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Experimental Lesions of the Nervous and Muscular Systems due to Chloroquine:
Models of Various Storage Dystrophies

Summary. The neuronal storage dystrophy produced experimentally by chloroquine,
contains models for quite a number of well known neurological storage diseases, almost all of
which can be traced back to genetically determined defects of various lysosomal enzymes.
Within the nervous system the neurones of the posterior root and trigeminal ganglia are pre-
dominantly affected in the experimental disease. Electronmicroscopically one finds unusually
complex and regionally differing combinations of various types of storage bodies. In rats,
the perikarya of posterior root and trigeminal nerve cells contained predominantly the con-
centrically layered type of membranous cytoplasmic bodies (MCBs) such as seen in infantile
amaurotic idiocy. In rabbits, on the other hand, the majority of MCBs consisted of the “zebra
body” type, as seen especially in gargoylism. Within the frequent axonal balloonings of
these cells there are, in both species, additional small to very large accumulations of glycogen
granules or particles usually surrounded by one or several membranes; in type II glycogenosis
such glycogen deposits are also stored within neurones. Storage bodies with extensive curvi-
linear segments are found exclusively within the affected perikarya of neurones in the trige-
minal ganglia of rats; they lay either massed together or scattered amongst the layered MCBs.
Similar cytosomes are found in some forms of neuronal ceroid-lipofuscinosis.

Thin layer chromatography of lipid extracts showed an unequivocal increase of a substance
with the Ry-value between ganglioside Gp1a and Gp1b in materials derived from spinal ganglia
of four of our experimental rabbits. An increase of phospholipids within the storage areas
of neurones of posterior root ganglia was, so far, only suggested by the histochemical test
with acid hematein.

The number of cytoplasmic granules with intensive yellow fluorescence within the pyra-
midal cells of the cornu ammonis was considerably increased. However only a small proportion
of these granules could be related to layered MCBs; moreover MCBs within this location
often differed in origin from the type observed in nerve cells of the sensory ganglia. Likewise
the axonal dystrophy of neurones within the central nervous system differed already under
the light microscope from comparable changes in cells of the posterior root and trigeminal
ganglia.

The vacuoles present in the “red myopathy” were due principally to a phospholipidosis.
At the same time there was a selective evenly disseminated glycogenosis of the affected type I
muscle fibres as seen in Pompe’s disease in all fibre types. In young rats there was relatively
little degeneration of the type I muscle fibres, however these fibres showed a greatly increased
activity of phosphorylase which even exeeded that found in the type II fibres. This may be
a consenquence of the glycogenosis.

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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The distal chloroquine neuropathy was accentuated in those muscles which showed the
greatest lesions. It consisted, in the main, of myelin breakdown which never reached the
state of neutral fat. The myopathy was not neurogenic. In man its unusual localization and
progression is likewise explained by the predominant affection of the red muscle fibres.

Almost all the histological changes noted within the nervous and muscular system could
be explained through a molecular interaction between phospholipids and chloroquine due to
the amphiphilic character of the drug and through the accumulation of the drug in lysosomes
and an impairment in their digestive capacity.

Key words: Chloroquine — Myoneuropathy — Neuronal Storage Dystrophy — Glycoge-
nosis — Ceroid-lipofuscinosis.

Einleitung

Die wesentlichen Nebenwirkungen der Therapie mit Chlorochindiphosphat?!
liegen auf neurologischem Gebiet. Von ihnen sind klinisch die Beteiligung von
Muskulatur und Spinalnerven besonders eingehend untersucht und vielfach unter
der Bezeichnung Neuromyopathie zusammengefalit worden. Vom Menschen
gibt es zur Histopathologie der Nebenwirkungen des Chlorochins am Nerven-
system auBer einem elektronenmikroskopischen Nervenbefund (Fardeau u. Godet-
Guillain, 1970) keine Mitteilungen. Dagegen wurde die Myopathie vielfach
bioptisch untersucht. Tierexperimentelle Untersuchungen haben deren eigen-
artiges Pridilektionsmuster aufgedeckt und das Verstindnis ihrer Pathogenese
wesentlich geférdert (Smith u. O’Grady, 1968; Klinghardt, 1968; McDonald u.
Engel, 1970). Die begleitende experimentelle Neuropathie zeigte ebenfalls Be-
sonderheiten in ihrer Lokalisation und Feinstruktur (Klinghardt, 1968, 1970,
1971, 1972; Klinghardt u. Thomas, 1970). Verinderungen in Perikarya von
Nervenzellen (Gleiser ef al., 1968) und extreme Axonballonierungen (Klinghardt
u. Thomas, 1970) in Spinal- und Trigeminusganglien sprachen dafiir, da} eine
Speicherdystrophie peripherer Neurone dabei im Spiele ist. Gleiser ef al. wiesen
bereits auf die elektronenmikroskopische Ahnlichkeit zwischen der , Lipo-
dystrophy® infolge Chlorochinintoxikation beim Schwein und entsprechenden
Verdnderungen bei manchen Neurolipidosen hin.

Fragestellungen

Die Fortsetzung unserer tierexperimentellen Untersuchungen mit Chlorochin galt der
weiteren Aufklirung der licht- und elektronenmikroskopischen Natur der neuronalen Spei-
cherunggdystrophie an den Pridilektionsorten ihrer Manifestation. Die Ergebnisse warfen
die Frage nach der histopathologischen, pathogenetischen und dtiologischen Vergleichbarkeit
dieser experimentellen Nervenzellspeicherung mit Ganglienzellverinderungen bei verschie-
denen natiirlichen Speicherkrankheiten vor allem des Menschen auf. Wir befafiten uns ferner
mit der weiteren histochemischen Charakterisierung der Chlorochinmyopathie sowie den
Beziehungen zwischen der Myo- und der Neuropathie, die zur Erklirung der ungewdhn-
lichen Symptomatik der Chlorochinmyoneuropathie beim Menschen herangezogen wurden.

Material und Methode

Die Versuchsratten (Wistar-Stamm) waren spezifisch pathogenfreie Tiere (Lieferant:
Dr. Hagemann, Bésingfeld/Lippe) mit Ausgangsgewichten zwischen 100 und 200 g. Nur bei

1 Einige Markennamen der Droge sind: Resochin®, Aralen®, Nivaquine B®, Sanoquin®,
Imagon®, Tresochin®, Silbesan®, Artrichin®, Bipiquin®, Reumachlor®, Avlochlor®, Bema-
pathe®, Tanakan®, Résoquine®.
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den Studien iiber enzymhistochemische Verinderungen der Typ I-Muskelfasern betrug das
Gewicht der Tiere bei Versuchsbeginn 40—50 g. Die ersten 30 histologisch untersuchten
geschlechtsreifen Tiere hatten Chlorochindiphosphat in wiBriger Losung mit der Magensonde
erhalten. Wegen der sehr hohen Tagesdosen (375 und 250 mg/kg), muBten des 6fteren applika-
tionsfreie Tage eingeschoben werden. Bei den danach in Versuch genommenen 70 geschlechts-
reifen Ratten und 10 Babyratten (s.o0.) verabreichten wir die Droge kontinuierlich mit dem
Futter vermischt (2,0 g der Substanz = 8 Tabletten Resochin® auf 1 kg des Alleinfutters
Altromin® — s. Brock u. Wilk). Dazu wurde Wasser ad libitum gegeben. Bei den aus-
gewachsenen Tieren bedeutete dies eine tigliche Aufnahme von etwa 200 mg/kg. Auch diese
geschlechtsreifen und die Babyratten blieben gegeniiber Kontrollen im Wachstum und Ge-
wicht zuriick. Bei der kontinuierlichen Verabreichung der Droge mit dem Futter lag die
Versuchsdauer der untersuchten Tiere zwischen 47 und 290 Tagen. Neuronale massive Spei-
cherung war schon nach 6 Versuchswochen nachweisbar.

