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Lipids in Atheromatous Pulp of Human Coronary Arteries

Thin-Layer Chromatographic Investigations

Summary. Atheromatous pulp of human coronary arteries was investigated by thin-layer
chromatography. The lipids and phospholipids found were compared with chromatograms
of arterial walls and human serum. Mean lipids in the pulp are cholesterol, cholesterol esters
and triglycerides. Free fatty acids, phospholipids and free amino acids are absent. This is
explained by the fact that phospholipids are present in large amounts in the fibrous cap and
smooth medial cells sourrounding the pulp.

Zusammenfassung. Atheromatoser Brei menschlicher Coronararterien wurde dimnschicht-
chromatographisch untersucht und seine Lipidzusammensetzung mit derjenigen von Coronar-
arterienschnitten und menschlichem Serum verglichen. Der Brei enthilt iiberwiegend Chole-
sterin und Cholesterinester sowie Triglyceride, dagegen keine freien Fettsduren, Phospholipide
und freie Aminosduren. Im Schnitt nachweisbare Phosphatide entstammen der den Brei
bedeckenden Bindegewebsschicht und den unterliegenden glatten Muskelzellen der Media.

In der Erforschung der Atherosklerose gewinnen in jingster Zeit bjochemi-
sche Untersuchungen morphologisch definierter atherosklerotischer Verdnde-
rungen zunehmend an Bedeutung (Béttcher, 1963: Smith, 1967, 1971; Slater
und Smith, 1972; Kiinnert und Krug, 1970). Zu diesen Verdnderungen gehort
das weiche Atherom, das eine Sonderform des Stadiums ITI der Atherosklerose
ist und als ,,s0ft, fatty, yellow type’ vom ,,hard, white, fibrous type‘ abgegrenzt
wird (WHO, 1958).

Bisher sind bei biochemischen und diinnschichtchromatographischen Lipid-
analysen atherosklerotischer Verianderungen immer adventitiafreie Intima-
Media-Praparationen, entweder als Extrakt oder als intakter Gefrierschnitt,
untersucht worden (Bottcher, 1963; Tuna und Mangold, 1963: Liadsky und
Woolf, 1967; Smith, 1967 Kimmnert und Krug, 1970).

Es fehlen in der Literatur jedoch Angaben iiber die Zusammensetzung des
leicht gewinnbaren atheromattsen Materials aus weichen Atheromen mensch-
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licher Coronararterien. Wir berichten daher im folgenden iiber seine Lipid-
zusammensetzung, die wir mit Hilfe der Diinnschichtechromatographie ermittelten.

Untersuechungsgut und Methode
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Abb. 1. Re-Werte der Préferenzsubstanzen im FlieBmittel (I) fiir Lipide, verglichen mit
Literaturangaben

Aus sieben menschlichen Coronararterien (Durchschnittsalter 50 Jahre) wurden 750 mg
atheromatésen Materials gewonnen, extrahiert und chromatographiert. Zum Vergleich wurden
auBerdem 10 my dicke Gefrierschnitte von weichen Atheromen menschlicher Coronararterien
und menschliches Serum mitchromatographiert. Extraktion: 750 mg Brei wurden in 2 ml
Chloroform-Methanol 2:1 24 Std bei Raumtemperatur im Dunkeln extrahiert.

Diinnschichichromatographie. Stoffklassen: Lipide i.e.S., Phosphatide, Aminosiduren.

Sorptionsschicht: Kieselgel G oder Kieselgel G-Fertigplatten.

Schichtdicke: 250 .. Format: 20 X 20 cm.

Trocknung: Lufttrocknung; Aktivieren der Platten: 30 min bei 110° C (Lipide), 30 bis
60 min bei 110° C (Phosphatide), 12—24 h (Aminoséuren).

Trennkammern: rechteckige Trogkammern; Trenntechnik: aufsteigende DC.

Sattigungszustand der Kammern: Kammerséttigung.

Trennstrecke: 100 mm; Laufzeiten: Lipide 30 min; Phosphatide 45 min; Aminoséuren
115 min.

FlieBmittelzusammensetzung und Gesamtvolumen: 1. Lipide: Petroldther/Didthyldther/
Eisessig (90-+10+41). 2. Phosphatide: Chloroform/Methanol/7Tn Ammoniak (77 30--7).
3. Aminosduren: n-Butanol/Eisessig/Wasser (80 + 20 4-20).

Konzentration der Priferenzsubstanzen fiir Lipide, geldst in Chloroform/Methanol
(1:1/v/v) 0,1% (Cholesterin, Cholesterinstearat, Palmitinsiure, Olséure, Sphingomyelin).

Triglyceride: kiufliches Olivensl. Konzentration der Priferenzsubstanzen fiir Amino-
sduren, gelost in Wasser 1%.

Abstand der Startpunkte vom Plattenrand: 20 mm.

Aufgetragene Mengen: je 10 ul Priferenzsubstanz und je 10 ul Extrakt.

