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Zur Frage der verinderten Sphingomyelinase-Aktivitit im Gehirn
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Niemann-Pick Disease Type C (Subacute Neurovisceral Lipidosis)

Problems of Altered Sphingomyelinase Activity in the Brain

Summary. One fetus (20 weeks old) and two postnatal cases with Niemann-Pick
disease type C (a group of unclear neurovisceral lipidoses characterized by
foam cells in the bone marrow and sometimes supranuclear ophthalmoplegia)
were studied with respect to the pH-dependency of brain sphingomyelinase
activity. A distinct reduction of activity in the pH 5 range of the fetus was
contrary to an almost normal pH profile in the postnatal cases including the
sibling of the fetus. The sphingomyelinase anomaly does not seem to reflect the
genetic defect, since it 1s paralleled by a similar anomaly of glucocerebrosidase
activity. A pathologic subcellular localization of more than one lipid hydrolasis
1s discussed.
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Zusammenfassung. Bei einem pridnatalen und zwei postnatalen Fillen von
M. Niemann-Pick TypC (Gruppe unklarer neurovisceraler Lipidosen mit
Speicherzellen im Knochenmark; teils mit supranucledrer Ophthalmoplegie)
werden pranatal starke (Mangel in der Gegend von pH 5), postnatal auch bei
dem Geschwister des prinatalen Falls jedoch nur noch geringe Veréinderungen
des pH-Profils der Sphingomyelinase-Aktivitit aus Gehirn beschrieben. Die
Abweichungen scheinen nicht den priméiren genetischen Defekt zu spiegeln,
denn sie werden zum Teil von der Glucocerebrosidase-Aktivitit nachgeahmt.
Eine mehrere lysosomale Lipidhydrolasen gleichzeitig betreffende Storung der
subcelluldren Lokalisation wird diskutiert.
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Einleitung

Unklare neuroviscerale Lipidosen werden der 4tiologisch noch nicht voll aufge-
klarten und offensichtlich heterogenen Gruppe des M. Niemann-Pick Typ C (NPC)
zugeordnet (Fredrickson and Sloan 1972), wenn folgende Kriterien erfiillt sind:

1. Klinischer Befund einer subakut fortschreitenden Neurodegeneration (To-
desalter meist 4-15 Jahre) bei Visceromegalie stark wechselnden AusmaBes
(manchmal fehlend).

2. Hamatologischer Nachweis von Schaumzellen (Lipidspeicherung) im Kno-
chenmark (in den meisten Fillen).

3. Biochemisch-enzymatischer Ausschluf (z. B. aus Blutleukocyten oder ge-
zlichteten Haut-Fibroblasten) von Lipidosen wie M. Gaucher, M. Niemann-Pick
Typen A und B mit primidrem Defekt der Sphingomyelinase-Aktivitit (SMA),
M. Tay-Sachs und anderen GM:-Gangliosidosen, GM,-Gangliosidosen sowie
Metachromatische Leukodystrophie (Glew and Peters 1977).

4. Neuropathologischer Befund einer generalisierten Thesaurismose mit Ner-
venzellballonierung in Rinde, Stammganglien, Hirnnerven-Kerngebieten und
Vorderhdrnern, verbunden mit Zeichen der neuroaxonalen Dystrophie. Intravital
ist die Verdachtsdiagnose z. B. an der Rectumbiopsie zu stellen (Harzer et al. 1978).

5. Lipidchemischer Nachweis einer miBigen Vermehrung der Lipide Sphingo-
myelin (,Niemann-Pick-Lipid“), Glucocerebrosid (,Gaucher-Lipid“), Lysobis-
phosphatid-Sdure und Cholesterin in der fettspeichernden Milz und anderen
Organen.

6. Elektronenmikroskopischer Nachweis von Speicherkérpern wie bei klas-
sischen Lipidosen in Autopsie- oder Biopsie-Gewebe; gleichzeitiger Ausschluf} der
fiir die Ceroidlipofuscinosen (z. B. M. Batten-Spielmeyer-Vogt) charakteristischen
Lipopigment-Anhdufungen mit typischen Strukturen (Lake 1976).

