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In contrast to MN receptors, Pr; and Pr, antigens of isolated glycoprotein of erythrocytes
are not inactivated by acylation of free amino groups.

By introduction of easily leaving groups, e.g. trifluoroacetic residues, inactivation of the MN
activity can be made reversible.

No differences between Pr; and Pr, antigens could be found with the reactions described in
this paper.

Acylation in aqueous phase (buffer/anhydrous acetic acid) and in organic phase (pyridine/
anhydrous acetic acid) gave identical results qualitatively and quantitatively. It was not possible
to split the N-acetic binding neither under mild alkaline conditions nor with aminoacylase.
4—5 amino groups out of 11 could be acylated, whereas succinylation in aquous phase (buffer/
anhydrous succinic acid) resulted in modification of only one free amino group, the calculations
being based on a molecular weight of 30000. Following succinylation MN activity was also lost,
whereas the antigenic activity of Pr, and Pr, remained unchanged. The appearance of a negative
charge instead of the positive charge of the free amino group on the glycoprotein did not affect
Pr, or Pr, activity in any way.

If glycoprotein was esterified under conditions which cause esterification of free sialic acid to

a wide extent neither MN activity nor Pr,/Pr, activity was altered.

Das Erythrocytenoberflichenglykoprotein, das
durch die Phenol-Wasser-Extraktion dargestellt wer-
den kann, ist Triger von Strukturen, die als Antigene
durch Antikorper nachgewiesen werden konnen. Es
dient mehreren Arbeitsgruppen zu biochemischen Un-
tersuchungen ither MN-Antigene [1--4]. Von Springer
und Ansell [5] wurde gezeigt, da8 die MN-Antigene
inaktiviert werden, wenn die N-Acetyl-neuramin-
siure (NS) von Erythrocyten durch Neuraminidase
abgespalten wird. Offenbar stellt die NS den termina-
len Zucker der Immundeterminanten von MN dar
[2—4]. Die MN-Antigene konnen durch Heteroanti-
korper, die durch Kaninchenimmunisierung gewon-
nen werden, und durch menschliche M- und N-Iso-
antikorper nachgewiesen werden.

Neben den MN-Antigenen ist in neuerer Zeit durch
die Untersuchungen von Roelcke [6—8] ein weiterer
Erythrocytenantigen-Komplex bekannt geworden,
dessen Faktoren Pr, und Pr, [9] sich ebenfalls auf dem
Erythrocytenoberflichenglykoprotein befinden und
wie die MN-Antigene ihre Aktivitit durch NS-Ab-

Nicht allgemetn gebrduchliche Abkiirzung. NS, N-Acetyl-
neuraminséure.

Enzyme. Neuraminidase (EC 3.2.1.18); Aminoacylase;
(EC 3.5.1.14).

spaltung von Erythrocyten verlieren. Die Pr,/Pr,-
Receptoren sind durch Kilteautoagglutinine nach-
weisbar und lassen sich von dem I-Antigen, gegen das
Kilteagglutinine in der Regel gerichtet sind, auf-
grund ihrer Inaktivierbarkeit durch proteolytische
Enzyme sowie durch Neuraminidase abgrenzen.

Damit sind zwei Antigensysteme auf dem Ery-
throcytenglykoprotein bekannt, die durch NS de-
terminiert werden. Trotz dieser biochemischen Ver-
wandschaft sind beide Systeme voneinander unab-
hiingig [7]. In Versuchen mit Mk-Erythrocyten, denen
aufgrund genetischer Determinierung spezifisch die
MN-determinierende NS fehlt [10], konnte von
Roelcke et al. [11] gezeigt werden, daB die MN-deter-
minierende NS am Aufbau der Pr,/Pr,-Antigene un-
beteiligt ist. Thn Versuchen mit Glykopeptiden, die
nach Ficinbehandlung von Erythrocytenglykopro-
teinen erhalten werden [12], haben Roelcke ef al. [13]
gezeigt, daB die Antigene Pr, und Pr, auf verschie-
denen Glykopeptiden vorkommen. Damit ist die Pr,-
determinierende NS unabhingig von der Pr,-deter-
minierenden NS.

