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SUMMARY

The enzymic analysts of coencyme A

4 methods for coenzyme A determination were checked for reproducibility,
specificity and application in assaying pure substances as well as crude extracts.
Appropriate assays are given.

The test using g-hydroxyacyl-CoA-dehvdrogenase is applicable for all materizls
and allows differentiation betweer reduced and total CoA. Houwever, it has low
specificity.

The test with thiokinase (fatty acid activating enzvme) gave formerly erroneous
results. The sources of error were eliminated and this specific assay for CoASH was
used for crude and pure preparations.

Phosphotransacetylase is highly specific for € oA, In pure preparations CoASH
may be assayed well, however, in crude extracts the test is oftea unreliable.

Citrate-clcavage enzyme is very specific for COASH and suitable fur its anaiysis
in crude and pure preparations. However, the enzyme is too unstable for routine
work.

EINLEITUN«

Coenzym A nimmt vorwiegend in S-acylierter Form (2. B. als CoASAc!) an zahlreichen
enzymatischen Stoffwechselreaktionen als notwendiger Reaktionspartner teil.
Einige dieser Umsetzungen werden zur Analvse von CoA angewendet. Sie sind
zweckmiBiger als rein chemische Methoden: die Ultraviolett-Absorption?, Nitro-
prussid-Reaktion®, N-Athyhnaleinimidreaktion®® sind z.B. bei Anwesenheit ver-
wandter Verbinduagen unbrauchbar. Die mikrobiologischen Bestimmungen erfasscn
nur Bruchstlicke von CoA7-1%, weshalb CoA vor solchen Tg¢-is gespalten werden
mu@en

Unter den enzymatischen Bestimmungsmethoden fiir CoA sind zwei Gruppen
zu unterscheiden:

1. Reaktionen worin CoA stets wicder zuriickgebildet wird und die CoA-Konzen-
tration die Reaktionsgeschwindigkeii bestmmet (“katalytische Tests™?).
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2. Reaktionen worin CoA quantitativ reagiert und der stéchiometrische Umsatz
eines Reaktionsteilnchmers MeBgriBe ist ("Stdchiometrische Tests”'3, “Endwert-
Mecthode").

Zur ersten Gruppe gehiren vor allem der Sulfanilamid-acetylierangs-Test!2.13, die
p-Nitranilin-Acetylierung!¥, die Umsetzung mit Acetat-Thivkinase und Hydroxyl-
amin®!®, die Reaktion miv Phosphotransacetylase und nachfolgender Arsenolysel®
und der Test mit Ketoglutarsiure-Dehydrogenase!?. Diese Methoden sind im allge-
meinen cwar sehr empfindlich, aber wegen -ler Standardisiering eines Bezugspridpa-
rates kompliziert und stéranfillig®.18,

Frei von diesen prinzipiellen Schwierigkeiten sind die stichiometrischen Tests
der zweit:n Gruppe. Die wichtigsten wurden in vergleichenden Untersuchungen mit
dem Ziel geprift, den CoA-Gehalt verschiedenen Untersuchungsmaterials spezifisch
u:d genau zu ermitteln.

MATERIAL

Wir verwenden fir die Enzym-Aktivitit folgende Definition: 1 Einheit ist die Ea-
zymmenge, die bei 25° 1 Mol Substrat per min umsetzti®?. 8-Hydroxyacyl-CoA-
Dehydrogenase’, sperifische Aklivitit ca. 15 Einheiten/mg, Phosphotransacetylase®
aus Clostridium kiuyveri spezifische Aktivitdt ca. 1100 Einheiten/mg*** und Malat-
Dehydrogenase”, spezifische Aktivitidt ca. 750 Einheiten/mg {gemessen in Phosphat-
puifer), waren Handelspriiparate von C. ¥. Boehringer und Soehne GmbH, Mann-
hetm. Thiokinase® wurde nach MAHLER &f al.® bis 7u einer Aktivitit von 0.2 Einheiten/
mg, citrate-cleavage enzynie im wesentlichen nach SRERE# bis zu einer Aktivitat von
5 Finkeitenjing gercinigt.

ATP-Na,H,;-3 H.O (80%, ATP) und DPNH-Na, (79% S-DPNH) waren Han-
delspriparate von Boebringer-Mannheim, Acetylphosphat (Lithiumsalz) von Serva-
Entwicklungslabor, Heidelberg. Diketen von Dr. T. ScHUCHARDT GmbH, Miinchen,
wurde vor Gebrauch im Vakuum redestilliert (Kpgy mm = 68°) und héchstens zwei
Wochen danach verwendet.

Die CoA-Priparate stammten von C. F. Boehringer und Soehne GmboH,

Mannheim; Farmochimica Cutole-Calost S.p.A., Neapel, und Pabst Laboratories,
Milwaukee, Wisc.

METHODEN
Zellasfschiug

Rohe Gewebsextrakte wurden von Albinoratten gewonnen. Das Gewicht der
Tiere ist bei den Experimenten angegeben. Die Tiere wurden dekapitiert, das be-
treffende Organ entnommen, rasch 1-2.5 g davon im Pottcr-Elvehjem Glashomo-
genisator bei 0% mit 1z ml HCIO, {8%,, w/v) homogenisiert, zentrifugiert und der
Uberstand mit 2 N K,CO, unter gutern Rdhren auf pH = 6.0-6.5 eingesteili. Nach
2-stlindigem Stechen in der Kilte wurde vom ausgefallenen KClO, abdekantiert. Die

* Dic hier genannten Enzyme sind gemad ‘'Report of the Commission on Enzymes of the
International Union of Biochemistry' in der Internationalen Klassifikation wie folgt aufge-
fahrt. -Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase: :.1.1.35 L-3-hydroxyacyl-CoA : NAD oxidoreductase;
Vhosphoiransacctylase: 2.3.1.8 Accwyl-CoA : orthophoaphate acetyl-transferase; 1. at-Dohy-

E]rogenase: 1.1.1.37 L-Malate: NAD oxidoreductase; Thickinase: 6.2.1.2. Acid : CoA ligase
AMP).

Biochim. Biopkys. Acta, 67 (1903) 5090616



ENZYMATISCHE ANALYSE VON COENZYM A 6or
Gewebsextrakte von je 2 jlingeren, leichten Tieren wurden zur Analyse vereinigt.

Hefeextrakte: Von bis zu 3 Tagen im Kithlschrank gelagerter Bickerhefe wur-
den 15 g in 50 ml kochendes Wasser eingetragen, 5 min gekocht, rasch abgekiihlt
und zentrifugiert. Der Rickstand wurde kalt mit weiteren 50 ml Wasser extrahiert
und beide Extrakte vercinigt.

Die Berechnung beriicksichtigte die Neutralisation und das Volumen der Zell-
trimmer.

