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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 (4%). 

The commercial product contains, 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 rechroniato- 
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 Universitat Zurich. 

213. Uber die Spezifitat des Coenzyms A') 
von Olga Brenner-Holzach und F. Leuthardt. 

(25. VIII. 56.) 

Rei allen Coenzymen stellt sich die Frage, welche Bedeutung 
die einzelnen Molekulteile fur ihre Reaktionsfahigkeit 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 geringfugige Veranderung der Molekel, 
welche die reagierende Gruppe gar nicht xu betreffen braucht, zur 
Aufhebung der Reaktionsfiihigkeit genugt oder das Coenzym sogar 
in einen Hemmstoff der Reaktion verwandelt. Man hat schon wieder- 
holt versuch t, gewisse Coenzyme durch kleinere Molekeln mit der 
gleichen Wirkurigsgruppe zu ersetzen. Kunx d3 Levthwdt2)  konnten 
nachweisen, dass die Lebermitochondrien bei Blockierung des vor- 
handenen CoA durch SH-Reagentien aus Benzoylpantethein und 
Glykokoll Hippursaure bilden konnen. Sie mussten allerdings, um die 
gleiche Reaktionsgeschwindigkeit wie mit CoA zu erhalten, eine un- 
gefahr hundertfache Menge an Benzoylpantethein einsetzen. Das fur 
die Einfuhrung der Benzoylgruppe in das Glykokoll verantwortliche 
Enzym besitzt also eine weit grossere Affinitat zum Benzoyl-CoA als 
zum Benzoyl-Pantethein. 

1) Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Fritz-Hoffmann-La- Rociie-Stiftung zur Porderung 
wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz durchgefiihrt, der wir fur ihre 
Unterstiitzung den besten Dank aussprechen. 

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

z, 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- 
saureoxydation das CoA durch das einfache Bruehstuck N-Aeetyl- 
Cystcamin. Die durch dieses CoA-Model1 ,,aktivierten" Substrate 
reagierten mit 3 Enzymen, mit der Athylenhydrogenase, der j3-Keto- 
hydrogenasc und der p-Ketothiolase. Dazu waren allerdings, wie in 
den Versuchen von Kunx d3 Leuthardt mit dem Benzoylpantethein, 
sehr hohe Konzentrationen der kiinstlichen Verbindungen notig ; 
diese liegen offenbar weit iiber den Konzentrationen der wirklichen 
aktiven Zwischenprodukte, wie sie untcr physiologischen Bedingungen 
auftreten. 

King d3 Xtyong4) und Govier & Gibbons5) fuhrten Untersuchungen 
(lurch, bei denen bei der Acetylierung von Sulfanilamid mit Tauben- 
leberextrakt nach Kaplan d3 Lipmann6) anstelle des CoA Pantethein 
verwendet wurde. Die Aktivitat dieser Verbindung betrug 20 yo der- 
jenigen des CoA. Da sich im Taubenleberextrakt Enzyme finden, 
die bei Gegenwart von ATP am Pantethein CoA synthetisieren, der 
Rcetylierungstest nach Kaplan & Lipmunn aber zur Aktivierung 
des Acetats ATP verlangt, eignen sich diese Versuehe zur Abklarung 
der Spezifitat von CoA nicht. Es durfte sich bei der Wirkung von 
Pantethein um die indirekte Wirkung des synthetisierten CoA han- 
deln, worauf schon NoveZZi7) hingewiesen hat. 

Die oben genannten Versuche zeigen, dass Verbindungen von 
einer gewissen Reaktionsfahigkeit auch durch Vereinigung der Sub- 
strate (Benzoesaure, Crotonsaure, j3-Hydroxybuttersaure7 Acetessig- 
siiure) mit Bruchstiicken des CoA entstehen konnen, dass aber die 
Fermentproteine zu ihnen offenbar eine vie1 geringere Affinitiit 
zeigen als zu den natiirlichen aktiven Verbindungen. 

