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Immunohistochemical Characterization of Collagen in Liver Cirrhosis

Summary. Using indirect immunofluorescence technique, 21 cases of hepatie cirrhosis
of differing etiology were studied with type-specific antibodies to collagen type I, IT, and IIT.

In all cases the fibrous septa and portal tracts showed an increase in type III collagen.
No fluorescence could be observed with antibodies to collagen type Iand II. Thus, biochemical
studies are supported which show, in addition to type III 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.

Zusommenfassung. 21 Lebercirrhosen unterschiedlicher Atiologie wurden mit Hilfe der
indirekten Immunfluorescenztechnik mit typ-spezifischen Kollagenantikérpern auf Vor-
kommen und Verteilung einzelner Kollagentypen untersuchf.

In cirrhotischen Bindegewebssepten und Portalfeldern fand sich in allen Cirrhosen
Kollagen Typ ITI stark vermehrt. Dagegen lieBen sich mit typ-spezifischen Antikérpern
gegen Kollagen Typ I und II keine anderen Kollagentypen nachweisen. Damit werden bio-
chemische Untersuchungen bestétigt, die in Lebercirrhosen neben Kollagen Typ ITI einen
neuen, bisher nicht beschriebenen Kollagentyp zeigen, der elektronenoptisch als Kollagen
Typ I erscheint, sich jedoch biochemisch und immunologisch anders verhilt.

Fine Korrelation zwischen Atiologie der Cirrhosen und Auftreten oder Verteilungsmuster
bestimmter Kollagentypen konnte bisher nicht gefunden werden.

Einleitung

Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, daB im menschlichen
Organismus mehrere unterschiedliche, genetisch determinierte Kollagentypen
auftreten. Bisher konnten folgende Kollagenmolekiile isoliert und charakterisiert
werden:

Kollagen Typ I'wird in Fibroblasten und Osteoblasten synthetisiert und konnte
aus Haut, Sehnen und Knochen extrahiert werden. Dieses Kollagenmolekiil
besteht aus zwei identischen « 1 (I)-Ketten und einer dhnlichen, aber nicht
identischen « 2-Kette (Traub und Piez, 1973; Fietzek und Kiihn, 1975).

Kollagen Typ II stellt den kollagenen Anteil des hyalinen Knorpels dar und
setzt sich aus drei identischen « 1 (IT)-Ketten zusammen (Miller, 1973).

Kollagen Typ III wurde erstmals aus fetaler Haut und Aorta isoliert (Chung
et al., 1974; Epstein, 1974; Rauterberg und v. Bassewitz, 1975). Es besteht aus
dreiidentischen o 1 (I11)-Ketten und wird ebenfalls von Fibroblasten synthetisiert.

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft (R 388/1).
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Kollagen Typ IV enthilt drei identische o1 (IV)-Ketten und stellt den
Kollagenanteil der Basalmembran dar (Kefalides, 1973).

Die einzelnen «-Ketten sind homologe Polypeptidketten, die sich in ihrem
chromatographischen Verhalten, ihrer Aminosduresequenz und ihrem Kohle-
hydratanteil unterscheiden.

Die verschiedenen Kollagenmolekiile tragen unterschiedliche antigene Deter-
minanten, so dall sie durch typ-spezifische Antikérper unterschieden und mit
Hilfe der Immunfluorescenztechnik identifiziert werden kénnen (Hahn et al.,
1974; Gay et al., 1975).

Aus cirrhotischem Lebergewebe konnte biochemisch neben Kollagen Typ I1L
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 Antikérpern gegen Kollagen
Typ I, Typ II und Typ ITT untersucht. Dabei soll gezeigt werden, welche Kollagen-
typen in normalem, fibrosiertem und cirrhotisch verindertem Lebergewebe
auftreten, ob sich neben quantitativen auch qualitative Verdnderungen der
Kollagenzusammensetzung in Cirrhosen nachweisen lassen und ob eine Korrelation
zwischen Atiologie der Cirrhose und dem morphologischen Verteilungsmuster der
einzelnen Kollagentypen besteht.

