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Zusammenfassung: Die Biosynthese von Polyen-
fettsduren und deren Einbau in die Phospholipoide
Lecithin und Colamin-kephalin von HeLa-Zellen
wurden untersucht. Radioaktiv markierte Polyen-
siuren vom Ol-, Linol- und Linolensiuretyp
wurden nach den aus fritheren In-vitro-Unter-
suchungen abgeleiteten Prinzipien verldngert bzw.
olefiniert und dann in die Lecithine und Colamin-
kephaline eingebaut. Nach der Trennung dieser
beiden Lipoidklassen wurde die Verteilung der

Summary: The technique of tissue culture has
been used in order to study the biosynthetic
transformations (chain elongation and olefination)
and the incorporation into phosphatidyl choline
and phosphatidyl ethanolamine of the following
polyenoic fatty acids:

ABS.Cpo; ASS.Cpy; ATA0.Crg; ALT10.Cpq: A2
Cig; A%1215.Cig; A6S12.i50.Crg; AS9-Cyg;
ABS 11,14 Cyp.

These polyenoic fatty acids were readily absorbed
by HeLa cells and incorporated into phosphatidyl
choline and phosphatidyl ethanolamine, unchanged
or/and after chain elongation and olefination.

The quantitative analysis of aliquots of the total
mixture was achieved by two-dimensional thin-
layer-chromatography. The total lipid extract of
the cells was separated by silicic acid chromato-

* Verwendete Abkiirzungen: Phospholipase A =
Phosphatid-Acyl-Hydrolase (EC 3.1.1.4); Acyl-CoA- =
Acyl-Coenzym-A-Thioester; NADPH = reduziertes
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat. Die Struk-
turen der Fettsduren sind auf folgende Weise festgelegt :
z. B. A%12.C;5 — 18 C-Atome, 2 cis-Doppelbindungen
in Stellung 9 und 12.

** Postanschrift: Priv.-Doz. Dr. W. StoFfeL, 5 Kdln-
Lindenthal, Joseph-Stelzmann-StraBe 52.

markierten Sduren auf die 1- und 2-Stellung
beider Phospholipoide bestimmt. Die asymmetri-
sche Verteilung der Polyenfettsduren auf die 1- und
2-Stellung des Glycerinphosphats wird um so
deutlicher, je linger die Kohlenstoffkette und je
groBer die Anzahl der Doppelbindungen der
Acylreste ist. Lecithine und Colamin-kephaline
weisen eine sehr unterschiedliche Markierung
durch die Polyensiduren auf.

graphy into the different glycerophosphatides. The
fatty acyl residues of the 2-positions of phos-
phatidyl choline and phosphatidyl ethanolamine
were isolated after hydrolysis with phospholipase
A. The fatty acids of the 1-position were obtained
after trans-esterification of the pure lyso-com-
pounds as methylesters. Quantitative determina-
tion of the distribution of the radioactivity in the
lipid fractions and the quantitative radio-gaschro-
matographic analysis of the esters of the respec-
tive positions permit the following conclusions:

HelLa cells although they are dedifferentiated cells,
carry out the chain elongation and olefination
reactions. The reactions correspond to those of
our previous in vitro experiments, which have been
performed by rat liver microsomal enzyme
systems. A distinct chain length optimum of
18 C-atoms for dienoic acids of the linoleic acid
series is apparent. Whereas A3.6.Cj» is neither
elongated nor hardly incorporated into phospho-
lipids, A55-Cy4 and A7:10-Cy4 are readily elongated
to linoleic acid and partly into the Cag-series, as is
linoleic acid itself yielding arachidonic acid.
«-Linolenic and arachidonic acids are incorporated,
as such, into phospholipids. A%7.10.C;s and
A8.9,12.i50-.Cys are elongated and olefinated to
trienoic and tetraenoic acids of the Cap- and Cao-
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series. A8:9-Cy3, a member of the oleic acid family is
transformed to AS-11-Cag and A3:8:11.Cyy although
the medium contained linoleic acid. These studies
confirm our observations derived from in vitro
studies that the chain elongation reaction requires
a carboxylic end (= CH[CH3],COOH) favourably
with not more than 5 CHo-groups. As a conse-
quence the substrates of the olefination reaction
are mostly the acids of the Csg-series. The methyl
end of the acids does not influence the elongation
and olefination reaction.

The fatty acids under study were incorporated
into phosphatidyl choline and phosphatidyl etha-
nolamine asymmetrically distributed into the 1- and
2-position of the glycerol moiety. The analyses
indicate, that in general Cjg-acids are preferably
acyl groups of phosphatidyl choline; the unsa-
turated Cig-acids, eicosa-8,11- and -11, 14-dienoic
and eicosa-5,8,11- and -8, 11, 14-trienoic acids are
present in approximately the same amount in
both glycerophosphatides which represent the two

Die Technik der Zellkultur wurde bisher fiir die
bicchemische Untersuchung des Lipoidstoffwech-
sels kaum angewendet. Lediglich in Untersuchun-
gen iiber den Stoffwechsel der freien Fettsiuren
Palmitinsdure! und Linolsiure? fand die Zellkultur
Anwendung.

Die Zellkultur nimmt eine Mittelstellung zwischen
cem Ganztier-Versuch und dem In-vitro-Versuch
ein. Sie ermdglicht es, die biosynthetischen
Leistungen einer einzelnen Zellart zu studieren.
Uber das chemisch definierte Nahrmedium kénnen
isotopenmarkierte Intermedidrprodukte einge-
schleust werden. IThr Weg im Stoffwechsel kann dann
verfolgt werden. Es entfallen die Resorptions- und
Transportphéinomene und die Verteilung iiber den
gesamten Organismus im Ganztier-Versuch. Das
In-vitro-Experiment ermdglicht den Einblick in
den Mechanismus von Einzelreaktionen und oft
auch von Reaktionssequenzen, jedoch vermag es
nicht die Frage zu beantworten, welche biologische
Bedeutung der entsprechenden Reaktion zu-
kommt.

In dieser Arbeit soll iiber Untersuchungen zur
Biosynthese von Polyenfettsduren und Glycerin-

1 A. A. SPECTOR, D. STEINBERG u. A. TANAKA, J. biol.
Chemistry 240, 1032 [1965].

2D. F. HAGGERTY, L. E. GerscuENnsoN, 1. HARARY u.
J. F. MeAD, Biochem. biophysic. Res. Commun, 21,
568 [1965].

W. StoFFEL und A. SCHEID

Bd. 348 (1967)

main lipid classes of HeLa cells. Arachidonic acid
and the polyenoic acids with 22 C-atoms were
mainly incorporated into phosphatidyl ethanola-
mine.

All the polyenoic acids investigated here acylate
predominantly the 2-position but also to a small
extend the I-pesition. Particularly the Cis- and
C16- polyenoic acids and the Csg acids with only
two double bonds are incorporated with less
discrimination into both positions. The 2-position
of phosphatidyl ethanolamine is predominantly
labelled with arachidonic acid and Css- polyenoic
acids. From their distribution pattern in phos-
phatidylcholine and phosphatidyl ethznolamine
polyenoic acids may be ordered in a series,
which reflects the increase in the ratio of the
incorporation of each of the acids in the 2- and
1-position :

AB.11 and 1L,14.Cop < A5.8,11 and 8,11,14.Cpg <
A912.Crg < ASSILIA Gy

phosphatiden in der Zellkultur von HeLa-Zellen
berichtet werden. Die Ergebnisse sind vor allem
im Hinblick auf die in fritheren Untersuchungen
in vitro gemachten Beobachtungen von Bedeutung.
Kienk? und MEeap* haben wesentliche Grundziige
der Biogenese der Cap- und Cas-Polyenfettsduren
vom OI, Linol- und Linolensduretyp in Ver-
suchen in vive klargelegt. Die Sduren vom Ol-
sduretyp werden von der Zelle de novo syntheti-
siert, wihrend solche vom Linol- und Linolen-
sduretyp von der tierischen Zelle nur unter Nut-
zung der essentiellen Linol- und Linolensiure auf-
gebaut werden. In Versuchen in vitro gelang es
dann, die Biosynthese dieser Polyensiuren in zwei
Teilreaktionen (Kettenverlingerung und Olefi-
nierung) durchzufiihren. Dabei zeigte sich, daB die
Strukturen der einzelnen ungesdttigten Fettsiuren
(Kettenldnge, Zahl der Doppelbindungen und
Linge des Carboxylendes) einen bestimmenden
EinfluB auf die beiden Teilreaktionen haben3.

Die Beziehung zwischen Struktur und Affinitit
der Polyenacyl-CoA-Ester in der Transacylase-
Reaktion, die zur Acylierung der Stellung 2 im
1-Acyl-L-glycerin-3-phosphat und 1-Acyl-L-gly-

3 E. KLENK, in Advances in Lipid Research, Vol. 3, 8. 1,
Academic Press, New York 1965,

4], F. MeAD, in Lipide Metabolism, John Wiley & Sons,
New York, 1960.

5 W. StoFrer, 13. Mosbacher
Springer-Verlag, Heidelberg.

Colloquium, 1965,
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cerin-3-phosphorylcholin fiihrt, wurden gleichfalls
untersucht®7?. Diese beiden Reaktionen sollen zu
der fiir die Phospholipoide charakteristischen
asymmetrischen Fettsdureverteilung fiihren®,

In den hier beschriebenen Experimenten wurden
den HeLa-Zellen in den einzelnen Versuchen
radioaktiv markierte Polyenfettsiuren mit dem
Medium angeboten. Die Sduren gehérten dem
Linolsduretyp, A3-6-Cya, A5-8.Cyy, A7-10.Cpg, A9-12.
Cys, A%7-10.Cyg, A58.11.14.Cop und dem Olsiiuretyp,
AB.9.Cig an. Ferner wurde die «-Linolensiure
A%12.15.Cyg und eine am Methylende verzweigte
isomere vy-Linolensiiure, die 16-Methyl-6.9.12-
heptadecatriensiiure (A8-9-12-is0-Cjg) verwendet. Mit
Hilfe dieser Substrate sollte iiber die folgenden
Fragen AufschluB erhalten werden: Werden in den
HeLa-Zellen die Reaktionswege der Kettenver-
langerung und der Olefinierung nach den aus In-
vitro-Versuchen abgeleiteten Prinzipien begangen
und wird auch in diesem System die Bedeutung
der Fettsdurestruktur fiir diese Reaktionen deut-
lich? Durch Auftrennung der Phospholipoide in
Phosphatidyl-cholin (Lecithin) und -iithanolamin
(Colamin-kephalin) und die Analyse der 1- und
2-standigen Fettsduren in diesen beiden Lipoid-
klassen sollte die Antwort auf die Fragen ge-
funden werden, ob die markierten Fettsduren
unterschiedlich in Phosphatidyl-cholin und -ditha-
nolamin eingebaut werden, wie es aus den Fett-
sidureanalysen dieser beiden Glycerinphosphatide
zu erwarten ist, und ob die asymmetrische Fett-
sdurebesetzung der 1- und 2-Stellung, die fiir
Glycerinphosphatide verschiedener Herkunft be-
schricben wurde®: ¥, unter diesen Versuchsbe-
dingungen ebenfalls beobachtet wird.

