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1 Einleitung und Zielsetzung

Die y-Glutamyl-Carboxylase spielt eine wichtige Schliisselrolle im menschlichen
Organismus, da sie als integrales Membranprotein am rauen endoplasmatischen
Retikulum fiir die posttranslationale Modifikation der Vitamin-K-abhangigen Pro-

teine verantwortlich ist (Darghouth et al. 2006).

Zu den Vitamin-K-abhadngigen Proteinen zdhlt man neben den Gerinnungsfaktoren
I1, VII, IX und X auch Osteocalcin, Matrix-Gla-Protein (MGP) oder das wachstums-
hemmende spezifische Protein, Gas6, (Wu et al. 1997a). Ein Defekt der y-Glutamyl-
Carboxylase fiihrt zu einer verminderten Bildung der Vitamin-K-abhadngigen Ge-

rinnungsfaktoren und damit zu einer gesteigerten Blutungsneigung.

In der Literatur werden Koagulopathien dieser Art als VKCFD (,Vitamin-K-depen-
dent Coagulation Factor Deficiency“) beschrieben, die sich in zwei Subtypen unter-
scheiden lassen (Darghouth et al. 2006). Der erste, VKCFD1, resultiert aus einem
Defekt der y-Glutamyl-Carboxylase, wahrend der zweite Subtyp, VKCFD2, durch
einen Defekt der Vitamin-K-Epoxid-Reduktase (VKORC1) bedingt ist. VKCOR1
stellt im Vitamin-K-Zyklus das fiir die Carboxylierung benétigte reduzierte Vit-

amin-K-Hydrochinon bereit.

Primares Ziel der vorliegenden Arbeit war die Mutationsdiagnostik bei 4 Patienten
mit kongenitalem Mangel aller Vitamin-K-abhdangigen Gerinnungsfaktoren. Hierbei
ging es darum, Veranderungen im y-Glutamyl-Carboxylase-Gen nachzuweisen und

zu charakterisieren.

Zweites Ziel der Arbeit war es, 200 gesunde, nicht verwandte Blutspender als re-
prasentative Stichprobe der Normalbevolkerung in Bezug auf Genvariationen im y-
Glutamyl-Carboxylase-Gen zu untersuchen. Durch die Analyse von 400 Allelen
(entspricht bei autosomalen Genen 200 Individuen) kénnen auch seltene Poly-
morphismen mit einer Haufigkeit von iiber 1% systematisch und quantitativ er-
fasst werden. Anhand dieser Ergebnisse kann die statistische Verteilung von Poly-
morphismen im y-Glutamyl-Carboxylase-Gen in der europaischen Normalbevolke-

rung geschatzt werden.

11
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Als drittes Ziel sollte ein Weg zur effizienten Diagnostik von Mutationen bzw. Poly-
morphismen herausgearbeitet werden mit besonderem Augenmerk hinsichtlich
der Gegeniiberstellung der ,denaturating high performance liquid chromography*

(dHPLC) und der Gensequenzierung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bieten die Grundlage zur proteinchemischen und
funktionellen Charakterisierung von Mutationen und Polymorphismen durch Ex-

pressionsstudien.

12
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2 Thematische Grundlagen
2.1 Blutgerinnung
2.1.1 Organisation der Blutgerinnung

Die Blutstillung oder Himostase ist ein Prozess, der die Integritat des zirkulatori-
schen Kreislaufsystems nach einer Verletzung der Gefafdwand sicherstellt. Eine
Beschddigung der Gefaffwand inklusive der Endothelschicht mit Austreten von
Blut initiiert sofort einen Reparaturmechanismus, der an dieser Stelle zur Throm-
busbildung fiihrt. Ein funktionierendes Blutgerinnungssystem ist fiir den Organis-
mus lebenswichtig. Es sorgt nicht nur fiir ein Drosseln des lokalen Blutflusses an
einer verletzten Stelle, sondern verhindert durch gerinnungshemmende Faktoren
eine Thrombusbildung in intakten Bereichen des Gefaf3systems. Wenn pathologi-
sche Prozesse den Regulationsmechanismus der Hamostase liberwiegen, bilden
sich Thromben an unversehrten Stellen des Gefif3es, die dann zum Krankheitsbild
der Thrombose fiithren (Furie und Furie 2008). Myokardinfarkte, Schlaganfalle so-
wie Lungenembolien als Manifestationsformen einer Thromboseneigung gehoren
zu den haufigsten Todesursachen in den Industrienationen (Murray und Lopez

1997).

Grundsatzlich kann die Hamostase in eine primare und eine sekundare eingeteilt
werden. Die primdre Hamostase beinhaltet die Bildung eines Plattchenpfropfes,
der sich aus anhaftenden Thrombozyten zusammensetzt, die vasokonstriktorische
Substanzen wie Serotonin und Tromboxan A; freisetzen, um das Gefafd am Verlet-
zungsort zu kontrahieren und dadurch den lokalen Blutfluss zu drosseln. Dies
reicht jedoch nicht fiir einen stabilen Wundverschluss aus und erfordert somit eine
sekunddre Hamostase (Furie und Furie 1992). Die sekunddre Hamostase stellt die
eigentliche Blutgerinnung dar, die durch die Bildung des Faserproteins Fibrin zu

einem endgiiltigen Blutungsstillstand fiihrt (Spronk et al. 2003).

Die Gerinnung umfasst eine Kaskade proteolytischer Enzyme. Sie liegen zunachst

als inaktive Proenzyme vor, die durch limitierte Proteolyse in die aktive Form
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tiberfiihrt werden. Klassischerweise werden zwei ,Zweige“ der Kaskade, der ,in-
trinsische“ Weg und der ,extrinsische” Weg unterschieden, die jedoch in eine ,ge-
meinsame Endstrecke“ einmiinden und unmittelbar miteinander verflochten sind
(Jesty et al. 2005). Die extrinsische Gerinnungsaktivierung wird durch eine Gefaf3-
wandschadigung ausgelost. Zellen der subendothelialen Matrix, die normalerweise
keinen Kontakt mit dem Blut haben, tragen ein bestimmtes Membranprotein auf
ihrer Oberflache, den Gewebsfaktor (engl. ,tissue factor, TF), der den in kleinen
Konzentrationen frei zirkulierenden und bereits enzymatisch aktiven Faktor VIla
(FVIIa) bindet. Dieser Komplex aus TF und FVIla aktiviert nun iiber eine limitierte
Proteolyse rasch und effektiv Faktor IX und Faktor X zu Faktor IXa und Faktor Xa
(FXa). Gleichzeitig besteht ein positiver Riickkoppelungsmechanismus, der eine
Verstarkung der Aktivierung um mehrere Potenzstufen gewahrleistet. FXa spaltet
schliefllich mithilfe von Faktor Va, Ca?*-Ionen und Phospholipiden Prothrombin
(FII) zu Thrombin (FIIa).

Die intrinsische Kaskade wird durch Blutgerinnungsfaktor XII (Hageman-Faktor,
FXII) gestartet (Hojima et al. 1984). Kontakt zu Oberflaichenladungen induziert ei-
ne Konformationsanderung im FXII, der dadurch eine Proteasenaktivitit erlangt
(FXIIa) (Cochrane und Revak 1980). FXIla aktiviert dann entweder direkt oder in-
direkt tiber Prakallikrein (PK) den Blutgerinnungsfaktor XI (FXI) (Kurachi und Da-
vie 1977, Ratnoff und Saito 1979). Aktiver FXI (FXIa) kann dann in einer kalzium-
ionenabhangigen Reaktion, die durch Phospholipide signifikant beschleunigt wird,
Faktor IX durch limitierte Proteolyse aktivieren. Dieser Gerinnungsfaktor kann
seinerseits den Faktor X (FX) aktivieren. Bei FX trifft die intrinsische auf die extrin-
sische Kaskade. Hierbei ist zu erwahnen, dass bei Faktor IX bereits eine Querver-
bindung, bekannt als Josso-Schleife, zwischen beiden ,klassischen Zweigen“ der
Gerinnungskaskade besteht, da er sowohl intrinsisch tiber Faktor Xla aktiviert
wird als auch extrinsisch liber den Komplex aus Faktor VIla, Gewebefaktor und
Ca2* (Xi et al. 1989). Endogene und exogene Gerinnungsaktivierung bewirken dann
liber einen gemeinsamen Reaktionsweg die Aktivierung von Prothrombin (FII)
(Dahlback 2000). Die Protease fiihrt zur Bildung von Fibringerinnseln, indem sie
Fibrinogen zu Fibrin umsetzt und dariiber hinaus Thrombozyten aktiviert. Dieses
wasserfallartige Modell hat sich als sehr niitzlich fiir das Verstdndnis vieler Tests

in der Himostaseologie erwiesen. Es besteht eine Vielzahl gegenseitiger Beeinflus-

14
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sungen und Querverbindungen in vivo. Eine schematische Ubersicht des revidier-

ten aktuellen Modells der plasmatischen Blutgerinnungskaskade gibt Abb. 1.

Exogener Weg

Fvil

Endogener Weg
Kininogen

Kallikrein

Meambran von
Gewabezellen

FiXa

299808
666466

Thrombaozyten-
membran

vion &

Plasminogen ——— Plasmin ——> §

Fibrinspalt-
produkte

Abb. 1 Das plasmatische Blutgerinnungssystem.
Prokoagulatorische Vitamin-K-abhadngige Proteine sind blau dargestellt,
antikoagulatorische Proteine gelb. Inhibierende Einfliisse sind durch rote
Pfeile mit Minus-Zeichen verdeutlicht, schwarze Pfeile stehen fiir aktivie-
rende Einfllisse, meist durch proteolytische Spaltung (Rost 2005)
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2.2

Vitamin-K-abhangig gebildete Faktoren

Vor mehr als 70 Jahren wurde Vitamin K als antihamorrhagischer Faktor entdeckt.

Er wird benotigt fiir die Synthese der Gerinnungsfaktoren II, VII, IX und X, die Bil-

dung der gerinnungshemmenden Faktoren Protein C, S und Z, fiir das zellzyklus-

stimulierende Protein Gas 6 (,growth arrest specific protein“ 6) und fiir die Kno-

chenproteine Osteocalcin und Matrix-Gla-Protein (MGP) (Dam 1935).

Vitamin K existiert in zwei Formen: Als Vitamin K; wird es in griinen Pflanzen und

Algen synthetisiert und befindet sich liberwiegend in den Chloroplasten, da es in-

tegraler Bestandteil des Photosystems I ist (Vitamin Ki-Phyllochinon). Als Vita-

min K; (Menachinon) wird es von Bakterien der menschlichen Darmflora aufge-

baut (Abb. 2). Vitamin K wird hauptsachlich durch pflanzliche Nahrung zugefiihrt.

Abb. 2

O
CH,4
CH, CH,
CH;—CH=—C—CH,—(CH,—CH,—CH—CH,);—H
O
Phyllochinon (Vitamin K ;)
O
CH,4
CH,
(CH;—CH=—C—CH,)s—H
O

Menachinon (Vitamin K ,)

Vitamin K.

Der Aufbau von Phyllochinon und Menachinon. Grundstruktur ist ein Chi-
non, das 2-Methyl-1,4-naphtochinon. Die einzelnen Vitamin-K-Formen un-
terscheiden sich in der langen Seitenkette an Position 3. Menachinon weist
in dieser Kette n wiederkehrende Prenyleinheiten auf, hier sind es 8. Sie
differieren meist zwischen 6 und 19, sodass die Benennung Menachinon-n
iblich ist, wobei n folglich die Anzahl der Prenylreste wiedergibt.
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Die Aufnahme von Vitamin K erfolgt zusammen mit anderen lipophilen Substanzen
im Darm. Die optimale Resorption beider Vitamine in Micellen erfordert die Anwe-
senheit von Gallensalzen und Produkten der Pankreaslipase-Reaktion (Fettsduren
und 2-Monoacylglycerol). Dadurch fithren extrahepatische Cholestase und Pankre-
asinsuffizienz zu einem Vitamin-K-Mangel. Nach der Synthese der oben genannten
Proteine werden Glutamatreste durch eine Carboxylase an ihrem y-C-Atom carbo-
xyliert. Diese Reaktion ist Vitamin-K-abhdngig. Die Glutamatreste reagieren mit
CO2, molekularem Sauerstoff O, und dem Reduktionsdquivalent Vitamin-K-Hydro-
chinon zu y-Carboxyglutamat. Hierbei wird Vitamin-K-Hydrochinon durch die
Epoxidase-Aktivitat der y-Carboxylase zu Vitamin-K-2,3-Epoxid oxidiert (Begent et
al. 2001).

Betroffen sind davon die ersten zehn N-terminalen Glutamatreste des Proteins. Die
Carboxylierung verwandelt Glutamat zu y-Carboxyglutamat (Abb. 3) und erhoéht
dadurch die Fahigkeit Kalzium zu binden. Die Regeneration des Vitamin-K-Hydro-
chinon erfolgt in zwei aufeinander folgenden, thiolgruppenabhingigen Schritten,

die vom gleichen Enzym katalysiert werden.

