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Experimental Studies of Pinocytosis and Phagocytosis in the Liver Cell

Swmmary. 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 after 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 von Kupffer
cells are discussed. It 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.

Zusammenfassung. In Rattenleberzellen lassen sich durch intrasplenische Injektion ver-
schiedener Flussigkeiten intracytoplasmatische hyaline Einschliisse erzeugen, die durch
Konfluenz von Pinocytosevacuolen entstehen. Wird der Injektionsflissigkeit Tusche zu-
gegeben, so kommt es in den Leberzellen zwar zu einer Phagocytose von Tuschepartikeln,
nicht aber zu einer Markierung der Einschliisse mit Tusche, obwohl der Mechanismus der
Pinocytose und Phagocytose elektronenmikroskopisch gleichartig ablduft. Eine Zunahme der
Pinocytose nach Einwirkung zusitzlicher 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 urspriinglich gewéhlten Bedeutung nur firr die Aufnahme
von Flissigkeit, d. h. geloster molekular-disperser Stoffe zu gebrauchen. Der Begriff Phago-
cytose sollte dementsprechend nur fiir die Aufnahme fester geformter (suspendierter) Partikel
gebraucht werden.

Es bestehen zahlreiche Untersuchungen tiber den Flissigkeitseinstrom in die
Leberzelle (Literatur bei ALTmMaANN, 1949, 1955; KETTLER, 1954 ; neuere Arbeiten
von HUBNER, 1962, 1965b; Davip u. Mitarb., 1965; RoscaLAU und KEMMER,
1966). Andere Arbeiten berichteten iiber die Aufnahme geformter Partikel bis
zu ganzen Zelleibern in die Leberzelle (Ubersicht bei KerrLER, 1958; CoSSEL,
1954 ; Davip, 1964 ; neuere Arbeiten von CASLEY-SMITH u. READE, 1965 ; HUBNER,
19652 ; WEssEL u. Mitarb., 1966). Die Grenze zwischen Pinocylose und Phago-
cytose wird von den einzelnen Autoren dabei leider sehr unterschiedlich gezogen.
Die Dimension der aufgenommenen Substanz 1aBt aber eine Unterscheidung
zwischen Pinocytose und Phagocytose oft nicht zu.
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Wir gebrauchen daher den Ausdruck Pinocylose in seiner urspringlich ge-
wihlten Bedeutung der Flissigkeitsaufnahme (Lewis, 1931), d. h. der Aufnahme
geldster, molekulardisperser Stoffe. Der Begriff Phagocytose wird dementsprechend
fir die Aufnahme fester, geformter Partikel benutzt, die die Zelle meist in Form
von Suspensionen, also in nichtmolekulardisperser Form erreichen.

Am Modell der intrasplenischen Injektion groBerer Flussigkeitsmengen hatten
wir frither die Folgen eines massiven Flissigkeitseinstroms in Leber- und Stern-
zellen studiert (RoscHLAU u. KEMMER, 1966). Urspriinglich war von uns in den
vorliegenden Untersuchungen nur beabsichtigt, die injizierte Flissigkeit durch
Tuschezusatz zu ,, markieren, um damit das weitere Schicksal in der Zelle besser
verfolgen zu kénnen. Uberraschenderweise ergab sich dabei, daB der Fliissigkeits-
einstrom (Pinocytose) und die Aufnahme der Tuschepartikel (Phagocytose) in den
Leberzellen offenbar getrennt verlaufen.

Methodik

Als Versuchstiere dienten 33 ménnliche erwachsene Albinoratten zweier Inzuchtstimme,.
Diesen Tieren wurden jeweils 4 ml verschiedenartiger Flussigkeiten intrasplenisch verabfolgt
(Einzelheiten der Technik s. RoscrLAU u. KaMMER, 1966): 0,00125 m Sublimat, 0,00125 m
p-Chloromercuribenzoat (PCMB), isotonischer Na-Phosphatpuffer (pH 7,2) und Aqua dest.
In 22 Fallen wurde diesen Substanzen 1-—2 Tropfen chinesische Tusche zugesetzt. Die Tiere
wurden in folgenden Abstdnden getétet: 5, 15, 30, 45 min, 6 und 24 Std. An den formal-
infixierten Paraffinschnitten der Lebern kamen an Firbungen bzw. Reaktionen zur Anwen-
dung: HE, Kernechtrot, Goldner, PAS. " ’

Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung wurden die Leberstiickchen in 1%iger
isotonischer, gepufferter OsO,-Lésung fixiert, wihrend des Entwésserungsvorganges mit
Phosphorwolframsure und Uranylacetat kontrastiert (nach WoHLFARTH-BOTTERMANN) und
in Vestopal eingebettet. Nachkontrastierung der Schnitte mit Bleicitrat, nach RryworLps
(1963). Die elektronenoptische Darstellung der sauren Phosphatase erfolgte in Anlehnung
an die von Escorna u. THOMAS angegebene Methode an Gewebsbléckchen und 80 p dicken
Gefrierschnitten. Die Aufnahmen wurden mit einem elektromagnetischen Gerdt (Typ SEM 3)
des VEB Fernsehelektronik Berlin angefertigt.

Ergebnisse

Grundsétzlich traten bei allen Versuchstieren die gleichen Cytoplasmaein-
schliisse in den Leberzellen auf, deren histologische, histochemische und elektronen-
mikroskopische Charakteristica bereits von uns beschrieben sind (ROSCHLAT u.
KemmER, 1966). In Erweiterung unserer fritheren Befunde waren die ersten
PAS-positiven, meist noch Goldner-griinen Einschliisse bereits nach 15 min,
nach Sublimat-Injektion sogar nach 5 min nachweisbar. Nur teilweise waren in
den Anfangsstadien optisch leere Vacuolen zu erkennen, die auch neben den ge-
nannten Kinschliissen in der gleichen Zelle lagen. Offenbar konfluieren kleinere
Einschliisse zu grofleren, da in den frithen Versuchsstadien oft kleine Einschliisse
am Gefafipol der Zellen dicht nebeneinander lagen (Abb. 1).

Dagegen erfolgte die lichtoptisch erkennbare Tuschespeicherung fast aus-
schlieBlich in den Sternzellen, bevorzugt in den periportalen Lappchenabschnitten.
Nur vereinzelt waren kleinste Tuschepartikel im Cytoplasma von Leberparen-
chymzellen erkennbar, gelegentlich in Nahe hyaliner Einschliisse, aber nie inner-
halb der Einschliisse oder der Vacuolen (Abb. 2).
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Abb. 1. Vergr. 1250fach. Farbung mit wiriger Toluidinblaulésung (0,1 %ig) nach B. RiepEL
am 0s0,-fixierten Vestopal-eingebetteten Schnitt. Rattenleber 30 min nach intrasplenischer
Injektion von 4 ml PCMB. Zahlreiche Pinocytosevacuolen (im Bild hell) im sinusoidnahen
Cytoplasma der Leberzelle, teilweise bereits zu groBeren Einschlissen konfluiert.
8 = Sinusoid

L e - M ¥ N '
Abb. 2. Vergr. 760fach. PAS-Reaktion ohne Gegenfirbung. Rattenleber 6 Std nach intra-
splenischer Injektion von 4 ml PCMB unter Zusatz von einem Tropfen Tusche. Phagocytierte
Tuschepartikel nur in Sternzellen erkennbar. (PAS-positives pinocytiertes Eiweill (im Bild
dunkel) in Leberzellen enthilt keine Tuschepartikel
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Elektronenmikroskopisch sind an den Hepatocyten in den kiirzeren Versuchs-
zeiten zwischen 5 und 45 min kleinere Einschliisse zu erkennen, die sich durch
Konfluenz vergroBern. Sie variieren hinsichtlich GroBe und Elektronendichte.
Man findet alle Ubergangsstadien von einfachen Vacuolen mit wenig granulirer
Substanz bis zu stirker verdichteten Kinschliissen. Héufiger werden in Ein-
schliissen Glykogenaggregate gesehen. Derartige Einschliisse liegen bevorzugt in
Sinusoidnéhe, sind unregelmaBig geformt, zuerst von etwa MitochondriengréBe,

