1796 HELVETICA CHIMICA ACTA.

SUMMARY.

CoA (Pabst Laboratories, Milwaukee) was purified by chromato-
graphy on Dowex 1 columns. To obtain a good separation from the
byproducts it is essential to use a resin of a low cross-linking (49,).

The commercial product coutains, besides reduced CoA as the
main fraction, oxidized CoA, dephospho CoA and two further nucleo-
tides, probably ADP and ATP. Pure CoA was prepared by rechromato-
graphing the main fraction.

Pure dephospho CoA has been obtained by treating CoA with rye
grass phosphatase and chromatographical separation of the products.

Physiologisch-chemisches Institut der Universitit Ziirich.

213. Uber die Spezifitiit des Coenzyms A')
von Olga Brenner-Holzach und F. Leuthardt.
(25. VIII. 56.)

Bei allen Coenzymen stellt sich die Frage, welche Bedeutung
die einzelnen Molekiilteile fiir ihre Reaktionsfihigkeit haben. Meist
ist es nur eine spezielle Gruppe in einer relativ komplexen Molekel,
welche direkt an der enzymatischen Reaktion beteiligt ist. Wir wissen
aber auch, dass oft eine geringfiigige Verinderung der Molekel,
welche die reagierende Gruppe gar nicht zu betreffen braucht, zur
Aufhebung der Reaktionsfihigkeit geniigt oder das Coenzym sogar
in einen Hemmstoff der Reaktion verwandelt. Man hat schon wieder-
holt versucht, gewisse Coenzyme durch kleinere Molekeln mit der
gleichen Wirkungsgruppe zu ersetzen. Kunz & Leuthardt?) konnten
nachweisen, dass die Lebermitochondrien bei Blockierung des vor-
handenen CoA durch SH-Reagentien aus Benzoylpantethein und
Glykokoll Hippursidure bilden kénnen. Sie mussten allerdings, um die
gleiche Reaktionsgeschwindigkeit wie mit CoA zu erhalten, eine un-
gefihr hundertfache Menge an Benzoylpantethein einsetzen. Das fiir
die Einfiithrung der Benzoylgruppe in das Glykokoll verantwortliche
Enzym besitzt also eine weit grossere Affinitédt zum Benzoyl-CoA als
zum Benzoyl-Pantethein.

1) Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Fritz-Hoffmann-La- Roche-Stiftung zur Férderung
wissenschafilicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz durchgefithrt, der wir fiir ihre
Unterstiitzung den besten Dank aussprechen.

Verwendete Abkiirzaungen: CoA = Coenzym A, Dephospho-CoA = Dephospho-
Coenzym A, DPN = Diphosphopyridinnucleotid, TPN = Triphosphopyridinnucleotid,
ATP = Adenosintriphosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, PP = Pyrophosphat,
AAB = p-Aminoazobenzol.

2y H. Kunz & F. Leuthardt, Helv. physiol. pharm. Acta 13, 60 (1955).
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Lynen und Mitarb.3) ersetzten bei ihren Arbeiten iiber die Fett-
sdureoxydation das CoA durch das einfache Bruchstiick N-Acetyl-
Cysteamin. Die durch dieses CoA-Modell ,,aktivierten‘* Substrate
reagierten mit 3 Enzymen, mit der Athylenhydrogenase, der g-Keto-
hydrogenase und der g-Ketothiolase. Dazu waren allerdings, wie in
den Versuchen von Kunz & Leuthardt mit dem Benzoylpantethein,
sehr hohe Konzentrationen der kiinstlichen Verbindungen nétig;
diese liegen offenbar weit iiber den Konzentrationen der wirklichen
aktiven Zwischenprodukte, wie sie unter physiologischen Bedingungen
auftreten.