Verfahren zur Best:'mammg von Cod

Die angegebenen Test-Volumina beziehen sich auf cine CoA-Konzeniration der
vorbereiteten Probe von ca. 1 mg/ml. Ist diese wesentlich geringer, kann in MeB-
und Vergleichs-Kiivette mehr Probe und entsprechend weniger Puffer ecingesetzt
werden. Alle Losungen sind mit bidest. Wasser herzustellen und (ausgenommen
Puffer} bis zum Test kiihl zn halten. Folgende Verfahren haben sich bewidhrt®s:

f-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase-Test: Vorbehandlung zur Bestimmung von
Gesamt-CoA (CoASH + oxyd. CoA): 5 1o ml Probe mit o.0r ml Thioglycalsiaure
versetzen, mit 2 N KOH auf pH g.o einsteuen (Spezial-Indikator-Papier) und
15 min kalt stehenlassen. Dann 0.01 (nl [liketen zusetzen und 3 wnin Yriftig mischen.
Dabei pH-Wert stets auf 7.4 halten. Volumen des Ansatzes durch Addition der
zugegebenen Volumina berechnen,

Vorbehandlung zur Bestimmung von CoASH: s-10 ml Probe im Eisbad mit
2 N KOH auf pH 8.0 einstellen ; 0.01 ml Diketen zusetzen und 3 min kraftig mizchen.
pH-VVert stets auf 7.4 halten und Volumen wie oben ber.chnen.

Bestimmungsansatz: Messung gegen Wasser. In eine Kiivette von 1 cm Lickt-
weg pipettieren und mischen: 2.74 ml Pyrophosphat-HCL-Puffer (0.1 M; pH 7.3),
0.20 ml vorbehandelte Probeldsung, 0.05 ml DPNH-Lisung {10 ng DPNH-Na,/ml).
Bei 366 mu (oder 340 mu) Extinktion ablesen; o.o1 ml g-Hydroxyacyl-CoA-Dehy-
drogenasc-Suspension (53 mg Protein/ml) einmischen und erneut Extinktion ablesen,
<cbald keine Anderung mehr eintritt. Durch nochmalige Zugabe der gleichen Menge
B-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase die Eigenextinktion des Enzyms messen und
bei der Rechnung berlicksichtigen.

Zur Berechnung folgende Extinktionskoeffizienten von DPNH verwenden:
€3¢ mu = 3.30°10* cm¥ Mol (HOHORST®); &3,y m, — 0.22 10° cm?/Mol (HOk:CKER
UND KORNBERGY).,

Thiokinase-Test: Messung in 1-cm Quarzkiivette gegen eine Vergleichsklivette
mit 2.65 ml Tris—-HCl-Puffer (0.1 M; pH 7.6), o.30 ml Na-Sorbatlosung (0.1 M®},
0.05 1nl Probe-Lésung (pH 6—).

In die MeBkiivette pipettieren und mischen: 2.36 ml Tris—HCIl-Puffer (0.1 M;
pH 7.6), 0.30 ml Na-Sorbatlésung (0.1 M), 0.16 ml MgCl,-Lisung (o.1 M), o.15 ml
ATP-Losung (0.1 M), 0.05 ml Probe-Lssung {pH 6—7). Bei 296 mu Extinktion ab-
lesen, 0.04 ml Thiokinase-Suspension (20 mg Proteinfml) einmischen und erneut
Extinktion ablesen, bis Stillstand erfolgt (ca. 20~30 min). Nochmals mit gleicher

Enzymmenge die Eigenextinktion des Enzyms m=ssen und bei der Rechnung be-
rucksichtigen.

*0.112 g Sorbinsdure mit 1 ml 1 N NaOH mischen, auf 10 ml auffullen, filtrieren.

Biockim. Riophys. Acta, Gy {1963) 599016
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Zur Berechnung folgenden Extinktionskoeffizienten von Sorbyl-CoA verwenden:
£3pe mpu = 24.11-10° cm*/Mol (s.5. 604).

DPhosphotransacetylase-Test: Messung in 1-cm Quarzkiivetten gegen eine Ver-
gleichskitvette mit 2.80 ml Tris—-HCI-Puffer (0.1 M; pH 7.6), 0.2o0 ml Probe-Lasung
(pH 6-7).

In die MeBkiivette pipettieren und mischen: 2.6g ml Tris—HCI-Puffer {o.1 M;
pH 7.6), o.10mt Acetylphosphat-Ldsung (0.1 M), o.20 ml Probe-Ldsung (pH 6-7},
bei 233 mu Extinktion ablesen; o.or ml Phosphotransacetylase-Suspension (0.1 mg
Protein/ml’) einmischen und erneut Extinktion ablesen, sobald keine Anderung
mechr eintritt (ca. 3—4 min}. Nochmals mit gleicher Enzymmenge dic Eigenextinktion
des Enzyms messen und bei der Rechnung beriicksichtigen.

Fir die Berechnung folgenden Extinktionskoeffizienten fur die Differenz der
Extinktionen (CoASAc) — (CoA) verwenden: sg43 mu = 4.44 - 10% cm?/Mol (SEUBERT?).

Citraic-cicavage enzyme-Test: Inhalt der 1-cm Kivetten:

Sisrert Verglerchsees

i) fmd)

2.02 2.22 Tris—HCl-Puffer (0.1 M; pH 7.0}

.30 a,3u MgCly-L.osung (0.1 M)

0.20 ©.20 Natrium-Citrat-I.0sung {ca. 0.28 M)

0.06 0.06 DPNH-Lésung {10 mg DPNH-Na,;/ml)

0,005 ©.005 Malat-Dehydrogenase-Suspension (1o mg Protein/ml)
0,29 ©.20 ATP-Lbsung (0.1 M)

0.20 — Probe-Lidsung (pH 6-7)

Bei 306 mu Vergleichswert auf E = 0.300 stellen. In beide Kiivetten je 0.0z ml
Citrate-cleavage enzyme-Suspension (20 mg Froteinfml} einmischen und Vergleichs-
kitvette stets auf den Anfangswert einreguliert haiten. Werte der Melkiivette ab-
lesen, bis keine ﬁndcrung der Extinktion relativ zur Vergleichskiivette mehr eintritt.
Bei langsamen Nachlauf der Reaktion auf £ = o extrapoliecen.

Zur Berechnung die oben angegebenen Extinktionskceffizienten von DPNH

verwenden.

Synthese von S-Sorbyl-N-Acetyl-cysteamin

Die Synthese wurde iber folgende Stufen durchgefiihrt:

(a) Synthese von N-Acetyl-cysteamin nach KUHN UND QUADRBECK??,

(b) Uberfuhrung von N-Acetyl-cysteamin in das Bleisalz nach SEUBERT®,

(c) Herstellung von Sorbylchlorid: 60 g Sorbinsiure und 20 ml PCly wurden
auf dem Wasserbad unter RiickfluB bis zum Aufhéren der HCl-Entwicklung erhitzt,
danach 24 Std bei Zimmertemperatur stehen gelassen, vom breiigen Niederschlag
abgegossen und zweimal im Vakuum destilliert. Kp,s mm = 75~75-5°-

{d} Umsetzung von Sorbylchlorid mit dem Bleisalz des N-Acetylcysteamins:
10 g Sorbylchlorid wurden (dhnlich SEUBERT?®) in 100 ml absolutem Tetrahydro-
furan gelést und 25 g des Bleisalzes zugesetzt. Nach 20 Std Riihren bei Zimmer-

" Taglich frisch aus Stammldeung von T mg Protein/ml durch Verddanen mit 3.0 M Am-
moniumsuifat-Lésung bereiten.

