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Roviditéseks:

KoA, HS-KoA = koenzim A

Ac~KoA, Ac-SKoA = acetil~koenzim A

" Pr~KoA = propionil-koenzim A

Acil-KoA = acil-koenzim A

ATP = adenozin-trifoszfat

pk. = papirkromatogréfia

EtOAc = etilacetéit

i-PrOH = izopropanol

EtOH = etanol

IR = infravords

UV = ultraibolya

PTA = foszfotranszacetiléz /EC 2;5.1;8/
vvt. = vorosvértestek

GSH = redukdlt glutathion

Ac-P = acetil-foszfat

P, = anorganikus foszfat /ortofoszforsav/
Trisz = trisz-hidroximetil-amino-metéan

E = enzim egység /4lt. per ml/, vagy szémmal extink-

cid



BEVEZETE S

Mivel KoA meghatérozéasra irényulé/kwantitativ mé -~
rés nem til sok szerepel az irodalomban és az Osszefog-
lalék (1), még a mai keletiiek is, eladsorban NOVELLI és
mtsai (2), valamint KAPLAN és LIPMANN (3) ilyen irényd
adatait kozlik fezek 1948— 1ll. 1949-b6l erednek!/ -
amelyeket késdbb, az irodalmi ismertetésben mi is rész-
letesen bemutatunk -, munkénk sordn célul tiztik ki,
hogy kiilonbdz6 normilis és kéros emberi anyagbdél, vala-
mint kiilonboz8 friss Allati sz2dvetbdl Osszehasonlitd
KoA meghatérozésokat végzink.

Megkiséreljiik a KoA meghatirozasat vérbdl /itt el-
sésorban a normélis és diabeteszes vordsvértestek KoA
tartalmit kivadnjuk kovetni és ha lehet Osszehasonlitani/.

Emberi anyagbédl elsdsorban friss balesetes kadaver
majszévete 4llt rendelkezésiinkre, mésrészt friss hulla

anyagon végeztiink méréseket.



IRODALMI ATTEKINTES

Bevezetés
Az irodalmi dttekintés célja, hogy részletesebben

foglalkozzunk mindazokkal a folyamatokkal, amelyekben a
mai ismereteink szerint a KoA-~nak szerepe van.

Durvan, gondolatilag ezek a bilolégiail torténések
két nagy csoportra oszthatdk, a KoA-nak agetil- és
acil)~KoA-kban betsltdtt szerepkdrére, bar az tény, hogy
a karbonsav csoportok aktivadlésa mindkét esetben hason-
16 lépéseken keresztil zajlik le,

El6szb6r taldn ejtsiink néhany szét a KoA felfedezé-
8érdl, hogy ezen keresztill a funkcidjét kézenfekvdbben
magyarédzni tudjuk.

NACHMANSOHN és mtsa (4,5) 194%-ban felismerte, hogy
a kolin acetilezése ATP-t igényel éppen Ugy, mint ahogy
azt LIPMANN kimutatta a szulfonamidokra is. A kérdést
tovabb vizsgélva kiderilt, hogy az ATP mellett még szilk-
ség van egy hdstabil kofaktorra, ami nem volt mas, mint
a KoA,

A kofaktor szerkezetét LIPMANN és mtsai (5,6),
SNELL és mtsai (7), BADDILEY (8), valamint LYNEN és
ntsai (9,10) tisztazték.

LYNEN és csoportja azt is kimutatta, hogy a transz-
fer funkcidéban a KoA aminoetdntiol csoportjébdl a sza-
bad -S5H csoportnak van szerepe. Az ~SH csoportot acile-

zéssel sikerilt transzfer funkciéra kész allapotba hoz-



ni /léasd az 1. &bréat/.
Ugyanakkor NOVELLI (11), LIPMANN egyik munkatéarss
meghatarozta a kiilonbozd szdvetek KoA tartalmat is /I.

tablazat/.

I, bléaza

A nyadl kiilonbozd szodveteinek
KoA értékei (1)

Szerv KoA egység
pro g nedves szovel
M&J 112.0
Sziv 26.4
Vese “9;5
Agy /marha/ 40,5
Here 25.6
Vazizom 6.0

Altalaban a KoA az acil- /acetil-/ csoportok &atvi-
telében jatszik szerepet, mint ezt mé&r korabban emli-
tettik.

A csoportatvitel, egyéb csoportatviteli reakcidk-
hoz hasonldéan, valamilyen acil- /acetil/ -donort és ha-

sonldéan acil- /acetil/ —~akceptort igényel.

acil-donor HS-KoA acil-akceptor

donor A acil-SKoA ~— akceptor



A KoA szerkezete és bioszintézige
A KoA szerkezete ma mar J61 ismert /1. 4bra/.
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A KoA univerzélisan el8fordul ag ¢16 vilégban
/1., II1. tablézat/ (12).

11, téblazat

Allati és emberi szovetek KoA értékei
/KoA egység pro g nedves szdvet/ (1)

Szovetek Nyal Patkany | Gaelamb | Ember
Ma § 112 132 105
Mellékvese 65 91
Mellékvege kéreg - 79 -
Vese 50 74 -
Agy - 28 40
Agykéreg 40
Sziv 26 | &2 45
Here 26 - -
Bél /vékony/ - 26 -
Vazizom - 20 -
Vérplazma - - -
Vorosvértestek - - ‘ -




-5 -

III, téblazat

Novények és mikroorganizmusok KoA tartalma

/KoA egység pro g nedves anyag/ (1)
Novény KoA egys. | Mikroorganizmus- KoA egys.
Spenét 0,74 Proteus morganii 572
Paradicsom 1,3 Lactobacillus 150
- arabinosus
Borsé 4,5 Lactobacillus 40
/fagyasztott/ delbriicki
BGza /keres-| 33,0 Széritott élesz—~ 72
kedelmi/ té
/Forralds utén/ 4]
Méhpemps 0 Escherichia coli 320
Propionsav bakté~ 220
rium
Clostridium 2000
butylicunm

A KoA bloszintézise tisztézashban MAAS (13) és
NOVELLI (14) munkait kell kiemelni, a mikroorganizmusok-

ban torténd bioszintézisét viszont BROWN (15,16) és

BADDILEY (17) vizsgélta.

Az &llati szervezetben végzett KoA analizisekbdl

kiderult, hogy a majban a KoA t6bb mint 50 %-a a mito-

kondriumokban fordul el8.

A kovetkezdkben a KoA eld8allitéséval, elvdlasztl-

sédval és tisztitéséval azért foglalkozunk kissé részle-

tesebben, mert a felsoroltak munkénk f6 iranyvonaléba

esnek.,



A KoA elB4llités elvei

1./ Altalénos médszerek.

