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Zusammenfassung

Aufnahme, Transport und Umbau synthetischer Lipide wurde an unterschiedlichen Zellen in Kuitur
untersucht. Diese Lipide sollten auch auf inre Eignung als Substrat fur zellulare Phospholipasen ge-
testet werden, da vor allem die Phospholipase A, an wichtigen regulatorischen Prozessen im
Organismus beteiligt ist und keine direkten Methodsn zur Messung ihrer Aktivitat in lebenden Zellen zur
Verfligung stehen. Die Verwendung vornehmilich an der sn2-Position markierter Lipide ergab folgende
Resultate:
Eine gesattigte Fettsaure (Palmitinsaure) verhinderte zwar nicht die Aufnahme des Lipides in
die Zelle, es kam aber auch nach Stimulierung zu keinem Turnover.
Eine ungesattigte Fettsaure (Arachidonsaure) erbrachte dagegen vor allem nach Stimulierung
der Zellen mit Calciumionophor eine Freisetzung der markierten Fettsdure bzw. einen Umbau
innerhalb der Phospholipidklassen.
Fir Inkubationen der Zellen im Bereich von Minuten bzw. wenigen Stunden ist die Messung freigesetz-
ter, radioaktiv markierter, ungesattigter Fettséduren, wie die der Arachidons&ure, ein guter Parameter fir
eine induzierte Aktivitat der PLA,.
Als Ersatz fur radioaktive Markierung bei gleichzeitiger hochempfindlicher Analytik wurden Lipide ver-
wendet, die ein fluoreszierendes Chromophor trugen. Untersucht wurden fettséureédhnliche Verbin-
dungen mit unterschiedlicher Kettenlange und drei verschiedenen fluoreszierendsn Strukturen: NBD,
Pyren und PHTB.
Far die Messung der Aktivitat der PLA,, und daflr soliten die Substrate dienen, war zu fordern, daB3
einmal freigesetzte Fettsaure nicht reacyliert wird, wie dies flir nattrliche und radioaktiv markierte Fett-
sauren der Fall ist. Von allen funf getesteten fluoreszierenden Substanzen wurde diese Forderung nur
von C,-NBD-FS eriilit.
Die C,-NBD-FS wurde daher fur die Markierung von PC, PA, PS, PE und DG an der sn2-Stelle verwen-
det. Diese Modellsubstanzen wurden, mit Ausnahme des PC, eigens flr diesen Zweck synthetisier.
Von den angebotenen Lipiden sind nur PC, PS und PA von den Zellen aufgenommen und in die Mem-
branen eingebaut worden.
In allen Zellkulturen wurde ein Abbau der synthetischen Lipide in Abhangigkeit von der Zeit beobachtet.
Nach steigendem Grundumsatz geordnet ergab sich die Reihenfolge:
NFB-Zellen < NG-Zellen < HL-60 Zellen.
Eine stimulierte Freisetzung der fluoreszierenden Fettséure konnte sowohl fiir HL-60 Zellen als auch
fur NFB-Zellen nachgewiesen werden. Wie auf Grund der stark veranderten Struktur gegentiber Arachi-
donséaure zu erwarten war, ist die Menge der freigesetzten Fettsaure niedrig, jedoch durch die empfind-
liche Analytik gut nachweisbar.
Erste Versuche zu Langzsitinkubationen mit Umweltchemikalien (hier Trlethylblei) ergaben auch hier
im Falle der NFB-Zellen eine erhohte Freisetzung der C,-NBD-FS aus markiertem PC.
Die Verwendung von Alternativen zur radioaktiven Markierung erscheint daher moglich, vor allem da
die Inkubationszeiten wesentlich verlangert werden kénnen und daher die Konzentrationen der zu
untersuchenden Toxine einem umweltrelevanten Bereich sehr nahe kommen.




Iinvestigation on Lipid Metabolism in Different Cellular Systems,
with Special Regard to Phospholipase A,

Summary

Incorporation, transport and modification of synthetic lipids were studied in various cultured cell lines.
Additionally, these lipids were tested for their suitability as substrates for cellular Phospholipases,
because Phospholipase A, is involved in important regulatory processes in the organism, and no direct
methods to study its activities in living cells exist.
Using lipids which were mainly marked at the sn2-position, the following resuits were obtained. When
Palmitoic acid, a saturated fatty acid is a constituent of the synthetic lipid it does not prevent incorpo-
ration of the lipid into cells, aithough turnover of the lipid does not occur even after stimulation.
However, if Arachidonic Acid, an unsaturated fatty acid, is a constituent of the lipid, there is a release
of the marked fatty acid and a modification within the Phospholipidclass, especially after stimulation of
the cells with calcium-ionophore. The release of radioactive, unsaturated fatty acid such as Arachidonic
acid from labelled celis after incubation for minutes or several hours yielded valuable information about
the induced activity of PLA,.
As a possible alternative to radioactive markers, fluorescent labels with equivalent sensitivity to the
radioactive markers were investigated. To be also useful for the determination of the activity of the
PLA,, the released fatty acid should not be reacylated, as is the case of natural and radioactive fatty
acids. Compounds similar to fatty acids were therefore selected for investigation. These contained
various chain lengths and were substituted with the fluorescent substances NBD, Pyrene and PHTB.
Of the fluorescent substances investigated, only C,-NBD-FS fulffilled both of the above requirements.
Consequently PC, PA, PS, PE and DG substituted with C,-NBD-FS at the sn2-position were used for
analysis. These materials, except PC, had to be sythesized first. Only PC, PS and PA were absorbed
by the cells and were incorporated into membranes.
For all cell cultures, a time dependent decomposition of the synthetic lipids was observed. For the
reaction ratio, the following order was determined:

NFB-cells < NG-cells < HL-60 cells.
Stimulated release of fluorescent fatty acids was observed in HL-60 cells and NFB-cells. The amount
of released faity acids was small, as was expected, because the structure of the fatty acid is
considerably altered compared to Arachidonic Acid. Nevertheless, the release could be easily observed
due to the high sensitivity of the analysis. ’
In the case of NFB-cells, initial studies of long term incubation with environmental chemicals (here
triethyl lead) also yielded a higher release of C,-NBD-FS from marked PC in comparison to control
cells.
This demonstrates the supetiority of non-radioactive marking, particulary because the incubation time
can be considerably increased, and additionally, the concentrations of the toxins can be reduced to an
environmentally relevant level.
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1 Einleitung 1

i Einleitung

Die kleinste selbsténdige Einheit, die flir Untersuchungen von Geweben bzw. Organismen relevant ist,
ist die Zelle. Weitgehend unabhangig wird diese Einheit die sie umgebende Zellmembran. Biomembra-
nen sind jedoch auch zur Kompartimentierung wichtig. Funktionell gesehen ist diese Batriere eine
Voraussetzung flir den kontrollierten Ablauf enzymologischer Vorgénge innerhalb der einzelnen Kom-
partimente.

Grundsatzlich bauen sich Membranen aus Lipiden, Proteinen und Kohlehydraten auf. Die Lipide bilden
dabei die Grundstruktur der Membranen, eine bimolekulare Schicht (Lipiddoppelschicht), aus, in die an-
dere Molekiile wie zum Beispiel Proteine an- bzw. eingelagett sind. Das Verhaltnis Protein zu Lipid liegt
dabei je nach Membrantyp in der GréBenordnung zwischen 4:1 und 1:4. Die wichtigsten Lipide stellen
darin die Phospholipide, wobei Phosphatidylcholin mit einem molaren Anteil von 25 % den gréBten
Anteil hat. Daneben existieren noch Glykolipide und Cholesterin.

Die Synthese der Membranlipide findet hauptséachlich am Endoplasmatischen Retikulum (ER) statt. Die
synthetisierenden Enzyme sind hier so angeordnet, daB Aufnahme der Edukte und Abgabe der Produk-
te Richtung Zytosol ausgerichtet sind (Alberts et al., 1987 a). Fur Phosphatidyicholin (PC) und
Phosphatidylethanolamin (PE) sind verschiedene Synthesewege beschrieben. Bei Séugern wird aus
der Nahrung vorhandenes Cholin als aktiviertes Cytidindiphosphat-Cholin (CDP-Cholin) bzw. PE als ak-
tiviertes CDP-Ethanolamin an ein Diacylglycerin unter Bildung der jeweiligen Phospholipide gebunden.
Diacylglycerin selber wird aus Phosphatidsaure gebildet, welche zuvor von Glycerinphosphat durch die
Reaktion mit zwei Fettsaure-Acyl-CoA's bereitgestelit wird.

Der de-novo Syntheseweg verlauft tber die Bildung von Phosphatidylserin (PS). Dabei wird zunéchst
wiederum aus Glycerinphosphat unter Anhangen zweier durch CoA aktivierter Fettséure-Einheiten die
Zwischenstufe Phosphatidsaure gebildet. Aus der Phosphatidséure entsteht durch Aktivierung mittels
Cytidindiphosphat CDP-Diacylglycerin. An diese aktivierte Phosphatidyleinheit wird nun die Alkohol-
gruppe des Serin angehangt. Das Serin selber liegt also in diesem Fall nicht in aktivierter Form vor.
Durch Decarboxylierung des PS entsteht zunéchst PE, durch Dreifachmethylierung des PE-Stickstoffs
das PC (Struyer, 1991 a). Einen guten Allgemeiniiberblick Uber diese Synthesewege verschaffen
zudem die Bjochemical pathways von Michal, 1982,

Die beiden Einzelschichten der Lipiddoppelschicht besitzen einen asymmetrischen Aufbau. Bei den
Proteinen wird die Asymmetrie bereits durch die Synthese festgelegt. Sie kdnnen anschlieBend nicht
mehr zwischen den Membranhélften wechseln. Aber auch die Verteilung der verschiedenen Lipide ist
auf beiden Seiten der Doppelschicht unterschiedlich. Kohlehydrateinheiten sitzen zudem nur an der
extrazellularen Seite der Plasmamembran.

Die Asymmetrie der Membranen ist eine fundamental fir die Funktionsweise von Membranen
notwendig, denn Funktionen wie Transport, Kommunikation und Energielibertragung kénnten ohne die
verschiedenartige, aber wohl definierte Verteilung von z.B. Enzymen oder Rezeptoren nicht
funktionieren (Struyer, 1991 b und Mouritsen OG. und Jgrgensen, 1992). Dabei ist nicht nur die
asymmetrische Anordnung von Proteinen, sondern auch die der Lipide wichtig. Zum Beispiel werden
Erythrozyten nach einer Lipidverschiebung in wesentlich gréBerem Umfang von Makrophagen erkannt
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und scheiden dadurch aus dem Retikuloendothelialen System aus (Tanaka und Schroit, 1983 bzw.
Schroit et al., 1985). Der direktere EinfluB wird durch die Wirkungsweise von Lipasen, die jeweils
bestimmte Lipide bevorzugt abbauen, deutlich. Sie haben, wie an Hand der Phospholipase A, (PLA,)
spater gezeigt, einen enormen EinfluB auf zellulare Wirkungsmechanismen. Einen Uberblick (iber
verschiedene Signal-Transduktionsprozesse verschafft der Artikel von Ganong, 1991,

Die Asymmetrie der Membranen liegt bereits bei der Entstehung der Zelle vor. Wie schon erwéhnt,
werden nach Alberts et al., 1987 a die Lipide entsprechend der Anordnung der synthetisierenden Enzy-
me, nur auf der dem Zytoplasma zugewandten Seite der ER-Membran gebildet. Um letztendlich nicht
nur eine Monoschicht zu bilden, miissen die Lipide anschlieBend mit Hilfe spezifischer Transferproteine
die Méglichkeit haben, auf die andere Seite der Doppelschicht zu wechseln, also den sogenannten Flip-
Flop auszufihren (Devaux, 1992). Der Austausch von Lipiden innerhalb einer Schicht geht zwar sehr
schnell und einfach vor sich (lateraler Platzwechsel benachbarter Lipidmolekile innerhalb einer
Einzelschicht ungefahr 10" mal pro Sekunde), der transversale Wechsel (Flip-Flop) zwischen den
Einzelschichten der Lipiddoppelschicht dafir um so seitener (weniger als einmal in zwei Wochen)
(Alberts et al., 1987 b). Nach Lodish und Rothman, 1979 ist die Asymmetrie ein thermodynamisches
Gleichgewicht. Dieses kann zum Beispisl dadurch entstehen, daf sich auf einer Membranseite vorwie-
gend Proteine befinden, die eine erhdhte Affinitat zu bestimmten Lipiden besitzen. Dies bedeutet, daf3
die Transferproteine nur den Ubergang von einer Membranseite zur anderen erleichtern, die Richtung
aber nicht festlegen. Im Gegerisatz zu den Proteinen, die, wie bereits gesagt, durch ihren Syntheseort
eine festgelegte asymmetrische Anordnung in der Membran haben, sind nach Lodish und Rothman,
1979 die Enzyme fur den Lipidaustausch zwischen den Schichten der Doppelschicht nur bei noch syn-
thetisierenden, also noch nicht ausdifferenzierten, Zelien aktiv. Neuere Untersuchungen weisen bei
Zellen in Zellkultur auch einen Lipidtransfer in ausdifferenzierten Zellen nach, so zum Beispiel bei
Erythrozyten (Schrier et al., 1992 und Devaux et al., 1990), V79 Fibroblasten (Sleight und Hopper,
1991; Sleight und Pagano, 1985; Martin und Pagano, 1987), Rattenleberzellen (Vance, 1991) oder
auch bei Lymphozyten (Zachowski et al., 1987). Riickschliisse von einer Zellart bzw. Zellinie auf eine
andere sind offensichtlich nur sehr begrenzt méglich, zumal auch bereits sin Transport ohne Transfer-
protein nachgewiesen werden konnte (z.B. Gnamusch et al., 1992).

Ein weiteres, zur Asymmetrie filhrendes Phanomen ist der Lipidaustausch zwischen den Membranen.
Der Transport von Lipiden vom ER zu anderen Kompartimenten wie den Mitochondrien wird nach Al-
berts et al., 1987 b durch Phospholipid-Transferproteine bewerkstelligi. Sie "extrahieren" jeweils spezi-
fisch Lipide aus der Membran und transportieren sie zu Membranen mit geeigneten Eigenschaften. Die
Transportrichtung ist dabei durch einen Konzentrationsgradienten zwischen lipidreicher und lipidarmer
Membran vorgegeben.

Werden Vesikel fur Transportzwecke zum Beispiel aus dem ER abgeschntrt und in andere Membranen
integriert, so wird die Lipidanordung der Innen- und AuBenseite zu der anderen Membran ibernommen
(Alberts et al., 1987 b). Lodish und Rothman, 1979 wie auch Morré et al., 1979 sehen hierin nicht nur
die Transportaufgabe, sondern allgemein die Ubertragung asymmetrischer Membranen.

Die Membrandoppelschichten sind so aufgebaut, daB die Menge an cholinhaltigen Lipiden, PC und
Sphingomyelin (SM) an der dem Zytoplasma abgewandten Seite héher ist, wahrend die Aminophos-
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pholipide PS und PE vorwiegend an der anderen Seite sitzen (Bretscher, 1972; Gordesky und
Marinetti, 1973 und Verkleij et al., 1973). Die zellspezifisch unterschiedliche Verteilung in anderen
Zellen zeigt die Veroffentlichung von Cullis und Hope, 1985 auf.

Fur den Transport der verschiedenen Lipide in der Zelle gibt es festgelegte Wege, die im Ubersichtsar-
tikel von Voelker, 1990 zusammengestellt sind. Aus diesem Artikel ist auch die im nachfolgenden dar-
gestellte Abb. 1 in Abadnderung enthnommen. Sie stelit die Wege und damit die Lokalisation der Lipide
sehr gut dar:

Transport Vesikel

b N
=

!% ol M

|||||m=yuunmmmuu.!n‘

hl"illllllIllllmmlllIllllllllll“
Endoplasmatisches
Retikulum

/-%Wﬂf 2 ¢ )
% 7,9

75

Y1000

Mitochondrien

Abb. 1 Schematische Darstellung der Lipidtranslokationen in tierischen Zellen
(veriindert nach Voelker, 1990),
Abkiirzungen: Cho: Cholin Etn: Ethanolamin
Ser:  Serin P Phosphat
Gestrichelte Linien: noch nicht endgiiltig geklirte Translokationsprozesse
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Alle Membranen unterliegen sozusagen routinemasig
einem Turnover, wobel die Lipide ebenfalls regelmaBig
de- und reacyliert werden. Fur die Deacylierung sind die
Lipasen, fur die Phospholipide speziell die Phospholipasen
zustandig. Diese werden je nach ihrer Angriffsstelle

unterschiedlich bezeichnet (Abb. 2). " H2(|3 O—CR,
O0-CH
Von allen Phospholipasen trat in den letzten Jahren die 20 |

Phospholipase A, (PLA,) zunehmend in den Vordergrund
wissenschatftlichen Interesses. Die Existenz dieses En-
~yms ist schon seit iber 100 Jahren durch Békay, 1877-
78 bekannt und ist damit als erste der Phospholipasen
beschrieben worden. |hr Vorkommen ist ubiquitar. Am
besten ist PLA, aus Schiangengift und die pankreatische .
PLA, bekannt, aber auch in der Pflanzenwelt ist dieses Abb. 2 Angriffsstellen der verschiedenen
Phospholipasen

Enzym anzutreffen (z.B. Scherer und André, 1989 oder

Ilvanov, 1991). lhre Bedeutung liegt in normalen zelluléren

UmbaumaBnahmen (Lands und Merckl, 1963), dem Abbau von Membranen und damit dem EinfluB auf
das Absterben von Zellen (Kondakova et al.,, 1991), aber auch, wie im Laufe der letzten 20 Jahre
immer deutlicher wurde, in so Wichtigen zellularen Regulationsmechanismen wie dem Eicosanoidstoff-
wechsel und der Produktion von platelet-activating-factor (PAF) (Snyder, 1985; Koltai et al., 1991).
Ubersichtsartikel hierzu bieten die Versffentlichungen von Chang et al., 1987, Waite, 1985 oder auch
Waite, 1987,

HQC—O—P—O-—X

Die PLA, spaltet die Esterbindung der Fettsdure, die sich an der sn2-Position befindet. Als am besten
geeignete Substrate werden PC und PE genannt (Dennis, 1983), wobel Balsinde et al., 1988 in
menschlichen Neutrophilen hochmals unterscheiden kdnnen zwischen der PLA, der Plasmamembran,
die Phosphatidylinositol (Pl) bevorzugt, und der intrazellularen PLA,, die eben PC und PE hauptséach-
lich verwendet. Es lassen sich membranstandige und 16sliche PLA,-Arten voneinander unterscheiden.
Die membranstandigen PLA, sind hauptséachlich an der Plasmamembran lokalisiert sowie an azurophi-
len Granula und einer bisher nicht naher bestimmbaren Fraktion, die sine etwas hohere Dichte besitzt
als die, welche Granula und ER enthalt (Diez et al., 1990). Die genaue Anordnung in der Doppelschicht
ist noch nicht vollig geklart, wobei eine Lokalisation an der jeweils zum Zytoplasma weisenden Lipid-
schicht favorisiert wird. Levrat und Louisot, 1992 fanden alierdings auch an der Innenmembran von
Mitochondrien eine gewisse Aktivitat.

Die PLA, ist normalerweise nur maig aktiv, da sie zu den Enzymen, die durch Deacylierung zum
Membranabbau beitragen, gehdrt. Die Reacylierung der durch dieses Enzym abgebauten Lipide
geschieht durch die Acyl-CoA-Synthetase und die Lysophospholipid-Acyl-Transferase. Die Fettsdure,
die hauptséchlich durch den Abbau freigesetzt wird, ist die Arachidonsaure, da diese vorwiegend an
der sn2-Position verestert ist. Gerade diese Fettsaure Ubt, wenn sie als frele Saure vorliegt, die
Funktion eines second messengers aus, da sie die Vorstute der Prostaglandine, Leukotriene und
Thromboxane ist. Aber auch die Entstehung von PAF wird durch die PLA, bewerkstelligt. Um die Bil-
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dung dieser Substanzen im normalen Zellablauf méglichst gering zu halten, muB die Reacylierung nach
Freisetzung der Fettsaure schnell stattfinden, so daB praktisch keine freie Fettsaure existiert (irvine,
1982). Eine knappe schematische Zusammenfassung der zelluldren Vorgange gibt Abb. 3.

Phospholipide — PLAz __, |ysoPAF o
Acetyltransferase
- \
Lysophaspholiptd PLA 2 PAF
Acyl-Transferase
. M\' Fettsiuren
Fettsiuren Lysophospholipide (z.B. Arachidonsiure)
Arachidonsiure
Cyclooxygenase Lipoxygenase
Prostaglandinge Hydroxyfettsduren
Thromboxane Leukotriene

Abb. 3 Schematische Darstellung der De- und Reacylierung von Membranphospholipiden sowie der Biosynthese
von PAF und den Lipoxy- und Cyclooxygenaseprodukten der Arachidonsiure.

AuBerhalb dieser normalen zellularen Prozesse kommt der PLA, eine groBe Bedeutung bei regulatori-
schen Vorgangen zu. Durch dieses Enzym kommt es letztlich zur Bildung von Eicosanoiden und PAF,
Die Freisetzung von Prostaglandinen giit im Zusammenhang mit entziindlichen Reaktionen als
gesichert und ist auch beim Menschen nachgewiesen (Schrér, 1984). Mittlerweile geht man davon aus,
daf3 eine Hyperakitivitat der PLA, im Falle von Entziindungen relevant ist (Pruzanski und Vadas, 1991;
Zimmermann et al.,, 1992). Speziell Krankheiten wie Allergie (Barnes et al., 1988), Asthma, Rhinitis
(Mehta et al., 1990), aber auch akute Pankreatitis (Mdkel4 et al., 1990) und der aus der Intensivmedi-
zin bekannte septische Schock (Green et al., 1991) werden darauf zuriickgefihrt.

Fir Untersuchungen Uber die Auswirkungen der Hyperaktivitat der zellularen PLA, stehen verschiedene
das Enzym stimulierende Agentien zur Verfiigung. Die Aktivierung verlauft dabei wahrscheinlich rezep-
torvermittelt und zwar tiber die Kopplung an G-Proteine (Axelrod et al., 1988).

Da das Enzym, wie so viele andere, auch rezeptorunabhangig durch Calcium stimulierbar ist (Marshall
und McCarte-Roshak, 1992), bistet sich in erster Linie das Calciumionophor A23187 an. Es kann in
Membranen interkalieren und bewirkt den Austausch von Calciumionen gegen Protonen des
Zytoplasmas (Alberts et al., 1987 b). Damit verbunden ist gleichzeitig eine zellschadigende Wirkung.
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Da Calcium eine stark stimulierende Wirkung auf viele Enzyme hat, wird A23187 haufig als Verglsichs-
wen flir eine maximale Stimulierung verwendet.

Eine weiters, in der Literatur gerade im Zusammenhang mit NG-Zellen (Neuroblastoma-Glioma Zellen)
erwahnte Substanz, ist Bradykinin. Es gehort zur Gruppe der Gewebshormone. Bei mehreren Zellinien
wird ihm eine indirekte Aktivierung der PLA, durch Erhéhung des intrazellularen Calciums (Yano et al.,
1984; Ogura et al., 1990; Okajima und Kondo, 1992), aber auch eine direkte Stimulierungswirkung
(Burch und Axelrod, 1987; Slivka und Insel, 1988) zugeschrieben.

Melittin ist der Hauptbestandteil des Bienengifts. Von ihm ist ebenfalls bekannt, daB3 es die PLA,
stimuliert (Shier, 1979; Bomalaski et al., 1989). Neben dieser direkten Wirkung enthélt Melittin selbst
noch geringe Mengen an PLA, -Aktivitat (Dempsey, 1990).

Wie Ergebnisse -Her Arbeitsgruppe Krug belegen, stimulieren auch schwermetallorganische Verbin-
dungen die PLA,. Versuche zu diesem Enzym mit Thrombozyten, die unter dem Einflu3 von Triethylblei
aggregieren, boten erste eindeutige Hinweise (Krug und Berndt, 1987). Untersuchungen mit
HL-60 Zellen und einigen Schwermetallverbindungen von Quecksilber und Zinn stiitzten die These, daf3
diese Verbindungen tatsachlich nicht nur die einbauenden Enzyme hemmen, sondern hauptséchlich die
PLA, stimulieren (Krug und Culig, 1991; Krug, 1992; Kafer et al., 1992). Schanne et al., 1989 wiesen
zudem eine Erhohung der intrazellularen Konzentration von Calcium durch Blei bei NG-Zellen nach,
was eine anschlieBende Stimulierung der PLA, wahrscheinlicher macht. Dieses Ergebnis deckt sich mit
dem von Kaever et al., 1988, die den EinfluB der Quecksilberverbindung Thimerosal auf Perito-
nealmakrophagen der Maus untersuchten. Auch sie fanden einen Anstieg der Calciumkonzentration als
Reaktion auf das Schwermetall.

Es existiet noch eine Reihe welterer stimulierender Agentien, die jedoch weniger ausfiihrlich
beschrieben sind. Die Wirkungsweise der schwermetallorganischen Verbindungen istim Gegensatz zu
den "konventionellen" Stimulantien noch nicht so umfangreich untersucht. Daflr eréffnen diese Sub-
stanzen die Moglichkeit, daB vergleichsweise hochaktuelle Stoffe als Stimulantien dienen, deren
auslésende Konzentrationen sicherlich in noch niedrigeren Bereichen liegen und damit Langzeitunter-
suchungen notig machen. Die Notwendigkeit zu weiteren Untersuchungen kann auf Grund der hohen
umweitrelevanten Aktualitat dieser Verbindungen nur unterstrichen werden,

Die groBe Bedeutung der PLA, im Zusammenhang mit den verschiedenen pathologischen Erschei-
nungen rlickt Aktivitatsuntersuchungen dieses Enzyms immer mehr in den Vordergrund. Die Palette der
MeBmethoden, die bereits in der Literatur beschrieben sind, ist dabel schon recht umfangreich. Je nach
Bestimmungsmethode kann man die Tests in verschiedene Gruppen einteilen:

Bis in niedrige Konzentrationsbereiche der zu bestimmenden Substanzen lassen sich Tests verwenden,
die auf der vorhergehenden radioaktiven Markierung der Zellipide beruhen. Diese Art von Enzymbe-
stimmung findet sowohl bei Zellextrakten mit extern zugegebener PLA, (Lumb et al., 1990 und Meyer
et al.,, 1989) als auch bei ganzen Zellen ihre Anwendung (z.B. Krug, 1992). Bei dieser Art von
Bestimmung kann das gesamte Spektrum der Zellipide untersucht werden einschlieBlich der durch die
Enzymreaktion freigesetzten Fettsaure. Die Messungen nach radioaktiver Markierung haben zwar den
Vonrteil, daB sie vom Ansatz her ein Nachvollziehen nattrlicher Verhaltnisse erméglichen, haben jedoch
den Nachteil, daB3 die Hohe der Freisetzung unterschatzt wird. Dies liegt, wie oben eréautert, an der
Tatsache, dafB freie Fettsauren mit Hilfe der Lysophospholipidtransterase wieder eingebaut werden. Bei
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einer erhdhten Aktivitat der PLA, kann zwar freie radioaktive Fettsaure gemessen werden, die aber auf
Grund des teilweisen Wiedereinbaus nicht der Gesamtmenge entspricht,

Anders verhélt es sich bei den eher klassischen Tests. Bei ihnen wird eines der durch die Aktivitat ent-
stehenden Endprodukte, Fettsaure bzw. das Lysophospholipid, entweder direkt, wie z. B. durch Einsatz
eines mit einer chromophoren Markierung versehenen Substrats, oder indirekt, durch anschiieBende
Modifizierung meBbar gemachter Endprodukte, bestimmt. Beispiele fur die direkte Messung bieten die
Untersuchungen mittels Gaschromatographie von Ramesha und Taylor, 1991 und die Untersuchungen
unter Verwendung chromogener Edukte von Balet et al., 1988, Hendrickson et al., 1990, Radvanyi et
al, 1989 und Dagan und Yedgar, 1987. Eine indirekte photometrische Bestimmung wurde von
Hirashima et al,, 1989 sowie Hoffmann und Neumann, 1989 und Saris und Somerharju, 1989
vorgenommen. Bei den beiden letztgenannten kann, methodisch bedingt, allerdings nur die -
Gesamtaktivitdt der beiden Phospholipasen A, und A, bestimmt werden.

Wittenauer ef al., 1984 und Wilton, 1990 verwenden Enzymaktivitdtsmessungen, bei denen eine Veran-
derung der Fluoreszenzintensitat der verwendeten Substrate sine Folge der enzymatischen Vorgange
ist.