Die Kaninchenversuche wurden an 14 Tieren der Hermelin-Rasse (Lieferant: Stegmann/
Seilauf) mit Ausgangsgewichten zwischen 900 und 1400 g durchgefiihrt. Sie erhielten die Droge
in wiiBriger Lésung mit der Magensonde. Wir gaben verschieden hohe Tagesdosen (100 oder
125 oder 165 mg/kg), bei demselben Tier aber in der Regel nur eine dieser Tagesdosen durch-
gehend. FreBunlust, Apathie und Gewichtsabnahme machten immer wieder Einschaltung
applikationsfreier Tage notig, so daB die Droge im Endeffekt nur jeden 2.—3. Tag verabreicht
worden war. Bei den untersuchten Tieren lagen Hohe und Anzahl der Tagesdosen und die
Versuchsdauer zwischen wenigstens 58 Tagesdosen zu 100 mg/kg innerhalb von 155 Tagen
und hochstens 74 Tagesdosen zu 165 mg/kg innerhalb von 138 Tagen.

Die Ratten wurden mit Chloralhydrat i.p., die Kaninchen mit Evipan® i.v. unmittelbar
am Ende der Intoxikationsperiode getotet.

Die fluorescenzmikroskopischen Untersuchungen wurden ohne zusitzliche Fluorochro-
mierung mit einem Fluorescenzmikroskop der Carl Zeiss-Werke, Oberkochen, mit der Auflicht-
methode durchgefiithrt (Lampe CS 200, Erregerfilter BG 12/3 mm mit Transmission zwischen
325 und 500 und Maximum bei 404,7 nm, Sperrfilter 50). Am aufschlureichsten waren un-
gefiirbte Kryostatschnitte. Ausreichende Resultate waren auch an Gefrier- und ungeférbten,
nicht entparaffinierten Schnitten nach Formolfixation erhiltlich und sogar noch nach Ent-
paraffinierung und Einbettung in Isobutylmethacrylat, das nicht fluoresciert (Reichel et al.,
1968). Die Untersuchung in iblicher Weise mit Kresylviolett gefarbter und eingedeckter
Paraffinschnitte war nur erfolgreich, wenn viel fluorescierendes Material vorgelegen hatte. —
Chlorochindiphosphat besitzt eine leuchtend gelbe Eigenfluorescenz. Wegen einzuhaltender
Kautelen bei der Annahme fluorescierender Konzentrationen der Droge in verschiedenen
Geweben s. spiter.

Spinalganglien fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden bei den
Kaninchen in Narkose (Evipan®i.v.) entnommen, mit 3,9°/,igem Glutaraldehyd 1 Std lang
vorfixiert, 4 Std lang mit 29/yiger Lésung von OsO, in 0,1 molarem Phosphatpuffer (Sgrensen)
nachfixiert und in Epon 812 eingebettet. Die 2 p. dicken Semidiinnschnitte wurden an einem
Reichert-Ultramikrotom angefertigt, mit p-Phenylendiamin gefarbt und im Phasenkontrast
mikroskopiert. Die Ultradiinnschitte wurden mit Diamantmesser geschnitten, mit Bleicitrat
kontrastiert (Venable u. Coggeshall, 1965) und mit einem Zeiss-Elektronenmikroskop EM 9 S-2
photographiert. — Bei den Ratten wurden die Spinal- und Trigeminusganglien zumeist in
Narkose (Chloralhydrat i. p.) entnommen und unmittelbar anschlieBend wie angegeben fixiert.
Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung des Pyramidenzellbandes des Ammonshornes
wurden die Ratten vorher von der Aorta ascendens aus in der Narkose mit 3,99/,igem
Glutaraldehyd perfundiert.

Untersuchtes Rattenmaterial. Bei 76 Ratten wurden lichtmikroskopische Untersuchungen
von Gefrier- und Paraffinschnitten nach Formolfixation durchgefithrt. Die orientierenden
Untersuchungen betrafen sehr verschiedene Regionen von Nervensystem und Muskulatur,
die anschlieBenden systematischen in unterschiedlicher Haufigkeit die folgenden Abschnitte:
HinterfuBsohle, N.tibialis am FuB, desgleichen am Unterschenkel, desgleichen am Ober-
schenkel (einschlieBlich des tbrigen Plexus), Cauda, lumbales und Halsmark mit Spinal-
ganglien, Trigeminusganglien, M. tibialis anterior, M.gastrocnemius. — Folgende Firbungen
wurden angewandt: Sudan III-Hamatoxylin, OTAN, Spielmeyer, Himatoxylin-Eosin, Hei-
denhain-Woelcke, Bodian, PAS, Kresylviolett, Luxol-Echtblau, Turnbull.



120 G.W.Klinghardt

Abb.1. a Exp.-Nr.5077, Ratte, 158 Tage lang Chlorochin mit dem Futter; M.tibialis ant.;
saurer Hamateintest (Baker), 150x. In den kleinkalibrigen (Typ I)-Muskelfasern zumeist
ein groBeres oder einige kleinere Phospholipiddepots; die groBkalibrigen Fasern lassen keine
oder nur minimale Phospholipidablagerungen erkennen. b Exp.-Nr.5301, Ratte, 71 Tage
lang Chlorochin mit dem Futter; Medialer Kopf des M.gastroenemius, Glykogenfirbung
(Best), 275 . In zahlreichen kleinkalibrigen Muskelfasern ziemlich gleichmiBig verstreut
massenhaft Glykogengranula; die groBkalibrigen (Typ II-)Muskelfasern sind davon vollig frei.
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Der saure Himateintest (Baker) mit orientierenden Kontrollen nach Extraktion mit
Pyridin wurde bei 10 Versuchs- und 3 Kontrolltieren durchgefithrt und betraf vor allem den
M.tibialis anterior, M.gastrocnemius, Zwerchfell, Herzmuskel, Spinal- und Trigeminusganglien.

Mit der Glykogenfiarbung nach Best wurden bei 6 Versuchs- und 3 Kontrolltieren der
M. tibialis anterior, M.gastrocnemius und das Zwerchfell untersucht.

Fluorescenzmikroskopische Untersuchungen von Kryostatschnitten wurden bei 12 Ver-
suchs- und einigen Kontrolltieren durchgefiihrt. Sie betrafen den M. tibialis anterior, M.soleus,
Spinal- und Trigeminusganglien, Ammonshorn, Kleinhirnseitenlappen und Halsmarkquer-
schnitte. AuBerdem wurden von zahlreichen Versuchstieren ungefirbte Paraffinschnitte aus
verschiedenen Regionen des Nervensystems und der Muskulatur untersucht.

Zur histochemischen Differenzierung von Muskelfasertypen an Kryostatschnitten wurden
der Phosphorylasenachweis nach Takeuchi und der Dehydrogenasennachweis nach Hess,
Scarpelli und Pearse mittels MTT durchgefithrt. Damit wurde bei 20 zu Versuchsbeginn
geschlechtsreifen und bei 6 zu Versuchsbeginn 40—50 g schweren Ratten sowie einigen
Kontrollbabyratten der M. tibialis anterior untersucht.

Von 12 Versuchsratten wurden 12 vorzugsweise cervicale und lumbosacrale Spinalganglien
nach Eponeinbettung phasenkontrastmikroskopisch und 10 davon elektronenmikroskopisch
untersucht. Die entsprechenden Zahlen fiir Trigeminusganglien sind: von 5 Tieren 5 bzw.
4 (Ganglien, fiir das Pyramidenzellband des Ammonshorns: von 8 Tieren 8 bzw. 3 Blocke.

Untersuchtes Kaninchenmaterinl. Formolfixiertes Material aus denselben Regionen und
mit denselben Féarbungen wie bei den Ratten wurden von den 8 Kaninchen mit den lingsten
Intoxikationsperioden untersucht. Das Riickenmark wurde in wesentlich gréBerer Ausdehnung
untersucht als bei den Ratten. Bei der Muskulatur lag das Schwergewicht der Untersuchungen
auf dem Vergleich rein roter Muskeln (M. semitendinosus, M. longissimus dorsi) mit den benach-
barten gemischten Muskeln. Der Baker-Test konnte nur orientierend durchgefiihrt werden
(Zwerchfell, Spinalganglien, Leber). Fiir die Fluorescenzmikroskopie stand nur formolfixiertes
Material zur Verfiigung. — Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen beschrankten
sich auf 4 Spinalganglien von 4 Tieren (eines davon mit relativ kurzer Intoxikationsperiode —
s. spiter) und einen Block mit Purkinje-Zellen.

