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Zusammenfassung

Einleitung: Der Clot-stabilisierende Gerinnungsfaktor F. Xl katalysiert als
Transglutaminase die Bildung von Querverbindungen zwischen zwei
Fibrinmolekulen. Die vorliegende Arbeit soll die Haufigkeit und die Effekte einer
Substitutionstherapie bei Patient*innen einer internistischen Intensivstation (ICU)
untersuchen und einen Uberblick Gber die mdglichen Ursachen eines F. XIlI-
Mangels dieses Patient*innenkollektiv verschaffen.

Material & Methoden: Diese retrospektiven Datenanalyse inkludierte alle
Patient*innen der Allgemeinen ICU des LKH-Universitatsklinikum Graz bei denen
im Zeitraum 2014-2019 die F. Xllla-Aktivitat bestimmt wurde. Mortalitatsdaten, ICU-
Aufenthaltsdauer, Zeitpunkte und Dosierung der Substitutionstherapie, Vorliegen
von Blutungen und Diagnosen wurden erfasst. Eine Unterteilung in
4 Gruppen wurde aufgrund einer normalen/reduzierten F. Xllla-Aktivitat (<70 %) und
durchgefuhrter/nicht-durchgefuhrter Substitution vorgenommen. Bei sequenziellen
Messungen wurde die Dynamik der F. Xllla-Aktivitat ausgewertet.

Ergebnisse: Insgesamt wurde bei 90 Fallen die F. Xllla-Aktivitdat zumindest einmal
gemessen. Die mediane F. Xllla-Aktivitat betrug 50 [39-64] %. Bei 70 Fallen lag ein
F. Xlll-Mangel vor. Die haufigsten Ursachen waren gastrointestinale Ulcera und
Erosionen bzw. sonstige Gl-Blutungen. Eine Substitutionstherapie wurde bei 39 %
der Patient*innen mit F. Xlll-Mangel eingeleitet. Die Gruppe der substituierten
Patient*innen wies zuvor signifikant niedrigere F. Xllla-Aktivitaten als die Nicht-
Substitutions-Gruppe auf (37 [30-43] % vs. 50 [41-59] %, p<0,0001). Die F. Xllla-
Aktivitat stieg nach erfolgter Substitution signifikant an (p<0,0001). Bei klinischen
Blutungszeichen war die F. Xllla-Aktivitat im Vergleich zu jenen Patient*innen ohne
Blutungen signifikant verringert (48 [38-60] % vs. 60 [45-78] %; p=0,041).
Konklusion: In dieser retrospektiven Datenanalyse von Patient*innen der
medizinischen Intensivstation des LKH-Universitatsklinikums Graz uber 6 Jahre mit
insgesamt 90 Aufenthalten zeigte sich keine Assoziation von F. Xl mit der ICU-
und 28-Tages-Mortalitat. Die Therapie mit F. Xlll-Konzentrat konnte jedoch
signifikant die gemessene F. Xllla-Aktivitat anheben. Ob die Substitution von
F. Xl Blutungskomplikationen positiv beeinflussen kann, gilt es in prospektiven

Studien zu untersuchen.
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Abstract

Introduction: Clot-stabilizing coagulation factor F. Xl mediates the covalent cross-
linking between two fibrin molecules. Hereditary and acquired F. XllI-deficiency can
lead to severe bleeding complications. This thesis aimed to determine the frequency
and effects on outcomes of a F. Xlll-deficiency in patients of a medical intensive
care unit (ICU). Furthermore, the underlying diseases causing F. XllI-deficiency in
this setting were investigated.

Materials & Methods: This retrospective data analysis included all patients in the
medical ICU of the LKH University Hospital Graz in whom F. Xllla activity was
determined from 2014 to 2019. Mortality data, ICU length of stay, timing and dosage
of replacement therapy, presence of bleeding and underlying diseases were
recorded. Subdivision into 4 groups was based on normal/reduced F. Xllla activity
(<70 %) and the presence/absence of a substitution. Sequential measurements
were used to evaluate the dynamics of F. Xllla activity.

Results: F. Xllla activity was determined at least once in 90 cases during the
investigated period. The median F. Xllla activity was 50 [39-64] %, and F. XIlI-
deficiency was present in 70 cases. The most common cause was the presence of
a gastrointestinal ulcer or any other Gl-bleeding. F. Xlll replacement therapy was
initiated 39 % of patients with F. XlIl deficiency. The group of patients treated with
F. XIII concentrate had significantly lower F. Xllla activities before replacement
compared to those not receiving F. XlII concentrate (37 [30-43] % vs. 50 [41-59] %,
p<0.0001). However, F. Xllla activity increased significantly following substitution
(p<0.0001). Patients with clinical signs of bleeding had significantly lower F. Xllla
activity compared to those without bleeding (48 [38-60] % vs. 60 [45-78] %;
p=0.041).

Discussion: In this retrospective data analysis of patients of a medical ICU over
6 years with a total of 90 cases, F. Xlll deficiency had no association with ICU and
28-day mortality. Intravenously administered F. XIllI concentrate effectively
increased measured F. Xllla activity. Whether F. XlllI substitution can positively

influence bleeding complications remains to be investigated in prospective studies.
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1 Einleitung

Aufgrund des komplexen Zusammenspiels von zellularen und plasmatischen
Blutbestandteilen und der Gefaldstruktur mit dem umliegendem Gewebe ist es dem
gesunden, menschlichen Organismus mdglich Blutungen rasch und nachhaltig zu
stoppen. Unterschiedliche extrinsische oder intrinsische Veranderungen konnen
diesen Mechanismus beeintrachtigen, wodurch es zu unproportional starken
Blutungen durch kleinste Traumata oder gar spontanen Blutungen kommen kann.
Diese sind zum Teil refraktar auf aullerliche Interventionen wie direkten Druck,
chirurgische Umstechung wund lokale bzw. topische Anwendung von
Vasokonstriktoren.

Die labormedizinischen Fortschritte der letzten Jahrzehnte machen es madglich,
Konzentration und Aktivitat verschiedener gerinnungsassoziierter Plasmaproteine

einzeln zu messen — darunter auch Faktor XIlI (Fibrinstabilisierender Faktor).

In dieser Arbeit sollen Faktor (F.) Xllla-Aktivitatsmessungen und klinische Verlaufe
von Patient*innen der Allgemeinen Intensivstation der Universitatsklinik fur Innere
Medizin am LKH-Universitatsklinikum Graz herangezogen werden, um die
Haufigkeit einer Substitution zu untersuchen. Weiters soll der Effekt auf die
Mortalitat sowie die Ursachen eines F. XllI-Mangels in dieser Population eruiert und
diverse Blutungskomplikationen ausgewertet werden.

Die hier ermittelten Ergebnisse kénnen als Grundlage fur zukinftige klinische
Studien dienen, um das Management von Blutungen wahrend intensiv-

medizinischer Behandlung zu verbessern.
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1.1 Allgemeines zur Blutgerinnung

Die Blutstillung stellt einen lebensnotwendigen Vorgang des menschlichen Korpers
dar. Jegliche Verletzung des Endothels fuhrt innerhalb kirzester Zeit zu einer
komplexen Reaktion, um den Defekt schnellstmdglich zu beheben. In der
medizinischen Literatur findet sich oft der Begriff ,Hamostase“, aus dem
altgriechischen aipa haima ,Blut‘, und von oTdoI¢ stasis ,Stockung, Stillstand®,
wenn auch die Hamostase zusatzlich modulatorisch auf immunologische
Reaktionen wirkt (1). Die Hauptaufgaben der Hamostase sind Wundheilung und
Minimierung des Blutverlustes. Essenziell ist dabei die Balance der bendtigten
Mechanismen, die zur Blutgerinnung beitragen. Die Gerinnungskaskade, eine
Abfolge von enzymatischen Vorgangen durch koérpereigene Eiweilde im Blut, hat
das Ziel Thrombozyten semipermanent miteinander zu verbinden, um ein stabiles
Blutgerinnsel zu bilden. Endothel und umliegendes Gewebe stellen den
physiologischen Reiz zur Initiation des Vorgangs dar. Dieser wird zur groben

Orientierung in drei Phasen unterteilt:
- Vasokonstriktion

- Primare Hamostase: Anlagerung und Aktivierung von Thrombozyten als

,Erstversorgung“ des Endothel-/Gewebsdefekts

- Sekundare Hamostase: Aktivierung von Gerinnungsfaktoren als

Organisation eines Blutgerinnsels und endgultiger Verschluss

Der eigentlichen Blutgerinnung (sekundaren Hamostase) steht die Fibrinolyse
gegenuber. Sie reguliert die Bildung von Thromben (Abbau) und ist maf3geblich an
der Wundheilung beteiligt (2).
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1.1.1 Vasokonstriktion

Die Verkleinerung des GefalRdurchmessers ist die erste und schnellste MalRnahme
zu Verringerung des Blutverlustes. Der erhdhte mechanische Zug fuhrt Gber
mechanosensitive  lonenkanale zur Erhdhung der  zytoplasmatischen
Kalziumkonzentration in den glatten Gefalmuskelzellen. Der dadurch entstandene
lokale Spasmus kann bis zu Stunden anhalten. In dieser Zeit beginnt die Hamostase
im engeren Sinn die Blutung mit einem Blutgerinnsel zu stoppen (3).

Weitere Faktoren, die zu einer Erhdhung der myozytaren Kalziumkonzentration
fuhren, sind Adrenalin, Fibrinopeptid B (Abspaltungsprodukt von Fibrinogen),
Serotonin und Thromboxan A2 (TXA2) (4). Die beiden letzteren werden von
aktivierten Thrombozyten sezerniert [siehe Kapitel 1.1.2.3: Aktivierung und

Sekretion).

1.1.2 Primare Hamostase (zellulare Hamostase)

Eine Lasion des Endothels fuhrt zu freiliegenden Proteinen, wobei Kollagen den
primaren Trigger fur die Blutstillung darstellt. Molekularbiologisch wird zwischen
unterschiedlichen Kollagen-Subtypen unterschieden. Typ | (zugstabil, interstitiell),
Typ Il (netzartige Struktur in dehnbarem Gewebe, interstitiell) und Typ IV (Teil der
Basalmembran) befinden sich unter anderem subendothelial und sind die
Bindungsstelle fur Von-Willebrand-Faktor (VWF) (5,6). VWF wird ausschlieflich in
Endothelzellen und Megakaryozyten synthetisiert. Dieser wird bei Bindung von
Thrombin oder Fibrin an die Endothelzelle als hochmolekulare- und ,ultragrof3e“-
vWF-Multimere sezerniert. Sie untergehen einer Konformationsanderung, wodurch
die Bindungsstelle fir Thrombozyten freigegeben wird. Eine weitere wichtige
Funktion des vWF ist die Komplexbildung mit im Plasma zirkulierendem F. VIII.
Diese verhindert, dass F. Vllla von aktiviertem Protein C (APC), einem potenter
physiologischer Gerinnungshemmer, inaktiviert wird (2,7).
Vereinfacht kann die zellulare Hadmostase in drei Phasen unterteilt werden. Diese
laufen zum groRRten Teil parallel zueinander ab (8).

1. Thrombozytenadhasion

2. Reversible Thrombozytenaggregation

3. Aktivierung und Sekretion (,Freisetzungsreaktion®)

14



1.1.2.1 Thrombozytenadhésion

Zunachst geschieht die Anlagerung der Blutplatichen an der GefalRwandlasion. Als
Bindungsstelle auf den Thrombozyten dienen membranstandige Glykoproteine
(GP). Als Erstkontakt wird die Verbindung von GP |b-V-IX mit vVWF beschrieben —
das sogenannte ,tethering®. Zusatzlich verbinden sich Thrombozyten auch direkt mit
freiliegendem Kollagen der Gefallwand tuber GP VI (9,10).

Durch die schnelle Stromung bei Koppelung der Rezeptoren mit ihren Liganden
bilden sich langgezogene Membranschlauche (,tether®). Diese Bremsen den
Thrombozyten ab und erhéhen dadurch seine Verweildauer (11). Durch die Bindung
von VWF an GP Ib-V-IX wird Adenosindiphosphat (ADP) ausgeschuttet, das als
Ligand fur P2Y1- und P2Y12-Rezeptoren fungiert (9). Deren Aktivierung fuhrt unter
anderem eine Konformationsénderung der aubBs-Integrine (Fibrinogenrezeptor;
friher GP-llb-1lla) herbei. Zusammen mit dem Integrin azB1 (Kollagenrezeptor)
fuhren die Interaktionen dieser Proteine mit ihren Liganden zu einer weiteren
Formanderung der Blutplattchen. Abflachung (,spreading“) und Ausbildung von
Pseudopodien vergroRern die Kontaktflache zum Subendothel, um eine stabilere
Verbindung herzustellen. Diese wird durch Integrin ainPs verstarkt, dass vorerst
noch reversibel an vVWF bindet. Diese wird vorallem von ADP und TXAZ2 in den
darauffolgenden Schritten in eine irreversible Bindung udberfuhrt. Weitere
Thrombozyten lagern sich Uber an aibfs-Integrinen gebundenes Fibrinogen an den
Thrombus an (2). Als regulatorisches Enzym der vVWF-Multimere wird ADAMTS13
(,a disintegrin and metalloprotease with a thrombospondin type 1 motif, member
13") beschrieben. Diese Metalloprotease wird in den hepatischen Ito-Zellen sowie
Endothelzellen produziert. Seine proteolytischen Eigenschaften spalten vWF-
Multimere, wobei der durch den Blutfluss generierte Scherstress VWF erst zum

geeigneten Substrat macht (12).

1.1.2.2 Thrombozytenaggregation

Die Vernetzung der Thrombozyten untereinander wird ebenso Uber Integrin aibPs
bewerkstelligt, das im Ruhezustand des Thrombozyten diffus auf dessen
Zellemembran verteilt ist (9,13). Jeweils ein Integrin aibBs zweier Thrombozyten
verbindet sich mit einem Fibrinogenmolekul, wodurch ein vorlaufiges Netzwerk

entsteht. Es wird vermutet, dass Thrombospondin-1, das von aktivierten
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Thrombozyten freigesetzt wird, diese Integrin-Fibrinogen-Integrin-Bricken

zusatzlich stabilisiert (14).