King & Strong*) und Govier & Gibbons®) fithrten Untersuchungen
dureh, bei denen bei der Acetylierung von Sulfanilamid mit Tauben-
leberextrakt nach Kaplan & Lipmann®) anstelle des CoA Pantethein
verwendet wurde. Die Aktivitit dieser Verbindung betrug 209, der-
jenigen des CoA. Da sich im Taubenleberextrakt Enzyme finden,
die bei Gegenwart von ATP aus Pantethein CoA synthetisieren, der
Acetylierungstest nach Kaplan & Lipmann aber zur Aktivierung
des Acetats ATP verlangt, eignen sich diese Versuche zur Abklirung
der Spezifitit von CoA nicht. Es diirfte sich bei der Wirkung von
Pantethein um die indirekte Wirkung des synthetisierten CoA han-
deln, worauf schon Novelli”) hingewiesen hat.

Die oben genannten Versuche zeigen, dass Verbindungen von
einer gewissen Reaktionsfdhigkeit auch dureh Vereinigung der Sub-
strate (Benzoesdure, Crotonsidure, S-Hydroxybuttersiure, Acetessig-
sdure) mit Bruchstiicken des CoA entstehen konnen, dass aber die
Fermentproteine zu ihnen offenbar eine viel geringere Affinitit
zeigen als zu den natiirlichen aktiven Verbindungen.

Das dem CoA am niichsten stehende Derivat ist das Dephospho-
CoA, dem die Phosphatgruppe in Stellung 3’ der Ribose fehlt. Es
kann aus dem CoA durch spezifische enzymatische Dephosphory-
lierung erhalten werden und ist Zwischenprodukt beim Aufbau des
CoA (Hoagland & Novelli®). Es steht, was seine Struktur betrifft, zum
CoA in einem #hnlichen Verhiltnis wie das DPN zum TPN. Man
kann sich daher die Frage vorlegen, ob nicht beide Stoffe Coferment-
charakter haben wie die beiden Pyridinnucleotide. Wenn dies zu-
trifft, wire es sogar denkbar, dass beiden verschiedene Spezifitits-
bereiche zukommen. Diese Uberlegung war der Ausgangspunkt der
vorliegenden Arbeit.

%)
)

ynen Fed. Proc. 12, 683 (1953).
H.King& F. M. Stmng, J. biol. Chemistry 189, 325 (1951).
M. Govier & A. J. Gibbons, Arch. Biochem. Biophys. 32, 347 (1951).
0. Kaplan & F. Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 (1948).
D. Novelli, F.J. Schmetz & N.O. Kaplan, J. b101 Chemistry 206, 533 (1954).
B. Hoagland & G. D. Novelli, J. biol. Chemistry 207, 767 (1954).
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Um Niheres iiber die Spezifitit von CoA aussagen zu kénnen,
verglichen wir die Aktivitdt von CoA und einiger seiner Bruchstiicke
in zwei enzymatischen Reaktionsfolgen, der Acetylierung von p-Amino-
azobenzol und der Oxydation von «-Ketoglutarsdure.

Die Acetylierung von p-Aminoazobenzol (AAB) nach Hand-
schumacher®) (Acetylierungstest) war eine der ersten Methoden zur
Bestimmung von CoA. Sic verliuft in Gegenwart von Taubenleber-
extrakt nach Berg!?) iiber folgende Stufen:

ATP+ Acetat — 5 Acetyl-AMP+ PP

Acetyl-AMP+CoA — 5 Acetyl-CoA+AMP

Acetyl-CoA+ AAB —> Acetyl-AAB+ CoA.
Da das acetylierte Amin nicht gefiarbt ist, kann die Reaktionsge-
schwindigkeit an der Abnahme der Farbintensititen gemessen
werden.

Die zweite von uns verwendete Methode ist der optische Test
nach Von Korff!l). Es handelt sich dabei um die enzymatische Oxy-
dation der «-Ketoglutarsdure zu Bernsteinsdure mit CoA als Co-
faktor. Die Reaktion verliuft in den folgenden zwei Stufen:

a-Ketoglutarsiiure + CoA + DPN+ —>  Succinyl-CoA+ DPNH+ H*++ CO,
Succinyl-CoA » Succinat+ CoA.