Eine fehlende oder mangelnde Carboxylierung von Glutamatresten, entweder
durch einen Vitamin-K-Mangel oder durch die Anwesenheit von Vitamin-K-Anta-
gonisten, fiihrt somit zu einer Stérung der Blutgerinnung. Vitamin-K-Antagonisten
vom Cumarintyp (z.B. Dicumarol oder Warfarin) werden heute als Antikoagulan-

zien klinisch eingesetzt (Oldenburg et al. 2008).
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Abb. 3 Der Vitamin-K-Epoxidzyklus.

Obwohl hier separat dargestellt, werden vermutlich beide Reduktaseaktivi-
tdten von einem Enzym gestellt. Die Cumarinderivate greifen hier an. Wei-
tere Erlauterungen finden sich im Text.

2.3 Hereditarer Mangel aller Vitamin-K-
abhangigen Faktoren

Der erblich bedingte Mangel aller Vitamin-K-abhdngigen Parameter (,Vitamin K
dependent Clotting Factor Deficiency”, VKCFD) stellt eine extreme Raritit dar. In
der Literatur wurden ca. 30 verschiedene, betroffene Familien beschrieben (Boneh

und Bar-Ziv 1996, Brenner et al. 1990, Brenner et al. 1998, Darghouth et al. 2006,
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Ekelund et al. 1986, Goldsmith, Jr. et al. 1982, Johnson et al. 1980, Le Corvaisier-
Pieto et al. 1996, Li et al. 200943, Li et al. 2009b, Macmillan und Vickers 1971, Mar-
chetti et al. 2008, McMillan und Roberts 1966, Mousallem et al. 2001, Mutucuma-
rana et al. 2000, Oldenburg et al. 2000, Orbak et al. 2003, Pauli et al. 1987, Pechla-
ner et al. 1992, Rongioletti et al. 1989, Rost et al. 2004b, Rost et al. 20044, Rost et
al. 2006, Soute et al. 2004, Spronk et al. 2000, Thomas und Stirling 2003, Titapiwa-
tanakun et al. 2009, Vanakker et al. 2007, Vicente et al. 1984, Watzka et al. 2008,
Weston und Monahan 2008).

Fiir die angeborene Verminderung aller Vitamin-K-abhangigen Parameter sind

zwei Ursachen bekannt.

Zum einen kommt ein angeborener Defekt der y-Carboxylase in Betracht (VKCFD
Typ 1, OMIM *137167), der aufgrund unvollstandiger oder ausbleibender Carboxy-
lierung der Vitamin-K-abhdngigen Proteine zu deren Funktionseinschrankung
fiihrt. Bisher wurden bei 22 VKCFD1-Patienten insgesamt 21 verschiedenen GGCX-
Mutationen beschrieben (Brenner et al. 1990, Brenner et al. 1998, Darghouth et al.
2006, Li et al. 2009c, Li et al. 2009a, Mousallem et al. 2001, Mutucumarana et al.
2000, Rost et al. 2004b, Rost et al. 2006, Soute et al. 2004, Spronk et al. 2000, Tho-
mas und Stirling 2003, Titapiwatanakun et al. 2009, Vanakker et al. 2007)

Zum anderen kann der Defekt im Vitamin-K-Epoxid-Reduktase-Komplex
(VKORC1) liegen (VKCFD Typ 2, OMIM #607473), sodass Vitamin-K-Epoxid nicht
regeneriert werden kann und fiir weitere Carboxylierungen nicht zur Verfiigung
steht (Wu et al. 1997b). In der Literatur wurde bisher eine kausale VKORC1-
Mutation bei 3 VKCFD2-Patienten nachgewiesen (Marchetti et al. 2008, Oldenburg
et al. 2000, Rost et al. 2004a).

Phanotypisch tritt diese Art der Erkrankung sehr variabel auf. In Abhangigkeit der
verbliebenen Restaktivitiat der Vitamin-K-abhingigen Gerinnungsfaktoren kann es
sowohl zu unterschiedlich stark ausgepragter Blutungsneigung als auch - in selte-
nen Fillen - zu Skelettanomalien aufgrund der Beeintrachtigung der fiir den Kno-
chenstoffwechsel wichtigen Vitamin-K-abhdangigen Proteine (Osteocalcin, Matrix-
Gla-Protein) kommen. Haufig entwickeln sich bereits intrauterin oder perinatal
aufgrund des zu diesem Zeitpunkt bestehenden physiologischen Vitamin-K-Defi-

zits schwerste intrazerebrale Blutungen. Bei einigen Patienten kann der Fakto-
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renmangel durch orale Vitamin-K-Substitution komplett beseitigt werden, in ande-
ren Familien dagegen gelingt dies selbst durch eine hochdosierte intravenose Vit-

amin-K-Gabe nicht.

2.4 Pseudoxanthoma-elasticum-like Disorder

Eine weitere kiirzlich beschriebene Manifestation von Mutationen im y-Carboxy-
lase-Gen ist ein dermatologisches Krankheitsbild, welches der Pseudoxanthoma

elasticum stark ahnelt.

Pseudoxanthoma elasticum (PXE), oder auch Gronblad-Strandberg-Syndrom, ist
eine autosomal-rezessive multipel ausgepragte Erkrankung, die hauptsachlich die
Haut, die Augen und das kardiovaskuldre System betrifft. Ursache fiir die Erkran-
kung sind Mutationen im ABCC6-Gen (Finger et al. 2009). PXE ist charakterisiert
durch fortschreitende Kalzifizierungen und Degeneration der elastischen Fasern
im ganzen Korper (Bercovitch und Terry 2004). Typisch sind unter anderem Reti-
nopathien, sogenannte ,angioid streaks“ oder ,peau d’orange“, die zu Sehstérun-
gen flihren, konfluierende Papeln an Nacken und Beugestellen, Hautschdadigungen
im Sinne von lederartigen Faltungen und der Befall des kardiovaskuldren Systems
und somit arterielle Insuffizienzen, die zu Hamorrhagien fiihren kénnen
(Chassaing et al. 2005, Hu et al. 2003, Neldner 1988). Histologisch ist PXE charak-
terisiert durch fragmentierte und mineralisierte elastische Fasern in der retikula-

ren Dermis.

Ein Zusammenhang zwischen einem klinischen Auspragungsbild der PXE und ei-
nem Mangel aller Vitamin-K-abhangigen Faktoren wurde erstmals im Jahre 1971
und dann zwischen 1982 und 1996 beschrieben, jedoch ohne einen gemeinsamen
genetischen Hintergrund erkannt zu haben (Goldsmith, Jr. et al. 1982, Le Corvai-

sier-Pieto et al. 1996, Macmillan und Vickers 1971, Rongioletti et al. 1989).

Vanakker beschrieb im Jahr 2007 diverse Mutationen im y-Carboxylase-Gen im
Zusammenhang mit der klinischen Auspragung der PXE-ahnlichen generalisierten
Bindegewebsstorung (Vanakker et al. 2007). In seiner Studie wurden sechs kauka-

sische Patienten untersucht, die alle typisch gelbe Papeln, teilweise plaqueartig
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konfluierend aufwiesen, sowie ausgepriagte Hautfaltungen hatten. Nur teilweise
waren ,angioid streaks“ vorhanden, jedoch leichte artherosklerotische Plaques.
Einer der Patienten wurde zweimal wegen eines Hirnaneurysmas behandelt. Alle
sechs jedoch zeigten eine verlangerte Prothrombinzeit und eine Verminderung der
Vitamin-K-abhdngigen Faktoren auf Werte zwischen 18 und 66% fiir Faktor II, 39
und 88% fiir Faktor VII, 48 und 103% fiir Faktor IX und 15 und 40% fiir Faktor X.
Obwohl lichtmikroskopisch alle Faktoren identisch mit der PXE waren, stellte sich
nach molekulargenetischer Untersuchung heraus, dass keine Mutation im ABCCé6-
Gen, typisch fiir die PXE, zu finden war. Auch Mutationen im VKORC1-Gen, die zu
einem Mangel aller Vitamin-K-abhiangigen Faktoren fiihren (VKCFD2), konnten
ausgeschlossen werden (Rost et al. 2004b). Schliefdlich wurde das GGCX-Gen auf
Mutationen hin untersucht, und es stellten sich sieben neue Mutationen bei sechs
Patienten heraus, die in Exon 8, 10 und 12 lokalisiert waren. Somit folgerte Vanak-
ker, nach Ausschluss der Kriterien fiir PXE und Cutis laxa, dass es sich bei den kli-
nischen Auspragungen der Patienten um ein neues, der Pseudoxanthoma elasti-
cum ahnliches Krankheitsbild handelt. In aktuellen Studien von Li et al. werden
zwei weitere Falle vorgestellt, in denen Patienten an Hauteffloreszenzen charakte-
ristisch flir PXE leiden, aber gleichzeitig eine Gerinnungsstérung vorweisen (Li et
al. 2009c, Li et al. 2009a). Nach Sequenzierung der Gene ABCC6, VKORC1 und
GGCX ergaben sich auch bei diesen Patienten Mutationen im GGCX-Gen.

Li stellt als Hypothese bezliglich des Zusammenhangs zwischen den Mutationen im
GGCX und den PXE-dhnlichen Hautveranderungen auf, dass durch eine Funktions-
storung im MGP (Matrix-Gla-Protein) Hypermineralisationen der Haut erméglicht
werden. MGP reguliert normalerweise, wenn es vollstandig carboxyliert ist, abwei-
chende Mineralisationen in der Haut (Price et al. 1998, Shearer 2000). Die hier vor-
liegenden Hypermineralisationen dhneln den mit PXE assoziierten Hyperminerali-
sationen. Die genauen pathogenetischen Mechanismen konnten noch nicht ab-

schliefRend geklart werden.
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2.5 Struktur des y-Carboxylase-Gens und -Proteins

Das y-Carboxylase-Gen (GGCX, Abb. 4) liegt auf Chromosom 2 im Bereich 2p11.2
(Kuo et al. 1995). Es ist rund 13 kb lang und besteht aus 15 Exonen (Wu et al.
1991).

Chr 2
M "1 "0 M ®m o N N =N M o O NOANG o - Mo M oM M
eeag N g¥yyd v ¥ 4 g9iud SNgueyd Y ggdynsens
2 22 20 Q a2 Q o Qo a2 TOTOUT T T O0T0TTUT T T T 0T OO TUTOTUT T
. 1 | | 1 IS DENEEE B
Exon 1 2 3 4 56 7 8 910 1112 13 14 15
5'UTR 3'UTR
Abb. 4 Lokalisation und Struktur des y-Carboxylase-Gens (GGCX).
GGCX ist lokalisiert im Chromosom 2 an der Stelle p11.2 und besteht aus

15 Exonen.

Die y-Glutamyl-Carboxylase (Abb. 5) ist ein integrales Membranprotein sowohl des
Golgi-Apparates als auch des rauen endoplasmatischen Retikulums, und setzt sich
aus insgesamt 759 Aminsosduren zusammen. Am N-Terminus des Proteins liegt
eine kurze hydrophile Region (Position 1-50), darauf folgt ein hydrophober Be-
reich (Position 51-314) und anschliefdend der lange, hydrophile C-Terminus (Posi-
tion 315-758). Im hydrophoben Bereich sind vermutlich 3-5 Transmembran-
domadanen enthalten (Tie et al. 2000). Sie wird aufier in der Leber in einer Vielzahl

weiterer Gewebe wie z.B. Haut, Lunge oder Niere exprimiert (Vermeer 1984).

Entscheidend fiir die Funktion der y-Glutamyl-Carboxylase sind folgende Doma-
nen:
die Propeptid-Bindungsstelle, welche die primare Bindung des noch nicht

carboxylierten Proteins an die y-Carboxylase gewahrleistet
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» die katalytische Domane, in der die Carboxylierung der Glutamatreste statt-
findet, welche die sogenannte y-Carboxylierungs-Erkennungssequenz (,,y-
carboxylation recognition site®, y-CRS) der Vitamin-K-abhangigen Vorlaufer-
proteine bindet

» die Region mit Epoxidase-Aktivitat, welche fiir die Oxidation von Vitamin-K-

Hydrochinon verantwortlich ist

NH, Zytoplasma
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. )
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Abb. 5 Modell des y-Carboxylase-Proteins (Tie et al. 2000).
Die Transmembrandomaénen sind in Form von Zylindern dargestellt, wobei
die beiden aufderhalb der Membran liegenden Zylinder stark hydrophobe
Regionen symbolisieren.