1.1.2.3 Aktivierung und Sekretion

Als potenzielle Liganden fur die Aktivierung der Thrombozyten gelten neben VWF
auch korpereigene, lokale und zirkulierende Proteine (Kollagen, Fibrinogen, Fibrin,
Thrombin, plattchenaktivierender Faktor), Hormone (TXA2, Serotonin),
niedermolekulare Stoffe (ADP), aktiviertes Endothel, aktivierte Thrombozyten und
Strukturen pathogener Mikroorganismen, wie Bakterien und Pilze (2). Durch die
zytoplasmatische Reaktion der jeweiligen Rezeptorproteine kommt es zum Anstieg
der thrombozytaren Kalzium (Ca?*)-Konzentration, die wiederum die Exozytose der
Granula bewirkt. Diese sekretorischen Organellen der Blutplattchen werden in
a-Granula, elektronendichte (8-)Granula und Lysosomen (A-Granula) unterteilt.
Coppinger et al. konnten Uber 300 unterschiedliche, sezernierte Proteine
identifizieren, nachdem Thrombozyten mit Thrombin aktiviert wurden (15). Weiters
beinhalten die Granula unzahlige, molekulare Verbindungen, die nicht nur in der
Hamostase, sondern auch bei immunologischen Prozessen und der Wundheilung
eine Rolle spielen [siehe Tab. 1: Inhaltsstoffe und Membranproteine der
thrombozytaren Granula]l (2). Trotz der Menge an unterschiedlichen Liganden
scheint die Aktivierung immer nach derselben Abfolge zu verlaufen. Dabei bestimmt
die Art und Menge der Liganden, ob ein Thrombozyt mit Fibrinogen eine anhaltende
Bindung im Netzwerk eingeht, oder sich wieder von seinem initialen Kontakt 16st.
Besonders TXA2 hat bei der Verstarkung der sekretorischen Signale einen
besonderen Stellenwert: Uber den G-Protein-gekoppelten TXA2-Rezeptor fihrt es
selbst wiederum zu vermehrter Produktion und Sekretion von TXA2. Uber den
Gg-Phospholipase B-Pfad kommt es zu einer autokrinen, positiven Feedback-
Schleife. Diese Vorgange sind notwendig, da freies TXA2, bei einer mittleren
Halbwertszeit (HWZ) von nur etwa 30 Sekunden, innerhalb klrzester Zeit durch
Hydrolysierung inaktiviert wird (16).

Auch fur ADP und Serotonin wurden positive Feedback-Schleifen identifiziert.
ADP bedingt das Anhalten der durch Thrombin- und TXAZ2-induzierten
Thrombozytenaktivierung. Der Gq-Protein-gekoppelte Serotonin-Rezeptor 5-HT2A
erhoht ebenfalls Uber Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) und Inositol-
1,4,5-Trisphosphat (IP3) die zytoplasmatische Ca?*-Konzentration (2).
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a-Granula

Adhé&sionsmolekiile

Prokoagulatorische

Faktoren

Antikoagulatorische

Faktoren

Chemokine,

Entziindungsmodulatoren

Wachstumsfaktoren
Antimikrobielle Peptide,
Immunmodulatoren

Sonstige Proteine

Membranproteine

Fibrinogen, Von-Willebrand-Faktor, Thrombospondin-1,

Fibronektin, Vitronektin

Faktor V, VII, XI, XIll, Multimerin,

Matrixmetalloproteinasen, Kininogen, GAS6

Plasminogen, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 2,

Tissue Factor Pathway Inhibitor, Protein C, Protein S,
a2-Antiplasmin, a2-Makroglobulin, a2-Antitrypsin,
Proteasenexin-2, Matrixmetalloproteinasen
Plattchenfaktor 4, B-Thromboglobulin, MIP-1a, MCP-3,
GRO-q, Interleukin-1pB, plattchenaktivierender Faktor,
12-HETE, NAP-2, ENA-78, CTAP-3, RANTES, SDF-1aq,

Kininogen, Komplementfaktoren
TGF-B, EGF, VEGF, PDGF

Platelet basic protein, Thrombocidin, Fibrinopeptid A & B,
Thymosin--4, B-Lysin, Immunglobuline (A, G, M),
Komplementfaktoren

Albumin, histidinreiches Protein, Prionprotein,
Amyloid-p-Peptid

P-Selektin (CD62P), aipBs-Integrin, ayBs-Integrin, CD36,
CD9, GLUT-3

Elektronendichte Granula (5-Granula)

Nukleotide
Transmitter
Kationen

Membranproteine

Lysosomen (A-Granula)

Proteasen

Membranproteine

ADP, ATP, GDP, GTPa

Serotonin, Histamin

Ca?*, Mg#*

Granulophysin (CD63, LAMP-3), LAMP-2

Kathepsin D und E, Elastase, Kollagenase,

Carboxypeptidasen, Heparinase

LAMP-1, LAMP-2, LAMP-3

Tab. 1: Inhaltsstoffe und Membranproteine der thrombozytédren Granula

Aus: Pétzsch B, Madlener K. Hdmostaseologie: Grundlagen, Diagnostik und Therapie. 2. Auflage. Heidelberg: Springer Berlin;
2010. 972 p., S. 69; Permission to use this figure has been granted by Springer Nature. Die Verwendung des Inhalts wurde
von Springer Nature genehmigt.
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1.1.3 Sekundare Hamostase

Der durch die primare Hamostase gebildete Thrombozyten-Pfropf verschlief3t
vorlaufig das verletzte Blutgefall. Er wird als weilder Thrombus bezeichnet, da in
ihm noch keine Erythrozyten verankert sind, und stellt die Grundlage fur die
Blutgerinnung im engeren Sinn (Koagulation) dar. Ihr Ziel ist ein mechanisch
belastbares Blutgerinnsel, das durch ein Fibrinnetzwerk stabilisiert wird.
Thrombozytenaggregation und die Ausbildung des Fibrinnetzes laufen parallel
zueinander ab, da die sekundare Gerinnung bereits dann starten kann, wenn die
ersten Thrombozyten aktiviert sind.

Die Gerinnungsfaktoren [siehe Tab. 2: Gerinnungsfaktoren] sind im Blut
zirkulierende Plasmaproteine und zum Grolteil Serinproteasen (17). Sie wurden
historisch nach dem Zeitpunkt ihrer Entdeckung mit romischen Zahlen nummeriert
und sind zusatzlich nach ihrer Funktion oder ihren Erstbeschreiber*innen benannt.
Das traditionelle Konzept der plasmatischen Gerinnung betrachtet die Funktionen
dieser Proteine rein als Enzyme. Diese sollen sich sequenziell in ihre aktive Form
Uberflihren. Freies Plasma-Ca?* wird als wichtigster Kofaktor bei mehreren dieser
Reaktionen auch zu den Gerinnungsfaktoren im engeren Sinne dazugezahlt. Die
Abfolge der Katalysen verstarkt einen potenziell minimalen Stimulus, wie etwa das
membranstandige Protein Gewebsthromboplastin (,tissue factor®; TF), um weitere
Schritte zu ermoglichen und zu beschleunigen. Diese stufenweise Aktivierung wird
Gerinnungskaskade genannt. Sie bietet weiters die Maoglichkeit mehrerer
physiologischer und pharmakologischer Eingriffspunkte, um einer normalen oder
gar Uberschiefenden Blutgerinnung entgegenzuwirken. Die gemeinsame
Endstrecke der Gerinnungskaskade stellt die durch Thrombin katalysierte Reaktion

von Fibrinogen zu Fibrin dar (17).
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Abkiirzung Eigenname HWZ Produktionsort(e)

| Fibrinogen 96 h Leber
| Prothrombin 72h Leber
(Vitamin-K-
abhangig)
]l Tissue factor (TF) = - Fibroblasten,
Thrombokinase Endothelzellen,
= Gewebsthromboplastin Leukozyten

(an Zellmembran)

v lonisiertes Ca?* -

\' Proakzelerin 20h Leber

Vil Proconvertin 5h Leber
(Vitamin-K-
abhangig)

Vil Antihamophiles Globulin A 12h Leber,
Megakaryozyten
VvVWF:Ag Von-Willebrandt-Faktor 16 h  Endothelzellen,
= F. Vlll-assoziiertes Antigen Megakaryozyten

IX Antihamophiles Globulin B = 24 h Leber

Christmas-Faktor (Vitamin-K-
abhangig)

X Stuart-Prower-Faktor 30h Leber
(Vitamin-K-
abhangig)

Xl Plasma-Thromboplastin- 48 h  Leber

Antecedent
Xl Hagemann-Faktor 50 h Leber
Xl Fibrinstabilisierender Faktor 250 h Leber,
= Laki-Lorand-Faktor Thrombozyten

Tab. 2: Gerinnungsfaktoren
Modifiziert aus: Pape H, Kurtz A, Silbernagl S. Physiologie. 9th ed. Vol. 9. Stuttgart: Georg Thieme Verlag KG; 2019., S. 299
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2001 wurde im Journal Thrombosis and haemostasis eine neue Theorie der
plasmatischen Gerinnung publiziert — das ,cell-based model“. Diese nimmt einen
nicht-linearen Prozess der Kaskade an, in der hauptsachlich Zellen, primar
Thrombozyten, als Quelle von Phosphatidylserin gelten (18).
Das an Zellmembranen regulierte System nimmt Rezeptorproteine als wichtigen
Bestandteil der Proteininteraktionen an. Dabei werden drei, sich Uberlappende,
Phasen angenommen:

- Initiation

- Amplifikation

- Propagation

1.1.3.1 Initiation

Als Startpunkt der plasmatischen Gerinnung gilt nach wie vor freiliegender TF.
Es wird von epithelial-mesenchymalen Zellen (z.B. Fibroblasten, Myozyten)
exprimiert. Bei Durchbrechung der Gefalintegritat kommt TF in Kontakt mit F. VII
und Blutzellen. Dadurch wird ein komplexes Netzwerk an enzymatischen
Reaktionen in Gang gesetzt.

F. VII wird durch exponierten TF zu F. Vlla katalysiert. F. Vlla bleibt vor Ort und
bildet mit membranstandigem TF einen TF/F. Vlla Komplex, der F. IX und F. X in
ihre aktiven Formen F. IXa und F. Xa Uberfuhrt. F. Xa ist nun fur die Aktivierung von
Prothrombin (F. 1l) zu Thrombin (F. Ila) zustandig. Die Uberfiihrung von F. Il zu F.
lla ist anfangs sehr ineffizient, da F. Xa von endothelstandigem Antithrombin I
(ATII) und ,endothelial derived tissue factor pathway inhibitor* gehemmt wird. So
wird zu Beginn nur eine sehr geringe Menge an Thrombin gebildet, welche jedoch

ausreicht, um die nachste Phase einzuleiten (18).
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1.1.3.2 Amplifikation

Thrombin fuhrt Uber mehrere Mechanismen zur Verstarkung des Signals:

1. Die Aktivierung von F. VIII zu F. Vllla und die Auftrennung des plasmatischen
vWF/F.VIIl Komplex. Wahrend freies VWF die vorherige Phase der Initiation
verstarkt, wird F. Vllla gemeinsam mit Phospholipiden, Calciumionen und
F. IXa zum sogenannten Tenase-Komplex. Dieser aktiviert (zusatzlich zum
TF/F. Vlla Komplex) F. X zu F. Xa (19).

2. Die Aktivierung von F. V zu F. Va, welcher zusammen mit Phospholipiden,
Calciumionen und F. Xa den membranstandigen Prothrombinase-Komplex
bildet. Dieser besitzt eine etwa 300.000-mal hdhere, katalytische Funktion
als F. Xaum F. Il in F. lla zu GberfGhren (19).

3. Die Aktivierung von F. Xl zu F. Xla. An der Membran von aktivierten
Thrombozyten kann dieser Vorgang auch ohne F. Xlla ablaufen (20).
F. Xlla katalysiert in einer positiven Feedback-Schleife wiederum F. Il zu
F. lla (2).

4. Die Stimulation der in Kapitel 1.1.2.3 Aktivierung und Sekretion
beschriebenen Mechanismen. Diese fuhren zur Formveranderung der
Thrombozyten und damit zur OberflachenvergréRerung fur koagulatorische
Prozesse. Eine zentrale Rolle spielt dabei das Lipidmolekdl
Phosphatidylserin. Dieses befindet sich im Ruhezustand eines
Blutplattchens zum Groldteil an der zytoplasmatischen Seite der
Phospholipidmembran und wird von dem Enzym ,Flippase” daran gehindert
an die extrazellulare Seite zu gelangen. Bei Thrombozytenaktivierung nimmt
die Flippase-Aktivitat ab, wahrend der Transfer von Phosphatidylserin an die
extrazellulare Seite durch die ,Floppase” beschleunigt wird (21). In-vitro
konnten fur I6sliches Phosphatidylserin Bindungsstellen an F. I, F. Xa und
F. Va nachgewiesen werden, die Konformationsanderungen auslosten.
Diese resultieren in einer schnelleren Uberfilhrung von Prothrombin zu
Thrombin (22).
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Die Bildung von Thrombin wird durch diese Vorgange so stark beschleunigt, dass
der Anstieg in F. lla-Konzentration und -Aktivitat in der Literatur haufig als Thrombin-
Burst bezeichnet wird.

In humanem Plasma kdnnen Vesikel nachgewiesen werden, die von Thrombozyten
abstammen — sogenannte ,platelet-derived extracellular vesicles” (PEV). Diese
werden bei Stimulation durch Chemokine, Apoptose oder erhdhten Scherkraften
abgespalten. PEV haben zusatzlich pro- und antikoagulatorische Eigenschaften.
Dies scheint durch die unterschiedlichen Subsets an PEV erklarbar zu sein (21,23).
Die oben erwahnte Externalisierung von Phosphatidylserin unterstutzt die
Absonderung von PEV ins Plasma. PEV wird au3erdem eine Funktion der
Uberbringung thrombozytérer Inhalte an Zellen auRerhalb des Blutstroms
zugeschrieben, welche fur die Thrombozyten nicht zuganglich waren. In aktuellen
Studien wurden Effekte in Synovialflissigkeit und Lymphbahnen nachgewiesen, wie

auch Hinweise auf immunmodulierende Effekte gefunden (23).

1.1.3.3 Propagation

Der in der Amplifikation gebildete F. Xla begunstigt die Reaktion von F. IX zu
F. IXa. Dieser wird in der Bildung des Tenase-Komplexes verwendet. Nach
derzeitigem Wissenstand spielt diese Reaktion nach der Amplifikation jedoch eine
untergeordnete Rolle, da durch die oben angefuhrten Reaktionen die Thrombin-
Aktivierung voraussichtlich bereits ausreichend verstarkt wird (19).

Der letzte Schritt der plasmatischen Gerinnung ist die durch Thrombin katalysierte

Uberfiihrung von Fibrinogen (F. 1) zu Fibrin (F. 1a).

