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Ultrasbructure and Topochemistry of Giant  Mitochondria 
and  their  Inclusions in  Myopathies 

Summary. Electron microscopic and topoehemieal examinations of giant mitochondria 
with inclusions were performed. The mitochondria were those of muscle tissue from myo- 
pathies. The ultrastructural changes consisted of enlargement of mitochondria with an 
increase of eristae, paracristalline inclusions in the space between the cristae, as well as 
between the outer and inner surface membranes, and large, round, double-membrane-bound 
bodies, that contained fragmented eristae with inclusions and concentric membranous bodies. 
The different structural changes of mitoehondria were thought to represent steps of deve- 
lopment corresponding to an reaction of adaptation. The formation of giant mitochondria 
with inclusions is interpreted as a reactive phenomenon and not as primary structural ab- 
normality. The topochemical examinations were performed with enzyme-digestions on ultra- 
thin sections. A digestion-effect was obtained with proteolytie enzymes only, especially with 
pronase (0.1%/15 minutes). The paracristalline inclusions could be identified as proteins. They 
did differ from proteo-lipid complexes of cell membranes. The nature of the inclusion-protein 
as enzyme-protein is discussed. 

Zusammen/assung. Elektronenmikroskopische und topochemische Untersuehungen wurden 
an Riesenmitochondrien mit pathologischen Einlagerungen durchgefiihrt. Es handelte sich um 
Mitochondrien aus Muskelgewebe yon Myopathien. Die feinstrukturellen Veriinderungen waren 
VergrSBerung der Mitoehondrien mit Vermehrung der Cristae, komplexe paracristalline 
Einlagerungen vorwiegend im Intracristae-Raum aber auch zwischen EuBerer und innerer 
Mitochondrienmembran, und groBe, doppelmembran-begrenzte Gebilde, die fragmentierte 
Cristae mit Einlagerungen und konzentrische Membrank6rperchen enthielten. Die ver- 
schiedenen StrukturverEnderungen der 1Viitoehondrien werden als Phasen einer Entwicklung 
aufgefaflt, die einer Anpassungsreaktion zu entsprechen scheint. Die Bildung yon Riesen- 
mitochondrien mit pathologischen Einschlfissen wird als reaktives Ph~nomen und nicht a]s 
prim~re Strukturveri~nderung erkl~rt. Die topochemischen Untersuchungen wurden mit enzy- 
matischen Verdauungen an ultradiinnen Schnitten durehgeffihrt. Ein positiver Effekt wurde 
mit proteolytisehen Fermenten, besonders Pronase (0,i %/15 rain) erzielt. Die komplexen para- 
cristallinen Einlagerungen konnten als EiweiSsubstanzen identifiziert werden. Sic unter- 
scheiden sieh yon den strukturbildenden Proteid-Lipidkomplexen der Zellmembranen. Die 
Natur der eingelagerten EiweiBsubstanzen a]s EnzymeiweiB wird diskutiert. 

Gemeinsam mi t  Seitelberger und  Moser wurden 1967 2 Fiflle yon  Myopathie 
mi t  abnormcn  Mitoehondrien beschrieben. I n  tier Folge kamen  3 weitere F/~lle zur 
Beobachtung.  Von diesen 5 F/illen waren 4 Erwachsene mit  ocul/irer Myopathie 

* Nach einer Mitteilung an der gemeinsamen Tagung der 0sterr. Arbeitsgemeinschaft 
fiir Ultrastrukturforschung und der Deutschen Gesellschaft fiir Elektronenmikroskopie, 
Wien, September 1969. 
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Abb. 1. ~uskelfaser 1/~ngs. Subsarkolemmale Anh~ufung yon abnormen Mitochondrien. 
a Vergr5Berte Mitochondrien mit vermehrten, zirkulgr angeordne~en Cristae. b Mitochondrien 
mit Einlagerungen im Intracristae-Raum. L LipidtrSpfehen, G Glykogen, M Myofibrille, 

S Sarkolemm. Vergr. 20 000 × 

und ein K i n d  mi t  der  Schulter-  und Beckengfi r te l form einer progressiven Muskel- 
dys~rophie.  

Muskelbiopsien aus den be~roffenen Ske le t tmuske ln  wurden histologiseh und 
e lek t ronenmikroskopisch  (Gln ta ra ldehyd-PMade  Fixierung,  Epon-E inbe t tung )  



252 E. Sluga und A. Monneron: 

Abb. 2. Muske]mitochondrien l~ngs. Lamell/£re Einlagerungen im Raum zwischen ~uBerer 
und innerer Mitochondrienmembran. Vergr. 46800 X 

untersucht. Sie enthielten in allen F/~llen in einzelnen, disseminiert verteilten 
Muskelfasern zahlreiehe abnorme Mitoehondrien. Diese Fasern liel~en durchwegs 
such reichlich LipidtrSpfehen erkennen (Abb. 1). Die abnormen Mitoehondrien 
waren in der Muskelzelle verschieden lokalisiert anzutreffen, besonders zahlreich 
subsarkolemmal (Abb. 1), interfibrill/~r waren sie vereinzelt oder in kleinen 
Gruppen vorhanden (Abb. 3). 