Diese Befunde belegen eine hochgradige Variabili-
tét der NS in Ausiibung von Antigenfunktionen, deren
biochemisches Substrat bisher unbekannt ist. Li-
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sowska u. Morawiecki {14] konnten zeigen, dafl Ace-
tylierung von MN-aktivem Glykoprotein die MN-
Antigene inaktiviert, offenbar, weil fir die MN zu-
stindige NS zur Ausiibung ihrer Antigenfunktion auf
die Interferenz mit freien NH,-Gruppen angewiesen
ist. Wir haben deshalb gepriift, ob die Blockierung
freier NH,-Gruppen auch Einflui auf die Pr,/Pr,-
Antigenitdt nimmt und zeigen in dieser Arbeit, daf}
trotz der MN-Inaktivierung die Pr,/Pr,-Antigene nach
Acylierung des FErythrocytenglykoproteins intakt
bleiben. Damit kénnen die MN- und die Pr,/Pr,-Anti-
gene auch biochemisch voneinander unterschieden
werden.

MATERIAL UND METHODEN

Das MN- und Pr,/Pr,-aktive Glykoprotein wurden
durch Phenol-Wasser-Extraktion nach der Vorschrift
von Klenk und Ublenbruck [15] aus Erythrocyten-
stroma hergestellt.

Neuraminidase aus Vibrio cholerae (500 E/ml)
wurde von den Bebring Werken, Marburg, bezogen.

Nach der Methode von Ottensooser und Silber-
schmidt [16] wurde das Phythdmagglutinin Anti-Nv
aus dem Samen von Vicia graminea extrahiert.

969/,iges Trifluoressigsdureanhydrid wurde von
der EGA-Chemie, Steinheim, Essigsdureanhydrid,
Bernsteinsdureanhydrid sowie alle anderen Re-
agentien von Merck, Darmstadt, bezogen. N-Acetyl-
neuraminsiure wurde von Serva, Heidelberg, und
Amino-Acylase von Calbiochem, Los Angeles/Kali-
fornien, bezogen.

Zum Nachweis der MN-Aktivitit wurden aus-
schlieBlich MN-Antiseren von Kaninchen verwendet.
Die Herkunft der Pr;- und Pr,-Kéilteantikorper ist
bei Roelcke [17,18] beschrieben.

Fir den serologischen Standard-Hemmtest wur-
den jeweils 1°/,ige Losungen der Glykoproteine einge-
setzt. Es wurde die Rohrchen-Standard-Methode
verwendet. Die Anti-MN-Hemmtests wurden bei
37 °C, die Anti-Pr,/Pr,-Hemmtests bei 0°C durch-
gefiihrt. Anti-M (Titer 1/32) wurde in 4-facher, Anti-N
(Titer 1/64) in 8facher, Anti-Pr; (Titer 1/8000) in
500facher and Anti-Pr, (Titer 1/4000) in 250facher
Verdiinnung verwandt. Die Glykoproteine wurden
1 Std mit den Antikérpern inkubiert und darauf Test-
erythrocyten fiir 30 min zugegeben. Die Ablesung
erfolgte makroskopisch nach Anzentrifugierung.

Die freien Aminogruppen wurden nach der Metho-
de von Moore und Stein [19] mit Ninhydrin bestimmt.
Die Acetyl- und Estergruppenbestimmungen wurden
im Organisch-Chem. Institut der Universitit Heidel-
berg durchgefiihrt. Alle Losungsmittel und das Acet-
anhydrid waren frisch destilliert und wasserfrei.

Acylierung vn wifriger Phase

Zu einer 19/ igen Losung des Erythrocytenglyko-
proteins in 0.1 M Phosphatpuffer, pH 7, (KH,PO,-

W. MEerz und D. Rorrcke 31

NaOH) wurde, bezogen auf die Proteineinwaage, die
Hilfte an Sdureanhydrid hinzugegeben und der
pH-Wert wahrend 1 Std mit 0,6 N NaOH auf pH 7
gehalten. Die Reaktionen wurden bei 0 °C durch-
gefiihrt. Bereits nach 15 min blieb der pH-Wert kon-
stant. Essigsdureanhydrid wurde in methanolischer
Losung (1:1, v/v) eingesetzt. Bernsteinsdureanhydrid
wurde in Substanz zugegeben. Nach Ablauf der Re-
aktion wurde unter mehrfachem Wechsel erschépfend
gegen den 1000fachen Uberschu8 an dest. H,0 dia-
lysiert und anschlieBend gefriergetrocknet.