Fibrinogen und Fibrin

Fibrinogen wird fast zur Ganze in der Leber produziert und hat eine HWZ von
3-5 Tagen, wobei der Metabolismus nicht geklart ist, da nur etwa 2-3 % des
Fibrinogenhaushalts bei gesunden Menschen durch Gerinnung und Fibrinolyse
verbraucht werden. Da Fibrinogen auch in Thrombozyten nachgewiesen werden
konnte, scheinen Megakaryozyten als weiterer Syntheseort plausibel. Die Struktur
von Fibrinogen wird in Regionen unterteilt, die bei der Spaltung durch Plasmin
entstehen. Zwei periphere D-Regionen sind durch eine zentrale E-Region
verbunden. Insgesamt bilden jeweils zwei Aa-, BB- und y-Aminosaureketten das

Protein, deren N-Termini in der E-Region liegen. Die Enden von Aa, Bf3 werden als
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FpA respektive FpB bezeichnet. C-Terminal bilden Bf und y die sogenannte
B- bzw. y-Noduli (auch B- bzw. y-,Module“) aus, die der D-Region zugeordnet
werden. Auf den y-Noduli befindet sich jeweils eine, fur die Polymerisierung
essenzielle, a-hole Domane. Analog dazu findet sich auf B-Noduli eine b-hole
Domane. Die C-terminale Aa Peptid wird als aC-Domane bezeichnet [siehe
Abb. 1: Das Fibrinogen Moleklil] (24,25).

E region
(a) BB b-hole g Glycans

. DI
! / =<€L]7 yC domain
L 1 FrA~ & | : | gc domain
D region p aC region

Abb. 1: Das Fibrinogen Molekdil

»(a) Schematische Représentation des Fibrinogen Molekiils. Die drei Ketten von Fibrinogen Aa, BB und y sind in dieser
Reihenfolge in blau, rot und griin dargestellt. (b) Van der Waals Representation der kristallografischen Struktur von Fibrinogen
mit derselben Farbgebung wie in (a). Kohlenwasserstoffe sind orange eingeférbt. Die aC-Doméne sowie FpA und FpB Peptide
wunden in (b) nicht inkludiert.” (ibersetzt ins Deutsche und Abbildung aus: Kéhler S, Schmid F, Settanni G. The Internal
Dynamics of Fibrinogen and lts Implications for Coagulation and Adsorption. PLoS Comput Biol. 2015;11(9):1-19.
DOI:10.1371/journal.pcbi.1004346.g001. Verdffentlicht unter der Creative Commons Attribution Licence (CC BY 4.0).

Die enzymatische Aktivierung von Fibrinogen zu Fibrin geschieht durch die
Abspaltung der FpA- und FpB-Domanen durch Thrombin. Die verbleibenden
N-Termini der Aa-Ketten werden als A-knobs, die der Bp-Ketten als B-knobs,
bezeichnet. Bei der Polymerisierung von Fibrin tritt jeweils ein A-knob mit einem
a-hole eines weiteren Fibrin-Monomers in Verbindung. Dieser Vorgang wird
-A-a Knob-Hole-Interaction® genannt und resultiert in Fibrin-Oligomere.
Durch longitudinale Anlagerung von Fibrin-Monomeren entstehen Protofibrillen.
Diese bestehen aus etwa 20-25 Monomeren und sind damit 0,6um lang.
Durch ,B-b Knob-Hole-Interaction® und der Verbindung von jeweils zwei
aC-Domanen kommt es zur lateralen Anlagerung der Protofibrillen. Dadurch
entstehen Fibrinstrange, die nicht nur dicker als die vorhergehenden Protofibrillen
sind, sondern sich auch zusatzlich verzweigen (24). Einen weiteren Mechanismus
der Stabilisierung der Fibrinverbindungen stellt die enzymatische, quervernetzende
Aktivitat von F. Xllla dar [siehe Kapitel 1.2.3: Funktionen].
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1.2 Faktor Xl

1.2.1 Historischer Hintergrund

Den ersten Hinweis auf die Existenz von F. Xlll beschrieb Kenneth C. Robbins im
Jahr 1944 im American Journal of Physiology. Bei in-vitro-Experimenten mit Fibrin
aus Rinderblut bemerkte er die Unléslichkeit eines Fibrinclots bei Zugabe von
Blutplasma. Er folgerte, dass ein damals noch unbekannter Bestandteil im Plasma
Fibrin bei Vorhandensein von Ca?* in sogenanntes ,Ca-fibrin“ konvertierte (26).

1948 beschrieben zwei ungarische Wissenschaftler im SCIENCE-Journal in einem
kurzen Absatz mit dem Titel ,On the Solubility of Fibrin Clots“ die Stabilitat von
Fibrin-Koagel in Abhangigkeit von zwei Faktoren. Dabei wurde entweder in purer
Fibrinlosung, in Oxalat-beigemischtem Plasma oder in Kalzium-beigemischtem
Plasma die Blutgerinnselbildung abgewartet. Im Anschluss wurde deren Stabilitat in
60-prozentiger Harnstoff-Losung Uberpruft. Die ersten beiden Gerinnsel I6sten sich
rasch auf, wahrend sich die in Kalzium-beigemischtem Plasma geformten Koagel
als unldslich erwiesen. Die Autoren folgerten, dass neben Kalzium eine weitere im
Serum vorhandene Substanz fur die Stabilitat von Blutgerinnseln zustandig sein

musse (27).

Die erste klinische Korrelation wurde 1960 in einem Fallbericht von Duckert F., Jung
E. und Shmerling D.H. publiziert. Ein siebenjahriger Junge von konsanguinen Eltern
wurde aufgrund mehrmaliger Blutungsereignisse (Nabelschnur-Nachblutung zwolf
Tage postnatal, oberflachliche Hamatome, trepanationsbedurftiges Subdural-
hamatom) wiederholt hospitalisiert. Einzigartig war die zunachst intakte
Blutungsstillung ohne Komplikationen, die bis zu 24-36 Stunden nach den Traumata
anhielt. Danach kam es trotz Druckverbanden und chirurgischer Interventionen zu
wiederkehrenden Blutungen, die Uber Wochen andauerten. Weiters fiel nach dem
Sistieren eine verzdgerte Wundheilung auf. Die genannten Pathologien wurden
auch bei anderen Familienmitgliedern festgestellt. Die damals in der Diagnostik
verfugbaren Gerinnungstests und Einzelfaktorenanalysen waren unauffallig,
lediglich das Thrombelastogramm war pathologisch verandert. Trotz normaler
Fibrinogen-Konzentration und Thrombozytenzahl zeigte sich eine irregulare
Thrombus-Formation und schnelle Abnahme der Clot-Festigkeit. Dies blieb auch

nach intravendser Applikation von 2g e-Aminocapronsaure unverandert, einem
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antifibrinolytischen Arzneimittel, das der heutzutage gangigen Tranexamsaure
ahnelt. Die Autoren schlossen auf einen Gerinnungsfaktoren-Mangel eines zum
damaligen Zeitpunkt nicht genau definierten ,fibrin stabilizing factors®, welcher in
der spateren Phase der Blutgerinnung eine Rolle spielt. Im weiteren Verlauf
besserten sich die Blutungen nach zwei Vollbluttransfusionen. Daraus folgerten die
Autoren auf eine Aktivitadtszunahme des unbekannten Faktors. Auf Grund der
Konsanguinitat und der laborchemischen Analyse des Plasmas von mehreren

Familienmitgliedern wurde eine autosomal-rezessive Erbkrankheit vermutet (28).

Loewy et al. gelang es 1961 erstmals diese noch unbekannte Substanz zu isolieren.
Es konnte bewiesen werden, dass es sich bei diesem Molekul um ein Protein,
genauer gesagt ein Enzym handelte. Dieses benannten sie aufgrund dieser
Erkenntnis ,Fibrinase®. Weiters bestatigten sie die Beobachtung von Laki und
Lorand aus 1948, dass die Substanz thermolabil sei (29).

Einige Jahre spater wurde F. Xlll als solcher vom International Committee on Blood

Clotting Factors benannt.

1.2.2 Biochemie

F. Xl ist ein Zymogen, das in der Anwesenheit von Fibrin bei steigender
Konzentration von Thrombin und Ca?* zu seiner aktiven Form F. Xllla, einer
Transglutaminase, hydrolysiert wird [siehe Kapitel 1.2.2.1 Aktivierung]. Weiters
wurde nachgewiesen, dass auch aktivierter F. X, Trypsin, Thrombocytin und
Schlangengifte (Ancrod und Batroxobin marajoensis) F. Xlll in F. Xllla Uberfuhren
konnen (30).

Die Struktur des F. XIlI ist ein Heterotetramer (F. XllI-A2B2) aus jeweils zwei
katalytischen Untereinheiten (F. XIII-A) und zwei inhibitorischen Untereinheiten
(F. XIlI-B). Er liegt sowohl extrazellular im Blutplasma (pF. Xlll), als auch im
Zytoplasma (cF. XIlII) bestimmter Zellen vor. Die molekulare Masse von F. XIII-A2B2
betragt etwa 320 Kilodalton (kDa). Die nonkovalente Verbindung der Untereinheiten
zum eigentlichen Gerinnungsfaktor F. XllI geschieht im Blut, wahrend die
intrazellulare Produktion von F. XllI-A vor allem im Knochenmark und die von
F. XllI-B in Hepatozyten stattfindet. Die physiologische Konzentration von pF. XllI
wird in der Literatur mit 14-28mg/L bzw. 0,7-1,4 IU/mL angefuhrt. Die
Plasmahalbwertszeit betragt 9-14 Tage (31,32).
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F. XllI-A ist eine als Dimer vorliegende Protransglutaminase. Die Produktion findet
primar im Knochenmark statt. Dadurch kann cF. Xlll hauptsachlich in den Zellen der
Hamatopoese nachgewiesen werden. Verhaltnismalig hohe Konzentrationen
wurden in Megakaryozyten und deren Vorlauferzellen sowie in Thrombozyten
nachgewiesen. Weiters wurde cF. XIllI auch in Monozyten und deren
ausdifferenzierten Formen gefunden — dort jedoch als Homodimer F. XIlI-Az. Die in
Thrombozyten nachgewiesene Konzentration ist 100 bis 150-mal grofRer als die
Blutplasmakonzentration. Es ist Thrombozyten auch moglich, plasmatisches
F. XllI-A2B2 aufzunehmen und in a-Granula zu speichern. Verglichen zur
zytoplasmatischen Menge an F. XIllI-A ist diese jedoch vernachlassigbar klein.
F. XllI-A konnte weiters auch in Chondroblasten, Chondrozyten und Osteoblasten
nachgewiesen werden (31).

Studien mit Patient*innen nach Knochenmarkstransplantation sowie Patient*innen
mit langanhaltender schwerer Thrombozytopenie zeigten Uberaschenderweise nur
geringgradig erniedrigte pF. XllI-Konzentrationen. Dies lasst vermuten, dass auch
aulderhalb des Knochenmarks Zellen in der Lage sind, F. XIlI-A zu produzieren und
ins Plasma zu sezernieren. In Hepatozyten konnte F. XllI-A jedoch nur mit hoch
sensitiven Messmethoden in geringsten Konzentrationen detektiert werden. Fur die
Beteiligung von Makrophagen am pF. XllI-Spiegel gibt es keinen Hinweis. Bis dato
bleibt der Mechanismus der alternativen, scheinbar ausreichenden
F. Xlll-Produktion ungeklart (31).

Das kodierende Gen fur F. XllI-A F13A erstreckt sich uber 160 Kilobasen (kb) und
ist auf dem Chromosom 6p24-25 lokalisiert. Transkribiert wird es in eine 3,9 kb
mRNA. Diverse Polymorphismen sind bisher bekannt, die in unterschiedlich stark
ausgepragtem kongenitalen F. XllI Mangel resultieren [siehe Kapitel 1.2.4:
Hereditarer Mangel]. Die drei Ca?*-Bindungsstellen (Cab1-Cab3) in der Struktur von
F. Xlll-Az sind, wie bei anderen humanen Transglutaminasen, essenziell bei der

Aktivierung des Gerinnungsfaktors (33).

F. XllI-B ist ein Mosaik-Glykoprotein zusammengesetzt aus 10 Sushi-Domanen,
jeweils etwa 60 Aminosauren lang, mit einer gesamten molekularen Masse von

etwa 80 kDa. Es wird ausschlieBlich in Hepatozyten produziert. Das kodierende Gen
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F13B liegt auf dem Chromosom 1p31-32.1 und ist circa 28 kb lang. Es resultiert in
eine 2,2 kb mRNA (31).

Die Hauptaufgabe von F. XIII-B ist der ,Schutz® und damit einhergehend die
Verlangerung der Plasmahalbwertszeit von F. XIllI-A. Dies geschieht durch
Verhindern der langsamen, progressiven Aktivierung, sowie des proteolytischen
Abbaus von F. XIlI-A. Die regulare Aktivierung von F. XIIl im Thrombus geschieht
durch Thrombin (Aktivatorprotein) bei voribergehender Komplexierung mit
Fibrinogen (Prosubstrat). Bei dieser Reaktion wirkt F. XllI-B beschleunigend,
Ebenfalls wurde in-vitro eine beschleunigte Aktivierung von F. XllI-Az in
Anwesenheit von F. XIlII-B nachgewiesen [siehe Abb. 2: Aktivierung von F. Xl
(34,35). F. XIllI-B wird weiters auch ein regulatorischer Effekt von F. Xllla
zugesprochen, indem es Cab2 okkludiert (31). Etwa 99 % der plasmatischen
Gesamtmenge von F. XIlI-Az liegt zusammen mit F. XIlI-Bz als F. XIII-A2B2 vor und

nur 1 % als freier Homodimer (36).

F}(III -'“'-2'5 tetrarr'er F:{HI -'E":'B.J tetramer F¥llla (active FXIII-A", dimer) FXIlI-B,
™ .- Cas* ATy f'-'\. 1‘\\
=\ J | l l L.,______.J,} '
- .-’ ; f k l' f f‘l -f')l
\\\ Fibrin Fibrin L A y

Fal1 actnatuor pepmﬂ

E Activation of plasma FXII

Abb. 2: Aktivierung von F. XIII

Aus: Shi DY, Wang SJ. Advances of coagulation factor Xlll. Chin Med J (Engl). 2017;130(2):219-23. DOI: 10.4103/0366-
6999.198007; Permission to use this figure has been granted by Wolters Kluwer Health, Inc. Die Verwendung dieser Abbildung
wurden von Wolters Kluwer Health, Inc. genehmigt.

