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Population Genetics of the Coagulation Factor XIII A Polymorphism 

Summary. Platelets of 235 blood donors were typed for FXIIIA polymor- 
phism using agarose gel electrophoresis with subsequent immunofixation 
with anti-FXIIIA serum. The allele frequencies obtained (FXIIIA*I = 0.7787, 
FXIIIA*2 = 0.2212) are in agreement with previously published data for 
Caucasoid populations. FXIIIA may be an additional valuable marker for 
paternity and linkage studies. 
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Zusammenfassung: Wir haben Thrombozytenkonserven von 109 und Throm- 
bozyten-"pellets" aus Plasma von 126 Spendern aus dem K61n-Bonner Raum 
mit der Agarosegel-Elektrophorese mit nachfolgender Immunfixation auf 
den Faktor XIIIA-Polymorphismus untersucht. Die gefundenen Allelfre- 
quenzen ffir FXIIIA*I von 0.7787 und FXIIIA*2 von 0.2212 stehen in guter 
Ubereinstimmung mit anderen, for die wei6e Rasse erhobenen Frequenzen. 
Der FXIIIA-Polymorphismus kann ohne Bedenken in die Abstammungsbe- 
gutachtung einbezogen werden. 

Schliisselwiirter: FXIIIA-Polymorphismus, Agarosegel-Elektrophorese - 
Blutgruppen, Faktor XIII A 

Der Fibrin-stabilisierende Faktor XIII des Gerinnungssystems besteht aus je 
zwei Untereinheiten A (Mol.-Gew. 75 000) und B (Mol.-Gew. 88 000) in nicht- 
kovalenter Bindung [12] und zirkuliert in Thrombozyten und Plasma als inakti- 
yes Zymogen, wobei der Faktor in Thrombozyten als dimeres (A2) und im 
Plasma als A2B2-Molekiil vorliegt. Nach Thrombinaktivierung katalysiert A2 in 
Gegenwart von Ca ++ als eine Transamidase die Bildung von y-Glutamyl-e-Lysyl- 
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B indungen  zwischen F i b r i n m o n o m e r e n  [8]. Die Unte re inhe i t  B besitzt  keine 
Enzymaktivit~it, ihre Funk t ion  ist n ich t  geld~irt. 

Gene t i scher  P o l y m o r p h i s m u s  der Unte re inhe i t  A wurde  von  Board 1979 [2] 
u n d  der Unte re inhe i t  B von  demse lben  A u t o r  1980 [3] beschr ieben.  In  be iden  
F~illen ve rwende te  er die Agarose-Elek t rophorese  mi t  ansch l iegender  I m m u n -  
fixation mit  spezif ischem Ant i -Faktor  X I I I A  und  B(S)-Ant i se rum der Behring-  
werke A G / M a r b u r g .  Die Unte re inhe i t  A l~iBt sich darfiber h inaus  fiber ihre 
spezifische Transglutaminase-Aktivit~it  mit  Monodansy l -Cadave r in  in Gegen-  
wart  von  Casein  im kurzwell igen UV-Lich t  (254 rim) nachweisen.  Die beob-  
ach te ten  drei Al lo typen  der Einhei t  A l iegen sich un te r  Zug runde l e gung  eines 
2-Allelen-Modells  befr iedigend interpret ieren ( F X I I I A * I  u n d  A*2). Sp/iter 
wurde  ein drittes, sehr  seltenes Allel (FXII IA*3)  beschr ieben,  dessen Protein  
s i ch j edoch  als instabil erwies [5]. Dari.iber h inaus  ist das V o r k o m m e n  von  Faktor  
XI I I -Def iz ienz  (H om ozygo t i e  yon  F X I I I A * Q 0 )  schon  1/inger bekann t  [6]; 1981 
waren  es m e h r  als 100 F/ille [5]. Das  Allel A*4 wurde  schlieglich zweimal  bei 
Melanes ie rn  y o n  den Fij i-Inseln ge funden  und  zeigt  no rmale  Stabilit~it u n d  Akti- 
viNt  [4]. 

Material und Methoden 

Faktor X I I I -  Untereinheit A - Arbeitsanleitung, modifiziert nach Kreckel et al. sowie Board [2, 9] 

Zur Untersuchung kamen 109 Proben verfallener Thrombozytenkonserven und 126 Blutspen- 
der beiderlei Geschlechts. 

Probenherstellung: Thrombozytenkonzentrat wird gewonnen aus 10 ml Blut, das mit 1 ml ACD 
oder ca. 150 IE Heparin versetzt wird. Man zentrifugiert 5 min bei 20 ° C und 1000 x g. Das 
thrombozytenreiche Plasma wird in ein zweites R6hrchen gebracht und nochmals bei 
2600 Xg 7 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wird abgegossen. Das zurfickbleibende 
Thrombozyten-"pellet" wird eingefroren, aufgetaut und sofort verwendet oder bei -20  ° C 
gelagert. 

