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Intracristale lineare Einschliisse in Mitochondrien
menschlicher Rhabdomyomzellen
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Intracristal Linear Inclusions in Mitochondria
of Human Rhabdomyoma Cells

Summary. Electron microscopic study of a rhabdomyoma of the soft palate
of a 50-year-old woman revealed linear structures within the intracristal
spaces of mitochondria. In the center of most cristae, an electron-dense
line was found located in parallel arrangement to the limiting cristal mem-
brane. The linear inclusion was separated from the cristal membrane by
a narrow space of lower electron-density. Thus, when sectioned longitudi-
nally, the abnormal cristae exhibited a pentalaminar appearance. Additio-
nally, they were characterized by a greater diameter than that of normal
cristae and a “‘rigid” configuration. Higher magnification showed that the
intracristal line consisted of a row of periodically arranged, electron-dense
dots. Sometimes, these seemed to be connected with the wall of the intracristal
space by fine, electron-dense cross-striations.

In some mitochondria of rhabdomyoma cells, crystals with a linear sub-
structure were observed in both intra- and extracristal spaces. The crystalline
bodies located within cristae had probably been formed by accumulation
of linear inclusions. The extracristal bodies seemed to have arisen from
fusion of pentalaminar cristae.

It is supposed that the intracristal linear inclusions in mitochondria of
rhabdomyoma cells represent crystallized proteins of mitochondrial enzymes.
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Einleitung

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung eines Rhabdomyoms des wei-
chen Gaumens fanden Cornog und Gonatas (1967) in Mitochondrien elektronen-
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dichte, teilweise rechteckige Einschliisse. Diese lagen manchmal in intracristalen
Raumen und schienen aus wellen- oder helixférmig angeordneten filamentiren
Substrukturen zu bestehen. Tandler et al. (1970) beobachteten in Zellen eines
Rhabdomyoms der Lippe gelegentlich Mitochondrien, die innerhalb der Cristae
sowie zwischen &uBerer und innerer Hilllmembran elektronendichtes Material
enthielten. Mitochondrien mit feingranuldren Einschliissen in erweiterten, defor-
mierten Intracristalrdumen sahen Wyatt et al. (1970) in einem Rhabdomyom
der Zungenbasis. Lineare Strukturen in Cristae mitochondriales von Rhabdo-
myomzellen sind bisher noch nicht mitgeteilt worden und sollen deshalb in
der vorliegenden Arbeit beschrieben werden.

Material und Methoden

Ein etwa hithnereigroBer Tumor des weichen Gaumens wurde bei einer 50jihrigen Frau operativ
entfernt. Bei der Geschwulst handelte es sich, wie die lichtmikroskopische Untersuchung ergab,
um ein Rhabdomyom.

Aus dem Tumormaterial wurde ein kleines Gewebsstiick herausgeschnitten, sofort in gekiihite,
cacodylatgepufferte 3%ige Glutaraldehydlosung (pH 7,3) gebracht und in kleine Wiirfel von etwa
1 mm Kantenldnge zerteilt. Diese wurden nach mehrstiindiger Fixierung in der Glutaraldehydldsung
mit Chrom-Osmiumsiurelésung (Dalton, 1955) nachfixiert, in aufsteigender Athylalkoholreihe ent-
wissert und in Epon 812 eingebettet. Mit einem Reichert-Ultramikrotom Om U3 stellten wir
Ultradiinnschnitte her, die mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert wurden. Die Schnitte wurden
mit einem TESLA-Elektronenmikroskop BS 500 untersucht.

Befunde

Die clektronenmikroskopische Untersuchung des Rhabdomyomgewebes zeigte,
daB die Tumorzellen ungeordnet verlaufende, relativ kurze Myofilamentbiindel
unterschiedlicher Dicke enthielten. Z-Streifen waren vereinzelt zu sehen (Abb.
1).

In den Zellen waren pro Cytoplasmafliche sehr viele Mitochondrien vorhan-
den (Abb. 1). Anhdufungen von ihnen fiillten oft groBe Cytoplasmaareale in
Zellmembranndhe aus. Die Mitochondrien waren uberwiegend oval geformt
und gelegentlich sehr grof. Thre Matrix war meist hell, in manchen Zellen
jedoch auch auffillig elektronendicht.

Fast alle Mitochondrien besaBen neben normal aussehenden eigenartig verin-
derte Cristae. Der intracristale Raum dieser Cristae schien bei schwacher Vergro-
Berung gleichméBig mit einem sehr elektronendichten Material ausgefillt zu
sein (Abb. 1). AuBerdem sahen solche Cristae, im Gegensatz zu normalen,
sehr gestreckt und ,starr” aus, waren gleichmidBig dick und oft in Stapeln
genau parallel zueinander ausgerichtet (Abb. 1).