1.2.2.1 Aktivierung

Um F. Xlll in die aktive Form F. Xllla zu Uberfihren ist die Abspaltung des
N-terminalen ,activation peptide“ (AP-F. Xlll) notwendig, das aus 37 Aminosauren
besteht. Thrombin fungiert dabei als das Aktivatorprotein. Zuerst wird durch
Hydrolysierung die kovalente Bindung zwischen Arg37 und Gyl38 getrennt. In
Anwesenheit von Ca?" beginnt ein sequenzieller Ablauf an den Ca?'-
Bindungsstellen, welcher aber noch unzureichend erforscht ist. Bei Kontakt von
Ca?* mit Cab1 kommt es zu einer Konformationsanderung der F. XlII-A Untereinheit,
die einem sich 6ffnenden Klappmesser ahnelt. Dadurch wird Cab1 verlegt, wahrend

Cab2 freigelegt wird. Die Bindung an Cab2 destabilisiert Cab1 und fuhrt vermutlich

27



zu einer Schwachung der F. XllI-A / F. XIlI-B Interaktion. Dadurch kénnte Cab3
freigelegt werden. Der womaoglich letzte notwendige Schritt zur Abtrennung von
F. XllI-B ist die Sattigung der Cab3. (35). Die initiale Abspaltung von AP-F. XIli
schwacht die Dimerstruktur des verbleibenden F. XIII-A (35). Eine 2019 erschienene
Studie von Singh et al. zeigte im Zuge der Aktivierung die Teilung des Homodimers
F. XllI-Az in seine beiden aktiven Monomere (F. XIII-A*) (37). Die Anwesenheit von
Fibrin beschleunigt die Aktivierung um das etwa 80 bis 100-fache. Begriindet wird
dies durch eine verbesserte raumliche Anordnung von F. XIII und Thrombin,
wodurch eine Proteolyse zwischen Arg37 und Gly38 vereinfacht wird. Sowohl
Fibrin | als auch Fibrin Il wird diese Eigenschaft zugeschreiben. Eine effektive
Aktivierung von pF. Xlll findet nur an neu gebildetem Fibrin statt. (31,38).

Auch eine nicht-proteolytische Aktivierung von F. XlllI (z.B. intrazellular, ohne
Anwesenheit von Thrombin) ist moglich. Da die zytoplasmatische Ca?*-
Konzentration jedoch wesentlich niedriger ist als jene im Blutplasma, wird
angenommen, dass nur Cab1 besetzt wird. Eine Sattigung der beiden anderen Cab
ist bei Ca?*-Einstrom in das Zytoplasma denkbar. Die Aktivierung in einem Milieu
mit niedriger Ca?*-Konzentration wurde nachgewiesen, war jedoch hier nur sehr

langsam progressiv (31,39).

1.2.2.2 Inaktivierung & Regulation

Die F. Xllla-Aktivitat sinkt nachgewiesenermal3en innerhalb eines Fibringerinnsels
mit einer HWZ von etwa 20 Minuten. Dies lasst darauf schlielen, dass plasmatische
Vorgange zur Gegenregulation existieren — diese sind jedoch wesentlich schlechter
erforscht also jene der Aktivierung. Da bis dato kein Plasmaprotein als Inhibitor
identifiziert werden konnte, wird davon ausgegangen, dass die Proteolyse von
F. Xllla fur die Inaktivierung im Vordergrund steht. Plasmin konnte als

inaktivierendes Protein ausgeschlossen werden (31,40).

1.2.3 Funktionen

Als Transglutaminase beschleunigt F. Xllla die Bildung von Protein-
Querverbindungen durch eine Acyl-Transfer Reaktion. Diese lauft, wie auch bei
anderen Transglutaminasen, in zwei Schritten ab. Zunachst kommt es zu einer
Komplexierung des aktiven Zentrums des Enzyms (bei F. Xllla ist diese an der

Stelle Cys 314) mit einem substratstandigen Glutamin. Durch die Abspaltung von

28



Ammoniak entsteht eine Acyl-Enzym-Zwischenstufe. Im zweiten Schritt wird diese
Acyl-Gruppe an ein Acyl-Akzeptoramin Ubertragen und eine Peptidbindung entsteht
— die enzymatische Cystein-Stelle wird de-acyliert (31).

Die beiden Hauptsubstrate von F. Xllla sind Fibrin und Alpha2-Plasmin Inhibitor
(a2-P1). Insgesamt wurden bisher jedoch etwa 140 Substrate identifiziert, darunter
Fibronectin und Vitronectin, sowie Plasminogen, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 2

und der Thrombin-aktivierbare Fibrinolyse-Inhibitor (41).

1.2.3.1 Clot-Stabilisierung

Die Hauptaufgabe von F. Xllla ist die Stabilisierung eines Fibringerinnsels. Die
Verbindungen zwischen Fibrin-Protofibrillen bleiben bis zur Quervernetzung durch
F. Xllla reversibel. Dies konnte in-vitro experimentell durch Analyse der
Aggregationszustande von Fibrinfragmenten und ,fluorescence recovery after
photobleaching” nachgewiesen werden (42,43). F. Xllla verbindet zwei
Fibrinmolekule durch vy-y-Verbindungen [siehe Abb. 3: Bildung von Fibrin-
Querverbindungen durch F. Xllla]. Diese sind kovalente isopeptid €-(y-Glutamyl)-
Lysyl End-zu-End Verbindungen an jeweils zwei C-terminalen Enden (44). Weiters
werden Verbindungen zwischen a- und y-Ketten gebildet, welche jedoch nur zu

einer geringen Erhdhung der Steifigkeit beitragen (45).

Fxllla
Polymerized and soluble fibrin .“'-\"-I ."-"*I Cross-linked and insoluble fibrin
- . 1 —, —
F_Ib““o'_gfl_' Thrombin e ) L A &
{ 3y ) e - i s B = 4 —
C'__-__'.‘i-'5|"l-C"rI‘JIH.~ +  NHplys-C7 D
Q ﬂ i
 D-GIn-C-NH-lys-_ D + NH,
1]
o Transglutaminase reaction

b | Fibrin cross-linking catalyzed by FXllla

Abb. 3: Bildung von Fibrin-Querverbindungen durch F. Xllla
AP-FXIII: ,activation peptide®; FXIII: Faktor XlII; FXllla: Aktivierter Faktor XllI; GIn: Glutamin; Lys: Lysin

Aus: Shi DY, Wang SJ. Advances of coagulation factor XIll. Chin Med J (Engl). 2017;130(2):219—-23. DOI: 10.4103/0366-
6999.198007; Permission to use this figure has been granted by Wolters Kluwer Health, Inc. Die Verwendung dieser Abbildung
wurden von Wolters Kluwer Health, Inc. genehmigt.

In rheologischen Tests wurde ein biphasischer Verlauf der Stabilitat von Clots
beobachtet. Wahrend der ersten Phase von 10 Minuten, in der sich lose Blndel aus

Protofibrillen bildeten, nahm die Steifigkeit der Fibrin-Protofibrillen rapide zu. Die

darauffolgende Verdichtung erstreckte sich Uber mehrere Stunden und flhrte zur
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Versteifung der Fibrinstrange und folglich des Thrombus. Diese Phase konnte durch
spezifische Hemmung der F. Xllla-Aktivitat zur Ganze verhindert werden (46).
Nach dem Ablauf der Reaktion bleibt etwa 90 % des F. XllI-Az an Fibrin gebunden,
wahrend F. XIlI-B nicht mehr im Thrombus nachgewiesen werden kann. Wie zuvor
erwahnt begunstig die Anwesenheit von Fibrin die Aktivierung von pF. Xlll. Sobald
jedoch etwa 40 % des zur Verflgung stehenden Fibrins Uber
y-Ketten quervernetzt wurde, fallt die Geschwindigkeit der Reaktion ab. Dieser
Effekt wird als negative Ruckkoppelung und Regulationsmechanismus der Clot-
Stabilisierung angesehen.

Das ,Cross-linking“ schatzt den Clot vor proteolytischen Vorgangen und
mechanischem Stress. Die Verringerung des proteolytischen Abbaus geschieht
uber die vermehrte Einlagerung von a2-Pl, dem primaren physiologischen Inhibitor
von Plasmin. a2-Pl wird in der Leber gebildet. Die Plasmaprotease ,Antiplasmin
cleaving enzyme® spaltet 12 Aminosauren ab, wodurch a2-Pl ein potenzielles
Substrat fur F. Xllla wird. Als Transglutaminase katalysiert F. Xllla die kovalente

Verbindung von a2-Pl mit Fibrin a-Ketten und bindet es damit im Thrombus (31).

1.2.3.2 Immunreaktion & Wundheilung

Neben Fibrin sind auch proinflammatorische und membranbindende Proteine des
Immunsystems sowie Bestandteile der Extrazellularmatrix potenzielle Substrate flr
F. Xllla, die quervernetzt und dadurch immobilisiert werden kdnnen. Fibronectin
kann durch F. Xllla in einen Fibrin-Clot integriert werden. Dies fordert die Anhaftung
von Fibroblasten. AufRerdem scheint F. Xllla Uber den Fibronectin-Rezeptor
avBs-Integrin direkt an Fibroblasten binden zu kdnnen. Die Proliferation von
Monozyten wird durch die Prasenz von F. Xllla stimuliert, wahrend deren Apoptose
gehemmt wird (47). Weitere Substrate von F. Xllla, die vermutlich in der
Wundheilung eine Rolle spielen, sind unter anderem Kollagen, vWF, Vitronectin,
Osteopontin und Thrombospondin (48).

Im Mausmodell mit F. XllI-A-Mangel war die Heilung einer Schnittwunde deutlich
verzogert. Nachdem die Verletzung beim Wildtyp nach elf Tagen bereits
verschlossen war, zeigte die Gruppe mit F. Xlll-Mangel eine abnormale
Narbenbildung, inkomplette Epithelialisierung und Nekrosen (49).

Sowohl experimentelle als auch in-vivo-Studien zeigen klare Signale der Beteiligung

von F. XIlII in der Angiogenese. Durch Abnahme von Thrombospondin-1
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mRNA in F. Xllla exponierten Zellen wird ein wichtiger Hemmstoff der Angiogenese

unterbunden (31).

1.2.3.3 Weitere Effekte

F. Xl werden noch einige weitere physiologische und pathophysiologische
Eigenschaften zugeschrieben. Dazu zahlen beispielsweise die Modifikation der
vaskularen Permeabilitdt, die Beeinflussung von Phagozytoseprozessen bei
Monozyten und Makrophagen, die Entwicklung der Extrazellularmatrix in Knochen
und Knorpeln, Einflisse auf die Differenzierung von Pro-Adipozten und im

Pathomechanismus von Arthritis (31).

1.2.4 Hereditarer Mangel

Nach der Erstbeschreibung eines klinischen Falls im Jahr 1960 mit der Vermutung
eines Zusammenhangs mit fibrinstabilisierendem Faktor konnten fast 35 Jahre
spater die ersten Mutationen nachgewiesen werden (50). Sie werden autosomal-
rezessiv vererbt und haben deshalb erhohte Pravalenz in Kindern konsanguiner
Eltern.

Das codierende Gen fur F.XIII-A F13A1 befindet sich am kurzen Arm des
6. Chromosoms (6p24-25). Ein Typ 1 Mangel zeigt eine ausgepragte Reduktion der
plasmatischen F. XllI-Aktivitat, plasmatischer F. XllI-A2B2-Antigene und F. XIII-A-
Antigene, wahrend beim Typ 2 Mangel plasmatische F. XllI-A2B2-Antigene und
F. XllI-A-Antigen nur geringgradig reduziert sind und hingegen ein funktioneller
Defekt besteht [siehe Abb. 4: Erwartbare F. Xllla-Aktivitdt und Antigen-
Konzentrationen bei hereditdrem und erworbenem F. XllI-Mangel]. Auch F. XIlI-B,
dessen Gen F13B am kurzen Arm des 1. Chromosoms codiert ist, kann betroffen
sein. Weniger als 5 % der beschriebenen kongenitalen F. XllI-Mangel sind auf die
Mutationen von zurlckzufihren — sie zeigen aullerdem ein weniger schweres
Erkrankungsbild (51).

Die meistbeschriebene Mutation ist eine G-zu-T Transversion im Exon 2 des F. XIlI-
A Gen, die einen Val34Leu Polymorphismus zur Folge hat. Dieser erhoht die Rate
der F. XIII Aktivierung um etwa das 2,5-fache. Es wird angenommen, dass der
Pathomechanismus durch die Nahe zur Abspaltungsstelle von AP-F. Xl durch
Thrombin an der Lokalisation Arg37-Gyl38. Die spezifischen Aktivitaten von
cF. Xlll und pF. Xlll der Val34Leu Genotypen sind ident.
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Plasma Plasma Plasma Plasma Platelet Platelet

FXII1 FXIII-A5B, FXIII-A FXIII-B FX1II FXIII-A
Deficiency activity antigen antigen antigen activity antigen
Inherited
FXIII-A deficiency
Type I VA L dalls > 30% W A
Type 11 Wl LN J-N > 30% 1L l-N
FXIII-B deficiency A VAN Sl L N N
Autoantibody against FXIII
Anti-FXIII-A
Neutralizing Jdd: LN I-N > 30% N N
Non-neutralizing Wl AN AR > 30% N N
Anti-FXIII-B L L P L N N
Other acquired deficiencies l l 4 LN NA NA

Abb. 4: Erwartbare F. Xllla-Aktivitét und Antigen-Konzentrationen bei hereditdrem und erworbenem
F. XllI-Mangel

Lll, hochgradig verringerte Aktivitit/Konzentration, (iblicherweise unter 3 %; ||, betrdchtlich reduzierte
Aktivitdt/Konzentration, (blicherweise 5-10 %; |, geringgradig verringerte Aktivitdt/Konzentration, (blicherweise 20-70 %, N,
normal; NA, nicht anwendbar.

Aus: Kohler HP, Ichinose A, Seitz R, Ariens RAS, Muszbek L. Diagnosis and classification of factor Xlll deficiencies. J Thromb
Haemost. 2011;9(7):1404—6. Permission to use this figure has been granted by John Wiley and Sons. Die Verwendung dieser
Abbildung wurden von John Wiley and Sons genehmigt.

Das Vorkommen von Val34Leu ist ethnisch unterschiedlich verteilt, wobei es bei
Ameroindianer*innen sowie Kaukasier*innen am haufigsten nachgewiesen wurde.
Weitere wichtige beschriebene Polymorphismen sind Tyr204Phe, Pro564Leu,
Glu651GIn und Val650lle [siehe Abb. 5: Molekdilstruktur von F. XIlII] (31,52).

