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Experimental Studies o/Pinocytosis and Phagocytosis in the Liver Cell 
Summary. :By injecting different solutions into the spleen, intracytoplasmic hyaline 

inclusions, which develop by aggregation of pinocytotic vacuoles, may be induced in the 
liver cells of the rat. Although the mechanism of pinocytosis electronmicroscopically resembles 
that of phagocytosis, when India ink is added to the injected solution the particles of India 
ink are phagocytized by the liver cells, but the inclusions fail to become labelled with the 
ink. An increase of pinocytosis appearing ~fter additional injury; e.g., mercuric chloride, is 
not associated with an increase in phagocytosis. 

The ultimate fate of the material in the cell and the different behavior of the yon Kupffer 
cells are discussed. I t  is proposed that "pinocytosis" be used in its original meaning only for 
the uptake of liquids; i.e., for dispersed molecular substances in solution. Accordingly, the 
term "phagocytosis" should be used only for the uptake of solid suspended particles. 

Zusammen[assung. In l~attenleberzellen lassen sich durch intrasplenische Injektion ver- 
schiedener Fliissigkeiten intracytoplasmatische hyaline Einschliisse erzeugen, die durch 
Konfluenz yon Pinocytosevacuolen entstehen. Wird der Injektionsfliissigkeit Tusche zu- 
gegeben, so kommt es in den Leberzellen zwar zu einer Phagocytose yon Tuschepartikeln, 
nicht abet zu einer Markierung der Einschliisse mit Tusche, obwohl der Mechanismus der 
Pinocytose und Phagocytose elektronenmikroskopisch gleichartig abliiuft. Eine Zunahme der 
Pinocytose nach Einwirkung zus~tzlicher Noxen, z. B. Sublimat, ist nicht mit einer Zunahme 
der Phagocytose verbunden. Auf das weitere Schicksal des Materials in der Zelle wird einge- 
gangen und das andersartige Verhalten der Sternzellen besprochen. Es wird vorgeschlagen, 
den Ausdruck Pinocytose in seiner ursprfinglich gew~hlten Bedeutung nur ffir die Aufnahme 
yon Flfissigkeit, d. h. gelSster molekular-disperser Stoffe zu gebrauchen. Der Begriff Phago- 
cytose sollte dementsprechend nur ffir die Aufnahme fester geformter (suspendierter) Partike] 
gebraucht werden. 

Es bestehen zahlreiche Un te r suchungen  fiber den Flfissigkeitseinstrom in die 
Leberzelle (Li teratur  bei ALTMANN, 1949, ]955 ; KETTL~R, 1954; neuere Arbei ten  
yon HffB~E~, 1962, 1965b; DAVID U. Mitarb.,  1965; ROSC~LAU und  KEMMEI~, 
1966). Andere Arbei ten  berichte~en fiber die Aufnahme geformter Par t ikel  bis 
zu ganzen Zelleibern in die Leberzelle (Obersicht bei KETTLER, 1958; COSSEL, 
1954; DAVID, 1964; neuere Arbei ten  von  CASL:EY-SMITI~ U. READS, 1965 ; HffBNER, 
1965a; WESSEL U. Mitarb.,  1966). Die Grenze zwischen Pinocytose u n d  Phago- 
cytose wird yon  den einzelnen Autoren  dabei  leider sehr unterschiedlich gezogen. 
Die Dimension der aufgenommenen  Substanz  li~13t aber eine Untersehe idung 
zwischen Pinoeytose und  Phagoeytose oft n icht  zu. 
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Wir gebrauehen daher den Ausdruek Pinocytose in seiner urspr/inglieh ge- 
w/thlten Bedeutung der Fliissigkeitsaufnahme (LEvcIs, 1931), d. h. der Aufnahme 
ge158ter, molelculardisperser StoHe. Der Begriff Phagoeytose wird dementspreehend 
fiir die Aufnahme fester, geformter Partikel benutzt, die die Zelle meist in Form 
von Suspensionen, also in nichtmolel~ulardisperser Form erreiehen. 