Die Zuordnung dieser unklaren neurovisceralen Lipidosen zur Gruppe des
M. Niemann-Pick (,,Typ C¥) ist problematisch. Im Gegensatz zu den Typen A
und B des M. Niemann-Pick ist 1. die Sphingomyelin-Speicherung gering und im
wesentlichen auf das retikuloendotheliale System beschrénkt (Elleder und Jirasek,
persdnliche Mitteilung 1980) und 2. ein Defekt der SMA nicht eindeutig gesichert.
Verschiedenartige Verdnderungen der SMA — offenbar keine primaren Defekte —
wurden jedoch beschrieben (s. Diskussion) und stehen im Vordergrund des
Interesses. Diese Arbeit erginzt die Liste dieser Verdnderungen durch Befunde an 3
Fillen mit NPC. Im Hirngewebe ist die Abhingigkeit der SMA vom pH-Wert des
Enzymansatzes teilweise verdndert, wobel stirkere Normabweichungen im Pra-
natal-Stadium sich postnatal verringern.

Untersuchungsgut

Fall 1

A.F., 4% Jahre altes Madchen. Hinsichtlich des klinischen Verlaufs und der biochemischen wie
neuropathologischen Befunde wird auf die Vorpublikation (Harzer et al. 1978) verwiesen.
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Fall 2

Fet F., ein Geschwister von A.F., starb durch Schwangerschaftsabbruch in der 20, Woche nach
prinataler positiver Diagnose (Harzer et al. 1978). Als Kontrolle wurde ein Fet aus der
22. Schwangerschaftswoche herangezogen, bei dem keine Stoffwechselkrankheiten vorlagen.

Fall 3
E.R., 8jahriger Junge.

Klinik. Keine Nervenkrankheiten in der Familie einschlieilich einer 3 Jahre dlteren Schwester
bekannt. Mit 8 Monaten wurde eine MilzvergroBerung festgestellt. Im Alter von 3 Jahren
begannen Gangstérungen, die sich bis zum Alter von 6 Jahren zu einer ausgepragten Rumpf-und
Gangataxie verstirkten. Dysdiadochokinese, Intentionstremor, Reflexsteigerungen mit Pyra-
midenbahnzeichen, eine leichte beidseitige Ptosis sowie erschwerte Folgebewegungen der Augen
besonders beim Blick nach oben (supranucledre Ophthalmoplegie) waren zu diesem Zeitpunkt
bereits zu verzeichnen, Es bestand eine Dysarthrie. Am Augenhintergrund keine Besonder-
heiten. Bei der Knochenmarkspunktion (,Schaumzellen®) und einer Leberpunktion ergaben sich
Hinweise auf eine Speicherkrankheit. Die neurologische Symptomatologie und die intellektuelle
Retardierung schritten in den letzten zwei Lebensjahren rasch voran (Prof. Hanefeld, Berlin).

Neuropathologie. Makroskopisch unauffalliges Gehirn. Mikroskopisch ausgeprigte Blahung des
Nervenzell-Cytoplasmas im Bereich der gesamten GroBhirnrinde, an den groien Nervenzellen
des Neostriatums, im Pallidum, Thalamus, Hypothalamus, besonders stark ausgeprégt in der
Substantia nigra, den Hirnnervenkerngebieten und den Nervenzellen der Vorderhorner des
Riickenmarkes. Geringe Lichtung des Purkinjezellbestandes. Deutlichere Kérnerzellatrophie,
vor allem im Wurmbereich. Neben den Speicherungsvorgédngen fand sich vor allem im Bereich der
motorischen Hirnnervenkerngebiete, in der unteren Olive, aber auch in den Tractus spino-
cerebellares, in den noch von Oligodendroglia versorgten proximalen Anteilen der Hirnnerven
sowie in den Kleinhirnschenkeln eine neuroaxonale Dystrophie. Neben Axonspheroiden mit
zentraler grob granuldrer Struktur (Abb. 1a) fanden sich Torpedobildungen und Axonschollen
(Abb. 1b). Wiederholt bestehen derartige Auftreibungen offenbar praesynaptisch in unmittel-
barer Nidhe von Nervenzellen (Abb. 2). Mit Ausnahme leicht entmarkter Kleinhirnmarkzungen
zeigte die weille Substanz keine Entmarkungsvorginge. Das Speichermaterial war am paraffin-
eingebetteten Gewebe nur sehr schwach PAS-positiv, im Gegensatz zu den etwas stirker positiv
reagierenden Makrophagen.