Abb. 5: Molekiilstruktur von F. Xl

,Darstellung eines Dimers zweier, rekombinanter F. XllI-A Untereinheiten. Der katalytische Kern wurde orange, 3-Sandwich-
Doménen gelb, 3-Fass-Strukturen griin und das F. Xlll-activation peptide cyan eingeférbt. Hervorgehoben sind die aktiven
Zentren und die Lokalisationen der fiinf hdufigsten Gen-Varianten.” iibersetzt ins Deutsche und Abbildung aus: Ariéns RAS,
Lai TS, Weisel JW, Greenberg CS, Grant PJ. Role of factor Xlll in fibrin clot formation and effects of genetic polymorphisms.
Blood. 2002;100(3):743-54. DOI: 10.1182/blood.V100.3.743; Permission to use this figure has been granted by Elsevier. Die
Verwendung dieser Abbildung wurden von Elsevier genehmigt.
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Die globale Inzidenz des hereditaren F. XllI-Mangels wird auf 1 pro 1-3 Millionen
geschatzt — Frauen und Manner sind gleichermalien betroffen (51,53). In Landern
mit einer Haufung konsanguinen Ehen ist die Pravalenz deutlich hoher —
beispielsweise im Iran liegt sie bei 1 pro 160.000 Einwohner*innen. Die weltweit
hdchste geschatzte Pravalenz wurde in zwei Provinzen im Sudosten Irans mit circa
1 pro 7.700 beschrieben (54).

Klinische Prasentation:

Als haufigste Blutungskomplikationen zeigten sich in einer Analyse einer
europaischen Datenbank bei nachgewiesenem F. XllI-Mangel subkutane Blutungen
[57 %], verzdgerte Nabelschnurblutungen [56 %], Muskelblutungen
[49 %], postoperative Nachblutungen [40 %], Gelenksblutungen [36 %] und
intrakranielle Blutungen [34 %] (55).

Heterozygote Patient*innen haben in den meisten Fallen eine ausreichende
F. Xllla-Aktivitat und sind asymptomatisch, jedoch wurden auch in dieser Population

schwere Blutungen dokumentiert (31).

Die Auswirkung des Val34Leu Polymorphismus auf die Stabilitat des Blutgerinnsels
scheint in Abhangigkeit zur Fibrinogen-Konzentration zu liegen. Bei hoheren
Fibrinogen-Konzentrationen zeigten die Gerinnsel eine vermehrte Permeabilitat und

verringerte Stabilitat. Dies fuhrte wiederum zu verstarkter Fibrinolyse (56).

Kongenitaler F. XlIlI-Mangel kann eine Ursache fur wiederholte Aborte in ansonsten
gesunden Frauen darstellen und ist damit eine der wenigen Gerinnungsstérungen,
die zum Verlust der Frucht fuhren kdnnen. Vermutet wird eine Stérung in der Bildung

der Plazenta, wodurch es zu spontaner Ablésung kommen kann (48).

Es wurde auRerdem ein Zusammenhang zwischen dem Val34Leu Polymorphismus
und Demenz vom Alzheimer-Typ in der Literatur beschrieben. In einer Fall-Kontroll-
Studie zeigte sich ein signifikant gehauftes Auftreten von
Mb. Alzheimer bei Personen mit homozygotem Leu-Allel (57). Als Mechanismus
wird die Rolle von F. Xllla bei der rezeptorvermittelten Endozytose von
az2-Macroglobulin, der Polymerisierung von -Amyloid und der Quervernetzung von
B-Amyloid mit a2-Macroglobulin und seinem Rezeptor vermutet. Weiters konnte das

Cross-linking von Fibrin mit B-Amyloid sowie Bildung von B-Amyloid-Oligomeren
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durch F. Xllla in-vitro gezeigt werden — deren klinische Relevanz ist jedoch noch

nicht zur Ganze geklart (58).

Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2007 von Vokoé et al. zeigte kardioprotektive Effekte
des Val34Leu Phanotyps. Die Odds ratio (OR) der Erkrankung an koronarer
Herzkrankheit (KHK) bei Vorliegen eines homozygotem Leu/Leu Genotyps betrug
0,81 und war bei Val/Leu Genotyp 0,82 (59).

Auch die Auswirkung des Val34Leu auf die Inzidenz von venésen Thombembolien
(tiefe Bein-/Beckenvenenthrombose und Pulmonalarterienembolie) wurde in einer
Metaanalyse untersucht. Dabei zeigte sich bei Leu/Leu eine OR von 0,75, bei
Val/Leu eine OR von 0,86. Daraus lasst sich eine protektive Eigenschaft des

mutierten F. Xl gegenuber vendsen Thombembolien ableiten (60).

1.2.5 Erworbener Mangel

Zwei grolRe Entitaten fuhren zu einem erworbenen F. XllI-Mangel. Zum einen kann
es durch Autoantikdrper zu einer Hemmung kommen, zum anderen wird F. XIlI

durch verminderte Synthese oder erhéhten Verbrauch erniedrigt.

1.2.5.1 Immun-mediierter F. Xlll-Mangel

Zur Bildung von Autoantikorpern, typischerweise Immunglobulin G, kommt es
gehauft bei rheumatologischen Erkrankungen wie systemischem Lupus
erythematodes und rheumatoider Arthritis. Weitere assoziierte Pathologien sind
solide Tumore, lymphoproliferative oder myeloproliferative Neoplasien und
monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (61). Auch Medikamente
unterschiedlichster Gruppen (z.B. Isoniazid, Procainamid, Amiodaron, Metformin,
Penicillin, Ciprofloxacin) sind als potenzielle Ausléser beschrieben (62). Bei 47 %
der Patient*innen kann jedoch keine zugrundeliegende Erkrankung oder eindeutige
Ursache nachgewiesen werden. Die gebildeten Antikdrper kdnnen gegen eine oder
beide F. XllI-Untereinheiten, F. XIlI-A und F. XIlI-B, gerichtet sein, wobei Antikdrper
gegen F. XIII-B nur in etwa 7 % ursachlich sind (63).

Aufgrund der hohen Mortalitat und der Rate an schweren Blutungen von 18-29 %
ist der immun-mediierte F. XllI-Mangel eine wichtige, wenn auch seltene

Differentialdiagnose. Die F. Xllla-Aktivitat war bei 93 japanischen Patient*innen im
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Mittel nur 8,5 %. Dieser Wert liegt unter den bei nicht immun-mediiert typischerweise
gemessenen Aktivitatslevels und koénnte dadurch einen Hinweis auf die

zugrundeliegende Ursache fur das behandelnde Personal darstellen (63).

1.2.5.2 Nicht immun-mediierter F. Xlll-Mangel

Das Auftreten von erworbenem F. XllI-Mangel durch verringerte Bildung oder
vermehrten Verbrauch ist deutlich haufiger anzutreffen. Im Gegensatz zum immun-
mediierten Mangel liegen die gemessenen F. Xllla-Aktivitaten meist bei
20-70 % (63). Erhdhter Umsatz von F. XIII ist assoziiert mit gro3en operativen
Eingriffen und schweren Erkrankungen wie z.B. Sepsis, Schlaganfall, chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen (CED), schweren Gl-Blutungen oder

Pulmonalarterienembolien (31).

Kongruent zu den Hauptbildungsstellen der F. XllI-Untereinheiten im Knochenmark
und der Leber sind Produktionsdefizite bei hamatologischen und hepatologischen
Erkrankungen dokumentiert. In den meisten Fallen von Leberzirrhose bleibt die
F. Xllla-Aktivitat im Normbereich, Werte <560 % gehen mit einem erhdhten Risiko fur
obere gastrointestinale Blutungen einher (64). Im direkten Vergleich von
Patient*innen mit vorbekannter Leberzirrhose, ohne oder mit begleitender akuter
Nierenschadigung (ANS, ,acute kidney injury“) zeigte sich eine signifikant niedrige
F. Xllla-Aktivitat bei 38 % vs. 60 %. Die Autor*innen vermuteten, dass dies in

Zusammenhang mit der Hypokoagulabilitat bei Leberzirrhose mit ANS steht (65).

In einer Studie, in der ein Protokoll zur Erkennung und zum Management von
Gerinnungsstorungen bei 39 Patient*innen unter veno-vendser extrakorporaler
Membranoxygenierung (VV-ECMO) erforscht wurde, konnte in 88 % der Falle ein
F. Xlll-Mangel innerhalb der ersten 7 Tage nachgewiesen werden (66).
Hamoptysen, Blutungen aus Katheter/Kanulen-Einstichstellen und Melana wurden
als aktive Blutungskomplikationen unter ECMO bei erworbenem F. Xlll-Mangel
beschrieben (67).
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1.2.6 Therapeutische Ansatze

Goldstandard in der Therapie von hereditarem F. Xlll-Mangel ist die direkte
Substitution mittels F. XllI-Konzentrat aus gereinigtem (pasteurisiert, nanofiltriert),
menschlichem Blutplasma (Fibrogammin®; CSL Behring, West Sussex, UK). Die
Standarddosierung von 10-40 IU/kg (meist 20 IU/kg) wird alle 4-6 Wochen
intravends verabreicht. Die Haufigkeit von unerwunschten Arzneimittelwirkungen ist
mit 1 pro 15.700 Anwendungen gering, eine Infektion durch pathogene Erreger
scheint durch die inaktivierenden und entfernenden Prozesse bei der Herstellung
unwahrscheinlich (68,69). Eine weitere, neue Behandlungsmaoglichkeit stellt eine
rekombinante F. XIllI-A-Untereinheit (NovoThirteen / Tretten; Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Denmark) dar. Sowohl aus Plasma isoliertes als auch rekombinantes
F. Xlll-Konzentrat sind jedoch nur in wenigen Landern der Welt zugelassen und
aufgrund der hohen Kosten vor allem in Entwicklungslandern keine Option (70).
Als Alternativen stehen noch gefrorenes Frischplasma (fresh frozen plasma) und
Kryoprazipitat, die 1 1U/mL respektive 3 IU/mL F.XIlI enthalten, zur Verfigung.
Diese werden zwar noch im angloamerikanischen Raum haufiger eingesetzt,
insgesamt jedoch zunehmend vermieden, da diese das Risiko von durch Blut
ubertragbare Infektionen mit sich tragen. Weitere potenzielle Komplikationen stellen
allergische  Reaktionen, Zitrat-Intoxikation, transfusionsassoziierte  akute
Lungeninsuffizienz  (TRALI, ,transfusion-related lung injury®) und die
transfusionsassoziierte Volumenuiberladung (TACO, ,transfusion-associated
cardiac overload®) dar. In einigen europaischen Landern wurde Kryoprazipitat aus
Sicherheitsgrinden vom Markt genommen (68).

Um bei hereditarem F. XllI-Mangel schwere Blutungen (Nabelschnurblutung,
gastrointestinale und zentralnervése Blutung, Gelenksblutung/-hamatom) zu
verhindern, wurde 2017 von Menegatti et al. eine prophylaktische Ziel-Aktivitat von
=215 1U/dL vorgeschlagen (53). Bei aktiver Blutung ist die Halbwertszeit von F. XII|
bei hereditarem Mangel erniedrigt, weshalb eine Substitution von 50-150 Ul/kg
empfohlen ist (38).

Eine weitere Indikation stellt die Abort-Vorbeugung bei schwangeren Patient*innen
mit kongenitalem F. Xlll-Mangel dar. Hier wurde eine Ziel-Aktivitdt von 210 %

festgelegt, da geringe pF. Xlll-Konzentrationen ausreichen, um eine
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Schwangerschaft aufrecht zu erhalten. Wahrend der Geburt sollte eine
Mindestaktivitat von 30 % angestrebt werden (71).

Aufgrund derzeit unzureichender Evidenz gibt es noch keine etablierten Richtwerte
fur eine anzustrebende F. Xllla-Aktivitat bei erworbenem Mangel (61). Bei
Intensivpatient*innen wurde ein erhohter Transfusionsbedarf an
Erythrozytenkonzentraten bei einer F. Xllla-Aktivitat von <50 % festgestellt (72).

In einer prospektiven Studie mit 24 Patient*innen wurde die topische Anwendung
von F. XIII bei chronisch vendsen Ulcera mit Placebo verglichen. Ulcera mit einem
Durchmesser unter 1 cm =zeigten nach zehn Tagen eine signifikante
Grollenabnahme in der Interventionsgruppe (73).

Im Tiermodell konnte bei traumatisch-hamorrhagischer Schock eine Verringerung
von Surrogatparametern des Multiorganversagens durch Therapie mit

rekombinantem F. Xl gezeigt werden (74).
1.3 Gerinnungstests

1.3.1 Globalgerinnungstests

Routinemalig werden zum Screening von Koagulopathien die im klinischen Alltag
genannten ,Globalgerinnungstests® (Prothrombinzeit, Quick-Wert, International
Normalized Ratio und aktivierter partieller Thromboplastinzeit) angewendet. Sie
bilden jedoch die Stabilitat eines gebildeten Blutgerinnsel nicht ab. Auch
Thrombozytenzahlen sind von einer veranderten Clot-Stabilitat nicht betroffen (2).

Eine pathologisch veranderte Thrombelastographie (TEG®) bzw.
Thrombelastometrie (,rotational thromboelastometry“; ROTEM®) kann jedoch auf
eine verringerte F. Xllla-Aktivitat hinweisen. Schon in der Erstpublikation 1960

wurde eine reduzierte maximale Amplitude und vermehrte Lyse beschrieben (28).

1.3.2 Thrombelastometrie

Eine in-vitro Studie untersuchte den Einfluss von gehemmtem F. XllI auf die
ROTEM®-Parameter. Dafur wurde ein polyklonaler 1gG-Antikorper aus
Kaninchenseren eingesetzt, der spezifisch die F. XllI-A-Untereinheit hemmt. Die
Zugabe der Immunglobuline wurde in unterschiedlichen Verdinnungen getestet. In
der Vollblut-Testreihe mit der hochsten Antikorper-Konzentration zeigte sich eine
F. Xllla-Restaktivitat von etwa 40 %. Die extrinsische Thrombelastometrie (EXTEM)

37



war aufgrund der verlangerter ,clot formation time* pathologisch verandert. Um eine
F. Xllla-Aktivitdt >/<60 % nachzuweisen, lagen die Sensitivitdt und der negativ
pradiktive Wert bei 100 %, der positiv pradiktive Wert bei 42 %. Aulderdem war die
mittlere maximale Amplitude (,maximum clot firmness®; MCF) in der thrombozyten-
gehemmten Thrombelastometrie (FIBTEM) verglichen mit ungehemmten
Vollblutproben signifikant verringert (75).

