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Abstract-The occurrence of pharmacologically active lipid-soluble acids in brain has 
been investigated. Chloroform extracts from brain of horse, rabbit and guinea pig 
stimulated smooth muscle preparations. By chromatography of horse brain extracts on 
silicic acid and on ion exchange resins three active fractions were obtained. From two 
of these. the active compounds wcrc isolated and identified as lysophosphatidic acid and 

ganglioside, respectively. The third fraction probably consisted of unsaturated fatty 

acids 

PHARMAKOLOGISCH aktive Phosphatids%uren und andere saure Phospholipide wurden 
bislang nur in Darmgewebe--als wirksame Bestandteile von Darmstoffextrakten- 

nachgewiesen.‘, r Im Hinblick auf die erstmals 1956 gegusserte Vermutung, dass 
Phosphatidsguren als Carrier fiir den Kationentransport durch Zellmembranen 
funktionieren kiinnen,“> 3 schien es interessant, nach solchen Stoffen such in anderen 

Organen, speziell in funktionell aktiven, zu suchen. Im folgenden wird iiber die 

lsolierung von pharmakologisch wirksamer l~ysophosphatidsgurc und Gangliosid 
aus Gehirn herichtet. 

Extraktion der Gehirne 

METHODIK 

Die frischen Pferdehirne wurden nach dem von Bligh und Dyer3 urspriinglich fiir 
Fischfleisch ausgearbeiteten Verfahren mit Chloroform. Methanol und Wasser in 
einem Ultra-Turrax TP 45/2 homogenisiert. Dabei legten wir einen Wassergehalt des 
Gewebes von X0’:,, zugrunde und benutzen insgesamt zwei ml Chloroform, zwei ml 
Methanol und ein ml Wasser je g Frischgewebe. Nach dem Abnutschen des Ansatzes 
wurde die Chloroformschicht von der Wasser-Methanol-Phase abgetrennt, unter 
Vakuum einer Wasserstrahlpumpe eingedampft und der Riickstand zur Chromato- 
graphie in 200 oder 400 ml Chloroform aufgenommen. 

Chromntogrq~hie an Kieselgel 
Kieselgel (Mallinckrodt) (80 bis 200 g) wurde mit der gleichen Gewichtsmenge 

Celite gemischt und als Suspension in Chloroform in ein Chromatographierohr VOII 

6 cm + gefiillt. Die S3ulen wurden zun3chst mit anderen Lipidextrakten beladen, urn 
sie zu “altern”, dann mit Methanol eluiert und mit Chloroform regeneriert. Die 
Pferdehirnextrakte wurden in Chloroformlasung auf die gealterten SBulen gegebcn 
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und wie friiher angegeben mit stufenweise verlnderten Chloroform-Methanol- 

Gemischen eluiert.6 

Chromatographie an Ionenaustauschern 

Wir benutzten als Kationenaustauscher Dowex 50 x 4 (IOO-mesh) in der H+-Form, 
als Anionenaustauscher Ecteola-Cellulose (Schleicher & Schiill) in der OH--Form. 
Eine Dowex-S%ule und eine Ecteola-Siiule wurden hintereinander geschaltet. Die zu 
fraktionierenden Extrakte wurden, in Chloroform-Methanol-Wasser (4 : 8 : 1 v/v) 

gelast, auf den Kationenaustauscher gegeben und mit dem gleichen LGsungsmittelge- 
misch durch beide SBulen getrieben. Dann wurde die Ecteola-SUle mit einem linear 
ansteigenden NaCl-Gradienten (bis 1% NaCl) eluiert. Den Gradienten stellten wir 
durch kontinuierliches Zufliessenlassen von 700 ml Chloroform-Methanol-13% 

NaCl-LGsung (4 : 8 : 1 v/v) zu 700 ml des kochsalzfreien Gemisches in einem offenen 
Mischgeftiss her.’ 

Papierchromatographie 

Phospholipide wurden auf Formaldehyd-imprzgniertem Papier nach der Methode 
von H&hammer et a1.8 bei 9” chromatographiert. Das Papier stellte Dr. Wagner, 

Miinchen, freundlicherweise zur Verfiigung. Chromatogramme auf unbehandeltem 
Schleicher und Schiill Papier 2043 b (gewaschen) entwickelten wir bei Raumtemperatur 
aufsteigend mit Methyl2thylketon-Digthylamin-Wasser (60 : 3 : 20 v/v),$ n-Propanol- 
konz. Ammoniak-Wasser (6 : 3 : 1 v/v)‘” oder Chloroform-Lutidin-Eisessig 

(4 : 4 : 1 v/v).” Die je Fleck aufgetragene Substanzmenge betrug meist 100, selten 
150 pg. 

