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N-Acetyltyrosin und N-Acetylcyste in in 
Rat tengeweben  

M o n i k a  N e u h ~ u s e r ,  B r i g i t t e  W e l s c h  u n d  B a r b a r a  B ~ s s l e r  

(Eingegangen am 2. November 1981) 

Einleitung 

Aus  G r i i n d e n  de r  L S s l i c h k e i t  e n t h a l t e n  m a n c h e  I n f u s i o n s l S s u n g e n  zu r  
p a r e n t e r a l e n  Ern~ ih rung  d ie  A m i n o s ~ u r e n  L - C y s t e i n  u n d  L - T y r o s i n  i n  
F o r m  ih r e r  N-Ace ty lde r iva t e .  Ob d iese  D e r i v a t e  be i  i n t r a v e n 6 s e r  I n f u s i o n  
e b e n s o  g u t  u t i l i s i e r t  w e r d e n  w ie  d ie  f r e i e n  A m i n o s i i u r e n ,  i s t  u n s e r e s  
Wis sens  n i c h t  s y s t e m a t i s c h  u n t e r s u c h t  w o r d e n .  A u f g r u n d  des  se i t  e i n e m  
5 a h r h u n d e r t  b e k a n n t e n  V o r k o m m e n s  y o n  A m i n o s f i u r e - A c y l a s e n  in  t ier i -  
s c h e n  G e w e b e n ,  b e s o n d e r s  i n  de r  Nie re  (1), is t  d ies  a l l e r d i n g s  a n z u n e h -  
m e n .  L e i d e r  g ib t  es g e r a d e  zu r  S p a l t u n g  v o n  N - A c e t y l - L - c y s t e i n  u n d  N- 
A c e t y l - L - t y r o s i n  k a u m  A n g a b e n  i n  d e r  L i t e r a tu r .  Wir  u n t e r s u c h t e n  in  
d i e se r  A r b e i t  d ie  S p a l t b a r k e i t  v o n  N - A c e t y l - L - t y r o s i n  d u r c h  Ra t t e rmie re ,  
- l eber  u n d  - m u s k u l a t u r .  

Methodik 

Die Substrate N-Acetyl-L-tyrosin bzw. N-Acetyl-L-cystein wurden mit  dem 
Uberstand yon Gewebshomogenaten (Cytosol-Fraktion) inkubiert .  Nach verschie- 
denen Zeitabst~inden wurde die Reaktion gestoppt und  das freigesetzte Tyrosin 
mittels Ninhydrinreaktion, das Cystein mit  Trinitrobenzolsulfons~ure photome- 
trisch bestimmt. Enzympr~paration: Niere oder Leber wurden im Verh~iltnis 1 gad  
10 ml 0,15 mol/1 KC1 im Potter-Elvehjem-Homogenisator mit Teflonstempel homo- 
genisiert. Das Homogenat  wurde 60 min  bei 100 000 • g zentrifugiert. Der Uber- 
stand (8-10 mg Protein pro ml) wurde zurn Versuch eingesetzt. Muskelhomogenat  
wurde durch Verreiben mit  Seesand in 0,15 tool/1 KC1 erhalten und  entsprechend 
welter verarbeitet. 

Versuchsansatz in Zentrifugengl~sern: 100 ~1 0,5 tool/1 Kaliumphosphatpuffer  
pH 7,1. 100 ttl Enzympr~parat, entsprechend 10 mg Gewebe, 250 ~1. N-Acetyl-L- 
tyrosinlbsung oder N-Acetyl-L-cysteinlbsung von 0,4 bis 10 �9 10 -3 tool/1 entspre- 
chend einer Endkonzentrat ion im Ansatz yon 0,2 bis 5 �9 10 -s tool/1. 