Bei starkerer VergroBerung war im Intracristalraum der abnormen Cristae
ein EinschluB erkennbar, der sich im Cristalingsschnitt als elektronendichte
gerade Linie darstellte. Diese Linie verlief immer genau in der Mitte des intracri-
stalen Raumes parallel zur umbhiillenden Cristamembran (Abb. 2 und 3). Da
der lineare FinschiuBl durch ecinen sehr schmalen, weniger elektronendichten
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Abb. 1. Ausschnitt einer Rhabdomyomzelle im elektronenmikroskopischen Bild. Man erkennt Myofi-
lamentbiindel mit Z-Streifen (Pfeile). Die zahlreich vorhandenen Mitochondrien enthalten normale
und elektronendichte, ,,starre” Cristae, die teilweise parallel gestapelt sind. x 20000

Zwischenraum von der Cristamembran getrennt war, hatten die abnormen Cri-
stae im Léngsschnitt nicht wie die normalen ein tri-, sondern ein pentalaminares
Aussehen (Abb. 2 und 3).

Der lineare EinschluB3 erstreckte sich nie iber die gesamte Lange einer Crista
hinweg. Ein kurzes Stiick am Anfang und Ende einer pentalaminar verdnderten
Crista war immer ohne EinschluBl (Abb. 2 und 3). Oft kamen auch pentalaminare
Cristae vor, die lingere trilaminare Abschnitte aufwiesen. Wihrend normal
aussehende Cristae einen zwischen etwa 11 nm und 17 nm schwankenden Durch-
messer hatten, waren die Cristae oder Cristaabschnitte, die einen linearen Ein-
schluf} enthielten, gleichméBig etwa 23 nm dick.

In Mitochondrien, die intracristale lineare Einschliisse enthielten, waren tri-
und pentalaminare Cristae nicht nur, wie iiblicherweise, quer zur Mitochondrien-
langsachse angeordnet. Einzeln oder zu mehreren parallel nebeneinander gesta-
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Abb. 2. Mitochondrien mit einzelnen Cristae, die lineare Einschliisse enthalten. Deutlich ist der
gegeniiber normalen Cristae verbreiterte Intracristalraum zu sehen. In der Matrix zweier Mitochon-
drien ist jeweils ein groBes, unregelmiBig geformtes Granulum mit hellem Zentrum und dunklem
Randsaum vorhanden (Pfeile). x 88000
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Abb. 4. Sehr groBes Mitochondrium mit tri- und pentalaminaren Cristae. Stark dilatierte Intracristal-
rdume enthalten feingranuldres und flockiges Material (Sterne) oder elektronendichte kristalline
Koérper (k) mit linearer Substruktur. Die Membran der aufgebldhten Cristae besteht teilweise nur
aus Fragmenten. Die polygonale Mitochondrienhiillmembran ist fast durchgehend pentalaminar
strukturiert. x 28000

pelt, verliefen normale und pentalaminare Cristae manchmal schrig, hiufig
aber parallel zur Langsachse eines oval oder linglich geformten Mitochondriums
(Abb. 2 und 3). Langslamelldre pentalaminare Cristae waren oft deutlich ldnger
als parallel zu ihnen angeordnete trilaminare (Abb. 3).

Bei starker VergroBerung zeigte sich, daB die intracristale Linie aus periodisch
ancinandergereihten, elektronendichten Punkten bestand (Abb. 3). Diese schie-
nen manchmal durch diinne, elektronendichte Querstreifen mit der Wand des

Abb. 3. Zwei parallel zur Mitochondrienlidngsachse angeordnete Cristae mit linearen Einschliissen
bei starker VergroBerung. Die beiden Cristae sind breiter und ldnger als die parallel zu ihnen
verlaufenden normalen Cristae. Man erkennt, daB der lineare EinschluB im Intracristalraum aus
periodisch aneinandergereihten, elekironendichten Punkten besteht (Pfeif). Diese scheinen manchmal
durch Querstreifen mit der Wand des intracristalen Raumes verbunden zu sein. x 128000
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Abb. 5. Ausschnitt zweier Mitochondrien mit teilweise pentalaminarer Hiillmembran und stark
dilatierten Cristae. Diese enthalten feingranuldres Material (Sterne) und Kristalle (k) mit linearer
Substruktur. Von der rupturierten Membran der Cristae sind nur Fragmente erhalten (Pfeilspitzen).
Extracristale Kristalle (K) setzen sich offenbar aus parallel und dicht nebeneinander gestapelten
pentalaminaren Cristae zusammen. Tangential angeschnittene elektronendichte Cristae sind unscharf
begrenzt und weisen eine periodische Querstreifung auf (Pfeil). x 64000

intracristalen Raumes verbunden zu sein (Abb. 3). Die Periodizitit der Punkte
oder Streifen betrug ungefihr 8 nm. Eine dhnliche, periodisch angeordnete, hell-
dunkle Querstreifung war gelegentlich in unscharf begrenzten, scheinbar homo-
gen elektronendichten Cristae zu sehen (Abb. 5). In solchen tangential ange-
schnittenen Cristae war auch bei starker Vergréfierung kein linearer Einschluf3
erkennbar.

