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Hustology and Ultrastructure of Crystallotd Inclusions in the Podocytes
wm a Case of Paraproteinaemia
Summary. Paracrystalline, probably proteinaceous inclusions have been found in the
podocytes of renal biopsy tissue from a 44 year old woman suffering from y-G-paraproteinemia
The histology and fine structure of the podocytes are described. The crystals are enclosed
within vesiculae of the endoplasmie reticulum and show a longitudinal ultrastructural periodi-
city.

Zusammenfassung. BEs wurde der histologische Befund und die feine Struktur kristalloider,
wahrscheinlich eiweiartiger, Gebilde beschrieben, die bei der Nierenbiopsie einer 44jihrigen
Patientin mit y-G-Paraproteindmie in glomerulidren Deckzellen (Podocyten) gefunden wurden.
Die Kristalle sind in die Strukturen des endoplasmatischen Reticulum eingelagert und haben
eine angedeutete periodische Anordnung.

Die Neigung der Paraproteine zur extra- und intracelluliren Kristallisierung
ist schon lange bekannt und wurde hauptséichlich in den Elementen des Reti-
culoendothels und in den Nieren beschrieben (StkL, 1949, ebendort die vorange-
henden Schrifttumangaben). Neuerdings wurden die kristalloiden Einlagerungen
— am héufigsten in den Markzellen — auch elektronenoptisch untersucht. Vor
kurzem hatten wir die Gelegenheit eine Patientin zu beobachten, bei der Serum-
paraproteine in der y-Globulinfraktion vorkamen und bei der Nierenbiopsie in
den Glomeruli zahlreiche, morphologisch eigenartige kristalloide (Gebilde vorge-
funden wurden. Diese Abhandlung befalit sich mit ihrer Histologie und Ultra-
struktur.

Eigene Beobachtung

Auszug aus dem klinischen Befund. J. K., 44jahrige Textilarbeiterin. Seit 18 Monaten litt
sie an linksseitigen Lendenschmerzen, dysurischen Beschwerden und Subfebrilititen, die sich
nach antibiotischer Behandlung verbesserten. AuBlerdem wurde 14 Monate vor der Biopsie
eine Proteinurie von 2—3 g pro 24 Std festgestellt. Im Addis-Sediment waren 1—6 Mill. Erythro-
cyten, 1-—2 Mill. Leukocyten und 0,1—0,2 Mill. Cylinder. Die Glomerularfiltration im 24 Std-
Versuch normal (Clearance des endogenen Kreatinins 106 ml/min) sowie die Konzentrations-
fahigkeit (max. 1030). Die intravendse Pyelographie, die linksseitige ascendente Pneumopyelo-
graphie und Cystoskopie ergaben normale Befunde, ebenso die Isotopennephrographie.
SerumeiweiBanalyse: Serumeiweillspiegel 6,9 g-%, davon 56% Albumine, 5,5% o,-Globuline,
7,5% o,-Globuline, 10% f-Globuline und 22% y-Globuline. Bei der Serumelektrophorese
wurde ein ausdriicklich atypischer Gradient der Paraproteine im Bereich der mittelschnellen



152 P. Rossmann, A. HornvycH und M. ExeLIS:

Abb. 1. Im Cytoplasma der Deckzellen mehrere dunkelviolett gefarbte rhombische Kristalle
(rechts und links) und kleine nadelférmige Einschlisse (links oben). Hamatoxylin nach
Phosphorwolframséure. 740 x

y-Globuline ermittelt und bei der Immunoelektrophorese wurde eine y-G-Paraproteindmie
nachgewiesen. Bei der Harnanalyse fanden wir in grofter Konzentration Albumin und nur
Spuren von néher nicht bestimmten Eiweilistoffen aus dem Bereiche der «;-, o,-, ¢-Globuline
und y-G-Protein. Erschoépfende Untersuchungen am Skelet und normale Ergebunisse des
Sternalpunktates schlossen ein Myelom aus. Mit Riicksicht auf die niedrige Paraproteinkonzen-
tration im Blutserum zogen wir die sog. gutartige Paraproteindmie in Erwégung (benigne
monoklonale Hyperglobulindmie, Harrew, 1966; Excris, 1967).

