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1. Einleitung

Das Endothel als Permeabilitatsbarriere

Der italienische Anatom Malpighi entdeckte 1661 die Blutkapillaren und best tigte
damit, dal} das Blut in einem grof3en Kreislauf den Korper durchstromt. Die
Bedeutung der Endothelzellen fir den Aufbau der Kapillarwand wurde erst durch die
Einfihrung des Elektronenmikroskopes in den fiinfziger Jahren, sowie durch die
Moglichkeit der Kultivierung der Endothelzellen in den siebziger Jahren (Jaffe et al.,
1973) in vollem Umfang erfaRt. Mit einer gesch tzten Oberfl che von 7000 m? (etwa
6 x 10'® Zellen) und einer Masse von ca. 1 kg (Wolinsky, 1980; Simionescu, 1991)
konnte man die Endothelzellen des Organismus, trotz erheblicher regionaler
Unterschiede, in funktioneller Hinsicht als Organ bezeichnen. Das Endothel stellt eine
Barriere fur Wasser, Losungen und Makromolekile zwischen dem Gef Rlumen und
dem Interstitium dar. Diese Barrierefunktion ist eine der wichtigsten Aufgaben der
Endothelzellen. Die Kontrolle des Austausches von Flissigkeit und gelosten Stoffen
ist ein selektiver und teilweise auch aktiver Prozel3, der weder in seinen gualitativen
und quantitativen Eigenschaften noch in seiner regionalen Heterogenit t befriedigend
aufgekl rtist.

W h rend Wasser und kleine, sowohl wasser- als auch lipidlésliche Molekule (wie z.B.
An sthesiegase, Harnstoff) die endotheliale Barriere ohne spezifische
Transportmechanismen auf direktem transzellularen Weg passieren, werden fur
Makromoleklle zwei prinzipielle Transportwege diskutiert :

1. Parazellulare Passage von Makromolekilen Uber interendotheliale Spaltraume
(Majno, 1963; Carter et al., 1974). Dieser Passageweg wird durch die ,Zwei-Poren*-

Theorie (Pappenheimer et al., 1951; Renkin, 1977, 1985) beschrieben. Man geht



davon aus, dad durch Poren (die Durchmesser schwanken f r kleine Poren zwischen
5 und 7 nm, fr grole Poren zwischen 30 und 100 nm) im Bereich der
Interzellul rspalten kontinuierlich extrazellul re Fl ssigkeit und gel ste Stoffe in
Abh ngigkeit von ihrem Molek Iradius durch das Endothel hindurchtreten.

2. Vesikul rer Transport (Karnovsky, 1967; Shea et al, 1969):
Elektronenmikroskopisch beobachtete Oberfl chenkaveolen und zytoplasmatische
Vesikel, die insbesondere Makromolek le wie ein Shuttle durch die Endothelzellen
transportieren, legen einen vesikul ren Transport nahe.

Im Zentrum dieser Arbeit steht die parazellul re Passage von Makromolek len ber
interendotheliale  Spaltru me, die insbesondere unter pathophysiologischen

Bedingungen relevant ist.

Verlust der Schrankenfunktion des Endothels unter pathophysiologischen
Bedingung en

Unter pathophysiologischen Bedingungen beruht der Verlust der endothelialen
Schrankenfunktion berwiegend auf einer Zunahme der parazellul ren Permeabilit t,
die zu einem vermehrten Austreten von Makromolek len und FI ssigkeit f h rt. Das
resultierende extrazellul re Odem kann die Funktion des betroffenen Organs
gef hrden. Der durch das Odem sekund r hervorgerufene Gewebsschaden mit
Verschlechterung der N h rstoffzufuhr und Verminderung der H moperfusion kann
den prim ren, zum Odem f h renden Gewebsschaden sogar be rtreffen.

Zahlreiche endogene und exogene Faktoren k nnen eine Steigerung der
parazellul ren Permeabilit t ausl sen. 1961 beobachteten Majno und Palade die
Bildung groder interendothelialer Spalten (bis zu 1 mm Durchmesser) als Reaktion
der Endothelzellen auf eine Histaminaussch ttung im Rahmen einer

Entz nd ungsreaktion. Sp ter ist gezeigt worden, dal viele inflammatorische
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Mediatoren wie z.B. Thrombin (Laposata et al., 1983; Malik et al., 1988), Bradykinin
und Histamin (Svensj et al., 1979) ber einen hnlichen Mechanismus ein
Schrankenversagen ausl sen. Weitere exogene Faktoren stellen reaktive
Sauerstoffmolek le dar, die z.B. von aktivierten polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (Hinshaw et al., 1989, Arndt et al., 1991; Siflinger-Birnboim et al., 1992)
ausgesch ttet werden. Einen endogenen Faktor stellt der Energieverlust der
Endothelzellen dar, der im Rahmen einer Isch mie ein Schrankenversagen ausl sen
kann (Noll et al., 1995).

Kommt es zu einer Erh h ung der endothelialen Permeabilit t f r Makromolek le,
sind anti d emat se therapeutische Ans tze wirkungslos, die sich nur einer Erh hung
des onkotischen Drucks im Plasma bedienen, um so eine erhhte
Wasserpermeabilit t zu bek mpfen. Versuche, eine pathologische Erh hung der
endothelialen Makromolek Ipermeabilit t zu verhindern, setzen in der Regel an der
pathologisch ver n derten Signaltransduktion der Endothelzellen (z.B. der
zytosolischen Kalziumkontrolle) oder an den ausl senden Faktoren (z.B.
Granulozyten und den von ihnen freigesetzten Mediatoren) an. Wir haben eine
M glichkeit gesucht, die endotheliale Schranke auch dann zu stabilisieren, wenn sich
der EinfluG solcher udGerer Faktoren auf die endotheliale Signaltransduktion (z.B.
Kalziumanstieg) nicht vermeiden | Gt. Dabei stieGen wir auf die
Plasmatransglutaminase (Faktor XIll), die allgemein durch ihre Rolle bei der

Gerinnung und Fibrolyse bekannt ist.