In mehreren sehr groflen Mitochondrien kamen tri- und pentalaminare Cri-
stae mit stark dilatiertem Intracristalraum vor. Die ballonartig aufgebldhten
Cristae nahmen meist grofie Areale eines Mitochondriums ein und enthielten
feingranulédres oder flockiges Material (Abb. 4 und 5). Teilweise war die Mem-
bran solcher Cristae rupturiert, manchmal waren auch nur Fragmente von ihr
erhalten (Abb. 4 und 5).

Gelegentlich befanden sich in dilatierten intracristalen Rdumen unterschied-
lich groBe, elektronendichte Kristalle (Abb. 4 und 5), die entweder zusammen
mit feingranuldrem Material auftraten oder manche erweiterten Cristae vollstin-
dig ausfiiliten. Die kristallinen Korper waren anndhernd rechteckig geformt
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und zeigten eine periodische lineare Substruktur. Elektronendichte Linien waren
parallel nebeneinander angeordnet und durch schmale, weniger elektronendichte
Zwischenrdume voneinander getrennt (Abb. 4 und 5). Der Abstand zwischen
den Linien entsprach etwa dem zwischen einem linearen Cristacinschlufl und
der thn umgebenden Cristamembran. Bei stirkerer VergréBerung zeigten die
linearen Substrukturen der kristallinen Ko&rper eine periodische Punktierung
oder Querstreifung, die der intracristaler linearer Einschliisse sehr dhnlich war.

AuBer membranbegrenzten, intracristalen Kristallen kamen in Mitochon-
drien des Tumors auch nicht membranbegrenzte, frei in der Mitochondrienma-
trix lokalisierte kristalline Korper vor. Sie waren ungefdhr rechteckig und besa-
Ben eine lineare Substruktur, die derjenigen intracristaler Kristalle glich (Abb. 5).
Die extracristal gelegenen Kristalle befanden sich manchmal dicht neben den
intracristalen und schienen mit ihnen zu verschmelzen. In einigen Anschnitten
sah man, daB die extracristalen Kristalle sich aus parallel und dicht nebeneinan-
der gestapelten pentalaminaren Cristae zusammensetzten (Abb. 5).

Lineare Einschliisse waren in manchen Mitochondrien nicht nur in den Cri-
stae, sondern auch oder ausschlieflich im verbreiterten Spaltraum zwischen
der duBeren und inneren Mitochondrienhillmembran zu finden. Offenbar be-
dingt durch die ,,Starre* der Finschliisse, war die Hiille solcher Mitochondrien
nicht rundlich, sondern polygonal (Abb. 4 und 5).

In der Matrix von Mitochondrien, die Cristae mit linearen Einschliissen
enthielten, war gelegentlich ein unregelméBig geformtes Granulum mit einem
Durchmesser von etwa 55—90 nm zu sehen. Solche ungewdhnlich groflen Mito-
chondriengranula waren entweder in ihrem gesamten Querschnitt elektronen-
dicht oder bestanden aus einem hellen, etwa 35—55 nm groBen Zentrum und
einem dunklen Randsaum (Abb. 2).

Diskussion

Langslamellare Cristae mitochondriales mit linearen, manchmal auch periodisch
quergestreiften oder hexagonal gemusterten Einschliissen sind gelegentlich be-
schrieben worden. Mitochondrien mit solchen Cristastrukturen scheinen ubiqui-
tdr vorzukommen. Sie wurden in Pflanzenzellen (Newcomb et al., 1968), einem
menschlichen Glioblastoma multiforme (Tani et al., 1971), Leberzellen verschie-
dener Tierspecies unter normalen und pathologischen Bedingungen (Lit. bei
Riede und Nobmann, 1974) sowie in Follikelzellen der normalen Schilddriise
beim Kaninchen (Nathaniel, 1976) beobachtet. Besonders hidufig wurde iiber das
Vorkommen pentalaminarer Cristae in Mitochondrien der Herz- und Skelet-
muskulatur von Sdugetieren bei bestimmten in vivo- oder in vitro-Verhéltnissen
berichtet (Tabelle 1).

