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Human liver N-acetyltransferase was purified by means of column chromatography on Sephadex 
G-100 (18 fold; yield: 60—70%) and preparative disc electrophoresis (40 fold; yield: 95 — 100%).

A separation of the hypothetical “serotonin-N-acetyltransferase” and “INH-N-acetyltransferase” 
on the basis of a possible difference of the charge of the proteins could not be achieved (disc 
electrophoresis). Thus the assumption is confirmed that INH and Serotonin are substrates of one 
enzyme.

The activity of N-acetyltransferase can be stabilized by adding thioglycolate, 2-mercaptoethanol, 
and cysteine. In some cases an activation of 100 to 200% could be observed.

A molecular weight of about 26 500 was determined by the method of column chromatography 
on Sephadex as well as by calculating the sedimentation coefficient.

Enzymes prepared by different procedures showed similar ATyv/-values.

Einleitung

Die N-Acetyltransferase aus Lebergewebe des 

Menschen und verschiedener Säugetiere (Rhesus­

affen, Kaninchen, Ratten) acetylierl u. a. das Tuber- 

culostaticum Isonicotinsäurehydrazid zu Acetyl- 

INH. Coenzym ist Acetylcoenzym A. Es besteht eine 

positive Korrelation zwischen schneller bzw. lang­

samer INH-Inaktivierung, niedrigen bzw. hohen 

INH-Plasmaspiegeln in vivo und hoher bzw. niedri­

ger N-Acetyltransferase-Aktivität in vitro. Durch 

Untersuchung verschiedener Spezies (Mensch und 

Kaninchen) konnte geklärt werden, daß ein gene­

tisch bedingter Polymorphismus für die INH-Acety- 

lierung vorliegt (Bönicke et al. 2, Evans et al. 6~8, 

Frymoyer et a l.9, Goedde et al. 10~18, Schloot et 

al. 23~31).

Da auch Serotonin von der N-Acetyltransferase 

umgesetzt wird, eine hohe Affinität zu dem Enzym­

protein hat und die Km Werte den Ä î-Werten (Hem­

mung der INH-Acetylierung durch Serotonin) sehr 

ähnlich sind, kann angenommen werden, daß das 

Seratonin ein physiologisches Substrat der INH-N-
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Acetyltransferase ist (Goedde et al. 10~13’ 16, Schloot 

et al. 23> 24, 26> 28-31 und Schulte et al. 32) .

Die Acetylierung von INH und Serotonin durch 

eine N-Acetyltransferase erfolgt beim Menschen und 

beim Rhesusaffen (Schloot et al. 23> 28> 30) und bei 

dem Kanindien (Weber et a l.37) 38) nach einem 

„Ping-Pong Bi-Bi“-Mechanismus, bei dem zwei Sub­

strate in die Reaktion hineingehen und zwei Pro­

dukte entstehen.

In den folgenden Untersuchungen werden neue 

Anreicherungsmethoden (vgl. Goedde et al. 12>13, 

Jenne19, Schloot et al. 23,26,30 und Weber et a l.3S) 

beschrieben. Es wurde außerdem mit gereinigten 

Präparaten das elektrophoretische Verhalten des 

Enzymproteins studiert und das Molekulargewicht 

der N-Acetyltransferase aus menschlichem Leber­

gewebe bestimmt. Um festzustellen, ob zwei unter­

schiedliche Enzymproteine oder nur eine N-Acetyl- 

transferase für die Acetylierung von Serotonin und 

INH nachzuweisen sind, wurden Ä^/-Werte für die 

INH- und Serotonin-Acetylierung in verschiedenen 

Anreicherungsstufen verglichen. Der Nachweis gene­

tischer Unterschiede in der Serotonin-Acetylierung

Enzym: Arylamin-Acetyltransferase, Acetyl-CoA: Arylamin-
N-Acetyltransferase (EC 2.3.1.5.).