Struktur und Vorkommen der Plasmatransglutaminase (Faktor XIlII)
Faktor XIlI ist eine Transglutaminase (endo-gglutamin: elysin Transferase), welche
die Bildung von gGlutamyl-e-Lysyl-Bindungen zwischen benachbarten Proteinen

katalysiert. Er spielt eine wichtige Rolle im Verlauf des Gerinnungsprozesses und der



Fibrinolyse (Greenberg et al., 1991, Muszbek et al., 1996). Das Plasmaproenzym ist
ein Heterotetramer, bestehend aus zwei Typen von Untereinheiten (A und B, mit
Molekulargewichten von 83 und 77 kDA), welche nicht-kovalent miteinander
verbunden sind. Der plasmatische Faktor Xl wird durch Thrombin in Gegenwart von
Kalzium aktiviert. Thrombin spaltet dabei ein Peptid vom NH,-terminalen Ende der A-
Untereinheit ab, die aus dieser Reaktion als aktive Transglutaminase hervorgeht. Die
Funktion der B-Untereinheit ist zur Zeit noch nicht vollst nd ig verstanden. Sie scheint
vor einer spontanen nichtproteolytischen Aktivierung des Faktor XIII (Polgar et al.,
1990) oder einer raschen Deaktivierung der aktiven A-Untereinheit (Mary et al., 1988)
zu sch tzen. Die seit langem bekannte Hauptfunktion von Faktor XIlI besteht in der
Vernetzung von Fibrinmonomeren zu einem stabilen Thrombus. Faktor XIII scheint
auch an der Zelladh sion und Migration beteiligt zu sein (Knox et al., 1986, Paye &
Lapiere, 1986, Ueki et al., 1996), sowie am Aufbau der extrazellul ren Matrix (Barry
& Mosher, 1988, 1989), der Gewebereparatur und der Wundheilung (Lorand et al.,
1980, Board et al., 1993). Die letztgenannten Wirkungen werden auf die Eigenschaft
des Faktor Xl zur ckgef hrt, verschiedene Proteine der extrazellul ren Matrix zu
vernetzen, wie z.B. Fibronectin, Kollagen und Vitronectin (Keski-Oja et al., 1976,

Mosher & Schad, 1979, Sane et al., 1988).

Experimentelle und klinische Bedeutung

Klinische Beobachtungen der letzen zwei Jahrzehnte haben gezeigt, dad der
systemisch angewandte Faktor Xl die Kapillarhyperpermeabilit t reduzieren kann
und somit eine anti demat se Wirkung besitzt (Karges & Clemens, 1988, Egbring et
al., 1996). Es wurde beobachtet, dal eine gesteigerte kapill re Permeabilit t bei
Patienten mit Kollagenosen, im Verlauf einer Therapie mit Faktor Xlll, auf fast
normale Werte gesenkt werden konnte (Egbring et al., 1996, Kamitsuji et al., 1987).
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Es wurde auterdem festgestellt, dad eine Faktor XllI-Therapie das Mukosa dem bei
entz nd lichen Darmerkrankungen (Lorenz et al., 1995, 1996) und Purpura
Sch n lein-Henoch (Kamitsuji et al., 1987, Utani et al., 1991, Fukui et al., 1989)
verringert. In einer tierexperimentellen Studie zeigten Hirahara et al. (1993), dal
Faktor Xl die inflammatorisch gesteigerte vaskul re Permeabilit t der
Meerschweinchenhaut unterdr cken kann. Der zugrunde liegende Mechanismus
dieser verschiedenartigen Faktor XllI-Wirkungen ist bisher unbekannt.

In der jetzigen Studie wurde die Frage untersucht, ob Faktor Xlll die endotheliale
Schrankenfuntion direkt beeinflussen kann. Dazu wurde ein etabliertes Modell
kultivierter Endothelzellen eingesetzt. In Zellschichten aus kultivierten Endothelzellen
der Schweineaorta wurde die parazellul re Passage von Albumin als ein Parameter
f r die endotheliale Schrankenfunktion bestimmt. Anderung der Makromolek |-
permeabilit t in diesem Modell sind auf Anderungen der parazellul ren Permeabilit t

zur ckzuf hren ( Albelda et al., 1988).

Ziele der Arbeit

Im Einzelnen wurde untersucht :

1. ob der Faktor Xlll eine Wirkung auf die endotheliale Schranke aus bt. Dazu
wurde gepr ft, ob der Thrombin-aktivierte Faktor XIII die Albuminpermeabilit t
kultivierter Endothelzellschichten reduzieren kann, und ob auch der nichtaktivierte
Faktor Xl eine vergleichbare Wirkung auf die Schrankenfunktion aus b t.

2. welche Rolle dabei die Faktor XllI A-Untereinheit als aktive Transglutaminase
spielt. Dazu wurde eine rekombinante humane Faktor XIII A-Untereinheit
eingesetzt und mit der Wirkung der isolierten Faktor XIII B-Untereinheit auf die

Schrankenfunktion verglichen.
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. wo der Faktor Xl auf der Endothelzellschicht lokalisiert ist. Diese Analyse zielte

auf die Indentifikation des Wirkungsortes des Faktor XIlI in den

Endothelzellschichten ab.

. ob Faktor XllI einen EinfluG auf eine induzierte Permeabilit tssteigerung aus bt.
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2. Materialund Methoden

Isolation und Kultivierung von Endothelzellen

Zellkulturen wurden aus Endothelzellen von Schweineaorten angelegt. Die
Schweineaorten wurden frisch geschlachteten Tieren entnommen und anschlielend
f r die Zellpr paration vorbereitet. Wie von Spahr & Piper (1990) beschrieben,
wurden die Endothelzellen durch vorsichtiges Kratzen von der Media abgel st und in
Kulturmedium berf h rt. Das Kulturmedium bestand aus Medium 199 mit Earle’s
Salz und enthielt zus tzlich 100 I.E./ml Penicillin G, 100 pg/ml Streptomycin, und
20% (V/V) Serum vom neugeborenen Kalb (NKS). Aus dieser Suspension wurde die
Endothelzellfraktion isoliert und mit einer Zelldichte von 10° Zellen pro 100-mm?
Petri-Schale kultiviert. Die Zellen wurden bei 37° C, 95% (V/V) Luftfeuchtigkeit und

5% (V/V) CO2 gez chtet. Das Medium wurde jeden zweiten Tag erneuert. Nach 4

Tagen wurden die Zellen mit einer Phosphat (PBS)-gepufferten L sung [PBS,

bestehend aus (mM): 137 NaCl, 2,7 KCI 1,5 KH2POy4, und 8,0 NapHPOg4, bei pH
7,4, die zus tzlich 0,05% (G/V) Trypsin und 0,02% (G/V) EDTA enthielt] trypsinisiert.