Phosphat wurde auf dem Papier mit dem Molybdatreagens von Hanes und Isher- 
woodlo sichtbar gemacht. Aminogruppen fzrbten wir mit Ninhydrin an, Lipide mit 
Rhodamin 13.12 

Analytische Methoden 
Phosphor bestimmten wir nach Bartlett, l3 Esterbindungen mit der Hydroxam- 

sguremethode von Rapport und Alonzo,14 wobei wir Lysolecithin als Standard- 
substanz benutzen. Neuraminsgure wurde nach BGhm et a1.15 bestimmt, als Standard 
diente ein von Professor Klenk freundlicherweise zur Verfiigung gestelltes Gangliosid- 
Przparat. Die Medizinische Klinik der UniversiMt Gsttingen fiihrte die flammen- 

fotometrischen Na-Bestimmungen durch. 
Die fotometrischen Messungen erfolgten in einem Unicam S. P. 500 Spektrofoto- 

meter. 

Milde alkalische Hydrolyse 

Phospholipidfraktionen wurden nach Dawson l6 mit NaOH bei 37” behandelt und 
die resultierenden wasserlijslichen Phosphors%ureester durch zweidimensionale 

Papierchromatographie unter Benutzung der von Maruo und BensonI angegebenen 
Liisungsmittel charakterisiert. 

Pharmakologische Wirksamkeit 
Als Mass diente die kontraktionsverstiirkende Wirkung am isolierten Kaninchen- 

darm, die wie friiher bestimmt wurde. la Als Darmstoff-Standard benutzten wir ein 
Prgparat aus Pferdedarm, H,,. 
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Priiparate 

Fiir den chromatographischen Vergteich mit der isolierten L.ysophos~llatids~iure 
standen uns f.olgende PAparate zur Ver~~gung~ Lysophospi~atids~ure.l~ durch 
Bromolysel” gewonnen ; Phosphatidsiiure, aus Eilecithin durch Einwirkung von 
Phospholipase D dargestellt, unter Verwertung der Erfahrungen anderer Auloren.“‘) “% 
Plasmalogensfiurehaltige Phosphatidsliure wurde in gleicher Weise aus Rinder- 
herzlecithin hergestellt. Mono- und Di-‘Phosphoinositid iiberliess uns Herr Dr. 
Wagner, Miinchen. freun~ilicherweise, Gangliosid Herr Professor Klenk. K6ln. 

ERGERNISSE 

ZunBchst hatten wir Hirne von Kaninchen und Meerschweinchen untersucht, die 
gefriergetrocknet und dann mit Chloroform-Methanol (4 : 1 v/v) im Soxleth 
extrahiert wurden. Die tief braunen Lipidextrakte iiberftihrten uir in Chloroform- 
liisung und fraktio~liertei~ sie an Kieselgel (5 g) tnit 50 ml Chloroform und jc 50 ml 
folgender Gemische: Cl~loroform--Metl~al~ol (9 : I v/v; 4 : 1 viv; 3 : 2 v/v: 1 : 4 v/v). 

Die Chloroform-Methanol (9 : I) Fraktionen enthielten regelmgssig ein Maximum 
darmerregender Wirkung, wlhrend die Aktivitst der tibrigen Fraktionen stark 
wechselte. In der Dissertation von Kirschner”” sind die Ergebnisse n8her beschrieben. 

Dieses Extraktionsverfahren schien durch den ausgedehnten Kontakt der Gewebe 
mit Luft und durch die erhiihte Ext~dkt~onsteniperatur sekundYre Ver~nderunge~l der 
Lipide zu begiinstigen. Deshalb wandten wir die schonender und schnelier arbeitende 

Methode von Bligh und Dyer” an. bei der das frische Cewebe ohne Trocknung kalt 
extrahiert wird. Zwei Pferdehirne. van 485 und 610 g Gewicht, wurden auf diese 

Weise aufgearbeitet. Als Beispiel werden im folgenden der Verlauf und die Ergebnisse, 
die mit dem 610 g schweren Gehirn (Versuch 6) erhalten wurden, beschrieben. 