Bestimmung der Ry-Werte der Priferenzsubstanzen. Mittelwert aus drei Bestimmungen
s. Abb. 1 und 3. Ry-Werte der Aminoséuren s. Randerath (1965).
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Abb. 2. Re-Werte der Priferenzsubstanzen im FlieBmittel (2) fir Phosphatide, verglichen
mit Literaturangaben
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Abb. 3. Im FlieBmittel fiir Phosphatide (2) sind aus dem atheromatdsen Material keine

Phosphatide auftrennbar. Priaferenzsubstanzen (Art und Menge) wie in Abb. 2. Nachweis

von Cholesterin und Cholesterinestern auf Hdéhe der Losungsmittelfront. Entwicklung:
Chromschwefelséiure

16 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat., Vol. 359



234 K.-H. Briindel:

b 3 & 5 ¢ ¥ o

A re i & e A

Abb. 4. Fraktionierung der Lipide des atheromatisen Breies im FlieBmittel (I). Priferenz-

substanzen (je 10 ul): 7—2 Cholesterin; 2—3 Cholesterinstearat; 3—4 Olsaure; 4—5 Tri-

glyceride; 5—6 Sphingomyelin; 6—10 je 10 yl Extrakt. Nachweis von Cholesterin, Chole-

sterinestern, Spuren von Triglyceriden und geringen Mengen von Sphingomyelin, das am
Start liegen bleibt. Entwicklung: Chromschwefelsdure

Nachweise der Trennprodukte: nach kurzer Lufttrocknung (3—5 min). Besprihen eines
Teils der Platten mit gesattigter Chromschwefelsdureldsung und Entwicklung bei 110° C.

Besprithen der anderen Platten nacheinander mit Ninhydrin (Aminophosphatide),
Dragendorffs Reagens (cholinhaltige Phosphatide) und Bromthymolblau (universeller Lipid-
nachweis). Abb. 3 und 4 sind Entwicklungen mit Chromschwefelsiure.

Argentations-Ditnnschichichromatographie. Zur Subfraktionierung von Cholesterinestern
Losen von 30 g Kieselgel G in 60 ml 5% AgNO,-Losung. Ausstreichen mit dem Streichgerit
nach Stahl. AnschlieBend Lufttrocknung und 30 min Aktivieren bei 110° C. Ubriges Vor-
gehen wie oben angegeben. Nachweis der Aminosduren: Trocknen der Platten 10 min bei
110° C, anschlieBend Bespriithen mit Ninhydrin.

Dokumentation: Photographie der entwickelten Platten oder Aufzeichnen der Frak-
tionen. Da Triglyceridflecken leicht verblassen, sollten sie sofort markiert werden.

Verwendete Reagentien. Kieselgel G, Kieselgel G-Fertigplatten, Cholesterin, Cholesterin-
ester, Aminosiuren und FlieBmittel p.A. von der Fa. Merck, Darmstadt. Sphingomyelin,
Olsiure und Linolsiure von der Fa. Schuchardt, Minchen. Argentationschromatographie mit
der Grundausriistung nach E. Stahl (Fa. Desaga, Heidelberg).

Ergebnisse

Bei Auftrennung des atheromattsen Breies in FlieBmittel fiir Lipide sind
Cholesterin, Cholesterinester, Triglyceride und Spuren von Sphingomyelin, das
am Start liegen bleibt, nachweisbar. Freie Fettsiuren und freie Aminosiuren
fehlen. Die Lipidgruppe der Phosphatide konnte im Brei nicht nachgewiesen
werden, obwohl ein spezifisches FlieBmittel verwendet wurde. Cholesterin und
Cholesterinester wandern mit der Losungsmittelfront.
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Tabelle 1
Stoffklassen R¢-Werte Athero- Gefrier- Serum
FlieBmittel matoser schnitt
— Brei durch
1 2 Atherom
1. Lipide i.e. S.
Cholesterin 0,06 >0,90 + + +
Cholesterinester 0,83 >0,90 + -+ -+
Freie Fettsiduren 0,21 0,48 7] 7] -+
Triglyceride 0,40 — (+) (+)bis@ +
2. Phosphatide
Sphingomyelin 0 0,25 (-+) + -+
Lysolecithin — 0,17 (0} + +
Lecithin — 0,34 4] -+ +
Phosphatidyl-dthanolamin — 0,47 12} + (+)
3. Freie Aminosiuren
s. Randerath [0} 0 -+

0 = fehlender Lipidnachweis; + = deutlicher Lipidnachweis; (+) =schwacher oder flachtiger
Lipidnachweis. Die Re-Werte wurden mit Literaturangaben verglichen (s. Abb. 1 und 2).

Der Gefrierschnitt enthilt auBer freien Fettsduren und freien Aminoséuren
die iibrigen Substanzen. Der Triglyceridnachweis ist nur schwach positiv.

Im Serum wurden alle Stoffklassen ermittelt.

Eine weitere Auftrennung der Cholesterinester gelang nicht.