Am Modell der intrasplenisehen Injektion grSgerer Fliissigkeitsmengen hatten 
wit frfiher die Folgen eines massiven Fliissigkeitseinstroms in Leber- und Stern- 
zellen studiert (P~osCHLAU U. KEMMEI% 1966). Urspriinglieh war yon uns in den 
vorliegenden Untersuehungen nur beabsiehtigt, die injizierte Flfissigkeit dureh 
Tusehezusatz zu ,,markieren", um damit das weitere Sehieksal in der Zelle besser 
verfolgen zu kSnnen, fJberraschenderweise ergab sich dabei, dab der F]iissigkeits- 
einstrom (Pinoeytose) und die Aufnahme der Tusehepartikel (Phagoeytose) in den 
Leberzellen offenbar getrennt verlaufen. 

Methodik 
Als Versuchstiere dienten 33 m//nnliche erwaehsene Albinoratten zweier Inzuchts~mme. 

Diesen Tieren wurden jeweils 4 ml versehiedenartiger Fliissigkeiten intraspleniseh verabfolgt 
(Einzelheiten der Teehnik s. l~osc~r.ac u. K~M~E~, 1966): 0,00125 m Sublimat, 0,00125 m 
p-Chloromereuribenzoat (PCMB), isotoniseher Na-]?hosphatpuffer (pit 7,2) und Aqua dest. 
In 22 Fgllen wurde diesen Substanzen 1--2 Tropfen ehinesisehe Tusehe zugesetzt. Die Tiere 
wurden in folgenden Abst~nden get6tet: 5, 15, 30, 45 min, 6 und 24 Std. An den formal- 
infixierten Paraffinsehnitten der Lebern kamen an F~rbungen bzw. Reaktionen zur Anwen- 
dung : HE; K6rneehtr0~; Goldner, PAS: " 

Fiir die elektronenmikroskopisehe Untersuehung wurden die Leberstiickehen in l%iger 
isotonischer, geputferter OsO~-L6sung fixiert, w~hrend des Entwiisserungsvorganges mit 
Phosphorwo]framsSmre und Uranylaeetat kontrastiert (naeh WO~mFA~T~-BoTTE~rAN~) und 
in Vestopal eingebettet. Nachkontrastierung der Sehnitte mit Bleieitrat, nach I~YNOLDS 
(1963). Die elektronenoptisehe Darstellung der sauren Phosphatase erfolgte in Anlehnung 
an die yon ESCOLA u. TI-IOMAS angegebene Me~hode an Gewebsbl5ckehen und 80 ~ dieken 
Gefrierschnitten. Die Aufnahmen wurden mit einem elektromagnetisehen Gergt (Typ SEM 3) 
des VEB Fernsehelektronik Berlin angefertigt. 

Ergebnisse 

Grunds/ttzlieh traten bei alien Versuehstieren die gleichen Cytoplasmaein- 
sehliisse in den Leberzellen auf, deren histologisehe, histoehemisehe und elektronen- 
mikroskopisehe Charakteristiea bereits von uns besehrieben sind (t~osc~LAU u. 
K~rMnR, 1966). In  Erweiterung unserer friiheren Befunde waren die ersten 
PAS-positiven, meist noeh Goldner-griinen Einsehliisse bereits nach 15 min, 
naeh Sublimat-Injektion sogar naeh 5 min naehweisbar. Nur teilweise waren in 
den Anfangsstadien optisch leere Vacuolen zu erkennen, die aueh neben den ge- 
nannten Einsehliissen in der gleiehen Zelle lagen. Offenbar konfluieren kleinere 
Einsehliisse zu gr6f~eren, da in den frtihen Versuehsstadien oft kleine Einsehlfisse 
am Gef/tBpol der Zellen dicht nebeneinander lagen (Abb. 1). 