Die Bildung von reduziertem DPN pro Zeiteinheit, welche direkt
als Extinktionszunahme im Photometer gemessen werden kann, ist
ein Mass fiir die Reaktionsgeschwindigkeit, wobei das in katalytischer
Menge zugesetzte CoA geschwindigkeitsbegrenzend ist.

Die Untersuchungen der Synthese des CoA durch Novelli und
Mitarb.®)12) haben ergeben, dass nacheinander Pantethein, 4-Phos-
phopantethein und Dephospho-CoA als Zwischenprodukte auf-
treten. Wir haben die Aktivitit aller genannten Verbindungen mit
Hilfe unserer beiden Testsysteme untersucht und dabei die in Fig. 1
und Fig. 2 dargestellten Resultate erhalten.

Im optischen Test ist nur das CoA wirksam; Dephospho-CoA,
Phosphopantethein und Pantethein sind in katalytischen Mengen
(0,002 -0,008 ©Mol/1,18 ml) vollstindig inaktiv. Im Acetylierungs-
test konnte auch bei den Proben mit Pantethein eine leichte Aktivitat,
bei denjenigen mit Phosphopantethein und Dephospho-CoA volle
Wirksamkeit festgestellt werden. Dies kann durch zwei Ursachen
bedingt sein: Die CoA-Bruchstiicke werden in CoA iibergefiihrt und
gelangen so indirekt zur Wirkung, oder aber es konnen sowohl CoA,
als auch seine Teilstiicke als Cofaktoren fiir die Acetylierung funk-
tionieren.

%) R. E. Handschumacher, G. C. Mueller & F. M. Strong, J. biol. Chemistry 189, 335
(1951).

10y P.J. Berg, J. Amer. chem. Soc. 77, 3163 (1955).

1) R. W. Von Korff, J. biol. Chemistry 200, 401 (1953).

12) L. Lewintow & G. D. Novelli, J. biol. Chemistry 207, 761 (1954).
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Wiihrend unseren ersten Untersuchungen iiber die Funktion von
Dephospho-CoA im Acetylierungstest arbeiteten wir mit Dephospho-
CoA-Losungen, die wir durch Abbau von CoA mit Prostataphosphatase
erhalten hatten. Im optischen Test war Dephospho-CoA inaktiv, im
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Fig. 1.
Acetylierung von p-Aminoazobenzol mit CoA, Dephospho-CoA, Phosphopantethein oder
Pantethin als Cofaktor. Ansatz: 0,1 ml Glutathion 0,11-m.; 0,05 ml MgSO, 0,05-m.;
0,15 ml Trispuffer 0,1-m., pH 7,5; 0,2 ml eines Gemisches bestehend aus 10 ml Na-Citrat
0,2-m., 2,5 ml Na-Acetat 1-m. und 7 ml ATP-Loésung 6-10—2-m.; 0,25 ml des gealterten
Taubenleberextraktes; 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ml Cofaktor 0,02 uMol/ml; Wasser ad 1,15 ml.
Abszisse: Konzentration der Cofaktoren in xMol/1,2ml. Ordinate: Abnahme der Extinktion.
- — (CoA; ——o—— Dephospho-CoA; ----- Bmmnnn Phosphopantethein; —e— Pantethein.
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Fig. 2.

Optischer Test (Oxydation der «-Ketoglutarsiure) mit CoA, Dephospho-CoA oder 4-Phos-
phopantethein als Cofaktor. Ansatz: 0,1 ml Cystein-HCl 0,1-m., pH 7; 0,1 ml «-Keto-
glutarat 0,2-m., pH 7; 0,1 ml Glykokollpuffer 1-m., pH 9,85; 0,2 ml CaCl, 10~3-m.;
0,05 ml Oxydase; 0,05 ml Desacylase; 0,4 ml CoA, Dephospho-CoA oder Phosphopante-
thein 0,02 uMol/ml; Wasser ad 2,9 ml. Abszisse und Ordinate wie Fig. 1, —o— CoA;
——o——Dephospho-CoA ; ----- Beeenn Phosphopantethein.
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Acetylierungstest betrug die Aktivitat 1009%,. Wurde nun dieses De-
phospho-CoA zur Resynthese zu CoA mit Taubenleberextrakt inkubiert,
80 erhielten wir im Acetylierungstest wieder die Aktivitdt von 1009,
im optischen Test diesmal 65—-709% (vgl. Fig. 3).

