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Zusammenfassung:

Bei Patienten mit beginnender und ausgepréagter Leberfibrose sowie bei Kranken mit vollentwickel-
ter Leberzirrhose wurden die Konzentrationen von Fibronectin (kalte-unlésliches Globulin) im
Plasma und B,-Mikroglobulin im Serum bestimmt und zu den Aktivititen ,,fibroseanzeigender”
Enzyme im Serum in Beziehung gebracht. Es handelt sich um die Enzyme Monoamino Oxidase (EC
1.4.3.4) und N-Acetyl-f-D-glucosaminidase (EC 3.2.1.30). Die Fibronectinkonzentration bei
chronisch Leberkranken ist mit durchschnittlich 352 + 87 mgl! signifikant um etwa 20% héher als
bei Gesunden. Fur B,-Mikroglobulin wurden .Konzentrationen von 2,88 + 1,0 mgll/ gemessen.
Diese liegen somit um etwa 80% (p <0,001) hoher als die mittlere Konzentration dieses Spuren-
proteins im Serum Gesunder. 25 von 51 Leberfibrosen und 40 von 48 Leberzirrhosen wiesen
pathologische B,-Mikroglobulinkonzentrationen auf. Zwischen den Konzentrationen der genann-
ten Plasma- bzw. Serumproteine und den Aktivitaten der Monoamino Oxidase und N-Acetyl-§-
D-glucosaminidase im Serum besteht statistisch keine Korrelation.

Schlisselworter:

Fibronectin — B,-Mikroglobulin — chronische Lebererkrankungen — Monoamino Oxidase —
N-Acetyl-B-D-glucosaminidase.

Summary:

The concentrations of fibronectin (cold-insoluble globulin) in plasma and f,-microglobulin in
serum were determined in patients with initial and advanced stages of liver fibrosis and in those with
fully developed liver cirrhosis. Their levels were related to some biomarkers of liver cirrhosis, i.e. to
the activities of monoamine oxidase (EC 1.4.3.4) and N-acetyl-B-D-glucosaminidase
(EC 3.2.1.30) in serum. The concentration of fibronectin in patients with chronic liver diseases is
352 + 87 mgll and, thus, significantly, about 20% higher than that found in healthy subjects. For
B.-microglobulin a concentration of 2.88 + 1.0 mgll was measured, which is about 80% (p <
0.0017) above the mean concentration of this trace protein in sera of healthy individuals. Pathologic
concentrations of B,-microglobulin were found in 25 of 51 cases with liver fibrosis and 40 of 48
patients with liver cirrhosis. There is rio statistic correlation between the concentrations of the
described proteins and the activities of monoamine oxidase and N-acetyl-f-D-glucosaminidase in
serum, respectively.

Key words:

fibronectin — B,-microglobulin — chronic liver diseases — monoamine oxidase — N-acetyl-B-D-
glucosaminidase.
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Einleitung

In zahlreichen neueren Untersuchungen wurden ex-
perimentelle Beweise fiir die bedeutungsvollen bio-
logischen Aktivitditen des Fibronectins, welches
auch als kalteunlosliches Globulin, Galactoprotein
A und LETS (large, external, transformation sensi-
tive) Protein bezeichnet wird, erbracht (neuere
Ubersichten siehe 1-5). Diesem sowohl an der Zell-
oberflache, in der interzellularsubstanz und in im-
munologisch nicht unterscheidbarer Form (6) auch
im Plasma vorkommenden hochmolekularen, aus
zwei etwa 220 000 dalton schweren Untereinheiten
zusammengesetzten Glykoprotein werden auf zellu-
larer Ebene Funktionen in der Zell-Zell-Kommuni-
kation, Zell-Substratbindung und in der Regulation
der Zell-Lokomotion bzw. -Proliferation zuge-
schrieben (1-5).

Die Funktion der humoralen Form des Fibronectins
ist im wesentlichen unbekannt. Es dient méglicher-
weise zum Aufbau der Zelloberflichenmatrix von
Zellen, die zur Synthese des Fibronectins selbst in-
kompetent sind (7) und spielt als ,,humoral recog-
nition factor” eine wesentliche Rolle in der Clea-
rance-Funktion des retikuloendothelialen Systems
(RES). Es gibt wichtige Hinweise, da Plasmafibro-
nectin identisch ist mit dem a,-Oberflachenbin-
dungsglykoprotein (opsonic protein) (8, 9) und so-
mit fur die Opsonierung, d. h. fiir die Bindung (und
evtl. Aufnahme) von Immunkomplexen, Bakterien,
geschadigten Thrombozyten, Fibrinaggregaten und
Tumorzellen an die Makrophagen des RES essentiell
ist.