Dagegen erfolgte die lichtoptisch erkennbare Tuschespeieherung fast aus- 
schlieglieh in den Sternzellen, bevorzugt in den periportalen L/tppehenabsehnitten. 
Nur vereinzelt waren kleinste Tusehepartikel im Cytoplasma yon Leberparen- 
ehymzellen erkennbar, gelegentlieh in N/the hyaliner Einsehliisse, aber hie inner- 
halb der Einsehl~isse oder der Vaeuolen (Abb. 2). 
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Abb. 1. Vergr. 1250faeh. Fgrbung mit wg~riger Toluidinblaul6sung (0,1%ig) nach B. RIEDEL 
am 0sO4-fixierten Vestopal-eingebetteten Schnift. Rattenleber 30 rain nach intraspleniseher 
Injektion yon 4 ml PCMB. Zahlreiche Pinoeytosevacuolen (ira Bild hell) im sinusoidnahen 

Cytoplasmu der Leberzelle, teilweise bereits zu grSl3eren Einschliissen konfluiert. 
S = Sinusoid 

Abb. 2. Vergr. 760fach. PAS-Reak~ion ohne Gegenfgrbung. Rattenleber 6 Std n~eh intr~- 
spleniseher Injektion yon 4 ml PCMB unter Zus~tz yon einem Tropfen Tusche. Ph~gocytierte 
Tusehep~rtikel nur in Sternzellen erkennbar. (PAS-positives pinocytiertes EiweiB (im Bild 

dunkel) in Leberzelten enthglt keine Tuschepartikd 
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Elelctronenmilcroslcopisch sind an den Hepatocyten in den kfirzeren Versuchs- 
zeiten zwischen 5 und 45 min kleinere Einschlfisse zu erkennen, die sich durch 
Konfluenz vergrSl~ern. Sie variieren hinsichtlich GrSl~e und Elektronendichte. 
Man findet alle (~bergangsstadien yon einfachen Vacuolen mit wenig granul~rer 
Substanz bis zu sti~rker verdichteten Einschliissen. Hi~ufiger werden in Ein- 
schlfissen Glykogenaggregate gesehen. Derartige Einschlfisse liegen bevorzugt in 
Sinusoidn~he, sind unregelmi~l~ig geformt, zuerst yon etwa MitochondriengrSBe, 

Abb. 3. Ausschnitt aus einer Parenehymzelle, 15 min naeh Injektion yon Sublimat und 
Tusche. V Vaeuolen ohne Tusche, T Tusehepartikel in dense bodies, G Gallecapillare, M m~gig 

gesehwollene ]~itochondrien mit aufgehellter Matrix. Ges.-Vergr. 20000:1 

kSnnen durch Konfluieren ZellkerngrSi~e erreichen und runden sich dann ab. Am 
Gallepol liegen sie bevorzugt in spgteren Stadien (6 Std). Ihr  Durchmesser ist 
hier grSl~er als der der am Gefs gelegenen. Er  schwankt zwischen ca. 1--8 ~. In  
den Anfangsstadien ist ihre AuBenmembran unscharf und inkomplett  ausgebildet. 
Meist sind sie in Glykogenbezirken zu sehen. Oft sind ihnen Glykogenareale hof- 
fSrmig angelagert, so dub sie auch in glykogenarmer Umgebung deutlich hervor- 
treten. In  spi~teren Versuchsstadien werden derartige Glykogenaggregate in den 
Einschlfissen kaum mehr beobachtet,  in Sternzellen treten sie nie auf. Aui~erdem 
ist in manchen Zellen eine versti~rkte Membranvesikulation zu erkennen, die jedoch 
nicht nur auf den Bereich der Sinusoide beschri~nkt ist. Eine kleinvesiculs Urn- 
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wandlung, herdf6rmig auch st~rkere Dilatation des endoplasmatisehen Retieulum 
(ER), die teilweise aueh die Membranbtindel des rauhen ER betrifft, ist ebenfalls 
in der ganzen Zelle zu finden. 

