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Paracrystallic, Intraplasmatic Inclusion Bodies in Human Hepatocytes
A Structural Analytic Study

Summary. Electron micrographs from intraplasmatic inclusion bodies of human hepato-
cytes are described; these paracrystallic aggregations consist of helically arranged filaments.
All the observed periodic structures within these bodies can be indicated as originating from
the same compound by the use of the Frauenhofer diffraction pattern. Concerning the genesis
of these characteristically structured bodies two possibilities are discussed: 1. A special poly-
meric form of fibrinogen and fibrin built up in vivo. 2. Polymerization of a monomeric enzyme,
for example, glutamate dehydrogenase, to paracrystallic bodies by fixation-dependent cross-
linkages.

Key words: Human Hepatocytes — Paracrystals — Frauenhofer Pattern — Fibrinogen-
Fibrin — L-Glutamat dehydrogenase.

Zusammenfassung. In menschlichen Hepatocyten wurden elektronenmikroskopisch intra-
cytoplasmatische EinschluBkérper verschiedenen Aussehens beobachtet, die parakristalline
Aggregate aus schraubenartig gewundenen Filamenten darstellen. Mit Hilfe der Frauenhofer-
schen Beugung konnten diese als eine einheitliche Stoffkomponente identifiziert werden. Auf-
grund ihrer strukturellen Merkmale werden fir ihre Art und Entstehung zwei Mechanismen
zur Diskussion gestellt: 1. Die in situ Bildung einer besonderen Polymerform von Fibrinogen
oder Fibrin. 2. Eine fixierungsbedingte Vernetzungspolymerisation eines monomeren Enzyms,
z.B. Glutamat-Dehydrogenase, zu parakristallinen Gebilden.

Parakristalline, d.h. dem kristallinen Ordnungszustand nahestehende Einschlul-
kérper in auffallig vergroBerten Mitochondrien menschlicher Hepatocyten sind
keine Seltenheit und wurden sowohl im Leberparenchym gesunder als auch kran-
ker Probanden sehr oft beobachtet. Eindeutige Beziechungen zwischen dem Auf-
treten dieser intramitochondrialen Einschliisse und bestimmten klinischen und
pathologischen Befunden bestehen somit nicht (Themann und v. Bassewitz, 1969).
Eine weitere Eigentiimlichkeit dieser inzwischen elektronenmikroskopisch und
auch strukturanalytisch griindlich untersuchten Einschlufikérper (Sternlieb und
Berger, 1969) besteht darin, daB noch keine Aussagen iiber Art und Entstehungs-
mechanismus gemacht werden kénnen.

* Teilweise aus Dissertation Ch. Greiner, Heidelberg 1970.
#* Frau B. Moraw danken wir fiir photographische Arbeiten.
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Uber das Vorliegen parakristalliner EinschluBkérper im Cytoplasma mensch-
licher Hepatocyten liegen, soweit aus der Literatur ersichtlich, keine Angaben vor.
Im folgenden soll deshalb iiber eine solche erste Beobachtung berichtet werden,
die an einem Leberpunktat von insgesamt 82 Leberbiopsien erhoben werden
konntel.

Material und Methode

Das Lebergewebe stammt von einem 67j4hrigen Patienten mit chronischer intrahepatischer
Cholangitis und Pericholangitis und wurde durch Blindpunktion gewonnen. Der in Tyrode-
l6sung entnommene Zylinder wurde sofort in mit Phosphatpuffer auf pH 7,2 eingestellter
4%iger Glutaraldehydlssung, die mit Glukoselésung isoosmotisch gemacht war, eine Stunde
bei Zimmertemperatur fixiert. Nach Waschen in isoosmotisch eingestelltem Phosphatpuffer
pH 7,2 erfolgte Nachfixierung mit entsprechend eingestellter 1%iger OsO,-Lésung bei 4° C.
Nach Entwisserung tber aufsteigende Alkoholreihe und Propylenoxid, Einbettung in Epoxi-
harz. Anfertigung der Semi- und Ultradiinnschnitte mit einem Porter-Blum-Ultramikrotom
MT II. Nachkontrastierung der Schnitte mit UOy2*- und Bleihydroxo-Ionen. Elektronen-
mikroskopische Aufnahmen mit dem Siemens Elmiskop Ia bei 21 000 und 41 000facher Primar-
vergrBerung.

Anfertigung der Frauenhoferschen Beugungsaufnahmen (Klug und Berger, 1964) an Film-
abziigen von Elmi-Platten (Vergroflerung 21000:1) mit Hilfe des optischen Diffraktometers
der Firma LWU-Kontron GmbH Eching bei Minchen unter Verwendung eines He/Ne-Lasers.
Bis auf den eckigen Bildausschnitt in Abb. 4a wurden alle anderen Bildbereiche rund aus-
geblendet. Der Maschinenfaktor betrug 2,25 und der reziproke Wert bei 21000facher Ver-
groBerung 1.071 A-1. Zur Riicktransformation wurden Masken von den Hauptmaxima an-
gefertigt?.