Das dem CoA am nachsten stehende Derivat ist das Dephospho- 
CoA, dem die Phosphatgruppe in Stellung 3'  der Ribose fehlt. Es 
kann aus dem CoA dureh spezifische enzymatische Dephosphory- 
lierung erhalten werden und ist Bwischenprodukt beim Aufbau des 
CoA (Hoagland d3 NoveZZi8). Es steht, was seine Struktur betrifft, zum 
CoA in einem ahnlichen Verhaltnis wie das DPN zum TPN. Man 
kann sich daher die Frage vorlegen, ob nicht beide Stoffe Coferment- 
eharakter haben wie die beiden Pyridinnucleotide. Wenn dies zu- 
trifft, ware es sogar denkbar, dass beiden verschiedene Spezifitats- 
bereiche zukommen. Diese Uberlegung war der Ausgangspunkt der 
vorlirgenden Arbeit . 

3, F. Lynen, Fed. Proc. 12, 683 (1953). 
4, 5". E. King & F. M .  Strong, J. biol. Chemistry 189, 325 (1951). 
5, W .  M .  Govier & A .  J .  Gibbons, Arch. Riochem. Biophys. 32, 347 (1951). 
6 ,  N. 0. Kaplan & F.  Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 (1948). 
') G. 1). A'ovelli, 8'. J .  Schmetz & A'. 0. Kaplan, J. biol. Chemistry 206, 633 (1954). 
s, M .  B. Hoagland & G .  D. Novelli, J. biol. Chemistry 207, 767 (1954). 
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TJm Naheres uber die Spezifitat von CoA aussagen zu konnen, 
verglichen wir die Aktivitat von CoA und einiger seiner Bruchstucke 
in zwei enzymatischen Reaktionsfolgen, der Acetylierung von p-ilmino- 
azobenzol und der Oxydation von a-Ketoglutarsaure. 

Die Acetylierung von p-Aniinoazobenzol (AAB) nach Hand- 
schumlccherg) (Acetylierungstest) war eine der ersten Methoden zur 
Bestimmiing von CoA. Sie verlauft in Gegenwart von Taubenleber- 
extrakt nach Berglo) uber folgende Stufen: 

ATP + Acetat ___+ Acetyl-,4MP + PP 
Acetyl-AMP + CoA - Acetyl-CoA + AMP 
Acetyl-CoA+ AAB - Acetyl-ABB + CoA. 

Da das acetylierte Amin nicht gefarbt ist, kann die Reaktionsge- 
schwindigkeit an der Abnahme der Farbintensit aten gemessen 
werden. 

Die zweite von uns verwendete Methode ist der optische Test 
nach Von Korffll).  Es handelt sich dabei um die enzymatisehe Oxy- 
dation der a-Ketoglutarsaure xu Bernsteinsaure mit CoA als Co- 
fahtor. Die Reaktion verhuft in den folgenden zwei Stufen: 

a-Ketoglutarsaure+ CoA+ DPN+ + Succinyl-CoA+ DPNH + H++ CO, 
Succinyl-CoA -+ Succinat + CoA. 

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

Die Untersuchungen der Synthese cles CoA durch NoceZZi und 
Mitarb.*)12) haben ergeben, dass nacheinander Pantethein, 4-Phos- 
phopantethein und Dephospho-Coh als Zwischenprodukte auf- 
treten. Wir haben die Aktivitat aller genannten Verbindungen mit 
Hilfe unserer beiden Testsysteme untersucht und dabei die in Big. 1 
und Big. 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 pMol/1,18 ml) vollstandig 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-Bruehstucke werden jn CoA iibergefuhrt und 
gelangen so indirekt zur Wirkung, oder aber es konnen sowohl CoA, 
als auch seine Teilsthke als Cofaktoren fiir die Scetylierung funk- 
tionieren. 

y, R. E. Handschumacher, G. C .  Hueller d- F. M .  Sfrong, J. biol. Chemistry 189, 333 
(1951). 

lo) P. ,J. Berg, J. Amer. chem. SOC. 77, 3163 (19.55). 
11) R. W. Von Korff, J. biol. Chemistry 200, 401 (1953). 
12) L. Lewintow & G. D. Wovelli, J. biol. Chemistry 207, 761 (1954). 
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WBhrend unseren crsten Untersuchungen uber die Funktion von 
Dephospho-CoA im Acetylierungstest arbeiteten wir mit Dephospho- 
CoA-Losungen, die wir durch Abhau von CoA mit Prostataphosphatase 
erhalten hatten. Im optischen Test war Dephospho-CoA inaktiv, im 

A E f4QOmp) 

qOOZ qOO4 (4006 qOoB,uMo/ 
Fig. 1. 