2.6 Funktion der y-Glutamyl-Carboxylase

Die y-Glutamyl-Carboxylase, die die Carboxylierung der Vitamin-K-abhangigen
Faktoren gewadhrleistet, ist das einzige bekannte Enzym, das Vitamin K in seiner
reduzierten Form, Vitamin-K-Hydrochin, als Cofaktor benotigt. Die y-Glutamyl-
Carboxylase katalysiert zwei chemische Reaktionen in ihrem aktiven Zentrum
(Wallin und Suttie 1982). Die physiologisch wichtige Reaktion ist die Umwandlung
von spezifischen Glutamatresten in der sogenannten Gla-Doméane der Vitamin-K-

abhdngigen Proteine zu y-Carboxyglutamat. Der Grund dafiir ist, dass y-Carboxy-
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glutamat eine weitaus hohere Bindungsaffinitat zu Ca%* hat als Glutamat und da-
durch eine Konformationsanderung in den besagten Proteinen bewirkt. Nach der
Konformationsdanderung der nun carboxylierten Proteine ist eine Bindung an
Phospholipidmembranen moglich, was fiir ihre Aktivierung und somit fiir die Aus-
tibung ihrer physiologischen Funktion essenziell ist (Borowski et al. 1986, Sperling

etal. 1978).

Die zweite Funktion der y-Glutamyl-Carboxylase ist die Oxidation von Vitamin-K-
Hydrochinon (KH2) zu Vitamin-K-2,3-Epoxid, die unmittelbar mit der Carboxylie-
rung gekoppelt ist.

Voraussetzung fiir die Substraterkennung und die anschlieféenden y-Carboxylie-
rung ist das Vorhandensein einer Propeptidsequenz, mit welcher die y-Glutamyl-
Carboxylase interagieren kann. Diese Propeptidsequenz, welche sich auch ,y-
carboxylation recognition site“ (y-CRS) nennt, weist von Protein zu Protein abwei-
chend eine unterschiedliche Affinitdt zur y-Carboxylase auf. Beispielsweise weist
Faktor X die hochste und Osteocalcin die niedrigste Affinitat auf (Stanley et al.
1997).

Zusatzlich ist zu erwdhnen, dass die y-CRS als allosterischer Aktivator fungiert, in-
dem die Affinitdt der Gla-Domane an die y-Glutamyl-Carboxylase erhoht wird. Bei-
de zusammen, also die y-CRS und die Gla-Domane erhohen wiederum die Affinitat
der y-Glutamyl-Carboxylase gegeniiber Vitamin-KH2 (Berkner und Pudota 1998,
Knobloch und Suttie 1987). Eine vollstindige Carboxylierung der Vitamin-K-
abhangigen Proteine wird erreicht, indem die y-Carboxylase prozessiv arbeitet
und somit alle Modifikationen der Glutamatreste wahrend eines einzigen Bin-
dungsereignisses ablaufen, ohne dass das Substrat freigegeben wird, wenn es nicht
vollstandig carboxyliert ist. GGCX kann somit zwischen Glu- und Gla-Resten unter-

scheiden (Morris et al. 1995).

Eine weitere Eigenschaft der y-Carboxylase ist die Sebst-Carboxylierung, die je-
doch nur in Anwesenheit von Vitamin K erfolgen kann (Berkner und Pudota 1998).
Eine Erklarung fir die Selbst-Carboxylierung der y-Glutamyl-Carboxylase kénnte
eine Regulation des Carboxylase-Spiegels sein, welcher von der Verfligbarkeit von
Vitamin K bzw. den Vitamin-K-abhdngigen Proteinen abhdngt, ist aber bis zum

heutigen Zeitpunkt noch nicht ausreichend geklart.
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2.7 Grundlagen der Genetik

2.7.1 Aufbau der DNA

Die DNA (,desoxyribonucleic acid“) ist aufgebaut aus Einzelbausteinen, die Nu-
kleotide genannt werden. Diese bestehen jeweils aus drei Komponenten:

ein Fiinf-Kohlenstoff-Zucker (Desoxyribose)

eine Purin- bzw. Pyrimidinbase

ein Phosphat-Rest

Dabei ist der Zucker mit der Base liber eine N-glykosidische Bindung verbunden
und der Phosphat-Rest ist iiber eine Ester-Bindung mit dem C5-Atom des Zuckers

verkntpft.

Die Einzelbausteine werden zu zwei Nukleotidstrangen verkniipft, die antiparallel
angeordnet sind und sich schraubenférmig um eine gemeinsame Achse winden,
die sogenannte Doppelhelix. Dabei kommen die Nukleotidbasen im Innenraum der
Helix zu liegen, wiahrend die Desoxyribosephosphatreste den dufieren Mantel bil-

den.

Durch die komplementdre Basenpaarung, die liber Wasserstoffbriicken stabilisiert
wird, gibt es zu jeder Base nur eine komplementare ,,Gegenbase“. So gibt es bei den

vier Basen nur zwei Basenpaaarungen: Adenin-Thimin und Guanin-Cytosin.

2.7.2 Mutationen, Polymorphismen und deren
Auswirkungen

Verdanderungen in der DNA-Sequenz, ob vererbt, spontan aufgetreten oder durch
Umwelteinfliisse (z.B. ionisierende Strahlung oder chemische Substanzen) bedingt,
werden in der Genetik unabhdngig von phdnotypischen Auswirkungen im Allge-

meinen als Mutationen bezeichnet.

In der Medizin hingegen erfolgt eine Unterscheidung qualitativ nach dem Phano-
typ. Eine Genvariation, die krank machende Eigenschaften besitzt, wird als Mutati-

on bezeichnet, wahrend eine Genveranderung, die ohne phanotypische Konse-



Error! Style not defined.

quenz bleibt, als Polymorphismus bezeichnet wird. Da Polymorphismen somit kei-
nen Selektionsnachteil verursachen, konnen sie sich durch Vererbung in einer Po-
pulation ausbreiten. Als Indiz fiir die fehlende funktionelle Bedeutung einer Gen-
variante wird haufig ein quantitatives Kriterium herangezogen. Treten Genvaria-
tionen gehauft auf, d.h. findet sich das seltenere Allel bei mindestens 2% in der Be-
volkerung bzw. bei mindestens 1% der Allele, spricht man grundsatzlich von Po-

lymorphismen.

Wird nur ein Nukleotid durch eine Genverdanderung betroffen, spricht man von
einer Punktmutation. Wird diese durch eine andere ersetzt, bezeichnet man dies
als Substitution, bei Austausch eines Basentyps mit dem gleichen (Purin gegen Pu-
rin bzw. Pyrimidin gegen Pyrimidin) spricht man von Transition. Wird dagegen
eine Purinbase durch eine Pyrimidinbase ersetzt, oder umgekehrt, handelt es sich

um eine Transversion.

Des Weiteren kann eine Genvariation in einem nicht codierenden (z. B Introne)

oder in einem codierenden Bereich (Exone) lokalisiert sein.

Insbesondere bei Veranderungen der codierenden Sequenz ist eine Storung der
Proteinsynthese moglich. Je nach funktioneller Auswirkung werden folgende Mu-
tationsformen unterschieden: Bei Kettenabbruch durch die neue Basensequenz
spricht man von einen Nonsense-Mutation, bei Codierung fiir eine andere Amino-
sdure von Missense-Mutation. Codiert das neu entstandene Codon fiir die gleiche
Aminosdure spricht man auch von einer ,Silent Mutation“. Durch Wegfall oder
Hinzukommen einer Base (Deletion oder Insertion) verschiebt sich das Leseraster
(frameshift-Mutation), und der mRNA-Strang codiert haufig ein vorzeitiges Stopp-

Codon.

Genverdanderungen aufderhalb der codierenden Sequenz kénnen ebenfalls funktio-
nelle Bedeutung erlangen. So fiihren Genveranderungen in den, die Exone flankie-
renden Bereiche als Spleifdstellen-Mutationen zu einer Beeintrachtigung der RNA-
Prozessierung. Mutationen in einem regulatorischen Bereich wie z.B. dem Promo-

tor, konnen ebenfalls die Genexpession beeinflussen.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Probanden

3.1.1 Patienten mit VKCFD

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die DNA von vier Patienten mit einer
Verminderung aller Vitamin-K-abhangiger Gerinnungsfaktoren auf Genverdnde-
rungen hin untersucht. Dabei handelte es sich um eine 38-jahrige Frau aus Diiren
(Patient 1), eine 18-jahrige Frau aus Berlin (Patient 2), eine junge Frau aus Portu-
gal (Patient 3), deren klinischer Phdnotyp bereits 1984 von Vicente et al. veroffent-

licht wurde (Vicente et al. 1984), sowie um einen Patienten aus Indien (Patient 4).

Dartiber hinaus standen die Mutter und ein Bruder von Patientin 1 sowie die El-
tern von Patientin 2 fiir die Untersuchungen zur Verfiigung. Die Patientenproben
wurden der Abteilung flir Molekulare Hamostaseologie des Instituts fiir Transfusi-
onsmedizin Frankfurt des DRK-Blutspendedienstes Baden-Wiirttemberg - Hessen
zur genetischen Abklarung zugewiesen. Ein Vitamin-K-Mangel als Ursache der
Verminderung der Gerinnungsfaktorenaktivitit wurde jeweils im Vorfeld ausge-
schlossen. Auch eine generelle Beeintrachtigung der Lebersyntheseleistung konnte
aufgrund der normwertigen lebersyntheseabhdngigen Parameter Antithrombin
und Faktor V sowie durch einen unauffilligen, sonografischen Untersuchungs-

befund ausgeschlossen werden.

3.1.2 Blutspender

Fiir die Ermittlung der genetischen Variabilitat und des GGCX-Gens in der Allge-
meinbevolkerung wurde DNA aus dem Blut von insgesamt 720 nicht verwandten,
gesunden Blutspendern extrahiert. Fir die statistische Ermittlung von Poly-
morphismen im genannten Gen wurden die jeweils 100 jiingsten mannlichen und

100 jingsten weiblichen Probanden herangezogen.
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Durch die Untersuchung von 200 Proben bzw. 400 Allelen als Stichprobe der Nor-
malbevodlkerung gelingt die Ermittlung von Genvariationen, deren Pravalenz min-

destens 1% betragt, mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 95%.

3.2 Material

Die in Tabelle 1 aufgefiihrten Chemikalien, Enzyme bzw. Kits wurden in Analyse-

qualitdt oder hochstem erhiltlichen Reinheitsgrad verwendet.

Tabelle 1: Chemikalien, Enzyme und Kits.

Hersteller Reagenz

Applied Biosystems Sequenzier-Kit (Big Dye® Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit)
MWG-Biotech Oligonukleotidprimer

Biozym Pipettenspitzen

Cambrex Agarose (Seakem LE Agarose)

Eppendorf ReaktionsgefalRe 0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml

Fluka Nonidet P40

Greiner Zentrifugenréhrchen

Invitrogen Taqg-Polymerase, 10x PCR Puffer

Merck Kaliumacetat, Magnesiumchlorid, Natriumacetat, Natriumchlorid, Na-

triumhydroxid

PeqglLab 100 bp-DNA-Langenstandard, Nukleotide

Qiagen PCR-Purification-Kit

Sarstedt EDTA-Blutmonovetten

Roth Borsaure, Ethanol, Ethidiumbromid, Na,EDTA, Proteinase K,

Trishydroxymethylaminomethan, Salzsdure

Sigma Bromphenolblau, Xylencyanol, Orange G, Glycerin, DMSO
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3.3 Puffer und Losungen

Alle Losungen wurden mit demineralisiertem H20 angesetzt.

3.3.1 Losungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese

Gel-Ladepuffer(1x):

TBE-Puffer (5x):

Ethidiumbromid-Farbeldsung:

0,25% Bromphenolblau
0,5% Orange G

0,25% Xylencyanol
Glycerol

0,44 M Tris-Borat
0,01 M Na2EDTA
pH 8,0-8,5

TBE-Puffer (1x)
Ethidiumbromidlésung 1% (10mg/ml)

3.3.2 Losungen fiir die DNA-Isolation

Kern-Lysispuffer (Blut):

SE-Puffer:

Proteinase-K-LOsung:

SDS-L0Osung:

TE-Puffer:

Nonidet P40 0,1%
NacCl 0,9%

NaCl 75 mM
Naz;EDTA 25 mM
pH 8,0

10 mg/ml
20% SDS

10 mM Tris-HCL
1 mM EDTA
pH 8
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3.3.3 PCR-Reagenzien

Reaktionspuffer (10x): 100 mM Tris-HCI, pH 8,3
500 mM KCI
15 mM MgCl,
PCR-Puffer (1x): 100 pl 10x-PCR Puffer

160 pl ANTP-Stammlosung
30 pl 50 mM MgCl;-Losung
610 pl HPLC-H20

dNTP-Mix: 1,25 mM je Nukleotid (dATP; dCTP, dGTP, dTTP)
950 pl HPLC-H20

Taq-Polymerase: 5U0/ul

3.34 Reagenzien fiir die dHPLC

Puffer A 50 ml 2 M TEAA
250 pl Acetonitril
HPLC-Wasserad 11

Puffer B 50 ml 2 M TEAA
250 ml Acetonitril
HPLC-Wasserad 11

Puffer C 750 ml Acetonitril
HPLC-Wasserad 11

Puffer D 80 ml Acetonitril
HPLC-Wasserad 11

3.3.5 Reagenzien fiir die Sequenzierung

Mastermix: 0,12 pl Exo I (Fermentas, EN 0582)
0,50 pl CIAP (Fermentas, EF 0342)
0,30 pl 10x CIAP Puffer
2,10 pl Wasser



Error! Style not defined. 31

3.3.6 Gele

Agarosegel: 1,5 g Agarose in 100 ml 1x TBE;
Elektrophorese in 1x TBE-Puffer

3.4 Gerate

Die in Tabelle 2 aufgefiihrten Arbeitsgerdte wurden fiir die vorliegende Arbeit ein-

gesetzt:

Tabelle 2: Arbeitsgeriite.