Abkürzungen: INH, Isonicotinsäurehydrazid (Isoniazid) ;
Km , Michaelis-Menten-Konstante; K\, Inhibitorkonstante.
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wäre in verschiedener Hinsicht von Interesse, da die 

Serotonin-Acetylierung u. a. Vorstufe zur Melatonin- 

Synthese (Epiphyse) ist, ein Stoffwechselweg, der 

offensichtlich einem circardianen Rhythmus unter­

liegt.

Material und Methoden

Menschliches Lebergewebe (Autopsiematerial) 

wurde 2 min homogenisiert und anschließend bei 

48000 X g zentrifugiert. Eine Anreicherung des 
Enzyms N-Acetyltransferase erfolgte durch Säulen­

chromatographie an einer Pharmacia-Säule K50/ioo 
mit Sephadex G-100 durch aufsteigende Chromato­

graphie. Außerdem erfolgte eine Reinigung des 

Enzymproteins durch präparative Diskelektropho­

rese (Gerät der Fa. Buchler, USA, Stromstärke 30 

bis 40 mA, Spannung 140 — 200 V, Kühlung 15 °C). 
Zur Reduktion oxydierender Gruppen im Acryl- 

amidgel sowie zur Stabilisierung der Enzymaktivi­

tät wurde 0,25% (v/v) 2-Mercaptoäthanol (siehe 

unten) zugegeben (Davis3, Duesberg et al. 5, Orn- 
stein 22) .

Bestimmung der Serotoninacetylierung durch In­

kubation von: 2,0 10_3m Tris-HCl-Puffer, pH 8,0; 

Serotonin 3 ,10-1m (0,2 ^Ci [3-14C] Serotonin), 

Acetylcoenzym A 8 ' I O -4 M, Enzympräparation 
0,05 ml, Gesamtvolumen 0,2 m l; Start mit Acetyl­

coenzym A; die Inkubation bei 37 °C dauerte 
30 min und wurde mit 0,02 ml 20-prozentiger 

Sulfosalizylsäure abgestoppt. Nach Zentrifugation 

wurde der Überstand auf DC-Kieselgel-Fertigplat- 

ten mit einem Laufmittel aus Chloroform/Methanol/ 

Eisessig 75:10:15 getrennt. Zur Bestimmung der 

prozentualen Umsätze in den einzelnen Inkubations­
ansätzen vergl. Schloot et al. 30.

Spektrophotometrische Bestimmung der INH- 
Acetylierung

1,0-10 1 M Natrium-Diphosphatpuffer pH 9,0, 
Acetylcoenzym A 8-10~4m, INH 2,9-10~3m, 0,1ml 

Enzympräparation, Gesamtvolumen 1 ml; Eus 1 cm; 
Reaktionstemperatur 25 °C.

Die Km-Werte wurden graphisch nach der Me­
thode von Lineweaver und Burk20 (vergleiche 
Dixon et al. 4) bestimmt.

Die Enzympräparate wurden mit Thioglykolat 

(1 ‘ 10~2 m ) ,  2-Mercaptoäthanol (1-10~2 m ) und 

Cystein ( 1 -1 0 ~ 2 m ) stabilisiert und bei — 60 °C ge­
lagert.

Molekulargewichtsbestimmung der N-Acetyl­

transferase

1. Gelfiltration an Sephadex G-100: Nach An­

drews 1 ist zur Molekulargewichtsbestimmung eine

Reinigung und Anreicherung des Enzymproteins 
nicht notwendig, wenn das Protein durch spezifische 

Tests im Säuleneluat nachgewiesen werden kann 

(vgl. Siegel et al. 33) . Die Molekulargewichtsbestim­

mung erfolgte an einer Pharmacia-Säule K95/50 
mit einem Gelvolumen von 220 ml; der Durchfluß 
wurde auf 25 ml/Stunde (aufsteigend) eingestellt 

und das Eluat in 5 ml Fraktionen getrennt.

