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Aus dem Pathologischen Institut der Medizinischen Akademie Magdeburg (Gustav-Ricker-
Krankenhaus), Neuropathologische Abteilung (Direktor: Prof. Dr. med. habil. H. EsspacH)

Histochemische und biochemische Untersuchungen
beim Gargoylismus (Pfaundler-Hurler-Syndrom)

Von
RALF SCHNABEL

Mit 8 Textabbildungen
( Eingegangen am 10. April 1961)

A. Einleitung

Die vermutlich auf einer genbedingten Enzymopathie beruhende generalisierte
Thesauropathie bildet ein wesentliches Merkmal des Gargoylismus (Pfaundler-
Hurler-Syndrom, Dysostosis multiplex, dysostotische Idiotie). Uber die chemische
Natur der gespeicherten Stoffe herrschten die verschiedensten Meinungen [vgl.
die monographischen Darstellungen von Lixpsay u. Mitarb., HENDERsSON u.
Mitarb., HALLERVORDEN, SCHETTLER, DIEZEL (3), PETERS und Hre~z (2)]. Aus
der Vielzahl von Substanzen, unter denen Glykogen, Mucopolysaccharide,
heparinidhnliche Polysaccharide, Muco- und Glykoproteide, Glykolipoproteide,
Phosphatide, Cerebroside, Ganglioside und andere Glykolipide genannt wurden,
schélten sich jedoch in jingerer Zeit zwei bedeutsame Befundgruppen heraus,
die namentlich auf die Forschungsergebnisse von KLENEK (2) und BrRANTE (2, 3, 4)
zuriickgehen. HEs handelt sich einmal um die Gangliosidvermehrung der Hirn-
grisea und zum anderen um die in mehreren Organen nachgewiesene Stapelung
von teils leicht loslichen Stoffen der Mucopolysaccharid-Klasse. Trotz der zahl-
reichen meist kasuistischen Mitteilungen befinden sich noch viele Fragen im
FluB. Sie betreffen die Zusammensetzung der Speichergemische in den ver-
schiedenen Zell- und Organtypen, die von Fall zu Fall variierenden qualitativen
Verhéaltnisse, die Mucopolysaccharid-Anreicherung in den Organparenchymen,
das morphologische Substrat der Hypermucopolysaccharidurie, die Beziehungen
zwischen den intra- und extracelluliren Speichersubstanzen des Bindegewebes,
die hypothetische Enzymopathie, die verschiedenen Erbmodi u.a. m. — Die
vorliegende autoptische Beobachtung umfallt biochemische und ausgedehnte
histochemische Untersuchungen.

B. Eigene Beobachtung

I. Krankengeschichte (sehr gekirnt)!

Normale Geburt am 21. 7. 55, seit dem 2. Lebenshalbjahr dick und schwerfillig, stark
verzogerte motorische und geistige Entwicklung, Sitzen mit 9 Monaten, Laufen am Ende
des 2. Lebensjahres, spricht mit 3 Jahren nur einzelne Worter, Neigung zu Nasen-Rachen-
infekten. — Gut entwickelte normotone Muskulatur, keine Paresen, Reflexe normal, unvoll-
stéindige Streckbarkeit der Gelenke, lautes Systolikum (PM an der Herzspitze), keine Aldersche

1 Besonderen Dank schulde ich Herrn Prof. Dr. med. habil. K. NissLEr, Direktor der
Kinderklinik der Medizinischen Akademie Magdeburg, fiir die freundliche Erlaubnis, die
Krankengeschichte auswerten zu diirfen.
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Granulationsanomalie, keine Hornhauttriitbung (Spaltlampen-Untersuchung!). Roéntgeno-
logisch: Kleine Femurkopfepiphysen, mehrere kalkdichte Wachstumslinien an den Meta-
physen der langen Réhrenknochen. Zuckerhutférmige Mittel- und Endphalangen, lumbale
Kyphose bei Verschmilerung und angelhakenartiger Deformierung des 2. Lendenwirbel-
koérpers. Handwurzelkerne altersgerecht entwickelt. — Im November 1958 begonnene, etwa
12monatige Prednison-Behandlung (Anfangsdosis 40 mg/die, Erhaltungsdosis 7,5 mg/die)
ohne sinnfillige Verbesserung der geistigen Leistungen oder Riickbildung der Hepato-Spleno-
megalie. Exitus am 27. 1. 60 an Bronchopneumonie. Klinische Diagnose: Pfaundler- Hurler-
sche Erkrankung, Vitium cordis congenitum.

11. Sektionsbefund (G 39/60 v. 28. 1. 60)

Leiche eines 4%/,jihrigen Knaben. Gewicht 23 kg; Alterssoll 17,4 kg. Pfaundler-Hurler-
sche Erkrankung: Kleinwuchs (Kérperlinge 96 cm; Alterssoll 106,7 cm)?, Makrodolicho-
kephalie (Kopfumfang 51 cm), vorspringende Stirnhocker, Wasserspeiergesicht, leichter Epi-
canthus, anomal modellierte Ohrmuscheln, Wulstlippen, Makroglossie, Rectusdiastase,
walnuBgroBe Nabelhernie, persistierender Processus vaginalis peritonei beiderseits, Hydrocele
testis rechts. Hypoplasie des 2. und 5. Lendenwirbels mit Kyphose, Hypoplasie der Femur-
kopfepiphysen, Coxa valga beiderseits, Tatzenhinde, Tatzenfiife. Hepatomegalie (1170 g;
Soll 650 g), Splenomegalie (200 g; Soll 50 g), Nephromegalie (160 g; Sol1 100 g), Kardiomegalie
(190 g; Soll 78 g), keine Hyperplasie der Lymphknoten. Endokardfibroelastose des linken
Vorhofes, nodulire Sklerose der Valvula mitralis. Keine Hornhauttritbung. Makrencephalie,
sulzig-fibrose Verdickung der Leptomeninx cerebralis, namentlich iiber der Hirnkonvexitit
und den Frontalpolen, je ein linsgroBer verbreiterter perivasculdrer Adventitialraum (,,Cyste®)
in der linken Balkenhilfte und subependymal am rechten Caudatuskopf. Cerebellarer Druck-
konus 1. Grades. Adipositas (Gesicht, Stamm), Hypertrichose, hochgradige symmetrische
Atrophie der Nebennierenrinde (Zustand nach langdauernder Prednison-Medikation).

Eitrige Bronchitis und Bronchiolitis mit eitrigen peribronchuliren Herdpneumonien,
rechts stirker als links. Multiple Randatelektasen, Emphysema acutum pulmonum. Katarrha-
lische Urocystitis. Kriftig entwickelte Muskulatur.

1I1. Biochemische Untersuchung

1. Neuraminsiuregehalt der GroBhirnrinde. Die Bestimmung wurde im Phy-
siologisch-Chemischen Institut der Universitat Kéln (Prof. Dr. Dr. h. ¢. E. KLENK)?
durch Herrn Dr. U. LiEpTKE vorgenommen. Das Rindengrau enthilt danach
0,13% (normal um 0,1 %) Neuraminsdure bezogen auf Trockengewicht, was einer
leichten Gangliosidvermehrung entspricht.

2, Toluidinblau-Probe der Konservierungsiliissigkeit. Je 2 cm?® einer 0,1 %igen wifirigen
Toluidinblaulésung wurden mit je 3 Tropfen der Konservierungsfliissigkeit (wilriges Formol)
des Gargoylismus-Falles, mehrerer Vergleichsfille und einer ungebrauchten Formollésung
beschickt. Nur bei dem Gargoylismus-Fall trat ein lebhafter metachromatischer Farb-
umschlag nach violett auf. Die chromotrope Substanz war in Formol bzw. Wasser leicht
loslich, aber unloslich in Athanol. Im Hinblick auf die Ergebnisse von BraNTE (3, 4) und
UzmaN méchten wir auf das Vorkommen makromolekularer Stoffe vom Typ saurer Mucopoly-
saccharide schlieBen, die wihrend der langdauernden wiBrigen Fixierung aus den Organen
extrahiert worden sind 3. Diese einfache Probe, bei der man gegebenenfalls die Konzentrationen
der Farbstoff- und Testlosungen variieren miiBte, ist als Suchreaktion brauchbar [vgl. auch
BraxTE (4)].

