyrc-Aktivit~.t  folgende Definitiun: x Einhei t  ist die En- 
zymmenge,  <Lie t~i z5 ° x t~Mol Substra t  per toin umsctztls.  ~0. ~-Hydroxyacyl-CoA- 
Dehydrogenase ' ,  spe.-.ifische Ak:~vit/it ca. z 5 Einhei ten/mg,  Phospho t r ansace ty l a~"  
;~us Clostridiur.~ Muy t ,~r i  spezifische Aktivit~it ca. x Ioo Einheiten/mg21, H und Malat- 
Dehydrogenate ' ,  ~pezifische Aktivit~it ca. 75 ° Einhe i ten /mg (gem~sen in Phosphat-  
puffer), w~xen Handeispr~.iparate yon C. Y. B0ehringer und Soehne GmbH,  Mann- 
helm. Thiok;.na.se" wurde nach bL~HLER et al. ~ bi~ ~.u einer Aktivi t / i t  yon o.2 Einhei ten/  
rag, citrate-c!eavage enzyme im wesent!ichcn nach SRERE ~ bis zu einer Akt iv l t~ t  yon 
5 Einheiten/ ,~g gcrcinigt. 

A ' I 'P-N~Ha-  3 H.O (8o% ATP) and DPNH-Na~ (79% ~-DPNH) waxen Han-  
delspr:'iparate yon  Boehringer-Mannheim, Acety]phosphat  (Lithiumsalz) yon  Serva- 
Entwicklungslabor.  Heidelberg. Diketen yon Dr. T. SCliUCHARDT GmbH,  Mtlnchen, 
w-urde vog C~hrauch im Vakuum red~t i l l ie r t  (KpH mm ~- 68°) und hOchstens zwei 
V¢ochen danach verwendet.  

Die CoA-Pr~iparate s t ammten  yon C . F .  Boehringer und  Soehne GmbH,  
Mannheim" Farmochi~fica Cutolo-Calosi S.p.A., Neapel, und  Pabst  Laboratories,  
Milwaukee. XVisc. 

METHODEN 

Zd~=ufsch/u~ 

Rohe Geweb.~;×trakte wurden yon Albinorat ten gewonnen, Das Gewlcht dcr 
Ticre ist bei den Exper imenten  angcgeben. Die TJere wurden dekapit ier t ,  das be- 
trcffcnd¢ Organ cntnommen,  ra~sch ~-z.5 g davon im Pottcr-Elvehjern Gla.~homo- 
geni~ator bei o ° mi t  xz m[ HCIO 4 (8%, w/v) homogenisicrt,  zentrifugiert  u•d dcr  
(~berstand mit  z N KzCOs unter  gu tem Rtlhren auf  pH ---- 5,o-5.5 eingeste]iL. Nach 
~-stttndigem Stchen in der HMte wurde vom ausgefallenen KCIO4 abdekant ier t ,  Die 

° Die b ier  gCna, n n t o n  E n z y m e  sdnd l~ero~LO " R e p o r t  o f  t h e  C o m r r t ~ i o n  or~ E n z y m c ~  o f  t he  
I n t e r n a t i o n a l  U n i o n  o f  B i o c h e n ~ q t r y  T M  in d e r  l n t e r n a t i o n a l c n  K t s ~ d f i k a t i o n  wle fo lg t  au fg e -  
f ~ h r t .  ~ - I i y d r o x y a c y I - C o A - D e h y d r o g c n ~ s o  : .,. I. t .35 L-3"hydroxy&cy I-CoA : N A D  o x t d n - e d u c t ~ s e ;  
] ' h t ~ p h o L r a n s a c c t y l a s e :  z .3 . t . 8  A c c t y l - C o A  : o r t h o p h o s p h a t e  a c e t y l - t r a n s f e r a s e :  1. a t - D 0 h y -  
drogena~qe: ~ . t . ! . 37  l . -Mala te :  N A D  o .x idoreduc tase ;  Th ;ok ina~e-  6.z.1.2.  A d d  :C.oA 
(AMP}. 
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Gewebsextrakte  yon je 2 jttngeren, leichten Tieren wurden zur Analy.~ vereinigt. 
Hefeext rakte :  Von bis zu 3 Tagefi im Ki~hlschrank gelagerter B~ickerhefe wur- 

den x5 g in 50 ml koehendes v ~ r ~ r  eingetragen, 5 r, lin gekocht,  rasch abgektih[t 
und  zentr:,fugiert. Dcr Rilck~taztd wurde ka[t mit weiteren 50 m[ ~Vas~er extrahier t  
und  beide Ex t rak te  vereinigt. 

Die Bereclmung be,-51eksichtigte die Neutralisation und da~ Volumcn der Zelt- 
t r i m m e r .  

Verfahren zur Best immung yon CoA 

Die angegebenen Test-Vo[umina beziehen sich auf  eine CoA-Konzentrat ion der 
vorberei teten Probe yon ca. I mg/ml. Ist die_~e w~ent l ich  geringer, kann in Mel3- 
u n d  Vergleichs-Kftvette mehr Probe and ent~prechend weniger Puffer eingesetzt 
werden. Alle L6sungen sind mi'_ bidest. XVas~er herzuste[len und (ausgenommen 
Puffer} bis zum Test  kiihl zu ha[ten. Folgende Verfahren haben sicll bew/ihrt~-~: 

fl-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenaxe-Test: Vorbehandlung zur Bc~timmung yon 
Gesamt-CoA (CoASH + oxyd.  CoA): 5 l o  m[ Prc~be mit o.ox ml Thioglycols~iure 
versetzen, mit  2 N KOH au f  pH 9.0 ein~tehen (Spezial-Indikator-Papier) und  
x 5 rain kal t  stehenlassen. Dann o.oI tnl Diketen zusetzen und 3 rain kr~iftig mischen. 
Dabei pH-Wer t  stets  au f  7.4 halten. Volumen d ~  An.~atzes durch Ad6ition der 
zugegebenen Volumina berechnen. 

Vorbehandlung zur Be~timmung yon CoASH" 5-I0  ml Probe im l~isbad mit 
2 N K O H  a u f p H  8.0 einstellen • o.ox val Diketen zu.sctzen und 3 rain krSftig mi:'.chen. 
pH-Wer t  s te ts  au f  7-4 halten unci Volumen wie oben L~.r;chnen. 

Bes t immungsansa tz :  blessung gegen VCa~er. In eine Kt ivet te  yon I cm I.icht- 
weg pipett ieren und mischen: 2.74ml I-~'rophosphat-HC1-Puffer (o.x M; pH 7-3), 
0.20 ml vorbehaa,delte Probel6~ung, 0.05 ml DPN H-Li~sung (xo rag DPNH-Na.,_Jml). 
Bei 366 ~ (oder 340 mp~ Ext ink t ion  able.~n; o.uz m[ t3-Hydroxyacyl-CoA-Dehy- 
drogena_~-Suspension (5 mg Protein/ml) einmischen und erneut  Ext ink t ion  ablescn, 
r~ba~,d keine Anderung mehr  eintri t t .  Dutch nochmalige Zugabe der gleichen 5Ienge 
f f -Hydroxyacyl -CoA-Dehydrogena~  die Eigenext inkt ion t[~,~ Eoz3qTlS m ~ s e n  und 
bei der Rechnung berllcksichtigen. 

Zur Berechntmg folgende Extinktionskoeffizienten yon D P N H  verwenden: 
ea~ mp ----= 3-3 ° .  xo 6 crn=/Mol (HOHORSTIul )  ; e~o ms, ~ 0.22 " IO e cma/Mo[ ( I | O k f ' C K I " R  

U N D  K O R N B E R G ~ ) .  

ThioMnase-Te~st." Messung in z-cm Quarzkt ivet te  gegen eine VergleichskUvette 
mit  z.6 5 ml Tr i~HCI-Puf fe r  (o.x M; pH7.6) ,  o ,3oml  Na-Sorbatl /~ung (o.x M'), 
o.o 5 ml Probe-L6sung (pH 6-7). 

In die Mel3kii.eette pipett ieren und mischen: 2.36 m[ Tns-I-iCl-Puffer (o.x M" 
pH 7.6)° o . 3 o m l  Na-Sorbatl6sung (o.x M), o.zo ml blgCls-Lr-~ung (o.x M), o.z5 ml 
ATP-L6sung (o.x M), o.o5 m] Probe-L6sung (pH 6-7). Bei 296 mp Ext inkt ion  a~- 
lesen, o.o 4 ml Tbiokinase-Suspension (zo mg Pr'~tein/ml) einmischen und c m e u t  
Ex t ink t ion  ablesen, bis Stil lstand erfolgt (ca. 2o--3o rain). Nochmals mit gleicher 
Enzymmenge  die IEigene×tinktion des Enzyms  m - ~ e n  trod bei cter Rechnung be- 
rtleksiehtigen. 

" o .  l l ~  g SOrbins~ure mlt 3 m t  x N N a O [ |  mi~chen, auf 1o mI auffdllen, fil~rieren. 
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Zur  Berechnung folgenden Ext inkt ionskoeff iz ienten yon Sorbyl-CoA verwenden:  
~-:N ~/, ~- 24.zx. xo e cmt/Mol (s.S. 6o4). 

