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Cytidinmonophosphat-N-Acetylneuraminsiure-Synthetase in Hithnererythrozyten

‘Wie schon vorher in den Rinderleukozyten?, so konnte
nun auch in den kernhaltigen Hithnererythrozyten das
neuraminsdureaktivierende Enzym, die Cytidinmono-
phosphat-N - Acetylneuraminsiure - Synthetase, nachge-
wiesen werden. Dieses Enzym liefert der Neuraminyl-
transferase die aktivierte Neuraminsiure, CMP-NANA,
zum Einbau in Glykoproteine und Glykolipoide?-3; es
katalysiert die folgende Reaktion:

Mg+
CTP + NANA V8 CMP-NANA + PP
Die CMP-NANA iibt ferner eine regulierende Wirkung auf
die UDP-N-Acetylglucosamin-2-epimerase aus, die das
N-Acetylmannosamin fiir die Biosynthese der NANA be-
reitstellt®.

Das besondere Verhalten der kernhaltigen Blutzellen
nach einer Infektion durch Influenzaviren mit einer nur
kurzfristigen Resistenz, der nur voriibergehenden Inag-
glutinabilitdt dieser Zellen und dem baldigen Erscheinen
neuer Virus-Rezeptoren an der Zelloberfliche liess auf
eine spezielle, den Neuraminsdurestoffwechsel betreffende
Enzymausstattung dieser kernhaltigen Blutzellen schlies-
sen. Auch die serologischen Eigenschaften von Vogel-
erythrozyten mit der Neuraminsiure als immunodeter-
minantes Molekiil des Antigens Mdue? werden in diesem
Zusammenhang verstdndlich.

Methodik. a) Darstellung der Erythrozytenmembran.
Das Hithnerblut wurde unter Umschiitteln zu einer kalten
Losung von 19% Na,EDTA in 0.79% NaCl hinzugegeben
und sofort 10 min bei 4°C und 800 X g zentrifugiert. Plas-
ma und weisser Belag wurden abgehoben, die Erythro-
zyten wurden noch dreimal mit 0.99, NaCl gewaschen
und zentrifugiert. Der Uberstand und die weisse Schicht
wurden jeweils verworfen. Nach dem letzten Zentrifugie-
ren wurde das obere Drittel des Erythrozytensedimentes
ebenfalls entfernt. Die restlichen Erythrozyten hadmoly-
sierten wir in Anlehnung an die Vorschrift von HAMMEL
und BeEssman®in dem gleichen Volumen einer Lésung von
19 Saponin in 0.25M Saccharose und 0.003M CaCl,.
Nach 6 Min wird das Hidmolysat mit dem zehnfachen Vo-
lumen 0.25M Saccharose/0.003M CaCl, versetzt und
15 Min bei 800 x g zentrifugiert. Das Sediment mit den
intakten Zellkernen wurde noch viermal in 0.25M Sac-
charose/0.003 M CaCl, suspendiert und zentrifugiert.

Nach der Lyse in 0.01M Twis-HCI (pH 5.5), 20sttindi-
ger Inkubation mit Desoxyribonuklease (Serva, Heidel-
berg) in 0.1 M Tris-HCl (pH 5.5) und anschliessender Dia-

Aktivitat der CMP-NANA-Synthetase in den Zellkernen von
Hiihnererythrozyten

nmol NANA/ml nmol
Inkubations- CMP-NANA/mg
medium Protein/ly

1. Zellkern-Priparation 34.0; 35.0 5.06; 5.20
37.6; 38.8 5.57;  5.74

2. Zellkern-Praparation 38.2; 38.8 2.87; 290
35.3; 36.6 2.78; 2,76

Zwei Zellkern-Priparationen, Mittelwerte aus 4 Bestimmungen.

lyse (16 bei 4°C) gegen 0.01 M T»is-HCI (pH 7.6) wurden
die Membranen in der Ultrazentrifuge in 25 min bei
65000 X g herunterzentrifugiert, in wenigen ml 0.01M
Tris-HCl1 (pH 7.6) aufgenommen und 10 sec im Potter-
Elvejhem-Homogenisator homogenisiert.

Aliquote Teile des Membranhomogenates wurden zur
Inkubation verwendet. Das Protein bestimmten wir nach
Vorschrift von Lowry et al.? unter Verwendung von Rin-
derserumalbumin als Standard.

b) Bestimmung der CMP-NANA-Synthetase-Aktivitit.
Zu 0,5ml desin 0.01 M Tris-HCI (pH 7.6) homogenisierten
Membranmaterials fiigten wir 0.5 ml einer Lésung hinzu,
die 10 pmol MgCl, und 0.104 M 2-Merkaptodthanol in
0.36 M Tyis-HCl-Puffer (pH 9.0) enthielt.

In den einzelnen Inkubationsansdtzen waren ausser-
dem vorgelegt bei a) 2.5 pmol NANA und 2.5 pumol CTP
(Trinatriumsalz, Boehringer, Mannheim); bei b) 2.5 umol
CTP; bei ¢) 2.5 umol NANA; bei d) weder CTP noch
NANA.

Zwei Proben wurden jeweils 1 h bei 37°C inkubiert,
zwel weitere Proben wurden nach Zusatz der Agentien so-
fort eingefroren. In 0.2 ml-Proben bestimmten wir die
CMP-NANA nach der Methode von Kean und RosE-
MAN?0. Auch hier wurden jeweils Doppelbestimmungen
durchgefiihrt.

Die Aktivititen der CMP-NANA-Synthetase in den
Zellkernen der Hiihnererythrozyten sind in der Tabelle
wiedergegeben, sie sind berechnet als nmol gebildetes
CMP-NANA/mg Protein/h. Die Kontrollwerte der An-
sdtze b), ¢) und d) sind subtrahiert.

Summary. The nucleated red blood cells from chicken
contain a cytidine-5’-monophospho-N-acetylneuraminate
synthetase which remains bound to the membrane frag-
ments after lysis. The occurrence of this enzyme in nu-
cleated erythrocytes may explain the special behaviour
of these blood cells after infection with influenza virus and
also their special antigenic properties.
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