J. Neurol. 207, 319—326 (1974)
© by Springer-Verlag 1974

Zur Aktivitit der Phospholipase A,
gegeniiber verschiedenen 1-Alk-1‘-enyl-2-acyl-
und 1-Alkyl-2-acyl-Verbindungen

withrend der multiplen Sklerose*

Helmut Woelk und Katsuyo Peiler-Ichikawa

Neurochemische Abteilung (Direktor: Prof. Dr. K. Kanig)
und Universitits-Nervenklinik (Direktor: Prof. Dr. H.-H. Meyer), Homburg/Saar

Eingegangen am 29. April 1974

On the Activity of Phospholipase A, Compared with 1-Alk-1'-enyl-2-acyl-
and 1-Alkyl-2-acyl-glycerophosphatides in Multiple Sclerosis

Summary. The 1,2-diacyl- and 1-alk-1’-enyl-2-acyl portion of ethanolamine-
phosphoglycerides was determined in white matter taken from brains of 9 patients
with multiple sclerosis and from 9 control brains. MS brains showed a significant
decrease of ethanolamine-plasamlogen, whereas the concentration of total ethano-
lamine-phosphoglycerides was not altered.

2-acyl-1-alk-1’-enyl- and 2-acyl-1-alkyl-sn-glycerin-3-phosphorylcholin, speci-
fically labelled at the 2-position with different fatty acids, were prepared enzymati-
cally by using the acyltransferase system of rabbit sarcoplasmic reticulum. The
substrates were subjected to hydrolysis by phospholipase A, prepared from patho-
logical (MS) and control brains. Alkyl- and alkenyl-derivatives, esterified with
linoleic acid at the 2-position, were hydrolyzed at similar rates by the enzyme.
The phospholipase A, removed polyunsaturated fatty acids, such as linolenic and
arachidonic acids, less actively from choline-plasmalogen. With the multiple scle-
rosis material an increase of approximately 509, in phospholipase A, activity was
observed in all substrates studied.

Key words: Maultiple sclerosis — White matter — Ethanolamine-phospho-
glycerides — Ethanolamine-plasmalogen — Phospholipase A,.

Zusammenfassung. Bei jeweils 9 Multiple Sklerose- und Kontrollgehirnen wurde
die Athanolamin-Phosphatid-Fraktion der normalen weifien Substanz auf ihren
Anteil an 1,2-Diacyl- und 1-Alk-1'-enyl-2-acyl-sn-glycerin-3-phosphoryldthanolamin
untersucht. Die MS-Gehirne wiesen eine deutliche Verminderung des Athanolamin-
Plasmalogen-Anteiles auf; die Athanolamin-Phosphatid-Fraktion war nicht ver-
mindert.

Mit Hilfe von Acyltransferase aus sarkoplasmatischem Reticulum des Kanin-
chens wurde auf enzymatischem Wege in der 2-Stellung mit verschiedenen Fett-
sduren spezifisch markiertes 2-Acyl-1-alk-1"-enyl- und 2-Acyl-1-alkyl-sn-glycerin-

* Herrn Prof. Dr. H.-H. Meyer zum 65. Geburtstag gewidmet.
Abkiirzungen: acylalkenyl = 2-acyl-1-alk-1’-enyl; acylalkyl = 2-acyl-1-alkyl;
MS = multiple Sklerose.
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3-phosphoryicholin dargestellt. Die Substrate wurden der Hydrolyse durch eine
Phospholipase A,, welche aus MS- und Normalgehirnen dargestellt wurde, unter-
worfen. Die mit der Linolsdure veresterten Alkyl- und Alkenylderivate wurden von
dem Enzym etwa gleich schnell gespalten. Die spezifische Aktivitit der Phospho-
lipase A, nahm ab, sobald sich in der 2-Stellung der Cholin-Plasmalogene héher un-
gesiittigte Fettsiuren wie die Linolen- oder Arachidonsdure befanden. Bei der mul-
tiplen Sklerose war die Aktivitdt der Phospholipase A, gegeniiber allen untersuch-
ten Substraten signifikant um etwa 509 erhoht.