Acetylierung in organischer Phase

Das Glykoprotein wurde im UberschuB in einem
Gemisch von Pyridin — Acetanhydrid (4:5, v/v) unter
FeuchtigkeitsausschluB 30 min mit einem Reagens-
glasschiittler bei Raumtemperatur suspendiert. Nach
Abschlufl der Reaktion wurde im Verhéltnis 1:1
unter Eiskithlung mit dest. H,O verdiinnt, erschop-
fend ausdialysiert und gefriergetrocknet.

Bei den serologischen Untersuchungen wurden
auflerdem noch Kontrollansitze des Glykoproteins
in Pyridin und Pyridiniumacetat mitgefiihrt.

Trifluoracetylierung

Das Glykoprotein wurde in Tetrahydrofuran
(abs.) am Schiittelapparat homogenisiert und nach
Abkiihlung der Reaktanden in einer Eis-Kochsalz-
mischung mit einem Uberschuf an Trifluoressigsiure-
anhydrid versetzt. AnschlieBend wurde unter Feuch-
tigkeitsausschtuB 30 min bei Raumtemperatur unter
Schiitteln inkubiert. Die Reaktionsmischung wurde
dann auf den 33 fachen UberschuB von 0,56 M KH,PO,-
Puffer, pH 7, (bei Raumtemperatur gemessen) ge-
gossen, der zuvor unter starkem Schiitteln auf ca.
—5 °C abgekiihlt worden war. Dabei trat eine Tem-
peraturerbohung auf ca. 0 °C und eine pH-Verschie-
bung von 7,12 (0 °C) auf 6,3 (0 °C) ein. Nach Ein-
stellung auf pH 7 wurde erschopfend dialysiert und
gefriergetrocknet. Ansétze des Glykoproteins in
Tetrahydrofuran fiir die serologischen Untersuchun-
gen wurden mnitgefiihrt.

Daneben wurde auch Glykoprotein direkt in
Trifluoressigsdureanhydrid suspendiert. Die Realk-
tionsprodukte wurden an einem Mikrorotationsver-
dampfer (Fa. Biichi) entfernt (Badtemperatur unter
30 °C).

Acetylierung von N-Acetyl-Neuraminsiure

Jeweils 7mg N-Acetyl-neuraminsidure wurden
in 2 m! eines Gemisches von Acetanhydrid—Pyridin
(5:4, v/v) unter Schiitteln suspendiert. Nach ca.
15 min hatte sich die NS unter Umsetzung klar ge-
lost. Nach weiteren 33 min Stehen bei Raumtempera-
tur wurde der Ansatz am Rotationsverdampfer (Bad
max. 40 °C) zu einer glasigen Masse eingeengt, die
im Vakuum iber P,0,, und KOH getrocknet wurde.
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Einwirkung von Acetanhydrid
auf native Erythrocyten

6mal mit physiol. Kochsalzlosung gewaschene
MN-Erythrocyten wurden in 0,1 M KH,PO,-Puffer,
pH 7, iiberfithrt, 2mal darin gewaschen und in 5°/iger
Suspension (v/v) mit Acetanhydrid in methanolischer
Losung bei 0 °C behandelt.

Zu je 10 ml der Erythrocytensuspension wurden
0,563, 5,3, 53, 530, 880, 1800 und 5400 pmol Acetan-
hydrid untér starkem Riihren hinzugegeben. Der pH-
Wert von 7 wurde wihrend der Inkubationszeit
(15—60 min) mit 0,6 bzw. 2 N NaOH konstant ge-
halten. Tir die Einwirkung oberhalb 530 pmol
Acetanhydrid wurden die Erythrocyten in 0,15 M
Phosphatpuffer, pH 7, suspendiert. Nach dem Ab-
schluB der Reaktion wurden die Erythrocyten bei
1500 U/min zentrifugiert und gewaschen.