Obwohl Verdnderungen der Plasmakonzentration
des Fibronectins bei malignen und nicht-malignen
Erkrankungen beschrieben sind (10-12), fehlen
vergleichbare Untersuchungen bei verschiedenen
Formen der chronischen Lebererkrankungen, insbe-
sondere bei den mit Bindegewebsvermehrung im
Parenchym einhergehenden. Vorldufige Hinweise
auf eine Zunahme des Plasmafibronectins finden
sich in einer fritheren (13) und einer jiingst erschie-
nenen Untersuchung (14).

Es war daher das Ziel der vorliegenden Arbeit, mit-
tels einer neu entwickelten sensitiven und prazisen
lasernephelometrischen Technik (12, 15) Bestim-
mungen der Fibronectinkonzentration im Plasma
von Patienten mit histologisch verifizierter Fibrose
und Zirrhose durchzufithren. Ziel der Untersuchun-
gen war, dessen Konzentration mit den Aktivitaten
zweier , zirrhoseanzeigender” Enzyme im Serum, der

Monoamino Oxidase und N-Acetyl-B-D-glucos-

aminidase (16) zu vergleichen und die diagnosti-
sche Bedeutung dieses Proteins zu ermitteln. In die
Untersuchungen wurden Bestimmungen des
B.-Mikroglobulins einbezogen, da nach neueren
Ergebnissen dieses Spurenprotein im Serum Leber-
kranker in erhdhter Konzentration auftreten soll (17,

18). Seine moglichen Beziehungen zur Aktivitit und
zum AusmaB der Fibroproliferation sind bislang
ebenso unbekannt wie sein Verhalten zum Fibro-
nectin, obwohl es in Struktur, Funktion und Serum-
konzentration zum Plasmafibronectin grundsitzlich
unterschiedlich ist (19). Die beiden Proteine zeigen
hinsichtlich ihrer Zellmembranlokalisation und Se-
rum-Konzentrationsverdnderungen bei entziindli-
chen und neoplastischen Erkrankungen dhnliches
Verhalten (20-22).- °

Material und Methoden

Patienten

. Zur Untersuchung gelangten 91, iberwiegend

ménnliche Patienten der Stoffwechselklinik Bad
Mergentheim. Entsprechend ihrem leberhistologi-
schen Befund wurde eine Gruppierung der Patien-
ten in solche mit vollstandigem zirrhotischem Um-
bau (n = 49), beginnender Fibrose (Stadium I, n =
28) und ausgedehnter Fibrose ohne Umbau (Sta-
dium Il, n = 16) vorgenommen. Blut wurde mor-
gens, im Nichternzustand abgenommen. Zur Be-
stimmung von Fibronectin wurde EDTA-Plasma, fir
die der anderen Parameter Serum gewonnen. Bis zur
Durchfiihrung der Analysen wurden die Proben bei
—20° C durchschnittlich 7-10 Tage gelagert.

Bestimmung der Fibronectinkonzentration
im Plasma

Fibronectin wurde im EDTA-Plasma mit einer friiher
im Detail beschriebenen lasernephelometrischen
Methode bestimmt (12). Die Messungen wurden
mit dem Behring Helium-Neon-Lasernephelometer
durchgefiihrt. Monospezifisches Antiserum gegen
humanes Fibronectin und Protein-Standardplasma
zur Erstellung der Referenzkurve wurden von den
Behringwerken AG, Marburg, erhalten. Der Varia-
tionskoeffizient der Bestimmung von Tag zu Tag
betrug 3,5%.

Bestimmung der Konzentration von
B,-Mikroglobulin im Serum

Die Konzentration von B,-Mikroglobulin im Serum
wurde mit Hilfe eines Festphasen-Radioimmunoas-
says (Phadebas B,-micro-Test, Pharmacia GmbH,
Freiburg) ermittelt. Der Variationskoeffizient von
Tag zu Tag betrug 9%. Zur Untersuchung gelangten
nur Seren mit normaler Kreatinin-Konzentration
(Kreatinin <112 pmol/l).