Eine Abnahme bestimmter Lipide, Verinderungen in der Lipid-
zusammensetzung und Verschiebungen im Fettsduremuster der einzelnen
Lipidklassen sind bei der multiplen Sklerose und anderen Entmarkungs-
erkrankungen in der normalen weilen Substanz und im gereinigten
Myelin festgestellt worden [1, 6, 16, 25, 26]. Kiirzlich untersuchten Woelk
u. Borri [25] bei jeweils 11 Multiple Sklerose- und Kontrollgehirnen die
normale weille Substanz auf Verdnderungen im Gehalt und in der Fett-
siurezusammensetzung der Phospholipide und einiger Sphingolipide. Die
MS-Gehirne zeigten einen deutlichen Abfall der Serin-Phosphatid-Frak-
tion und einen leichten Anstieg der Lysophosphatide. Bei allen Phospho-
lipiden zeigte sich in unterschiedlichem AusmaBe eine Verminderung der
Olsdure und eine Zunahme der hochungesittigten langkettigen Fett-
sduren. Ahnliche Verinderungen im Lipidgehalt und in der Fettsiure-
zusammensetzung wurden im gereinigten Myelin von MS-Gehirnen ge-
funden [26]. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dafl Patienten mit
einer MS an Abweichungen des Gehirn-Lipidstoffwechsels leiden, wie
z. B. an Verinderungen in der Aktivitdt der Lipid-spaltenden Enzyme
und an einer Schwiche des Fettsdure-verlingernden Systems. Bislang
haben wir noch keine Kenntnis iiber die Aktivitdt von Phospholipasen
wiahrend der De- und der Remyelinisierung des Zentralnervensystems.
In dem Bemiihen, einen Einblick in den Stoffwechsel der Phosphatide
wihrend der Demyelinisierung des Zentralnervensystems zu erhalten,
fanden wir es notwendig, unsere fritheren Arbeiten iiber Phospholipasen A
[23, 24, 27—29] des Gehirns auf Untersuchungen iiber die Aktivitit der
Phospholipase A, aus Menschengehirn wihrend der multiplen Sklerose
auszudehnen. Die Phospholipase A, hydrolisiert spezifisch die in der
2-Stellung des Glycerins veresterten Fettsduren von 1,2-Diacyl., 1-Alkyl-
2-acyl- und 1-Alk-1’-enyl-2-acyl-glycerinphosphatiden. In der vorliegen-
den Untersuchung interessierten uns insbesondere die Verinderungen in
der Athanolamin-Phosphatid-Fraktion, welche im Gesamtgehirn zu je-
weils etwa 48-50%, aus 1,2-Diacyl- und 1-Alk-1’-enyl-2-acyl-sn-glycero-
3-phosphoryldthanolamin und zu etwa 1—29, aus 1-Alkyl-2-acyl-sn-
glycero-3-phosphorylathanolamin besteht, bei der multiplen Sklerose
sowie die Hydrolyse von 1-Alk-1'-enyl-2-acyl-Verbindungen (Plasma-
logene) durch eine im menschlichen Gehirn vorhandene Phospholipase A,.
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Material und Methoden

Gehirngewebe. Bei 9 durch Autopsie gewonnenen MS-Gehirnen (Tabelle 1) wurde
die graue von der weiBen Substanz getrennt. Unter Aussparung der Plagques und
ihrer unmittelbaren Umgebung wurden Proben der weiBlen Substanz, welche makro-
skopisch und lichtmikroskopisch frei von pathologischen Verdnderungen waren,
bis zur weiteren Aufarbeitung bei —70°C gelagert. Zu Kontrollversuchen wurde die
weille Substanz von menschlichen Gehirnen verwendet, welche keine pathologischen
Verdnderungen aufwiesen.

Extraktion des Gewebes. Die Lipide wurden aus der weiBlen Substanz mit Chloro-
form/Methanol (2:1; v/v) nach Folch et al. [15] extrahiert und die Unterphase ent-
weder direkt oder nach Dialyse gegen Petroldther [12] durch Chromatographie an
Florisil oder mit Hilfe der zweidimensionalen Diinnschichtchromatographie in ihre
Komponenten aufgetrennt.