Da das Wesen der Proteinurie ungeklirt blieb, wurde am 8. 3. 67 eine Punktionsbiopsie
der rechten Niere vorgenommen, deren Bearbeitung und Ergebnisse anschlieffend wieder-
gegeben sind.

Ergebnisse

Awuszug aus dem histologischen Befund. Die endocapillire Zellen der Glomerula normal,
ohne auffallende Proliferation, die Capillarwinde zart, die Lumina und das Mesangium von
iiblicher Breite.

Die Deckzellen des visceralen Epithels (Podocyten) besitzen ein voluminéses Cytoplasma.
Bei Anwendung der PTAH-Methode werden in diesen Zellen zahlreiche intracytoplasmatische,
scharf begrenzte kristalloide Gebilde von nadelférmiger oder rhombischer Form sichtbar.
Vereinzelt kommen groBere spitzige rhombische Formationen vor (Abb. 1). Alle diese Gebilde
ergeben eine praktisch negative PAS-Reaktion, mit Toluidinblau verfirben sich kaum merk-
lich nur groBe Kristalle (in blaugriner Ténung).

In den tubuliren Hauptstiicken ist eine deutliche bis massive Tropfenbildung im Cyto-
plasma der Epithelien.

Abb. 2. Kristalloide Einschliisse (Cr) in den mit einfacher glattwandiger Membran begrenzten
Zisternen (Cy). Im Cytoplasma der Podocyten Vacuolen des granuliren ergastroplasmatischen
Reticulum (Er), die von Ribosomen umgeben sind und auch freie Ribosomen. Mitochon-
drien (Mch), multivesiculire Koérper (Mv) und die Basalmembran (Bm) einer Glomerulus-
capillare obhne groberen Verdnderungen. 36900 x . Fixation in 2% 0OsO, bei pH 7.4 (2 Std),
Einbettung in Vestopal W, Kontrastierung mit Uranyl- und Bleiazetat
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Abb. 2 (Legende s. Seite 152)
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b,

Abb. 3. Im Querschnitt haben die kristalloiden Einschlisse (Cr) eine polygonale (meist
hexagonale) Gestalt und liegen in den dilatierten glattwandigen Zisternen (Cy).
Die Pedicellen sind verschwunden. 27000 x

Elektronenoptischer Befund. Die Podocyten enthalten inihrem Cytoplasma zahl-
reiche elektronendichte kristalloide Gebilde (Abb. 2), die an den Enden zugespitzt
sind, in mit einfacher Membrane begrenzten Vacuolen und Zisternen. Diese Mem-
branen sind groftenteils glatt und lassen jegliche ndhere Beziehung zu den Ribo-
somen vermissen, die nur in geringer Zahl in der Néhe der Zisternen vorkommen.
Die kristalloiden Gebilde haben im Querschnitt eine kreisformige, stellenweise
aber deutlich polygonale (am hiufigsten eine hexagonale) Form (Abb. 3). An
einer Stelle wurde eine grofe hexagonale Einlagerung erfalit (Abb. 4), die wahr-
scheinlich den schon lichtoptisch nachweisbaren Kristallen entspricht (vgl.
Abb. 1). Diese Einlagerung hat eine unregelméBig bandférmige innere Struktur
mit stark elektronendichten Streifen an der Peripherie und einem weniger elek-
tronendichten granulierten Kern. Sie ist ebenfalls in einer dilatierten, mit ein-
facher glatter Membrane begrenzten Zisterne gelagert.