Die Säule wurde mit den Referenzsubstanzen 

Albumin (Rind), Cytochromc (Pferd) und Dex­

tranblau geeicht. Die Bestimmung des Elutionsvolu­

mens der N-Acetyltransferase erfolgte durch vier 
Chromatographieläufe mit einem Probenvolumen 
von 0,75 ml Präparation I (Proteinkonzentration 

10 mg/ml), 0,4 ml Dextranblaulösung und 0,85 ml 

Tris-HCl-Puffer pH 8,0. Vierte Referenzsubstanz 

war das Hämoglobin im jeweiligen Homogenat.
Das Molekulargewicht der N-Acetyltransferase 

wurde durch Aufträgen der Mittelwerte der Elutions­

volumina der drei Referenzsubstanzen sowie der 
N-Acetyltransferase gegen den Logarithmus des 

Molekulargewichts bestimmt.
2 . Das Molekulargewicht wurde außerdem durch 

Berechnung des Sedimentationskoeffizienten be­
stimmt. Angereicherte Enzympräparate nach Disk­

elektrophorese sowie nach Anreicherung mit der 

Sephadex G-100-Säule wurden in einer Spinco L 2, 

65 B/Beckmann, Rotor SW 40 nach Martin et al. 21 
zentrifugiert. Daibei kam ein Sucrose-Gradient (1 bis 
20%) zur Anwendung.

Ansatz 1 und 2: 20 mg Albumin, 2 mg Cyto­

chrom c und 1 Tropfen Bromphenolblau werden 
in 2 ml 0,05 M Tris HCl-Puffer gelöst; Ansatz 3 und 

4: 0,75 ml Präparation I (10 mg/ml Proteingehalt) 

werden mit Tris HCl-Puffer auf 2 ml verdünnt; An­

satz 5: Diskelektrophorese-Eluat (Proteingehalt 0,3 
mg/ml) wird 1:3 verdünnt; Ansatz 6 : Kontrolle. 

Von jedem Ansatz wurden 0,5 ml aufgetragen. 

Nach Zentrifugation und Fraktionierung wurden 
die Testsubstanzen im Spektralphotometer analysiert 

(Albumin und Bromphenolblau bei 615 nm, Cyto­

chrom c bei 415 nm und Hämoglobin bei 580 nm).

Ergebnisse

Mit der Gelfiltration und der Diskelektrophorese 

wurde versucht, die N-Acetyltransferase aus mensch­

lichem Lebergewebe höher anzureichern. Die Reini­

gung durch Ammoniumsulfat-Fällung (Faktor 2 
bis 3) und Ionenaustausch-Chromatographie an 

DEAE-Cellulose ergibt zu geringe Anreicherungs­

werte (Goedde et al. 16 und Schloot et al. 30). Aus 

Rhesusaffenleber konnte eine hohe Anreicherung, je­

doch mit geringer Ausbeute bis ca. 460-fach erreicht 

werden (Goedde et al. 12j 13 und Schloot et al. 23, 26).



E. H. Schulte et al. ■ Serotonin-/Isoniazid-N-Acetyltransferase: Molekulargewicht, KM-Werte 663

Tab. I. Drei Anreicherungen
[mg/ml] Spez. Akt. Faktor Ausbeute der N-Acetyltransferase an einer

1̂ 1 Sephadex G-100-Säule; spezifi-

A. Präparation I 22 13,4 1
Gesamtaktivität 0,3-0,1 18,9-247,0 1,4
Spitzenfraktion 0,33 247,0 18,5

B. Präparation I 22 9,45 1
Gesamtaktivität 0,6-0,3 11,6-84,9 1,2
Spitzenfraktion 0,47 127,7 13,5

C. Präparation I 20 10,0 1
Gesamtaktivität 0,7-0,28 9,3-164,1 3,5
Spitzenfraktion 0,31 180,02 18,0

In Tab. I sind die Werte von verschiedenen An-

reicherungen der N-Acetyltransferase an einer 

Sephadex-Säule zusammengefaßt. Die N-Acetyl­

transferase wird, wie aus Abb. 1 ersichtlich, von 

dem übrigen Protein und vom Hämoglobin abge­

trennt und weist wenig Fremdprotein auf.