Biachim. Biophys. Acta, 67 (1963) 569-616



ENZYMATISCHE ANALYSE VON COENZYM A 6u3
temperatur wurden nochmals 3 g Bleisalz zugegeben und 4 Std bei 30-30° weiter-
gerithrt. Wihrend der Reaktion konnte in Proben spektralanalytisch das Auftreten
einer Schulter an der Sorbyl-Absorptionskurve bei ca. 296 mu festgestellt werden.
Nach ReaktionsschluB war kein C1- in mit Wasser versetzten Proben nachzuweisen,
Es wurde vom Riickstand abfiltriert und dieser zweimal mit Tetrahvdrofuran
gewaschen.

Eine Destillation ist hier nicht zweckmiillig. Statt dessen wurde die im Vakuum
auf 8o ml eingeengte Losung auf eine Al,O,-Siule aufgezogen und mit Ather cluiert.
Bei et'va yo0o0 ml Elutionsvolumen erschienen die ersten Fraktionen mit nur cinem
Maximum bei 296 mu. Aus diesen Fraktionen kristallisierten beim Einengen weiBe
bis gelbliche Nadeln (insgesamt etwa 3 g). 1die Léslichkeit dieser Substanz ist in
Wasser gering, in Ather gut, in Chloroform, Athanol und Methanol sehr gut. Fp — 8g°
(Zers.); Nitroprussid-Reaktion ist negativ.

Nach Eintragen einer Probe in 59, KOH und Stehenlassen fir 10 min verschwand
die Absorption bei 296 mu, die Lisung absorbierte jetzt mit Maximum bei ca.
257 my (Sorbinsiure®?). Dic Nitroprussid-Reaktion war jet.t positiv.

Die Substanz wurde in wenig Chic.roform geldst und mit Petroldther fraktioniert
gefillt, wobei ¢eine gelbe, olige Vorfraktion abgetrennt wurde. Di.: Haupt-Fraktion
wurde nach dem Trocknen halbiert und die beiden Anteile 3- bzw. 4-mal aus Ather
umkristallisiert. Farblose Nadeln in beiden Fallen. Diese zeigten bei der Elementar-
analyse” die in Tabelle [ (argestellten iibereinstimmenden Resultate.

TABELLE |
T !irrr-r;‘uld jar - (idun-ld:ll )
Cloff O NS 12, (Y
C 56,30 56.78
[§1 7.09 712
N .57 0.60
S

15.04 15.10

Das Infrarot-Spektrum entsprach der angenommenen Struktur von S-Sorbvl-
N-acetyl-cysteamin (M = 213.22)

3 Einwaagen, wovon (a) einc nur aus CHCl-Petrolither, {b) und (c) zusdtzlich
3- bzw. 4-mal aus Ather umkristallisiert waren, wurden in wissriger Losung im
Zeiss-Spektralphoto:neter PMQ II bei einer mittleren Spaltbreite von 0.945 mm und
einer Temperatur von 27°, verdilnnt mit 3 Vol. Phosphatpuffer (o.x M; pH 7.0)
gegen den entsprechend verdiinnten Phosphatpuffer gemessen. Die Volumen der
MeBgefiBe wurden temperaturkorrigiert. Die Spektralkurve (Fig. 1) zzigte ein
Maximum bei 296 mu (vgl. WakiL uxD Hi'BscHERY), die spezifische Extinktion
betrug: (a)e = 24.18 10°cm?*/Mol; (L) & — 24.00-10% cm#/Mol; (c) & — 24.51-10°
cm?*/Mol.

Mittel: £49¢ m, == (24.25 & 0.23} ‘- 10* cm?/Mol — 24.25-10% cm?*/Mol + 1%,

Der far die CoA-Analyse zu verwendende Extinktionskoeffizient ist um die

* Herru Dr, babil, ff. SpinGLER danxen wir fir die Durchfdhrung der Analysen.

Riochim. Hiophys. Acta, 67 {1963) 599-616
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Fig. 1. Extinktionskurve von 5-Sorbyl-¥-acetyl-cystcamin.

motare Extinktion der bei der Reaktion verschwindenden Sorbinsiure zu verkleinern,
Diese wurde aus reinster, durch Hydrolyse von Sorbylchlorid (s.0.) hergestell-

ter Sorbinsdure zu sy m, = (0.139 + 0.000)-10® cm*Mol gefunden. Somit ist
€208 m, kors. -— (24.11 3- 0.29) - 10* cm?/Mol == 24.11-10% cm?* Mol + 1%,
ERGEBNISSE

B-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase Test

Der Test in der vorstehenden Ausfithrungsformn berulit auf der DPNH-abhingi-
gen Reduktion von Acetacetyl-CoA zu f#-Hydroxybutyryl-CoA und lehnt sich an
die Vorschrift von DECKER® an. Ungereinigte CoA-Ldsungen kdnnen damit zu-
friedenstellend getestet werden, sofern die CoA-Konzentration nicht zu gering ist
(<. Tahelle X}. Der Test gestattet, reduziertes und Gesamt-CoA nebeneinander zu
bestimmen. Das Fnzym ist unspezifisch (Arbeiten referiert in DEckER?), der Test
erfaBt neben CoA z.B. auch 3‘-Dephospho-CoA, Pantethein etc. Chromatographijert
man Hefe-Kochsaft unter dhnlichen Bedingungen an Anionenaustauschersdiulen,
wie es LYNEN ¢f al.¥ fiir Benzoyl-CoA beschrieben, so kann man in den Eluat-
Fraktionen mit reinem Dephospho-CoA in gleicher Weise wie in denen mit reinem
CoA .t f-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase die Konzentration bestimmen.

Thiokinase-Test

WakIiL UND HOBsCHER® beschrieben einen Coa-Test mit Thiokinase; die
Autoren beniitzen den von MAHLER ¢ al.® vorgeschlagenen Namen ‘‘Fatty acid-
activating enzyme”, Der Test beruht auf der Bildung von Sorbyl-CoA, dessen

Biochim. Bivphys. Acta, 6, (1963) 509-616
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Extinktion bei 300 myu gemessen wird. Di= Autoren geben fir Sorbyl-CoA einen
Extinktionskocfizicnten gy my — 19 - 10° bis 1.5 - 10% ca®/ Mol an.

Wir haben bei sonst identischen Konzentrationea, aber mit 3 ral Gesamt-
volumnen vnd Tris-Puffer dirckt in der Kiivette bel Zimmertemperatur gemessen
und konnten so die Kinetik verfolgen. Mit reinen CoA-Priparaten erhielten wir viel
zu hohe Werte.