Gerat Modell Hersteller

Autoklav Varioklav H+P Labortechnik AG

Elektrophoresekammer

Horizon 11.14

Gibco-BRL

UV-Licht-Transilluminator

Fluorescent Tables

Renner GmbH

Kamera The Imager Appligene
Magnetrihrer Heidolph MR 3001 Heidolph
Mikrowelle HF 22024 Siemens
Netzgerate Standard Power Pack P25 Biometra
PCR-Prozessoren T3 Thermocycler Biometra

pH-Meter pH 211 Hanna Instruments
Photometer Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech
Pipetten Serie Research Eppendorf
Pipetten Serie Labmate Abimed

Schittler REAX Heidolph

Waage BL610 Sartorius
Wasserbad WB 10 Memmert
Zentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf
Zentrifuge Universal 32 R Hettich
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3.5 y-Glutamyl-Carboxylase Oligonukleotide

Fiir die Amplifikation sowie fiir die spater folgende Sequenzierung wurden die in
Tabelle 3 aufgefiihrten Oligonukleotide als Primer verwendet. Die Primer wurden
mithilfe des internetbasierten, frei verfiigharen Programms ,Primer3“ entworfen

und von der Firma MWG Biotech synthetisiert (Rozen und Skaletsky 2000).

Tabelle 3: Oligonukleotide und Temperatur fiir PCR.

Exon Primer »Annealing“-Temperatur Sequenz

1 forward 55 °C GTT CAG ACG CGG CAG CTG TG
1 reverse 55°C CGG AGG GCG GGG TCC TAA G
2 forward 54 °C CCC CCG CAC ACA TAT TTT CT
2 reverse 54 °C CCA AAT TGC TCC CAC CCA TA
3 forward 53°C AGC TGA GGC CCA ATG ACC AA
3 reverse 53°C AGG CCA GTC AAT ATT TCC CA
4 forward 54 °C CTC TTA ATC CTC TCC CTA CA
4 reverse 54 °C TCC CCT TTG TCC CCC CTG AC
5 forward 54 °C CTC CCC CCT CCA ATG TTT AC
5 reverse 54 °C TCC CCT TTG TCC CCC CTG AC
6 forward 54 °C TTT ATT CTT GCC TAT CTG TA
6 reverse 54 °C CTG CTT CTG CTG AAT AGG GA
7 forward 53°C CTC CAG TGG GCT GGT GCT TG
7 reverse 53°C TGT GGT TCC TGT TTC CTC CC
8 forward 55 °C GCC AAA CTC CTG AAA TAT GT
8 reverse 55°C GCC TTT GCT GTA CAC TCC AC
9 forward 52°C CAG TGT GAG AAG CAT TGA GC
9 reverse 52°C ACA AAA CCA GAC CCC AAA GC
10 forward 52°C GGT GGG ACT AAT ATG GGG GT
10 reverse 52°C CTT GGT AAA AAG AAC TGT GCT
11 forward 54 °C CCT TAG GAA TGA TGA TGA AA
11 reverse 54 °C CAA AAA CAT TCC CTC TCC CC

12 forward 56 °C TGG GGT GGG ATG ATG AAC TC
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Exon Primer »Annealing“-Temperatur Sequenz

12 reverse 56 °C TTA CTG GTG TGA GCT ACT GC
13 forward 55 °C ATT TAT CCA TTT CTIT CTC CC
13 reverse 55°C CTA TCT CAG CCC AAA TGT TC
14 forward 56 °C AGG GGA GAG AGT GAT CCA TC
14 reverse 56 °C CCA GGG GAA AGT TAC CAA GC
15 forward 54 °C ACT TGG TCG GCT TTT TCC TG
15 reverse 54 °C CTA TAT CTG CAC CCA ACA TC
3.6 Methoden

3.6.1 Isolation und Konzentrationsbestimmung der DNA

Die DNA wird aus den Leukozyten der genannten Probanden gewonnen. Nach der
»2Aussalzmethode“ nach Miller und Dykes (Mullis und Faloona 1987) wird das Blut
zundchst mit Kern-Lysispuffer versetzt und damit die Lyse der Zelle induziert.
Nach Zentrifugation und Verwerfen des Uberstands wird das Pellet in SE-Puffer
resuspendiert. Anschlief3end werden Proteinase K und die SDS-Lésung tiber Nacht
bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Proben werden daraufhin mit 6M NaCl-
Losung versetzt, gemischt und zur endgiiltigen Zerstorung der Proteine im Was-
serbad erhitzt. Die so freigewordenen Zellbestandteile, wie Proteine und Membra-
nen werden schliellich abzentrifugiert und verworfen. Der DNA-Uberstand wird
mit 96%igem Ethanol gefallt und sorgfaltig gemischt bis die DNA fadenformig
sichtbar wird. Die durch eine Pasteurpipette mit Hikchen aufgenommene DNA
wird zuletzt noch mit 70%igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in

TE-Puffer gelost.

Im Anschluss an die Isolation der DNA erfolgt die Konzentrationsbestimmung. Die
Konzentration wird dabei photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm be-

stimmt, da die Nukleinsduren hier ihr Absorptionsmaximum aufweisen.

Nach der Messung werden die Proben fiir die Amplifikation mit TE-Puffer auf eine

Konzentration von 100 pg DNA/ml eingestellt.
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3.6.2 DNA-Amplifikation durch die Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR)

Fiir die Ermittlung von Polymorphismen in den einzelnen Fragmenten des GGCX-
Gens wird eine ausreichende Menge der DNA-Teilstlicke benétigt. Die notwendige
Vervielfachung eines bekannten DNA-Abschnitts erfolgt mithilfe der Polymerase-

Ketten-Reaktion (PCR). Fiir diese Reaktion ist der in Tabelle 4 genannte Ansatz

notwendig:
Tabelle 4: Reaktionsansatz fiir PCR.
Menge Material
50 ul 1 x Puffer
1l Forward Primer
1l Reverse Primer
0,1 ul Taq — Polymerase
2 ul DNA

Neben dem zu amplifizierenden Fragment und der thermostabilen Polymerase
werden noch zwei chemisch synthetisierte Oligonukleotide (Primer) bendtigt, die
zu den Randbereichen der bekannten DNA-Sequenz komplementar sind. Da die
Polymerase nur in der Lage ist, in der Richtung 5°-3" zu synthetisieren, wird ein
oforward“ Primer und ein ,reverse“ Primer verwendet. Es folgt schliefdlich eine zy-
klische Wiederholung von drei Einzelreaktionen wobei bei n Zyklen theoretisch 2»
Kopien produziert werden. Somit ist es moglich, bei 30-35 Zyklen den gewtinsch-
ten DNA-Abschnitt etwa um den Faktor 2-5x 10> zu vervielfiltigen (Mullis und
Faloona 1987, Saiki et al. 1988).

Im ersten Schritt erfolgt zundchst die Erhitzung der DNA {iber ihren Schmelzpunkt
hinaus und damit ihre Denaturierung. Im Anschluss kommt es zur Anlagerung der
Primer (,,Annealing“) an die entsprechende nun einzelstrangige DNA und letztlich
beginnt die Polymerisationsreaktion, katalysiert durch die Taq-Polymerase (Elon-

gation). Dies geschieht in einem Thermocycler.
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Flir eine moglichst spezifische Amplifikation der gewiinschten Zielsequenz wird
das Prinzip der ,touchdown“-PCR eingesetzt. Dies bedeutet, dass fiir die ersten
neun Zyklen um 6 °C bzw. 3 °C hohere Temperaturen fiir das ,Annealing” einge-
setzt werden. Damit wird eine unspezifische Anlagerung der Primer an nicht kom-
plementare DNA-Sequenzen bzw. an andere Primermolekiile reduziert. Wahrend
der ersten Zyklen wird das richtige Amplikon im Verhaltnis zu unerwiinschten
Produkten tlberproportional vermehrt. Fiir die dann folgenden Zyklen wird die
»~Annealingtemperatur” so gewahlt, dass eine optimale Hybridisierung mit der Ziel-
sequenz gewahrleistet ist. Eine unspezifische Bindung mit Amplifikation uner-
wiinschter Sequenzen fallt dann nicht mehr ins Gewicht. Das PCR-Programm ent-

hielt die in Tabelle 5 aufgefiihrten Schritte und Temperaturen.

Die so entstandenen PCR-Produkte stellen jetzt das Ausgangsmaterial fiir die wei-

teren Untersuchungen dar.

Tabelle 5: Temperatur und Zyklen der PCR.

Status Temperatur (°C) Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95 5 min 1x
Denaturierung 95 30 sek 3x
Annealing AT* +6 30 sek

Elongation 72 30 sek

Denaturierung 95 30 sek 6 x
Annealing AT* +3 30 sek

Elongation 72 30 sek

Denaturierung 95 30 sek 29 x
Annealing AT* 30 sek

Elongation 72 30 sek

Finale Elongation 72 5 min 1x

* AT bezeichnet die fiir die verschiedenen Fragmente charakteristischen Annealingtemperaturen,
wobei fir die ersten 9 Zyklen um 6 °C bzw. 3 °C hohere Temperaturen angewendet wurden.
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3.6.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der DNA-Amplifikation wurde eine Agarose-Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Hierbei werden die Amplifikate in Abhdngigkeit ihrer Grofie in ei-
nem elektrischen Feld aufgetrennt, mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidium-

bromid angefarbt, anschlief3end unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert.

Hierfiir wurden die zu priifenden Proben mit Gel-Ladepuffer gemischt in die Gelt-
aschen eines 1,5%igen Agarose-Gels pipettiert (Meyers et al. 1976). Im Anschluss
wurde eine Spannung von 150 Volt fiir ca. 20 Minuten angelegt. Nach Anfarbung
des Gels mit Ethidiumbromid wurde die Laufstrecke der Amplifikate mit einem

gleichfalls elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Langenstandard verglichen.

3.6.4 Heteroduplexbildung

Um durch die Denaturierende-Hochleistungsfliissigkeits-Chromatographie
(dHPLC) einen moglichen Wildtyp von einer Mutation unterscheiden zu kénnen,
werden die PCR-Produkte der zu untersuchenden Patienten mit den PCR-Produk-
ten einer Kontrollperson gemischt und 10 Minuten bei 95 °C denaturiert. Dann
wurden die Ansatze zur Heteroduplexbildung 10 Minuten bei 55 °C inkubiert. Das
Prinzip dieses Verfahrens besteht zunachst in der Denaturierung der DNA. Dafiir
werden durch Hitze die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den zwei Stran-
gen gelost und die DNA wird einzelstrangig. Darauf folgend kommt es durch die

Renaturierung zur Bildung von Homo- und Heteroduplices.

3.6.5 Denaturierende-Hochleistungsfliissigkeits-
Chromatographie (dHPLC)

Die denaturierende-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (dHPLC) ermog-
licht das empfindliche und schnelle Auffinden von bekannten und nicht bekannten
Mutationen und Polymorphismen in den einzelnen Fragmenten eines zu untersu-
chenden Gens (Xiao und Oefner 2001). Das Prinzip des Verfahrens beruht auf dem

der Fliissigkeitschromatographie.
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Die Analyse der Proben erfolgte mit einem WAVE®-DNA-Fragment-Analysis-Sys-
tem (Fa. Transgenomic, San José, USA). Hier werden jeweils 8 pl einer Probe zu der
in einer Saule befindlichen Trennmatrix gepumpt und in dieser gebunden. Im Zeit-
verlauf und mit ansteigender Acetonitril-Konzentration werden sie von hier wie-
der eluiert. Nach der Abtrennung von der Matrix konnen sie mittels eines Photo-
meters analysiert werden. Die Ergebnisse konnen anschliefdend mithilfe der geeig-
neten Software WaveMaker 3.4 (Fa. Transgenomic, La Jolla) auf einen Rechner
libertragen und auf dem Bildschirm als Peaks in einem Chromatogramm darge-

stellt werden.

