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Immunoh i s toehemiea l  Charac te r iza t ion  of Collagen in L iver  Cirrhosis 

Summary. Using indirect immunofluoresccnce technique, 21 cases of hepatic cirrhosis 
of differing etiology were studied with type-specific antibodies to collagen type I, II ,  and III.  

In all cases the fibrous septa and portal tracts showed an increase in type I I I  collagen. 
No fluorescence could be observed with antibodies to collagen type I and II. Thus, biochemical 
studies are supported which show, in addition to type I I I  collagen, a new, as yet undescribed 
type of collagen in liver cirrhosis that is similar to type I collagen electronmicroscopically, 
but differs from type I collagen biochemically and immunologically. 

No correlation between the etiology of cirrhosis and the pattern of different collagen 
types could be found. 

The origin of different collagen types in liver cirrhosis is briefly discussed. 

Zusammen/assung. 21 Lebercirrhosen unterschiedlicher Atiologie wurden mit Hilfe der 
indirekten Immunfluorescenztechnik mit typ-spezifischen Kollagenantik6rpern auf Vor- 
kommen und Verteilung einzelner Kollagentypen untersucht. 

In cirrhotischen Bindegewebssepten und Portalfeldern land sich in allen Cirrhosen 
Kollagen Typ I I I  stark vermehrt. Dagegen lieBen sich mit typ-spezifischen AntikSrpern 
gegen KoUagen Typ I u n d  I I  keine anderen Kollagentypen nachweisen. Damit werden bio- 
chemisehe Untersuchungen best/itigt, die in Lebercirrhosen neben Kollagen Typ I I I  einen 
neuen, bisher nicht beschriebenen Kollagentyp zeigcn, der elektronenoptisch als Kollagen 
Typ I erscheint, sich jedoch biochemisch und immunologisch anders verhglt. 

Eine Korrelation zwischen J~tiologie der Cirrhosen und Auftreten oder Verteilungsmuster 
bestimmter Kollagentypen konnte bisher nicht gefunden werden. 

Einleitung 
Unte r suchungen  der  l e tz ten  Jah re  haben  gezeigt,  da$  im menschl ichen 

Organismus mehrere  unterschiedl iehe,  genet isch  de te rmin ie r t e  Ko l l agen typen  
auf t re ten .  Bisher  konn t en  folgende Kol lagenmoleki i le  isol ier t  a n d  charak te r i s ie r t  
werden : 

Ko l l agen  Typ  I wird  in F ib rob l a s t en  und Osteoblasgen syn the t i s i e r t  und  konn te  
aus Han t ,  Sehnen nnd  Knoehen  ex t r ah ie r t  werden.  Dieses Kol lagenmoleki i l  
bes teh t  aus zwei iden t i schen  ~ 1 ( I ) -Ke t t en  und e iner  ghnlichen,  aber  n icht  
ident i schen  ~ 2 -Ke t t e  (Tranb und  Piez, 1973; F i e t zek  nnd  Ki ihn,  1975). 

Kol l agen  Typ  I I  sgellt den  kol lagenen  Ante i l  des hya l inen  Knorpe l s  da r  und 
se tz t  sich aus drei  idengisehen ~ J[ ( I I ) - K e t t e n  zusammen  (Miller, 1973). 

Kol l agen  T y p  I I I  wurde  ers tmals  ans fe ta ler  Hang nnd  Aor t a  isol ier t  (Chung 
et al., 1974; Eps te in ,  1974; Rau te rbe rg  und  v. Bassewitz,  1975). Es  bes teh t  aus 
drei  ident i schen  e 1 ( I I I ) - K e t t e n  und  wird ebenfal ls  yon F ib rob l a s t e n  synthegisier t .  

* Mit Unterstfitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft (R 388/1). 
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Kollagen Typ IV enth~it drei identische ~ 1 (IV)-Ketten und stellt den 
Kollagenanteil der Basalmembran dar (Kefalides, 1973). 

Die einzelnen cr sind homologe Polypeptidketten, die sich in ihrem 
chromatographischen Verhalten, ihrer Aminos&nresequenz und ihrem Kohle- 
hydratanteil unterscheiden. 

Die verschiedenen Kollagenmolekfile tragen unterschiedliche antigene Deter- 
minanten, so dab sie dutch typ-spezifische Antik6rper unterschieden und mit 
Hilfe der Immunfluorescenztechnik identifiziert werden k6nncn (Hahn et el., 
1974; Gay et al., 1975). 