Endothelzellen wurden bei einer Dichte von 7 x 104 Zellen/cm2 zur Bestimmung der
Albuminpermeabilit t auf 24-mm runden Polycarbonatfiltern (Porengr Ge 0,4 um)
und zur immunhistochemischen Untersuchung auf 20-mm Deckgl sern subkultiviert.
Experimente wurden 4 Tage nach Kultivierung mit konfluenten Endothelkulturen
durchgef hrt. Es wurden dabei nur Endothelzellkulturen mit einer Reinheit von 99%

verwendet.

Makromolekulpermeabilitat endothelialer Zellschichten
Die Permeabilit t der Endothelzellen wurde in einem Zweikammersystem, getrennt

durch eine Filtermembran (Muhs et al., 1997), untersucht. Beide Kompartimente
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beinhalteten als Basismedium modifizierte Tyrodel sung (Zusammensetzung in mM:
150 NaCl, 2,7 KCI, 1,2 KHoPO4, 1,2 MgSO4, 1,0 CaCly, und 30,0 N-2-
Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethansulfons ure; pH 7,4, 37°C) erg nzt mit 2% (V/V)
NKS. Es bestand keine hydrostatische Druckdifferenz zwischen beiden
Kompartimenten.

Das ,luminale* Kompartiment, welches die Endothelzellschichten enthielt, hatte ein
Volumen von 2,5 ml und das ,abluminale“ Kompartiment hatte ein Volumen von 6,5
ml. Das Medium im abluminalen Kompartiment wurde kontinuierlich ger h rt. Das
luminale Kompartiment enthielt zus tzlich Trypanblau-markiertes Albumin (60 M).
Das Erscheinen des markierten Albumins im abluminalen Kompartiment wurde
fortlaufend bestimmt, indem das Medium durch ein Spektrophotometer gepumpt
wurde (Specord 10, Zeiss Jena, Deutschland). Eine Zunahme der Konzentration des
Trypanblau-markierten Albumins wurde mit einer Zeitverz gerung von weniger als 15
Sekunden bestimmt. Die Konzentration des Trypanblau-markierten Albumins im
luminalen Kompartiment wurde alle 10 Minuten bestimmt. Es nderte sich nicht

signifikant im Verlauf eines Experimentes.

Der Albuminfluli (F, angegeben in mol/(sec x cm2 )) durch die Endothelzellschicht mit

der FI che (S) wurde bestimmt durch den Anstieg der Albuminkonzentration (d[A]2)

w h rend des Zeitintervalls (dt) im abluminalen Kompartiment mit dem Volumen (V).

d[A]/dt x V
F=— (1)

S

14



Der Permeabilit tskoeffizient (P, angegeben als cm/sec) der Kombination aus
Zellmonolayer und Filtermembran wurde wie folgt berechnet:
F

P= (1)
([Alx - [Al2)

wobei [A]1 und [A]> die Albuminkonzentrationen im luminalen und abluminalen
Kompartiment angeben. Da die treibende Kraft ([A])1 — [A]2) im Laufe des

Experimentes praktisch konstant blieb, entsprechen die relativen Ver n derungen von

(F) denen der Permeabilit tskoeffizienten (P).

abluminal
[ C—)

Inkubationskammer

Versuchsbedingung en

Zur Bestimmung der Makromolek Ipermeabilit t wurden die Endothelzellschichten in
die Inkubationskammer be rf hrt. Als Inkubationsmedium diente eine modifizierte
Tyrodel sung (Basalmedium, Zusammensetung siehe oben). Nach einer
Equilibrierungsperiode von 20 Minuten wurde die Basalpermeabilit t der
Endothelzellschichten be r einen Zeitraum von 20 Minuten bestimmt. Substanzen

wurden wie angegeben zugegeben, und die Reaktion im Hinblick auf die
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Albuminpermeabilit t f r weitere 80 Minuten aufgezeichnet. In einer Reihe von
Experimenten wurden die Endothelzellen zun chst in Basalmedium f r 2, 4 und 6
Stunden mit der Thrombin-aktivierten Faktor XIII A-Untereinheit (1 E/ml), bei 37 °C in
einem Zellkulturinkubator vorinkubiert. AnschlieGend wurden die Endothelzellen in
die Inkubationskammer berfhrt wund die Albuminpermeabilit t dieser

vorbehandelten Endothelzellschichten bestimmit.

Aktivierung von Faktor XIII

Zur Aktivierung des plasmatischen Faktor Xl und Faktors Xl A wurden bekannte
Faktor Xlll-Mengen in Gegenwart von Sepharose-gekoppeltem Thrombin f r 20
Minuten bei 37 ° C in Trisbuffer (200 mM; pH 7,4) inkubiert. AnschlieGend wurde der
aktivierte Faktor XIII von Thrombin-Sepharose durch Zentrifugierung getrennt. Die
Thrombinkontamination des Uberstandes lag unter der Nachweisgrenze. Die Faktor
XII-Aktivit t wurde nach Fickenscher et al. (1991), ohne Thrombin im

Bestimmungsansatz gemessen.

Inaktivierung von Faktor Xl A

Faktor XlIlI A wurde unter Anwendung des alkylierenden Reagenz lodazetamid, wie
von Curtis et al. (1974) beschrieben, inaktiviert. Um Faktor XlII zu inaktivieren,
wurden 12 M Thrombin-aktivierter Faktor Xl A, (entsprechend 1 mg Protein/ml) in
Gegenwart von 24 M lodazetamid bei 37 °C f r 10 Minuten inkubiert. AnschlieGend
wurde 48 M Glutathion zugegeben, um mit dem verbliebenen lodazetamid zu
reagieren, und die Inkubation wurde f r 5 Minuten bei Zimmertemperatur fortgesetzt.
Nach diesem Verfahren lag die Aktivit t von Faktor XllI A unterhalb der
Nachweisgrenze. Aliquoten des inaktivierten Faktor XIII A (etwa 10 g Protein

entsprechend 1 E Faktor XIlI A) wurden zu den Endothelzellen hinzugegeben. Die
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lodazetamid- und Glutathionkonzentration in der Inkubation betrugen 0,24 M und
0,48 M. In dieser Konzentration beeinflussten beide Substanzen nicht die

Basispermeabilit t der endothelialen Zellschichten.