Im Fallbericht eines mannlichen 38-jahrigen Patienten mit neu aufgetretener,
dekompensierter Lebererkrankung unklarer Genese zeigte sich initial eine
Thrombelastometrie mit grenzwertig hoch-normaler ,clotting time® und grenzwertig
erniedrigter MCF. Als einziger pathologischer Wert fiel die erhdhte ,maximum lysis*
auf, die auch nach Behandlung mit 2 g Tranexamsaure zumindest geringgradig
persistierte. Nach Anwendung von 1500 IU Fibrogammin® normalisierte sich das
ROTEM® (76).

Die Analyse von 5 Proben von Patient*innen mit F. XIlI-Mangel verglich die Validitat
von TEG® mit Ca?*-Harnstoff- und Essigsaure-Loslichkeitstests. Es zeigte sich eine
hohere Sensitivitdt von TEG® verglichen mit Loslichkeitstests falls die pFXIII-A
Konzentration uber 20% betrug. Im TEG® waren MCF und die Amplitude nach
60 Minuten waren verringert. Diese Effekte wurden durch Zugabe von Streptokinase
in einer ,sub threshold concentration® verstarkt. Dies lasst vermuten, dass TEG®
ein besserer Screeningtest fur F. XllI-Mangel darstellt als Loslichkeitstests, falls
quantitative Tests nicht verfugbar sind (77).

1.3.3 Quantitative Bestimmung der F. Xllla-Aktivitat

Analog zu den ersten Experimenten von Laki und Lorand im Jahr 1948 wurden
lange Zeit Loslichkeitstests mit Harnstoff zur Diagnostik von F. Xlll-Mangel
verwendet. Problematisch ist, dass das obere Limit der detektierbaren F. Xllla-
Aktivitaten von Loslichkeitstests bei nur <1 % liegt (51). Daher werden sie von
Expert*innen nicht mehr zur Diagnostik von F. Xlll-Mangel empfohlen. Als
quantitativer Test ist der ,Ammonia-release assay“ der am haufigsten angewendete
und gilt als Goldstandard. Dabei wird die ammoniakabhangige Reduktion von NADH
oder NADPH photometrisch gemessen (77).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bestimmung der F. Xllla-Aktivitat mit eben
dieser Methode durchgeflhrt. Im Kapitel 2.4 F. Xlll Messung werden die einzelnen

Schritte der Reaktion und der labormedizinische Ablauf detailliert erlautert.
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2 Material und Methoden

2.1 Forschungsdesign und Population

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Datenanalyse. Dafur wurden
alle Patient*innen eingeschlossen, die im Zeitraum von 2014-2019 auf der
Allgemeinen Intensivstation der Universitatsklinik fur Innere Medizin des
Landeskrankenhauses (LKH)-Universitatsklinikum Graz behandelt wurden und bei
denen zumindest einmal die F. Xllla-Aktivitat bestimmt wurde.

Ausschlusskriterien waren ein Alter <18 Jahren. Ausgeschlossen wurden auch jene
Patient*innen, bei denen die F. Xllla-Aktivitat Bestimmung auf einer anderen Station
durchgefuhrt wurde oder alter als der Tag -1 zur Aufnahme auf die Allgemeine

Intensivstation war.
2.2 Definitionen und vordefinierte Subgruppen

2.2.1 Beobachtungszeitraum und F. XllI-Mangel

Die Erstaufnahme einer Patientin oder eines Patienten auf die Allgemeine
Intensivstation stellte den Startzeitpunkt fur den Fall dar. Die Verlegung von der
Intensivstation (meist auf eine Normalstation) markierte das Ende der ICU-
Aufenthaltsdauer. Patient*innen, die wahrend eines Krankenhausaufenthaltes
mehrmals auf die Allgemeine Intensivstation aufgenommen wurden, wurden als ein
Fall gezahlt.

Die ICU-Mortalitat wurde definiert als das Ableben auf der Intensivstation, wahrend
die 28-Tages Mortalitat als das Ableben innerhalb von 28 Tagen gerechnet ab der

ersten ICU-Aufnahme definiert wurde.

Pro Fall wurde die geringste, vor einer ggf. erfolgten Substitution, gemessene
F. Xllla-Aktivitat fir die weitere Analyse herangezogen. Bei der Auswertung
sequenzieller Messungen der F. Xllla-Aktivitat wurde der Spitzenwert innerhalb von
12 Stunden bis 5 Tagen nach der ersten Substitution verwendet.

Ein F. Xlll-Mangel wurde als eine F. Xllla-Aktivitat von <70 % definiert.
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2.2.2 Diagnosekategorien

Um Zusammenhange zwischen bestimmten Krankheitsbildern und einer
verringerten F. Xllla-Aktivitat identifizieren zu koénnen, wurden folgende
Diagnosekategorien pra-definiert. Die endgultige Kategorisierung der Falle beruht
auf den, von den behandelnden Arzt*innen dokumentierten, Arbeitsdiagnosen und

der Zusammenschau samtlicher vorliegender Befunde.

- CED (Chronisch entzundliche Darmerkrankung)

- SEPS (Sepsis jeglicher Genese)

- MHG (Maligne hamatologische Grunderkrankung)

- BHG (Benigne hamatologische Grunderkrankung)

- TUM (Sonstige maligne onkologische Erkrankung)

- ZIRR (Leberzirrhose)

- ALF/ACLF (Akutes Leberversagen / Akut auf chronisches Leberversagen)
- Andere

Wahrend der statistischen Auswertung wurde aufgrund der deutlichen Haufigkeit
eine weitere Kategorie im Nachhinein (post hoc) definiert.

- GIUE (Gastrointestinales Ulcus/Erosion & sonstige Gl-Blutungen)

Falls multiple Diagnosen vorlagen, wurde der Fall in die Kategorie der aus den

Dekursdokumenten ersichtlichen, wahrscheinlichsten Hauptdiagnose zugewiesen.

2.2.3 Blutungslokalisation

Zur weiteren Auswertung von Patient*innen mit klinischen Blutungszeichen wurden

die Blutungslokalisationen in folgende Kategorien unterteilt:

- 0aGl (Obere gastrointestinale Blutung)

- UGl (Untere gastrointestinale Blutung)

- Gl (Unspezifizierte gastrointestinale Blutung)
- ES (Blutung aus Einstichstelle/n)

- HNO (Blutung im Hals-Nasen-Ohren-Bereich)
- PULM (Pulmonale/bronchiale Blutung)

- DIC (Disseminierte intravasale Koagulation)

- 1A (Intraabdominelle Blutung)

- DERM (Petechien / Hamatome / Ekchymosen)

- Andere
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Falls multiple Blutungen vorlagen, wurde der Fall in die Kategorie der aus den
Dekursdokumenten ersichtlichen, wahrscheinlichsten Hauptblutungslokalisation

zugewiesen.

2.2.4 Vortestwahrscheinlichkeit und Substitution

Fir die geplante Subgruppenanalyse wurden zwei Faktoren kombiniert:
- F. Xllla-Aktivitat: normal oder erniedrigt (<70 %)

- Substitution: ja oder nein

Dies ergab folgende vier Gruppen:
- Gruppe 1

F. Xllla-Aktivitat: normal
Substitution: nein

Gruppe 2
F. Xllla-Aktivitat: erniedrigt (<70 %)
Substitution: nein

- Gruppe 3
F. Xllla-Aktivitat: erniedrigt (<70 %)
Substitution: ja

Gruppe 4
F. Xllla-Aktivitat: normal

Substitution: ja

Patient*innen, die bei sequenziellen Messungen erst im Verlauf eine verringerte

F. Xllla-Aktivitat entwickelten, wurden Gruppe 2 zugewiesen.

2.3 Erhebung der Daten

Als erster Schritt wurden Fallnummern, dazugehérige Aufnahme- und
Entlassungsdaten sowie Laborparameter aller eingeschlossenen Patient*innen vom
wissenschaftlichen Servicebereich ,Medizinisches Datenmanagement” des Instituts
fur Medizinische Informatik, Statistik und Dokumentation anhand oben definierten
Kriterien ausgehoben. In einem zweiten Schritt wurden die jeweilige ICU- und
28-Tages-Mortalitat  erganzt.  Anschlieend wurden die  zugehdrigen

Dekursdokumente der Intensivaufenthalte manuell auf Alter, Geschlecht, Diagnose,
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Blutungszeichen, ECMO-Therapie sowie Anzahl und Grund der Substitution
gescreent. Weiters wurde aus Krankenakten in Papierform (,Fieberkurven®) und aus
dem openMEDOCS (Krankenhausinformationssystem der Steiermarkischen
Krankenanstaltengesellschaft)  Anzahl,  Zeitpunkt und  Dosierung der
Verabreichungen von F. Xlll-Konzentrat (Fibrogammin®; CSL Behring, West
Sussex, UK) oder anderen Substitutionsprodukten erhoben. All diese Informationen
wurden in einer pseudonymisierten Liste in Excel 16.0 (Microsoft Corporation,

Redmond, Washington, USA) zusammengefasst.

2.4 F. Xlll Messung

Die F. Xllla-Aktivitatswerte wurden im Rahmen des Routinebetriebs bestimmt und
retrospektivim Rahmen dieser Arbeit ausgewertet. Als Proben diente mit Natrium-
Zitrat antikoaguliertes, arterielles oder vendses Vollblut. Nach Zentrifugation wurde
die quantitative Bestimmung der F. Xllla-Aktivitat im Blutplasma mittels
chromogenem Test (Berichrom® Factor Xlll, Siemens Healthcare Diagnostics
Products GmbH, Marburg, Germany) durchgefihrt.

Thrombin wandelt F. Xlll in seine aktive Form um, wobei Fibrin diese Reaktion
beschleunigt. F. Xllla verbindet Fibrinpeptide durch eine Acyl-Transfer-Reaktion
miteinander. Dabei wird Ammoniak als Abfallprodukt abgespalten. Dieses reagiert
in einer parallel ablaufenden, enzymatischen Reaktion mit NADH und
a-Ketoglutarat zu NAD und Glutamat. Die Abnahme von NADH wird durch ein
Photometer gemessen — dabei ist die Anderung der Absorption der Indikator fiir die
F. Xllla-Aktivitat.

Dieser Test wurde auf dem Atellica@ COAG 360 System (Siemens) nach den
Vorgaben des Herstellers durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden, durch Vergleichen
mit einer kalibrierten Referenzkurve flir humanes Blutplasma, als prozentueller
Anteil des Normwerts angegeben. Das Labor definierte die untere
Quantifizierungsgrenze (,lower limit of quantification®) bei 15 %, das lineare Intervall

reichte bis maximal 150 %.
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2.5 ZielgréBen

2.5.1 HauptzielgroRe

Als Hauptzielgrofle wurde die Haufigkeit einer Substitutionstherapie in einer
Population mit hoher Vortestwahrscheinlichkeit (Intensivpatient*innen  mit
durchgefuhrtem Spezial-Gerinnungstest) und die Verteilung der F. XIllI-
Mangelzustande nach Krankheitsentitaten (CED, Sepsis, maligne hamatologische
Grunderkrankung, benigne hamatologische Grunderkrankung, onkologische
Erkrankung, Leberzirrhose, ALF/ACLF, Andere) definiert.

2.5.2 NebenzielgroRe

Die vorab definierte NebenzielgroRe war der Vergleich von demographischen
Parametern. Weiters wurden die Art der klinisch vorliegenden Blutungen,
ICU-Aufenthaltsdauer, ICU- und 28-Tages-Mortalitat, die Haufigkeit der Applikation
einer Substitution, die Kumulativdosis an Fibrogammin® sowie die darauffolgende

Veranderung der F. Xllla-Aktivitat ausgewertet.

2.6 Statistische Auswertung

Alle statistischen Berechnungen wurden in SPSS 26 (SPSS Inc, Chicago, lllinois,
USA) durchgefihrt. Kontinuierliche Variablen wurden als Median [25ste — 75ste
Perzentile] zusammengefasst. Kategorische Variablen werden als absolute
Haufigkeiten (%) dargestellt. Assoziationen zwischen Variablen wurden, je nach
Erfullung der jeweiligen Voraussetzungen, mit Kreuztabellen, Mann-Whitney-U-
Test, x-Tests und Wilcoxon-Tests berechnet. Das Signifikanzlevel wurde bei 0,05
definiert.

2.7 Ethikvotum

Das Ethikvotum fur diese Arbeit wurde vom Institutional Review Board (IRB), der
Ethikkommission Graz der Medizinischen Universitat Graz (Nr: 32-313 ex 19/20)
ausgestellt. Aufgrund der retrospektiven Datenauswertung mit Pseudonymisierung
zur Sicherstellung des Datenschutzes und dem Fehlen einer studienbezogenen

Intervention war kein Informed Consent notwendig.
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3 Ergebnisse

Anhand der angewendeten Suchstrategie wurden insgesamt 89 Patient*innen bei
90 Krankenhausaufenthalten identifiziert, bei denen eine F. Xllla-Aktivitdt wahrend
eines Intensivaufenthalts in den Jahren 2015-2019 bestimmt wurde. Im Rahmen
Aushebung der Unterlagen und der manuellen Dekursdurchsicht zeigte sich eine
inkonsistente Dokumentation des Jahres 2014 weswegen dieses Jahr fur samtliche

weitere Analysen nicht berlcksichtig wurde.

3.1 Gesamt-Patient*innenkollektiv

Von 90 Aufnahmen fanden sich 42 % Frauen (n=38) und 58 % Manner (n=52). Das
mediane Alter war 61 [47-71] Jahre; wobei Frauen 60 [40-71] und Manner
61 [50-72] Jahre alt waren (p=0,358) [siehe Abb. 6: Altersverteilung (gesamt)].
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Abb. 6: Altersverteilung (gesamt)
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Anhand der in den Methoden beschriebenen Gruppenverteilung (definiert durch
F. Xllla-Aktivitdt und Substitution) ergaben sich 4 Gruppen [siehe Tab. 3 und
Abb. 7: Gruppenverteilung F. Xllla-Aktivitat & Substitution].