Alle genannten Enzymtests bis auf die von Krug, 1992 und Dagan und Yedgar, 1987 verwendeten
haben den Nachteil, daB sie sich lediglich zur Bestimmung der Aktivitat in Zellextrakten bzw. der nicht
membransténdigen PLA, eignen. Als Folge scheidet haufig eine Vitalfarbung und damit kontinuierliche
Beobachtungen an der |ebend9n Zelle aus. A

Flr die vorliegende Arbeit ergaben sich zwei wichtige Ansatzpunkte:

Zum einen ist immer noch ein groBer Bedarf an Untersuchungen zum Turnover von Lipiden in
verschiedenen zelluldren Systemen vorhanden. Eine zusatzliche Gegentiberstellung von unterschied-
lichen Zellinien erschien dabei wiinschenswert. Da in diesem Zusammenhang Fluoreszenzmarkie-
rungen immer mehr in den Vordergrund riicken, war es sinnvoll, deren Vorteile ebenfalls auszunutzen.
Gleichwohi sind zur Verkntipfung dieser Ergebnisse mit tatsachlichen Gegebenheiten Untersuchungen
mit radioaktiv markierten Lipiden unerlaslich.

Zum zweiten stellt die Aktivitatsbestimmung der PLA, ein immer noch nicht zu aller Zufriedenheit gelos-
tes Problem dar. Daher war im weiteren daran gedacht, auf Grund der Vorkenntnisse (ber die Auf-
nahme- und Transportwege innerhalb der zuvor untersuchten zelluldren Systeme ein MeBsystem zur
kontinuierlichen Bestimmung der zelluldren PLA,-Aktivitat zu entwickeln. Ein wichtiger Gesichtspunkt
ist dabei die Notwendigkeit der Bestimmung von Aktivitatsverdnderungen durch den chronischen
EinfluB von Stimulantien, wie sie umweltrelevante Schadstoffe, z.B. die schwermetallorganischen
Verbindungen, darstellen. Durch sie bedingt besteht die Notwendigkeit von Langzeitmessungen zum
EinfluB niedriger Dosen auf das enzymatische System. Dabei war an eine Bestimmung von
fluoreszenzmarkierten, auf Grund der PLA,-Aklivitat freigesetzten Fettsauren gedacht. Diese Fettsauren
soliten die Eigenschaft besitzen, von der Lysophospholipid-Transferase nicht erkannt zu werden.
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Dadurch ist ein Wiedereinbau ausgeschlossen. Somit kénnen auch langanhaltende kleine Aktivitatsan-
derungen erfaf3t werden. Zusammentassend laft sich das geplante Bestimmungssystem in folgender
Abb. 4 verdeutlichen:

Lipidextraktion

Abb. 4 Schematische Darstellung der geplanten Vorgehensweise zur Aktivititsbestimmung der Phospholipase A,

Da fur die Ausarbeltung eines Tests Einbau- bzw. Turnover-Untersuchungen notwendig sind, bot es
sich an, beide Aspekte miteinander zu verkniipfen. Dies bedeutet auch eine sorgfaitige Auswahl der
Fluoreszenzmarkierung und der Zellen, da diese eine stimulierbare PLA, besitzen missen.
Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Krug zeigten eben dies bei dem System der Leukozytenzellinie der
HL-60 Zellen. Zudem existieren bereits zahlreiche Untersuchungen zur Stimulierung der zellularen PLA,
mit Hilfe verschiedener Stimulantien einschlieBlich der Schwermetalle. Des weiteren wird diese Zellinie
auch an anderer Stelle als geeignet fur die Untersuchung des Eicosanoidstoffwechsels betrachtet
(Bonser et al., 1981).

Da aus der Literatur von der Gruppe um Pagano bereits Daten tiber den Turnover von fluoreszenz-,
speziell NBD-markierten Lipiden in der V79 Fibroblastenzellinie des chinesischen Hamsters vorhanden
sind, lag es nahe, durch Verwendung von menschlichen primaren Fibroblastenzellen den Ubergang
zwischen den Zeliinien der Hamsterfibroblasten, der menschlichen Fibroblasten und der menschlichen
Leukozyten zu wagen. Die in unserem Institut bereits etablieten NFB-Zellen (normal fibroblast)
schienen daflir sehr gut geeignet.

Als dritte Zellinie wurde die Nervenzellinie der NG-Zellen (Neuroblastoma-Gliomazellinie NG108-CC15)
ausgewahlt. Von dieser Zellinie ist ebenfalls bekannt, daB deren PLA, durch verschiedene Stimulantien
angeregt werden kann.
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Durch Auswahl dieser drei Zellinien ist die Méglichkeit gegeben, eventuelle zellulare Unterschiede bei
Turnover- und auch Stimulierungsversuchen in einen Kontext zueinander zu bringen. Dadurch lassen
sich Zellspezifitaten gegentiber Aligemeingiltigkeiten abgrenzen. Zudem kénnen durch Verwendung der
NFB-Zellen Vergleiche zwischen Zellinien und priméaren Zellen in erster Annaherung gezogen werden.

Bei der Auswahl geeigneter Fluoreszenzmarkierungen lag es nahe, diejenigen naher in Betracht zu
zishen, von denen bereits im Zusammenhang mit anderen Untersuchungen Erkenntnisse vorlagen.
Gerade im Zusammenhang mit dem intrazellularen Transport existieren einige Vergieichsdaten aus der
Gruppe um Pagano, die mit (N-[7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl))aminohexansaure (C,-NBD-FS) mar-
kierten Lipiden arbeiten. Pyren-markierte Substanzen werden ebenfalls haufiger in der Literatur er-
wahnt, wobei bei ihnen schon bei manchen zellularen Systemen ein Wiedereinbau nachgewiesen
wurde. Far Aktivitatsmessungen der PLA, werden auch immer wieder mit 4-(6-Phenyl-1,3,5-
hexatrienyl)-B-benzpropansaure (PHTB-FS) markierte Lipide verwendet. Um méglichst physiologische
Verhélthisse zu schaffen, schien es zudem ratsam, auch langerkettige Varianten der Fettsauren zu
testen.

Turnover-Untersuchungen zugegebener Lipide soliten sich auf Grund des Versuchsansatzes vor-
wiegend auf direkte bzw. indirekte Substrate der PLA, beziehen. Daher wurden zunéchst Aufnahme-
und Umbaubestimmungen unter Verwendung von PC vorgenommen. Vorstufen in der Biosynthese wie
PS und PA, sowie PE boten sich ebentfalls an, wobei gerade im Falle der Fluoreszenzmarkierung diese
haufig nicht kommerziell erhaltlich sind, also hergestelit und verifiziert werden missen.

Zusammenfassend lassen sich die Ziele der vorliegenden Arbeit {olgendermafen formulieren:

1. Auswahi einer gesigneten Fluoreszenzmarkierung.

2. Untersuchungen zu den Eigenschaften und damit der Handhabbarkeit der mit dieser Fluoreszenz-
markierung versehenen Lipide, sowie die Erarbeitung von Trennmoglichkeiten,

3. Untersuchungen zum Ein- und Umbau dieser zu zellularen Systemen extern zugegebenen fluores-
zenzmarkierten Lipide. Hierbei solite zumindest ein teilweiser Vergleich zu Ergebnissen nach
Inkubation mit radioaktiv markierten Lipiden gezogen werden.

4. Untersuchungen zur Veranderung der nach dieser Methode meBbaren Lipidzusammensetzung
nach Stimulierung der zellularen PLA,.

5. Auf Grund dieser Daten solite die Verwendbarkeit der benutzten PLA,-Aktivitatsmessung diskutiert
werden bzw. eine Optimierung des Systems stattfinden.
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2 Material und Methoden

In diesem Teil sollen aus Ubersichtlichkeitsgriinden vorwiegend die in der Liste angegebenen Abkiir-
zungen verwendet werden.

2.1 Zellkulturen

er Zel e

Die Zellen wurden bis zu ihrer Verwendung in fliissigem Stickstoff gela art. Bei Bedarf wurden sie im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, zum Entfernen des im Einfriermedium enthaltenen DMSO sofort mit
ca. 5 mi des jeweils fir die Zellen verwendeten Standardmediums bei 100 g fiir 5 min in der Digifuge
GL von HERAEUS, Osterode, abzentrifugiert, nochmals gewaschen und unter den jeweiligen Kulti-
vierungsbedingungen angezogen.

Zum Einfrieren wurden die Zellen im jeweiligen Standardmedium, dem ein Volumenanteil von 10 %
DMSO (SERVA, Heidelberg) zum Schutz vor Einfrierschdden zugesetzt war, in der zellspezifischen
Konzentration in 1,8 ml SchraubgefaBen (NALGENE, Braunschweig) zunéchst flr einen Tag in einem
Behalter aus Styropor® bei - 80 °C gehalten, bevor sie in fltissigen Stickstoff iberfihrt wurden.

Die Zellkulturen wurden in Zellkulturflaschen der Firma GREINER, Frickenhausen, jeweils nach drei bis
vier Tagen umgesetzt. Steriles Arbeiten wurde an der Sterilbank Gelaire, ICN BIOMEDICALS durchge-
fahrt. Zur Kultivierung wurden die Zellen in einem Brutschrank Typ CO,-Auto-Zero von HERAEUS,
Osterode, bei 37 °C und 5 % CO, gehalten.

Alle im folgenden angefiihrten Standardmedien zur Zellkultur wurden vor dem Erstgebrauch mit Hilfe
der Bottle Top Filter (FALCON, Kirchheim / Teck) steril filtriert.

Die Zellzahlbestimmung wurde zum Ansetzen der Zellen nach vorheriger Sichtkontrolle unter dem
Auflichtmikroskop (HUND, Wetzlar), bei NG- und NFB-Zellen mit eingeschalteter Phasenkontrastein-
richtung, nach geelgneter Verdiinnung mit /soton (DR. MOLTER GmbH, Neckargemiind) mit Hilfe eines
Zellzahlgerats (Coulter counter, COULTER ELECTRONICS, Dunstable) durchgefiihrt.
Vitalitatsbestimmungen wurden nach der TrypanblauausschiuBmethode (nach Hanks und Wallace,
1958) durchgetithit, Dazu wurde die Suspensionskultur der HL-60 Zellen in einer 1:1 Verdinnung mit
0,5 %iger Trypanblaulésung der Firma SERVA, Heidelberg (in 0,9 % NaCl-Lésung) angesetzt und
mittels der Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop innerhalb von zwei Minuten ausgezahit.

Bei den festsitzenden Kulturen der NG- und NFB-Zellen wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen
kurzzeitig mit der 0,5 %igen Trypanblauldsung tiberschichtet, anschlieBend mit PBS (PBS = phosphate
buffered saline; 0,14 M NacCl, 0,6 M MgCl,, 2,7 mM KCI, 0,7 mM CacCl,, 6,5 mM Na,HPO,, 1,5 mM
KH,PO,) einmal gewaschen und die Vitalitat qualitativ unter dem Inversmikroskop (LEITZ, Stuttgart;
Laborlux 12; Objektiv 10x) bestimmt. Vitale Zellen erscheinen bei dieser Vitalitatsbestimmung
ungeférbt, tote dunkelblau.
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t itferenzierte -60 Zelle

Bei HL-60 Zellen handelt es sich um eine Zellinie, die von den Blutkrebszellen einer Frau mit akuter
promyelozytischer Leukamie (human leukemic cell line) abgeleitet ist (Collins et al., 1977). Es sind
undifferenzierte Zellen, die allerdings ihre sonst normale Entwicklung durch die Einwirkung von
Induktoren sowohl in Richtung Makrophagen (Rovera et al., 1979) als auch zu Granulozyten (Collins
et al., 1978; Newburger et al., 1979) fortsetzen kénnen. Mit Beginn der Differenzierung stellen sie die
Teilungsaktivitat nahezu ein.

Zu Beginn dieser Arbeit wurden Zellen verwendet, die aus dem Pharmakologischen Institut in Hei-
delberg, Gruppe Jakobs, stammen, spater Zellen der Firma ATCC, Maryland. Im ersten Fall handelt es
sich um Zellen einer Passage ab ungefahr 30, wéhrend die Zellen von ATCC ab einer Passage von 20
verwendet wurden. Diese Arbeit betreffende Unterschiede zwischen den beiden Kulturen lagen nicht
vor. Nach dem Auftauen wurden die Zellen nur bis zu 15mal passagient, da sie sich anschlie3end zu-
mindest in ihren Wachstumseigenschaften verdanderten.

Das Standardmedium zur Kultur unditferenzierter HL-60 Zellen setzte sich aus folgenden Bestandteilen
Zusammen:

450 ml RPMI 1640 (GIBCO, Eggenstein)
75 ml FKS (fotales Kilberserum (GIBCO, Eggenstein), hitzeinaktiviert bei 56 °C,
30 min)
7,5 ml 200 mM L-Glutamin
5 mi MEM 100- (Non essential amino acid von GIBCO, Eggenstein)
5ml 100 mM Natriumpyruvat
3 ml Penicillin / Streptomycin (GIBCO, Eggenstein; entspricht 55 IU/ml Penicillin

und 55 pg/ml Streptomycin)

Zur Kultivierung wurden die Zellen in einer Konzentration von 5-10° Zellen / 20 ml Standardmedium bei
einer Flillhdhe von 0,27 cm (dies entspricht bei einer 250 ml Flasche einer Menge von 20 ml Medium)
gehalten.

Differenzierung von HL-60 Zellen zu Granulozyten

Die Differenzierung von HL-60 Zellen in Richtung Granulozyten wurde durch Zugabe von 1,3 % DMSO
erreicht (Collins et al., 1978, Newburger et al., 1979). Hierzu wurden die benétigten undifferenzierten
Zellen bei 100 g in der Digifuge abzentrifugiert. Standardmedium entsprechend einer Fullhéhe von
0,57 cm in der Flasche wurde mit 1,3 % DMSO versetzt und 1-10° Zellen pro mi Medium darin
resuspendiert. (Bei 600 mi Zellkulturflaschen entspricht dies 1:10° Zellen in 100 mi Medium mit 1,3 ml
DMSO). Die Zellen wurden nach einer Differenzierungsdauer von finf bis maximal sieben Tagen fur
Versuche verwendet.
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Die Bestimmung des Differenzierungsgrades wurde mit Hilfe der NBT-Methode (Wijermans et al., 1987,
in veranderter Form) durchgefilhrt. Dazu wurden ungefahr 2.10° Zellen bei 100 g abzentrifugiert und mit
3 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 1 ml PBS aufgenommen, mit 1 ml einer 0,2 %igen NBT-
Lésung (NBT = Nitroblautetrazolium; SERVA, Heidelberg; in PBS geldst) und 10 pl einer Stammldsung
von 0,05 mg TPA / mi DMSO (TPA = 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat) gemischt und flir
25 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach Abzentrifugieren bei 100 g wurden die Zsllen in
0,5 ml PBS aufgenommen und in der Neubauer-Zdhlkammer unter dem Durchlichtmikroskop ausge-
z&hlt. Differenzierte Zellen kdnnen nach Induktion durch z.B. TPA im Unterschied zu undifferenzierten
Zellen Formazan reduzieren und bilden dann schwarzblaue Formazan-Ablagerungen. Undifferenzierte
Zellen sehen dagegen im Mikroskop heli aus. Der Differenzierungsgrad errechnet sich aus:

dunkel geférbte Zellen
Gesamtzahl

% Differenzisrung =

2.1.3 NFB-Zellen

Bei den NFB-Zellen (normal fibroblast) handelt es sich um eine festsitzende Kultur von Hautfibroblasten
eines gesunden Menschen aus einer Minchener Klinik. Sie wurden mir freundlicherweise von
Dr. Liucke-Huhle, IGEN, Kernforschungszentrum Karlsruhe, zur Verfiigung gestellt.

Das Standardmedium fir NFB-Zellen setzte sich folgendermaBen zusammen;

450 mi Dulbecco (GIBCO, Eggenstein)
100 mi FKS (ohne Hitzeinaktivierung)
3mi Penicillin / Streptomycin (GIBCO, Eggenstsin; entspricht 55 1U/ml Penicillin

und 55 pg/mi Streptomycin)
Zum Umsetzen muBten die Zellen mit 0,25 %igem Trypsin fur funf Minuten behandeit werden, um sie

vom Boden der Kulturflasche zu Idsen. AnschlieBend wurden sie in einer Konzentration von 1-10°
Zellen in 10 ml Standardmedium pro 250 mi Zellkuiturflasche weitergezogen.

2.1.4 NG108-CC15-Zellen

NG-Zellen sind Zellen einer Zellhybridlinie aus Neuroblastomazellen der Maus und Gliomazellen der
Ratte (Hamprecht, 1974). Die hier verwendeten Zellen stammen aus dem Pharmakologischen Institut
in Heidelberg, Gruppe Jakobs.
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Das Standardmedium fiir diese Zellen setzte sich hierflr aus folgenden Bestandteilen zusammen (nach
Hamprecht et al., 1985):

450 mi RPMI 1640
6,5 mi HAT (6,8 mg Hypoxanthin (£ 1 mM), 0,12 mg Aminopterin (£ 0,27 mM),
2,45 mg Thymidin (= 20 mM)); Firma SIGMA, Miinchen
50 ml FKS (ohne Hitzeinaktivierung)
7,5 ml 200 mM L-Glutamin
2,5 ml Penicillin / Streptomycin  (GIBCO, Eggenstein; = 55 IU/m! Penicillin und

55 pug/ml Streptomycin)

Bei dieser Netvenzellinie handelt es sich ebenfalls um ein festsitzende Kuitur, deren Zellen mit
0,25 %igem Trypsin behandelt werden miissen, um sie anschlieBend in einer Konzentration von 1.10°
Zellen in 20 ml Standardmedium in 250 ml Zellkulturflaschen weiterzuziehen,

2.2 Lipide

.1 Extraktion der Lipide

Alle zum Losen, Extrahieren,' Trennen bzw. Uberschichten von Lipiden bendtigten Losungsmittel
wurden von der Firma MERCK bezogen.

Das Eindampfen lipidhaltiger Lésungen wurde unter Stickstoffstrom bei 37 °C mit Hilfe des TCS-
Metallblock-Thermostaten (LABOR TECHNIK BARKEY Bielefeld) vorgenommen.

Die Extraktion von Lipiden wurde mit Hilfe einer Methode nach Bligh und Dyer, 1959 durchgefiihrt: Alle
Extraktionsschritte wurden unter Kiihlung mit Eis durchgefihrt. Zunachst wurde die wésstige Suspen-
sion in ein Glasréhrchen Uberflihrt, in dem das 1,25fache Volumen an Chloroform vorgelegt war. Durch
Zuftgen des 2,5fachen Volumens an Methanol bildete sich eine Phase. Weiteres Hinzufligen des
1,25fachen Volumens sowohl an Chloroform als auch 0,02 %iger Ameisensdure und leichtes
Schwenken des Rohrchens fiihrte nach zehnminltigem Stehenlassen bei Eiskilhlung zu einer guten
Phasentrennung, wobei Lipide in der unteren, organischen Phase enthalten waren. Nach 5miniitiger
Zentrifugation bei 350 gin der Digifuge konnte die untere Phase leicht herauspipettiert und in ein Glas-
rohrchen Uberfuihrt werden, so daB ein Eindampfen der organischen Phase unter Stickstoffstrom vor-
genommen werden konnte. Zur Lagerung wurde der Lipidextrakt in ca. 100 p! Chloroform aufgenom-
men, mit Stickstoff tberschichtet und bei -20 °C aufbewahrt.

Die wassrige Phase wurde bei der Extraktion radioaktiv markierter Lipide vor der Aktivitatsbestimmung
unter dem Abzug flr 24 Stunden stehengelassen, um verbliebene Reste von Chloroform zu entfernen.
Bei der Extraktion fluoreszenzmarkierter Lipide wurde diese Phase verworfen, da durch Quencheffekte
des Wassers eine Messung der Fluoreszenz nicht méglich war.
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. adioaktiv markierte Lipide

Die radioaktiv markierten Lipide waren bei der Firma AMERSHAM, Braunschweig, kommerziell erhalt-
lich. Formeln, Namen und die im weiteren benutzten Abkiirzungen der verwendeten Lipide sind in
Abb. 5 gezeigt.

1 Tre er radioaktiv matkie e

Zur Trennung der radioaktiv markierten Lipide wurde der eingedampfte Lipidextrakt in Chloroform
aufgenommen und auf eine DUnnschichtplatte (Polygram Sil G, Schichtdicke 0,25 mm, MACHEREY-
NAGEL, Diren), die vorher geséubert (Vorlaufmittel: Chloroform : Methanol [2 : 1]) und aktiviert war
(30 Minuten bei 110 °C), aufgetragen. Als Laufmittel wurde nach Krug (in Vorbereitung) ein Gemisch
von Chloroform : Methanol : Essigsaure : Wasser {56 : 33 : 9 : 2]biszueinerLaufmittelfrontvon 13 cm
ab Boden und fir die restliche Trennung nach kurzer Trocknung mittels Fon ein Laufmittel bestehend
aus Hexan : Diethylether : Essigsaure [80 : 20 : 1] verwendst. Im ersten Laufmittel trennten sich Phos-
pholipide auf, wahrend Neutrallipide, freie Fettséuren und deren Metabolite mit der Laufmittelfront liefen
und im zweiten Laufmittel getrennt wurden. AnschlieBend wurde die Dlinnschichtplatte in eine Jodkam-
mer gestelit. Jod addiert reversibel an C=C-Doppelbindungen, so daf3 die entstehenden gelb-braunen
Flecke in diesem Fall die Lage der Lipide anzeigen und mit dem Bleistift markiert werden konnen.
AnschlieBend wurde die Dunnschichtplatte auf einen Rdéntgenfilm (Hyperfilm von AMERSHAM,
Braunschweig) aufgelegt und in einer lichtdichten Kassette je nach Aktivitat zwischen vier Tagen und
drei Wochen bei -20 °C exponiert. Bei °H-Aktivitat war eine vorherige Behandlung mit Verstarker-Spray
(Enhancer-Spray, NEN, Boston) notwendig.

2 uantifizierung der radjoakti alkierte ide

Nach Entwicklung der Autoradiographie wurden die Plattenteile mit den radioaktiv markierten Banden
der Dunnschichtchromatographie ausgeschnitten, in SzintillationsgefaBe (Minis 2000, ZINSSER
ANALYTIC, Frankfurt) Uberfiihrt, 3 ml Szintillationsfitissigkeit (Quicksafe A, ZINSSER ANALYTIC) hin-
zugeflgt und nach kurzem Schiitteln und anschlieBendem 30miniitigen Stehenlassen die Aktivitat mit
dem FlUssigszintillationszahler (1219 Rackbeta, LKB, Freiburg) bestimmt.

Die Verifizierung der Lipide geschah Uber einen Vergleich der R,-Werte mit denen von Standard-
substanzen.

3 oresze arkiernte Lipide

Formeln, Namen und die im weiteren benutzten Abkiirzungen der verwendeten fluoreszenzmarkierten
Lipide sind in Abb. 6a und Abb. 6b gezeigt.
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Bei den fluoreszenzmarkierten Lipiden waren lediglich das C,-NBD-PC, sowie die C,-NBD-Fettsdure
(C,-NBD-FS) kommerziell erhéltlich (SIGMA, Minchen). Alle anderen wurden selbst aus dem

C,-NBD-PC hergestelit (s. 2.2.3.3).

1-Stearoyl-2- [1-14C] -arachidonyl - sn-glycero-3-phosphocholin
= 14c-Ara-pC |c|)
CH,— (CH,) 16— C—0—CH,
®
CH3—— (CH:CHCH2)4—— (CHZ)Z—ﬁ—O—?H IC|) CH3
+7
(o} CHZ-—O———T———O—-—CHZ——CHZ——N \—CH3
o CH,
1-Acyl-2- [1-*%C] -arachidonyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
= 14 -
C-Ara-PE ﬁ
R—C—O0—CH,
w
CH3——-(CH=CHCH2)4—(CHz)z-—ﬁ———O——CI!H ICl) H
+7
0 CHZ—O—?—O—CHZ#CHZ—N \—-H
o H
1-Palmitoyl-2- [1-*4C] -palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
= 4¢-pal-pC ﬁ
®
CH,— (CH,) —C—0—CH 0
3 2R | I .S
o cuz—o—f—o—cuz—cuz—n —CH,
o CH3
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3- [methyl-3H] -phosphocholin
= Pal-3H-PC ﬁ
CH;— (CH,) 1,—C—0—CH,
I
CH,— (CH,) —C—0—CH (o] *
3 2714y 1 I .3,
o} CHZ—O——II’———O——CHZ——CHZ——N \_\—CHE
0" CH3

Abb. 5 Formeln der verwendeten radioaktiv markierten Lipide.

Das radioaktive Nuklid ist mit einem Stern gekennzeichnet. Die im Text verwendeten Abkiirzungen sind

unterhalb der jeweiligen Namen angefiihrt,
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1-Palmitoyl-2-(N-[7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl])aminohexanoyl-
sn-glycerin

= Cg-NBD-DG

0
Il

— (CHp) ;g —C—O0— CH,

No, N— (CH,) 5—C—0—CH

H 0 CH,—0—H

i

l1-Palmitoyl-2- (N-[7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl])aminohexanoyl-
sn-glycero-3-phosphat, Natriumsalz

= C¢-NBD-PA

0
|
H— (CH,) 15— C—0— cI:HZ

*

NO, N—(CHZ)S—ﬁ—-o-—?H Ic|>
+
H o CH,—0—P—O0—H Na
I
o

1-Palmitoyl-2- (N- [7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl])aminohexanoyl -
sn-glycero-3-phosphocholin

= CG-NBD-PC
N N Icl)
H o caz—o—f—omc%——cnz——n \ CH4
0" CI—I3
1-Palmitoyl-2- (N-[7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl])aminohexanoyl-
sn-glycero-3-phosphoserin, Natriumsalz
= C_.~-NBD-PS o}
6 N/ \N '?
No, bll~— (CH,) 5—|(|3—~o—<':1-1 ” c[:oo )
H 0 CH,—0—P—0—CH,—C—NH," Na
| |
0 H

Abb. 6a Formeln der verwendeten fluoreszenzmarkierten Lipide (1. Tel) Die im Text verwendeten Abkiir-
zungen sind unterhalb der jeweiligen Namen angefiihrt,
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(N- [7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl]) -aminohexansiure

= - - 7N
C¢-NBD-FS N Ox

NO, N-——(CHZ)S——COOH

H

(N- [7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl1]) -aminoundecansdure

o]
= Cll‘NBD'FS N/ \N
NO, T_‘(Cﬁz)lo—COOH
H
4- (1-Pyren) -buttersdure 10- (1-Pyren) -decansiure
= 4-Pyren-FS = 10-Pyren-FS

(CH2)3——COOH (CH2)9-=COOH

4-(6-Phenyl-1,3,5-hexatrienyl) - p-benzpropanséure

= PHTB-FS

‘©/\\/\\/\

Abb. 6b Formeln der verwendeten fluoreszierenden Lipide (2. Teil). Die im Text verwendeten Abkiirzungen
sind unterhalb der jeweiligen Namen angefiihrt.
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Diese Spektren wurden am Lumineszenzspektrometer LS-5B (PERKIN-ELMER, Beaconsfield, England)
erstelit. Bei der Untersuchung der mit dem Fluoreszenzfarbstoff NBD markierten Lipide wurde auf
Grund von Vortests bei Emissionsspektren eine Anregungswellenlange von 470 nm gewahlt, bei Exzita-
tionsspektren die Intensitat der Emission bei 525 nm gemessen.

3.2 Trennung und Quantifizierung der fluoreszenzmarkierten Lipide

Alle Lipi“e wurden nach Isolierung durch die in 2.2.1 beschriebene Extraktion getrennt. Eine Quantifi-
Zierung der Lipide wurde lediglich nach Trennung mit Hilfe der HPLC durchgefiihrt.
Far die Trennung wurden folgende Methoden verwendet;

schichtchromato ische

Die Trennung mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie wurde nach Struck und Pagano, 1980 durch-
gefuhrt. Dazu wurden die Lipide auf Dunnschichtplatten ohne Bindemittel (POLYGRAM SIL N-HR,
MACHEREY-NAGEL, Duren), die vorher geséubert (Vorlaufmittel: Chloroform : Methanol [2 : 1]) und
aktiviert waren (30 Minuten bei 110 °C), aufgetragen und in einem Laufmittel der Zusammensetzung
Chloroform : Methanol : 25 %iger Ammoniakiésung [65 : 35 : 5] getrennt. Qualitative Untersuchungen
wurden durch Betrachten der Platten unter UV-Licht bei 350 nm (Universal UV-Lampe, CAMAG, Berlin)
durchgeftihrt. Langeres Aufbewahren war nach Einschwei3en der Platten in Kunststoffolie und Lage-
rung bei -20 °C moglich. Zum Archivieren der Ergebnisse wurden die Platten unter UV-Licht fotografier.