Aus dem Gehirn vort Versuch 6 erhielten wir 50 g Rohlipid. Wegen der grossen 
Menge trennten wir daraus zuerst nach der Methodc VOII Borgstriim”,” die wenig 
polaren Nicht-Phosphatide chrotnatographisch ab. Die erhaltene Phospho- und 

Glycolipidfraktion wog 27,8 g. Die H3lfte davon wurde in 220 ml Chloroforn- 
~~ethanol (9 : 1 v/v) gel&t und an einer mit je 200 g SiO, und Cclite gefiillten SIule 

fraktioniert. 
Abb. 1 zeigt, dass zwei Maxima darmerregender Wirkung auftraten. ein mit 

Chloroform-Methanol (9 : I v/v) und ein tnil (I : 4 v/v) eluiertes. Der das erste 
Maximum umfassende Inhalt der Rohre 20 bis 60 wurde vereinigt und als Fraktion 
“91” weiter bearbeitet. Zur weiteren UntersLtcll~tiig der mit (I : 4 v/v) eluierten 
Wirkstoffe wurden die Rohre 10 bis 35 gesatnmelt (Fraktion “14”). Fraktion 91 wog 
9 g und enthielt 610.000 Darlnstoff-Einheiten, Fraktion 14 hatte 0,08 g Lipidmasse 
tnit 214.000 Darmstoff-Einheiten. 

Urn die vermutlich sauren Wirkstoffe der Fraktion 91 von anderen Lipiden, die 
ebenfalls mit Chloroform-Methanol (9 : 1 v/v) aus Kieselgel-Sgulen eluiert werden 
(z.B. Cholesterinester, Cerebroside) zu trennen, versuchten wir die lonenaustausch- 
chromatographie. 
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ABB. I. Chromatographie der Phospho- und Glycolipidfraktion aus Pferdehirn (Versuch 6) an 
SiO,. Elution mit je 1000 ml Chloroform-Methanol (9: 1 v/v; 4: 1 v/v; 3 :2 v/v; I:4 v/v). Wirkung dtr 
erhaltenen Fraktionen am isolierten Kaninchendarm. Proben von je 10 Fraktionen wurden zur 
biologischen Auswertung zusammengefasst. Die Ordinate gibt die Kontraktionshohe des Test- 

darms in cm. an. 

1 

Fmktian 91 I Fmktian 91 II 

ABB. 2. Ionenaustauschchromatographie von Fraktion 91. Elution der Ecteola-Saule mit einem 
linearen Kochsalzgradienten von O-1 % NaCl-Gehalt (Zur Darstellung des Gradienten siehe Meth- 
odik). Die sufgefangenen Eluatfraktionen betrugen jeweils 20 ml. Proben von je 10 Fraktionen wur- 
den ftir die biologische Auswertung zusammengefasst. Oben: Wirkung der Sammelfraktionen am 
Kaninchendarm. Die Ordinate gibt die Kontraktionshohe in cm. an. Darunter: Anstieg der NaCl- 

Konzentration in der Elutionsfltissigkeit in Prozent. 

D 
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Die sauren Phospholipide werden vom Anionenaustauscher nur dann slchel 
adsorbiert. wenn ihre sauren Gruppen nicht durch Ca2’ oder andere Kationen 
blockiert sind. Wir schalteten deshalb der Anionenaitstauschs~iule (Ectc&) einen 
Kationenaustauscher (Dowex 50) vor. 

Die Htilfte der Fraktion 91. in 50 ml Chloroform-M.ethanol-Wasser (4 : 8 : I viv) 
gel&t. wurde durch eine mit Dowex 50 gefiillte S&de (2 cm 4, 25 cm hoch) und eine 
dahinter geschaltete EctcJoia-SBule (4 cm ~5. 70 cm hoch) filtriert und mit insgesamt 
1500 ml des gleichen L~su~~g~nittelgemisc~~es ~lachgewascl~ejl. Die durchgelaufenel~ 
Liisungen und das aus der Dowex-Sgule gewonnene Eluat hatten keine darmerregende 
Wirkung und wurden verworfen. Die itn die Ecrcoln-Ssule adsorbierten sauren 

Extraktstoffe wurden nun mit einem von O-l “;, ansteigenden NaCl-Gradienten und 
weiter mit l’!,, NaCl in Chloroform-Methanol-Wasser eluiert. Wie Abb. 2 zcigt, 
enthielt das Eluat die darmerregende Wirkung, in zwei Zonen aufgetrennt. 