Die Elektrophorese wird durchgefiJhrt in einer Desaga TLE 12200 Kammer bei 10°C und 30 V/ 
cm (= 600 V). Laufzeit ca. 150 min. Puffer: (nach Ashton und Braden, modifiziert nach Board). 
BriJckenpuffer: 29 mM Lithiumhydroxid und 191 mM Bors~iure (pH 8.0). Gelpuffer: 7.62 mM 
Zitronensfiure und 52 mM Tris - 9 Teile + 1 Teil Brfickenpuffer s.o. (pH 8.05). 

Zur Gelherstellung werden 0,6 g Agarose (Fa. Pharmacia "C" - low EEO !) in 65 ml Gelpuffer 
zum Kochen gebracht (mehrmals aufkochen lassen!), auf 65°C abgekiJhlt und dann auf eine 
nivellierte Glasplatte 200 x 200 x 2 ram, die auf 60°C vorgew~irmt wurde, gegossen. Nach dem 
Erstarren wird eine 1 cm breite Kante des Gels mit einer breiten Klinge abgetrennt. An dieser 
Kante werden 3 cm vonder Kathode 12 Gelschlitze dutch Eindrficken von 1 x 2 cm langen 
Whatman 1 Filterpapierstfickchen hergestellt. Man l~13t diese sich einige Minuten vollsaugen, 
ehe man sie vorsichtig entfernt (Pinzette). Etwa 10 ~tl Thrombolysat lassen sich in jeden 
Schlitz einbringen. Proben ca. 25 rain einziehen lassen. Danach Gelschlitze vorsichtig in 
Richtung Anode zusammenschieben. Austretendes Probenmaterial wird sofort mittels eines 
Streifens Whatman 1 abgefliegt (Streifen fiber alle Gelschlitze legen, leicht andrficken, abneh- 
men). 

Durchfiihrung der Horizontalelektrophorese: (600 V - ca. 35 mA). Die Verbindung zwischen 
den Pufferkammern und dem Gel wird mittels Whatman 1 Filterpapierstreifen hergestellt 
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(keine Luftblasen!). Warten, bis sich die Pufferfront anodal in Bewegung setzt. Nachdem 
diese die Gelschlitze passiert hat, diese nochmals vorsichtig zusammenschieben und mit 
einem Whatman 1 Streifen abflieBen. Die Laufzeit betr/igt ca. 150 rain. Danach hat sich die 
Pufferfront 13 cm, der H~immarker 9 cm vom Auftragsort entfernt, damit das Ende der Lauf- 
zeit angezeigt. 

Immunfixation: Nach der Trennung wird alas Gel im Bereich 5,5-10 cm mit 0,6 ml 50%iger 
Antik/Srperl6sung (Clotimmun Faktor XIII-A, Behring Werke Marburg/Lahn) fiberschich- 
tet. Dazu zieht man 0,3 ml Antiserum und 0,3 ml A.d. in eine Spritze auf, tropft die L6sung 
gleichm/iBig auf und verteilt sie mit einer Pipettenspitze ohne Knopf zu einem Film fiber den 
gesamten Bereich, ohne das Gel zu beriihren. Gel 90 rain bei 37°C in feuchter Kammer inku- 
bieren. Danach kurz unter flieBendem Wasser abspfilen und unter ca. 20 einzellagigen What- 
man 1 Filterpapierb6gen, einer Glasplatte und 2 kg Gewicht 15 rain lang pressen. Den ersten 
Filterpapierbogen nab tiber das Gel legen, damit er bei der Abnahme nicht daran kleben 
bleibt. Ober Nacht w~issern des Gels in 0,9% NaC1. Danach erneutes Abpressen und Trocknen 
des Gels auf tier Glasplatte (W~irmeschrank + 60°C). 

Fiirben in 0,2% Coomassie Brilliant Blue R in A_thanol : Essigs/iure : A.d. im Verh~iltnis 9 : 2 : 9 
Teilen. 

Entfiirben des Hintergrunds durch Spiilen in 20 ml Essigs~iure, 80 ml Athanol und 150 ml A.d. 

Die Banden erscheinen im Bereich 7 bis 9.5 cm vom Auftragsort entfernt. 

Ergebnisse 

In  Abb .  1 s ind  die  t yp i s chen  M u s t e r  de r  F X I I I A - A l l o t y p e n  dargeste l l t .  Sie ent-  
s p r e c h e n  der  u r sp r f ing l i chen  B e s c h r e i b u n g  [2]: D e r  Typ  F X I I I A 1  ze ig t  e ine  
( H a u p t - ) B a n d e  in m e h r  a n o d i s c h e r  Pos i t ion ,  de r  Typ  F X I I I  A2  e ine  so lche  in 
m e h r  k a t h o d i s c h e r  Pos i t i on  u n d  der  H e t e r o z y g o t e n - T y p  A2-1  e in  T r i p e l - M u s t e r  
wie  e in  d i m e r e s  P ro t e in  f iber  b e i d e  P o s i t i o n e n  h inweg.  E ine  gewisse  Variabi l i t / i t  