Fraktionen

Abb. 1. Elutionsdiagramm nach Gelfiltration an Sephadex
G-100; -----  Protein,---- Aktivität der N-Acetyltrans-

ferase.

Da die N-Acetyltransferase wenig stabil ist, 

wurde eine Anreicherung mit der vergleichsweise 

schnelleren präparativen Diskelektrophorese durch­

geführt. Dabei sollte außerdem das Enzym im elek­

trischen Feld untersucht werden (Goedde et al. 13, 

Schloot et a l.26), um zu prüfen, ob eine 

Trennung der N-Acetyltransferase-Aktivität in zwei 

Enzymproteine „INH-Acetyltransf erase“ und „Sero- 

tonin-N-Acetyltransferase“ möglich ist. Mit der Me­

thode der Elektrofocussierung zur Charakterisie­

rung und Bestimmung des isoelektrischen Punktes 

der N-Acetyltransferase denaturiert das Enzym 

(Deppermann, unveröffentlicht). Die N-Acetyltrans­

ferase wird in der präparativen Diskelektrophorese 

als scharfe Bande deutlich vom Hämoglobin ge-

sche Aktivität, Anreicherungs- 
100 faktor und Ausbeute.

18,5 20
3,6

100
9,0 98,2

13,2

100
16,4 70,5

5

Fraktionen
Abb. 2. Anreicherung der N-Acetyltransferase mit der prä­
parativen Diskelektrophorese: Elutionsdiagramm — #  — Pro­
tein, — O -  INH-N-Acetyltransferase,--1--5 HT-N-Ace-

tyltransferase.

trennt (Abb. 2). Alle Fraktionen, in denen eine 

INH-N-Acetyltransferaseaktivität nachgewiesen wer­

den konnte, wurden auch auf Serotonin-Acetylierung 

geprüft. In derselben Fraktion konnten jeweils so­

wohl die maximalen Aktivitäten für die Serotonin- 

Acetylierung als auch für die INH-Acetylierung 

nachgewiesen werden. Die Elutionsdiagramme sind 

hinsichtlich der INH- und Serotonin-Acetylierung 

annähernd gleich. Dieses Ergebnis ist ein weiterer 

Hinweis darauf, daß im menschlichen Lebergewebe, 

wie bei Rhesusaffen eine N-Acetyltransferase so­

wohl INH als auch Serotonin acetyliert (vgl. Schloot 

et al. 23> 28~30) .

Die Anreicherungswerte mit der präparativen 

Diskelektrophorese sind in Tab. II zusammenge­

stellt. Bei Zugabe von 0,5-prozentigem 2-Mercapto- 

äthanol (v/v) waren in allen Versuchen die Aktivi­

tätsausbeuten gleich hoch. Die präparative Disk- 

elektrophorese ist also eine schnelle und schonende 

Methode zur Reinigung des Enzyms.
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[mg/ml] Spez. Akt. Faktor Ausbeute
[%]

A. Präparation I 28,0 6,3 1 100
Spitzenfraktion 1,0 278,9 44 56
Gesamtaktivität — — — 110

B. Präparation I 30 2,8 1 100
Spitzenfraktion 0,31 120,7 43 23
Gesamtaktivität 0,6-0,3 20,4-120,7 7-43 95

C. Präparation I 30 2,8 1 100
Spitzenfraktion 1,0 60,0 .21,5 39
Gesamtaktivität 1,6-0,7 7,3-60,0 3-21,5 106

(Mittelwert) 1,25 26,2 9 -

Tab. II. Drei Anreicherungen 
der N-Acetyltransferase mit der 
präparativen Diskelektropho­
rese; spezifische Aktivität, An­
reicherungsfaktor und Ausbeute.