Aus cirrhotischem Lebergewebe konnte biochemisch neben Kollagen Typ I I I  
ein neuer, bisher nicht beschriebener Kollagentyp extrahiert werden (Gay et al., 
1975). 

In  der vorliegenden Arbeit wurden 21 Lebercirrhosen unterschiedlicher 
Atiologie immunhistochemisch mit typ-spezifischen Antik6rpern gegen Kollagen 
Typ I, Typ I I  und Typ I I I  untcrsucht. Dabei soll gezeigt werden, welche Kollagen- 
typen in normalem, fibrosiertem und cirrhotisch ver&ndertem Lebergewcbe 
auftreten, ob sich neben quantitativen auch qualitative Ver~n4erungen der 
Kollagenzusammensetzung in Cirrhosen nachweisen lessen and ob eine Korrelation 
zwischen ~_tiologie 4er Cirrhose und dem morphologischen Verteilungsmuster der 
einzelnen Kollagentypen besteht. 

Material und ~Iethode 
Untersuchungsmaterial 

21 Lebereirrhosen des anfallenden Obduktionsgutes warden immunhistochemisch unter- 
sueht. Die Entnahme der Organe erfolgte zwischen 6 und 24 Std nach dem Tode. Die Organ- 
proben warden mit Kohlens~ureschnee tiefgefroren und bei --30 ~ C gelagert. Als Kontrollen 
dienten die Organe junger, bei Unfs verstorbener Patienten, Lebern mit kardiM bedingten 
Fibrosen sowie eine Leber einer veno-okklusiven Erkrankung. 

Des Alter der Patienten sehwankte zwischen 26 und 79 Jahren mit einem Mittelwert 
von 55,5 Jahren. Von den Cirrhosepatienten waren 15 M~nner, 6 Frauen. 

In 11 F~llen lag der Cirrhose ein anamnestisch gesicherter und histologiseh best~tigter 
toxisch-nutritiver Leberschaden durch Alkohol zugrunde. Weitere Ursachen der Cirrhosen 
waren eine chronische Leberdystrophie (2 Fiille), eine chronisch aggressive Hepatitis (1 Fall), 
eine chronisehe Cholangitis (1 Fall). sowie eine Thorotrastose (1 Fall). 

In 5 F~llen konnte eine exakte Atiologie der Cirrhose weder anamnestisch noch histologisch 
gesichert werden. 

In 4 Cirrhosen fanden sich zus~tzlich prim~re Leberzellcarcinome, devon 2 hepatocellul~re, 
ein gemischtzelllges und ein cholangioee]luliires Carcinom, In der Thorotrastleber fend sich 
ein malignes Hgmangioendotheliom. 

Priiparation der Antigene 
Kollagen Typ I wurde aus der H~ut yon Neugeborenen durch limitierten Pepsinabbau 

gewonnen (Chang et al., 1974; Fujii, 1975). 
Kollagen Typ II stammt aus dem hyMinen Gelenkknorpel yon Feten und K~lbern und 

wurde nach der Methode yon Miller (1972) isoliert. 
Kollagen Typ III  wurde aus der Haut yon Neugeborenen und K~ilbern ebenfMls durch 

limitierten Pepsinabbau in Anlehnung nach Chung et al. (1974) and Fujii (1975) extrahiert. 
Die Reinheit der Kollagentypen wurde durch Carboxymethylcellulose-Chromatographie 

(Le Roy, 1969) und Diskelektrophorese (Furthmayer und Timpl, 1971) fiberpriift. 

Herstellung typ-spezi/ischer Antilc6rper 
Immunisiert warden Kaninchen. Genauere Einzelheiten und Immunisierungsschema siehe 

Gay et el. (1974, 1975). Antik6rpertiter wurden dutch passive H~magglutination (Bell et al., 
1972) und mittels Radioimmunoassay (Adelmann, 1973) bestimmt. 
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Abb. 1. NormMe Leber (25j~hriger Mann, Unfalltod. Kryost~tsehnitt. Indirekte Immun- 
Iluorescenz mit Typ III-Kollagen-Antik6rpern yon Kaninchen und FITC markiertem Anti- 
Kaninehen-Globulin. Vergr, 120 • ). ZentrMvene und l~eticulinfasern der Sinusendothelien 

zeigen positive Fluorescenz mit Antik6rpern gegen Kollagen Typ I I I  

Die Reinigung und Isolierung der Antik6rper erfolgte durch Immunadsorption an trgger- 
gebundenem Kollagen (Wick et al.). 