AAB AAB

opt. Test

apt Test

Abbau mit Resynthese mil
Prostataphosphatase Taubenleberextrakt
Fig. 3.

Abbau von CoA mit Prostataphosphatase und Resynthese durch Taubenleberextrakt;
Aktivitat der Reaktionsprodukte im Acetylierungs (AAB)- und optischen Test.

Diese Versuchsergebnisse lassen vermuten, dass wihrend der
Inkubation mit dem Leberextrakt nicht alles Dephospho-CoA in CoA
zuriickgefithrt wurde. Wenn der Acetylierungstest trotzdem eine an-
scheinend vollstdndige Resynthese ergibt, so kann dies zwei Ursachen
haben: Entweder wird im Verlauf der Transacetylierungsreaktion durch
die im Taubenleberextrakt vorhandene Dephospho-CoA-Kinase die
Resynthese des CoA vervollstindigt, oder das Dephospho-CoA zeigt
bei der Transacetylierung die gleiche Aktivitit wie das CoA. Die erste
Moglichkeit scheint uns weniger wahrscheinlich, weil die Vorinkubation
zur vollstindigen Resynthese ausreichen sollte. Um die zweite Mog-
lichkeit weiter zu priifen, wihlten wir eine andere Versuchsanordnung.

Es ist bis jetzt nicht gelungen, die CoA-synthetisierenden
Enzyme vom Enzym, das die Ubertragung des Acetylrestes auf das
CoA katalysiert, zu trennen. Es konnen aber alle diese Enzyme zu-
sammen mittels Acetonfraktionierung nach Chou & Lipmann'?) von
der Acetokinase (dem Enzym, das die Acetylgruppe vom CoA auf das
p-Aminoazobenzol iibertrigt) abgetrennt werden. Man kann mit
Hilfe dieses Enzyms die stochiometrische Reaktion zwischen dem
acetylierten CoA oder Dephospho-CoA und dem Acetylakzeptor
getrennt untersuchen. Die Moglichkeit einer Resynthese der CoA-
Bruchteile zu CoA ist ausgeschaltet, weil diese Transacetylierung
kein ATP bendtigt.

Wir vergleichen im folgenden drei Substanzen in bezug auf ihre
Wirksamkeit im optischen Test und im stéchiometrisch verlaufenden
Acetylierungstest: CoA, Dephospho-CoA und Phosphopantethein. Fir
den Acetylierungstest verwendeten wir die S-Acetylverbindungen,

13y 7. C. Chou & F. Lipmann, J. biol. Chemistry 196, 89 (1952).
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die wir durch Behandeln der SH-Verbindungen mit Essigsiure-
anhydrid herstellten. Alle diese Versuche wurden mit dem reinen CoA
und Dephospho-CoA durchgefithrt, deren Herstellung in der voran-
gehenden Arbeit beschrieben ist'4). Phosphopantethein war ein
synthetisches Produkt, das uns von Prof. Baddeley freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt wurde.

Da wir im Acetylierungsversuch wegen des stochiometrischen
Verlaufs der Reaktion grossere Mengen des Cofaktors einsetzen
mussten (0,1—-0,2 uMol/Ansatz), verwendeten wir, um bessere Ver-
gleichsmoglichkeiten zu haben, auch im optischen Test etwas hohere
Konzentrationen. Ts ergeben sich mit den drei Substanzen CoA,
Dephospho-CoA und Phosphopantethein die in Fig. 4 und Fig. 5 dar-
gestellten Resultate.

4 E/Hin

001

Fig. 4.

Cofaktorwirkung von CoA, Dephospho-CoA und 4-Phosphopantethein im optischen Test.
Abszisse: Konzentration der Cofaktoren in uMol/3ml. Ordinate: Zunahme der Extinktion
pro Minute bei 366 mu. Ansatz: siehe Fig. 1. Cofaktoren 0,6—1 uMol/ml.