Die Feinstruktur der pathologischen Ver/tndernngen dieser Mitochondrien 
zeigte eine VergrSl~erung mit Vermehrung und cirknl/~rem Arrangement meist 
tnbul/~rer Cristae (Abb. 1, a), sowie abnormen Einlagerungen (Abb. 1, b), die im 
l%anm zwischen /~ul~erer und innerer Mitoehondrienmembran (Abb. 2) und im 
Ranm innerhalb der Cristae mitoehondriales lokalisiert waren (Abb. 1, b/3). Ver- 
einzelt waren Cristae mit Einlagerungen in einer reehtwinkeligen Anordnung 
anzutreffen (Abb. 4). Die Einlagerungen bestanden bus lamell/£r erscheinenden 
Struktnren. Diese waren im L~ngsschnitt parallel geordnet; innerhalb einer 
Cristae meist 4 im aequidistanten Abstand yon 50 bis 60 A (Abb. 3). Mehrfaeh 
waren such Gruppen yon je 4 Doppellamellen anzutreffen (Abb. 3). An Quer- 
sehnitten zeigten diese Ein]agerungen einen komplexen Anfbau aus qnadratisehen 
Strukturen. Die jeweils in einer Cristae gelegenen 4 Membranen waren im Abstand 
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Abb. 3. Muskelfaser l~ngs. Interfibrillgre Mitochondrien mit lamell~ren Einlagerungen im 
Intraeristae-Raum. Innerhalb der Cristae (x) 4 parallel geordnete Membranen. InnerhMb 
der Cristae (y) 4 parMlel geordnete Doppelmembranen. MMyofibrille, L Lipid. Vergr. 54000 × 

yon 150--200 A durch diinne Septen miteinander verbunden ; alternierend, j edoch 
nur zwisehen 2 Membranen, traten jeweils stark osmiophile, quadratische Struk- 
turen auf (Abb. 5). Zellorganellen mit diesen Einlagerungen waren nach Form, be- 
grenzender Doppelmembran und Cristaeordnung eindeutig immer als Mitochon- 
drien zu identifizieren. Daneben fanden sich aber auch abnorme Gebilde, die 
mehrfache MitochondriengrSBe hatten, keine typische Cristaeordnung zeigten 
und wie doppelmembranbegrenzte Sgcke erschienen (Abb. 6). Sie waren iiber- 
wiegend yon rechteckigen Gebilden erffillt, die nach Struktur und Gr6ge frag- 
mentierten Cristae mit Einlagerungen entsprachen. An besonders grogen Ge- 
bilden traten randst/~ndig Doppelmembranbildungen auf, die als konzentrisch 
angeordnete Cristaebfldungen imponierten (Abb. 7) und tubulgre Strukturen 
besagen. Welters waren iin Inneren solcher Gebilde mehrere geschichtete Membran- 
kSrper vorhanden, die aus konzentrisch angeordneten Doppe]membraneu auf- 
gebaut waren (Abb. 7). 

Die verschiedenen Formen der l~iesenmitoehondrien mit Einlagerungen 
scheinen verschiedenen Entwicklungsstufen zu entsprechen. Zuerst tr i t t  eine 
Mitochondrienhyperplasie mit Vermehrung und tubul/~rer Konfiguration der 
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Abb. 4. Muskelfaser lgngs. SubsarkolemmMe Anh~ufung yon abnormen Mitoehondrien. 
Reehtwinkelige Anordnung der mit Einlagerungen erftillten Cristae mitoehondriales. M Myo- 

fibrillen, L Lipid, G Glykogen. Vergr. 54000 × 

Cristae auf. Dann kommt es zur Bildung und zunehmender Einlagerung komplexer 
membranSser Strukturen ira Intra-Cristae-Raum. Sobald diese Einlagerungen 
grol3e AnteJle der Mitochondrien einnehmen, setzt eine Fragmentierung der mit 
Einlagerungen erftillten Cristae ein und es entstehen grole saekf6rmige Gebilde, 
die das Endstadium der Riesenmitochondrienbildung darzustellen seheinen. 
Die versehiedenen Stadien der Strukturentwieklung weisen auf verschiedene 
Funktionsstadien bin. Uber die Phase einer, vielleieht anpassungsbedingten, 
Funktionssteigerung kommt es zu einer Phase der t3berproduktion des die ein- 
gelagerten Membranen bildenden Materials. Diese seheint iiberzugehen in eine 
Phase der Ineffektivit~t, auf die schlieglich die Organellendestruktion folgt. 
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Abb. 5. ~iuskelmitochondrium: die lamell~ren Einlagerungen der Cristae 1 und 2 sind quer 
getroffen: Quadratisehe Gliederung dutch regelmiiBig aufeinanderfolgende septale Ver- 
bindungen zwisehen 4Membranen, alternierend mit Verbindungsstrukturen zwisehen 