An die Inkubation der HeLa-Zellen mit den ge-
nannten Fettsduren iiber eine Zeitspanne von
20 Stdn. schloB sich in jedem Fall ein Analysen-
gang an, der in Abb. 1 skizziert ist. Aus der zwei-
dimensionalen Diinnschichtchromatographie der
Gesamtlipoide und der nachfolgenden Analyse
der Phospholipoidflecken auf Phosphor und
Radioaktivitat erhielten wir die Werte der Gesamt-
menge und der spezifischen Aktivitiit (Zpm/uzMol P)
von Phosphatidyl-dthanolamin, Phosphatidyl-cho-
lin, Phosphatidyl-serin, Phosphatidyl-inosit und

S W. E. M. LanDs u. P. Harr, J. biol. Chemistry 240,
1905 [1965].

7 W. StoFreL, H. G. Scrierer u. G. D. WoLr, diese Z.
347, 102 [1966].

8 D. J. HANAHAN, J. biol. Chemistry 211, 313 [1954].

9 D. N. RuopEs, Biochem. J. 68, 380 [1958].
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Sphingomyelin. Die pridparative Sdulenchromato-
graphie der Gesamtlipoide lieferte ein diinn-
schichtchromatographisch sauberes Phosphatidyl-
dthanolamin und eine Phosphatidyl-cholin-Frak-
tion, die stets noch mit kleineren Mengen Phos-
phatidyl-serin (Serin-kephalin) und Phosphatidyl-
inosit verunreinigt war. Nach Phospholipase-A-
Spaltung dieser beiden Fraktionen und priparativer
Trennung der Spaltprodukte auf Kieselsiure wur-
den die spezifischen Aktivititen von Lyso-Phos-
phatidyl-dthanolamin und Lyso-Phosphatidyl-cho-
lin durch Analysen von Diinnschichtplatten be-
stimmt. Die Methylester der 1- und 2-stindigen
Fettsduren von Phosphatidyl-dthanolamin und
-cholin wurden der radio-gaschromatographischen
Analyse unterzogen. Dabei wurden gleichzeitig mit
den Massen der in ihrer Struktur bekannten Fett-
sduren deren Radioaktivitéten registriert. Die einer
bestimmten Fettsidure zuzuordnende Radioaktivi-
tdt wurde umgerechnet auf ihren prozentualen
Anteil an der Gesamtaktivitiit, die wihrend der
Chromatographie gemessen wurde. Die Abb.
2a—d zeigen die vier Chromatogramme -eines
Inkubationsversuches. Aus diesen Radioaktivi-
téts-Verteilungen auf die Fettsduren einmal der 1-
und zum anderen der 2-Position eines Phospholi-
poids und den spezifischen Aktivititen der 1-
Stellung (= spezif. Aktivitit des Lyso-Phospholi-
poids) und der 2-Stellung (= spezif. Aktivitiit des
Phospholipoids nach Abzug der spezil. Aktivitit
des Lyso-Phospholipoids) wurde die Radioaktivi-
tdtsverteilung auf die Fettsduren jeder der beiden
Phospholipoid-Klassen ermittelt. Aus diesen Er-
gebnissen und aus dem Mengenverhiltnis von
Phosphatidyl-dthanolamin und Phosphatidyl-cho-
lin haben wir noch die Aktivitiitsverteilung auf die
Fettsduren des groBeren Teils der Gesamtphos-
pholipoide, den diese beiden Klassen darstellen,
bestimmt.

Analyse der Phospholipoide aus Hela-Zellen

Die qualitative Analyse der Gesamtlipoide von
HeLa-Zellen zeigt Komponenten, die sich in ihrem
Verhalten in der Diinnschichtchromatographie
nicht von denen anderer tierischer Organe unter-
scheiden. Der Anteil der Phospholipoide am Zell-
trockengewicht betrug durchschnittlich 11 pMol
auf 100 mg getrocknete Zellen, das sind 8—9 Ge-
wichts-%. Die Verteilung der Phospholipoide auf
die einzelnen Klassen weist eine groBe Ahnlichkeit
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Geerntete und beschallte Zellen — Proteinbestimmung

Gesamtlipoid-Gemisch

Lyophili-
sation u.
Extraktion
d. Lipoide

zweidimensi-
onale DC*
Sédulen- 7
chromato- .I, ,l
graphie % =
an Kiesel- BelimmE.  sCBestimmg,
sdure * vonPA u PC*
PS, PI u. S§*

'

Phosphatidyl-ithanolamin
(Colamin-kephalin)

Phospho-
lipase A-
Spalte.

Lyso-Phosphatidyl-dthanolamin
und freie Fettsdure

Siulen-
chromato-
graphie
an Si0,
Lyso-Phosphatidyl- Freie Fettsdure
dthanolamin
ein-
Um- dimen-
este- sionale
Tung DC* Ver-
este-
‘L— l rung
P-Bestimmg.  "'C-Bestimmag.
von Lyso-PA* von Lyso-PA®*

Methylester der 1-stiin- Methylester der 2-stin-
digen Fettsdure von digen Fettsdure von
Phosphatidyl-dthanol- f’hosphalldyl dthanol-
amin amin

!

Phosphatidyl-cholin
(Lecithin)

Phospho-
lipase A-
Spaltg.

Lyso-Phosphatidyl-cholin
und freie Fettsdure

Siulen-
chromato-
graphie
an Si0,
Lyso-Phosphatidyl- Freie Fettsdure
cholin
cin-
Um- dimen-
este- sionale
rung Dc* Ver-
este-
l ey rung
¥
P-Bestimmzg. HC-Bestimmse.
von Lyso-PC*  von Lyso-PC*
Methylester der 1-stin- Methylester der 2-stin-
digen Fettsaure von digen Fettsdure von
Phosphatidyl-cholin Phosphatidyl-cholin

'

Radiogaschromatographie

Abb. 1. Schematische Darstellung des Analysenganges.

* Abkiirzungen: DC = Dinnschichichromatographie; PA = Phosphatidyl-ithanolamin (Colamin-kephalin); PC = Phosphatidyl-cholin
(LLcH!lm) P3 — Phosphatidyl-serin (Serm-keph.clln}, PI = Phosphatidyl-inosit; § — Sph:nsnm)elm.
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Abb. 2. a und b: Einbau in die 1-Stellung (a) bzw. 2-Stellung (b) des Phosphatidyl-ithanolamins
cund d: Einbau in die 1-Stellung (c) bzw. 2-Stellung (d) des Phosphatidyl-cholins. Abb, d) und Legende niichste Seite.
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Abb. 2. (Forts.) Radiogaschromatographische Analysen der Methylester der 1- und 2-stindigen Fettsduren von
Phosphatidyl-cholin und -dthanolamin (A3-8-Cy4-Siure-Inkubationsversuch). Die untere Halfte der Abbildungen

zeigt jeweils das Massenchromatogramm (Angaben der
1+10°7), dic obere Hilfte zeigt die gleichzeitig regist

Sauren in C-Zahl: Doppelbindungszahl, Empfindlichkeit:
rierte Zerfallsrate (Angaben an der Kurve in 9] Radio-

aktivitit). Saule: 15proz. Athylenglykol-Bernsteinsiure-Polyester auf Kieselgur. 176% 50 m/ Argon/Min.

mit der in der Leber auf!?. So stellt Phosphatidyl-
cholin etwa die Hilfte der Phospholipoide, auf
Phosphatidyl-dthanolamin entfallen rund 30%; und
der Rest verteilt sich auf Sphingomyelin (10%),
Phosphatidyl-serin (Serin-kephalin) und Phospha-
tidyl-inosit (jeweils etwa 5%) (Tab. 1). Die Unter-
schiede in der Verteilung der Phospholipoide inner-
halb einer Versuchsreihe, die jeweils gleich behan-

Tab. 1. Die Verteilung der Phospholipoide von HeLa-Z

delte Zellen einer Generation enthielten, waren
deutlich kleiner als die von einer Serie zur anderen.
Die Verhiltniszahlen unterliegen trotz der Be-
mithungen, die duBeren Wachstumsbedingungen
konstant zu halten, erheblichen Schwankungen.
Jedenfalls sind Phosphatidyl-cholin und -dthanol-
amin mit einem Anteil von etwa 80% die Haupt-
vertreter der Phospholipoide und eignen sich des-

ellen auf die einzelnen Phospholipoid-Klassen.

Phosphatidyl-
Inkubierte Gesamt- -iithanol- -cholin -serin -inosit | Sphingomyelin
markierte Vers.- Lipoid-P amin 3 2 > [71*
Fettsdure Serie [:Mol] [%1* [%a1* [%l1® [%a1*
A3e.Be.Cya D 4,42** 21 36 25 18
AB.8.Cyy B 17,30 334 48,1 5,6 5,0 8,0
A710.Cig B 25,56 30,4 43,6 87 5.9 11,3
A1 Cg C 22,30 30,2 54,1 3,2 39 8,5
AB.8.11.14.Cy D 6,30 25 44.5 15 15
AB.9_Cyg A 30,73 26,2 472 8,6 8,6 9.3
A4710_Cyg A 27,50 27,1 50.7 6,8 75 1.9
A8.9.12.550-Cig B 25,90 31,1 452 7.0 6,0 10,7
AR12.15.Cpq D 4,12 24 39 21 16

# 97 der gesamt=n Phospholipoide.

+* In den Serien A—C wurden in jedem Versuch vier, in der Serie D wurde nur cine Kulturflasche verwendet.

10 D, J. HaxaHAN, in Lipid Chemistry, John Wiley &

Sons, New York 1960.
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wegen fiir die genauere Analyse in den Isotopen-
Experimenten. Aus der Tab. 1 geht ferner das Aus-
maB hervor, in dem die radiogaschromatographi-
schen Analysen der Phosphatidyl-cholin-Fraktion
durch ihre Verunreinigung mit den Serin- und Ino-
sit-Verbindungen verfilscht sind.

Die Markierung von Phosphatidyl-dthanolamin und
Phesphatidyl-cholin mit den eingesetzten markier-
ten Fettsduren

Die spezifischen Aktivititen der isolierten Phospha-
tidyl-choline und -dthanolamine gehen aus Tab. 2

Polyenfettsiure- und Phospholipoidsynthese
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hervor. Beide Phospholipoidklassen sind markiert
und zwar die Cholin-Verbindungen stets deutlich
stirker als die Athanolamin-Verbindungen. Es wer-
den also die als Ammoniumsalz angebotenen Fett-
sduren von den HeLa-Zellen nicht nur aufgenom-
men, sondern es werden auch die Séuren oder ihre
im Zellstoffwechsel gebildeten Folgeprodukte in die
Phospholipoide eingebaut. Alle verwendeten Po-
lyensiduren wurden fiir die Phospholipoidsynthese
herangezogen, doch kann die A3.6-Cyo-Sdure dazu
nur sehr viel schlechter verwendet werden als alle
anderen Siiuren dieser Reihe.

