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Zusammenfassung: Es wird ein einfaches Verfahren beschrieben, das die Bestimmung der Glycerinphosphatide im
Serum mit Ausnahme der Lyso-Phosphatide erlaubt. Dazu sind zwei Glyceridbestimmungen erforderlich, eine aus
Nativserum, entsprechend der iiblichen ,,Triglycerid“-Bestimmung, die andere nach Inkubation des Serums mit
Phospholipase C. Die Phospholipase C spaltet die Glycerinphosphatide in Cholinphosphat und Diglyceride, die zu-
sdtzlich zu Mono-, Di-, Triglyceriden und freiem Glycerin des Nativserums erfat werden. Die Differenz beider
Glyceridbestimmungen entspricht der Glycerinphosphatidkonzentration. Die Bedeutung der vorliegenden Methode
ergibt sich unter anderem aus der Beteiligung der Glycerinphosphatide an Gerinnungsvorgingen sowie deren Erho-
hung bei gewissen Lebererkrankungen. Gegeniiber der iiblichen Bestimmung des Phospholipid-Phosphors bietet sie
eine erhebliche Arbeitserleichterung und als vollenzymatische Methode eine héhere Spezifitit.

Enzymatic determination of serum glycerophosphatides, using phospholipase C

Summary: A simple method is described for the determination of serum glycerophosphatides, with the exception of
lyso-phosphatides. Two determinations are necessary. The usual “triglyceride’” determination is performed on native
serum, and a further determination is performed after incubation of the serum with phospholipase C. Glycerophos-
phatides are hydrolysed to diglycerides and phosphorylcholine by phospholipase C. The resulting diglycerides are
determined in addition to the mono-, di-, triglycerides and free glycerol of the native serum. The difference between
the two glyceride determinations corresponds to the concentration of glycerophosphatides. Involvement of glycero-
phosphatides in blood coagulation and their increased levels in certain liver illnesses are two reasons for the importance
of the present method. Compared with the usual method of measuring phospholipid phosphorus, the present method
involves corsiderably less work, and, as a fully enzymatic method, it has a higher specificity.

Einfiihrung

Cholesterin und Triglyceride sind heutzutage als Risiko-
faktoren der Arteriosklerose anérkannt und werden
routinemafig bestimmt. Die Phospholipide als weiterer
Lipidbestandteil der Lipoproteine haben wegen der
aufwendigen Analyseverfahren (1, 2) keinen Eingang

in die Routinediagnostik gefunden. An den thromboti-
schen Komplikationen der Afteriosklerose sind die
Phospholipide jedoch mafdgeblich beteiligt. Sie sind

fiir den Gerinnungseintritt sowohl iiber das Extrinsic-

als auch Intrinsic-System erforderlich. Dabei kommt den
Glycerinphosphatiden die entscheidende Bedeutung zu.
Die thromboplastische Wirkung des Phosphatidylethanol-
amin ist unbestritten (3, 4, 5). Eine Steigerung dieser
Wirkung wird fiir die Kombination mit Phosphatidyl-
serin (6) oder Phosphatidylcholin (7) beschrieben. An-
dere Autoren (8, 9) fanden die héchste thromboplasti-

sche Aktivitit bei der Kombination von Phosphatidyl-
cholin mit Phosphatidylserin.

Im folgenden wird ein einfaches, auch routinemifig an-
wendbares Verfahren beschrieben, das die Erfassung die-
ser Glycerinphosphatide im Serum mit Hilfe je einer
Glyceridbestimmung vor und nach Inkubation mit
Phospholipase C erlaubt.

Matetial und Methode

Testprinzip (Abb. 1)

Die Glycerinphosphatide werden zunichst durch Inkubation des
Serums mit Phospholipase C in Cholinphosphat und Diglyceride
gespalten. Eine anschliefend durchgefihrte ,,Glycerid‘-Bestim-
mung erfaBt diese Diglyceride zusdtzlich zu den Mono-, Di-, Tri-
glyceriden und dem freien Glycerin im Nativserum. Die Diffe-

renz der ,,Glycerid*-Konzentrationen nach Vorinkubation mit
Phospholipase C und im Nativserum ergibt die Glycerinphosphatid-
Konzentration.
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Abb. 1. Prinzip der Glycerinphosphatid-Bestimmung

Untersuchungsmaterial
Wiederfindungsuntersuchungen

a) Synthetische Phospholipide

L-o-Lecithin (Dipalmitoyl), Calbiochem 4295 »
L-a-Phosphatidylcholine (Dipalmitoyl), Sigma P 6769
L--Phosphatidylcholine (Dimyristoyl), Sigma P 0880
L-a-Phosphatidylethanolamine (Dipalmitoyl), Sigma P 0890