F~~z~iio~ 91 I. Die das erste Maxinlul~~ enthaltendel~ ~raktionell 35 bis 60 (520 ml) 
wurden ais Fraktion 91 li vereinigt. Da der hier vorhandene WirkstofY sich schon mit 
geringen NaCI-Konzentrationen von der SIule eluieren liess, handelte es sich offenbar 
um eine schwache Slure. Die wirksame Substanz enthielt keinen Phosphor und lief 
im Chromatogramm auf Formaldehydpapier fast mit der Liisungsmittelfront. Es 

diirfte sich urn pllarnlakologisch wirkssme Fettsauren handeln. mit deren Vor- 
handensein in C~~lorofor~~~-Met~~a~~ol-(9 : I)-Fraktionen von Lipidextrakten zu 

rechnen ist .6 

Fraktion 91 II. Als Fraktion 91 II fassten wir die Liisungen der Rohre 70 bis 9.5 
zusammen (520 ml). Wir entfernten das vorhandene Kochsalz durch Verteilung des 
eluierten Materials zwischcn Butanol und Wasser und gewannen aus der ButanolIii- 
sung 77 mg einer phosphorhalt~gen Substanz. Sie zeigte im Papierci~romatogra~~~~~~ 
einen Fleck, der sich mit Rhodamin und Phosphatreagens anfgrben liess, aber mit 

Ninhydrin nicht reagierte. Die Lage entsprach der von Phosphatidsgure. Wir versuch- 
ten daraufhin, die vermutete PhosphatidGure aus alkoholischer Liisung als Na-Salz 
zu f%llen.20 Da die Substanz mit NaCl aus der Anionenaustauschers$ufe eluiert 
worden war, musste sie hereits als Na-Salz vorliegen. 46 mg des Materials wurden in 
0.5 ml Chloroform gelast und mit 4 ml absolutem Alkohol versetzt. Nach zwei- 

stiindigem Stehen bei 20 wurde der gebildete weisse Niederschlag abzentrifugiert 

und mit 3 ml Alkohol gewaschen. Wir erhielten 29 mg eines nahezu weissen, hygrn- 
skopischen Stoffes. mit folgenden Analysenwerten : C 53,3”,; H 8.7”,, ; N 0” : 

P 5,63”,,: Na 6,8X”,,. Nach Umf8llen aus Chloroform mit Alkohol stieg didr 

P-Wert auf 6.0”,,. Pro Mol Phosphat war eine Esterbindung vorhanden (Ester/P 
0.92). Fettaldehyde liessen sich nicht nachweisen. Die Substanz war in Chloroform 
und Wasser lGslich, in A.lkohol such bei Zimmertemperatur unl&lich. In Papier- 
chromatogrammen lief sie einheitlich und hatte den gleichen RF-Wert wie durch 
Bromolyse gewonnene Lysophosphatids&ure (Abb. 3). Von Cholinphosphatiden und 
Kephalinen unterschied sie sich durch das Fehlen von Stickstoff, von Phosphoinositi- 
den durch andere Wal~derLltlg im Pap~erchronlatogra~nm, von Cardiolipin-~llnlichel~ 
Polyglycerophosphatiden durch die starke Wirksamkeit und Unl~slichkeit des 
Na-Salzes in Alkohol. Nach milder alkalischer Hydrolyse’” wurde kein lipoidlbsliches 
Phosphat mehr gefunden, nur ein wasserl&.licher Phosphatester, der papierchromato- 
graphisch von a-Glycerophosphat nicht unterscheidbar war. 
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Nach den gewonnenen Daten handelte es sich umdas Na-Salz einer Lysophosphatid- 
stiure. Auf Grund des gefundenen molaren Na/P-Verhgltnisses von 1,65 war ein 

Gemisch von 35% Mono- und 65:/, Di-Natriumsalz anzunehmen. 
Kaninchendarmprgparate reagierten noch auf Konzentrationen von 4 x 10e8 

des Na-Salzes mit Kontraktionsverstgrkung und TonuserhBhung, Am Meer- 
schweinchenileum waren erst 50 fach sttirkere Konzentrationen wirksam. Die hohe 
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ABB. 3. Papierchromatogramme auf Formaldehydpapier (HGrhammer, Wagner und Richter) 
(1) Aus dem Pferdehirn isolierte Lysophosphatids5ure, Na-Salz. 
(2) Durch Bromolyse gewonnene LysophosphatidsPure. Na-Salz. 
(3) Darmstoff aus Pferdedarm (H,,). 
(4) Monophosphoinositid. 
(5) Diphosphoinositid. 
Phosphatflrbung nach Hanes und Isherwood. 