PhospAot'ta~tsacaylase-Tt.~t: M~ssung in x-cm Quarzkt tve t ten  gegen eine Ver- 
gleichskiavette mit 2.8o ml Tr is -HCI-Puffer  (o.x M: pH  7.6), o.zo ml P r o b e - L ~ u n g  
(pl t  6-7). 

In die Megkiivet te  pipet t ieren und  mischen:  2.69 ml Tri~--HCI-Puffer (o.i  M; 
pH 7.6), o . a o m i  Ace ty lphospha l -L6sung  (o.x M), o . z o m l  Probe-LOsung (pH 6--7), 
bei 233 m/~ Ex t ink t ion  ablesen;  o.oi  ml Phosphot ransace ty lase-Suspens ion  (0.l mg 
Pro te in /ml ' )  einmischen und erneut  l~xtinktion able,~en, sobald keine ,~nderung 
mehr  e in t r i t t  (ca. 3-4 min). Nochrnal~ mit  gleicher E n z y m m c n g e  die Eigencx t ink t ion  
des Enzyrns messen und bei det Reehnung  beriicksichtigen. 

FOr die Berechnung folgenden Ext lnkt ionskoeff iz ienten fttr die Differenz der  
Ex t ink t ioncn  (CoASAc) -- (CoA) verwenden ; ~ m# ---- 4.44" x°s cmt/Mo! (SEt:BERTm)" 

Cit,,*,'e-cl,:a~age enryme-Te~t : lnha l t  tier x-cm K/civet'ten : 

t~/p Gin0 

2 . 0 2  2 . ~  

o.3o o.3o 
0 . 2 0  0 . 2 0  
o . o 6  o . o 6  
o , o o  5 o,00~ 
O,ZO 0 . 2 0  
O~20 

Tri~-HCl-l~uffer (o.x M; pl~! 7.0) 
MgCli-L6suug (o.z M) 
Natrium-Cii:rat-IAIsung (ca. o.a8 M) 
l)PNH-I.~ung (Io mg DPNH-Nat/ml) 
MM~t-Dehydzogenasc-Suspension (to mg Protcitl/ml) 
ATP-|.6sung (o.t M) 
Probe-L~sxmg (pH 6- 7} 

Bei 3(~6 m/u Vergleichswe~ auf  E = 0.300 stel|en. In beide Kt ive t ten  je 0.o2, ml 
Citrate-cleavage enzyme-Suspension (2o mg Protein/ml) einmischen und Vergleichs- 
kilvette ~tets auf den Anfa~gswert elnrcguliert haltcn. Werte der Me0ktivette ab- 
]esen, his keine Andcrung der Extinktion relativ zur Vergleichsktivette mehr eintritt. 
Bei langsamen Nach lauf  der Reakt ion  au f  t = o ext rapol ieren .  

Zur  Berechnung die oben angegebenen Ext inkt ionskceff iz ienten  yon  D P N H  
verwenden.  

Synthese yon S-$orl~vl- N-:! cetyl-cysteamin 

Die Synthese  wurde ether folgende Stufen  durchgefUhrt :  
(a) S~mthese yon N-Acetyl -cystearnin  nach KuttN UND QUADRECK i~, 
(b) 0be r f t ih rung  ",on N-Ace ty l -cys teamin  in das  BleL, udz nach SEUa~=I~T a°, 
(c) HersteUung yon Sorbylchlor id:  6o g Sorbins~iure und 2o ml PCla wlardcn 

au f  dem Wasserbad un te r  RttckfluB his zum Aufh6ren  der  HCI-Entwicklung erki tzt .  
danach  24 Std bei Z immer ,  cmpezat~tr s tehen gelassen, yore breiigen Niederschlag 
abgegossen und zweimal im Vakuum de~,tilliert. Kp l  a m m =  75-75-5 °. 

(d) Umsetzung  yon Sorbylchlor id  mi t  dem BleL~alz de_~ N-Ace ty lcys teamins :  
zo g Sorbylchlor id  wurden (ilhnlich S E O a E R # )  in zoo ml abso la tem T e t r a h y d r o -  
furan gel6st und 25 g de~ BleL~alzes zugesetzt .  Nach  2o Std  Rtihren bei Zimmer-  

" TAglich frisch aus StammlOsung yon zmg Ptotein/ml durch Verd(tanon mit 3.0 M Am- 
monJu msulfat-L~hsung bereitcrt. 

Biockim. Biop~ys. Aaa. 67 (~963)599o6t6 
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t e m p e r a t u r  wurden  nochmals  3 g Blei:qalz zugcgeben und 4 Std  b~i 30-4 o'~ weiter-  
ger t lhr t .  ~,Vghrend der  Reak t ion  konn te  in P roben  .~pektralanalytisch das Auf t r e t en  
e iner  Schu l t e r  an der  Sorbyl . -Absorpt ionskurve  bei ca. z96 m.u festgestell t  werden.  
Nach  Reaktions.cchlul3 war  kein Cl- in mit  V~'a.~ser ver.-~etzten Pr<~ben nachzuweisen .  
Es  w u r d e  yore  Riick.~tand abfi l : r ier t  und dieser zweimal  mit  T e t r a h y d r o f u r a n  
gewaschen.  

Eine  Oestill~_tion ist hier n ich t  zweckm,il3ig..Start d ~ s e n  wurde  die im V a k u u m  
a u f  80 m[ e ingeengte  1.6sung au f  eine Al.,Os-Saule aufgezogen und mit  ~d~th:w eluiert .  
Bei  et'.va 7o0 ml E l u t i o n s v o | u m e n  erscbienen die er.~ten F rak t ionen  mi t  n u t  oin¢,'n 
M a x i m u m  bei 296 m/z. Aus diesen F r a k t i o n e n  kristalli . , ierten beim Einengen wei~e 
his gelbl iche Nade ln  (insg~samt e t wa  3 g). Die L/%|ichkeit dieser Subs t anz  ist in 
Wasser  gering,  in )i, the r  gut ,  in Chloroform,  Athano[  Lint] Methanol  sehr gut.  Fp  -- 89 ~ 
(Zers.) ; Ni t ropru,~sid-Reakt ion ist negat iv .  

N a e h  E i n t r a g e n  e iner  Probe  in 5°.-i, K O H  und .~tehcl-das~ell fiir IO rain ver,~chwand 
die Absorp t ion  bei 296 rap, die L~k4ung ahsorb ie r te  ie tz t  mit  Max imum hei ca. 
257 ~ (Sorbinstiure~X). Die Ni t roprus .s id-Reakt ion  war  jet~.t p~sitiv. 

Die S u b s t a n z  wurde  in wenig Chi,..-oform gelSst und mi t  Pe t ro lg the r  f rakt ionier t  
gef:.illt, wobei  eine gelbe, tilige Vorf rak t ion  ahge t r enn t  x~urde. Di,: H a u p t - t : r a k t i o n  
wurde  na c h  de m T r o c k n e n  ha lb ie r t  und die beiden Anteile 3- bzw. 4-real aus .:i, the r  
umkris ta l l i s ier t .  Farblose  Nadeln  in be iden FiiHen. Diem: zeigten bei de r  E l emen ta r -  
ana lyse"  die in Tabel le  [ da :ges te l l t en  i ihere ing t immenden  Resul ta te .  

C 
1I 
N 
S 

T A B E L L E  [ 

l~to~tl,~a j a r  ( ; c l M n d ~  
C t , l ' l  t ,  O . .'~L'~ ( % j t **,  

50,30 5b.7g 
7.09 7- ~ -' 
t~.,$ 7 (J.GG 

15.O4 15,in 

Das  I n f r a r o t - S p e k t n l m  en t sp rach  der  a n g e n o m m e n e n  S t r u k t u r  vt,n S-Sorhyi -  
N - a c e t y l < y s t e a m i n  (M = 2x3.z2) 

3 E i n w a a g e n .  w o v o n  (a) eine nur  aus CHCl3-Pe t r - l~ the r .  (b) und  (c) zus~tzlich 
3- bzw. 4- ram aus ~ t h e r  umkristalli-_:iert waren,  wurden  in w~issriger L6sung im 
Ze i s s -gpek t r a lpho to :ne t e r  PMQ II  bei einer  mi t t l e r en  Spa l tb re i t e  yon  0.945 r n ~  mtd 
e iner  T e m p e r a t u r  yon  27 °, ve rd t tnn t  mi t  3 Vol. Phospha tpu f f e r  (o.I M; pH  7.o) 
gegen den  e n t s p r e c h e n d  v e r d t m n t e n  P h o s p h a t p u f f e r  gemcssen. Die Volumen  der  
M e l ~ g ~  w urden  t e m p e r a t u r k o r r i g i e r t .  Die S p e k t r a l k u r v e  (Fig. I) zeigte ein 
M a x i m u m  bei z4)6 mju (vgl. WAKIL OSD Hfi'~SCttEt0~), die s-pczifische E x t i n k t i o n  
be t rug :  (a)~  = 24. z8-xoecm*/ 'Mol;  (b) E - -  z4 .o6-~oecm¢/Moi ;  (c) e ~ 24.5x-zo6 
cml/Mol .  

