
Virchows Arch. A Path. Anat. and Histol. 369, 45--53 (1975) 
�9 by Springer-Verlag 1975 

Parakristalline, intraeytoplasmatisehe Einschlu[~k6rper 
in menschliehem Leberparenchym 

Eine  s t r u k t n r a n a l y t i s e h e  S tud i e  

Hedi  Nemetsehek-Gans le r  und Th. Nemetschek  
(Unter  Mi ta rbe i t  von Ch. Greiner* und  R: Bowitz **) 

Institut f/it Allgemeine Pathologic und Pathologisehe Anatomic (Prof. Dr. W. Doerr) 
der Universit/~t Heidelberg, Abt. fiir Ultrastrukturforschung 

Eingegangen am 13. August 1975 

Paraerys ta l l i e ,  I n t r a p l a s m a t i e  Inclus ion Bodies in H u m a n  H e p a t o e y t e s  

A Structural Analytic Study 
Summary. Electron micrographs from intraplasmatic inclusion bodies of human hepato~ 

eytes 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 monomerie enzyme, 
for example, glutamate dehydrogenase, to paracrystallie bodies by fixation-dependent cross- 
linkages. 

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

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

Parakr i s ta l l ine ,  d.h. dem k r i s t a l l i nenOrdnungszus t and  nahestehendeEinsehlul3-  
kSrper  in auff/illig vergrSBerten Mi toehondr ien  mensehl ieher  H e p a t o e y t e n  sind 
keine Sel tenhei t  und wurden  sowohl im L e b e r p a r e n c h y m  gesunder  als aueh kran-  
ker  P robanden  sehr oft  beobaehte t .  E inden t ige  Beziehungen zwisehen dem Auf- 
t r e t en  dieser i n t r ami toehondr i a l en  Einsehli isse und  bes t immten  kl inisehen und  
pa thologisehen Befunden  bes tehen somit  n ieh t  (Themann und v. Bassewitz,  1969). 
Eine welt, ere E igen t i iml iehke i t  dieser inzwisehen e lek t ronenmikroskopiseh  und  
aueh s t r u k t u r a n a l y t i s e h  grt indlieh un te r sueh ten  Einsehlul3kSrper (Sternl ieb und 
Berger,  1969) bes teh t  darin,  dal3 noeh keine Aussagen t iber Ar t  und  En ts tehungs-  
meehan i smus  gemach t  werden k6nnen.  

* Teilweise aus Dissertation Ch. Greiner, I-Ieidelberg 1970. 
** Frau B. Moraw danken wir fiir photographische Arbeiten. 
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(Jber das Vorliegen par~kristalliner EinschluBk6rper im Cytoplasma mensch- 
licher Hepatocyten liegen, soweit aus der Literatur ersichtlich, keine Angaben vor. 
Im folgenden soll deshalb fiber einc solche erste Beobachtung berichtet werden, 
die an einem Leberpunktat yon insgesamt 82 Leberbiopsien erhoben werden 
konnte ~. 

Material und Methode 
Das Lebergewebe stammt yon einem 67ji~hrigen Patienten mit chronischer intrahepatischer 

Cholangitis und Pericholangitis und wurde durch Blindpunktion gewonnen. Der in Tyrode- 
16sung entnommene Zylinder wurde sofort in mit Phosphatpuffer auf pH 7,2 eingestellter 
4%iger Glutaraldehydl6sung, die mit GlukoselSsung isoosmotisch gemacht war, eine Stunde 
bei Zimmertemperatur fixiert. Nach Waschen in isoosmotisch eingestelltem Phosphatpuffer 
pH 7,2 erfolgte Nachfixierung mit entsprechend eingestellter 1% iger OsO4-LSsung bei -~4 ~ C. 
Nach Entw~sserung fiber aufsteigende Alkoholreihe und Propylenoxid, Einbettung in Epoxi- 
harz. Anfertigung der Semi- und Ultradfinnsehnitte mit einem 1)orter-Blnm-Ultramikrotom 
MT II. Nachkontrastierung der Schnitte mit U02 ~+- und Bleihydroxo-Ionen. Elektronen- 
mikroskopische Aufnahmen mit dem Siemens Elmiskop Ia bei 21000 und 41000facher Prim~r- 
vergrSl3erung. 