Aktivitat bestand nur, wenn die Substanz in Wasser oder Kochsalzliisung angewandt 
wurde. Beim Aufnehmen des Stoffes in Tyrodelbsung bildete sich eine Triibung aus, 
und die Wirkung war urn etwa eine GrBssenordnung geringer.Dies l&St sich durch 
Ausftillen eines unliislichen Ca-Salzes erklgren. Dass es bei Anwendung von Ca- 
freien PhosphatidsgurelGsungen nicht nachtrgglich noch in der Tyrodeliisung des 
Organbades zur Ausfgllung kommt. liegt vermutlich an der dann wesentlich 
niedrigeren Endkonzentration. 

Im allgemeinen wurden in das IO ml fassende Organbad 0,05 bis 0,4 ml der zu priifenden L6sung 
injiziert, die dabei also 25 bis 200 fach verdiinnt wurde. Mit anderen sauren Phospholipiden, die 
erst wesentlich h6her konzentriert wirksam sind, lassen sich durch Steigerung der Konzentration 
keine entsprechenden Wirkungszunahmen erzielen, vermutlich weil dann such im Organbad die 
Substanzen ausfallen.‘” 

Nach biologischer Standardisierung am isolierten Kaninchendarm entsprach 1 mg 
Na-Lysophosphatidat 80.000 Darmstoff-Einheiten. Dieser Wert liegt im Bereich der 
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WirkungsstPrke von zwei friiher durch Bromolyse dargestellten Lysophospha- 
tids~urepr~paratel~ (~0.~0 bzw. 49.000 Einheiten18). 

Die Berechnung der Ausbeutc zeigte tiberraschenderweise einen reichlich zehn- 

fachen Wirkungsgewini~ nach der ioncnaustausch~hromat~~graphie. Die Fraktion 

91 hatte 610.000 Einheiten, von denen die HSlfte 305.000 Einheiten fiir die lonenaus- 

tauschchromatographie eingesetzt wurde. Aus dem Anionenaustauscher wurden 77 
mg Substanz mit dem zweiten Wirk~lngsmaxilnllni eluiert. Aus 46 mg davon erhielten 
wir 29 mg Na-Lysophosphatidat mit ~0.0~ Einheiten/mg. Daraus crgeben sich fiir 
das zweite Wirkurigsmaximum (Fraktion 91 II) insgesamt 3.900.000 Einheiten. also 
das t2,8 fache der eingesetzten Menge. Dabei ist noeh ~lnber~cksiciltigt, dass tin 

Teil der eingesetzten Wirkung auf das erste Wirkungsmaximum des Eluates (Fett- 

stiuren?) fgllt. 
Ein direkter biologis~her Vergteich der eingesetzten mit der aus dem Austauscher 

wiedergewonnenen Aktivittit zeigte allerdings nur eine etwa 5 fache Wirkungszunahme. 
Ein Teif des errechneten Gewinns beruht demnach wohl auf Standardisierungsfehierl~. 
erkI&Iich dadurch. dass der Standard und das tu standardisierende Praparat nicht 
identisch waren und die Standardisierungcn der vor und nach Chromatographic 
erhaltenen Liisungen an verschiedenen DarmprYparaten vorgenommen werden 

mussten. 
Versuche mit einzelnen lonenaustauschern zeigten, dass der Wirkungsgewinn nach 

Passieren der Dowex 50-S%ule auftrat. Ats Erkl&-ung kamen zwei Vorg$tge in Frage: 
(1) Die Phosphatids&ure konnte zuniichst an ein Kation gebunden sein, das ihre 
Wirkung beeintriichtigte (z.B. Calcium Ion), bis es durch die Dowex-S%ule entfernt 
wurde. (2) Durch einen hydrolytischen Prozess beim Kontakt mit dem Austauscherharz 
konnte die Lysophosphatids~ure aus einem geeigneten. pharmakoiogisch weniger 

wirksamen Material erst gebildet worden sein. 
(1) Fiir einen nachha~tigen EinRuss von Ca-ionen fand sich kein Anhalt. Der 

flammenfotometrisch bestimmte Ca-Gehalt lag dafir zu niedrig. Die unfraktionierten 
Hirnextrakte iibten auf die Wirkung der Lysophosphatidsgure einen deutlichen 
Hemmeffekt aus. Auch cr reirhte aber zur Erk~irtlng des Wirkungsgewinns nach 
der Reinigung kaum aus. Besondere, hemmende Fraktionen konnten in den 
Eluaten nicht sicher nachgewiesen we.rden. 