Immunfluoreszenzmikroskopie

Endothelzellen wurden unter den oben aufgefh rten Bedingungen inkubiert.
Konfluente endotheliale Zellschichten auf Deckgl schen wurden dreimal mit PBS
gewaschen, anschlieend f r 10 Minuten bei 20 C mit 5% Paraformaldehyd fixiert
und erneut dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit je 100 | eines
polyklonalen Anti-Faktor XIII A-Antik rpers (aus Kaninchen) oder Anti-Faktor XIII B-
Antik rpers (verdnnt 1:200 in PBS) be rschichtet und f r 6 h bei 37 C inkubiert.
Anschliedend wurden die Deckgl schen erneut dreimal mit PBS gewaschen und mit
100 | FITC-gekoppeltem (Fluoreszeinisothiozyanat) IgG-Antik rper (monoklonaler
Anti-Kaninchen AK aus Maus) (verd nnt 1:100 in PBS) f r 6 h bei 37 C inkubiert.
Die Deckgl schen wurden schliedlich in einer 40% Glycerol/PBS L sung (pH 8,5) auf
Glasobjekttr gern eingebettet. Die Endothelzellschichten wurden mit einem

Fluoreszenzmikroskop (Olympus IX 70, Hamburg, Deutschland) analysiert.

Elektronenmikroskopie

Nach den Permeabilit tsexperimenten wurden konfluente Endothelzellschichten auf
Filtermembranen dreimal mit PBS gewaschen und f r 10 Minuten bei 20 C mit 5%
Paraformaldehyd fixiert (alle weiteren Schritte wurden im Institut f r Anatomie und
Zellbiologie durchgef hrt, Leiter Prof. Dr. Kummer). Die Zellen wurden mit 100 |
anti-FXIII-A-Antik rper oder anti-XIlI-B-Antik rper (verd nnt 1:200 in PBS) bedeckt
und be r Nacht bei Zimmertemperatur inkubiert. Dann wurden die Filter dreimal mit

PBS gewaschen, mit 100 | anti-Kaninchen IgG gekoppelt mit Peroxidase (verd nn t
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1:150 in PBS) berschichtet und f r 1 h bei Zimmertemperatur inkubiert. Die Filter
wurden zweimal mit PBS und zweimal mit Tris-HCI (10 mM; pH 7,4) gewaschen und
wurden mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) und Hydrogenperoxid als Substrate f r die
Peroxidasereaktion in Gegenwart von Nickelammoniumsulfit f r 45 Minuten inkubiert.
AnschlieGend wurden die Filter erneut dreimal mit Tris-HCI gewaschen und mit einer

1% L sung aus OsOgq bei 4 C f r 1 h inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit

Tris-HCI und Maleatpuffer (pH 5,2), wurden die Pr parate in einer 1% Uranylacetat-
L sung in Maleatpuffer im Dunkeln bei Zimmertemperatur f r 1 h inkubiert.
AnschlieGend wurden die Pr parate erneut dreimal mit Maleatpuffer gewaschen, in
70% Ethanol dehydriert und in 2,2’-Dimethoxypropan bertragen. Danach wurden sie
in Kunststoff eingebettet. Die Polymerisation der eingebetteten Pr pa rate erfolgte
be r Nacht bei 60-70 C. Ultrad nnschnitte wurden mit Bleizitrat gef rbt und im Zeiss

EM 902 Transmissionselektronenmikroskop analysiert.

Statistische Analyse

Angegeben sind der Mittelwert + S.D. von bis zu n = 6 Experimenten unabh n giger
Zellpr pa rationen. Die statistische Analyse der Daten wurde mit dem ungepaarten
Student©g-Test durchgef hrt. Eine Irrtumsswahrscheinlichkeit (P) < 0,05 wurde als

signifikant betrachtet.

Materialien

Anti-Kaninchen 1gG gekoppelt mit Peroxidase war von Amersham Buchler
(Braunschweig, Deutschland); Falcon Plastik-Kulturschalen waren von Becton
Dickinson (Heidelberg, Deutschland); polyklonale Anti-FXIII A-Antik rper und
polyklonale Anti-FXIII B-Antik rper waren von DADE Behring Diagnostik, Marburg,
Deutschland; Glutathione war von Boehringer, Mannheim, Deutschland;

18



plasmatischer Faktor Xl und isolierte Faktor XllI B-Untereinheit gereinigt aus

Fibrogammin HSTM | Faktor XIII A-Untereinheit (rekombinanter humaner Faktor XII|
hergestellt in Pilzkulturen und zur Homogenit t gereinigt (Verunreinigungen < 100

ppm), und humanes Thrombin waren von Aventis Behring, Marburg, Deutschland;

TranswellR Polycarbonatfiltereins tze (24 mm Durchmesser, 0,4 m Porengr (e)
waren von Costar (Bodenheim, Deutschland), Medium 199, Penicillin-Streptomycin

und Trypsin-EDTA waren von GIBCO Life Technologies (Eggenstein, Deutschland);

3.3-Diaminobenzidin  (DAB, ISOPACTM)  Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)
konjugierte Anti-Kaninchen 1gG-Antik rper, und lodazetamid waren von Sigma

(Deisenhofen, Deutschland). Alle anderen Chemikalien waren von h chster Reinheit.

19



3. Ergebnisse

Wirkung von Faktor Xlll auf die endotheliale Permeabili tat

Es wurde zun chst be rpr ft, ob sich die Faktor XIllI-Aktivit t im Verlauf eines
Permeabilit tsexperimentes ver ndert. Dazu wurden folgende Substanzen luminal
zugegeben: Thrombin-aktivierter oder nichtaktivierter plasmatischer Faktor XiIlI,
Thrombin-aktivierte oder nichtaktivierte Faktor XIII A-Untereinheit. Wie in Abbildung 1
gezeigt, blieben die Aktivit ten whrend des gesamten Experimentes in engen

Grenzen konstant.