Parakristallinische Einlagerungen sind im ganzen Cytoplasma der Podocyten
verstreut, stellenweise hart an der Nuclearmembran, bzw. in deren Invaginatio-
nen, so daB der Eindruck einer ,,intranucledren‘ Lokalisation entsteht. Bei maxi-
maler VergroBerung im beniitzten Mikroskop (Tesla BS 242 D) kommt wenigstens
stellenweise der Anschein einer Periodizitidt zum Vorschein, die durch elektronen-
dichte und elektronendiinnere Streifen entsteht. Die Breite einer Periode schitzen
wir auf ungefihr 120 A (Abb. 5). Die aus den Kristallen in die Umgebung
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Abb. 4. GroBe hexagonale Kristallinklusion (Cr) mit stark elektronendichtem, unregelméBi-

gem, peripher verlagertem Saum und granuliertem Zentrum. Sie liegt in einer glattwandigen

Zisterne (Cy). Die Pedicellen sind verschwunden, die Basalmembran (Bm) selbst ist normal.
25500 x

auslaufenden Querstreifen sowie die ,,Infraktionslinien‘‘ sind wahrscheinlich
Artefakte.

Die Rindentubuli sind ohne grobere Veranderungen. In manchen Zellen wurden
umfangreiche, kugelférmige, mit einer einfachen Membran umgebene Korper
festgestellt, die mit einem ziemlich elektronendichten, granuldren, strukturmiBig
dem Kern dhnlichen Stoffe aufgefullt sind. Kristallinische Gebilde sind weder in
den Tubuli noch im Interstitium vorhanden.

Diskussion

Den grundlegenden morphologischen Befund stellt also das Vorhandensein
einer groBen Zahl eigenartiger parakristallinischer Gebilde in den glomeruliren
Deckzellen dar. Die Widerstandsfahigkeit dieser Einlagerungen gegen Extrak-
tion mittels Alkohol und Aceton, sowie die PAS-Negativitdt und im Gegensatz
dazu die hohe Affinitdt zum Hamatoxylin nach Phosphorwolframsiure 148t den
Verdacht aufkommen, daf diese Kristalle — entweder géinzlich oder in wesent-
lichem MaBle — aus Eiweilstoffen gebildet sind. Immunoelektrophoretisch wurde
im gegebenen Falle im Serum y-G-Paraprotein nachgewiesen, welches sich jedoch
nur in geringem MaBe in den Harn ausscheidet. Es dréingt sich also eine Frage auf,
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Abb. 5. Detail eines Teiles zweier Kristalleinschliisse. Stellenweise angedeutete langslamelldre
Struktur. Die Queraufhellungen und Querstreifen sind wahrscheinlich Artefakte. 172000 x

ob dieses Paraprotein nach dem Durchtritt durch das normale Endothel und die
Basalmembran nicht im Podocytenkorper aufgehalten wurde, wo es — entweder
wegen der Grofe des Molekiils oder anderen uns niher nicht bekannten physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften —— in situ kristallisiert. Wie wir bereits er-
wihnten, waren die Kristalle allgemein im Inneren der entweder glattwandigen
oder nur spdrlich mit Ribosomen umgebenen Zisternen gelagert, wihrend wir sie
in den klassischen Strukturen des granuldren ergastoplasmatischen Reticulums
nicht mit Sicherheit nachweisen konnten. Dadurch unterscheidet sich die be-
schriebene Ultrastruktur von der Lokalisation der bekannten plasmocytéren
Russellschen Korperchen, bei denen sich die Einlagerungen typisch im hyper-
trophischen, dilatierten, mit Ribosomen umgebenen ergastoplasmatischen Reti-
culum bilden (WELLENSIEK, 1957; Haw, 1961; WrrsH, 1962). Diese Disparitdt
berechtigt uns zur Ansicht, daBl — zum Unterschied von den Plasmocyten — die
in den Podocyten kristallisierenden Proteine nur transportiert und nicht vielleicht
dort in situ synthetisiert werden.

Intracellulire EiweiBkristalle sind zwar ein seltener, aber nicht vereinzelter
Befund. GroBtenteils handelt es sich um Nierengewebe oder Zellen des Reticulo-
endothels.

