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Ultrastructural organization of the mammalian liver as revealed by
freeze-etching.

Synopsis: For the first time an investigation of the intravital ultra-
structure of mammalian liver (mouse; parenchymal cells, sinusoidal endo-
thelium, perisinusoidal fat storing cells) was carried out by means of the
freeze-etching-method. The results affirm most part of the observations
obtained by common methods on ultrathin sections of chemically fixed
material.

Some points of controversy dealing with artifacts, could be cleared:
Interlocking-structures on the lateral cell membranes of hepatocytes are
intravital structures.

The width of the perisinusoidal space (= ""Disse space”) may be developed
in a very different way, even in adjacent regions:

a) as a distinct space between microvilli-carrying hepatocytes and a
discontinuous lining of endothelial cell-processes;

b) but the "’ perisinusoidal space’ may be found also as a narrow intercellu-
lar space of common width only; this is the case esp. underneath the
parts of sinusoidal endothelial cells containing the nucleus.

A new aspect is the evidence, that freeze-etching reveals partly the sur-
face of membranes and partly inner membrane structures.

Trotz der sehr umfangreichen Literatur zum feinstrukturellen Bau der Sdugetier-
leber! bestehen immer noch einige Kontroversen ; diese gehen zum Teil darauf zuriick,
daf} bei Verwendung der herkdmmlichen chemischen Fixierungen mit anschlieBender
Kunststoffeinbettung die Moglichkeit von Artefaktbildungen relativ groB ist. Weiters
sind zelluldre Strukturelemente prinzipiell nicht immer mit chemischen Fixierungs-

1t Ubersichtsliteratur iber den Feinbau der Leber: DROUIN 1954, FAWCETT 1955,
ROUILLER 1957, JEZEQUEL 1959, LANZAVECCHIA u. M. 1959, IZARD 1960, NOVI-
KOFF u. ESSNER 1960, DADONNE 1962, DADOUN 1962, ROUILLER u. SIMON 1962,
ROUILLER u. JEZE QUEL 1963, KURTZ 1964 ; weiters besonders die groien Monographien
von COSSEL 1964 und DAVID 1964.
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methoden darstellbar, auch wenn sie in der Zelle vorhanden sind (PLATTNER und
SCHATZ, i. Dr.). Die von MoOR u. M. (1961) entwickelte Methode der Gefrierdtzung
von Geweben erlaubt eine Beobachtung der Vitalstruktur ohne chemische Fixierung.
Allerdings wird hiefiir eine Vorbehandlung mit Glycerin in Kauf genommen, da eine
direkte Vitrifikation von dickeren Gewebeschichten derzeit noch nicht moglich ist.
Untersuchungen iiber die Leberfeinstruktur nach der Gefrierdtzmethode fehlen
bisher.

Material und Methode

Als Versuchstiere warden NMRI-Miuse (ménnl., ca. 35 g) verwendet; ALTROMIN-Stan-
dard-Didt und Wasser ad lib. Sie wurden mit 1,5 ml 59, Urethan in physiol. NaCl (intraperi-
toneal) andsthesiert. Vorsichtige Perfusion der Leber mit Inkubationsiésung (Tyrode 40,29,
Glukose, +25%, Glycerin) uber die V. portae. Bei Frequenzverminderung des Herzens,
sofort Pneumothorax mit Durchtrennung der V. cava; weitere Perfusion wieder etwa in Ge-
schwindigkeit des Blutstromes iiber die zwei- bis dreifache Zeit, die zur Erblassung der Leber
erforderlich ist. Proben von I mm? wurden fur eine Stunde in die Inkubationslésung gebracht.
Einfrieren in N,-gekiithitem Freon 12. Schneiden in der Gefrierdtzanlage nach MOOR u. M.
1961. (Type 360-M, Fa BALZERS AG). Nach Sublimation: 20—40 A Pt-Kohle-Schriigbe-
schattung; anschlieBend zur Verstirkung senkrechte Kohle-Bedampfung (ca. 200 A).
Nach der iiblichen Weiterbehandlung wurden die Priparate im STEMENS-Elmiskop I(80 kV)
untersucht.