Nach dem Resuliat von Tabelle IT ergibt sich mit &30 mu = 19.0-108 cm?/¥ol
cin Gehalt von 68.2 ug CoA pro Kivette, das sind 1369, des theoretisch mdéglichen
Wertes. Ahnliche weit (iber 100%;, liegende Werte wurden noch mehrfach echaiten,
sofern das Enzym hinreichend frei von Deacylase war (das [iir diesen Test verwendete
Enzym besaB eine Spaltungsfihigkeit fiir Acetvi-CoA von 0.3%;, der Hauptaktivitit).

Dicse Belunde knnen nicht dadurch erklart werden, da die analysierten CoA-
Proben etwa grioliere Mengen ae Bruchsticken mit kisinem Molgewicht enthielten,

TABELLE LI

MESSUNG KiNEs COA-REINPRAPARA RS MI1 THIOKINASE
TANALOG WAKIL UND HIUODBSCHER?S)

Eingesetzt o.05 ml CoA-Losung (1.00 mgfml) 50 ug oA, MeOvolumen 300 ml); o Licht-
weg: Melstrahlung joo my

Extinktion vor Reaktionsboeginn

0 002
E.xtinktion nach 25 min o 505
AL funter Bericksichtigung det Eigenextinktion des Enzyvms) 0.563

die im Test reagicren. Die gleichen Proben zeigten im unspezifischen g-Hydrox vacvl
CoA-Dehydrogenase-Test {s. oben) samtlich 7o- 80%;, CoASH.

Wir dberpriiften deshalb die von WakiL uxn HUBSCHER® angegebenen Bedin-

oen und MeBgroBen, zunidchst die spezifische Extinktion von Sorbyl-CoA, Nach
dem "*Additiven Prinzip"’ (s. DECKER?) erhiilt man das Spektrum der S-Acyl-Dernivate
von CoA durch Addition der Extinktionen des entsprechenden Thiolesters von N-
Acetyl-cysteamin und Adenosin. Wir ziehen dieses Verfahren der Isolierung und
Messung der Extinktion von Sorbyl-CoA3 vor, weil die Reinheit der cinfacheren
synthetischen Verbindung durch Elementaranalyse zuverldssiger iiberpriift werden
kann. Die Messung von S-Acyl-N-acetylcysteamin liefert direkt die gewiinschte
Extinktionsdifferenz zw'schen CoA und dessen Acylderivaten, vhne daB die Ex-
tinktion ven Adenosin eliminiert werden muli. Wie unter METHODEN angegehen, ergibt
die entsprechende Sorbylverbindung £,44 m,, — 24.11-10% cm*Mol. Das entspricht
£300 mu == 23.5° 10% cm?Mol, aiso erheblich mehr als WaKIL UND HUBscHERY® finden.

Dennoch wurden auch mit diesem Extinktionskoeffizienten noch zu bohe
Werte gefunden. Eine weitere Fehlerquelle wurde im Zusatz von GSH zum Testan-
satz ermmttelt.

Der Befund aus Tabelle IIT 1Bt sich nach SrapTMax® erkliren: GSH kann
wie andere SH-Verbindungen bei alkalischern pH-Wert in nicht-enzymatischer
Reaktion von Acyl-CoA die Acylgruppe iibernehmen. Da die Wellenlinge des ab-
sorbierten Lichts nur durch das konjugierte System der Siure und die Thiolester-
bindung bestimmt ist (bewiesen durch die Maglichkeit, Modellsubstanzen zu ver-
wenden) dtrfte S-Sorbyl-Glutathion bei 296 mu eine deutliche Lichtabsorption be-

Biochim. Biophys. Acta, 67 (1963) 599611+
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sitzen”, seine Bildung also zu Pluswerten der Extinktion AnlaB geben®”. Nach
STADTMAR® ist die Reaktion bei pH 8.1-g.o schnell, bzi pH 7 sehr langsam. Bei
pH 7.0 findet offenbar noch eine geringe Keaktion statt (Testansatz (b) von Tabelle
III}. Enthalten weniger gcrcinigis CoA-Priparate noch GSH, ist dessen Einflull
aber zu vernachlissigen, weil die GSH-Mengen vergleichsweise klein sind und die
Geschwindigkeit der Haapt-Reaktior: gentigend groQ ist.

Svstematische Variation der Reagentien-Mengen fiihrte zu deimn unter METHODEN

TABELLE 111

CEINFLUSS VON GLUTATHION AUF DIE MESSERGEBNISSE MIT THIOKINASE

Ansatz nach MEVHMODEN mit untenstechenden Variationen. Eingesetzt o.03 ml CoA-Losung
(.80 mgiml) — g0 ;:g Co; MeBvolumen 3ooml 1 cm Schichtlinge; \h,Bstr'thlung 296 my.

fa; Thinki Test, pH 7.6 s) TJnakmu&Ttd. P 2.5 rJ Thmkumuf-?'nf

Standardansatz -+ pif q.0" Standardunsals
Standardansais ro uMol GSH + 160 1Mol GSH
[aunf"" 0260 0.339 0.440
Analyse: yg CoeA pro Kivette 28.% ) 32.4 42.5%
Trrozent der Fiunwaage 71.4 8.0 100

(d)8- '!vdroxyaqf CoA ka\ -drogenase-Test (e) B- Hydmxym»!-CaA Dci;bngaau Test
ASH ) {Gesamt-Co {)

Prozent der qu.ugv 7r.0

78.%

* Tris-pufier, o.1 M, pH g.0.
°* Uinter Bertzksichtigung der Eigenextinktion des Enzyms.

beschriebenen Testansatz. Wir halten ihn hinsichtlich Zusammensetzung und
Reaktionsgeschwindigkeit fiicr optimal. Der von WAaAKIL UND HUBSCHER™ vor-
geschlagene 2-Amino 2-methvl-1,3-propandiol-Puffer puffert bei pH 7.6 nicht mehr
(LoxG?), er ist zweckmidBig durch Tris zu ersetzen.

Glciche Mengen von reinem 3'-Dephospho-CoA und reinem CoASH zeigten fast
die gleiche Reaktionsgeschwindigkeit. Es ist somi’. unmaoglich, mit diesem Test
beide Verbindungen getrennt zu erfassen. Nach MaARLER ef al.® reagiert Jas Enzym
jedoch nicht mit Pantethein oder Cystein, desgleichen nicht direkt mit pr-Thioct-
sdure oder GSH. Gegeniber diesen Verbindungen ist alsa Spezifitiit gegeben.