Mit te l :  ~sm rot, ~ (z4-z5 4- 0.23) " xo* cma/Mol --- 24.25- IO e c m Z / M o [  :]: I % .  
Der  "fflr die  CoA-Analysc  zu  v e r w e n d e n d e  Ext ink t ionskoef f iz ien t  ist ~m dic  

" Her ru  Dr. ha.bil, l i .  SPSNGLER dankeo  wir ftir die I_>urchfi~hrung der  Ana|y.~en. 
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Fig. !. Extinktionskurve yon S-Sorbyl-.M'-acetyi-cysteamin. 

m o l a r e  E x t i n k t i o , a  t ier  bei de r  R e a k t i o n  v c r s c h w i n d e n d e n  S o r b i n s ~ u r e  zu  v e r k l e i n e r n .  
Die~e w u r d e  aus  re ins ter ,  d u r c h  H y d r o l y s e  y o n  S o r b y i c h l o r i d  (s.o.) herlgestell-  
t e r  SorbinsAure  zu ~2H m~, = (o.z39 - -  o . o o 6 ) - I o t c m t / M o l  g e f u n d e n .  S o m i t  i s t  
E ~  m,, koch. - -  (24.zx 5- 0-29)" zo* cm2/Mol  = 24.xx .zo* c m t f M o l  ~_ x % .  

E R G E B N I S S E  

B-l tydrox) ,acyl-CoA-Dehydrogenase Test  

D e r  T e s t  in de r  v o r s t e h e n d e n  A u s f i i h r u n g s f o r m  b e r u h t  a u f  de r  D P N H - a b h ~ n g i -  
gen i2eduk t ion  y o n  A c e t a c e t y l - C o A  zu  / 5 - H y d r o x y b u t y r y l - C o A  u n d  l ehn t  s ich art 
die  Vor sch r i f t  y o n  DECKER t* an.  U n g e r e i n i g t e  C o A - L 6 s u n g e n  k 6 n n e n  d a m i t  zu-  
f r i edens te l l end  g e t e s t e t  we rden ,  sofern  die C o A - K o n z e n t r a t i o n  n i ch t  zta ge r ing  is t  
(s. Tabe l l e  X).  O e r  T e s t  g e s t a t t e t ,  r eduz ic r t e~  u n d  G e s a m t - C o A  n e b e n e i n a n d e r  zu  
b e s t i m m e n .  D a s  F .nzym ist  u n s p e z i f i ~ h  ( A r b e i t e n  re fe r i e r t  in DECKERS), d e r  T e s t  
e r faBt  n e b e n  CoA z.B.  a u c h  3 ' - D e p h o s p h o - C o A ,  P a n t e t h e i n  etc .  C h r o m a t o g r a p h i e r t  
m a n  H e f e - K o c h s a f t  t in te r  a h n l i c h e n  B e d i n g u n g e n  a n  A n i o n e n a u s t a u s e h e r ~ t t l e n ,  
wie es  LY.~E.~ et al. ~* ft ir  B e n z o y l - C o A  besctu- ieben,  so k a n n  m a n  in d e n  E l u a t -  
F r a k t i o n e n  m i t  r e i n e m  D e p h o s p h o - C o A  in g le icher  We i se  wie  in d e n e n  m i t  r e i n e m  
CoA r.,~t # - H , / d r o x y a c y l - C o A - D e h y d r o g e n a s e  die K n n z e n t r a t i o n  b e s t i m m e n .  

Thlok~n~ase-Tes! 

WAKtL OZ~D H O e s c ~ m ~  t b e s c h r i e b e n  e inen  C o t ~ - T ~ t  m i t  T h i o k i n a s e ;  die 
A u t o r e n  benf i t zen  den  y o n  MAm.ER e~ al.  tm vorgescb_lagenen N a m e n  " F a t t y  ac id-  
a c t i v a t i n g  e n z y m e " .  D e r  1'e~t b e r u h t  a u f  de r  B i l d u n g  y o n  S o r b y l - C o A ,  des-~en 
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E x t i n k t i o n  bei 300 mk, geme.~sen wird.  D i -  A u t o r e n  geben  fiir ~ ) r b y t - C o A  e inen  
E x t i n k t i o n s k o e f f i z i c n t e n  e~eo m/~ - -  ~9 " x°n bis I9. 5 - IO e" ,:rut/Mol :m. 

~,Vir h a b e n  bei son.st i den t i s chen  Konzen t ra t ione ta ,  abe r  m i t  3 rn[ G e s a m t -  
v o l u m e n  tznd T r i s - P u f f e r  d i r e k t  in der  K i i v e t t e  bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  gemessen  
u n d  ke ,nn ten  so die K i n e t i k  verfo lgen.  Mit re inen CoA- l ' r c ipa ra t en  c rh ie l ten  wir  viel 
zu  h o h e  W e r t e .  

N a c h  d e m  R c s u t t a t  v im Tabe l l e  I I  e rg ib t  sich m i t  ~ .~  mt~ = I9 .o"z°~  cmZ[Mol 
ein G e h a l t  y o n  f~ . z  p g  CoA pro  K i i v e t t e ,  das  ~iml t.l*~'~.o des t heo re t i s ch  m6gliche.,t 
W e r t e s .  fi, hn l iche  wel t  t iber  io0°.~, l iegende W e r t e  w u r d e n  noch m e h r f a c h  erhaltc.n,  
mffern d a s  E n z y m  h in re i chend  t'rei yon  Deacykt.~'r w a r  (das fiir die.sen Tes t  v e r w e n d e t c  
E n z y m  besal3 eine .%palttm~jsfZ, ihig.,keit f~ir Ace tv i -CoA w,n o.3°..g des l -Iauptakt ivi t / i . t ) .  

Diese  B e f u n d e  k 6 n n e n  n ich t  d a d u r c h  e r k l a r t  wcrdeu ,  da[3 die a n a l y s i e r t e n  CoA- 
P r o b e n  e t w a  gr61Jere Mengen  av. B r u c h s t t l c k e a  tnit k l ,qnem Molgewich t  cn th i e | t en ,  

"l'A B E  I .L  I-" 11 

(ANAI.f.IX; "~VAKIL L-NI.) |II)IJSf:HF.tt  J'} 

E i n g e s e t z t  0 . o  5 m l  C o A - L O s u r l g  ( t . t a )  nag[ml} 3 o / ~ g  C o A :  Xl t , i3vo lumen  3.<.Po m l ;  t chx L l c h t -  
weg  ; M ~ t l s t r , ' t b l u n g  jot~ mlt  

I - ' x t i nk t i~m v o r  l i e a k t i o n s l ~ ' g i n t t  o o02 
E x t i n k t i o n  n a c h  25 mi t t  o 5¢*5 
,,IF. ( u n t e r  l ~ o r f t c k ~ i c h t i g u n g  t ie r  E i g e f l c x t l n k t i o t t  d ~ ;  E n z y m s )  0 .563  

die im Tes t  reag ie ren .  Die  g le ichen P r o b e n  ze ig ten  im unspezi f i schen  ~ - H v d r o x y a c v l ,  
C o A - D e h y d r o g e n a s e - T ~ t  (s. oben)  s/matl ich 7o. 8 o %  CoASH.  

W i r  i l be rp r t i f t en  dc.'shalb die y o n  W,:r¢it, c ,~n H 0 u s c n E R  a~ a n g e g e b e n e n  iledirl- 
g u n g e n  u n d  MeBgr613en, zun~.chst die spezi t ische E x t i n k t i o n  w m  S~rbyl -CoA,  N a c h  
d e m  " A d d i t i v e n  P r i n z i p "  (s. D~cKErt a) erh';th m a n  alas Si . ,ekt rum der  S - A c y I - D e r i v a t e  
y o n  CoA d u r c h  A d d i t i o n  de r  E x t i n k t i o n e n  des e n t s p r e c h e n d e n  Th io lc s t e r s  y o n  ,V- 
A c e t y l - c y s t e a m i n  u n d  Adenos in .  Wi r  z iehen die.~a-:s Ver fahxen  tier I so l i e rung  u n d  
Messung d e r  E x t i n k t i o n  y o n  S o r b y l - C o A  a~ vnr.  weil  die  Re inhe i t  t ier e in facheren  
s y n t h e t i s c h e n  V e r b i n d u n g  d u t c h  E l e m e n t a r a n . ' d y ~ e  zuverl~issiger i iberpr t i f t  we rden  
kann .  Die  Messu ng  y o n  S - A c y l - N - a c e t y i c y . s t e a m i n  I iefert  d i r ek t  die gewi in sch t e  
E x t i n k t i o n s d i f f e r e n z  zw:~chen CoA u n d  de.~sen A c y l d e r i v a t e n ,  o lme  d a b  (tie Ex-  
t i n k t i o n  y e n  Ademrs in  e l imin ie r t  we rden  mull .  Wie  u n t e r  METHODE.~ angegeben ,  e rg ib t  
die e n t s p r e c h e n d e  S o r b y l v e r b i n d u n g  tze¢ m~, - -  24 ~xl • t o  e cml lMol .  Das  e n t s p r i c h t  
eto0 m~, ~ 23.5" I o t  cmZlM ol, a iso  e rheb l i ch  n l eh r  al~ "~VAKIL UND HOIaSCHtz-Ra: finden. 