Abb. 3. Ausschnitt aus einer Parenchymzelle, 15 min nach Injektion von Sublimat und
Tusche. ¥V Vacuolen ohne Tusche, 7' Tuschepartikel in dense bodies, G Gallecapillare, M maBig
geschwollene Mitochondrien mit aufgehellter Matrix. Ges.-Vergr. 20000:1

koénnen durch Konfluieren ZellkerngroBe erreichen und runden sich dann ab. Am
Gallepol liegen sie bevorzugt in spéteren Stadien (6 Std). Ihr Durchmesser ist
hier groBer als der der am GefaBpol gelegenen. Er schwankt zwischen ca. 1-—8 p. In
den Anfangsstadien ist ihre AuBenmembran unscharf und inkomplett ausgebildet.
Meist sind sie in Glykogenbezirken zu sehen. Oft sind ihnen Glykogenareale hof-
tormig angelagert, so dafl sie auch in glykogenarmer Umgebung deutlich hervor-
treten. In spiteren Versuchsstadien werden derartige Glykogenaggregate in den
Einschlissen kaum mehr beobachtet, in Sternzellen treten sie nie auf. Aullerdem
ist in manchen Zellen eine verstirkte Membranvesikulation zu erkennen, die jedoch
nicht nur auf den Bereich der Sinusoide beschrénkt ist. Eine kleinvesiculdre Um-
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wandlung, herdférmig auch stirkere Dilatation des endoplasmatischen Reticulum
(ER), die teilweise auch die Membranbiindel des rauhen ER betrifft, ist ebenfalls
in der ganzen Zelle zu finden.

Nach Sublimateinwirkung kommt es besonders rasch zur Ausbildung gréBerer
Vacuolen (Abb. 3). Diese sind hier ebenso wie die kleinvesiculire Umwandlung

Abb. 4. In einer Parenchymzelle gelegener tuschehaltiger EinschluB (7'), von Doppelmembran
umgeben. 30 min nach Injektion von PCMB und Tusche. M Mitochondrien. Ges.-Vergr.
45000:1

des ER besonders in Sinusoidnéhe ausgepragt. AuBerdem fillt eine Erweiterung
des Disséschen Raumes und eine Reduktion der Leberzellmikrovilli auf.

Nach Tuschezusatz zur Injektionsfliissigheit sind einmal die gleichen Vorgénge
der Bildung intracytoplasmatischer Kinschliisse, jedoch ohne Tuschepartikel in
den Leberzellen zu beobachten. Zum anderen ist zu erkennen, dafl in geringem
Ausmal auch Tuschepartikel iiber den Disséschen Raum durch Membranvesikula-
tion in die Leberzelle eingeschleust werden. Im Inneren der Zelle, also offenbar
durch Konfluenz kleiner Vesicel entstanden, liegen groBere Tuscheaggregate von
maximal Mitochondriengrifie (Abb. 4), die von einer Doppelmembran umschlossen
sind. Héufiger sind kleinere Tuscheeinschlisse in der Néhe von Golgifeldern oder

19 Virchows Arch. path. Anat., Bd. 343
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direkt in dessen erweiterten Membranen oder Vesikeln zu finden. Spéter, beson-
ders ausgepridgt nach 24 Std, tritt eine Vermehrung von Lysosomen und Cyto-
somen auf, die Tuschepartikel umschlieBen (Abb. 5). Bei zunehmender Substanz-
verdichtung konnen die Tuscheteilchen in diesen Organellen nicht mehr immer
einwandfrei erkannt werden. Tuschebeladene Organellen kommen jetzt hiufiger

Abb. 5. Ausschnitt aus einer Parenchymzelle, 24 Std nach Injektion von Aqua dest. und
Tusche. K Kern, M Mitochondrien, ¢ Gallecapillare, 7' einzelne Tuschepartikel in Lysosomen,
@ Golgifeld. Ges.-Vergr. 20000:1

auch in Nahe der Gallecapillaren vor, obne daB eine Ausschleusung nachweisbar
war.