Phosphotransacetylase-Test

Neben dem “kinetischen CoA-Test” mit Phosphotransacetylase'® hat STADTMAN
auch einen ‘'stidchiometrischen Test” entwickelt®®. Er beruht auf der Messung der
Extinktion des bei der Reaktion gebildetein Acetyi-CoA bei ca. 233 mu. Da diese
Extinktion* jedoch nur als Differenz zur CoASH-Extinktion gemessen werden kann,
ist es zweckmiiBig, den genauen Wert ebenfalls mit einer Modellsubstanz zu er-
mitteln. SEUBERT?® beniitzte hierfir S-Acetyl-N-Succinyl-cysteamin und erhielt
€333 mp = 4-44 10% cmm®{Mol (vgl. auch EGGERERY und STADTMANY). Statt der in

® Ein analoger Fall liegt bei $-Acetyl-GSH vor, das bei gleicher Wellenlinge wio S-Acetyi-IN-
Succinyl-Cysteamin gleiche Extinktion zeigt$ 42,

Auch WakrL uxp HUsscHErR®? finden (Tabelle 1II und Abb. 3 ihrer Arbeit) auf Zusatz
von GSH zu oxydiertem CoA mehr als 100%, des Scliwertes.

Biochim,. Biophys. Acta, 67 (1903) 599-016
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der Literatur beschriebenen Rohextrakte konnte von uns das gereinigte Enzyvm
verwendet werden, wodurch de~ Test sicit vereintachte?®s,

GSH im Testansatz wiirde oxvdiertes CoA reduzieren und so der Analvse za-
gianglich machen. Aus dem gleichen Grunde wie beim Thiokinase-Test ist GSH aber
unangebracht3, obwoh! infolge der sehr kurzen Reaktionsdauer die Stérung hier
kleiner ist. In Abwesenheit von GSH oder anderen reduzierenden Substanzen wird
CoA-5-S-CoA nicht erfalit. Mit Jod oxvdiertes CoA {Joud wurde nach der Reaktion
durch Ausdthern entfernt) reagiert nicht. Das Enzyvin hat beim Arsenolyse-Test sein
Aktivitiitsmaximum* bei pH 7.6".

‘rilhere Untersuchungen®® bewiesen, dal Phosphotransacetylase nicht mit
Desamino-CoA reagiert. Nach Wana e /.3 soll Phosphotrarsacetylase aus OV,
Rluyveri auch nicht mit 3-Dephospho-CoA reagieren’ . \WWir fanden jedoch unter den
Bedingungen des Standardansatzes (1 ug Enzvm pro Kavette) mit 3°-Dephospho-CoA
(80.8 ug mit S-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase pro Kivette) cine langsame Reak-
tion von etwa AE = o.003/min. Diecs stehit in Einklang mit cinem spiteren Befund
vON WanNc*. Da verglichen mit CoA in den mieisten Untersuchungsmaterialien 3°-
Dephospho-Coa hochstens in kleinen Mengen vorhanden ist$¥, diirfie der geringe Lauf
die Messung kaum storen, wenn diese in 2-3 Minuten beendet ist. Bei groBeren Mengen
3'-Dephospho-CoA kann die MeBgenauigkeit durch Extrapolation auf den Anfangs-

1
700 l

e
o ———

2
2
z —= b
<
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LJ
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S P! 6 8 c
Zeit {rrin)

Fig. 2. Phosphotransacctylase-Test wie unter METHODEN niit (a) 200 pg Cod, (b) 100 gy CoA
und 101 xg 3°-Dephospho-CoA, f¢! wie (b}, aber mit zechnfach hoherer Enzvmmenge (10 pg pro
Kav.tte) (ochne Abzug der Eigenextinktion des Enzyirs, gl Tabelle 1V).

* Inzwischen wurde festgestellts®, daB mit der kinetischen Abwandluag des vorstchend be-
schriecbenen Testes das Aktivititsmaximum bei pH 7.1 liegt. Einer Durchfihrung .ics Substrat-
testes bei diesem pH steht nichts im VWege. .

** Die aus Lagtobacillus helveticus erhaltene Phosphotrapsacetylase kann jedoch auch mit
Pantethein reagierent?,

HKiochim. RBrophys. dcta, 67 (1003} 500-016
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TABETLE LV

SPEZIFITAT DES PHOSPHOTRANSAC STYLASE-TESTES GEGENUBER 3'-DEPHOSPHO-COA
Aunsatz wie unter METHODEN.
a &

Eingewopen pro Kivette 200 up CoA 100 ug CoA
101 ug 3'-Dephospho-CaA
(etwa 4008, rein)

Enzvmmenge pro Kivette 1 ug (T4
AL (unter Beritcksichtigung der 0,320 ©.158 0,164
Eigenextinktion des Enzyms) {extrapoliert (pach 3 min chne
auf ¢ o) Extrapolation)
Herechneter Coa-Gelhalt H2.2% #1.7%, 84.8%)]

wert (¢ :-. 0) erhoht werden (s, Fig. 2 und Tabelle [V), ggfs. auch die Enzymmenge ver-
ringert werden.

Bet zehnfach héheren Enzymmengen (10 ug pro Kiivette) ist der Lauf mit 3’-
Dephospho-CoA nicht menr zu vernachlissigen (s. Fig. 2). Im allgemeinen ist je-
doch auch hier noch eine Extrapolation méglich. Vergleichsmessungen zeigten?2,
daB die Reaktionsgeschwindigkeit mit 3’-Dephospho-CoA als Substrat von Phos-
photransacetylase etwa 0.59%, derjenigen mit CoA ist, Es handelt sich hierbei offen-
sichtlich nicht um eine Verunreinigung des Enzyms, sondern um eine Eigenschaft
der Phosphotransacetylase, da bei fortschreitender Reinigeng der Phosphotrans-
aretylase sich das Verhiltnis beider Aktivitdten zueinander nicht dndert.

Eine nenncaswerte Stérung des Tests durch kleinere biologische Bruchstlicke
des CoA ist nicht wahrscheinlich, da 3’-Dephospho-CoA dem CoA strukturmilBig
am nichsten steht.

K+ oder NH,' sind zur Erzielung der vollen Aktivitiit notig®, wir fanden, dal3
in Tris-Puffer die NH +-Konzentration der Enzymsuspension ausreicht. Tris-Puffer
ist dem Tridthanolamin-HCI-Pufier vorzuziehen, weil Handelspriparate von Tri-
dthanolamin bei 233 mye mehr Licht absorbie.en. Nach StapTMax ist Pyrophos-
phat-Puffer ein kriftiger Inhibitur. Versuche, die geringe Extinktion von Phosphat-
puffern durch Einsalz von verestertem Phosphat nutzbar zu machen, blieben er-
folglos: z.B. o.x M 3-PhosphoglyceratCyclohexylammoniumsalz als Puffer be-
wirkt gegeniiber Tris-HCI ca. 809, Hemmung des Enzyms.

Citrate-cleavage enzyme-Test

Mit dem von SRERE UND LipMANN® aufgefundenen Enzym wurde von SRERES!.52
ein Test entwickelt, der die Citratspaltung mit der Bestimmung des gebildeten
Oxalacetats mittels Malat-Dehydrogenase Kkoppelt; letztere Reaktion ist DPNH-
abhangig. Die Reaktion vorliuft stochiometrisch®? iber die Reversibilitat bestehen
noch Zweifel®?, doch ist gquantitativer Ablauf stets anzunehmen (s.u.}.