Deacetylierung

Es wurde versucht, die Modifikation der Glyko-
proteine durch Acetylierung mittels verschiedener
Verfahren wieder riickgéngig zu machen:

a) Eine 19/ ige Losung des Glykoproteins wurde
mit 0,1 M Piperidin auf pH 11 eingestellt. Reaktions-
zeit: 24 Std bei 4° C.

b) Zu einer 1%/;igen Losung wurde Piperidin bis
zu einer Endkonzentration von 1 M hinzugegeben.
Reaktionsbedingungen: 30 min 0 °C.

¢) Einwirkung von Ammoniak (Endkonz.: 1/2
konz.) iiber 30 min bei Raumtemperatur.

d) Reaktion wihrend 48 Std bei Raumtempera-
tur in 1:10 verd. Ammoniak (pH 11,6).

e) Weiterhin wurde die enzymatische Abspaltung
der Acetylgruppen mit Aminoacylase aus Schweine-
nieren versucht: 0,5 ml einer 0,1°/,igen Losung der
Aminoacylase in 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,16,
wurden zu 0,5 ml einer 29/ igen Losung des acety-
lierten Glykoproteins (geldst in 0,066 M Phosphat-
puffer, pH 7,8) hinzugegeben. Inkubation: 18 Std bei
37 °C.

Bei jedemn der beschriebenen Deacetylierungs-
verfahren wurde auch nicht acetyliertes Erythro-
cytenglykoprotein zur Kontrolle mitgefiihrt.

Veresterungsversuche

Veresterung mit Methanol. Das Glykoprotein wurde
in Methanol (abs.) homogen suspendiert (2 mg/ml).
Dazu wurde (mehrere Tage iiber P,0,,) im Vakuum
bei 70 °C getrocknetes Dowex WX4 (H*-Form) ge-
geben. Das Gewichtsverhaltnis Protein—Dowex war
4:1. Die Reaktion wurde wihrend 2 Std bei Raum-
temperatur unter héufigerem Schiitteln durchge-
fiithrt. Danach wurde mehrfach vom Austauscher elu-
iert und das Methanol vom Glykoprotein im Vakuum
abgezogen.
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Einwirkung von Diazomethan. Zur Veresterung
mit Diazomethan wurde das Glykoprotein in Aceton
homogen suspendiert (3 mg/ml). Hierzu wurde eine
atherische Losung von Diazomethan im Uberschu
gegeben. Nach 28 Std Reaktionszeit bei Raumtempe-
ratur wurden das Diazomethan und die Losungsmittel
am Rotationsverdampfer bei max. 37 °C Badtem-
peratur abgezogen.

Umsetzung von N-Acetylneuraminsgure
mit Diazomethan

5 mg NS wurden in 1 ml Aceton suspendiert und
mit 2 ml &therischer Diazomethanlosung versetzt.
Reaktionsbedingungen und Weiterbehandlung wie
bei dem Glykoprotein.

Abspaltung von Newraminsiure
aus nativem und modifiziertem Glykoprotein

0,19/,ige Losungen der Glykoproteine (nativ und
nach Modifizierung mit Dowex-Methanol oder Diazo-
methan und Acetylierung) in 0,5 M Acetatpuffer,
pH 6,5 unter Zusatz von 10-3 M CaCl,, wurden mit
Neuraminidase (50 E'/mg Glykoprotein) aus Vibrio
cholerae behandelt. Es wurde 2 Std bei 27 °C inkubiert
und anschlieBend mit dest. H,0 bei mehrfachem
Wechsel dialysiert, die DialyseauBenlésungen am
Rotationsverdampfer eingeengt (Bad max. 37 °C) und
dann gefriergetrocknet. Fir die diitnnschichtchroma-
tographische Auftrennung wurde in Methanol gelost
und, wie bei Blix [20] sowie Kuhn und Brossmer [21]
beschrieben, extrahiert. Daneben wurde auch teil-
weise eine saure Hydrolyse unter den milden Bedin-
gungen von Schauer und Faillard [22] durchgefiihrt.