Unter Kontrollbedingungen betrug die mittlere Albouminpermeabilit t 5,9 + 0,6 x 10-6
cm/s (Abbildung 2). Die Permeabilitt blieb whrend der gesamten
Beobachtungsperiode konstant. Die Zugabe des Thrombin-aktivierten plasmatischen
Faktor XIIl (20 g Protein/ml entsprechen 1 E/ml) verursachte eine rasche Abnahme
der Permeabilit t, welche sich nach 20 Minuten um 30% verringert hatte. Im
Gegensatz zum aktivierten plasmatischen Faktor Xl hatte der nichtaktivierte
plasmatische Faktors Xlll keine Wirkung auf Permeabilit t.

Die Zugabe der Thrombin-aktivierten Faktor Xl A-Untereinheit (10 g Protein/ml,
entsprechen etwa 1 E/ml), f hrte ebenso zu einer raschen und anhaltenden
Abnahme der Permeabilit t um 34% (Abbildung 3). Der nichtaktivierte ebenso wie
der inaktivierte Faktor Xl A (10 g Protein/ml) hatte keine Wirkung auf die
Permeabilit t. Ebenso hatte die isolierte Faktor XIlI B-Untereinheit (10 g Protein/ml)
keine Wirkung auf die Albuminpermeabilit t der Endothelzellschichten (Abbildung 4).
In einer Reihe von Experimenten wurde getestet, ob der aktivierte Faktor Xl A die
Albuminpermeabilit t der endothelialen Zellschichten f r einen | n geren Zeitraum
beeinflussen kann. Aus diesem Grund wurden die Endothelzellen f r 2, 4 und 6
Stunden mit dem Thrombin-aktivierten Faktor XIII A vorinkubiert. AnschlieGend
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wurde die Albuminpermeabilit t bestimmt. Wie in Tabelle 1 gezeigt, h It die Faktor
Xl A-induzierte Reduktion der Alouminpermeabilit tf r 6 Stunden an.

Der aktivierte Faktor XIII A senkte die Albuminpermeabilit t mit steigender Aktivit t
(Abbildung 5), mit halbmaximaler Wirkung bei 0,9 E/ml. Im Gegensatz dazu hatte der
nichtaktivierte Faktor Xl A ebenso wie Faktor Xl B im gleichen

Konzentrationsbereich keine signifikante Wirkung auf die Albuminpermeabilit t.

-
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Faktor XllI-Aktivitat (E/ml)
o o
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| | 1 | | 1
-10 0 20 40 60 80
Zeit (Minuten)
Abbildung 1 : Faktor XIll-Aktivit t im luminalen Kompartiment der

Permeabilit tskammer. (@ ) Thrombinaktivierter plasmatischer Faktor XIII (0,8 E/ml);
(© )Thrombin-aktivierte Faktor Xl A-Untereinheit (1,2 E/ml); (Il ) nichtaktivierter
plasmatischer Faktor XllI (10 pg/ml) oder (O ) nichtaktivierte Faktor Xl A-
Untereinheit (10 pg/ml) wurden zum Zeitpunkt Null in das luminale Kompartiment

hinzugeben, welches die Endothelzellschicht enth |t.
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Abbildung 2 : Wirkung des plasmatischen Faktor XlII auf die Albuminpermeabilit t
aortaler Endothelzellen. Zum Zeitpunkt Null wurden folgende Substanzen
zugegeben: (Q ) Kontrollexperiment in Abwesenheit des plasmatischen Faktor Xl ;
(Il ) nichtaktivierter plasmatischer Faktor XlII (20 g Protein/ml =1 E/ml);

(@) aktivierter plasmatischer Faktor Xl ( 1 E/ml ). Mittelwerte + S.D., n = 5
Experimente unabh ngiger Zellpr parationen, P < 0,05.
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Abbildung 3 : Wirkung der Faktor XIII A-Untereinheit auf die Albuminpermeabilit t
aortaler Endothelzellen. Zum Zeitpunkt Null wurden folgende Substanzen
zugegeben: (Q ) Kontrollexperiment in Abwesenheit der Faktor Xl A-Untereinheit ;
(O) nichtaktivierte Faktor XIII A-Untereinheit (10 g Protein/ml =1 U/ml) ;

(Il ) 'odazetamid-inaktivierter Faktor XIIl A ; ( @) Thrombin-aktivierte Faktor XIII A-
Untereinheit ( 1 E/ml ). Mittelwerte + S.D., n = 5 Experimente unabh ng iger

Zellpr pa rationen, ‘P < 0,05.
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Abbildung 4 : Wirkung der Faktor XIIl B-Untereinheit auf die Albuminpermeabilit t
aortaler Endothelzellen. Zum Zeitpunkt Null wurden folgende Substanzen
zugegeben: (Q ) Kontrollexperiment in Abwesenheit von Faktor Xl B-Untereinheit ;
(Il ) nicht Thrombin behandelte Faktor Xl B-Untereinheit ( 10 g Protein/ml = 1
E/ml) ;( @) Thrombin behandelte Faktor XIlI B-Untereinheit ( 1 E/ml ). Mittelwerte +
S.D., n =5 Experimente unabh ngiger Zellpr pa rationen, P < 0,05.
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Tabelle 1 : Wirkung des aktivierten Faktor Xl A auf die Albuminpermeabilit t der

Endothelzellschichten nach verschiedenen Inkubationszeiten

Zeit Permeabilitat
(h) (x 106 cm/s)
0 59+0,4
2 3,705
4 3,5+0,6
6 31+0,3

Die Endothelzellschichten wurden in Gegenwart des aktivierten Faktor XIII A (1 E/ml)
f r2, 4 und 6 Stunden vorinkubiert. AnschlieGend wurde die Albuminpermeabilit t
bestimmt. Die Faktor XIIl A-induzierte Reduktion der Albuminpermeabilit t h Itf r 6

Stunden an.
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Abbildung 5 : Dosisabh ngige Wirkung des Faktor XIII auf die Albuminpermeaubilit t.

Die Permeabilit t wurde 20 min nach Inkubation bestimmt.

(O ) Kontrollexperiment in Abwesenheit der Faktor XlII A-Untereinheit ; (Ill) nicht-
aktivierte Faktor XIII A-Untereinheit ; (@ ) Thrombin-aktivierte Faktor XIII A-

Untereinheit ( 10 g Protein/ml =

1 E/ml ) ;: (A) Faktor Xlll B-Untereinheit.

Durchschnittswerte  S.D., n =5, Experimente unabh ngiger Zellpr pa rationen.

