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The Kj,-values of neuraminidases from different pathogenic and apathogenic microorganisms
have been determined on low and high molecular substrates. The substrate specificity and the
affinity to the different types of substrates in relation to the pathogenicity of the microorganisms

are discussed.

Die Frage, ob mikrobiellen Neuraminidasen
(Sialidase, N-Acylneuraminatglycohydrolase, EC
3.2.1.18) eine pathogenetische Bedeutung beim In-
fektionsgeschehen zukommt, wurde schon auf ver-
schiedene Weise zu beantworten versucht. In diesem
Sinne sprechen etwa die engen Korrelationen zwi-
schen der Neuraminidase-Produktion und der Patho-
genitidt bzw. der Virulenz bei verschiedenen Bakte-
rien-Arten oder Stimmen einer Art, wie das bei
Bacteroides, Corynebacterium?, Erysipelothrix?3,
Pasteurella multocida* oder NAG-Vibrionen?® ge-
zeigt werden konnte. Auflerdem lassen einige klini-
sche Befunde an eine pathogene Wirkung der Neur-
aminidasen denken 7.

Neuraminidasen kommen zwar bei vielen patho-
genen Mikroorganismen vor8, die Tatsache jedoch,
dal auch das vollig apathogene Bifidobacterium
bifidum aus dem Darm brusternidhrter Sauglinge
ebenfalls Neuraminidase bildet % 1%, macht eine et-
was differenziertere Betrachtungsweise notwendig.

In diesem Zusammenhang bestimmten wir bei
einer Reihe verschiedener mikrobieller Neuraminida-
sen die Michaelis-Konstanten (K,,) sowohl fiir nie-
der- als auch fiir hochmolekulare Substrate, soweit
sie nicht bereits aus der Literatur zugéanglich waren.

Material und Methoden

a. Neuraminidasen wurden aus folgenden Mikro-
organismen isoliert: Bifidobacterium bifidum var.
pennsylvanicus, identisch mit Lactobacillus bifidus

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. F. Zilliken, Phy-
siologisch-Chemisches Institut der Universitit, D-5300
Bonn, Nullallee 11.

var. penn., ATCC 11863; Corynebacterium haemo-
lyticum, ATCC 9345; Erysipelothrix insidiosa,
Stamm 119 (K.-H. Bohm, Hannover) ; Mycoplasma
gallisepticum, Stamm TT (A. Ruys, Amsterdam) ;
Pasteurella multocida, Stamm 9133/67; Trichomo-
nas foetus, Stamm SchleiBheim (Dr. Beck, Ober-
schleifheim). Die Priparation der Neuraminidasen
ist aus vorhergehenden Arbeiten zu entnehmen % 12,

b. Substrate waren die folgenden Oligosaccha-
ride, deren Isolierung aus Kuhcolostrum und
Frauenmilch anderenorts beschrieben ist 13: 3"-Neur-
aminosyl-lactose = Neu-NAca2 — 3Galfl — 4Glc
= 3'-SL; 6'-Neuraminosyl-lactose = Neu-NAca2
— 6Galfl — 4Gle = 6'-SL; Di-neuraminosyl-lac-
tose = Neu-NAca2 — 8NeuNAca2 — 3Galfl —
4Glc = 8',3"-DSL. AuBlerdem wurden ein kommer-
zielles Isomeren-Gemisch aus Kuhcolostrum mit ca.
80% 3’-SL und 20% 6’-SL und reine Humanpro-
teine verwendet (siehe Tab.I).

c. Die Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgte
nach der von Aminoff * modifizierten Thiobarbitu-
ratmethode nach Warren 15. Die Michaelis-Konstan-
ten wurden graphisch nach Lineweaver-Burk ermit-
telt.

Ergebnisse und Diskussion

In Tab. I sind die K,,-Werte mikrobieller Neur-
aminidasen zusammengestellt. Daraus geht hervor,
dal} ausnahmslos alle Neuraminidasen niedrigere
K, -Werte und damit hohere Affinitdt gegeniiber
hochmolekularen Substraten wie etwa Glykopro-
teinen und umgekehrt héhere K,,-Werte und deshalb
auch geringere Affinititen gegeniiber niedermole-
kularen Neuraminosyl-laktosen bzw. Sialyllaktosen
aufweisen. Das mag im Zusammenhang mit der
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Tab. I. Michaelis-Konstanten (K,;) von Neuraminidasen bei nieder- und hochmolekularen Substraten.