Hitzebehandlung

0,5%/,ige Losungen des Erythrocytenglykoproteins
mit folgenden Puffern wurden hergestellt: 0,06 M
Kaliumhydrogenphthalat, pH 4; 0,025 M Na,HPO,-
NaH,PO,, pH 7; 0,1 M Glycin-NaOH, pH 10. Die
Glykoproteinlosungen wurden 2 Std im kochenden
Wasserbad inkubiert und anschlieBend erschépfend
dialysiert und gefriergetrocknet.

Bei den meisten Versuchen wurde saures «,-Glyko-
protein zum Vergleich mitgefiihrt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Wie bereits Lisowska und Morawiecki [14] zeigten,
konnten auch wir durch Acetylierung unter verschie-
denen Versuchsbedingungen den Verlust der MN-
Blutgruppeneigenschaften am isolierten Glykopro-
tein nachweisen. Die Aktivitdtsverluste nach Ace-
tylierung in der wébBrigen Phase unterschieden sich
nicht wesentlich von denen nach Acetylierung in
der organischen Phase (Tabelle 1).

1 1 E entspricht 1y NS, die innerhalb von 15 min bei
37 °C aus saurem «,-Glykoprotein abgespalten wird.
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Tabelle 1. Einfluf der Acetylierung auf die MN- und Pr,/Pr,-
Aktivitit esnes MN-GQlykoproteins
Angegeben sind die noch hemmenden Verdinnungen der
19/,igen Glykoproteine

Acetylierung in
Unbehandeltes

Hemmung

Glykoprotein wilriger organischer
Phase Phase
Anti-Pr, 1/8 1/4 1/8
Anti-Pr, 1/4 12 1/2
Anti-M 1/32 0 0
Anti-N 1/8 0 0

Tabelle 2. Einfluf der Acetylierung in organischem Milieuw
auf die M-, N-, Ny-, Pri- und Pr,-Aktivitit von M- und
N-Glykoproteinen
Angegeben sind die noch hemmenden Verdimnungen der
19/,igen Glykoproteine

s Pyridinium-
Unbehandeltes Acetyliertes ace t"; tkontrollen
Hemmung
M- N- M- N- M- M-
Glp. Glp. Glp. Glp. Glp. Glp.
Anti-Pr,  1/16 1/8 1/8  1/16 1/8  1/8
Anti-Pr,  1/32 1/64 1/64 1/64 1/32  1/32
Anti-M 132 — 0 — /128 —
Anti-N — 1/256 — 0 —  1/256
Anti-Ny —  1/256 —  1/512 —  1/256

Tabelle 3. Einfluf der Succinylierung auf die M N- und Pr;/Pr,-
Alktivitiit eines MN-Glykoproteins
Angegeben sind die noch hemmenden Verdiinnungen der
1¢/,igen Glykoproteine

Unbehandeltes Succinyliertes
Hemmung MN-Glykoprotein MN-Glykoprotein
Anti-Pr, 1/16 1/8
Anti-Pr, 1/2 1/4
Anti-M 1/16 0
Anti-N 1/32 0

Im Gegensatz hierzu zeigen die Tabellen 1 und 2
die unverdnderte Aktivitit der Kélteantikérper-
receptoren Pr,/Pr, sowie des Ny-Antigens nach Ace-
tylierung. Eine Bestimmung der freien Aminogruppen
mit der Methode von Moore und Stein [19] zeigte,
dafl bei der Acetylierung in wiBriger Phase und bei
der in organischer Phase nahezu die gleiche Anzahl
von Aminogruppen umgesetzt wurden (5,2 bzw.
4.4 von 10,9 Aminogruppen der Kontrollen, bezogen
auf ein Molgewicht des Glykoproteins von 30000).
Entsprechend dem Verschwinden der freien Amino-
gruppen tauchen etwa 50°/, mehr Acetylgruppen als
bei der Kontrolle auf.

Im Unterschied zur Acetylierung wurde bei der
Succinylierung nur maximal eine Aminogruppe/
30000 Molgew. umgesetzt, wobei die MN-Aktivitat
wiederum vcrlorenging, wahrend auch hier die Pr,-
und Pr,-Aktivitdten erhalten blieben (Tabelle 3).