‘P<0,05
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Immunfluoreszenznachweis auf Endothelzellschichten

F r die Immunfluoreszenzmikroskopie wurde ein polyklonaler Anti-Faktor XIII A-
Antik rper aus Kaninchen eingesetzt, welcher sowohl den aktivierten als auch den
nichtaktivierten Faktor XIII A (Karges & Metzner. 1996) erkennt. F r diesen Nachweis
wurden die Endothelzellen mit Thrombin-aktiviertem Faktor XIll A (1 E/ml) f r 20
Minuten inkubiert. In derart behandelten Zellschichten ist eine Faktor XlIl A-positive
F rbung entlang der Zwischenr u me benachbarter Endothelzellen zu erkennen
(Abbildung 6A). In Zellschichten, welche mit dem nichtaktivierten Faktor Xl A bei
gleichwertiger Proteinkonzentration (10 g Protein/ml) inkubiert worden waren, blieb
die Faktor XllI A-positive F rbung aus (Abbildung 6B). Zur Kontrolle wurden
Endothelzellen, welche nicht Faktor XIII A ausgesetzt wurden, 1. mit dem
Erstantik rper (Anti-FXIIl  A) und dem Zweitantik rper (FITC-gekoppelter
Antikaninchen IgG) (Abbildung 6C) oder 2. nur mit dem Zweitantik rper (Abbildung
6D) inkubiert. In diesen Kontrollexperimenten wurde keine Faktor XllI-spezifische
F rbung in den Endothelzellschichten beobachtet.

Im zweiten Teil des Experiments erfolgte der Immunfluoreszenznachweis der Faktor
Xlll B-Untereinheit. Die Endothelzellen wurden f r 20 Minuten einerseits mit
Thrombin-vorbehandelter Faktor XIIl B-Untereinheit, andererseits mit nicht
vorbehandelter Faktor XllI B-Untereinheit inkubiert. F r die Immunohistochemie
wurde ein spezifischer polyklonaler Antik rper gegen Faktor XllI B (Karges &
Metzner. 1996) eingesetzt. Es wurde keine signifikante F rbung von Faktor XlII B in

den Zellschichten beobachtet (Abbildung 7).
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Abbildung 6 : Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Faktor XIII A-
Untereinheit auf Endothelzellschichten. ( A ) Endothelzellen wurden f r 20 Minuten in
Gegenwart des aktivierten Faktor XIlI A (1 E/ml) inkubiert. Faktor XIII A-positive
F rbung ist entlang der Zwischenr u me benachbarter Zellen zu erkennen. ( B ) Die
Endothelzellen wurden mit nichtaktivierter Faktor XllI A-Untereinheit (10 g/ml)
vorbehandelt. Es ist keine positive Faktor Xl A-F rbung erkennbar. ( C ) Ohne
Faktor XllII A-Vorbehandlung. Die Zellschichten wurden mit Anti-Faktor XIII A und
FITC-Anti-Kanninchen-lgG-Antikdrper inkubiert ( 1. und 2. Antikdrperkontrolle ). Nur
die Hintergrundfluoreszenz ist erkennbar. ( D ) Ohne Faktor Xl A-Vorinkubation. Die
Zellschichten wurden nur mit FITC-Anti-Kanninchen-lgG-Antikdrper inkubiert (2.

Antikorperkontrolle). Nur die Hintergrundfluoreszenz ist erkennbar. Maf3stab : 20 m
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Abbildung 7 : Immunfluoreszenznachweis von Faktor XIIl B-Untereinheit auf
Endothelzellen. ( A ) Die Endothelzellen wurden f r 20 Minuten mit Thrombin-
vorbehandelter Faktor XIII B-Untereinheit (10 g/ml) inkubiert. ( B ) Die
Endothelzellen wurden mit Faktor XllI B-Untereinheit, ohne Thrombin-
Vorbehandlung, inkubiert. ( C ) Ohne Faktor Xl B-Vorbehandlung. Es wurden Anti-
Faktor XIII B und FITC-Anti-Kanninchen-IgG-Antik rper inkubiert ( 1. und 2.
Antik rperkontrolle ). In A-C ist nur die Hintergrundfluoreszenz erkennbar. Maf3stab:
50 m
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Elektronenmikroskopische Lokalisation d es Faktor XlIl auf Endothelzellen

Um die Faktor XIlll-Lokalisation in den Endothelzellschichten detaillierter zu
analysieren, wurden die Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit des Thrombin-
aktivierten Faktor XIII A inkubiert. AnschlieGend wurden Querschnittpr parate von
den Endothelzellschichten hergestellt und f r die Elektronenmikroskopie weiter-
verarbeitet. Wurden die Zellschichten dem aktivierten Faktor Xlll ausgesetzt, so
konnte eine Faktor XIII A-positive Immunreaktion (Akkumulation von Elektronen-
dichten DAB-Reaktionsprodukten) im Interzellularspalt (Abbildung 8 ; Kopf der
Pfeile), an den basalen endothelialen Oberfl chen zwischen Zellen und Filter, sowie
auf der Innenfl che der Filterporen, nachgewiesen werden. Im Gegensatz hierzu
wurden keine DAB-Reaktionprodukte (Abbildung 8) in den Interzellularspalten

unbehandelter Endothelzellen beobachtet.
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Abbildung 8 : Elektronenmikroskopische Faktor XIlII A-Lokalisation auf
Endothelzellen. Ein Zwischenraum zweier Endothelzellen ist im Querschnitt
dargestellt. ( A ) Kontrollbedingung, Inkubation in Abwesenheit von Faktor XIII A.

