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Elektronenmikroskopische Untersuchungen iiber die Fettaufnahme
und die Fettverarbeitung in der regenerierenden Leber der Maus

Von
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Mit 6 Textabbildungen
( Eingegangen am 29. Juli 1964)

Kurz nach der Hepatektomie kommt es zu einer erheblichen Verfettung der
restlichen Leber [HarknEss (1)], mit vorwiegender Erhohung des Gehaltes an
Neutralfetten [HarRkNEss (2)]. Zwischen zwei und zehn Stunden nach der Opera-
tion erscheinen in den Venen und Sinusoiden Fetttropfen verschiedener GrofBe,
die auf ein Uberangebot von Fett an die Leberzellen hinweisen. Aus diesem Be-
fund und dem zeitlichen Verlauf der Verfettung wurde geschlossen, daf auch die
Verfettung der regenerierenden Leber nach Teilhepatektomie transportativer
Natur ist (Bape). Die submikroskopische Untersuchung verschiedener Stadien
der Regeneration der Leber nach Teilhepatektomie hat zahlreiche Befunde erge-
ben, die iiber den Verlauf dieser Verfettung weiteren Aufschlufl geben kénnen.

Material und Methoden

Es wurden insgesamt 12 ménnliche Cfw-Miuse, mit einem Kérpergewicht zwischen 20
und 25 g verwendet. Den Tieren wurden zwei Drittel ihrer Leber nach der Technik von BRUES,
Drury und Bruzs entfernt. 2, 5 und 10 Std und ferner 30 und 42 Std nach der Operation
wurden die Méuse durch Dekapitation getotet. Nach Eréffnung der Bauchhéhle wurden
kleine, bis 1 mm?® groBe Fragmente des dreieckigen rechten Leberlappens in gekiihlter (+4° C)
Paladelosung 2 Std lang fixiert. Nach Auswaschen in Puffer, Entwisserung in Aceton und
Nachkontrastierung in Uranylacetat, wurden die Leberstiickchen in Vestopal W eingebettet.
Die mit dem Porter-Blum-Mikrotom angefertigten Schnitte wurden in den Elektronen-
mikroskopen EMU 3 C und EMU 3 G von RCA bei einer Strahlspannung von 50 kV unter-
sucht.

Ergebnisse

In den Disseschen Réumen der restlichen Lebern, die zwei, fiinf und zehn
Stunden nach der Teilhepatektomie untersucht wurden, erscheinen zahlreiche
osmiophile Partikel unterschiedlicher GroBe. Die Zahl dieser Partikel schwankt
von Zelle zu Zelle. Zuerst liegen sie frei im Disseschen Raum (Abb. 1) und kénnen
sich dabei inmitten einer mit der verwendeten Einbettung und Nachkon-
trastierung fibrilliren oder strukturlosen, elektronendichten Substanz befinden,
welche den Disseschen Raum an einigen Stellen teilweise ausfiillt (Abb. 1). In
anderen Schnitten dagegen liegen die Fettpartikel bereits zwischen den Mikro-
villi. Zahl und Gestalt der Mikrovilli &ndern sich von Zelle zu Zelle; Leberzellen,
die durch Uferzellen abgedeckt sind, besitzen meistens lingere und mehr Mikro-
villi als Zellen, welche direkt mit dem Blutstrom in Kontakt stehen.