A KoA elbéllitéséra egyik legjobb kiindulasi
anyag az éleszt8. A KoA adszorbealdédik csontszénre,
mint nukleotid, és arrél viszonylag szelektive eluil-
hatdé olyan alkalikus é&gensekkel, mint az NH3-viz—aceton
vagy a piridin~viz-aceton. Az eludtumban taldlhaté KoA
merkuri- vagy kupro-ionokkal még savas pH-nél is oldha-
tatlan komplexet ad, igy a tobbi, eludlddsd nukleotidtdl
elvadlaszthatbé. A tovabbiakban savanyd csoportjai miatt
ioncseréld gyantén tisztithatd. Néha az -SH csoportot
védeni kell acilezéssel a felesleges megkotb6déstél.

2;/ Specifikus médszerek.
a./ KoA eld4llitéséara (18)

A csontsiénre adszorbedlt KoA-t alkoholos~NH5—al,
frakcionaltan eludljuk. A KoA-ban gazdag frakcidét ace-
tonnal kezeljik. A keletkezd csapadékot pH 8,1 korili
ligban oldjuk és DOWEX-~1l X2 gyantédn /format/ - ami kis
keresztkotési ~ 0,6 M hangyasavat és 0,3 M NH,~-formia-
tot haszni{lva eludljuk. A kistisztasdgi KoA-t igy 50-55
%-0s termeléssel nyerjik. /A KoA-t ilyenkor féleg glu~
tathion szennyezi./

Mas médszerrel a KoA gy nyerhetd (1), hogy a
csontszenes adszorpcid utan a csontszénre adszorbedlt
anyagot natriumszulfiddal redukaljuk és pH 2-nél merku-
ri-kloriddal kicsapjuk. A csapadékot szilirjiik és H,8-el
elbont juk.
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A tovabbi tisztitdst Amberlite IR-120-as (H')
gyantén végezzilk. Az emlitett gyantédn torténik a gluta-
thiontél vald elvdlasztas, amikoris a KoA -SH csoport-
J4t benzoilezéssel védjik. '

A glutathiontbl vegleg csak a DOWEX-2 X1O-es
gyantan tisztithatJuk meg a KoA-t. Az eluadtumban a KoA-t
fenolos extrakciéval dasitjuk és a benzoil csoportot
hidrazinnal hasitjuk le; Igy a KoA kb. 80 %-os tiszta-
séggal nyerheté;

b;/ Az Ac-KoA készitése élesztdblsl.

LYNEN és mtsai (9) az Ac-KoA-t az élesztd konyha-
sés plazmolizAdtumabdél izolaltdk. A plazmolizdtum fenolos
extrakcidjét Ba~sods kicsapés, csontszenes adszoxrpcid és
celluldéz oszlopon torténd megosztis, valamint etilace-
tat-piridin-viz-ben /l:1:1/ t6rténd bekoncentrilis kove-
ti.

Az organikus oldészert CHCl3-os extrakciéval el-
tavolit juk, mennyiségét az "elnydjtott nitroprussid' re-
akciéval hatarozzuk meg. A vizes fazist viszont DOWEX—2-
es gyantan hangyasavas—amméniumformidtos gradiens eluci-
6val tisztitjdk. A készitmény 60-70 %-~o0s tisztaségi. A

termelés 4-6 mikro-i Ac-KoA / kg élesztdt eredményez.

Papirkromatografids és elektrofofetikus elvélasztis (1l).

Kis mennyiségili KoA tisztitédséra /20 mikro-M-ig/ a

papirkromatografia /pk./ igen alkalmas mbédszernek bizo-
nyul 4,5 korili pH-nal.



Futtatd elegyek:

EtOH - 0,1 M-0os amménium-acetdt /1l:1/
piridin - EtOAc - H,O0 /l:1:1/
piridin - i-PrOH - H2O /l:1:1/

Px.-val a zsirsav acil-KoA-k is elvalaszthatdk
savanya kodzegben /pH 3,5/ piridin - acetat pufferben.

Kimutatisra ugyancsak tobbféle médszer hasznalhatéd:

a./ A KoA fluoreszcencidja 254 nm-nél.

b;/ A foszfét-észter csoportok miatt a foszfat
detektélas is jo6l haszn&lhatd.

c;/ A HS-KoA elszinfeleniti a nitroprussid olda-
tot, vagy a hig Jz—oldatot.

d./ NH3-és elékezelés utdn a szabad KoA azonnal
kimutathatd nitroprussid oldattal /piros szin/, mig az
acil- /acetil/~-KoA az NH5 gbz hatiséara lassi ammonolizist

szenved és ezt kovetden mutathatd ki nitroprussid reagens—

sel.

A'kétatt diszulfid cianidos hasités utén is ki-
mutafhaté. |

Az éterbe merités a gyenge nitroprussid reakcidt
elémozdit ja.

A KoA és acil-—tiolok tulajdonsigai.

a./ Fizikai tulajdonsigok:
A KoA ms.: 767
Aceton, éter és E{OH-ban nem o0ldédik. Vizben vi-
szont igen jé az oldékonysaga.

UV abszorpciéja: pH 7,0-nél 260 nm-nél erds adenin



i X e

s4v mutathaté ki; E = 16,400; E . 259,5 nm-nél, pH 7,0-
nél 16,800.

15 1 acetil, butiril stb.
£ krotonil
3 béta-hidroxibutiril
10 4a acetoacetil pH 6,2
. 4b acetoacetil pH 8,0
&
|

— M

2. é&bra
S-acil-N-acetilciszteaminok UV abszorpcids spekt-—
ruma (LYNEN; 9). A folyamatos vonal a KoA spektru-

mat mutatjae.

BErés sav. pK értékei pH 2,0-nél: pK 9,6 /-SH/,
pK 6,4 /szek.-foszfat/ és pK 4,0 /adenin NH§+) cs0port-
ja/.

Az oldhatatlan s6in kivil egyéb séirdl nem sokat
tudunk.

b./ Redox sajatsagai:

lMés tiolokhoz hasonléan levegd /killondsen nehéz
fének jelenlétében/, H,0,, J,, vagy permanganat hatédséra
oxidalodik., Ilyenkor a katalitikusan inaktiv diszulfid
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keletkezik. Glutathionnal és Cys-nel kevert diszulfidot
adhat.

