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atienten mit Colitis ulcerosa
Pwie auch mit Kolonbefall eines
Morbus Crohn weisen wihrend
des akuten Schubes erniedrigte Fak-
tor-XIII-Spiegel im Plasma mit Wer-
ten um 40% der Norm auf (1, 2). In
der Remissionsphase werden hinge-
gen normale Faktor-XIII-Werte ge-
messen. Faktor XIII bewirkt neben
der kovalenten Stabilisierung des Fi-
brins auch die Anbindung von Fibro-
nektin an Fibringerinnsel (3, 4). Fi-
bronektin ist erforderlich fiir die zellu-
lire Invasion und Organisation der
Fibrinmatrix.  Faktor XIII  besitzt
daher durch seine Wirkung auf das
Fibrin und Fibronektin wesentlichen
Einfluf auf die Wundheilung. Erste
Erfahrungen zeigten einen giinstigen
Einflu der therapeutischen Gabe von
Faktor-XIII-Konzentrat auf intestina-
le Blutungen bei Patienten mit Colitis
ulcerosa und Morbus Crohn (5-7).
Die Ursache der Faktor-XIII-Er-
niedrigung bei Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen ist
nach wie vor unklar. Am ehesten
kommen jedoch ein Verbrauch durch
lokale Gerinnungsvorginge (8) oder
ein Verlust im Bereich der entziinde-
ten Darmschleimhaut in Betracht.
Wichtig fiir eine Faktor-XIII-Therapie
ist die Beantwortung der Frage, ob
Faktor XIII lokal im entziindeten
Darm angereichert wird oder vermin-
dert ist und ob eine intraventse Gabe
von Faktor XIII einen EinfluB} auf die
lokale Faktor-XIII-Aktivitit hat. Die
vorliegende Arbeit beschreibt eine
Methode zur Bestimmung der lokalen
Faktor-XIII-Aktivitit in Gewebeho-
mogenisaten und zeigt erste Resultate
der Messungen in Gewebeproben von
Patienten mit Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn.

Lokale Faktor-XIII-Bestimmung
in der Dickdarmmukosa
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Zusammenfassung

Faktor-XlI-Aktivitat wurde in endoskopisch gewonnenen, homogenisierten
Biopsieproben von Patienten mit Colitis ulcerosa und Morbus Crohn mittels
eines Amin-Inkorporationstests bestimmt. L&sliches Dinitrophenylcadaverin
(DNPC) wird von aktiviertem Faktor XII| an Casein gekoppelt, das wiederum an
die Wandung von Microtiterplatten adsorbiert ist. Das gebundene DNPC wird
mittels spezifischem Antikérper detektiert. Es fand sich eine Abhangigkeit der
Faktor-XIIl-Aktivitat von der histologischen Klassifikation (nicht entzindet,
leichte Entzlindung, schwere Entziindung) mit deutlich niedrigeren Werten bei
schwerer Entziindung. Die beschriebene Methode eignet sich zur funktionel-
len Messung von Faktor Xlll und anderen Proteintransglutaminasen in
Gewebe- und Zellhomogenisaten und anderen triben Probenmaterialien.
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Summary

Factor XIII activity was determined in endoscopic colon biopsy samples from
patients with ulcerative colitis and Crohn's disease by use of an amine-
incorporation test. Soluble dinitrophenyl-cadaverine (DNPC) is incorporated into
insolubilized casein, attached to the walls of microtiter plate wells. The bound
DNPC is detected by a specific antibody-enzyme conjugate. We found reduced
factor XIIl activity in patient samples with histologically high inflammatory
activity, compared to samples without signs of inflammation. Intermediate
values were found in samples with minor signs of inflammation. The method
can be used for functional measurement of factor Xlll, as well as other protein-
transglutaminases, in tissue or cell homogenisates or other turbid samples.