Acetylierung von p-Aminoazobenzol mit CoA, Dephospho-CoA, Phosphopantethein oder 
Pantethin als Cofaktor. Ansatz:  0,l ml Glutathion OJl-m.; 0,05 ml MgSO, 0,05-m.; 
0,15 ml Trispuffer 0,l-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-Losung 6.10-z-m.; 0,25 ml des gealterten 
Taubenleberextraktes; 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ml Cofaktor 0,02 pMol/ml; Wasser ad 1,15 ml. 
Abszisse : Konzentration der Cofaktoren in pMol/l,2 ml. Ordinate : Abnahme der Extinktion. 
_ _  CoA; --01- Dephospho-CoA; - - - - - A - - - - -  Phosphopantethein; --e Pantethein. 

2 4  6 8 10 M/n 
Fig. 2. 

Optischer Test (Oxydation der a-Ketoglutarsaure) mit CoA, Dephospho-CoA oder 4-Phos- 
phopantetbein als Cofaktor. Ansatz:  0,l ml Cystein-HC1 OJ-m., p H  7 ;  0,l ml a-Keto- 
glutarat 0,2-m., pH 7 ;  0,l ml Glykokollpuffer I-m., pH 9,85; 0,2 ml CaCI, 10-3-m.; 
0,05 ml Oxydase; 0,05 ml Desacylase; 0,4 ml Coh, Dephospho-Coil oder Phosphopante- 
thein 0,02 pMol/ml; Wasser ad 2,9 ml. Abszisse und Ordinate wie Fig. I, -a- CoA; 

----o--Dephospho-CoA4; - - - - - A - . - - - -  Phosphopantethein. 
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Acetylierungstest betrug die Aktivitiit 100 yo. Wurde nun dieses De- 
phospho-CoA zur Resynthese zu CoA mit Taubenleberextrakt, inkubiert, 
so erhielten wir im Acetylierungstest wieder die Aktivitat von 100 yo, 
im optischen Test diesmal 65-70% (vgl. Fig. 3 ) .  

AA8 AAE 

Abbau mil Resynthese mil 
ProstataDhosphatase lbubenleberextrakt 

Fig. 3. 
Abbau von CoA mit Prostataphosphatase und Resynthese durch Taubenleberextrakt ; 

Aktivitat der Reaktionsprodukte im Bcetylierungs (AAB\- und optischen Test. 

Diese Versuchsergebnissc lassen vermuten, dass wahrend dcr 
Inkubation mit dem Leberextrakt nicht alles Dephospho-CoA in CoA 
zuruckgefuhrt wurde. Wenn der Acetylierungstest trotzdem eine an- 
scheinend vollstandige Resynthese ergibt, so kann dies zwei Ursachen 
haben : Entweder wird imVerlauf der Transacetylierungsreaktion durch 
die im Taubenleberextrakt vorhandene Dephospho-CoA-Kinase die 
Resynthese des CoA vervollstandigt, oder das Dephospho-CoA zeigt 
bei der Transacetylierung die gleiche Aktivitat wie das CoA. Die erste 
Moglichkeit scheint uns weniger wahrscheinlich, weil die Vorinkubation 
zur vollstandigen Resynthese ausreichen sollte. Urn die zweite Mog- 
lichkeit weiter zu prufen, wiihlten wir eine andere Versuchsanordnung. 

Es ist bis jetzt nicht gelungen, die CoA-synthetisierenden 
Enzyme vom Enzym, cias die Ubertragung des Acetylrestes auf das 
CoA katalysiert, zu trennon. Es konnen aber alle diese Enzyme zu- 
sammen mittels Acetonfraktionierung nach Chou & Lipmann13) von 
der Aeetokinase (dem Enzym, das die Acetylgruppe vom CoA auf das 
p-Aminoazobenzol ubertragt) abgetrennt weiden. Man kann mit 
Hilfe dieses Enzyms die stochiometrische Reaktion zwischen dem 
acetylierten CoA oder Dephospho-Coh und dem Acetylakzeptor 
getrennt untersuchen. Die MOglichkeit einer Resynthese der CoA- 
Bruchteile zu CoA ist ausgeschaltet, weil diese Transacetylierung 
kein ATP benotigt. 