1 NormalmaBe nach STUART u. STEVENSON (bei FANCONT u. PRADER).

2 Herrn Prof. Dr. Dr. h. ¢. E. KLexk danke ich sehr fiir die Uberlassung der Befunde.

3 Inzwischen teilte mir auch Herr Dr. U. LiepTkE (Physiologisch-Chemisches Institut der
Universitiat Koln) mit, daB aus 250 ml des fiir die Konservierung benutzten Formalins 1,07 g
eines Rohmucopolysaccharids mit einem Hexosamingehalt von fast 8% gewonnen werden
konnte.
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1V. Histotopochemische
und  histomorphologische
Untersuchung

1. Technik. Fixierung:
Sédmtliche Organe in Neu-
tralformalin,auferdemTeile
der Leber, Milz, Niere, Ske-
letmuskulatur, des Herz-
muskels und Mesenterial-
lymphknotens in 96 %igem
Athanol, Gefrier-, Gelatine-,
Paraffin- und Celloidin-
schnitte.

Die technischen Einzel-
heiten sind, soweit im Text
nicht anders vermerkt, bei

Lipp, Diezer (3) wund  Abb.1. Lendenmark. Intensive Speicherung in den motorischen Vor-
PEARSE (2) ersichtlich. In derhornzellen mit gelegentlichem Befall der proximalen Dendriten-
abschnitte (rechter oberer Bildquadrant). Gliazellen unbeteiligt.

Formalin, Paraffinschnitt, Xliiver-Barrera-XKecrnechtrot,
Vergr. 100fach

Abénderung des vonPEARSE
(2) angegebenen Verfahrens
zur Bestimmung des iso-
elektrischen Punktes (,,methylene blue
extinction) von Gewebsstrukturen hat
sich uns bei Gefrierschnitten folgende Me-
thodik bewéhrt: 1. Schnitte 15min lang
in 2mal gewechseltes Aqua dest. bringen.
2. Farben mit gepufferten Methylenblau-
I6sungen von verschiedenem py-Wert,
10 min. 3. Spiilen in Pufferlésungen von
gleichem pg-Wert, 1min. 4. Fixierung
in 5%iger Ammoniummolybdat-Losung,
10 min. 5. Kurz abspiilen in Aqua dest.
6. EinschluB in Sorbitsyrup (Karion
Merck). — Fiir die Ribonucleaseversuche
beniitzten wir ein nach den Angaben von
BracHET (s. LtpP) aus lebensfrischen Rin-
derpancreata hergestelltes Priparat, dessen
Aktivitdt an den Nissl-Schollen von motori-
schen Vorderhornzellen getestet wurde. —
Die histotopochemische Bestimmung des
freien und veresterten Cholesterins wurde
nach einem eigenenVerfahren durchgefiihrt,
welches sich auf der Schultzschen Oxy-
Cholesterin-Reaktion und der Digitonin-
fallung aufbaut.Vergleichende quantitativ-
chemische und histotopochemische Unter-
suchungen haben uns gezeigt, daB bei der
Methode von FErcIx ein grofler Teil an
freiem Cholesterin verlorengeht, weil die
geforderte Stabilitdt des Cholesterin-Digi-
tonids nach der Ather-Alkohol-Extraktion
unter den histochemischen Arbeitsbedin-
gungen nicht gewihrleistet ist.

L 4 Kootk G A
Abb. 2. Kleinkirnrinde. Selektive Thesauropathie
der Purkinje-Zellen (@), Golgischen Nervenzellen
des Stratum granulosum (b), Purkinjezell-Dendriten
(¢) und Gliazellen des Stratum moleculare (d).
Kleine Kdrnerzellen unbeteiligt. Formalin, Paraffin-

schnitt, Kliver-Barrera-Kernechtrot, Vergr. 100fach

el

2. Betunde. Nervensystem. Generalisierte, innerhalb der einzelnen Regionen und Zellarten
jedoch unterschiedliche Speicherung der Parenchymzellen des zentralen und peripheren
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Tetrazoniumreaktion (PEARSE)

Bial-Reaktion

Virchows Arc

Ninhydrin-Schiff-Reaktion .

Millonsche Reaktion .
Xanthoproteinreaktion .

Barrnett-Seligman (Sulfhy.dr‘yl-. und Disultid-

=

gruppen) . . . . . . . .. o. .o
Heidenhain-Woelcke (Markscheiden) .

Feulgen-Reaktion?
(z.B. 8/-+/++) wiedergegeben. (Zwischenwerte sind damit nicht gemeint.)

Ribonuclease® (gep. Metl:lyieribl'zm‘fii'bl.ln.g)

. path. Anat., Bd. 334

5 Lipide teils schwarzblau, teils tiefschwarz geférbt.

8 Reaktionsausfall bezieht sich nur auf die Speichersubstanz.

4 Plasma und Kerne positiv.

3 Glykogen unberiicksichtigt.

2 M Metachromasie.

7 Perivasculire Koérnchenzellen: 4.

8 perivagculdre Kornchenzellen: 4 -.

Nervensystems einschlieBlich der vegetativen
Ganglien (G- coeliacum, Pl. submucosus Meiliner,
Pl. myentericus Auerbach, Pl prostaticus). Be-
sonders sind die cerebrospinalen Ganglien (groBe
pseudounipolare Zellen), das Parenchym des
Riickenmarkgraus, die Ursprungs- und Terminal-
kerne des Hirnstammes, die Purkinje-, Stern-
zellen und Golgischen Nervenzellen der Kleinhirn-
rinde, der Nucleus dentatus, die hypothalamischen
Kerne, der Thalamus, das Pallidum, das Neostria-
tam (grofle Striatumzellen) und vor allem der
GroBhirncortex betroffen. Folgende Regionen
bzw. Zelltypen nur gering oder nicht beteiligt:
kleine dunkle Zellen der cerebrospinalen Ganglien,
Nucleus olivae, Kérnerzellen der Kleinhirnrinde,
Briickenfulkerne, Nucleus ruber, Fascia dentata
der Hippocampusformation, Epiphyse, Ventrikel-
ependym und Plexusepithel. In unserem Falle
sind nur wenige und ausschlieBlich in der Grisea
liegende Gliazellen mit Speichermaterial an-
gefiillt. Die Molekularschicht der Kleinhirnrinde
und die GroBhirnrinde besitzen einige mit feinen
Granula beladene Astrocyten und Oligodendro-
cyten, wihrend die Mikroglia nicht hervortritt.
Gleazellen der Marksubstanz ginzlich frei. Gestalt-
wandel der speichernden Nervenzelle: blasige Auf-
treibung des Cytoplasmaleibes, exzentrische Ver-
lagerung des Kernes, Nissl-Substanz auf die Zell-
peripherie und die perinucleiiren Abschnitte
beschrankt, randstédndige Verdringung der Neu-
rofibrillen, Zellfortsitze mit Ausnahme der Pur-
kinjezell-Dendriten nur selten befallen (Abb. 1).
Letztere zeigen kugel- und wurstformige Auftrei-
bungen (,,Lipidsdcke®) bis zu 80 # Durchmesser
(Abb. 2). Speicherprozel in Form feiner rund-
licher Granula (0,51 y), die mitunter ein helleres
Zentrum von einer dunkleren Schale unterschei-
den lassen (Abb. 3). Diese Speichergranula in den
Nervenzellen (Tabelle 1) und in den wenigen be-
teiligten Gliazellen enthalten vorwiegend ein an
Protein gebundenes saures (isoelektrischer Punkt
pr 1,8—2,2) chromotropes Sudanschwarz- und
stark PJS-positives Bial-negatives! Glykolipid,
welches mit Sudan IIT oder Bleu (BZL) kaum
tingiert wird. Bei manchen Imprignationsver-
fahren, wie der Bindegewebsversilberung nach
PrrDRrAU, sind die Kérnchen geschwirzt. Freies
Cholesterin in den Nervenzellen nachweisbar.
Die mittelstarke positive CP-Reaktion nach
Dirzer (3) deutet auf cholinphosphorsidure-
haltige Lipide hin. Kein Anhaltspunkt fir die
Stapelung von Glykogen, Triglyceriden, Nuclein-
siuren und selbstindigen Mucopolysacchariden.

i Herrn Priv.-Doz. Dr. med. P. B. Diezzr (Hei-
delberg) danke ich an dieser Stelle besonders fiir
die Nachpriifung und Bestédtigung dieses wich-
tigen Befundes.