* Jefe de Seccién, Instituto de Patologia General y Experimental Mendoza, Argentina,
zur Zeit Stipendiat der Alexander-von-Humboldt-Stiftung.
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Abb. 1. Leberzelle einer Maus 5 Std nach der Hepatektomie. Im Disseschen Raum (D) neben Fett-

partikeln (Pfeil) Anschnitte von Mikrovili (Ms) und an den Auslinfern Kupfferscher Sternzellen (X)

cine elektronendichte, teilweise feinfibriilire Substanz (Reticulin 2). Einbuchtung der Zelloverfliche

mit strahlenartiger Verdichtung (Pfeile) des begrenzenden Grundplasmas. In der Einbuchtung ein

Fettpartikel, das in einer elektronendichten, teilweise strahlenartig angeordneten Substanz liegt. Unter
der Zelloberfliche mehrere Pinocytoseblischen mit Fettpartikeln. 91000 x

Abh. 2. Leberzelle einer Maus 5 Sid nach der
Hepatektomie, Mehrere Pinocytosehlischen (Py).
Fettpartikel im Ergastoplasma. Die Membran der
Blischen uund der Einbuchtungen ist deutlich dar-
gestellt. Die Verdichtung des Grundplasmas an den
Einbuchtungen besteht aus mikrotubuldren
Strukturen (Pfeile). 79000 x

Zwischen den Mikrovilli ent-
stehen Einbuchtungen der Zellober-
fliche, die einzelne oder mehrere
Fettpartikel  enthalten  konnen
(Abb.1 und 2). In der Nahe der
Einbuchtungen sind zahlreiche, von
einer einfachen Membran begrenzte
Partikel zu finden (Abb.1). Ahn-
liche Blasehen erscheinen schon
zwei Stunden nach der Operation
auch in allen anderen Abschnitten
der Leberzellen, sind aber zu dieser
Zeit noch besonders hidufig un-
mittelbar unter der Zelloberflache.
In spateren Stadien sind sie an
dieser Stelle nur noch vereinzelt zu
finden und dagegen hiufiger in
allen anderen Abschnitten der Zelle,
bis inmitten der Glykogendepots
anzutreffen (Abb. 5). Zwei und fiint
Stunden nach der Hepatektomie
sind. auch bereits im Ergastoplasma
(Abb. 3) und im glatten endoplas-
matischen Reticulum Fettpartikel
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Abb. 3. Leberzelle einer Maus 5 Std nach der Hepatektomie. Fettpartikel in Pinocytosebldschen und
in dem Ortlichen erweiterten Ergastoplasma. (Erg, Pfeil), das gleichzeitig eine fibrilldr-granuldre Sub-
stanz enthilt. Frei im Grundplasma liegen Fetttropfen. Daneben unregelmiBig konturierte Mikro-
bodies (Mb), eins mit Innenstruktur. 59 000 x
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Abb. 4. Leberzelle einer Maus 5 Std nach der Hepatektomie. Von einer einfachen Membran umge-
bene Pinocytoseblischen mit Fettpartikeln. Ansammlung von Fettpartikeln im Golgi-Apparat (G).
79000 x

vorhanden (Abb. 3 und 4), die sich von denen in den Pinocytosebldschen ent-
haltenen nicht unterscheiden. Dagegen sind die Fettpartikel im Golgi-Apparat
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Abb. 5. Leberzelle einer Maus 42 Std nach der Hepatektomie. Zahlreiche Fettpartikel in Pinocytose-

und Golgi-Blaschen (G) bis inmitten der Glykogenablagerungen (Gly). Fettpartikel anch im Ergasto-

plasma (Pfeil). Ortlich erweitertes Ergastoplasma, (Erg), einige Fetttropfen, Mikrobodies mit Imnen-
struktur und Mitochondrien (M), die teilweise von nur einer Membran umgeben sind. 17000 x

meist kleiner, von sehr unterschiedlicher GréBe sowie auch sehr zahlreich
(Abb. 4), kénnen aber auch gelegentlich einzeln und unverdndert sein.