( B ) Die Zellschichten wurden f r 20 Minuten mit aktiviertem Faktor XIII A (1 E/ml)
inkubiert. Faktor XIIl immunologisch reaktives Material wurde durch die Akkumulation
von elektronendichten DAB-Reaktionsprodukten, im Interzellularspalt (Kopf der
Pfeile), an den basalen endothelialen Oberfl chen zwischen Zellen und Filter, sowie

auf der Innenfl che der Filterporen nachgewiesen.
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Wirkung von Faktor XIlI A auf die Hyperpermeabilitdt ausgeldst durch
metabolische Hemmung

Wie in vorherigen Studien gezeigt wurde (Noll et al. 1995, Muhs et al. 1997),
verursacht die metabolische Inhibition von mitochondrialer und glykolytischer
Energieproduktion einen schnellen Anstieg der Makromolek Ipermeabilit t. In der
jetzigen Studie wurde be rpr ft, ob der aktivierte Faktor Xl A die Hyperpermeabilit t
in energieverarmten Endothelzellschichten verringern kann. Die Zugabe von 1 mM
KCN (Inhibitor von mitochondrialer Atmung) und 1 mM 2-Desoxy-D-Glucose (2-DG,
Inhibitor der Glykolyse) verursachte einen Anstieg der Permeabilit t von 23%
innerhalb von 10 Minuten (Abbildung 9). Wurden die Endothelzellschicht dem
aktivierten Faktor XIII A (1 E/ml) ausgesetzt, so reduzierte sich die Permeabilit t um
30%. In Gegenwart des aktivierten Faktor XIlI A bewirkte die Zugabe der
metabolischen Inhibitoren keinen Anstieg der Permeabilit t. Das Niveau der
Permeabilit t blieb so niedrig wie in Gegenwart des aktivierten Faktor XIII A vor
Zugabe der metabolischen Hemmstoffe (Abbildung 9).

Die immunhistochemischen Bilder zeigen, dad die Faktor Xl A-positive F rbung in
den Zellzwischenr umen st rker ausgepr gt ist, wenn die Zellschichten vorher den
metabolischen Hemmstoffen ausgesetzt waren (Abbildung 10). Der Vergleich der
Immunfluoreszenzf rbung mit der korrespondierenden Phasenkontrastaufnahme
zeigt, dal die verst rkten Ablagerungen des aktivierten Faktors Xl A in der
Immunfluoreszenzf rbung den vergr Uerten Spalten zwischen den benachbarten

Endothelzellen in der Phasenkontrastaufnahme entsprechen.
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Abbildung 9 : Wirkung der aktivierten Faktor XIII A-Untereinheit (1 E/ml) auf den
Albuminflul® aortaler Endothelzellschichten in Gegenwart von 1 mM KCN und 1 mM
2-Desoxy-D-Glucose. (O ) Ohne Energieverarmung und in Abwesenheit von Faktor
X1l A ( Kontrolle ) ; (A ) Energieverarmung jedoch ohne Faktor XIIl A ;

(@)
Energieverarmung ; (A ) Zugabe von aktiviertem Faktor XIll A und KCN 2-DG

Inkubation in Gegenwart des aktivierten Faktor XIlI A jedoch ohne
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Abbildung 10 : Immunfluoreszenznachweis des aktivierten Faktor XIII A auf
Endothelzellschichten unter metabolischer Hemmung.

( A ) Die Endothelzellschichten wurden zun chst f r 20 Minuten in Gegenwart des
aktivierten Faktor Xl A inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen f r 60 Minuten
den metabolischen Hemmstoffen (1 mM KCN plus 1 mM 2-DG) ausgesetzt. Eine
Faktor Xl A-positive F rbung ist in den Zellzwischenr u men erkennbar.

( B ) Korrespondierendes Phasenkontrastbild zu ( A ). Im Vergleich sieht man bei
( A ) in den Zwischenr u men der anhaftenden Zellen eine positive Faktor Xl A-
F rbung. Mal3stab : 10 m
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5. Diskussion

Die zentrale Frage dieser Studie war, ob der Faktor Xl die endotheliale
Schrankenfunktion direkt beeinflussen kann. In einem Modell kultivierter
Endothelzellen fanden wir, dad der aktivierte Faktor XlII nicht nur die basale
Makromolek Ipermeabilit t verringert, sondern aulerdem den Anstieg der
Permeabilit t, herbeigef h rt durch Hemmung der endothelialen Energieproduktion,
verhindert. Es zeigte sich, dal die Wirkungen des Faktor Xl auf die endotheliale
Schrankenfunktion nur von der aktivierten Faktor XIII A-Untereinheit ausgel st
werden.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an Schweineaortenzellen durchgef h rt,
die auf Filtermembranen zu konfluenten Zellschichten kultiviert wurden (Muhs et al.,
1997, Noll et al., 1995). Um die Schrankenfunktion dieser Zellschichten gegen ber
Makromolek len beurteilen zu k nnen , wurde die Passage von Albumin durch die
Zellschichten bestimmt. nderungen der Makromolek Ipassage in diesem Modell
beruhen auf Ver nderungen in der parazellul ren Permeabilit t (Albelda et al., 1988).
Die basale Makromolek Ipermeabilit t dieser Zellschichten ist nicht die
kleinstm gliche. Aus diesem Grund kann dieses Modell zu Analyse von Faktoren
eingesetzt werden, die in der Lage sind die Makromolek Ipermeabilit t noch weiter
zu reduzieren (Noll et al., 1996, Hempel et al., 1996).

Wurde der nichtaktivierte plasmatische Faktor XllI den Endothelzellen zugegeben,
hatte er keinen Einflul auf die Makromolek Ipermeabilit t. Wurde er jedoch zuvor
durch Thrombin aktiviert, so senkte er die Permeabilit t rasch und anhaltend ab.

Um festzustellen, welcher Anteil des Heterodimerkomplexes f r diese Wirkung
verantwortlich ist, wurden eine rekombinante A-Untereinheit und eine isolierte B-

Untereinheit des Faktor Xl in den Permeabilit tsexperimenten eingesetzt. Die
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A-Untereinheit hatte die gleiche Wirkung wie der aktivierte plasmatische Faktor XIlI,
wenn sie vorher durch Thrombin aktiviert war. Die Wirkung auf die Permeabilit t von
Faktor XIII A hing von seiner enzymatischen Aktivit t ab. Wurde der aktivierte Faktor
Xl A durch das alkylierende Reagenz lodazetamide inaktiviert, verlor er seine
Permeabilit t-senkende Wirkung. Die B-Untereinheit hatte keine Wirkung auf die
Schrankenfunktion. Die Ergebnisse zeigen, dal die aktivierte A-Untereinheit des
Faktor Xl das wirksame Prinzip f r die Faktor XllI-Wirkung auf die Permeabilit t
darstellt.