Kreuzreagierende Antik6rper wurden durch Adsorption an den entsprechenden Kollagen- 
typen entfernt. 

Immun[luoreszenz 
Zur Darstellung der Kollagentypen verwendeten wit die indirekte Immunfluorescenz- 

methode. Von den tiefgefrorenen Organproben wurden Kryostatsehnitte yon 4--6 ~z ange- 
fertigt und mit den typspezifischen Antik6rpern 30 rain in der feuchten Kammer inkubiert. 
Naeh dreimaligem Waschen in phosphatgepufferter NaC1-L6sung erfolgte die Behandlung 
der Prgparate mit FITC- oder TRITC-markiertem Antikaninehenglobulin (Fa. Behring und 
Nordic) in einer Verdiinnung von 1:20 bzw. 1:40. Als Kontrollen dienten auger normalem 
Kaninchengammaglobulin FITC-markierte Antiseren gegen IgA, IgG und I g ~  in Verdiinnun- 
gen yon 1 : 10 odor 1 : 20. Die mikroskopische Beurteilung erfolgte an einem Universal-Fluores- 
cenzmikroskop der Fa. Zeig mit Queeksilberhochdrucklampe, Auflichtkondensor und den 
entspreehenden Filterkombinationen fiir FITC und TRITC. 

Naeh der immunfluorescenzmikroskopischen Betrachtung wurden dieselben Sehnitte an- 
schliel]end mit Hgmalaun-Eosin oder nach v. Gieson gef~rbt. 

Ergebnisse 
I n  gesunden normalen  Lebern  zeigen sich mi t  An t ik6 rpe rn  gegen Kol lagen  

Typ  I I I  deu t l ich  f luoreszierende schmale  S~ume en t lang  den  Leberzel lb/ t lkehen 
und  den  Sinusendothel ien .  Aueh das  Bindegewebe der  Por ta l fe lde r  und  die 
W/inde der  Zen t ra lvenen  reagieren  mi t  Typ  I I I  Ko l l agen-Ant ikSrpe rn  (vgl, Abb. 1). 
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Abb. 2. Retikulare Fibrose in ulkoholiseher Fettleber mit unvollst~tndiger Cirrh0se. (26jghriger 
M~nn, Kryostatschnitt. Immunfluorescenz wie Abb. 1). Starke Fluorescenz der retikulgren 

Kollagenfasern mit AntikSrpern gegen Kollagen Typ III 

Kollagen Typ I lgl3t sieh immunhistochemisch in normaler gesunder Leber 
aul~er in den grol~en Gef~13w~inden nieht nachweisen. Aueh Kollagen Typ II, das 
Kollagen des hyalinen Knorpels, ist in der Leber erwartungsgem/~l~ nicht darstell- 
bar. 

An fibrosierten Zentralvenen und fibrosierten angrenzenden Sinusoiden (z.B. 
bei chronischer kardialer St~uung) linden sieh entsprechend breitere und starker 
fluoreszierende B~Lnder mit Antik6rpern gegen Kollagen Typ III .  

Das Kollagen der retikul/iren Fibrose in alkoholischen Fettlebern 1/tilt sich eben- 
falls nnr mit Antik6rpern gegen Kollagen Typ I I I  naehweisen (vgl. Abb. 2). 

In den verbreiterten Portglfeldern und Bindegewebssepten aller untersuehten 
eirrhotisehen Lebern finder sieh immunfluorescenzmikroskopisch nur vermehrt 
Kollagen Typ III (Abb. 3). Kollagen Typ I stellt sieh aul3er in den Ws 
grol~er Arterien in den eirrhotischen Lebern nieht dar, ebensowenig Kol]agen 
Typ II. 

Dabei besteht kein Untersehiecl zwisehen den Cirrhosen verschiedener Atio- 
logie. In allen untersuchten Fs toxisch-nutritiven, postdystrophisehen und 
eholangitisehen Cirrhosen und solehen nicht rnehr eruierbarer Genese findet man 
mit typ-spezifisehen AntikSrpern gegen Typ I, II unc[ III nur Kollagen Typ III 
in Portalfeldern und Bindegewebssepten. In den l~egeneratknoten stellt sieh, wie 
im normalen Leberparenehym, Kollagen Typ III als sehmaler Santo entlang den 
Sinusenc[othelien c[ar. 