Festphasenseparation mit Hilfe von C18-Saulen

Flr diese Trennung wurden SEP-PAK C18 Cartridges (WATERS MILLIPORE, Eschborn) verwendet.
Die Trennung geschah nach folgendem Schema:
3 ml Isopropanol (Konditionieren der Saule)
100 pl Chloroform mit der darin gel6sten Probe (Auftragen der Probe)
1,5 ml  Hexan : Methyltertiarbutylether (MTBE) : Essigsaure [50 : 50 : 1]
(Extraktion von C,-NBD-FS)
0,76 ml  MTBE : Essigsaure [100 : 2] (Zwischenfraktion)
2ml  MTBE : Methanol : 25 %iger Ammoniaklésung [10 : 4 : 1] (Extraktion von C,-NBD-PC)

Alle Fraktionen wurden unter Stickstoffstrom eingedampft und die Fluoreszenz in Angaben von relativen
Einheiten mit Hilfe des Lumineszenzspektrometer LS-5B (PERKIN-ELMER, Beaconsfield, England) bei
einer Anregungswellenlange von 470 nm und einer Emissionswellenldnge von 525 nm gemessen.
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Far diese Art der Trennung und Quantifizierung der mit dem Fluoreszenzfarbstoff NBD markierten
Lipide und der C,-NBD-Fettsiure stand eine HPLC-Anlage von WATERS, Eschborn, und die
dazugehorige Auswertesoftware zur Verfigung. Im einzelnen setzte sich die Anlage wie foigt
zusammen: ein Hochdruckpumpengradientensystem mit zwei Pumpen (510 HPLC-pump), ein manu-
eller Injektor (UBK) bzw. gegen Ende der Arbeit ein automatischer Probeninjektor (712 Wisp), ein
Fluoreszenzdetektor (Scanning Fluorescence Detector 470), sowie ein Steuer- und Auswertesystem,
bestehend aus einem System Interface Module und einem Personal Computer mit der Auswertesoft-
ware Maxima 820, Version 3.3.

_ Zur Trennung mittels Reversed Phase Chromatography wurde eine C8-Stahlsaule, PartikelgréoBe 5 pm
(CS CHROMATOGRAPHIE SERVICE GmbH, Langerwehe) verwendet. Die Auftrennung wurde durch
einen Losungsmittelgradienten bewirkt, der aus Wasser (HPLC-reines Wasser aus der Hochreinwasser-
anlage Milii-Q, MILLIPORE, "Eschborn) und steigender Konzentration an Methanol (HPLC-rein,
PROMOCHEM GmbH, Wesel) bestand. Beide Laufmittel wurden vor ihrer Verwendung filtriert (ver-
wendete Filter waren Durapore HVLP bzw. MF HAWP, beides MILLIPORE, Eschborn) und dabel
gleichzeitig entgast. Die Dauer zur Trennung betrug bei beiden verwendeten Gradienten 19 Minuten.
Bei der Trennung von C,-NBD-PS wurde ein DurchfluB von 1,5 ml/min eingestellt, bei der im allgemei-
nen verwendeten Trennung 1,4 ml/min. Chromatogramme der beiden verwendeten Trennungen sind
in Abb. 7 gezeigt. '

A) B)
. NBD-FS (1 ng) S 0.025 | NBD-FS
] =
£ 0.03 A 5
< NBD—-PA (ca. 30 ng) c NBD—PA
‘B E 0.020 A
g NBD-DG c NBD—PS|
0.02 ~H (ca. 2 ng) N
N w
8 NBD—PC g 0.015 4 NBD—PC
3 (10 ng) S
2 ©
* 0.01 o » 0.010 -
2 £
8 — = \
o < 0.005 A
0.00 T - ) T T T
0 5 10 15 0 5 10 15
Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 7 HPLC-Chromatogramme zur Trennung von Lipiden, die mit dem Fluorophor C,-NBD markiert sind.

A} HPLC-Chromatogramm zur Trennung von C,-NBD-FS, Ci-NBD-PA, C,-NBD-DG und C-NBD-PC. Es
wurde mit einem Volumenanteil von 31 % Wasser begonnen,

B) HPLC-Chromatogramm zur Trennung von C,-NBD-PS von den anderen Lipiden. Es wurde mit einem
Volumenanteil von 50 % Wasser begonnen.

Zur Quantifizierung der fluoreszierenden Lipide wurden deren Peakflachen im Chromatogramm berech-
net, diese zueinander ins Verhiltnis gesetzt, oder, talls eine Standardsubstanz vorhanden war, daraus
die absolute Menge berechnet.
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.2.3.3 Herstellung und Reini de ommetziell erhaltlichen Lipide

A) Herstellung von Cs-NBD-DG (nach Comfurius und Zwaal, 1977)

Hierzu wurde von 0,7 pg in Chloroform geldstem C,-NBD-PC das Losungsmittel unter Stickstoffstrom
entfernt, 1,5 ml Puffer (0,1 M Acetatpuffer mit 0,1 M CacCl,) und 140 U Phospholipase C von
Clostridium petfringens (SIGMA, Minchen) hinzugetftigt. Das Reaktionsgemisch wurde bei 37 °C im
Wasserbad far 15 Minuten gerihnt.

B) Herstellung von C,-NBD-PA
Diese Substanz wurde in gleicher Weise wie C,-NBD-DG hergestellt, allerdings unter Einwirkung von
150 U Phospholipase I von Streptomyces chromofuscus (SIGMA, Minchen).

C) Herstellung von C,-NBD-PS (nach Comfurius et al., 1990)

Fur dessen Herstellung wurde von 0,5 mg in Chloroform geléstem C,-NBD-PC das Losungsmittel unter
Stickstoffstrom abgedampft, 40 mg 1-O-Octyl-B-D-glucopyranosid (SIGMA, Miinchen) und 1 mi Puffer
(0,1 M CacCl,, 0,1 M Natriumacetat) mit 0,5 g gefriergetrocknetem Serin (SIGMA, Minchen), sowie
31,2 U Phospholipase D von Streptomyces species (SIGMA, Munchen) dazugegeben und fiir funf
Minuten bei 45 °C im Wasserbad unter Rithren inkubiert.

D) Herstellung von C,-NBD-PE
Die Herstellung dieser Substanz wurde wie die des C,-NBD-PS vorgenommen, wobei statt Serin 0,5 mi
Ethanolamin (SIGMA, Minchen) dazugegeben wurde.

Nach ihrer Herstellung wurden die Lipide durch Lipidextraktion (siehe 2.2.1) isoliert und mit Hilfe der
Dannschichtchromatographie von unerwiinschten Produkten getrennt. Die Isolierung von der Dinn-
schichtplatte geschah durch ein modifiziertes Verfahren der oben beschriebenen Lipidisolierung: Der
Plattenteil mit der gewlinschten Bande wurde ausgeschnitten und in einer Lésung aus 1 ml PBS,
1,25 ml Chioroform und 2,5 ml Methanol so lange bei 37 °C im Wasserbad gertihrt, bis die gesamte
Fluoreszenz sichtbar in die Losung Ubergetreten war. Dies dauere je nach Substanz zwischen
10 Minutenund 1,5 Stunden. AnschlieBend wurde 1,25 ml Chloroform und 1,25 mi 0,02 %ige Ameisen-
saure hinzugeflgt und die Lipide wie oben beschrieben isoliert. Um kleine Plattenstlicke abzutrennen,
wurde die abpipettierte Losung nochmals bei 700 g zentrifugiert.

2.2.3.4 NMR-Spekiroskopie'

Zur Verifizierung der hergestellten Lipide wurden sowohl Protonen- als auch Phosphorspektren mit >'P
erstellt. Als Geréte standen dabei das AMX 360 bzw. das ARX 500 der Firma BRUKER zur Verfiigung.
Die Anregungsfrequenzen fir die Protonenspektren lagen entsprechend bei 360 bzw. 500 MHz. Die
Phosphorspektren wurden am AMX 360 erstellt, wobei die Anregungsfrequenz bei 145,78 MHz lag.

! Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. M. Ackermann,
Firma BRUKER, Rheinstetten durchgefiihrt, dem ich an dieser Stelle ganz herzlich danken michte,
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Die Protonenspektren wurden sowohl als 1-dimensionales Spektrum, als auch als 2-D Spektrum mit
Hilfe der Total Correlation Spectroscopy (TOCSY) erstellt.

Die MeBzeit bei den 1-D Spektren betrug ungeténhr 10 min, bei 2-D Spektren wegen der geringen
Substanzmengen 8 Stunden und bsi 1-D Phosphorspektren 3,5 bis 4 Stunden.

2.2.4 Herstellung von Vesikeln

Die Herstellung der Vesikel verlief je nach Markierung unterschiedlich. Zunéchst wurde den in Chloro-
form geldsten fluoreszenzmarkierten Lipiden unter Stickstoffstrom in lbsungsmittelbesténdigen Kunst-
stoffrohrchen (SARSTEDT, Nilmbrecht) das Lésungsmittel entzogen. Da Calciumionen und Magnesiu-
mionen die Vesikelbildung beeinflussen kénnen (Oates et al., 1982), ist zur Darstellung der Vesikel
calcium- und magnesiumfreies PBS als Medium verwendst worden. Die Anordnung als Vesikel bzw.
Doppelmembranen wurde durch Ultraschall hervorgerufen (nach Huang und Chariton, 1972). Dazu
wurden die mit 1 bis 2 ml PBS ohne Calcium und Magnesium Uberschichteten Lipide mit dem Ultra-
schallgerat Sonifier Cell Disruptor B15 (BRANSON, Schwabisch Gm{ind) bei der Einstellung Dutycycle
60 %, Outputcontrol 6 tir 30 Sekunden behandelt.

Da sich Vesikel normalerwseise durch Eintrag nativer Lipide in wassrigem Medium bilden (Ostro, 1987),
wurden die radioaktiv markierten Lipide nach dem Eindampfen des Lésungsmittels unter Stickstoffatmo-
sphére in DMSO aufgenommeh und in wassriges Medium UberfGhrt.

Zur Wah! der richtigen Zellinkubationsmedien wurden verschieden markierte Lipide mit unterschiedli-
chen Medien inkubiert. In Bezug auf das fluoreszisrende Lipid C,-NBD-PC wurden sowoh| FKS-haltige
als auch Medien, die die synthetischen FKS-Ersatzstoffe CPSR-1 (SIGMA, Miinchen) bzw. Ultroser G
(GIBCO, Eggenstein) enthielten, getestet. Als FKS-freies Medium wurde demgegeniber das Inkuba-
tionsmedium fur HL-60 Zellen (s. 2.3) getestet.

Vesikel wurden hierzu gemaB der im Zellversuch verwendeten Inkubationsdauetr und mit dem
entsprechenden Inkubationsmedium im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Lipide durch
Lipidextraktion (s. 2.2.1) extrahiert. Fluoreszenzmarkierte Lipide wurden durch DUnnschichtchromato-
graphie getrennt und qualitativ untersucht. Radioaktiv markierte Lipide wurden wie in 2.2.2.1 beschrie-
ben Uber Dlinnschichtplatte getrennt und quantitativ nach Messung im FlUssigszintillationszéhler aus-
gewertet.
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Zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitaten in Abhangigkeit von der Substanz wurden die Intensitaten
unterschiedlicher Konzentrationen beider Substanzen mit Hilfe der HPLC bestimmt und einander
gegentiber gestelit.

Eine Bestimmung in Abhangigkeit vom verwendeten Lésungsmittel wurde nach Eindampfen gleicher
Mengen der jeweiligen geldsten Substanz und Aufnahme in verschiedenen Lésungsmitteln vorgenom-
men. Die qualitative Bestimmung geschah mit Hilfe des Lumineszenzspektrometer LS-5B (PERKIN-
ELMER, Beaconsfiseld, England).

2.2.7 Untersuchung zum Abbau von C.-NBD-PC durch externe PLA,

Um zu testen, inwiefern sich C,-NBD-PC als artifizielles Lipid Uberhaupt durch PLA, abbauen l&Bt,
wurde PLA, von Schweinepankreas extern zu C,-NBD-PC Vesikeln dazugegeben. Dazu wurde eine
5 UM Lésung von C,-NBD-PC in Chioroform eingedampft und in Puffer aufgenommen. Der Puffer
bestand aus 50 mM Hepes und 25 mM Calciumchlorid in 1 | Wasser. AnschlieBend wurde die Probe
far eine Minute mit dem Ultraschallgerat behandelt. 10 Units PLA, (SIGMA, Minchen) wurden zu-
gegeben und die Probe bis zu 30 Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Von abgenommenen
Proben wurden die Lipide extrahiert, eingedampft und fiir eine qualitative Aussage tber Diinnschicht-
platte getrennt.

2.3 Zellversuche

Zur Inkubation von Zellen mit Lipiden wurde ausschlieBlich Inkubationsmedium verwendet.
Inkubationsmedium (angelehnt an Bottenstein und Sato, 1979):

500 mi Standardmedium ohne FKS und ohne Phenolrot

2,5mg Inhsulin (SIGMA, Miinchen)

25 mg menschliches Transferrin (SERVA, Heidelberg)

500 pi einer Na,SeO,-Stammlidsung mit 52 hg/ml (Substanz von SIGMA, Minchen)

Bei NG-Zellen wurde dieses Medium noch ergénzt durch:
100 pl einer Progesteron-Stammiésung mit 63 pg/ml (Substanz von SIGMA, Miinchen)
1,61 mg Putrescin (SIGMA, Miinchen)

Bei Langzeitversuchen mit HL-60 Zellen und radioaktiv markierten Lipiden war aus Grinden der Vitali-
tat der Zusatz von mindestens 3,3 % FKS erforderlich.
Verwendete Zellkulturflaschen und Petrischalen stammten von der Firma GREINER, Frickenhausen.
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Zellinkubationen mit radioaktiv markierten Lipiden und anschlieBende Untersuchungen wurden aus-
schliellich an undifferenzierten bzw. differenzierten HL-60 Zellen vorgenommen.

Um die Aktivitat von Membranenzymen, die die einzuschleusenden Lipide bereits abbauen kdnnten
(Pagano, personliche Mitteilung bei der DGZ in Bremen, 1989) méglichst gering zu halten, wurde die
Inkubation vorsichtshalber bei Eiskiihlung bzw. im Kithischrank bei +4 °C durchgefiihrt. Hierzu wurden
die Zellen auch vorher im Kuhlschrank abgekiihit, was die Vitalitat nicht beeinfluB3te.

Pro geplanten Versuchsansatz wurden 2.10" Zellen in der gekiihiten Zentrifuge Cryofuge 6-6
(HERAEUS, Osterode) bei 100 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden einmal mit Inkubationspuffer
gewaschen und in 10 mi inkubationspuffer aufgenommen, dem die l&sungsmittelfreie, in DMSO (ent-
sprechend 1,3 %) aufgenommene Radioaktivitatsmenge zugeflgt war. Die Aufnahme der Lipide fand
wéhrend der einstiindigen Inkubation im Kilhischrank statt. Bel Versuchen mit radioaktiv markiertem
Phosphatidylcholin wurde an dieser Stelle mit Inkubationspuffer gewaschen. AnschlieBend wurden die
Zellen in einer Konzentration von 2:107 Zellen in 2 ml Inkubationspuffer auf Petrischalen mit 3,1 cm
Durchmesser angesetzt und im Brutschrank inkubiert (Zeitpunkt 0).

3 ation der Zelle i (CXy4z) erten Vesike

Bei diesen Versuchsansatzen wurden HL-60 Zellen entsprechend dem Verfahren mit radioaktiv
markierten Vesikeln zunéchst abgekilhlt, bevor pro geplanten Versuchsansatz 2-10’ Zellen in der
gekuhiten Zentrifuge abzentrifugiert wurden. AnschlieBend wurden die Zellen mit inkubationspuffer
gewaschen und in einem Gemisch von 10 ml Inkubationsmedium, dem die Vesikel zugesetzt waren,
autgenommen und fir eine Stunde im Kihlschrank bei 4 °C inkubiert. Nach Abzentrifugieren und Wa-
schen wurden die Zellen, in einer Konzentration von 2.10” Zellen in 2 ml Inkubationspuffer pro Ver-
suchsansatz auf Petrischalchen mit 3,1 cm Durchmesser verteilt und im Brutschrank inkubiert
(Zeitpunkt 0),

NG- und NFB-Zellen wurden zwei Tage vor Versuchsbeginn in einer Konzentration von 2,5.10° Zellen
in 3,5 bis 4 m| Standardmedium ausgesét. Um eine Voraktivierung zu vermeiden, wurde das Medium
am Abend des darauffolgenden Tages gegen Inkubationsmedium ausgetauscht. Am nachsten Morgen
wurde nochmals gegen 2,5 ml frisches Inkubationsmedium ausgetauscht, welchem die Vesikel
zugesetzt waren. Da sich im Laufe der Untersuchungen herausstelite, daB sich gerade die NG-Zellen
nach Inkubation im Kuhischrank bei langerer anschlieBender Untersuchungsdauer von der Petrischale
abldsen, wurde die einstindige Inkubation hierflir bei Zimmertemperatur und Dunkelheit durchgefihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen einmal mit Inkubationspuffer gewaschen und anschlieBend mit 2 ml
Inkubationsmedium im Brutschrank inkubiert (Zeitpunkt 0).
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3.3 Besti er aufgeno en Lipidmenge
ufnahme radioaktiv markierter Lipide

Zur Uberpriifung der Aufnahme radioaktiv markierter Lipide wurde, nach Resuspendieren der Zellen in
der vesikelhaltigen Inkubationsldsung (A), aus dem Uberstand nach dem Inkubieren und dem ersten
Abzentrifugieren (B) und aus der Waschldsung (C) jeweils ein Aliquot entnommen und die Aktivitat pro
Volumeneinhsit durch Messung im Flussigszintillationszahler unter Einbeziehung der Volumina be-
stimmt.
Folgende Ansatzpunkte zur Berechnung waren daraufhin moglich:
1. Die Gesamtmenge eingesetzter Radioaktivitat wurde in Relation gesetzt zu-ier Menge an Radio-
aktivitat, die im Versuch bei den einzelnen Schritten gemessen wurde.
Die im Laufe des Versuchs gemesse Zahirate ist die Summe der Zahlraten aus:
- dem Uberstand nach dem Inkubieren und dem ersten Abzentrifugieren (B)
- der Waschldsung (C)
- den wasserldslichen Zellbestandteiien, die sich im wassrigen Rest, der bei der Lipidex-
traktion entsteht, wiederfinden lassen (D).
- den Zellipiden (E)
Somit berechnete sich die Ausbeute aus der Relation von A zu (B+C+D+E).
2. Bei dieser Berechnung wurde das Verhaltnis der Gesamtaktivitat zur tatsachlich in den Zellen
vorhandenen Aktivitat gesetzt (A zu (A-B-C)).
3. Hierbei wurde der Quotient aus Gesamtaktivitat zu Aktivitat in den Zellipiden gebildet (A zu E).

utnahme fluoresze ierter Lipide

Zur Berechnung der Aufnahme fluoreszenzmarkierter Lipide wurde vor der Inkubation der Zellen in der
vesikelhaltigen Losung (A), aus dem Uberstand nhach der inkubation (B) und aus der Waschlésung (C)
jeweils ein Aliquot enthnommen und die Aufnahme nach Lipidextraktion durch Messung mit dem Lumi-
neszenzspektrometer LS-5B (PERKIN-ELMER, Beaconsfield, England) unter Einbeziehung der Volumi-
na bestimmt (Verhaltnis A zu (A-B-C)). Diese Berechnung entspricht derjenigen unter 2.3.3 Punkt 2.
angeflhrten flr die Aufnahmeberechnung radioaktiv markierter Lipide.

2.3.4 Turnover-Untersuchungen

3.4.1 Turnover-Untersuchungen fluoreszierender Fettsauren in Zellkulturen

Hierzu wurden die Zellen entsprechend 2.3.2 mit fluoreszierenden Fettsauren, die wie in 2.2.4
beschrieben, vorbereitet waren, inkubiert. Bei Inkubationen von HL-60 Zellen, die langer als 3 Stunden
dauerten, wurde dem Medium 3,3 % FKS zugesetzt. Nach der jeweiligen Inkubationsdauer wurde der
Uberstand entweder direkt (bei NG- und NFB-Zellen) oder bei HL-60 Zellen nach Zentrifugation abge-
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nommen. AnschlieBend wurden die Lipide extrahiert. Die Turnover-Messung der C,-NBD-FS geschah
mittels HPLC, die anderer fluoreszierender Fettsauren mittels Dlinnschichtchromatographie.

2.3.4.2 Turnover-Untersychungen matrkierter Lipide in Zeilkuituren

Zur Untersuchung des Turnovers verschieden markierter Lipide in Zellen unterschiedlicher Zellinien
wurden die Zellen zundchst mit den Vesikeln inkubiert und ggf. gewaschen (s. 2.3.1 und 2.3.2).

Zu den Abnahmezeiten wurden bei HL-60 Zellen Zellen und Uberstande durch Zentifugation der
abgekihlten, in Glasrohrchen Gberfihrten Zellen bei 100 g in der gekthiten Zentrifuge Cryofuge 6-6
getrennt. AnschlieBend wurden die Uberstande abgenommen und die Lipide der Zellen und Uberstande
extrahien,

Bei NG- bzw. NFB-Zellen konnte der Uberstand nach Abkiihlen der Zellen in den Petrischalen direkt
in das mit Chiloroform und Methanol vorgelegte Zentrifugenrshrchen aus Glas (berfihrt werden. Die
Zellen wurden mit 0,5 ml PBS (berschichtet, mit einem Gummischaber abgeschabt und in ein zweites
Glaschen Uberfihrt. Petrischale und Gummischaber wurden mit dem zur Lipidextraktion bend&tigten
Methanol gewaschen.

AnschlieBend wurden die Lipide der Extrakte nach den jeweiligen Verfahren getrennt und die einzelnen
Lipide quantifiziert.

2.3.5 Versuche zur Stimulierbarkeit der zellularen PLA, mit verschiedenen aktivierenden Substanzen

Wie in der Einleitung beschrieben, 148t sich die zellulare PLA, durch viele Reagenzien stimulieren. in
der vorliegenden Arbeit wurden davon das Calciumionophor A23187, Bradykinin, Melittin und die
schwermetallorganischen Verbindungen Triethylbleichlorid und Dibutylzinndichlorid verwendet bzw.
getestet.

Die Ansétze waren bei diesem Versuchsaufbau entsprechend den in 2.3.4.2 beschriebenen. In DMSO
gelbéstes lonophor (SIGMA, Miinchen) wurde den markierten Zellen in einer Konzentration von
10 - 15 uM zugefiigt. Die Einwirkzeit betrug 15 min bei HL-60 Zellen und 30 min bei NG- und NFB-
Zellen. Bradykinin (SERVA, Heidelberg) wurde in einer Endkonzentration von 1,5 pg/ml zugefiigt und
wirkte 1 Stunde auf NG- bzw. NFB-Zellen ein. Melittin (SIGMA, Miinchen) wurde in einer Endkonzen-
tration von 5 pg/ml verwendet. Es wirkte auf NG- bzw. NFB-Zellen 20 Minuten ein. Triethylbleichlorid
(VENTRON ALPHA PRODUCTS, Karlsruhe) wurde bei Kurzzeitinkubationen in einer Konzentration von
100 yM bis 1 mM eingesetzt, bei Langzeitversuchen in einer von 750 nM. Dibutylzinndichlorid (VEN-
TRON ALPHA PRODUCTS, Karlsruhe) wurde nur fir Langzeitinkubationen verwendet und zwar bei
einer Konzentration von 750 nM.

AnschlieBend wurden die Lipide entsprechend den Turnover-Versuchen extrahiert (s. 2.2.1).
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2.4 Milroskopische Untersuchungen

Fir die Untersuchung von Zellen war eine vorbereitende Kultivierung der festwachsenden Zellkulturen
entweder auf Deckglaschen oder auf Membraneinsatzen erforderlich.

Die Deckglaschen (24 x 24 mm) wurden durch Aufbewahrung in 100 % Ethanol und anschlieBendem
Abflammen sterilisiert, bevor sie in die Mehrfach-Zellkulturschalen mit sechs Vertiefungen a 35 mm
Durchmesser (GREINER, Frickenhausen) gelegt wurden. Die Zellen wurden darin jeweils in einer
Konzentration von 2.10° Zellen in 2 ml Standardmedium fir zwei Tage kultiviert.

Far die Kultivierung auf Membraneinsétzen wurde die gleiche Zellzahl verwendet. Die Membraneinsatze
(Cell Culture Insert, Durchmesser 25 mm, Porengréi3e 45 pm, FALCON, Kirchheim / Teck) wurden in
die oben beschriebenen Mehrfach-Zellkulturschalen gelegt, wobei zum Schutz vor Austrocknung = ml
Standardmedium vorgelegt war. Die Zsllen wurden auf die Membranen pipettiert.

2.4.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen am Durchlichtmikroskop

Far diese Untersuchungen wurden die in Suspensionskultur lebenden HL-60 Zellen in eine Neubauer-
Zéahlkammer gegeben, die mit einem normalen diinnen Deckgldschen Uberdeckt war.

NG- sowie NFB-Zellen wurden wie in 2.4 beschrieben auf Deckgldschen angezogen. Nach Farbung der
Zellen in diesen Schalchen wu'rden die Deckglaschen entnommen, mit PBS abgespult und zum Be-
trachten der Zellen umgekehrt auf eine Neubauer-Zzhikammer gelegt. Der Kammetinhalt war jewsils
mit PBS geflilit.

Die Vesikel wurden wie in 2.2.4 beschrieben hergestellt, mit etwas Inkubationsmedium aufgenommen,
direkt auf einen Objekttrager getropft und mit einem Deckgléschen (iberdeckt.

Die Untersuchungen wurden an dem Durchlichtmikroskop Laborlux 12 mit Fluoreszenzeinrichtung
(LEITZ, Stuttgart) mit dem Filterblock 12 (Anregungswellenldange 450-430 nm, Spertfilter 515 nm)
durchgefithrt. Um einem Ausbleichen bei der Betrachtung vorzubeugen, wurden Graufilter (N4 bzw.
N16) in den Strahlengang eingelegt. Fotografische Dokumentation der Ergebnisse wurden mit Hilfe des
Fotoautomaten WILD MPS 46 auf Diafilm (RHP FUJICHROME 400 D Professional) durchgefihrt.

4.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuc en aserscanmikrosko

Diese Untersuchungen wurden am Laserscanmikroskop CLSM von Leica, der Universitidt Kassel
durchgetihrt?.

HL-60 Zellen wurden fur diese Untersuchungen standardméaBig kultiviert bzw. differenziert und fur die
Betrachtung die benétigte Zellzahl von ungefahr 3-10” Zellen pro Versuchsansatz abgenommen. NG-
und NFB-Zellen wurden auf Deckglaschen fir zwei Tage angezogen. Die Markierung mit Vesikein
geschah wie in 2.2.4 und 2.3.2 beschrieben.

? Die Untersuchungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. H. Zltzer und Herrn Dr. H. F, Krug durch-
gefiihrt, denen ich an dieser Stelle dafiir danken mochte,
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Auf Grund von Transportproblemen markierter vitaler Zellen wurden diese mit 1 mi 2,5 % Glutaraldehyd
(in Pufferlosung nach Sérensen) fur 15 min fixiert und anschlieBend in 2 mi Pufferldsung nach
Sérensen (14,35 mM K,HPO,, 48,3 mM Na,HPO,-2 H,O, pH = 7,2) aufbewahrt. Dadurch anderte sich
zwar vor allem bei HL-60 Zellen die Form, die Fluoreszenzmarkierung wurde aber nicht beeinflust.
Fir die Betrachtung von Vesikeln wurde der Puffer an Ort und Stelle fast véllig eingedampft, so daB
zum einen die Konzentration der Vesikei in der Losung gréBer war und zum anderen die Eigenbewe-
gung dieser kleinen Objekte abnahm.