EMnnoch w u r d e n  a u c h  m i t  d i e s em  Ext ink t io r t sk (mff iz ien ten  noeh  zu hohe  
W e r t e  g e f u n d e n .  E i n e  we i t e r e  FehlerqueLle wurde  im Zu.satz yon  ( ; S H  z u m  T e s t a n -  
.~atz e r m i t t e l t ,  

D e r  B e f t m d  a u s  TabeLle I l I  Iai3t sich nach  S'I'ADTMAN le~ erld~iren: G S H  k a n n  
wie a n d e r e  ~ H - V e r b i n d u n g e n  bei a lka l i~chem pH-XVert  in n i c h t - e n z y m a t i s c h e r  
R e a k t i o n  y o n  Acy l -CoA die Acylgrupp~" f l be rnehmen .  Da  die ~,Vellenliinge des  a b -  
s o r b i e r t e n  L i c h t s  n u t  d u t c h  d a s  k o n j u g i e r t e  S y s t e m  der  S/iure u n d  die T h i o I ~ t e r -  
b i n d u n g  b e s t i m m t  i s t  (bewiesen  d u r c h  die M ~ l i c h k e i t ,  M o d e l l s u b s t a n z e n  zu ve r -  
w e n d e n )  d t l r f t e  S - S o r b y l - G l u t a t h i o n  bei 296 m/~ eine deu t l i che  L i c h t a b s o r p t i o n  be-  

Bi,m-him. Bia.ph~$. Acta ,  67  (~g63)  5 t ~  - 6 I f "  
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si tzen' ,  .seine Bitdung also zu Pluswerten der Extinlction AnlaB g e b e n " .  Naeh 
~TAr)TM.~n ~'~ ist die Reaktion bei pH 8.z-9.o ~hnel l ,  b.~i pH 7 sehr Mngsam. Bei 
pH 7.6 findet offenbar noch eine geringe bieaktion s tar t  (Testansatz (b) yon Tabelle 
l iD.  Enthal ten  weniger gcrcL-~i.g'.~ CoA-PrgFarat~: noch GSIt,  ist d e s ~ n  Einflul3 
aber zu vernaehl~ssigen, well die GgH-Mengen vergleichsweise klein sind und die 
Geschwindigkeit der Haapt-Reaktioc,  gentlgend grof3 ist. 

Svsterna tiscbe Variation der Reagentien-Mengen fltlute zu dem unter  METHODEN 

T A B E L L I ~  l l I  

E I N F L L ' . ~ S  V O N  G L U T A I  } # I O N  A t : F  I ) I E  5 1 E S S E R G l ~ E t N l S S E  M l ' r  T H I O K I N A S ~  

.-Xnsatz hatch H~::'HOL~.~ m i t  un ten .~ tuhen t l en  V a r i a t i o n e n .  Etnge-zetzt  o.o# ml  C o A - I . ~ s u n g  
( o . q o m g ! m l )  ~ 4 o l ,  g Co.X; M e l 3 v n t - m e n  3 . o o m l :  t o m  ~ c h i c h t l A n g e ;  .M.B~t rah lung  296 mr*. 

[a) T~4J,~&il~,~...c.T¢~f, pH 7.6 (b) Thtakt~aae-Te..t .  #I;t 7.6 

.%',z~atoc~ttaaXa lo ~ M o l  GSH 

I ~xuf'" 0-299 0 .339 
Anal:~'se: ~ug CoA p ro  KCavette 28..5 32.4 
~.>rozent dt ' r  Ei t lWaage 7 ]-4 81.o  

{dJ#-liVdtozwac).t-Co/I -~'ky~rog*~.lt-T~d 
(CoASH ) 

t~rozent  th.r  E i n w a a g e  7~-o 

• Tris -puf fer .  o . t  31, pI-] 9.0. 
"" ~,;nter I3erUckrdcht igung <ler E~.gent~.xtink~on de s  E n z y m s .  

. m  . 

(¢) T~*olt i~c-Tr¢, 

+ t o  t¢?,fol (;514 

o. 4 4 6  

4~-5 
lot> 

(e) B.Hytdto~taeyt ~oA -L~lt~ d~ag~m~ts- Ttst 
( ~ - ( . ' o A )  

78.5 

be~:hriebenen Testansatz.  Wir halten ihn hinsichtlich Zusammensetz tmg und 
Reaktionsgeschwindigkeit  flit optimal. Der yon ~,VAK[L UND H0nSCHER :t vor- 
geschlagene 2-Amino 2-methyl-x,3-propandiol-Puffer puffert bei pH 7.6 nicht mehr  
(LoxGa~). er ist zweckm~iUig durch Tris zu ersetzen. 

Gleiche Mengen yon reinem 3'-Dephospho-CoA und reinem CoASH zeigten fast 
die gleiche Reaktionsgeschwindigkeit .  Es ist somi~ unm6glich, rnit diesem Test  
heide Verbindungen getrennt  zu erfas$en. Nach MAI~L~R a a/. ta reagiert das E n z y m  
jed(mh nicht mit  Pauttethein oder Cystein, desgleichen nieht direkt  mi t  D L - T h i o c t -  
s~.ure oder GSH, Gegentiber die~en Verbindungen ist a-lso Spezifit~t gegeben. 

Phosphotransacaylas¢- Test 
Neben dem "kinet ischen C o A : r ~ t "  mit  Phosphotransacetyla~e tt hat  STADTMAN 

auch einen "st6chiomctrischen Test"  entwickelt**, t~r b~ruht au f  der Messung dex 
Ext ink t ion  des bei der Reakt ion gebildeten Acetyl-CoA bei ca. 233 m/~. Da  diese 
Ext ink t ion  ~ jedoch nur  als Differenz zur CoASH-Ext inkt ion gemessen werden kann,  
ist es zweckmAflig, den genauen Wert  ebenfalls mi t  einer Modell~ubstanz zu er- 
mitteln.  SEVBERT Is bentitzte hierfilr S-Acetyl-N-Sueeinyl-cysteamin und  erhielt  
~-m m, = 4.44"xo ° cmt/Mol (vgl. auch EGGERER st und  STAI)TMAN4Ui). S t a t t  der in 

" E m  ana-lose-r Fa l l  l l eg t  bei  . % A c e t y I - G S H  vor ,  d ~  be l  g l ~ c b e r  "tVullcnhtngo wi0 S - A c e t y l - A  r- 
S u c c i n y l - C y s t t m m i n  81eit:he E x t i t t k t i o n  zcigt~,mL 

"° A u c b  WAI¢IL U.~O HOBsCXgR mt f i n d e n  (Tabe l l e  I I I  u o d  A b b .  3 i h r e r  Arbei t}  o u r  Z u s a t ¢  
y o n  G S H  z u  o x y d i e r t c m  CoA m e h r  tds  [ o 0 %  des  S o l l w e r t ~ .  

D i e . h i m .  B i o ~ k y s .  A c t a ,  67 ( t~bS)  5 9 9 - b z b  
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d e r  L i t e r a t u r  b e s c h r i e b e n e n  }(¢~hextrakte konnte-  yon  uns  d a s  .gereinigte E n z y m  
v e r w e n d e t  w e r d e n ,  w o d u r c h  d e -  T e s t  sicit v e r ~ i n f a c h t e  ~3. 

G S H  im T e s t a n s a t z  w i i rde  o x v d i e r t ' e s  CoA r e d u z i c r e n  un , l  s~, de r  A n a l y s e  ztl- 
g~inglich m a c h e n ,  A u s  d e m  g le ichen  G r u n d e  wie. h e l m  Thiok ina .~e-Tes t  ist  G S H  :~b~r 
u n a n g e b r a c h t  a~. o b w o h l  in fo lge  de r  .sehr k u r z e n  R e a k t i o n . ~ d a u e r  die 5 tb . rung  b ie r  
k l e i n e r  ist .  In  A b w e ~ e n h e i t  ~'<,n G S H  o d e r  a n d e r , ' n  r e d u z i e r e n d e u  . qubs t anzen  wi rd  
C o A - S - S - C o A  n i c h t  e r f a S t .  ) l i t  J o d  < ,xvdier tes  CoA (Jo<i w u r d e  n a c h  der  R e a k t i o n  
d u t c h  A u _ ~ t h e r n  e n t f e r n t )  r e a g i e r t  n i ch t .  Da~ E n z v m  t,~t b e i m  Arsen,~lyse- ' I ' cs t  ~ein 
A k t i v i t ~ i t s m a x i r n u m  ~ bei  p H  7.6".  

F r iahere  U n t e r s u c h u n g e n  ~r' bewie~en,  d a b  t~t,~.~i,h,~tran~acetyla~e ni~:ht m i t  
n e s a m i n o - C o A  r e a g i e r t .  N a c h  Vv',~.xc, et aL an soil Pht~>photrar ,  s ace ty !a~e  a u s  Cl. 
kluyve~'i a u c h  n i ch t  m i t  3 " - D e p h o s p h o - ( : 0  Ix. r c a g i e r e t ~ ' "  \Vir f ande l t  j edoch  uute.r ~len 
B e d J n g u m g e n  des  S tandaa 'dan .~a tzes  ( l p g  E n z y m  pru  I< Uvet te )  m i t  3" -Deph- . s l )ho-CoA 
(8o.8/~g rftit ~ J - H y d r o x y a c y l - C o A - D e h y d r o g e ~ a * e  p ro  NiJve.t te) eine l a n g s a t u e  R e a k -  
t i o n  v o n  e t w a  ZIE = o .oo3[min .  Dies  s t e h t  in G i n k l a n g  rnit e iuetn  sp~iteren R e f u n d  
v o N  ~,V,xNG ~*. l ) a  v e r g l i e h e n  m i t  CoA in den  mei.~ten t : n t e r ~ u c h u n g s m a t e r i a l i e n  J ' -  
I ) epho .~pho -CoA hOchs t ens  in k l e inen  Mengen  v 0 r h a n d e n  ist *s, diirf2e d e r  g e r i n g e  l . ; tuf  
d ie  M e s s u n g  k a u m  s t 6 r e n ,  w e n n  d iese  in 2 - 3  M i n u t e n  t>cendet i.st. I3ei gr i iBeren 31e~gcn 
3 ' - D e p h o s p h o - C o A  k a n n  die M e l ] g e n a u i g k e i t  d u t c h  E x t r a l ~ ) l a t i o n  i tuf  den  Anfang.+- 

I 

70':) ! 