3 Eur. J. Biochem., Vol.23
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Die Einwirkung von Acetanhydrid auf eine Sus-
pension nativer Erythrocyten brachte iber den unter-
suchten Konzentrationsbereich keinerlei Verdnderung
der MN- oder Pr-Aktivitdten. Oberhalb einer Acetan-
hydridkonzentration von 8,8x10-2mol/l aggluti-
nierten die Erythrocyten spontan, so dafi keine Be-
urteilung der biologischen Aktivitéten mehr erfolgen
konnte. Wahrscheinlich ist der Uberschuf anderer,
nicht MN-spezifischer Aminogruppen auf den nativen
Erythrocyten so grof}, daB die verfigbare Acetan-
hydridmenge fur die spezifischen Gruppen zu gering
ist. Zudem konnen physiologische Salzkonzentra-
tionen wihrend der Modifikationen nicht eingehalten
werden (Zugabe von NaOH zur Neutralisation der
entstehenden Essigsdure), so dal dadurch andere
topochemische Verhiltnisse auf den Erythrocyten
vorliegen konnten.

Die diinnschichtchromatographische Untersu-
chung der durch saure bzw. enzymatische Abspaltung
gewonnenen NS von acetyliertem Glykoprotein ergab
keinen Unterschied zur Referenz-NS. Als Vergleich
wurde aufler NS ein Derivatgemisch verwandt, das
durch Acetylierung von NS mit Acetanhydrid in
Pyridin erhalten wurde. Dadurch wurden 5 verschie-
dene Derivate erhalten, die sich am besten auf Cel-
lulose-Diinnschichtplatten in einem Gemisch von
n-Butanol —Eisessig—Wasser (4:1:5, v/v/v) auf-
trennten. Die Derivate ergaben mit Bials-Reagens
[27,28] eine positive Reaktion und lieBen sich mit
dem Reagens nach Warren [29] nicht darstellen.

Wenn durch die Acetylierung die MN-Blutgrup-
peneigenschaften des Glykoproteins verlorengingen, so
sollte durch Deactylierung eine Reaktivierung dieser
Antigene erreichbar sein. Dazu wurde das acetylierte
Glykoprotein einem alkalischen Milieu ausgesetzt
und nach Inkubation und erschopfender Dialyse auf
den Qehalt an freien Aminogruppen untersucht.
Danach wurden die Antigen-Aktivitdt und die elek-
trophoretische Wanderungsgeschwindigkeit gepriift.
Ferner wurde eine Deacetylierung mit Aminoacylase
versucht. Mit keiner der verwendeten Bedingungen
(s. methodischer Teil) konnte eine Deacetylierung der
acetylierten Aminogruppen und damit auch keine
Reaktivierung der MN-Antigenitdt erzielt werden.
Durch entsprechende Kontrollen konnte sichergestellt
werden, dafB} die zur Deacetylierung verwendeten Be-
dingungen die biologischen Eigenschaften des Glyko-
proteins nicht verdnderten. Entsprechend den ande-
ren Ergebnissen (serologische Aktivitét, freie Amino-
gruppen) blieb auch die elektrophoretische Wande-
rungsgeschwindigkeit unverandert.

Um eine leichtere Abspaltbarkeit der Acetylgrup-
pen zu erreichen, wurde versucht, Trifluoracetylreste
einzufithren. Dazu wurde das Glykoprotein in Tri-
fluoressigsdure oder einem Puffer suspendiert bzw.
gelost und das Trifluoracetanhydrid hinzugegeben.
AuBlerdem wurde das Glykoprotein auch direkt in
Trifluoressigsdureanhydrid suspendiert.
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Tabelle 4. Einfluf der Veresterung mit Methanol und Dowex
WZX4 auf die serologische Aktivitit eines MN-Erythrocyten-
Glykoproteins
Angegeben sind die noch hemmenden Verdiinnungen der
19/ igen Glykoproteine

" Unbehandeltes MN-Glykoprotein nach
emmung MN-Glykoprotein Methanol-Behandlung
Anti-Pr, 1/16 1/8
Anti-Pr, 1/2 1/2
Anti-M 1/16 1/32
Anti-N 1/32 1/32