Befunde und Diskussion

Lichtmikroskopisch sind an mit Toluidinblau gefarbten Semidiinnschnitten
sowohl im Zentrum als auch in der Peripherie der Leberbilkchen zwei verschie-
dene Formen von Hepatocyten (Abb. 1) zu erkennen:

a) Intensiv blau-gefarbte Zellen mit Lipidtropfen in unterschiedlicher GroBe
und Menge sowie zahlreichen Gallepigment-Lysosomen;

b) Zellen mit relativ hellem Cytoplasma und leicht meta-chromatischer
Ténung.

RES und Periportalfeld sind normal.

Elektronenmikroskopisch zeichnen sich lichtopt. blau gefarbte Zellen durch
grolere Areale parallel angeordneter Ergastoplasmalamellen (rauhes endoplasmati-
sches Retikulum) aus, wahrend die hellen Zellen durch gréoBere Glykogenansamm-
lungen auffallen. Riesenmitochondrien fehlten ebenso wie parakristalline Hin-
lagerungen in diesen. Nur gelegentlich waren in normal groBen Mitochondrien
lamelldre Einschliisse angedeutet.

Vielmehr findet man bei Durchmusterung der Schnitte bei ~20000facher
VergroBerung in zahlreichen Hepatocyten intracytoplasmatisch gelegene para-
kristalline Einschliisse unterschiedlicher Form und Gréfle. So ist in Abb. 2 ein
ovoider EinschluBkoérper wiedergegeben mit einer Flichenausdehnung von ca.

1 Unter 230 von Themann et al. (1969) untersuchten menschlichen Leberpunktaten wurden
keine vergleichbaren intracytoplasmatischen EinschluBkorper beobachtet (persénliche Mit-
teilung).

2 Fir die Anfertigung der Beugungsdiagramme danken wir den Herren Dr. R. Schmitt, Er-
langen und K. Wehner, Eching bei Munchen.
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Abb. 1. Ausschnitt aus der Lappchenperipherie des Punktatzylinders: Den ,,hellen* Hepato-

cyten im oberen, mittleren Bildteil entsprechen elektronenmikroskopisch glykogenreiche

Zellen; daneben intensiv blan-gefirbte Zellen (Toluidinblau) mit zahlreichen Gallepigment-

Lysosomen an den Gallepolen; elektronenmikroskopisch findet man in diesen Zellen reich-
lich Ergastoplasma. Semidiinner Epon-Schnitt 500:1; (36/75)

1,8 X4 1 und einer periodischen Struktur quer zur Lingsachse des Kérpers. Man
kénnte aber auch meinen, daf} die laterale Struktur bedingt ist durch in dieser
Richtung verlaufende Filamente. Bei héherer Auflésung und anhand der Frauen-
hoferschen Beugung (Abb. 3) ergibt sich jedoch eindeutig, daf dieser ovoide Ein-
schluBl aus ~45 A dicken lingsverlaufenden (s. Pfeilanzeige), schraubenartig ge-
wundenen Filamenten mit einem lateralen Abstand von ~170 A besteht.

In Abhéngigkeit der jeweiligen Schnittebenen findet man dhnlich geformte
Einschlulkdrper, jedoch, wie zu erwarten, auch mit anders aussehenden para-
kristallinen Mustern. Das Streifenmuster in Abb. 3 ist also das Ergebnis parallel
zueinander angeordneter schraubenartig gewundener Filamente (s. Pfeil), die mit
ihren Windungen in Register stehen. Die auf diese Weise entstandene Streifung
scheint auf den ersten Blick keine Periodizitit aufzuweisen. Jedoch 146t dag riick-
transformierte Bild in Abb. 3¢ deutlich eine periodisch wiederkehrende Streifung
im Abstand von ~260 A erkennen.

Neben solchen grofflichigen EinschluBkérpern findet man relativ oft auch
kleinere stibchen- oder bandartige Anordnungen, wie z.B. in Abb. 4 (s. auch
Abb. 3d) wiedergegeben, die — offenbar infolge einer schrig zu der in Abb. 2 und 3
getroffenen Filamentenschicht verlaufenden Schnittebene — eine periodisch wie-
derkehrende Uberstruktur deutlicher hervortreten lassen. Entsprechend fiihrt
auch die Riicktransformation aus der Frauenhoferschen Beugung zu einer Axial-
periode im Abstand von ~270 A (Abb. 4¢). Der laterale Zwischenraum betrigt



Abb. 2. Ubersichtsbild eines parakristallinen EinschluBkérpers in menschlichem Hepatocyt.