Material und Methode

Untersuchungsmaterial

21 Lebercirrhosen des anfallenden Obduktionsgutes wurden immunhistochemisch unter-
sucht. Die Entnabme der Organe erfolgte zwischen 6 und 24 Std nach dem Tode. Die Organ-
proben wurden mit Kohlensdureschnes tiefgefroren und bei —30° C gelagert. Als Kontrollen
dienten die Organe junger, bei Unféllen verstorbener Patienten, Lebern mit kardial bedingten
Fibrosen sowie eine Leber einer veno-okklusiven Erkrankung.

Das Alter der Patienten schwankte zwischen 26 und 79 Jahren mit einem Mittelwert
von 55,5 Jahren. Von den Cirrhosepatienten waren 15 Ménner, 6 Frauen.

In 11 Fillen lag der Cirrhose ein anamnestisch gesicherter und histologisch bestétigter
toxisch-nutritiver Leberschaden durch Alkohol zugrunde. Weitere Ursachen der Cirrhosen
waren eine chronische Leberdystrophie (2 Fille), eine chronisch aggressive Hepatitis (1 Fall),
eine chronische Cholangitis (1 Fall) sowie eine Thorotrastose (1 Fall).

In 5 Fillen konnte eine exakte Atiologie der Cirrhose weder anamnestisch noch histologisch
gesichert werden.

In 4 Cirrhosen fanden sich zusitzlich primire Leberzellearcinome, davon 2 hepatocellulire,
ein gemischtzelliges und ein cholangiocellulires Carcinom. In der Thorotrastleber fand sich
ein malignes Himangicendotheliom.

Priiparation der Antigene

Kollagen Typ I wurde aus der Haut von Neugeborenen durch limitierten Pepsinabban
gewonnen (Chung et al., 1974 ; Fujii, 1975).

Kollagen Typ II stammt aus dem hyalinen Gelenkknorpel von Feten und Kilbern und
wurde nach der Methode von Miller (1972) isoliert.

Kollagen Typ III wurde aus der Haut von Neugeborenen und Kélbern ebenfalls durch
limitierten Pepsinabbau in Anlehnung nach Chung et al. (1974) und Fujii (1975) extrahiert.

Die Reinheit der Kollagentypen wurde durch Carboxymethylcellulose-Chromatographie
(Le Roy, 1969) und Diskelektrophorese (Furthmayer und Timpl, 1971) iiberpriift.

Herstellung typ-spezifischer Antikorper

Immunisiert wurden Kaninchen. Genauere Einzelheiten und Immunisierungsschema siehe
Gay et al. (1974, 1975). Antikérpertiter wurden durch passive Hamagglutination (Beil ef al.,
1972) und mittels Radicimmunoassay (Adelmann, 1973) bestimmt.
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Abb. 1. Normale Leber (25jahriger Mann, Unfalltod. Kryostatschnitt. Indirekte Immun-

fluorescenz mit Typ I1I-Kollagen-Antikérpern von Kaninchen und FITC markiertem Anti-

Kaninchen-Globulin. Vergr., 120 X ). Zentralvene und Reticulinfasern der Sinusendothelien
zeigen positive Fluorescenz mit Antikérpern gegen Kollagen Typ ITI

Die Reinigung und Isolierung der Antikérper erfolgte durch Immunadsorption an triger-
gebundenem Kollagen (Wick ef al.).