—o— CoA; —--o——Dephospho-CoA; ----- aemmem Phosphopantethein.

Bei der Oxydation des «-Ketoglutarats (optischer Test) ist das
Dephospho-CoA stets weniger wirksam als das CoA; bei 0,025 pMol/
3 ml erreicht es nur ca. 159, bei 0,1 pMol 509, und bei 0,2 uMol ca.
709, der Aktivitdit des CoA. Bei der Acetokinasereaktion dagegen
lasst sich im Bereich der verwendeten Konzentrationen kein Unter-
schied zwischen Dephospho-CoA und CoA feststellen. Dagegen war
das acetylierte Phosphopantethein auch bei dieser Versuchsan-
ordnung als Acetyldonator ginzlich unwirksam.

Die obigen Versuche zeigen, dass unter gewissen Bedingungen,
die eine Rephosphoryliecrung ausschliessen, CoA durch Dephospho-
CoA ersetzt werden kann. Das S-Acetyldephospho-CoA scheint zur
Acetokinase die gleiche Affinitit zu besitzen wie das CoA. Aus der

14y Olga Brenner-Holzach, R. Adler & F. Leuthardt, Helv. 39, 1790 (1956).
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mangelnden Aktivitdt des Phosphopantetheins kann man schliessen,
dass fiir die Bindung an das Fermentprotein die Adenylsiurehilfte
des Coenzyms von wesentlicher Bedeutung ist; dass die letztere die
Reaktionsfihigkeit der Acylmercaptanbindung beeinflusst, scheint
nur wenig wahrscheinlich.

AE /45 Min
/
/
/
91 /F
/
/,
/
/
Y/
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Fig. 5.
Cofaktorwirkung von CoA, Dephospho-CoA und 4-Phosphopantethein im Acetylierungs-
test (AAB). Abszisse: Konzentration des Cofaktors yMol/1,2 ml. Ordinate: Abnahme der
Extinktion pro 45 Minuten bei 490 mu. Ansatz: siehe Fig. 1. Abweichung: An Stelle des
Gemisches von Citrat, Acetat und ATP werden 0,2 ml Na-Citrat 0,2 m. zugesetzt. Cofaktor
0.1und 0,2ml (1 uMol/ml). —o— CoA; ——o——Dephospho-CoA; -----2----- Phosphopantethein.

Wir wissen z.Zt nicht, ob auch eine ,,Aktivierung‘‘ der Essig-
sdure oder anderer Siduren durch Dephospho-CoA moglich ist, oder
ob vielleicht auch das acylierte CoA dephosphoryliert werden kann.
Erst dann konnte der oben beschriebenen Reaktion eine physiologische
Bedeutung zukommen. Bsist geplant, diese Fragen weiter zu verfolgen.

Experimenteller Teil.

Substanzen: Das verwendete CoA war ein Produkt der Pabst Laboratories,
Milwaukee, USA. Pantethin stellte uns Prof. Viscontini von der Universitdt Ziirich,
4-Phosphopantethein Prof. Baddiley, London, in verdankenswerter Weise zur Verfiigung.

Fiir die ersten Versuche bereiteten wir Dephospho-CoA durch Abbau von CoA Pabst
mit Prostataphosphatase. Wir verwendeten fiir die Versuche das gesamte Inkubations-
gemisch ohne Isolierung des Depospho-CoA. Spiter stellten wir es nach der in der vorher-
gehenden Arbeit4) beschriebenen Methode durch Abbau des gereinigten CoA mit Raygras-
Phosphatase her. DPN wurde von der Firma C. F. Boehringer und Séhne GmbH., Mann-
heim, bezogen.

Optischer Test nach Von Korff!!) sieche Brenner & Raaflaub'®).