27
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Eine brillante Darstellung der Speichergranula erzielt man selbst am Paraffin- und
Celloidinschnitt mit der CP-Reaktion nach KLUVER-BARRERA [s. PEARSE (1, 2)] und der
Markscheidenmethode nach HeipENHAIN-WOELCKE, welche wohl in erster Linie Proteide .
bzw. Lipoprotein-Komplexe zur Darstellung bringen. Die schwach positive Tetrazonium-,
Millon- und Xanthoproteinreaktion deuten auf aromatische Aminosduren in der Protein-
komponente hin, wihrend das Barrnett-Seligmansche Verfahren (Disulfid-, Sulthydryl-
gruppen) nur eine angedeutete Farbentwicklung erkennen ld(t. Das Speichermaterial ist
isotrop. Auch zeigen die mit Sudanschwarz geféirbten Granula im polarisierten Licht nicht
den von D1ezEL (3) erstmals beschriebenen Dichroismus nach Rot, der auf Glycerinphospha-
tide hinweisen kann. Allerdings sei hier zur Methode einschrankend gesagt, dafl wir héufiger
an isoliert liegenden Sudanschwarz-gefirbten Markfasern (z. B. Radidr- und Supraradiér-
geflecht des normalen Cortex) diesen Farbwechsel im polarisierten Licht vermift haben. Ver-

GG
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-

Abb. 3. Lendenmark. Ausschnitt aus dem Nucleus dorsalis (CLARKE). Intracytoplasmatische Speicherung
in feingranulidrer Form. Formalin, Paraffinschnitt, Heidenhain-Woelcke-Kernechtrot, Vergr. 400fach

mutlich sind hier physikalische Ursachen verantwortlich; denn das Fehlen der Glycerin-
phosphatid-Fraktion in den feinkalibrigen normalen Markscheiden besitzt wenig Wahrschein-
lichkeit. Bei den Extraktionsversuchen (Tabelle 2) wird die Speichersubstanz durch Wasser,
wiBriges Formol, kalte 1 n-Salzsiiure, 0,1 n-Kalilauge, Aceton und Ather nicht oder nur
wenig angegriffen. Dagegen vermégen Athanol, Chloroform, Pyridin, Methanol-Chloroform-
gemisch und auch Bisessig sowie heifie 1 n-Salzséure das Glykolipid aus dem Glykolipoprotein-
Komplex abzutrennen. Allerdings gelingt dies selbst mit den heiBen Prozeduren nicht bei
allen Zellen gleichmiBig und vollstéindig, was zum Teil auf eine unterschiedlich feste Protein-
verankerung zuriickgefithrt werden kann. Nach den Extraktionen bleibt die Proteinkom-
ponente der Speichergranula in der Regel optisch nachweisbar. Bei der Kontrolle mit der
PJS-Technik sind die Kérnchen meist nicht, bei der Feyrterschen EinschluBmethode zart
blau-griin orthochromatisch gefarbt. Natiirlich besteht auch die Moglichkeit, dafl durch die
Fettextraktionsmittel und die heife Salzséureprozedur Protein- bzw. Lipoproteinteilchen
gelost werden. So lassen sich die Speichergranula am Paraffingchnitt nach dreistiindiger
Extraktion mit heiBem Methanol-Chloroformgemisch mit der Heidenhain-Woelcke-Methode
im Gegensatz zu den Markscheiden nicht mehr darstellen. — Die histochemischen Unter-
suchungen (Tabelle 1) und die Routinefirbungen einschlieBlich der groBen Celloidiniiber-
sichtsschnitte haben fiir eine Markscheidendystrophie keinen Anhalt erbracht. (Auf die nach
der wiBrigen Bromierung stark abfallende Perjodatreaktivitét der Myelinhiillen sei hier nicht
niher eingegangen.) Ausgenommen sind nur jene an die verbreiterten, perivasculdren Adven-
titialriume unmittelbar angrenzenden Markzonen, in denen ein Myelinscheiden- und Axon-
untergang stattfindet. Im abrigen erhilt man mit den Silberimprignationen (BopIaw) eine
normale Darstellung der Achsenzylinder. — In den perivasculdren Kérnchenzellen und Gefi(3-
wandhistiocyten des Marklagers herrschen nicht Glykolipide, sondern aus Triglyceriden,
sauren Fettstoffen, freiem und verestertem Cholesterin bestehende, CP-negative Lipid-
gemische vor.
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Tabelle 2. Exirakiionen an formolfixierten Gefrierschnitten

Gehirn Leber Milz Niero
Testfdrbungen: 5 ;
- <t Kupffer- : Reticulo- T/u_buh
muioni (|| Nogpere | Mok | e | ot | M0 | QRS
zellen zellen
Aceton . . . . . . . K? 0 + 0 0 a/+ +
H| £/+ -+ ] + + +/++
Ather K ¢ + 0 ] 0/ +
H + + 0 + + ++
Athanol abs. K - 4 + 4+ + 4+
H| +/++ ++ + +-+ +/++ ++
Chloroform . K + ++ + + 4 +
Hi +/++ ++ + ++ +/++ | +H++
Pyridin . . . . . K + -+ + 44 /44 + -+
HY +/++ +-+ + ++ +/++ ++
Methanol-Chloroform
@G:L. ... K + ++ + ++ + /4 ++
H} +/++ +- + ++ +/++ ++
Athanol, Aceton, Ather,
Pyridin, Methanol-
Chloroform (succe-
dan),208td . . . |H +/++
Eisessig . . . . . . K - -+ -4 + + 4+
H| +/++ ++ + ++ + ++
n-HCl . ... ... K 0 0 0 0 0/ 0
Hi +/++ + 8 3 0/ + 8
Wasser . . . . . .. H 0 0 0 0 0 {0

1 0 ungelost, + wenig gelost, -+ stirker gelost, +- vollstidndig geldst.
2 K Kalte Extraktion, 24 Std, 4°, H heife Extraktion, 6 Std, 609,
3 Schnitte zerstort.

Die fiir den Gargoylismus charakteristischen ,,cystisch'* verbreiterten Adventitialrdume
der Markgefidfle (Windungsmark, Balken, Hirnstamm) enthalten ein lockeres Geflecht feinster
Bindegewebsfasern. In den Fibrocyten, abgerundeten schaumszellartigen Histiocyten und
in der Grundsubstanz herrschen saure Mucopolysaccharide und Glykoproteide! vor, die auch
nach heifler Methanol-Chloroformextraktion eine positive Astrablaufirbung und Toluidinblau-
Metachromasie geben. Leider stand uns hier nur formol- und kein #thanolfixiertes Material
zur Verfiigung. Da besonders die ungeformte Intercellularsubstanz und viele Histiocyten
optisch leer erscheinen und zudem bei den Fettfdrbemethoden negativ sind, mufl angenommen
werden, daB sich ein Teil der leicht wasser- bzw. formolloslichen Stoffe (wahrscheinlich Muco-
polysaccharide) dem Nachweis entzogen hat. Ahnliche Verhiltnisse begegnen uns am Plexus
chorioideus und an der sulzig-fibros veréinderten cerebralen Leptomeninx. Dag Plexusstroma
enthilt kleinste umschriebene Herde mit erhoht metachromatisch anfirbbarer Intercellular-
substanz und reichlichen, durchweg lipidfieien Schaumzellen (Abb. 4 und 5). In der Lepto-
meninx treten neben den noch nachweisbaren sauren Mucopolysaccharidstoffen, Glykopro-
teiden und Glykolipoprotein-Komplexen auch diffuse oder gruppierte mit Neutralfetten

1 Eine zuverlassige histochemische Differenzierung zwischen Mucoproteiden und Glyko-
proteiden, die gemi 3 der Definition von K. MEVER durch ihren prozentualen Gehalt an Amino-
hexosen unterschieden werden, ist nicht méglich [HALE, PEARSE (2)]. In dieser Arbeit wird
die Bezeichnung ,,Glykoproteid“ gleichbedeutend mit ,,Carbohydrat-Protein-Komplex’
gebraucht. Vergleiche auch den jiingst erschienenen Aufsatz von JEANLOZ zur Nomen-
klaturfrage der Mucopolysaccharide.