Bei der Bestimmung der freien Aminogruppen
konnte keine Umsetzung nachgewiesen werden.
Wurde aber das Glykoprotein unmittelbar nach Be-
endigung der Reaktion (nur bei Reaktion in wasser-
freiem Milieu) auf Kieselgel aufgetragen und mit Nin-
hydrin bespriiht, so zeigte sich keine oder nur eine
schwach positive Farbung gegeniiber der Kontrolle.
Dieser Unterschied verschwand aber, sofern das modi-
fizierte Glykoprotein auch nur fir wenige Minuten
mit Wasser inkubiert wurde. Daraus kann entnom-
men werden, daBl die Aminogruppen zwar acetyliert
jedoch sofort bei Inkubation mit Wasser wieder hydro-
Lysiert werden. Sowohl bei der serologischen Aktivi-
tétsbestimmung als auch bei der Bestimmung der
freien Aminogruppen sind jedoch lingere Inkubations-
zeiten in Wasser oder Puffer nicht zu vermeiden.
Die Versuchsergebnisse kénnen als Hinweis auf die
Reversibilitit der Aminogruppenblockierung ge-
wertet werden. Diese Annahme wurde durch die
serologischen Untersuchungen bestétigt: In keinem
Fall waren Anderungen der MN- oder Pr,/Pr,-Aktivi-
taten gegeniiber der Kontrolle festzustellen. Lisowska
und ihrer Arbeitsgruppe ist es neuwerdings ebenso
gelungen, die Reversibilitit des MN-Aktivitéts-
verlustes zu zeigen [23].

Die Vorstellung von Uhlenbruck [24] einer Be-
einflussung der NS-Konformation durch benachbarte
Aminogruppen im Falle der MN-Antigene veran-
laBte uns zu folgender Uberlegung: Die Moéglichkeit
der Ausbildung einer stabilisierenden Ionenbindung
sollte nach Veresterung der Carboxylgruppe der
Neuraminsiure erheblich vermindert sein. Deshalb
wurde unter Bedingungen, die freie NS zu mehr als
759/, in die Methylesterverbindung tberfithren (Blix
[25] sowie Kuhn und Brossmer [26]), MN-Glyko-
protein mit Diazomethan bzw. Methanol und Dowex
WX4 umgesetzt. In keinem Fall wurde dadurch eine
signifikante Anderung der MN- oder Pr-Aktivititen
festgestellt. Allerdings kann eine hydrolytische Spal-
tung der Esterverbindung wihrend der Aktivitéts-
bestimmung nicht voll ausgeschlossen werden (Tab. 4).

Dieses Ergebnis kann also die Annahme einer
speziellen, durch Ionenbindung stabilisierten Kon-
formation der NS nicht unterstiitzen. Lisowska [23]
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hat auch in einem Diskussionsbeitrag zu Uhlenbrucks
Vorstellungen aufgezeigt, dal die Inaktivierung, zu-
mindest bei dem M-Antigen/Anti-M-System offenbar
auch von dem Antiserum abhangt.

Diese Arbeit zeigt erstmals, dafl zur Antigenitéit
der NS-determinierten Pr,/Pr,-Receptoren im Gegen-
satz zur Antigenitét der MN-Antigene freie Amino-
gruppen nicht erforderlich sind.

Die Untersuchung der Hitzelabilitit des Glyko-
proteins bei verschiedenen pH-Werten erbrachte
keine Unterscheidung der MN-antigenwirksamen
von der Pr;-Pr,-Neuraminsdure. Unter unseren Ver-
suchsbedingungen waren die Aktivititen der N-,
Ny- und Pr-Receptoren bei pH 7 und 100 °C iber
2 Std nicht verdndert. Inkubation bei pH 4 ergab
im Unterschied zu den Befunden von Springer [1]
keine Erhohung der Ny-Aktivitit, aber volligen Ver-
lust der N- und Pr-Aktivitédt. Dagegen waren beipH 10
der Abfall der Nv-Aktivitidt und die Stabilitiat der Pr-
und N-Receptoren (beim Nachweis mit Kaninchen-
Anti-N) auffallig.

Wir danken Fri. G. Bierhalter, Frl. E. Kober und Fr.
R. Ackermann fiir vorbildliche technische Mitarbeit.
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