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

Immunfluoreszenz

Zur Darstellung der Kollagentypen verwendeten wir die indirekte Immunfluorescenz-
methode. Von den tiefgefrorenen Organproben wurden Kryostatschnitte von 4—6 u ange-
fertigt und mit den typspezifischen Antikérpern 30 min in der feuchten Kammer inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen in phosphatgepufferter NaCl-Losung erfolgte die Behandlung
der Priparate mit FITC- oder TRITC-markiertem Antikaninchenglobulin (Fa. Behring und
Nordic) in einer Verdinnung von 1:20 bzw. 1:40. Als Kontrollen dienten auBer normalem
Kaninchengammaglobulin FITC-markierte Antiseren gegen IgA, TgG und IgM in Verdiinnun-
gen von 1:10 oder 1:20. Die mikroskopische Beurteilung erfolgte an einem Universal-Fluores-
cenzmikroskop der Fa. Zeil mit Quecksilberhochdrucklampe, Auflichtkondensor und den
entsprechenden Filterkombinationen fiir FITC und TRITC.

Nach der immunfluorescenzmikroskopischen Betrachtung wurden dieselben Schnitte an-
schlieBend mit Hdmalaun-Eosin oder nach v. Gieson gefirbt.

Ergebnisse

In gesunden normalen Lebern zeigen sich mit Antikérpern gegen Kollagen
Typ III deutlich fluoreszierende schmale Sdume entlang den Leberzellbilkchen
und den Sinusendothelien. Auch das Bindegewebe der Portalfelder und die
Winde der Zentralvenen reagieren mit Typ 11T Kollagen- Antikérpern (vgl Abb. 1).
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W . . i
Abb. 2. Retikulire Fibrose in alkoholischer Fettleber mit unvollstandiger Cirrhose. (26jihriger

Mann, Kryostatschnitt. Immunfluorescenz wie Abb. 1). Starke Fluorescenz der retikuliren
Kollagenfasern mit Antikérpern gegen Kollagen Typ 111

Kollagen Typ I 1aBt sich immunhistochemisch in normaler gesunder Leber
aubBler in den groBen GefaBwanden nicht nachweisen. Auch Kollagen Typ 11, das
Kollagen des hyalinen Knorpels, ist in der Leber erwartungsgemaB nicht darstell-
bar.

An fibrosierten Zentralvenen und fibrosierten angrenzenden Sinusoiden (z.B.
bei chronischer kardialer Stauung) finden sich entsprechend breitere und starker
fluoreszierende Bander mit Antikorpern gegen Kollagen Typ ITL

Das Kollagen der retikuléaren Fibrose in alkoholischen Fettlebern 148t sich eben-
falls nur mit Antikorpern gegen Kollagen Typ III nachweisen (vgl. Abb. 2).

In den verbreiterten Portalfeldern und Bindegewebssepten aller untersuchten
cirrhotischen Lebern findet sich immunfluorescenzmikroskopisch nur vermehrt
Kollagen Typ IIT (Abb. 3). Kollagen Typ I stellt sich auller in den Winden
groBer Arterien in den cirrhotischen Lebern nicht dar, ebensowenig Kollagen
Typ IL

Dabei besteht kein Unterschied zwischen den Cirrhosen verschiedener Atio-
logie. In allen untersuchten Fillen, toxisch-nutritiven, postdystrophischen und
cholangitischen Cirrhosen und solchen nicht mehr eruierbarer Genese findet man
mit typ-spezifischen Antikérpern gegen Typ I, IT und IIT nur Kollagen Typ ITT
in Portalfeldern und Bindegewebssepten. In den Regeneratknoten stellt sich, wie
im normalen Leberparenchym, Kollagen Typ III als schmaler Saum entlang den
Sinusendothelien dar.

Auch die periductale und periductulire Fibroge in den cirrhotischen Portal-
feldern zeigt nur mit Typ III-Antikdérpern eine positive Fluorescenz.
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In dem cholangiolédren Carcinom ebenso wie im Bereich des Himangiosarkoms
reagiert das Bindegewebe immunhistochemisch ebenfalls mit Kollagen Typ II1

(Abb. 4). Dagegen findet man in den hepatocelluldren Carcinomen nur in schmalen
herd{ormigen Bezirken eine positive Fluorescenz mit Kollagen Typ III-Anti-
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Abb. 4. Cholangiocellulsres Carcinom in pos’cdystrophlscher Lebercirrhose (72jahriger Mann,
Kryostatschnitt, Immunfluorescenz wie Abb. 1—3, Vergr. 190 x ). Deutliche Fluorescenz des
Bindegewebes zwischen den Carcinomzellen mit Antikérpern gegen Kollagen Typ I1I

kérpern. Im Gegensatz zur normalen Leber und zu Regeneratknoten sind nicht alle
Zellbalkchen der Hepatomknoten von Kollagenfibrillen des Typ III umgeben
(Abb. 5).