Anfertigung der Frauenhoferschen Beugungsaufnahmen (Klug und Berger, 1964) an Film- 
abzfigen yon Elmi-Platten (Vergr6Berung 21000:1) mit Hilfe des optischen Diffraktometers 
der Firma L~cVU-Kontron GmbH Eehing bei !VIfinehen unter Verwendung eines I-Ie/Ne-Lasers. 
Bis auf den eekigen Bildaussehnitt in Abb. 4a wurden alle anderen Bildbereiche rund aus- 
geblendet. Der Maschinenfaktor betrug 2,25 und der reziproke Wert bei 21000facher Ver- 
gr61~erung 1.071 A -~. Zur Rfiektransformation wurden Masken yon den Hauptmaxima an- 
gefertigt e. 

Befunde und Diskussion 

Lichtmikroskopisch sind an mit Toluidinblau gef/~rbten Semidfinnschnitten 
sowohl im Zentrum als auch in der Peripherie der Leberb~lkchen zwei verschie- 
dene Formen von Hepatocyten (Abb. 1) zu erkennen: 

a) Intensiv blau-gefs Zellen mit Lipidtropfen in unterschiedlicher Gr6Be 
und Menge sowie zahlreichen Gallepigment-Lysosomen; 

b) Zel]en mit relativ hellem Cytoplasma und leicht meba-chromatischer 
T6nung. 

I~ES und Periportalfeld sind normal. 
Elektronenmikroskopisch zeichnen sich lichtopt, blau gef/~rbte Zellen durch 

gr61]ere Areale parallel angeordneter Ergastoplasmalamellen (rauhes cndoplasmati- 
sches Retikulum) aus, w~hrend die hcllen Zellen durch gr6Bere Glykogenansamm- 
lungen auffallen. Riesenmitoehondrien feb]ten ebenso wie parakristalline Ein- 
lagerungen in diesen. Nur gelegentlich waren in normal groBen Mitochondrien 
lame]l~re Einschliisse angedeutet. 

Vielmehr finder man bei Durchmusterung der Schnitte bei ~20000facher  
Vergr61~erung in zahlreichen Hepatocyten intracytoplasmatisch gelegene para- 
kristalline Einschliissc unterschiedlicher Form und Gr61~e. So ist in Abb. 2 ein 
ovoider EinschluBk6rper wiedergegeben mit ciner Fl~chenausdehnung von cn. 

1 Unter 230 yon Themann et al. (1969) untersuchten menschlichen Leberpunktaten wurden 
keine vergleichbaren intracytoplasmatischen EinschluBkSrper beobachtet (persSnliche Mit- 
teilung). 
2 Ffir die Anfertigung der Beugungsdiagr~mme d~nken wir den Herren Dr. 1~. Sehmitt, Er- 
langen und K. Wehner, Echlng bei Mfinchen. 
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Abb. 1. Ausschnitt aus der L~ppchenperipherie des Punktatzylinders: Den ,,hellen" Hepato- 
cyten im oberen, mittleren Bildteil entsprechen elektronenmikroskopisch glykogenreiche 
Zellen; daneben intensiv blau-gef/~rbte Zellen (Toluidinblau) mit zahlreichen G~llepigment- 
Lysosomen an den Gallepolen; elektronenmikroskopisch finder man in diesen Zellen reich- 

lich Ergastoplasm~. Semidiinner Epon-Schnitt 500:1; (36/75) 

1,8 • 4 ~z und einer periodischen Struktur quer zur L~ngsachse des KSrpers. Man 
k6nnte aber uuch meinen, dal] die laterule Struktur bedingt ist dureh in dieser 
Richtung verlaufende Filamente. Bei hSherer AuflSsung und anhand der Frauen- 
hoferschen Beugung (Abb. 3) ergibt sich jedoeh eindeutig, dal] dieser ovoide Ein- 
schluB aus ~ 4 5  A dieken 1/~ngsverlaufenden (s. Pfeilanzeige), sehraubenartig ge- 
wundenen Filamenten mit  einem laterulen Abstand yon ~ 1 7 0  • besteht. 