Ob &hnliche Bedingungen, wie sie bei der Entstehung intracristaler linearer
Strukturen in Mitochondrien der Herz- oder Skeletmuskulatur von Sdugetieren
vorlagen (Tabelle 1), auch die hier mitgeteilten, in Mitochondrien menschlicher
Rhabdomyomezellen vorgefundenen Cristaeinschliisse induzierten, ist unklar. Da
das Tumorgewebe in frischem Zustand sofort fixiert wurde, diirften bestimmte
Faktoren, die postmortal die Mitochondrienfeinstruktur modifizieren kénnen
(Saito et al., 1974), ausscheiden. Eher wiére an eine intravitale Mangeldurchblu-
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Tabelle 1. Vorkommen intracristaler linearer Einschliisse in Mitochondrien der Herz- und Skeletmus-

kulatur von Sdugetieren

Autoren Muskel-  Species Pathologische Bedingungen  Beschreibung der

gewebe intracristalen Einschliisse
Reznik und Skelet Kaninchen Akute Ischdmie “rod-like structures”
Hansen (1969)
Hall und Herz Rind Isolierte Mitochondrien “network of rod-like
Crane (1970) elements”
Wakabayashi  Herz Rind Isolierte Mitochondrien “paracrystalline struc-
et al. (1971) tures”
Cheah et al. Skelet Schwein,  Isolierte Mitochondrien; “paracrystalline arrays of
(1973) Rind verzogerte Gewebefixierung  helical configuration™
Morton et Skelet Schaf Mechanische Druckeinwir- “intracristal structures”
al. (1973) kung auf das Gewebe
Karpati et Skelet Ratte Akute Ischidmie “dark intracristal plates”
al. (1974)
Saito et al. Herz, Ratte, Isolierte Mitochondrien; “membrane junctions”
(1974) Skelet Rind verzogerte Gewebefixierung
Armiger et Herz Hund In vitro-System, Medium “linear electron densities™
al. (1975) mit erniedrigiem pH-Wert
Hizlankova Skelet Ratte Akute Ischamie ““paracrystalline plate-like
und Schiaffi- inclusions™
no (1977)

tung des Tumors als mogliche Ursache fiir die Entstehung der pentalaminaren
Cristae zu denken.

Die intra- und extracristalen Kristalle, die wir gelegentlich in Mitochondrien
von Rhabdomyomzellen sahen, sind nach unserer Meinung durch Anhdufung
linearer Cristaeinschliisse bzw. pentalaminarer Cristae entstanden. Die intracri-
stalen kristallinen K&rper bildeten sich wahrscheinlich dadurch, dal in dilatier-
ten Cristae zahlreiche lineare Einschliisse sich parallel und in immer gleichen,
schmalen Abstinden voneinander stapeiten. Die extracristalen Kristalle entstan-
den offenbar durch parallele Aneinanderlagerung und Fusion von Cristae, die
lineare Einschliisse enthielten. In diesem Zusammenhang ist zu erwdhnen, dafl
bei verschiedenen menschlichen Myopathien rechteckige kristalline Korper, die
eine Substruktur aus parallelen, punktierten Linien aufwiesen, in meist 1dngsla-
melldren Cristac mitochondriales von Skeletmuskelzellen auftraten (Lit. bei
Chou, 1969).

Die Natur und Bedeutung linearer Strukturen in intracristalen Radumen von
Mitochondrien sind nicht bekannt. Es kdnnte sich bei solchen parakristallinen
Einschliissen um die Anhdufung von DNS (Riede und Nobmann, 1974; Natha-
niel, 1976) oder eines Enzymkomplexes (Hall und Crane, 1970; Hanzlikova und
Schiaffino, 1977) handeln. Fiir die Entstehung der Inclusionen kdnnte demnach
eine ,,mitochondriale Polyploidisierung*® oder eine ,,mangelhafte Synchronisa-
tion der mitochondrialen Enzym- und Membransynthese® verantwortlich sein
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(Riede und Nobmann, 1974). Da die linearen Strukturen in Cristae mitochon-
driales von Rhabdomyomzellen auch zu Kristallen zusammengelagert vorkamen,
diirften sic zumindest ecine Proteinkomponente besitzen. Intramitochondriale
kristalline Korper sollen ndmlich im allgemeinen aus Proteinmolekiilen bestehen
(Lit. bei Ghadially, 1975). Es wire somit denkbar, daf} die intracristalen linearen
Einschliisse in Mitochondrien von Rhabdomyomzellen kristallisierte Proteine
mitochondrialer Enzyme darstellen.
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