Az oxidé4lt diszulfidok reduktive hasithaték Jones
reduktorban Zn/HCl-al, Na-amalgémnal, H,S-el, nerkapté-
nokksl, vagy borohidriddel.

c./ Alkilezhetégég:

Jédacetat, maleinimid, etil-maleinimid irreverzi-
bilisen inaktivaljék. Az -SH reagensekkel stiéchiometri-
kusan reagdl, melyek kozill ki kell emelni a p-klor-mer-
kuribenzodtot és az arzenit okozta inaktivalast, ami vi-
gzont tiol felesleggel megfordithaté.

d./ Eltarthatbsagas

A nedvesség kizarasaval, liofilizalt formaban jol
eltarthaté. Ugynigy hig savas oldatban is tarolhats, de
ers sav tonkreteszi. Neutralis pH-n&l hdé hatasra gyor-
sén inaktivalaodik,

Alkalidkra igen érzékeny.

e./ A KoA egységeknek tobbféle megfogalmazésa ismert:

A Lipmann egység azt a KoA mennyiséget Jjelenti,

ami adott kdrilmények kozott a szulfonamid fele mennyi-
ségét acetilezni képes (12).
1 egység KoA = 0,7 gamma pantoténsavval, vagy
2,43 gamma KoA-val,
1 mg KéA = 413 U KoA; 1 mikro-M KoA = 316 U KoA.
f;/ Acilalas
l./ Kénmiai médszerek:

A ¥KoA sokféle kémiai partnerrel acilezhetd, neve-~
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zetesen savanhidridekkel, savkloridokksal, tiosavakkal,
acil~gszénsavészterekkel stb.

Kb. 10-20 %-08 reagens feleslegre van szlikség az
acilezéshez. A KoA maradék mell8l az acil-szérmazékok
éterrel extrahAlhaték.

Az acetoacetil-KoA keténnel 4llithatéd eld.

Az alfa-béta-telitetlen karbonsavak kénnyen reagil-
nak KoA-val, de itt zavard tényezdt Jelenthet egy mésik
molekula KoA addicidja a kettdskotésre.

2./ Enzimes médszereks

Az enzimes acilezésre az aciltiokinazt /EC 6.2.1.1/

(acetil~KoA szintetaz) szoktdk felhasznilni.

R.COZH + ATP + HS~KoA <> R.CO.S5KoA + AMP + PP

Pirofoszfataz jelenlétében a fenti reakcid az
acil-KoA irdnyaba tolddik el,

A fenti mdédszerrel a zsirsav-, a béta-hidroxisav-
~-KoA~-k, de az acetoacetil-KoA-val egyiitt a tobbi béta~ke-
to~acil-XoA gzarmazékok is szintetizélhaték;

g;/ Az acil~tiolok tulajdonsigai:

1./ Enyhén savenyi pH-n&l stabilak. Ilyenkor héstabilak
is.

2./ Az acil~-csoport hig laggal lehasithaté.

3.,/ Neutrélis pH-ndl higanysék elbontjdk az acil-KoA-t,
mikozben merkuri-merkaptid és szabad anion keletkezik,

4,/ Az acil-KoA jodacetéattal szemben nem érzékeny.

Nem reagdl nitroprussiddal, csak az ammonolizis
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utani "elnyajtott reakciodt" mutat ja.
5./ Hidroxilaminnal savanyd pH-ndl hidroxamsavat, majd
ferrikloriddal vords szini szinreakciét ad.

Az acil-KoA nem reagél ATP-vel.

Az acil-foszfétok pH 4,5~-nél melegitésre hidroli-
zé&lnak. /Ez a melegitésre lejatsz6ddé hidrolizis csak az
acil-foszfatokat érinti/. A KoA -SH csoportja ugyanis ké-
pes foszfAtokkal acil-foszfatokat szolgéltatni, ezek al-
kali stabilak és sav labilok, ellentétben a tioészterek-
kel,

A KoA-foszfétokat a Hg-s06k is képesek hidegen el-
hidrolizélni. /Ez a sajatséguk megegyezik a tioésztere-

- kével./
h./ Modell anyagok és KoA gétldk:

Az acil-ciszteaminok és szérmazékaik képesek a
KoA-t funkcidjaban helyettesiteni; A ciszteaminok affi.-
nitésa azonban kisebb az acil-gydkdkhéz, mint a KoA-é,

Specifikus KoA antagonista nem ismert;

Az 4ltalénos -SH gatldkrdl mar korédbban volt szé,

KoA meghatarozisok (1,19)

/ A 2. mbédszerrel nem foglalkozunk részletesen,
mert azt nem hasznéltuk fel mérésre munkank sorén./
1./ Kémiai médszereks:
Fdbb vonalaiban a KoA direkt kémiai médszerekkel
torténd merését mar elveiben korabban vézoltuk;



Ezek a mbédszerek nem mondhatdk specifikusaknak a
KoA-ra, igy nem terjedtek el nagyon.

/Természetesen a szakavatottak kezében, kiilonbozd
kombinadlt formikban felhaszn&lhatdk mérésre. Itt elsdsor-
ban arra gondolunk, hogy a KoA tisztitasat és egyéb -SH
anyagoktol torténd elvalasztasat meg kell eldbb oldani./

A kémiai médszerek inkdbb Ossz szabad -SH anyag
meghatirozasaira alkalmasak; Megemlit jlik itt a

-~ "direkt" é3 "elh(z6ddé" nitroprussid reakciédt;

- a HCN-es hasitast:

R-S~-S~R + HCN -—> R-SH + R-SCN

- a merixiri sdkkal torténd sbdképzést;

a p-klér-merkuribenzodttal torténd reakcidt,

amikor pH 4,5-nél 255 nm-nél intenziv abszorp-
cidét kapunk.
2./ Mikrobiolégial médszerek:
| KoA mérésre itt az Acetobacter suboxydans és a
Lactobacillus helveticus 80 a leghasznélatosabbak;
3./ Az enzimes médszerek tdbb alcsoportrea cszthatdks
e,/ T6bb mddszer dolgozik azzal az eljaréssal, hogy a
KoA mérést végss fokon a NAD'Y) redukciséjara vezeti visz-
sza €3 a redukcidét kbveti 340 nm-nél (19,20);
Az ilyen mbédszereket kinetikus mérémdédszerek cim-
826 alatt szoktdk leirni.

Pl.:
alfa-ketoglut. + KoASH + NADY <> szukcinil-KoA + NADH +

v +
+ 002 + H
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b./ A tovabbi mbdszerekhez acil-donor és -—-akceptorra

van sziikség.

Ezekre példédk lehetnek a kovetkezbk:
KoASH + ATP + acetdt <> AcSKoA + AMP + PP
AcSKoA + akceptor <> Ac-akceptor + KoASH

Akceptor célokra legjobban megfelelnek az arilami-
dok. Az arilamidok haszndlata azért eldényds, mert az
arilamidok spekbtrums acetilezés utén a rdvidebb hullém-
hossz felé toldbddik.

Jé akceptorok tobbek kozdtt a szulfonamidok (21,
22), 4-aminoazobenzol (23) /absz. max. 497 nm-nél/, vagy
a p-nitroanilin (24) /absz. mex. 420 nm-nél/ stb.

c./ A hidroxémsaﬁképzés hidroxilaminnal igen Jjé Ac-~KoA

meghatirozast tesz lehetdvé, mégpedig a kovetkezd médon:
AcOH + ATP + HSKoA <> Ac-KoA + AMP + PP
Ac-KoA + H2NOH —> AcNHOH + HSKoA

vag/ az Ac-foszfdt foszfotranszacetilaz katalizél-
ta reakciéjévél, ahol az arzenolizis KoA figgd.