Aktivititsbestimmung der Monoamino Oxidase
(EC 1.4.3.4) im Serum

Die Aktivitit der Monoamino Oxidase wurde im Se-
rum nach der kolorimetrischen Methode von Ono et
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al. (23) in der von uns beschriebenen Modifikation
(24) bestimmt. In dem Intervall zwischen Spezi-
mennahme und Aktivitatsbestimmung (liblicher-
weise 6 bis 8 Tage) wurden die Seren bei -20° C
gelagert. Die Bestimmung der Préazision mit Validate
A (Fa. Gédecke) und Ortho/Normal (Ortho Diagno-
stics) als Kontrollseren ergab einen mittleren Varia-
tionskoeffizienten von Tag zu Tag von 13%.

Aktivititsbestimmung der
N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase (EC 3.2.1.30)
im Serum

Die Aktivitdt der N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase
wurde im Serum nach der Methode von Findlay et
al. (25) unter Verwendung von p-Nitrophenyl-N-
Acetyl-B-Glucosaminid (Sigma Chemical Comp.,
Miinchen) als Substrat bestimmt. Fiir die Prazision
von Tag zu Tag ergab sich mit Validate A und Ortho
Normal ein mittlerer Variationskoeffizient von 15%.

Statistische Analyse

Angewandt wurden der t-Test fir unverbundene
Stichproben (26) und das Holm’sche Verfahren zur
Kontrolle der experimentbezogenen Irrtumswahr-
scheinlichkeit (5%).

Ergebnisse

Fibronectinkonzentration im Plasma

Im Plasma von Patienten mit Leberzirrhose (n = 49)
bestimmten wir eine Fibronectinkonzentration
(Mittelwert £ Standardabweichung) von 351 =+
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Abb. 1: -
Mittelwerte und Standardabweichungen der

Plasma-Fibronectinkonzentration in gesunden
mannlichen Normalpersonen (N, n = 101) Patien-
ten mit Leberzirrhose (C, n = 49), beginnender Le-
berfibrose (FI, n = 28) und vollentwickelter Fibrose
ohne Umbau (FIl, n = 14). Die Konzentrationsun-
terschiede zwischen Gesunden und Leberkranken
sind signifikant (p <0,001).

102 mg/l (Abb. 1). Sie liegt somit signifikant (p<
0.001), um etwa 20% iber dem Mittelwert (291
mg/l) der Fibronectinkonzentration im Plasma eines
Kollektivs gesunder Patienten (n = 101) (12). Bei
Patienten mit Leberfibrose im Stadium | (n = 28)
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Histogramm der Fibronectinkonzentrationen im Plasma von gesunden Frauen (A, n

= 45), gesunden

Mannern (B, n = 101) und Patienten mit Fibrose und Zirrhose (C, n = 91).
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Beziehung zwischen den Konzentrationen von
B.-Mikroglobulin im Serum und Fibronectin im
Plasma von Patienten mit beginnender und voll-
standiger Leberfibrose.

betrug der Plasmafibronectinspiegel 362 + 64 mg/l,
bei solchen im Fibrosestadium Il (n = 14) 339 + 62
mg/l (Abb. 1). Der Unterschied in den Konzentratio-
nen des kalte-uniéslichen Globulins zwischen den
Patienten mit Fibrose I/l und Zirrhose erwies sich

als nicht signifikant, war jedoch, bezogen auf ein’

gesundes Referenzkollektiv, in jedem Falle signifi-
kant erhoht.

Die Haufigkeitsverteilung der Fibronectinkonzen-
trationen bei Normalpersonen und Patienten mit Le-
berfibrosen und -zirrhosen ist in Abb. 2 gezeigt. Aus
ihrist zu entnehmen, daR der weitaus tiberwiegende
Teil der Patienten Plasmakonzentrationen von uUber
291 mg/l aufweist.

Die Fibronectinkonzentration im Plasma von Pa-
tienten mit Leberfibrose (Abb. 3-5) und Leberzirr-
hose (Abb. 6-8) korrelieren statistisch nicht mitden
Aktivitaten ,,zirrhoseanzeigender’’ Enzyme im Se-
rum. Die Beziehungen der Fibronectinkonzentratio-
nen zu den Aktivitaten der Monoamino Oxidase und
N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase im Serum sind in
den Abb. 4, 5, 7, 8 dargestellt. Bei Patienten mit
Leberfibrose fanden sich in 17 von 51 Féllen Fibro-
nectinkonzentrationen im Plasma, die auerhalb des
oberen 2s-Bereiches der Werte des Referenzkollek-
tives lagen. Bei Patienten mit Leberzirrhose betrug
dieser Anteil 16/48. Bei mehrdimensionaler Be-
trachtung sind diese Anteile grofter.