6 0 C  • 

3C0 p 4 6 L% "C 
Zest  { rr~z~ ~ 

Fig. 2 Phosphotran-sacctylast:-Tc~t wie unter st~r,ioDs~,- n,it Ca, zoot~g i'oA. (b) lool,;~ CoA 
land 1oz /,g 3"-l~phospho-CoA, !c! wie (b), ,~lmr ..nit zt~hnfach hOherer Enzvrnmen~e (zo/~g pro 

K~vclbe) {ohne Abzug der Ei~Jen,:xtlnktit>n des Enzy,r.s.  -.gi Tabelle IV). 

* l n = w i ~ e h e n  wurde f~stgcst~-llt ~', <!=0 mit d~:r kinet i~hen Ab~v&ndlu,lg des vorstehcntI ht:- 
scltriebenen Testes alas AktivitAtsmaximunt bc-i pH 7-r iielIt- Einor Durchftlhrung des Substrat-  
t e s t ~  bei dliesern p H  steht  nich,~q irn ~Vege. 

°" Die atls ~ i l l ~  ha l~e t i~ t~  erhaltene Phosphotransacet3,1ase If.ann jedoch auch mit 
Pmnt~thei,* ~ n ~ 7 .  

;4iochi)n ,  R t~ ,#hys . .4¢-1a .  ¢J7 (19t)3) 599 "(~l(J 
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T A B E I . I o E  kV 

'4PEZ[FITJ~T I}I,;~. P H O S P H O T R A N S A C  t:"J 'YLASE-TESTE~. GEGENL~'BER ~ ' - D E P H O S P H o - C o . ~ t L  

E i n g e w o g e n  p ro  K~vet t t~ 

E n z y m m t : n g e  p ro  l( t i~ 'et te  
JL'" (uTIter lk . r i t~ :ka icht igung der  

E i g e ' n e x t i n k t i o n  des  Enzynl~)  

At~satz wie  u n t e r  MIW, tHOD~N. 

2ou t~g CoA 

t F~g 
o,3 .~O 

8 2 . 7 %  lCe.rcchneter CoA-Ge l t a l t  

b 

j oc, p g  C~A 
t 0 z I~g 3 ' - D e p h o a p h o - C o A  
(e twa  40 otto re in)  

t Ug 
o. t58  o÷ t64 

( e x t r a p o l i e r t  | na t :h  3 mitJ ohne 
a u f  t o) E x t r a p o l a t i o n )  

8 t . 7 %  "8-  8 ° t l  • ~ - / o  J 

wert (t .... o) erh~fitt werden (s. Fig. 2 und Tatmlle IV), ggfs. atteh die Enzymmenge  ver- 
l " i n g e r t  w e r d e n .  

BPi ze|mfach hiiheren Enzymmengen  ( I 0  t/d~ pro Ktivette) ist der L a u f  mit 3'- 
I)ephospho-CoA nicht mehr zu vemachliissigen (s. Fig. 2). lm allgemeinen ist je- 
doch auch hier noch eine Ext rapola t ion  m6glieh. Vergleiehsmessungen zeigten ~z. 
dab die ReaktionsgeschwmdJgkeit  mi t  3'-Dephospho-CoA als Substra t  yon Phos- 
photruaa~acetylase etwa 0.5% dcrjenigen mit  CoA ist. Es handel t  sich hierbei often- 
sichtlich nicht um eine Verunreinigung des Enzyms,  sondern um eine Eigenschaft  
tier Phospiu~transacetyla~se, da bei fortschreitender Reinigamg der Phosphotrans-  
acetylase sich das Verh~iltnis beider Akti.vit~iten zueinander nicht  ~tndert. 

Eine nennenswerte St~Srung des Tests durch kleinere biologische Bruehstt tcke 
des CoA ist nicht  wahrscheinlich, da 3'-Dephospho-CoA dem CoA strukturm~iDig 
am nachsten steht.  

K + oder .NH, t sind zur Erziehmg der vollen AktivitAt n6tig ~ ,  wir fanden, dab 
in Tvis-l'uffer die Nll4+-Konzentrat ion der En_zyrn~uspension ausreicht.  Tris-Paffer 
ist dem Triathanolamin-HC1-Puffer  vorzuziehen, weil Handelspr~iparate yon Tri- 
i i thanolamin bei 233 m~ mehr Licht  absorbie, en. Nach STAOTMAX 4~ ist Pyrophos- 
phat-Puffer  ein kriiftiger Inhibitor.  Versuche, die geringe Ext ink t ion  von Phosphat-  
puffern flurch Einsatz yon verestertem PhGsphat nutzbar  zu machen,  blieben er- 
folglos: z.B. o.~ M 3-PhosphogiyceratCyclohexylammoniumsalz  als Puffer be- 
wirkt gegen~lber Tris-HCl ca. 8o"/o Hemmung des Enzyms.  

C itTate-cleavage en:yme- l"est 

Mit dem yon SRV:~E U~D L]VMAN.~ ~ aufgefundenen E n z y m  wurde yon SRERE st.~ 
ein Test entwickelt,  der die Citrat.~paltung mit  tier Bes t immung des gebildeten 
Oxalacetats  mittels MMat-Dehydrogenase koppelt ;  letztere Reakt ion  ist D P N H -  
abhAngig. Die Reakt ion verlliu.t't st6chiometrisch st ,tiber die Reversibilit,~t bestehen 
noch ZweifeP t, doch ist quant i ta t iver  Ablauf  stets anztmehmen (s.u,'. 

Wir s tar ten die Reakt ion mit  Citrate-cleavage enzyme ~tatt  mit  ATP,  da 
wenlger gereinigte Cx)A-Prliparate A ' f P  entha l ten  k6nnen. Mit Malat-Deaaydxogenase 
kann wegen der Instabilititt  des Zwis,-henproduktes OxMacetat und tier S~ehwierig- 
keit, Citrate-cleavage enzyme frei yon Malat-Dehydrogenase-AktivitAt zu erhalten,  
rticht zuverl~ssig g ~ t a r t e t  werden. Wi t  messen gegen eine Kttvet te  mit  dem kom- 

Biochim. FJiophys. Acla, 07 (zoo3) 399--~t6 
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p le t t en  Ansa t z  aul3er P r o b e - l . 6 s u n g  Nach  .Rf,.~#Aigl!n6 d~r H a u p t r e a k t i o n  w u rd e  
hriufig auch  mi t  re.inert CoA-l~r#.paraten ein N a c h l a u f  yon , JE  ~- 0.0005 o.,?,.~2 pro  
rain I~ei 3(~5 rn/z l~e~)bachtet. Die.~er ist iedoch leicht d u rch  E x t r a p o l a t i o n  au f  ~ • o 
zu ber i icks icht igen .  

Mlt du rc h  Jtwl o x y d i e r t e m  CoA (der Jod- i . 'ber~chuB wurde  du tch  Ausi i thern  
e n t f e m t )  k o n n t e  bei  Abwcsenhe i t  yon  G S H  und  ande ren  r eduz ie renden  Subg tanzen  
ke ine  R e a k t i o n  e r ha l t en  werden ,  die Reak t ion  war  jedo~h auch  bei Anwes~.nheit w m  
5/zblol  G S H  pro  K i i v e t t e  so langsam,  dab  .~ie du rch  E x t r a p o l a t i o n  au f  t .... o v611ig 
e l imin ie r t  , , ,erden k o n n t e .  

Mit 3 - ' D e p h o s p h o - C o A  (8o  ~ug mil  fl Hydroxyacy l - f ' ~ ,A-Dehydrogena~e  te.~tbater 
S u b s t a n z  pro  Kt ive t t e )  wurde  eine kun~tan te  A tma lmw tier E x t i n k t i o n  yon ::]E i 
o .oo4[min  bei 366 rob, gemessen  (s. Fig. 3l. Sie i'~t al.~o e twas  h6her  his der  Nacb.lauf 
der  R e a k t i o n  be im Tes t  mi t  r e inem CoA. lt/Bt sich je,t,,ch ~x~i E x t r a p o l a t i o n  a u f t  =-- o 
vOllig beseitiger. .  Somi t  kann  CoA in Anwe2+enheit w m  3 ' -Dephospho-CoA zttverig.~sig 
b e s t i m m t  werden . .N 'ach  SRERE :'z reagier t  Pante tht - in  ":icht mi t  dem E n z y m .  