Acetylierungstest nach Handschumacher®). Enzyme: Der Taubenleberroh-
extrakt wurde nach Kaplan & Lipmann®) mit den Modifikationen von Handschumacher®)
hergestellt und 3 Std. gegen in Glas destilliertes Wasser dialysiert. Die fiir den stdchio-
metrischen Acetylierungstest verwendete Acetokinase wurde durch Fraktionierung eines

15) Olga Brenner-Holzach & J. Raaflaub, Helv. 39, 863 (1956).
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Taubenleberextraktes nach Chou & Lipmann'?) gewonnen. Es wurden dazu 1 Teil Aceton-
trockenpulver mit 9 Teilen eines Aceton-Tris-Puffergemisches (25 Vol. Aceton + 75 Vol.
0,1-m. Trispuffer pH 8,2) extrahiert und der Extrakt mit Aceton fraktioniert. Die aktive
Fraktion fillt zwischen 40 und 659%,.

Test: a) katalytisch: In Abweichung von der Vorschrift Handschumacher’s wurde
zur Stabilisierung des pH die Natriumhydrogencarbonatlsung durch Trispuffer ersetzt.
Da die Acetylierung Magnesium-abhangig ist, wurde ferner MgSO, zugegeben.

Ansatz: 0,1 ml 0,11-m. Glutathion, 0,05 ml 0,05-m. MgSO,, 0,15 ml 0,1-m. Tris-
puffer pH 7,5, 0,2 ml eines Gemisches bestehend aus 10 ml 0,2-m. Na-Citrat, 2,5 ml 1-m.
Na-Acetat und 7,5 ml 6-10~2-m. ATP, 0,25 ml! des gealterten Rohextrakts, 0,2, 0,3 und
0,4 ml 2-1075-m. CoA, Dephospho CoA oder Phosphopantethein. Wasser ad 1,15 ml,
0,03 ml 0,0165-m. AAB in 609, Alkohol.

Die Abmessung des p-Aminoazobenzols erfolgte mit einer ,,Agla‘-Mikrometer-
pipette. Nach der Inkubation bei 38° wihrend 40 Min. wurde die Reaktion durch Zugabe
von 1 ml frisch hergestellter 20-proz. Trichloressigsiure (in 50-proz. Alkohol) unter-
brochen und die entstehende Fallung abzentrifugiert. 1 ml des Uberstehenden wurde mit
3 ml 10-proz. Trichloressigsdure (in 25-proz. Alkohol) verdiinnt und die Absorption bei
490 mu abgelesen.

b) stéchiometrisch: Der Test wurde in der gleichen Weise ausgefiihrt wie oben be-
schrieben. Abweichungen: An Stelle des Gemisches von Citrat, Acetat und ATP wurde
nur Citrat zugegeben. CoA, Dephospho-CoA und Phosphopantethein wurden als Acetyl-
verbindungen in 10~3-m. Losungen verwendet (0,1 ml, 0,2 ml, 0,3 ml). Die Konzentration
von CoA und Dephospho-CoA wurde aus der Extinktion bei 260 my berechnet, unter
Zugrundelegung einer Molekularextinktion von 14,7.

Acetylierung von CoA, Dephospho-CoA und Phosphopantethein?6).
Eine 5-1073-m. Losung von CoA, Dephospho-CoA oder Phosphopantethein wurde mit
wenig festem NaHCO, auf ein pH von 7 gebracht und durch Zugabe von einigen Tropfen
Essigsdureanhydrid acetyliert. Nach 5 Min. wurde der Uberschuss an Acetanhydrid durch
dreimaliges Ausschiitteln mit Ather entfernt und der Ather durch einen N,-Strom vertrieben.

Abbau von CoA mit Prostataphosphatase. Enzym: Die saure Prostata-
phosphatase wurde nach Kufscher & Warner'”) aus menschlicher Prostata mit Wasser
extrahiert und nach Brandenberger & Hanson'8) mit o-Carboxyphenylphosphorsiure auf
ihre Aktivitit gepriift. Bei 3—4° aufbewahrt behielt sie ihre Aktivitit iiber mehrere
Monate bei.