Naeh Sublimateinwh'kung kommt es besonders raseh zur Ausbildung grSl3erer 
Vaeuolen (Abb. 3). Diese sind hier ebenso wie dis kleinvesieul/~re Umwandlung 

Abb. 4. In einer Parenchymzelle gelegener tuschehaltiger Einschlug (T), yon Doppelmembran 
umgeben. 30 min naeh Injektion yon PCMB und Tusche. M Mitoehondrien. Ges.-Vergr. 

45 000:1 

des ER besonders in Sinusoidni~he ausgeprggt. AuBerdem f~llt sine Erweiterung 
des Diss6sehen Raumes und sins i%eduktion der Leberzellmikrovilli auf. 

Nach Tuschezusatz zur In]elctions]liissiglceit sind einmal dis gleiehen Vorgange 
der Bildung intraeytoplasmatischer Einsehliisse, jedoeh ohne Tuschepartikel in 
den Leberzellen zu beobaehten. Zum anderen ist zu erkennen, dal? in geringem 
Ausmal3 aueh Tusehepartikel fiber den Diss6sehen l~aum dureh Membranvesikula- 
tion in die Leberzelle eingesehleust werden. Im Inneren der Zelle, also offenbar 
dutch Konfluenz kleiner Vesicel entstanden, liegen grSl3ere Tuseheaggregate yon 
maximal Mitocbondriengr6ge (Abb. 4), dis yon einer Doppelmembran umschlossen 
sind. Hi~ufiger sind kleinere Tuseheeinsehlfisse in der NiChe yon Golgifeldern oder 

19 Virchows Arch. path. Anat., l~d. 343 
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direkt in dessen erweiterten Membranen oder Vesikeln zu finden. Sp/~ter, beson- 
ders ausgepr/igt nach 24 Std, t r i t t  eine Vermehrung yon Lysosomen und Cyto- 
somen auf, die Tusehepartikel umschlieBen (Abb. 5). Bei zunehmender Substanz- 
verdiehtung kSnnen die Tuscheteilchen in diesen 0rganel]en nieht mehr immer 
einwandfrei erkannt  werden. Tuschebeladene Organe]len kommen jetzt h/~ufiger 

Abb. 5. Ausschnitt aus einer Parenchymzelle, 24 Std nach Injektion yon Aqua dest. und 
Tusche. K Kern, M Mitochondrien, G Gallecapillare, T einzelne Tuschepartikel in Lysosomen, 

G Golgifeld. Ges.-Vergr. 20000:1 

auch in N/~he der Gallecapillaren vor, ohne dab eine Ausschleusung nachweisbar 
w a r .  

Dagegen linden sich in den typischen hyalinen Einschliissen, wie sie aueh ohne 
Tuschezusatz auftreten, nur ausnahmsweise Tusehepartikel. Nach Sublimatgabe 
ist die Tuseheaufnahme der Hepatocyten eher geringer. 

In  den Sternzellen sind unter allen Versuchsbedingungen sehr reichlich Ein- 
schliisse unterschiedlicher GrSfe, Diehte und Zusammensetzung zu sehen (Abb. 6). 
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Es treten sowohl reine Tuschevacuolen als aueh homogene Einsehlfisse mit  und 
ohne Tusehepartikel auf (Abb. 7). Insbesondere die Tuscheaggregate sind gegen- 
fiber den Leberzellen wesentlieh zahlreicher und in grSSeren Dimensionen vor- 
handen. Teilweise sind in den Tuscheaggregaten aueh Zellorganellenreste tinge- 
schlossen. Dagegen werden hie glykogenhMtige Einschlfisse in den Sternzellen 
beobaehtet. 