je 2 Membranen. Vergr. 78000× 

Zur weiteren Identifizierung der beobachteten Ver~nderungen der Mito- 
ehondrien ersehienen Funktionsuntersuchungen dieser Organellen wiehtig. Quan- 
titative biochemische Untersuehungen, yon Doz. Sehatz (Institut ffir Biochemie 
Wien) durehgeffihrt, ergaben keinen eindeutig pathologisehen Befund. Die Unter- 
suehungen wurden an einer mittels Differentialzentrifugation gewonnenen Mito- 
ehondrienfraktion durehgefiihrt, in der oxydative Phosphorylierung, Atmungs- 
kontrolle, Sueeinat-Oxydase- und ATPase-Aktivitgt bestimmt wurden. 

Der n/~ehste Sehritt war, an den vergnderten Mitoehondrien selbst ehemisehe 
Untersuehungen vorzunehmen. Dies wurde dutch die yon Monneron und Bernhard 
ausgearbeitete Methode der enzymatisehen Verdauung am ultradfinnen Sehnitt 
ermSglieht. Das yon den Autoren entwiekelte Verfahren maeht es mSglieh, 
Osmium~-Aldehyd-vorfixiertes und in Epon eingebettetes Material zur Unter- 
suehung zu verwenden. Die Exaktheit und Spezifitgt dieser Untersuehungs- 
teehnik lieB sie als topochemisches Nachweisver]ahren aueh am pathologisehen 
Material als geeignet erseheinen. In dieser Studie wurde sie an Ultradiinnsehnitten 
yon Muskelgewebe mit Riesenmitoehondrien angewendet. 

Methode 
1. Voroxydation mit 10 % Perjods~ure, optimale Zeit 30 rain. 
2. Angeschlossen wurde eine Digestion mit folgenden Enzymen: a) ~-Amylase: 0,5 % L6- 

sung in SSrensen-Puffer, pH 7,0, 15/30 rain. b) tIyaluronidase: 0,5% L6sung in Phosphor- 



256 E. Sluga und  A. Monneron: 

Abb. 6 

Abb. 7 
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Abb. 8. Muskelmitochondrium l~ngs: Perjodsgure-Oxydation (10%/30 rain) am ultradiinnen 
Sehnitt: Kontrastverminderung, gute Strukturerhaltung besonders der lamell~ren Einlage- 

rungen. G Glykogen. Vergr. 60000 × 

Abb. 6. Doppelmembranbegrenzte Gebilde mit zahlreichen rechtwinkeligen Strukturen, die 
fragmentierten Cristae mit ihren Ein]agerungen entsprechen. A groges Gebilde mit randst~ndig 

konzentrisch, geschichteten Doppelmembranen. Vergr. 54000 × 

Abb. 7. Groges doppelmembranbegrenztes Gebilde mit fragmentierten Cristae mit Einlage- 
rungen. Randst~ndig konzentrische Doppelmembranbfldungen, im Inneren mehrere ge- 

schichtete Membrank6rper aus Doppelmembranen. Vergr. 21000 × 
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Abb. 9. Muskelmitoehondrium l~ngs: Pronaseverdauung (0,1%/15rain) am ultradiinnen 
Sehnitt, naeh Voroxydation. Komplette Digestion der lamell~ren Einlagerungen. Noeh 

erhaltene Cristaemembranen. G Glykogen. Vergr. 60000 × 

Puffer, pH 7,0, 15/30/60 rain. c) l~ibonuklease: 0,5% LSsung in Aqua dest., pH 6,8, 60 rain 
d) Proteolytisehe Enzyme: Pronase: 0,1% LSsung in Aqua dest., pH 7,4, 15/30 rain; Pepsin: 
0,1% LSsung in 0,5 % HC1, 15/30/60 rain. 