3 smissionselektronenmikroskopische Untersuc e

Fur diese Untersuchungen wurden die verschiedenen Zellen wie schon bei der Laserscanmikroskopie
(s. 2.4.2) beschrieben, kultiviert. Alle Préparationsschritte bis zur Entwédsserung wurden unter
Eiskilhlung durchgetithit. Zellsuspensionen wurden zunéchst bei 100 g in der Digifuge abzentrifugiert,
Vesikel bei 30000 g in der Ultrazentrifuge L3-50 mit dem Rotor SW41 (BECKMAN, Miinchen). Sowohl
die auf Membraneinsatzen kultivierten Zellen als auch die abzentrifugierten Proben wurden zunéchst
far eine Stunde mit 1 %igem Glutaraldehyd (in Cacodylatpuffer mit 0,056 M Cacodylséure (SERVA,
Heidelberg) und 0,05 M Saccharose, mit HC| auf pH=7 eingestelit) fixiert, AnschlieBend wurden Zellen
bzw. Vesikel dreimal mit 0,1 M Cacodylatpuffer (0,1 M Cacodylsaure und 0,1 M Saccharose, mit 1 M
HCI auf pH=7,0 eingestelit) Qewaschen. An dieser Stelle wurden die Membranen in Stiicke von
2 mm x 10 mm geschnitten. Alle Proben wurden zur Nachfixierung ftr zwei Stunden in 1%ige OsO,-
Lésung (SERVA, Heidelberg) in Veronal-Puffer (0,14 M Natriumdiethylbarbitursaure mit 0,14 M Natri-
umacetat - 3 H,0) Gberfuhrt, danach dreimal mit bidestilliertem Wasser gewaschen und fiir sine Stunde
in Uranylacetatiésung (2 % in H,0; SERVA, Heidelberg) belassen.

Bei der Suspensionskultur sowie den Vesikeln muften an dieser Stelle weitere Verarbeitungsschritte
eingefligt werden: Die Proben wurden bei 30000 g bzw. 100 g abzentrifugiert und in 3 %igem Agar (in
Wasser) aufgenommen. Nach dem Erkalten bei 4 °C wurde die Proben-Agar-Masse in kleine
Bléckchen geschnitten. Alle weiteren Schritte waren wieder mit denen auf Membranen kultivierten
Zellen identisch. Nach Entwasserung in der alkoholischen Reihe verblieben die Proben fir 20 Minuten
in einer Epon-Ethanollésung 1:1 (5 ml Epon 812, 11 ml Aralditharter, 3 mi Araldit, jeweils SERVA,
Heidelberg). AnschilieBend wurden die Proben in Epon zweimal 18 Stunden bei Raumtemperatur und
einmal fir eine Stunde bei 60 °C im Warmeschrank, jeweils zum Entgasen in einem unter Unterdruck
stehenden Exsikkator, aufbewahrt. Das Ausharten der Proben nach dem Einbetten erfolgte wahrend
drei bis f(inf Tagen im Wéarmeschrank bei 60 °C.

Die Proben wurden mit dem Ultramikrotom (DUPONT-INSTRUMENTS, Bad Nauheim; Sorvalt MT2-B
Ultra Microtome) in Schnittdicken von 90 bis 140 nm geschnitten, mit 2 %iger Uranylacetatlésung 0,5
bis 1 Minute lang und mit alkalischer Bleicitratlésung (80 mM Bieinitrat, 12 mM Natriumcitrat - 2 H,0,
8 ml 1 M NaOH in 50 ml Wasser) 3 bis 5 Minuten lang doppelkontrastiert und mit dem Transmissionse-
lektronenmikroskop Elmiskop 1A (SIEMENS, Mannheim) untersucht.
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4 Untersuchunge it de asterele enmikros

Diese wohl haufigste Art der Oberflichenuntersuchung von Zellen bietet den Vorteil der wesentlich
besseren VergréBerung, wobei diese Untersuchungsart nur mit fixierten, also nicht mehr vitalen Zellen
mogiich ist. Diese Untersuchungen sind ausschlieB3lich auf Oberfiaichenuntersuchungen.

Zur Autbereitung der Probe wurden die auf Membraneinsatzen kultivierten Zellen mit PBS gewaschen,
jeweils 30 Minuten in Puffer A, B und C (s.u.) inkubiert und zweimal 5 min lang mit Wasser gewaschen.
Nach Durchlaufen der Alkoholreihe (jewsils 5 min 35 %, 70 %, 85 %, 95 %, 100 % Ethanol) wurden die
Membranen fiir 5 min mit Hexamethyldisilazan (SIGMA, Mlinchen) behandeit und bei Raumtemperatur
trocknen gelassen. Die weitere Aufarbeitung der Proben sowie die mikroskopischen Untersuchungen
wurden freundlichetweise von Herrn Schuler, IMT, Kernforschungszentrum Karlsruhe durchgefihtt.
Verwendete Puffer:

Cacodylatpuffer: 0,2 M Cacodylsaure, mit 1 M HCI auf pH=7 eingestelit
Puffer A: 10 ml 0,2 M Cacodylatpuffer
4 mi filtnerter Glutaraldehyd
6 mi Wasser
Puffer B: 10 mli 0,2 M Cacodylatpuffer
1449 Saccharose
10 mi Wasser
Puffer C: 7,5 ml ‘ 0,2 M Cacodylatpuifer
7,5 ml OsO,
2.5 Darstellung der Ergebnisse

Unabhéngig von der Art der Markierung wurden die Zellen zunachst mit den verschieden markierten
Substanzen im Kihlschrank bzw. bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen ge-
waschen und in den entsprechenden GetaBen zur eigentlichen Inkubation in den Brutschrank gestellt.
Als Zeitpunkt 0 istin den Darstellungen der Zeitpunkt definiert, ab dem die Zellen im Brutschrank inku-
biert wurden. Dementsprechend kennzeichnet der Zeitpunkt -1 den Zeitpunkt des Beginns der Vesikel-
inkubation mit den Zellen.

A) Darstellung von Versuchen mit radioaktiven Substanzen

Bei Betrachtung der einzelnen Lipide in den Zellen und Uberstdnden wurde die Summe aller durch
Lipidextraktion extrahierbaren Aktivitaten gleich 100 % gesetzt. Die Angaben sind dementsprechend in
Prozent der Aktivitat.

Wurde hingegen das Verhiltnis der Aktivitaten der Zellen, Uberstande bzw. wisstigen Phasen nach

Lipidextraktion betrachtet, so wurde deren Summe auf 100 % gesetzt und die jeweiligen Anteile
berechnet.
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B) Darstellung von Versuchen mit fluoreszierenden Substanzen

Die mit Hilfe des Fluoreszenzphotometers gemessenen Emissionsraten konnten direkt in Prozent der
jeweils hochsten Fluoreszenzintensitat (Fluoreszenz [%]) angegeben werden.

Die meisten berechneten Ergebnisse beziehen sich auf Daten, die mit Hilfe der HPLC gewonnen
wurden. Die einzelnen Flachen wurden durch Integration der Peaks, die sich auf Grund ihrer Reten-
tionszelten bestimmien Substanzen zuordnen lieBen, berechnet. Dies lieR sich durch die Software der
Firma WATERS, Eschborn sehr einfach bewerkstelligen. Bei den erhaltenen Werten handelte es sich
um relative Flacheneinheiten, die die Fluoreszenzintensitaten widerspiegeln. Diese sind wiederum pro-
portional der einzeinen Substanzmengen, sofern, wie hier geschehen, durch Wahl des richtigen MeBbe-
reichs, Selbstquencheffekte der Substanzen ausgeschaitet werden. Mit Hilfe von Standardsubstanzen
lieBen sich den Flachen Substanzmengen (Angaben in Mol) zuordnen. Diese Absolutwerte gingen in
die Darstellungen, jeweils bezogen auf eine eingesetzte Zellizahl von 2.107 bei HL-60 Zellen bzw. 3.10°
bei NG- und NFB-Zellen, ein.

Waren keine Standardsubstanzen vorhanden oder sollte die Gesamtfluoreszenz in den Zellen mit der
im Uberstand vorhandenen verglichen werden, so wurden die einzelnen Peakflachen einander gegen-
Ubergestellt, indem die Summe der Peakfiachen auf 100 % gesetzt und der prozentuale Anteil der ein-
zelnen Peakflachen ermittelt wurde. Diese Werte wurden als prozentualer Anteil der Fluoreszenz (Fluo-
reszenz [% Peakfldche]) angegeben. Angaben, die die Abnahme der Fluoreszenzmarkierung tiber die
Zeit mit einbeziehen, wurden hierbei nicht berlicksichtigt.

2.6 Statistische Auswenrtung

Waren drei und mehr Werte vorhanden, wurden jeweils Mittelwerte mit Standardfehler angegeben.
Statistische Unterschiede zwischen den Ergebnissen wurden mit Hiife des Student-t-Tests ermittelt. Als
‘signifikant” wurden Ergebnisse dann bezeichnet, wenn p < 0,05 ist.
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3 Ergebnisse

In diesem Teil werden, wie schon im Teil "Material und Methoden”, aus Ubersichtlichkeitsgriinden
vorwiegend die in der Liste angegebenen Abkirzungen verwendet,

3.1 Untersuchungen zu den verwendeten fluoreszierenden Lipiden
3.1.1 Auswahl| geeigneter fluoreszierender Fettsauren durch Einbauuntersuchungen in zelluldre Lipide

Zur Auswabhl einer nicht reacylierbaren fluoreszierenden Fettséure waren HL-60 Zellen mit C,-NBD-FS,
C,,-NBD-FS, 4-Pyren-FS, 10-Pyren-FS oder PHTB-FS inkubiert worden. Die Lipidextrakte wurden nach
3 bzw. 24 Stunden mittels Ditnnschichtchromatographie aufgetrennt. Bei der Darstellung in Abb. 8 zeigt
sich, daB alle langerkettigen Lipidvarianten (C,,-NBD-FS, 10-Pyren-FS und PHTB-F$) unabhéngig von
ihrer Polaritat ein- und umgebaut werden kénnen. Dies spiegelt sich wider durch das Erscheinen von
nicht naher bestimmten fluoreszierenden Flecken nach Auftrennung mittels Diinnschichtchromatogra-
phie. Mit C,-NBD-FS IaBt sich hingegen kein Umbau feststellen. Betrachtet man die 4-Pyren-FS, so zei-
gen sich ebenfalls ibsrwiegend keine weiteren fluoreszierenden Lipide. Alierdings existieren auch in
seltenen Fallen Gegenbeispiele.

Um den mégiichen Einbau von C,-NBD-FS noch praziser nachweisen zu kénnen, wurde der Lipidex-
trakt von HL-60, NG-, sowie NFB-Zellen, die mit dieser Fettsiure inkubiert waren, mit Hilfe der HPLC
aufgetrennt. Auch mit dieser genauen Bestimmung |43t sich nach 24 Stunden Inkubation in allen Fallen
lediglich unveréndert C,-NBD-FS finden (ohne Abbildung). Damit kann man davon ausgehen, daf diese
fluoreszierende Fettsaure durch die Enzyme der verwendeten Zellen nicht reacyliert werden kann.

Abb. 8 Fotografische Darstellung einer Diinnschichtplatte unter UV-Licht. Auf dieser Diinnschichtplatte sind
die nach Inkubation von DMSO-differenzierten HL-60 Zellen mit verschiedenen fluoreszenzmarkierten
Fettsduren extrahierten Lipide aufgetrennt.

3ho = Inkubation wihrend 3 Stunden in Inkubationsmedium (ohne FKS)

3hm =  Inkubation wihrend 3 Stunden in Inkubationsmedium mit Zusatz von 3,3 % FKS
24hm = Inkubation wihrend 24 Stunden in Inkubationsmedium mit Zusatz von 3,3 % FKS
ES = Standard der jeweils verwendeten Fettsdure

Das Ergebnis wurde 4mal verifiziert.
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3.1 Untersuchungen zu den verwendeten fluoreszierenden Lipiden
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3 erifizie der hergestellite - - ie ipide

Zur Uberprifung der hergesteliten fluoreszierenden Lipide wurden zwei verschiedene Ansétze verwen-
det:

Dinnschichtchromatographische Trennungen ergeben hierzu deutliche Hinweise. Nach Herstellung und
Auftrennung der hergesteliten Lipide C,-NBD-PA, C.-NBD-DG, C,-NBD-PE, C,-NBD-PS sowie des
kéauflich erwerbbaren Lipids C,-NBD-PC und C,-NBD-FS ergibt die Duinnschichtplatte unter UV-Licht fol-
gendes Bild (Abb. 9):

Abb. 9 Fotografie ziner Diinnschichtplatte unter UV-Licht, auf
der alle verwendeten, mit dem Fluorophor C-NBD markierten
Lipide aufgetrennt sind,

Alle hergesteliten Lipide weisen durch ihre unterschiedliche
Lokalisation einen voneinander abweichenden R-Wert auf.
Die Lage der Banden der Substanzen C,-NBD-PA, C,-NBD-
DG und C,-NBD-PS, sowie der Referenzsubstanzen C,-
NBD-PC und C,-NBD-FS stimmt zudem mit Literaturwerten
Uberein (Pagano und Longmuir, 1983).

Zuséatzlich ergibt die Auftrennung mittels HPLC ebentfalls die
Bestatigung, daB es sich bei den unterschiedlichen
R-Werten nicht um eine Verschiebung durch andere,
gleichzeitig extrahierte Substanzen handelt, da auch hier
alle hergesteliten fluoreszierenden Substanzen voneinander
getrennt werden kénnen und eine reproduzierbare Reten-
tionszeit besitzen. (s. Abb. 7, Seite 19, Material und Metho-

g
den). 5 & o & w a
|
2 22 88 3
Durch die Methode der NMR-Spektroskopie lassen sich bei e zZ z z zZz Z
reinen Substanzen Rickschitisse auf den Molekulaufbau Im 'w 'm lz.o o Iu)
[ o (&) (&) (&) (&
Ziehen, was vor allem bei den selbst hergestellten C,-NBD-
Abb. 9

markierten Lipiden wichtig ist. Aus Griinden der Ubersicht-
lichkeit sind die Spektren nicht abgebildet.

Durch die Protonenkernspinresonanzspektroskopie kénnen bei den Substanzen C,-NBD-PC, C,-NBD-
DG, C,-NBD-PA und C,-NBD-PS das Giycerin, die beiden Fettsdureketten (wobei deren Lange nicht
genau bestimmbar ist) und die Protonen des NBD-Ringes identifiziert werden. Die unterschiedlichen
chemischen Verschiebungen ergeben sich durch elektronenziehende Gruppen am NBD-Ring (CI oder
NO,). Bezuglich der Struktur der Kopfgruppen gibt es keine Hinweise, da die chemischen
Verschiebungen der Kopfgruppenprotonen mit den chemischen Verschiebungen von nicht weiter defi-
nierbaren Verunreinigungen zusammenfallen. Diese Verunreinigungen sind allerdings bereits bei der
kautflich erworbenen Ausgangssubstanz C,-NBD-PC vorhanden. Eine Reinigung der Lipide bis zur
spekiroskopischen Reinheit ist aufgrund der geringen Mengen schwierig.
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Durch Phosphotkernspinresonanzspektroskopie lassen sich die phosphorhaltigen Lipide C,-NBD-PA
und C,-NBD-PC vom nicht phosphorhaltigen C,-NBD-DG unterscheiden.

3.1.3 Untersuchung der Eigenschaften der fluoreszierenden Lipide

3.1.3.1 Fluoreszenzspekiren

Um eine mégliche Differenzierung durch Fluoreszenzspektren zu untersuchen, wurden Emissions- wie
auch Exzitationsspektren erstellt. Diese sind in Abb. 10 dargestelit. Wie sich zeigt, lassen sich die mit
dem Fluorophor NBD markierten Substanzen nicht unterscheiden. Alle Substanzen haben eine Extink-
tionswellenlange von ungefahr 470 nm und eine Emissionswellenlange von ungefahr 525 nm.
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Abb. 10 (1. Teil) Exzitations- und Emissionsspektren der verwendeten, mit dem Fluorophor C,-NBD markierten
Lipide.
A: C,-NBD-PC B: C,-NBD-PA

1. Exzitationsspektrum 2 Emissionsspektrum
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Abb. 10 (2. Teil) Exzitations- und Emissionsspektren der verwendeten, mit dem Fluorophor C,-NBD markierten
Lipide.
C: C,-NBD-DG D: C,-NBD-PS E: C.-NBD-PE

1. Exzitationsspektrum 2: Emissionsspektrum
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Substanz und Lésungsmittel

Vergleicht man die beiden Kalibrierungen von C,-NBD-PC und C,-NBD-FS (Abb. 11), so fallt die um
den Faktor 1,4 bis 1,8 hohere Fluoreszenzintensitét von C,-NBD-FS auf. Da die Messung mit Hilfe der
HPLC durchgeftihrt wurde und die Fluoreszenzintensitat der Lipide in wasserhaltigem Methanol
geringer ist als in reinem Methanol, (s.u.: Fluoreszenzintensitaten in verschiedenem L&sungsmittel,
Abb. 12) ware dieser Faktor insofern noch héher, wenn die Laufmittelzusammensetzung bei beiden
Substanzen Methanol wire. C,-NBD-FS wurde aber bei einer Laufmitteizusammensetzung von
ungetahr 75 % Methanol : 25 % Wasser, C,-NBD-PC hingegen bei nahezu 100 % Methanol eluiert und
gemessen. N
Wie ebenfalls aus den Kalibrierungen ersichtlich, 143t sich bei dieser Methode je nach Empfindlichkeits-
einstellung des Fluoreszenzdetekiors die C,-NBD-FS mit ihrem scharfen Peak bis in den pg-Bereich
bestimmen.
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Abb. 11 Kalibrierung von C,-NBD-FS und C,-NBD-PC
Die Bestimmungen wurden mit Hilfe der HPLC bei der Empfindlichkeitseinstellung des Detektors mit
Dimpfung 2 (A trenuation 2), Faktor 1000x vorgenommen,

Betrachtet man die Fluoreszenzintensitaten bei Losung der Substanzen in verschiedenen Losungs-
mitteln, so zeigen sich bei den beiden hier dargesteliten NBD-markierten Substanzen &hnliche
Verhéltnisse (Abb. 12). Die héchste Intensitat liegt bei Lésung in Chloroform vor. Bei den auch zur
Auftrennung mittels HPLC verwendeten Laufmittelgemische bestehend aus Methanol und Wasser 1483t
sich in beiden Fallen eine starke Abnahme der Fluoreszenz in Abhédngigkeit vom Wasseranteil
feststelien.




36 3 Ergebnisse

100 gz = = < < -t e
BO 4B - - - - - - e e
60 - - -
40 4 - -

20 4 - - § ----- L B e - -
: : o]

0
.

"""""""""""""""" C,—NBD—PC

P
ig% """""""""" C4—NBD—FS
%

Fluoreszenz [¥]

60 7 - TEHH 4—Pyren—FS

CHCI, |gs0— EtOH 100% 80% 60% 40% 20% 0%
propanol Volumenanteil MeOH in HZO

Abb. 12 Vergleich der Fluoreszenzintensititen von C,-NBD-PC, C-NBD-FS und 4-Pyren-FS in verschiedenen
Losungsmitteln,

Die jeweils hichste Fiuoreszenzintensitit ist hier auf 100 % gesetzt.

Je nach Ant des fluoreszierenden Anteils der kinstlichen Lipide ist bei anderen Substanzen, wie z.B.
der hier in der Abbildung ebenfalls dargesteliten 4-Pyren-FS, die Fluoreszenzintensitat in den unter-
schiedlichen Losungsmitteln verschieden.

3.1.3.3 Stabilitdtsuntersuchungen der Lipide in verschiedenen Inkubationsmedien

Als Voruntersuchung zur Auswahl geeigneter Inkubationsmedien zur Zellinkubation wurden verschiede-
ne Medien daraufhin getestet, inwieweit sie die Ausgangslipide verandern kdnnen.

Wie Abb. 13 zeigt, wird aus C,-NBD-PC durch Standardmedium bereits ohne Einwirkung von Zellen die
freie fluoreszierende Fettsdure abgespalten. Die synthetisch hergesteliten Ersatzstoffe fur FKS,
Ultroser G und CPSR-1, haben &hnliche Auswirkungen.
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A B C

Cg-NBD-FS
Cg-NBD-PC

Inkubations- . . .

0

daver 15" 30" th 2h 3h 5h 1h 4h th 4h

Standard- PC FS

substanzen :

Abb. 13 Fotografische Darstellung von Diinnschichtplatten unter UV-Licht, die den Abbau des C,-NBD-PC
nach Inkubation in Standardmedium (A), Standardmedium chne FKS mit Ultroser G (B) und Standardmedium
ohne FKS mit CPSR-1 (C) demonstrieren.

Im Standardmedium ist der darin enthaltene Bestandteil FKS fur die Fettsaureabspaltung verantwortlich
(Abb. 14). Das FKS muf eine Substanz bzw. einen Faktor enthalten, der z.B. durch Autoklavieren
zerstort werden kann und damit das C,-NBD-PC nicht mehr abbaut. Allerdings ist die Vitalitat von
HL-60 Zellen in diesem Medium um die Halfte verringert.
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Abb. 14 EinfluB von Medien bzw. Medienbestandteilen auf den Abbau von C.-NBD-PC zu C,-NBD-FS.
Darstellung des Anteils der Fluoreszenz von C,-NBD-PC.
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Inkubationsmedium, also Medium, welches kein FKS enthélt, dem daflir aber Insulin, Transferrin und
Selen zur Erhdhung der Vitalitat der Zellen zugesetzt ist, zeigt kaum Abbaufahigkeit des C,-NBD-PC
Uber 31 Stunden (Abb. 15). In dieser Abbildung ist zudem dargestelit, daB die Fluoreszenzintensitat
trotz Inkubation im Dunkeln (Brutschrank) nach 31 Stunden auf 77 % der Ausgangsintensitat zuriick-
geht, was sich lediglich mit einer Zerstérung der Fluoreszenzmarkierung Uber die Zeit erklaren laBt.
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Abb. 15 Turnover von C,-NBD-PC unter Beriicksichtigung der Abnahme der Fluoreszenzmarkierung ohne
zelluldren Einfluf. Fluoreszenzintensitit zum Zeitpunkt 0 = 100 %.

Radioaktiv markierte Lipide sind gegentiber FKS und damit auch gegentiber Standardmedium stabiler
als NBD-markierte. '*C-Pal-PC wird tiber 48 Stunden in vernachlassigbar geringen Mengen abgebaut.
'“C-Ara-PC wird Uber die gleiche Zeit zu 4,1 % in Ara und zu 3,6 % in Eicosanoide umgebaut, wahrend
aus '“C-Ara-PE nach 2 Tagen bereits fast 11 % Ara und nach 7 Tagen Uber 18 % Ara freigesetzt sind
(Abb. 16).

3.1.3.4 Stabilitatsuntersuchungen von markierten Lipiden in verschiedenen zellularen Systemen

Untersucht man, inwieweit C;-NBD-PC in verschiedenen zellularen Systemen abgebaut wird, so zeigt
sich, daf3 zum einen die Fluoreszenzmarkierung durch die Inkubation mit Zellen vermehrt zerstort wird
(vergleiche Abb. 17 mit Abb. 15). Zum anderen wird auch das C,-NBD-PC vermehrt zu C,-NBD-FS
abgebaut. Die Hohe dieses Abbaus hangt dabei von der Zellart ab. HL-60 Zellen bauen am schnellsten
ab (man beachte die Zeitachse), NFB-Zellen bei Vergleich der Zellen am wenigsten. Bei diesen Zellen
liegt nach 48 Stunden noch 56 % fluoreszenzmatrkierte Substanz gegeniber der Ausgangsfluoreszenz
vor, 43 % davon als C,-NBD-PC, die restlichen 57 % als C,-NBD-FS. Bei NG-Zellen sind dies nach
48 Stunden 49 % fluoreszenzmarkierte Substanz gegenlber der Ausgangsfiuoreszenz, davon 18 % als
C,-NBD-PC.
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Abb. 16 Turnover von radioaktiv markierten Lipiden in Standardmedium, Gesamte durch Lipidextraktion
extrahierte "“C-Aktivitit = 100 %.
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Abb. 17 Turnover von C,-NBD-PC und Abnahme der Fluoreszenzmarkierung unter zellulirem Einfluf.
Ausgangsfluoreszenz = 100 %. Darstellung des Einflusses von DMSO-differenzierten HL-60 Zellen, sowie NG-
und NFB-Zellen.
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Die radioaktive Markierung ist naturgemaf durch die langen Halbwertszeiten wesentlich stabiler als die
Fluoreszenzmarkierung, unterliegt somit auch keinem zeitlich bedingten Markierungsverlust. Reine
Stabilitatsuntersuchungen sind insofern unter zellularem EinfluB nicht moglich, da freigesetzte
Feltsduren von den Zellen in jedem Fall in gewissen Umfang aufgenommen und eingebaut werden
kénnen und das Ergebnis somit von einem Turnover innerhalb der Zellen nicht unterscheidbar ist.

3.1.4 Abbaubarkeit von C.-NBD-PC durch externe PLA,
Werden C,-NBD-PC-Vesikel mit PLA, aus Schweinepankreas versetzt, so ist ein zeitlich abhangiger

Abbau zu beobachten. Nach 2 Stunden Inkubation ist nahezu die gesamte fluoreszierende Fettsaure
freigesetzt (Abb. 18).

Inkubationsdauer [minl 0 15 30 80 120

Standardsubstanzen FS PC

Abb. 18 Fotografie einer Diinnschichtplatte unter UV-Licht, die die Auftrennung NBD-markierter Lipide bei
verschieden langer Inkubationsdauer von C,-NBD-PC mit PLA, aus Schweinepankreas zeigt.

3.1.5 Mikroskopische Untersuchunge eschaffenheit der Vesikel

Durch Ultraschall oder Eintrag in wassriges Medium hergestelite Vesikel ergeben unter dem Fluores-
zenzmikroskop nur eine diffuse Farbung. Strukturen sind nicht erkennbar.

Bessere Bilder ergeben sich hingegen, wenn die Vesikel mit Hilfe des Laserscanmikroskops untersucht
werden. Bei Vesikeln, die aus C,-NBD-PE bestehen, bilden die Membranen fringtérmige Strukturen
(Abb. 19 a). C,-NBD-PC, mit und ohne Lezithin als Vesikel hergestellt, sowie C,-NBD-PA, CS-NBD-PS
und C,-NBD-DG ergeben mehr lamellenartige Strukturen (Abb. 19 b). Trotzdem sollen diese Strukturen
im weiteren als Vesike! und nicht Lamellen bezeichnet werden.
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Abb. 19 Laserscanmikroskopische Aufnahmen von Vesikeln; MaBstab im Bild
a) Vesikel aus C;-NBD-PE
b) Vesikel aus C,~-NBD-PC

Diese meist lamellenartigen Strukturen finden sich auch bei elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen, wobei beide Teile der Membrandoppelschicht an einigen Stellen sehr gut zu erkennen sind.
Exemplarisch sind in Abb. 20 Vesikel aus C,-NBD-PC gezeigt.
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Abb. 20 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Vesikeln, die sich aus C-NBD-PC zusammensetzen.
MaBstab: F—— £ 260 nm.

3.2 Untersuchungen zum Ein- und Umbau der Lipide in zellulire Systeme
3.2.1 Mikroskopische Untersuchungen

3.2.1.1 Fluoreszenzmikroskopie

Bei Suspensionskulturen wie zum Beispiel der untersuchten HL-60 Zellinie lassen sich nur
glutaraldehyd-fixierte Zellen einfach und schnell fokussieren. Unterschiede zwischen den einzelnen
Vesikelzusammensetzungen sind bei den Zellen besonders beziglich der Helligkeit, aber auch
beziiglich der anfarbbaren ‘Strukturen festzustellen.

Inkubiert man die Zellen mit C,-NBD-PC, so erscheint im Mikroskop das ganze Zytoplasma diffus
leuchtend (Abb. 21 a und b). Dunklere Stellen in Zellkernbereichen sind vereinzelt zu erkennen. Auf-
fallig ist, daB die Plasmamembran deutlich fluoresziert. Die Gesamtfluoreszenz, die die Aufnahme
widerspiegelt, ist bei dieser Inkubation recht hoch.

Zellen, die mit C,-NBD-PA inkubiert wurden, ergeben bereits bezliglich der Fluoreszenzverteilung ein
anderes Bild (Abb. 21 c): Die Plasmamembran leuchtet deutlich weniger; die diffuse Farbung des
Zytoplasmas besteht auch nicht in dem MaBe wie nach der Inkubation mit C,-NBD-PC. Daflr finden
sich im Zytoplasma hell fluoreszierende tropfchenartige Strukturen.

C4-NBD-PS inkubierte Zellen haben unter dem Fluoreszenzmikroskop nach Anfarbung ein ahnliches
Aussehen wie Zellen, die mit C,-NBD-PC inkubiert sind (Abb. 21 d).
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Mit C,-NBD-DG oder C,-NBD-PE inkubierte Zellen zeichnen sich besonders dadurch aus, daf sich die
Zellen nur recht wenig, bei C,-NBD-PE praktisch nicht anfarben lassen. Daher sieht man unter dem
Mikroskop bei geringen Gesamthelligkeiten viele von Parttikeln “angestrahlte" Zellen, die aber selbst
nicht fluoreszieren (Abb. 21 e).

Die mit NBD markierte Fettsaure farbt ebentalls sowohl undifferenzierte als auch differenzierte HL-60
Zellen in &hnlicher Weise wie C,-NBD-PC (Abb. 21 f).