÷ 

m w  

Abb. 1. Darstellung des Faktor XIIIA-Polymorphismus in der Agarosegel-Elektrophorese mit 
anschliel3ender Immunfixation mit Anti- FXIIIA-Serum. Von links nach rechts: 2-1; 2-1; 1; 
2-1; 1; 2-1; 2-1; 1; 2. Beachte Minorbande des Typs 1 in Bahn 5 (s. Pfeil) 
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Tabelle 1. Allotyph/iufigkeiten und Allelenfrequenzen fiir FXIIIA im K61n-Bonner Raum 

Allotyp Beobachtet Prozent Erwartet 

A1 141 60,0 142,5 0,02 FXIIIA*I = 0,7787 
A2-1 84 35,7 81,0 0,11 

FXIIIA*2 = 0,2212 
A2 10 4,3 11,5 0,20 

235 2 0.33 
1 F.G. 0,7 > P > 0,6 

Tabelle 2. Die bisher ver6ffentlichten Allelenfrequenzen ftir FXIIIA in der kaukasoiden 
Rasse 

Autor(en) Jahr Bev61kerung n FXIIIA*I FXIIIA*2 

Board (Plasma) 1979 WeiBe Australier 179 0,79 0,21 
Board (Thrombozyten) 1979 Weige Australier 204 0,80 0,20 
Kreckel et al. 1982 Hessen 239 0,797 0,203 
Diese Arbeit 1 9 8 3  K61n-Bonn 235 0,7787 0,2212 

scheint die Minorbande des Typs A1 zu zeigen: Wahrenddessen sie sich in der 
Regel etwas anodal v o n d e r  Hauptbande des Typs A2-1 darstellte, sahen wir sie 
einmal in einer mehr  kathodalen Position (s. Pfeil in Abb. 1). In einem Kontroll- 
lauf kam sie nicht mehr  zur Darstellung. Deshalb meinen wir aber nicht, daf3 es 
sich dabei um den instabilen [5] Typ A3-1 gehandelt  hat, dessen schematische 
Darstellung im tibrigen von Autor zu Autor  wechselt [4, 5, 9]. 

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der FXIIIA-Best immung yon 235 Blutspen- 
dern beiden Geschlechts aus dem K61n-Bonner Raum wiedergegeben. Die an 
Thrombozyten  und "pellets" getrennt e rhobenen Befunde wurden als eine Stich- 
probe berechnet,  da sie keine signifikanten Abweichungen zeigten. 

Diese H~iufigkeiten ordnen sich zwanglos in die bisher in der kaukasoiden 
Rasse e rhobenen  Allelenfrequenzen ein (s. Tabelle 2). 

Aus unseren Allelenhaufigkeiten berechnet  sich nach der Formel  (a • b) 
( 1 -  a .  b) eine isolierte Ausschlugchance f'tir zu Unrecht  bezichtigte Manner  von 
14,3%. 

Diskuss ion  

Der  Polymorphismus der Untereinheit  A des Gerinnungsfaktors FXIII lagt sich 
aus Thrombozyten  und aus thrombozytenre ichem Plasma zuverlassig in der 
Agarose-Elektrophorese nach Immunfixat ion darstellen. Anfangliche Schwie- 
rigkeiten beim Probenauftrag konnten durch besonders sorgf~iltige Behandlung 
des Gels rasch i iberwunden werden. Die von uns ermittelten Allotyp- und Allel- 
f requenzen st immen mit denen anderer  Autoren ffir die weige Rasse sehr 
gut iJberein. Im Hinblick auf die vorteilhafte AusschluBchance von 14,3% bietet 
sich eine Einbeziehung in die Abstammungsbegutachtung dann an, wenn die 
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Blu tproben  im e igenen  Labor  e n t n o m m e n  werden  k6nnen .  10 ml Blut e rgeben  
dann  ca. 40 pl Thrombolysa t ;  z u m  Probenauf t rag  re ichen  10 pl. Ob sich aller- 
dings aus sog. , ,Postbluten" i m m e r  ein ausre ichendes  konzentr ier tes  "pellet" 
gewinnen  l~il3t, haben  wir n ich t  geprfift, bezweife ln  es j edoch  nach  frf iheren 
Er fah rungen  mit  dem PGM3-System,  als wir n o c h  mit  Leukolysa t  arbei te ten [15]. 
Ob bei Vor l iegen eines Genproduk te s  von  A*3 Typis ierungsschwier igkei ten  auf- 
t re ten kSnnten,  mag dahins tehen ,  da w i r e s  n ich t  beobach te t  haben.  In  Unter-  
s u c h u n g e n  von  insgesamt  78 Famil ien  mit  z. T. m o n o z y g o t e n  Zwill ingen fanden  
sich keine Hinweise  a u f  m6gl iche  A u s n a h m e n  yon  dem a n g e n o m m e n e n  Gen-  
model l  [2, 8, 9,10]. 
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