Die Ans~itze wurden mit  destilliertem Wasser auf 500 ~l aufgef(illt. Diese Proben 
wurden im Wasserbad unter  Sch(itteln bei 37 ~ inkubiert  und  die Reaktion nach 
15, 30 und  60 min  durch Zusatz yon 500 pl 2 mol/1 Perchlors~ure abgestoppt. Der 
656 
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Leerwert  wurde vor Zusatz des Enzympr&parats mit  Perchlors&ure versetzt. Nach 
Abzentrifugieren des Niederschlags wurde der Uberstand zur Bes t immung der 
freigesetzten Aminos~ure verwendet.  Tyrosin: 100 td Uberstand wurden mit  500 ~1 
Ninhydrinreagens nach Moore und Stein (2) versetzt. Die Proben wurden dann 
20 min im kochenden Wasserbad gehalten und die Extinkt ion nach Zusatz yon 
2,5 ml Propanol/Wasser (1 Vol/2 Vol) bei 578 nm gegen Propanol/Wasser photo- 
metrisch gemessen. 

Cystein: Nach Abstoppen mit  Perchlors~ure wurde mit  1 ml  1 moll1 K3PO 4 
neutralisiert und Perchlorat  ausgefiillt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, 
und 50 ~1Uberstand wurden mit  950 ~10,2 mol/1Boratpuffer pH 8,0 und 500 Id 0,67 g/ 
1 2,4,6-Trinitrobenzolsulfons~ure in 0,2 mol/1 Boratpuffer pH 8,0 versetzt und 30 rain 
unter  Schfitteln im Wasserbad bei 50~ gehalten (3). Die Extinktion bei 436 nm 
wurde photometr isch gemessen. 

Die Konzentrat ionen an Tyrosin bzw. Cystein wurden  aus den Extinkt ionen 
dutch  Vergleich mit  e inem Tyrosin- bzw. Cystein-Standard bereehnet.  

Die Berechnung der Michaeliskonstante und der Maximalgeschwindigkeit  
erfolgte im Diagramm nach Lineweaver-Burk (4). 

Ergebnisse 
a) N - A c e t y R y r o s i n :  

D i e  S p a l t u n g  v o n  N - A c e t y l t y r o s i n  d u r c h  N i e r e n - C y t o s o l  e r f o l g t  l i n e a r  
i m  Z e i t r a u m  v o n  15 b i s  30 r a i n  u n d  p r o p o r t i o n a l  d e r  E n z y m k o n z e n t r a t i o n  
i m  B e r e i c h  y o n  5 b is  10 m g  P r o t e i n  p r o  A n s a t z  aus  10-20 m g  N i e r e n g e -  
w e b e .  

Als  M i c h a e l i s - K o n s t a n t e  w i r d  i m  M i t t e l  g e f u n d e n  3,6 - 10 -4 mol/1 ( s i ehe  
A b b .  1) m i t  e i n e r  S c h w a n k u n g s b r e i t e  v o n  1,7 b is  5 - 10 -4 tool/1. D i e  Max i -  
m a l g e s c h w i n d i g k e i t  betr~igt i m  M i t t e l  4,4 (4 bis  7) ~ m o l e  �9 r a i n  -~ �9 g-1 
( G r a m m  u r s p r i i n g l i c h e s  N i e r e n g e w e b e ) .  D i e s  b e d e u t e t ,  d a b  e i n e  R a t t e  m i t  
2 g G e s a m t - N i e r e n g e w i c h t  be i  H a l b s ~ t t i g u n g s k o n z e n t r a t i o n  an  N - A c e t y l -  
t y r o s i n  (3,6 �9 10 -4 m o l / l  o d e r  ca. 80 mg/1) i m  D u r c h s c h n i t t  264 ~ m o l e  o d e r  
r u n d  60 m g  N - A c e t y l t y r o s i n  p r o  S t u n d e  s p a l t e n  kSrmte .  