Die Zellmembran und die Membran der Pinocytoseblaschen lassen sich als
einfache Membranen (,,unit membranes: ROBERTSON 1959) (Abb. 2 und 4) dar-
stellen. An einigen Stellen der Einbuchtungen der Zelloberfliche erscheinen die
Membranen jedoch verdickt und etwas osmiophiler. Diese Einbuchtungen ent-
halten eine elektronendichte Substanz und auch 6fters Fettpartikel. Zwischen
diesem Inhalt und der Membran erscheinen strahlenartig angeordnete, osmiophile
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filamentartige Strukturen (Abb. 1). Das Grundplasma dieser Einbuchtungen ist
unmittelbar unter der Membran verdichtet (Abb. 1 und 2). Bei hoherer Auflosung
erweist sich die elektronendichte Schicht des Grundplasmas als eine Reihe neben-
einander liegender, radidr angeordneter Mikrotubuli (Abb. 2). Die in derartig
verinderten Einbuchtungen enthaltenen Fettpartikel sind hiufig kleiner und
unregelméfiger konturiert als die in den unverédnderten Einbuchtungen und Pino-
cytosebldschen (Abb. I1).

Abb. 6. Leberzellen einer Maus 30 Std nach der Hepatektomie. Verzerrt aussehender Fetttropfen

und aufgelockertes Grundplasma. Zwischen den normalen, etwas dichten Mitochondrien und den An-

schnitten des Ergastoplasmas (Erg) und des glatten endoplasmatischen Reticulums (Ger) zahlreiche
freie Ribosomen. 42000 x

Schon 5 Std nach der Hepatektomie liegen ein Teil der Fettpartikel an-
scheinend frei im Grundplasma, neben anderen, die noch vollstindig oder teil-
weise von einer deutlich dargestellten Membran umgeben sind. In unmittel-
barer Néhe liegen auch frei im Grundplasma unregelmiBig konturierte Fett-
tropfen. An der Peripherie dieser Fetttropfen sind zum Teil die Konturen von
Fettpartikeln deutlich zu erkennen. In spéteren Stadien und in normalen
Lebern zeigen die Fetttropfen dagegen meist regelmafBige Umrisse.

30 Std. nach der Hepatektomie ist ein Teil der Fetttropfen sehr verdndert.
Sie erscheinen als verzerrte Gebilde inmitten eines aufgelockerten Grundplasmas
(Abb. 6). In diesen Leberzellen ist auch die Zahl der Fetttropfen geringer als
10 Std. nach der Operation. Das Grundplasma zeigt zu dieser Zeit schon wieder
etwas Glykogen (Abb. 6).

Diskussion

Die Befunde zeigen, daBl den Parenchymzellen der regenerierenden Leber das
Fett in Form von Partikeln angeboten wird (vgl. Abb. 1, 2 und 3). Die Herkunft
dieser Partikel konnten wir aber nicht einwandfrei feststellen, da die Tiere wih-
rend der gesamten Versuchszeit Nahrung ad libitum zur Verfiigung hatten. Wir
konnen also nicht beantworten, ob diese transportative Verfettung nur durch
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die Aufnahme mobilisierter Depotfette oder auch zum Teil durch aus dem Darm-
trakt resorbierte Nahrungsfette zustande kam.

Der Verlauf der Fettaufnahme nach peroraler Verabreichung von Fettemul-
sionen (AsEWORTH u. Mitarb., CAESAR) u. auch bei normalen und Hungertieren
(CossEL; DAvVID) ist schon frither untersucht worden. Unter all diesen Situationen
wurden Fettpartikel im Disseschen Raum und in den Leberzellen gefunden. Nach
den Befunden von PAray und KARLIN sowie AsaworTH u. Mitarb. erreichen diese
Fettpartikel die Leber, nachdem sie von den Darmepithelzellen aufgenommen,
an deren basalen Pol ausgeschleufit wurden und danach in die Lymph- und Blut-
gefiBe gelangten. Auch bei Ratten, die nach 14stindigem Hunger mit Phosphor
injiziert wurden (JEZEQUEL), bei Ratten nach Gaben von DMNA (EmMMELOT und
BENEDETTI), sowie bei Mausen, die 12 Std. lang gehungert hatten (BADE und
ScaumMacHER) sind Fettpartikel in den Leberzellen und im Disseschen Raum
gesehen worden. Bei den Méusen handelt es sich mit einiger Sicherheit um mobi-
lisierte Depotfette, denn nach WiLsox ist der Darmtrakt der Maus bereits 8 Std.
nach der letzten Nahrungsaufnahme entleert. In all diesen Fillen wird das Fett
den Leberzellen also auch in Form von Partikeln angeboten, so dall wir annehmen
mochten, dall die Verfettung der Leber unter den verschiedensten Bedingungen
rein transportativer Natur ist.