27*
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beladene Koérnchenzellen auf. Die Schidigung des Fasciculus opticus (Abb. 6) kann den
perivasculidren Fibrosen im Hirnmark an die Seite gestellt werden. Man trifft eine Wucherung
der bindegewebigen Septen, gebldhte Fibrocytenformen und Schaumszellen. Die Opticus-
faserbiindel sind auseinandergewichen und zeigen an den Kontaktflichen wiederum diskrete
Entmarkungsvorginge. — In den Schwannschen Zellen der markhaltigen Nervenfasern

Abb, 4. Plexus chorioideus. Scharf begrenzter, faserarmer Stromaherd mit zahlreichen Schaumzellen
und Ubergangsformen zwischen Fibrocyten und Schaumzellen. Formalin, Celloidinschnitt, HE,
Vergr. 100fach

- ] -
Abh. 5. Plexus chorioideus. Proliferation lipidfreier Schaumzellen und &demartige Auflockerung
des Plexusstromas. Formalin, Paraffinschnitt, Azan, Vergr. 400fach

(N. hypoglossus, Spinalwurzeln) sind die aus cerebrosidartigen sauren Glykolipiden (NoBACK,
ScENABEL u. SIr) aufgebauten Reichschen z-Granula in einer der Altersnorm entsprechenden
Menge nachweisbar. Leber: Vermehrung des periportalen Bindegewebes mit unvollstindigem
pseudolobuléirem Umbau. In den Kupfferschen Sternzellen fast ausschlieilich (Tabelle 1)
ein stark metachromatisches, relativ schwer extrahierbares (Tabelle 2), gegen Testis-Hyaluro-
nidase resistentes, Bial-negatives, saures Glykolipid, welches nach lingerer Formalinkonser-
vierung in negativ doppeltbrechenden Nadelbiischeln auskristailisierte. Gegen das Vorliegen
von Fettsduren sprechen hier die Lésungsverhdltnisse. Das Parenchym (Tabelle 1) speichert
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ebenfalls dieses Glykolipid. AuBerdem in diffuser Verteilung mittel- bis grobtropfige Neutral-
fette und in den zentralen Léppchenzonen Glykogen (Plasma- und Kernglykogen). Kein
sicherer Nachweis von Mucopolysacchariden im Leberparenchym (dthanolfixiertes Material).
Milz: Die proliferierten Reticulohistiocyten (Schaumzellen) der roten Pulpa stapeln vor-
wiegend ein relativ leicht mit Fettiosungsmitteln extrahierbares (Tabelle 2) Bial-negatives,

Abb. 6. Fasciculus oplicus, Lingsschnitt. Verbreiterung der bindegewecbigen Septen mit Dissoziation
der Opticusfaserbiindel. Formalin, Paraffingschnitt, van Gieson, Vergr. 30fach

ot

v
-
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Abb. 7. Milz. Cholesterin-Ablagerung in den Reticulohistiocyten (Schaumzellen) der roten Pulpa.
Formalin, Gefrierschnitt, Schultzsche Reaktion, Vergr. 100fach

saures Glykolipid (Tabelle 1), Daneben reichlich freies Cholesterin (Abb. 7) und Triglyceride.
In den Schaumzellen und Sinusendothelien auch saure Mucopolysaccharide und PJS-positive
Glykoproteide einwandfrei nachweisbar. Niere: Ausgepridgte Speicherungsnephrose mit
elektivem Befall bestimmter Tubulusabschnitte. Henlesche Schleifen (diinne descendierende
Teile), Schaltstiicke und distale Sammelrohre besonders betroffen. Vorwiegende Ablagerung
eines mit Fettlosungsmitteln leicht extrahierbaren (Tabelle 2), aber gegeniiber Salzséiure und
Kalilauge resistenten, Bial-negativen, stark Perjodat-reaktiven, sauren Glykolipids mit
unterschiedlich fester Proteinbindung (Tabelle 1). Deutliche maximal bis 1 ¢ groBe Speicher-
granula. lhr Methylenblau-Bindungsvermdogen (isoelektrischer Punkt) in den diinnen Teilen
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der Henleschen Schleifen bei py unter 1,4, dann folgen die Schaltstiicke (pg 2,6—2,9) und
Sammelrohre (pm 3,2—4,1). Mucopolysaccharidspeicherung in den Tubuli und die von
KoavasHilin den ,,epithelial cells* der Glomerula beschriebenen Granula auch am &thanol-
fixierten Material und unter strenger Vermeidung von Wasserkontakt nicht nachweisbar. —
Einige intratubuldre PJS-positive, neutrale Glykoproteidzylinder. In den dimnen Teilen
der Henleschen Schleifen spérliche PJS-negative Lipopigmente von fahl gelblicher Eigen-
farbe, die mit essigsaurem Kresylviolett eine braune bis rotbraune Metachromasie geben.

Epiphysenknorpel (Femur)?: Histochemisch an der Grundsubstanz pathologische Verdn-
derungen nicht faBbar. Starke unspezifische Anfarbung des ,,Chondroproteids bei der CP-
Reaktion nach KLtvER-BARRERA. Die etwas vergroBerten Knorpelzellen enthalten keine
Glykolipide, sondern hauptsichlich Glykogen (relativ neutraler isoelektrischer Punkt,
Diastase-Labilitdt, stark positive Chromsiure- und Perjodat-Schiff-Reaktion, reversible

a b
Abb. 8a u. b. Noduldre Sklerose der Valvula mitralis. Unterschiedliches Verhalten der Schaumzellen
und Intercellularsubstanz (Grundsubstanz) nach Extraktion (24 Std, Zimmertemperatur) a mit Metha-
nol/Chloroform oder b 1 n-Salzsiure. In den Zellen vorherrschende Ablagerung von Glykolipiden,
in der Intercellularsubstanz von Mucopolysacchariden und Glykoproteid-Komplexen.
Formalin, Gefrierschnitte, wiBrige PJS-Technik. Vergr. 100fach

Acetylierbarkeit, vollige Resistenz gegen Fettlosungsmittel). Nicht pathologisch sind die
vereinzelten paranuclediren Neutralfetttropfchen (negative Cholesterin-, Perameisensidure-
Schiff- und CP-Reaktion) und ein geringer Gehalt an Mucopolysacchariden. Die innerhalb
der Knorpelgefifikanéle reichlich anzutreffenden Schaumzellen speichern neben Neutralfetten
hauptsichlich Glykoproteide und durch Testis-Hyaluronidase teilweise entfernbare saure
Mucopolysaccharide. Inden geblihten Bindegewebszellen des Perichondrium und der fibrésen
Gelenkkapsel Glykolipide mit teils positiver Bial-Reaktion (Ganglioside). Valoula mitralis:
Nodulare bis diffuse Sklerosierung des bindegewebigen Skelets. Diese Herde enthalten einer-
seits gebliéhte Fibrocyten und Histiocyten, andererseits eine faserreiche verdichtete Inter-
cellularsubstanz. In den Bindegewebszellen vorherrschend schwach saure, leicht meta-
chromatisch anfirbbare, teils Bial-positive Glykolipid-Granula (gangliosidhaltig), die sich
mit Methanol-Chloroform-Gemisch, nicht aber mit n-Salzsiure, Hyaluronidase oder Diastase
extrahieren lassen. Vergesellschaftung mit Neutralfetten sowie freiem und verestertem
Cholesterin, wihrend die cellulire Stapelung von Mucopolysaccharidstoffen zuricktritt.
In der Intercellularsubstanz dagegen Gemische von teilweise Hyaluronidase-labilen sauren
Mucopolysacchariden und stark PJS-positiven Glykoproteiden in verschiedenem Grade der
Polymerisation und Proteinbindung. Das unterschiedliche Verhalten der celluldren und inter-

1 Diese Alcianblue-positiven, nicht acetylierbaren(!) Granula werden trotz starker PJS-
Reaktion vom Autor als saure Mucopolysaccharide bezeichnet.