Abb. 6. Teil einer Sternzelle mit ~uschehMtigen Einschliissen (E) und solchen ohne Tusche- 
partikel (El), 15 rain nach Injektion yon PCl~B und Tusche. Ges.-Vergr. 30000fach 

Bei Darstellung der 8auren Phosphatase ist nach 24 Std bereits lichtoptisch 
eine schalenfbrmig vers t i rk te  Reaktion um die hyalinen Einschlfisse zu erkennen. 
Elektronenmikroskopisch bietet sich an den grb6eren Einschlfissen d~s gleiche 
Bild. Au~erdem sind st~rkere Fermentaktivit&ten auch innerhalb kleinerer, in 
Abbau befindlicher, vacuolisierter Leberzell- und Sternzelleinschlfisse zu erkennen. 
In  den Sternzellen ist der Abbau aller Einschlfisse nach 24 Std bereits weiter 
fortgeschritten als in den Leberzellen. 

Diskussion der Ergebnisse 

Unsere Ergebnisse zeigen in Best i t igung und Erweiterung der vorangegangenen 
Versuche (RoscgLA~ u. K ~ E R ,  1966), dal~ dig Leberzelle vermehrt  Flfissigkeit 
und Serumeiweii~e aufnimmt, wenn in den Sinusoiden ein verst~rkterFlfissigkeits- 

19" 
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Abb. 7. Groller intracytoplasmatiseher EinschlullkSrper (E) in einer Sternzelle mit vor- 
wiegend randstandigen Tuschepartikeln, 30 rain nach Injektion yon Aqua dest. und Tusche. 
T kleinere, membranumgebene Tuscheaggregate, K Kern der Sternzelle, S Sinusoidlichtung, 

M Mitochondrien. Ges.-Vergr. 20000:1 

einstrom unter erhShtem Druck stattfindet. Die Aufnahme erfolgt dureh Pino- 
cytosevaeuolen, die raseh zu grSBeren elektronendiehteren Gebflden bis zu aus- 
gepr/igten ,,hyalinen EinsehluflkSrpern" konfluieren. Auch lichtmikroskopisch 
werden sie dabei zunehmend dichter (zuers~ Goldner-griin, dann Goldner-rot). 
Die naeh etwa 6 Std beginnenden Abbauerseheinungen Bind naeh 24 Std wohl 
welter fortgesehritten, aber noch nieht abgesehlossen. Der morphologiseh erkenn- 
bare Abbau finde~ seine Para]lele in der AktivitKt der sauren Phosphatase. W/~h- 
rend nach 6 Std nur erste Ans~tze einer verst~rkten t~andreaktion im Cytoplasma 
und in benachbarten Lysosomen vorlagen (ROSCIILAIY U. KEMMEI~, 1966), sind 
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nach 24 Std bereits starkere Fermentakt ivi t~ten lichtoptisch und elektronen- 
mikroskopiseh naehweisbar. 

Die zeitliehen Verhgltnisse des EiweiBabbaus in der Leberzelle entsprechen 
damit  etwa den lichtmikroskopisehen Beobaehtungen yon STRAUSS (1964) fiber 
den Abbau yon Meerrettich-Peroxydase in der Rattenleber. Die yon ihm licht- 
mikroskopiseh vermutete Konfluenz yon Phagosomen (Pinoeytosewcuolen) mit  
Lysosomen haben wir allerdings elektronenmikroskopisch nicht beobaehten 
kSnnen. 

)~hnliche Vorg~tnge spielen sich erwartnngsgem~B much in den Sternzellen ab, 
nur werden die Einsehlfisse bier nicht so groBe wie in den Leberzellen. Offenbar 
verarbeiten die Sternzellen die aufgenommene Fl/issigkeit raseher, ebenso wit auch 
der Abbau des phagoeytierten Materials in den Sternzellen sehne]ler erfo]gt. 

Die Aufnahme der Tuschepartikel in die Leberzellen geschieht fiberraschender- 
weise nicht zusammen mit dem Flfissigkeits- und Eiwefl~strom. Die nur elektronen- 
mikroskopiseh erkennbaren Mengen aufgenommener Tuschepartikel liegen fast 
immer in k]einen Vacuo]en separat yon den groBen Pinoeytosebl~schen. Die er- 
wartete Markierung der Einsehlfisse mit  Tnsehe bleibt aus, im Gegensatz zu der 
mSgliehen Markierung mit  Evans Blau oder Hs (RoscgLAu u. KInSMEn, 
1966). 