Tab. 2. Die spezif. Aktivititen von Phosphatidyl-dthanolamin und Phosphatidyl-cholin. Zum Vergleich die spezif.
Aktivitdten der mit den HeLa-Zellen inkubierten Fettsduren.

Inkubierte Spezif. Aktivitit [Zpm/nMol]

Fettsiure Inkubierte Fettsidure Phosphatidyl-dthanolamin Phosphatidyl-cholin
A36.Crp 65000 270 925
AS-8.Cyq 370 76 124
A71.Crg 375 88 176
AR12.Cyg 287 46 139
AB.8.11.14_Cyy 1900 390 1120
A89-Cyg 472 100 168
A4710.Crg 507 99 158
A8.9.12. 450 Cyg 186 61 7%
A9-1215.Cpg 610 102 109

Zum Um- und Abbau der inkubierten Sduren im
Zellstoffwechsel

Den von den Zellen aufgenommenen Séduren stehen
drei Wege zur Verfiigung: Sie konnen iiber die
B-Oxydation zu Acetat-Einheiten gespalten werden,
die ihrerseits wieder der Synthese von gesittigten
und ungesittigten Sduren vom Palmitolein- und
Olsduretyp zur Verfiigung gestellt werden kénnen.
Ferner konnen die mikrosomalen Enzyme der
Kettenverlingerung!! und Olefinierung!?: 13 sie als
Substrate tibernehmen. SchlieBlich kénnen sie eben-
so wie die auf den ersten beiden Wegen entstandenen
Sduren unveriindert zur Acylierung des vr-u-Gly-
cerinphosphats oder der Lyso-Glycerinphospha-
tide®: 7 herangezogen werden.

Um gerade diesen letzten Weg beurteilen zu kdnnen

11 W, Storrer u. K. L. AcH, diese Z. 337, 123 [1964].
12 W, StoFreL, Biochem. biophysic. Res. Commun. 6,
270 [1961].

13 W, StorreL u. H. G. ScHIEFER, diese Z. 345, 41
[1966],

und nicht die an die Zellen adsorbierte Fettsdure
des Inkubationsansatzes in die Bestimmung ein-
gehen zu lassen, wurde die Verteilung der Radio-
aktivitdt auf die Fettsiuren der von freien Fett-
sduren und Neutralfetten gereinigten Glycerin-
phosphatide untersucht (Tab. 3 und 4).

Aus der Radioaktivitédtsverteilung auf die Kompo-
nenten des Fettsduregemisches geht hervor, in
welchem Male die genannten drei Wege tatséchlich
eingeschlagen werden. Die Radioaktivitit in den
gesittigten und einfach ungeséttigten Sduren ge-
langt iiber den Acetat-,,pool* in diese Siuren. Die
markierten Polyenfettsduren entsprechen, sofern
es sich nicht um die inkubierten Siduren selber
handelt, den durch Kettenverlingerung und/oder
Olefinierung entstandenen Folgeprodukten.

Der iiber den Acetat-,,pool** und die Neusynthese
in das Fettsduregemisch gelangte Anteil an der
Gesamtaktivitdt ist aus Tab. 3 und 4 ersichtlich.
Dabei ist der tatséichliche Einbau dieser Sduren in
der Versuchszeit entsprechend der Anzahl der
Acetateinheiten, die fiir ihren Aufbau herangezogen
wurden, kleiner als ihr Anteil an der Radioaktivitit.
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Tab. 3. Die Verteilung der Radioaktivitit auf die Fettsduren der Glycerinphosphatide nach Inkubation mit
markierten Fettsiiuren vom Linolsduretyp. Als ,,Rest* wird die Radioaktivitit angegeben, die keiner der auf-
gefiihrten Komponenten zugeordnet werden kenn. Angaben in %, der eingesetzten Radioaktivitiit.

Aus Glycerinphosphatiden Inkubierte Sduren

isolierte Fettsiuren A36.Cya AB.8.Cyy AT10.Cyg AB12.Chyg ABBILIL
A36.Cys 100

gesiitt. Ciq 1,9 1,7 0.1 0,5
A38.Cyy 1,5

gesitt. Cis 11,0 9,5 0.8 0.1
A%-Cis 4,7 4.6 0.2

AT10.Chg 23 7.0

gesitt. Cis 1,3 1,0 4 0.5
A%Cis 42 1,6 1,2 02
A912.Crg 50,1 56,5 815

AlL14_Con 2.2 22 2,6

AB.11.14_Cyy 4.9 4,6 3.5 12.3
A5.8.11.14.Cqy 8,5 4,2 5,1 83.2
A13.16.C,p 1,5 1,6 0.4

AT-10.13.16_Cp 1,8 1,6 0,2 2,2
Rest 4,1 3,7 3.8 1,2

Tab. 4. Die Verteilung der Radioaktivitéit auf die Fettsduren der Glycerinphosphatide nach der Inkubation von
HelL a-Zellen mit verschiedenen [1-1#Cl-markierten Fettsduren. Als ,,Rest** wird die Radioaktivitdt angegeben, die
keiner der aufgefiihrten Komponenten zugeordnet werden kann. Angaben in 9; der eingesetzten Radioaktivitét.

Aus Glycerinphosphatiden Inkubierte Sduren
isolierte Fettsduren AB8.Cyg ALTI0Cyp A6.8.12.i50-Cyg ARIZ15.Cyq
gesdtt. Cia 23 157 32
gesitt. Cis 7.0 7.8 10.1
A®-Cys 1.1 3.1 1,6
ATI0.Cy 1.2 4.0 0.9
A4710.Cp 21.3

gesiitt. Cis 1.2 51
AY-Crs 49 1.3 7.9
A912.Cig 2,8

A6.9.Cyg 27,5

ABD121g6.Cyg : 7,5
AB.9.12.04g 9.8

ADA2.15.Cpg 100
AS11-Cay 11,4

ASI1L14i50-Cap 3,0
_\E\.ll.u_czu 3.7

A5-8.11.Cyoq 30,2

A58.11.14.i50-Cag 31,6
A3.8.11.14. o 2,6 35,5

A10.13.Cs 27

A10-13.16.j50-Caa 34
A10.12.16.Cs5 1.5

AT10.13.Cgn 58 '

AT-10.13.16_j50-Caso . 142
AT.10.13.16_Cy 2 472

Rest 1.7 3,4 11,5
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Fine Ausnahme bildet die 2H-markierte A3-5-Cya-
Siure, deren Wasserstoffatome in mehreren Schrit-
ten des Abbaus und der Neusynthese Gelegenheit
zum Austausch und damit zur Verdiinnung hatten,
so daB in den neu gebildeten Sduren nur eine nicht
meBbar geringe Aktivitdt erwartet werden kann.

Der iiberwiegende Anteil der Radioaktivitit in den
Phospholipoiden wurde im Substrat selber und in
den Kettenverlingerungs- und Olefinierungspro-
dukten gefunden. In Tab. 3 ist die Aktivitits-
verteilung auf die Phospholipoid-Fettsiuren in den
Versuchen mit den Diensciuren ver Linolsduretyp
von 16 bis 18 C-Atomen und der Arachidonsdure
wiedergegeben. Die diesen Sduren gemeinsamen
Strukturmerkmale sind die beiden durch eine
Methylengruppe isolierten Doppelbindungen und
die Linge des Methylendes von 5 C-Atomen. Die
Unfihigkeit des tierischen Organismus, im termi-
nalen Methylende weitere Doppelbindungen einzu-
fiihren!2, beschrankt die moglichen Verdnde-
rungen an diesen Sduren auf Verlingerungen des
Carboxylendes um Cs-Einheiten und die Einfiih-
rung weiterer Doppelbindungen in das Carboxyl-
ende. Es wurde friiher gezeigt, daB die Ketten-
verlingerung der Polyensduren durch ein mikro-
somales Enzymsystem erfolgt, das NADPH und
Malonyl-CoA als Cofaktoren benétigt. Das Enzym
ist nicht streng substratspezifisch, doch werden
Fettsduren mit einer Ldnge von 16 und 18 C-Ato-
men und mit einem Abstand von 2 bis 5 Methylen-
gruppen zwischen Carboxyl-C und erster Doppel-
bindung besonders gut umgesetzt. Eine grofiere Ge-
samtlinge des Molekiils sowie auch eine groBere
Linge des gesittigten Carboxylendes fiihren zu
einem sehr kleinen Umsatz zu Verldngerungspro-
dukten®. DaB dieser Spezifititsbereich des ketten-
verlingernden Enzyms in bezug auf die Ldngen von
Gesamtkette und Carboxylende nicht nur diese
obere Grenze hat, sondern auch nach unten be-
schriinkt ist, geht aus dem A3:6-Cjo-Sdure-Inku-
bationsversuch hervor: Es wurden keine Verlidnge-
rungsprodukte dieser Sdure gefunden. Hingegen
geht die nur um 2 C-Atome ldngere A%-8-Cy4-Sdure
zu 709 in lingerkettige Folgeprodukte iiber. Die
Radioaktivitdtsverteilung auf die Fettsduren in
diesem Versuch gleicht der bei den Inkubationen
mit anderen Bishomologen, der A7-10-Cy¢-Siiure und
der A9:12.Cy¢-Siure: In allen drei Versuchen ist die
Aktivitéit in der Linolsdure am groBten, ein kleiner
Prozentsatz ist durch weitere Verlingerung in die
Diensiuren der Cag- und Cao-Reihe gelangt. Haupt-
verlingerungsprodukt der A3-8-Cyy-Sidure sowie
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der A7-10.Cg-Siure ist die Linolsiure; es ist also
gleichgiiltig, ob das Substrat eine einmalige oder
zweimalige Verlingerung um eine Ca-Einheit er-
fordert. Dieser Befund deckt sich mit den Ergeb-
nissen von In-vitro-Inkubationen dieser Sduren mit
Rattenleber-Mikrosomen und  Malonyl-CoA3.
Auber diesen durch Kettenverlingerung entstande-
nen Dienséiuren treten auch Olefinierungsprodukte
auf: etwa 49 der Radioaktivitit wurde in A8-11.14.
Cap-Sdure gefunden, 4—8 %, in A%8-11.14.Coy-Siure
und ein kleinerer Teil in A7-10-13.16.Cyo-Siure. Diese
Uberfithrung der Dienséduren in hoher ungesiittigte
Polyensiiuren hat uns iiberrascht, denn HAGGERTY
et al.? berichteten jiingst, daB HeLa-Zellen nicht
in der Lage seien, die Olefinierungs-Reaktion an
Linolséure durchzufiihren. Sie interpretierten dieses
Unvermdgen als einen Verlust der olefinierenden
Enzymaktivitit im Verlauf der Entdifferenzierung.
Der von uns verwendete HeLa-Stamm ist dagegen
in der Lage, aus Linolsiure Arachidonsiiure zu
bilden (Abb. 3).