2 Die ausfiihrliche Tabelle iiber die histochemischen Reaktionen der mesenchymalen
Organe kann Interessenten zur Verfiigung gestellt werden.
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celluléren Speichersubstanzen kommt klar zum Ausdruck, wenn man die Wirkung der n-Salz-
sdure- und Methanol-Chloroform-Extraktion mit der PJS- oder kombinierten PJS-Astrablau-
Firbung iiberpriift (Abb. 8). Aorta: Exzentrische Intimahyperplasie der Pars abdominalis. —
Bindegewebige Zellformen der Intima und Media an der Speicherung beteiligt. Bei einigen
histochemischen Verfahren, welche die Gewebe stirker angreifen, Muskelzellen nicht mit
Sicherheit von den fibrocytédren Elementen der Media unterscheidbar. Im Zellapparat,
dhnlich wie bei der Atrioventricularklappe, ein in Methanol-Chloroform und Pyridin voll-
kommen losliches, teils Bial-positives Glykolipid, in den Intercellularsubstanzen reichlich
Hyaluronidase-labile saure Mucopolysaccharide. AuBerdem einige Lipidfleckchen der Intima,
deren Histiocyten Triglyceride, freies und verestertes Cholesterin enthalten. Knochen (Fe-
murt): Schonende Entkalkung nach ScHAPFER (Paraffin- und Gelatineeinbettung). An den
morphologisch unauffilligen Osteoblasten, Osteocyten und Osteoclasten weder mit der PJS-,
Feyrterschen EinschluB3- und Astrablaufirbung noch mit der Ceresrot- und Sudanschwarz-
Firbung eine Speicherung feststellbar. In den Osteocyten gelegentlich stark Perjodat-reaktive
Granula (normale Glykogenspuren). Skeletmuskulatur: Am SpeicherungsprozeB nicht be-
teiligt. Keine Faseratrophien. Spirlicher Glykogengehalt der Q-Streifen. Herzmuskulatur:
unbeteiligt. Keine nennenswerte Fettinfiltration oder Glykogenose.

Eine Reihe weiterer Organe, bei denen wir keine detaillierte histochemische Untersuchung
vorgenommen haben, ist ebenfalls in geringerem Grade an der Thesaurierung beteiligt. Die
makroskopisch nicht vergroferten Lymphknoten fallen durch eine miBige, vor allem an den
Intermedidrsinus hervortretende Proliferation von Schaumzellen auf, welche ein mit Sudan-
schwarz nicht tief-, sondern mehr blauschwarz angefirbtes Lipid enthalten. Dies trifft auch
fiir einzelne Reticulohistiocyten der Tonsilla palatina und des Knochenmarks sowie fiir die
sparlich auffindbaren intraalveoliren Schaumzellnester der Lunge zu. Das lockere Binde-
gewebe des Hodeninterstitium enthélt zahlreiche fettfreie Schaumzellen, deren Material sich
offenbar bereits bei der Fixierung mit wiBrigem Formalin gelost hat. Aus Mangel an geeignet
fixiertem Material konnte nicht festgestellt werden, welche Substanzen in den stark vacuoli-
sierten chromophoben Zellen der Adenohypophyse eingelagert sind. — In den Endstiicken
der Glandula parotis und submandibularis ungewéhnlich viele basophile Zymogenkérnchen.

C. Besprechung
1. Zur Topik des Speicherungsprozesses

An der generalisierten Thesauropathie unseres Falles sind die Derivate simt-
licher drei Keimbldtter beteiligt. Die Stoffstapelung vollzieht sich vorwiegend
intracytoplasmatisch, jedoch werden auch die Intercellularsubstanzen (Grund-
substanzen) der bindegewebigen Strukturen betroffen. Im Vordergrund stehen
die Parenchymzellen der schon makroskopisch weit iiber die Norm hinaus ver-
groBerten Organe wie Gehirn, Leber, Milz und Nieren. Das reticulohistiocytire
System ist ferner in der Leber (v. Kupffersche Sternzellen) und in den Lymph-
knoten, aber nur gering in den Tonsillen und im Knochenmark befallen. Abge-
sehen von den interstitiellen Bindegewebslagern der Parenchymorgane haben
wir eine intra- und extracellulire Speicherung auch an der cerebralen Lepto-
meninx, den verbreiterten Adventitialriumen der intracerebralen GefaBe, dem
Plexus chorioideus, dem Fasciculus opticus, der Aorta, dem Vorhofsendokard,
der Valvula mitralis, dem Perichondrium, den Gelenkkapseln und dem Hoden-
interstitium beobachtet. Die von uns nachgewiesene Opticusschadigung (Abb. 6)
hat auch DeLONG gesehen. Dagegen wird hier erstmalig, wie auch der zusammen-
fassenden Darstellung von PETERS zu entnehmen ist, eine Mitbeteiligung des
Stromas der Plexus chorioidei (Abb. 4 und 5) niher beschrieben.

Das intracelluldre Speichermaterial lagert sich hiufig (Nervenzellen, Nierentubuli, Binde-
gewebszellen) in feingranuldrer Form ab (Abb. 3). DirzeL (3) und KoBavasur haben die

! Die epi- und metaphyséren Ossifikationsstérungen sind nicht beriicksichtigt.
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Vermutung geduBert, daB die Speichergranula geschwollene Mitochondrien darstellen konnten.
Elektronenoptische Untersuchungen iiber diese, fiir die Thesauropathien grundsitzliche
Trage, liegen meines Wissens noch nicht vor. Man wird jedoch zuriickhaltend sein miissen,
die Mitochondrien generell als Speicherorganellen der Zelle zu betrachten (MiLLER). In
diesem Zusammenhang sei betont, da8 in unserem Falle wie auch in den Beobachtungen der
Literatur die Nervenzellfortsitze (mit Ausnahme der Purkinjezell-Dendriten) jedwede Spei-
cherung vermissen lassen, obwohl sie physiologischerweise ebenso wie die Perikarya reichlich
Mitochondrien enthalten (Hizp). Auch der kiirzlich von Rossier u. Mitarb. bei der Glyko-
genose erhobene elektronenmikroskopische Leberbefund erlaubt keinen sicheren SchluB auf
eine intramitochondriale Stapelung des Polysaccharids.

Wir wenden uns nun der Qualitit der thesaurierten Substanzen zu. Die ein-
gehende histochemische Analyse dieses Falles zeigt erneut, dall nicht ein einziger
makromolekularer Stoff, sondern komplizierte Stoffgemische abgelagert werden,
wie es auch von anderen Lipid-Speicherungskrankheiten [DiEzEeL (1, 3), PETERS]
bekannt ist. Dabei prigen die organ- und zellspezifischen Stoffwechselbedingun-
gen eine von Standort zu Standort wechselnde Zusammensetzung der Gemische
{Tabelle 1 und 2).