Abb. 21 a bis f Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DMSO-difterenzierten HL-60 Zellen nach Inkuba-
tion fiir jeweils | Stunde bei 4 °C mit Vesikeln aus verschiedenen mit dem Fluorophor NBD markierten Lipi-
den.
MaBstab: aund f: F—— £ 16 um

b, c,dund e : —— £ 20 pm

a: Inkubation von unfixierten Zellen mit Vesikeln aus C,-NBD-PC und Lezithin
b: Inkubation von glutaraldehyd-fixierten Zetlen mit Vesikeln aus C,-NBD-PC
c: Inkubation von glutaraldehyd-fixierten Zellen mit Vesikeln aus C-NBD-PA
d: Inkubation von glutaraldehyd-fixierten Zellen mit Vesikeln aus C,-NBD-PS
e: Inkubation von glutaraldehyd-fixierten Zellen mit Vesikeln aus C,-NBD-PE
f: Inkubation von unfixierten Zellen mit Vesikeln aus C,-NBD-FS
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Abb, 21 a-c




3 Ergebnisse

46

Abb, 21 d-f
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Far fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen eignen sich besonders Kulturen, die einen Monolayer
ausbilden. Gerade die mit Vesikeln inkubieten NG- und NFB-Zellen ergeben daher sehr aussage-
kréftige Bilder.

Sowohl bei NG- als auch bel NFB-Zellen kénnen die Beobachtungen, die bei HL-60 Zsllen bez(iglich
der Behandlung mit C,-NBD-PC und C,-NBD-PA gemacht werden, bestatigt werden: Nach Inkubation
mit C,-NBD-PC ist die starke Farbung der Plasmamembran und die schwéchere, diffuse Farbung des
Zytoplasmas deutlich zu erkennen (Abb. 22 a, b und c). Der nicht getarbte Zellkern hebt sich, gerade
bei den NFB-Zellen, deutlich hervor. Er ist, bedingt durch die helle dartiber bzw. darunterliegende Plas-
mamembran, jedoch nicht ganz dunkel.

Nach einer Inkubation mit C;-NBD-PA ist bei diesen Zellen, wie bereits bei den HL-60 Zellen, die
Plasmamembran nur sehr geringfligig gefarbt (Abb. 23 a und b). Daher ist der Zellkern, der auch hier
nicht fluoresziert, noch dunkler. Das Zytoplasma ist nicht diffus, sondern gekomt gefarbt.

Weitere Strukturen innerhalb des Zytoplasmas lassen sich bei allen drei Zellarten mit dieser Aufidsung
nicht erkennen,

Abb. 22 (umseitig) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von NFB- und NG-Zellen nach Inkubation mit
Vesikeln bestehend aus C,-NBD-PC und Lezithin fiir jeweils 1 Stunde bei 4 °C.

a: Inkubation von NFB-Zellen; MaBstab: —— = 20 pm
b: Inkubation von NG-Zellen; MaBstab: f—— £ 16 pm
=25 pm

c: Inkubation von NG-Zellen; MaBstab; —— =
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Abb. 22a-c
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Abb. 23 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von NFB- und NG-Zellen nach Inkubation fiir jeweils 1 Stunde
bei 4 °C mit Vesikeln bestehend aus C,-NBD-PA.,

1N
b:

s

Inkubation von NFB-Zellen; MaBstab: —] = 25 pm
Inkubation von NG-Zellen; Mafstab: — £ 25 pym
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Speziell bei den in Suspension wachsenden HL-60 Zellen bedeutet die Anwendung des Laserscanmi-
kroskops eine wichtige Verbesserung gegeniiber der Durchlichtmikroskopie. Erst durch diese Untersu-
chung kann eindeutig die Aufnahme der fluoreszierenden Vesikel belegt werden. Abb. 24 zeigt exem-
plarisch eine Aufnahme nach Inkubation mit C,-NBD-PC. Die UnregelmaBigkeit der zellularen Ober-
flache ausdifferenzierter HL-60 Zellen 1aBt jedoch auch bei dem schichtweisen Durchscannen keine
Aussagen beziiglich der raumlichen Venteilung nach Aufnahme der fluoreszierenden Lipide zu.

Abb. 24 Laserscanmikroskopisches Bild von DMSO-differenzierten HL-60 Zellen nach Inkubation mit Vesikeln
aus C,-NBD-PC fiir | Stunde bei 4 °C,

MaBstab: F—— £ 4,7 um

Die durch diese Untersuchungen gewonnenen Bilder nach Inkubation von NG- und NFB-Zellen bestati-
gen in ihrer Aussage die Ergebnisse der Untersuchungen mit Hilfe der Durchlichtmikroskopie. Beide
Substanzen werden aufgenommen, wobei C,-NBD-PC tatsachlich hauptséachlich an der Plasmamem-
bran und diffus im Zytoplasma (Abb. 25), C,-NBD-PA im Zytoplasma wiederzufinden ist (Abb. 26).
Bei vielen dieser Zellen sind zudem runde Betreiche festzustellen, die nicht gefarbt sind. Von GroBe
und Form lassen sie Vakuolen vermuten, die offensichtlich die fluoreszenzmarkierten Substanzen nicht
aufnehmen. DaB3 es sich dabei um Oberflichenphanomene handelt, ist nicht durch diese Unter-
suchungsmethode ersichtlich, sondern wurde durch ultraschall- bzw. rasterelektronenmikroskopische
Untersuchungen geklart,
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Abb. 25 Laserscanmikroskopische Bilder von NFB- und NG-Zellen nach Inkubation mit Vesikeln aus
C-NBD-PC fiir jeweils | Stunde bei 4 °C.

MaBstab: F—— £ 57 ym

a: Inkubation von NFB-Zellen
b: Inkubation von NG-Zellen
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Abb. 26 Laserscanmikroskopische Bilder von NFB- und NG-Zellen nach Inkubation mit Vesikeln aus
C,-NBD-PA fiir jeweils 1 Stunde bei 4 °C,

MaBstab: F—— £ 5,7 pm

. Inkubation von NFB-Zellen
b: Inkubation von NG-Zellen

~-
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3.2.1.2 Elektronenmikroskopie

Untersucht man HL-60 Zellen mit Hilfe des Transmissionselektronenmikroskops, so ergeben Zellen, die
mit Vesikeln inkubiert wurden, das gleiche Bild wie Kontrolizeilen (Abb. 27 beispielhaft mit C,-NBD-PC
inkubierte HL-60 Zellen). Sowohl an der Plasmamembran als auch im Zellinneren finden sich keinerlei
Strukturen, die elektronenmikroskopisch die Aufnahme der fluoreszenzmarkierten Lipide belegen. Die
Vesikel selbst sind durch die fur die Zellen notwendige geringe Umdrehungszah! bei der Zentrifugation
in den Schnitten nicht enthalten.

Abb. 27 Elektronenmikroskopische Bilder von DMSO-differenzierten HL-60 Zellen nach Inkubation mit Vesi-
keln aus C,-NBD-PC fiir | Stunde bei 4 °C.

a: Kontrollzellen; MaBstab: F—— = 4 um

b: Inkubation mit Vesikeln aus C,-NBD-PC; Mafstab: —— =4 um
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Wie schon bei den HL-60 Zellen lassen sich elektronenmikroskopisch zwischen mit Vesikeln inku-
bierten NG-Zelien bzw. NFB-Zellen und Kontrolizellen keinerlei Unterschiede finden (Abb. 28 und
Abb. 29),

Abb. 28 Elektronenmikroskopische Bilder von NG-Zellen nach Inkubation mit Vesikeln aus C,-NBD-PC fiir
| Stunde bei 4 °C,

MaBstab: F—— £ 7,6 uym

: Kontrollzellen
b: Inkubation mit Vesikeln aus C,-NBD-PC

~s
~
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Abb, 29 Elektronenmikroskopische Bilder von NFB-Zellen nach Inkubation mit Vesikeln aus C,-NBD-PC fiir
1 Stunde bei 4 °C.,

MaBstab: —— = 4 pm

Kontrollzelien
. Inkubation der Zellen mit Vesikeln aus C,-NBD-PC

g=
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Betrachtet man NFB-Zellen im Rasterelektronenmikroskop, so zeigen sie eine recht glatte, unstruktu-
rierte Oberflaiche (Abb. 30 a). Als primére Fibroblasten hat ihr Aussehen epithelartigen Charakter.
NG-Zellen haben hingegen an der Zelloberfléche viele kurze pseudopodienartige Fortsétze (Abb. 30 b).
Da diese Zellen undifferenziert sind, bilden sie noch keine synapsenahnliche Strukturen. Bei diesen
Bildern zeigen sich keine Hinweise auf Vesikel oder vesikelartige Strukturen an der Plasmamembran
der Zellen, die den unbehandelten Kontrollen gleich sind.

-  BlmmlBS kY S8G3EZ2

18.mlBS5kU 125E3 BOB4-88 NGUSIMT

Abb. 30 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von NFB- und NG-Zellen.
a) NFB-Zellen
h) NG-Zellen
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3 ahme exter egebener Lipi

Die Autnahme fluoreszenzmarkierter Lipide liegt bei allen Zellen nach der sinstiindigen Inkubations-
dauer in einem Bersich von 20 bis 50 % der angebotenen Substanzen (Abb. 31). Ausgenommen ist
dabei die Aufnahme von C;-NBD-PA in HL-60 Zellen. Sie liegt mit iber 70 % deutlich hoher. Aligemein
ist die Aufnahme dieser Substanz in alle anderen Zellen um mindestens 10 % hoher als die von
C¢-NBD-PC und C,-NBD-PS. Letztgenannte nehmen beide ahnlich viel auf (ungefahr 30 %). Um eine
Aufnahme von C.-NBD-DG zu erreichen, muBte gleichzeitig auch C,-NBD-PA verabreicht werden.
Durch diese Kombination mit C,-NBD-PA ist die Menge an aufgenommenem C.-NBD-DG mit 50 %
ebenfalls recht hoch.

100
BO 4 - s e e - -
g L odelede
SO L SRR, CX
°E> %
5 40 +---- - - I 1, R R
= % 71
<jf 20 -"' - %- ------ % ~pRA - - - - - %« -
0 7 Y, 7
NFB NG
h= 8 3 9 5 10 4 3 3
V7] NBD—PC + Lezithin (40% + 60%) (1110 NBD—PS
B NBD—PA E=J NBD-DG + PA

Abb. 31 Aufnahme NBD-markierter Lipide in NFB-, NG- und DMSO-differenzierten HL-60 Zellen nach
einstiindiger Inkubation,

Gesamte Menge der angehotenen fluoreszierenden Substanz = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n nach Angabe)

Zur Bestimmung der Aufnahme radioaktiv markierter Lipide werden verschiedens Berechnungen zu-
grunde gelegt. Die Ergebnisse dazu sind zusammenfassend in Abb. 32 dargestellt.

Bestimmt man die gesamte im Versuch verbliebene Radioaktivitat durch Aufsummierung der Aktivitaten
in Zellen und Inkubationsiiberstand (dargestellt als Saule 1), so zeigt sich, dafi diese in allen Féllen
Uber 80 % liegt. Die Aushahme stellt das mit *H-markierte und damit schwieriger zu messende
Pal-°’H-PC dar. Dessen Aufnahme liegt bei ungefahr 75 %.

Wird jedoch nur die Aufhahme von radioaktiv markierten Lipiden in die Zellen (dargestelit als S&ule 2)
betrachtet, so ergibt sich ein deutlich schlechteres Bild: Alle radioaktiv markierten Lipide werden im Ge-
gensatz zu radioaktiv markierter Ara (Abb. 33), deren Aufnahme nach 24 Stunden bersits abgeschlos-
sen ist, relativ schlecht internalisiert. Extrem ist dies bei undifferenzierten HL-60 Zellen (Aufnahme von
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unter 10 %). Dariiberhinaus wird das '*C-PC mit Ara an der sn-2 Position auch von differenzierten
Zellen schlecht aufgenommen (ebenfalls unter 10 %). Differenzierte Zellen nehmen sowohl '*C-PC als
auch °H-PC mit Pal an der sn-2 Position zu ungefahr 50 % der im Versuch vorhandenen Aktivitéts-
menge auf. Die Aufnahme von '“C-markiertem PE, welches an der sn-2 Position Ara tragt, ist dagegen
mit nahezu 80 % der im Versuch verbleibenden Aktivitéat vergleichsweise sehr hoch.

Die nach Abtrennung des Uberstandes an die Zellen gekoppelte Aktivitat ist allerdings mindestens zu .
50 % wasseroslich, d.h. hdchstens 50 % ist durch Lipidextraktion abtrennbar (dargestelit als Saule 3).
Der Rest verbleibt in der wassrigen Phase der Extraktion. Bei '“C-Ara-PE liegt auch dieser durch
Lipidextraktion abtrennbare Anteil héher.
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undiff, diff. diff. diff. diff. HL—60 Zellen
" c—pal-pC "c—ra—PC *y_pal-Pc  "c-AA-PE
n= 3 4 3 4 4 3

Abb, 32 Aufnahme radioaktiv markierter Lipide in undifferenzierte, sowie DMSO-differenzierte HL-60 Zellen
nach einstiindiger Inkubation.
Im Versuch eingesetzte Radioaktivitidt = 100 %; der Standard hierzu wird vor Inkubation aus der Inkubationslo-
sunig entnomimen,
1 Gesamtradioaktivitdt, Diese setzt sich zusammen aus:
2 Radioaktivitdt in den Zellen (schraffiert) und im Medium (offen),
Die zelluldre Markierung teilt sich in:
3 = Lipidextrakt (schraffiert) und wissrigen Uberstand (offen).
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n nach Angabe)
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3.2.3 Turnover-Besti ungen radioaktiv ienter Lipide i -60 Zelle

3.2.3 ove oakti ierte chidonsaure
"C -markierte Arachidonsaure wird von differenzierten HL-60 Zellen schon nach 24 Stunden volistandig

in die Zellen eingebaut und hat, wie in Abb. 33 zu sehen ist, zu diesem Zeitpunkt auch bezuglich ihrer
Verteilung einen Gleichgewichtszustand erreicht. Dieser sieht zahlenmaBig wie in Tab. 1 aufgefthr,

aus:

TG Pl PS PC PE Ara PA
“C-Aktivitit [ %] 1,6 2 114 30,3 482 0,7 1,1
nach 24 Stunden + 0,008 *1 + 0,6 + 0,6 + 0,7 + 0,1 + 0,08

TG = Triglyzeride, P1 = Phosphatidylinositol

Tab. 1 Prozentuale Verteilung der Radioaktivitét in Zellipide nach Inkubation differenzierter HL-60 Zellen mit

“C-Arachidonsiure.,

Radioaktiv markiente Arachidonséure wird also hauptséchlich in PE und PC, in geringeren Mengen

auch in PS eingebaut.

10

Zeit [h]

60
50
- 40 v PE
[ 0 PC
o 30 o PS
.*g A P}
2 A TG
<|( 20 e PA
® Ara
io

Abb. 33 Einbau extern zugegebener “C-Ara in Phospholipide DMSO-differenzierter HL-60 Zellen.
Summe der Aktivititen = 100 %
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 6)
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PC mit Palmitinsaure an der sn-2 Position unterliegt keinerlei Umbau wahrend einer 48stindigen
Inkubation sowohl mit undifferenzierten (nicht dargestelit), als auch mit DMSO-differenzierten HL-60
Zellen. Dies zeigen Untersuchungen, bei denen zum einen die Kopfgruppe mit °H (nicht dargestelit),
zum anderen die Fettsaure der sn-2 Position mit '“C markiert ist (Abb. 34). Da sich die Lipide auBer an
der Markierungsstelle nicht weiter unterscheiden, ist das gleichartige Verhalten verstandlich, unter-
streicht aber nochmals, daf3 tatséchlich keine Verdnderung der markierten Lipide stattfindet.
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Abb. 34 Turnover-Untersuchung von ™C-Pal-PC nach Inkubation von DMSO-differenzierten HL-60 Zellen.
Lipide von Zellen und Uberstinden wurden unabhiingig voneinander aufgetrennt,

Summe aller durch Diinnschichtchromatographie aufgetrennten Aktivititen zum jeweiligen Zeitpunkt = 100 %.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4).
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Durch Inkubation des an der Fettsaure mit *C markierten Lipids mit undifferenzierten HL-60 Zellen iiber
48 Stunden wird ungefahr 20 % in radioaktiv markiertes PE umgewandelt (Abb. 35), wobei dieses Lipid
hauptséchlich wahrend der ersten 24 Stunden gebildet wird. PE ist in den Zellen vorhanden, wird also
nicht nach auBen transporttiert. Anders ist dies bei dem zugegebenen radioaktiv markierten PC. Es ist
das einzige im Uberstand vorkommende radioaktiv markierte Lipid. Dieser Transport aus der Zelle in
den Uberstand, der ungefahr 28 % der Gesamtaktivitat betrifft, findet ebenfalls hauptséachlich in den
ersten 24 Stunden statt.
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Abb. 35 Turnover-Untersuchung von “C-Ara-PC nach Inkubation von undifferenzierten HL-60 Zellen. Lipide
von Zellen und Uberstinden wurden unabhéngig voneinander aufgetrennt.
Summe aller durch Diinnschichtchromatographie aufgetrennten Aktivititen zum jeweiligen Zeitpunkt = 100 %.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3).

Der Umbau dieses radioaktiv markierten Lipids in differenzierten HL-60 Zellen ist gegenliber dem in un-
differenzierten HL-60 Zellen (Abb. 36 im Vergleich zu Abb. 35) verringert. Es wird lediglich 13 % PE
gebildet gegenliber 20 % bei undifferenzierten Zellen. Dabei bleibt die Summe an radioaktiv markierten
Lipiden in den Zellen gleich, was bei dieser Berechnung gleichbedeutend ist mit einem entsprechend
erhdhten Anteil an radioaktiv markiertem PC.
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Durch die haufigeren Untersuchungszeiten bei dieser Versuchsserie 1&Bt sich der Zeitpunkt des prak-
tisch abgeschlossenen Umbaus bereits auf héchstens 7 Stunden nach Inkubationsbeginn ansetzen.
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Abb. 36 Turnover-Untersuchung von “C-Ara-PC nach Inkubation von DMSO-differenzierten HL-60 Zellen.

Lipide von Zellen und Uberstinden wurden unabhiingig voneinander aufgetrennt,
Summe aller durch Diinnschichtchromatographie aufgetrennten Aktivititen zum jeweiligen Zeitpunkt = 100 %.

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3).
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3.2.3.4 Turnover von radioaktiv markietem PE, welches an der sn-2 Position Arachidonsaure tragt

PE, welches an der sn-2 Position '“C-markierte Arachidonséure tragt, zeigt, wenn man es wahrend der
gesamten Inkubationszeit auf den Zellen belaBt, eine Umverteilung der Radioaktivitédt in andere Lipide
(Abb. 37). Die Umverteilung findet dabei hauptséchlich in den ersten Stunden statt. In dieser Zeit sinkt
auch der Gehalt an radioaktiv markietem PE im Uberstand. Betrachtet man die Verteilung der
aufgenommenen Aktivitat zwischen den Zellipiden nach 7 Tagen, so findet sich, jeweils radioaktiv
markient, PE noch zu 22 %, PC dagegen gleichbleibend zu 10 % und PS zu 4 %.
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Abb. 37 Turnover-Untersuchung von “C-Ara-PE nach Inkubation von HL-60 Zellen. Markierung und
Differenzierung mit DMSQO waren zeitgleich. Lipide von Zellen und Uberstinden wurden unabhingig vonein-

ander aufgetrennt,
Summe aller durch Diinnschichtchromatographie aufgetrennten Aktivitdten zum jeweiligen Zeitpunkt = 100 %.

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4).

3.2.4 Turnover-Bestimmungen NBD-matkierter Lipide in Zellen
3.2.4.1 Turnover von NBD-markiertem PC

Untersucht man den Einbau dieses Lipids in DMSO-differenzierten HL-60 Zellen nach der einstiindigen
Inkubation bei 4 °C, so zeigt sich, da3 zunéchst mehr als 1,4 nmol des PC nach Lipidextraktion der
Zellipide detektiert werden kénnen. Davon befinden sich im Uberstand ungefahr 300 pmol (Abb. 38 A).
Wahrend der Inkubationszeit von 3,5 Stunden kommt es zu einer starken Abnahme des fluoreszenz-
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markierten PC, so daf3 nach dieser Zeit nur noch ungeféhr 200 pmol in den Zellen und 100 pmol im
Uberstand gemessen werden kdnnen. Der Anstieg der fluoreszenzmatrkierten Fettsaure im Uberstand
von 0 auf 200 pmol steht dabei in keinem Verhaltnis zur Fluoreszenzabnahme des C;-NBD-PC in den
Zellen und spiegeit deutlich eine Abnahme des Fluorophors wider (siehe auch Abb. 15, Seite 38).

In C,-NBD-PC markierten NG-Zellen kommt es wahrend der 48stiindigen Inkubation wie bei den HL-60
Zellen lediglich zu einem Abbau des C,-NBD-PC zu C,-NBD-FS (Abb. 38 B). Wahrend der 48stiindigen
Inkubation wird das C,-NBD-PC ebenfalls in recht groBem Umfang abgebaut (von 1,6 nmol auf
95 pmol). Gleichzeitig steigt auch hier die Molmenge von CG-NBD-FS im Uberstand. Der Anstieg von
52 pmol auf 864 pmol erreicht aber ebenso wie oben beschrieben nicht das Ausgangsniveau des
C¢-NBD-PC.

Bei NFB-Zellen, mit dem gleichen Lipid inkubiert, liegt nach 48 Stunden noch 260 pmol C,-NBD-PC,
also ein knappes Viertel der Ausgangsmenge, vor (Abb. 38 C). Die einzige neu auftretende fluores-
zenzmarkierte Substanz ist, wie bei den anderen Zellinien, C,-NBD-FS. Sie ist auch wiederum der
alleinig relevante Anteil an fluoreszierender Substanz im Uberstand. Mit Abnahme des C.-NBD-PC
steigt sie und liegt nach 48 Stunden in einer absoluten Menge von 610 pmol vor. Damit findet sich
auch bei Inkubation mit diesen Zellen eine zesitliche Korrelation zur Abnahme des Fluorophors.

Die Fluoreszenzvereilung zwischen Zellen und Uberstand wahrend der 3,5stiindigen Inkubation von
HL-60 Zellen nach Markierung mit C,-NBD-PC zeigt eine nahezu stetige Abnahme in den Zellen auf
50 % des Gesamtanteils (Abb. 39 A).

Bei NG-Zellen befindet sich hingegen am Ende der Inkubation nach 48 Stunden noch 22 % der
Gesamtfluoreszenz in den Zellen (Abb. 39 B). Dabei findet die hauptséchliche Verschiebung wéhrend
der ersten 8 Stunden statt.

NFB-Zellen beinhalten am Ende der 48stlindigen inkubation sogar noch 44 % der Gesamtfluoreszenz
in den Zellen (Abb. 39 C). Dieser Anteil liegt deutiich hoher, als er bei den NG-Zellen bzw. nach
48 Stunden bei den HL-60 Zellen zu erwarten wére. Die hauptsachliche Verschiebung der Fluoreszenz-
anteile findet dabei wahrend der ersten 24 Stunden statt, ist also gegeniiber den NG-Zellen zeitlich
nach hinten verschoben.

Abb. 38 Turnover-Untersuchung von C-NBD-PC nach Inkubation von unterschiedlichen Zellen. Lipide von
Zellen und Uberstinden wurden unabhingig voneinander aufgetrennt,

Sumine aller durch Diinnschichtchromatographie aufgetrennten Aktivititen zum jeweiligen Zeitpunkt = 100 %.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler (n nach Angabe).

A)  DMSO-differenzierte HL-60 Zellen (n = 5)

B) NG-Zellen (n = 6)

C)  NFB-Zellen (n = 5)
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A) HL—60 Zellen
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Abb. 39 Verteilung der Fluoreszenzintensitidt zwischen Zellen und Uberstand nach Inkubation von
unterschiedlichen Zellen mit C,-NBD-PC,

Summe der Fluoreszenzen zum jeweiligen Zeitpunkt = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n nach Angabe)

A)  DMSO-differenzierte HL-60 Zellen (n = 5)

B)  NG-Zellen (n = 6)

C) NFB-Zellen (n = 5)
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NBD-markiertes PA wird im Gegensatz zum vorher dargesteliten C,-NBD-PC von DMSO-differenzierten
HL-80 Zellen nach 3,5stiindiger Inkubation als Substrat fur den Lipidmetabolismus verwendet. Dieses
Lipid nimmt wahrend der Inkubationszeit von 57 % auf 21 % ab, wobei hauptséchlich C,-NBD-FS (zu
65 %), aber nach 70 Minuten immerhin 15 % C,-NBD-PC gebildet werden (Abb. 40 A). Dieser Anteil
sinkt zum Ende der Inkubationszeit wieder auf 7 % ab. C,-NBD-DG liegt in jeweils gleichbleibenden
Anteilen von ungefahr 9 % vor.

Nach zweistlindiger Inkubation von NG-Zellen mit C,-NBD-PA ist die Ausgangssubstanz mit bis zu
27 % der gesamten Fluoreszenz noch als Hauptanteil vorhanden (Abb. 40 B). C,-NBD-PC wird neu
gebildet. Es liegt bereits mit Beginn der Inkubation im Brutschrank zu 8 %, nach 30 Minuten sogar zu
25 % und nach 2 Stunden immerhin noch zu 13 % in den Zelien vor. Gebildetes C,-NBD-DG Ist am
Anfang mit einem Anteil von 33 % vorhanden, welcher nach 2 Stunden auf 18 % reduziert ist.
C¢-NBD-FS ist im Uberstand der einzige relevante Bestandteil mit bis zu 18 % der gesamten Fluores-
zenz,

Messungen an C,-NBD-PA markierten NFB-Zellen wurden (ber einen Zeitraum von 60 Minuten
durchgeftthrt. Analysiert man die nach dieser Inkubationszeit vorhandenen fluoreszenzmarkierten
Lipide, so findet sich auch in diesen Zellen eine deutliche Metabolisierung des Lipids zu C,-NBD-PC
(Abb. 40 C). Es liegt nach 60 Minuten zu 24 % der gesamten Fluoreszenz in den Zellen vor. Der Anteil
an C,-NBD-PA reduziert sich ih diesem Zeitraum in den Zellen von 32 auf 19 %. C,-NBD-DG liegt zu
Beginn zu 34 % vor, nach einer Stunde zu 13 %, wird also offensichtlich wie bei den anderen Zellinien
zunéchst bei Kalte gebildet und wahrend der Inkubation im Brutschrank zu anderen Lipiden umgebaut.
Den Hauptanteil im Uberstand bildet wiederum C,-NBD-FS mit 22 % am Ende der Inkubationszait.

Abb. 40 (Abbildung umseitig) Turnover-Untersuchung von CoNBD-PA nach Inkubation von unterschiedlichen
Zellen. Lipide von Zellen und Uberstinden wurden bei NG- und NFB-Zellen unabhingig voneinander
aufgetrennt. »

Summe aller durch Diinnschichtchromatographie aufgetrennten Aktivitdten zum jeweiligen Zeitpunkt = 100 %.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler (n nach Angabe).

A)  DMSO-differenzierte HL-60 Zellen (n = 6)

B) NG-Zellen (n = 4)

C) NFB-Zellen (n = 4)
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3.2, Turnover vo -markierte S

NBD-markiertes PS wird im Vergleich zu C,-NBD-PA wesentlich schneller von HL-60 Zellen abgebaut
(Abb. 41), Dabel entsteht lediglich C,-NBD-FS, welches im Uberstand zu finden ist und am Ende der
Inkubationsdauer die vorherrschende fluoreszierende Substanz darstellt. Eine Bildung von C,-NBD-PC
ist praktisch nicht festzustellen (4 % ist am Ende der einstiindigen Inkubationszeit bei 4 °C vorhanden,
wird dann aber abgebaut).
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Abb. 41 Turnover-Untersuchung von C,-NBD-PS nach Inkubation von DMSO-differenzierten HL-60 Zellen.
Lipide von Zellen und Uberstéinden wurden unabhiingig voneinander aufgetrennt.