Ergebnisse
1. Muskelbefunde bei Ratten

Im Zentrum des M.tibialis anterior liegen die drei histochemisch differenzier-
baren Haupttypen von Skeletmuskelfasern sehr gleichmiBig verstreut. Hier waren
bei allen 20 geschlechtsreifen Tieren Abschnitte mit elektiver oder dominierender
Degeneration der Typ I-Muskelfasern zu finden. Im medialen Kopf des M. gastro-
cnemius kommen dagegen die Typ I- und Typ II-Muskelfasern abschnittsweise
fast unvermischt vor. Hier zeigte sich — dem sehr unterschiedlichen Schidigungs-
bild benachbarter rein roter und gemischter Skeletmuskeln beim Kaninchen ver-
gleichbar (Klinghardt, 1970) — der rote Abschnitt fast vollstindig degeneriert
und der ,,weille’ -weitgehend verschont. — Die folgenden bisher iibersehenen
Befunde unterstreichen diese Selektivitit der Muskelfaserschiddigung.

¢ Exp.-Nr.5079, Ratte, 147 Tage lang Chlorochin mit dem Futter; M.tibialis ant., saurer
Himateintest, 150X . Die klein- und mittelkalibrigen Muskelfasern enthalten wesentlich
groBere phospholipidhaltige Granula als die groBkalibrigen. d Exp.-Nr.5397, Ratte, 110 Tage
Chlorochin mit dem Futter. Lateraler Kopf des M.gastrocnemius, saurer Himateintest,
1000 <. Stiftférmige Depots phospholipidreicher Massen in 2 Muskelfasern. e und f Exp.-
Nr.4235, Babyratte, 167 Tage lang Chlorochin mit dem Futter (Ausgangsgewicht 40 g, End-
gewicht 70 g!); M.tibialis ant., benachbarte Kryostatschnitte, 250 x. Die in Abb.2a de-
hydrogenasenreichen kleinkalibrigen Muskelfasern lassen in Abb.2b eine noch stiirkere
Aktivitit der Phosphorylase erkennen, als die Typ II-Fasern. Keine Kernvermehrung in den
Typ I-Fasern
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Mit dem sauren Hamateintest (Baker) waren zwei Schidigungsformen unter-
scheidbar. Bei der einen lagen in gemischten Skeletmuskeln zahlreiche kleine
blauschwarze rundliche Einlagerungen iiber sdmtliche Faserquerschnitte ziemlich
gleichméBig verstreut vor (Abb.lc). Sie waren in kleinkalibrigen Fasern zahl-
reicher und groBer als in den groBkalibrigen und auf Lingsschnitten oft in par-
allelen Langszeilen geordnet. Kleine Anhédufungen dieser Kérnchen im Faser-
zentrum stellten den Ubergang zum Schidigungsmuster vom ,,vakuoligen* Typ
dar. Bei ihm lagen in den Typ I-Fasern groBe phospholipidreiche Depots vor,
die in den groBkalibrigen Faserquerschnitten fehiten (Abb.1a). Sie waren auf
Léingsschnitten oft stiftférmig (Abb1d). Das Verteilungsmuster dieser Phospho-
lipidose entsprach also dem enzymhistochemisch festgestellten Pridilektions-
muster der Myopathie.

Die fluorescenzmikroskopischen Befunde an Kryostatschnitten der Muskulatur
entsprachen den granuldren Verinderungen, die die Baker-Methode zeigte.
Chlorochindiphosphat wird infolge seiner gelben Eigenfluorescenz auch in Gewebs-
schnitten an den Stellen seiner Anreicherung mikroskopisch nachweisbar. Auller-
dem fluorescieren die membrands geschichteten Korperchen bereits an sich
leuchtend gelb. Bei der fluorescenzmikroskopischen Beurteilung von Chlorochin-
schiden der Muskulatur spielen dagegen Stérungen durch Lipofuscin nicht eine
derartige Rolle wie im Zentralnervensystem.

Nur bei vereinzelten Muskelfasern wies das Sarkoplasma insgesamt auch eine
geringe zusdtzliche diffuse Gelbfluorescenz auf. Auffallender als im Baker-Test
waren die zwischen den Muskelfasern liegenden mit gelbleuchtenden Granula
vollgepfropften Makrophagen.

Die fast elektive Schadigung der Typ I-Muskelfasern zeigte sich auch beim
Glykogennachweis nach Best. Die degenerativ verinderten Fasern waren gleich-
miBig von unzéhligen rotlichen Granula iibersit, die nicht den fluorescenzoptisch
bzw. beim sauren Himateintest erkennbaren entsprachen (Abb.1b). Auch die
universelle Schidigung rein roter Muskelanteile wurde hierbei deutlich. Neben
der Phospholipidose liegt also eine Glykogenose der Typ I-Fasern vor.

Bemerkenswert war das enzymbhistochemische Verhalten der roten Muskel-
fasern bei jungen Ratten (Gewicht bei Versuchsbeginn 40—50 g), denen wir
lingere Zeit Chlorochin mit dem Futter verabreicht hatten (vgl. auch Klinghardt
u. Thomas, 1970). Die Tiere blieben im Wachstum zuriick und entwickelten nur
eine sehr schmaéachtige Muskulatur. Thre Typ I-Muskelfasern zeigten trotz der
langdauernden Intoxikation keine oder nur Initialstadien der Degeneration, die
bei den geschlechtsreifen Tieren weit fortgeschritten zu sein pflegte. AuBerdem
wiesen die roten Fasern neben ihrer regelrechten hohen Dehydrogenasesktivitéit
eine sehr starke Phosphorylaseaktivitat auf, die sogar noch hoher als die der
benachbarten Typ II-Muskelfasern war (Abb.1e und 1£). Bei den ausgewachsenen
Versuchstieren haben wir dieses enzymhistochemische Verhalten nie gesehen.

1I. Muskelbefunde bei Kaninchen
Orientierende Untersuchungen mit dem sauren Hémateintest ergaben auch
bei Kaninchen einen hohen Phospholipidgehalt des Inhaltes der Muskelfaser-
vacuolen. An der Bevorzugung der Typ I-Muskelfasern und an der primir myo-
pathischen Natur ihrer Affektion war gleichfalls nicht zu zweifeln. Lichtmikro-
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Abb.2. a und b Exp.-Nr.4500, Kaninchen. In 261 Versuchstagen 136mal 125 Chlorochin/

kg/die. Lumbales Spinalganglion, Silberimprignation nach Bodian. In a 120X, in b der ein-

gerahmte Ausschnitt von a 800x. Sehr viele Nervenzellen zeigen eine Auftreibung ihres

Perikaryons mit gemeinsamer Verlagerung von Kern und Nissl-Schollen zur Peripherie.

Imprimierung einiger der Perikarya durch homogen erscheinende Axonauftreibungen. Bei

der stirkeren VergréoBerung wird die wabige Struktur der Speicherareale der Perikarya bei
Silberimprignation deutlich
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Abb.3. a Exp.-Nr.3019, Kaninchen, in 138 Tagen 74mal 165 mg Chlorochin/kg/die. Sacrales
Spinalganglion, Bodian-Impréignation, 750 X . Imprimierung des Perikaryons einer Nerven-
zelle durch eine Axonballonierung, deren Inhalt homogen dargestellt ist. b Exp.-Nr.4498,
Kaninchen, in 171 Tagen 105mal 100 mg Chlorochin/kg/die. Lumbale hintere Riickenmark-
wurzel, Silberimprignation nach Bodian, 225 X . Starke Ballonierung eines eintretenden Axons
im Riickenmark. ¢ Exp.-Nr.5665, Ratte, 106 Tage Chlorochin mit dem Futter. Cervicales
Spinalganglion, p-Phenylendiamin, 1250 X im Phasenkontrast, NachvergroBerung 2x. Un-
zéhlige Granula im Perikaryon einer Ganglienzelle (re.) und in ihrem ballonierten Axon (Ii.)
sowie dem diinnen Verbindungsstiick dazwischen (Pfeil), d Exp.-Nr.4497, Kaninchen, in
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skopische Spinalnervenverdnderungen fanden sich nur bei bereits weit fort-
geschrittener Myopathie.

111. Befunde an Spinalnerven, Spinal- und Trigeminusganglien bei Ratten

Nicht selten war schon nach wenigen Versuchstagen makroskopisch iiber dem
caudalen Riickenmark, den lumbosacralen Spinalwurzeln und Spinalganglien der
Versuchstiere eine Randzonensiderose deutlich.