4 0 0  

~ Q  

3OO 

.~ 2OO 

Ze;'t (r~in) 

Fig. 3. Citrate-cleavage enzyme-Test wie unt~r MEXI|OL~E.~ rnxt (a)8ojaR 3"-Depho.~pho-CoA, 
{b] 151 l l g  CoA,  I t )  i 5 t  j i g  ( ' oA  -- i ml H { ' l ( ) ~ -F : x t rak t  yon  Lebcr .  

Obevpcafung der Spczifitiit  an y~nen  CoA-t ' rapavaten  

Wie oben  darges te l l t ,  h aben  die ve r sch icdenen  l ' e . t m e t h ( u t e n  un te r .~h ied l i che  
Spezititat. 

( a ) / ~ - H y d r f ) x y a c y l - C o A - D e h y d r o g e n a - e  reagier t  auBer mi t  CoASH noch  mi t  
3 ' - D e p h o s p h o - C o A ,  P a n t e t h e i n ,  N-ace ty l - /~-a lany l -cys teamin .  N - a c e t y l c y s t e a m i n  u n d  
a n d e r e n  V e r b i n d u n g e n  s, erfaBt  somi t  auch  fast  alle n~titrlic'bon V~r~tufen des  CoA. 

(b) T h i o k i n a ~  r.~tzt neben  CoA.%H noch  3 ' -Dephos-pho-CoA urn. j edoch  n ich t  
m e h r  P a n t e t h e i n  ==. 

(c) P h o s p h o t r a n s a c e t y l a s c  und  c i t r a t e -c l eavage  e n z y m e  reag ie ren  n o r  mi t  

t3mchi,n, t3~ophys. ,4aa, 67 (1963~ ~99-6z6 
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TA I~ELLI~- V 

VF~RCiI. F,I('H VI-;R.~t+HIFLI)EP,'I~R ~ . ~ I ~ T l i t O E I R N  A I ~  N A N I ~ E J ~ d ~ O I ~ I C I I E l q  C,O+'~k-P+R+~PARATF..I',I 

I'r,lyuva." 

.\ 

Angabon in Prozent der Einv'a~ge. 

ozay l~e .  [ha~,p ,  en -  % ' u m m e t  : . -  Dehy~hrOl~etlax¢.T~l . . . .  Tc ' .g  T ~  

G¢~amt*C.oA Co/ISH CoASbl ~oA.t;H 

G 4 ~ I  5GZ 78 .2  7 0 . 8  7 I . l  7 0 . 0  
() 48x 564 8z.9 78.5 8~),8 77.4 

B 21 62  .o 50 ,  Z 5 0 .  I 3b ,O 
I~ Z8 6 ~ , 8  Z8 .8  2.5.0 X9+7 

C ~tt 64.z 44.9 45-t 41.7 
C 4t8 72.9 b3.o 46.3 35.6 

( 7 ,~ ,a t¢ .  
¢l*a*;ag¢ 
¢t l~ ' t~ " 

T¢~t 
CoA.~H 

71-3 
78.o 

38-3 

4t.~; 
35.() 

( 'oAS[I,  die geringft~gige Reakt ion mi t  Dephosplao-C,A kann du tch  da.s Tes tver -  
fahren elirniniert werden. 

Zum Vergleich der einzelnen Tes tve r fah ren  ~narden {z96i ) handels'dbliche CoA- 
l ' r , iparate  yon 3 verschiedenen Hers te l lem untersucht .  Die Resul ta te  si_nd in Tabel le  V 
wiedergegeben. 

Die Methoden geben auch eine Vorstellung fiber den Gehalt  an CoA-Bruch-  
stricken: Wo bei den Pr~para ten  gr6Bere, tiber den blel3fehler h inausgehende Diffe- 
renzen bcstehen, zeigen (lie Mel3methoden h~ tier Reihenf61ge zunehmender  SpezifitAt 
ste~.s abnehmende.n CoASH-Gehal t  an. Die Differenzen sind CoA-Bruchst t teke.  Noch 
besser i.~t das ersichtlich, wenn man ein reines CoA-Pr~pttrat  et~va t / t j a h r  bei 

TA BI,- LI.E V[ 

/~N,%I.YSE EINES Z F £ R ~ E T Z ' r F . N  COA-PRAPARAI 'E .~  

Angaben ~n Prozent tier Einwaage. 

~- l(~.dTo 1 ~.'¢¢.: T l CO.-| .L;tll'sdr.',Rew~¢-T¢~l "Ehvokl~l.tt*Te~t pho=pk~rat~- 
fI, e-.r aJ.,~.C-,~,..! C~.4~/{ C o A . ~ l t  ~ylaae.~f'd.tt 

07 ~'4-f~ 3ti+5 t R. x 

C~A S H 

t7.8 

Feuchtigkei t~zutr i t t  und e rh6hter  T e m p e r a t u r  lagert und dann  analysiert .  Tabell," VI 
zcigt eine ~dche Analy.~e. 

Qm~ntitativer Vevlauf der Reaktionen. Anwendbarkeit auf  robe Aufsctdtisse yon tn'olo- 
gzschem Material 

Beim CoA-Test in biologisehem Material sind wegen der niedrigen Konzent ra -  
t ion an CoA so~fe der zahlreichen Begleitstoffe Besonderhei ten zu beaeh ten :  

In  allen FttUen mug  die eingesetzte Probemenge  auf  x-x-5 ml erhOht werden. 
Die Puffermenge ist en tsprechend zu reduzieren;  dies ist immer  m6glich, wenn die 
Probe  annt ihernd au f  p H  7 eingestellt  wlrd. 

B:ochim. Biophys. Act. .  67 (t963) 599-~1t6 
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FOr jeden Test muB der q, tant i ta t ive Ablauf (*.er Reaktion si,:herge~tellt .~ein. 
Dies ist bei Kohau f~h l i i~en  , o c h  wiehtiger als bei I¢.e;.nprSpa.atert, da durch die 
vielen Begleit.~toffe u. U. eine st~rkere Riickreakti(m auftr i t t .  

Der [~-Hyd~oxvacyl-CuA-De;:y.!rogena-se-T'est: Dieser Test wurde bei zahlreich.:n 
Analysen in verschiedenem Material als zuverl~issig hPfimden. Die Erfassungsgrenze 
liegt bei e twa 0. 5 #gJml Ktivet teninhal t  oder ca. 2/zg.,m! Probe-16sung. Der Umsatz 
ist wegen der gtlnstigen Gle]chgewichtztage der Reaktion s~ 

loll, CHOH--CH~--CO S - Co . \ ]  D t ' N ' "  
/4 -- [CH,-:-CO CI-I~.- ~ - ) "  g - - ( . ' t )A~  [ F , I ' N t I "  t t ' i  = ,~.z.~.~o, 

bei 25 ° bei pH-Wer ten  <_ 7.5 praktisch quant i ta t iv ,  vitae StOrutlg (abge~hen yon der 
geringen Spezifit~it) nicht zu erwarteB 

Dtr Tkiokinase-l'e.~t: Dieter Te~t hat  den Vorteil des grot'gen Extinktions-  
koeflizientern yon Sorbyl-CuA (ca. 5 tn;tl gre, Ber al~ v,~n Ac~tvi-CoA ~m Pho.~lJho- 
transacetyleL~e-Te.~t; ca. 7 mal grOl3er al.~ yon DPNII  im [3-Hydroxyacyl-CoA- 
Dehydrogenase- und  Citrate-cleavage enzyme-Te~t').  Die Erfassungr, grenze liegt 
somit bei ca. 0.07/xg CoA/ml Kiivet teninhal t  bzw. o.z .ug CoA/ml l'robel6sung. Die 
Spezifit~t ist bGher als bei fl-Hydroxya~yl-CoA Dehydrogena~,~e., die (;leichge~fchts- 
lage ;.st zwar nict t so o~r, stig ( g e m e ~ n  mit On;.nthsaure bei 38~ und pH 8.O--MAHCF.a 
et a / .~- is t  

A'" FADF: -~  [ l - l P , ( ) ~ t :  - / ¢ - - ( . ( ) - - S - - C o A  ~ ~= I . I I -  1.48) 
[ATP' ] [.CoASll] ,RCO',;- I 

d0ch kann durch hohe K,>nzentrationen an ATP und Sorbat lcicht ein praktisch 
quan t i t a t ive r  Umsatz  yon CoA erzielt werden. Die Reaktion.~produkte liegen im 
bio!ogischen Material meist nur in geringer Konzentrat ion vor und stbren nicht irn 
Sinne einer Ri~ckreaktion. Die~e Tests werdcn auch dureh andere Substanzen in 
b i o l o ~ h e r n  Material kaum gestbrt, wie Tabelle VII un,t untenstehender  Ver- 

T..k !rlEI.I.PL %'[ |  

" °R~ .CO%' I - .RY ' ' - I . ' ; , ' ~ 'PKRIM[F~-NT  I'- M E T  TI-II(),KI."4ASE 

Rtim.s CoA 
.'Wal,ze,~t Aw.l~41t,~z f lz¢ 1~o 

L e b e r  H C I O  4- 6 z . z  
E x t x a k t  

H e r e  K o c h s a f t  35.(, 

5~mm¢ 

,'pg ;,to ~ ,¢~  no* ~¢/ttnd.¢'. 