Beziehung zwischen der Aktivitat der Monoamino
Oxidase im Serum und Fibronectinkonzentration im
Plasma von Patienten mit beginnender und voll-
standiger Leberfibrose.

B.-Mikroglobulinkonzentration im Serum

Im Serum der Patienten, deren Plasma zur Fibronec-
tinbestimmung .eingesetzt wurde, wurde die Kon-
zentration von B,-Mikroglobulin bestimmt.(Abb 9).
Die Konzentration dieses Spurenproteins (Mittel-
wert + Standardabweichung) betrug bei Patienten
mit Leberzirrhose 3,04 + 1,2 mg/l, bei solchen mit
beginnender (Fibrose 1) 2,6 + 1,0 mg/l und vollent-
wickelter Leberfibrose (Fibrose 11) 2,9 £ 0,9 mg/l.
Bezogen auf die mittlere B,-Mikroglobulinkonzen-
tration im Serum Gesunder (1,6 mg/l) liegt somit
eine signifikante (p<0,001) Konzentrationserho-
hung um etwa 62-90% vor. AuBerdem sind die Kon-
zentrationsunterschiede zwischen Zirrhosen und Fi-
brosen signifikant (p <0,004). Alle Patienten hatten
Serumkreatininspiegel von unter 112 pmol/l.

Die relative Haufigkeitsverteilung der bei chronisch
Leberkranken gefundenen Serumkonzentrationen
istin Abb. 10 angegeben.

Weder bei Leberfibrose (Abb. 3) noch Leberzirrhose
(Abb. 6) zeigte sich eine statistische Korrelation
zwischen B,-Mikroglobulin- und Fibronectin-
konzentrationen. Ein dhnliches Verhalten besteht zu
den Aktivititen von Monoamino Oxidase und
N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase im Serum. Es
konnte gezeigt werden, dal 25 von 51 Patienten mit
Leberfibrose und sogar 40 von 48 Patienten mit
Leberzirrhose (iiber 80%) B,-Mikroglobulinkonzen-



294 Lab.med. 5: 294 (1981) Wissenschaft und Fortbildung
ws b c . s A .
100 0 ’
g .50 . °
§
g 18.00 ;. !
é a0 % s
E . . % . e
§ 50.00 ] ®
H S
s }° ° b ¢ ‘ .o
._.._..-......-....? ............. .. '.'"'5‘ .~. ® [ ) ° ° L) [
25.00 % .... . ..o§ ®ee * 3 e '5“8.‘ .ﬁ.c .
. ' . Ak ST .
12.% . ) e 2 . * E < e
220 20 0 YTy 340 . 2o ™ 1% 7% 3% : 450 550 650 %
FIBRONECTIN (mg/1) FIBRONECTIN (mg/1)
Abb. 5: Abb. 6:

Beziehung zwischen der Aktivitdt der f-D-N-Ace-
tyl-Glucosaminidase im Serum und Fibronectin-
konzentration im Plasma von Patienten mit begin-
nender und vollstindiger Leberfibrose.

trationen oberhalb des oberen 2s-Bereiches (2,4
mg/l) gesunder Personen aufweisen.

Diskussion

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen gegeniiber Nor-
malpersonen signifikante Konzentrationserhohun-
gen von kalte-unl6slichem Globulin und §,-Mikro-
globulin im Plasma bzw. Serum von Patienten mit
chronischen, fibroproliferativen Lebererkrankun-
gen. Zwischen den verschiedenen Ausbildungssta-
dien der Fibrose einerseits sowie Fibrose und voll-
entwickelter Zirrhose andererseits konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die
Pathomechanismen der Zunahme des Plasmafibro-
nectins bei chronischen Lebererkrankungen sind
gegenwartig unbekannt. In Analogie zur Synthese-
erhdhung von Kollagen und Proteoglykanen in der
chronisch geschadigten Leber (27) kénnte eine
Steigerung der Fibronectinsynthese, die in den He-
patozyten erfolgen kann (28, 29), von kausaler Be-
deutung sein. Andererseits muf3 ein verminderter
Katabolismus dieses Proteins, maoglicherweise
durch reduzierte hepatische Clearance infolge ein-
geschrankter Sinuszellfunktion der Leber in Be-
tracht gezogen werden. Die funktionelle Rolle die-
ses Proteins bei der Opsonierung und seine daraus
resultierende direkte Wechselwirkung mit den Zel-
len des RES wiirden fiir die Bedeutung des letztge-

Beziehung zwischen den Konzentrationen von
B.-Mikroglobulin im Serum und Fibronectin im
Plasma von Patienten mit Leberzirrhose.

nannten Pathomechanismus sprechen. Weiteren
Untersuchungen bleibt es vorbehalten, evtl. Struk- -
turmodifikationen dieses Glykoproteins, insbeson-
dere seines Kohlenhydratanteils (30), bei Leberer-
krankungen zu erkennen sowie durch Messungen
seiner Halbwertszeit im Plasma mdgliche Unter-
schiede im metabolischen turnover aufzuklaren.

