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Syncytien entstehen bei zahlreichen Prozessen im Be-
reich der Physiologie und Pathologie. Sie sind insheson-
dere eine auffallende Manifestation der cytopathoge-
nen Wirkung vieler Virusarten. Als Ursache werden
virusbedingte Stérungen des Zellstoffwechsels, eine
autolytisch wirkende Freisetzung lysosomaler Enzyme

oder Wirkungen der Viruspartikeln selbst angenom-
men. Unsere Untersuchungen! an Herpesvirus hominis
hatten gezeigt, dal die Riesenzellbildung eng mit der
Friihproteinphase verkniipft ist. Innerhalb kurzer Zeit
entstehen Syncytien mit Tausenden von Kernen. Da
Lipoide wesentliche Bestandteile der zelluliren Mem-
branen sind, wiiren Veriinderungen der Zell-Lipoide als
Ursache der Riesenzellbildung moglich. Die hier be-
schrieb Untersuck galten vor allem der
Frage, ob im Verlauf der Virusinfektion durch enzyma-
tische Hydrolyse des Lecithins Lysolecithin gebildet
wird, das als ursiichlicher Faktor fiir die Riesenzellbil-
dung verantwortlich wiire.

1 D. Fake, H. Komumace u. K. Nimssing, Z. Naturforschg.
21b, 447 [1966].
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Wir benutzten die Virusstimme IES (Riesenzellbil-
dung) und Haase (Zellabkugelung). Angaben iiber die
Ziichtung der Viren und der Kaninchennierenzellen (s.
Farxe?®). Kaninchennieren-Zellen in Roux-Fla-
schen wurden 20 Stdn. lang mit 1-'*C-markierter Ol-
siure® (spezifische Radioaktivitdt 950 000 Zpm/uMol)
bei 37° inkubiert. Das Medium wurde abgegossen und
der Zellrasen mehrmals gespiilt. Je 8 R o u x - Flaschen
wurden mit Virus (IES; Haase) beimpft und bei 37°
weiter bebriitet. Unbeimpfte Kontrollkulturen wurden
genauso behandelt. Alle Roux-Flaschen wurden
2 Stdn. p.i. erneut gespiilt und weiter bebriitet. Unter
diesen Bedingungen war 8—10 Stdn. p.i. fast der ge-
samte Zellrasen in Riesenzellen umgewandelt bzw. die
Zellen waren abgekugelt. Das Medium wurde dekan-
tiert, der Zellrasen mit isotonischer Rohrzuckerlésung
gewaschen, mit einer Silikonlasche von der Glaswand
abgeldst und 10 Min. bei 2000 g zentrifugiert. Das Zell-
sediment wurde in 10ml Wasser aufgenommen, be-
schallt und lyophilisiert. Der Riickstand wurde viermal
mit je 20 ml Chloroform/Methanol 2 : 1 extrahiert. Die
Extrakte wurden vereinigt und eingedampft. Die Ge-
samtlipoide wurden an 5 g Kieselsiure sdulenchromato-
graphisch 4 fraktioniert; Elutionsschema: I. Chloro-
form 50 ml (Neutralfette, freie Fettsiiuren) ; II. Chloro-
form/Methanol 4 : 1/50 ml (Phosphatidyldthanolamin) ;
III. Chloroform/Methanol 3 : 2/100 ml (Phosphatidyl-
cholin, Phosphatidylserin) ; IV. Chloroform/Methanol
1:1/50ml (Phosphatidylcholin) ; V. Chloroform/Me-
thanol 1:4/50ml (Sphingomyelin); VI. Methanel
100 ml (Spuren von Sphingomyelin, Lysolecithin). Es
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Abb. 1. Elutionsdiagramm der sdulenchromatographischen

Auftrennung des Lipoidgesamtextraktes aus mit 1-14C-Olsdure

inkubierten Riesenzellkulturen. Die Radioaktivitit von je

25 ul jeder zweiten Fraktion wurde im Tricarb-Szintillations-

spektrometer gemessen. Die Chloroform/Methanol-Mischun-
gen sind unter der Abszisse angegeben.
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2 D. Faixe, Z. MMI 153, 175 [1967].
3 W. Srorrer, Liebigs Ann. Chem. 673, 26 [1964] ; J. Amer.
0il Chemists’ Soc. 42, 583 [1965].

wurden Fraktionen zu je 5ml gesammelt. Die Radio-
aktivitit von je 25 ul jeder zweiten Fraktion wurde im
Tricarh-Szintillationsspektrometer gemessen. Ein Elu-
tionsdiagramm ist in Abb. 1 wiedergegeben.

Die Zusammensetzung der siulenchromatographisch
getrennten Fraktionen wurde diinnschichtchromatogra-
phisch (Kieselzel H + 10% Magnesiumtrisilikat;
30 Min, bei 110° aktiviert; Laufmittel: Chloroform/
Methanol/Wasser 65 : 25 : 4; Anfirbung mit Jodddmp-
fen) durch Vergleich mit authentischen Testsubstanzen
gepriift.

Die Fettsiureverteilung im Lecithinmolekiil wurde
nach enzymatischer Hydrolyse mit Phospholipase A (s.
unten) bestimmt: 42,5% der Olsiure waren in 1-Stel-
lung, 57,5% in 2-Stellung des Lecithins eingebaut. Die
spezifischen  Aktivititen der einzelnen Phosphatide
(Zpm/uMol P) wurden wie friiher beschrieben 5, be-
stimmt (Tab. 1).