Um die Bindung zwischen den negativ geladenen DNA-Molekiilen und der neutra-
len Trennmatrix der HPLC-Siule zu erreichen, wird als Zwischenmolekiil das, so-
wohl in Puffer A als auch B vorhandene, positiv geladene Triethylammoniumacetat
(TEAA) verwendet. Dies bedeutet eine umso festere Bindung, je mehr negative La-
dung die jeweiligen DNA-Molekiile besitzen. Ziel hierbei ist die Unterscheidung
von Homoduplices oder Heteroduplices. Homoduplices sind DNA-Strange mit iden-
tischer Sequenz. Eine solche Probe kann somit eine Probe vom Wildtyp oder aber
eine Probe mit homozygotem Polymorphismus sein. Bei Heteroduplices befindet
sich immer eine Sequenzverdnderung, entweder auf dem einen oder dem anderen
Strang. Mit steigender Temperatur denaturieren zunachst die Heteroduplices.
Durch die dadurch geringere negative Ladung und damit weniger starke Bin-
dungskraft zur Matrix werden diese zuerst vom Photometer erfasst und als Peaks
festgehalten, sodass anhand der jeweiligen Peaks eine Probe als Homo- bzw. Hete-
roduplex erkannt werden kann. Diese beiden stellen sich dann in den Untersu-
chungen mit der dHPLC unterschiedlich dar (Abb. 6), wobei das Bild der Homo-
duplices zum einen Wildtyp darstellen kann, zum anderen aber auch bedeuten
kann, dass bei der Probe ein homozygoter Polymorphismus vorliegt. Ein sich vom
Wildtyp unterscheidendes Muster ergibt sich bei Sequenzunterschieden zwischen

beiden Strangen einer Probe, also bei heterozygot vorliegenden Genvarianten.

Ganz entscheidend fiir die Qualitat und die Empfindlichkeit der beschriebenen Me-
thode ist die Kontrolle des Acetonitril-Gradienten und der Temperatur (Kuklin et

al. 1997).
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Abb. 6

Absorbance (mY)

Absorbance (mY)

Service Visit 060504-JF-DRK Frankfurt 0901 06WWAY

Time (Minutes)

Service Visit 060504-JF-DRK Frankfurt 090106WAY
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Beispiele fiir PCR-Proben.

a) Ohne Polymorphismus nach der Analyse durch die dHPLC.

b) Mit Polymorphismus nach Analyse durch die dHPLC.
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3.6.6 Sequenzierung

Das WAVE®-DNA-Fragment-Analysis-System stellt eine Screening-Methode zum
Nachweis von Genvarianten dar. Zur naheren Charakterisierung der vorliegenden
Varianten muss anschliefiend die genaue Abfolge der Nukleotidsequenz ermittelt
und mit der bekannten ,Wildtyp“-Sequenz des entsprechenden Fragmentes vergli-
chen werden. Dies erfolgte durch die Sequenzierungsreaktion nach dem Prinzip

des Kettenabbruchs (Sanger et al. 1977):

Verwendet werden dabei fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide (ddNTP), die
bei der Reaktion mit den unmarkierten Nukleotiden konkurrieren. Beim Einbau
von markierten Nukleotiden kommt es allerdings wegen der fehlenden freien OH-
Gruppe zu keiner weiteren Kettenverlangerung, sondern zum Abbruch. Auf diese
Weise entstehen unterschiedlich lange Teilstlicke, die je nach der letzten Base un-
terschiedlich markiert sind. Im Kapillarsequenzierautomat ABI Prism 310 Genetic
Analyzer (Fa. PE Applied Biosystems) werden dann die DNA-Teilstlicke elektro-
phoretisch aufgetrennt und automatisch analysiert, sodass die Nukleotidsequenz

gelesen werden kann.

Die einzelnen Reaktionsschritte bei der Sequenzierung sind:
Exo/CIAP Verdau von Primern und dNTPs
Flir die Aufreinigung werden 5 pl des PCR-Produktes mit 3 pl des nachfol-
gend aufgefiihrten Mastermixes gemischt und anschlieffend im Thermocycler
inkubiert (30 min 37 °C, 20 min 85 °C)
Mastermix:
0,12 ul Exo I (Fermentas, EN 0582)
0,50 ul CIAP (Fermentas, EF 0342)
0,30 ul 10 x CIAP Puffer
2,10 ul Wasser
3,02 ul

Nach Ablauf des Programms sollten die Proben moglichst schnell sequenziert wer-
den, da die Enzymrestaktivitat das PCR-Produkt langsam degradiert. Fiir die nach-

sten Schritte werden die zu sequenzierenden Proben mit 5 pl Wasser verdiinnt.
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Sequenzierung

Hierflir wird 1 pl des Produktes mit 9 pl des nachfolgend aufgezeigten Ma-
stermixes gemischt und im Thermocycler sequenziert:

96 °C 1 min

96 °C 10 sec

50°C 5 sec

60 °C 4 min

10°C unendlich

Mastermix:

0,5 ul Big Dye

1,5 ul 5 x Sequenzierungspuffer

1,0 pl Primer 1,6 pmol/ul

6,0 ul H20 (Sigma)

9,0 ul

Fallung zur Abtrennung fluoreszenzmarkierter ddNTPs

Es wird zunachst folgender Ansatz gemischt:

10 ul H20 (Sigma)

2 ul NaAc-Losung (3 M, pH 4,6)

54 pl Ethanol (96%)

Diese 66 ul werden mit 10 pl der Sequenzierreaktion gemischt, 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefdend 45 Minuten bei 20 °C zen-

trifugiert (1780 g; 4000 UpM).

Nach dem Abnehmen des Uberstandes wird das Pellet mit 260 ul Ethanol 70% ver-
sehen und erneut 10 Minuten zentrifugiert. Erneut wird der Uberstand abgenom-
men, die Probe wird getrocknet und letztlich werden 10 pl Formamid hinzugege-

ben. So kann die Probe nun in dem Sequenzierautomaten analysiert werden.

3.7 Methoden der Bioinformatik

Die Methoden der Bioinformatik liefern die Basis zur Analyse und zum Verstdandnis
grof3er Datenmengen, die liber die molekulare Diagnostik in der Genomik und Pro-

teomik geliefert werden.
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Bioinformatische Methoden werden fiir Sequenzvergleiche, Datenbanksuchen, Mo-
tiverkennung, phylogenetische Analysen, Strukturvorhersagen von RNAs und Pro-
teinen, Promotoranalysen, Transkriptomanalysen, Proteomanalysen und zur Mo-

dellierung komplexer biologischer Systeme verwendet.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit genutzten Datenquellen und bioinforma-

tischen Methoden werden im Folgenden vorgestellt.

3.7.1 Datenquellen

Die Bereitstellung von Daten im Internet war eine entscheidende Voraussetzung
fiir die Weiterentwicklung der Bioinformatik. Die dort verfiligbharen Datenbanken
speichern sowohl Primadrdaten als auch abgeleitete Daten. In primaren Sequenzda-

tenbanken werden DNA-, RNA-, und Proteinsequenzen gespeichert.

Im Rahmen einer internationalen Zusammenarbeit tauschen drei weltweit rele-
vante Hauptdatenbanken taglich ihre Daten aus:
GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI; Bethesda,
MD, USA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html)
Nucleotide Sequence Database (European Molecular Biology Laboratory,
EMBL/EBI; Hinxton, UK; http://www.ebi.ac.uk/)
DNA Data Bank of Japan (DDB]J; Mishima, Japan;
http://www.ddbj.nig.ac.jp)

Hier legen Wissenschaftler neu ermittelte Sequenzdaten nach minimaler Konsi-
stenzpriifung ab. Der Vorteil liegt in der schnellen 6ffentlichen Verfligbarkeit der
Sequenzen. Nachteilig ist die fehlende Qualitatspriifung, sodass zu einem einzigen
Gen zum Teil sehr viele redundante Sequenzen mit minimalen Sequenzabwei-
chungen vorhanden sind. Einmal gespeicherte fehlerhafte Sequenzen werden von
den Datenbankbetreibern nicht nachtraglich korrigiert und verbleiben fiir immer

in der Datenbank.

Manuell gewartete und betreute Datenbanken wie beispielsweise Swiss-Prot
tiberpriifen und filtern die Daten, um Fehler, Widerspriiche und Redundanzen zu
vermeiden. Sofern vorhanden, wurde in der vorliegenden Arbeit bei Proteinse-

quenzvergleichen bevorzugt auf Sequenzdaten aus Swiss-Prot zuriickgegriffen.
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3.7.2 Nomenklatur

Fiir die Angabe der Art und Lokalisation der Mutationen wurde in dieser Arbeit die
Nomenklatur der Human Genome Variation Society (g.=genomische DNA, c.=cDNA,
p.=protein) verwendet (http://www.genomic.unimelb.edu.au/mdi/mutnomen/).
Die Angabe der Aminosduren bezieht sich hier auf das translatierte Protein, inklu-

sive Signalpeptid.

3.7.3 Sequenzvergleich homologer Proteine

Zur Beurteilung des Effektes einer nachgewiesenen Missense-Mutation bedient
man sich unter anderem auch eines Sequenzvergleichs (,Alignment) mit verschie-
denen homologen Proteinen (Tabelle 6). Als homologe Proteine werden solche be-
zeichnet, die vermutlich von einem gemeinsamen Urgen abstammen. Ein hoher

Grad an Sequenzidentitat von tiber 40% zahlt dabei als Kriterium ihrer Homologie.

Man kann das ,Alignment“ als Rekonstruktion der Verdnderungen - Mutationen,
Deletionen, Insertionen - auffassen, die im Zug der Evolution erfolgten. Taucht ei-
ne Aminosdure in den verglichenen Proteinsequenzen an gleicher Stelle auf, so
spricht man von einem ,match“ (Treffer), bei unterschiedlichen Aminosduren von
einem ,mismatch”. Zum Teil treten dabei auch Liicken auf, d.h. Positionen in einer
Sequenz, zu der sich keine Entsprechungen in der anderen finden lassen. Der Quo-
tient der Ubereinstimmungen zur Gesamtzahl der Aminoséuren in der angeordne-
ten Sequenz gilt als quantitatives Maf} fiir die Sequenzidentitit. Man bewertet
nicht nur die Identitit, sondern auch die Ahnlichkeit entsprechender Positionen.
So erwartet man etwa beim Austausch von zwei Aminosauren mit gleicher Ladung
und dhnlicher Grofde weniger drastische Effekte als beim Austausch zweier Amino-

sduren mit unterschiedlicher Ladung und Grof3e.

In der vorliegenden Arbeit wurde hierzu das im Internet frei verflighare Pro-

gramm CLUSTAL W® verwendet (Chenna et al. 2003).
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Tabelle 6:

Humane y-Carboxylase und homologe Proteine verschiedener Spezies

mit Zugangscode (,accession“-Nummer) fiir die entsprechenden internetbasierten Daten-

banken.

Protein Spezies deutsche Spezies-Bezeichnung ,accession“-Nummer
y-Carboxylase Homo sapiens Mensch P38435
y-Carboxylase Mus musculus Hausmaus QsQycC7
y-Carboxylase Rattus norvegicus Wanderratte 088496
y-Carboxylase Bos taurus Europdisches Hausrind Q07175
y-Carboxylase Ovis aries Hausschaf AAG30935
y-Carboxylase Delphinapterus leucas  Belugawal AAF82125
y-Carboxylase Opsanus tau Krotenfisch AAF82126
y-Carboxylase Drosopila melanogaster Fruchtfliege AAF89097
y-Carboxylase Conus textile Textil-Kugelschnecke AAM46172
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4 Ergebnisse

4.1 Ermittlung der Genvarianten im
y-Glutamyl-Carboxylase-Gen

In der vorliegenden Arbeit wurde DNA von vier Patienten mit Verminderung aller
Vitamin-K-abhangigen Faktoren und insgesamt vier Verwandten, sowie die vorher
extrahierte DNA von 200 nicht verwandten gesunden Blutspendern untersucht,
um Genveranderungen im GGCX-Gen zu charakterisieren, die in der Allgemeinbe-
volkerung mit einer Haufigkeit von mindestens 1% auftreten und damit als nicht
,krank machende“ Polymorphismen gelten. Mittels des PCR-Verfahrens wurde der
zu untersuchende DNA-Abschnitt vervielfdltigt, sodass eine ausreichende Menge
des zu analysierenden Amplifikats vorhanden war. Nach geleletrophoretischer
Uberpriifung der Qualitit des PCR-Produktes wurden sdmtliche Proben fiir die
Analyse in das WAVE® -DNA-Fragment-Analysis-System gegeben. Es handelte sich
dabei also insgesamt um 3000 Proben: 200 Spenderproben x 15 Exone des y-Glu-

tamyl-Carboxylase-Gens.