Wir starten die Recaktion mit Citrate-cleavage enzyme statt mit ATP, da
wen.ger gereinigte CoA-Priparate ATP enthalten kénnen. Mit Malat-Dehydrogenase
kann wegen der Instabilitiit des Zwischenproduktes Oxalacetat und der Schwierig-
keit, Citrate-cleavage enzyme frei von Malat-Dehydrogenase-Aktivitiat zu erhalten,
nicht zuverlissig gestartet werden. Wir messen gegen eine Kiivette mit dem kom-

Biochim., Biophys. Acta, 67 (1903} 3599616
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pletten Ansatz auBer Probe-Lésung. Nach Reeopdignng der Hauptreaktion wurde
haufig auch mit reinen CoA.Prinaraten cin Nachlanf von 4E .- 0.0005 o002 pro
min bei 366 mu beobachtet, Dieser ist jedoch leicht durch Extrapolation auf ¢
zu bericksichtigen.

Mit durch Jod oxydiertem CoA (der Jod-UbherschuB wurde durch Ausiithern
entfernt) konnte bei Abwesenheit von GSH und anderen reduzierenden Substanzen
keine Reaktion erhalten werden, die Reaktion war jedoch auch bet Anwesenheit von
5 uMcl GSH pro Kiivette so langsam, daB sie durch Extrapolation auf ¢ -~ o véllig
eliminiert verden konnte.

Mit 3-"Dephouspiio-CoA (o ug mit g Hydroxvacvl-CoA-Dehvdrogenase testbarer
Substanz pro Kivette) wurde eine konstante Abpahine der Extinktion von JdF —
0.004/min bei 366 mu gemessen (s. Fig. 3). Sie st also etwas hither als der Nachlauf
der Reaktion beim Test mit reinem CoA, IiBt sich jedoch bei Extrapolation auf ¢ =: o
vollig beseitiger:. Somit kann CoA in Anwesenheit von 3°-Dephospho-CoA zuverlidssig
bestimmt werden. Nach SRERE? reagiert Pantethein micht mit dem Enzym.

=0

400t

300

8

Extinction

100

A e} 20 3 20
Zert (min)

Fig. 3. Uitrate-cleavage enzvme-Test wie unter METHODEN mut [a) Bo ug 3°-Dephospho-CoA,
{b) 51 0 CoA, (€} 151 g oA — 1 ml HCIO-Fxtrakt von Leher.

Cberpriifung der Spezifitat an reinen Cod-Praparaten

Wie oben dargestellt, haben dic verschiedenen Testmethoden unterschiedliche
Spezifitit.

(a) B-Hydroxyacyl-CoA-Dehvdrogenase reagiert auBer mit CoASH noch mit
3'-Dephospho-CoA, Pantethein, N-acetyl-g-alanyl-cysteamin. N-acetylcysteamin und
anderen Verbindungen?, erfaBt somit auch fast alle natiirlichen Varstufen des CoA.

(b) Thiokinase setzt neben CoASH noch 3’-Dephospho-CoA um, jedoch nicht
mehr Pantethein?3.

(c) Phosphotransacctylase und citrate-cleavage cnzyme rteagieren nur mit

Biochim, Biophys. Acta, 67 (1963} 599-610
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TABELLE V

VERGLEINCH VERSCHIEDENER MESSMAETHODRN AN MANDELSUBLICHEN COA-PRAPARATEN

Angaben in Prozent der Einveaage.

h Culrate-
p-Hydrovvacyi-CoA- Thiokinase Phasphotrans: slaav,
. . age
I'rirara? (harpen-Nuwaner . Dzhydyogmase-rni oo Tet ““7’.::‘“' engyme
Gesami-Cod CoASH CodsH CoASH coeL,
A G 451 562 78.2 70.8 7I.1 70.0 78.3
A 0 481 504 82.9 8.5 8o .8 77.4 78.0
B 21 62.0 %0.2 50.1 3bo 38.3
R 28 628 8.8 25.0 19.7 20.Q
C L1t 0642 449 351 4r.7 41.8

C 418 72.9 63.0 46.3 35.6 35.0

CoASIH, die geringfigige Reaktion mit Dephosphe-CoA kann durch das Testver-
tahren eliminiert werden.

Zum Vergleich der cinzelnen Testverfahren wurden (1961) handelsiibliche CoA-
Priparate von 3 verschiliedenen Herstellern untersucht. Die Resultate cind in Tabelle V
wiedergegeben.

Die Methoden geben auch eine Vorstellung Gber den Gehalt an CoA-Bruch-
stiticken: Wo bei den Priaparaten gréBere, iiber den MeBfehler hinausgehende Diffe-
renzen bestehen, zeigen die MeBmethoden in der Reihenfolge zunehmender Spezifitit
stets abnehmenden CoASH-Gehalt an. Die Differenzen sind CoA-Bruchstticke. Noch
besser ist das crsichtlich, wenn man c¢in reines CoA-Priparat etwa 1f, Jahr bei

TABELLE VI
ANALYSE EINES ZERSETZITEN COA-PRAPARATES

Angaben in Prozent der Einwaage.

B-Ivdroivacyt Codl - LieA,dragenase-Test

. . ) Phospkolm—;s;-‘ (-:'s‘trd(-zkawge
R . — . 7h m(?uzc‘,{;me acetylase-Tast eneyme-Test
Gerame-Cod CoASH od. CoANTH CoASH
o7 3.6 36.5 .1 7.8

Feuchtigkeitszutritt und erhéhter Temperatur lagert und dann analysiert. Tabell~ VI
zoigt eine solche Analyse,

Quantitativer Verlauf der Reaktionen, Anwendbarkeit auf rohe Aufschisisse von biolo-
gischem Material

Beim CoA-Test in biologischem Material sind wegen der niedrigen Konzentra-
tion an CoA sowie der zahireichen Begleitstoffe Besonderheiten zu beachten:

In allen Fillen muB die cingesetzte Probemenge auf 1-1.5 ml erhéht werden.
Die Puffermenge ist entsprechend zu reduzieren; dies ist immer mdéglich, wenn die
Probe anndhernd auf pH 7 eingestellt wird.

Biockim. Biophys. Actu, 67 {1963) 500-616
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Fur jeden Test mult der anantitative Abiauf der Reaktion sichergestellt sein.
Dies ist bei Rohaufschliissen noch wichtiger als bei Reinpripasater, da durch die
vielen Begleitstoffe u. U, eine stirkere Riickreaktion auftritt.

Der 8-Hydroxyacyl-CoA-De/iy-Trogenase-Test: Dieser Test wurde bei zahlreichzn
Analysen in verschiedenem Material als zuverlissig befunden. Die Frfassungsgrenze
liegt bei etwa 0.5 ug/ml Kilivetteninhalt oder ca. 2 ug'm! Probe-l6sung. Der Umsatz
ist wegen der giinstigen Glexchgewichtziage der Reaktion$3

[CH CHOH—CH,—CCO S -CoAl DPNT
N _ * T S S = ;.23 10"
(CH,-—-CO  CH, CO—S—CoA [N By o

bei 25° bei pH-Werten <. 7.5 praktisch quantitativ, eine Stérung (abgesehen von der
geringen Spczifitdt) nicht zu erwarten.

