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Les Acyl-coenzymes A et en particulier le S-acetyl-coenzyme A constituent une plaque tour- 

nante de nombreuses voies biosynthetiques. Ces molkules ont deja 6te pr6par6es par une va- 

ri6te de mBthodes (1 B 7) qui, en fait, ne donnent pas entierement satisfaction. En effet, 

leur utilisation Mcessite des extractions puis une separation chromatographique qui sont 

relativement longues et surtout agressives. Nous decrivons ici une nouvelle technique d'ob- 

tention de thio-esters ne necessitant ni extraction, ni purification, ce qui la rend beaucoup 

plus fiable que les voies synthetiques dkrites prk6demnent. 

L'idee directrice de la technique que nous proposons est d'utiliser le catalyseur d'acylation 

fix6 sur une membrane possedant des propriMes mecaniques et chimiques compatibles avec le 

milieu utilis6. 

La realisation de cette membrane a et6 d&rite prk6denzzent (8). Elle r6pond I la formule 

suivante. 11 s'agit en sotmze d'une pyridine insolubilis6e. 

[fl n 

La teshnique operatoire eSt Simple : elle consist& a dissoudre dans l'eau distillee le thiol 

avec un exces de reactif acylant (anhydride, par exemple) et I agiter B temperature ordinaire 

pendant quelques minutes ce melange reactionnel en presence de la membrane. La fin de la S- 

acylation est detectee par le test classique au DTNB (Acide 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzorque)) 

(9). La membrane est alors enlevee du milieu, lavee, par exemple. par de l'amnoniaque a 30 %, 

puis B l'eau distillee afin qu'elle soit pr6te pour une nouvelle catalyse. 

La solution resultante est lyophilis6e et donne directement le thioester avec un rendement 

quasi-quantitatif. 

L'acetyl-CoA (voir partie exp6rimentale) peut ainsi Btre obtenu soit I partir du coenzyme A 

libre, ce qui nkessite un relarguage I l'aide de lithine a cause d'une fixation electrosta- 

tique relativement forte du coenzyme A sur la membrane, soit directement a partir de son tri- 

se1 de lithium. Dans certains cas. il est plus avantageux d'utiliser l'une ou l'autre de ces 

deux variantes. 



Ainsi, la succinoylation du CoA se fera plus avantageusement sur l'acide libre que-sur le tri- 

se1 de lithium, puisqu'il set-a possible de separer le S-succinoyl-CoA synth6tis6 et fix6 tran- 

sitoirement sur la membrane, de l'acide succinique (non 6liminable par lyophilisation) prove- 

nant de l'hydrolyse de l'anhydride correspondant dans le milieu rgactionnel. 

Le tableau suivant indique l'efficacite et la specificit de la m6thode envers les fonctions 

thiols. L'acetylation des fonctions hydroxylees n'a pas lieu puisque le coenzyme A est 

spkifiquement au niveau de l'atome de soufre. 

L'acetylation de l'azote ne se fait pas davantage, bien qu'avec la cysteine on obtient 

bord la N-ac&.yl-cysteine, mais cette dernike provient du r6arrangement bien connu de 

acetyl-cyst6ine. 
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Ceci est confirm6 par la S-ac6tylation de la N-acetyl-cyst6ine et la S-ac6tylation du gluta- 

thion dans lequel la fonction amin6e susceptible d'6tre acylee intramol6culairement ne se 

trouve pas a bonne distance de la fonction thioester. La S-benzyl-cyst6ine ne donne pas de 

r6action. 

A titre d'exemple et pour illustrer notre methode, nous dkrivons la preparation de l'acetyl- 

et du succinoyl-coenzynm A. 

ACETYL CoA 

A 20 ml d'eau distill&e contenant la membrane (5 cm*), on ajoute 60 mg de CoA (tri-se1 de 

lithium) puis, par fractions de 20~1, de l'anhydride acetique jusqu'a obtention d'un test au 

DTNB negatif. La membrane est alors enlevee du milieu r6actionne1, lav6e a l'eau et la solu- 

tion obtenue est lyophilis&e, ce qui conduit a 57 mg (95 %) d'acetyl-coenzyme A sous forme de 

tri-se1 de lithium. 

SUCCINDYL CoA 

A 20 ml d'eau distillee contenant la membrane (5 cm*), on ajoute 80 mg (104pM) de CoA-SH 

(acide libre) puis par petites fractions 370 mg (3.7 millimoles) d'anhydride succinique. On 

agite a temperature ordinaire (15 minutes) jusqu'a obtention du test au DTNB negatif. On 

enleve la membrane du milieu reactionnel, on la lave a l'eau, puis on decroche le succinoyl-CoA 

par 4 equivalents d'hydroxyde de lithium. Apres enlevement de la membrane, on lyophilise la 

solution obtenue. On obtient ainsi 82 mg (9) (92 %) de succinoyl CoA pur. 

L'acetyl-CoA et le succinoyl-CoA sont caract&is&s par chromatographie en couche mince par 

par spectrographies U.V. et de R.M.N., puis par un test enzymatique (citrate synthase pour 

l'acetyl-coenzyme A) (10). 
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Cette kthode simple et specifique est extrapolable a la synthese de thioesters divers et, 

par exemple, a l'acylation du coenzyme A par des acides gras. 
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EXEMPLE DE SYNTHESE DE THIOESTERS 
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Reactif acylant Thiol Thioester obtenu Rendement % 

CoA-SH (acide libre) CoA-S-COCHS 

CoA-SH (tri-se1 de lithium) CoA-S-COCH3 

95 

95 

CoA-SH (acide libre) CoA-S-COCH2CH2COOH 92 

W,W,O Glutathion Glutathion-S-COCH3 88 

(CH,CO),O Cysteine N-acetyl-cysteine 95 

(CH,CO),O N-acetyl-cysteine N,S-diacetyl-cysteine 95 

(CH,CO),O S-benzyl-cysteinate d'etyle 0 
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