Alle Inkubationen erfolgten bei 37 ° C. Bei allen Versuchen wurden Kontrollen mit dem 
enzymfreien L6sungsmittel vorgenommen. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungsre ihe  waren  e indeut ig  : 
Die Voroxyda t ion  ffihrte im angewendeten  Zei tbereich ausschliegl ich zu einer 

a l lgemeinen t t e r abse t zung  des K o n t r a s t e s ;  es t r a t en  jedoch keine S t ruk tu r -  
ver/~nderungen, insbesonders  keine an den pathologisehen Ein lagerungen auf 
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(Abb. 8). Die enzymatisehen Verdauungen lieBen aussehlieBlieh mit proteo- 
lytischen Fermenten einen positivcn Effekt erkennen. Im besonderen kam es bei 
Anwendung yon Pronase zu einer prompten und spezifisch erscheinenden Wirkung. 
Bei Verwendung einer nur 0,1% L6sung trat bercits naeh 15 min eine komplette 
Verdauung der eingelagerten Lamellen ein, wghrend die Membranen der Cristac 
mitochondriales erhalten blieben (Abb. 9). Der m/t Pepsin erzielte Effekt war 
wesentlieh geringer und erst nach 1/ingerer Verdauung (30 rain) zu beobachten, 
erreiehte aber auch nach 60 min nicht die Wirkung der 15 min-Pronaseverdauung. 
Amylase, Ribonuklease und I-Iyaluronidase blieben ohne Effekt. 

Diese Ergebnisse der topochemisehen Bestimmungsvcrfahrcn erlauben, die 
eingelagerten, komplex geordneten Lamellen als EiweiBsubstanzen zu iden- 
tifizieren. Sic unterscheiden sich yon den Cristaemembranen dureh ihr anders- 
artiges Digestionsverhalten. Die komplctte Verdauung dcr pathologischen Sub- 
stanzen dureh Pronase legt nahe, dab sic vorwiegend aus Proteinen bestehen und 
nicht komplexe Proteid-Lipidverbindungen sind. Solche liegen in den origin~ren 
Membranen yon Zellstrukturen vor und bleiben bei den verwendeten Zeiten und 
Konzentrationen der proteolytischen Digestion erhalten. 

Diskussion 

Abnorme Mitochondrien mit parakristal[inen Einlagerungen wurden bei Myo- 
pathien bereits mehrfach bcobachtet. Von Luft et al., Shy et al., Gruner, Norris 
und Panner, Zintz und Villiger sowie Price et al. wurden feinstrukturelle Details 
dieser pathologischen Vergnderungen beschrieben. 

Die Entstchung dieser Mitochondrien, cbenso wie Natur und funktionelle 
Bedeutung dieser Einlagerungen stellen ein offenes Problem dar. Luft u. Mitarb. 
konnten an den untersuchten Muskelmitochondrien ihres Falles ein "loose 
coupling" der Atmungskontrolle feststellen. Price et al. weisen auf die M6glichkeit 
des Zus~mmenhanges mit Ver~nderungen der in den Mitochondrien ablaufenden 
Fettsgureoxydation bin und diskutieren die Natur der Einlagerungen in Hinbliek 
auf geordnete EnzymeiweiB-Subunits. Ob es sich dabei um eine genetische 
Strukturst6rung oder um cine kompensatorische Reaktion handelt, blieb un~ 
entschieden. 

In den eigenen Untersuchungen zeigtcn die StrukturanMysen, dab Riesen- 
mitochondrien mit Einlagerungen nicht prim/ire strukturelle Abnormit~ten sind, 
sondern sich aus hyperplastischen Organellen entwiekeln, durch zunehmende 
Einlagerungcn ihre volle Ausbildung erfahren und in der Folge wieder zu Grunde 
gehen. Diese strukturelle Entwicklung scheint, wie ausgeffihrt, das morpho- 
logische Pendant einer funktionellen Entwicklung zu sein, die eine frustrane 
Anpassungsreaktion der Mitochondrien nahelegt. 

Die topochemischen Untcrsuchungen zeigten, dal~ das im Verlauf der Phase 
der Funktionssteigerung /iberprodnzierte, abgelagerte und komplex angeordnete 
Material als Protcine identifizierbar ist. Uber seine Herkunft lassen sich ent- 
sprechend dem topochcmischen Verhalten gewisse Rfickschltisse ziehen. Das 
untcrschiedliehe Verhalten yon Einschl/issen und Cristaemembranen schliel3t aus, 
daI3 die eingelagerten Proteine vervielfachte Mitoehondrienmembranen und damit 
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S t ruk tu rp ro te ine  sind. Often b le ib t  die Frage ,  ob das  abgelager te  Eiweil~ Meta-  
bolit-  oder  EnzymeiweiB entspr icht ,  eine Frage ,  die abe t  angesichts  der  aus- 
schlieBlichen Loka l i sa t ion  der E in lagerungen  im in t rac r i s ta len  R a u m  wohl eher 
zugunsten  des EnzymeiweiBes bean twor t e t  werden darf.  
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