Eine Stabilisierung der N-Acetyltransferase 

wurde außer mit Mercaptoäthanol auch mit Thio- 

glykolat und Cystein geprüft. Nach drei Wochen 

Lagerung bei — 60 °C wurden in verschieden ge­

reinigten Enzympräparaten die prozentualen Rest­

aktivitäten der N-Acetyltransferase bestimmt. Die 

Proben ohne Zusatz verloren in diesem Zeitraum 

ca. 60 — 80% der Ausgangsaktivität, während durch 

2-Mercaptoäthanol, Thioglykolat und Cystein ein 

Aktivitätsverlust verhindert wurde; gelegentlich er­

folgte eine Aktivierung um 100 — 200%.

Zur Molekulargewichts-Bestimmung wurden die 

Elutionsdiagramme für die N-Acetyltransferase und 

die Referenzsubstanzen Blue Dextran, Albumin, 

Hämoglobin, Cytochrom c ermittelt und die Mittel­

werte für die Elutionsvolumina der getesteten Sub­

stanzen bestimmt.

Durch Auftragung der Mittelwerte der Elutions­

volumina gegen den Logarithmus der entsprechen­

den Molekulargewichte (Andrews1) wurde für die 

N-Acetyltransferase ein Molekulargewicht von

io5

io4

[ml]

Abb. 3. Berechnung des Molekulargewichts der N-Acetyl­
transferase. Abszisse: Mittelwerte aller Elutionsvolumina Ve 
(ml), Ordinate: Logarithmus des Molekulargewichts. Elu­
tionsvolumen der N-Acetyltransferase Fd =  56,5 ml ^  

MG 26 500.

26500 bestimmt (Abb. 3, vgl. auch Tab. I I I) . Diese 

Methode ist bei der Bestimmung globulärer Proteine 

mit einem Molekulargewicht zwischen 10000 und 

150000 mit einem Unsicherheitsfaktor von + 10% 

behaftet (Andrews *).

Tab. III. Molekulargewicht der N-Acetyltransferase und ver­
schiedener Referenzsubstanzen mittels Gelfiltration (Sephadex 

G-100).

Ve
[ml]

MG

Albumin 26,0 65.000
Hämoglobin 36,4 48.000 *(64.000)
N-Acetyltransferase 56,5 26.500
Cytochrom c 82,5 12.400

* Mittelwert aus 64.000 und 32.00.

Der niedrige Wert für das Molekulargewicht von 

Hämoglobin könnte durch Dissoziation des Hämo­

globinmoleküls in zwei Moleküle von je 32000 MG 

(a- und ß-Kette) erklärt werden.

1 Hämoglobin 64000
a a

.ßß

2 Hämoglobin 32000
ß

Zur Bestimmung des Molekulargewichts der N-Ace- 

tyltransferase wurde außerdem der Sedimentations- 

Koeffizient nach Martin et al. 21 berechnet (Abb. 4). 

Dabei ergeben sich für die N-Acetyltransferase ein 

Molekulargewicht von 26755 und für Hämoglobin 

von 35710 entsprechend der Größenordnung eines 

Hämoglobinmoleküls aus einer a- und einer ß-Kelte 

von 32000.

Zur weiteren Untersuchung, ob die Acetylierung 

von Serotonin und INH durch ein Enzym erfolgt, 

wurden die Km Werte in verschiedenen Anreiche­

rungsstufen bestimmt. Bei zwei verschiedenen
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r=n 60 
E 
c
E. A0

20

m

f

32 30 2U 20 16 12

0,38 2,28 3,8 7,6

Fraktionen 

VE [ml]

Abb. 4. Bestimmung des Molekulargewichts der N-Acetyl- 
transferase/Ermittlung des Sedimentationskoeffizienten: Elu­
tionsdiagramm von Cytochrom c, Albumin, Hämoglobin und 

der N-Acetyltransferase.