Diskussion

Unsere Untersuchungen haben ergeben, daf der zellfreie atheromatose Brei
Cholesterin, Cholesterinester und in geringeren Mengen Triglyceride enthélt, da-
gegen fast keine Phosphatide. Wir konnten lediglich Spuren von Sphingomyelin
nachweisen, das in Abb. 4 am Start zu erkennen ist. Sie fehlen jedoch bei der
Wahl eines anderen FlieBmittels (Abb. 3).

In Ubereinstimmung mit Béttcher (1963), Tuna und Mangold (1963), Liadsky
und Woolf (1967) sowie Kiinnert und Krug (1970) konnten wir aus Gefrier-
schnitten auBer Cholesterin, Cholesterinestern und Triglyceriden vor allem
Sphingomyelin auftrennen.

Kiinnert und Krug (1970, 1971) haben aus fatty streaks und Plaques von
Aorten sechs Cholesterinesterfraktionen diinnschichtchromatographisch aufge-
trennt. Wir konnten dagegen weder die Cholesterinester des atheromatdsen Breies
noch die Gefrierschnitte subfraktionieren, auch nicht mit Hilfe der Argentations-
chromatographie (Morris, 1963). Dieses konnte an der unterschiedlichen Wahl der
FlieBmittel Liegen. Kiinnert und Krug (1971) verwendeten Petroleum/Diiso-
propylither.

Im zellfreien atheromatdsen Brei waren keine freien Fettsduren nachweisbar.
Sie sind jedoch in atherosklerotisch verinderten Aorten vorhanden (Tuna und
Mangold, 1962; Liadsky und Woolf, 1967; Randerath, 1965; Briindel und Sina-
pius, 1970; Kiinnert und Krug, 1971). Kiinnert und Krug (1971) klassifizierten
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an Aorten mit Hilfe diinnschichtchromatographisch nachgewiesener Fettsduren
fatty streaks als Olsdure- und Plaques als Linolsduretyp atherosklerotischer Ver-
dnderungen.

In Gefrierschnitten von Coronararterien fanden wir keine freien Fettsiduren.

Der Anteil an Triglyceriden im atheromatGsen Brei ist gering. Wahrend
Bottcher (1963), Tuna und Mangold (1963), Randerath (1965), Liadsky und Woolf
(1967) Triglyceride in atherosklerotischen Plaques von Aorten diinnschicht-
chromatographisch nachweisen konnten, gelang uns der Nachweis dieser Lipid-
gruppe an Gefrierschnitten von Coronararterien nur selten.

Unsere Trennmuster der Lipide und ihre R¢-Werte stimmen mit Angaben von
Malins und Mangold (1960) und Mangold (1967) iiberein.

Phosphatide sind ein regelméBiger Bestandteil atherosklerotischer Plaques.
Sphingomyelin gilt als typisches Plaque-Phospholipid (Béttcher, 1963; Smith,
1970). Daher scheint es zunéchst iiberraschend, daf Phosphatide, insbesondere
Sphingomyelin und Lecithin, im atheromatdsen Brei diinnschichtchromato-
graphisch nicht nachzuweisen waren. Bisher sind aber stets mit der atheroma-
tosen Nekrose auch zellhaltige Anteile der Plaques untersucht worden. Sphingo-
myelin und Lecithin werden in mesenchymalen Zellen der Intima, vor allem
glatten Muskelzellen synthetisiert (Slater und Smith, 1972). Das Fehlen der
Phosphatide im atheromatésen Brei kénnte darauf beruhen, daB er keine Zellen
enthilt., Andererseits ist auch zu erwigen, ob das Fehlen des Lecithins metho-
disch bedingt ist. Marinetti (1962) hat darauf hingewiesen, dafl z.B. Lyso-Leci-
thin, das in Wasser und organischen Lésungsmitteln 15slich ist, bei der Relktifi-
zierung eines Extrakts verloren gehen kénnte. Gegen diese Deutung spricht, daB
sich Phosphatide sogar aus Gefrierschnitten abtrennen lassen, die aus destilliertem
Wasser auf die Trennplatten aufgezogen wurden. Wir konnten, wie auch Liadsky
und Woolf (1967), Phosphatide aus gewaschenen Gefrierschnittextrakten nach-
weisen.

Unsere Re-Werte der Phosphatide stimmen mit Angaben von Skidmore und
Entenman (1963) iiberein.

Im Serum konnten wir dieselben Phosphatidfraktionen wie Marinetti (1962)
chromatographisch trennen.

Der Nachweis freier Aminosduren gelang weder aus dem atheromatdsen Brei
noch aus den Gefrierschnitten. Wir fanden, &hnlich wie Liadsky und Woolf
(1967), ninhydrin-positive Flecken am Start und manchmal weiter oberhalb des
Startpunktes.

Die gemessenen R¢-Werte entsprechen jedoch eher Aminophosphatiden und
nicht freien Aminoséuren.

Der atheromatdse Brei weist Reste kollagener Fasern auf. Es ist daher wahr-
scheinlich, dafl er Proteine bzw. Polypeptide enthilt.

Frau H. Liewald danke ich fiir ihre sorgfiltige Mitarbeit.
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