Prinzipiell wurden danach solche Proben weiter untersucht, die ein vom Wildtyp
abweichendes Muster aufwiesen. In der Regel stellte dies ein Doppel- bzw. Mehr-
fachpeak dar, wogegen das Wildtypmuster als Einzelpeak sichtbar war. Dieses Ver-
fahren kann allerdings nur fiir solche Exone zuverldssig eingesetzt werden, bei de-
nen nur wenige und seltene Polymorphismen oder Mutationen bekannt sind. In
Genabschnitten, in denen ein oder mehrere Polymorphismen gehauft vorkommen,
ist die beschriebene Methode zu ungenau. Insbesondere wenn die Polymorphis-
menhdaufigkeit mehr als 10% betragt ist, konnte das Bild eines Einzelpeaks mit ei-
ner Wahrscheinlichkeit von tiber 1% einer Probe mit einem homozygotem Poly-
morphismus entsprechen. Da diese Homozygoten unbedingt ermittelt werden soll-

ten, wurden solche Exone weitergehend untersucht.
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Hierfiir wurde eine Probe, die durch die Sequenzierung sicher als Wildtyp-Probe
identifiziert wurde ergab, mit einer Probe gemischt, die auf dem dHPLC-Bildschirm
einen Einzelpeak aufwies und somit also entweder Wildtyp oder Polymorphismus
homozygot bedeutet. Aus dieser neuen Probe bestehend aus Wildtyp (WT) + Wild-
typ oder Wildtyp + Homozygot wurden erneut Heteroduplices gebildet. Dabei er-

geben sich folgende Kombinationsmoglichkeiten:

aa +aa = aa, aa, aa, aa
aa+AA = aA aA Aa Aa

aa entspricht Wildtyp

AA entspricht Homozygot

Aa/aA entspricht Heterozygot

Liegt eine Mischung von zwei Wildtyp-Proben vor, resultiert ein Einzelpeak. Han-
delt es sich dagegen um die Kombination Wildtyp/Homozygot muss sich ein Dop-

pelpeak und damit das Bild eines Heterozygoten ergeben.

Nach Abschluss der Analysen durch die dHPLC, wurden alle auffilligen Proben se-

quenziert, um die gefundenen Polymorphismen eindeutig zu charakterisieren.

Zur Ermittlung von Genveranderungen bei den vier VKCFD-Patienten sowie bei
den insgesamt dazugehorigen vier Verwandten wurde auch hier die DNA exhra-
hiert, durch die PCR amplifiziert und schlief3lich eine Komplettsequenzierung des

y-Glutamyl-Carboxylase-Gens unternommen.
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4.2 Mutationen bei VKCFD-Patienten

Tabelle 7 zeigt die bei den Probanden und den jeweiligen Angehorigen gefundenen

Mutationen im GGCX-Gen.

Tabelle 7: Nachgewiesene Mutationen im GGCX-Gen bei VKCFD-Patienten und

Familienangehorigen.

Proband Allel 1 Allel 2 Genotyp
1-1 ¢.1211A>C, p.His404Pro ¢.1454G>C, p.Arg485Pro Comp. het.
1-2 (Mutter) ¢.1454G>C, p.Arg485Pro Het.

1-3 (Bruder) Wildtyp
2-1 ¢.944G>A, p.Trp315X ¢.1454G>C, p.Arg485Pro Comp. het.
2-2 (Mutter) €.944G>A, p.Trp315X Het.

2-3 (Vater) ¢.1454G>C, p.Arg485Pro Het.

3-1 ¢.610C>T, p.Arg204Cys ¢.610C>T, p.Arg204Cys Hom.

4-1 c.982C>A, p.GIn328Lys c.982C>A, p.GIn328Lys Hom.
Patient 1

Bei Patientin Nr. 1, einer 38-jahrigen Frau aus Diiren, war im Rahmen einer routi-
nemafdig durchgefithrten praoperativen Gerinnungsdiagnostik eine ausgepragte
Verminderung des Quickwertes aufgefallen. Im Rahmen weitergehender Untersu-
chungen fiel eine chronische Verminderung aller gemessenen Vitamin-K-abhan-
gigen Parameter auf. Selbst durch die hochdosierte Gabe von Vitamin K konnte die
Aktivitat dieser Parameter nur teilweise normalisiert werden. Die Werte vor und

nach der Gabe sind in Tabelle 8 angegeben.

Tabelle 8: Gerinnungsbefunde bei Patientin 1 vor und nach Vitamin-K-Gabe.
Einheit Normalbereich vor Vitamin-K-Gabe nach Vitamin-K-Gabe

APTT [s] 30-45 38 28

Quick [%] 70-100 28 56

Fibrinogen [g/L] 2,0-4,5 2,8
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Einheit Normalbereich vor Vitamin-K-Gabe nach Vitamin-K-Gabe

Fll:C [%] 75-110 35 71
FV:C [%] 70-140 118

FVII:C [%] 65-130 37 69
FVIII:C [%] 70-170 126

FIX:C [%] 70-120 54 90
FX:C [%] 75-115 13 28
Antithrombin [%] 80-120 118

Protein S-Aktivitat [%] 70-120 56 63
Protein C-Aktivitat [%] 60-140 37 48

Zum Ausschluss einer angeborene Verminderung aller Vitamin-K-abhangigen Pa-
rameter aufgrund eines y-Glutamyl-Carboxylase-Defekts (VKCFD Typ 1, OMIM
*137167) wurde eine Komplettsequenzierung des y-Glutamyl-Carboxylase-Gens

unternommen.

In die Untersuchung konnten neben der Probandin auch die Mutter sowie ein Bru-
der einbezogen werden. Bei der Index-Person konnten zwei Defekte im y-Gluta-
myl-Carboxylase-Gen nachgewiesen werden Es handelte sich dabei um eine Mis-
sense-Mutation (p.His404Pro) in Exon 9 sowie um eine Missense-Mutation
(p-Arg485Pro) in Exon 11. Bei der Mutter der Patientin konnte die Mutation
p.Arg485Pro in heterozygoter Auspragung nachgewiesen werden, gerinnungsphy-

siologisch ergaben sich keine Auffilligkeiten (Abb. 7).

Somit lief sich schlussfolgern, dass die Mutation an Position 404 von dem zwi-
schenzeitlich verstorbenen Vater vererbt worden sein musste, sodass bei der Pati-
entin 1 die beiden unterschiedlichen Mutationen beide Chromosomen betreffen

und somit ,compound heterozygot” vorliegen.

47



Error! Style not defined.

FVIEC %

{

D2S2371
D2S440
GluSNP1Asp
IVS2-1
His404Pro
Arg485Pro
SNP6
SNP5
Ins14
D2S417
D2S2232
D2S388

QBN
c
QO o w
c

I 1
m
:_E 1
(7]

U
5
N A —|(;)la)‘>|'

AB RSO0
(7]

FVIEC 46 % 139 %
F VII:Ag 61 % >80 %

-
1
w

D2S2371
D2S440
GluSNP1Asp
IVS2-1
His404Pro
Arg485Pro
SNP6
SNP5
Ins14
D2S417
D2S2232
D2S388

QBN
c
Qw-=
c
O oW
c
> Www
(/2]
©

I 1
=
-u 1
,
o

I 1
)

I 1
[0

5
Bl

N R ot _|OL':)‘>|
A0 OOI.:ED"

ABE RSO0
(7]
A=2DNF OO0
(7))

Abb. 7 Stammbaum von Patientin 1.

Patient 2

Patientin 2, ein 18-jahriges Madchen aus Deutschland, das Vitamin-K-substi-
tutionspflichtig war, wurde ebenfalls auf eine Veranderung im y-Glutamyl-Carbo-
xylase-Gen getestet. Zusatzlich konnten Mutter und Vater des Madchens analysiert
werden. Bei der Patientin ergaben sich in Exon 8 eine Stopp-Mutation (p.Trp315X)
und in Exon 11 eine Missense-Mutation (p.Arg485Pro). Von der Mutter wurde die
Stopp-Mutation vererbt und vom Vater die Missense-Mutation, somit konnte bei

der Patientin eine ,compound heterozygote“ Konstellation bestatigt werden.
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Patient 3

Patientin 3 aus Portugal litt seit Geburt an zahlreichen hamorrhagischen Episoden
und Hamatomen. Bei den Untersuchungen in Portugal im Jahr 1982 wurde eine
Verminderung aller Vitamin-K-abhdngigen Faktoren festgestellt. Eine molekular-

genetische Analytik wurde nicht durchgefiihrt (Vicente et al. 1984).

Nach Analyse des y-Glutamyl-Carboxylase-Gens im Rahmen der Untersuchungen
ergab sich eine homozygote Missense-Mutation in Exon 5 (p.Arg204Cys), welche

wahrscheinlich die Vitamin-K-Bindungsstelle beeintrachtigt.

Patient 4

Bei Patient 4 aus Indien, mit einer schwerwiegenden VKCFD, wurde eine homozy-
gote Missense-Mutation in Exon 8 (p.GIn328Lys) gefunden. Da GIn328 in einer zy-
toplasmatischen Schleife liegt, ist es hochst unwahrscheinlich, dass es einen direk-

ten Effekt auf die wichtigen Regionen (z.B. Vitamin-K-Bindungsstelle) hat.

4.3 Genvarianten bei 200 gesunden Blutspendern

Bei den beschriebenen Untersuchungen wurden die in Tabelle 9 aufgefiihrten Po-

lymorphismen gefunden.

Tabelle 9: Ermittelte Polymorphismen mit Lokalisation und Haufigkeit.

Exon/Intron Genort Basenaustausch Aminosdureaustausch Allelhdufigkeit (eigene Daten)

Intron 1 g.807 c.43+33T>A T96,5% A 3,5%
Exon 3 g.3223 c.339C>T p.(=) C98,25% T 1,75%
Exon 8 g.8762 c.974G>A p.Arg325GIn G 64,75% A 35,25%
Exon 9 g.9167 c.1218C>T p.(=) C73,25% T 26,75%
Exon 9 g.9191 c.1242C>T p.(=) C91% T 9%

Intron 10 g.9570 c.1288-38T>C T99,25% C0,75%
Exon 11 g.10248  ¢.1494C>T p.(=) C99,5% T 0,5%
Intron 15 g.12028 c¢.2085-21 C>T C79,5% T 20,5%

(nach g.DNA U65896)
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Exon 1

In Exon 1 fand sich bei unseren Untersuchungen ein Polymorphismus, der in der

Internet-Datenbank nicht angegeben war.

Die entsprechende Genverdanderung auf einem der zwei Strange stellt einen Aus-
tausch der Base Thymin mit der Base Adenin an der Stelle g.807, einem nicht co-

dierenden Abschnitt im Anschluss an Exon 1 dar (Abb. 8, Abb. 9).

In Prozent ausgedriickt, kann fiir diese Untersuchung eine Haufigkeit des genann-

ten Polymorphismus von 3,5% angegeben werden.

s AGWTCCTAGGAGCGCTGGTCTCAGAGA
1242 1313 131371314 14 14 1414 15 1!

Abb. 8 Ausschnitt der Sequenz einer Probe mit Polymorphismus in Exon 1.
g.807 c.43+33T>A, an der markierten Stelle befindet sich sowohl ein Thy-
min als auch ein Adenin. (Farbcodierung: rot = Thymin, griin = Adenin,
schwarz = Guanin, blau = Cytosin).
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ARG FGTTCCTAGGAGCGC TGGT CTCAGAGA
1212"1213 13 13 13°13 14 1414 14 14 151

1 (NI T

|
|

tL_

Abb. 9 Ausschnitt der Sequenz einer Probe ohne Polymorphismus in Exon 1.
(Farbcodierung: rot = Thymin, griin = Adenin, schwarz = Guanin, blau = Cy-
tosin).

Exon 2

In Exon 2 fand sich bei unseren Untersuchungen kein Polymorphismus. Die Daten-
bank gibt jedoch zwei verschiedene Polymorphismen im codierenden Bereich an.
Der erste Polymorphismus befindet sich im Codon 53 und bezeichnet einen Aus-
tausch von Cytosin zu Adenin, der keine Anderung der Aminosiure Threonin be-
wirkt (rs61733104). Der letzte bekannte Polymorphismus wird im Codon 63 an-
gegeben, wobei auch hier keine Aminosaure verandert wird. Cytosin wird zu Thy-

min und die Aminosaure Serotonin bleibt gleich.

Exon 3

Der in diesem Exon gefundene Polymorphismus konnte den in der Literatur be-
reits bekannten Polymorphismus bestatigen. Unter den 200 Personen fand sich bei
7 das entsprechende Allel, der Polymorphismus trat also mit einer Haufigkeit von
1,75% auf. Im Codon 113 wird Cytosin in Thymin ausgetauscht, allerdings ohne

eine Konsequenz fiir die Aminosdure Asparaginsaure.
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Exon4,5,6

In den codierenden Abschnitten vier, finf und sechs konnten bei den 200 unter-
suchten gesunden Blutspendern keine Abweichungen von der Referenzsequenz
erkannt werden. Auch die genannte Datenbank gibt keine Polymorphismen und

Mutationen in diesen drei Exonen bzw. in deren unmittelbarer Nahe an.