Diskussion

Unsere immunhistochemischen Untersuchungen zeigen, dall ein Teil des
Kollagens cirrhotischer Lebern Kollagen Typ III darstellt. Damit bestatigen sich
biochemische Studien, die 40% des Gesamtkollagengehalts in Leber01rrhosen als
Kollagen Typ 11T identifizierten (Gay et al., 1975).

Dieser Kollagentyp, der urspriinglich aus fetalen Geweben extrahiert wurde,
146t sich jedoch auch in normalen Lebern gesunder Patienten nachweisen (s.
Abb. 1). Er ist immunhistologisch an den Leberzellbalkchen entlang den Sinus-
endothelien, in den Winden 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 Milg,
Liymphknoten und Niere, lassen sich Reticulinfasern mit typ-spezifischen Anti-
korpern gegen Kollagen Typ III darstellen (Remberger ef al., in Vorbereitung).
Es handelt sich dabei offensichtlich um sehr diinne Kollagenfibrillen, die im
Schnittpriparat elektronenmikroskopisch nicht als Kollagen identifiziert werden
konnen, da die typische periodische Querstreifung der Kollagenfibrillen mit
einer Periodenlinge von etwa 640 A von der Fibrillendicke abhéngig ist und erst
nach lateraler Aggregation gleichgerichteter Mikrofibrillen zu dickeren Kollagen-
fibrillen sichtbar wird.
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Derselbe Schnitt nach Immunfluorescenztechnik mit v. Gieson, Vergr.

Deutliche Fluorescenz der v. Gieson-positiven Cirrhosesepten und der Reticulinfasern. Nur schmale fluorescierende v.

Abb. 5. Hepatocellulires Carcinom in kleinknotiger Lebercirrhose (60jihriger Mann. Kryostatschnitt. Links:

munfliorescenz wie Abb. 1—4, Rechts:

Die Reticulin- bzw. Kollagen Typ IIT-Fasern sind jedoch elektronenoptisch
als feinfibrillire Strukturen, z.B. im subendothelialen Raum oder im Nieren-
interstitium nachweisbar (Stemermann, 1974; Langer, 1975).

Aus biochemischen Untersuchungen (Gay ef al., 1975) ergibt sich, daB 60% des
Kollagens cirrhotischer Lebern offensichtlich einem anderen Kollagentyp ent-

GHieson-negative Kollagenfasern in den Hepatomknoten
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sprechen, der, wie aus unseren Untersuchungen hervorgeht, sich mit Antikérpern
gegen Typ I und II immunhistochemisch nicht nachweisen 1a83t.

Kollagen Typ III unterscheidet sich in Form von Segment-long-spacing-
Crystalliten im elektronenoptischen Querstreifungsmuster deutlich von Kollagen
Typ I (Wiedemann ef al., 1975). Das Kollagen cirrhotischer Lebern, das nicht mit
Typ ILI identisch ist, zeigt elektronenoptisch in Form von Segment-long-spacing-
Crystalliten ein dem Kollagen Typ I dhnliches Querstreifungsmuster (Gay et al.,
1975).

Da jedoch das chromatographische Verhalten sowie immunhistochemische
und serologische Reaktionen dieses Kollagens nicht identisch sind mit dem aus
Haut und Knochen extrahierbaren Kollagen Typ I, handelt es sich hierbei offen-
sichtlich um einen neuen, moglicherweise pathologischen, zumindest bisher nicht
beschriebenen Kollagentyp.