Befunde

Die lateralen Zellmembranen der Hepatocyten zeigen ortlich eine stark wech-
selnde Verlaufsrichtung (Abb. 1, 5, 7) und sind an manchen Stellen mit mikrovilli-
artigen Ausstiilpungen in der Art von ,,interlocking”-Strukturen besetzt (Abb. 1, 7
Iinks unten). Weiters sind ,,Druckkndpfe” ausgebildet, indem eine keulenartige
Vorstiilpung eines Hepatocyten in eine entsprechende Eindellung der Nachbarzelle
hineingreift (Abb. 1, 7, 12). Gallekapillaren besitzen ein sehr unterschiedlich
breites Lumen (Abb. 1, 5, 6, 12, 15).

An ibrer sinusseitigen Flache sind die Hepatocyten von Sinus-Endothel-
zellen iiberlagert (Abb. 1 rechts oben, 3, 7, 8, 13). Ihr eigentlicher Zellk6rper enthilt

Abb. 1: Zwei aneinandergrenzende Hepatocyten (HC I, 1I), dazwischen Interzellularspalt
(L8S), welcher bei »— seine Verlaufsrichtung dndert und in eine Gallekapillare (GK)
iibergeht; in der Zone «db» ,,pericanaliculdre” Vesikel (wahrscheinlich ,,dense
bodies™ u. a. mit dem Golgiapparat zusammenhingende Vesikel). Die Zisternen
des rauhwandigen endoplasmatischen Reticulum (rER) wechseln ihre Verlaufs-
richtung sehr stark; bei -|-> senkrechter, bei —[|— flacher Anschnitt. Das rER um-
schmiegt kappenartig die Mitochondrien (bei «M3» im Schnitt). Die mit «M»
bezeichneten Erhebungen und Vertiefungen sind Mitochondrien zuzuordnen, wobei
die Bruchflichen jedoch teilweise am rER verlaufen diirften. Bei M ein Mito-
chondrium im Querschnitt. Rechts oben: Sinusoid mit Endothelzell-Fortsitzen
(EZ), darunter perisinusoidaler Spalt (psS) mit Microvillibesatz (Mv) des Hepato-
cyten. Detail in Abb. 3; Vgr.: 8.080 x.

Abb. 2: Hepatocyt (HC I) mit konkaver Bruchfliche an der Innenseite der duBeren Kern-
membran; die Kernporen (KP) erscheinen als Erhebungen. «(Ml» ein Mitochondrium
mit anliegenden Membranen des endoplasmatischen Reticulum (rER). Vgr.: 7.900 x.
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Abb. 3:

Abb. 4:
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Perisinusoidaler Spalt (psS = ,.Disse’scher Raum” auct.) zwischen einem Hepa-
tocyten (HC; mit Microvilli, Mv) und Ausliufern einer Sinusendothelzelle (EZ);
dariiber bei SL das Sinuslumen. Endothelporen (EP) vermitteln einen direkten
Zugang vom Kapillarlumen zur Hepatocytenoberfliche. Alle Bruchflichen an Mem-
branen haben einen feingranuldren Besatz. Vgr.: 32.500 X.

Sinusoid. Bei psS ist der Disse’sche Raum direkt oberhalb der Membran des Hepa-
tocyten HC I (mit Vertiefungen, >—, und Microvilli, Mv) freigelegt. Vgr.: 15.800 X .






Abb. 5:

Abb. 6:

Abb. 7:
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Drei aneinandergrenzende Hepatocyten; bei Mv Mikrovilli von Gallekapillare mit
benachbarten (pericanaliculiren) Vesikeln. M = Mitochondrien im Querschnitt;
«M» £ Mitochondrien mit iiberlagernden Bruchflichen des endoplasmatischen
Reticulum (rER). Vergr.: 7.970 x.