Mangelplasma, Tris-hydroxymethyl-
aminomethan  (Tris),  Zellkultur-
medium HBSS, und Paranitrophenyl-
phosphat (pNPP) waren von Sigma,
Deisenhofen, alle anderen Pufferkom-
ponenten  (Diethanolamin, NaCl,
MgCl,, CaCl,, Tween 20, Dithioery-
thritol (DTE) in p. A.-Qualitit von

Material und Methoden

Material

Mono-Dinitrophenylcadaverin
(DNPC) wurde nach der Methode von
Clarke et al. hergestellt (9). Anti-

Dinitrophenol-Antiserum vom Kanin-
chen und Alkalische-Phosphatase-
konjugierter Ziegen-Antikorper ge-
gen Kaninchen-Immunglobulin waren
von DAKO, Hamburg. Faktor-XIII-

Serva, Heidelberg. Hochgereinigtes
Faktor-XIII-Lyophilisat und Fibro-
gammin® wurden von Herrn Dr.
H. Metzner, Behringwerke Marburg,
zur Verfiigung gestellt.
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Aufbereitung
der Gewebeproben

Endoskopisch gewonnene Biopsie-
proben wurden sofort in physiologi-
scher NaCl-Losung gespiilt, um Blut-
reste zu entfernen, mit einer ange-
feuchteten Kompresse abgetupft und
in vorbereitete, mittels Analysenwaa-
ge gewogene 1,5ml-Eppendorf-Reak-
tionsgefiBe gegeben. Die Reaktions-
gefdBe wurden erneut gewogen und
das Probengewicht als Differenz zwi-
schen Leergewicht und Endgewicht
des Reaktionsgefilies definiert. Das
Gewicht der Proben lag zwischen 10
und 50 mg. Die GefiBe wurden in
Fliissigstickstoff eingefroren und bis
zur Analyse bei —80° C gelagert. Zur
Analyse wurden die Proben mit 500 pl
Zellkulturmedium HBSS iiberschich-
tet, aufgetaut und mechanisch homo-
genisiert (IKA-Homogenisator).

Faktor-XIII-Aktivititstest

Die Messung der Faktor-XIII-Akti-
vitit erfolgte mittels Faktor-XIII-
SPAT (solid phase activity test) nach
vorbeschriebener Methode (10) unter
Verwendung einer Plasma-Eichkurve
aus einem Normalplasma-Spender-
pool und Faktor-XIII-Mangelplasma.
Die Aktivitit des Normalplasmas im
Test wurde als 100% der Norm oder
1 U/ml definiert. Microtiter-Platten
mit 96 wells wurden fiir 16 Stunden
mit Casein-Beschichtungslésung aus
50 mM Tris, 100 mM NaCl, 6 pg/ml
Casein, pH 8,5 beschichtet und an-
schliefend mit TTBS gespiilt. 80 pl
Gewebehomogenisat oder Eichplasma
wurden jeweils als Doppel- oder Drei-
fachwerte in die Casein-beschichteten
Microtiterplatten gegeben und mit
80 plI DNPC-Substratlosung (50 mM
Tris, 50 mM NaCl, 30 mM CaCl,,
5 mM Dithicerythritol [DTE], 1 mM
Dinitrophenylcadaverin [DNPC], pH
7.4) gemischt. Zur Faktor-XIII-Akti-
vierung wurden 80 pl Thrombinlésung
10 NIH  U/ml  (Rinder-Thrombin
Topostasin®,  Hoffmann-LaRoche,
Grenzach-Wyhlen) hinzugegeben.
Nach 20 Minuten wurde die Reaktion
durch Auskippen der Platten und
Waschen mit TTBS gestoppt.

Gebundenes DNPC wurde durch
einen polyklonalen Kaninchen-Anti-
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Abb.2 Faktor-XlII-
Alctivitat in 24
sequenziellen Proben
aus einem operativen
Kolon-Resektat.