Interventionsgruppe Gesamt (n=90)

F. Xllla-Aktivitat normal & keine Substitution 18 (20,0 %) |
F. Xllla-Aktivitat niedrig & keine Substitution ‘ 43 (43,8 %)
F. Xllla-Aktivitat niedrig & Substitution ‘ 27 (30,0 %)
F. Xllla-Aktivitat normal & Substitution ‘ 2 (2,2 %)

Tab. 3: Gruppenverteilung F. Xllla-Aktivitat & Substitution

Gruppenverteilung (n=90)
F. Xllla-Aktivitat normal/erniedrigt & Substitution ja/nein

F. Xllla-Aktivitat normal & keine Substitution = F. Xllla-Aktivitat niedrig & keine Substitution
= F. Xllla-Aktivitat niedrig & Substitution = F. Xllla-Aktivitat normal & Substitution

Abb. 7: Gruppenverteilung F. Xllla-Aktivitdt & Substitution
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3.1.1 Aufenthaltsdauer

Die mediane Aufenthaltsdauer auf der ICU betrug 6 [2-17] Tage, mit einer statistisch
nicht signifikant unterschiedlichen Verteilung zwischen Frauen und Mannern
(5[2-12] vs. 7 [2-20], p=0,328).

3.1.2 F. Xllla-Aktivitat

Es zeigte sich in der Gesamtauswertung eine mediane F. Xllla-Aktivitat von
50 [39-64] %. Die F. Xllla-Aktivitat betrug bei Frauen 43 [38-57] %, wahrend Manner
hohere Werte mit 53 [40-71] % zeigten [siehe Abb. 8: F. Xllla-Aktivitadt abhédngig
vom Geschlecht]. Dieser Unterschied war nicht signifikant mit einem p-Wert von
0,064.

Geschlechterspezifische F. Xllla-Aktivitat (n=90)
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Abb. 8: F. Xllla-Aktivitdt abhdngig vom Geschlecht

46



3.1.3 Mortalitat
Die ICU- und 28-Tages-Mortalitat betrugen 32 % (n=29) und 34 % (n=31) im

gesamten untersuchten Kollektiv. Dabei zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen Mannern und Frauen.

3.2 Detaillierte Ergebnisse bei erniedrigter F. Xllla-Aktivitat

Insgesamt wurden 70 Falle mit F. XllI-Mangel (F. Xllla-Aktivitat <70 %) erfasst,
wovon 47 % Frauen (n= 33) und 53 % Manner (n= 37) waren.

In 39 % (n=27) wurde eine Substitution mit Fibrogammin® eingeleitet, wahrend
61 % keine Substitution erhielten. Die Geschlechterverteilung zwischen den
Gruppen mit und ohne Substitution war nicht signifikant unterschiedlich (p=0,264).
Das mediane Alter zwischen den Gruppen mit und ohne Substitution betrug
55 [39-67] und 61 [50-72] Jahre und war statistisch nicht signifikant unterschiedlich
(p=0,218).

Die Substitutionsgruppe hatte signifikant niedrigere F. Xllla-Aktivitat als die
Nicht-Substitutions-Gruppe (37 [30-43] % vs. 50 [41-59] %, p<0,0001) [siehe
Abb. 9: F. Xllla-Aktivitat vor Substitution].

Vergleich der F. Xllla-Aktivitat (n=70)
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Abb. 9: F. Xllla-Aktivitat vor Substitution
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3.2.1 Mortalitat

Bei erniedrigter F. Xllla-Aktivitat zeigte sich eine ICU-Mortalitat und 28-Tages-
Mortalitat von 31 % und 31 %.

Die ICU-Mortalitat in den Gruppen mit und ohne Substitution war 37 % und 28 %
(p=0,423), wahrend die 28-Tages-Mortalitat 44 % und 23 % betrug (p=0,063).

3.2.2 Ursachenforschung

Das Vorkommen einer verringerten F. Xllla-Aktivitat war bei Patient*innen mit
gastrointestinalem Ulcus/Erosion bzw. sonstigen GI-Blutungen am haufigsten. Die
weiteren Diagnosekriterien und die zugehorigen, beobachteten Haufigkeiten sind
als Gesamtanzahl und in Abhangigkeit, ob nach Bestimmung der F. Xllla-Aktivitat
eine Substitutionstherapie eingeleitet wurde oder nicht, in Tab. 4: Haufigkeiten der
Diagnosen bei F. XlllI-Mangel aufgelistet.

Einen wesentlichen Anteil von insgesamt 14 % (n=10) stellte die Kategorie ,Andere*
dar. Diese beinhaltete kardiale Diagnosen wie akute Herzinsuffizienz,
Rhythmusstérungen und akutes Coronarsyndrom, sowie Patient*innen mit
Transplantatversagen, Pulmonalarterienembolie, Mb. Wilson und Zustand nach
kardiopulmonaler Reanimation oder bei postoperativen Blutungen. Der Grolteil

dieser Diagnosen waren Einzelfalle im untersuchten Kollektiv dieser Arbeit.

Substitution
Diagnose | Gesamt (n=70) Nein (n=43) Ja (n=27) |
GIUE ‘ 17 (24,3 %) 10 (23,3 %) 7(259 %)
SEPS \ 16 (22,9 %) 11 (25,6 %) \ 5 (18,5 %)
ZIRR \ 13 (18,6 %) 7 (16,3 %) \ 6 (22,2 %)
MHG \ 6 (8,6 %) 4 (9 3 %) \ 2 (7,4 %)
BHG \ 3 (4,3 %) (2,3 %) \ 2 (7,4 %)
ALF/ACLF \ 2 (2,9 %) (2,3 %) \ 1(3,7 %)
TUM \ 2 (2,9 %) (2,3 %) \ 1(3,7 %)
CED \ 1(1,4 %) 0 \ 1(3,7 %)
Andere \ 10 (14,3 %) 8 (18,6 %) \ 2 (7,4 %)

Tab. 4: Haufigkeiten der Diagnosen bei F. XllI-Mangel

GIUE: Gastrointestinales Ulcus/Erosion & sonstige Gl-Blutungen; SEPS: Sepsis jeglicher Genese; ZIRR: Leberzirrhose;
MHG: Maligne hdmatologische Grunderkrankung, BHG: Benigne hdmatologische Grunderkrankung (hereditdrer F. XlllI-
Mangel, Thrombotisch  thrombozytopenische  Purpura, Coombs positive  autoimmunhdmolytische Anémie);
ALF/ACLF: Akutes Leberversagen / Akut auf chronisches Leberversagen; TUM: Sonstige maligne onkologische Erkrankung;
CED: Chronisch entziindliche Darmerkrankung, Andere (akute Herzinsuffizienz, Rhythmusstdrungen, akutes
Coronarsyndrom, Transplantatversagen, Pulmonalarterienembolie, Mb. Wilson, Zustand nach CPR, postoperative Blutung).
Die Zuordnung zur Diagnose-Gruppe erfolgte jeweils zur Hauptdiagnose, wenn mehrere Diagnosen gleichzeitig vorlagen.
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3.2.3 Menge & Anzahl der Substitutionen
Die mediane Menge der Substitution betrug 2500 [1250-2500] IU an F. XIlI-

Konzentrat Fibrogammin®, das intravends verabreicht wurde. Die Spannweite der
gesamten verabreichten Menge reichte von 500 bis 12500 IU. Andere Praparate

oder Produkte wurden nicht verabreicht.

Von den 27 substituierten Patient*innen mit erniedrigter F. XIII-Aktivitat erhielten
78 % (n=21) nur eine einzige Gabe an F. XlllI-Konzentrat. 11 % bendtigten
insgesamt 2 Verabreichungen wahrend des Aufenthalts, der Rest verteilte sich auf

Personen mit 3 bis zu maximal 10 repetitiven Gaben.

3.2.4 F. Xllla-Aktivitat nach Substitution

Von den 27 Fallen mit Substitution lag in 16 Fallen zumindest eine Kontrollmessung
der F. Xllla-Aktivitat innerhalb der nachsten funf Tage vor. Es zeigte sich bei allen
ein signifikanter Anstieg der F. Xllla-Aktivitat (p<0,0001) [siehe Tab. 5 und
Abb. 10: Verédnderung der F. Xllla-Aktivitat durch Substitution).

F. Xllla-Aktivitat in % Verlauf der F. Xllla-Aktivitéit bei
Initiale Messung | Maximum 12h-5d verabreichter Substitution (n=16)
vor Substitution nach Substitution

54 87 100
48 | 92
140
44 | 64
39 | 70 120
38 | 45
37 ‘ 95 o\: 100
34 | 45 g >
33 | 68 g %
32 51 2
w60
32 | 100 =
—A
30 | 141 40 /)
25 | 47
24 | 67 20 g
22 | 82
21 | 56 0 . |
Vor Substitution Maximum 12h-5d nach
20 ‘ 88 Substitution
Tab. 5: Verénderung der F. Xllla- Abb. 10: Verdnderung der F. Xllla-Aktivitat durch
Aktivitédt durch Substitution Substitution
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3.3 Detaillierte Ergebnisse zu Blutungen

Patient*innen mit Blutungszeichen waren im Vergleich zu jenen ohne
objektivierbare Blutungen sowohl bezogen auf die Geschlechterverteilung (Frauen:
42 % vs. 43 %; p=0,946) als auch auf das Alter (61 [48-72] vs. 61 [45-72]; p=0,864)

nicht signifikant unterschiedlich.

Der uberwiegende Anteil der Falle (77 %, n=69), bei denen zumindest einmal die
F. Xllla-Aktivitat bestimmt wurde, waren Patient*innen mit klinischen
Blutungszeichen. Von diesen 69 Fallen lag in 72,5 % der Falle eine singulare
Blutung vor. 27,5 % der Patient*innen hatten Blutungen an mehreren Lokalisationen

[siehe Abb. 11: Verteilung der Blutungen).

Falle mit isolierten bzw. multiplen
Blutungen (n=69)

= Singular = Multiple

Abb. 11: Verteilung der Blutungen
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3.3.1 Blutungslokalisationen

Zur weiteren Untersuchung wurde die Verteilung der Blutungsursachen
ausgewertet. Den grofliten Anteil stellten Blutungen im oberen Gastrointestinaltrakt
mit 41 % (n=28) dar [siehe Tab. 6 und Abb. 12: Verteilung von singuléren und
multiplen Blutungen].

Sieben Falle fielen in die Blutungsklassifikation ,Andere®, deren Anteil 10 % betrug.
Diese beinhaltet urogenitale, gynakologische und retroperitoneale Blutungen,

Hamatothorax, sowie Blutungen des zentralnervésen Systems.

Fokus OGil ES PULM DIC HNO DERM UGI Gl 1A Andere
IGesamt 28 | 9 | 5 | 5 4 | 3 | 3 3 | 2 | 7 |
(n=69) (40,6 %) (13,0%) (7,2%) (7,2%) (58%) (4,3%) 4,3%) (43%) (29%) (10,1 %)

Singular 23 4 4 5 2 3 3 2 1 3
(n=50) (46,0 %) (8,0%) (8,0%) (10,0%) (4,0%) (6,0%) (6,0%) (4,0%) (2,0%) (6,0%)
Multiple 5 5 1 0 2 0 0 1 1 4
(n=19) |(26,3%) (26,3%) (53 %) (10,5 %) (53%) (53%) (21,1%)

Tab. 6: Verteilung von singuldren und multiplen Blutungen

Fokusangabe bei Multiplen Blutungen ist die Hauptblutungsquelle; OGI: Obere gastrointestinale Blutung; ES: Blutung aus
Einstichstelle/n; PULM: Pulmonale/bronchiale Blutung; DIC: Disseminierte intravasale Koagulation, HNO: Blutung im Hals-
Nasen-Ohren-Bereich; DERM: Petechien / Hédmatome / Ekchymosen; UGI: Untere gastrointestinale Blutung;
Gl: Unspezifizierte gastrointestinale Blutung; IA: Intraabdominelle Blutung; Andere (Urogenitale, gynékologische,
retroperitoneale Blutungen, Hdmatothorax, ZNS-Blutung)

Blutungslokalisationen (n=69)

10,1 %
2,9 %
4,3 %
4,3 %
4,3 %
7,2 % |

Abb. 12: Verteilung von singuléren und multiplen Blutungen

40,6 %

= OGl
ES

= PULM
=DIC
HNO
DERM
= UG
=Gl

IA

5,8 %

7,2 %

= Andere

13,0 %
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3.3.2 F. Xllla-Aktivitat

Die F. Xllla-Aktivitat war in der Blutungsgruppe mit 48 [38-60] % signifikant niedriger
als in der Nicht-Blutungsgruppe bei 60 [45-78] % (p=0,041) [siehe
Abb. 13: F. Xllla-Aktivitat in Abh&ngigkeit von Blutungen).

Vergleich der F. Xllla-Aktivitat bei
Vorliegen von Blutungen (n=90)
140

120
100

80

60

F. Xllla-Aktivitat in %

40

[ Blutung M Keine Blutung

Abb. 13: F. Xllla-Aktivitét in Abhédngigkeit von Blutungen

3.3.3 Aufenthaltsdauer

Das Vorliegen einer Blutung beeinflusste den ICU-Aufenthalt nicht signifikant, wobei
die Blutungsgruppe im Median 5 [2-16] Tage und die Nicht-Blutungsgruppe 7 [3-27]
Tage stationar behandelt wurden (p=0,632).

3.3.4 Mortalitat

Die ICU-Mortalitat bei Patient*innen mit vorliegender klinischer Blutung betrug
29 %, wahrend jene Patient*innen ohne Blutung mit 43 % eine nicht signifikant
unterschiedliche Mortalitat hatten (p=0,234). Bezogen auf die 28-Tages Mortalitat
zeigte sich mit 33 % in der Blutungsgruppe und 38 % in der Nicht-Blutungsgruppe
kein signifikanter Unterschied (p=0,688).
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden insgesamt 90 Aufenthalte von 89 Patient*innen der
Allgemeinen Intensivstation der Universitatsklinik fur Innere Medizin am
LKH-Universitatsklinikum Graz retrospektiv ausgewertet. Die folgende Diskussion
soll zur Interpretation der Ergebnisse im Kontext des derzeitigen Stands der

Literatur dienen.

4.1 F. Xllla-Aktivitat

In einer Analyse von 39 Fallen mit erworbenem F. XllI-Mangel (38 % nicht-
chirurgische Patient*innen) lag die mittlere gemessene F. Xllla-Aktivitat bei
44 +16 % (78). Die mediane F. Xllla-Aktivitdt des vorliegenden Patient*innen-
kollektivs ahnelt mit 50 [39-64] % dieser Beobachtung.

4.2 Indikation der Substitution

Bei Patient*innen mit erworbenem F. XllI-Mangel liegt die F. Xllla-Aktivitat meist
zwischen 20 und 70 %, wenn die Ursache nicht auf Antikdrper zurickzufihren ist
(51). In dieser Arbeit wurde daher ein Cut-off von <70 % fir die Definition eines
F. XllI-Mangels gewahlt. Bis dato gibt es bei nicht-chirurgischen Patient*innen noch
keinen klaren Schwellenwert, ab dem eine Therapie im Sinne einer Substitution
einzuleiten ist. Die ESAIC-Leitlinie empfiehlt bei Patient*innen mit perioperativen
Blutungen die Substitution von F. Xlll bei Vorliegen einer aktiven Blutung gepaart
mit einer F. Xllla-Aktivitat von <30 % (79). Aus dem Mangel an Daten in der
Population von nicht-chirurgischen Patient*innen resultiert in diesem Kollektiv ein
heterogenes Vorgehen in Bezug auf die F. XllI-Substitution im klinischen Alltag, was
sich auch in den hier vorliegenden Daten widergespiegelt.