Schraubenartig gewundene, ~45 A dicke Filamente (s. Pfeile), die infolge synchroner Lateral-

ausrichtung ein Streifenmuster ergeben. Cysternenartige Erweiterungen von rauhem (rR) und
glattem (¢l R) endoplasmatischem Retikulum. 2908/68; el. opt. 21000:1
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4 Virchows Arch. A Path. Anat. and Histol.
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Abb. 4a u. b. Kleine stibchen- bis bandférmige parakristalline Einschlisse im Cytoplasma

eines Hepatocyten mit reichlich Glykogen (gly). Man beachte die schraubenartig gewundenen

Filamente, die bei der Parallelaggregation ein deutliches Streifenmuster hervorrufen, das

entsprechend auch im riicktransformierten Abbild in (c) hervortritt; (b) das dazugehérige

Frauenhofersche Beugungsbild mit den zur Ricktransformation verwandten Reflexen.
5063/68; 21000:1

auch hier wie in Abb. 3 ~170 A. Eine erste Analyse dieser Befunde wiirde somit
wegen der axialen Periodizitit einen Vergleich dieser parakristallinen Korper mit
Fibrin nahelegen. Allerdings findet man nur in vitro und auch da nur unter be-
sonderen Bedingungen (Tonney und Cohen, 1972) vergleichbar regelméfig auf-
gebaute Polymerformen von Fibrinogen und Fibrin. Somit spricht gerade das auf-
fallige Hervortreten filamentirer Einheiten gegen obigen Deutungsversuch, ins-
besondere auch da in vivo Fibrin oftmals wegen eines schlechten Ordnungszu-
standes nur mit Mithe und stets lediglich gestiitzt auf eine mehr oder weniger deut-
liche Querstreifung, identifiziert werden kanmn.

Diese Bedenken kénnen andererseits auch entkraftet werden, da, wieaus Abb.5a
und ¢ hervorgeht, infolge einer offenbar kompakteren Aggregatform nunmehr
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Abb. 5. (a) Parakristalliner EinschluB mit Identitétsperiode von 260 A und einem Mittel-
streifen bei 130 A. (b) Dazugehériges Frauenhofersches Beugungsbild mit meridionalen
Reflexen bei 260 A und 130 A, sowie am Aquator mit Beugungspunkten bei170 A entsprechend
dem mittleren Abstand parallel verlaufender Filamente. (¢) Dicht von Glykogen umgebener
EinschluBkérper mit 280 A Periode. 4339/68 und 1866/75 el. opt. 21000: 1

keine schraubenartig gewundenen Filamente zu sehen sind, wiewohl diese mit
Hilfe der Frauenhoferschen Beugung (Abb. 5b) durch den mittleren Lateral-
abstand von 170 A dennoch angezeigt sind. Trotz aller Vorbehalte stellt somit die
in Abb. 5a und ¢ wiedergegebene Aggregatform des EinschluBkorpers ein plau-
sibles Bindeglied zwischen diesen parakristallinen Gebilden und den Polymerfor-
men von Fibrinogen und Fibrin dar.

Fur das Vorkommen von Fibrin in Lebergewebe gibt es bereits einige Beispiele. So be-
schreibt z.B. Hubner (1965) bei mit Allylalkohol vergifteten Ratten Vakuolen im Lebergewebe,
die neben anderen Blutbestandteilen auch bandartige Gebilde enthalten, die aufgrund einer
axialen Periodizitdt von 250 A als Fibrin angesehen werden. Tn vergleichbaren Vakuolen im
Lebergewebe von mit Phalloidin vergifteten Mausen und Ratten fanden Miller et al. (1967,
1970) gleichfalls bandférmige Anteile, die ebenso allein aufgrund einer axialen Periodizitéit von
~210 A als Fibrin identifiziert wurden. Das Vorkommen dieser Ablagerungen wurde auf eine
sekundire Verbindung dieser Vakuolen mit der Blutbahn zuriickgefithrt, ohne daf allerdings
eine solche Verbindungsstelle elektronenmikroskopisch hétte nachgewiesen werden kénnen.
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In shnlicher Weise interpretieren schlieBlich David ez al. (1965) das Vorkommen von Fibrin
in vakuolisiertem Lebergewebe nach Drosselung des vendsen Abflusses. Parry und Ghadially
(1967) berichten schlieBlich iber das Vorkommen von Fibrin im Cytoplasma von Hepato-
cyten nach Teilhepatektomie und nehmen hingegen eine in situ Bildung an. Im Sinne einer in
situ Bildung der hier besprochenen mutmaBlichen Fibrinogen-Fibrin-Polymere liefle sich der
elektrophoretisch erbrachte Fibrinogen-Nachweis in Leberzellkulturen anfithren (Crane ef al.,
1974).