Die immunhistochemischen Untersuchungen mit typ-spezifischen Antikérpern
gegen Kollagen Typ I, IT und II1 zeigten bei den Cirrhosen verschiedener Atiologie
bisher keinen Unterschied in der Verteilung der Kollagentypen. In keinem der
untersuchten Falle konnte neben Typ IIT immunfluorescenzmikroskopisch ein
anderer Kollagentyp nachgewiesen werden. Ob dagegen das bisher nicht beschrie-
bene Kollagen in Cirrhosen unterschiedlicher Atiologie identisch ist und ein
identisches Verteilungsmuster aufweist, kénnen erst kiinftige Untersuchungen
mit typ-spezifischen Antikérpern gegen diesen neuen Kollagentyp zeigen.

Nach Popper (1970) ergeben sich zwei Wege der Fibrosierung von Leber-
gewebe: Einmal durch sog. , Kondensation* und ,,Kollagenisierung*‘ von Reticu-
linfasern nach Leberzellnekrosen und Parenchymkollaps. Zum anderen durch
Neubildung kollagener Fasern durch Fibroblasten.

Wie oben gezeigt werden konnte, sind Kollagenfasern des Typs IIT als sog.
Reticulinfasern in reichlicher Menge im normalen Lebergewebe enthalten. Ver-
starkte Zellregeneration und wiederholte Leberzellnekrosen haben eine Vermehrung
von Reticulinfasern bzw. Kollagen Typ I1I-Fasern zur Folge. Sie sind unabhéingig
vom Auftreten einer Cirrhose auch in der retikuldren Fibrose der alkoholischen
Fettleber (vgl. Abb. 2) und in der Fibrose bei kardialer Stauung vermehrt nach-
weisbar, wobei auch hier formalpathogenetisch Leberzellnekrosen, Parenchym-
kollaps und verstirkte Zellregeneration fiir die Vermehrung der Kollagen Typ
IT1-Fibrillen verantwortlich sind. Die Aggregation dieser vermehrt anfallenden
Reticulin- bzw. Kollagenfasern ist mdglicherweise ausschlaggebend fiir die
Anfarbung mit Fuchsin nach v. Gieson.

Dariiber hinaus zeigt das periductulire Bindegewebe in den verbreiterten
Portalfeldern und Cirrhosesepten sowie das Bindegewebe zwischen den Zellen der
cholangiocelluliren Carcinome, dafi Kollagenfasern des Types II1 in Cirrhosen
auch durch proliferierte Fibroblasten gebildet werden kénnen.

Ob das elektronenoptisch an der Querstreifung identifizierbare Kollagen in den
Lebercirrhosen tatsichlich ,,kondensiertes” Typ 11I-Kollagen dargestellt, ist nach
den bisherigen Untersuchungen nicht sicher. Méglicherweise bleibt Kollagen Typ
111 in elektronenoptiseh nicht identifizierbaren fibrilliren Strukturen erhalten
und das in Cirrhosen elektronenoptisch quergestreifte Kollagen entspricht dem
neuen, bisher nicht beschriebenen Typ, das gewisse Ahnlichkeiten zu Kollagen
Typ I aufweist.
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Zur Herkunft dieses neuen Kollagentyps kénnen vorerst nur Vermutungen
angestellt werden. Wahrscheinlich wird dieser Kollagentyp von proliferierenden
Fibroblasten der Portaltrakte bzw. der Cirrhosesepten dhnlich dem Kollagen der
cholangiocelluldren Carcinome neu gebildet.

Moglicherweise stellt das Auftreten dieses neuen Kollagentyps auch die
molekulare Grundlage fiir den Ubergang der reversiblen Fibrose in die irreversible
Cirrhose dar.

Kiinftige Untersuchungen mit typ-spezifischen Antikérpern gegen das neue
Cirrhose-Kollagen werden eine genaue Lokalisation seiner Syntheseorte ermdg-
lichen.
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