Der Thioksinase-Test: Dicser Test hat den Vorteil des groBen Extinktions-
koeffizienten von Sorbyl-CoA (ca. 5 mal gréBer als von Acetvi-CoA 1im Phospho-
transacetylase-Test; ca. 7 mal grofer als von DPNH im f-Hydroxyacyl-CoA-
Dehydrogenase- und Citrate-cleavage enzyme-Test™). Die Erfassungsgrenze liegt
somit bei ca. 0.07 g CoA/ml Kivetteninhalt bzw. 0.2 ug CoAfml Probeldsung. i
Specifitit ist boher als bel 8-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase, die Gleichgewichts-

lage ist zwar nict t so gtinstig (gemessen mit Oniathsaure bei 38° und pH 8.0-MAHLRR
et al B-ist

.. _ TADP* [HP0O*, [ R—CO-—S—CoA _
KT = 1A [CoASH) LRCOO-, = 1.11-1.48)

doch kann durch hohe Konzentrationen an ATP und Sorbat leicht ein praktisch
quantitativer Umsatz von CoA erzielt werden. Die Reaktionsprodukte liegen im
biologischen Material meist nur in geringer Konzentration vor und storen nicht im
Sinne einer Rickreaktion. Diese Tests werden auch durch andere Substanzen in
biologischemn Material kaum gestort, wie Tabelle VII und untenstehender Ver-

TABELLE VII

TRECOVERY -EMNPERIMENTE MIT THIOKINASE

Summe
Reines Cod Probe e —— .

Muaterial Avfschinss fug pro THR pro herechnet gefunden
Kavcte) KNivette) ‘px pro [k FrOo
Nesre} Kauvete)

Leber HCIO,- OH22 .75 h3.g5 GR .6

Extrakt
EHefe Kochsaft 35.0 ih.2 31.2 19.0

gleich (Tabelle X) mit g-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase-Testen zeigen, da Zu-
sitze von reinem CoA zu biologischen Aufschliissen praktisch quantitativ wiedet-
refunder werden kénnen.

* Gemessen bei 366 my.

Biochim, Biopk. . Acta, 67 {1903) 599016



612 G. MICHAL, H.-U. BERGMEVYVER

Der Plosphotransacetylase-Test: Dieser Test kann zur Analvse von biologischen
Material nicht ohne weiteres eingesetzt werden, obwohl die Gleichgewichtskonstante
gunstiger als beimm Thiokinase-Test ist: Bei pH 8.0 und 28° ist *®
_. [CoASAc) [Phosphat!

T [Acetylphosphat] iCoA] _ /¥

Der Gebhalt biologischen Materials an CoASAct und an Phosphat ist meist flir eine
quantitative Reaktion zu hach. Weiterhin ist das Enzym besonders gegen Na* sehr
cmpfindlich, es wird z.B. durch 0.02 M Na* {ohne Anwesenheit anderer Kationen)
fast villig gehemmt. Zn Hefeaufschliissen zugesetztes CoA wird daher nicht quanti-

..

TABELLE VIIL

“RECOVERY “-EXPERIMENTE MIT PHOSPHOTRANSAUETYLASE

’ Summe
Keines Co g Probe —_——— -
Marerial Aufschivugr [ Jig pro g Pro berechnet Refunden
Karetic) Nevetie) ‘ng pro fug pro
Kapetle) Nuveiee)
Hefe Kochsaft 130 [+ 139 3.0
Hefe Kochsaft 188 1.6 189.6 15.0

tativ wicdergefunden ({Tabelle VIII). Fiir tierische Organe liegen die Verhiltnisse
meist giinstiger, sind aber auch mcht befriedigend.
Die Erfassungsgrenze ubertrifft die mit 8-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase und

Citrate-cleavage enzyme nur unwesentlich und liegt hinter der mit Thiokinase weit
curack.

Citrate-clevage enzyme-Test.

- KeASAY Oxalacetat] LADP] [Phaosphat]
Citrat) [ATT] (CoA)

wurde bisher nicht gemessen. Aus der Gleichgewichtskonstante der Reaktion des

“Condensing enzymes”® und derjenigen der ATP-Spaitung® Lilt sich aber ein Wert

von ~ 1 :icliitzen®®. Durch die Kopplung mit der stark exergonischen Malat-Dehy-

drogenase-Reaktion, deren Gleichgewichtskonstante bei pH 7.2 und 22°

_ [Oxalacetat]) [DPNH;

s o Sl H _ . s
K {L-Malat® {DPN"® 2.33°10

betrigt’-ie.57 st Jer Ablauf des zusammengesetzten Tests aber stets als quantitativ
anzunchmen. Rohen ¥Fxtrakten zugesetzie CoA-Mengen werden demgemil quan-
titativ wiedergefunden {Tabelie IX und Fig. 3).

TABELLEIX

"RECOVERY -EXPERIMENT MIT CITRATE-CLEAVAGE ENZYME

Summe
Reines Cod rode .- -~ - —
Material A ufschiusr g pro fug pro bovachnet Refundass
Fuvette, Kuaveie) (pg pro fug pro
Kavate; N fvetfe)
LIRS 34 HCIO,- 158 o 151 149

Extrakt

® Der Extrakt wurde erst nach melireren Tagen zum Test eingesetz?,

Biochim, Biophys. Acla, 67 (1963) 599-616
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Auchin rohen Extrakten liltt zsich {eA neben allen Bruchstiicken mit Citrate-clea-

vage enzvme spezifisch erfassen. Die Lr{assungsgrenze entspricht der des g-liydroxya-

cyl-CoA-Dehydrogenase-Tests. Leider 1st das Enzvm nar wenige Tage haichar.

Als Beispiel fiir die praktische Anwendung (vgl. Tabelle XII) und zar Abschiit-
zung der analytischen Streubreite wurden einige neutrahsierte HCIO-Extrakie von
Rattenleber, -Herz und -Miere sowie Hefe-Kochuifte mit g-Hydroxyacyl-CoA-
Dehydrogenase und Thiokinase getestet. Es war nicht der Zweck dieser Arbeiten,
das geeignetste AufschluBverfahren aufzusuchen. Somit erheben die mitgeteilten
Woerte nicht den Anspruch, exakte Zahlen fiber den Gewebsgehalt an CoA zu leferr.
Die Resultate sind in Tabellen X und X1 zusammenge-tellt.