Biochemische Methodik

Aus dem wenige Stunden nach Abruptio graviditatis oder maximal 16 h post mortem auf —30°C
gebrachten Hirngewebe wurden wisserige Homogenate hergestellt (fetales Hirn 10%ig, sonst
2%ig, jeweils bezogen auf Feuchtgewicht) und die SMA wie folgt gemessen: Radioaktives
Sphingomyelin (Cholin-“C; NEN, Dreieich/Frankfurt-Main, Nr. NEC 663) wurde mit nicht
markiertem Sphingomyelin auf eine spezifische Radioaktivitidt von 40000 cpm/nMol gebracht.
10nMol dieses Substrats waren zusammen mit 450 pg Natriumcholat (Sigma, Taufkirchen/
Miinchen, Nr. P-1254) in 0,2 ml Chloroform/Methanol (2+ 1 Volumenteile) gel6st und wurden
im Reaktionsgefif} eingetrocknet. Sodann Wiederauflésen des Riickstands in 150 wl Hirnhomo-
genat und 100l 0,5M Natriumacetat-Puffer mit den in Abb.4 angegebenen pH-Werten;
Inkubation bei 37° Cfiir 4h. Nach Ausfillen mit Trichloressigsdure und Zentrifugieren (Harzer et
al. 1977) befand sich das enzymatisch freigesetzte Phosphorylcholin im Uberstand, seine
Radioaktivitat wurde im Scintillationszédhler gemessen.

Die Bestimmung der Glucocerebrosidase-Aktivitdt erfolgte nach Harzer (1980).

Die isoelektrische Fokussierung der Sphingomyelinase sowie die Reinigung der verwendeten
Enzymfraktionen aus Gehirn entsprachen frither beschriebenen Methoden (Harzer et al. 1977;
Miiller and Harzer 1980). Die SMA in Abb. 3 wurde bei pH 5,0 und in Gegenwart von rohem
Natriumtaurocholat gemessen und gegen die isoelektrischen pH-Werte der einzelnen Fraktionen
aufgetragen. Die unten nur kurz erwiahnten Verdnderungen des Lipidmusters in der Milz wurden
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Abb.1a und b. Neuroaxonale Dystrophien im Tegmentumbereich. a Zentral granuldr umge-
wandelte Axonkugeln. VergroBerung 1:875. HE. b Axon-Torpedos und Spheroide. 1:350.
Bodian
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Abb. 2. Lipidspeichernde Nervenzellen mit starker Cytoplasma-Bldhung. Prisynaptische Axon-
schwellung in unmittelbarem Kontakt mit einer Nervenzelle. 1:350. HE
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Abb. 3. Profil der Sphingomyelinase-Aktivitit nach isoelektrischer Focussierung von aus Hirn-
gewebe teilgereinigtem Enzym eines Kontrollfalles (2 Jahre alt, o 1) und eines Falles mit
Morbus Niemann-Pick Typ C (A.F., 4% Jahre alt, 0------- 0); jeweils 1 mg Protein

durch diinnschichtchromatographisch-densitometrische Lipidanalyse erhalten (Harzer et al.
1968).