Itt a hidroxamsavas médszerrel az Ac-foszfat eltii-
nése kovethetd (25,26).

A Clostridium klyveri foszfotranszacetilidz a leg-

haszniélhatdbb erre a célra.
Ac-P + HSKoA <> AcSKoA + Pa

AcSKoA + arzendt <—> Ac-arzenét + HSKoA
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d./ Stochiometrikus meghatarozéisok:

Ennél a médszernél p-nitroanilint (24), vagy cit-
rétot (27) hasznalnak akceptornak és a keletkez& anyag-
mennyiséget spektrofotometridsan mérik.

A stochiometrikus mdédszer is O0sszekapcsolt a NAD(+?

valt6zds 340 nm-nél torténdé meghatarozésaval.

Acetoacetil—KoA + NADH + HY <> I-hidroxi-butiril-KoA +
+ NaD()

A reakcié pH 7,5-nél majdnem kvantitative eltolt
a Jjobb oldal irényaba.

IV, tabléazat

Néhany patkanyszovet 6sszehasonlité KoA adatai (21)
/Az adatok mikro-g / g nedves szdvetre vonatkoznak/

Meghatéarozési mbédszerck

Szovet Béta-hidroxiacil—|Foszfotranszace-|Karnitin-ace-
KoA dehidrogenéz-|tildz mbédszerrel |til-transzfe-
zal mért értékek |mért eredmények [razos mérésel

M&J 197 123 131
Vese 75 52 56
Sziv 54 34 35

Az acil-tiol csoport néhany egyéb jellemzdje:

A KoA IR spektrum jellemzdje a molekula C-S kité-
sével hozhatb Gsszefiliggésbe. A C-S elnyelési s&v 9 mikron
kérili.

KoA és acil szérmazékai spektrumit a 2. &bra mutat-
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ja be. Ha az adeninen kiviil a molekulAban més kromofor
csoport is eléfordul /pl. aril-, béta-ketosav csoport,
vagy telitetlen kotés/, a KoA spektruma megvaltézik.
Kelatképzbk jelenlétében az enol~képzés fokozb6dik.
Az acil-merkaptén csoport a 'nagy" energidju koté-
sek koézé tartédzik.

Az acil-tiol kotés hasitésa és keletkezése.
Roviden attekintve ezeket a nagy jelentbségi reakci-

bkat feloled teriileteket, altaldban elmondhatjuk, hogy a
kén atom V. tablazatban feltiintetett eldnyds tulajdonsa-
gai /a kén nagyobb atom-radiusza, mag-toltése, nagy pro-
ton disszocidld képessége stb./, komoly elénybket bizto-
sitanak a kén atommal kapcsolt reakcidknak, mint mas atom
esetén tapasztaltaknak,

Az -SH csoport poléfosabb, azaz erbégsebb sav, mint a
viz. A kén atom nagyobb tdltéssirisége az oka a diszulfid
hid képzddés eldtérbe keriilésének a kettdéskotés képzésre
valdé hajlammal szemben.

Az V., t4blazatbsl kitﬁhik az is, hogy a C és S atom
elektronegativitdsa kozel egyforma, a helyettesitett C-S
k6tés elektronegativitidsa szintén kicsi, alacsony a dipol
értéke - viszont asszimetrikus helyettesitbével a kotés
polarizalhaté. Pl. az acil csoport C:0 kotése elektrono-
kat sziv el a C-S kOtésbdl és a kot elektronok a S atonm

felé tolddnak,
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)'s b a

Néhény atom figikai adata (1)

Atom | Atomradiusz | Magtdltés | Elektronok | Elektro-
' negativitéas
o | 1,80 (027 8 2 %2p° 3,5
(ga ?
8 | 1,84 (5°7) 16 343D 2,5
: (8,7)
c 2,60 (C*™) 12 2832137‘ 2,5
N 1,71 (07) 14 2 Jop° 3,0

Az acil-tiol koétés reakcidtipusal kozé tartdznak pl.

a karbonil C-atom pukleofil helyeltesitése:
H 0
| v

R~C-~C=w35 - R'
M

1 H

[

A nukleofil szubsztitucid fobb tipusais

A karbonil-C-atom heterolizise aminokkal /ammonoli-
zis, hidroxamat képz8dés, aminok acetilezése/, hidroxive-
gyiletekkel /hidrolizis, hidroxi-csoportok acetilezése/,
karboxil vegyiletekkel, foszfatokkal, tiolokkal, hidrid
-y ionnal, karbanionnal /Claisen és egyéb kondenzéci-

ok/.

A nukleofil reakcidk bekovetkezhetnek a béta-C-~ato-

mon is.

tok.

Ide elsésorban a zsirsav-ciklus reakcidéi sorolha-
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Az enoil-tiolok reakciédit

) 5 ® o
T ;
R2*C-C-~C -8R
-f

H("")/ H("’)

A fenti szerkezettel az acil-tlolok béta-C-atomjén
leJjatsz6d6 reakcibdkat magyarédzzuk. A reakcidk magyardza-
tAt az acil-tiolok alfa-béta telitetlen keton formédbean
torténd felirasa megkﬁnnyiti; A telitetlen forma esetén
az alfa-C karbanion, a béta-~C karbonium kation formAban
reagél. A nukleofil témadas /H(™), cH(-)/ ezért a béta-
-C~-atomot éri és a folyamat 1,2~ vagy l,4-addiciéval zh~
rul.

Az elimindcidt itt a rezonancia-stabil alfa-béta
telitetlen formdba valé visszatérés mozditja eld., Az el-
iminacid elsd lépése proton kihasadéds az alfa-C-rdl és a
keletkezd karbanion ilyenkor & béta-C-atomrédl tdérténd
nukleofil csoport /E(™), oH(~)/ 1edob4saval stabilizals-
dik. /Még itt megemlitem, hogy a bloldgiai anyageserében
a redukalt NAD(P)H és a FADH, lehet a hidrid-ion forrés/.

Kondenzéacids reakcidk az alfa-C-atomon.

Az acetil-KoA-nak mAr eleve két rezonancia form4ja
ven; azaz rezonancia szempontjabol stabil karbanion ke~
letkeziks

H,C - C - SK0A 4=  H,C = C - SKoA

il |
:0: :g:
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Ezek a formék Jatszanak szerepet az alfa-metilén-
csoport elektrofil reakciéiban, mégpedig az észter—kop—
denzécidban, az aldol-kondenzécidéban és az Ac-KoA stb.
karboxilezési reakcibjéban;

A kovetkezd reakcidtipusnak, & tiol-foszfit hasadgé
példéinak a felsorolasa eldott, elmondhatjuk, hogy a tiol-
-foszfét és tiol-szulfat kotés sokkal ritkabb.