Detail von Abb. 5; Interzellularspalt (IS) mit Mikrovilli-besetzter Gallekapillare
(GK); bei — ein Korper mit lamelldrer Bruchfliache (Gallepigmentkorper ?) Vergr.:
14.700 x.

Drei benachbarte Hepatocyten (HC I, II, III); mit ,,Druckknopf” (DK); mit
Mikrovillibesatz (Mv) am perisinusoidalen Spalt (psS); daritber Sinusendothelzelle
(EZ) mit Zellkern (ZKgz) und kleinen Mitochondrien (Mzz). Vergr.: 16.530 x .
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Abb. 8:

Abb. 9:

Abb. 10:
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Sinusoid; Sinusendothelzelle (EZ) mit Ausliufern, dazwischen Endothelporen
(EP). Der Mikrovillibesatz der Hepatocyten (HC 1, II) ist an den Kontaktstellen
mit dem Endothelzell-Korper mafig ausgebildet (oben); der perisinusoidale Spalt
(psS) ist hier relativ eng. Vergr.: 15.930 x.

Rechtes Mitochondrium: Die Auflenmembran ist im linken Abschnitt in Ober-
flichenansicht zu sehen; im rechten Abschnitt verlauft die Bruchfliche im Inneren
der Membran, wodurch ein feingranulidrer Besatz von Strukturelementen freigelegt
wurde. Bei »— grenzt eine Membran mit groberem Partikelbesatz an, welche viel-
leicht einer Aufsicht auf eine rER-Zisterne entspricht. Vgr.: 20.400 x.

Ausschnitt aus einem Hepatocyten: Membranstapel des rauhwandigen endoplasma-
tischen Reticulum (rER), bei >— im Flachschnitt; starker Wechsel der Verlaufs-
richtung. M = Mitochondrienanschnitt mit Cristae (C). Kleine vesikulédre bis tubulire
Gebilde (—) kénnten glattem endoplasmatischem Reticulum entsprechen. Vergr.:
16.170 x.






Abb. 11:

Abb. 12:

Abb. 13:

Abb. 14:
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Innenseite der dufleren Kernmembran, weiche feingranuldr erscheint.
Vergr.: 34.000 x.

Gallekapillare im Léngsschnitt, mit benachbarten Golgi-Apparaten; bei DK Ver-
zahnung der Interzellularfuge (IS) mit einem ,,Druckknopf”. Globulire Kérper im
Lumen der Gallekapillare diirften Gallepigment darstellen. Vergr.: 15.830 Xx.

Sinusendothelzelle mit Zellkern, kleinen Mitochondrien und Auslduferbildungen.
Schmaler perisinusoidaler Spalt. Vergr.: 7.920 x.

Sinusendothelzelle; ZK — Zellkern mit Doppelmembran; M = Mitochondrium mit
quer durchgreifenden Cristae (C). Bei>—>u. a. Auslduferbildungen. Vergr.: 15.830 .






Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
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17:

18:
19:

20:

: Gallekapillare im Querschnitt. Vergr.: 28.000 x.
: Golgi-Apparat im Flachschnitt. Von den Lamellenstapeln werden randlich Golgi-

Vesikel abgeschniirt. Das abgebildete Dictytosom liegt iiber einer Interzellularfuge.
Vergr.: 28.000 <.

Pericanaliculares Vesikel mit lamellirer Bruchfliche (Gallepigmentkérper?).
Vergr.: 28.000 x.

,»Cytosom™, frei von Innenstrukturen. Vergr.: 28.000 X .

Entlang < » Ausldufer von Sinusendothelzellen (EZ). Apikales Cytoplasma des
Hepatocyten strukturarm; Pfeile markieren Vesikel, welche entweder Pinocytose-

blischen oder glattem ER entsprechen; unregelmiBiger Mikrovillibesatz. Vergr.:
14.000 x.