In  Abh~ngigkeit der jeweiligen Schnittebenen findet man ~Lhnlieh geformte 
Einschlul~kSrper, jedoch, wie zu erwarten, auch mit anders aussehenden para- 
kristallinen Mustern. Das Streifenmuster in Abb. 3 ist also das Ergebnis parallel 
zueinander angeordneter sehraubenartig gewundener Filamente (s. Pfeil), die mit  
ihren Windungen in Register stehen. Die auf diese Weise entstandene Streifung 
seheint auf den ersten Bliek keine Periodizit~t aufzuweisen. Jedoch 1/il]t das rtick- 
transformierte Bild in Abb. 3 c deutlich eine periodiseh wiederkehrende Streifung 
im Abstand yon ~ 2 6 0  A erkennen. 

Neben solehen groBflitehigen Einschlu!~kSrpern findet man relativ oft auch 
kleinere st/ibchen- oder bandartige Anordnungen, wie z.B. in Abb. 4 (s. auch 
Abb. 3d) wiedergegeben, die - -  offenbar infolge einer sehr~g zu der in Abb. 2 und 3 
getroffenen Filamentenschieht verlaufenden Sehnittebene - -  eine periodisch wie- 
derkehrende Uberstruktur  deutlieher hervortreten lassen. Entsprechend ftihrt 
aueh die l~iiektransformation aus der Frauenhofersehen Beugung zu einer Axial- 
periode im Abstand yon ~ 2 7 0  A (Abb. 4e). Der laterale Zwisehenraum betr~gt 



Abb. 2. t3bersichtsbild eines p~rakristallinen EinsehluBkSrpers in menschlichem Hepatocyt. 
Schraubenartig gewundene, ~ 4 5  A dicke Filamen~e (s. Pfeile), die infolge synehroner Lateral- 
ausrichtung ein Streifenmuster ergeben. Cysternenurtige Erweiterungen yon rauhem (rR) und 

glattem (gIR) endoplasmatischem P~etikulum. 2998/68; el. opt. 21000:1 
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Abb. 4a u. b. Kleine st~bchen- bis bandfSrmige parakristalline Einschlfisse im Cytoplasma 
eines ttepatocyten mit reiehlich Glykogen (gly). Man beaehte die sehraubenartig gewundenen 
Filamente, die bei der ParMlelaggregation ein deutliehes Streilenmuster hervorrufen, das 
entsprechend auch im riiektransformierten Abbild in (e) hervortritt; (b) d~s dazugeh6rige 
Frauenhofersehe Beugungsbild mit den zur Riicktransformation verwandten l~eflexen. 

5063/68; 21000:1 

aueh hier wie in Abb. 3 ~--170 •. Eine erste Analyse dieser Befunde wiirde somit 
wegen der axia!en Periodizit/~t einen Vergleieh dieser parakristallinen K6rper mit 
Fibrin nahetegen. Allerdings findet man nut in vitro und aueh da nut unter be- 
sonderen Bedingungen (Tonney und Cohen, 1972) vergleiehbar regelmi~gig auf- 
gebaute Polymerformen yon Fibrinogen und Fibrin. Somit sprieht gerade das auf- 
f/~llige Hervortreten filament/~rer Einheiten gegen obigen Deutungsversuch, ins- 
besondere aueh da in vivo Fibrin oftmals wegen eines sehleehten Ordnungszu- 
standes nut  mit Miihe und stets lediglieh gestiitzt auf eine mehr oder weniger deut- 
liehe Querstreifung, identifiziert werden kann. 