K f t t ~ ¢ )  K ~L a~t) 

6 75 e~8.t~.$ (~3 6 

t 6., 5 w . 2  49-o 

gleich (Tabelle X) mit  /~-Hydroxyacyl-£'oA-Dehydrogena-se-Testen zeigen, da Zu- 
satze yon reinem CoA zu biologi~hen Auf~chliis.,~en praktisch quant i ta t iv  wieder- 
ge funder  werden k6nnen. 

* G e m e s s e n  bei  366 role, 

13,o6h~m~ B ~ o p / , . . . . 4 ~ t a ,  67 ( r963)  3 ' )9 - ~ z 6  
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Der  l ' l ,  os~bho~rat, s a c a y l a s e - T ~ s t  : Di es e r  T e s t  k a n n  z u r  A n a l y s e  y o n  b io log i schen  
Mater ia l  n ich t  o h n e  we i t e r e s  e ingese t z t  we rden ,  o b w o h l  die G l e i c h g e w i c h t s k o n s t a n t e  
gt inst ige]  als be im  T h i o k i n a s e - T e s t  i s t :  Bet p H  8.0 u n d  28 ° is t  ~ 

[CoASAc] [qPhosphat~ 
if" = [Aeetylpho~phat] !(~o-A-j = 74 

I )er  Geha l t  b i o l o g i ~ h e n  Mate r i a l s  an  C o A S A c  t u n d  a n  P h o s p h a t  ist  me i s t  ft tr  e ine 
q u a n t i t a t i v e  R e a k t i o n  zu  hoch.  XVeiterhin is t  das  E n z y m  b e s o n d e r s  gegen  N a  ~ sehr  
empl lnd l i ch ,  es wird  z.B. d u r c h  o .oz  M N a  + (ohne A n w e s e n h e i t  a n d e r e r  K a t i o n e n )  
fas t  v~illig g e h e m m t  ~.  Zu  Hefeauf sch l t i s sen  zug~-~etzte~ CoA wi rd  d a h e r  n i ch t  q u a n t i -  

TABEI.LE VIII  
" R E . C O V E R ' t " ' * E X p I ' . ~ R I M E N T E  M I T  P] IC~g l~HOTRANSAUHTYLAS l~' 

iVei,w, C..4 Probe -- 

KI]l:g'fle ) h" ~t'¢ll~ ) 

1 [efe Koch.o,& ft t39 o t39 3.0 
l.lefc lf,>chs~tft tS~ t .6 t 89.~ t 5.0 

t a t i v  w i c d e r g e f u n d e n  (Tabe l le  V I I I ) .  Flit" t i e r i sche  O r g a n e  l iegen die Verh~ i l tn i s~  
me i s t  gt~nstiger, s ind a b e r  a u c h  m c h t  be f r i ed igend .  

l ) ie  E r f a s s u n g s g r e n z e  i iber t r i f f t  die  m i t  ~ - H y d r o x y a c y l - C o A - D e h y d r o g e n a ~  u n d  
C i t r a t e - c l e a v a g e  e n z y m e  nu r  ,_mwesentlich u n d  l iegt  h i n t e r  de r  m i t  T h i o k i n a s e  we i t  
z.ur~.ick. 

C i trate-c lcvage e n z y m e -  T e s t .  

[('<~ ~..qAt+~ :Oxalacetat I ~.A DP] [Ph<,sphat I 
/t . . . . . . . .  ICiilat] [ATI )] [CoAJ - 

wurde  h isher  nk ' h t  gemessen .  Aus  de r  ( , l e i c h g o w i c h t s k o n s t a n t e  t ier  R e a k t i o n  des  
"C-nd(m_~mg e]~zymes ' ' ~  u n d  der jeniKen d c r  A T P - S p a l t u n g  ~ Rtl3t sich a b e t  ein W e f t  
von ~.~ I -chi[tzen6L D u t c h  die K o p p l u n g  mi t  de r  s t a r k  e x e r g o n i s c h e n  M a l a t - D e h y -  
d r o g e n a ~ e - R e a k t i o n ,  de rcn  G l e i c h g e w i c h t s k o n s t a n t e  bet p H  7.z u n d  z z  "~ 

It" = [t)xalacctat] [DPNI-I: 
. . . . . . . . . . . .  " ~ 2 . 3 3 " J o 6  [L-Matat:. [DI'N i 

bctr~.gO ~.~.~,  ist de r  A b l a u f  des  z u s a m m e n g ~ e t z t e n  T e s t s  abet" s t e t s  als q u a n t i t a t i v  
a n z u o e h m e n .  Rober t  l- '×t~,tkten z u g e s e t z t e  C o A - M e n g e n  w e r d e n  demgem~iH q u a n -  
t i t a t i v  w iede rgc fu r .den  ( 'fabel: .e I X  und  Fig. 3). 

TA BEL|. | ' :  lX 
" 'RI~X:O~. 'ERY"-If-dKPERINENT MIT ~ | T R A T K - C L E A V A G E  IS~NIZYbIW. 

~MIIImC 
A'¢ine~ C o i l  l*r~be . . . . .  

~.~'l~'r IIC104- l.St o ° I51 z49 
Extr~kt 

" Der Extrakt  ~vurde erst nach mehreren Tagen zum Tcst elngesetz~.. 

B~ockin,. Biop~ys. .4aa,  67 (t963) 590-6t6 
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Aueh in rohen E x t r a k t e n  liiBt ;ich CeA n,+bcn allen lgruehstticken ntit Ci t ra te<lea-  
rage  enzxmae spezif i~h erfa_s.~.n. Die I-.rfas~ung.~gre:lze entspricht  der des fl-] ts?clroxya~ 
eyl-CoA-Dehydrogena~e-Testh.  [.eider ist da.~ Enz~'m ntlf wenige ] 'age haltbar.  

Al-g Beispiel fiir die prakt ische At:wendung |vgl. Tabelle xi i )  und zur .-\b.gchiit+ 
zung der  :malytis(:hen Streubrei te  wurden einige tleutrahMerte HC10+-Extrakte yon  
Rat ten]eber ,  -Herz  und -Niere -¢,owie Hefe-Koch,:at'te mit  /~-Hydro;<yacyl-CoA- 
Dehyctrogenase und Thiokinase gete~tet. I':~ war nicht tier Zweck dieser Arl~i ten ,  
d~,+ geeignetste AttfqcLluBverfahren aufzusuchen+ .~)t+)it erheben die mitgetei l tea 
W e r t e  n i c h t  d e n  A n m p r u c h .  e x a k t e  Z a h l e n  f i l e - t  d e l l  G c w e b . q g e h a ] t  a l l  C o A  z u  l i e f e r l i .  

D i e  l < e . ~ u l t a t e  ~ i n d  i n  T a h e l l e n  X u n d  X I  z u . ~ a m m c n g c ~ t e l l t .  

"I'X BF.I , [ . E  X 

B E I S P I E t + k  ~"~[;R l)ll+; r~ .~ '~V~| :~I . 'N( ;  t~| '~l 'rl+:~, l'P:. s .~:F TIgTI'HY.CIIE O|~(~r+i*~l':.g] ~( ~K r .  b- 

~Vcr te  i n  . 3 , l ik rogram ,'~ Co..~, p r o  G r a m t n  t : r i - ~ ' h g ( ' w i e h t  

/_ ¢I~r~ .'~'+e,e l / o r :  

T/~,. 

t a i t ¢  l ( - ' t t tc  
t a r e  Ra, t t c  
M i t t m l w c r t "  

2 j u v g e  R a t t e n  
". j u n g e  R a t t e n  
z j u n g e  Ra* , tcn  
2 j u n g e  R a t t e n  
2 ~t~nge l ~ t t c , a  
M i t t c l w e r t "  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

3J~> !.51 8~} ,q~; t <~ t'~ 3.5 3.5 ~ z.'g 
345 I 1 7  - -  ~')5 " + ",2 4¢~ - -  .- 2 o  

337 134 .... 97 

~4 o ,  t o ~  tt)+~ +,0 37 ~7 l ~ ~ t  3¢, 
I 3 0 .  1 ,$9  12.41 .~] 4 8 7~ -17 ~'+~ 3 t 33 
1253. x~'o 1z3 .51 g t  +V. ='7 +7 3 I 
137 . 137 5o - -  4,~ 63 - -  3.1 +,:) 09 
(31+. I .~2  | 3 4  5 4  .5 2 .~7 3 r, 2 7  5 0  3 3  3 ¢) 

138 t o 8  ~ 5.1 O'- 47 38 5 ° .l I z<) 

" D i e  M i t t c l w c r t c  .~in<i f t i r  I , e i~ ' r  tg+i grt,£hr:t u n 0  k l e m c ~  | ~ a t t e n  g c t r c n n t ,  f u r  Ni~:rt~ t tn i l  
l i e r z  v*m ~ ) l e n  T i e r e n  gemcin. 'gaff ,  h~r~:~:hnet ~vort icl l .  

Bei den Ratten,.)rganen (TabeUe XI fMlt der t :n ter~hiedl iche  CoA-Gehalt der 
Leber  ~ei Tieren verschiedener,  Alters auf+ Es i.~t denkbar ,  dab  der bei alien, ver- 
fe t t e ten  Tieren e rh6h te  Fettstoffwechsei  (lie L;rsach(, hierfttr ist. 