D i e  A k t i v i t ~ t  v o n  L e b e r  l ag  be i  k n a p p  1/10 d e r  A k t i v i t ~ t  v o n  N i e r e n -  
Cy toso l ,  d i e  M i c h a e l i s - K o n s t a n t e  i m  g l e i c h e n  B e r e i c h .  I n  d e r  M u s k u l a t u r  
f a n d  s i ch  k e i n e  mef3bare  Aktivi t&t.  
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Abb. 1. Spaltung von N-Acetyltyrosin durch Nieren-Cytosol. Abh~ngigkeit  der 
Spal tungsgeschwindigkei t  yon der Substratkonzentration. v = t~mol /min .g  
Feuchtgewicht;  c = mmol/Liter.  Doppelt  reziproke Auftragung nach Lineweaver  

und Burk. K m = 3,6 �9 10 -4 tool/l; Vma x = 4,35 ilmole/min �9 g Feuchtgewicht.  
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Es  s c h e i n t  d e m n a c h  so, da/~ d i e  N i e r e n  ft ir  d e n  w e s e n t l i c h e n  A n t e i l  d e r  
V e r w e r t u n g  y o n  N - A c e t y l t y r o s i n  v e r a n t w o r t l i e h  s ind ,  o b g l e i c h  d ie  L e b e r  
w e g e n  i h r e r  g rb l3eren  M a s s e  a u c h  e i n e n  g e w i s s e n  B e i t r a g  l e i s t e n  k a n n .  

b) N-Acetylcystein: 

Da Cystein schlecht tiber die Ninhydrinreaktion bestimmt werden 
kann, wurde das freigesetzte Cystein nach Reaktion mit Trinitrobenzolsul- 
fons~ure gemessen (3). 

Die Michaelis-Konstante ffir die Spaltung yon N-Acetylcystein dutch 
Nieren-Cytosol betr~gt im iV/.ittel 4,5. 10 -8 tool/l, liegt also etwa eine 
Zehnerpotenz hSher als fiir N-Acetyltyrosin (siehe Abb. 2). Die Maximal- 
geschwindigkeit betr~gt im Mittel 19 (16 bis 25) Bmole �9 rain-' �9 g-1 FOr 
die Spaltung von N-Acetylcystein durch Leber-Cytosol betr~gt die 
Michaelis-Konstante 3,2 - 10 -3 tool/1 (siehe Abb. 3) und die Maximalge- 
schwindigkeit 3,6 ~tmole �9 rain - t .  g - t  also etwa I/5 yon der Aktivit~t der 
Niere, bezogen auf die Gewichtseinheit. Die Spaltung yon N-Acetylcy- 
stein geht also rascher als die yon N-Acetyltyrosin, aber erst bei hbheren 
Substratkonzentrationen. Bei Halbsiittigungskonzentration yon 4,5 �9 10 -3 
mol]l -- 734 mg/l an N-Acetylcystein kbnnte eine Ratte mit 2 g Nierenge- 
wicht allein durch die Nieren 1140 Bmole oder 186 mg N-Acetylcystein pro 
Stunde spalten. Zus~tzlich kann die Leber (ca. 18 g bei I/5 der Aktivitiit der 
Niere) noch einmal das 1,8fache dieses Betrags spalten. 
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Abb. 2. Spaltung yon N-Acetylcystein durch Nieren-Cytosol. Abh~ngigkeit  der 
Spaltungsgeschwindigkeit  yon der Substratkonzentration. v = ~ m o l / m i n - g  
Feuchtgewicht;  c = mmol/Liter.  Doppel t  reziproke Auftragung nach L i n e w e a v e r  

und B u r k .  K m =  4,5 �9 10 -3 tool/l; Vma x = 18,75 ~mole/min - g Feuchtgewicht .  
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Abb. 3. Spal tung yon N-Acetylcystein durch Leber-Cytosol.  Abh~ngigkei t  der  
Spal tungsgeschwindigkei t  yon der Substratkonzentrat ion.  v = ~ m o l / m i n . g  
Feuchtgewicht ;  c = retool/Liter.  Doppel t  reziproke Auftragung nach L l n e w e a v e r  

und B u r k .  K m = 3,2 - 10 -3 tool/l; Vma x = 3,6 ~mole/min - g Feuchtgewicht .  