(2) Am n~c~lstliegenden w&-e die Abspaltung einer Fettsgure oder eines Aldehydes 

aus einer vollsubstituierten (Acetal-)Phosphatids%ure. In beiden FIllen erhielte man 
eine Lysophosphatidstiure. die wirksamer sein diirfte.‘” Enzymatisch gewonnene 
Phosphatids~ure- und Plasn~alogel~s~urepr~parate, die wir durch Dowex-S&len 
filtrierten, liessen aber keine solchen Abspaltungen erkennen. Das Ester/P-VerhZItnis 
nahm nach der Austauscher-Passage nicllt ab, freie Fettaldehyde konnten wir im 
Durchlauf nicht finden. Dass der Austauscher aus einem Lysopllosphatid die Base 
abspalten wiirde-auch das fiihrte zu einer Lysophosphatidstiure-ist wenip 
wahrscheinlich. Ausserdem diirfte die Ausgangsfraktion, die ja mit Chloroform- 
Methanol (9 : lfaus eincr SiO,-SZule eluiert worden war, keine Lysophosphatjde 
enthaIten. Diese werden erst durch hiihere Methanolkonzentrationen eluiert. 

(b) L~su~g.~~zitte~~j.a~ tiorricwmg 

Wir versuchten nun. Phosphatids&ure unter Umgehung der lonenaustausch- 
chromatographie direkt aus der Fraktion 91 zu gewinnen. Dadurch hofften wir. eine 
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Antwort auf die Frage zu erhalten, ob die gefundene Lysophosphatiddure prtiformiert 
oder ein durch die Austauscherbehand~ung entstandenes Kunstprodukt war. 

Ein nicht mit Ionenaustaus~h~rn behandelter Teil der Fraktion 91 (etwa ein Drittel 
der ganzen Fraktion) wurde im Vakuum eingeengt, in X0 ml absolutem Alkohol 
aufgenommen und filtriert. Das Filtrat versetzten wir mit alkoholischer Natronlauge 
bis pH 8,O. Nach mehrsttindigem Stehen bei - 20” wurde die entstandene Fgllung 

abzentrifugiert, mit Alkohol gewaschen und in 3 ml Chloroform gelost. Wir fallten 
die Substanz erneut durch Zufiigen von Alkohol(30 ml) in der KBlte. Die erhaltenen 
560 mg wurden bei Zinln~ertemperatur in Alkohot suspendiert und der unl~sliche 
Anteil abgetrennt. Er ergab nach Urnfallen 50 mg chloroformlosliche, alkoholun- 
lijsliche Substanz mit 1,776 P (Substanz 91 a). Die Alkohollosung wurde danach 
auf - 20” gekiihlt. Dabei schieden sich 222 mg Substanz ab (bei Zimmertemperatur 
in Alkohol loslich) mit 1,3% P (Substanz 91 b). Substanz 91 a enthielt am meisten 

darmerregende Wirkung, die Mutterlauge der Substanzen am wenigsten. 
Die beiden gefgllten Prgparate waren papierchromatographisch uneinheitlich. 

Neben Flecken saurer Phospholipide, die wie Phosphatidsaure lagen, waren Spuren von 
ninhydrinpositivem Material und P-freie Lipide (Cerebroside?) zu erkennen. Proben der 
beiden Praparate wurden milde alkalisch hydrolysiert16 und die wasserloslichen Phos- 
phatester durch zweidimensionale Papierchromatographie” charakterisiert. Das Hy- 
drolysat von 9 1 a liess im Chromatogram einen Fleck van Glycerophosphat erkennen 
(Abb.4). Er deckte sich mit authentischem a-Glycerophosphat im Mischchromato- 

gramm. Dicht hinter diesem Fleck fand sich ein weiterer, der nach der von Maruo und 
Bensonl? gezeigten Abbildung als Glycerophosphorylglycerin (GPG) anzusprechen war. 
Im Chromatogramm von Substanz 91 b zeigten sich die gleichen Flecken, der fur GPG 
angesehene war hier relativ stlrker. Daneben enthielten beide Hydroiysate noch 

geringere Mengen van 3 anderen P-&tern, von denen einer ghnlich wie Glycero- 
phosphoryl-Inosit lag. Ein dem Hydrolyseprodukt von Cardiolipin entsprechender 
Fleck wurde nicht beobachtet. Die papierchromatograpische Analyse der Hydrolysate 
ergab mithin, dass die Substanzen 91 a und b zum grossen Teil aus Phosphatidsaure 
und vermutlich Phosphatidylglycerin bzw. deren Lysoprodukten bestanden. 