; a
(=)0 - P - SKoA ; (=)o - 8 - SKoa

|y I

0 0

Mindkét kotés magas energiatartalmi.
Az S-P vagy S~S kotések hasadésa torténhet hidroli-

zissel, protolizissel, vagy arzenolizissel.

A leirtak természetesen csak vazlatosan mutattak be

azokat a fontos reakcibkat, amelyekben a KoA résztvesz.
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A tovabbiakban a KoA anyagcgerében betoltott szere-

pével szeretnék roviden foglalkozni.

A./ A KoA szerepe a szénhidrat anyagcserében.

A KoA ittt elsdsorban a piruvat trikarbonsav ciklu-
son keresztiil torténd oxidacibjéban jatszik transzfer
szerepet.

El6szdr élesztdoben, majd a novényekben irtédk le az

oxidativ dekarboxilezési reakciokat.

NADH + HY
3
002 Ac-SKoA oxalacet 4t
piruvat HS-KoA citrat
NAD(+)

NADH + HY P,

002 szukcinil-KoA ADP
alfa-keto- HS-KoA gszukcindt

-glut.,

NAD(+) ATP

A piruvat felhaszndlasnak mas utja is ismert bakté-

- riumokban, amit a piruvéat oxidaz katalizdl és az 0, az

elektronakceptora:
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Piruvdt —> AcOH + Pa + O2 —_—

—> Ac~foszfat + 002 + H?_O2

B./ A KoA szerepe a zsirsav _anyagcserében.

A zsirsav lebontés vazlatdt a kovetkezd abra szem-

lélteti /3. ébra/.

R— CHy—— CH,—— COOH

1 ATP
KoA-SH i

R—CHy— CHy—c 5-KoA

\/FADH.
2
9

R—CH=CH- C-S-KoA

M i

0

CHz~€-5-KoA
0

CH;- C-S—KoA

0
R— CHOH—CH;- £-5-KoA

KoA—gH\S : : 4 /NADI-HH‘

R— c—cuz—é-s-KoA

i . abra
Zsirsav béta-oxidéaciéd spirélis séméja.

/1/ Zsirsav tiokinéz; /2/ Ac-SKoA-dehid-

rogendz (FAD); /3/ enoil-hidratéaz; /4/

béta-hidroxiacil—-dehidrogenéaz; /5/ béta-
~-ketoacil-tiolaz.

A KoA jelentds szerepet t6lt be a zsirsav anyag-
cserében. Aktivalas utén /ATP-t igényld folyamat/ a zsir-
sav KoA-hoz kapcsoltan esik 4t a dehidrogénezésen, hidra-

técibn, ismét oxidécién, végll C-C kotés hasadason.
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Diasbeteszben jelentés mennyiségli acetecetsav kép-

z6dik, ami az acetoacetil-KoA-bdol ered.

LYNEN és mtsai (28) az acetecetsav felszabaditas-
ra a "hidroximetil—glutaril—KoA /HMG-KoA/ ciklust" tart-
jék kézenfekvidnek.

HS-KoA
| CH2.CO—SK0A
|
| *
HEO CH2.002H
X
Ac-S-Koh i
: X

A KoA regeneracié £6 utjait az allati szervezetben
ungyancsak az emlitett szerzdk véazoltdk fel (28). A kovet-
kezd oldalon mutat juk be az &altaluk valésziniinek tartott,
Ac-8KoA-~bdl kiinduld reakcidutak Osszefliggéseit, amelybdl
kitinik az aktiv ecetsav energetikai szempontbél is fon-
tos szerepe.

Az acetoacetdt kb. 2/3-4t foglalja magéba a zsir-
sav égéshdjének és azt a célt szolgialja, hogy &ltala a
szervezet energiédt transzportdl a majbdl a periférids sej-
tekbe; Az acetecetsav a KoA-tdl vald elszakadédssal valik
transzportadlhatéova. Az acetecetsav mieldtt a mijat elhagy-
ja, £6 tomegében D-béta~OH-vajsavvéi redukdloédik, majd az
izmokban acetecetsavva oxiddldédik és a KoA-val kapcsoldd-—

va tovébbi anyagcsere atalakitésra rendelkezésre &ll.
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Téapanyag
hoahs o T

—-ecetsav HS~KoA HS~KoA
HMG-KoA > Citrat co
Y 2
Ac ~SKoA ? : s
alfa-
-keto-glut.

aceto-— ox4al-

~acetil-KoA acetat ////c
\ CO,
Ac-KoA szukcinat
HS~-KoA
Ac_Kw

A perifériads szovetekben mint szukcinil-KoA nyer felhasz-

nélast. Ez az 4dtalakulas direkt energia veszteség nélkiil
lejatsz6dik az acetoacetat-szukcindt tioforaz segitségé-
vel, Az acetoacetat "aktivalasa" igy az alfa-ketoglutarét
oxidéacibéjanak a terhére torténik. Ha az acetoacetil-KoA
szint emelkedik, a citrat ciklus irényéba torténd atala-
kulds fokozdédik a tiolédz és "kondenzald enzim" segitségé—-
vel,

Diabeteszben keton-testek iirtilnek, Ilyenkor a

zsir a f6 energiaforras, de a sok Ac-KoA-nak, ami a mij-
ban keletkezik, nincs biztositva a lebontasa a citréat
ciklusban, igy az acetoaceti&t felhalmozd6dik. Feltételez-
hetéen a diabeteszes majban oxdlacetat hiany van, de ez
kisc¢..etesen nincs megerdsitve. /Normal és diabeteszes

patkany majban nem lehetett oxalacetat kilonbséget kimu-
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tatni/. Teha&t a ketonuria az emlitett kiegyensulyozatlan-
s&g kovetkezménye. A maj zsirsavlebontd képessége az Ac-—-

-KoA tovabb oxidalddasatol flugge.

C./ Propionsav_anyagcsere.

A propionsav elagazd zsirsavakbdl és aminosav ma-
radékokbol keletkezik. Metil-malonil-KoA -—» szukcinil-
-KoA Uton nyer felhasznéléast.

A propionil-KoA mésik hasznositéasa acetat tioki-
nazzal, transzforazzal, vagy oxidacidéval torténik. Az u-
toébbl esetben béta-OH-propionadt keletkezik. Az akriloil-
-KoA és a béta-OH-propionil-KoA végiil deacilaldédik és
acetattéd oxidalédik. A fenti KoA szarmazékok a béta-Ala

oxidéciods termékei is.