Ergebnisse der biochemischen Untersuchungen

Die teils frither beschriebenen (Harzer et al. 1978), diagnostisch relevanten bio-
chemischen Befunde bei 3 Fillen mit NPC waren im wesentlichen:

a) Fall 2 (Fet F.). Sphingomyelin-Gehalt in der Leber auf das Doppelte erhoht,
SMA (pH 5,5) in Leber auf 45% der Norm erniedrigt.

b) Fille 1 und 3 (A.F. und E.R.). Die Spiegel von Sphingomyelin und Gluco-
cerebrosid waren in der Milz auf das 5- bis 6fache erhoht, auch der Gehalt an
Lysobisphosphatid-Siure und freiem Cholesterin war deutlich gesteigert. Die
Werte der SMA in Leber- (Methode wie fiir Hirn) und Hirngewebe lagen im
Normbereich.

Die Abb. 3 zeigt das Profil der aus Hirngewebe vorgereinigten SMA, wie es sich
nach isoclektrischer Focussierung (Auftrennung im pH-Gradienten) im Fall A.F.
darstellte. Es weicht kaum vom Profil des Kontrolifalls ab.

Das Ziel dieser Studie war vor allem, Abweichungen der pH-Abhingigkeit der
SMA aus Gehirngewebe bei NPC von den Befunden bei Kontrollfillen zu zeigen
(Abb. 4). Bei dem prinatalen Fall, Fet F., traten die Verinderungen besonders
hervor. In der Gegend um pHS5 war im Profil des pathologischen Feten eine
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Abb. 4. Profile der pH-Abhingigkeit der Sphingomyelinase-Aktivitit in Hirnhomogenaten im
prid- und postnatalen Stadium. m m, Kontrollfet (22 Wochen alt); e---—--e, Fet F. (20
Wochen alt) mit Morbus Niemann-Pick, Typ C. o 0, Kontrollfall (9 Jahre alt); A-——-- A,
Fall A.F. (41/2 Jahre alt, Schwester vom Fet F.) und o-—-----0, Fall E.K. (8 Jahre alt), beide mit
Morbus Niemann-Pick Typ C

signifikant reduzierte saure SMA, in der Gegend um pH 7 jedoch eine normale
Aktivitit der neutralen SMA erkennbar. Die postnatalen Fille A.F. (Schwester
von Fet F.) und E.R. zeigten solche Verdnderungen des SMA-Profils nicht bzw.
noch andeutungsweise. Man kann also von einer Riicklaufigkeit dieser bio-
chemischen Abweichungen bei NPC wihrend der Ontogenese sprechen.
Ahnliche Verminderungen wie bei SMA lieen sich auch bei der Aktivitit eines
anderen Enzyms, der Glucocerebrosidase (,,Gaucher-Enzym®), fiir den NPC im
pranatalen Stadium nachweisen. Abbildung 5 zeigt, dal} beim Feten F. die Gluco-
cerebrosidase in ihrer Aktivitdt wesentlich niedriger lag als beim Kontrollifeten.

Diskussion

Besonderheiten der Sphingomyelinase (SMA) wurden bei NPC von mehreren
Autoren erwédhnt (Callahan et al. 1975; Besley 1977, Harzer et al. 1978).
Christomanou (1980) beschrieb den Defekt eines Aktivators der SMA und beriick-
sichtigt damit neben dem Enzym und seinem Substrat noch Kofaktoren des
enzymatischen Lipidabbaus bei NPC. Eine Bestitigung dieses Konzepts wire
wichtig.
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Abb. 5. Profile der pH-Abhingigkeit der Glucocerebrosidase-Aktivitdt in Hirnhomogenaten im
pri- und postnatalen Stadium. Spezifizierung der Kurven wie in Abb. 4. Das pathologische Profil
des prinatalen Stadiums von Morbus Niemann-Pick Typ C zeigt einen Aktivitdtsmangel iiber
den ganzen Bereich, der in der Gegend von pHS5 besonders deutlich ist. Als Substrat diente
0,05nM Tritium-Glucocerebrosid; Natriumcholat- und Puffer-Konzentrationen wie bei Sphingo-
myelinase