Bei den Ratten stand die nucleodistale Akzentuation der Schidigung langer
Spinalnerven im Vordergrund. An der Sohle lag mitunter Markscheidenzerfall
iiber lingere Strecken vor, der nicht als Druckschaden zu deuten war (Unter-
suchung von Kontrolltieren). Vielfach bestanden an priaterminalen Abschnitten
neben kontinuierlichem Myelinzerfall auch perlschnurartige Kaliberschwankungen
der Axone. Die Nervenstdmme an den Unter- und Oberschenkeln dagegen waren
unauffillig. Im Gegensatz dazu stand der in Spinal- und Trigeminusganglien
vielfach kontinuierliche ballenformige Markscheidenzerfall fast aller Fasern, der
auch hier nie bis zum Neutralfettstadium des Abbaues ging. Die Perikarya und
Axone vieler Nervenzellen wiesen hier dieselbe granuldre Speicherungsdystrophie
auf (Abb.5¢ und 3¢), die bei den Kaninchen noch ausfiihrlich beschrieben wird.
Dies gilt auch fiir den hohen Phospholipidgehalt der Speicherareale der Perikarya
im Baker-Test (Abb.5a) und fiir die besonders starke Speicherung mancher Nerven-
zellen nahe der Ganglienkapsel (Abb.5¢).

Elektronenmikroskopisch lagen in den Perikarya aller dieser Nervenzellen
reichlich bis massenhaft pathologische, in erster Linie membrandse geschichtete
Cytosomen (MCBs = membranous cytoplasmic bodies) vor, die oft eine Einheits-
membran erkennen lieBen. Innerhalb eines Perikaryons war diese Cytosomen-
population meist recht gleichformig, zwischen benachbarten Perikarya mitunter
jedoch recht different. Bei den Ratten tiherwogen die konzentrisch geschichteten
membrandsen Kérperchen die Cytosomen mit planparalleler Schichtung stets bei
weitem (Abb.4). Beide Formationstypen kamen auch im selben Granulum
gemeinsam vor und wiesen mitunter kontinuierliche Uberginge zwischen ihren
Membransystemen auf.

Eindrucksvoll waren in manchen Perikarya wie in Reinkultur vorliegende,
ziemlich gleichgrofle, rundliche und aus besonders dicht stehenden konzentrisch
geordneten Lamellen aufgebaute Cytosomen (Abb.5d), die ebenfalls mitunter eine
einfache umhiillende Membran erkennen lieBen. Bei stirkerer VergroBerung ergab

252 Versuchstagen 134 Tagesdosen Chlorochin zu 100 mg/kg. Ganglion Gasseri, p-Phenylen-
diamin, 1150, im Phasenkontrast. Wurstformige Axonauftreibung durch Massen von Gra-
nula. e Tier der Abb.3d, Ganglion Gasseri, p-Phenylendiamin, 560X im Phasenkontrast.
Starke granuldre Speicherung besonders im Perikaryon der einen Ganglienzelle mit gemein-
samer Verlagerung von Kern und Nissl-Substanz zur Peripherie. Unterschiedliche GroBe der
Speichergranula, die sich ferner in Mantelzellen finden. f Kaninchen der Abb.3a. Lumbal-
mark, motorische Vorderhornzelle, Silberimprignation nach Bodian, 1150 x. Wabige Fort-
satzdystrophie. g Kaninchen der Abb.3d, lumbales Spinalganglion, 33000 . Transversal
zur Léngsachse annihernd planparallele Schichtung der Membranen der Speicherkérperchen,
die eine umgebende Einheitsmembran erkennen lassen. Stellenweise ist eine Periodik dickerer
und diinnerer dichter Linien angedeutet. In den Cytosomen mit stéirkerer Aufsplitterung
der Lamellierung kommen auch feingranuliert erscheinende Abschnitte vor

9 Acta neuropath. (Berl.) Bd. 28
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Abb.4. Exp.-Nr.5393, Ratte, 141 Tage Chlorochin mit dem Futter, cervicales Spinalganglion,

6650 x . Im Perikaryon einer Ganglienzelle zahlreiche annédhernd konzentrisch geschichtete

membrandse Cytosomen unterschiedlicher Gréfle, teilweise mit kompakterem Zentrum. In

der unteren Hilfte des Bildes haben einige der MCBs auch Abschnitte mit Schichtung nach
dem Zebra-Typ. Einzelne lipofuscinihnliche Granula
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sich in ihren kompakten Abschnitten ein Alternieren dickerer und dinnerer dichter
Linien nach dem Muster der ,,intraperiodic” und ,,major dense line* reguldrer
Markscheiden (Abb.6f). In ihren aufgesplitterten Arealen lagen oft viele Paare
zweier diinnerer dichter Linien mit breiterem Abstand zu den Nachbarpaaren
vor (Abb. 5f). Dieser Befund 148t sich auf eine Aufsplitterung der dickeren dichten
Linie — wie auch bei Morbus Tay-Sachs beobachtet (Terry, 1970) — zuriick-
fiihren. Auch bei Membranabfaltungen von der inneren Markscheidenlamelle in
den Axonraum war wiederholt deren Absplitterung aus der ,,major dense line*
deutlich.

Das elektronenmikroskopische Bild der Speicherung in den zahlreichen Axon-
ballonierungen innerhalb der Spinalganglien (Abb.6a) wich von dem in den Peri-
karya deutlich ab. Nur hier — wie auch bei den Kaninchen — waren zwischen
den membrandsen geschichteten Cytosomen (aber wesentlich seltener als diese)
von einer einfachen oder doppelten, gelegentlich sogar angedeutet mehrschichtigen
Membran umhiillte sehr unterschiedlich groBe kompakte Anhidufungen von
Glykogenpartikeln zu sehen (Abb.6b und 6c¢). Seltener waren dichte oder aus-
einandergezogene Ansammlungen von Glykogengranula ohne umhiillende Mem-
bran, die ebenfalls betrichtliche Ausmale aufweisen konnten. Die membrandsen
geschichteten Cytosomen wichen von jenen in den Perikarya insofern ab, als ihre
groBe Masse wesentlich kleiner und ihre Schichtung stirker aufgelockert und un-
geordneter war.

Einen weiteren relativ seltenen auffélligen Typ von Speichergranula haben
wir bisher nur in Perikarya von Trigeminusganglien der Versuchsratten gesehen.
Diese Cytosomen wiesen ausgedehnte curvilineare und spirliche geschichtete
membranése Abschnitte auf. Sie lagen teils zwischen den Speicherkorperchen mit
reiner membranéser Schichtung verstreut (Abb.7a), teils in manchen Arealen der
Perikarya unvermischt (Abb.7b). Mitunter war auch bei thnen eine begrenzende
Einheitsmembran feststellbar.

IV. Befunde an Spinalnerven, Spinal- und Trigeminusganglien bei Kaninchen

Die schwersten Nervenschidigungen bestanden an den Asten innerhalb der
Muskeln mit der schwersten Myopathie, also innerhalb der rein roten (die bei
Ratten nicht vorkommen). Hier lag mitunter an sémtlichen Fasern ein kontinuier-
licher, ungewoéhnlich feinkérniger Markscheidenzerfall vor. Eine distale Akzen-
tuation des Myelinzerfalls mit Andeutung perlschnurartiger Kaliberschwankungen
und reichlich Sprossungen von Axonen waren in gemischten, besonders in duBeren
Augenmuskeln deutlich. Das Neutralfettstadium des Myelinabbaues war auch bei
den Kaninchen nirgends nachweisbar.

Auch hier kontrastierten gegeniiber den ungeschidigten proximalen Nerven-
abschnitten die schweren Verianderungen in den Spinal- und Trigeminusganglien.
Mitunter waren nur spéarliche Markscheidenreste nachweisbar. Die ebenfalls
zahlreichen extremen Axonballonierungen imprimierten nicht selten benachbarte
Perikarya (Abb. 3a). Sie kamen auch in hinteren Wurzeln und in deren Fortsetzun-
gen im Riickenmark (Abb.3b) vor.