Propionat <
béta-Ala-KoA \:\E\- —-1 -~ - > béta-Ala
Propionil-KoA <§§§N

Akriloil- béta~-OH- béta~-OH~ ., Malonil-
-KoA «~—— —propionil- -propionédt <«— szemial-
-KoA dehid

A madj mitokondriumokban a propionadt teljesen eloxi-
dalédik. HUENNEKENS és mtsai (29) korabbi munkija szerint
a laktat és a piruvat intermedierek, masok szerint ez nem

valébészinii.
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D./ Az elégazd zsirsavak anyagcseréjével és a zgirsav-

pzintézissel kapcsolatos problémak tankonyvekben kelléen
részletezettek (30). .
Az elébbiek - mint mAr emlitettiik - a £& propio-

nil~KoA forrasok.
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ANYAGOK £E8S MODSZEREEK

Foszfotranszacetildz /PTA/ - /Boehringer-Mannheim, NSzK
vagy Sigma, USA gyartmanyd volt/

KoA -~ /Boehringer-Mahnheim, NSzK; teljesen tiszta volt/

ATP-dinatrium s4 -~ /Reanal, Budapest/

Redukélt-glutathion /GSH/ - /Reanal, Budapest/

Nétrium-acetdt -~ /Laphoma, Jugoszléavia/
Natrium-citrat - /Kemika, Jugoszlavia/
Nétrium-nitrit - /Pliva, Jugoszlévia/

Trisz-puffer alapanyag - /Kemika, Jugoszlavia/

Amméniun-szulfat - /hMerck, NSzK/

Triklérecetsav - /Merck, NSzK/

Natrium-~-hidrokarbonat - /Merck, NSzK/

Szulfanilanid -~ /Merck, NSzK/

Amménium-szulfamdt ~ /BDH, Anglia/

L-Cys-HC1 - /Merck, NSzK/

N~(naftil)-l-etilén-diamin~-diHCl -~ /Merck, NSzK/

Acetil~foszfat K-, Li-sd ~ részben Boehringer-Mannheim,
NSzK gyirtmanyd volt, részben a diLi~sét mi
allitottuk eld (31).

A felsorolt anyagok a legtisztéabb jelzéssel ellatott vegy-

szerek voltak.
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Anyageldkészités a meghatirozashoz:

A KoA mennyiségét kilonbozd szovetmintékbdl hatéroz-
tuk meg. /A felhasznilt mintak é16, vagy holt anyagbdl
eredtek./ i

Embernél a vérbdl és 2 44ras kadaver madjabdl végez-
tink KoA méréseket.

Allatoxnal /nyGl, sertés és szarvasmarha/ maj, vese,
agy, sziv, tiidd szoveteket haszniltunk fel mérési célok-
ra,

Mivel a teljes /citratos/ vérnél nem kaptunk kiérté-
kelhetd eredményeket, a teljes vér analizisérd8l Attértink

a mosott vvt.-el végzett KoA meghatarozésra.

A szOveteket kétféleképen Kkészitettik eld:

1./ Mintavéfel utén a szdvetet /1-2,5 g/ azonnal mélyhii-
tébe tettiik. Lefagyasztas utén 12 ml 8%—09 HC10, oldatban
homogenizaltuk /Potter-csében/, kdzben a hémérsékletet
0 °C-on tartva. Ezt centrifugdlas kévette, majd a feliul-
uszb pH-jat 2 N K2003-a1 6-6,5~re allitottuk. Az igy nyert
folyadékot 2-3 6rén &t 4llni hagytuk hiitészekrényben
/+ 4 °C/, végil a kicsap6dé KC10,-ot eltavolitottuk. Eb-
ben a formiban hosszabb ideig tarolhatd + 4 °C-on.

2./ A masik mdédszer a KoA termostabil tulajdonsigat hasz-
nalja fel. /Mivel ez a médszer sokkal gyorsabb és megbiz-
hatbébb, kisérleteink z6ménél ezt az eljarast kovettik./
El6nye az eldbbivel szemben, hogy az elékészités soran

mindég ismert koncentracidkkal lehet dolgozni és igy, a
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legmegfeleldbb anyagmennyiségek felhasznélaséars nyilik
lehetbség.

A szovetmintat kozvetleniil, vagy lefagyasztas utén
lemértiik és fiziolégiés ééoldatbah /azzaréhy legtobbszor
1 g nedves szévet pro 4 ml fizioldgiads sbéoldat/ homogeni-
zéltuk O °C—on. A Bergmann-Turax mixerben torténé homoge-
nizaléas eldtt a szovetmintat olléval apritottuk. A homo-
genizAtumot 10 percig forraltuk, majd centrifugdltuk és
a feliluszét hiitészekrényben tartottuk a tovabbi felhasz-

nalasig.

PTA teszt (19,25,32)

Reakcid egyenlet:

PTA

HS-KoA + Ac-P €&—— Ac-SKoA + Pa

A mérés elve:

Az Ac-KoA 233 nm-nél erdsebben abszorbedl, mint a
KoA /l4sd a 2, a4brat/. A mérés tehat 233 nm-nél toérténik.
pH = 8,0-n4l, 28 °C-on az egyensily jobbra tolédott.

[Ac-KoA] [P,]

K= [Ac-P] [Koa)

74

-

Az Ac-P felesleg az egyensiulyt majdnem teljesen
jobbra tolja. Az enzimet a K(+) és NH4(+) ionok aktival-
jak.
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Reagensek:

0,1 M trisz-HCl1l puffer /pH = 7,6/

0,1 N HCl oldat a pufferhez .

0,1 M Ac~-P-dikalium s6, vagy K,-Li-s8d6 vizes oldata

PTA oldat /0,1 mg fehérje/ml/. A gyéri /Boehringer
vagy Sigma/ Cl. klyveri eredetii enzimet, ami kb. 1000 E/mg
enzimet tartalmazott, 3,0 M-os /NH4/ZSO4 szuszpenzidban
/pH kb. 8,0/ megfelelden higitottuk. /Az igy higitott ol-
dat kb. 6 hénapig jégszekrényben eltarthaté;/

A t6bbi oldatot a jégszekrényben tartéas ellenére
két naponként meg kell ujitani.

Az oldatok készitésére mindig kétpzer desztilléalt
vizet haszniltunk,

A mbdszer szdvet extraktumok KoA meghatlrozésira nem
8 legalkalmasabb. /Az irodalomban emlitett aggélyok elle-
nére, megkiséreltink a médszerrel jo6l reprodukilhatéd KoA
mérést kidolgoznil/. ‘

A mérésnél altalunk hasznélt 6ssz-térfogat 3 ml volt.,
A méréseket MOM 202-es spektrofotométeren végeztiik 233
nm-nél, 1 cm-es kvarc kivettat alkalmazva,

Osszehasonliténak pH = 7,6-08 trisz—puffert hasznlle
tunk,

A delta-extinkcid értéket a kovetkezb8képpen szémi-
tottuk:
A kilivettéba mértiink:

2,69 ml trisz-puffert
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0,10 ml Ac-P oldatot

0,20 ml mintat /homogenizétum/, amelynek pH-ja 6-7
értékek kozé esett. .