Zwei Wege sind fiir die Synthese der Arachidon-
sdure aus der Linolsdure moglich. Der erste Schritt
kann entweder eine Kettenverlingerung zu All-14.
Cyp-Sdure!® sein oder aber die Einfiihrung einer
Doppelbindung unter Bildung der <-Linolen-
siured 14, Sowohl die AM1-14-Cyy-Siiure als auch die
+-Linolens#ure kann in vitro in die Arachidonsédure
iiberfihrt werden!!-12. Da wir in allen diesen
Dienséure-Inkubations-Versuchen bei der radio-
gaschromatographischen Analyse eine deutlich
mefBbare Aktivitit in einer Sdure mit dem Reten-
tionsvolumen der A1-14.Cyg-Sidure, nie jedoch in
der A8:9.12.Cyg-Sure fanden, sprechen diese Be-
funde dafiir, daB der tatséichlich beschrittene Weg
auf dem von STorrFEL!2 postulierten iiber die All.14-
Cao-Séure als Intermedidrprodukt fiihrt, In Tab, 3
sind ferner die Radioaktivititsverteilungen nach
Verwendung der Arachidonsdure als Substrat mit-
geteilt. Diese Siure wird, abgesehen von einem
kleinen Teil, der der $-Oxydation anheimfillt, ohne
weitere Verlingerung und Dehydrogenierung in die
Phospholipoide eingebaut. Das spricht dafiir, daB
die Arachidonsiure eine fiir die Phospholipoid-
Synthese optimale Struktur besitzt.

In Tab. 4 sind die Radioaktivitdtsverteilungen auf
die Fettsiduren der Phospholipoide von HeLa-Zellen
wiedergegeben, die mit gewdhnlich nicht oder nur
in kleinsten Konzentrationen in der HeLa-Zelle
vorkommenden Sduren inkubiert waren.

14 J F. Meap u. D. R. Howrton, J. biol. Chemistry
229, 575 [1957].
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Abb. 3. Radiogaschromatogramm des Methylester-Gemisches der 2-stindigen Fettsiuren des Phosphatidyl-
dthanolamins nach Inkubation mit A®-1%.Cys-Sdure (Linolsdure). An der im Massenchromatogramm (untere
Kurve) markierten Stelle (4) wurde die Empfindlichkeit verdreifacht (von 3 - 107 auf 1-10-7). Obere Kurve:
gleichzeitig registrierte Radioaktivitdt. Sonst wie Legende zu Abb. 2.

Die A8%9.Cig-Sdure gehdrt auf Grund ihres Me-
thylendes von 9 C-Atomen zur Olsiurefamilie.
Die Olsiure unterscheidet sich von der Linol-
sdure einmal dadurch, daB sie vom Organismus
ganz synthetisiert werden kann!3, und zum an-
deren dadurch, daB sie vom hinreichend mit Linol-
sdure ernihrten Organismus nicht als Substrat
der Kettenverldngerung und Olefinierung benutzt
wird. Es sind in den Organphosphatiden fettfrei
ernihrier Ratten jedoch Polyensduren vom Olsdure-
typ nachgewiesen worden!8, und zwar hauptséchlich
die A5-8-11.Cy-Siiure, die ganz aus Acetat aufgebaut
wird, und fiir deren Synthese die Olsiiure ein Zwi-
schenprodukt darstelltl?. Als ersten Schritt in der
Synthese dieser Polyensiduren aus der Olsiure
kann man die Olefinierung zur A%-9-Cyg-Sdure an-
nehmen. Dieses mdgliche Zwischenprodukt haben
wir HeLa-Zellen angeboten. Wie die Linolsdure
so wird auch die A8.8-Cjg-SHure aufgenommen
und in die Phospholipoide eingebaut. Es entste-
hen jedoch, anders als in den Versuchen mit
der Linolsdure und ihren kiirzerkettigen Homo-

15 A J. FuLco u. J. F. MEAD, J. biol. Chemistry 234,
1411 [1959].

16 E. Kienk u. K. OerTE, diese Z. 318, 86 [1960].
17 E. Kienk u. H. PrUGER, diese Z. 335, 53 [1963].

logen, sehrviel mehr Verlangerungsprodukte: In der
Cop-Reihe wurden 449 und in der Cos-Reihe 87
der Aktivitdit nachgewiesen. Die AS-9-Cjs-Siure
stelit auf Grund ihres um 3 C-Atome kiirzeren
Carboxylendes ein Substrat dar, das dem ketten-
verlingernden Enzym offenbar leichter zuginglich
ist als die Linolsdure. Es gilt also auch fiir die
lebende Zelle die nach Experimenten mit isolierten
Rattenleber-Mikrosomen von uns aufgestellte Re-
gel®, die fir optimale Umsdtze am kettenver-
lingernden Enzym eine Linge des Carboxylendes
von nicht mehr als fiinf Methylenbriicken fordert.
Den gréBten Anteil an den Verldngerungs- und
Dehydrogenierungsprodukten der A8-9-Cyg-Sdure
stellt die A3-8-11.Cyp-Siiure. Der gesamte Weg von
der Olsdure zur A3-8-11.Co-Sdure wird nur dann
beschritten, wenn, wie in fettfrei erndhrten Ratten,
die Linolsdure als ideales Substrat fiir die Bildung
von hoher ungesittigten Polyenséduren fehlt, Hin-
gegen ist die Reaktionsfolge von der A8-9-Cyg-Siure
zur A8-8.11.Cyp-Sure auch dann leicht gangbar,
wenn die Zellen eine hinreichende Menge Linol-
siure angeboten bekommen*.

* Gaschromatographische Analysen des verwendeten
Kiilberserums ergaben einen Linolsduregehalt von 10 mg
in 100 m/ des fertigen Nihrmediums.
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Wir schlieBen daraus, daB die erste Reaktion, die
Olefinierung der Olsiure zur 6.9-Oktadecadien-
siure, der Schritt sein muB, dessen schwierige
Durchfiithrung das Auftreten der A3-8-11.Cyy-Siiure
im normal ernédhrten Organismus verhindert.

Die A%.7.10.Cys-Sdure ist eine Modellverbindung,
deren einmalige Verldngerung die y-Linolenséure
liefern sollte. Versuche von MEeap!? zeigten, daB
die an Ratten verfiitterte [1-14C]y-Linolensiure fast
vollstiindig in die Arachidonsdure umgewandelt
wurde. Andererseits fithrten unsere fritheren In-
vitro-Experimente zwar zu einer zweimaligen Ver-
lingerung der A%7.10.C;q-Siiure, es wurde jedoch
nur ein kleiner Teil der A8-1L.14.Cop-Siiure zur
Arachidonsiiure dehydrogeniert. In HeLa-Zellen
wird die A%7-10.Cyg-Sdure zu 209% unveriindert
in die Phospholipoide eingebaut. 20%; der Radio-
aktivitit wurden in der y-Linolensdure und ca.
40% in der Cop-Reihe gefunden. Diese Verldnge-
rung des groBeren Teils iiber die y-Linolensdure
hinaus zu Cso-Sduren entspricht den Befunden in
den genannten In-vivo- und In-vitro-Experimenten.
Das Uberwiegen der Czp-Siuren iiber das einfache
Verldngerungsprodukt, die y-Linolensiure, besti-
tigt, daB die Ldnge des Carboxylendes entscheidend
ist fiir die weitere Verlidngerung der Cig-Siuren. Es
ergibt sich nimlich hier eine sehr dhnliche Vertei-
lung der Radioaktivitdt auf die Cis- und die Cop-
Siuren wie in dem Experiment mit der A8-9-Cyg-
Saure, die mit der v-Linolensdure (A8-9-12.Cyg) die
Linge des Carboxylendes gemeinsam hat. Ganz
anders ist jedoch die Verteilung in dem Versuch

&0
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mit der Linolsdure, die dieselbe Linge des Methyl-
endes wie die y-Linolensdure, jedoch ein um drei
C-Atome lingeres Carboxylende besitzt. Wie in den
Experimenten von MEaD!¥ wird auch hier die inter-
mediiir entstehende A8-11.14.Cy-Siiure fast vollstiin-
dig (zu 90%,) zur Arachidonsidure dehydrogeniert.
Fiir die Frage der Arachidonsduresynthese aus
Linolsdure erscheint es beachtenswert, daB die -
Linolensédure, die in diesem Versuch als Inter-
mediiirprodukt auftritt und nach dem von MEAD
postulierten Weg bei der Arachidonsiuresynthese
als Zwischenprodukt auftreten sollte, hier zwar in
die Phospholipoide eingebaut wird, in den Experi-
menten mit der Linolsdure jedoch nicht nachge-
wiesen werden kann. Auch dieser Befund stiitzt den
von uns beschriebenen Weg der Arachidonsiure-
synthese.

Da die vy-Linolensdure als Zwischenprodukt im
Aufbau der Arachidonsiiure aus der A*7-10-Cyg-
Siure aufirat, sollte ihr Verfiittern an HeLa-Zellen
zu einer etwa gleich starken Bildung von Czg-Sduren
filhren. Statt der y-Linolenséure selber haben wir
die A8-9-12j50-C;g-Séiure (Abb. 4) eingesetzt. Diese
Sdure besitzt das gleiche Doppelbindungssystem
und Carboxylende wie die y-Linolensdure, jedoch
ein verzweigtes Methylende in Gestalt einer Iso-
propylgruppe. In-vitro-Versuche hatten gezeigt, dal
diese Sdure wie die A4.7:10.C4-Siure hauptsichlich
in die Ficosatriensiure iiberfiihrt wurde, daB also
die Verzweigung des Methylendes die Kettenver-
ldngerung nicht beeinfluBlt. Die Verfiitterung der
A8.8.12_j50.C1g-Siiure an HeLa-Zellen fiihrt zu dem

12
i -iso-Cy
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Abb. 4. Radiogaschromztosramm des Methylestergemisches der 2-stindigen Fettsduren des Phosphatidyl-
ithanolamins nach Inkubation mit A%%12.950-C;5 (16-Methyl-6.9.12-heptadecatriensdure). An der im Massen-
chromatogramm (untere Kurve) markierten Stelle (1) wurde die Empfindlichkeit verzehnfacht (von 3 - 10-7 auf
3-10-8). Obere Kurve: gleichzeitig registrierte Radioaktivitdt. Temperatur der Siiule: 180%. Sonst wie Legende
zu Abb. 2.
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gleichen Ergebnis (Tab. 4): Die Radioaktivitits-
verteilung auf die ldngerkettigen Folgeprodukte
weist eine starke Ahnlichkeit mit der in dem
A4.7.10.Cyg-Siure-Experiment auf, nur sind die
Cap-Sduren deutlich stirker vertreten. Es wird
hier derselbe Unterschied zum In-vitro-Versuch
beobachtet wie bei der A1.7.10-C;g-Sdure-Inku-
bation: die entstehende A8-11.14.j50-Cap-Séure
wurde zu 90% zur A5-8.11.14.i50.Cop-Siure de-
hydrogeniert. Auch dieser Versuch macht die
vorhin erwihnte Hypothese HAGGERTYS unwahr-
scheinlich.