Diinnschicht- und Sdulenchromatographie zur Gewinnung der Athanolamin-
Phosphatid-Fraktion erfolgte wie bei Woelk u. Borri [25] beschrieben.

Synthetische Substrate. Reines Cholin-Plasmalogen (P = 3,75%,; Plasmalogen-
gehalt: 979%,) wurde wie frither beschrieben [23] dargestellt, indem der 1,2-Diacylan-
teil einer Cholin-Phosphatid-Fraktion aus Rinderherz selektiv durch Phospholipase
A, aus Crotalus Atrox gespalten wurde.

Ein Teil des Cholin-Plasmalogens wurde wie frither beschrieben [11, 23] durch
katalytische Hydrierung in das entsprechende 1-Alkyl-2-acyl-Derivat iberfiihrt.

1-Alk-1’-enyl- und 1-Alkyl-sn-glycerin-3-phosphorylcholin wurden dargestellt,
indem wir die entsprechenden Alkenylacyl- und Alkylacyl-Verbindungen einer mil-
den alkalischen Hydrolyse nach Dawson [7, 9] unterwarfen und die Lysophospha-
tide durch Saulenchromatographie an Kieselstiure [8] oder an Florisil [13] reinigten.
Alkenylacyl- und Alkylacyl-sn-glycerin-3-phosphorylcholin, welches in der 2-Stel-
lung des Glycerins mit einer radioaktiven Fettsiure spezifisch markiert war, erhiel-
ten wir durch Inkubation von Alkenyl- und Alkyl-sn-glycerin-3-phosphorylcholin
mit dem radioaktiv markierten Fettsiure-CoA-Derivat [19], wie bei Waku u. Naka-
zawa [21] beschrieben, indem wir das Acyl-Transferase.System des sarkoplasma-
tischen Reticulums des Kaninchens als Enzymquelle verwendeten. Eine genaue Be-
schreibung zur Darstellung dieser spezifisch markierten Alkenylacyl- und Alkyl-
acyl-Verbindungen haben wir kiirzlich verdffentlicht [29].

Tabelle 1. Ubersicht iiber das verwendete Patientengut

Nr. Normalkontrolle Multiple Sklerose
Autopsiediagnose Alter Ge- Dauer  Alter Ge-
schl. der MS schl.
(Jahre)

I Herzinfarkt, Lungenédem 53 m 17 57 w
II  Emphysem 79 m 28 63 w
111 Herzaneurisma 73 w 37 78 m
IV Lungentuberkulose 59 W 40 76 m
V  Lymphadenose 62 m 42 75 m
VI Bronchialcarcinom 49 m 10 40 m
VII  Magencarcinom 45 m 8 41 W
VIII Uteruscarcinom 61 w 25 59 m
IX Herzinfarkt 54 m 31 65 w

22+
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Enzym. Aceton-getrocknetes Gewebspuder stellten wir aus menschlichem cere-
bralem Cortex wie frither beschrieben dar [24] und gewannen daraus nach der von
Cooper u. Webster [5] angegebenen Methode eine teilweise gereinigte Phospholipase
A,.

Inkubation. Die Inkubation, die chromatographische Trennung und Isolierung
der Reaktionsprodukte sowie die Messung der Radioaktivitdt wurden wie bereits
ausfiihrlich beschrieben [28] durchgefiihrt.

Analysen. Der Phosphorgehalt wurde in Anlehnung an die Methode nach Bart-
lett [3] in der L. c. [10] beschriebenen Modifikation, Plasmal (als Dimethylacetal)
nach Feulgen ef al. [14], variiert nach Klenk u. Debuch [17], ermittelt. Der jeweilige
Plasmalogengehalt wurde wie beschrieben [23] berechnet.