Auch in der regenerierenden Leber werden die Fettpartikel durch Pinocytose
in die Parenchymzellen aufgenommen. Wir konnten dabei dieselben Stadien ver-
folgen wie sie Paray und KARLIN an Darmepithelzellen nach Fettgaben beob-
achteten. So kommt es auch im Cytoplasma der Parenchymszellen der regene-
rierenden Leber zur Ansammlung von mit Fett beladener Pinocytoseblischen.
Diese Pinocytoseblischen oder die Einbuchtungen der Zelloberfliche treten dann
mit dem endoplasmatischen Reticulum in Verbindung, so da8 die Fettpartikel
in sdmtlichen Abschnitten desselben erscheinen koénnen. Im Ergastoplasma
erscheinen die Fettpartikel aber nur selten. Dies spricht fiir eine geringere Betei-
ligung des endoplasmatischen Reticulum bei Fetttransport und -verarbeitung.
Es ist aber auch méglich, daB die glattwandigen Cisternen durch den Verlust der
Ribosomen entstanden sind (EMmEror und BeNEDETTI). Insbesondere durch
diesen Vorgang méchten wir erkldren, warum nur selten und dann unter relativ
normalen Bedingungen Fettpartikel im Ergastoplasma beobachtet wurden
(CABSAR).

Eine Anhéufung osmiophiler Partikel im Golgi-Apparat ist dagegen schon
1958 von JEZEQUEL in Leberzellen von Ratten nach Phosphorvergiftung be-
schrieben worden. Denselben Befund erhob Camsar nach Gabe von Fette-
mulsionen. Die Bedeutung dieser Anhdufung ist nicht klar, denn sie ist auch in
normalen Lebern nicht selten und meist bei verschiedenen Zellen unterschiedlich
ausgepragt. Auch in der regenerierenden Leber kénnen einige Zellen mit Fett
gefiillte Golgi-Blaschen aufweisen, wihrend die der daneben liegenden Zellen frei
von Fettpartikeln sind, oder nur einzelne, groflere Partikel enthalten. Wenn also
diese Ansammlung der Fettpartikel im Golgi-Apparat als Folge eines verlang-
samten Transportes (Paray und KARLIN) oder Ausdruck einer Weiterverarbei-
tung (BApE und ScHUMACHER) angesehen werden kann, so mufl doch darauf hin-
gewiesen werden, dafl die Beteiligung der verschiedenen Leberzellen an dieser
Funktion sehr unterschiedlich ist. Die Ursache ist in den topographischen Unter-
schieden der Aktivitit der Parenchymzellen eines Liéppchens und dem zeitge-
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bundenen Ablauf der Zellaktivitdt zu sehen. Dem oben erwihnten Befund nach
ist der Golgi-Apparat anscheinend der letzte Abschnitt des endoplasmatischen
Reticulums, den die Fettpartikel erreichen und verlassen. Mit den vorliegenden,
rein morphologischen Befunden kann aber nicht beantwortet werden, welchem
Schicksal die Fettpartikel dann unterliegen, d.h. ob das Fett, von der Zelle ver-
dndert, wieder in den extracelluliren Raum abgegeben, oder auch in Zellstruk-
turen eingebaut wird.