Die granulire Form des Speichermaterials war in Semidiinnschnitten be-
sonders eindrucksvoll (Abb.3d und 3e). Fortgeschrittene Speicherung hatte Auf-

9*
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Abb.5. a Exp.-Nr.5079. Ratte, 147 Tage lang Chlorochin mit dem Futter. Cervicales Spinal-

ganglion, saurer Himateintest, 500 . Vor allem die stérker aufgetriebenen Perikarya einiger
Nervenzellen sind von dichten Massen blauschwarzer Granula angefillt. b Exp.-Nr.4698,
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treibung der Perikarya zahlreicher Nervenzellen (Abb.2a und 3e¢) und eine wabige
Struktur der Speicherungsbezirke im Bodianbild (Abb.2b) zur Folge. — Im Gegen-
satz zu den Ratten tiberwogen bei den Kaninchen in den Spinal- und Trigeminus-
ganglienzellen die planparallel geschichteten membranésen Cytosomen die kon-
zentrisch geschichteten bei weitem (Abb.3g). Dieser Unterschied war schon in
den Anfangsstadien der Speicherung ersichtlich (z. B. nach 9 Applikationen binnen
18 Tagen). An den planparallel geschichteten Cytosomen war eine einfache
membrandse Umhiillung oft besonders deutlich. Auch bei den Kaninchen fanden
sich die von einer Einheitsmembran umgebenen mitunter aber auch freien, teil-
weise recht betréchtlichen Massierungen von Glykogenpartikeln und Glykogen-
granula nur in den Axonballonierungen.

V. Lipidchemische Befunde bei Kaninchen

Eine Ergénzung zu den morphologischen Nervenzellbefunden in den Spinal-
und Trigeminusganglien verdanken wir lipidchemischen Untersuchungen von
Jatzkewitz (1972) und Sandhoff (1974). Sie haben bei drei Kontroll- und vier
langdauernd mit Chlorochin behandelten Kaninchen unserer Inzucht Lipidex-
trakte von Leber, Milz und Spinalganglien mittels Diinnschichtchromatographie
(Adsorbens: Kieselgel G; Laufmittel: Chloroform-Methanol-0,3°/, CaCl,-konzen-
trierte  Ammoniaklosung wie 60:35:35:1,5 v/v) vergleichend analysiert. Im
Spinalganglienmaterial der Versuchstiere (die dort auch mikroskopisch eine
massive Speicherungsdystrophie aufwiesen) fand sich eine noch nicht identifizierte
Substanz mit einem Rp-Wert zwischen dem der Ganglioside Gp1, und Gpip
(Nomenklatur von Svennerholm, 1963) angehéuft. Sie zeigte nach Reaktion mit
Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagenz eine andere Firbung als Ganglioside.

VI. Befunde am Zentralnervensystem

Die lichtmikroskopischen Verdnderungen in den Perikarya zentralnervoser
Nervenzellen waren bei beiden Species graduell wesentlich geringer als in den
Nervenzellen der untersuchten sensiblen Ganglien. Dies wurde beim Vergleich
von Spinalganglien und Riickenmark im gleichen Schnittpraparat bei den Kanin-

Ratte, 245 Tage lang Chlorochin mit dem Futter. Querschnitt vom oberen Halsmark, Semi-
dénnschnitt, p-Phenylendiamin, im Phasenkontrast 1150x. Durch unzihlige Granula
ballonierter Fortsatz einer Spinalganglienzelle. ¢ Exp.-Nr.4710, Ratte 262 Tage lang Chloro-
chin mit dem Futter. Lumbales Spinalganglion, Semidiinnschnitt, p-Phenylendiamin, im
Phasenkontrast 400x. Simtliche Nervenzellperikarya weisen massenhaft Speichergranula
auf, am stiirksten einige unter der bindegewebigen Kapsel des Ganglions. d—f Exp.-Nr.5089,
Ratte, 195 Tage lang Chlorochin mit dem Futter. Cervicales Spinalganglion. In d 33000,
in e und £ 210000x. In d im Perikaryon einer Ganglienzelle besonders regelmiBig konzen-
trisch geschichtete membrandse Korperchen, von denen das links unten abschnittsweise eine
duBere begrenzende Umhiillung erkennen 1at. — Bei stirkerer VergroBerung stellen sich in
den aufgelockerten Abschnitten der membranésen Kérper (wie in e) viele Paare dimnerer
dichter Linien dar, wihrend in den kompakten Abschnitten (wie in f) dickere und diinnere
dichte Linien alternieren
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Abb. 6. a Exp.-Nr.5089, Ratte, 166 Tage lang Chlorochin mit dem Futter. Cervicales Spinal-
ganglion, p-Phenylendiamin, 720 X im Phasenkontrast. Ballonierungen mehrerer Axone durch
Unmassen von Granula. b und ¢ Ausschnitte von einer Axonballonierung aus dem Spinal-
ganglion der Abb.6a; in b 6600, in ¢ 33000 x. In b ist die umgebende Myelinscheide mit
dargestellt. In ¢ zwischen den stirker aufgelockerten, konzentrisch geschichteten, ver-
schiedenartig vereinigten membrandsen Cytosomen eine sehr groBe (wie auch in b zu sehen)
und eine kleinere (neben weiteren angedeuteten) Anhidufung von Glykogenpartikeln mit Um-
hiillung durch Membranen. In einigen Membranhiillen liegt sehr feingranuliertes Material,
das auch frei zwischen den Cytosomen zu sehen ist
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chen besonders deutlich. Selbst bei massiver Auftreibung vieler Nervenzell-
perikarya im Spinalganglion zeigten héchstens vereinzelte motorische Vorderhorn-
zellen desselben Segments groflere von Nissl-Schollen freie Areale, aber nie Kern-
verlagerungen oder eine wabige Struktur des Perikaryons im Bodianbild. Stirkere
Axonauftreibungen lieBen sich im Riickenmark regelméfBig auf Fortsitze von
Spinalganglienzellen beziehen (Abb.5b). Nur nach sehr langer Versuchsdauer
haben wir gelegentlich auch an zentralnervosen Neuronen bei Kaninchen peri-
karyonnahe Fortsatzdystrophie gesehen. Sie bestand in einer auffallenden wabigen
Strukturiernng bei der Silberimprignation (Abb.3f), wie wir sie in den sensiblen
Ganglien nie gesehen haben. Ein ebenfalls nur beim Kaninchen nach sehr langer
Intoxikation erhobener Befund waren in den cervicalen medialen Hinterstrdngen
gelegene Axonfragmentationen und eigentiimliche verklumpte argentophile Ballen
im Axonlager.

Die Deutung der erheblichen fluorescenzmikroskopischen Unterschiede
zwischen Versuchs- und Kontrolltieren im Zentralnervensystem ist nur mit Vor-
behalt moglich. Sowohl Lipofuscingranula wie die membrands geschichteten cyto-
plasmatischen Koérperchen an sich (vgl. Abb.8c¢ von einem Kind mit amauro-
tischer Idiotie) weisen eine intensiv gelbe Eigenfluorescenz auf. Eine durch
Chlorochin bedingte — und evtl. zusédtzliche — gelbe Fluorescenz ist hiervon
nicht abgrenzbar. Chlorochin wird auch nicht nur in Lysosomen gebunden. Die
fluorescenzmikroskopischen Unterschiede zwischen Versuchs- und Kontrolltieren
erlauben jedoch eine eindrucksvolle Orientierung iiber bevorzugte Wirkungsorte
des Chlorochins im Zentralnervensystem. Abb.8a gibt eine — wie die elektronen-
mikroskopische Untersuchung zeigte, weit iberwiegend auf membrandse geschich-
tete Korperchen zu beziehende — Fluorescenz in Speicherarealen von Trigeminus-
ganglienzellen wieder. Die Vermehrung der fluorescierenden Granula in den
motorischen Vorderhornzellen war demgegeniiber stets geringer (Abb.8d), aber
immer noch sehr deutlich. Von Kontrolltieren lieBen sich aus diesen Regionen
iberhaupt keine fluorescenzmikroskopischen Aufnahmen anfertigen. Die patho-
logisch verstirkte granulidre Fluorescenz war auch in den Perikarya der Pyra-
midenzellen des Ammonshorns betrichtlich (Abb.8e) und felderformig verschie-
den. Dagegen war sie in den Purkinje-Zellen wieder nur maBig verstirkt. — Nach
langerer Intoxikationsperiode ist in sdmtlichen Ganglienzellen des ZNS und vor
allem auch in Astrocyten vermehrte granulire Gelbfluorescenz zu finden. Ver-
einzelte Pyramidenzellen der GroBhirnrinde fielen auBerdem durch eine intensive,
diffuse Gelbfluorescenz der Konturen ihres Pericaryons auf (Abb.8b).