Az Osszekeverés utén az extinkciét leolvastuk /E,/.

Ezutan a higitott enzimbdél 0,01 ml-t adva az eldzd
oldathoz, az Osszerazést koveté 3-4 perc milva az extink-

cid valtdzést is leolvassuk /Ea/.

-5 = delta E

E 1

2

A szémitasokndl hasznédlt extinkciodés koefficiens ér-
téke: delta Epszilon,ss = 4,44 cm® /uMol volt.

A prébédk KoA értéke:

c

delta E , 2,60 4pMol/1/

c delta E . 2,00 /mg/ml/

i

A mbédszer széréasa kb, £ 1-2 % e

Alkalmaztuk még a Boehringer cég altal forgalomba
hozott PTA teszt oldatokat is (33).

Reagensek és bemért anyagmennylségek a mérésnél és
a standard gorbe készitésekor:
/Magétodl értetédben, ha a szbvet extrakrummal végeztilk a
mérést, a 0,20 ml KoA oldat helyett mértik be a homogeni-
zatumot . /

2,60 ml trisz-HCl puffer /0,1 M-os; pH = 7,4/

0,1 ml Ac~P-K,-Li-86 vizes oldata /40 mg/ml/
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0,05 ml GSH oldat /30 mg/ml-es oldat a fenti puffer-
ben/

0,03 ml /NH4/2804 oldat /1,0 M-os vizes oldat/

0,02 ml PTA oldat 0,025 M-os trisz-pufferben /pH = 8/.

0,20 ml KoA oldat /5 mg/ml-es trisz~-HCl-pufferben ol-
dott KoA/.

Mérés 233 nm-nél, mint fent. A szémitéas hasonldéképpen.

KoA meghatédrozasa a szulfanilamid acetilezés alapijan (34).

Reakcid egyenlet:
HS-KoA
ATP + acetdt + akceptor —> acetil-akceptor +
+ AMP + PP

A mérés elve:

Ha szulfanilamidot hasznalunk mint akceptort, akkor
a szulfanilamid visszamérést 540 nm-nél végezhet jik
Bratton-larshall szinreakcidéval (22).

Egyébként, megfelelden ellkezelt galamb mij kivonat
jelenlétében a szulfanilamid acetilezés mértéke a Kol
mennyiség flggvénye /konstans ATP és acetat koncentrécid
biztositasa esetén/.

Reagensek:

Mixtura - ami 10,0 ml 0,004 M-os szulfanilamid ol-
datot + 2,5 ml M-os na&trium-acetat + 8,0 ml 0,05 NM-os
ATP + 10,0 ml 0,2 M-~os natrium-citrat oldatot tartalmaz.

M-o0s friss natrium-hidrokarbonédt vizes oldata
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0,1 M-os Cys-HCl vizes oldat

5 %-0s triklérecetsav oldat

Galamb maj enzim oldat /a 34, irodalmi idézetben le-
irt mbédszerrel készitve/ .
Késdbb kellett:

PTA oldat - 5 mg/ml-es PTA oldat 0,02 ml-éhez
0,6 ml 0,025 M-os trisz-HCl-puffert adtunk /pH = 8,0/

Ac~P oldat /40 mg/ml/
Standard gorbéhez kellett: .

KoA oldat /1 mg/ml-es bideszt. vizes oldat, amit
tovabb higitottunk/

Kontrol:

0,% ml mixtura

0,1 ml na&trium-hidrokarbonat oldat

0,1 ml Cys-HCl1l oldat

Ossztérfogat: 1,25 ml bideszt. vizzel kiegészitve

A méréseket kb 1 cm-es iivegkiivettakban végeztiik
MOM 360-as spektrofotométeren. A leolvasast 540 nm-nél

végeztik.,

Homogenizadtum esetén bemért oldatoks
0,3 ml mixtura

0,1 ml natrium-hidrokarbonat oldat
0,1 ml Cys-HC1l oldat

0,25 ml galamb maj oldat

0,3 ml homogcnizatum
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Az egész oldatot 1,25 ml-re egészitettiik ki bideszt.
vizzel és 2 éran 4t 4llni hagytuk 37 °G—on.

Ezutén a reakci6é leéllitaséra 4 ml 5 %-os triklér-
ecetsav oldatot adtunk a fenti elegyhez és a kicsapddd
fehérjét centrifugdléassal valasztottuk el az &tlatszéd, mé-
résre alkalmas feliliszotdl. A szulfanilamid maradékot
Bratton-Marshall modszerrel, kolorimetridsan mértik vissza
a kivett 1,0 ml-es alikvdétbédl,

/A Bratton-Marshall médszer lényege, hogy az 1,0 ml
alikvétban 1évé szulfanilamidot savanyd oldatban diazotéal-
juk és N—(naftil)-l-etiléndiamin-diHCl-al kapcsoljuk a
szinképzés érdekében. A kecletkezd szinezék abszorpecids
gorbé jét a kdvetkezd ébra mutatja /4; dbra/.

] "°\\\
. /) \\
': A
5 L/ \
3 \
K
lambda (nm)

4 ° abra
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A fenti eljarés érzékenységét még a kovetkezd olda-
tok hozzédadaséval tudtuk kb; 23-25 %-al novelni:

0,02 ml PTA oldat

0,1 ml Ac-P oldat

/Ilyenkor a mixtura haszndlt mennyisége 0,2 ml-re
csbkkent./

A mérdoldat tovabbi kezelése megegyezett a fentebb
leirtakkal;

A kontrol és a KoA tartalmi homogenizatum esetén mért
szulfanilamid mennyiségi kiilonbség adja meg a homogenizé-
tum KoA tartalmét.

A nméréseinknél haszndlt standard gorbét az 5. 4brén

mutat juk be.

Ext,

540
/

O
06
05
04
03
0.2
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Bevézet&ben meg kell emliteni, hogy a felsorolt és
sz4mos esetben kiprébalt médszerek koaziil hbmogenizétum
KoA mérésre a legvégén leirt, Kaplan-Lipmann kombinédlt
Bratton-Marshall &altalunk médositott, kolorimetriids méd-
szer bizonyult a legalkalmasabbnak. /A mdédositas az ér-
zékenység novelésére szolgdlt és a PTA, Ac-P hozziadésa-
b6l 4llott/.

A PTA teszteknél, a2 233 nm-nél végzett mérések nem
voltak jol reprodukdlhatdék a sok befektetett munka elle-
nére.

A tovabbiakban leirt KoA értékek legalabb 10 mérés
atlagat mutatjak be.