11. Zur Histochemie der gespeicherten Lipide

Saure, unterschiedlich an Protein gebundene Glykolipide wurden in den Ner-
venzellen, den Kupfferschen Sternzellen, dem Leberparenchym, der Milzpulpa,
den Nierentubuli, der Aortenwand, der Atrioventricularklappe, dem Perichon-
drium und der Gelenkkapsel festgestellt. Den offenbar vom ProzeBalter und
ProzeBtempo abhingigen Proteintriger erachten wir als relativ unspezifische
Komponente des Speicherkomplexes, da er nach DizzgL (3) auch bei den pri-
méren Lipidosen (Morbus Gaucher, Niemann-Pick, Tay-Sachs) vorkommt. Aller-
dings ist die Proteinbindung fiir die wechselvolle Loslichkeit und Extrahierbar-
keit mit von Bedeutung. Ein ,saures Glykolipid®“ mull deshalb angenommen
werden, weil einmal Affinitdt zu Sudanschwarz besteht und zum anderen das
elektronegative und stark perjodatreaktive Verhalten einem fettloslichen Sub-
strat angehort (Tabelle 2). Ferner weisen die relative reversible Acetylierbarkeit
[pyridinfreie Methodik nach Drezer (3)] und der negative Ausfall der Jodat-
Schiff-, Perameisensdure-Schiff- und Bromierungs-Reaktion darauf hin, daf in
erster Linie ¢-Glykolgruppen den Angriffsort der Perjodsdure-Oxydation dar-
stellen. Bei der iiblichen Technik reagieren die Sphingomyeline praktisch PJS-
negativ, sofern nicht die Aciditdt der Perjodséure erhoht oder ihre Einwirkungs-
zeit verlingert wird (WoLMax). Die von Diszer (2) modifizierte Bial-Reaktion
gestattet den histotopochemischen Nachweis der Neuraminsiure. Diese Poly-
oxyaminosiure stellt einen biologisch bedeutsamen Baustein der Ganglioside
[KLenk (1, 3, 4), KuEN® u. GIEHLEN] und Glykoproteide (BomM) dar. — Beim
Gargoylismus wurde am Cerebrum (Cortex) und einigen Koérperorganen ein
erhohter Gangliosidgehalt durch histochemische [DiezeL (3)] oder biochemische
Untersuchungen! mehrfach bestatigt [Kuvrziv, EDGAR, KLENK 1. LOHR, BRANTE
(2, 4), SEITELBERGER (2)]. — Bial-positive saure Glykolipide vom Gangliosidtyp
stellten wir lediglich in den mesenchymalen Zellen der Herzklappe, der Aorten-
wand, der Gelenkkapsel und des Perichondrium fest. Die intracellularen Glyko-
lipide des Nervensystems, der Leber, Milz und Nieren verhielten sich dagegen

1 Die hiufig zitierte Beobachtung von JErvis 146t sich, wie auch Hienz (1) betont, nicht
mit Sicherheit als Gargoylismus-Fall einordnen.
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Bial-negativ (Tabelle 1). Hier erhebt sich die bedeutsame Frage, ob das Vor-
kommen dieser Bial-negativen — offenbar neuraminséurefreien — Glykolipide
tatsdchlichen intravitalen Verhiltnissen entspricht. Zweifellos mul} bei langerer
walriger Formolkonservierung mit einer langsamen hydrolytischen Abspaltung
der Neuraminsiure aus Gangliosiden gerechnet werden, so daf§ kiinstliche Sekun-
dérprodukte entstehen, die eine Mittelstellung zwischen Cerebrosiden und Gan-
gliosiden einnehmen und dem im Erythrocytenstroma des Menschen und einiger
Tierspecies natiirlicherweise vorkommenden Glykolipiden [KLENK u. LAUEN-
sTEIN (1, 2), KLENK (3, 4)] verwandt sind. Die Abspaltung geht aber im allge-
meinen recht langsam vonstatten. So stellten Krenk, VATER und BarTscH bei
einem Tay-Sachs-Fall nach 6jdhriger Formolkonservierung nur eine um 25-—35%
unter dem Ausgangswert liegende Abnahme des Gangliosidgehalts des Cortex
fest. — Es gibt aber auch einwandfreie Gargoylismus-Félle, bei denen ein nor-
maler Gangliosidgehalt des Hirns (SARTORI u. BaARUFFALDL, Brsaron u. Mitarb.)
oder eine negative histochemische Bial-Reaktion der intraneuronalen Ablage-
rungen [MArTHYUS u. JoBST, D1EZEL (4)] gefunden wurden. Mit den wichtigen
von SEITELBERGER (2) mitgeteilten Fillen zeigt unsere Beobachtung, soweit es
die Glykolipidstapelung betrifft, weitgehende Ubereinstimmung!. Trotz der
maéfigen Gangliosidvermehrung der Rinde (2,2%), die noch héher als der gleich-
falls im Klenkschen Institut bestimmte Wert unseres Falles (0,65 %) liegt, sieht
SEITELBERGER (1, 2) die Hauptspeicherkomponente in Infermedidrprodukten der
Sphingolipid-Stoffwechselkette, die eine Mittelstellung zwischen Cerebrosiden
und Gangliosiden einnehmen koénnten. Tatsdchlich wurde in seinem Fall 2 auch
ein Cerebrodihexosid aus der Niere isoliert. Es besteht keine Veranlassung beim
Gargoylismus, eine Thesaurierung von Cerebrosiden (,,Monohexose-Sphingo-
lipide*) anzunehmen. Die biochemische Analyse einschlagiger Falle erbrachte
keine Erh6hung dieser Fraktion. Von AsmpY u. Mitarb. und BraNTE (2) sind
sogar bemerkenswerte Erniedrigungen im Cerebrosidgehalt des Cortex festgestellt
worden. Auch kennt man beim Morbus Gaucher als klassischen Vertreter der
Cerebrosidose keine spezifische Thesauropathie der Nervenzellen und Organ-
parenchyme [Digzrr (3), PETERS]. Zusammenschauend sind wir mit SEITEL-
BERGER (1, 2} der Auffassung, daB in manchen Gargoylismusfillen bei wechselnder
Organbeteiligung intracellular nicht Ganglioside, sondern hauptsdchlich newramin-
sdurefreie zuckerreiche Sphingoglykolipide gespeichert werden, die eine Mittel-
stellung zwischen Gangliosiden und Cerebrosiden einnehmen?2.

Der Aciditit des Glykolipids entspricht die gute Férbbarkeit mit Astrablau
(Alcian blue), Aldehydfuchsin (ohne Voroxydation), Nilblausulfat (blaue Fér-
bung), die kriftige y-Metachromasie bei der Feyrterschen Thionin-EinschluB-
farbung und die hohe Methylenblau-Bindefihigkeit.

In der positiven CP-Reaktion {chloroformige Technik nach DirzEL (3)]
erblicken wir einen Hinweis fiir die zusétzliche celluldre Einlagerung von cholin-
phosphorhaltigen Lipiden. Diese sind wahrscheinlich mit fir das chromotrope

1 Auffallig ist nur, daB trotz hoher Chromotropie, positiver Alcian blue- und Hale-Reaktion
ein zwischen py 6,4 und 7,0 schwankender isoelektrischer Punkt der Speichersubstanz ange-
geben wird. Vielleicht sind diese von unseren Ergebnissen abweichenden Befunde auf Unter-
schiede in der Methodik zurtickzufiihren (vgl. obigen Abschnitt IV, 1).

% Siehe Nachtrag wahrend der Korrektur am Schlufl der Arbeit.



392

Tabelle 3

Sl o=
gl=] <
£
=l
ZO' ©
M <
e &
=
N -
el
okl B <
S
1 ©
Y] 2 &
[CH RS ~ <
w0
. N
o QH_\O
e o=
= ol
<
£
<
K4 A
. <
8 Ol %
=3 s e
2T )
[
w | .
219 mzm
ile| =SS
=a
boo' [e’s)
g2 no=
S| = — O
e}
g |k
-
HE
. o0
< © =
B B o
@) =)
oo |
~<H
2B = &
o | ® | & 1D -
N
[
2| &
51° o &
S| B W o~
2 0 0T
g .o on o
29 gege
<z SRS8
6] ©moy
N
*
=<}
=l
w
=1
. 3
% T .
] z 3
< EH*
<
E—i.,ﬁ*:
sa =g
Z @B o
Fﬂem@
ez Eg
Ang’o
ox B
TRanE

* Cholesteringehalt in Prozent des Trockengewichtes. T. C. Totales Cholesterin, F. C. Freies Cholesterin.

