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Electron Microscopic Observations in Internal Organs in Morbus Fabry

Summary. Electron microscopic findings are reported on the localization
and fine structure of glycolipid inclusions in different organs (heart, kidney,
lymph nodes, arterial blood vessels, pancreas) in Fabry’s disease in a female.
The intracellular and extracellular inclusions were made up of multilamellar
membraneous systems in concentric, excentric, and parallel arrangement.
This fine structure is characteristic of liquid-crystalline phases of phospho-
lipid-water systems.

The same type of inclusions are found in the internal organs of heterozy-
gotic women as in homozygotic men. The relationship between the glycolipid
inclusions and the lysosomes is discussed.

Key words: Morbus Fabry — Electron microscopy — Freeze-fracturing —
Heterozygotic women — Homozygotic men.

Zusammenfassung. Es werden elektronenmikroskopische Beobachtungen zur
Lokalisation und zur Feinstruktur der Glykolipideinschliisse in verschiedenen
inneren Organen bei Morbus Fabry berichtet. Die intrazelluliren und extra-
zelluldren Einschliisse bestehen aus vielschichtig lamelliren Membransyste-
men in konzentrischer und exzentrischer sowie in stapelfdrmiger paralleler
Anordnung. Diese lamellire Anordnung ist charakteristisch fiir fliissig-
kristalline Phasen von Phospholipid-Wasser-Systemen. Erstmalig werden ultra-
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strukturelle Befunde an den inneren Organen einer erkrankten Frau mitge-
teilt. Demzufolge lassen sich bei heterozygoten Frauen gleiche Glykolipid-
ablagerungen wie bei homozygoten Ménnern nachweisen. Die Beziehung der
Glykolipideinschliisse zu den Lysosomen wird erdrtert.

Einleitung

Verschiedene, oftmals systematisierte Erkrankungen innerer Organe koénnen
durch das Vorhandensein charakteristischer Hautverdnderungen ihr spezielles
dufleres Geprige erhalten. Ein derartiges Krankheitsbild, das mit ,,angiomatd-
sen’* Hauterscheinungen einhergeht, wurde 1898 sowohl von Fabry als auch
von Anderson beschrieben und ist heute allgemein als Angiokeratoma corporis
diffusum Fabry bekannt. Jahrzehnte nach der Erstbeschreibung der Hautver-
dnderungen wurde von verschiedenen Autoren (Sibley, 1918 Steiner und Voer-
ner, 1909; Stiimke, 1916; Weiksel, 1925) auf das gleichzeitige Vorhandensein
von krankhaften Verdnderungen an inneren Organen hingewiesen. Der Zusam-
menhang zwischen den ,,angiomatésen’ Hautverdnderungen und einem kardio-
vaso-renalen Symptomenkomplex im Sinne einer Systemerkrankung wurde von
Ruiter et al. (1939; 1947) und von Pompen et al. (1947) aufgeklirt. Der Morbus
Fabry gehort zur Gruppe der vererbbaren Stoffwechseldefekierkrankungen
(Beutler und Kuhl, 1972; Desnick et al., 1973; Grzeschik et al., 1972; Opitz
etal., 1965; Romeo et al., 1972) und stellt eine Sphingolipidose dar (Hornbostel,
1952 ; Christensen-Lou, 1966; Scriba, 1951). Detaillierte biochemische Untersu-
chungen ergaben die Speicherung von Trihexose- und Dihexoseceramid (Chri-
stensen-Lou, 1966), verursacht durch einen Enzymdefekt an o«-Galaktosidase
(Brady et al., 1967; Crawhall und Banfalvi, 1972; Kint, 1970; Mapes et al.,
1970).

Wir haben in einer Familie drei Erkrankungen an Morbus Fabry beobachtet.
Die klinischen Befunde und Verldufe und die autoptischen, histologischen, histo-
chemischen sowie histochromatographischen Befunde wurden von uns bereits
ausfithrlich dargestellt (Knopf und Roth, 1973; Roth et al., 1974). In der vorlie-
genden Mitteilung soll iiber elektronenmikroskopische Beobachtungen an ver-
schiedenen inneren Organen einer an Morbus Fabry erkrankten Frau und deren
erkranktem Sohn berichtet werden.