D i s k u s s i o n  

I n  S ~ u g e t i e r g e w e b e n  s i n d  v e r s c h i e d e n e  A c y l a s e n  b e s c h r i e b e n  w o r d e n ,  
d i e  a u f  N - A c e t y l a m i n o s ~ u r e n  e i n w i r k e n :  A c y l a s e  I, E C  3.5.1.14., d i e  a u f  
v e r s c h i e d e n e  S u b s t r a t e  w i r k t ,  a b e r  n u r  m i t  s e h r  g e r i n g e r  A k t i v i t ~ t  a u f  N- 
A c e t y l d e r i v a t e  v o n  T r y p t o p h a n ,  T y r o s i n  u n d  P h e n y l a l a n i n  (5,6,7); A c y l a s e  
I I  o d e r  A s p a r t o a c y l a s e ,  E C  3.5.1.15 (5,8,9); A c y l l y s i n - D e a c y l a s e ,  E C  3.5.1.17 
(10) u n d  N - A c e t y l - ~ - a l a n i n - D e a c y l a s e ,  3.4.1.21 (11). E n d o  (3, 12) h a t  d a r f i b e r  
h i n a u s  i n  N i e r e n e x t r a k t e n  e i n e  A c y l a s e  I I I  b e s c h r i e b e n ,  d i e  a u f  d i e  N-  
A c e t y l d e r i v a t e  d e r  a r o m a t i s c h e n  A m i n o s ~ u r e n  w i r k t .  Wi r  h a b e n  k e i n e n  
V e r s u c h  g e m a c h t ,  u n s e r e  A k t i v i t ~ t  e i n e m  cl ieser  E n z y m e  z u z u o r d n e n ;  e s  
i s t  a b e r  n a h e l i e g e n d ,  a n z u n e h m e n ,  d a b  es  s i c h  b e i  d e r  S p a l t u n g  y o n  N- 
A c e t y l t y r o s i n  u m  d i e  A c y l a s e  I I I  v o n  E n d o  h a n d e l t .  Daf0.r  s p r i c h t  a u c h  d i e  
g u t e  U b e r e i n s t i m m u n g  d e r  M i c h a e l i s - K o n s t a n t e n :  E n d o  2,2 �9 10 -4 mol/1, 
u n s e r  W e r t  3,6 . 10 -4 mol/1. 

A l l e  U n t e r s u c h e r ,  d i e  A k t i v i t ~ t e n  in  v e r s c h i e d e n e n  G e w e b e n  v e r g l i -  
c h e n  h a b e n ,  f a n d e n  w e s e n t l i c h  g e r i n g e r e  A c y l a s e a k t i v i t ~ t e n  in  d e r  L e b e r  
a ls  in  d e r  N i e r e  (3, 12, 13, 14). 

N a c h  A n g a b e n  v o n  R e i n a u e r  (15) w i r d  N - A c e t y l t y r o s i n  d u r c h  A c y l a s e  
d e r  p r o x i m a l e n  T u b u l u s e p i t h e l i e n  g e s p a l t e n ,  u n d  T y r o s i n  w i r d  d a n n  
r f i c k r e s o r b i e r t .  B e i  U b e r l e g u n g e n  f ibe r  d i e  U t i l i s i e r b a r k e i t  v o n  N - A c e t y l -  
t y r o s i n  a u s  I n f u s i o n s l S s u n g e n  muf~ a l so  in  B e t r a c h t  g e z o g e n  w e r d e n ,  
w e l c h e  in t raze l lu l~ i ren  K o n z e n t r a t i o n e n  u n d  d a m i t  w e l c h e  S p a l t u n g s g e -  
s c h w i n d i g k e i t  b e i  i n t r a v e n 6 s e r  I n f u s i o n  e r r e i c h t  w i r d ;  f e r n e r  muJ3 f ibe r -  
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l e g t  w e r d e n ,  o b  e i n e  a u s r e i c h e n d e  V e r w e r t u n g  a u c h  b e i  S t 6 r u n g e n  d e r  
R f i c k r e s o r p t i o n  in  d e r  N i e r e  m 6 g l i c h  ist .  W e l c h e r  d e r  b i s h e r  b e s c h r i e b e -  
n e n  A c y l a s e n  d i e  S p a l t u n g  y o n  N - A c e t y l c y s t e i n  z u g e s c h r i e b e n  w e r d e n  
rnuB, lh/3t s i c h  a u s  d e n  v o r l i e g e n d e n  U n t e r s u c h u n g e n  n i c h t  a b l e i t e n .  
V e r s c h i e d e n e  B e o b a c h t u n g e n  s p r e c h e n  a b e r  daff i r ,  d a b  N - A c e t y l c y s t e i n  
d u r c h  e i n  a n d e r e s  E n z y m  g e s p a l t e n  w i r d  a ls  N - A c e t y l t y r o s i n .  S o  e r h i e l t e n  
w i r  g e l e g e n t l i c h  E n z y m p r ~ p a r a t e ,  d i e  g e g e n  N - A c e t y l t y r o s i n  i n a k t i v ,  
g e g e n  N - A c e t y l c y s t e i n  a b e r  v o l l  a k t i v  w a r e n .  D i e s e r  F r a g e  m u B  in  g e s o n -  
d e r t e n  U n t e r s u c h u n g e n  n a c h g e g a n g e n  w e r d e n .  