Perisinusoidale Fettspeicherzelle. Lamelldr-konzentrische Korper, bei »— extra-,
bei »— intrazellulir, stellen Lipoidtropfen dar. Vergr.: 15.050 X.
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den Zellkern und rundherum einen wechselnd breiten Cytoplasmasaum mit kleinen
Mitochondrien und spérlichen Zisternen des endoplasmatischen Reticulum; davon
ausgehend umlagern unregelmiBig geformte Ausldufer der Sinusendothelzellen
(,,Sternzellen” auct.) das Sinuslumen. Der Endothelbelag ist haufig fensterartig
durchbrochen (,,Endothelporen’) und kann drtlich fehlen (nicht abgebildet).

Der perisinusoidale Spalt (Abb. 3, 4, 7, 8, 13, 14, 19) wurde in sehr verschie-
dener Ausbildung vorgefunden:

a) Besonders unter dem kernhaltigen Abschnitt der Sinusendothelzellen liegen
diese den Hepatocyten sehr eng an und letztere sind hier meist mit wenigen Mikrovilli
bestiickt (Abb. 7, 8, 13);

b) Unter den Epithelzell-Ausléufern ist der perisinusoidale Spalt, welcher hier z. T.
von den zahlreichen Mikrovilli der Hepatocytenoberfliche eingenommen wird, meist
breit ausgebildet (Abb. 1 rechts oben, 3, 19).

Eine Basalmembran konnte unter dem Sinusendothel nie beobachtet werden.

Die Kern-Membran 148t innenseitig einen Belag feiner Granula (ca. 100 A) er-
kennen (Abb. 11); sie ist durchbrochen von zahlreichen ca. 1.000 A breiten Kern-
poren.

Das sinusnahe Cytoplasma der Hepatocyten 1ist arm an Organellen;
hiufig sind hier jedoch kleine Vesikel zu beobachten (Abb. 19), welche als Pino-
zytosebldschen bzw. als Vestkel des glatten endoplasmatischen Reticulum anzu-
sprechen sind.

Das rauhwandige endoplasmatische Reticulum présentiert sich im Flachschnitt
als ausgedehntes Lamellensystem (Abb. 1, 2) mit manchmal konzentrischer Schalen-
lagerung (Abb. 10); es wechselt ortlich stark seine Verlaufsrichtung. Querschnitte
ergeben das gewohnte Bild des Doppellamellensystems (Abb. 10). Diese Zisternen
umgreifen schalenartig die Mitochondrien (Abb. 1, 5).

Die kugelférmigen Erhebungen und Vertiefungen mit einem Durchmesser von ca.
0,5—1,5 u entsprechen Mitochondrien. An der dulleren Mitochondrienmembran
ist z. T. deren Oberfliche freigelegt, z. T. verlduft jedoch die Bruchfliche im Inneren
der #uBeren Mitochondrienmembran, wodurch ein feingranuldrer Besatz von
Makromolekiilen aus der Lipoidschichte mit ca. 50 A Durchmesser freigelegt wird.
Soweit der Granulabesatz dieser Membranen in den GroSenbereich von Ribosomen
kommt, kann nicht mit Sicherheit entschieden werden, inwieweit die Bruchflichen
an den rER-Kappen um die Mitochondrien (vgl. Abb. 5, rechts unten, im Quer-
schnitt) verlaufen.

Vesikulire Elemente sind schwerer anzusprechen als im Ultradiinnschnitt.