Die spezifische Aktivitit des Lysolecithins ist unter
Beriicksichtigung der Fettsiureverteilung im Molekiil
(s. oben) in den Kontrollversuchen 6-mal niedriger, in
den Riesenzellkulturen 14-mal niedriger als die spezifi-
sche Aktivitit des Lecithins.

Kontrollen Riesenzellen
Kephalin 214000 Zpm/uMol 220000 Zpm/uMol
Lecithin 547000 Zpm/uMol 690000 Zpm/uMol
Lysolecithin 38000 Zpm/uMol 21000 Zpm/uMol

Tab. 1. Die spezifischen Aktivitiiten von Kephalin, Lecithin
und Lysolecithin aus Zellkulturen mit und ohne Infektion mit
Herpesvirus hominis.

Um die Frage zu kliiren, ob das isolierte Lysolecithin
aus dem radioaktiv markierten Lecithin der Zelle durch
die Einwirkung einer Phospholipase A gebildet worden
sein konnte, wurde das isolierte Lecithin mit Phospho-
lipase A (Crotalus adamanteus-Toxin) gespalten: das
Lecithin wurde in 5 ml Ather gelst und mit 1 mg Cro-
talus adamanteus-Toxin in 0,5ml 0,1 M Boratpuffer,
pu 7,0, der 0,04 M an Calciumacetat war, 6 Stdn. bei
Zimmertemperatur geriihrt, Das Losungsmittel wurde
abgedampft und die spezifische Aktivitiit des entstande-
nen Lysolecithins, wie beschrieben 3, bestimmt:

Kontrolle Riesenzellen
Lysolecithin (durch Hydrolyse 228 000 300 000
mit Phospholipase A aus Lecithin Zpm/uMol Zpm/uMel
dargestellt)

Die spezifische Aktivitit des Lysolecithins, das durch
enzymatische Hydrolyse aus dem isolierten Lecithin
dargestellt wurde, ist 6-mal hther als die des Lyso-
lecithins aus den Kontrollen, 14-mal héher als die des
Lysolecithins aus den Riesenzellkulturen.

Wir schlieBen aus unseren Untersuchungen, daB zwi-
schen dem isolierten Lecithin und Lysolecithin aus Zell-

4 D. J. Haxanax, J. C. Ditrmer u. E, Wanrasama, J. biol
Chemistry 228, 685 [1957].

5 W. Srorrer u. A. Scuem, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem.
348, 205 [1967].



kulturen mit und ohne Herpesvirus-Infektion keine
precursor-Beziehung besteht, etwa in dem Sinne, daf§
eine unter dem EinfluB des Virus aktivierte oder neu-
synthetisierte Phospholipase A die 2-stindige Fettsiiure
des Lecithins abspaltet und das oberflichenaktive Lyso-
lecithin freisetzt, das fiir die Riesenzellbildung verant-
wortlich sein kénnte.

Um die Vermutung zu widerlegen, daf der Zusatz
von Serum, das Lysolecithin enthilt ®7, die Ergebnisse

Kontrollen Riesenzellen

% [u-"u]
Cholesterinester 3.5 3.3
Triglyceride 83,0 81.5
Fettsiiure 6,0 7.0
Cholesterin 1,3 1,6
Diglyceride 2,4 3,0
Monoglyceride 3.8 3.6

Tab. 2. Prozentuale Radioaktivititsverteilung in der Neutral-

fettfraktion aus Zellkulturen mit und ohne Infektion mit Her-

pesvirus hominis. Radioaktivitdt der Gesamtfraktion = 100
Prozent.

8 . B. PuiLuies, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 29,
594 [1958].
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verfilschte, haben wir Zellkulturen ohne Serum im Kul-
turmedium untersucht und praktisch die gleichen Resul-
tate erhalten. Im Medium waren auller Iettsiuren
keine radioaktiven Lipoide nachweisbar. In Zellen, die
mit einem Virusstamm (Haase) infiziert wurden, der
morphologisch  Zellabkugelung  bewirkt, fanden wir
ehenfalls keine Veriinderungen des Verteilungsmusters
der Lipoide gegeniiber den Kontrollans&tzen.

Die Fraktion der Neutralfette wurde durch Diinn-
schichtchromatographie (Laufmittel: Petrolither/Ather/
Eisessig 90 : 10 : 2) weiter aufgetrennt, Die mit Jod-
ddmpfen sichtbar gemachten Lipoidflecken wurden
durch Cochromatographie authentischer Testsubstanzen
identifiziert. Die Radioaktivitdt wurde, wie frither be-
schrieben®, bestimmt (Tab. 2). Wesentliche Unter-
schiede zwischen Kontroll- und Riesenzellkulturen in
der Zusammensetzung der Neutrallettfraklion wurden
nicht gefunden.

Wir danken der Deutschen Forschungsge-
meinschaft und dem Bundesministerium fiir
wissenschaftliche Forschung fiir die groB-
ziigige Unterstiitzung unserer Arbeiten.

7 H. A. I. Newsmax, C. T. L u. D. B. Ziversur, J. Lipid Res.
2,403 [1961].