Summe aller durch Diinnschichtchromatographie aufgetrennten Aktivitdten zum jeweiligen Zeitpunkt = 100 %.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4).
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3.2.5 Tabell

ische Zusammenfass

der Versuche zu

urnover

arkierter Lipide

In ihren Grundaussagen lassen sich die Ergebnisse der Turnover-Untersuchungen in folgenden
Tabellen zusammenfassen:

Zellinie markiertes Lipid | Umbau in
DMSO-differenzierte HL-60 Zellen | “C-Ara “C-Ara-PE Abb. 33
“C-Ara-PC
14C-Ara-PI1
4C-Ara-PS
“C-Ara-TG
4C.Ara-PA
undifferenzierte HL-60 Zellen “4C-Pal-PC - nd.
DMSO-differenzierte HL-60 Zellen | “C-Pal-PC - Abh, 34
DMSO-differenzierte HL-60 Zellen | Pal-*H-PC - nd.
undifferenzierte HL-60 Zellen 14C-Ara-PC 4C-Ara-PE Abb. 35
4C-Ara-PI
DMSO-differenzierte HL-60 Zellen | “C-Ara-PC C-Ara-PE Abb. 36
4C-Ara-PI
“C-Ara-PA
undifferenzierte bzw. “C-Ara-PE H4C-Ara-PC Abb. 37
DMSO-differenzierte HL-60 Zellen 4C-Ara-PI
4C-Ara-PS
Y4C-Ara-PA
n.d. nicht dargestellt

Tab. 2 Ergebnisse zum Turnover nach Inkubation mit radioaktiv markierten Lipiden.
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Zellinie markiertes Lipid | Umbau zu

DMSO- differenzierte HL-60 Zellen | C-NBD-PC C-NBD-FS Abb. 38,

Abb. 39

NG-Zellen C,-NBD-PC C,-NBD-FS Abb. 38,

Abb. 39

NFB-Zellen C,-NBD-PC C,-NBD-FS Abb. 38,

Abb. 39

DMSO- differenzierte HL-60 Zellen C,-NBD-PA C,-NBD-PC, Abb. 40
C,-NBD-FS

NG-Zellen C,-NBD-PA C,-NBD-PC Abb. 40
C,-NBD-DG

NFB-Zellen C,-NBD-PA C,-NBD-PC Abb. 40
C,-NBD-FS

DMSO- differenzierte HL-60 Zellen | C,-NBD-PS C,-NBD-FS Abb. 4]

Tab. 3 Ergebnisse zum Turnover nach Inkubation mit fluoreszenzmarkierten Lipiden

3.3 Untersuchungen zum Ab- und Umbau von Lipiden nach Behandlung der Zellen mit verschiedenen
Agentien

Wie zunehmend mehr Untersuchungen belegen, hat die PLA, im Zusammenhang mit pathologischen
Erscheinungen eine besondere Bedsutung. Daraus folgt die dringende Notwendigkeit ihrer Aktivitatsbe-
stimmung. Die Nachteile bisheriger Methoden sollen nun mit Hilfe des Ersatzes radioaktiv markierter
durch fluoreszenzmarkierte Substanzen umgangen werden. Auf Grund der bisher geringen Kenntnisse
Uber das Verhalten der eingesetzten fluoreszierenden Substrate sind die in den vorherigen Kapitein
dargesteliten Untersuchungen notwendige Grundlage fir die Erarbeitung einer Methode zur Aktivitats-
bestimmung.

Die PLA, laf3t sich mit Hilfe verschiedener Agentien stimulieren und damit meBbar machen. Viele davon
wirken Uber den Einstrom von Calcium und daher unspezifisch. Fur die vorliegenden Untersuchungen
wurde in erster Linie das Calciumionophor A23187 verwendet. Da es eine starke zytotoxische Wirkung
hat, wurde es in einer Konzentration und fir eine Einwirkzeit am Ende der Inkubationszeit verwendet,
die nach Vorversuchen noch keine Auswirkung aut die Vitalitat der Zellen zeigte. Fiir die NG-Zellen
wird in der Literatur haufig das Bradykinin, aber auch das Melittin als Stimulanz erwahnt. Daher wurden
diese beiden Substanzen zuséatzlich, ebenfalls am Ende der Inkubationszeit bei den beiden
festwachsenden Zellinien der NG- und NFB-Zellen angewendet.
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Wie beschrieben wirken offensichtlich auch schwermetallorganische Verbindungen stimulierend auf die
PLA,. Um die chronische Wirkung niedriger Dosen zu untersuchen, wurde beispielhaft Triethylbleichlo-
rid und auch Dibutylzinndichlorid in geringen Konzentrationen und bis zu 48sttindigen Einwirkzeiten ein-
gesetzt. Dies geschah stichprobenartig bei NG- und NFB-Zellen, da diese sich am langsten im Inkuba-
tionsmedium vital zeigten. Gerade fiir diese Untersuchungen bot sich ausschlieBlich der Einsatz der
neu erarbeiteten Aktivitatsbestimmung mit Hilfe fluoreszierender Substanzen an.

In diesem Abschnitt werden Versuchsergebnisse, die keine Veranderung der Ergebnisse nach Behand-
lung gegeniiber den Kontrollansétzen ergeben, in der Regel nicht graphisch dargestelit.

3.3.1 =ftekt von Calciumionophor auf den Metabolismus radioaktiv markierter Lipide in HL.-60 Zellen

3.3.1.1 Bsehandl "C-Pal-PC bzw. Pal- *H-PC markierter HL-60 Zelle

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen kénnen weitgehend wie folgt zusammengefaB3t werden:
Undifferenzierte wie auch mit DMSO differenzierte HL-60 Zellen, welche mit **C-Pal-PC oder Pal-*H-PC
inkubiert wurden, zeigen nach Behandlung mit A23187 keine signifikant veranderte Zusammensetzung
der radioaktiv markierten Lipide (z.B. Abb. 42).

Betrachtet man die Verteilung der Gesamtaktivitat der durch Lipidextraktion extrahierbaren bzw. der in
der wéassrigen Phase verbleibenden radioaktiv markierten Substanzen, so ergeben sich durch Zugabe
des Calciumionophors ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsansétzen
(Abb. 43).

C—Aktivitat [%]

14
N
o)

PiPs P

R Kontrolle
NN\A23187 15 wmol fir 15 min am Ende der Inkubation

Yrestliche PL Pal” NLs

Abb. 42 Zusammensetzung der radioaktiv markierten Lipide nach 210 Minuten von “C-Pal-PC markierten
DMSO-differenzierten HL-60 Kontrollzellen im Vergleich zu HL-60 Zellen, die mit Calciumionophor hehandelt
wurden, Darstellung der prozentualen Anteile.

Summe der Aktivititen in den Lipiden = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4)
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Abb., 43 Verteilung der Aktivitdt zwischen Zellen und Uberstinden nach 210 Minuten aus "“C-Pal-
PC markierten DMSO-difterenzierten HL-60 Zellen, mit und ohne Calciumionophor Behandlung, Darstellung
der prozentualen Anteile,

Summe der Aktivititen = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3)

3.3.1.2 Behandlung '*C-Ara-PC markierter HL-60 Zellen

Im Vergleich zu den bisher dargestellten Ergebnissen ergibt sich eine andere Sachlage bei Markierung
mit radioaktiv markierten Lipiden, deren Fettsaure an der sn-2 Position Arachidonsaure ist.

Die Zugabe von Calciumionophor zu undifferenzierten, mit '*C-Ara-PC markierten HL-60 Zellen fuh,
wie zu erwarten war, ebenfalls zu keinem statistisch signifikanten Unterschied sowoh! bezlglich der Li-
pidzusammensetzung (Abb. 44) als auch bei Betrachtung der Verteilung der Aktivitat (ohne Abbiidung).
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O reetTS P e et
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R Kontrolie
RXA23187 15 umol fur 15 min am Ende der Inkubation

Abb. 44 Zusammensetzung der radioaktiv markierten Lipide nach 210 Minuten von “C-Ara-PC markierten
undifferenzierten HL-60 Kontrollzellen im Vergleich zu HL-60 Zellen, die mit Calciumionophor behandelt
wurden. Darstellung der prozentualen Anteile.

Summe der Aktivititen in den Lipiden = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3)
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Markiert man dagegen differenzierte HL-60 Zellen mit '“C-Ara-PC, so findet man als Reaktion auf eine
Behandlung mit dem Calciumionophor statistisch signifikante Veranderungen der Lipidzusammenset-
zung (Abb. 45). Bei Betrachtung der gesamten aus den Zellen extrahierbaren Lipide nimmt der Anteil
an radioaktiv markietem PC um 5 % ab, der Anteil an PE um 4 % zu. Der ohnehin geringe Anteil an
freler Arachidonsaure bleibt hier unbeeinfluBt. Die hauptséachlichen und auch statistisch signifikanten
Veranderungen finden dabei in den Zellen statt. Die Vertsilung der Gesamtaktivitaten ist dementspre-
chend auch hiervon nicht betroffen (Abb. 46).
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(» = statistisch signifikanter Unterschied mit p<0,05)

Abb. 45 Zusammensetzung der radioaktiv markierten Lipide nach 210 Minuten von “C-Ara-PC markierten
DMSO-differenzierten HL-60 Kontrollzellen im Vergleich zu HL-60 Zetlen, die mit Calciumionophor behandelt
wurden. Darstellung der prozentualen Anteile.

Summe der Aktivititen in den Lipiden = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3)
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Abb. 46 Verteilung der Aktivitit zwischen Zellen, Uberstinden und wissrigen Phasen nach 210 Minuten in “C-
Ara-PC markierten DMSO-differenzierten HL-60 Zellen, mit und ohne Calciumionophor Behandlung. Darstel-
lung der prozentualen Anteile, sowie der Differenzen zu den Kontrollwerten.

Summe der Aktivititen = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3)

3.3.1.3 Behandiung '“C-Ara-PE markierter HL-60 Zellen

Zellen, die wahrend einer 24stiindigen Differenzierungszeit mit *C-Ara-PE markiert wurden, zeigen
nach 15minitiger Inkubation mit A23187 eine statistisch signifikante Emiedrigung der radioaktiv
markierten Lipide PS (ungefahr 1,4 %) sowie PA (ungefdhr 1,2 %) (Abb. 47). Gleichzeitig steigt der
Anteil an radioaktiv markierter Arachidonsaure um 3 %. Die Verteilung der Gesamtaktivitat zeigt keine
statistisch signifikanten Veranderungen (Abb. 48).

HL-60 Zellen, die flinf Tage differenziert wurden, reagieren bei gleicher Markierung auf diese
Behandlung mit einer statistisch signifikanten Verminderung des Anteils an radioaktiv markietem PC
um insgesamt 2,5 % und an radioaktiv markietem PE um insgesamt 4,7 % (Abb. 49). Der Anteil an
markiertem PA, Neutrallipiden sowie freier Arachidonsaure nimmt in den Zellen jeweils nur geringfligig,
aber reproduzierbar zu. Auch bei dieser Markierung finden die hauptséchlichen und statistisch
signifikanten Veranderungen in den Zellen statt, wobei allerdings der Anstieg der Arachidonséure von
4 % im Uberstand zu verzeichnen ist.

Die Betrachtung der Verteilung der Gesamtaktivitaiten zeigt statistisch signifikant eine mit diesen
Verschiebungen der radioaktiv markierten Lipide einhergehende Abnahme der Gesamtradioaktivitat in
den Zellen von 6,8 % bei gleichzeitiger Zunahme im Medium von 4,2 % (Abb. 50).
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Abb. 47 Zusammensetzung der radioaktiv markierten Lipide nach einem Tag von “C-Ara-PE markierten HL-60
Kontrollzellen im Vergleich zu HL-60 Zellen, die mit Calciumionophor behandelt wurden, Differenzierung und
Markierung fanden gleichzeitig statt. Darstellung der prozentualen Anteile, sowie der Differenzen zu den
Kontrollwerten.

Summe der Aktivititen in den Lipiden = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4)
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Abb. 48 Verteilung der Aktivitit zwischen Zellen, Uberstinden und wiissrigen Phasen nach einem Tag aus “C-
Ara-PE markierten HL-60 Zellen, mit und ohne Calciumionophor Behandlung. Die Zellen wurden gleichzeitig
differenziert und markiert. Darstellung der prozentualen Anteile.

Summe der Aktivititen = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4)
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Abb. 49 Zusammensetzung der radioaktiv markierten Lipide nach fiinf Tagen von "“C-Ara-
PE markierten HL-60 Kontrollzellen im Vergleich zu HL-60 Zellen, die mit Calciumionophor be-
handelt wurden. Differenzierung und Markierung fanden gleichzeitig statt. Darstellung der prozen-
tualen Anteile, sowie der Differenzen zu den Kontrollwerten.

Summe der Aktivititen in den Lipiden = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4)
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Abb. 50 Verteilung der Aktivitdt zwischen Zellen, Uberstinden und wiissrigen Phasen nach fitnf
Tagen aus "“C-Ara-PE markierten HL-60 Zellen, mit und ohne Calciumionophor Behandlung. Die
Zellen wurden gleichzeitig differenziert und markiert. Darstellung der prozentualen Anteile.
Summe der Aktivitidten = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4)
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3.3.2.1 Behandiung von C_-NBD-PC matkierten Zellen

Inkubiert man HL-60 Zellen mit dieser Art von Markierung nach 55 Minuten Vorinkubation mit A23187,
s0 zeigen sich statistisch signifikante Veranderungen bei der Zusammensetzung der meBbaren fluores-
zierenden Lipide (Abb. 51), was bei 195minutiger Vorinkubation nicht mehr festgestelit werden kann
(ohne Abbildung). Erstaunlicherweise beziehen sich diese signifikanten Veranderungen nach der kurzen
vorhergehenden Inkubationszeit vorwiegend auf einen hoheren Gehait an C,-NBD-PC in den Zellen bei
gleichzeitig verringerter Molmenge an C,-NBD-FS und r,-NBD-PC im Uberstand. Dies ist aber nicht
auf einen Einbau der Fettséure, sondern auf andere, spéter zu diskutierende Griinde zuriickzufihren.
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Abb. 51 Zusammensetzung der fluoreszenzmarkierten Lipide nach 70 Minuten von C-NBD-PC markierten
DMSO-differenzierten HL-60 Kontrollzellen im Vergleich zu HL-60 Zellen, die mit Calciumionophor behandelt
wurden, Darstellung der Absolutmengen, sowie der Differenzen zu den Kontrollwerten.

Summe der Aktivititen in den Lipiden = 100 %

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 5)

Markiert man NG-Zellen mit C,-NBD-PC und inkubiert diese anschlieBend mit verschiedenen Agentien,
so |&Bt sich sowohl bei 24stindiger als auch bei 48stiindiger Vorinkubation keine statistisch signifikante
Veranderung der Zusammensetzung der fluoreszierenden Lipide feststellen. Auch beziiglich der
Verteilung der Fluoreszenz zwischen Zellen und Uberstanden ist kein Effekt dieser Agentien zu
beobachten (beides ohne Abbildung).
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NFB-Zellen zeigen je nach Inkubationsdauer nach der Markierung mit C,-NBD-PC unterschiedliche
Reaktionen auf Behandlung mit verschiedenen Agentien. Bei 24stlindiger Inkubation bewirken diese
Substanzen keine Veranderung der Lipidzusammensetzung der Zellen (Abb. 52). Wie man in der
gleichen Abbildung sieht, bleibt die Verteilung der Fluoreszenz ebenfalls nahezu unbesinflui3t.
Anders ist dies bel einer Inkubationsdauer von 48 Stunden (Abb. 53). Nach dieser Vorinkubationszeit
bewirken praktisch alle Agentien eine in vielen Versuchen statistisch signifikante Erhdhung der
NBD-markierten Fettsaure im Uberstand bei gleichzeitiger Abnahme des C,-NBD-PC in den Zellen. Da
die Aufnahme der Markierungssubstanz C,-NBD-PC bei diesen Zellen immerhin so unterschiedlich ist,
daf die Differenzen, die sich jeweils im Pikomolbereich der Substanzen bewegen, nach Zusammen-
fassung aller Versuche keine eindeutige Darstellung mehr zulassen, wird in diesem Fall reprasentativ
~ein Versuch mit 3 parallelen Ansatzen gezeigt.
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V//2A23187 10 gM fur 20 min am Ende der Inkubation
RN Melittin 5 pg/ml flir 30 min am Ende der Inkubation
[[ITBradykinin 1,5 ug/ml fir 1 h am Ende der Inkubation
Abb. 52 Zusammensetzung der fluoreszenzmarkierten Lipide nach 24 Stunden von C.-NBD-PC markierten

NFB-Kontrollzellen im Vergleich zu NFB Zellen, die mit verschiedenen Agentien behandelt wurden,
Darstellung der Absolutmengen, sowie der Differenzen zu den Kontrollwerten,
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehier (n = 3). Reprisentativ fiir 4 Versuche.
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Abb. 53 Zusammensetzung der fluoreszenzmarkierten Lipide nach 48 Stunden von C,-NBD-PC markierten
NFB-Kontrollzellen im Vergleich zu NFB Zellen, die mit verschiedenen Agentien behandelt wurden.

Darstellung der Absolutmengen, sowie der Differenzen zu den Kontrollwerten,

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3). Repriisentativ fiir 4 Versuche,
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3.3 ehandlung von C.- - ieten Zel

C,-NBD-PA markierte HL-60 Zellen, die dieses fluoreszierende Lipid metabolisieren, reagieren auf
Behandlung mit lonophor mit einer vermehrten Bildung von C,-NBD-FS (Abb. 54). Gleichzsitig ver-
ringert sich der Anteil von C,-NBD-PA und statistisch signifikant der des C,-NBD-PC. Eine Veranderung
des C,-NBD-DG wird nicht beobachtet. Dies Ergebnis ist sowohl nach 55minfitiger als auch nach
125mindtiger Vorinkubation festzustellen.
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< NBD—-PA NBD—PC NBD—-FS NBD-DG NBD—PA NBD-PC NBD-FS NBD-DG
70 min 140 min
B = Kontrolle

NN = 15 min 10 wmol A23187 am Ende der Inkubation
(» = statistisch signifikanter Unterschied mit p<0,05)

Abb. 54 Zusammensetzung der fluoreszenzmarkierten Lipide nach 70 und 140 Minuten von C-NBD-
PA markierten DMSO-differenzierten HL-60-Kontrollzellen im Vergleich zu HL-60 Zellen, die mit Calcium-
ionophor behandelt wurden. Darstellung der prozentualen Anteile der Peakflichen, sowie der Differenzen zu den

Kontrollwerten,
Summe der Peakflichen nach HPLC-Bestimmung = 100 %
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4)

Nachdem auch NG-Zellen das angebotene C,-NBD-PA metabolisieren, fihrt eine inkubation mit Calci-
umionophor zu einem statistisch signifikant erhdhtem Auftreten der fluoreszierenden Fettsdure und in
geringem Umfang des C,-NBD-PC im Uberstand (Abb. 55). Glsichzeitig erniedrigt sich der Gehalt an
Ce-NBD-PA, C,-NBD-DG, C,-NBD-PC und C,-NBD-FS in den Zellen. Diese Verschiebungen spiegeln
sich auch in einer signifikanten Erhdhung der Fluoreszenz im Uberstand bei gleichzeitiger Abnahme in
den Zellen wider (Abb. 56).
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Abb. 55 Zusammensetzung der fluoreszenzmarkierten Lipide nach 60 Minuten von C-NBD-PA
markierten NG-Kontrollzellen i Vergleich zu NG-Zellen, die mit Calciumionophor behandelt
wurden. Darstellung der prozentualen Anteile der Peakflichen, sowie der Differenzen zu den

Kontrollwerten.
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Abb. 56 Verteilung der Fluoreszenz zwischen Zellen und Uberstéinden nach 60 Minuten in C-NBD-
PA markierten NG-Zellen, mit und ohne Behandlung mit Calciumionophor, Darstellung der prozentu-

alen Anteile der Peakflichen, sowie der Differenzen zu den Kontrollwerten.
Summe der Peakflichen nach HPLC-Bestimmung = 100 %
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4)
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Werden NFB-Zellen mit NBD-markietem PA inkubiert und anschlieBend mit verschiedenen Agentien
inkubiert, so bewirkt dies nach 40miniitiger Vorinkubation keine statistisch signifikante Veranderung der
Zusammensetzung der fluoreszierenden Lipide, die durch Metabolisierung des C,-NBD-PA vorhanden
sind (Abb. 57). Auch die Verteilung der Fluoreszenz zwischen Zellen bzw. Uberstand bleibt dadurch
unbeeinfluBt (nicht dargestellt).
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NBD—PA NBD~DG NBD-PC NBD-FS
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V2 20A23187 10 puM fiir 20 min am Ende der inkubation

Abb. 57 Zusammensetzung der fluoreszenzmarkierten Lipide nach 60 Minuten von Ci-NBD-PA markierten
NFB-Kontrollzellen im Vergleich zu NFB-Zellen, die mit Calciumionophor behandelt wurden. Darstellung der
prozentualen Anteile der Peakflichen. Summe der Peakflichen nach HPLC-Bestimmung = 100 %.
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 4)

3.3.2.3 Behand| von C.-NBD-PS ierten HL-60 Zellen

HL-60 Zellen, die mit diesem fluoreszierenden Lipid inkubiert und anschlieBend zu verschiedenen
Zeitpunkten mit lonophor behandelt werden, reagieren auf diesen &uBeren EinfluB mit keinetlei
statistisch signifikanter Verdnderung ihrer fluoreszierenden Bestandteile. Die Verteilung der Fluores-
zenz, die sich in den Zellen bzw. in den Uberstanden befindet, bleibt davon ebenfalls unbeeinfluft
(beides nicht dargestelit).

3 ebnisse er verschiedene ellini it den schwermetallo ische

Verbindungen Triethylbleichlorid und Dibutylzinndichlorid

Diese Untersuchungen wurden stichprobenartig durchgeftihit, wobei hauptséchlich Triethylbleichlorid
eingesetzt wurde. Da die Langzeiteinwirkung niedriger Dosen in erster Linie interessant war, wirkten
geringe Konzentrationen wahrend der gesamten Inkubationsdauer ein. Diese Einwirkzeit entspricht der
Vorinkubationsdauer der im letzten Kapitel beschriebenen Versuche.

HL-60 Zellen, die mit C,-NBD-PC markiert wurden, zeigen als Reaktion auf eine Behandlung mit
Triethylblsichlorid wahrend 3,5 Stunden einen statistisch signifikant erhdhten Anteil von C,-NBD-PC in
den Zellen bei gleichzeitig verringertem Anteil von C,-NBD-FS im Uberstand (Abb. 58). Dieses Ergebnis
deckt sich somit mit dem nach Behandlung mit A23187 am Ende einer 55minltigen Vorinkubation.
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Abb. 58 Zusammensetzung der fiuoreszenzmarkierten Lipide nach 210 Minuten von C,-NBD-PC markierten
HL-60 Kontrollzellen im Vergleich zu HL-60 Zellen, die mit Triethylbleichlorid behandelt wurden. Darstellung
der Absolutmengen, sowie der Differenzen zu den Kontrollwerten.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 5)

C,-NBD-PC markierte NG-Zellen reagieren auf eine Inkubation mit Triethylbleichlorid wie auch mit Di-
butylzinndichlorid bei Einwirkung wahrend 24 und 48 Stunden mit keinerlei statistisch signifikanter
Veranderung sowohl der Lipidkonstellation als auch der Verteilung der Fluoreszenz zwischen Zellen
und Uberstand (bseides nicht dargestelit).

Behandeit man C,-NBD-PC markierte NFB-Zellen wéhrend 24 Stunden mit TriethyIbleichlorid bzw. Di-
butylzinndichlorid, so ergeben sich in der Lipidkonstellation der fluoreszenzmarkierten Lipide keinerlei
signifikante Veranderungen gegeniiber Kontrolizellen (Abb. 59). Ganz anders sind die Ergebnisse,
wenn man die gleichen schwermetallorganischen Verbindungen flir 48 Stunden auf die Zellen einwirken
1&Bt. Hierdurch ergibt sich bei beiden Verbindungen eine Abnahme an C,-NBD-PC in den Zellen bei
gleichzeitiger Zunahme von C,-NBD-FS im Uberstand (Abb. 60). Auch diese Ergebnisse decken sich
mit denen nach Kurzzeitbehandlung durch verschiedene Agentien.
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Abb. 59 Zusammensetzung der fluoreszenzmarkierten Lipide nach 24 Stunden von C,-NBD-PC markierten
NFB-Kontrollzellen im Vergleich zu NFB-Zellen, die mit Triethylbleichlorid bzw. Dibutylzinndichlorid behan-
delt wurden. Darstellung der Absolutmengen.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3). Représentativ fiir 4 Versuche.
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Abb. 60 Zusammensetzung der fluoreszenzmarkierten Lipide nach 48 Stunden von C,-NBD-PC markierten
NFB-Kontrollzellen im Vergleich zu NFB-Zellen, die mit Triethylbleichlorid bzw. Dibutylzinndichlorid hehan-
delt wurden. Darstellung der Absolutmengen,

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler (n = 3), Reprisentativ fiir 4 Versuche.

NFB-Zellen, die mit C,-NBD-PA markiert wurden, reagieren auf eine 24stiindige Behandiung mit
Triethylbleichlorid dagegen nicht mit einer veranderten Konstellation ihrer fluoreszenzmarkierten Lipide
(nicht dargestelit). Turnover-Untersuchungen ergaben bereits, daB die Zellen nach dieser Inkubations-
zeit praktisch weder C, -NBD-PA noch C, -NBD-PC beinhalten.
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3.3 e

ische Zusa enfass

de suche hac

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchungen zu Veréanderungen durch Einwirkung der

verschiedenen Agentien zeigen die folgenden drei Tabellen:

Zellinie markiertes stat, sign. stat. sign. Verinde-
Lipid Verdnderung der rung der Radio-
Lipidzusammen- | aktivititsverteilung
setzung zwisc!}en Zellen
und Uberstand
undifferenzierte “C-Pal-PC - - nd.
HL-60 Zellen
DMSO-differenzierte | '“C-Pal-PC - - Abh. 42,
HL-60 Zellen Abb. 43
DMSO- differenzierte | Pal-*H-PC - - nd.
HL-60 Zellen
undifferenzierte “C-Ara-PC - - Abb. 44
HL-60 Zellen
DMSO- differenzierte | “C-Ara-PC | “C-PET - Abb. 45,
HL-60 Zellen Abb. 40
| Tag DMSO- “C-AraPE | “C-PSd, - Abb. 47,
differenzierte HL-60 “CPAJ, Abb. 48
Zellen “c.AraT
5 Tage DMSO- “C-Ara-PE | “C-PCl, Zellend, Abb. 49,
differenzierte HL-60 “C-AraT Uberstand T Abb. 50
Zellen
nd nicht dargestellt

Tab. 4 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse radioaktiv markierter HL-60 Zellen nach Behandlung mit

Calciumionophor.
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Zellinie markiertes stat. sign. Verdnderung stat. sign. Veriinde-
Lipid der Lipidzusammen- rung der relativen
setzung Gesamtfluoreszenz-
verteilung zwischen
Zellen und Uberstand
DMSO- C,-NBD-PC | In den Zellen:" ZellenT, Uberstandd? | Abb. 51
differenzierte C,-NBD-PCT,
HL-60 Zellen C,-NBD-FST
Im Uberstand:"
C,-NBD-PC,
C,-NBD-FS{
NG-Zellen C,-NBD-PC - - nd.
NFB-Zellen C,-NBD-PC | In den Zellen®: Zellend?, Abb. 52,
C,-NBD-PCY, Uberstand 1™ Abb. 53
C.-NBD-FS{
Im Uberstand®:
C,-NBD-FST
DMSO- C,-NBD-PA Cb-NBD-PCl«, n.b. Abb. 54
differenzierte : C,-NBD-FST,
HL-60 Zellen C,-NBD-PAL?
NG-Zellen C,-NBD-PA | In den Zellen: Zellend, UberstandT | Abb. 55,
C,-NBD-PAJ? Abb. 56
C,-NBD-DG!?,
C,-NBD-PCl?,
C,-NBD-FS{?
im Uberstand:
C,-NBD-PCT,
C,-NBD-FST
NFB-Zellen C,-NBD-PA - - Abb, 57
DMSO- C,-NBD-PS - - nd.
differenzierte
HL-60 Zellen
" dieser Effekt trat nicht immer auf
?  statistisch nicht signifikant
 nur nach 48 Stunden Vorinkubation
n.b. nicht bestimmt
nd. nicht dargestellt

Tab. 5 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse nach Behandlung fluoreszenzmarkierter Zellen mit
Calciumionophor bei HL-60 Zellen sowie mit Calciumionophor, Bradykinin und Melittin bei NG- und

NFB-Zellen,




88

3 Ergebnisse

Zellinie markiertes stat. sign. Verdnderung stat. sign. Verénde-
Lipid der Lipidzusam men- rung der relativen
setzung Gesamtfluoreszenz-
verteilung zwischen
Zellen und Uberstand
DMSO- C,-NBD-PC | In den Zellen: ZellenT, Uberstand! | Abb. 58
differenzierte C,-NBD-PCT,
HL-60 Zellen Im Uberstand:
C,-NBD-FS{
NG-Zellen C,-NBD-PC - - nd.
NFB-Zellen C,-NBD-FC | In den Zellen": Zellend ", Abb. 59,
C,-NBD-PCJ, Uberstand T Abb. 60
C,-NBD-FS{
Im Uberstand":
C,-NBD-FST
C,-NBD-PC!
NFB-Zellen | C,-NBD-PA | - n.b. nd.