Auch dis periductale und periduetuls Fibrose in den cirrhotischen Portal- 
feldern zeigt nur mit Typ III-AntikSrpern eine positive Fluorescenz. 
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In dem chol~ngiol~ren Ca,rcinom ebenso wie im Bereich des H/~m~ngiosgrkoms 
re~giert d~s Bindegewebe immanhistochemisch ebenfalls mit Koll~gen Typ III 
(Abb. 4). D~gegen finder man in den hep~tocellul~ren C~rcinomen nut in schmalen 
herdfSrmigen Bezirken eine positive Flnorescenz mit Koll~gen Typ III-Anti- 
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Abb. 4. Cholangiocellul~res Carcinom in postdystrophischer Lebercirrhose (72j~hriger Mann, 
Kryostatschnitt, Immunfluorescenz wie Abb. 1--3, Vergr. 190 • ). Deutliche Fluorescenz des 

Bindegewebes zwischen den Carcinomzellen mit Antik6rpern gegen Kollagen Typ III 

kSrpern. Im Gegensatz zur normalen Leber und zu Regeneratknoten sind nicht alle 
Zellbglkchen der Hepatomknoten yon Kollagenfibrillen des Ty-p I I I  umgeben 
(Abb. 5). 

Diskussion 
Unsere immunhistochemischen Untersuchungen zeigen, dal3 ein Teil des 

Kollagens cirrhotischer Lebern Kollagen Typ I I I  darste]lt. Damit bestgtigen sich 
biochemische Studien, die 40 % des Gesamtkollagengehalts in Lebercirrhosen als 
Kollagen Typ I I I  identifizierten (Gay et al., 1975). 

Dieser Kollagentyp, der urspriinglich BUS fetalen Geweben extrahiert wurde, 
ls sich jedoch auch in normalen Lebern gesunder Patienten nachweisen (s. 
Abb. 1). Er  ist immunhistologisch an den Leberze]lb/ilkchen entlang den Sinus- 
endothelien, in den W/~nclen der Zentralvenen und im Bindegewebe des Portal- 
feldes lokalisiert und entspricht damit zumindest lokalisatorisch den v. Gieson- 
negativen, argyrophilen Reticulinfasern. Auch in anderen Organen, z.B. in Milz, 
Lymphknoten und ~iere, lassen sich Reticulinfasern mit typ-spezifischen Anti- 
kSrpern gegen Kollagen Typ I I I  darstellen (Remberger et al., in Vorbereitung). 
Es haadelt sich dabei offensichtlich nm sehr diinne Kollagenfibrillen, die im 
Schnittpr&parat elektronenmikroskopisch nicht als Kollagen identifiziert werden 
k6nnen, da die typische periodische Querstreifung der Kollagenfibrillen mit 
einer Periodenlange yon etwa 640 A yon der Fibrillendicke abh~ngig ist und erst 
nach lateraler Aggregation g]eichgerichteter Mikrofibrillen zu dickeren Kollagen- 
fibrillen sichtbar wird. 
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Die Reticulin- bzw. Kollagen Typ III-Fasern sind jedoch elektronenoptisch 
als feinfibrill/~re Strukturen, z.B. im subendothelialen Raum oder im Nieren- 
interstitium nachweisbar (Stemermann, 1974; Langer, 1975). 

Aus biochemischen Untersuchungen (Gay et al., 1975) ergibt sich, dab 60 % des 
Kollagens cirrhotischer Lebern offensichtlich einem anderen Kollagentyp ent- 
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sprechen, der, wie aus nnseren Untersuchungen hervorgeht, sich mit Antik6rpern 
gegen Typ I nnd II immunhistochemisch nicht naehweisen ls 

Kollagen Typ III  unterseheidet sich in Form yon Segment-long-spacing- 
Crystalliten im elektronenoptischen Querstreifnngsmnster deutlich yon Kollagen 
Typ I (Wiedemann et al., 1975). Das Kollagen eirrhotiseher Lebern, das nicht mit 
Typ III  identiseh ist, zeigt elektronenoptiseh in Form yon Segment-long-spacing- 
Crystalliten ein dem Kollagen Typ I ghnliches Qnerstreifungsmuster (Gay et al., 
1975). 

Da jedoch d~s ehromatographische Verh~lten sowie immunhistoehemisehe 
und serologisehe Reaktionen dieses Kollagens nicht identiseh sind mit dem aus 
Haut und Knoehen extrahierbaren Kollagen Typ I, handelt es sich hierbei often- 
siehtlieh um einen neuen, mSglieherweise patho]ogischen, zumindest bisher nicht 
besehriebenen Kollagentyp. 