Material und Methoden

Das Gewebe wurde anldflich der Autopsie entnommen und stammt aus den Nieren, dem Herz,
verschiedenen arteriellen GefdBen, mesenterialen Lymphknoten und dem Pankreas. Gewebestiick-
chen von etwa 1 mm Kantenldnge wurden mit phosphatgepuffertem Formaldehyd fiir 24 h fixiert
und anschlieBend ausgiebig in 0,1 m Cacodylatpuffer (pH 7,4) gespiilt. Die Nachfixierung erfolgte
mit 2% Osmiumtetroxid in 0,1 m Cacodylatpuffer (pH 7,4) fiir 2h bei 4° C. Nach dem Spiilen
mit Puffer wurden die Gewebestiickchen in der aufsteigenden Azetonreihe und in Propylenoxid
entwissert und in Vestopal W eingebettet. In 70%igem Azeton wurde eine en bloc-Kontrastierung
mit 1% Phosphowolframsiure und 0,5% Uranylacetat fiir 1 h vorgenommen. Die Ultradiinnschnitte
wurden mit dem Ultramikrotom OMU, (Fa. Reichert, Osterreich) angefertigt. Eine Schnittnachkon-
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trastierung erfolgte nicht. Fiir die Gefrierdtzpraparation wurden kleine Gewebsproben des Myokards
nach der Aldehydfixierung fiir 1 hin 30% Glycerin-PBS immersiert. AnschlieBend wurde das Gewebe
in Fridohna F 12 bei etwa— 150° C eingefroren und in einer BA 360 M (Balzers AG, Liechtenstein)
im Hochvakuum gebrochen. Die Bedampfung mit Kohlenstoff und Platin erfolgte mit einem Elektro-
nenstrahlenverdampfer. Die Objektreste wurden mit Salpetersiure von den Replica entfernt. Elektro-
nenmikroskopische Aufnahmen wurden mit dem Elektronenmikroskop JEM 100 B (Jeol Ltd., To-
kyo) angefertigt.

Ergebnisse

Die Diagnose eines Morbus Fabry konnte bei dem 44jihrigen ménnlichen Ver-
storbenen sowohl durch klinische als auch durch histologische, histochemische
und histochromatographische Befunde eindeutig gestellt werden (Knopf und
Roth, 1973; Roth et al., 1974). Die 73 Jahre alt gewordene Mutter des Verstogbe-
nen zeigte weder typische ,,angiomatdse’ Hautverdnderungen noch waren ent-
sprechende klinische Symptome aufgetreten. Die Untersuchung der inneren Or-
gane, insbesondere mit der Histochromatographie erbrachte jedoch die typischen
Befunde eines Morbus Fabry mit kardio-vaso-renalem Symptomenkomplex in-
folge der Ablagerung von Di- und Trihexoseceramid (Roth et al., 1974).

Die elektronenmikroskopische Untersuchung ergab bei beiden Erkrankten
qualitativ gleiche Befunde, so daB im folgenden eine gemeinsame Besprechung
der Beobachtungen erfolgt. Das AusmaBl der Glykosphingolipidablagerungen
liberwog bei dem ménnlichen Erkrankten.

Lokalisation der Ablagerungen in den verschiedenen Organen

Im Myokard finden sich die elektronendichten Einschliisse in grofler Zah! zwi-
schen den Myofibrillenbiindeln, die dadurch auseinandergedringt und schlie(3-
lich druckatrophisch werden (Abb. 1, 3). Hiufig lassen sich auch Untergidnge
von Myofibrillenblindeln nachweisen, die, beginnend mit einer herdférmigen
Auflésung der Myofibrillen (Abb. 1B), zu einer kompletten Zerstérung des Myo-
fibrillenbiindels fithren (Abb. 1A, 3A). Zwischen den Ablagerungen und den
Mitochondrien besteht oftmals eine enge rdumliche Beziehung (Abb. 1A, 3B).
Mit der Gefrierdtzpriparation konnten die Einschliisse im Myokard ebenfalls
eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 2).

In der glatten Muskulatur der arteriellen Gefifle sind ebenfalls zahlreiche
elektronendichte Einschliisse vorhanden, die zu einer Verdringung und Zersto-
rung der Myofibrillen fiithren (Abb. 4—6). Sie lassen sich sowohl unmittelbar
neben dem Zellkern (Abb. 4A) als auch in den anderen Abschnitten der glatten
Muskelzellen (Abb. 4B, SA und B) auffinden. AuBer den Muskelzellen der arte-
riellen Gefdfle weisen auch die Gefallendothelzellen die Ablagerungen auf.