1007 Mittelwert: 62.9 U/g
Median:

60.6 U/g

korper gegen Dinitrophenol sowie
einen sekundiren, Alkalische-Phos-
phatase-konjugierten Antikorper von
der Ziege gegen Kaninchen-Immun-
globulin detektiert. Die Inkubations-
zeiten mit den Antikérpern betrugen
jeweils 60 Minuten. Nach jedem Inku-
bationsschritt wurden die Platten 4mal
mit  Waschpuffer (50 mM  Tiis,
100 mM NaCl, 0,2% TWEEN 20, pH
7.4 (TTBS) gewaschen. Die Farbent-
wicklung erfolgte mit para-Nitrophe-
nylphosphat (p-NPP), 15 mg, in einer
frisch angesetzten Mischung aus 5 ml
1 M Diethanolamin, 10 mM MgCl,,
pH 9,5, und 20 ml Aqua bidest. Die
Farbreaktion wurde kinetisch in Inter-
vallen von 8 Sekunden bei 405 nm
gemessen. Die MeBergebnisse wurden
anhand des ermittelten Probenfeucht-
gewichtes auf 1 g Gewebe hochge-
rechnet und in Plasma-Einheiten pro g
Gewebe (U/g) angegeben.
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Abbildung 1 zeigt die Faktor-XIII-
Aktivititswerte einer Verdiinnungs-
reihe von lyophilisiertem humanem
Faktor XIII in  Zellkulturmedium
HBSS. Es findet sich ein linearer
MeBbereich zwischen 0,01 und 1,2
U/ml mit einem Regressionskoeffi-
zienten von R = 0,99,

Faktor-XIII-Aktivitit wurde mit-
tels funktionellem Test in Kolon-
Biopsien von 16 Patienten ohne chro-
nisch entziindliche Darmerkrankun-
gen und ohne makroskopischen oder
histologischen ~ Nachweis entziind-
licher Verdnderungen des Kolons be-
stimmt. Diese Patientengruppe ist nur
eingeschriankt als Normalkollektiv zu
bezeichnen, da keine Vergleichbarkeit
beziiglich Alters- und Geschlechtsver-
teilung zur Kolitis-Gruppe gegeben
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Aktivitat in endo-
skopischen Kolon-
Biopsien von Patien-
ten ohne chronisch
entziindliche Darm-
erkrankung (»Nor-

B malu), sowie Patien-
ten mit chronisch
entzindlicher Darm-
erkrankung, klassi-
fiziert nach histo-
logischem Score

(A keine nachweis-
B bare Entziindung im
Praparat, B: leichte
entzindliche Aktivi-

w —$

Normal

c tat, C: schwere
Entziindung).

war und die Patienten jeweils unter
Erkrankungen litten, die zur Diagno-
stik die Durchfithrung einer Kolosko-
pie erforderlich machten. Es fanden
sich Werte zwischen 26 und 324 Ulg
Gewebe mit einem Mittelwert von
116,6 U/lg Gewebe, einem Median
von 108,9 U/g Gewebe und einer
Standardabweichung von 73.2.
Sequenzielle Proben wurden aus
einem Darmresektat ohne entziind-
liche Veriinderungen gewonnen. Die
Operation war bei diesem Patienten
wegen eines Kolonkarzinoms durch-
gefithrt worden. Die Gewebeproben
stammten aus tumorfreier Kolonmu-
kosa. Es fanden sich Werte um 60 U/g
Gewebe, mit einer Standardabwei-
chung von 9,5 (Abb. 2).
Endoskopische Biopsien wurden
von Patienten mit Colitis ulcerosa und
Kolitis bei Morbus Crohn gewonnen.
Die Biopsien wurden nach endosko-
pisch-makroskopischem und histologi-
schem Score in drei Kategorien ein-
geteilt: A: keine Entziindungszeichen,
B: leichte Entziindungszeichen und C:

schwere Entziindungszeichen. Fiir die
Darstellung der Ergebnisse wurde die
histologische Einteilung verwandt.
Wie aus Abbildung 3 und aus Tabel-
le 1 hervorgeht, zeigt sich eine Ab-
hingigkeit der lokalen gemessenen
Faktor-XIII-Aktivitit vom Schwere-
grad der Entziindung mit einer Ten-
denz zu niedrigen Werten bei schwe-
rer Entziindung.