Die immunhistoehemischen Untersuehungen mit typ-spezifisehen AntikSrpern 
gegen Kollagen Typ I, II und III  zeigten bei den Cirrhosen verschiedener Atiologie 
bisher keinen Untersehied in der Verteilung der Kollagentypen. In keinem der 
untersuchten Fs konnte neben Typ III  immunfluoreseenzmikroskopisch ein 
anderer Kollagentyp naehgewiesen werden. Ob dagegen das bisher nicht besehrie- 
bene Kollagen in Cirrhosen unterschiedlieher Atiologie identiseh ist und ein 
identisches Verteihmgsmnster aufweist, kSnnen erst kiinftige Untersnchungen 
mit typ-spezifisehen AntikSrpern gegen diesen neuen Koll~gentyp zeigen. 

Naeh Popper (1970) ergeben sich zwei Wege der Fibrosierung yon Leber- 
gewebe: Einmal dnreh sog. ,,Kondensation" und ,,Kollagenisierung" von Reticn- 
]infasern naeh Leberzellnekrosen und Parenchymkollaps. Zum anderen durch 
Neubildung koll~gener Fasern dnreh Fibroblasten. 

Wie oben gezeigt werden konnte, sind Kollagenfasern des Typs III  als sog. 
Reticulinfasern in reiehlicher Menge im normalen Lebergewebe enthalten. Ver- 
starkte Zellregeneration und wiederholte Leberzellnekrosen haben eine Vermehrung 
yon Reticulinfasern bzw. Kollagen Typ III-Fasern zur Folge. Sie sind unabh/~ngig 
vom Auftreten einer Cirrhose aneh in der retikuls Fibrose der alkoholischen 
Fettleber (vgl. Abb. 2) nnd in der Fibrose bei kardialer Stauung vermehrt nach- 
weisbar, wobei aueh bier formalpathogenetisch Leberzellnekrosen, Parenchym- 
kollaps nnd verst~trkte Zellregeneration fiir die Vermehrung der Kollagen Typ 
III-Fibrillen verantwortlich sind. Die Aggregation dieser vermehrt anfallenden 
Reticnlin- bzw. Kollagenfasern ist m6glicherweise ansschlaggebend fiir die 
Anf/~rbung mit Fnehsin nach v. Gieson. 

Dariiber hinaus zeigt das peridnetul~re Bindegewebe in den verbreiterten 
Portalfeldern und Cirrhosesepten sowie das Bindegewebe zwischen den Zellen der 
cholangiocelluls Careinome, daft Kollagenfasern des Types III  in Cirrhosen 
auch dureh proliferierte Fibroblasten gebildet werden kSnnen. 

Ob das elektronenoptisch an der Querstreifung identifizierbare Kollagen in den 
Lebercirrhosen tats~ehlieh ,,kondensiertes" Typ III-Kollagen d~rgestellt, ist n~ch 
den bisherigen Untersuehungen nicht sieher. MSglieherweise bleibt Kollagen Typ 
III in elektronenoptisch nicht identifizierbaren fibrill~ren Strnktnren erhalten 
und das in Cirrhosen elektronenoptisch quergestreifte Kollagen entsprieht dem 
neuen, bisher nieht beschriebenen Typ, das gewisse Ahnlichkeiten zn Kollagen 
Typ I aufweist. 
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Zur  Herkunf t  dieses neuen Ko l l agen typs  k6nnen  vorers t  nur  Vermutungen  
anges te l l t  werden.  Wahrsehe in l ieh  wird dieser  K o l l a g e n t y p  von pro l i Ie r ie renden 
F ib rob l a s t en  der  P o r t a l t r a k t e  bzw. der  Cirrhosesepten/~hnlieh dem Kol lagen  der  
eholangioeelluli~ren Careinome neu gebildet .  

~6gl ieherweise  s te l l t  d~s Auf t r e t en  dieses neuen K o l l a ge n typs  aueh die 
molekulare  Grundlage  fiir den l~bergang der revers ib len  F ibrose  in die i r revers ible  
Cirrhose dar.  

Ki inf t ige  Un te r suehungen  mi t  typ-spezi f i sehen Ant ik6 rpe rn  gegen das  neue 
Cirrhose-Kol lagen werden eine genaue Loka l i sa t ion  seiner  Syntheseor te  erm6g- 
lichen. 
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