Wahrscheinlich entspricht keine dieser Anomalien direkt einem genetischen
Defekt. In unserer Studie erweckt der Mangel an SMA bei dem Feten F. (Abb. 4,
Gegend von pH 5) am ehesten den Eindruck eines echten Defekts. Da dieses Defizit
an Enzymaktivitat wihrend der Ontogenese offenbar riicklaufigist (s. Ergebnisse),
zumindest soweit es in vitro studierbar ist, diirfte auch dieser Eindruck tduschen.

Bei NPC ist im Gehirn biochemisch keine Speicherung von Sphingomyelin,
also dem ,Niemann-Pick-Lipid“, jedoch morphologisch eine starke lysosomale
Speicherung nachweisbar. Die Verdnderungen der SMA scheinen also ein beglei-
tender Effekt bei einer noch unbekannten lysosomalen Stérung zu sein. Neben der
Sphingomyelinase zeigt die Glucocerebrosidase bei NPC dhnliche Verdnderungen
(Abb.5), was ebenfalls fiir die nicht primédre Natur der SMA-Befunde spricht.

Folgende Erklirungsmdglichkeiten der im prénatalen Stadium des NPC
deutlichen Erniedrigung der SMA und Glucocerebrosidase-Aktivitidt sind zu
diskutieren:

1. Die Erniedrigung ist Folge der lysosomalen Lipidspeicherung, welche die
Lysosomen so verdndert hat, daf in vitro der Zugang zu den Enzymen erschwert
ist. In diesem Fall miifite aber die Erniedrigung der Aktivitit postnatal und nicht
prinatal (Abb.4,5) am stidrksten sein, weil prinatal erst sehr wenig lysosomale
Speicherung vorhanden ist.

2. Die Erniedrigung ist Folge des genetischen Defekts eines Aktivators bzw.
Kofaktors der Sphingomyelinase (vgl. oben). In diesem Fall wiirde sich die
Erniedrigung der SMA postnatal kaum weitgehend normalisieren kénnen (Abb. 4;
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auch die Erniedrigung der Glucocerebrosidase-Aktivitit ist postnatal riickldufig,
Abb. 5), da der Defekt ja fortbestiinde.

3. Bei der Erkrankung gelangen die betroffenen Enzyme (Sphingomyelinase,
Glucocerebrosidase und evtl. weitere) nicht oder unvollstindig an den Ort ihrer
Bestimmung, das Lysosom. Auf dem Weg dorthin bleiben sie liegen und ihre
weitere Biosynthese ist zunéchst gestoppt (niedrige Enzymspiegel im prinatalen
Stadium, Abb.4,5). Nimmt der Enzymbedarf durch wachsende katabolische
Aufgaben (postnatales Stadium) zu, so wird trotz gestorten Enzymtransports mehr
Enzym gebildet (fast normale, postnatale Enzymwerte in Abb.4,5), aber der
Mangel am Zielort Lysosom besteht weiter, es kommt zur lysosomalen Substrat-
speicherung. Die bei NPC beobachtete, deutlich gestdrte Extrahierbarkeit der
Sphingomyelinase (Harzer et al. 1978) kdnnte ein Zeichen dafiir sein, dah hier das
Enzym nicht aus dem im allgemeinen leicht extrahierbaren Lysosom, sondern aus
anderen subcelluldren Strukturen extrahiert werden muf}, kénnte also auf falsche
Lokalisation hindeuten. Studien zur subcelluliren Lokalisation der Sphingo-
myelinase bei NPC sind geplant.

Insgesamt bleibt die biochemische Ursache bei NPC vorldufig unklar und daher
die Beschreibung sdmtlicher feststellbarer biochemischer Verinderungen, seien sie
auch kausal betrachtet sekundir, aktuell.
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