In  frfiheren Arbei ten ~2 wurden Geweb.~proben n~it dem Sulfanilamid-Acetylie- 
rungs-Test  analysiert .  Rechnet  man  die~e in Lipmann-F.inheiten angegebenen ~,Verte 
i~: # g  CoA um (4x3 Lipmann-Einhe i ten  - -  I mg Coenzym A'-~}, erhMt man bei 
Ra t t e no rga ne n  das 2- bis 3-fache der Wer te  v<m Tabelle X ,  bei Hefekoch.~iften 
(unter  Beriicksicl , i igung der .~nga~e pro (;raxr.m get rockneter  Igefe ~g) nur wenig 
mehr  ads in Tabclle  Xl  angegeben ist. l-:s ~a~rde nicht nachgeprOft, ob diese Unter-  
schiede a u f  tier Verschiedenheit  tier Analysenverfahren.  tier Aufschlnl3verfahren" 
oder der  S t reubre i te  des biulogischen MateriaLs ben,hen.  

" KAIPLA.% ° U N D  L I P M A N N  t s  s t a l l i o n  g u s s c h l i c l B i i c h  l < o c h s ~ f f t c  h e r +  

L/iochJm. B i o # A y s +  . 4 t i n ,  6 7  (19631 599  0 t 6  
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TA DEI.J~E XI 

~ k ~ I S P I E L E  l ~  ~ . ] E  ANWI~IffDL'ICG Dt=R T E ~ T S  & U I  ~ H I ~ W - K O C H ~ , ~ F T E  

~Verte in Mikrogramm CoA pro Gramm Frischge~chL 

# +'f:, aPoa'X~j.~+Con-l~.~kyffroff~m,e.a~ Th*o l i~m~e  

G#~¢m~.Cod CoASH CoA3H 

Mitt¢lwcrt 

4 9  33  3 4  
45  3z 3 t 
45  3 t  3 t  
38  - -  28  
44  33 3r 

I)ISKUSSION 

Bei C o A - A n u l y s e n  is t  hRufig die F r a g e  zu  b e a n t w o r t e n ,  ob  aus.-mhliel3lich C o A S H  
odor  a u c h  o x y d .  CoA,  f e rne r  o b  u n d  wiewei t  d e m  CoA n+the v e r w a n d t e  B r u c h s t i t c k e  
n0ch m i t  d e m  T e s t  e r faBt  w e r d e n  sollen. E n t s p r e c h e n d  ih re r  Spezif i tAt k ~ n n e n  die 
g e e i g n e t e n  T e s t m e t h o d e n  gewtih l t  we rden .  T a b e l l e  X l l  g ib t  e n t s p r e c h e n d e  Aus-  
kunf t .  Von  den  hier  d i s k u t i e r t e n  V e r f a h r e n  ist b i she r  nu r  de r  B - H y d r o x y a c v I -  

TABELLE XI!  

AN'tV.IF-NDUNG~,~d~0"t~LI<.'~[XI6ITEN DI~.P~ OBI6N ]~R't*g'A, BN'g]F+N ]F:.NZIYMT~,s'r~, 

/+++m: ~*m b~JZg 
2+.,,r m , :  ,",t+ 0 - 4  o ~.rlaat ~tff*r. 

+d,,+,u~l*+fa~='f 

/~-Hydroxy~cyl- .~- 6 Moaate CoA. I)epho~pbo- 
CoA-Dehydro- CoA. Pantcthein, 
gcnase Cysteamin- 

L~rivatc 
l:~'=stimtnu ng der 
bert. oxydierten 
Verbindungen ist 
d u r~hfO ,'xrbar 

"I'hiokina~c ca. z M o n a t e  Co.~SH, 
Dephc~pho- 
CoASH 

I)hrxzl,hotram- :- 6 3Ionatc CoASH 
acet ylase 
Citrate-cleavage < t ~Vochc CoASH 
enzyme 

E m pj~ +ttl mtJmm" t D #* T ~ t i m  
- - f , ~  R=Tu,~e~ 4er 

• ".:t/aab=, Er la* .  tmftl~enr.*) 
E ~t m ~ = v'm sin4 

~Fo ( 1 ~  CoA /mI  I~e*c=.a " 

mk#dl) fa,+t~t~raJ4r A+~cAilm¢ 

3+3o (366 m/~)  o.5 ja ja. 
6+22 (34o mtJ) 0 . 3  
6.0o (344 m/l) 0.  3 

2 4 . 1 1  (z,gb to l d  o . o 7  ja  ja 

4-44 (~33 rap) o .4  ~a neitl 

3 . 3 0  { 3 6 6  ml*) 0 . 5  i+t j~  
6 . z z  ( 34  ° m ~ )  0 .  3 
6 . 0 0  ( 3 3 4  m/J) 0 .  3 

C o A - D e h y d r o g e n a s e - T e s t  gee igne t ,  a u c h  d a s  o x y d i e r t e  CoA (neben  den  o x y d i e r t e n  
F o r m e n  e in iger  SpaJ t s t t i cke)  zuve.rlAssig zu  t e s t en .  Bel  den  4 n d c r e n  V e r f a h r e n  
f i ihr t  G S H - Z u s a t z  (zur  R e d u k t i o n  des o x y d i e r t e n  CoA) zu fa l schen  E r g e b n i s s e n .  
A n d e r e r s e i t s  s ind  r eduz ic rev  ~e S'-+bsta nzen  zu r  Akt iv iea-ung der  b e t r e f f e n d e n  E n z y m e ,  
z.B. P h o s p h o t r a , l + a c e t y l a ~ e  (STADa~AN +4) n ich t  e r fo rder l i ch ,  da  die R e a k t i o n  in 

IJi~-titn. lJiophys. Ac~a. 67 (1963} 599-6t¢, 
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al len F~e, llen h i n r e i c h e n d  "chnell  abUiuft ,  l ) a d u r c h  werden  K o m p l i k a t i o n e n  ver-  
mieden .  

Die  Miterfa.~sung yon  A c y l - C o A - D c r i v a t e n  e r fo lg t  ~mt zweckmAl~ig.~ten d u t c h  
vo raLL~eheade  a ika l i sche  S p a l t , m g  {s. I)ECKER 3 und ~[ICHAL UND BERGMEYER~'J. 
Die B e d i n g u n g e n  va r i i e r en  in g e r i n g e m  U m f a n g  bei ve r sob iedenen  D e r i v a t e p ,  j edoch  
t r i l l  infolge de r  Aikalit~lt  p r a k t i s c h  i m m e r  e ine  T e i l o x y d , t t i o n  des  geb i lde t en  C o A S H  
auf .  Von den  v o r b e s c h r i e b e n e n  T e s t e n  ist  d a n e r  bi.~hcr n u t  d e r / 3 - H y d c o x y a c y l - C t ~ A -  
D e h y d r o g e n a s e - T e s t  a u f  G e s a m t - C o ~  filr A c y l d e r i v a t e  geigm,t .  F('tr spezie]le Acyl -  
D e r i v a t e  ex i s t i e r en  j edoch  b e ~ m d e r e  Tes tes~  

ZU.~AM M EN FAS.%L" NC, 

Vier  V e r f a h r e n  z u r  B e s t i m m u n g  yon  CoA w u r d e n  ~u*" R~:produzierbarke i t ,  Spezifit~it 
u n d  A n w e n d b a r k e i t  a u f  R e i n s u b s t a n z e n  sowie I q o h e x t r a k t c  g e p r 0 f t .  Geei,gnote Tes t -  
z u s a / n m e n s e t z u n g e n  w e r d e n  angegeben .  

D e r  Tes t  m i t  ~ - H y d r o x y a c y l - C o A - D e h y d r o g e n : t s e  i..~t fo r  alle MaterJa l ien  ge- 
e igne t ,  e r l a u b t  e ine  Difthre,~zierung yon  r e d u z i e r t e m  und  G e s a m t - C o A .  bes i tz t  a b e r  
g e r i n g e  Spezifit~it. 

D e r  T e s t  m i t  T h i o k i n a s e  ( f a t t y  a c i d - a c t i v a t i n g  e n z y m e )  f t ihr te  b i she r  zu i r r igen 
Re .~u l t a t en ;  d ie  Feh le rque l l en  w u r d e n  bese i t ig t  und  der  fitr C o A S H  .~pezifiscbe Tes t  
i n  r o h e n  u n d  re inen  P r~ ipa ra t en  a n g e w e n d e t .  

P h o s p h o t r a n . ~ a c e t y l a s e  ist  s t r e n g  spezif isch fiir CoA;  ma_~ k a n n  C o A S H  in 
r e inen  P r A p a r a t e n  da_mit vo r t c i ]ha f t  me.~sen. Bei R o h e x t r a k t e n  ist de r  Tes t  hXufig 
t~ n b r a u c h b a r .  

C i t r a t e - c l e a v a g e  e n z y m e  ist ~ehr s p e z i f i ~ h  for  C o A S H  u n d  f/ir die Analy.~e yon  
C o A S H  in rohen  u n d  re inen  P r a p a r a t c n  geetg'net ; doch  ist d a s  E n z v m  for  den  Rou-  
t i n e b e t r i e b  zu wenig  h a l t b a r .  
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