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Les Acyl-coenzymes A et en particulier le S-ac&tyl-coenzyme A constituent une plaque tour-
nante de nombreuses voies biosynthétiques. Ces molécules ont d&ja &té& préparées par une va-
riété de méthodes (1 & 7) qui, en fait, ne donnent pas entidrement satisfaction. En effet,
leur utilisation nécessite des extractions puis une s&paration chromatographique qui sont
relativement lTongues et surtout agressives. Nous dé&crivons ici une nouvelle technique d'ob-
tention de thio-esters ne nécessitant ni extraction, ni purification, ce qui la rend beaucoup
plus fiable que les voies synthétiques décrites pré&cédemment.

L'idée directrice de la technique que nous proposons est d'utiliser le catalyseur d'acylation
fixé sur une membrane possédant des propriétés mécaniques et chimiques compatibles avec le
milieu utilisé.

La réalisation de cette membrane a &té décrite précé&demment (8). Elle répond & la formule
suivante. I1 s'agit en somme d'une pyridine insolubilisé&e.
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La technique opératoire est simple : elle consiste & dissoudre dans 1'eau distill&e le thiol
avec un excds de réactif acylant (anhydride, par exemple) et & agiter & tempé&rature ordinaire
pendant quelques minutes ce mélange réactionnel en présence de 1a membrane. La fin de la S-
acylation est détectée par le test classique au DTNB (Acide 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoTque))
(9). La membrane est alors enlevée du milieu, lavée, par exemple, par de 1'ammoniaque & 30 %,
puis & 1'eau distillée afin qu'elle soit préte pour une nouvelle catalyse.

La solution résultante est 1yophilisée et donne directement le thioester avec un rendement
quasi-quantitatif.

L'acétyl-CoA (voir partie expérimentale) peut ainsi &tre obtenu soit & partir du coenzyme A
libre, ce qui nécessite un relarguage 3 1'aide de 1ithine 3 cause d'une fixation &lectrosta-
tique relativement forte du coenzyme A sur la membrane, soit directement & partir de son tri-
sel de 1ithium. Dans certains cas, i1 est plus avantageux d'utiliser 1'une ou 1'autre de ces
deux variantes.
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Ainsi, la succinoylation du CoA se fera plus avantageusement sur 1'acide libre que-sur le tri-
sel de lithium, puisqu'il sera possible de séparer le S-succinoyl-CoA synthétisé et fixé tran-
sitoirement sur 1a membrane, de 1'acide succinique (non &liminable par lyophilisation) prove-
nant de 1'hydrolyse de 1'anhydride correspondant dans le milieu réactionnel.

Le tableau suivant indique 1'efficacité et la spécificité de la méthode envers les fonctions
thiols. L'acétylation des fonctions hydroxylées n'a pas lieu puisque le coenzyme A est acylé
spécifiquement au niveau de 1'atome de soufre.

L'acétylation de 1'azote ne se fait pas davantage, bien qu'avec 1a cystéine on obtient d'a-
bord la N-acétyl-cystéine, mais cette derniére provient du réarrangement bien connu de 1a S-
acétyl-cystéine.

COZH NH, COH H/NH—COCH3

TH3 .

CH H
& CsH

Ceci est confirmé par la S-acétylation de la N-acétyl-cyst&ine et la S-acétylation du gluta-
thion dans lequel la fonction amin&e susceptible d'é&tre acylée intramoléculairement ne se
trouve pas 3 bonne distance de la fonction thioester. La S-benzyl-cystéine ne donne pas de
réaction.

A titre d'exemple et pour illustrer notre méthode, nous décrivons la préparation de 1'acétyl-
et du succinoyl-coenzyme A.

ACETYL CoA

A 20 ml d'eau distill&e contenant 1a membrane (5 cmz), on ajoute 60 mg de CoA (tri-sel de
Tithium) puis, par fractions de 2001, de 1'anhydride acétique jusqu'a obtention d'un test au
DTNB négatif. La membrane est alors enlevée du milieu réactionnel, lavée & 1'eau et la solu-
tion obtenue est lyophilisée, ce qui conduit & 57 mg (95 %) d'acétyl-coenzyme A sous forme de
tri~sel de lithium.

SUCCINOYL CoA

A 20 m]1 d'eau distillée contenant la membrane (5 cmz), on ajoute B0 mg (104 M) de CoA-SH
(acide libre) puis par petites fractions 370 mg (3,7 millimoles) d'anhydride succinique. On
agite 3 température ordinaire (15 minutes) jusqu'ad obtention du test au DTNB négatif. On

enlédve la membrane du milieu réactionnel, on 1a lave a 1'eau, puis on dé&croche le succinoyl-CoA
par 4 &quivalents d'hydroxyde de lithium. Aprés enlévement de la membrane, on lyophilise la
solution obtenue. On obtient ainsi 82 mg (9§MN) (92 %) de succinoyl CoA pur.

L'acétyl-CoA et Tle succinoyl-CoA sont caractérisés par chromatographie en couche mince par
par spectrographies U.V. et de R.M.N., puis par un test enzymatique (citrate synthase pour
1'acétyl-coenzyme A) (10).
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Cette méthode simple et spécifique est extrapolable & la synthése de thioesters divers et,

par exemple, & 1'acylation du coenzyme A par des acides gras.
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EXEMPLE DE SYNTHESE DE THIOESTERS

Réactif acylant Thiol Thioester obtenu Rendement %
(CH3CO)20 CoA-SH (acide libre) CoA-S-COCH3 95
(CH3C0)20 CoA-SH (tri-sel de lithium) CoA-S-COCH3 95

1]
CoA-SH (acide libre) CoA-S-COCHZCHZCOOH 92
(CH3C0)20 Glutathion Glutathion-S-COCH3 88
(CH3CO)20 Cysté&ine N-acétyl-cystéine 95
(CH3C0)20 N-acétyl-cystéine N,S-diacétyl-cystéine 95
(CH3CO)20 S-benzyl-cystéinate d'étyle - 0
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