Dagegen finden sich in den typischen hyalinen Einschliissen, wie sie auch ohne
Tuschezusatz auftreten, nur ausnahmsweise Tuschepartikel. Nach Sublimatgabe
ist die Tuscheaufnahme der Hepatocyten eher geringer.

In den Sternzellen sind unter allen Versuchsbedingungen sehr reichlich Hin-
schliisse unterschiedlicher Grofie, Dichte und Zusammensetzung zu sehen (Abb. 6).
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Es treten sowohl reine Tuschevacuolen als auch homogene Einschlisse mit und
ohne Tuschepartikel auf (Abb. 7). Insbesondere die Tuscheaggregate sind gegen-
iiber den Leberzellen wesentlich zahlreicher und in gréfieren Dimensionen vor-
handen. Teilweise sind in den Tuscheaggregaten auch Zellorganellenreste einge-
schlossen. Dagegen werden nie glykogenhaltige Einschliisse in den Sternzellen
beobachtet.

Abb. 6. Teil einer Sternzelle mit tuschehaltigen Einschliissen (E) und solchen ohne Tusche-
partikel (#£1), 15 min nach Injektion von PCMB und Tusche. Ges.-Vergr. 30000fach

Bei Darstellung der sauren Phosphatase ist nach 24 Std bereits lichtoptisch
eine schalenférmig verstirkte Reaktion um die hyalinen Einschliisse zu erkennen.
Elektronenmikroskopisch bietet sich an den groBeren Einschlissen das gleiche
Bild. Aulerdem sind stérkere Fermentaktivitdten auch innerhalb kleinerer, in
Abbau befindlicher, vacuolisierter Leberzell- und Sternzelleinschliisse zu erkennen.
In den Sternzellen ist der Abbau aller Einschliisse nach 24 Std bereits weiter
fortgeschritten als in den Leberzellen.

Diskussion der Ergebnisse

Unsere Ergebnisse zeigen in Bestatigung und Erweiterung der vorangegangenen
Versuche (RoscurAT u. KEMMER, 1966), daf die Leberzelle vermehrt Flissigkeit
und Serumeiweille aufnimmt, wenn in den Sinusoiden ein verstéirkter Flissigkeits-

19*
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Abb. 7. GroBer intracytoplasmatischer EinschluBkérper (#) in einer Sternzelle mit vor-

wiegend randstéindigen Tuschepartikeln, 30 min nach Injektion von Aqua dest. und Tusche.

T Kleinere, membranumgebene Tuscheaggregate, K Kern der Sternzelle, § Sinusoidlichtung,
M Mitochondrien. Ges.-Vergr. 20000:1

einstrom unter erhohtem Druck stattfindet. Die Aufnahme erfolgt durch Pino-
cytosevacuolen, die rasch zu gréBleren elektronendichteren Gebilden bis zu aus-
gepragten ,hyalinen EinschluBkérpern konfluieren. Auch lichtmikroskopisch
werden sie dabei zunehmend dichter (zuerst Goldner-griin, dann Goldner-rot).
Die nach etwa 6 Std beginnenden Abbauerscheinungen sind nach 24 Std wohl
weiter fortgeschritten, aber noch nicht abgeschlossen. Der morphologisch erkenn-
bare Abbau findet seine Parallele in der Aktivitét der sauren Phosphatase. Wéh-
rend nach 6 Std nur erste Ansétze einer verstdrkten Randreaktion im Cytoplasma
und in benachbarten Liysosomen vorlagen (RoscaErau u. KEMMER, 1966), sind
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nach 24 Std bereits stdrkere Fermentaktivitdten lichtoptisch und elektronen-
mikroskopisch nachweisbar.

Die zeitlichen Verhiltnisse des EiweiBabbaus in der Leberzelle entsprechen
damit etwa den lichtmikroskopischen Beobachtungen von StrRaUSS (1964) iiber
den Abbau von Meerrettich-Peroxydase in der Rattenleber. Die von ihm licht-
mikroskopisch vermutete Konfluenz von Phagosomen (Pinocytosevacuolen) mit
Liysosomen haben wir allerdings elektronenmikroskopisch nicht beobachten
konnen.