Enzymproteinen sollte bei Anwendung verschiede­

ner Anreicherungsmethoden bei unterschiedlichen 

Anreicherungsstufen eine Auftrennung in eventuell 

unterschiedliche Ä^-Werte erfolgen. In Tab. IV sind 

die Km- Werte verschiedener Anreicherungsstufen 

für das Substrat INH (Coenzym: CoASHAc) zu­

sammengestellt. Die Werte unterscheiden sich nur 

geringfügig. Die Differenzen liegen innerhalb der

Tab. IV. K.m der N-Acetyltransferase in verschiedenen Anrei­
cherungsstufen; Substrat INH; Coenzym: CoASHAc; pH 9,0.

Präparation I Sephadex G-100 Diskelektrophorese

2,5 • 10-4 M 5 • 10-4 m 4-10~4 m
6,5- IO-4 m 3.5-IO“ 4 m
Mittelwert: Mittelwert:
5,75 • 10~4 M 3,75 • 10-4 m

Fehlerbreite der Bestimmungsmethode. Auch bei 

Bestimmung der Km-Werte von Serotonin konnten 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den An­

reicherungsstufen mit Sephadex G-100 oder mit der 

präparativen Diskelektrophorese ermittelt werden 

(Tab. V).

Tab. V. Km der N-Acetyltransferase in verschiedenen Anrei­
cherungsstufen; Substrat Serotonin; Coenzym: CoASHAc.

Sephadex G-100 Diskelektrophorese

2 • 10-4 m (pH 7,4) 2,5-IO“ 4 M (pH 7,4)
4 -10~4 M (pH 8,0)

Die verschiedenen pH-Werte haben in diesem pH-Bereich auf 
Grund anderer Versuche keinen wesentlichen Einfluß auf die 

Affinität des Substrats zu der N-Acetyltransferase.

Diskussion

Bisher waren nur vorläufige unpublizierte Werte 

des Molekulargewichts der N-Acetyltransferase (ca. 

37000) bekannt (I.e. Weber 36) . Mit Hilfe der Säulen­

chromatographie und der Bestimmung des Sedimen­

tationskoeffizienten konnten nun übereinstimmende 

Werte eines Molekulargewichts von ca. 26500 er­

mittelt werden.

Eine Trennung der N-Acetyltransferase in eine 

„INH-“ und eine „Serotonin-N-Acetyltransferase“ 

kann auch in der Elektrophorese nicht nachgewiesen 

werden. Verschiedene Proteinfraktionen nach prä­

parativer Diskelektrophorese katalysieren sowohl 

die INH- als auch die Serotonin-Acetylierung. Die 

maximalen Enzymaktivitäten für die INH- und 

Serotonin-Acetylierung finden sich in denselben 

Fraktionen. Die Elutionsprofile sind unter Berück­

sichtigung der verschiedenen Testmethoden ähnlich. 

Auch die Affinität des Enzymproteins nach unter­

schiedlichen Anreicherungsverfahren gegenüber den 

Substraten INH und Serotonin (i^-Mittelwerte:

3,4 IO -4 bzw. 2,8 10_ 4m) sowie die den /^/-Wer­

ten ähnlichen /£]-Werte bei kompetitiver Inhibition 

durch INH bzw. Serotonin sprechen dafür, daß nur 

ein Enzym INH und Serotonin acetyliert (Schloot 

et al. 23, 28, 30) . Die Serotonin-Acetylierung und die 

kompetitive Inhibition der INH-Acetylierung durch 

Serotonin (1,2-IO-4 m ) wurde von uns bereits 

früher nachgewiesen (Goedde et al. 10,12’ 13>16; 

Schloot et al. 23, 28-31).

Die hier vorgelegten Ergebnisse belegen, daß 

eine weitere Trennung in verschiedene N-Acetyl-
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transferasen mittels der Diskelektrophorese und der 

Gelchromatographie nicht möglich ist. Damit wird 

unsere Hypothese weiter abgesichert, daß INH und 

Serotonin von einem Enzym acetyliert werden. Auch 

Steinberg et al. 34 fanden eine positive Korrelation 

der spezifischen Anreicherungsstufen für INH, 

Sulphamethazin und Sulphacetamid sowie Sero­

tonin.
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