Der Inkubationsversuch mit der A?-12:15.Cyg-Siure,
der z-Linolensiure, bestiitigte die Riickschliisse auf
die Bedeutung der Linge des Carboxylendes fiir die
Kettenverlingerung: Es treten keine Verlangerungs-
produkte auf, da das Carboxylende ldnger ist als in
den beiden zuletzt genannten Versuchen. Es bleibt
Jjedoch ungeklirt, warum die Linolsiure als einzige
von den Sduren mit 7 Methylenbriicken im Car-
boxylende zu tiber 10%, verlingert wird, wihrend
die x-Linolensdure {iberhaupt keine Umsitze zeigt.

und A. SCHEID Bd. 348 (1967)
Die Verteilung der Fettsiuren auf Phosphatidyl-
cholin und Phosphatidyl-cithanolamin

In Tab. 5 und 6 sind die Verteilungen der Radio-
aktivititen auf die Fettsduren der Phosphatidyl-
cholin- und Phosphatidyl-dthanolamin-Fraktionen
zusammengestellt. Vergleicht man innerhalb eines
Versuches die Radioaktivitdtsprozentsitze einzelner
Sduren im Phosphatidyl-cholin mit denen gleicher
Sduren im Phosphatidyl-dthanolamin, so gelangt
man zu folgender, fiir alle Versuche giiltigen Fest-
stellung: in der Cholin-Verbindung ist der Anteil
der Ci¢-Sduren sehr viel groBer als in der Athanol-
amin-Verbindung, die Séuren der Cig-Reihe, die
Eicosadien- und Eicosatriensdure sind in beiden
Phospholipoidklassen etwa gleich stark vertreten,
wihrend die hoher ungesédttigten Sduren, insbe-
sondere die Arachidonsdure, im Phosphatidyl-
dthanolamin einen deutlich stirkeren Anteil aus-
machten. Hier iiberwiegen also, anders als im
Phosphatidyl-cholin, die langkettigen und hoch-
ungesiéttigten Sduren.

Tab. 5. Die Verteilung der radioaktiven Fettsduren auf Phosphatidyl-cholin (PC) und Phosphatidyl-dthanolamin

(PA) (Inkubation mit Diensduren vom Linolsiuretyp).

Aus PC bzw. PA Inkubierte Saure
isolierte Saure A38.Cy4 ATI0.Cyq AvI2.Cyg

PC PA PC PA PC PA
Cu 2,2 1,0 1,8 1,4 0 0
AS8.Cyy 1,3 1,9
gesitt. Cig 144 28 11,7 32 09 0,6
A%Cie 54 3,0 54 29 0.1 0.4
AT10.Cyq 27 1,3 7.8 4,5 0 0
gesitt. Cig 1,1 1.7 0.9 1,1 03 1,0
A%Cys 43 38 1,5 2,0 0,9 2.8
AI2.Cyg 50,7 48,6 57,8 52,8 84.7 64,7
AlL14.Cy 232 22 1,9 3.2 23 4,5
A8.11.14.Cyy 3.2 88 4,6 4.8 3,1 5,9
A5.8.11.Cyy 5.6 153 3,1 73 3,6 13,0
A18.16.Cy 1,4 1,7 - 6,2 02 1,7
A7.10.13.16.Cgq 1,3 2,0 il ¢ 6,4 0 1,2
Rest 4.0 4,6 3,5 4,0 38 4,0
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Tab. 6. Verteilung der radioaktiven Fettsiuren auf Phosphatidyl-cholin (PC) und Phosphatidyl-dthanolamin (PA).

Aus PC bzw. PA

Inkubierte Sdure

isolierte Siure ABO. Oy A47.10.Chq AB.8.12.i50-Cyg
PC PA PC PA PC PA

gesitt. Cra 257 1,2 1,6 2,1 4,8 0.4

gesitt. Cig 84 2,6 9,6 2,6 14,0 3,1

A%Cpg 1,2 0,8 3,6 1,5 2,3 0,2

AT10.Cyq 1,4 0.5 51 0,6 1,2 0,4

A47.10.Cqg 25,5 8,5

gesitt, Cig 0,5 3,7 6,3 3,0

AS-Cug 53 3,6 1,4 1,0 10,0 42

A912.Cpg 33 1,8

AB.9.Cyg 28,7 23,6

A8.8.12.i50-Cyg 9.7 3,6

A69.12.C 0 10,5 6.3

A811.Cyg 10,2 15,5

AS.11.14.i50-Cag 4,0 11

AL o 3,9 32

A5.8.11.Cay 29,8 32,0

AB.8.11.14.i50.Cag 20,2 52,2

AB81114.Cyp 25 2,8 284 36,1

A10.13.Cgy 2,7 2.8

A10.13.16_50-Cas 4,7 1,0

Al10.13.16_Cgn 1,9 0.4

AT10.13.Co0 54 7.4

A7.10.13.16.j50 Cas 12,1 17,9

A7-10.13.16.Cay 2,5 9,5

Rest 1,3 3,3 2,4 6,5 10,8 12,8

Die spezifische Verteilung der Fettsauren auf die 1-
und 2-Stellung von Phosphatidyl-cholin und
Phosphatidyl-dthanolamin

Nach den Untersuchungen von TATTRIE!S, HANAHAN
ot al.l® und vaN DEeeneN et al.20 darf es als gesichert
gelten, daB die Phospholipase A aus den Glycerin-
phosphatiden Phosphatidyl-cholin und Phosphatidyl-
Athanolamin die 2-stindige Estergruppe hydrolysiert.
Die Analyse der Spaltprodukte fiihrte zu folgendem

18 N, H, TATTRIE, J. Lipid Res. 1, 60 [1959].

19 D, J. HANAHAN, H. BROCKERHOFF u. E. J. BARRON,
J. biol. Chemistry 235, 1917 [1960].

20 L. L. M. van DeeneN u. G. H. pE Haas, Biochim.
biophysica Acta [Amsterdam] 70, 538 [1963].

Bild von der Fettséiurebesetzung der beiden Hydroxyl-
Gruppen des L-Glycerin-3-phosphats: Die ungesittig-
ten Fettsduren, wie die Linolsdure und die Arachidon-
siure, besetzen vorwiegend die 2-Stellung, wihrend ge-
séttigte Fettsduren, insbesondere die Stearinsdure und
die Palmitinsaure, fast ausschlieBlich in der «-Stellung
gefunden werden!®,

Um einen AufschluB iiber den Einbaumodus der in
unseren Inkubationsversuchen entstandenen Fett-
siuren zu erhalten, haben wir Phosphatidyl-cholin
und -fithanolamin mit Phospholipase A gespalten;
die Analyse der abgespaltenen Fettséiuren scwie der
Lysoverbindungen auf 4C und Phosphor lieferten
die Aktivitit des Gesamtphospholipoids und der
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Tab. 7. Die Verteilung der Radioaktivitit auf die 1- und 2-Stellung von Phosphatidyl-cholin (PC) und Phosphatidyl-

athanolamin (PA).

Inkubierte Sduren

AS8.Cyy A710.Cyq AS.12.Cyq A6.9.Cya ALTA0.Cre ABS.12 5o Cro
analysiertes [Zpm/ [Zpm/ [Zpm/ [Zpm/ [Zpm/ [Zpm/
Material wMol] [%] pMol] [%]  uMol] [%] wMol] [%]  wMol] [%] wMol] [%]

1- + 2-St. 124000 100 176000 100 138600 100 168000 100 157800 100 75500 100

PC l 1-Stellung 25200 20 39300 24 27000 20 57000 34 44000 28 17300 23
2-Stellung 98800 80 136700 76 111600 80 111000 66 113800 72 58200 77

1- + 2-St. 75700 100 88000 100 45500 100 100000 100 99000 100 61000 100

PA { 1-Stellung 10700 14 20000 23 12600 28 47000 47 10100 10 9050 15
l 2-Stellung 65000 86 68000 77 32500 72 53000 53 88900 90 51950 85

1-stiindigen Fettsdure (als spezifische Aktivitdt =
Zpm/pMol P angegeben). Die Aktivitit in der 2-
Stellung wurde aus der Differenz dieser beiden
Werte errechnet. In Tab. 7 sind diese Befunde
zusammengestellt. In jedem Versuch sind sowohl
die Cholin- wie die Athanolamin-Verbindungen
in der 2-Stellung stiirker markiert als in der 1-Stel-
lung.

Die weitergehende Analyse der spezifischen Ver-
teilung wird allerdings erst durch die Untersuchung
der Verteilung jedes einzelnen Umwandlungspro-
duktes jeder inkubierten Sidure (Tab. 7) auf die 1-

und 2-Stellungen der beiden Lipoidklassen méglich.
Dafiir wird die Aktivitit (Zpm) jeder Fettsiiure in
der 1- und 2-Position eines wMols Phosphatidyl-
cholin bzw. -ithanolamin angegeben. Diese Werte
erhielten wir, indem wir die in Tab. 7 aufgefiihrten
spezifischen Aktivitdten der 1- und 2-Stellungen
entsprechend den durch die Radiogaschromato-
graphie gewonnenen Prozentsitzen auf die einzel-
nen Fettséiuren verteilten. In den Diagrammen
Abb. 5—8 sind jeder der auf der Abszisse bezeich-
neten Sauren vier Sdulen zugeordnet, deren Héhen
die Aktivitdten in der 1- und 2-Stellung eines uMols

Abb. 5. Inkubationsversuch 50
mit AS-8.Cy4-Sdure. Vertei-
lung der radioaktiven Fett-
siuren auf die 1- und 2-Stel-
lung vonPhosphatidyl-cholin
und Phosphatidyl-dthanol-
amin nach Inkubation mit
der angegebenen Fettsdure.
Jeder der auf der Abszisse
bezeichneten Sduren ist eine
Gruppe von vier Sidulen
zugeordnet. Die Sdulen einer
Gruppe entsprechen von
links nach rechts der 1- und |
2-Stellung von Phosphatidyl-
cholin und der 1- und 2-Stel- 14
lung von Phosphatidyl-
dthanolamin. Ordinate:
spezif.  Aktivitdt (4) in
Zpm/uMol. Cus  Cuz Do

%l

=~
=

w
2

10°%A (Zpm /Mol | ——

Ger Cez Cwo Cwr Cuz Cwz Cws Gox Grz o
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Phosphatidyl-cholin bzw. eines wMols Phosphati-
dyl-dthanolamin anzeigen.