Lésung in 1 Teil Triton X-100® + 9 Teile Diethylbarbiturat-
Pufferlésung pH 7,6

b) Lipostabil® Ampullen (Cholinphosphorsauredigly ceridester
500 mg/10 ml)

c) Kontrollseren mit einer Sollwertangabe fiir den Phospholipid-
Phosphor:

Seronorm-Lipid

Seronorm

Pathonorm H

Pathonorm L

Precinorm U

Validate LA

Linearitit

a) Serum mit hoher Glycerinphosphatid-Konzentration
b) Lipostabil®

Die Verdiinnungen wurden mit Diethylbarbiturat-Acetat-Puffer-
16sung pH 7,6 (Behring ORHW 40/41) hergestellt.

Ermittlung von Referenzwerten

141 Seren von ambulanten Patienten und vom Personal mit nor-
malen Lipidwerten (Cholesterin < 6,73 mmol/l, Triglyceride
<2,28 mmol/l) sowie unauffilligem Leberstatus (Bilirubin

< 17,1 umol/l, alkalische Phosphatase < 180 U/, y-Glutamy}-
transferase < 28/18 U/, Aspartataminotransferase < 18/15 u/l,
Alaninaminotransferase < 22/18 U/1).

Gerite

Autoanalyzer 11, Technicon

FlieBschema: Methode MG 008 modifiziert, Technicon GmbH,
Juni 1974.

Reagenzien

1. Automatenpackung Triglyceride (Neutralfett), UV-Test,
Boehringer 124 966.

2. 0,6 mol/1 ethanolische KOH, Technicon TBV-0001-A..

3. Phospholipase C aus Bacillus cereus, 1000 U/ml, Boehringer
241709.

Gebrauchslosung: Verdiinnung 1:51 in dest. Wasser.

Inkubation mit Phospholipase C

200 pl1 Probe werden mit 50 ul Phospholipase C-Gebrauchslé-
sung bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde inkubiert.

Kalibrierung

Precilip Charge 660 und 662 entsprechend dem deklarierten
Trigly ceridwert.

Berechnung der Glycerinphosphatid-Konzentration
CGlyceride Nach Phospholipase C-Inkubation [mmol/l] X 1,25
— €Glyceride des Nativserums [mmol/1}

= CGlycerinphosphatide (mmpl/ 1].

Der Faktor 1,25 ergibt sich aus der Verdiinnung von 200 ul Se-
rum mit 50 ul Phospholipase C-Gebrauchslésung.

Ergebnisse und Diskussion
Inkubationsbedingungen

Ein pH-Optimum kann fir die Phospholipase C nicht
angegeben werden, da es von Substrat zu Substrat
schwankt. Otnaess et al. (10) geben fiir Dipalmitylphos-
phatidylcholin einen optimalen Bereich von pH 8,0 bis
8,3 an; fiir Phosphatidylethanolamin fanden sie (11)
eine geringfigig hohere Hydrolyserate in Barbitalpuffer
pH 7,4 als bei pH 8,3. Eine Anderung des Substratspek-
trums der Phospholipase C konnte zwischen pH 7,2 und
8,3 von diesen Autoren nicht festgestellt werden. Little
(12) nennt als optimalen Bereich pH 7,5-8,0.

Der von uns gewihlte Testansatz fiir die Bestimmung im
Serum (200 ul Serum + 50 pl der 1:51 mit dest..Wasser
verdiinnten Phospholipase-C-Losung) ergab 2,5 und
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30 Minuten nach Inkubationsbeginn pH-Werte zwischen
7,9 und 7,6 und liegt damit in dem oben angegebenen
Bereich. In ungepufferten Systemen wie beim Lipostabil
oder den synthetischen Phospholipiden fillt der pH-Wert
binnen 2,5 Minuten nach Phospholipase-C-Zugabe auf
etwa 6,6 ab. Zum Losen bzw. Verdiinnen dieser Substan-
zen wurde daher ein Diethylbarbiturat-Acetat-Puffer

pH 7,6 verwendet.

Als Inkubationstemperatur haben wir uns fiir Raum-
temperatur und gegen 37 °C entschieden. Eine héhere
Inkubationstemperatur hétte zwar den Vorteil einer kiir-
zeren Inkubationszeit, zuvor miifite allerdings der Ein-
flu von 37 °C auf die Bestimmung der Glyceridkonzen-
tration gepriift werden. Uns lag sehr an der Verwendbar-
keit der im Rahmen der Glycerinphosphatidbestimmung
ermittelten Triglyceridwerte fiir die Routinediagnostik.