Ergebnisse und Diskussion

Bei den frither {25, 26] beschriebenen Veranderungen im Lipidgehalt
und in der Zusammensetzung der einzelnen Lipidklassen wahrend der
multiplen Sklerose untersuchten wir die Athanolamin-Phosphatide in
ihrer Gesamtheit. In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir dagegen
die einzelnen Athanolamin-Phosphatide, welche sich in dem Radikal
an der 1-Stellung des Glycerins unterscheiden, getrennt voneinander und
konnten eine Abnahme der Athanolamin-Plasmalogene in der weillen
Substanz von MS-Gehirnen bei allen untersuchten Gehirnproben fest-
stellen (Tabelle 2). Da die Athanolamin-Phosphatid-Fraktion nicht ver-
mindert war, diirfte es sich bei der Abnahme des Athanolamin-Plasma-
logen-Anteils um einen Austausch von Plasmalogen-Molekiilen mit den
entsprechenden 1,2-Diacylderivaten handeln, so da8 es zu einer Abnahme
der ersteren und zu einer Zunahme der letzteren kommt.

Tabelle 2. Plasmalogengehalt® in Prozent der Athanolamin-Glycerinphosphatide in
der weiflen Substanz von Normal- und Multiple Sklerose-Gehirnen

Probe Normal- MS-Gehirne (9)
gehirne (9)b

1 85,8 67,2
1T 84,6 75,4
ITE 85,3 58,9
v 87.6 70,4
A% 84,3 65,6
V1 88,4 68,7
VII 85,5 70,3
VIIT 79,2 60,9
IX 80,1 63,2

a Berechnet aus den Plasmalwerten durch Multiplikation mit dem Faktor 2,5;
dabei wurde ein mittleres Molekulargewicht von 300 fir Dimethylacetale und ein
solches von 750 fir Plasmalogene angenommen.

b Anzahl der untersuchten Gehirne.
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Tabelle 3. Phospholipase A,-Aktivitdt in Normal- und Multiple Sklerose-Gehirnen
gegeniiber verschiedenen Cholin-Glycerinphosphatiden

Substrat Normalgehirne MS-Gehirne Differenz P*
(%)
1-Alk-1’-enyl-2-[*4C] linoleoyl- 82,6 4- 1,4 122,8 4+ 3,0 -~ 48,7 0,01
sn-glycerin-3-phosphoryl-
cholin
1-Alkyl-2-[14C] linoleoyl-sn- 84,2 + 1,7 128,4 4-1,8 + 52,56 0,01
glycerin-3-phosphorylcholin
1-Alk-1'-enyl-2-[14C] linolenoyl- 78,5 + 2,0 119,1 4 2,5 -+ 51,7 0,05
sn-glycerin-3-phosphorylcholin
1-Alk-1’-enyl-2-[14C] arachido- 53,4 + 1,1 81,4+ 1,5 + 52,4 0,02
noyl-sn-glycerin-3-phosphoryl-
cholin

Werte ausgedriickt in nmol abgespaltene Fettsduren X mg~!prot. X A~1. Jeder
Wert ist der Mittelwert von 9 Gehirnen + Standardabweichung**.
* ¢-Test nach Student.
** Die Standardabweichung (s) wurde nach folgender Formel berechnet:
1/ Quadratsumme
= |

Die Abnahme des Plasmalogen-Anteiles an der Athanolamin-Phos-
phatid-Fraktion (Tabelle 2) veranlafte uns, nach Abbauwegen der
Plasmalogene des Gehirns zu suchen; insbesondere interessierte uns die
Entstehung von Lysoplasmalogenen durch enzymatische Hydrolyse der
in der 2-Stellung des Plasmalogen-Molekiils sich befindenden Fettséuren.
Zu diesem Zwecke synthetisierten wir mit Hilfe der Acyltransferase des
sarkoplasmatischen Reticulums des Kaninchens 1-Alk-1’-enyl-2-acyl-
und 1-Alkyl-2-acyl-sn-glycerin-3-phosphorylcholine, welche in der 2-Stel-
lung mit verschiedenen !4C-markierten Fettsduren besetzt waren. Diese
Substrate unterwarfen wir der Hydrolyse durch eine Phospholipase A,,
welche wir aus Normal- und MS-Gehirnen dargestellt hatten. Aus der
Tabelle 3 geht hervor, da3 die Alkyl- und Alkenylderivate, welche sich
in dem Radikal in der 1-Stellung unterscheiden und welche in der
2-Stellung mit der Linolsdure verestert sind, etwa gleich schnell von der
Phospholipase A, gespalten werden. Die spezifische Aktivitdt des Enzyms
nimmt ab, sobald sich in der 2-Stellung der Cholin-Plasmalogene héher
ungesittigte Fettsiuren wie die Linolen- oder Arachidonséure befinden
(Tabelle 3). Weiterhin geht aus der Tabelle 3 hervor, daB die spezifische
Aktivitdt des Enzyms bei der multiplen Sklerose gegeniiber allen unter-
suchten Substraten signifikant um etwa 509, erhoht ist.