Ahnliche Vorginge spielen sich erwartungsgema auch in den Sternzellen ab,
nur werden die Einschliisse hier nicht so groBe wie in den Leberzellen. Offenbar
verarbeiten die Sternzellen die aufgenommene Fliissigkeit rascher, ebenso wie auch
der Abbau des phagocytierten Materials in den Sternzellen schneller erfolgt.

Die Aufnahme der Tuschepartikel in die Leberzellen geschieht uberraschender-
weise nicht zusammen mit dem Flilssigkeits- und Eiweillstrom. Die nur elektronen-
mikroskopisch erkennbaren Mengen aufgenommener Tuschepartikel liegen fast
immer in kleinen Vacuolen separat von den groBen Pinocytoseblidschen. Die er-
wartete Markierung der Einschliisse mit Tusche bleibt aus, im Gegensatz zu der
moglichen Markierung mit Evans Blau oder Himoglobin (Roscaravu u. KEMMER,
1966).

Es wurde bereits einleitend darauf hingewiesen, da Phagocytosevorgénge in
Leberzellen mehrfach beschrieben sind. Insbesondere seit den grundlegenden
Untersuchungen von Hampron (1958) ist bekannt, dal die Leberzellen phago-
cytierte Partikel sowohl am Gallenpol als auch am GefélBBpol rasch aufnehmen und
zur Gegenseite transportieren konnen. Die erste Ausscheidung von Thorotrast-
partikeln erfolgt bereits nach 30 min. Der Aufnahmemechanismus bei Pinocytose
und Phagocytose scheint grundsitzlich gleich. ,,Pinocytose ... ist damit eine Art
Phagocytose in kleineren Dimensionen® (GRUNDMANN, 1964).

Trotzdem miissen wir aus unseren Ergebnissen folgern, dafl zumindest fiir die
Leberzelle Unterschiede hinsichtlich der Aufnahme und der weiteren intracellu-
laren Verarbeitung von Fliassigkeit und geformten Partikeln bestehen.

Nach diesen Beobachtungen ist es sehr unwahrscheinlich, daB mit den Serumeiweifien
auch Zelltriitmmer, wie sie bei der intrasplenischen Injektion sicher entstehen, in die Leber-
zellen eingeschleust werden. Die in den Einschliissen vorhandenen Organellenreste sind damit
als zelleigene Bestandteile im Sinne einer partiellen Zellnekrose bzw. Autophagosomen anzu-
sehen (RoscHLAU u. KEMMER, 1966) s. auch AsarorD u. PoORrRTER, 1962; sowie HUBNER,
1965a.

Die vorwiegend in Frihstadien der Einschliisse auftretenden Glykogen-
granula sind ebenfalls ein Hinweis dafiir, dall Cytoplasmabestandteile mit in die
Einschliisse eingehen.

Als weiteres Argument fiir einen grundsdtzlichen Unterschied zwischen
Pinocytose und Phagocytose kénnen die Befunde nach Sublimatgabe dienen.
Wihrend der Flissigkeitseinstrom in die Leberzelle nach Sublimatinjektion stark
zunahm, war die Tuschephagocytose eher geringer geworden als mnach intra-
splenischer Injektion anderer Fliissigkeiten.

Uber den Einfluf einer zusétzlichen Noxe auf die Phagocytose der Leberzelle
finden sich Hinweise bei HUBNER (1965a, b). HUBNER sah eine vermehrte
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Thorotrastspeicherung der Leberzellen nach vorheriger Allylalkoholgabe. Auch
die Lokalisation des phagocytierten Materials scheint durch zusidtzliche Noxen be-
einflut zu werden, denn HUBNER fand die Thorotrastpartikel nur in Vacuolen
mit Einheitsmembranen. Dagegen beschrieben Hamprox (1958) Thorotrast sowie
Quecksilbersulfid und WesserL u. Mitarb. (1966) Kupferpartikel auch im Cyto-
plasma der Leberzellen. Wir sahen sichere Tuschepartikel im Cytoplasma nur bei
Sternzellen. Im Gegensatz zu den Befunden von HBNER wiesen unsere Tusche-
vacuolen Doppelmembranen auf, wie sie AraT (1960) auch an Tuschevacuolen in
Sternzellen beschrieb.
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