Wir vergleichen im folgenden drei Substanzen in bezug auf ihre 
Wirksamkeit im optischen Test und im stochiometrisch verlaufenden 
Acetylierungs tes t : CoA, Dephos pho -CoA und Phosphopan tethein. Fur 
den Acetylierungstest verwendeten wir die S-Acetylverbindungen, 

13) 7'. C. Chou & F.  Lipmann, J. biol. Chemistry 196, 89 (1952). 
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die wir durch Hehandeln der SH-Verbindungen mit Essigsaure- 
anliydrid herstellten. Alle diesc Versuche wurden rnit dem reinen CoA 
und Dephospho-CoA durchgefuhrt, deren Herstellung in der voran- 
gehenden Arbeit beschrieben ist 14). Phosphopantethein war ein 
synthetisches Produkt , das uns von Prof. Baddele y freundlicherweise 
zur Ver€ugung gestellt wurde. 

Da wir im Acetylierungsversuch wegen des stochiometrischen 
Verlaufs der Reaktion grossere Mengen des Cofaktors einsetzen 
mussten (0,l-0,2 pMollAnsatz), verwendeten wir, urn bessere Ver- 
gleichsmoglichkeiten zu haben, auch im optischen Test etwas hohere 
Konzentrationen. Es ergeben sich mit den drei Substanzen CoA, 
Dephospho-CoA und Phosphopantethein die in Fig. 4 und Fig. 5 dar- 
gestellten Result ate . 

A ElNi" 

0,' v C" 
Fig. 4. 

Cofaktorwirkung von CoA, Dephospho-CoA und 4-Phosphopantethein im optischen Test. 
Abszisse : Konzentration der Cofaktoren in p3%1/3ml. Ordinate : Zunahme der Extinktion 

pro Minute bei 366 mp. Ansatz:  siehe Fig. 1. Cofaktoren 0,5-1 pMol/ml. 
-0- CoA; - o--Dephospho-CoA; -----c----- Phosphopantcthein. 

Bei der Oxydation des m-Ketoglutarats (optischer Test) ist das 
Dephospho-CoR stets weniger wirksam als das CoA; bei 0,025 pMol/ 
3 ml erreicht es nur ca. 15%, bei 0,l pMol SOYo und bci 0,2 pMol ca. 
70 yo dcr Aktivitat des CoA. Bei der Acetokinasereaktion dagegen 
lasst sich im Bereieh der verwendeten Konzentrationen kein Unter- 
schied zwischen Dephospho-CoA und CoA feststellen. Dagegen war 
das acetylierte Phosphopantethein anch bei dieser Versuchsan- 
ordnung als Acetyldonator ganzlich unwirksam. 

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

14) Olga Brenner-Holzach, R. Adler & F.  Leuthardt, Helv. 39, 1790 (1956). 
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mangelnden Aktivitat des Phosphopantetlheins kann man schliessen, 
dass fur die Bindung an das Fermentprotein die Adenylsaurehalfte 
des Coenzyms von wesentlicher Bedeutung ist; dass die letztere die 
Reaktionsfahigkeit, der Acylmercaptanbindung beeinflusst, scheint 
nur wcnig wahrscheinlich. 

* E 145 ?I," 

// 

9' . 

0,1 91 Y P O '  
Fig. 5. 

Cofaktorwirkung von CoA, Dephospho-CoA und 4-Phosphopantethein im Acetylierungs- 
test (AAB). Abszisse: Konzentration des Cofaktors pMol/l,2 ml. Ordinate: Abnahme der 
Extinktion pro 45 Minuten bei 490 mp. Ansatz:  siehe Fig. 1. Abweichung: An Stelle des 
Gemisches von Citrat, Acetat und ATP werden 0,2 ml Ka-Citrat 0,2 m. zugesetzt. Cofaktor 
0.1 und0,2ml(1 pMol/ml). -0- CoA; -4--Dephospho-CoA; -----&----. Phosphopantethein. 

Wir wissen z. Zt  nicht, ob auch eine ,,Aktivierung" der Essig- 
siiure oder anderer Sauren durch Dephospho-CoA moglich ist, oder 
ob vielleicht auch das ac,ylierte CoA dephosphoryliert werden kann. 
Erst dann konnte der oben beschriebenen Reaktion eine physiologische 
Bedeutung zukommen. Es ist geplant, diese Fragen weiter zu verfolgen. 

E xp erimen t e l l c r  Teil. 
S u b s t a n z e n :  Das verwendete CoA war ein Produkt der Pabst Laboratories. 

Milwaukee, USA. Pantethin stellte uns Prof. Viscontini von der Universitat Zurich, 
4-Phosphopantethein Prof. Raddiley, London, in verdankenswerter Weise zur Verfugung. 