In den Nieren konnen die Einschliisse in den verschiedenen Abschnitten
des Nephrons beobachtet werden. Im Zytoplasma der Tubulusepithelien
(Abb.6A) und der Endothelzellen (Abb. 6B) der Glomerulumkapillaren lassen
sie sich in regelloser Anordnung nachweisen. Gleichzeitig kann die Speichersub-
stanz extrazelluldr im Lumen der Tubuli beider Erkrankter aufgefunden werden
(Abb. 7A und B).
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Abb. 1A und B. Morbus Fabry, 44jihriger ménnlicher Verstorbener, Myokard. (A) Die Glykolipidein-
schliisse (L) fithren zur Zerstorung der Myofibrillenbiindel (M). (B) Partielle Zerstdrung der Myofi-
brillen (M) infolge der Einlagerungen (Pfeil). x 5500 (A), » 10000 (B)



Abb. 2. Material wiein Abb. 1; Gefrierdtzpraparation. Im Gefrierbruch stellt sich die Binnenstruktur
der Ablagerung als vielschichtig-lamelldre, konzentrische oder stapelférmige Anordnung dar (L).
Ein EinschluB besitzt eine Hullmembran (Pfeil), die durch die Anwesenheit von Partikeln auf
der Spaltflache als zellulire Membran ausgewiesen ist. M — Querbruch durch Myofibrillenbiindel.
Der eingekreiste Pfeil gibt die Bedampfungsrichtung an. x 24000



Abb.3A —D. Morbus Fabry. 73jihrige weibliche Verstorbene, Myokard. (A) Zahlreiche konzenirische
und exzentrische lamellire Einschliisse (L), die zur Zerstérung der Myofibrillenbiindel (M) fiihren.
Die massiven Ablagerungen bedingen eine Gefiigedilatation der Herzmuskelfasern (B) und eine
Druckatrophie (C). Bei starker VergréSerung erkennt man die lamellire Grundstruktur der Ein-
schliisse (D). x 8000 (A), x 11000 (B), x 4500 (C), x 90000 (D)
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Abb. 4A und B. Morbus Fabry, 44jidhriger mannlicher Verstorbener, Arterie. Die Glykolipidablage-
rungen liegen sowohl in juxtanukledrer Position (A) als auch in zellkernfernen Zellabschnitten (B).
Es finden sich stapelférmige lamelldre Anordnungen, die abschnittsweise eine Hilllemembran aufwei-
sen (Pfeil). N Nukleus, M Myofibrillen. x 40000(A), x 55000(B)
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Abb.5A und B. Morbus Fabry, 73jdhrige weibliche Verstorbene, Arterie. Glykolipideinschliisse
(L) in der GefaBmuskulatur, die eine stark elektronendichte, inhomogene (A) oder eine stapelférmige
lamellidre Binnenstruktur (B) aufweisen. M Myofibrillen. x 31000 (A), x 55000 (B)



Abb. 6A und B. Morbus Fabry, 44jahriger ménnlicher Verstorbener, Niere. (A) In Nachbarschaft
cines Zellkernes (V) einer Tubulusepithelzelle ein myelinartig aufgebauter EinschluB (L). (B) Im
Endothel der Glomerulumkapillaren massive Ablagerungen mit stapelférmiger Binnenstruktur. Die
vielschichtig lamelldre Grundstruktur stellt sich bei hoher Auflgsung deutlich dar (Inset). x 18000
(A), x24000 (B), x90000 (Inset)
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Abb. 7A und B. Niere. Frei im Tubuluslumen liegende Glykolipide mit lameilarer Grundstruktur,
Neben konzentrischen sind auch stapelférmige Anordnungen nachweisbar. x30000(A, 44jihriger
Verstorbener), x 20000 (B, 73jahrige Verstorbene)
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Abb. 8. Morbus Fabry, 44jdhriger ménnlicher Verstorbener, Lymphknoten. Bei schwacher Vergréfe-
rung sind zahlreiche exzentrische und stapelfdrmige lamelldre Einschliisse erkennbar. Die lamelldre
Grundstruktur wird bei hoher Auflésung sichtbar (Insef). x 6000, x 130000 (Inset)

In den Lymphknoten sind bereits bei schwacher VergroBerung massive Abla-
gerungen sichtbar. Sie lassen sich im Zytoplasma der GefidBendothelzellen und
der Histiozyten (Abb. 8) und auch extrazellulidr in Nachbarschaft von Kollagen-
fasern auffinden.

Die exokrinen Zellen des Pankreas sind frei von Ablagerungen. Einschliisse
koénnen lediglich in Fibroblasten des Interstitiums gefunden werden (Abb. 9).