Schon 5 Std. nach der Hepatektomie erscheinen in den untersuchten Leber-
zellen groBere, frei im Grundplasma liegende Fetttropfen. Sie sind meistens von
zahlreichen Fettpartikeln umgeben, die noch vollstindig oder teilweise von einer
Membran umgeben sind. Dieser rdumliche Zusammenhang und die Umrisse der
Fetttropfen deuten auf ihre Entstehung durch den Zusammenschlu mehrerer
Partikel hin. Die Membran der Pinocytosebldschen ist meistens noch vor dem
Zusammenschlull zumindest teilweise darzustellen, wird also anscheinend erst
nach Bildung der Fetttropfen vollstindig abgebaut. Es entsteht dadurch die
Frage, ob die an die Membran gebundenen Enzyme in den Fetttropfen erhalten
bleiben und am spiteren Abbau der Fetttropfen teilnehmen.

Die Membran der Pinocytosebldschen zeigt dieselbe Struktur wie die Zell-
membran und die Membranen des endoplasmatischen Reticulums. Feinere Unter-
schiede, wie sie von SyOSTRAND 1963 festgestellt wurden, haben wir mit der
erreichten Auflésung nicht nachweisen kénnen. KEine Ausnahme zu dieser Fest-
stellung sind die beschriebenen Einbuchtungen mit Verdichtung des naheliegen-
den Grundplasmas. Diese Verdnderungen an den Membranen, ihre Zusammen-
hinge mit dem Inhalt der Einbuchtungen und den mikrotubuldren Strukturen
an der Innenseite der Einbuchtung, mochten wir als Beweis dafir anbringen,
dall an diesen Stellen rege Absorptionsphénomene und sehr wahrscheinlich auch
eine Neubildung von Strukturen stattfindet. Die beschriebenen Veranderungen
wurden auch von PorTER, von NOVIKO¥F sowie auch von ROUILLER und JEZu-
QUEL (8. RovTLLER und JEZEQUEL) beobachtet. Von PorTER wurden diese Struk-
turen mit der Absorption von injiziertem Ferritin in Zusammenhang gebracht,
und kiirzlich bei der Absorption von Dotterproteiden eingehend beschrieben
(RotH und PorTER). Da S36sTRAND schon 1963 iiber andere Membranverdnde-
rungen an den Darmepithelzellen wihrend der Absorption berichtete, ist der
SchluB méglich, dall Absorptionsvorginge nicht nur durch Pinocytosephino-
mene, sondern auch durch feinstrukturelle Verdnderungen der Zellmembran erfal3t
werden kénnen.

Zusammenfassung

In den Disseschen Réumen der regenerierenden Leber der Maus erscheinen
zwischen 2 und 5 Std nach Teilhepatektomie zahlreiche Fettpartikel, die durch
Pinocytose in die Parenchymzellen aufgenommen werden. Samtliche Abschnitte
des endoplasmatischen Reticulums nehmen an der Aufnahme und an dem intra-
zelluliren Transport des Fettes teil. Wenn mehrere Fettpartikel zusammen-
flieBen, geht die umgebende Membran verloren; die so entstandenen Fetttropfen
liegen im Grundplasma und werden in spdteren Stadien verarbeitet. Die Ein-
buchtungen der Zelloberfliche gehen mit strukturellen Verdnderungen der
Membran und des Grundplasmas einher, die als Absorptionsphénomene gedeutet
werden.
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Eleetron-Microscopic Studies of the Uptake and Elaboration
of Fat in the Regenerating Liver of the Mouse

Sammary

In the spaces of Disse of the regenerating liver of the mouse between 2—5hours
after partial hepatectomy numerous fat particles appear, which by means of pino-
cytosis are taken up into the parenchymal cells. All portions of the endoplasmic
reticulum take part in the intracellular transport of the fat. When several fat
particles coalesce the surrounding membrane becomes lost; the fat droplets thus
formed are located in the cytoplasmic ground substance and are elaborated by
the cell in later stages. The invaginations of the cell surface are accompanied
by structural changes of the membrane and the cytoplasmic ground substance.
These changes are interpreted as absorption phenomena.
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