Unsere bisherigen elektronenmikroskopischen Untersuchungen am ZNS be-
treffen das Pyramidenzellband des Ammonshorns bei Ratten. Hier fanden sich
nur vereinzelte, besonders grofie und von den bisher beschriebenen Formen ab-
weichende konzentrisch geschichtete membrandse Korperchen in den Perikarya
von Ganglienzellen (Abb.8g), wie sie auch nach prolongierter Hypoxie gesehen
wurden (Yu ef al., 1972). Dagegen fielen in diesen Pyramidenzellen reichlich lipo-
fuscindhnliche Granula auf. — Weitere Untersuchungen miiften zu kliren suchen,
ob die fluorescenzmikroskopischen Ganglienzellbefunde im ZNS generell auf einer
Vermehrung letzterer oder morphologisch ahnlicher Cytosomen beruhen und somit
anders als in den untersuchten sensiblen Glanglien zu erkliren sind.



G. W.Klinghardt



Schidigungen durch Chlorochin 133

Diskussion

Unter den vorliegenden experimentellen neuropathologischen Befunden legt
die in Spinal- und Trigeminusganglien beobachtete Speicherungsdystrophie der
Ganglienzellen Vergleiche mit einigen natiirlichen neurologischen Krankheits-
bildern nahe. In den Perikarya und Axonballonierungen bestand eine ungewoéhn-
lich komplexe und regional unterschiedliche Kombination verschiedener Typen
von Speicherkorperchen. Eine geringere Vielfaltigkeit derartiger Cytosomen ist
bei verschiedenen bekannten Speicherkrankheiten als kennzeichnender Befund
geldufig. Diese vergleichbaren natirlichen Krankheiten enthalten jeweils nur
Ausschnitte des experimentellen Speicherungsbildes. Sie beruhen teilweise auf
angeborenen Defekten einzelner lysosomaler Enzyme (wie die Gari- und Gpro-
Gangliosidose oder die Glykogenose Pompe), teilweise werden lysosomale Enzym-
defekte als ihre direkte oder indirekte Ursache diskutiert (wie bei manchen
Formen neuronaler Ceroid-Lipofuscinose).

Fiir das Vorliegen einer Neurolipidose sprachen die lichtmikroskopischen Auf-
treibungen vieler Nervenzellperikarya und Axone in Spinal- und Trigeminus-
ganglien durch Massen von Granula und deren farberisches Verhalten. Elektronen-
mikroskopisch entsprach dem die zumeist einfache oder periodische, entweder
konzentrische (wie besonders bei der infantilen amaurotischen Idiotie bekannt)
oder planparallele (wie vor allem vom Gargoylismus geldufig) membranose Schich-
tung sowie die nicht selten deutliche Umbhillung dieser Cytosomen durch eine
einzelne Membran. Die definitive biochemische Identifizierung der im Spinal-
ganglienmaterial unserer Versuchskaninchen mittels Dinnschichtchromatogra-
phie (Jatzkewitz, 1972; Sandhoff, 1974) angehduft nachgewiesenen Substanz mit
einem Rp-Wert zwischen dem der Ganglioside Gp14 und Gp1p steht noch aus. Ob
und wie weit die biochemischen Ursachen der Speicherungsdystrophien infoige
Chlorochin mit jenen der vier aus der Pathologie geldufigen Gangliosidoseformen
(s. Jatzkewitz, 1970; Sandhoff ef al., 1969) oder anderen durch Defekt eines lyso-
somalen Enzyms bedingten Erkrankungen nicht nur oberflichliche Gemeinsam-
keiten haben, bedarf ebenfalls weiterer Klarung.

Sehr viel seltener als die konzentrisch oder planparallel geschichteten mem-
brandsen Korperchen haben wir zwei weitere elektronenmikroskopisch besonders
auffillige Formen von neuronalem Speichermaterial gefunden. — Die eine davon
sahen wir bisher nur in Nervenzellperikarya in Trigeminusganglien von Ratten.
Diese hier mitunter wie in einer Reinkultur massierten oder zwischen den
membrands geschichteten Korperchen verstreuten Gebilde mit ausgedehnten
curvilinearen und spérlichen membranods geschichteten Anteilen erinnern an das
Speichermaterial bei manchen Formen neuronaler Ceroid- Lipofuscinose.

Abb.7. a und b. Exp.-Nr.5393, Ratte, 141 Tage Chlorochin mit dem Futter. Ganglion Gasseri,

in a 18500, in b 17500. In a im Perikaryon einer Ganglienzelle zwischen iiberwiegend kon-

zentrisch geschichteten membrandsen Cytosomen gréBere Kérperchen mit ausgedehnten

Abschnitten, die Lipopigmentkorpern vom curvilinearen Typ #hnlich sehen und spérlicheren

Abschnitten mit membrandser Schichtung. In b liegen etwas kleinere derartige Cytosomen im

Perikaryon einer anderen Nervenzelle abschnittsweise unvermischt zusammen. Sie lassen
stellenweise eine dufiere begrenzende Membran erkennen



Abb.8a—e. Kryostatschnitte, Auflichtfluorescenz, keine zuséitzliche Fluorochromierung. a Exp.-
Nr.4881, Ratte, 112 Tage Chlorochin mit dem Futter. Ganglion Gasseri, 1200 x. In den Peri-
karya der Ganglienzellen exzentrisch Anhdufungen intensiv gelbleuchtender Speichergranula.
b Exp.-Nr.4700, Ratte 293 Tage Chlorochin mit dem Futter. Pyramidenzelle in der Uncus-
rinde, 1200 X . Mehr homogene Gelbfluorescenz vor allem der Zellbegrenzung. ¢ MPI-Nr.4879,
419/., Jahre altes Kind mit amaurotischer Idiotie. Motorische Vorderhornzelle im Brustmark,
1200 . Das Speichermaterial fluoresciert genauso leuchtend gelb, wie das der Versuchstiere.
d Exp.-Nr.4894, Ratte, 158 Tage Chiorochin mit dem Futter. Oberes Halsmark, 1200x.
Motorische Vorderhornzellen mit vielen leuchtenden Granula im Perikaryon. e Exp.-Nr.5409,
Ratte, 107 Tage Chlorochin mit dem Futter. Feld h1 des Pyramidenzellbandes des Ammons-
horns, 3000x. Die Ganglienzellen enthalten unzidhlige gelbleuchtende Granula unter Aus-
sparung der Kernregion. f Exp.-Nr.5309, Ratte, 148 Tage Chlorochin mit dem Futter.
Pyramidenzellband des Ammonshorns, 17500 x. Im Perikaryon einer Ganglienzelle ein kon-
zentrisch geschichtetes Korperchen in der Nachbarschaft eines Golgi-Apparates, Zacken-
formige Ausziehungen an seinem Rand, cisternenartige Erweiterungen in seinen peripheren
Abschnitten und Fehlen einer abschlieBenden Einheitsmembran lassen seine Entstehung aus
dem Golgi-Apparat vermuten
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Bei der anderen besonders auffallenden selteneren Form von neuronalem
Speichermaterial handelt es sich um zwischen den MCBs liegende betrachtliche
freie Anhdufungen von Glykogenpartikeln bzw. Glykogengranula, zumeist jedoch
um kompakte kleinere oder grofle Haufen von Glykogenpartikeln mit einer ein-
fachen oder doppelten, selten sogar mehrfachen membranésen Umhillung. Wir
haben diesen Befund nur in den Axonballonierungen von Spinal- und Trigeminus-
ganglienzellen beider Species erhoben. Er legt den Vergleich mit der neuronalen
Glykogenspeicherung bei der Typ II-Glykogenose (Pompe) nahe. Letztere kann
sich beim Menschen ebenfalls bevorzugt in Spinalganglien manifestieren (Martin
et al., 1971).