Wie aus Abbildung 2 hervorgeht, sind die Serumansitze
bei Raumtemperatur zumindest fiir 60 Minuten zu inku-
bieren. Manche Seren zeigen bereits nach 30 Minuten
die maximale Glycerinphosphatid-Konzentration, wie
das in Abbildung 2 fiir ein Kontrollserum dargestellt ist.

Fiir die Analyse synthetischer Glycerinphosphatide sind
deutlich langere Inkubationszeiten erforderlich. Erst
nach gut 3 Stunden werden hier die Maximalwerte er-
reicht.

Der Einfluf von Natriumdesoxycholat, das die Hydrolyse
von gereinigtem Phosphatidylcholin mit langkettigen

(> Cyp) Fettsduren durch Phospholipase C beschleunigen
soll (12), wurde mit Kontrollseren gepriift, die statt in
dest. Wasser in 1 g/l und 5 g/l Desoxycholat gelést wur-
den. Ein signifikanter Unterschied der gefundenen
Glycerinphosphatid-Konzentrationen besteht nicht:

1 g/1 Desoxycholat: X = 3,11 mmol/l;
5 g/1 Desoxycholat: X = 3,15 mmol/l;
Desoxycholat-freier Ansatz: X = 3,10 mmol/l.

Wiederfindung

Bei der Analyse synthetischer Glycerinphosphatide, ge-
16st mit 100 g/l Triton X-100 in Diethylbarbiturat-
Acetat-Pufferlosung pH 7,6, konnen maximal 84—86%
wiedergefunden werden. Ihre schlechte Angreifbarkeit
durch Phospholipase C géht ja bereits aus Abbildung 2
hervor. Diese Befunde decken sich mit den Ergebnissen
anderer Autoren (11, 13, 14, 15), die bei synthetischen
Phospholipiden eine weniger vollstindige Hydrolyse
durch Phospholipase C als in biologischem Material fan-
den. Eine beéssere Angreifbarkeit der Substrate scheint
gegeben zu sein, wenn diese als Mizellen und nicht in
monomolekularer-disperser Form vorliegen (12).

In Ermangelung eines Kontrollserums mit einer Sollwert-
angabe fiir Glycérinphosphatide wurde auf Lipostabil ®
zuriickgegriffen. Dieses Medikament enthilt Cholinphos-
phorsidurediglyceridester natiirlicher Herkunft mit iiber-
wiegend ungesittigten Fettsduren, davon 70% als Linol-
sdure, der Rest als Linolen- und Olsdure. Die Glycerin-
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Abb. 2. Einflu} der Inkubationszeit bei Raumtemperatur auf die
gemessene Glycerinphosphatid-Konzentration.
o—o Patientenserum
a—a Kontroliserum (Seronorm Lipid)
o—o Synthetisches Phosphatidylcholin (Calbiochem),
gel6st in 100 g/l gepufferter Triton-Lésung.

phosphatid-Konzentration wird mit 5000 mg/dl angege-
ben, entsprechend 62,50 mmol/l bei einem berechneten
Molekulargewicht von 800.

Abbildung 3 gibt die Glycerinphosphatid-Konzentrationen
verschiedener Lipostabil-Verdiinnungen in Diethylbarbitu-
rat-Acetat-Puffer wieder. Die Glycerinphosphatid-Kon-
zentration im Lipostabil errechnet sich aufgrund der
Regressionsgleichung mit 61,7 mmol/l. Das sind 98,7%
des Sollwertes.
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Abb. 3. Glycerinphosphatid-Konzentrationen verschiedener Ver-
diinnungen von Lipostabil.
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Zu fast den gleichen Glycerinphosphatid-Konzentratio-
nen im Lipostabil gelangt man, wenn zu 200 ul Serum 5
bzw. 20 pl Lipostabil pipettiert werden. Als Mittelwert
aus 8 Bestimmungen ergibt sich fiir die Zupipettierung

von 5 ul Lipostabil eine Erh6hung der Glycerinphosphatid-

Konzentration von 1,50 mmol/l, bei 20 ul von

5,48 mmol/l. Unter Beriicksichtigung des Verdiinnungs-
faktors errechnet sich die Glycerinphosphatidkonzentra-
tion im Lipostabil mit 61,5 mmol/l (98,4%) bzw.

60,3 mmol/l (96,5% des Sollwertes).