Fur die ersten Versuche bereiteten wir Dephospho-CoA durch Abbau von CoA Pabst 
mit Prostataphosphatase. Wir verwendeten fur die Versuche das gesamte Inkubations- 
gemisch ohne Isolierung des Depospho-COB. Spater stellten wir es nach der in der vorher- 
gehenden Arbeit14) beschriebenen Met,hode durch Abbau des gereinigten CoA mit Raygras- 
Phosphatase her. DPE wurde von der Firrna C. F. Boeliringer und Sohne GmbH., Mann- 
heim, bezogen. 

Opt i scher  T e s t  n a c h  Von Korffl') siehe Brenner & Raaflaub15). 
A c e t y l i e r u n g s t e s t  n a c h  Handschqcmacher ". Enzyme: Der Taubenleberroh- 

extrakt wurde nach Kaplan & Lipmann6) mit den Modifikationen von Har~dschumacher~) 
Iiergestellt und 3 Std. gegen in Glas destilliertes Wasser dialysiert. Die fur den stochio- 
metrischen Acetylierungstest, verwendete Acetokinase wurde durch Fraktionierung eines 

15) Olga Brenner-Holzach & J .  Rnuflaub, Helv. 39, 863 (1956). 
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Taubenleberextraktes nach Chou& L i p m a n n 9  gewonnen. Es wurden dazu 1 Teil Aceton- 
trockenpulver mit 9 Teilen eines Aceton-Tris-Puffergemisches (25 Vol. Aceton + 7 5  Vol. 
0,l-m. Trispuffer pH 8,2) extrahiert und der Extrakt mit Aceton fraktioniert. Die aktive 
Fraktion fiillt zwischen 40 und 65%. 

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

Ansatz: 0,l ml 0,ll-m. Glutathion, 0,05 ml 0,05-m. MgSO,, 0,15 ml 0,l-m. Tris- 
puffer pH 7,5,  0,2 ml eines Gemisches bestehend aus 10 ml0,2-m. Na-Citrat, 2,5 ml 1-m. 
Na-Acetat und 7,5 ml 6-IO-2-m. ATP, 0,25 ml des gealterten Rohextrakts, 0,2, 0,3 und 
0,4 ml 2.10-5-m. CoA, Dephospho CoA oder Phosphopantethein. Wasser ad 1,15 ml, 
0,03 ml 0,0165-m. AAB in 60% Alkohol. 

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

b) stochiometrisch: 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 1OW-m. Losungen verwendet (0,l ml, 0,2 ml, 0,3 ml). Die Konzentration 
von CoA und Dephospho-CoA wurde aus der Extinktion bei 260 mp berechnet, unter 
Zugrundelegung einer Molekularextinktion von 14,7. 

Ace t y 1 ie r u n g v o n C o A, D e p h o s p h o - C o A u n d P h o s p h o p an t e t h e i n  16). 
Eine 5. 10-3-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 
Essigsaureanhydrid acetyliert. Nach 5 Min. wurde der Uberschuss an Acetanhydrid durch 
dreimaliges Ausschiitteln mitdther entfernt und der dtherdurch einenN,-Strom vertrieben. 

A b b a u  v o n  CoA m i t  P r o s t a t a p h o s p h a t a s e .  Enzym:  Die saure Prostata- 
phosphatase wurde nach Kutscher & WOrnerl7) aus menschlicher Prostata mit Wasser 
extrahiert und nach Brandenberger & Hansonls) rnit o-Carboxyphenylphosphorsaure auf 
ihre Aktivitat gepriift. Bei 3-4O aufbewahrt behielt sie ihre Aktivitat iiber mehrere 
Nonate bei. 

Abbau von CoA.: Das folgende Gemisch wurde 20 Min. bei 38O inkubiert: 0,05 ml 
wasserige CoA-Losung (ca. 0 , l  mg CoA Pabst), 0,05 ml Acetatpuffer 0,02-m. pH 5,4, 
0,015 ml Prostataphosphatase. Die Denaturierung des Proteins erfolgte durch Erhitzen 
wahrend 5 Min. auf looo. Nach der Abtrennung des Niederschlags durch Zentrifugation 
wurde die Losung mit 0,l-n. NaHCO, auf p H  6,5 bis 7 gebracht. 