Nac~~~~,~is uon ~an~~i~~i~ in Fraktion 14 
Unter einer grosseren Anzahl von sauren Lipiden fand sich in frtiheren Unter- 

suchungen6 nur eines, das aus SiO,-Saulen mit Chloroform-Methanol (1 : 4) eluiert 
wird und darmerregende Wirkung zeigt: Gangliosid. In der Tat gab 1 mg der in 

Fraktion 14 enthaltenen Substanz eine positive Reaktion auf Neuraminsaure, liess 
also em Gangliosid vermuten. Wir versuchten seine Isolierung. 

405 ml des Extraktes wurden im Vakuum eingedampft. Es bheben 76 mg Riickstand, 
die in 5 ml Chloroform-Methanol (4 : 1) aufgenommen wurden. Nach Abtrennung 
von 2,l mg unliislichen Materials wurde die bei Zimmertemperatur klare LSsung auf 
- 20” abgektihlt, worauf sich ein Niederschlag abschied. Er wurde in einer Ktihl- 
zentrifuge als auf der Liisung schwimmende Scheibe abgetrennt und mit wenig 
Aceton gewaschen. Nach Trocknung erhielten wir 33 mg einer weissen Substanz, die 
sich in Wasser und Chloroform-Methanol-Gemischen klar liiste. Die Gangliosid- 
bestimmung durch Neuraminstiure-Reaktion ergab einen Gehalt von 115%, bezogen 
auf ein als Standard benutztes Gangliosid-Praparat von Professor Klenk. Die 
Substanz enthielt noch 1,1’3/0 P, der aber papierchromatographisch vom Gangliosid 
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getrennt werden konnte. Das Papierchromatogramm im Losungsmittelsystem 
Tetrahydrofuran-Ather-Wasser (60 : 15 : IO) zeigte zwei mit Rhodamin und nut 
Bial-Reagens viofett allf~rbbare Flecken (RF 0,04 (schwach) und 0,13 (starker)) 

entsprechend Gangliosid I und Ii.‘” Die Substanz entsprach in der biologischen 

Wirkung rund 1000 Darmstoff-Einheiten/mg. Die bei der Darstellung des Praparates 
angefallenen Nebenfraktionen-Mutterlauge und bei Zimmertemperatur LJnlBsliches 
-hatten sehr vie1 weniger Wirkung und Neuraminsauregehalt. auf Trockengewicht 
bezogen. Danach beruhte die Darmwirkung der Fraktion 14 auf dem darin gefundenen 

Gangl3osid. 

I 
I2 34 5 

ABB. 4. ~weidimensionai~s ~hrolnatogramm der w~isseri~siichcn Hydroiyscprodtlkte bon Substanr 
YI a (&he Text). Waagerechter Lauf: Phenol-Wasser (100 40 ml). Senkrechter Lauf: Butanol 
Propions’dure-Wasser (142:71 :lOO). P-Fsrbung nach Hanes und Isherwood. (I) Glycerophosphoryl 
Inosit. ? (2) ? (3) Vermutlich Glycerophosphoryl-glycerin. (4) Glycerophosphat (stlrkster Fleck). 

(5) ? (sehr schwacher Fleck). 

DISKUSSION 

Die Ergebnisse bestatigen unsere VermLltung, dass pharmakologisch wirksame 
saure Lipide in Gehirn vorkommen. Wir konnten Lysophosphatidsaure und Ganglio- 

sid als Wirkstoffe identifizieren. 
Dawsonz5 zeigte durch den Nachweis des entsprechenden Hydrolyseproduktes 

(Glycerophosphat) zuerst, dass Phosphatidsauren in tierischem Gewebe vorhanden 
sind. Direkt wurden sie erstmals in Darmextrakten nachgewiesen,’ spater in Gehirn,“’ 
Leber25 und Erythrozytellschatten. 28 Phosphatjds~ureil treten nur in geringen Mengen 
auf, neuerdings wird ihr natiirtiches Vorkommen sogar wieder in Frage gestellt und 
ftir moglich gehalten, dass sie erst wahrend der Fraktionierung entsttinden bzw. 
Gemische von “verdorbenen” Phosphatiden darstellen.2” An der Identitat der von 
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uns isolierten Lysophosphatidsaure kann auf Grund der analytischen Damn kein 
Zweifel bestehen, aber es ist zu vermuten, dass sie nicht in der gefundenen Menge 
prgformiert im Hirngewebe vorgelegen hat. Der nach lonenaustauschchromato- 
graphie gefundene erhebliche Wirkungsgewinn kann wohl nur teilweise durch 
Elimination von hemmenden Substanzen erklart werden. Andererseits fanden wir 
durch die Analyse der Spaltprodukte nach milder alkalischer Hydrolyse, dass such 
der nicht mit Ionenaustauschern in Beriihrung gekommene Hirnextrakt eine Phos- 
phatidsaure enthielt. Es handelt sich also nicht nur urn ein Kunstprodukt. 