Diskussion

Besonderes Augenmerk war u. a. den interzelluldren Rdumen zu widmen,
deren Ausbildungszustand von groBer Bedeutung im Hinblick auf den Funktions-
zustand, jedoch sehr anfillig fiir Fixierungs- bzw. Einbettungsartefakte ist (HAMP-
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TON 1960). Die Verzahnungen der lateralen Zellmembranen i ,,interlocking”-Struk-
turen sowie ,,Druckkntpfen” (FAWCETT 1955) sind als reelle Strukturen und
nicht — wie HAMPTON (1960 p. 608) annahm— als Schrumpfungsartefakte anzu-
sehen. Die Frage der intravitalen Existenz eines ,,Disse’schen Raumes” (= peri-
sinusoidaler Spalt) hat lange Kontroversen in der Literatur ausgeldst. ELIAS
beschreibt nach groBen lichtoptischen Erfahrungen (zusammenfassend in ELIAS
und PAULY 1966, p. 202) ein flaches Anliegen der Sinusendothelzellen an den
Hepatocyten, woraus eine sehr geringe Breite des Disse’schen Raumes unter physio-
logischen Bedingungen resultiert. RUTTNER und VOGEL 1958, COSSEL 1959, a, b,
ScHMIDT 1960 betonen die funktionsgeprigte Ausbildungsbreite des Disse’schen
Raumes; BRAUNSTEINER u. M. 1953, 1957 und FELLINGER u. M. 1953 ver-
neinen die Existenz des Disse’schen Raumes im elektronenmikroskopischen Bild
auch unter physiologischen Bedingungen. Er konnte von uns im intravitalen Bild
nach der Gefrierdtzmethode einerseits in relativ breiter Ausbildung vorgefunden
werden (Abb. 3, 4, 19); seine Breite scheint jedoch nicht streng an die Lénge der
Mikrovilli an den unterlagernden Hepatocyten gebunden zu sein, wie dies von
FAWCETT 1955 (und seitdem von weiteren Autoren) behauptet wurde; anderseits
kann er sogar in eng benachbarten Bezirken fehlen, das heiBt nur als Interzellular-
fuge iiblicher Breite ausgebildet sein (Abb. 7, links).

Es konnte kein Anhaltspunkt fiir die (zur iibrigen Literatur im Widerspruch stehen-
den) Behauptung von SJOSTRAND u. BAKER 1958 und FINCK 1958 gefunden
werden, dafl der Ribosomenbesatz des rauhwandigen endoplasmatischen Reticulum
an Gefrierpriparaten fehlen und erst durch die chemische Fixierung an den Lamellen-
stapeln auftreten sollte; er kann u. a. auch an Leberpriparaten nach der Gefrier-
substitutionsmethode erkannt werden (VAN HARREVELD u. CROWELL 1964, Abb. 2,
p- 384).

Im Gegensatz zum Ultradiinnschnitt erscheinen die Bruchflichen der Zellmem-
branen von Endothel- und Parenchymzellen mit feinen Granula besetzt (Abb. 3).
Ahnliches zeigte sich bereits bei den Gefrierdtzpriparaten von MOOR 1964 (u. a.).

In letzter Zeit haben sich Kontroversen dariiber ergeben, ob die Bruchfliche bei
der Qefrierdtztechnik immer Membran-Oberflichen darstellt (MOOR u. MUHLE-
THALER 1963, MUHLETHALER u. M. 1965) oder entlang der zentralen Lipoid-
schicht der unit-membrane verliuft (BRANTON 1966, 1967, BRANTON u. PARK
1967); Moor 1966, 1967 besteht ausdriicklich auf seiner fritheren Ansicht. Die
Frage ist in funktioneller Hinsicht vor allem deshalb sehr wesentlich, da die frei-
gelegten Granula im einen Fall Membranbestandteile, im anderen Fall freiliegende
Makromolekiile an der Membranoberfliche darstellen wiirden. Abb. 9 zeigt an einer
Mitochondrien-AuBenmembran den Wechsel der Bruchfliche von der Auflenseite
(links) auf ein tieferes Niveau mit feinen Granula von ca. 50 A Durchmesser, welche
in der Lipoidschichte liegen miissen. An der Oberflichenansicht sind diese Granula
z. T. aus der Membran herausgerissen. Globulire Elemente konnten frither in
Membranen von Mitochondrien und anderen Organellen nach Permanganat —

457



(STJOSTRAND 1963 a, b) und Os0,-Fization (SJOSTRAND 1963 b) an frischem
Gewebe und an gefriergetrockneten Proben bei nachfolgender Osmierung (SJO-
STRAND u. ELFVIN 1964) beobachtet werden. — Bei den vorliegenden Unter-
suchungen an Leberzellen besteht die Schwierigkeit, dal die Mitochondrien meist
von ribosomenbesetzten Ergastoplasmazisternen uwmschlossen sind und ein Bruch-
verlauf entlang des rER nicht immer ausgeschlossen werden kann (vgl. Bezeichnung
,»M”). An besser geeigneten Objekten konnte die Frage kiirzlich endgiiltig entschie-
den werden (PLATTNER u. M., in Vorber.).