Diese Bedenken k6nnen andererseits aueh entkrs werden, da, wie ans Abb. 5 a 
u n d e  hervorgeht, infolge einer offenbar kompakteren Aggregatform nunmehr 
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Abb. 5. (a) Parakristalliner Einschlug mit Identit/itsperiode yon 260 A und einem Mittel- 
streifen bei 130A. (b) DazugehSriges Frauenhofersches Beugungsbild mit meridionalen 
geflexen bei 260 A und 130 A, sowie am ~i_quator mit Beugungspunkten bei 170 A entsprechend 
dem mittleren Abstand parallel verlaufender Filamente. (c) Dich~ yon Glykogen umgebener 

EinschluBk6rper mit 280 A Periode. 4339/68 und 1866/75 el. opt. 21000:1 

keine schraubenar t ig  gewundenen  F i l amen te  zu sehen sind, wiewohl diese mi t  
Hilfe der  Frauenhofe rsehen  Beugung (Abb. 5b)  dureh  den mi t t l e r en  La te ra l -  
a b s t a n d  von 170 A dennoeh angezeigt  sind. Trotz  aller Vorbeha l te  s te l l t  somi t  die 
in Abb.  5a  u n d c  wiedergegebene Aggrega t fo rm des Einsehlul3k6rpers ein plau-  
sibles Bindegl ied zwischen diesen pa rak r i s t a l l i nen  Gebi lden  und den Polymerfor -  
men  yon F ib r inogen  und  F i b r i n  dar.  

Fiir das Vorkommen yon Fibrin in Lebergewebe gibt es bereits einige Beispiele. So be- 
schreibt z.B. Hiibner (1965) bei mit Allylalkohol vergifteten ]~atten Vakuolen im Lebergewebe, 
die neben anderen Blutbestandteilen auch bandartige Gebilde enthMten, die aufgrund einer 
axialen Periodizitgt yon 250 ~ als Fibrin angesehen werden. In vergleichbaren Vakuolen im 
Lebergewebe yon mit Phalloidin vergifteten ~{~usen und Ratten fanden l~[iller et al. (1967, 
1970) gleichfalls bandfSrmige Anteile, die ebenso Mlein aufgrund einer axialen Feriodizitgt yon 
~210  A als Fibrin identifiziert wurden. Das Vorkommen dieser Ablagerungen wurde auf eine 
sekundgre Verbindung dieser Vakuolen mit der Blutbatm zuriiekgefiihrt, ohne dag allerdings 
eine solehe Verbindungsstelle elektronenmikroskopiseh h~tte naehgewiesen werden k6nnen. 
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In ghnlieher Weise interpretieren sehlieglieh David et al. (1965) das Vorkommen yon Fibri, 
in vakuolisiertem Lebergewebe naeh Drosselung des ven6sen Abflusses. Parry und Ghadially 
(1967) beriehten sehlieglieh fiber das Vorkommen yon Fibrin im Cytoplasma yon tIepato- 
eyten naeh Teilhepatektomie und nehmen hingegen eine in situ Bildang an. Im Sinne einer in 
situ Bildung der hier besproehenen mutmagliehen Fibrinogen-Fibrin-Polymere liege sieh der 
elektroiohoretiseh erbraehte Fibrinogen-Naehweis in Leberzellkulturen anfiihren (Crane et al., 
1974). 

Der Vorzug einer strukturanalytischen Untermauerung elektronenmikroskopi- 
scher Befunde dureh Anwendung der Frauenhoferschen Beugung besteht somit 
darin, p~rakristalline Aggregate auf etwaige strukturelle Gemeinsamkeiten prtifen 
zu k6nnen. Periodisch wiederkehrende Merkmale sind d~bei yon besonderem 
Nutzen und wie im vorliegenden Fall geeignet, die stoffliche Ubereinstimmung 
der EinschluBk6rper sicherzustellen. Weiterhin besteht, wie gezeigt werden konnte, 
die M6gliehkeit, charakteristisehe Strukturmerkmale,  wie z.B. die 269 A-Axial- 
periode als einen artspezifischen , ,F ingerabdruck"  anzusehen, worauf sehliei31ieh 
der Deutungsversuch in Riehtung einer besonderen Polymerform yon t~ibrinogen 
odor Fibrin beruht. Der histologisehe Befund einer intrahep~tischen Cholangitis 
1/~13t die Vermutung einer bestehenden GerinnungsstSrung zu ; Mlerdings wurde im 
klinisehen Labor nut  der Quick-Test durehgefiihrt, dessen Werte noch innerhalb 
der Norm waren. 