Es wurde bereits einleitend darauf hingewiesen, daB Phagocytosevorg/~nge in 
Leberze]len mehrfach beschrieben sind. Insbesondere seit den grundlegenden 
Untersuehungen yon HAMPTON (]958) ist bekannt, dab die Leberzellen phago- 
eytierte Partikel  sowohl am Gallenpol als much am Gef~tBpol raseh aufnehmen und 
zur Gegenseite transportieren kSnnen. Die erste Ausseheidung von Thorotrast- 
partikeln erfolgt bereits nach 30 rain. Der Aufn~hmemeehanismus bei Pinoeytose 
und Phagocytose seheint grunds/~tzlieh gleieh. ,,Pinoeytose ... ist damit  eine Art 
Phagoey~ose in kleineren Dimensionen" ( G R u s D ~ A ~ ,  1964). 

Trotzdem mfissen wir aus unseren Ergebnissen folgern, dab znmindest f/Jr die 
Leberzelle Untersehiede hinsichtlieh der Aufnahme und der weiteren intr~cellu- 
l~ren Verarbeitung yon Flfissigkeit und geformten Partikein bestehen. 

Nach diesen Beobachtungen ist es sehr unwahrscheinlich, d~] mit den Serumeiweil]en 
auch Zelltriimmer, wie sie bei der intrasplenischen Injektion sicher entstehen, in die Leber- 
zellen eingesch]eust werden. Die in den Einschlfissen vorhandenen Organellenreste sind damit 
als zelleigene Bestandteile im Sinne einer partiellen Zellnekrose bzw. Autophagosomen anzu- 
sehen (ROSCnLAU u. K]svr~E~, 1966) s. auch ASHFO~D U. PORTER, 1962; sowie Hih~sR, 
1965a. 

Die vorwiegend in Frfihstadien der Einschlfisse auftretenden Glykogen- 
granula sind ebenfalls ein Hinweis dafiir, dab Cytoplasmabestandteile mit  in die 
Einsehl/isse eingehen. 

Als weiteres Argument ffir einen grunds/~tzlichen Unterschied zwisehen 
Pinoeytose und Phagoeytose kSnnen die Befunde naeh Sublimatgabe dienen. 
W/~hrend der F1/issigkeitseinstrom in die Leberzelle naeh Sublimatinjektion stark 
zunahm, war die Tusehephagoeytose eher geringer geworden als nach intra- 
spleniseher Injektion anderer Flfissigkeiten. 

Uber den Ein/lu/3 einer zusiitzlichen Noxe au] die Phagocytose der Leberzelle 
finden sieh Hinweise bei H~]3~]~ (1965a, b). t t~B~-~  sah eine vermehrte 
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Thorotrastspeicherung der Leberzellen nach vorheriger Allylalkoholgabe. Auch 
die Lo]calisation des phagocytierten Materials scheint durch zusatzliche Noxen be- 
einflul~t zu werden, denn  I-I(~B~Ea l a n d  die Thorotras tpar t ike]  nu r  in  Vacuolen 
mi t  E inhe i t smembranen .  Dagegen beschrieben HAHPTO~r (1958) Thorot ras t  sowie 
Quecksilbersulfid u n d  WESSEL u. Mitarb. (1966) Kupferpartfl~el auch im Cyto- 
plasma der Leberzellen. Wir  sahen sichere Tuschepar t ikel  im Cytoplasma nu r  bei 
Sternzellen. I m  Gegensatz zu den Befunden  yon  H i ~ E a  wiesen unsere Tusche- 
vacuolen Doppe lmembranen  auf, wie sic ARAI (1960) auch an  Tuschevacuolen in 
Sternzellen beschrieb. 
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