Struktur der Ablagerungen

Die Gestalt der Ablagerungen in den verschiedenen Zellarten und im Extrazellu-
larraum ist weitgehend einheitlich in Form zweier Typen: Es finden sich rund-
liche bis ovale stark elektronendichte Gebilde. Im Myokard sind ausschlieBlich
rundliche, sich oftmals gegenseitig deformierende Einschliisse vorhanden, die
sich aus konzentrisch und exzentrisch gelagerten vielschichtig lamelliren Mem-
branen zusammensetzen (Abb. 3D). Vereinzelt treten stark elektronendichte, re-
lativinhomogene Einschliisse auf, die eine vielschichtig lamellire Binnenstruktur
vermissen lassen (z.B. in Abb. 3). Die gleiche Anordnung ergibt sich auch fiir
die Einschliisse in der GefdBmuskulaiur {Abb. 4), den Nephronen (Abb. 6A),
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Abb. 9. Morbus Fabry, 44jahriger Verstorbener, Pankreas. Myelinartig strukturierte Ablagerungen
in einem Fibroblasten des Interstitiums. x 29000

den Lymphknoten und dem Pankreas. Zusitzlich treten zu diesen zwiebelschalen-
formig angeordneten auch parallel stapelfdrmig angeordnete Membransysteme
in den Muskelzellen, dem Endothel und den Lymphknoten auf (Abb.4, 5SB).
Diese Binnenstruktur charakterisiert den zweiten Typ von Einschliissen. Bei
tangentialer Schnittrichtung erscheinen letztere als dichte inhomogene Koérper-
chen (z.B. in Abb. 4B, 5A, 7A). In der iiberwiegenden Zahl kann eine die Ein-
schliisse begrenzende zytoplasmatische Membran nicht mit Sicherheit nachgewie-
sen werden. Lediglich die Einschliisse mit einer stapelférmigen lamelldren Bin-
nenstruktur weisen eine oftmals deutlich erkennbare Hilllmembran auf
(Abb.4A). Auch mit der Gefrierdtzpriaparation kann eine die Ablagerungen
begrenzende Hilllmembran nur selten nachgewiesen werden. Sie ist dann jedoch
aufgrund ihres Partikelbesatzes auf den Membranspaltflichen von den partikel-
freien Spaltflaichen der Ablagerungen deutlich zu unterscheiden (Abb. 2, Pfeil).

Diskussion

Die erste Beschreibung elektronenmikroskopisch erfaBbarer Veranderungen bei
Morbus Fabry wurde von Henry et al. (1963) verdffentlicht, die Nierenbiopsie-
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material untersuchten. Inzwischen sind weitere Einzelbeobachtungen vornehm-
lich an der Haut und an der Niere und zum anderen an der Leber, der Milz,
dem Knochenmark, der Lunge, der Konjunktiva, dem Darm und am Nervenge-
webe berichtet worden (Bagade et al., 1968; Canlett et al., 1967; Frost, 1966;
Hartley et al., 1963; Hashimoto et al., 1965; Henry und Rally, 1963; Kocen
und Thomas, 1970; Loeb et al., 1968; Machinami, 1972; Perrelet et al., 1969;
Rae et al., 1967; Ruiter und Mullem, 1969; Roth et al., 1974; Tarnowski
und Hashimoto, 1968; Tondeur und Resibois, 1969; Mullem und Ruiter, 1970;
Tanaka et al., 1966). Die eigenen elektronenmikroskopischen Befunde bestétigen
und erweitern diese Befunde. In der verfiigbaren Literatur findet sich unseres
Wissens nach keine elektronenmikroskopische Beschreibung der Organmanife-
stationen des Morbus Fabry bei einer Frau. Auch sind die Verdnderungen
am Herzmuskel und am Pankreas bislang noch nicht elektronenmikroskopisch
untersucht worden. Das klinische Bild der Herzvergréflerung und der Herzinsuf-
fizienz bei Morbus Fabry (Weiksel, 1925) kann durch das von uns beobachtete
morphologische Bild gut erklédrt werden.

Die massiven Ablagerungen von Tri- und Dihexoseceramid fithren zur Wand-
verdickung und insgesamt zur HerzvergréBerung. Neben diesen, den Nahrstoff-
und Sauerstofftransport erschwerenden Verfnderungen diirften vor allem die
Druckatrophie und die Zerstérung von Herzmuskelfasern durch die Ablagerun-
gen von ursidchlicher Bedeutung fiir das Auftreten der Herzinsuffizienz bei Mor-
bus Fabry sein. Eine solchermafien verursachte Herzinsuffizienz stellt haufig
die Todesursache bei Morbus Fabry dar; auch im Falle der von uns untersuchten
73jéhrigen Frau.