Bereits die orientierenden Untersuchungen machten deutlich, dall die Ver-
dnderungen in zentralnervésen Neuronen von jenen in den untersuchten sensiblen
Ganglien wesentlich differieren. Gentigend lange Versuchsdauer hatte zwar in
allen untersuchten zentralnervisen Regionen eine starke Vermehrung gelb-
fluorescierender Granula in Nervenzellperikarya zur Folge. Andeutungen von Peri-
karyonauftreibungen lagen jedoch allenfalls bei vereinzelten motorischen Vorder-
hornzellen vor. Gelegentliche geringfiigige Verbreiterungen nucleoproximaler Ab-
schnitte ihrer Fortsitze lielen bei den Ratten lichtmikroskopisch keine Mas-
sierungen von Granula erkennen; sie unterschieden sich auch bei den Kaninchen
von den Axonballonierungen in den Spinal- und Trigeminusganglien im Bodianbild
durch die Darstellung grober, leer erscheinender Waben. Auch die elektronen-
mikroskopische Untersuchung von Pyramidenzellen des Ammonshorns bei Ratten
ergab deutliche Unterschiede gegeniiber den Nervenzellverinderungen in den
untersuchten sensiblen Ganglien. Gerade in den Perikarya der Pyramidenzellen
des Ammonshornes fanden sich — mit felderformigen Differenzen — die gelb-
fluorescierenden Granula regelmiBig stark vermehrt. Sie stellten sich hier jedoch
nur zu einem geringen Teil als konzentrisch geschichtete membrandse Cytosomen
dar, deren Typ sich von dem in den sensiblen Ganglien oft deutlich durch ihre
engen Beziehungen zum Golgi-Apparat und Fehlen einer Einheitsmembran
unterschied. Dagegen lag hier eine Vermehrung von Lipofuscingranula vor.
Zebra-Korperchen, Ceroid-Lipofuscingranula und Anhdufungen von Glykogen-
partikeln haben wir hier nicht gesechen.

Befunde zahlreicher biochemischer und pharmakologischer Experimente mit
Chlorochin lassen auch eine dtiologische wund pathogenetische Verwandtschaft
zwischen der neuronalen Speicherungsdystrophie durch Chlorochin und der bei
verschiedenen genetisch bedingten Speicherkrankheiten vermuten. Den Defekten
einzelner lysosomaler Enzyme bei den natiirlichen Erkrankungen kann man ein
intermedidres Wirkungsprinzip des Chlorochins gegenitberstellen, das einen
generellen Mangel lysosomaler Enzyme imitiert. Dadurch wird auch die ungewthn-
liche elektronenmikroskopische Vielfaltigkeit des mneuronalen Speicherungs-
materials bei der Chlorochinintoxikation verstdndlich.

Lysosomen werden als der fiir die pharmakologische Wirkung des Chlorochins ent-
scheidende intracellulire Angriffsort der Droge angesehen (Ubersichten bei De Duve, 1968;
Allison, 1968; Weissmann, 1964, 1965, 1968, 1969, 1973). In Zellkulturen wurde seine —
ebenso die einiger anderer vorzugsweise vom Chinolin abgeleiteter Chemotherapeutica —
bevorzugte Aufnahme und Konzentration in diesen Organellen festgestellt (Allison wu.

Young, 1964). Zahlreiche weitere in vitro-Untersuchungen haben neben einem ,,labilisieren-
den® einen konzentrationsabhingigen ,stabilisierenden* Effekt des Chlorochins auf Lyso-
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somenpopulationen bei Sdugern ergeben. So wird beispielsweise die durch Streptolysin S,
Liysolecithin, Etiocholanolon (ein Pyrogen) oder Progesteron bewirkte Freisetzung der sauren
Hydrolasen aus Lysosomen von Kaninchenleber durch Chlorochin gehemmt (Weissmann,
1964). Auch auf Lysosomen aus Rattenleber hat die Droge in vitro einen derartigen Effekt
(Miller u. Smith, 1966). Hierin und in vielen weiteren @hnlichen experimentellen und durch
elektronenmikroskopische Befunde gestiitzten Ergebnissen (vgl. Abraham et al., 1968; Hendy
et al., 1969; Abraham u. Hendy, 1970) wird u.a. die Grundlage der entziindungshemmenden
Wirkung des Chlorochins bei zahlreichen Krankheitsbildern des rheumatischen Formenkreises
gesehen. — Chlorochin hat chemisch einen amphiphilen Charakter, ebenso wie eine mit der
vorher aufgefiihrten Gruppe nicht iibereinstimmende Reihe von Chemotherapeutica mit ganz
verschiedenen Indiaktionsgebieten, die simtlich Phospholipidosen zu induzieren vermogen
(Lallmann et al., 1973). Vermutlich liegt dem ihre besonders intensive Wechselwirkung mit
verschiedenen Phospholipiden zugrunde, deren Substrateigenschaften fiir den reguliren Abbau
durch Enzyme dadurch verdndert werden. Fir die Auslosung der Phospholipidose der Musku-
latur durch Chlorochin diirfte dies sogar der dominierende Faktor sein neben der Er-
schwerung der Weitergabe der fiir den Abbau normaler Phospholipide notwendiger lyso-
somaler Enzyme aus priméren Lysosomen.

Auf die Dauer mul} die therapeutisch erwiinschte Hemmung der Weitergabe
saurer Hydrolasen auch zu persistierenden Anomalien bzw. Verzodgerungen des
normalen Umsatzes bzw. Katabolismus anderer von lysosomalen Enzymen
regulierter Zellbestandteile fithren. Wie beim genetisch bedingten Defekt eines
lysosomalen Enzymes (z.B. bei Morbus Tay-Sachs) darf man auch bei der
chronischen Chlorochinintoxikation die Speicherung der zumeist membranods ge-
schichteten Cytosomen in Neuronen als eine Folge davon betrachten.

Bemerkenswerterweise sehen sich die konzentrisch geschichteten membrandsen
Cytosomen in den Perikarya von Nervenzellen in Spinalganglienkulturen nach
Zusatz von Chlorochin zum Néahrmedium (Tischner, 1972) wie von ,,Gangliosid*
(Stern, 1972) recht &hnlich.

Die histochemisch deutlich gewordene Glykogenose der geschéidigten Typ I-
Muskelfasern diirfte ebenfalls eine Folge des hemmenden Effektes des Chlorochins
auf die Wirksamkeit lysosomaler Enzyme sein. Insofern erscheint diese Massierung
von Glykogen in den roten Muskelfasern der Muskelbeteiligung bei der Glyko-
genose Pompe dtiologisch vergleichbar, bei der ein Defekt der lysosomalen sauren
Maltase vorliegt. Der abnorm hohe Phosphorylasegehalt der nicht oder nur wenig
degenerativ verdnderten roten Muskelfasern bei den ganz jungen Versuchsratten
konnte eine Anpassung dieses nicht lysosomal gebundenen Enzyms an gesteigerten
Bedarf sein. Zumindest sind die bei unserer experimentellen Myopathie ebenfalls
stark vermehrt gefundenen Anhéunfungen von Glykogengranula ohne umbhiillende
Membran diesem enzymatischen Abbau gut zuginglich. Die verschiedenen elek-
tronenmikroskopischen Formen der Anb#ufung von Glykogenpartikeln bzw.
Glykogengranula stimmen bei der experimentellen und der Pompeschen Myopathie
weitgehend tiberein (s. Garcin et al., 1964; Engel, 1970). Auch bei der Typ II-
Glykogenose sind anfangs die roten Muskelfasern von der Vacuolisierung weit
stirker betroffen als die weillen (Engel, 1970).

Die lysosomale Genese der vielfach von einer deutlichen Einheitsmembran
umgebenen MCBs in Ganglienzellen infolge Chlorochin darf auch aufgrund ihres
elektronenmikroskopisch nachgewiesenen Gehaltes an saurer Phosphatase (Abra-
ham et al., 1968; Abraham u. Hendy, 1970) als gesichert gelten. Derselbe Befund
wurde an membranésen Cytosomen in Nervenzellen (Wallace ef al., 1964, 1968)
und Leberzellen (Volk ef al., 1968) bei amaurotischer Idiotie des Menschen erhoben.
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Der Nachweis saurer Phosphatase in manchen der vielschichtigen Myelinfiguren
von Skelet- (McDonald u. Engel, 1970) und Herzmuskulatur (Hendy et al., 1970)
bei Chlorochinintoxikation spricht fir den lysosomalen Ursprung eines Teiles
auch dieser Formationen. Der iiberwiegende Teil der Myelinkérper dieser Lokali-
sation 14Bt sich jedoch offenbar nicht im Sinne lysosomaler Residualkérper deuten
(McDonald u. Engel, 1970) und dirfte auf die direkte ,,stabilisierende Wirkung
des Chlorochins auf verschiedene Phospholipide zuriickgehen.