** Cholesteringehalt in Prozent des Feuchigewichies.

! Die Befunde von StrAUsS u. Mitarb. (Gehirn, Leber, Milz), und Bisuron u. Mitarb. (Gehirncortex, Leber) sind nicht mit aufgefiihrt,

weil sie nur das Gesamtcholesterin beriicksichtigen.
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3 Nach Braxre (1).

% Leberbiopsie.

Verhalten des Speicherkomplexes am for-
molfixierten Material verantwortlich. —
Fir das nattirliche Vorkommen der hin
und wieder diskutierten Phospho-Sulfatide
erbrachten die neuen Untersuchungen von
JATZREWITZ keinen schliissigen Hinweis.
Auch wurde bislang nicht bekannt, ob
normalerweise Schwefelsdureester von Cere-
brodi- bzw. -oligohexosiden existieren.
Unsere Cholesterinbefunde seien ausfithr-
licher dargestellt, weil sich hier Analogien zu
anderen priméren Lipidosen ergeben und weil
bislang, soweit wir die Literatur iibersehen,
nur an der Leber eines einzigen Gargoylis-
musfalles (MATTYUS u. JOBST) eine positive
Schultzsche Reaktion festgestellt wurde.
Die Beteiligung von Cholesterin im cellu-
lir gespeicherten Lipidgemisch. Die wenigen
Autoren wie DawsoN, DELONG, SARTORI
u. BARUFFALDI, die histochemische Unter-
suchungen auf Cholesterin ausfithrten, be-
richteten durchweg tber negative Ergeb-
nisse. Nur MATTYUS u. JoBsr gelang der
positive Nachweis an der Leber, wobei aller-
dings nicht gepriift wurde, ob das Steroid
in freier oder veresterter Form vorlag. —
Der Schultzsche Test verhielt sich in unse-
rem Falle an den Nervenzellen, den Schaum-
zellen der Milz, den Nierentubuli und den
mesenchymalen Zellen der Herzklappe und
der Aortenintima positiv. Die ndhere Dif-
ferenzierung ergab, dall es sich bei den
Nervenzellen, der Milz und den Nierentubuli
um freies Cholesterin und. bei der Herzklappe
und Aortenintima um Gemische von freiem
und verestertem Cholesterin handelte, wo-
bei in der Herzklappe die nichtveresterte
Form offensichtlich iiberwog. — Die in der
Literatur verstreuten und die eigenen Resul-
tate! der quantitativen Cholesterinbestim-
mung sind der nebenstehenden Tabelle 3
zu entnehmen. Diese Zahlenwerte be-
stitigen unsere Auffassung, dafl die Organ-
parenchyme in erster Linie freies und nicht

1 Die Cholesterinbestimmungen verdanke ich
Herrn Apotheker und Lebensmittelchemiker H. J.
BavuEr (Bezirks-Hygiene-Institut Magdeburg).
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verestertes Cholesterin enthalten. Die intracelluldre Cholesterinstapelung ist sicher
sekundar. Sie kann als Folge einer — iiber die (hypothetische) primare Enzymo-
pathie — hinausgreifenden allgemeinen Zelldystrophie im Sinne LETTERERS
gowertet werden. Ein Uberangebot von Cholesterin aus dem Blut liegt diesem
Vorgang offenbar nicht zugrunde. Fast durchweg wurde beim Gargoylismus
Normocholesterindmie festgestellt [ScEETTLER (2)]. Nur in wenigen Beobach-
tungen bestand eine deutliche, itberdies nicht immer konstante Erhohung des
Serum-Cholestering (UrLricH). Wir halten es im Hinblick auf die biochemischen
Organanalysen fir moglich, dall der schwach positiven cytochemischen Reaktion
der Hirngrisea und der Tubulusepithelien nicht nur eine Cholesterinerhéhung,
sondern auch eine verinderte Reaktionsform, mithin eine Art von ,,Cholesterin-
phanerose®, zugrunde liegt. Da DiezEiL (3) bei der infantilen Tay-Sachsschen
und Niemann-Pickschen Erkrankung Cholesterinester als Bestandteile des cellu-
laren Lipidgemisches angab, erscheinen weitere vergleichende histochemische und
biochemische Untersuchungen unter Berticksichtigung sdmtlicher Neurolipidosen
notwendig.
II1. Zur Histochemie der gespeicherten Polysaccharide

Den richtungsweisenden Arbeiten von BRANTE (3, 4) folgten weitere bio-
chemische und histochemische Untersuchungen [Zusammenstellung der Literatur
bei Dimzer (3) und HiENz (2)] iiber die Beteiligung von Polysacchariden am
SpeicherungsprozeB. Neben Chondroitinsulfat B, Heparinsulfat und Hyaluron-
sdure wurden noch weitere, im einzelnen niher zu erforschende Hexuronsiure-
und Hexosamin-haltige saure Mucopolysaccharide von unterschiedlichem Sulfa-
tierungsgrad genannt, darunter auch Heptasaccharide (Browx). Wihrend tiber
die vorwiegend cellulire, aber auch extracellulire Anhédufung der teilweise sehr
leicht l6slichen Mucopolysaccharide in den Mesenchymabkémmlingen kaum noch
ernstliche Zweifel bestehen, ist die Frage durchaus strittig, inwieweit sich auch
die Organparenchyme, insbesondere die Nervenzellen, Leberzellen und Nieren-
tubuli an der Thesaurierung dieser Stoffklasse beteiligen [vgl. BraANTE (3, 4),
DikzEL (3), SEITELBERGER (2), PETERS, HorvATH u. Biurozki]. In Ubereinstim-
mung mit den beiden Beobachtungen SEITELBERGERs (2) stellten wir auller der
Carbohydratkomponente des Glykolipid(Protein)-Komplexes keine zusétzliche
Speicherung von Mucopolysacchariden in den Nerven- und Gliazellen, Kupffer-
schen Sternzellen und den Tubulusepithelien der Niere fest. Auch die Stapelung
von Mucopolysacchariden in den Leberparenchymzellen liell sich nicht einwandfrei
sichern. Dagegen wurden in den Schaumzellen und Sinusendothelien der Milz-
pulpa sowie in den Fibrohistiocyten der Herzklappe, der Leptomeninx, des
Plexus chorioideus, der verbreiterten Virchow-Robinschen Réume und des Fas-
ciculus opticus teils gegen Testis-Hyaluronidase labile Mucopolysaccharide und
Glykoproteide (neben Glykolipiden) einwandfrei nachgewiesen. Die Intercellular-
substanzen (Grundsubstanzen) des Mesenchyms zeichneten sich durch das fast
ausschliefiliche Vorkommen von Mucopolysaccharidstoffen aus (vgl. Abb. 8).
HorvArr u. Birrczkr beschrieben in den Nervenzellen des Riickenmarks neben
einem ,,Lipoid-Glykoprotein-Komplex** auch Mucopolysaccharide, die erst nach
dreistiindiger Pepsinverdauung (der Gefrierschnitte) sichtbar wurden!. Dabei

1 An den speichernden Nervenzellen der Hirnrinde, die in gleicher Weise mit einer Pepsin-
l6sung behandelt wurde, konnten wir die Befunde der ungarischen Autoren nicht bestétigen.
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blieb jedoch unberiicksichtigt, daf die verwendeten Alcianblue- und Toluidin-
blau-Firbungen auch saure Lipide darstellen konnen. — Im Gegensatz zu dem
Perichondrium fanden wir in den leicht vergroBerten Knorpelzellen der Femur-
epiphysen lediglich Glykogen und die normalen paranucleiren Triglycerid-
Trépfchen. Auch die morphologisch unauffélligen Osteoblasten, Osteocyten und
Osteoclasten (decalciniertes Material) enthielten keine pathologischen Substanz-
einlagerungen [vgl. Hienz (1)]. Die relativ spirliche Glykogenose der Leber,
wie sie auch von BRANTE (4), D1EZEL (3) und SEITELBERGER (2) beobachtet wurde,
rechnen wir ebenso wie die Neutralfettinfiltration nicht der priméren Stoffwechsel-
anomalie des Gargoylismus zu.