Abbau von CoA.: Das folgende Gemisch wurde 20 Min. bei 38° inkubiert: 0,05 ml
wisserige CoA-Losung (ca. 0,1 mg CoA Pabst), 0,05 ml Acetatpuffer 0,02-m. pH 54,
0,015 ml Prostataphosphatase. Die Denaturierung des Proteins erfolgte durch Erhitzen
wahrend 5 Min. auf 100° Nach der Abtrennung des Niederschlags durch Zentrifugation
wurde die Losung mit 0,1-n. NaHCO, auf pH 6,5 bis 7 gebracht.

Resynthesemit Taubenleberextrakt. Der mit Prostataphosphatase inkubierte,
vom Eiweiss befreite und neutralisierte Ansatz (0,115 ml) wurde 40 Min. bei 38° zusammen
mit 0,3 ml folgenden Gemisches inkubiert: 0,12 ml10,05-m. MgSO,, 0,16 m10,2-m. Na-Citrat,
0,04 ml 0,1-m. Na-Acetat, 0,12 ml 6-10~2-m. ATP, 0,4 ml Taubenleberrohextrakt und
0,2 ml Trispuffer (0,1-m., pH 7,5). Die Denaturierung des Proteins erfolgte durch Er-
hitzen (5 Min. auf 100%. Nach einer ersten Verdiinnung von ca. 1 : 20 wurde das Eiweiss
durch Zentrifugation entfernt und darauf die Losung fiir den optischen Test und den
Acetylierungstest in geeigneter Weise verdiinnt.

Abbau von CoA mit Raygras-Phosphatase (vgl. vorhergehende Arbeit4)).

Herrn A. Schmid méchten wir fiir seine Mithilfe bei der Durchfithrung der Versuche
bestens danken.

18y J. B. Wilson, J. Amer. chem. Soc. 74, 3205 (1952).
17}y W. Kutscher & A. Wirner, Z. physiol. Chem. 239, 109 (1936).
18) H. Brandenberger & R. Hanson, Helv. 36, 900 (1953).
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SUMMARY.

The activities of CoA, dephospho CoA and 4-phosphopantetheine
as cofactors in the oxidation of «-ketoglutarate and in the acetylation
of p-aminoazobenzene are compared.

In the oxidation of «-ketoglutarate (optical test of Von Korff)
dephospho CoA may replace CoA only when it is added in rather high
concentrations (0,1-0,2 gmols/ml). Phosphopantetheine is inactive.

When acetyl CoA and acetyl dephospho CoA are incubated, in
the presence of p-aminoazobenzene, with a fractionated pigeon liver
extract (freed from the CoA synthetizing enzymes), CoA and de-
phospho CoA show the same activity as acetyl donors. Phospho-
pantetheine was again inactive.

We conclude that the o-ketoglutarate oxidizing enzyme has only
a slight affinity for dephospho CoA, whereas the acetyl transfering
enzyme reacts with acetyl dephospho CoA as well as with acetyl CoA.

Physiologisch-chemisches Institut der Universitit Zirich.

214. Uber Pyridyl-Steroide. L. 1)
Uber Steroide, 141. Mitteilung?)
von J. Heer und K. Hoffmann.

(25. VIIL. 56.)

Im Zusammenhang mit unsern Arbeiten iiber Alkylenimin-
Derivate?)?) haben wir auch die Verwendung von metallorganischen
Pyridin-Verbindungen, insbesondere von Pyridyl-(2)-lithium?®), stu-
diert, um zu neuen zentralerregenden Pyridin- bzw. Piperidin-
Derivaten zu gelangen. Es bestiitigte sich dabei, dass sich das Pyridyl-
lithium®) unter milden Bedingungen mit Aldehyden und Ketonen
umsetzt und dass sich auch mit sonst trige reagierenden -Ketonen
die entsprechenden Pyridyl-carbinole in ausgezeichneten Ausbeuten
herstellen lassen. Es erschien uns nun reizvoll, dieses Reagens auch
mit verschiedenen leicht zuginglichen Steroidketonen umzusetzen,
und die neuen Pyridyl-Steroide als solche oder nach ihrer Hydrierung
zu den entsprechenden Piperidin-Derivaten pharmakologisch zu
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