Zum ersten Male wurden kristallisierende Proteine in der Lichtung der Nierentubuli von
LomrEmw (1913) beschrieben und spiter direkt im Cytoplasma der tubuldren Zellen (Ar1rz,
1940). Sk (1949) brachte eine Ubersicht von 14 Mitteilungen aus dem Schrifttum, wo neun-
mal eine Hamoblastose als Grundleiden angefithrt wurde und zwar siebenmal (im achten Falle
nicht ausgeschlossen) aus der plasmocytiren Reihe. Im eigenen Falle von SikL, der eine diffuse
Plasmocytose betrifft, kamen Proteinkristalle sowohl in der Lichtung als auch den Zellen der
Nierentubuli und vereinzelt auch in einer mononuclearen Lymphknotenzelle (wahrscheinlich
einem Histiocyten) vor. Im Laufe woiterer systematischer Nachforschung sammelte VALACH
(1955, 1957) in demselben Institut eine Zusammenstellung von 45 an Myelom Verstorbener;
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bei diesen wurde zehnmal eine Proteinkristallisierung in den Nieren nachgewiesen, davon
dreimal innerhalb der tubuliren Zellen, aber nie in den Glomeruli.

Vereinzelte Beobachtungen intraglomerulirer Kristallbildung werden von
NeumMaNN (1949) und StcrEL (1959) angefilhrt. Auch hier handelte es sich in der
ersten Mitteilung bestimmt und in der zweiten wahrscheinlich um ein Myelom,
wo die nadelférmigen und rhombischen Kristallgebilde das Capillarkonvolut um-
ringten und den Bowmanschen Raum voéllig ausfiillten.

Intracellulire RiweiBikristalle wurden neuerdings auch elektronenoptisch und
zwar vor allem in den Elementen des Reticuloendothels (Bessis, 1961 ; Lrivre
u. Mitarb., 1961; Arcaxt u. Krprig, 1965) beim Myelom, eventuell bei anderen
Hiamoblastosen und bei der Waldenstrémschen Makroglobulindmie dargestellt.
Das gemeinsame Kennzeichen dieser Einlagerungen besteht darin, dal sie nicht
frei in der cytoplasmatischen Matrix, sondern immer in breiten, dilatierten, mit
einfacher Membran begrenzten Zisternen gelagert sind, also im System des endo-
plasmatischen Reticulum. In enger Nachbarschaft dieser Membranen befinden
gich duBerlich — zumindest herdférmig — die Ribosomen. Die Kristalle sind haufig
in néchster Néahe des Kernes oder sogar tief in den Einbuchtungen der Kernmem-
bran eingelagert, wie dies auch in unserem Fall war. Die Einlagerungen haben eine
rhombische oder hexagonale Form und manchmal wird eine deutliche periodische
Léngsgliederung in Schichten von hoherer und niedrigerer Elektronendichte be-
merkbar. Die Breite der einzelnen Lamellen wird zwischen 60 A (WELLENSIEK,
1957; Argant u. Kipkig, 1965) und 100 bzw. 140 A (Bussis, 1961, in kristalloiden
Formen plasmatischer Proteine bei Makroglobulindmie) angegeben.

Die Vorliebe der kristalloiden Einlagerungen zu dem Podocytencytoplasma
ist in unserem Falle recht auffallend ; in diesen Zellen kommen nicht selten wohl-
bekannte acidophile Eiweileinschliisse, die jedoch eine ganz abweichende histo-
logische und ultrastrukturale Morphologie besitzen. Dasselbe gilt auch von zwei
von HaMBURGER u. Mitarb. (1964) beschriebenen Fillen, bei denen sich in den
Podocyten in Ultrastruktur zahlreiche Myelinfiguren befanden.

Wir danken Frau Hana Hoapk4 und Frau Jaxa PoxornA fiir die wertvolle technische
Mitarbeit.
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