Eine andere DeutungsmSgliehkeit fiir das Zustandekommen dieser bislang 
unbekannten und Mlem Ansehein nach auch seltenen parakristMlinen Ablage- 
rungen ergibt sich, trotz des Vorbehaltes, der bei einer iiberwiegend morphologiseh 
ausgerichteten Studie angezeigt ist, unter Zugrundelegung folgenden Ablaufes : 

Durch die Fixierung mit  Glutaraldehyd eingeleitete Vernetzungsreaktionen 
zwischen monomeren Komponenten fiihren zu Linearpolymeren, die unter dem 
Einflug ausrichtender zwisehenmolekularer Kr&fte parakristallin aggregieren. Auf 
diese Weise kSnnten innerhMb der iibliehen Fixierungszeiten Aggregate der beob- 
aehteten Abmessungen entstanden sein, die jedoeh stets gr6ger sind als z.B. nor- 
malerweise vorkommende Enzymassoziationen. Dieser Meehanismus kSnnte nieht 
nur das Vorkommen der intracytoplasmatischen EinsehlugkSrper, sondern n~he- 
liegenderweise auch das Zustandekommen der intramitochondrialen parakristal- 
linen Gebilde verstgndlich machen 3. Es wgre demnaeh denkbar, dag Einsehliisse 
dieser Art iixierungsbedingte Vernetzungspolymere darstellen, als Hinweis auf 
besonders hohe oder sogar pathologisehe Stoffkonzentrationen am Oft ihres 
Naehweises. I m  Sinne dieses Deutungsversuehes sprielit der yon Munn (1972) 
experimentell erbraelite Beweis einer yon der Art des einwirkenden Mediums ab- 
hS~ngigen Polymerisation der Glutamat-Dehydrogenase aus Ochsenlebern. Und 
zwar konnte elektronenmikroskopiseh gezeigt werden, dal3 unter dem Einflug yon 
auf pH 7,~l eingestellter Phosphorwolframs/~ure globulgre Einheiten des Enzyms 
vorliegen, hingegen naeh Glutaraldehyd oder/und Ammoniummolybd~t pH 6,9 
Einwirkung u.a. aueh bandartig aggregierte Linearpolymere mit einer lateralen 
Periodizit/~t yon 115 ~ anfallen. Veto gleichen Autor s tammt  auch die Feststellung, 
dab unter 5~hnliehen Bedingungen in den Mitoehondrien yon Ochsenlebern keine 
Polymerformen des Enzyms zu beobachten waren, wiewohl die dort vorhandene 

3 Die yon Ekholm und Edlind 1958 erstmals besehriebenen intramitoehondrialen Einschlug- 
k6rper sind zwar an darnels fibliehen OsO~ fixiertem ~ateriM beobaehtet worden, aueh hier 
kSnnte es sieh jedoeh um Vernetzungsprodukte gehandelt haben. 
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E n z y m k o n z e n t r a t i o n  der un te r  exper imente l len  Bedingungen  gle ichkam.  Hierf i i r  
fehl t  zunfichst ebenso wie fiir das  alleinige Vorkommen  pa rakr i s t a l l ine r  Einsehli isse 
in den Mi toehondr ien  mensehl ieher  I - Iepatoeyten eine plausible  Erkl / i rung.  

Da  im vor l iegenden Fa l l  Laborwer t e  fiber den Se rum-Geha l t  an  G lu t ama t -  
Dehydrogenase  fehlen, kann  der  nahel iegenden Frage ,  ob es sieh bei den beobaeh-  
t e t en  E inseh lugk6rpern  um eine Po lymer fo rm dieses E n z y m s  handel t ,  n ieht  naeh-  
gegangen werden.  Die unterschiedl ichen Axia lper ioden  w/iren freilich kein  Hinde-  
rungsgrund,  einen solehen Deutungsversuch  zu un te rnehmen.  Der  Versueh, para-  
kr is ta l l ine  Ablagerungen  mi t  Enzymassoz ia t ionen  in Zusammenhang  zu bringen,  
is t  keineswegs neu und  wurde  z.B. an  den in t r ami toehondr i a l en  Einschlul3k6rpern 
von Themann  et al. (1969) berei ts  un te rnommen .  
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