Bei dieser indirekten Methode l&St sich nicht entscheiden, ob eine vol~substituierte 
oder eine Lyso-Phosphatidsgure vorlag. Da wir beim Durchlauf van Phosphatid- 
sauren durch Dowex 50 keine Abspaltung von Fettsguren oder -aldehyden beobach- 
teten, miichten wir annehmen, dass der Hirnextrakt bereits Lysophosphatidsaure 
enthielt. 

Zum Teil muss der beobachtete Wirkungsgewinn vielleicht so erklart werden, dass 
infolge des Kontaktes mit Dowex 50 Phosphatidslure neu gebildet wurde. Am 
wahrscheinlichsten ist u.E. die Abspaltung von Glycerin aus Phosphatidylglycerin. 

Polyglycerophosphatide sind in einer Reihe vqn Geweben vorhanden,2” 94 such im Gehirn.“’ 
Sie scheinen vorwiegend die Cardiolipinstruktur zu besitzen (Di-phosphatidylglycerin3J). Aber such 
das zunlchst in Pflanzen nachgewiesene Phosphatidylglyccrin wurde in tierischen Organen 
gefunden. t7p 56 Phosphatidyiglycerin dtirfte wie sein deacyhertes Produkt Glycerophosphorylglycerin 
slurelabil sein, sofern es sich urn eine ~-Lysoverbindung handelt, d.h. die beiden dem Phosphatrest 
benachbarten Glycerin-OH-Gruppen frei sind (vergl. 36). Es konnte dann durch Dowex 50 ange- 
griffen werden. 

In der zweiten pharmakologisch wirksamen Lipidfraktion identifizierten wir 
Gangliosid als Wirkstoff. Neben einer strukturellen Bedeutung sind in den letzten 
Jahren zunehmend Hinweise fiir eine funktionelle Rolle dieses sauren Glycolipids 
gefunden worden. Offensichtlich ist Gangliosid in den Zellmembranen vorhanden, 
es spielt als Rezeptorsubstanz fur Toxine eine Rolle.37 -40 Bogoch und Bogoch*’ 
fanden eine erregende Wirkung auf das Herz der Muschel Venus mercenaria und 
vermuteten eine Funktion der Ganglioside fur Transportvorglnge. Unsere Ergebnisse 
sind hierfiir vielleicht ein weiterer Anhaltspunkt. 

Neben Phosphatids~ure und Gangliosid erhielten wir noch eine dritte darmerregende 
Fraktion, die vermutlich aus ungedttigten Fettssuren bestand. Diese StofIklasse 
wurde bisher pharmakologisch unter den gleichen Aspekten betrachtet wie die 
sauren Phospholipide, d.h. fur ihre Wirkung wie fur ihre mogliche Funktion wurden 
saure Natur und Lipoidloslichkeit als die bedeutendsten Faktoren angesehen 
(vergl. l[jbersicht 42). Es scheint aber, dass fiir ungesgttigte Fettsauren ganz andere 
Wirkungsbedingungen gelten. Uber diese Untersuchungen wird spater berichtet 
werden . 

ZUSAMMENFASUNG 

Es wurde untersucht, ob pharmakologisch wirksame saure Phospholipide im 
Gehirn vorkommen. Chloroformextrakte aus Gehirn von Pferden, Kaninchen und 
Meerschweinchen zeigten eine erregende Wirkung auf glatte Muskulatur. Durch 
Chromatographie an Kieselgel und an lonenaustauschern wurden drei wirksame 
Fraktionen gewonnen. Aus zwei dieser Fraktionen konnten die Wirkstoffe isoliert 
und als Lysophosphatidsaure und Gangliosid identifiziert werden. Bei der dritten 
Fraktion handelt es sich vermutlich urn ungesgttigte Fettsauren. 
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Anerkennunge,r-Herrn Professor Klenk, Kijln danken wir fiir die freundlichc ijberlassung des 
Gangliosid-Prgparates, Herrn Dr. Wagner, Miinchen, fiir Forrnaldehydpapier. Die Deutschr 
Fors~hungsgemeinschaft stclltc das UI~i~;~rn-Spektrophotoil~ctcr zur Verfiigung. FOr den Fortgang 
der Untersu~hlIngen war tins die bewiihrte Mitarbeit van Fri. R. Enke eine grosse Hilfe. 
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