Weiterhin wurden 6 Kontrollseren mit einer Sollwert-
angabe fiir den Phospholipid-Phosphor analysiert. Ta-
belle 1 gibt die gefundenen Glycerinphosphatid-Konzen-
trationen in Prozent der Sollwertangaben fiir den Phos-
pholipid-Phosphor wieder (rechte Spalte). Die Schwan-
kungsbreite mit Werten zwischen 62,2 und 72,2% fillt
relativ gering aus. Bedenkt man weiterhin, da8 die Glyce-
rinphosphatide etwa 70% der Phospholipide ausmachen,
so sind die Werte durchaus plausibel.

Linearitat

Wie bereits aus Abbildung 3 (Lipostabil-Verdiinnungen)
hervorgeht, ist die vorliegende Methode zumindest bis
etwa 8,0 mmol/l Glycerinphosphatide linear

(R? = 0,9994). In Patientenseren sind von uns derartig
hohe Glycerinphosphatid-Konzentrationen bisher nicht
ermittelt worden. Abbildung 4 zeigt die Verdiinnungs-
reihe eines Patientenserums mit hohen Glycerinphos-
phatidwerten. Auch hier finden sich streng lineare Ver-
hiltnisse (R? = 0,9998).

Prizisionskriterien

Mit einem VK in der Serie von 1,1% und einem VK von
Tag zu Tag von 3,8% sind die Prizisionskriterien der
vorgeschlagenen Methode zur Bestimmung der Glycerin-
phosphatide als gut zu bezeichnen (s. Tab. 2).

Tab. 1. Glycerinphosphatid-Konzentration mehrerer Kontroll-
seren im Vergleich zur Sollwertangabe fiir den Phospho-
lipid-Phosphor. Ein Istwert-Sollwert-Verhaltnis von etwa
70% entspricht dem Anteil der Glycerinphosphatide an
den Gesamt-Phospholipiden.
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Abb. 4. Glycerinphosphatid-Konzentrationen einer Serumver-
diinnungsreihe (Ausgangskonzerntration: 4,56 mmol/l).

Tab. 2. Prazisionskriterien der vorgeschlagenen Glycerinphos-
phatid-Methodé.

X (mmol/l) s(mmoi[l) VK (%) n

Prizision B

in der Serie 1,77 0,02 1,1 12
Prizision

von Tag zu Tag 2,69 0,10 3,8 20

Glycerinphosphatide

Kontrollserum Phospho-

lipid-

Phosphor

Sollwert Istwert Istwert/

Sollwert

(mmol/l) (mmol/1) %
Seronorm Lipid 4,40 3,11 70,7
Seronorm 1,80 1,30 72,2
Pathonorm H 2,81 1,80 64,1
Pathonorm L 1,52 1,01 66,4
Validate LA 5,50 3,59 65,3
Precinorm U 2,30 143 62,2

Ermittlung von Referenzwerten

Abbildung 5 zeigt das Histogramm von 141 gesunden
Erwachsenen. Der Referenzbereich erstreckt sich bei
der Berechnung aus Mittelwert + 2 Standardabweichun-
gen von 1,22 bis 2,42 mmol/l, unter Beriicksichtigung
der 2,5- und 97,5-Percentilen von 1,28 bis 2,50 mmol/l
Glycerinphosphatide. Diese Werte stimmen gut mit den
Referenzwertangaben (16) fiir den Phospholipid-Phos-
phor iiberein: 1,94 bis 3,21 mmol/l bei einem Mittelwert
von 2,58 mmol/l. Unser Mittelwert von 1,82 mmol/1
Glycerinphosphatide ergibt bei deren Anteil von 70%
an den Gesamt-Phospholipiden (17) 2,60 mmol/l.

Substratspezifitit der Phospholipase C
aus Bacillus cereus

Systematische Untersuchungen wurden von uns zu die-
sem Thema nicht durchgefiihrt. Die Arbeitsgruppe um
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Otnaess, Little et al. (11, 12) hat sich eingehend mit der
Substratspezifitit beschiftigt. Danach werden durch
Phospholipase C aus Bacillus cereus Phosphatidylcholin
(Lecithin) sowie Phosphatidylethanolamin (Kephalin)
und Phosphatidylserin (Kephalin) hydrolysiert, nicht je-
doch die entsprechenden Lyso-Phosphatide. Sphingo-
myelin als zweitgrofite Phospholipidfraktion des Serums
enthilt kein Glycerin und wird zudem durch Phospho-
lipase C aus Bacillus cereus nicht angegriffen.

Abb. 5. Hiufigkeits-Verteilung der Glycerinphosphatidkonzentra-
tion im Serum bei 141 Erwachsenen mit normalem Le-
ber- und Lipidstatus.
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