Klinisch und experimentell festgestellte Nebenwirkungen zweier anderer Pharmaka mit
chemisch amphiphilem Charakter lassen bemerkenswerte Beziehungen zum Speicherungs-
prozeB infolge Chlorochin erkennen. Das zur Erweiterung der HerzkranzgefiBe benutzte
4,4-Didthylaminodthoxyhexystrol> hatte beim Menschen (Yamamoto et al., 1970) und
Ratten (Yamamoto ¢fal., 1971) in erster Linie die Vermehrung eines besonderen sauren
Glycerinphosphatides, der Lysobisphosphatidséure zur Folge, die auch bei Morbus Niemann-
Pick (einer Sphingolipidose mit Gberwiegender Beteiligung innerer Organe, selten des Ge-
hirns) vermehrt gefunden wurde (Rouser ef al., 1968). Das zur Hemmung der Biosynthese
von Cholesterin angewandte Triparanol® fiihrte bei Ratten zur Vermehrung von Inositol-
phosphatid, Serinphosphatid und Sphingomyelin (Arai et al., 1967). Bei beiden Bildern lagen
gehduft intracellulire Einschiisse geschichteter lamellierter Struktur vor.

Ein wesentlicher Teil unserer lichtmikroskopischen Resultate betrifft die Topik
und Selektivitit der Schéidigungen. — Die Tatsache, dafl der neuronale Speicherungs-
prozeB in den Spinal- und Trigeminusganglien wesentlich ausgepragter war (nach
orientierenden Untersuchungen auch in den Grenzstrang- und intramuralen
Ganglien des Darmes) als im ZNS, 148t eine bessere Schutzfunktion der Bluthirn-
schranke im Vergleich zur Blutnervenschranke gegeniiber Chlorochin vermuten.
Chlorochin verdndert aber auch die regulire Schrankenfunktion der Gefifle, wie
die zahlreichen Spontanblutungen in verschiedensten Geweben zeigen. Gerade in
Spinalganglien von Ratte und Kaninchen liegt verglichen mit peripheren Nerven
eine erhohte Permeabilitit der Gefdle fir die verschiedensten Substanzen und
eine Pradisposition zu Permeabilitdtsstorungen vor (Olsson, 1971; Waksman,
1961). Die MCBs infolge Chlorochin werden auch in GeféBendothelien bevorzugt
gespeichert (Read u. Bay, 1971).

Neben dem GefaBfaktor ist fiir die Lokalisation und relative Selektivitit einiger
neuropathologischer Iiffekte des Chlorochins offensichtlich auch die reversible
Bindung des Mittels an verschiedene Pigmente wesentlich. Die Beziehungen
zwischen der enormen Konzentration des Chlorochins in den melaninhaltigen
Geweben des Auges (Bernstein ef al., 1963) und Entstehung der Chlorochinretino-
pathie wurden vielfach erdrtert. — Auch an menschliches Himoglobin wird
Chlorochin bevorzugt gebunden (Rubin ef al., 1965). — Seiler hatte seinerzeit
mittels Hochspannungselektrophorese eine reversible Bindung des dem Chlorochin
chemisch sehr nahe verwandten Chinacrins auch an Myoglobin nachgewiesen
(s. Klinghardt u. Thomas, 1970). Schon Smith u. O’Grady (1966) vermuteten
einen analogen Grund fiir die bevorzugte Schidigung der besonders myoglobin-
reichen Typ I-Muskelfasern durch Chlorochin. — Auch das auffallende Muster
der Chlorochinmyopathie des Menschen und deren nicht seltene Kombination.
mit einer Neuropathie erscheint uns danach versténdlich. Die bevorzugte klinische
Affektion der Muskulatur iiberhaupt findet in tierexperimentellen Befunden von

2 Coralgil®, Coralgina®, Trimanyl®.

3 Trianel®, Hipocolestina®, Triparin®, Acosterina®, Metasclene® usw.
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Grundmann ef al. (1972) eine Erklirung. Langzeitintoxikation hatte nur in der
Muskulatur eine stéindig fortschreitende Akkumulation des Chlorochins zur
Folge, wihrend in den anderen untersuchten Geweben ein Konzentrations-
maximum nicht mehr iiberschritten wurde.

Die klinische ,,Myoneuropathie (ein weniger miBverstindlicher Ausdruck als ,,Neuro-
myopathie*) wurde oft beschriebenj(Whisnant et al., 1963; Loftus, 1963; Garcin e al., 1964;
Begg u. Simpson, 1964; Buksowicz ef al., 1965; Blom u. Lundberg, 1965; Rewcastle et al.,
1965; Millinger u. Suerth, 1966; Eadie u. Ferrier, 1966; Hicklin, 1968; Chapman u. Ewen,
1969 ; Hughes et al., 1970) und bietet danach ein charakteristisches Bild: Die Muskelschwiche
beginnt in der Regel in der proximalen Beinmuskulatur und kann allmihlich auf die
Ricken-, Nacken-, proximale Oberarm-, selten sogar auf die Gesichts-, Schluck- und Atem-
muskulatur und auf innere Augenmuskeln iibergreifen. Die Muskeldehnungsreflexe schwinden,
Sensibilititsstérungen fehlen fast stets. Bei elektrophysiologischen Untersuchungen fielen
wiederholt Verinderungen im Sinne sowohl einer Myopathie wie einer Neuropathie im selben
Muskel unmittelbar nebeneinander auf (Whisnant ef al., 1963; Garcin et al., 1964; Weber
et al., 1968; Itabashi u. Kékmen, 1972 und viele andere). Die Leitgeschwindigkeit einzelner
Nerven war mitunter deutlich herabgesetzt.

Die vielfach abgebildete vacuolige Chlorochin-Myopathie des Menschen war
zumeist viel massiver als wir dies jemals experimentell sahen. Griinde diirften
die oft jahrelange Durchfithrung der Therapie und die sehr lange Verweildauer
der Droge im Organismus sein. Ausscheidung von Chlorochin mit dem Harn war
beim Menschen noch 5 Jahre nach der letzten therapeutischen Verabreichung
nachweisbar (Zvaifler u. Rubin, 1962; Rubin et al., 1965).

Nachdem der Proteinstoffwechsel der roten Muskelfasern viel hoher ist als
der der weiBen (Citoler ef al., 1967), vermuteten wir (Klinghardt, 1970), daB die
Hemmung der Proteinbiosynthese durch Chlorochin (Ciak u. Hahn, 1966, 1967
u.a.) ein weiterer Faktor der bevorzugten Affektion der roten Muskelfasern ist.

Die zahlreichen Axonballonierungen in den Spinal- und Trigeminusganglien
im Bereich des Axonabganges oder nicht weit vom Perikaryon entfernt finden
in der axonproximalen Lokalisation der symptomatischen Axondystrophie bei
vergleichbaren natiirlichen Speicherkrankheiten (Seitelberger, 1971) eine Parallele.
Unsere Untersuchungen tiber gleichartige axonterminale Manifestationen sind
nicht abgeschlossen. Vorlaufige Befunde an motorischen Endplatten und Muskel-
spindeln stehen in Einklang mit den Auftreibungen terminaler Axone bei der
amaurotischen Idiotie des Menschen (Clément ef al., 1953; Kriicke, 1955, 1959;
Kriicke u. Onol, 1968). Aus der Reihe weiterer aufgetauchter Fragen konnte die
systematische Bearbeitung der regionalen, aber auch zwischen benachbarten
Nervenzellen (méglicherweise verschiedenen Typs) festgestellten Unterschiede in
der Zusammensetzung des Speichermaterials einen Beitrag zur verschiedenen An-
falligkeit und Reaktion neuronaler Systeme — etwa im Ammonshorn — geben.

Ich méchte Fréiulein Mayle und Friulein Eckstein fiir ihre Mitarbeit bei den licht- und

elektronenmikroskopischen Untersuchungen und Herrn Koénig fiir seine Sorgfalt besonders
bei den Langzeitexperimenten und Hilfe bei deren Auswertung auch an dieser Stelle danken.
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