Uber die Fettsdureverinderungen der Glycerinphosphatide und
Sphingolipide der normalen weiflen Substanz und des Myelins bei der
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multiplen Sklerose haben wir in zwei fritheren Arbeiten berichtet [25, 26].
Aus den dort beschriebenen Befunden folgerten wir, dafl in der weillen
Substanz von MS-Gehirnen eine Phospholipase A, iiberwiegen miilite,
welche die Esterbindung der 2-standigen, hauptsichlich ungesittigten
Fettsduren von Glycerinphosphatiden hydrolysiert.

Bislang wissen wir erst wenig iiber die Aktivitit von Lipid-hydro-
lisierenden Enzymen wéhrend der De- und der Remyelinisierung. Ansell
u. Spanner [2] wiesen im Jahre 1968 einen Anstieg in der Aktivitit der
Plasmalogenase, welche die Enol-Atherbindung des Plasmalogenanteils
der Athanolamin-Glycerinphosphatide spaltet, bei der Entmarkung des
Riickenmarkes sowie in MS-Plaques nach. Vasan u. Bachhawat [20] sowie
Maggio et al [18] berichteten iiber einen Anstieg in der Aktivitdt der
Arylsulfatase A, welche die Konzentration der Sulfatide steuert, wihrend
der Dempyelinisierung des Zentralnervensystems. Kiirzlich beschrieb
Webster [22] bei der Wallerschen Degeneration des Ischiasnerven der
Ratte eine 6fache Erhohung der Phospholipase A;- und eine 9fache Er-
hohung der Phospholipase A,-Aktivitat. Diese stark erhohten Werte
fiir die Phospholipasen A wurden 3 Wochen nach der Durchtrennung des
Nerven gemessen und stehen in Ubereinstimmung mit einem deutlichen
Anstieg des Gehaltes an Lysophosphatidylcholin wihrend der Degenera-
tion des Ischiasnerven der Katze [4]. Kiirzlich veroffentlichten wir Er-
gebnisse iiber die Aktivitdt von Phospholipasen A; und A, gegeniiber
verschiedenen Glycerinphosphatiden bei der experimentellen allergischen
Encephalitis [30, 31]. Die dort beschriebenen Steigerungen der Phospho-
lipase A-Aktivitdten sowie die in der vorliegenden Untersuchung fest-
gestellte Erhohung der Phospholipase A,-Aktivitét scheinen nicht von
einer entsprechenden Zunahme der Lyso-Glycerinphosphatide begleitet
zu sein, wie man nach den Beobachtungen bei der Degeneration des
peripheren Nerven hitte erwarten konnen. Die Entmarkung des peri-
pheren Nerven nach Durchtrennung desselben kann offenbar nicht direkt
mit der Demyelinisierung des Zentralnervensystems verglichen werden,
da letztere hauptsdchlich durch einen gesteigerten Phosphatidumsatz,
begleitet von einer aktiven Remyelinisierung, charakterisiert ist, welche
die Anhdufung von grofleren Mengen an Lyso-Glycerinphosphatiden
verhindert.

In fritheren Arbeiten stellten wir eine Verminderung der 20:1-Fett-
séure in der normalen weillen Substanz und im Myelin von MS-Gehirnen
fest [25, 26]. Da der groBte Teil der 20: 1-Fettsiure aus den Athanolamin-
Plasmalogenen stammen soll, konnte die gesteigerte Freisetzung dieser
Fettsdure aus den Plasmalogenen durch eine wihrend der Entmarkung
erhohte Aktivitdt an Phospholipase A, bedingt sein.
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