TABELILE X
BEISPIELE iR DIE ANWENDUNG DER TESTS AUF TITRISCHE ORGANEXTRAK T

Werte in Mikrogram—m ToA pro Granun Frischgewicht

Leher Nierr Her:
- = < - -
Tiere Genicht ‘_E . 2. . o :’—_ .
it <z &3 z g T3 %%
3t 9% 33 - 58 3% "
- 3 - - -1 -5 4 - g N »
$3c 88, I i $IC PR, i
13E 237 4% Il 5 3:% 23:E iZ
=X: TET 2T zg ¥ N TEF TET =%
=R3 a3l R a3 S5 2§ wld =S
t alte Ratte 340 151 Qe He; $0 1y 15 3 — 23
I alte Ratte 345 117 — 165 < 2 49 — - ol
Mittclwert” 337 134 - Vi
2 jurge Ratten 140, 104 105 iy 37 57 R O 35
= junge Ratten 130, 140 124 a5 Ft.) 74 - 47 7O 31 23
z junge Rartten 133, 160 123 31 L1 an 27 7 3t -
2 junge Ratten 137,137 50 -— 48 33 -- 34 ta) t26) -
z junge Ratten 130,152 134 54 52 57 3 27 30 33 30
Mitteiwert® 138 rod — 53 62 37 38 30 41 24

* Die Mittelwerte sind for Leber bei grofen und klemen Ratten getrennt, far Niere und
Herz von a'len Tieren gemeinsam berechnet worden.

Bei den Rattenorganen (Tabelle X) fillt der unterschiedliche CoA-Gehalt der
Leber hei Tieren verschicdener Alters autf. Es ist denkbar, dal der bei alten, ver-
fetteten Tieren erhohte Fettstoffwechsel die Ursache hierfir ist.

In friheren Arbeiten!? wurden Gewebsproben mit dem Sulfanilamid-Acetvlie-
rungs-Test analysiert. Rechnet man diese in Lipmann-Einheiten angegebencn Werte
in ug CoA um (413 Lipmann-Einheiten — 1 mg Ceenzym A%), erhilt man bei
Rattenorganen das 2- bis 3-fache der Werte von Tabelle X, bei Hefekochsiiften
(unter Beriicksichiigang der Angape pro Gramin getrockneter Befel?) nur wenig
mehr als in Tabelle X1 angegeben ist. Es wurde nicht nachgepritit, ob diese Unter-
schiede auf der Verschiedenheit der Analvsenverfahren, der AufschluBverfahren®
oder der Streubreite des biclogischen Materials beruhen.

®" KarrLaN UND LirMaNK'? stellten ausschlieBiich KKochsifte her.

Biachim. Bivphys. Acta, 67 {1963) 509 016
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TABELLE X1
RBRISFIELE FUR L1E ANWENDUIG DER TESTS AUF RRPEKOCHSAFTE

Werte in Mikrogramm CoA pro Gramm Frischgewicht.

B 7 droxyscyi-CoA-DeAydroganass Thiokinase

Gesami-Cod CoAsw  CoASH
49 35 34
45 3z 3t
45 31 3t
3R —_ 28
Mittelwert +4 23 3r
DISKUSSION

Bei CoA-Analysen ist hiufig dic Frage zu beantworten, ob ausschlieBlich CoASH
oder auch oxyd. CoA, ferner ob und wicweit dem CoA nahe verwandte Bruchstiicke
noch mit dem Test erfaBt werden sollen. Entsprechend ihrer Spezifitat kimnen die
geeigneten Testmethoden gewihlit werden. Tabelle XII gibt entsprechende Aus-
kunft. Von den hier diskutierten Verfahren ist bisher nur der £-Hydroxyacyl-

TABELLE X11

ARWENDUNGSMOGLICYKEITEN DER OBEN ERWAHNIEN ENZYMTESTS

Empfindlichhast Der Tasit ist
- - . fim Rak der
Fnzym beits KrfaBbar Frias.ungsgrenee )
Test mud hei o—-4° Erefaft werder Extinklion sind _—
aebrauchsfahig pro (1L CoAdiml georgnel LT
Mol Cod Kacalen-  fir Rean- ;ir roke

inhals) praparale  Awfschifisse

B-Hydroxyacyl- - 6 Monate CoA, Deplaspho-  3.30 {366 mu)

0.5 ja ja

CoA-Dehydro- CoA, Pantcthein, 6.22 {340 mu) 0.3
genase Cysteamin- 6.00 {344 M) 0.3

Derivate

Bestimmung der

betr. oxydierten

Yerbindungen ist

durchfdhrbar
Thiokinasc ca. 2 Monate CoiSH, 24.11 (200 mp) 0.07 ja ja

Dephosphao-

CoASH
Phosphotrans- > 6 Monate CoASH 4-44 {233 mu) o.4 ia nein
acetylase
Citratecleavage < 1 Woche CoASH 3.30 (366 my) 0. a ja
cnzyme

5
6.22 (340 my) 0.3
6.00 (334 moy) 0.3

CoA-Dehydrogenase-Test geeignet, auch das oxydierte CoA (neben den oxydierten
Formen einiger Spaltstiicke} zuverlissig zu testen. Bei den andcren Verfahren
fiilhrt GSH-Zusatz (zur Reduktion des oxydierten CoA) zu falschen Ergebnissen.
Andererseits sind reduzicrende Substanzen zur Aktivierung der betreffenden Enzyme,
2.B. Phosphotraasacetylase (STADTMANM) nicht erforderlich, da die Reaktion in

Binckism. Biophys. Acla, 67 {1963) 3599-01t
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allen Fzllen hinreichend -chnell ablauft. Dadurch werden Komplikationen ver-
micden.

Die Miterfassung von Acyl-CoA-Derivaten erfulgt am zweckmiBigsten durch
vorausgeheade aikalische Spaltung fs. DECKER® und MicHAL UND BERGMEYER?S.
Die Bedingungen variieren in geringem Umfang bei versebiedenen Denivater, jedoch
tritt infolge der Alkalitat praktisch immer eine Teiloxydation des gebildeti:n CoASH
auf. Von den vorbeschriebenen Testen ist daner bisher nur der 8-Hydeoxyacyl-CoA-
Dehydrogenase-Test auf Gesamt-Coa filr Acviderivate geignet. Fir spezielle Acyl-
Derivate existieren jedoch besondere Tested®.

ZUSAMMENFASSUNG

Vier Verfahren zur Bestimmung von CoA wurden anf Reproduzierbarkeit, Spezifitiit
und Anwendbarkeit auf Reinsubstanzen sowie Rohextrakte gepriift. Geeignete Test-
zusammensetzungen werden angegeben.

Der Test mit g-Hydroxyvacyl-CoA-Dehvdrogenase ist fiir alle Materialien ge-
eignet, erlaubt eine Differenzierung von reduziertern und Gesamt-CoA, besitzt aber
geringe Spezifitit.

Der Test mit Thiokinase (fatty acid-activating enzvme) fithrte bisher zu irrigen
Resultaten; die Fehlerquellen wurden bescitigt und der fiir CoASH spezifische Test
in rohen und reinen Priparaten angewendet.

Phosphotransacetvlase ist stremg spezifisch fiir CoA; man kann CoASH in
reinen Priparaten damit vorteilhaft messen. Bei Rohextrakten ist der Test hiufyg
unbrauchbar.

Citrate-cleavage enzyme ist sehr spezifisci: fur CoASH und fiur die Analyse von
CoASH in rohen und reinen Praparaten geeignet; doch ist das Enzym fir den Rou-
tinebetrieb zu wenig haltbar.
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