Wie oben festgestellt wurde, stellt bei den Inkuba-
tionen mit den Cy4- und Cig-Diensiiuren vom Linol-
sduretyp die Linolsdure das Hauptverldngerungs-
produkt dar, die den Zellen angebotene Linolsidure
selbst wird zum groBten Teil unveriindert in die
Glycerinphosphatide eingebaut. Anhand der Abb. 5,
die die Fettsdureverteilungen nach der Inkubation
mit der A3-8.Cy4-S#ure wiedergibt, stellen wir fest,
daB die Linolsdure bei beiden Phosphatidgruppen
zum weitaus liberwiegenden Teil die 2-Stellungen
besetzt. Verfolgt man weiter die Verteilung in den
ldngerkettigen und stiirker ungeséttigten Sduren, so
findet man, daB das Gefélle von der 2-Stellung zur
1-Stellung beider Phospholipoide zunimmt, bis es
bei der Arachidonsédure ein Maximum erreicht mit
einem Wert von 20:1 im Phosphatidyl-dthanol-
amin. Ferner ist in dieser Reihe der Gradient von
der 2-Stellung des Phosphatidyl-dthanolamins zu
der des -cholins um so stirker, je weiter man von
der Linolsdiure zur Arachidonsiure gelangt. Die-
selben Verhiltnisse haben wir auch in der Vertei-
lung der Folgeprodukte im A7:10-Cy4-Siure- und im
A®.12.Cg-SHure-Versuch gefunden.

Der Einbau der A88-Cyg-Siiure (Abb. 6) in die vier
Glycerinphosphatidpositionen unterscheidet sich
von dem der Linolsdure insofern, als er in die 1-
Stellungen relativ stidrker und in die 2-Stellungen,
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insbesondere die des Phosphatidyl-dthanolamins,
in relativ geringerem MaBe erfolgte. Die Verteilung
der A8-11.Cy-Sture auf die beiden Stellungen des
Phosphatidyl-dthanolamins gleicht der Verteilung
im Phosphatidyl-cholin. Die Verlingerung um- die
Cq-Einheit (Cig zu Cig) hatte bewirkt, daB das Pro-
dukt bevorzugt in die 1-Stellungen eintritt, die Ein-
fithrung einer Doppelbindung fithrt nun dazu, daB
die A58.11.Coy-Siiure wieder bevorzugt zur Acy-
lierung der 2-Stellung herangezogen wird. Doch ist
noch nicht der scharfe Gradient der Arachidon-
sdureinkorporation in den vorigen Versuchen er-
reicht, auch iiberwiegt die Aktivitit der A%-8-11.Cay-
Sdure im Phosphatidyl-cholin noch iiber die im
-dthanolamin.

In dem A%4-710.Cy4-Siure-Versuch (Abb. 7) be-
gegnen wir demselben Muster der Arachidon-
sdureverteilung wie in den Experimenten mit den
Diensduren vom Linolstiuretyp: hier ist die 2-
Stellung des Phosphatidyl-dthanolamins mit 20:4
und 22:4 stdrker besetzt als die 2-Stellung des
-cholins; auch hier ist in der Athanolamin-Ver-
bindung mit einem Verhiltniswert von 46:1 ein
maximales Gefélle zwischen 2- und 1-stindiger
Arachidonséure erreicht. Anders als die Tetraen-
sduren haben alle stirker geséttigten Sduren bevor-
zugt die Cholin-Verbindung acyliert.

Die Verteilung der A8-9-12.j50-Cyg-Siiure und ihrer
Folgeprodukte (Abb. 8) gleicht der im vorange-

354
:J”—f};
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|
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=
=
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Abb. 6. Inkubationsversuch mit
AB.8.Cyg, Alle iibrigen Angaben
s. Legende zu Abb. 5. J:I:.
[
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Abb. 7. Inkubationsversuch mit 504
A4.7.10.Cy6-Sdure. Alle iibrigen
Angaben s. Legende zu Abb. 5. 1
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Abb. 8. Inkubationsversuch mit A8-9.12.jgo- | 4""%s0-Ly

Cis-Séure. Alle librigen Angaben s. Legende |
zu Abb. 5. 254
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gangenen Versuch: wie fiir die Kettenverlingerung
und die Dehydrogenierung gilt somit auch fiir die
Acylierungsreaktionen, dafi die Verzweigung des
Methylendes keinen EinfluB auf die Substratspezi-
fitéit der beteiligten Enzyme ausiibt.

= > -
Ges Gs1 e lmr lwz
is0-Cia 3 150~y 150-Gops 150-Lrg 150-o2¢

In allen Versuchen zeichnet sich folgende Tendenz
ab: Die langkettigen Polyensiiuren mit der Ara-
chidonsdure als Hauptvertreter werden fast aus-
schlieBlich zur Acylierung der 2-Stellung heran-
gezogen, im Phosphatidyl-dthanolamin noch stir-
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ker als im Phosphatidyl-cholin. Die Spezifitit fiir
die 2-Stellung gilt auch noch fiir die Linolsiure.
Sie verliert sich jedoch bei gleicher Kettenlinge der
Acylgruppe mit der Abnahme der Anzahl der
Doppelbindungen oder bei gleicher Anzahl der
Doppelbindungen mit der Abnahme der Linge
der Kohlenstoffkette und fiihrt zu einem betrécht-
lichen Einbau solcher Acylreste in die 1-Stellung.

Dieser Vergleich bestitigt die bekannte Tatsache
der unsymmetrischen Fettsidureverteilung, jedoch
trifft fiir unser System die Formulierung von
Hananan1? nicht zu, daB} die gesittigten Fettsduren
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nur in der I- und die ungesittigten nur in der
2-Position zu finden sind. Es 148t sich aus unseren
Befunden eher eine Reihe ableiten, in der die Po-
lyensduren geordnet sind nach der Steilheit des Ge-
falles zwischen der Einbaurate in die 2- und die
1-Stellung. Die Tab. 8 gibt diese Verhiiltniszahlen
des spezifischen Einbaus einiger intermediir ent-
standener Polyensduren wieder. Sieht man wvon
2 Werten, die in der Tabelle eingeklammert sind,
ab, so ldBt sich folgende Anordnung erkennen:
20:2 < 20:3 < 18:2 < 20:4

(C-Zahl: Doppelbindungs-Zahl)

Tab. 8. Das Verhiltnis von Radioaktivitiit in der 2-Stellung zu der in der 1-Stellung von Lecithin und Colamin-

iipha]in.

Inkubierts Saure

Spezif. Aktivitit der 2-stindigen Fettsdure

e ek spezif. Aktivitat der I-stindigen Fettsaure

Phosphatidyl-cholin Phosphatidyl-dthanolamin
Tsolierte Sanre 14:2 16:2 18:2 14:2 16:2 18:2
18:29.12 4,7 6,4 8,5 2,7 4,6 11,9
20:211.14 0,7 1,2 3,0 0.9 1,6 4,6
20:38,11,14 3,3 3,8 3.8 1,3 9,9)* 7,8
20;45,8,11,14 8.2 15,0 (5.6)* 21,4 15.1 20,2
* Eingekl. te Werte sind A h von der im Text erwihnten Regel.

Der Spezifitdt des Einbaus, die in dieser Reihe zum
Ausdruck kommt, liegen die Substratspezifititen
zweier Reaktionen zugrunde: der Acylierung der
1-Stellung sowie der 2-Stellung. Durch In-vitro-
Inkubationen von CoA-Estern gesittigter Fett-
sduren mit mikrosomalem Acyl-CoA : Lysolecithin-
Acyltransferase hat Lanps® gezeigt, daB die
Acylierung der 1-Stellung um so schneller ablduft,
Je grofer die Kettenliinge ist,und umgekehrt kiirzer-
kettige Fettsduren schneller in die 2-Stellung einge-
fiihrt werden als die lingerkettizen. Die Olsdure
iibertraf in ihrer Einbaugeschwindigkeit in die
2-Stellung alle gesittigten Sduren und blieb bei der
Acylierung der 1-Stellung hinter ihnen zuriick.
Durch unsere In-vivo-Versuche liBt sich diese
Reihe fiir die Polyensiiuren fortsetzen: Das Gefille
zwischen der Besetzung der 2- und 1-Stellung ist bei
der A%12.Cg-Siure groBer als bei der um 2 C-
Atome lingeren All-14.Cop-Sdure: innerhalb der
Cgg-Reihe fiihrt die Einfithrung von Doppel-
bindungen zu einer zunehmenden Bevorzugung
der 2-Position vor der 1-Position.

Es bleibt hiernach jedoch offen, ob die spezifische
Verteilung der Polyensiuren auf die 1- und 2-Stel-
lungen in unseren Versuchen auf die Substrat-

spezifitdt der von LANDs® untersuchten Acyl-CoA:
Lysolecithin-Acyltransferase zuriickzufiihren ist
oder auf die Spezifitit der Acyl-CoA:1L-Glycerin-
3-phosphat-O-Acyltransferase (EC 2.3.1.15), die in
dem von KENNEDYZ! vorgeschlagenen Synthese-
weg der Glycerinphosphatide und der Triglyceride
die Fettsdiuren in das Glycerinphosphat-Geriist ein-
fithrt. Wird der letztere Weg beschritten, so miiBte
eine zusitzliche Spezifitit der die Cholinphosphor-
siiure und die Athanolaminphosphorsiure tiber-
tragenden Enzyme gefordert werden, um die unter-
schiedliche Fettsiiurebesetzung des Phosphatidyl-
cholins und -dthanolamins zu erkldren. Die Ver-
teilung der Fettsiiuren auf die beiden Verbindungs-
klassen in unseren Versuchen stiitzt diesen Ein-
wand.

Wir danken Herrn Priv. Doz. Dr. R. ACKERMANN und
Frau J. CoLrarp, Viruslabor der Universitdtsnerven-
klinik Kd&ln (Direktor Prof. Dr. W. ScHep), fiir die
freundliche Unterstiitzung bei der Gewebekultur.

Der DeuTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT und dem
BUNDESMINISTERIUM FUR WISSENSCHAFTLICHE FORSCHUNG
danken wir fiir die groBziigige Unterstiitzung unserer
Arbeit.

2L E, P. KExneDY, Federat. Proc. 16, 847 [1957].
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Experimenteller Teil

Die Testsubstanzen fiir Phosphatidyl-dthanolamin und
Phosphatidyl-cholin wurden nach HANAHANT aus Ge-
hirnlipoiden und Sojalecithin gereinigt. Reines
Sphingomyelin erhielten wir aus Gehirnlipoiden nach
der von SWEELEY>® angegebenen Methode. Phospho-
lipase A von Crotalus adamanteus wurde von Celo,
Zweibriicken, bezogen. Wir verwendeten fiir die Diinn-
schichtchromatographie ,,Kieselgel H fur
Firma Merck, Dar und M: i
Woelm. Die Sdulenchromatographie wurde
siure Mallinckrodt 80— 100 mesh und Hyflo
durchgefiihrt.