)

nb.
nd.

nur nach 48 Stunden Behandiung

nicht bestimmt
nicht dargestellt

Tab. 6 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse nach Behandlung fluoreszenzmarkierter HL-60, NG- und
NFB-Zellen mit den schwermetallorganischen Verbindungen Triethylbleichlorid bzw. Dibutylzinndichlorid.
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4 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, Ein- und Umbau fluoreszenzmarkierter Lipide in verschiedenen zellularen
Systemen zu untersuchen. Auf Grund dieser Ergebnisse solite abgeschétzt werden, inwieweit die Akti-
vitat der membransténdigen und damit stimulierbaren Phospholipase A, durch ein neu zu etablierendes
Vertahren mit Hilfe fluoreszierender Lipide bestimmt werden kann. Dies schlo3 die Aufgabe ein, zu-
nachst eine fir diesen Zweck geeignete Fluoreszenzmarkierung ausfindig zu machen. Des weiteren
soliten deren die Anwendung beeinflussenden Eigenschaften ermittelt werden. Um einen Vergleich mit
nativen Gegebenheiten zu haben, solite zumindest bei einer Zellinie Einbau und Turnover extern ange-
botener radioaktiver Lipide untersucht werden. Auf diese Daten aufbauend war dann die Problematik
der Aktivitatsbestimmung anzugehen.

Auswahl und Handhabung der Fluoreszenzmarkierung

Der Einsatz der Lipidmarkierung mit radioaktiven Isotopen zum Aufzeigen von Wirkungsmechanismen
der Phospholipase A, hat durch das nativen Lipiden véllig gleichende Verhalten den Nachteil, daf3 es
zu einem Wiedereinbau der zuvor freigesetzten markierten Fettsauren kommt. Dieser Nachteil solite
durch Verwendung fluoreszenzmarkierter Lipide vermieden werden. Somit waren bei der Auswahl des
Substrats folgende zwei Eigenschaften wichtig: Einerseits sollte auf Grund der Fluoreszenzmarkierung
die Reacylierung an Lysophospholipide sterisch behindert sein. Andererseits aber muf3ten die verwen-
deten Phospholipide, die eine solche Fettsdure an der sn2-Position tragen, von der Phospholipase A,
erkannt und unter Freisetzung der fluoreszierenden Fettsaure abgebaut werden.

Es zeigte sich, daB sowohl bei HL-60 als auch bei NG- und NFB-Zellen C,-NBD-FS die einzige
Fettsadure unter den untersuchten ist, die bei allen drei Zellinien nicht reacyliert wird. Die von Pagano
etal., 1983 verwendeten V79 Hamsterfibroblasten reagieren beziiglich C,-NBD-FS in ahnlicher Weise.
Eine Reacylierungstahigkeit der mit Pyren fluoreszenzmarkierten Fettséuren konnten auch Radom et
al., 1990, sowie Morand et al.,, 1982 nachweisen. Sowohl eigene Untersuchungen als auch die von
Radom et al., 1990 zeigten zudem, daB eine VergréBerung der Kettenldnge der fluoreszenzmarkierten
Fettsdure eine Verstarkung der Aufnahme und auch des Umbaus bewirkt. Daher sind auch
langerkettige Fettsauren flr den vorliegenden Zweck nicht geeignet.

Ein fur die Phospholipase A, geeignetes Substrat ist das Phosphatidylcholin. Daher wurde exem-
plarisch fur alle untersuchten Lipide dieses Lipid, dessen Fettsdure an der sm2-Position mit C,-NBD
markiert war, auf seine Abbaufahigkeit durch extern zugegebene Phospholipase A, Uberprilft. Es zeigte
sich, daf3 das Lipid abgebaut werden kann, es dazu aber einer relativ groBen Aktivitaitsmenge bedarf,
Moreau et al., 1989 berechnen eine 400 bis 600fach hthere Hydrolyserate nattrlicher Lipide gegentiber
der des C,-NBD-PC. Wie allerdings die Messung der Standardsubstanzen C,-NBD-PC und C,-NBD-FS
mit Hilfe der HPLC zeigen, sind Bestimmungen bis in den pMol-Bereich moglich. Diese hohe Nachweis-
empfindlichkeit ist flir einen Ausgleich der geringeren Hydrolyserate in der Praxis ausreichend.

Auf Grund dieser Untersuchungen wurde im weiteren Verlauf der Arbeit der Schwerpunkt auf den
Fluoreszenzfarbstoff NBD gelegt, der die C,-Kette der Fettsaure an der sn2-Position markiert.
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Bei den Untersuchungen fluoreszenzmarkierter Lipide stellte sich heraus, daB, bedingt durch die
Markierung, fur die Handhabung einige Besonderheiten zu beachten sind:

Lésungsversuche in verschiedenen Lésungsmitteln ergaben, daB bei den mit C,-NBD markierten Sub-
stanzen die Fluoreszenzintensitat stark von der Substanz und dem L&sungsmittel abhangt. So zeigt
C,-NBD-FS bei gleicher singesetzter Konzentration in dem fiir die HPLC verwendeten Gemisch aus
Methanol/Wasser eine um den Faktor 1,4 bis 1,8 hohere Fluoreszenzintensitat als C,-NBD-PC, was in
guter Ubereinstimmung mit den Daten von Wittenauer et al., 1984 und auch Moreau, 1989 ist. Ergeb-
nisse der Fluoreszenzmessungen ergaben, daf3 Wasser besonders stark quencht. Dagegen ist die Fluo-
reszenz der markierten Substanzen in Chioroform gegentiber allen anderen Ldsungsmitteln am
hochsten. Daflir ist dieses Lésungsmittel wegen seiner Lésungsfahigkeit, die zum Teil auch Labor-
materialien betrifft, und nicht zuletzt aus Grnden der Umweltvertraglichkeit und der Arbeitssicherheit,
ungeeignet. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde Methanol bevorzugt fir Bestimmungen C,-NBD-
markierter Substanzen verwendet.

Wie die Untersuchungen zeigten, werden C,-NBD-markierte Lipide durch Zuséaize zum Zellkuiturme-
dium, spezieli fétalem Kélberserum bzw. dessen Ersatzstoffen abgebaut. Im Falle des fétalen Kélberse-
rums muf3 die C,-NBD-FS-abspaltende Gruppe ein temperaturlabiler Faktor sein, da ein Autoklavieren
des Mediums die Wirkung aufhebt. Da auch die wohldefinierten Serumersatzstoffe die Abbauféahigkeit
besitzen, muB es sich nicht einmal um Lipasen oder Esterasen handeln. Im Falle des NBD mag der
hydrophile Charakter dieses Fluorophors zum Tragen kommen, der die Exposition einer damit
markierten Fettsaure Richtung Wéssn‘gem und damit enzymhaitigem Medium ermoglicht. Nach Wolf et
al., 1992 ordnet sich das C,-NBD-PC jedenfalls so an, daB die fluoreszenzmatkierte Fettsaure neben
der hydrophilen Kopfgruppe liegt. Bei der Anordnung in Zellmembranen durften sterische Grinde zu-
dem eine entscheidende Rolle spislen.

Die Fluoreszenzmarkierung an sich wird bereits ohne zellularen EintluB3 und bei Dunkelheit durch FKS-
freies Medium abgebaut. Yedgar et al., 1987 unterdriickt die Fluoreszenzabnahme durch Zugabe eines
B-Oxidationshemmers, was auf Oxidationsprozesse schlieBen l1aBt. Da eigene Untersuchungen zeigen,
daB der Abbau zellabhéngig begiinstigt, d.h. zudem durch Enzyme bewirkt wird, miissen mehrere Fak-
toren eine Rolle spielen. Eine Abnahme der Fluoreszenz ist nicht von der Markierung abhangig, da sich
das gleiche Phanomen auch bei der Markierung mit Pyren findet (Radom et al., 1982).

Auf Grund dieser Ergebnisse ist bei der Verwendung fluoreszenzmarkierter Lipide in jedem Fall der
EinfluB des Mediums sowie der Zellen gesondert zu betrachten.

In der Literatur beschriebene Turnoveruntersuchungen zeigen, daf3 die Translokation von extern zuge-
gebenem Phosphatidylcholin an die andere Seite der Membrandoppelschicht zum Teil recht zégerlich
vorangeht (s.u.). Daher lag der Schritt nahe, den Ein- und Umbau weiterer C,-NBD-markierter Phos-
pholipide sowie deren Beeinflussung durch eine stimulierte Phospholipase A, zu untersuchen. Diese
Lipide sind jedoch nicht kommerziell erhaltlich. Sie wurden daher selbst hergestellt und gereinigt. Die
Verifizierung der Lipide erfolgte mit Hilfe der folgenden Analyseschritte: Die R-Werte der diinnschicht-
chromatographischen Messungen stimmen mit denjenigen aus der Literatur von Pagano und Longmuir,
1983 Oberein. Auch mittels HPLC sind alle zu verifizierenden Lipide mit eindeutigem Peak je Lipid aut-
trennbar. Der eigentliche Bewels, der mittels NMR-spektroskopischer Untersuchungen gefiihrt werden
sollte, erbrachte nur qualitative Ergebnisse, da bereits die Ausgangssubstanz nicht hinreichend rein far
NMR-Bestimmungen war, Reinigungsschritte aber auf Grund der geringen Mengen einen nicht praktika-
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blen Weg darsteliten. Alle drei Punkte zusammenfassend belegen, daf tatséchlich die geplanten Lipide
synthetisiert wurden.

Zur Trennung dieser Substanzen waren verschiedene Methoden méglich. Eine Unterscheidung und da-
mit Bestimmung durch unterschiedliche Anregungs-bzw. Emissionsmaxima schied aus, da die Spektren
véllig identisch sind. Dieses Ergebnis verwundert insofern nicht, als der Grundaufbau der Lipide bei
identischer Markierung immer gleich und die unterschiedliche Kopfgruppe zu weit vom C,-NBD-Rest
entfernt ist, um elne Verschiebung der Absorptionsbanden zu bewirken. Damit waren zur Auftrennung
der verwendeten fluoreszenzmarkierten Lipide vorwiegend chromatographische Methoden anwendbar.
Die bendtigte sehr genaue Bestimmung kleinster Mengen erforderte allerdings Trennung und Quantifi-
Zierung mit Hilfe der HPLC.

Aufnahme der Lipide durch Zellen

Fur die mikroskopische Untersuchung zur Aufnahme und Turnover der Substanzen war zunéchst die
Struktur der Lipide zu kontrollieren, in welcher sie den Zellen angeboten werden. Grundsétzlich kénnen
sich lamellare und vesikulare Strukturen ausbilden. Lamellare Strukturen entsprechen Doppelmembran-
stiicken, vesikulére sind dagegen kreisférmig angeordnete Membranen. Welche Art sich ausbildet,
héngt von dem Lipid ab. Die nativen Lipide Phosphatidylserin, Phosphatidyicholin und Phosphatidsaure
bilden nach Cullis und Hope, 1985, sowie Yin et al., 1991, lamellare Strukturen. Phosphatidylethanol-
amin bildet hingegen vesikulare Strukturen, wobei die Fettsaureenden nach auBen ragen. Um diese in
der Literatur beschriebenen Strukturen dlrite es sich bei den verwendeten radioaktiv markierien Lipiden
der vorliegenden Arbeit ebenfalls handeln. Sie wurde experimentell im Rahmen dieser Arbeit nicht
bestimmt. Eine Ubertragbarkeit der Literaturdaten auf fluoreszenzmarkierte Lipide war wegen der durch
die Markierung véllig anderen Struktur nicht zu erwarten. Die Ergebnisse der Laserscan- und Elektro-
nenmikroskople zeigen jedoch die gleiche Anordnung dieser Lipide wie die der nativen, wobsi die
Anordnung der Fettséureenden nicht ersichtlich ist.

Als Aufnahmemechanismus kénnen nach Pagano et al., 1981 a mehrere Mdoglichkeiten diskutiert
werden:

1. Lipidaustausch zwischen Lamelle und Plasmamembran.

2. Fusion der Lamelle mit der Plasmamembran.

3. Endozytose der lamellaren Struktur

4. Stabile Adsorption
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Diese Moglichkeiten sind in der folgenden Abb. 61 bildlich dargestelit:

b

Lipid-Austausch

Enébzytose Sta‘t.)“ile' 'Ac.i's'orp'tion

Abb. 61 Darstellung der moglichen Aufnahmemechanismen von Lipiden an Membranen (nach Pagano et al,,
1981 a).

Die elektronenmikroskopischen Bilder zeigen bei allen drei untersuchten Zellarten keinen Unterschied
zwischen iKontroll- und mit Vesikeln inkubierten Zellen. Dies ist ein deutlicher Hinweis daflr, daf3 es zu
keiner Endozytose kommt, denn in diesem Fall muBten Buindel von Membranen innerhalb vesikuléarer
Strukturen zu sehen sein. Eine stabile Adsorption der aufzunehmenden Vesikel ist insofern ausge-
schlossen, als, zumindest im Fall der fluoreszenzmarkierten Lipide eine Aufnahme stattfindet, die
fluoreszenz- und laserscanmikroskopisch nachweisbar ist. Zwischen Lipidaustausch und Fusion laBt
sich allerdings durch diese Methodik nicht unterscheiden. In beiden Fallen ist die Fluoreszenzmarkie-
rung aber, wie in der Zeichnung angedeutet, zunachst an der AuBenseite der Plasmamembran und
nach der Endozytose an den Innenseiten der endozytotischen Vesikel bzw. Zellorganellen angeordnet,
also nie auf der dem Zytoplasma zugewandten Seite zu finden. Da angenommen werden kann, daf3
die zellulare Phospholipase A, nur dort vorhanden ist, so folgt, daB die Lipide vor ihr geschiitzt sind
und nicht abgebaut werden kdnnen. Lediglich eine Translokation zur anderen Seite der Membran-
doppelschicht kann einen Abbau erméglichen.

Wie fluoreszenz- und laserscanmikroskopische Untersuchungen eindeutig belegen, werden C,-NBD-
PC, C,-NBD-PA und C,-NBD-PS sehr gut von HL-60 Zellen aufgenommen ebenso C,~-NBD-PC und C,-
NBD-PA von NG- und NFB-Zellen. Die laserscanmikroskopischen Bilder haben hierbei die groBere
Aussagekraft, da durch diese Untersuchungsmethode auch in die Zelle "hineingeschaut" werden kann.
Damit kann ausgeschlossen werden, daf lediglich die Plasmamembran gefarbt ist, es also nur zu einer
Adsorption an der Zellmembran kommt.

Wie auch Nichols und Pagano, 1981 beobachteten, werden radioaktiv markierte Lipide gegentiber
fluoreszenzmarkierten innerhalb einer Stunde in deutlich geringerer Menge aufgenommen. Aus physio-
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logischer Sicht ist dies erklarbar, da regulatorisch relevante Substanzen wie Lipide bei groBerer Auf-
hahme mit anschlieBendem Einbau einen bedeutenden EinfluB auf Regelmechanismen hétten. Eine
verminderte Translokation zugegebener Lipide gegentiber von der Zelle synthetisierten konnte Vance,
1991 bei seinen Untersuchungen zur Aufnahme von Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin
tatsachlich nachweisen. Anders scheint dies bei fluoreszenzmarkierten Lipiden zu sein. Sie haben
offensichtlich so geringe Ahnlichkeit mit nativen Lipiden, daB ein EinfluB auf regulatorische Mechanis-
men in der Zelle nicht méglich ist. Damit hatte die gréBere Aufnahme keinen weiteren Folgen.

Die um einiges umfangreichere Aufnahme dieser Lipide 148t allerdings nach Pagano et al., 1981 b oder
Nichols und Pagano, 1982 noch auf kein erhdhtes Vermdgen zum Flip-Flop schlieBen. Erst ein Umbau
zeigt die Akzeptanz der Zelle gegeniiber einem neu aufgenommenen Stoff, d.h. macht einen Einflu3
auf den Stoffwechsel méglich.

Untersuchungen von Zellen, die mit radioaktiv markierten Lipiden inkubiert wurden

Um in einem Fall den Vergleich zur Inkubation mit nativen Lipiden zu erhalten, wurden HL-60 Zellen
mit radioaktiv markierten Lipiden inkubiert und Turnover-Bestimmungen durchgefihtt.

Radioaktiv markierte Vorlaufersubstanzen wie die Arachidonséaure werden ohne weiteres aufgenommen
und markieren die Zellen, wie auch Cooke et al., 1991, sowie Morand et al., 1982 zeigen konhnten,
entsprechend ihrer endogenen konzentration. Da auf Grund verschiedenster Einfllisse freigesetzte Fett-
sauren, seien sie unmarkient oder radioaktiv markiert, wieder eingebaut werden, kann auf diese Weise
ein Turnover vorgetauscht werden.

Nach Sandra und Pagano, 1979 werden °H-Dioleoyl-Phosphatidyicholin und *H-Dioleoyl-Phosphatidyl-
ethanolamin ahnlich wie fluoreszenzmarkierte Lipide durch Lipidtransterprozesse, die zwischen der
auBeren Membran der Vesikel und der duBeren Seite der Plasmamembran ablaufen, Gberiragen.
Huang und Pagano, 1975 konnten ebenfalls nach Inkubation von V79 Fibroblasten mit Vesikelh aus
Di-*H-Oleyllezithin und Dimyristoyllezithin bzw. Dioleylphosphatidyl-'*C-Cholin hauptséchlich eine Mar-
kierung der Plasmamembran, aber nach Inkubation bei 37 °C auch des Zytoplasmas feststellen. Turn-
over und damit eine Veranderung der Phospholipidkonsteliation war allerdings nicht festzustellen. Wie
die eigenen Untersuchungen zeigen, wird auch radioaktiv markiertes Phosphatidyicholin, das Palmitin-
séure als Fettsaure gebunden hat, von den Zellen nicht umgebaut. Ein EinfluB des Markierungsorts
wurde hierbei durch unterschiedliiche Markierungen ausgeschlossen. Auch der Differenzierungsgrad
erwies sich als nicht relevant.

Dagegen ergab sich erstaunlicherweise, daB Lipide, die Arachidonséaure an der sn2-Position tragen,
umgesetzt werden. Zwei Phanomene, die einen Turnover vortauschen konnten, lieBen sich im Vorfeld
ausschlieBen: Die Abbauuntersuchungen der Lipide in dem jeweiligen Inkubationsmedium zeigen, daf3
die Freisetzung an radioaktiv markiernter Fettséure durch die Medienbestandteile, also der Anteil, der
wieder eingebaut werden konnte, zu gering flr den gemessenen Umbau ist. Eine Freisetzung von
Fettsauren durch membranstandige Enzyme kann aber auch nicht stattfinden und damit einen Turnover
vortauschen. In diesem Fall miBte mindestens dieser Anteil an freien Fettsauren nach Inkubation mit
YC- oder °H- markiertem Pal-PC in die verschiedenen Lipide eingebaut werden, was nicht zu beobach-
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ten ist. Es gibt auch keine Hinweise darauf, daB diese Enzyme spezifisch nur Lipide mit bestimmten
Fettsauren erfassen.

Zudem unterscheidet sich die Lipidkonstellation nach Inkubation der Zellen mit '*C-Arachidonsaure-ver-
sehenen Lipiden von der nach Inkubation mit reiner '*C-Arachidonsaure. Gibt man zum Beispiel radio-
aktiv markiertes Phosphatidylethanolamin zu den Zellen, so findet sich Phosphatidséure in gréBerem
Umfang, wahrend Phosphatidylcholin wesentlich weniger vertreten ist. Es muB sich hier um unter-
schiedliche Gleichgewichte handeln, die durch Inkubation mit verschiedenen Stoffen zustande kommen.
Die eigentliche Substanz muB somit tatséchlich das Lipid sein und nicht die Fettsaure, die erst hieraus
durch Deacylierung freigesetzt wird.

Unterschiede zwischen den Umbauergebnissen nach Inkubation mit den verschiedenen Fettsauren
Zeigen, daf3 die gebundenen Fettsauren fir das unterschiedliche Umbauverhalt n ausschlaggebend
sind. Dabei nimmt die Arachidonsaure eine besondere Stellung ein. Gerade wegen deren hervorragen-
der Rolle bei regulatorischen Prozessen ist dies besonders interessant, da so die Moglichkeit einer Be-
einflussung dieser Vorgange durch extern zugegebene, derart markierte Lipide besteht.

Bei Inkubation mit unspezifischen Stimulantien, wie z.B. dem Calciumionophor, muf bei jeglicher signi-
fikanter Veranderung das beteiligte Enzym festgestelit werden. Bel der im Zusammenhang mit dieser
Arbeit interessierenden Phospholipase A, ist auf Grund ihrer Spezifitat an der Schnittstelle bei einer
Aktivitat die Freisetzung der Fettsaure der sn2-Position zu erwarten. Eine tatsachliche nachgewiesene
Freisetzung ist dementspreche'nd ein deutlicher Hinweis auf eine Beteiligung dieses Enzyms.

Nach Suga et al., 1990 und Bonser et al., 1981 kann es nach Stimulierung zelluldrer Enzyme undiffe-
renzierter HL-60 Zellen nicht zu einer Veranderung der Lipidzusammensetzung bzw. der Freisetzung
einer Fettsaure kommen, da in diesen Zellen die hierfiir notwendigen Enzyme entweder noch nicht
ausgebildet oder nicht aktiv sind. Daher ist es auch verstandlich, dai3 bei den sigenen Untersuchungen
zum Beispiel kein EinfluB des unspezifisch wirkenden Stimulanz A23187 auf die Lipidzusammenset-
zung undifferenzierter HL-60 Zellen festzustellen ist.

Mit der Differenzierung &ndert sich neben der Enzymzusammensetzung der Zelle auch ihre Lipidkon-
stellation (Naito et al., 1987). Dies macht eine Ubertragbarkeit der Daten von undifferenzierten zu
DMSO-ditferenzierten Zellen schwierig.

Betrachtet man zunéachst den EinfluB von Calciumionophor auf differenzierte Zellen, die mit solchen
Phosphatidylcholinen inkublert wurden, welche Palmitinsaure an der sn2-Position tragen, so zeigen die
vorliegenden Resultate, daB es zu keinerlel Veranderung des Markierungsmusters kommt. Nach Voel-
ker, 1990 wird Phosphatidylcholin nach Aufnahme an der PlasmamembranauBenseite jeweils so trans-
portiert, da3 es immer nur an Stellen gelangt, die auf der dem Zytoplasma abgewandten Seite der
Membranen liegen. Geht man davon aus, daf3 die durch das lonophor aktivierbaren Enzyme, wie zum
Beispiel die Phospholipase A,, im Zytoplasma bzw. der diesem zugewandten Seite aktiv sind, so kén-
nen die Enzyme gar nicht an die radioaktiv markierten Substrate gelangen, also auch keine Wirkung
ausOben. Dies wlrde erklaren, weshalb tatsichlich keinerlei Abbau stattfindet. Wie Untersuchungen
von Dennis et al., 1989 zeigen, kann eine Verhinderung des Abbaus auf Grund der angebotenen Ver-
bindung jedenfalls nicht vorliegen. Diese Arbeitsgruppe wies einen Abbau verschiedener Phosphatidyl-
choline, welche in den Fettsauren differierten, nach Zugabe zelluldrer Phospholipase nach.
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Bei Substraten, die radioaktiv markierte Arachidonsaure an der sn2-Position tragen, kommt es
hingegen zu anderen Ergebnissen. Gerade nach Inkubation mit markietem Phosphatidylethanolamin
wird durch differenzierte HL-60 Zellen nach Inkubation mit Calciumionophor Arachidonséaure in den
Uberstand freigesetzt unter Verringerung des Anteils von Phosphatidylethanolamin und Phosphatidy!-
cholin in den Zellen. Dies entspricht den Veranderungen, die auch nach Aktivierung der Phospholi-
pase A, zu erwarten sind, Im Falle von Phosphatidylethanolamin wird dieses Ergebnis durch Untersu-
chungen plausibilisiert, die die Existenz von Translokasen fiir dieses Lipid in der Membran nachwiesen
(Devaux et al., 1890, Vance, 1991 und Sleight und Pagano, 1983). Die Ergebnisse, die man erhélt,
wenn man markierte, wahrend eines Tages differenzierte Zellen mit lonophor behandelt, spiegein deut-
lich wider, daB nach dieser Differenzierungszeit die Phospholipasen noch nicht vorhanden bzw. aktiv
sein kénnen. Dies zeigt sich darin, daB nicht, wie in diesem Fall zu erwarten, Phosphatidylcholin und
Phosphatidylethanolamin unter Freisetzung der Arachidonsaure, sondern Phosphatidséure und Phos-
phatidylserin abgebaut werden. Die Phospholipase C kommt allerdings in diesem Zusammenhang auch
nicht in Frage, da sie in zur Bildung von Diacylglycerin filhren miiBte (Stone et al., 1988). Dagegen
macht das Ergebnis eine Aktivitat von Transacylasen wahrscheinlich.

Die Veranderungen, die sich nach Stimulierung von differenzierten HL-60 Zellen, die mit '“C-Ara-PC
inkubiert wurden, ergeben, durften ebenfalls nicht auf eine erhdhte Aktivitat der Phospholipase A, zu-
rickzufihren sein, da keinetlei Freisetzung der Arachidons&ure zu messen ist. Im diesem Zusammen-
hang kdnnten ebenfalls Transacylasen die entscheidende Rolle spielen. Zumindest kénnen diese Enzy-
me die vorgefundene Umverteilung der Radioaktivitat auf andere Lipide hervorrufen. Andererseits ist
die Wirkung einstrémenden Calciums nach Gabe von lonophor so vielseitig, da solche unspezifischen
Verédnderungen plausibel erscheinen.

Im Gegensatz zu Inkubationen mit Phosphatidylcholinen, die Palimitinsdure an der sn2-Position tragen,
mussen bei Phosphatidylcholin, welches Arachidonsaure an der 2. Position tragt und bei Phosphatidyl-
ethanolamin andere Aufnahme- oder Umvereilungsvorgéange stattfinden, da hier ein Effekt durch Cai-
ciumionophor besteht. Dabei tritt nur im Fall des Phosphatidylethanolamins die nach Kafer et al., 1992
erwartete Freisetzung von Arachidonsaure auf. Bel Markierung mit diesem Lipid dirfte die Erklarung
zum einen in einem andersartigen Aufnahmemechanismus liegen, da dieses Lipid sich bereits in der
angebotenen Form als Vesikel mit seinen zum wéassrigen Medium hin angeordneten Fetts&uren von
den anderen Lipidvesikeln unterscheidet. Gleichzeitig miissen andererseits bei den untersuchten Zellen
Translokasen fur dieses Lipid vorhanden sein, da Lokalisationsdifferenzen fr Lipid und Enzyme nicht
bestehen.

Mit '“C-Ara-PC inkubierte Zellen zeigen keine Freisetzung von Arachidonséure durch Inkubation mit
Calciumionophor. Es existieren wohl zwar Enzyme fiir den Umbau nach der Aufnahme, aber keine
Translokasen. Somit kommt es durch den EinfluB des Calciumionophors lediglich zu Transacylie-
rungen.

Zusammentassend iaBt sich folgern, daB nach Inkubation mit Phosphatidylcholinen, deren Fettsaure
an der 2. Position radioaktiv markiert ist, der Nachweis einer aktiven Phospholipase A, daran scheitert,
daB die Lipide offensichtlich nicht in Bereiche gelangen, die fiir das Enzym zuganglich sind. Damit ist
auch bewiesen, daB das Enzym bei HL-60 Zellen nicht an der dem Zytoplasma abgewandten Seite bei
Zellorganellen sowie der Plasmamembran lokalisiert sein kann. Dott vorkommende Transacylasen wir-
ken offensichtlich unterschiedlich in Abhéngigkeit von der gebundenen Fettsaure.
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Untersuchungen von Zellen, die mit C,-NBD fluoreszenzmarkierten Lipiden inkubiert wurden

Fluoreszenzmarkierte Lipide sind durch den Fluoreszenzrest gegenliber nativen Lipiden in ihren Eigen-
schaften stark verandenrt. Daher sind vor allen weiteren Untersuchungen Aufnahme- und Umbaumecha-
nismen zu kontrollieren. Da zudem alle Zellen unterschiedlich reagieren, stellen diese Ergebnisse wei-
tere Erkenntnisse auf dem Gebiet des Lipidmetabolismus und der Regulationsmechanismen dar.