Starkere Konzentrationserhohungen als fir Fibro-
nectin lieBen sich fiir B,-Mikroglobulin im Serum
chronisch Leberkranker nachweisen. Dieses nied-
rigmolekulare (Molekulargewicht 11 800), in ver-
schiedenen Kérperfliissigkeiten in geringen Kon-
zentrationen vorkommende Protein bildet einen Teil
der klassischen HLA-Antigene (19). Ahnlich dem
Fibronectin ist es auf der Oberfliche kernhaltiger
Zellen, z. B. von Lymphozyten, zu finden, doch
konnten fluoreszenzimmunologische Untersuchun-
gen seinen Nachweis in der normalen Leber nicht
erbringen (31). Die vorgelegten Befunde bestétigen
.und erweitern neuere Berichte (17, 18), denen zu-
folge erhohte B,-Mikroglobulinspiegel bei akuten
und chronischen Lebererkrankungen gefunden
werden. Eine reduzierte renale Elimination dieses
Proteins als Ursache seines Konzentrationsanstie-
ges ist unwahrscheinlich, da alle Patieten unseres

" Krankengutes normale Serumkreatininkonzentra-

tionen (<112 pmol/l) aufwiesen. Eine gesteigerte.
Synthese, die wahrscheinlich durch die das ent-
ziindliche Lebergewebe infiltrierenden, aktivierten
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Beziehung zwischen der Aktivitit der Monoamino
Oxidase im Serum und der Fibronectinkonzentra-
tion im Plasma von Patienten mit Leberzirrhose.

Beziehung zwischen der Aktivitit der 3-D-N-Ace-
tyl-Glucosaminidase im Serum und Fibronectin-
konzentration im Plasma bei Patienten mit Leber-
zirrhose.
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Abb. 9:

Mittelwerte und Standardabweichungen der Kon-
zentrationen von B,-Mikroglobulin im Serum ge-
sunder Personen (N), Patienten mit Leberzirrhose
(C), beginnender Leberfibrose (FI) und vollstandi-
ger Leberfibrose ohne Umbau (Fll).
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Abb. 10:

Histogramm der p,-Mikroglobulinkonzentrationen
im Serum von Patienten mit Leberfibrose und Leber-
zirrhose (n = 917).
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Lymphozyten bedingt ist, stellt méglicherweise den
wichtigsten Pathomechanismus dar. Damit wiirden
die bei chronischen Lebererkrankungen gefunde-
nen B,-Mikroglobulinerhohungen pathobioche-
misch mit dhnlichen Befunden bei anderen chro-
nisch-entzindlichen Erkrankungen, z. B. bei rheu-
matoider Arthritis, in Einklang stehen (32).

Wahrend die diagnostische Bedeutung des Plasma-
fibronectins noch nicht klar zu erkennen ist, stellt die
R,-Mikroglobulinerhéhung bei Lebererkrankungen
moglicherweise einen klinisch-chemischen Para-
meter der Aktivitat des entziindlichen Prozesses dar
und koénnte deshalb zur therapeutischen Verlaufs-
kontrolle herangezogen werden. Bei der Abklarung
erhohter B,-Mikroglobulinspiegel im Serum sind of-
fensichtlich Lebererkrankungen differentialdiagno-
stisch in Betracht zu ziehen.

Wie aus der fehlenden statistischen Korrelation zu
den Aktivitaten der Monoamino Oxidase und N-
Acetyl-B-D-Glucosaminidase hervorgeht, scheinen
weder B,-Mikroglobulin noch kalte-uniosliches
Globulin Parameter der fibroproliferativen Aktivitat
bzw. des AusmaRes der fibrotischen Transformation
der Leber zu sein. Sie sind deshalb als Parameter
dieser pathobiochemischen Partialreaktionen der
geschadigten Leber ungeeignet. Die Untersuchun-
gen zur diagnostischen Zuverlassigkeit ,,fibrosean-
zeigender” Enzyme, insbesondere der Monoamino
Oxidase im Serum, sind Gegenstand einer laufenden
Untersuchung. '
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