4C-markierte Polyensiuren waren in der Carboxyl-
gruppe markiert, dic A3-6c.Cj.-Siure war an den
Kohlenstoffatomen C;, Ci. Cs und C; mit Tritium
besetzt.

Als Nahrldsung fin die HeLa-Zellkulturen verwendeten
wir LYG-Medium®*, (Hanks-Salzl g mit folgenden
Zusdtzen je Liter: 5g Lactalbuminhydrolysat, 1g
Hefeextrakt [Difco]. 3,5 g Glucose, 100 mg L-Glutamin
und 10 g Valin). Unmittelbar vor Gebrauch wurden je
Liter 10 mMol NaHCO,, 100000 E Penicillin und
100 mg Streptomycin hinzugefigt. Zu 900 m/ des fer-
tigen Mediums wurden 100 m/ Kéilberserum gegeben.
Zum Umsiedeln der Zellen in neue Flaschen wurden
die Kulturen mit einer Versene-Losung (2 g Titriplex 3,
Merck, je Liter phosphatgepufferte Kochsalzlésung)

dt

22 D. J. HanaHAN, J. C. DR u. E. WARASHINA,
J. biol. Chemistry 228, 685 [1957].

23 C. C. SweELEY, J. Lipid Res. 4, 402 [1963].

24 D. J. MercHANT, R. H. Kanx u. W, H. MURPHY,
Handbook of Cell and Organ Culture S. 235, Burgess
Publ. Company, 1964.
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20 Min. bei 37°C inkubiert. Die damit vom Glas ge-
l15sten Zellen wurden abzentrifugiert und in frischem
Medium aufgenommen. Mit dieser Suspension wurden
die neuen Flaschen beschickt.

Dnlnhlhuonsvctsuche wurden in 250-m/-Flaschen in
hgefihrt (Medi 50 ml,
it 2—3 U./Min.). Die Kulturen

Rasen gebildet hatten 48 m/ neues
r wurde das Ammoniumsalz
s durch Zufiigen von etwas
NH, und durch
dnrnsmllt worden

Aktivitat spricht mmgmbﬂeSdndlmchr
Zellen.

Nach einer 20stdg. Inkubationsdauer wurden die Zellen
mit einer Silikonlasche von der Glaswand abgeldst und
aus dem Medium 10 Min. bei 2000 x g abzentrifugiert.
Der Niederschlag wurde in 30 m/ Wasser suspendiert
und beschallt. Ein aliquoter Teil wurde der Protein=
bestimmung mit dem Forin-Phenol-Reagens nach
Lowry?23 zugefiihrt, Der Rest der beschallten Suspension
wurde lyophilisiert und gewogen. Die Tab. 9 gibt diese
Werte sowie die Daten der inkubierten Fettsduren
wieder.

Aus den getrockneten Zellen wurden die Gesamtlipoide
durch dreimalige heiBe Extraktion mit je 25 m/ Chloro-
form/Methanol/Wasser 65:23:5, jeweils 20 Min. lang
25 0. H. Lowry, N. J. RoseBROUGH, A. L. FaRrr u.
R. J. RANDALL, J. biol. Chemistry 193, 265 [1951].

Tab. 9. Daten der inkubierten radioaktiv markierten Feutsduren | Zellausbeuten der Inkubationen.

Inkubierte Vers.-  Spezif.
Fettsiiure* Serie**  der Sdure -
A3e.8c.Cyo D

AS8.Cyy B

A7I0.Chg B 3,75
A912.Cyg C 287
ASS.1114 Cpp D 39,00
A$9-Cy5 A 472
A4TI0.Chg A 507
A8.9.12,; lSO-C;s B l,86
AR5 Ch D 6,10

* In der A¢*-C,,-Saure sind die C-Atome C,, C,, C, und C, mit *H,

** Inden etsu:hmA—C‘mdmmkdﬂn Vn:hlw

verteilt. In der Versuchsseric D geniigic wegen der hiberen spezif.

Zell-
~ trockengewicht
[mg]

153

30,0

FRES I BEE
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Abb.9. Zweidimensionales Diinnschichtchromatogramm
des Gesamtlipoidextraktes aus HelLa-Zellen.

Start: Links unten an der durch einen Strich bezeich-
neten Stelle. Die Pfeile geben die Laufrichtung an.

1. Laufrichtung: Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4
2. Laufrichtung: n-Butanol/Eisessig/Wasser 3:1:1
Abkiirzungen: TG = Triglycerid; Ch = Cholesterin;
Cer = Cerebrosid; PA — Phosphatidyl-athanolamin;
PC = Phosphatidyl-cholin; PI = Phosphatidyl-inosit;
PS = Phosphatidyl-serin; S = Sphingomyelin.

in Stickstoff-Atmosphire, gewonnen. Die vereinigten
Extrakte wurden mit Wasser gewaschen, filtriert und
unter Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riickstand
wurde in 8,0 m/ Chloroform/Methanol 3:2 gelost, da-
von wurden 50-w/-Proben fiir die quantitative analy-
tische Dilnnschichtchromatographie verwendet. Diese
Trennung erfolgte durch zweidimensionale Diinnschicht-
chromatographie auf Kieselgel H mit 10%, Magnesium-
silikat?6, Nach dem Entwickeln in der ersten Dimension
in Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 wurde die
Platte 10 Min. im Stickstoff-Strom getrocknet, Lauf-
mittel in der zweiten Richtung war n-Butanol/Eisessig/
Wasser 3:1:1. Auf der getrockneten Platte wurden die
Lipoidflecken in einer mit Jod gesattigten Kammer sicht-
bar gemacht (Abb. 9). Wie die Abb. 9 zeigt, gelingt so
eine einwandfreie Trennung der Phospholipoide Phos-
phatidyl-cholin, Phosphatidyl-dthanolamin und Sphin-
gomyelin, wihrend die Trennung von Phosphatidyl-
serin und -inosit nicht gleichmaBig gut war. Die Identitit
der Flecken der 3 erstgenannten Verbindungen ergab
sich aus eindimensionalen Vergleichschromatogrammen

% G. Rouser, G. Krircuevsky, C. Gatiru. D. HELLER,
J. Amer. Oil Chemists Soc. 42, 215 [i1965].
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von Gesamtlipoid und bekannten Testsubstanzen in
beiden FlieBmitteln. Nach Besprithen mit ZINZADZE-
Reagens®? zeigten alle 5 Verbindungen eine Blau-
farbung, Phosphatidyl-dthanolamin und -serin erwiesen
sich als Ninhydrin-positiv.

Die phospholipoidhaltigen Flecken von 3 Platten wurden
in Zentrifugenglaser iiberfithrt und nach Fiske-
Sussarow in der Modifikation von BARTLETT2® auf
Phosphor untersucht. Die Extinktion wurde jedoch bei
660 my gemessen, weil bei dieser Wellenlinge der durch
das Kieselgel verursachte relative Fehler der Extinktion
gleich Null ist. Dabei ist die Extinktion fir 0,1 pMol
P = 0,192. Als Testsubstanz diente Diphenylphosphat.
Die phospholipoidhaltigen Flecken zweier weiterer
Platten wurden zur Radioaktivititsbestimmung in Zahl-
gldschen mit 10 m/ Szintillatorlésung® und 1 m/ Hy-
amin-Base** gebracht. Durch die Hydrolyse mit Hy-
amin-Base wird ein Haften der Phosphatide an der
Glaschenwand verhindert und eine konstante Zahl-
ausbeute erzielt. Wegen des uniibersichtlichen Effektes
des Kieselgels auf die Zihlausbeute wurde fiirr jede
Probe die Zahlausbeute durch Zugabe eines inneren
Standards gesondert bestimmt. Die Messungen erfolgten
im Fliissigkeitsszintillationszihler Tricarb Model 3214,
Packard, La Grange (USA). Die spezif. Aktivititen sind
in Zpm/izMol Phosphat (Phospholipoid) angegeben.
Zur Priparation einer Phosphatidyl-dthanolamin- und
einer Phosphatidyl-cholin-Fraktion aus dem Gesamt-
lipoidextrakt eines jeden Versuches fiihrten wir unter
standardisierten Bedingungen saulenchromatographi-
sche Trennungen nach HaNaHAN®? durch. Dreiviertel
der Gesamtlipoide mit bis zu 0,7 mg Lipoid-Phosphor
wurden in Saulen von |1 cm Durchmesser an 2 g Kiesel-
sdure, die vorher 12 Stdn. bei 110°C aktiviert worden
war, und 1g Hyflo-Supercel chromatographiert. Die
Probe wurde in wenig Chloroform geldst aufgetragen.

Folgendes Elutionsschema wurde exakt eingehalten:

1. Chloroform 35 mf{ Neutralfette,
1I. Chloroform/Methanol 9:1 14 m/ | freie Fettséduren
111. Chloroform/Methanol 4:1 25 m/ Phosphatidyl-
dthanolamin
Phosphatidyl-
cholin,
Phosphatidyl-
serin,
Phosphatidyl-
inosit
27 J. C. Drrrver . R. L. Lester, J. Lipid Res. 5, 126
[1964].
28 G. R. BaARTLETT, J. biol. Chemistry 234, 466 [1959].
* 5 g 2.5-Dipheayl-oxazol (PPO) und 0,3 g 1.4-Bis-
[4-methyl-5-phenyl-oxazolyl-(2)]-benzol (Dimethyl-
POPOP) in 1 [ Toluol.
8 Dimﬁh_vl-[z'{z-(p-diisobulyl-methyl-ph:noxy)-
ﬁthoxy]-ilhyl]benzyl-ammuniurnhydro:r.yd.

1V. Chloroform/Methanol 3:2a 40 m/
(a: 1. Fraktion)
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8:1 3:73 3:2b 1:4

! 1G5
Abb. 10. Saulenchromatographische £00—J119s
Auftrennung des Lipoid-Gesamt- ‘
extraktes der mit AS%12%is0-Cys- H
Saure inkubierten Zellen. Die senk-
rechten Linien bezeichnen die Frak-
tionswechsel, dazwischen ist das
Chloroform - Methanol - Mischungs-
verhiltnis angegeben (vgl. S. 223).
Die Zahlen iiber den Gipfeln geben
nach Multiplikation mit 10® die
Radioaktivitat der Fraktionen in
Zpm. an.