Der Vorzug einer strukturanalytischen Untermauerung elektronenmikroskopi-
scher Befunde durch Anwendung der Frauenhoferschen Beugung besteht somit
darin, parakristalline Aggregate auf etwaige strukturelle Gemeinsamkeiten priifen
zu konnen. Periodisch wiederkehrende Merkmale sind dabei von besonderem
Nutzen und wie im vorliegenden Fall geeignet, die stoffliche Ubereinstimmung
der EinschluBkoérper sicherzustellen. Weiterhin besteht, wie gezeigt werden konnte,
die Moglichkeit, charakteristische Strukturmerkmale, wie z.B. die 260 A-Axial-
periode als einen artspezifischen ,,Fingerabdruck anzusehen, worauf schlieBlich
der Deutungsversuch in Richtung einer besonderen Polymerform von Fibrinogen
oder Fibrin beruht. Der histologische Befund einer intrahepatischen Cholangitis
laBt die Vermutung einer bestehenden Gerinnungsstérung zu; allerdings wurde im
klinischen Labor nur der Quick-Test durchgefiihrt, dessen Werte noch innerhalb
der Norm waren.

Eine andere Deutungsmoglichkeit fiir das Zustandekommen dieser bislang
unbekannten und allem Anschein nach auch seltenen parakristallinen Ablage-
rungen ergibt sich, trotz des Vorbehaltes, der bei einer tiberwiegend morphologisch
ausgerichteten Studie angezeigt ist, unter Zugrundelegung folgenden Ablaufes:

Durch die Fixierung mit Glutaraldehyd eingeleitete Vernetzungsreaktionen
zwischen monomeren Komponenten fithren zu Linearpolymeren, die unter dem
EinfluB ausrichtender zwischenmolekularer Krafte parakristallin aggregieren. Auf
diese Weise kénnten innerhalb der iiblichen Fixierungszeiten Aggregate der beob-
achteten Abmessungen entstanden sein, dié jedoch stets gréBer sind als z.B. nor-
malerweise vorkommende Enzymassoziationen. Dieser Mechanismus kénnte nicht
nur das Vorkommen der intracytoplasmatischen Einschlukérper, sondern nahe-
liegenderweise auch das Zustandekommen der intramitochondrialen parakristal-
linen Gebilde verstindlich machen?. Es wire demnach denkbar, daB Einschliisse
dieser Art fixierungsbedingte Vernetzungspolymere darstellen, als Hinweis aunf
besonders hohe oder sogar pathologische Stoffkonzentrationen am Ort ihres
Nachweises. Im Sinne dieses Deutungsversuches spricht der von Munn (1972)
experimentell erbrachte Beweis einer von der Art des einwirkenden Mediums ab-
hangigen Polymerisation der Glutamat-Dehydrogenase aus Ochsenlebern. Und
zwar konnte elektronenmikroskopisch gezeigt werden, daf unter dem Einflufl von
auf pH 7.1 eingestellter Phosphorwolframsiure globulire Einheiten des Enzyms
vorliegen, hingegen nach Glutaraldehyd oderjund Ammoniummolybdat pH 6,9
Einwirkung u.a. auch bandartig aggregierte Linearpolymere mit einer lateralen
Periodizitit von 115 A anfallen. Vom gleichen Autor stammt auch die Feststellung,
dall unter ahnlichen Bedingungen in den Mitochondrien von Ochsenlebern keine
Polymerformen des Enzyms zu beobachten waren, wiewohl die dort vorhandene

3 Die von Ekholm und Edlind 1958 erstmals beschriebenen intramitochondrialen EinschluB-
korper sind zwar an damals tblichen Os0, fixiertem Material beobachtet worden, auch hier
koénnte es sich jedoch um Vernetzungsprodukte gehandelt haben.
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Enzymkonzentration der unter experimentellen Bedingungen gleichkam. Hierfir
fehlt zunéchst ebenso wie fiir das alleinige Vorkommen parakristalliner Einschliisse
in den Mitochondrien menschlicher Hepatocyten eine plausible Erklarung.

Da im vorliegenden Fall Laborwerte tiber den Serum-Gehalt an Glutamat-
Dehydrogenase fehlen, kann der naheliegenden Frage, ob es sich bei den beobach-
teten EinschluBkorpern um eine Polymerform dieses Enzyms handelt, nicht nach-
gegangen werden. Die unterschiedlichen Axialperioden wéren freilich kein Hinde-
rungsgrund, einen solechen Deutungsversuch zu unternehmen. Der Versuch, para-
kristalline Ablagerungen mit Enzymassoziationen in Zusammenhang zu bringen,
ist keineswegs neu und wurde z.B. an den intramitochondrialen Einschlufkérpern
von Themann ef al. (1969) bereits unternommen.
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