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Cytidinmonophosphat-N-Acetylneuraminsiiure-Synthetase in Hfihnererythrozyten 

Wie schon vorher  in den Rinder leukozyten~,  so konnte  
nun auch in den kernhal t igen H i ihne re ry th rozy ten  das 
neuramins~iureaktivierende Enzym,  die Cyt id inmono-  
phospha t -  N -  Acetylneuramins~iure-  Synthetase,  nachge- 
wiesen .werden. Dieses E n z y m  Iiefert der Neuraminyl -  
t ransferase die akdv ie r t e  Neuramins~Lure, CMP-NANA,  
zum Einbau  in Glykoprote ine  und Glykolipoide2-5;  es 
kata lys ier t  die folgende IReaktion: 

CTP + NANA Mg2+ CMP-NANA + PP 

Die CMP-NANA iibt  ferner eine regulierende Wirkung  auf 
die UDP-N-Aeety lg lucosamin-2-ep imerase  aus, die das 
N-Ace ty lmannosamin  ftir die Biosynthese der N A N A  be- 
rei ts tel l t  6. 

Das besondere Verhal ten  der kernhal t igen Blutzel len 
nach ether Infekt ion  durch Inf luenzavi ren  mi t  einer nur  
kurzfr is t igen Resistenz, d e r n u r  vor i ibergehenden Inag-  
glutinabilit~it dieser Zellen und dem baldigen Erscheinen 
neuer Virus-iRezeptoren an der ZelloberfKLche liess auf 
eine spezielle, den Neuramins/ iurestoffwechsel  betreffende 
E n z y m a u s s t a t t u n g  dieser kernhal t igen Blutzel len schlies- 
sen. Auch die serologischen Eigenschaf ten von Vogel- 
e ry th rozy ten  mi t  der Neuramins~iure als immunode te r -  
minantes  Molekiil des Antigens Md~07 werden in diesem 
Zusammenhang  verst~ndlich.  

Methodik. a) Dars te l lung der E ry th rozy t enmembran .  
Das Ht ihnerb lu t  wurde unter  Umschi i t t e ln  zu ether ka l ten  
L6sung yon 1% Na~EDTA in 0.7% NaC1 hinzugegeben 
und sofort  10 rain bet 4~ und 800 •  zentrifugiert .  Plas- 
ma  und weisser Belag wurden abgehoben,  die Ery th ro -  
zyten wurden noch dreimal  mi t  0.9% NaC1 gewaschen 
und zentrifugiert .  Der  lJ-berstand und die weisse Schicht  
wurden  jeweils verworfen.  Nach  dem le tz ten Zentrifugie- 
ren wurde  das obere Dr i t te l  des Ery th rozy tensed imentes  
ebenfalls entfernt .  Die rest l ichen E ry th rozy t en  h~imoly- 
sierten wi t  in Anlehnung an die Vorschrif t  von HAMMEL 
und BESSMAN s in dem gleichen Volumen einer L6sung von 
1% Saponin in 0 .25M Saccharose und 0 .003M CaC12. 
Nach 6 Min wird das H/ imolysat  mi t  dem zehnfachen Vo- 
lumen 0 .25M Saccharose/0 .003M CaCI~ verse tz t  und 
15 Min bet 800 x g  zentrifugiert .  Das Sediment  mi t  den 
in tak ten  Zellkernen wurde noch v ie rmal  in 0 .25M Sac- 
charose /0 .003M CaC12 suspendier t  und zentrifugiert .  

Nach  der Lyse in 0 .01M T~is-HC1 (pH 5.5), 20stiindi- 
ger Inkuba t ion  mi t  Desoxyr ibonuklease  (Serva, Heidel-  
berg) in O. 1 M Tris-HC1 (pI-t 5.5) und anschliessender D ia -  

lyse (16h bet 4~ gegen 0 .01M Tris-HC1 (pH 7.6) wurden 
die Membranen  in der Ul t razent r i fuge  in 25 min  bet 
65000 •  herunterzentr i fugier t ,  in wenigen ml  0 .01M 
Tris-HC1 (pIK 7.6) aufgenommen und 10 s e c i m  Pot ter -  
Elvej  hem-Homogenisa to r  homogenisiert .  

Al iquote  Teile des Membranhomogena tes  wurden zur 
Inkuba t ion  verwendet .  Das Prote in  bes t immten  wi t  nach 
Vorschrif t  von LOWRY et al. 9 unter  Verwendung von  Rin-  
derserumalbumin  als Standard.  

b) Bes t immung  der CMP-NANA-Synthetase-Akt iv i t~ i t .  
Zu 0, 5 ml  des in  0.01 M Tris-HC1 (pH 7.6) homogenis ier ten 
Membranmater ia l s  fi igten wir 0.5 ml  einer L6sung hinzu, 
die 10 [zmol MgC12 und 0.104 M 2-Merkapto~ithanol in 
0.36 M Tris-HC1-Puffer (pH 9.0) enthielt .  

In  den einzelnen Inkubat ionsans / i tzen  waren ausser- 
dem vorgelegt  bet a) 2.5 ~mol N A N A  und 2.5 bmol CTP  
(Trinatriumsalz,  Boehringer,  Mannheim) ; bet b) 2.5 bmol 
CTP;  bet c) 2.5 ~mol N A N A ;  bet d) weder  CTP  noch 
NANA.  

Zwei Proben wurden jeweils 1 h bet 37~ inkubiert ,  
zwei weitere Proben wurden  nach Zusatz der Agent ien so- 
for t  eingefroren. In  0.2 ml -Proben  bes t immten  wir die 
CMP-NANA nach der Methode yon KEAIX, und RosE-  
5~AN 1~ Auch hier wurden jeweils Doppe lbes t immungen  
durchgeftihrt .  

Die Akt iv i t / i ten  der C M P - N A N A - S y n t h e t a s e  in den 
Zellkernen der Ht ihnere ry th rozy ten  sind in der Tabelle  
wiedergegeben, sie sind berechnet  als nmol  gebildetes 
C1KP-NANA/mg Protein/h.  Die Kont ro l lwer te  der An- 
s~Ltze b), c) und d) sind subtrahier t .  

Summary .  The nucleated red blood cells f rom chicken 
conta in  a cy t id ine -5 ' -monophospho-N-ace ty lneuramina te  
synthetase  which remains bound to the  membrane  frag- 
ments  af ter  lysis. Tile occur rence  of this enzyme in nu- 
cleated e ry throcytes  m a y  explain the  special behaviour  
of these blood cells af ter  infection wi th  influenza virus and 
also thei r  special antigenic properties.  

W. GIXLEN, R. SCHAPER und G. UHLENBRUCK 

Pharmahologisches Insti tut  der Universit~it, 
Gleueler Strasse 24, 5 K6ln  47 ; und 
7Vfed. Universildtsklinik, Abt. /i~r fmmunbiologie, 
Kerpener Strasse 75, 5 Kdln 41 (Deutschland), 
70. Ju l i  1972. 

Aktivit~it der CMP-NANA-Synthetase in den Zellkernen yon 
Hfihnererythrozyten 

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

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

2. Zellkern-Prtiparafion 38.2; 38.8 2.87; 2.90 
35.3; 36.6 2.78; 2.76 

Zwei Zellkern-Pr~parationen, Mittehverte aus 4 Bestimmungen. 
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