300+

2004

AlZpm/ Iropfen Eluat) —wm—

700+
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V. Chloroform/Methanol 3:2b 15m/ Spuren von
(b: 2. Fraktion) Phosphatidyl-
cholin und
Sphingomyelin
VI. Chloroform/Methanol 1:4 40 m/ Sphingomyelin

Dabei wurde die Elution durch Auffangen von einzelnen
Tropfen in Zihlglischen und Messung ihrer Radio-
aktivitdt laufend kontrolliert. In Abb. 10 ist eines der
auf diese Weise gewonnenen Elutionsmuster wieder-
gegeben.

Die Reinheit der Fraktionen wurde diinnschicht-
chromatographisch gepriift (Abb. 11). Danach wurde
mit der 4: 1-Fraktion (1I1) regelmiBig sauberes Phospha-
tidyl-ithanolamin gewonnen, die 3:2a-Fraktion (IV)
enthielt neben dem Phosphatidyl-cholin noch das
Phosphatidyl-serin und Phosphatidyl-inosit.

Die Phospholipoide der Fraktionen I11 und 1V wurden
mit Phospholipase A gespalten. Dazu wurde das Lo-
sungsmittel unter Stickstoff abgeblasen und der Riick-
stand in 5m/ Ather gelost. Nach Zugabe von 1 mg
Phospholipase A von Crotalus adamanteus in 0,1 m/
0,1m Trispuffer, pH 7,4, der 0,01m an Ca Cl war, wurde
6 Stdn. bei Zimmertemperatur gerithrt. Dann wurde der
Ather im Stickstoffstrom abgedampft und das Wasser
durch wiederholte Zugabe von etwas Methanol und er-
neutes Einengen im Vak. entfernt. Der Riickstand wurde
in wenig Chloroform/Methanol aufgenommen und in
der fiir die Auftrennung des Gesamtextraktes beschrie-
benen Weise an Kieselsdure chromatographiert. Die
Hydrolyseprodukte von Fraktion III (Phosphatidyl-
dthanolamin) wurden nach folgendem Elutionsschema
getrennt:

Chloroform/Methanol 9:1 14 m/ Freie Fettsduren

25

75 100 125 150

ml Fluat —e=—

2

Chloroform/Methanol 4:1 25 m/ Evil. vorhandenes
ungespaltenes
Phosphatidyl-
dthanolamin

100 m/ Lyso-Phosphatidyl-
dthanolamin

Methanol

Die Spaltprodukte der Fraktion IV wurden in folgenden

Fraktionen isoliert:

Chloroform/Methanol 9:1 14 m/ Freie Fetisiuren

Chloroform/Methanol 3:2 35 m/ Evtl. vorhandenes
ungespaltenes
Phosphatidyl-cholin

100 m/ Lyso-Phosphatidyl-
cholin

Methanol

Abb. 12 gibt die Radioaktivititsverteilungen in den
Eluaten dieser Stulentrennungen wieder.

Die einzelnen Fraktionen wurden im Vak. eingeengt, die
Riickstdinde mit gleichen Volumina Losungsmittel ver-
setzt und diinnschichtchromatographisch untersucht
(Abb. 13 und 14).

Zur Ermittlung der spezif. Aktivititen von Lyso-
Phosphatidyl-cholin und Lyso-Phosphatidyl-dthanol-
amin wurden fiir jede Bestimmung fiinf gleiche Teile
der entsprechenden Fraktion auf Phosphor-freien Plat-
ten mit Kieselgel H und 10% Magnesiumsilikat und mit
Chloroform/Methanol/Wasser als Laufmittel chromato-
graphiert. In der oben fiir die Analyse der Phospholipoide
beschriebenen Weise wurden drei dieser Flecken auf
ihren P-Gehalt und 2 auf ihre Radioaktivitdt unter-
sucht.

Die Reste der Lyso-Phospholipoid-Fraktionen wurden
mit 5proz. HCI in Metharol umgeestert. Die aus den
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! 2 3 4 5 6 i Abb. 11. Diinnschichtchromatogramm der auf Kiesel-

= w-—-1 |\  Front  sdure getrennten Fraktionen des Gesamilipoidextraktes

r—1 | s (A6.9.Cyg-Sdure-Versuch). Kieselgel H + 10% Mg-

i Silikat, 30 Min. bei 110°C aktiviert, Laufmittel:

! ! t Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4. Anfirben des

1 1 | Chromatogramms durch Besprithen mit K2CraO+z-gesiitt,

f : | 70proz. HsSO4 und anschlieBendes Veraschen fiir

i | | 30 Min. bei 180°C. Vor dem Auftragen der Proben

! wurde der Kieselgel-Belag in Bahnen unterteilt, die ein

Abweichen der wandernden Flecken von der vertikalen

. | Laufrichtung verhinderten. Es wurden gleiche aliquote

| | Teile aufgetragen vom Gesamtlipoidextrakt vor der

| Trennung (1) und den Chloroform/Methanolfraktionen

. . | ‘ 1:0(2),9:1(3),4:1(4),3:2a*(5),3:2b* (6) und 1:4 (7).

- | 1 o Die 4;1-Fraktion enthiilt reines Phosphatidyl-dthanol-

. | . | fl | amin, in der 3:2a* Fraktion sind unter dem starken

Flecken, dem Phosphatidyl-cholin, noch zwei schwi-

| | | Ricsan chere Komponenten zu sehen, Sie wurden durch zwei-

- = = - = dimensionale Diinnschichtchromatographie als Phos-

phatidyl-inosit im oberen und Phosphatidyl-serin im

unteren Flecken identifiziert. Nach den Angaben von HANAHAN? ist das Auftreten dieser beiden Komponenten

im Beginn der 3:2-Fraktion zu erwarten. lhnen diirfte der kleinere Radioaktivitdtsgipfel im Aktivititsdiagramm
Abb. 10, der regelmaBig beobachtet wurde, entsprechen.

* a und b: s. Method. Teil 5. 223234,
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Abb. 12. Sdulenchromatographische Auftrennung der Spaltprodukte von Phosphatidyl-dthanolamin und -cholin
nach Inkubation mit Phospholipase A. Es wurden Fraktionen von 2,0, 3,0 und 5,0 m/ aufgefangen und
aliquote Teile zur Aktivitdtsbestimmung entnommen. An der oberen Abszisse sind die Mischungsverhiltnisse
von Chloroform und Methzanol angegeben (vgl. S. 224). Die mit demselben Elutionsmittel erhaltenen Fraktionen
wurden vereinigt. Ordinate: Aktivitdt (4) in Zpm/m/ Eluat.

Phospholipase-A-Spaltungsansiizen isolierten Fettsdu- stationire Phase diente 15proz. Athylenglykol-Bern-
ren wurden mit BF,-Methanol verestert. Die so erhal-  steinsdure-Polyester auf Kieselgur in Siulen von 180 cm
tenen Fettsdure-methylester wurden radiogaschromato-  Lange, als Trdgergas Argon. Sdulentemperatur und
graphisch untersucht. DurchfluBgeschwindigkeit sind unter den Abbildungen
Die Radiogaschromatographie fiihrten wir mit dem  wiedergegeben. Das den Argon-lonisationsdetektor ver-
Gaschromatographen der Firma Packard durch, Als lassende Trigergas mit den Fettsiurekomponenten
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Abb. 13. Diinnschichtchromatogramm der auf Kiesel-
sdure getrennten Spaltungsprodukte von Phosphatidyl-
iithanolamin nach Inkubation mit Phospholipase A
(A5.8.Cy4-Sdure-Versuch). (1) Phosphatidyl-dthanol-
amin-Testsubstanz, (2) Aliquoter Teil des Spaltungs-
substrates, der 4:1-Fraktion nach Siulentrennung des
Gesamtlipoidextraktes (im Phosphatidyl-dthanolamin-
Fleck 29 nMol P). (3) bis (5) Gleiche aliquote Teile der
Fraktionen Chloroform/Methanol 9:1, 4:1 und Me-
thanol nach Auftrennung des Phospholipase-A-Spal-
tungsansatzes (im Lyso-Phosphatidyl-dthanolamin-
Fleck 32 nMol P). Die Verunreinigungen in (1) und (2)
treten auch dann auf, wenn die in Chloroform/Methanol
gelosten  Phosphatidyl-dthanolamine bei —20° auf-
bewahrt werden. In der 4:1-Fraktion der Auftrennung
des Spaltungsansatzes (4) treten kleine Mengen von
nicht gespaltenem Phosphatidyl-dthanolamin auf.

Polyenfettsiiure- und Phospholipoidsynthese

Bd. 348 (1967)
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Abb, 14. Diinnschichtchromatogramm der auf Kiesel-
siure getrennten Spaltungsprodukte von Phosphatidyl-
cholin nach Inkubation mit Phospholipase A (A5-#-Cy4-
Saure-Versuch). Technik: Wie in der Legende zu Abb. 11
angegeben. (1) Phosphatidyl-Cholin-Testsubstanz. (2)
Aliquoter Teil des Spaltungssubstrates, der Fraktion
3:2a* nach Saulentrennung des Gesamtlipoidextraktes
(im Phosphatidyl-cholin-Flecken 43,8 nMol P). (3) bis
(5) Gleiche aliquote Teile der Chloroform/Methanol-
Fraktionen 9:1, 3:2 und Methanol nach Auftrennung
des Phospholipase A-Spaltungsansatzes (im Lyso-
Phosphatidyl-cholin-Flecken 42,5 nMol P). (6) 55 nMol
Lyso-Phosphatidyl-cholin-Testsubstanz. In der 3:2-
Zwischenfraktion (4) findet sich ein deutlich von Lyso-
Phosphatidyl-cholin verschiedener Fleck, dessen Ry dem
eines Lyso-Phosphatidyl-serins oder Lyso-Phosphatidyl-
inosits entsprechen konnte.

* a und b: s. Method. Teil 8. 223-224.

wurde in den Verbrennungsofen Packard Model 325
geleitet und strémte von da mit dem entstandenen MCO3
weiter durch die DurchfluBzelle, die in der Zéhlkammer
des Scintillationszihlers stand. Die Registrierung der
Zerfallsrate erfolgte auf einem zweiten Schreiber. Die
quantitative Auswertung der einem ,,peak™ zuzuord-
nenden Zerfille wurde so durchgefiihrt, dal nach dem
Auftreten eines Aktivitiits-,,peaks* auf dem zweiten
Schreiber der Zihlvorgang von Hand beendet wurde.
Von den bis zu diesem Zeitpunkt geziihlten Zerfillen
wurde ein Nullwert von 30 Zpm abgezogen. Zur Kon-

trolle dieser Methode konnte das die DurchfluBzelle
verlassende Trigergas auch in eine Athanolamin-
Szintillatorldsung** geleitet werden, in der das 1COz
absorbiert wurde. Die so gewonnenen MeBwerte deck-
ten sich mit denen, die die oben beschriebene Methode
lieferte.

*#* 500 m/ Toluol, 400 m/ Dimethylglykol, 50 m/ frisch
destilliertes Athanolamin, 6 g PPO und 0,3 g Dimethyl-
POPOP.