Der aktive Faktor Xlll ist eine Transglutaminase, die in der Lage ist, verschiedene
Proteine zu vernetzen (Muszbek et al., 1996) und sich dabei scheinbar selbst in dem
Proteinmaschenwerk verfn gt. In der Immunfluoreszenzmikroskopie fanden wir
Ablagerung des aktivierten Faktor XIII auf den Endothelschichten unter exakt den
Bedingungen, unter denen der Faktor XllI die Permeabilit t reduziert, d.h. in
Gegenwart der aktivierten Faktor Xl A-Untereinheit. In der Elektronenmikroskopie
beobachteten wir, dad der aktivierte Faktor XIlI A unter genau diesen Umst n den in
den engen Zwischenr u men zwischen angrenzenden Zellen und an der basalen
Endotheloberfl che zwischen den Zellen und dem Filter konzentriert war.
Ablagerungen von Faktor XlIlI A wurden an keiner anderen Stelle innerhalb der
Endothelzellschichten gefunden. Die B-Untereinheit bildete nach Inkubation keine
Ablagerungen auf oder zwischen den Endothelzellschichten.

Es gibt eine Anzahl von Proteinen (wie z.B. Fibronectin und Vitronectin) in den
Interzellul rspalten und der subendothelialen Matrix, welche an Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Kontakten der Endothelzellen beteiligt sind und Substrate f r die Faktor XllI-
Vernetzungsreaktion darstellen (Keski Oja et al., 1976, Sane et al.,, 1988). Die
Interzellularspalten stehen den prinzipiellen parazellul ren Passageweg f r den

Durchtritt von Makromolek len in diesen Zellschichten dar. Die mikroskopischen
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Beobachtungen legen nahe, dal der aktive Faktor XIlI A die Permeabilit t der
Zellschichten reduziert, indem er mit den Proteinen der Extrazellul rmatrix an diesen
wichtigen Stellen der endothelialen Schrankenfunktion reagiert und die Proteine
vernetzt. Hierdurch k nnte er auch selbst in dem Maschenwerk gefangen werden.

Es ist bereits fr her in dem gleichen experimentellen Modell gezeigt worden, dad der
Energieverlust von Endothelzellen eine rasche Steigerung der Permeabilit t der
Zellschichten bewirkt (Muhs et al., 1997). Dieser Anstieg der Permeabilit t ist darauf
zur ckzuf hren, dad es durch die induzierte Energieverarmung zu einer Erweiterung
der Interzellularspalten kommt. Hier wurde gefunden, dal in Gegenwart des
aktivierten Faktor XIlI A der Anstieg der Permeabilit t ausblieb, obwohl sich
Spaltr ume zwischen den energieverarmten Endothelzellen bildeten. Die letztere
Beobachtung deutet darauf hin, dad Faktor XllI nicht die Reaktion der Endothelzellen
verhindert, sondern der Grund f r die Aufhebung des Anstieges der Permeabilit t
unter Energieverlust darauf beruht, dad es zu einer Akkumulation und Reaktion des
aktivierten Faktor XIII in den Interzellularr u men kommt. Diese Annahme stimmt mit
der obigen Hypothese be rein, dad Faktor XIIl die Permeabilit t durch Vernetzung
von Proteinen im Bereich des parazellul ren Passageweges reduziert.

Diese Studie zeigt eine neue Funktion des Faktor Xlll, n mlich die Stabilisierung der
endothelialen Schrankenfunktion. Sie zeigt, dal diese Funktion auf einen direkten
Einflud des Faktor XllI auf die Endothelzellschichten zur ckzuf hren ist. Die
mikroskopischen Beobachtungen zeigen weiterhin, dad der Faktor Xl die
Permeabilit t der Endothelzellschichten durch Wechselwirkungen mit Proteinen der
extrazellul ren Matrix verringert. Da der aktivierte Faktor Xlll zu einer Gruppe von
Proteinen geh rt, die Proteine zu stabilen Proteinkomplexen vernetzen kann, liegt die
Annahme nahe, dad die Faktor  XllI-vermittelte Reduktion der

Makromolek Ipermeabilit t auf einer engeren Vermaschung der extrazellul ren
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Matrixproteine im Bereich des parazellul ren transendothelialen Passageweges

beruht.
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5. Zusammenfassung

Die Wirkung des Faktor Xlll auf die endotheliale Schrankenfunktion wurde an einem
Modell kultivierter Schweineaortenendothelzellen studiert. Der Thrombin-aktivierte
plasmatische Faktor XllI (1 E/ml) reduzierte die Makromolek Ipermeabilit t der

Endothelzellschichten um 30% + 7% (basale Permeabilit t der Zellschichten 5,9 +

0,4 x 106 cm/s), der nichtaktivierte Plasmafaktor XIll hatte keine Wirkung auf die
endotheliale Schrankenfunktion. Eine Reduktion der Permeabilit t im gleichen
Ausmal (34% + 9%) konnte mit der Thrombin-aktivierten FXIIl A-Untereinheit (1
E/ml) erreicht werden. Im Gegensatz hierzu zeigte die nichtaktivierte Faktor XIII A-
Untereinheit und die Faktor XllI B-Untereinheit keine Wirkung auf die
Schrankenfunktion. Endothelzellen, die mit dem aktivierten Faktor XIII A inkubiert
wurden, zeigten im immunhistochemischen Bild, dad der aktivierte Faktor XlIl in den
Zwischenr umen benachbarter Endothelzellen abgelagert wird. Diese Faktor XIII A-
positive F rbung wurde bei Inkubation des nichtaktivierten Faktor XIII A oder Faktor
Xlll B nicht festgestellt. Eine Hyperpermeabilit t verursacht durch metabolische
Inhibition (1 mMM KCN plus 1 mM 2-Desoxy-D-Glucose) wurde in Gegenwart des
aktivierten Faktor XIII A verhindert.

Die vorliegende Studie zeigt, dald der aktivierte Faktor XllI die endotheliale
Permeabilit t reduziert. Der Verlust der endothelialen Schrankenfunktion, verursacht
durch Energieverarmung kann durch den aktivierten Faktor XIIlI verhindert werden.
Es liegt die Annahme nahe, dad seine permeabilit tsreduzierende Wirkung auf einer
Vernetzung der extrazellul ren Matrixproteine im Bereich des parazellul ren

transendothelialen Passageweges beruht.
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