Ein feingranulérer Besatz von Ribosomengrofe liegt an der Innenseite(!) der Kern-
membran (Abb. 11); dies konnte inzwischen von KOEHLER 1968 auch an kern-
haltigen Erythrozyten gefunden werden.

Ein Ab- oder ZuflieBen von Vesikeln! an Ergastoplasma kann zwar an manchen
Stellen (Abb. 2, 10) vermutet, jedoch nicht sichergestellt werden; die ,, Vesikulation”
des Golgiapparates ist an den flachen Bruchstellen wesentlich giinstiger als im
Diinnschnitt darzustellen (Abb. 16).

Die einzelnen vesikuldren Elemente der Leberzelle sind nach der Gefrierdtztech-
nik wesentlich schwerer zu identifizieren als in der Ultradiinnschnittechnik, welcher
die Moglichkeit cytochemischer Reaktionen offensteht; bei pericanaliculirer Lage-
rung diirfte es sich um ,,dense bodies” (NOVIKOFF u. M. 1956, Dt DUvE 1959,
EsSNER u. NovIKOFF 1960, Horr u. HicKks 1962) u. a. mit dem Golgiapparat
zusammenhéngende (lysosomenartige) Elemente handeln; einige davon mit lamelldr-
geschichtetem Aufbau diirften (Galle- oder Lipofuscin-) Pigmentkdrpern entsprechen
(Abb. 17). Solche mit vollig strukturlosem Inneren und ea. 1 ¢ Durchmesser (Abb. 18)
diirften in der Sadugetierleber Lysosomen oder microbodies entsprechen.

ITo u. NEMOTO 1952 und YAMAGISHI 1959 beschrieben einen eigenen peri-
sinusoidalen Zelltyp mit Fettspeicherfunktion2. Abb. 20 148t in einer perisinusoidalen
Fettspeicherzelle und im Kapillarlumen Ko6rper mit myelinartiger Schichtung
erkennen; eine #hnliche konzentrische Schichtung wurde von MOOR u. MUHLE-
THALER 1963 in Lipoidtropfen von gefriergedtzten Hefezellen beschrieben.
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1 Ausgezeichnete Ubersichtsdarstellung fiir ,,Vesikulations”-Prozesse nach Ergebnissen an
Leberzellen von NOVIKOFF u. M. 1964.

2 Er konnte vom Verf. (unversff.) sehr hiufig an der Taubenleber beobachtet werden, welche
nach GOODRIDGE u. BALL 1966 im Gegensatz zur Siugetierleber den iiberwiegenden Teil
des Fettes in der Leber synthetisiert.
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Abkiirzungen

C = Cristae mitochondriales — ¢dby = pericanaliculdre ,,dense bodies” — DK = Druck-
knopf — EP = Endothelpore — EZ = (Sinus-) Endothelzelle — GA=Golgi-Apparat — GK =
Gallekapillare — HC = Hepatocyt — IS = Interzellularspalt — KP = Kernporen — M =
Mitochondrium — My = Bereich eines Mitochondriums, z. T. evtl. mit Anlagerungen von Er-
gastoplasmalamellen — Mv = Mikrovilli — psS = perisinusoidaler Spalt (= ,,Disse’scher
Raum” auct.) — rER = rauhwandiges endoplasmatisches Reticulum — SL = Sinuslumen.

Anschrift des Verfassers: Dr. Helmut PLATTNER, Institut fiir Elektronenmikroskopie der
Universitdt Innsbruck, SchopfstraBle 41, A-6020 Innsbruck; derzeit: Department of Applied
Physics, Cornell University, Ithaca, New York.
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