IV. Zur Beteiligung des Nervensystems beim Gargoylismus

Im Hinblick auf frithere Untersucher (pE Lane®e u. Mitarb., L. StrAUSS,
LiNpsaYy u. Mitarb.), die sich fiir die Stapelung eines glykogenartigen Stoffes
aussprachen, muf} bei unserer Beobachtung erneut betont werden, dalBl die Topik
des celluliren Speicherungsprozesses dem 7T'yp einer Neurolipidose entspricht.
Wenn man von den charakteristischen mesenchymalen Verdnderungen (Meningen,
Adventitialriume, Plexusstroma, Fasciculus opticus) absieht, gleicht das neuro-
histologische Bild weitgehend der amaurotischen Idiotie (vgl. die Erstbeschrei-
bung von TurHILL). In diesem Zusammenhang sei, ohne Vollstindigkeit anzu-
streben, auf einige bemerkenswerte Unterschiede der Prozelllokalisation hinge-
wiesen, die sich beim Vergleich des vorliegenden Falles mit einer fritheren Beob-
achtung von generalisierter (neuromuskulérer) Glykogenose (SCHNABEL) ergaben.
Man kann vier Zellkategorien herausschilen: Zellarten, die nur beim Gargoylismus
{(Purkinje-Zellen, Pyramidenzellen des Cortex) oder nur bei der Glykogenose
(Gliazellen des Marklagers, Ependym) erkrankt sind und Zellarten, die bei beiden
Thesauropathien befallen (motorische Vorderhorn-, grofle Spinalganglienzellen)
oder verschont werden (Kornerzellen der Fascia dentata und des Kleinhirncortex).
Die Thesauropathien vermégen hier, von Zufalligkeiten der Einzelbeobachtung
abgesehen, wertvolle Erkenntnisse tber die Chemoarchitektonik des Nerven-
systems zu vermitteln, um deren Erforschung heute die verschiedensten Arbeits-
richtungen bemiiht sind. — Ferner ergibt die eingehende morphologische und
histochemische Priifung unseres Falles keine allgemeine Markscheidendystrophie,
sondern nur eine leichte umschriebene perivasculire Markscheiden- und Axon-
schiidigung, die wir in formalgenetischer Hinsicht wie D1rzeL (3) deuten. Der fiir
die Speicherung der Perikarya verantwortliche Stoffwechselblock miilite also so
lokalisiert sein, dafl das dynamische Gleichgewicht des physiologischen Myelinan-
und -abbaues nicht alteriert wird. Unsere Befunde lassen sich daher schwerlich
mit der Klenkschen (3) Vorstellung in Einklang bringen, nach der die Mark-
scheiden-Sphingolipide (Cerebroside, Sphingomyeline) aus den Gangliosiden des
Nervenzellplasmas unter Vermittlung des Achsenzylinders entstehen. — Néhere
Einzelheiten iiber die beim Gargoylismus vermutete Enzymopathie sind — wie
bei allen Formen der Neurolipidosen — nicht bekannt. Doch darf angenommen
werden, dal} ein kongenitaler Enzymdefekt (,,inborn error of metabolism®), somit
eine durch mangelhaften Abbau bedingte Stoffstapelung, vorliegt!. Neuerdings

! Neue biochemische Untersuchungen von TraMs u. Brapy sprechen auch dafiir, da
die Cerebrosidspeicherung beim M. Gaucher nicht auf einer gesteigerten Synthese beruht.



Histochemische und biochemische Untersuchungen beim Gargoylismus 395

neigt man dazu, den priméren Stoffwechselfehler im Bereich der strukturellen
Polysaccharide oder der Hexosamine als gemeinsame Bausteine der Mucopoly-
saccharide und Ganglioside zu sehen [BrawTm (2), Hienz (2)]. Nach dem der-
zeitigen Stand der Kenntnisse und abschliefender Beurteilung dieses Falles
mochten wir lediglich von der Kombination einer generalisierten, vorwiegend
celluldren Stoérung des Sphingoglykolipid-1 und Polysaccharid-Stoffwechsels
sprechen, die dem Gargoylismus eine Mittelstellung zwischen den priméren
Lipidosen und Glykogenosen einrdumt.

Zusammenfassung

Die Organe eines 4!/, Jahre alten Knaben mit den typischen Merkmalen des
Gargoylismus wurden histochemisch und biochemisch untersucht. Neben Gan-
gliosiden, Phospholipiden, sauren (teils gegen Testis-Hyaluronidase labilen) Muco-
polysacchariden und Glykoproteiden waren auch stark PJ S-positive, Bial-negative
saure Glykolipide beteiligh. Der Gangliosidgehalt der Hirnrinde betrug nur
0,65% (bezogen auf Trockengewicht). KErstmalig wurde Cholesterin, vorwiegend
in freier Form, im Lipidkomplex der Nervenzellen, Schaumzellen der Milz und
Nierentubuli nachgewiesen. Die Zusammensetzung der Speicherungsgemische
unterlag organ- und zellspezifischen Schwankungen. Die histologischen Verinde-
rungen der cerebro-spinalen und vegetativen Ganglienzellen, der Fasciculi optici
und der Plexus chorioidei waren ungewohnlich. Die Erkrankung wird als Folge
einer genbedingten generalisierten Stérung des Sphingoglykolipid- und Poly-
saccharid-Stoffwechsels angesehen.

Summary

The organs of a 41/, year old boy with the typical signs of gargoylism were
studied histochemically and biochemically. Besides gangliosides, phospholipids,
acid mucopolysaccharides (in part labile to testicular hyaluronidase) and glyco-
proteins, strongly PAS positive Bial-negative acid glycolipids were also deter-
mined. The ganglioside content of the cerebral cortex was only 0.65 % (dry weight).
Cholesterol was demonstrated for the first time, chiefly in the free form, in the
lipid complex of nerve cells and foam cells of the spleen and renal tubuli. The
composition of the stored substances was dependent upon fluctuations associated
with organs and certain cells. The histologic changes of the cerebrospinal and
autonomic ganglionic cells, the fasciculi optici, and the plexus chorioidei were
unusual. The disease is regarded as a consequence of a gene regulated generalized
disturbance of the sphingoglycolipid and polysaccharide metabolism.

Nachtrag wihrend der Korrektur. Brst kiirzlich konnten S. GArT u. E. R. BERMAN [Bio-
chem. Biophys. Res. Comm. 4, 9—13 (1961)] bei der Tay-Sachsschen Krankheit ein neues
Neuraminsiure-freies Glykolipid in ziemlich groBer Menge aus dem Hirn isolieren. Die im
normalen menschlichen Gehirn fehlende Verbindung soll sich aus Sphingosin, Fettsiure,
Hexose und Hexosamin im molaren Verhéltnis 1:1:3:1 zusammensetzen. In diesem Zusam-
menhang gewinnen die friitheren von DirzeL (3) beim frithinfantilen Typ der amaurotischen
Idiotie erhobenen histochemischen Befunde erhéhte Bedeutung. Ahnlich wie bei unserem

Gargoylismus-Fall waren namlich in den Nervenzellen Glykolipide mit negativer Bial-Reaktion
festgestellt worden.

T ,,Sphingoglykolipide” als Sammelbegriff fiir alle Sphingosin- und Hexose-haltigen
(Neuraminsdure-freien oder Neuraminsture-haltigen) Lipide gebraucht.
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