E i n  b e s o n d e r s  g u t e s  S u b s t r a t  ffir  A c y l a s e n  i s t  N - A c e t y l m e t h i o n i n .  B e i  
d i e s e r  A m i n o s i i u r e  i s t  n a c h g e w i e s e n  w o r d e n ,  d a b  s ie  i m  F f i t t e r u n g s v e r -  
s u c h  M e t h i o n i n  e r s e t z e n  k a n n  (16, 17). D a s  g l e i c h e  g i l t  f t i r  N - A c e t y l l y s i n  
(17). FOr  d i e  a r o m a t i s c h e n  A m i n o s h u r e n  o d e r  C y s t e i n  l i e g e n  d e r a r t i g e  
U n t e r s u c h u n g e n  n i c h t  vor .  N a c h  d e n  h i e r  v o r g e l e g t e n  B e f u n d e n  i s t  e i n e  
V e r w e r t u n g  y o n  N - A c e t y l t y r o s i n  u n d  v o n  N - A c e t y l c y s t e i n  m 6 g l i c h .  Z u r  
e n d g f i l t i g e n  Kl~irung d e r  V e r h h l t n i s s e  b e i  P a t i e n t e n  s i n d  p h a r m a k o k i n e t i -  
s c h e  M e s s u n g e n  u n t e r  B e r ~ c k s i c h t i g u n g  d e r  r e n a l e n  A u s s c h e i d u n g  
s o w o h l  d e r  f r e i e n  a l s  a u c h  d e r  a c e t y l i e r t e n  A m i n o s f i u r e n  e r f o r d e r l i c h .  

Danksagung 

Wir danken der Jacques-Pfrimmer-Gedhchtnisstiftung for die Unterst~tzung der 
Arbeit dutch eine Saehbeihilfe. 

Zusamm enfassung 

N-Acetyl-L-tyrosin und N-Acety1-L-eystein werden in vitro durch Enzympr~pa- 
rate aus Niere und Leber der Ratte gespalten. Wahrscheinlich handelt es sich um 
zwei verschiedene Acylasen. Miehaelis-Konstanten und AktivifAten werden ange- 
geben. Niere enthhlt pro Gewiehtseinheit wesentlich mehr Aktivit~t als Leber. In 
der Muskulatur wird keine meJ3bare Aktivitht gefunden. 

S u m m a r y  

N-Ace%yl-L-tyrosine and N-acetyl-L-cysteine are deacylated by  enzyme prepara- 
tions from kidney and l iver in vitro. It is l ikely that  this is caused by  two different  
acylases. Michaelis constants  and activities are shown. Kidney contains much  more 
activity than  l iver per  uni t  of weight.  No activi ty can be detected in muscles.  

Schl~sselw~'rter: N-Acetyl-L-tyrosin, N-Acetyl-L-cystein,  Aeylasen,  Niere, 
Leber  
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