Elészor a kovetkezd 4dbran, a gyakran hasznalt kisér-
leti &llatok friss, nagy szerveinek KoA értékeit mutat-
juk be/pg/ml egységben. /Lasd 6. abra/

Az 4brit megtekintve szembedtlsé, hogy a nagy szervek
homogenizAtumainak KoA értéke kézel azonos, és hogy a
2‘Pg/ml korili értékek mAr nem nagyon értékelhetdk. /Erre
a teriiletre esik a normdl és diabeteszes vvt.-ek KoA tar-
talma is, de erre a problémara a késdbbiek sorén még
visszatérink./

Masrészt az dltalunk mért értékek a magasabb egysé-
geknél 50-100 pg/ml alacsonyabbak, mint az eddig kozolt
irodalmi értékek;

Mivel a kalibrdacidés gorbénk linedaris terilete kb.
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25 pg/ml teriiletig tart, a meghatdrozandé homogenizétum
alikvot jait dgy kellett higitanunk, hogy az extinkoid ér-
ték a kalibrécidés gdérbén leolvashatd legyen.

A tovéabbiakban mértiik a normdlis és kéros emberi
ndJ KoA tartalmat abbdl a célbdl, hogy betekintést nyer-
Juink a killdnbdz6 kérfolyamat KoA tartalomra gyakorolt ha-
tésérél;

A normidl mijek balesetes esetekbbl szérmaztak. Ilyen-
kor a mAjszdvetet a haldlos balesetet kidvetd 2 éra milva
kaptuk a proszekturérél;

A vizsgldlat sorédn 10-10 parallel mérést végeztiink
6s a mért értékek Atlagait mutatja be a VI. téblazat,

A kbéros majekhiitbtt proszektura anyagbdl szérmaznak,

Y1, tébléza

Diagnézis Minta KoA tartalom
széma | ag/g nedves sz
Normdl maJ 2 10
NormAl mAj /alkoholos bale- 2 56
setes Ssetekbél; véralkohol
kbe 3 “/oo/-
.Metamorghosie adiposa hepa- 4 25
tis diffusa
.Degeneratio parenchimatosa 3 75
hepatis

A VI, t4dblazat Attekintése vilagossd teszi, hogy
KoA meghatédrozésnak friss mij esetén lehet diagnosztikus
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értéke. Pl. eldéntheté a friss, alkoholos majnadl az eta-
nol okozta, fokozott KoA anyagcsere részvétel.

Az 4114s soradn /kdzdnséges proszektura anyag/ a méj
KoA tartalma gyorsan csakkeh, de zsirméjnél az azonos ko-
rilmények kozott végzett KoA meghatérozis mégis magasa§b4
értékeket mutat, mint a cirrhotikus majak KoA tartalma,

TadJjékoztatd méréseket végeztiink normdl és beteg
/diabetesz, arterioszklerozis/ teljes emberi vérrel ia;

Azt tapasztaltuk, hogy a teljes vér KoA értéke igen
alacsony és nem mutathatd ki séignifikéns kilonbség a
normédl és beteg vérrel torténd méréseknél;

A tovébbiakban, az emlitett esetekben, elvégeztiik
fiziolégiés natrium-kloriddal mosott vvt.-ek KoA megha-
tdrozasat is; Itt a nagy sorozatban végzett mérések nem
adtak értékelhetd killdnbséget. A mosott vvt.—ek KoA at-
lagértéke 2,6 ng/ml-nek adédott.

Nagy szami irodalmi adat van a kiilonbozd gydégysze~
rek és szintetikus anyagok kisérleti allatban, a KoA
szintre gyakorolt, befolyéasold hatésérél; Ezek kozil ki-
emel jik GARATTINI és mtsai cikkét (35). A szerzdk a KoA-
hoz kapcsolt gcetilélé rendszer, agyszovetben kimutathaté
befolydsolhatésigaval foglalkoztak, vagy a kisérleti 4l1-
latok "in vivo" KoA-hoz kotott acetildld funkcidjéra gya-
korolt farmakolégial hatast tanulmanyozték.

BOSKOVIC és mtsai (36) 96 klilonbdzd csoportba tarto-

20 farmakon in vitro, KoA figgd acetilezésre gyakorolt
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hatdsat tették vizagalat targyava.

Tovébb sorolha-tnénk az ldetartozé vizsghlatok és a
kiilénb6zé médszerek hatékonységénak tisztéazéséra iréanyu-
16, 0sszehasonlité tanulményok irodalmi felsorolasét, de
ilyen forméban a kérdés kimerits targyalésat nem tartom -
indokoltnak jelen munkAmban.
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A bevezetésben szerepld kérdésfeltevésre munkank so-
réan feleletet kaptunk, amennyiben -~ bar csak médositéssal,
de kidolgoztunk egy jé1 reprodukalhatd KoA meghatirozéasi
médszert, ami a Kaplan-Lipmann médszernél kb. 23-25 %-al
érzékenyebb és jol felhaszndlhatd a szovet extraktumok
KoA tartalménak mennyiségi meghatéirozéséara.

Médszeriinkkel meghatéaroztuk és Osszehasonlitottuk a
normalis, friss &llati szovetek nagy szerveinek KoA tar-

talmit.

A lehetO6ségeinkhez képest mennyiségi meghatarozéso-
kat végeztiink normdlis és kéros emberi mAj KoA tartalmé-
nak a meghatiroziséra., Méréseinkbdl kitiinik /bar a méré-
sek szama itt tovabbi gyarapitast igényelne/, hogy a nor-
malis "friss'" emberi maj-homogenizatum KoA tartalma

10 pg/g nedves szdvet értéket mutat,

Magasabb -~ 56 ng/g nedves szdévet - KoA értéket mu-
tat az alkoholos, friss kadaverek maj-homogenizatuma. A
méJj-parenchima karosodasok csokkentik legnagyobb mérték-

ben a homogenizatumok KoA tartalmat,

Nagy szami mérésiink ellenére, médszeriinkkel nem si-
kerilt kllonbséget kimutatni a normal és diabeteszes mo-

sott vvt,-ek KoA tartalma kozott.



A teljes vér KoA tartalma egy&ltaladn nem hatérozha-

t6 meg az emlitett médszerrel.
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/Tovabbi Osszehasonlitéd kisérleteket terveziink és
a médszeriink érzékenységének ndvelése szerepel eljovendd
célkitizéseink k6z6tt, hogy a KoA mind pontosabb meghata-
rozéééval a KoA fiiggd folyamatok mechanizmusdba mélyebdb
betekintést nyerheasﬁnk;/

Koszdnetet mondok Dr. Matkovics Béla egyetemi docens
Urnak munkdmhoz nyujtott onzetlen segitségéért és atmuta-
tb6, értékes tanacsaiért.

Ugyancsak koszdnetem fejezem ki a Biokémiai Csoport
dolgozbéinak, akik dolgozatom elkészitésében segitségemre
voltak,
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