Exon 7

Flir das Exon 7 gibt die Datenbank einen seltenen Polymorphismus fiir das GGCX-
Gen an. Als Austausch von Cytosin zu Adenin befindet sich dieser in Codon 279
(rs1254896). Diese Abweichung von der Norm-Sequenz konnte bei keinem der

Blutspender gezeigt werden. Eine Haufigkeit wird zudem nicht angegeben.

Exon 8

Flir das Exon 8 gibt die Datenbank zwei Polymorphismen an, einen ohne Haufig-
keitsangabe und einen relativ haufigen. Der erste befindet sich in einem Bereich
vor dem codierenden Exon. Er dufdert sich in einen Austausch der Base Thymin

durch Cytosin (rs4832003).

Der zweite, mit 42,5%, haufigere Polymorphismus ist in Codon 325 zu finden. Er
aufdert sich in einer Verdnderung von Guanin zu Adenin an der zweiten Stelle des
Basentripletts und fiihrt somit zu einer Aminosdurenaustausch von Arginin zu Glu-

tamin.

Unsere 200 Blutspender konnten diesen angegebenen Polymorphismus bestatigen.

Exon 9

In Exon 9 wurden zwei in der Datenbank bekannte Genveranderungen durch un-

sere Untersuchungen bestatigt.

Die erste Genverdanderung beschreibt einen Austausch der Base Cytosin mit der
Base Thymin in Codon 406 ohne eine nachfolgende Verdnderung der Aminosaure
Arginin (Abb. 10, Abb. 11). Sie wird mit 38 % angegeben (rs.2592551). Unsere

Probanden zeigten eine Haufigkeit von 26,75 %.
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Der zweite aus der Datenbank bekannte Polymorphismus befindet sich in Codon
414, in dem an der letzten Stelle des Tripletts ein Austausch von Cytosin zu Thy-
min erfolgt, auch hier ohne Aminosdurenveranderung (Threonin bleibt gleich;
rs.10179904). Die Datenbank gibt diesen mit 11 % Haufigkeit an, unsere Ergebnis-

se liegen bei 9 %.

GT GCACTCCCCY TCCC(ACCAGCACGTG
35 91 97 103 109

\4

T

Abb. 10 Ausschnitt einer Probe mit Polymorphismus in Exon 9.
g2.9167 c.1218C>T p.(=), an der markierten Stelle befindet sich sowohl ein
Cytosin als auch ein Thymin. (Farbcodierung: rot = Thymin, griin = Adenin,
schwarz = Guanin, blau = Cytosin).
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GT GCACTCCCGCTCCCACCABCACGTG
5 g1 9 1403 109

Abb. 11 Ausschnitt einer Probe ohne Polymophismus in Exon 9.
(Farbcodierung: rot = Thymin, griin = Adenin, schwarz = Guanin, blau = Cy-
tosin).

Exon 10

Im 10. codierenden Abschnitt des GGCX-Gens ist laut mehrfach genannter Daten-
bank kein bekannter Polymorphismus zu finden. Unsere Untersuchungen ergaben
lediglich bei 3 Patienten in einem Abschnitt vor dem codierenden Bereich einen

Austausch von Thymin zu Cytosin. Hierfiir ergab sich eine Haufigkeit von 0,75%.

Exon 11

Die Datenbank gibt in diesem Exon einen Polymorphismus in Codon 498 an, mit
Austausch der letzten Position des Tripletts von Cytosin zu Thymin. Eine Amino-
sdureveranderung erfolgt nicht (rs41290033), es wird auch keine Haufigkeit ange-
geben. Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen fand sich dieser Poly-

morphismus in zwei Patienten und fithrt somit zu einer Haufigkeit von 0,5%

Exon 12

Bei keinem der untersuchten Probanden fand sich ein Polymorphismus im Exon

12. Auch in der Datenbank wird in diesem Abschnitt keiner beschrieben.
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Exon 13

In diesem Teil des GGCX-Gens gibt die Datenbank eine Polymorphismus ohne Hau-
figkeit an. Er befindet sich im Codon 581 und beschreibt den Austausch Guanin zu
Adenin. Die Aminosaure Leucin wir nicht verdandert (rs56165933). Bei keinem un-

serer 200 Probanden konnte diese Variabilitat nachgewiesen werden.

Exon 14

In keinem der Patienten konnte im Exon 14 ein Polymorphismus nachgewiesen
werden. Bekannt sind allerdings drei verschiedene, wovon zwei im codierenden

Bereich liegen und einer in einem nachfolgenden Bereich.

Der erste findet sich im Codon 634. An der zweiten Stelle des Basentripletts wird
Thymin zu Cytosin ausgetauscht, die Aminosauresequenz dndert sich von Leucin
zu Prolin (rs55778564). Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte keine Haufigkeit ge-
funden werden. Im Codon 679 befindet sich der zweite bekannte Polymorphismus.
Auch er hat keine Haufigkeitsangabe. Hier wird Guanin zu Adenin ausgetauscht,

die Aminosadure Glutamat bleibt gleich (rs61003029).

Schliefdlich gibt es noch den Polymorphismus im nachfolgenden nicht codierenden
Bereich, der Guanin zu Cytosin austauscht. Er wird mit ca. 11,7% Haufigkeit ange-

geben.

Exon 15

In diesem Abschnitt fand sich in der Literatur ein haufiger Polymorphismus. Der
mit 37% angegebene fand sich in der vorliegenden Studie bei 81 der Probanden
bzw. mit einer Allelhdufigkeit von 20,25%. Er dufiert sich in einem Austausch der
Base Cytosin durch Thymin in einem dem codierenden Bereich vorrausgehenden

Abschnitt.

Auf dem Bildschirm der dHPLC ergab sich ein Muster, das sich vom Wildtyp deut-
lich unterschied (Abb. 12-Abb. 14).
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my

Abb. 12 ,Wildtyp“-Sequenz von Exon 15 auf dem Bildschirm der dHPLC.
In der Mitte ist ein einzelner Peak zu erkennen.
Abb. 13 Probe mit heterozygotem Polymorphismus in Exon 15.
Hier sind zwei kleine Peaks zu sehen, die diese Probe als eine mit heterozy-
gotem Polymorphismus kennzeichnen.
| i
\
; ]
Abb. 14 ,Wildtyp“ (blau) und Probe mit Polymorphismus (rot).

In dieser Abbildung sind beide Bilder in einem zusammengefiigt, um den
Unterschied zwischen ,Wildtyp“ (einzelner blauer Peak) und heterozygo-
tem Polymorphismus (zwei rote Peaks) besser darzustellen.

56



Error! Style not defined.

5 Diskussion
5.1 Entstehung und Charakterisierung von DNA-
Veranderungen

Wie in den vorangehenden Kapiteln beschrieben, wurde in dieser Arbeit die DNA
der Probanden auf Mutationen bzw. Polymorphismen im y-Glutamyl-Carboxylase-
Gen hin untersucht. Zu den Probanden gehorten vier Patienten mit einer ausge-
pragten VKCFD sowie insgesamt vier Familienangehorige, und 200 gesunde Blut-

spender.

Polymorphismen und Mutationen sind Veranderungen in der DNA. Solche Veran-
derungen konnen entweder die Reaktion auf bestimmte Umwelteinfliisse (z.B. io-
nisierende Strahlung, chemische Substanzen) oder aber die Konsequenz aus Feh-
lern wahrend des Replikationszyklus” sein. Zwar wird durch die Korrekturlese-
funktion der DNA-Polymerasen und die nachgeschalteten DNA-Reparatur-
Mechanismen die Anzahl an fehlerhaften Replikationen reduziert, aber dennoch
kann in Einzelfdllen eine Genverdnderung auftreten und auch an die Tochterzellen
weitergegeben werden. Ist nur ein Nukleotid von der Mutation betroffen, spricht
man von einer Punktmutation. Sind dagegen grofdere Sequenzabschnitte beteiligt,

handelt es sich um eine sogenannte Chromosomenmuation.

Ein Genlocus fiir den mehrere Allele existieren sowie die Allelfrequenz des seltene-
ren Allels in der Bevolkerung mehr als 1% betragt - entsprechend einem Vor-
kommen von mindestens 2% Alleltragern bei autosomalen Genen - wurde ur-
spriinglich als Polymorphismus bezeichnet. Mit dieser Grenze sollten haufigere
neutrale Varianten von seltenen krankheitsverursachenden Mutationen abge-
grenzt werden. Dem zugrunde liegt die Beobachtung, dass eine Pravalenz von
mehr als 1% nicht alleine durch die Neumutationsrate fiir eine mit einem Selekti-
onsnachteil versehene Genveranderung erklarbar ware. In der medizinischen Ge-
netik bezeichnet der Begriff Polymorphismus haufig allgemein eine variable Stelle
im Genom, an der keine phanotypische Auswirkung durch das Vorliegen der ein-

zelnen Allele beobachtet wurde. In internetbasierten Polymorphismen-
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Datenbanken (z.B. dbSNP, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) wird der Begriff
zunehmend allgemeiner flir DNA-Sequenzvarianten unabhingig von der Allelfre-
quenz und der phanotypischen Auswirkung verwendet, zumal dafiir die Mehrzahl
neu entdeckter Sequenzvarianten entsprechende funktionelle Daten nicht zur Ver-

fligung stehen.

5.2 Einteilung von DNA-Veranderungen

Man spricht von Punktmutationen, wenn nur ein Nukleotid betroffen ist, von
Chromosomenmutationen, wenn groéfdere Sequenzabschnitte herausgeschnitten
(Deletion), eingefiigt (Insertion), verdoppelt (Duplikation), in der Orientierung
umgedreht (Inversion) oder zwischen verschiedenen Chromosomen ausgetauscht
(Translokation) sind. Erfolgt die Mutation innerhalb einer Transkriptionseinheit,

bezeichnet man diese auch als Genmutation.

Nach funktionellen Gesichtspunkten unterscheidet man Variationen in der codie-
renden Region von solchen in regulatorischen Elementen (z.B. Promotor) bzw. in
intronischen Bereichen, die iiber eine Beeinflussung der RNA-Prozessierung die

Genexpression beeinflussen kénnen.

5.3 Bedeutung und Selektion von DNA-
Veranderungen

In dieser Arbeit wurde die genetische Variabilitit des y-Glutamyl-Carboxylase-
Gens untersucht. Ziel dabei ist es, solche Verdanderungen aufzudecken, die be-
stimmte physiologische Abldaufe verdndern und damit an der Entstehung von

Krankheiten beteiligt sind.

In den Untersuchungen dieser Arbeit sind insbesondere die ,single nucleotide po-
lymorphisms“ (SNPs) als genetischer Marker analysiert worden. Diese Einzelba-
sensubstitutionen sind der mit Abstand haufigste Typ genetischer Variabilitat
beim Menschen. Die genaue Kenntnis der Anzahl von SNPs, ihrer Verteilung in ein-

zelnen genomischen Bereichen und in unterschiedlichen Bevolkerungen wird als
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der Schliissel zum Verstandnis von in der Bevolkerung haufigen Erkrankungen wie
zum Beispiel Diabetes, Hypertonie, kardiovaskulare und neuropsychiatrische Er-

krankungen angesehen.

Neben der Entdeckung solcher Polymorphismen ist natiirlich auch deren Haufig-
keit in der Allgemeinbevolkerung von Interesse. Zunachst ist jede Genverdanderung
auf das Griinder-Individuum (,founder”) beschrankt. Da Sequenzveranderungen
die Expressionsstarke eines entsprechenden Gens reduzieren oder das Genpro-
dukt aufgrund eines Aminosaureaustausches negativ beeinflussen konnen, kann es
zu einem Selektionsnachteil kommen, d.h. die Fahigkeit des betroffenen Indivi-
duums zu Uberleben oder sich fortzupflanzen ist vermindert. Umgekehrt formu-
liert bedeutet das, dass sich eine Mutation im Laufe der Zeit innerhalb der Genera-
tionen erst dann verbreiten kann, wenn zum einen kein negativer Selektionsdruck
greift oder zum anderen die Mutation nicht eventuell verloren geht dadurch, dass
das Grunder-Individuum keine Nachkommen hat oder die Mutation nicht weiter-

vererbt wird.