Die biochemisch nachgewiesenen Ablagerungen von Glykolipiden im Pan-
kreas bei Morbus Fabry (Wherrett und Hakomori, 1973) stehen im Einklang
-mit den jetzigen elektronenmikroskopischen und den fritheren lichtmikroskopi-
schen Untersuchungen (Roth et al., 1974). Eine Beteiligung des exokrinen Pan-
kreas lieB sich nicht nachweisen. Die Einschliisse fanden sich in Fibroblasten
des Interstitiums sowie in vegetativen Ganglienzellen und BlutgefdBen (Roth
et al., 1974).

Der Krankheitsverlauf bei Morbus Fabry wird in der Mehrzahl der Erkran-
kungen durch die Nierenverinderungen bestimmt (Falck, 1955; Pompen et al.,,
1947; Wallace, 1958). Die Verdnderungen manifestieren sich sowoh! im Geféf3sy-
stem der Niere als auch in den Nephronen. Die sowohl histochemisch als auch
polarisationsmikroskopischnachweisbaren Glykolipidablagerungenin den Gefil-
endothelien und in der GefiBmuskulatur (Colley etal., 1958; McNary und
Loewenstein, 1965; Knopf und Roth, 1973; Roth et al., 1974) fiihren zu einer
elektronenmikroskopisch nachweisbaren Auftreibung der Endothelien und zur
Druckatrophie oder Zerstérung der Myofibrillen der GefiBmuskelzellen. Auch
die Endothelzellen der Glomerulumkapillaren sind in den von uns beobachteten
Féllen derartig verdndert. Des weiteren 146t sich eine massive Speicherung auch
in den Tubulusepithelien nachweisen. Die Gesamtheit dieser Nierenverdnderun-
gen bedingte bei dem 44jdhrigen ménnlichen Verstorbenen eine Nierenschrump-
fung mit Niereninsuffizienz.

Die exakte qualitative Analyse der abgelagerten Substanzen ist beispielsweise
mit der Diinnschichtchromatographie und der Infrarotspektroskopie moglich
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(Christensen-Lou, 1966). Auch mit elektronenmikroskopischen Techniken kon-
nen bestimmte Hinweise auf die chemische Natur der Einschliisse gewonnen
werden. Sowohl kiinstliche als auch natiirliche Phospholipid-Wasser-Systeme
lagern sich in Abhéngigkeit von ihrem Sittigungsgrad und der Temperatur
in Form von membranartigen Anordnungen zusammen (Deamer et al., 1970;
Fluck et al., 1969; Roth et al., 1972; 1973; Tanaka et al., 1966). Im elektronenmi-
kroskopischen Bild entspricht dieser Zustand unterschiedlich aufgebauten lamel-
laren Anordnungen, die eine bestimmte Phase fliissig-kristalliner Systeme cha-
rakterisieren. Derartige Strukturen, oftmals als myelinartige Figuren gestaltet,
konnten von uns in beiden Féllen in den verschiedenen Organen gefunden
werden. Es handelte sich ausschlieBlich um vielschichtige lamelldre Phasen. Fin-
gerabdruckdhnliche Anordnungen wie sie von Machinami (1972) beschrieben
wurden, traten nicht auf. Von Perrelet et al. (1969) wurde ein weiterer Typ
der Binnenstruktur der Einschliisse in Form eines Netzwerkes sich-iiberkreuzen-
der Lamellen beschrieben. Die von uns gefundenen stark elektronendichten,
inhomogenen, strukturlosen Finschllisse stellen keinen weiteren Typ dar. Es
handelt sich um Anschnitte von lamelliren Phasen in der Ebene der Lamellen.

Die progressive Akkumulation von Tri- und Dihexoseceramid in den ver-
schiedenen Organen bei Morbus Fabry ist durch einen Mangel an a-Galaktosidase
bedingt. Von Hashimoto et al. (1965) wurde angenommen, daB die Bildung
der Lipideinschliisse in Bezichung zur Bildung von Lysosomen steht. Anhand
der Untersuchungen von Tarnowski und Hashimoto (1968) und von Perrelet
et al. (1969) ist die Einordnung des Morbus Fabry als eine ,,inborn lysosomal
disease‘* fraglich. Auch die eigenen Befunde geben keinen schlilssigen Hinweis
auf einen Mechanismus der Ablagerung der Glykolipide unter Einbeziehung
von Lysosomen. Insbesondere ist in diesem Zusammenhang bemerkenswert,
daf} eine Hiillmembran um die Einschliisse nur gelegentlich beobachtet werden
konnte. Offensichtlich sind die elektronenmikroskopischen Beobachtungen von
membranlosen zytoplasmatischen Lipideinschilissen das morphologische Korre-
lat des Endzustandes eines gestorten Lipidstoffwechsels.
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