Bei Inkubation von Zellen mit C,-NBD-PC wird bel Kélte und anschlieBender kurzer Erwarmung die
Plasmamembran durch dieses Lipid stark gefarbt, das Zytoplasma lediglich diffus. Sleight und Pagano,
1984 interpretieren dies bei der V79 Hamsterfibroblastenzellinie als eine selektive Markierung der
Zytoplasmamembran. Werden die Zellen auf 37 °C erwarmt, so fihrt dies zu einer Aktivierung der
Enzyme fir die Endozytose der fluoreszenzmarkierten Lipide. Es kommt zu einem langsamen Einbau
in perinukleare Regionen. Bei ihnen handelt es sich wahrscheinlich um zellulare Endosomen oder
Lysosomen (Pagano, 1983). Bei den eigenen Untersuchungen war an dieser Stelle, besonders gut bei
den NG- und NFB-Zellen, eine diffuse Anfarbung des Zytoplasmas zu erkennen.

Bei allen drei Zellinien wie auch denen von Sleight und Pagano, 1984 sowie Furlong et al., 1992
untersuchten Zellen zeigt sich einheitlich, daB C,-NBD-PC lediglich zu C,-NBD-FS abgebaut wird, also
kein Umbau zu anderen Lipiden stattfindet. Das laBt vermuten, daB zelluidre Enzyme entweder das fluo-
reszenzmarkierte Phosphatidylcholin nicht erreichen kénnen oder es nicht als Substrat erkennen.
Bishop und Bell, 1985 fanden aI'Ierdings eine Phosphatidylcholin-Translokase fiir ein kurzkettiges, nicht-
fluoreszierendes Phosphatidyicholin, die allerdings zellabh&ngig unterschiedlich schnell arbsitet. Auch
Zachowski et al., 1987 wies bei Lymphozyten eine Translokation von cholinhaitigen Phospholipiden
nach, die nach McLean und Phillips, 1981 wesentlich langsamer vor sich geht als der Transport der
Aminophospholipide. Da es, wie spéter noch diskutiert wird, bei den NFB-Zellen auf Grund einer
Stimulierung der Phospholipase A, zu einem mef3baren Anstieg an C,-NBD-FS kommt, dieses Enzym
aber wahrscheinlich vorwiegend an der dem Zytoplasma zugewandten Seite liegt, mu3 demnach
zumindest bei diesen Zellen eine Translokation stattfinden.

Nach Inkubation mit C;-NBD-PA farbt sich im Gegensatz zu C,-NBD-PC die Plasmamembran beson-
ders stark, wahrend das Zytoplasma praktisch keinen Fluoreszenzfarbstoff enthalt. Untersuchungen
zum Aufnahmemechanismus des C,-NBD-PA ergaben, daf3 C;-NBD-PA nicht direkt in die Zelle trans-
portiert, sondern an der Plasmamembran zunachst zu C,-NBD-DG abgebaut wird. Dieses kann auf die
andere Seite der Lipiddoppelschicht wechseln, wo es zu C,-NBD-PA rephosphoryliert wird. Im weiteren
Verlauf folgt die Bildung von C,-NBD-PC, aber auch C,-NBD-TG und C,-NBD-FS entstehen (Pagano
und Longmuir, 1985, Pagano et al., 1983, Pagano und Longmuir, 1983). Mit zunehmender Lange der
Inkubation bei 37 °C sind bei HL-60 Zellen fluoreszierende Lipidtropfen im Zytoplasma bei gleichzeitig
schwécherer Farbung des Endoplasmatischen Retikulums festzustellen. Bei den NG- und NFB-Zellen
ist das "vorhergehende Stadium”, in dem das Zytoplasma fluoreszierend strukturiert erscheint, gut zu
erkennen,

Nach den Ergebnissen der Tumover-Untersuchungen findet sich auch nach Inkubation der drei
Zellinien mit C,-NBD-PA C.-NBD-DG, daneben die Produkte C,-NBD-PC und C,-NBD-FS. Die Sub-
stanzmenge der einzelnen Verbindungen variiert je nach Zellinie.
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Auffallend ist, daf3 die verschiedenen Zellen die Umbauten unterschiedlich schnell vornehmen. Sowohl
NG-Zellen als auch NFB-Zellen weisen bereits wahrend der Markierungsphase sinen gegentber HL-60
Zollen geringeren Turnover auf. Das kénnte bei dieser Leukémiezellinie der Grund sein, weshalb Sub-
stanzen wie C,-NBD-DG nach Inkubation der Zellen mit C,-NBD-PA nur in geringer Menge nachzuwsi-
sen sind.

Da C,-NBD-PA als C,-NBD-DG in die Zelle gelangt, erschien es méglich, durch diese Substanz einen
vergleichbaren Umbau zu bewirken. Wie sich zeigte, nehmen mit C,-NBD-DG inkubiette Zellen das
markierte Lipid nur in geringer Menge auf, so dag, unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet, prak-
tisch keine Farbung der Zellen festzustellen ist.

Auch durch Markierung mit C,-NBD-PE werden Zellen wie nach Markierung mit C.-NBD-DG nicht ange-
farbt. Damit waren beide Substanzen flir weitere Betrachtungen ungeeignet und wurde nhicht naher
untersucht.

Nach Inkubation mit C,-NBD-PS kann in differenzierten HL-60 Zellen kein Turnover nachgewiesen wer-
den. Im Unterschied zum Einsatz von C,-NBD-PC zeigt sich, daB die Substanz bersits nach 60 Minu-
ten zum GroBteil zu C,-NBD-FS abgebaut ist, welches tiberwiegend im Uberstand vorliegt. Martin und
Pagano, 1987 wiesen bei Versuchen mit V79 Fibroblasten eine Translokation von Lipidmonomeren auf
die innere Seite der Plasmamembran nach, im AnschluB daran eine nichtspezifische Aufteilung zwi-
schen den Membranen. Demzdfolge ware bei den eigenen Versuchen eigentlich die Moglichkeit zu Um-
baumaBnahmen zu erwarten gewesen, die wie bei den V79 Fibroblasten die Bildung von C,-NBD-PC
bewirkt hatte. Denkbar wére, daB3 der Transport von C,-NBD-PS aus den HL-60 Zellen tatsachlich so
schnell vor sich geht, daf3 solcherlel Vorgénge nicht stattfinden kénnen bzw. sofort wieder rlickgangig
gemacht werden.

Untersuchungen zur Freisetzung fluoreszenzmarkierter Fettsaure nach Stimulierung der Phospholi-
pase A, wurden bereits an anderen Zellen von Devaux et al.,, 1990 sowie Dagan und Yedgar, 1987
durchgefilhrt. Devaux wies eine Freisetzung aus mit C,-NBD-PS inkubierten Erythrozyten nach externer
Zugabe von Schlangen-Phospholipase A, nach. Yedgar setzte die Freisetzung von C,-NBD-FS ohne
vorherige Stimulierung von mit C,-NBD-PC inkubierten Zellen in Beziehung zur Phospholipase A,-
Aktivitat,

Die eigenen Versuche waren dagegen so angelegt, da3 die zuséatzliche Freisetzung von C,-NBD-FS
erst nach Inkubation mit Substanzen, die die zelluldre Phospholipase A, stimulieren, zu bestimmen war.
Als Stimulantien kamen dabei zunéchst bekannte, unspezifisch wirkende Substanzen, wie z.B. A23187
zum Einsatz. Mit ihrer Hilfe solite die Funktionsfahigkeit der Aktivitatsbestimmung mittels fluoreszieren-
der Lipide bei Kurzzeiteinwirkung der Stimulantien Uberpriift werden. Damit sind zudem Vergleiche mit
Versuchsansatzen, bei denen die Zellen zuvor mit radioaktiv markierten Lipiden inkubiert wurden,
mdglich. Mit dem Ziel, erstmals Aktivititsbestimmungen bei Langzeiteinwirkung niedriger Dosen von
Xenobiotika durchzufthren, wurden die in unserer Arbeitsgruppe verwendeten umweltrelevanten
schwermetallorganischen Verbindungen eingesetzt. Unspezifisch wirkende Substanzen kamen flir sol-
che Untersuchungen nicht in Frage, da sie fur die lange Inkubationsdauer von bis zu zwei Tagen letale
Wirkung haben.
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Wie sowohl Aufnahme- als auch Turnover-Untersuchungen ergaben, ist bei den drei betrachteten
Zellinien fur die Phospholipase A, relevantes Substrat fiir Langzeituntersuchungen nur nach Inkubation
der Zellen mit C,-NBD-PC oder C,-NBD-PA vorhanden.

Die beobachteten Reaktionen von Zellen, die mit C,-NBD-markierten Lipiden inkubiert und anschlie-
Bend mit Stimulantien behandelt werden, lassen sich im Gegensatz zu den mit radioaktiv markierien
Lipiden inkubierten in drei Gruppen einteilen:

Zum einen findet sich nach Stimulierung C,-NBD-PC inkubierter HL-60 Zelien ein im Vergleich zur Kon-
trolle hdherer Anteil an C,-NBD-PC und ein niedrigerer an C,-NBD-FS. Da es, wie die Voraussetzung
bei der Auswahl der Fluoreszenzmarkierung war, zu keiner Reacylierung der fluoreszierenden Fett-
séure kommen kann, ist dieses Ergebnis nur (iber einen verminderten Abbau des C,-NBD-PC durch die
Zelle zu erklaren. Wenn der Abbau tatsachlich wie von Pagano behauptet (persdnliche Mitteilung bei
der DGZ in Bremen, 1989) in der Hauptsache durch unspezifische Enzyme an der Membran statifindet,
so deutet dies auf einen verminderten Transport der fluoreszierenden Lipide aus der Zelle unter dem
EinfluB von Stimulantien. Dies deckt sich mit dem Ergebnis, daB in diesen Fallen die Fluoreszenz in
stimulierten Zellen gréBer und dementsprechend im Uberstand niedriger ist als in Kontrollzellen.

Bei einer zweiten Gruppe kommt es zu keinerlei Veranderung durch Stimulierung. Dies ist bei mit
C,-NBD-PS inkubierten HL-60 Zellen, C,-NBD-PC markierten NG-Zellen und C,-NBD-PA markierten
NFB-Zellen der Fall. Hier kbnn}en sich entweder sich vermindenter Heraustransport und Abbau durch
Stimulierung die Waage halten oder es existiert, was unwahrscheinlich ist, tatsachlich keinerlei Einfluf3.
Im dritten Fall findet sich, entsprechend den Ergebnissen nach Inkubation mit radioaktiv markierten
Lipiden, die erwartete Freisetzung von C,-NBD-FS nach Stimulierung der Phospholipase A,. Dies ist
bei C,-NBD-PA markierten HL-60 Zellen und C,-NBD-PC markierten NFB-Zellen der Fall. Nicht ganz
eindeutig ist das Ergebnis bei C,-NBD-PA markierten NG-Zellen.

Gezeigt hatte sich schon bei den Turnover-Versuchen, daB3 die Grundaktivitat der Zellen sehr unter-
schiedlich ist. Dies mag ein Ansatzpunkt far die Interpretation der unterschiedlichen Ergebnisse nach
Stimuiierung C,-NBD-PC inkubienrter Zellen sein. Bei den Turnover-Untersuchungen zeigte sich dies in
Form eines unterschiedlich schnellen Abtransports von fluoreszenzmarklerten Lipiden aus der Zelle und
dementsprechend eines von vorneherein groBeren Abbaus des inkubierten Lipids an der Plasma-
membran. HL-60 Zellen zeigen hier die groBte Aktivitat, NG-Zellen eine wesentlich geringere und
NFB-Zellen nochmals eine geringere. Findet also tatséchlich durch Stimulierung ein verlangsamter
Heraustransport gegeniber sinem Kontrollansatz statt, so bewirkt er bei HL-60 Zellen einen héheren
Gehalt an C,-NBD-PC als bei NG- oder sogar NFB-Zellen. Gleichzeitig ist das Ergebnis nach Stimulie-
rung von NFB-Zellen nur Gber das Vorhandensein von Translokasen zu erklaren. Nur damit kann das
C.-NBD-PC so singebaut werden, daf eine aktive Phospholipase A, das fluoreszierende Substrat errei-
chen kann. Die relativ geringe Stoffwechselaktivitat dieser Zellen wirkt sich gerade beim Einsatz der
geringen Dosen schwermetallorganischer Verbindungen positiv aus, da dadurch die Enzymaktivitat
offensichtlich hoher ist als die Geschwindigkeit des Abtransports.

Bei NG-Zellen kénnte die Phospholipase A, nicht verfigbar sein. So gibt es an diesen Zellen
Untersuchungen, die ergaben, daB erst bei differenzierten Zellen Calcium-Kanale nachweisbar sind
(Nirenberg et al., 1983), die eine Stimulierbarkeit moglich machen. Speziell zur Stimulierung der NG-
Zellen mit Bradykinin konnten Simonsson et al., 1989 nur eine Aktivierung der PLC, nicht aber die der
Phospholipase A, nachweisen.
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Bei Inkubation mit C,-NBD-PA kommt es, wie bereits erldutert, schon allein durch den Aufnahmeme-
chanismus zu einetr Anordnung an der dem Zytoplasma zugewandten Seite. Es ist daher zu erwarten,
daf ein EinfluB aktivierender Substanzen wie dem A23187 auch ohne notwendiges Vorhandensein von
Translokasen fur dieses Lipid nachgewiesen werden kann. Allerdings wird dies nur bei den HL-60
Zellen bestétigt. Bei den anderen untersuchten Zellen sind vermutlich wiederum den unterschiedlichen
Stoffwechselaktivitaten far den fehlenden Nachweis verantwortlich.

Alle die durch Turnover- und Stimullerungsuntersuchungen gewonnen Erkenntnisse kénnten allerdings
durch Ergebnisse wie die von Bratton et al.,, 19981 in ihrer Bedeutung einen anderen Stellenwen
erhalten. Er beschreibt eine Veranderung der Membransymmetrie als Folge von PAF-Bildung. Da aber,
wie in der Einleitung dargestellt, eine aktive Phospholipase A, Voraussetzung fir die Bildung von PAF
ist, hei3t das, daB sich als Folge einer Aktivierung die Membransymmetrie &ndern kann. Dies 148t den
RickschluB zu, daB die Auswahl eines geeigneten zelluldren Systems nicht nur von der Lipidkonstel-
lation im unstimulieten Zustand abhangt, sondern zusatzlich eine Veranderung dessen als primare
Folge der Stimulierung moglich ist. Solcherlei Konstellationsanderungen sind bestimmt nicht zu verall-
gemsinern und damit vorhersehbar. Sie bieten aber eine weitere Erklarung dafiir, wieso die Zellinien
so unterschiedlich reagieren, obwohl die Existenz einer durch die verwendeten Stimulantien aktivierba-
ren Phospholipase A, feststeht.

Vergleich der Zellinien

Wie sich bei der bisherigen Diskussion herausstelite, sind fUr viele Differenzen in den Ergebnissen
offensichtlich die Zellen verantwortlich. Der Vergleich der eigenen Ergebnisse der fluoreszenzmikrosko-
pischen Untersuchungen und der Turnover-Untersuchungen mit denen in der Literatur beschriebenen
zeigt zwar Ubereinstimmungen in den Grundaussagen; Im Detail gibt es jedoch Unterschiede:

Bereits das Erscheinungsbild bei fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung der Zellen ist hach gleicher
Inkubationsdauer bei allen hier verwendsten Zellen unterschiedlich. Sleight und Abanto, 1989
unterstreichen die groBen Unterschiede, die in der Antarbbarkeit der Zellen und ihrer Organellen nach
Inkubation mit C,-NBD-PC entstehen. Auch die aus den angebotenen synthetisierten Lipiden gebildeten
Produkte sind verschieden. Dabei dilrften die Differenzen hauptsachlich in den Geschwindigkeiten lie-
gen, mit denen die einzelnen Stadien erreicht werden. Dies bedeutet aber auch, daB manche Stadien
im Mikroskop nicht zu finden sind, bzw. Substanzen nicht nachgewiesen werden kénnen.

Zum Beispiel ist das Auftreten der Farbung der Lipidvesikel bzw. des Endoplasmatischen Retikulums
je nach Zellinie zeitlich versetzt. Bei HL-60 Zellen finden sich die fluoreszierenden Lipidtropfchen sehr
frih im Vergleich zu den NG- oder auch den NFB-Zellen. Nach Literaturangaben zeigt die Fibroblasten-
zellinie V79 ein Erscheinungsbild, das zwischen dem der HL-60 und der NG-Zellen liegt. Farbungs-
muster, die sich nach langerer Inkubation bei diesen Zellen zeigen, sind bei NG- und NFB-Zellen nicht
zu finden. Damit lassen sich also nicht einmal die Fibroblastenzellen, hier durch die V79- und die
NFB-Zellen reprasentiert, miteinander vergleichen. Ein markanter Unterschied zwischen diesen beiden
Zellverbanden, der hier ausschlaggebend sein konnte, ist, daB es sich eben um eine etablierte Zeliinie
bzw. um priméare Zellen handeit.
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Auch beziglich des Abbaus von C,-NBD-PC bei Inkubation der Zellen bei 2 °C gibt es Unterschiede.
Die beiden Fibroblastenzellarten NFB- und die aus der Literatur bekannten V79 Hamsterfibroblasten re-
agieren diesbeziiglich deutlich verschieden. Durch die Kalte werden nach Pagano (persénliche
Mitteilung bei der DGZ in Bremen, 1989) an der AuBenseite der Plasmamembran vorhandene Enzyme,
hierbei sind besonders Esterasen relevant, inaktiviert, so dai3 es an dieser Stelle nicht zu einem unspe-
zZifischen Abbau der fluoreszenzmatrkierten Lipide kommt. Auf eine erhéhte Temperatur (Raumtempe-
ratur) reagieren demgegeniiber NFB-Zellen nicht mit einem vermehrten Abbau des C,-NDB-PC zu
C,-NBD-FS. Dieser Unterschied kdnnte sowohl in der Herkunft (Hamster-Mensch) als auch in dem
Unterschied priméare Zellen-Zeliinie begriindet liegen.

Die Stérke des Abbaus von C,-NBD-PC durch Zellen ohne Stimulierung irgendwelcher Enzyme ist
ebenfalls bei allen untersuchten Zellen verschieden. Bei HL-60 Zellen ist schon nach sehr kurzer Inku-
bationszeit kaum C,-NBD-PC vorhanden, wéhrend undifferenzierte NG- und vor allem NFB-Zellen noch
nach 48 Stunden Uber ein knappes Dritiel der Ausgangsmenge in den Zellen verflgen. Ein starkerer
Abbau ist gleichzeitig korreliert mit einem erhdhten Vorkommen von C,-NBD-FS im Uberstand. Daher
erscheint es durchaus plausibel, daB der verstarkte Abbau durch einen vermehrten Transport des
C,-NBD-PC aus der Zelle und damit durch die Aktivitat der Enzyme an der Plasmamembran zustande-
kommt. In diesem Fall wirde die geringere Abbaurate von C,-NBD-PC, die die NG- und NFB-Zelien an
der Membran besitzen, mit einem geringeren Transport dieser Substanz aus der Zelle einhergehen.
Die Geschwindigkeit des Transports fluoreszenzmarkierter Substanzen aus der Zelle in den Uberstand
ist auch bei den untersuchten Zellen unterschiedlich groB. Vergleicht man die meBbare Fluoreszenzin-
tensitat nach Extraktion der Lipide in Zelien und Uberstand, so findet sich bei HL-60 Zellen wiederum
nach kurzer Inkubationsdauer bei 37 °C bereits ein beachtlicher Teil im Uberstand. Im Vergleich dazu
ist der Anteil bei NG- und vor allem NFB-Zellen wesentlich geringer.

Wie schon bei der Betrachtung des Turnovers der verschiedenen Substanzen und Zellen festgestelit,
findet sich eine etwas andere Zusammensetzung der fluoreszierenden Lipide. Da aber prinzipiell bei
allen Zellen eine ahnliche Substanzpalette entsteht, kann angenommen werden, daB auch hier wiede-
rum unterschiedlich schnelle Metabolisierungen stattfinden und damit manche fluoreszenzmarkierten
Lipide gar nicht oder nur in geringem MafBe zum Zeitpunkt der Messung vorhanden sind. Das kbnnte
bei HL-60 Zellen der Grund sein, weshalb auch solche Substanzen wie C,-NBD-DG nach Inkubation
der Zellen mit C,-NBD-PA kaum mehr aufzufinden sind. Eine Folge hiervon diirften die Unterschiede
zwischen den Zellen nach Inkubation mit stimulierenden Substanzen sein.

FaBt man diese Ergebnisse zusammen, so zeigt sich, daf3 sich weder die verwendeten menschlichen
Zellen (HL-60 und NFB-Zellen) noch die glsichartigen Zellen (NFB-Zellen und V79 Fibroblastenzellinie)
gleich darstellen. Dagegen ist deutlich, daB die verschiedenen Zellen unterschiedliche Stoffwechselakti-
vitaten besitzen. Ordnet man die Zellinien nach steigender Aktivitat, so ergibt sich folgende Reihen-
folge:

NFB-Zellen < NG-Zellen < HL-60 Zellen
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Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Radioaktiv- und der Fluoreszenzmarkierung nach Inkubation von
Zellen

Bereits vom Ansatz her ergeben sich zwischen den inkubationen mit den beiden verschiedenen Markie-
rungen grundsétzliche Unterschiede: Fluoreszenzmarkierte Lipide werden von den Zellen im Gegensatz
zu den radioaktiv markierten nicht als native Lipide erkannt und damit, wie bereits diskutiert, zum
Beispiel auch beziiglich der aufgenommenen Menge anders behandelt. Von der Intention her ist der
fluoreszierende Stoff zudem so gewihlt, daB freiwerdende fluoreszierende Fettsaure nicht mehr reacy-
liert werden kann. Zusammen mit den Abbauvorgangen kommt es damit schon durch die Grundaktivitat
der Zellen und die &uBeren Bedingungen zu einer Anreicherung der fluoreszierenden Fettsaure, was
bei radioaktiv markierten Lipiden nicht der Fall ist.

Durch diesen unnattirlichen Aufbau der fluoreszierenden Lipide ist nicht nur der Wiedereinbau der Fett-
séure behindert, sondern auch andere biochemischen Umbaureaktionen kbnnen haufig nicht in einem
Umfang auftreten, der dem bei radioaktiver Markierung vergleichbar ist.

Hieraus resultieren auch die unterschiedlichen Reaktionen auf die Behandlung mit stimulierenden Re-
agentien. Reaktionen nach Markierung mit radioaktiven Lipiden dirften zwar nach Markierung mit fluo-
reszierenden Lipiden hautig in dhnlicher Weise, wenn auch geringerem Umifang stattfinden, werden
dafir aber offensichtlich von anderen Phanomenen Uberlagert. Dazu gehort zum Beispiel sine Verringe-
rung des Transports der fluoreszierenden Lipide aus der Zelle, was einen geringen Abbau zur Folge
hat. Andererseits konnen durch radioaktive Markierung alle Biosynthesewege ungehindert ablaufen, wo-
bei der Ein- und Umbau der Lipide offensichtlich aber noch keinen MafBstab fiir eine meB3bare Reaktion
auf stimulierende Reagentien darstelit.

Einsatzméglichkeit zur Phospholipase A -Aktivitédtsbestimmung

Mit den Ergebnissen der Ein- und Umbauuntersuchungen an den gewéhiten Zellkultursystemen sowie
denen der Untersuchungen der Fluoreszenzmarkierungen konnten fiir die geplante Aktivitatsbestim-
mung der Phospholipase A, Grundlagen geschaffen werden. Sie machen in mehrfacher Hinsicht den
sinnvollen Einsatz eines Bestimmungssystems mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Lipide deutlich: Nur
durch die Verwendung der nicht reacylierbaren Fettsaure sind Langzeituntersuchungen bei Inkubation
der Zelien mit niedrigen Dosen aktivierender Substanzen méglich. Auf diese Weise markierte Lipide
kénnen auch keinen EinfluB auf regulatorische Prozesse nehmen und damit zusétzliche, kaum mehr
Zu (berschauende Effekte hervorrufen.

Es wurde gezeigt, daf3 bei der Aktivitatsbestimmung bestimmte Hahdbedingungen beachtet werden
mussen, die die Problematik der Untersuchung fluoreszierender Substanzen sowie eine geeignete
Kombination von Substrat und Zellinie betreffen:

Aktivitatsbestimmungen mit Hilfe fluoreszierender Substrate haben den Nachteil, daB, wie auch bei
Meyuhas et al., 1992 beschrieben, quenchende Etffekte Probleme bereiten kénnen. Dies wurde im
vorliegenden Fall durch Verwendung des Ldsungsmittels Methanol bei kontrollierter Einhaltung des
MeBbereichs vermieden.
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Da ein wichtiger Aspekt fur die Entwicklung dieser Me3methode Langzeituntersuchungen sind, ist es
ratsam, Zellen zu verwenden, die das Substrat nicht von sich aus ohne Aktivierung der Phosphoii-
pase A, in einem gréBeren MaBstab abbauen. Nach den vorliegenden Untersuchungen bieten sich die
NFB-Zellen besonders an. Diese haben zudem den Vorteil, daB es sich um menschliche, primére
Zellen handelt, somit Untersuchungen zu tatséchlichen, flir den Menschen umweltrelevanten Einfliissen
eine grof3ere Signifikanz besitzen. Inwieweit die bessere Verwendbarkeit von priméaren Zellen in diesem
Zusammenhang zu verallgemeinern ist, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Fur Kurzzeltuntersuchungen dirften wegen ihrer Einfachheit Messungen mit radioaktiver Markierung
weiterhin zu bevorzugen sein. Langzsituntersuchungen zum EinfluB geringer Dosen, die eine chro-
nische Stimulierung der Phospholipase A, bewirken, sind allerdings nur tber die hier vorgestelite
Aktivitatsmessung mittels fluoreszierender Li~ide zu erreichen.

Die Auswahi eines geeigneten Substrats ist ebenfalls von grundiegender Bedeutung. C,-NBD stelit
hierbei sicherlich ein Extrem beziiglich sterischer Eigenschaften und Polaritét dar. Ergebnisse der
Untersuchungen mit radioaktiv markierten Lipiden wie auch Literaturdaten von Baker und Chang, 1992
weisen darauf hin, dafi die an der sn2-Position befindliche Fettsaure fiir die Abbaubarkeit ausschlagge-
bend ist. So ware im vorliegenden Fall eine Fluoreszenzmarkierung an einer arachidonsaureahnlichen
Fettsaure sicherlich von Vorteil. Da bei den anderen auf ihre Einbaubarkeit untersuchten Fettsauren,
insbesondere bei den langerkettigen, eine Reacylierbarkeit festgestellt wurde, dirfte es allerdings
schwierig sein, Alternativen zum C,-NBD-FS zu finden.

Die Kombination der NFB-Zellen mit C,-NBD-PC ais Substrat erwies sich als die geeignetste. Mit ihr
kann nach Stimulierung eine Freisetzung der fluoreszenzmarkierten Fettsdure bewirkt werden. Der Vor-
teil des kauflich erwerbbaren fluoreszenzmarkierten Lipids ist hierbei mit der Méglichkeit zu Langzeit-
versuchen kombiniert. Dies ist méglich, da diese Zellen nicht nur die fluoreszierenden Lipide wie nach-
gewiesen aufnehmen, sondern offensichtlich auch Enzyme besitzen, die sie an Stellen transportieren,
Zu denen eine aktive Phospholipase A, Zugriff hat. Der scheinbare Nachteil der geringen Affinitat des
aktiven Enzyms zum Substrat erweist sich bei der vorgesteliten Aktivitdtsmessung bei Langzeitbestim-
mungen als Vorteil. Somit existiert ein geniigend groBes Reservoir an Substrat, ohne daB von
vorneherein flr die Zelle schadlich gro3e Mengen dieser artifiziellen Lipide vorhanden sein missen.
Préazise Bestimmungen sind trotzdem durch Trennung und Quantifizierung mit Hilfe der HPLC moglich.

Wie aus der Literatur bekannt (Ahlers et al., 1990; Bredlow et al., 1992), bestimmt der Aggregatzustand
der Membran, also auch die Anordnung der fluoreszierenden Lipide zwischen den nativen, inwiewsit
ein Enzym aktiv werden kann. Die Frage bei der vorliegenden Messung ist dementsprechend, ob diese
Anordnungen reproduzierbar, Aktivitatsbestimmungen also jeweils von Versuch zu Versuch tibertragbar
sind. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit davon abgesehen, Aktivitdten an Hand der
freigesetzten Menge Fettsaure anzugeben. Die Klarung dieser Frage bleibt weiteren Untersuchungen
vorbehalten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bieten demnach die Grundlage fir ein AktivitatsmeBverfahren
mit weitreichenden Anwendungsmoglichkeiten, das bis zu seinem kommerziellen Einsatz noch durch
abschlieBende Untersuchungen vervolistandigt werden muB.
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