Diskussion

Die Ursache der Faktor-XIII-Ver-
minderung im Plasma von Patienten
im akuten Schub von chronisch ent-
ziindlichen Darmerkrankungen ist
nach wie vor ungeklirt (1, 2). Ver-
brauch von Faktor XIII durch lokale
Gerinnungsvorginge im entziindeten
Darm (8) wie auch ein Verlust iiber
die dysfunktionelle Darmwand wur-
den diskutiert. Therapeutische Gabe
von Faktor-XIII-Konzentrat zeigte ei-
nen giinstigen EinfluB auf den intesti-

Tab.1 FaktorXI|l-Aktivitat (U/g Gewebe) in Kolon-Mukosaproben
Mittel- Median  Standard- Minimum Maximum
wert abwei-
chung

Normal (n= 18} 116,6 108,9 73,2 259 324,0
Kolitis-Gruppe A (n=22) 82,3 75,1 39,2 201 163,6
{keine lokale Entziindung)
Kolitis-Gruppe B (n=14) 48,4 43,7 29,9 1,3 128,4
{geringe lokale Entziindung)
Kolitis-Gruppe C (n=11) 315 21,7 30,1 4.3 934
{schwere lokale Entzindung)

nalen Blutverlust bei Colitis ulcerosa
und Morbus Crohn (5-7). D’Argenio
et al. beschrieben eine Methode zur
Bestimmung der Transglutaminaseak-
tivitdt in Darmhomogenisaten von der
Ratte (11) und fanden lokal erhohte
Transglutaminaseaktivitit im Rest-
darm von Diinndarm-resezierten Rat-
ten (12), wihrend die Serum-Trans-
glutaminasespiegel bei den resezierten
Tieren im Vergleich mit nichtresezier-
ten Tieren vermindert waren. Dieser
Befund wurde dahingehend interpre-
tiert, daf3 die Regeneration und Hy-
pertrophie des Restdarms mit einer
erhohten Aktivitit und damit einem
Verbrauch von Faktor XIII im Darm
einhergeht.

Wir adaptierten einen Microtiter-
platten-Amin-Inkorporationstest (10)
zur Messung der Faktor-XIII-Aktivi-
tit in Darmschleimhautbiopsien. Vor-
teil dieser Methode ist ihre hohe Emp-
findlichkeit durch Verstirkung der
Reaktion durch immunologische De-
tektion des Reaktionsproduktes. Dies
ermoglicht die Messung der Faktor-
XIIT-Aktivitdt in Homogenisaten von
endoskopisch  gewonnenen Kolon-
Biopsien mit einem Gewicht von
10-50 mg. Lésliches Dinitrophenylca-
daverin wird von aktiviertem Faktor
XIIT in wandstidndiges Casein auf der
Microtiterplatte inkorporiert und mit-
tels eines spezifischen Antikérpers
gegen Dinitrophenol markiert. Eine
weitere Verstdrkung erfolgt durch
die Bindung eines Alkalische-Phos-
phatase-konjugierten  Sekundiranti-
korpers. Durch die Wasch-Schritte
nach der Enzymreaktion hat, im Ge-
gensatz zur Messung in einem photo-
metrischen Test mit loslichem Reak-
tionsprodukt (13), die Triibung oder
Firbung der Probe keinen Einfluf3 auf
MeBbarkeit und Resultat.

Im Gegensatz zu den Tierversuchs-
ergebnissen von D’Argenio et al. (12)
zeigte sich eine Verminderung von
Faktor XIII in entziindeter Kolonmu-
kosa, verglichen mit nichtentziindeten
Bereichen. Im Vergleich zum Kon-
trollkollektiv zeigten sich bei den Pa-
tienten mit Colitis ulcerosa und Kolitis
im Rahmen eines Morbus Crohn nied-
rigere Werte, so daf} insgesamt von
einer verminderten Faktor-XIIT-Wir-
kung im entziindeten Darm auszuge-
hen ist. Ob die Faktor-XIII-Vermin-
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derung Ursache der alterierten Abhei-
lung der Darmlisionen ist, kénnen
Untersuchungen der Produkte der
Faktor-XIII-Wirkung in Darmbiop-
sien zeigen. Die beschriebene Metho-
de erlaubt die Messung von Faktor-
XIII-Aktivitit in sehr kleinen, endo-
skopisch gewonnenen Proben und
kann auch zur Beantwortung der Fra-
ge hilfreich sein, ob intravendos appli-
zierter Faktor XIII bei Patienten mit
Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn
zu einer vermehrten lokalen Faktor-
XIII-Wirkung im Darm fiihrt.
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