Lfd. Neuraminidase niedermolekulare Substrate

hochmolekulare Substrate

Nr. von pH Substrat K [M] pH Substrat K [M] Lit.
1 Bifidobacterium 5,0 3’-SL 1,0x 103 5,0 saures a;-Glykoprotein 5 x10~¢
bifidum var. penn. 6’-SL 2,0x 1073
8’.3"-DSL 3,5 x 102
2 Clostridium 4,5 SLa 2,4%x 103 6,0 Fetuin 10—4 19, 20
perfringens
3 Corynebacterium 5,0 3’-SL 4,0 x 10—* 5,0 saures a;-Glykoprotein 4 x10—4
haemolyticum 6’-SL 4,0 x 104
8’.3"-DSL 1,0x 103
4 Diplococcus 6,5 SLa 1,8% 103 6,5 saures a;-Glykoprotein 3.5%x10—% 20
pneumoniae
5 Erysipelothrix 6,5 SLa 1,6 x 103 6,5 saures a,-Glykoprotein 6,5x 105
insidiosa Haptoglobin 5,5:% 10—*
Transferrin 1,4x 10—
Bs-Glykoprotein-I 1,7x 104
6 K-Streptococcus 5,5 SLa 9,0x 104 5,5 Rinder-Submaxillaris- 1,7x10—¢ 2
Mucin (BSM)
7 Mycoplasma 4,5 SLa 3.0x10-3 5,8 saures a,-Glykoprotein 5,0x10—4
gallisepticum Transferrin 3,5x10~%
8 Pasteurella 6,0 3’-SL 2 x10—4 5,5 saures a,-Glykoprotein 5 x10-°
multocida Haptoglobin 6 x10-°
Transferrin 5 x10—°
Bs-Glykoprotein-I 4 x10-3
9  Trichomonas 6,5 SLa 5,5 10—3 6,5 saures a,-Glykoprotein 2 x107*
foetus Haptoglobin 1 x10—°
fs-Glykoprotein-I 2 x10—%
10  Vibrio cholerae 56 SLa 1, 2% 10—2 5,5 saures a;-Glykoprotein 1,5x10—¢
Haptoglobin 1,3x10~*
Transferrin 1,5x10=* 2223
fs-Glykoprotein-T 1,4x 104
Haemopexin 9 x10-5
a,-HS-Glykoprotein 7 x10~%

Abkiirzungen: SL 2, Sialyllactose aus Kuhcolostrum als Isomerengemisch;

3’-SL, N-Acetylneuraminyl-(a, 2 — 3)-lactose;
6’-SL, N-Acetylneuraminyl-(a, 2 — 6)-lactose;

8’,3’-DSL, N-Acetylneuraminyl-(a, 2 — 8)-N-acetylneuraminyl-(a, 2 — 3)-lactose.

Tatsache gesehen werden, daf} alle Neuraminidase-
produzierenden Keime ihren normalen Standort auf
tierischen  Schleimhduten, Ausscheidungen oder
Kadavern besitzen, wo sie durch ihre Fahigkeit zum
Abbau und wohl auch zum Metabolismus von Muci-
nen und Glykoproteinen bevorzugte ckologische Be-
dingungen finden. Aus den vorliegenden Unter-
suchungen ergibt sich kein Zusammenhang zwischen
den K,-Werten und der Pathogenitét der einzelnen
Mikroorganismen, wie zunichst vermutet worden
war.

Es diirften demnach andere molekulare Parameter
fir die pathogene Wirkung von Bedeutung sein.
Hier spielt wohl neben der Enzymmenge die Sub-
stratspezifitit eine entscheidende Rolle, soweit sich
das aus den wenigen bisher vorliegenden Unter-
suchungen ersehen lafit. Insbesondere hier weicht
die Bifidobacterium bifidum-Neuraminidase wesent-
lich von den bisher untersuchten Enzymen obligat

pathogener Infektionserreger wie Vibrio cholerae
oder Clostridium perfringens ab. Denn die Bifido-
bactertum-Neuraminidase besitzt eine hohere Sub-
stratspezifitit und somit ein engeres Substratspek-
trum als die bisher untersuchten Enzyme hochpatho-
gener Keime? 11:16:17: denn es wird lediglich
(a,2— 3)-gebundene N-Acetylneuraminsédure glatt
abgespalten, wihrend (¢,2— 6)- und (a,2— 8)-
Bindungen wesentlich langsamer angegriffen wer-
den 910,

Bei Viren findet man ahnliche Verhiltnisse. Die
bisher untersuchten Neuraminidasen der Myxoviren
besitzen teilweise noch engere Substratspektren 1617,
Und ganz entsprechend lassen sich bei diesen Viren
keine Beziehungen zwischen Neuraminidase-Produk-
tion und Pathogenitat erkennen 8.

Zusammenfassend ergibt sich, dall Neuraminida-
sen offensichtlich nur dann eine pathogene Bedeu-
tung im Infektionsverlauf besitzen, wenn sie in gro-
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Ber Menge gebildet werden und bei breitem Sub-
stratspektrum und damit geringer Substratspezifitat
viele makromolekulare Substanzen abbauen kénnen.
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