Wahrend bei insgesamt 70 von 90 ausgewerteten Krankenhausaufenthalten ein
erworbener F. XllI-Mangel festgestellt wurde, resultierte dies nur in 39 % der Falle
in einer Substitution mit F. Xlll-Konzentrat. Die Substitutionsgruppe zeigte zuvor
eine niedrigere mediane F. Xllla-Aktivitat von 37 % [30-43], wahrend sie bei
Patient*innen die nicht substituiert wurden bei 50 % [41-59] lag. Dieser Unterschied
war hoch-signifikant mit einem p-Wert von <0,0001. Hier zeigt sich eindeutig eine
Tendenz der liberaleren Indikationsstellung einer Substitution bei stark erniedrigen
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Werten. Sie scheint jedoch trotzdem nicht isoliert am absoluten Wert der
F. Xllla-Aktivitat festgemacht zu sein, als vielmehr im gesamten klinischen Kontext
mit Blutungszeichen, Laborparametern, Begleiterkrankungen und vor allem auch

der individuellen Prognose gesehen zu werden.

4.3 Dosierung der Substitution

Bei der Auswertung der Daten wurde ersichtlich, dass die Dosierung und
Anwendung von F. Xlll-Konzentrat haufig einem pragmatischen Zugang folgen.
Fibrogammin® ist als 250 IU und als 1250 IU Praparat erhaltlich. Die vorliegende
Dokumentation lasst darauf schliefen, dass das 1250 IU-Praparat oder ein
Vielfaches dieser Menge als Standarddosierung appliziert wurden. Weiters geht
hervor, dass, falls die Kontrollmessung flr das behandelnde arztliche Personal
keine ausreichende bzw. zufriedenstellende klinische oder laborchemische
Veranderung herbeifihrte, die Fibrogammin®-Gaben meist in diesen
Startdosierungen wiederholt wurden.

Diese Vorgehensweise steht im Kontrast zu der Anwendung von F. XllI-Konzentrat
bei hereditarem F. XlllI-Mangel zur Blutungsprophylaxe. Dabei wird die Dosierung
in Abstanden von 4-6 Wochen und adaptiert an das Korpergewicht empfohlen
(41,69). Zu bedenken ist jedoch, dass diese Patient*innen meist kurz nach der
Geburt oder im fruhen Kindesalter mit schweren Blutungskomplikationen vorstellig
werden. Die Prophylaxe beginnt daher haufig schon vor dem Erwachsenenalter und
muss anders bzw. streng korpergewichts-bezogen dosiert werden. Die regelmaliige
Laborkontrolle ist beim Management des angeborenen F. XllI-Mangel empfohlen —
die Fibrogammin®-Fachinformation beschreibt eine Ziel-Aktivitat von 5-20 % (69).
Als Zielgrélke der Substitution wird auch die adaquate Hamostase beschrieben,
wobei eine F. Xllla-Aktivitdt Uber 10% notwendig sein kann (61). Ein 2017
publizierte Studie von Menegatti et al. schloss auf eine Konzentration von zumindest
15 Ul/mL, um schwere Blutungskomplikationen vorzubeugen (53).

Die Fachinformation von Fibrogammin® empfiehlt bei hereditarem Mangel eine
initiale Dosis von 40 1U/kg, mit 4-wochiger Kontrolle und ggf. Adaptation um £5 [U/kg
je nach F. Xllla-Aktivitat. Bei erworbenem F. XllI-Mangel ist eine Dosierung von

mindestens 15-20 IU/kg pro Tag bis zur Besserung der klinischen Symptome
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angefuhrt. In jedem Fall ist eine Infusionsgeschwindigkeit von maximal 4 mL/min

einzuhalten (69).

4.4 Mortalitat

International wird die Gesamtmortalitdt auf medizinischen Intensivstationen mit
31-52% beschrieben (80,81). In einer vergleichenden Studie von zwei Publikationen
aus 2002 (ICON; n=3147) und 2012 (SOAP, n=4852) von medizinischen und
chirurgischen Patient*innen europaischer Intensivstationen zeigte sich eine ICU-
Mortalitdt von 18,5 % respektive 16,8 % (82). Die in der vorliegenden Arbeit
beobachtete ICU-Mortalitat des gesamten Kollektivs betrug 32%.

Ein Review von Fallberichten (n=55; 67 % nicht-chirurgische Patient*innen) mit
erworbenem immun-mediiertem F. XllI-Mangel zeigte eine Mortalitat von 24 % (62).
Eine rezente Studie von Duque et al. verzeichnete bei Patient*innen mit
erworbenem F. XllI-Mangel eine Krankenhausmortalitat von 38 % (78).

In der vorliegenden Subgruppe mit F. XllI-Mangel lag ICU-Mortalitat bei 31%.
Verglichen mit der Gesamtmortalitat europaischer Intensivstationen ist dies knapp
doppelt so hoch (82). Dies kénnte durch schwerere Krankheitsverlaufe in der
Population, bei denen F. Xllla-Aktivitaten bestimmt werden, erklarbar sein und
spiegelt nicht die Mortalitat der gesamten ICU-Population wider. Weiters wurden in
oben genannten Studien auch chirurgische Patient*innen eingeschlossen, welche,
vergleichen mit internistischen Patient*innen, generell eine niedrigere ICU-Mortalitat
aufweisen. Sowohl die ICU-Mortalitat als auch die 28-Tages-Mortalitat wurden
durch eine Substitution von F. XllI-Konzentrat bei vorliegendem F. XllI-Mangel nicht
signifikant beeinflusst.

Die 28-Tages-Mortalitat von nicht-Substitutionsgruppe und Substitutionsgruppe
betrug 23 % und 44 % (p=0,063) und war damit grenzwertig nicht signifikant. Es ist
anzunehmen, dass die Stichprobengrolie dieser Arbeit zu gering war, um hier das
Signifikanzniveau zu erreichen. Die numerisch hohere Mortalitat in der
Substitutionsgruppe ist jedoch in erster Linie auf die zu Grunde liegende
Erkrankung, das niedrigere F. XllI-Niveau und auf die Erkrankungsschwere

zuruckzufuhren und nicht auf die Substitution per se.
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4.5 Ursachen des F. XllI-Mangels

Die drei haufigsten Diagnosen (bestatigtes Gl-Ulcus/Erosion bzw. sonstige
GI-Blutung; Sepsis; Leberzirrhose) lagen in zwei Drittel aller Falle mit verringerter
F. Xllla-Aktivitat vor. Gastrointestinale Blutungen als Ursache eines F. XllI-Mangels
sind in der Literatur nur selten angefuhrt, meist im Kontext von chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen (63,83—85). In der hier vorliegenden Auswertung
wurde nur ein Patient mit einem akuten Mb. Crohn-Schub erfasst. Zeerleder et al.
beschrieben signifikant reduzierte F. Xllla-Aktivitaten bei Patient*innen mit schwerer
Sepsis (86). Weiters wurde ein F. Xlll-Mangel in unterschiedlichen

Lebererkrankungen beschrieben (87,88).

4.6 Blutungen bei F. Xlll-Mangel

Bei Vorliegen von klinischen Blutungszeichen war die F. Xllla-Aktivitat signifikant
niedriger als beim Fehlen von Blutungen (48 [38-60] % vs. 60 [45-78] %; p=0,041).
Die klinische Beobachtung scheint damit ein wichtiger Hinweis flr die Einleitung
einer weiterfUhrenden, spezifischen Diagnostik (z.B. ROTEM®/TEG® oder
Einzelfaktorenbestimmung) fur das behandelnde Personal zu sein. Es kann jedoch
bei Vorliegen von Blutungen nicht generalisiert auf eine verringerte F. Xllla-Aktivitat
von Patient*innen auf internistischen Intensivstationen geschlossen werden, da die
Daten nicht mit einer Kontrollgruppe verglichen wurden. In einer retrospektiven
Analyse von chirurgischen ICU-Patient*innen mit erworbenem
F. Xlll-Mangel zeigte sich ein vermehrter Transfusionsbedarf an Erythrozyten-

konzentraten bei Patient*innen einer F. Xllla-Aktivitat <50 % (72).

Die Haufigkeit des Auftretens von schweren Blutungen bei Patient*innen unter
ECMO-Therapie liegt bei 50-60 % (89). In einer prospektiven Analyse aus dem Jahr
2015 zur Evaluierung eines Gerinnungsmanagement-Protokolls fir ECMO-
Patient*innen von Kalbhenn et al. entwickelten 88 % der 39 Falle einen
F. Xlll-Mangel innerhalb der ersten sieben Tage nach Beginn der ECMO-Therapie
(66).

In einem Fallbericht von zwei Patient*innen beschrieben Ito et al. Hamoptysen,
Blutungen aus Kanulen-Einstichstellen und Melana als Blutungskomplikationen bei

erworbenem F. XllI-Mangel unter ECMO-Therapie (67). In der Auswertung unserer
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Daten liel sich dies bestatigen. Es zeigten sich haufig Blutungen an den
Einstichstellen zentralvendéser Katheter und ECMO-Kanilen (71 %), sowie
Blutungen im Oropharynx-Bereich (43 %). Ein ECMO-Patient mit multiplen
Blutungslokalisationen (Einstichstellen, HNO-Bereich) prasentierte auflerdem eine

Makrohamaturie.

4.7 Limitationen

Die offensichtlichsten Limitationen dieser Arbeit ergeben sich aus der kleinen
Population von 90 Fallen, dem retrospektiven Charakter sowie dem Vorliegen der
Daten von nur einer einzigen Intensivstation.

Wahrend der Durchsicht der vorliegenden Dokumentation und der nachfolgenden

Interpretation der Ergebnisse wurden aul3erdem folgende Limitationen apparent:

1. Bei einem Grofdteil der Patient*innen wurden neben der Substitution von
F. XllI-Konzentrat mehrere Interventionen zur Behandlung von Blutungen
angewendet. Diese beinhalteten beispielsweise die Gabe von
Tranexamsaure, Fibrinogen, chirurgische [Umstechung einer Einstichstelle]
oder endoskopische Mallnahmen und Lokaltherapie, wie manuelle
Kompression oder die Anwendung von mit Adrenalin getrankten
Wundauflagen. Dadurch wird die genaue Abgrenzung des Einflusses von
F. Xlll-Konzentrat erschwert. Die vorliegende Arbeit reprasentiert jedoch das
Vorgehen im klinischen Alltag, da haufig MalRnahmen zur Blutungsstillung

miteinander kombiniert werden.

2. Aufgrund der Therapieentscheidungen des behandelnden arztlichen
Personals wurde in dieser Arbeit lediglich die Substitution mit dem F. XIlI-
Konzentrat Fibrogammin® ausgewertet. Dadurch war es nicht moglich, die
Effekte unterschiedlicher F. XllII Substitutionen (FFP, rekombinanter F. XIlII,
etc.) zu zeigen oder zu vergleichen, jedoch konnte die Wirksamkeit von

Fibrogammin® spezifisch untersucht werden.
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3. Fur die statistische Auswertung wurde fir Kontrollmessungen der F. Xllla-
Aktivitat ein Zeitraum zwischen 12 Stunden und 5 Tagen nach erfolgter
Substitution gewahlt. Aufgrund der individuellen Kinetik (z.B. abhangig von
der Ursache des Mangels) ist bis heute kein optimaler Zeitpunkt flr
Kontrollmessungen bekannt oder empfohlen. In den Daten dieser Arbeit
konnte jedoch im Grofteil der Falle ein Anstieg der F. Xllla-Aktivitat innerhalb

von 24h nach Substitution verzeichnet werden.

4. Die Dokumentation von Blutungen und deren Verlauf (zeitlicher Beginn,
Starke, Transfusionsbedarf, Veranderung durch MaRnahmen) war teilweise
unvollstandig. Dies erschwerte die Einschatzung des spezifischen Effekts
einer F. XllI-Substitution. Ein prospektives Studiendesign mit standardisierter

Blutungsdokumentation konnte dabei interessante Einblicke ermdglichen.

5 Ausblick

Die Diagnostik rund um F. XIII ist nach wie vor eine Nische in der inneren Medizin
— beim Management spontaner und/oder unstillbarer (Sicker-) Blutungen hat dieser
Gerinnungsfaktor jedoch einen relevanten Stellenwert. Durch einschlagige
Fortbildungen  koénnte die  Aufmerksamkeit vermehrt auf spezielle
Gerinnungsdiagnostik, wie ROTEM® und TEG®, sowie auf die Bestimmung von
Einzelfaktoren, inklusive F. XIll, gelenkt werden. Wahrend F. Xlll in der
postoperativen Betreuung regelmafig bestimmt und substituiert wird, bleibt sein
Stellenwert in der internistischen Intensivmedizin unklar. Prospektiven Studien,
bestenfalls auch mit Bestimmung der Konzentrationen von F. XllI-Untereinheiten,
konnten interessante Einblicke in Unterschiede bei Dosierung und den Einfluss
einer Substitution auf die Reduktion von Blutungsereignissen bringen. Weiters ist
die Datenlage zu (regelmaliger) Bestimmung der F. Xllla-Aktivitat bei ECMO-
Patient*innen noch sparlich und bildet einen mdglichen Ansatzpunkt fur zukinftige

Forschung.
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6 Conclusio

In dieser retrospektiven Datenanalyse von insgesamt 90 Fallen, die auf der
medizinischen Intensivstation des LKH-Universitatsklinikum Graz in einem Zeitraum
von 5 Jahren betreut wurden, konnte ein Uberblick (iber die haufigsten Ursachen
eines F. XllI-Mangels dieses Patientenkollektivs erstellt werden. Bei Vorliegen eines
F. Xlll-Mangels konnte ein signifikanter Anstieg der F. XllI-Aktivitat durch eine
Substitution mit Fibrogammin® verzeichnet werden. Eine groflere Kohorte,
multizentrisches  Studiendesign, eine standardisierte Substitution sowie
Dokumentation einzelner Blutungsereignisse und deren Verlauf kénnten bei der
Erforschung weiterer, patient*innen-zentrierter Endpunkte eine zentrale Rolle

einnehmen.
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