R e  s y n  t he  se  mi  t T a u  b e n le  b e r e  x t r a k t. Der rnit Prostataphosphatase inkubierte, 
vom Eiweiss befreite und neutralisierte Ansatz (0,115 ml) wurde 40 Min. bei 38O zusammen 
rnit 0,3 ml folgenden Gemisches inkubiert : 0,12 ml0,05-m. MgSO,, 0,16 m10,2-m. Na-Citrat, 
0,04 ml 0,l-m. Na-Acetat, 0,12 ml 6.10-,-m. ATP, 0,4 ml Taubenleberrohextrakt und 
0,2 ml Trispuffer (0,l-m., p H  7 3 ) .  Die Denaturierung des Proteins erfolgte durch Er- 
liitzen (5 Min. auf looo). Nach einer ersten Verdiinnung von ca. 1 : 20 wurde das Eiweiss 
durch Zentrifugation entfernt und darauf die Losung fur den optischen Test und den 
A4cetylierungstest in geeigneter Weise verdiinnt. 

A b b a u  von CoA m i t  R a y g r a s - P h o s p h a t a s e  (vgl. vorhergehende Arbeitl,)). 

Herrn A. Schmid mochten wir fur seine Mithilfe bci der Durchfiihrung der Versuche 
bestens danken. 
~~. ~~~ 

16) J .  B. Wilson, J. Amer. chern. SOC. 74, 3205 (1952). 
17) W .  Kutscher & A. Wiirner, Z. physiol. Chem. 239, 109 (1936). 
18) H. Brandenberger & R. Hanson, Belv. 36, 900 (1953). 
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SUMMARY 
The activities of CoA, dephospho CoA and 4-phosphopantetheine 

as cofactors in the oxidation of cx-ketoglutarate and in the acetylation 
of p-aminoazobenzene are compared. 

In  the oxidation of a-ketoglutarate (optical test of VO?Z Korf f )  
dephospho CoA may replace CoA only when it is added in rather high 
concentrations (0,l- 0,2 ,umols/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 C o n  synthetizing enzymes), CoA and de- 
phospho CoA show the same activity as acetyl donors. Phospho- 
pantetheine was again inactive. 

We conclude that the a-ketoglutarate oxidizing enzyme has only 
8 slight affinity for dephospho CoR, whereas the acetyl transfering 
enzyme reacts with acetyl dephospho CoA as well as with acetyl C o h ,  
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214. Uber Pyridyl-Steroide. I. I) 
Uber Steroide, 141. Mitteilung2) 

von J. Heer und K. Hoffmann. 
(25. VIII. 56.) 

Im Zusammenhang mit unsern Arbeiten uber Alkylenimin- 
D e r i ~ a t e ~ ) ~ )  haben wir auch die Verwendung von metallorganischen 
Pyridin-Verbindungen, insbesondere von Pyridyl- ( 2 )  -lithium5), stu- 
diert, um zu neuen zentralerregenden Pyrldin- bzm. Piperidin- 
Derivaten zu gelangen. Es bestatigte sich dabei, dass sich das Pyridyl- 
lithium6) unter milden Bedingungen mit Aldehyden und Ketonen 
umsetzt und dass sich auch mit sonst trage reagierenden Ketonen 
die entsprechenden Pyridyl-carbinole in ausgezeichneten Ausbeuten 
herstellen lassen. Es erschien uns nun reizvoll, dieses Reagens auch 
mit verschiedenen leicht zuganglichen Steroidketonen umzusetzen, 
und die neuen Pyridyl-Steroide als solche oder nach ihrer Hydrierung 
zu den entsprechenden Piperidin-Derivaten pharmakologisch zu 
prufen. Als wir mit unsern Cntcrsuchungen begannen, war auf dem 

l) Wir danken Herrn Dr. A. Wettstein fur seine wertvollen Ratschliige. 
2, 140. Mitt. siehe J. G. Llaurado, R. Neher & A. Wetlstein, Clin. chim. acts I ,  236 

3, E. Sury & K.  HofJmann, Helv. 37, 3133 (1954). 
4, J. Heer, E. Xury  & K.  Hoffmann, Helv. 38, 134 (1955). 
5, Noch unveriiffentlichte Arbeiten. 
G, Betr. Pyridyl-lithium siche z. B. H .  Gilmmn, J. org. Chemistry 16, 1788 (1951). 

(1956). 