Hinzu kommt, dass eine Variabilitit in codierenden Bereichen durch einen grofe-
ren Selektionsdruck gekennzeichnet ist. Auch die Lokalisation der Mutation inner-
halb des Tripletts wirkt sich auf die Selektion aus. Eine Verdnderung der ersten
beiden Basen fihrt meist auch zu einem Aminosdureaustausch, wodurch das resul-
tierende Protein seine Funktion oft verliert und es folglich zu einem Selektions-
nachteil kommt. Dahingegen bleibt der Basenaustausch an dritter Stelle des Co-
dons aufgrund seiner degenerierten Position meist ohne Auswirkungen auf die

Proteinsynthese und damit auf die Selektion.

5.4 y-Carboxylase-Mutationsdiagnostik

Im Folgenden werden die gefundenen Genveranderungen bei den vier Patienten
mit VKCFD einzeln bewertet. Dabei soll ihre Bedeutung fiir die Einschrankung der

y-Glutamyl-Carboxylase-Aktivitat diskutiert werden.
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In Tabelle 10 werden die VKCFD-Patienten, bei denen Mutationen entweder im

GGCX- oder im VKORC1-Gen nachgewiesen wurden, im Uberblick dargestellt. Die

in dieser Arbeit beschriebenen Patienten sind gefettet dargestellt.

Tabelle 10: Mutationen bei Patienten mit VKCFD.
Mutation Lokalisa- Typ Genotyp Herkunft VKDF- VKDF- Referenz
tion Aktivi- Antigen
tat [%] [%]
GGCX
IVS1 del 14 Intron1 Deletion Hom Osterreich  8-35 (Thomas und Stirling
bp 2003)
IVS1 del 14 Intron1 Deletion Hom Osterreich 9-59 (Thomas und Stirling
bp 2003)
c.214+1G>T Intron 2 Spleil- Comp Mexiko 2-4 (Titapiwatanakun et al.
stelle het 2009)
¢.1609+3A>G Intron SpleiR-
11 stelle
c.215-1G>T Intron 2 Spleil- Comp Deutsch-  21-42 (Rost et al. 2004b)
stelle het land
Arg485Pro* Exon 11 Missense (Koln)
Arg83Trp* Exon3  Missense Comp USA 20-117 (Goldsmith, Jr. et al.
het 1982, Li et al. 2009c¢)
GIn374X* Exon 8 Nonsense
Arg83Trp* Exon3  Missense Comp USA 18-88 (Goldsmith, Jr. et al.
het 1982, Li et al. 2009c¢)
GIn374X* Exon 8 Nonsense
Trpl57Arg Exon4  Missense Comp Tunesien 5-9 60-73 (Darghouth et al. 2006)
het
Thr591Lys Exon 13 Missense
Asp31Asn
Arg204Cys Exon5 Missense Hom Portugal 1-65 (Vicente et al. 1984)
Val255Met* Exon7  Missense Comp USA 33-108 (Li et al. 2009a)
het
Ser300Phe* Exon8  Missense
Val255Met* Exon7  Missense Comp USA 18-56 (Li et al. 2009a)
het
Ser300Phe* Exon8  Missense
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Mutation Lokalisa- Typ Genotyp Herkunft VKDF- VKDF- Referenz
tion Aktivi- Antigen
tat [%] [%]
Phe299Ser Exon 8 Missense Comp Frankreich vermin- (Le Corvaisier-Pieto et
het dert al. 1996, Vanakker et
al. 2007)
Gly558Arg Exon 12 Missense
Trp315X Exon8 Nonsen- Comp Deutsch- 29-53
se het land
Arg485Pro* Exon 1l Missense (Berlin)
GIn328Lys Exon8 Missense Hom Indien ver-
min-
dert
GIn374X* Exon8 Nonsense Comp USA 20-74 (Vanakker et al. 2007)
het
Gly537Tyr*  Exon 12 Missense
GIn374X* Exon8 Nonsense Comp USA 18-88 (Vanakker et al. 2007)
het
Gly537Tyr*  Exon 12 Missense
Leu394Arg Exon 9 Missense Hom Arabien 2-8 10-57 (Brenner et al. 1990,
Brenner et al. 1998,
Mutucumarana et al.
2000)
His 404Pro Exon9 Missense Comp Deutsch- 13-54 (Rost et al. 2006)
het land
Arg485Pro* Exon 1l Missense (Duiren)
Argd76His*  Exon 10 Missense Het Frankreich 20-103 (Vanakker et al. 2007)
Argd76His*  Exon 10 Missense Het Italien 17-90 (Vanakker et al. 2007)
Trp493Ser Exon 11 Missense Hom Belgien 15-70 (Vanakker et al. 2007)
Trp501Ser*  Exon 11 Missense Hom Libanon 1-6 (Soute et al. 2004,
Spronk et al. 2000)
Trp501Ser*  Exon 11 Missense Hom Libanon 9-35 (Mousallem et al. 2001)
VKORC1
Arg98Trp* Exon3  Missense Hom Libanon 20-60 (Oldenburg et al. 2000,
Rost et al. 2004a)
Arg98Trp* Exon3  Missense Hom Deutsch-  20-60 (Oldenburg et al. 2000,
land Rost et al. 2004a)
Arg98Trp* Exon3  Missense Hom Italien 8-26 (Marchetti et al. 2008)
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Mutation Lokalisa- Typ Genotyp Herkunft VKDF- VKDF- Referenz
tion Aktivi- Antigen
tat [%] [%]

* Mutationen, die in mehr als einer Person nachgewiesen werden konnten.
VKDF steht fur ,Vitamin K dependent Factors” z.B. Faktor II, VII, IX, X, Protein C bzw. S.
Die in dieser Arbeit beschriebenen Patienten sind gefettet dargestellt.

Abb. 15 zeigt die Lokalisation der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Mis-

sense-Mutation in einem Modell des y-Carboxylase-Proteins nach Tie et. al 2000.

ZIIEJHEZZ]DSZ

A@ '
COOH
ER-Larsa
Abb. 15 Modell des y-Carboxylase-Proteins (Tie et al. 2000).

Die Transmembrandomaénen sind in Form von Zylindern dargestellt, wobei
die beiden aufRerhalb der Membran liegenden Zylinder stark hydrophobe
Regionen symbolisieren.

g.5985C>T, c.610C>T, p.Arg204Cys (erstmals nachgewiesene Mutation)

Diese Missense-Mutation (Abb. 16) wurde zwischenzeitlich auch in einem Abstract
von Watzka et al. beschrieben (Watzka et al. 2008). Dort wurde bei zwei Patienten,
11 und 14 Jahre alt, Geschwister mit vermutlich konsanguinen Eltern, eine signifi-
kant verminderte Aktivitat von Vitamin-K-abhdngigen Gerinnungsfaktoren festge-
stellt. Bei beiden wurde die Verdnderung homozygot nachgewiesen, was die Ver-

mutung bestatigt, dass sie kausal fiir den Mangel sind.

Die Aminosauresequenz in der Nahe von Arg204 ist in zahlreichen Spezies hoch-
konserviert, sodass diese Region offenbar eine grofie Relevanz fiir das GGCX-Gen

aufweist.
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Tatsdchlich ist diese Region Teil einer zweiten extramembrandren Schleife, die,
wie erst kiirzlich herausgefunden wurde, Teil der Propeptid-Bindungsstelle ist
(Watzka et al. 2008). Da die Propeptid-Bindungsstelle die Affinitdt der Bindung der
Carboxylase gegeniiber Vitamin K beeinflusst, fiihrt eine Verdnderung dieser Bin-

dungsstelle vermutlich zu einer Verminderung der Affinitat flir Vitamin K.

GGCX Homo sapiens
GGCX Mus musculus
GGCX Rattus norvegicus
GGCX Bos taurus HYWSVDGLLIJARKRNAHVPLWNYLWVLRGQIFIVYFIA
GGCX Ovis aries

GGCX Delphinapterus 1.
GGCX Opsanus tau
GGCX Drosophila m.
GGCX Conus textile

LRGQIFIVYFIAGYKKLDAD
LRGQIFIVYFIAGYKKLDAD

Abb. 16 Sequenzvergleich verschiedener orthologer Proteine in der die Ami-
nosaure Arg204 (rot) flankierenden Region.
Delphinapterus l. steht fiir Delphinapterus leukas; Drosophila m. steht fiir
Drosophila melanogaster). Die Nummerierung bezieht sich auf die Amino-
sdureposition im translatierten Protein (,accession“-Nummern: siehe
Tabelle 6).

g8.8732G>A, c.944G>A, p.Trp315X (erstmals nachgewiesene Mutation)

Bei dieser Genveranderung in Exon 8 handelt es sich um eine Nonsense- bzw.
Stopp-Mutation. Resultierende Transkripte mit ,premature” (verfrithtem) Stopp-
Codon werden tiblicherweise durch einen Regulationsmechanismus (,nonsense
mediated mRNA decay“, NMD) aus der regulairen mRNA-Population eliminiert und
gelangen nicht zur Translation. Anderenfalls konnte lediglich ein verkiirztes, funk-

tionsloses Protein entstehen.

Bei Patientin 2, wurde diese Mutation in Kombination mit der nachfolgend disku-
tierten Missense-Mutation p.Arg485Pro in einer ,compound heterozygoten“ Aus-
pragung gefunden. Da bei dieser Patientin sowohl die Mutter als auch der Vater
untersucht werden konnten, wurde festgestellt, dass die Stopp-Mutation von der

Mutter weitergegeben wurde. Die Mutter zeigte keine Gerinnungsveranderung.
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Auch bei den 200 phanotypisch unauffiligen Blutspendern zeigte sich keine derar-
tige Mutation.

g.8770C>A, c.982C>A, p.GIn328Lys (erstmals nachgewiesene Mutation)

Diese Missense-Mutation (Abb. 17), die zu einer Verdnderung der Aminosaure Glu-
tamin zu Lysin fiihrt, wurde bei einem Patient aus Indien in der codierenden Re-
gion von Exon 8 homozygot gefunden. Phianotypisch zeigte sich bei dem Patienten

eine schwerwiegende Form der VKCFD.

Da die Aminosaure Glycin an dieser Stelle in einer zytoplasmatischen Schleife liegt,
ist ein direkter Effekt auf funktionell bedeutende Regionen wie die Propeptidbin-
dungsstelle oder die Vitamin-K- oder die Glutamat-Bindungsstelle eher unwahr-
scheinlich. Dennoch ist diese Aminosaure durch zahlreiche Spezies hindurch hoch-
konserviert und diirfte eine wichtige Rolle fiir die Struktur des katalytisch aktiven
Enzyms spielen. Auch diese Mutation war bei den gesunden Blutspendern nicht

aufzufinden, was den Charakter eines Gendefekts bestatigt.

290 300 310 320 330 340
F299S S300F W315X Q328K

T S T L e I,
YFHCMNSQLFSIGMFSYVMLASSPLFCSPEWPRKLV]
YFHCMNSQLF'S IGMFPYVMLASSPLFCSEEWPRKLVA]
YFHCMNSQLFSIGMFPYVMLASSPLFCS/JEWPRKLVAS

GGCX Homo sapiens
GGCX Mus musculus
GGCX Rattus norvegicus

GGCX Bos taurus YFHCMNSQLFS IGMFPYVMLASSPLFCSPEWPRKLVA

GGCX Ovis aries YFHCMNSQLFS IGMFPYVMLASSPLFCSPEWPRKLVA

GGCX Delphinapterus 1. YFHCMNSQLFSIGMFPYVMLASSPLFCSPEWPRKLVA

GGCX Opsanus tau YFHCMNSQLFSIGMFPYEM AUVS PLFC){PWPRIZ RS 183 P B

GGCX Drosophila m. SIFEL IR RIAGVEE NS 2 Y CIRNE VIR F FDUZ RIIGNWS - ~-KIRDV.

GGCX Conus textile SFHIAMN AT AVIIFYANZ3AFRRIFRSIR IT)ZDDGEDD TLEREK
Abb. 17 Sequenzvergleich verschiedener orthologer Proteine in der die Ami-

nosauren Trp315 und GIn328 (rot) flankierenden Region.

F299S und S300F (blau) stellen bekannte Mutationen p.Phe299Ser und
p.Ser300Phe dar. Die Nummerierung bezieht sich auf Aminosadureposition
im translatierten Protein (,accession“-Nummern: siehe Tabelle 6).

g8.9160A>C, c.1211A>C, p. His404Pro

Diese Mutation (Abb. 18) fand sich bei der Patientin Nr. 1 in der codierenden Regi-
on des Exons 9. Die Position 404 liegt inmitten einer Region (384-415), fiir die ei-

ne identische Sequenz in den Spezies Mensch, Hausmaus, Wanderratte, Hausrind,
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Hausschaf, Belugawal und Kroétenfisch gefunden wurde. Dass sie bei keinem der
Probanden des Blutspender-Kollektivs nachgewiesen werden konnte, spricht ge-
gen den Charakter eines funktionell stummen Polymorphismus. Mutucumarana et
al. konnten fiir den Bereich von 393-404, fiir den eine zusatzliche Sequenzidentitat
mit der Sequenz bei den Spezies Fruchtfliege und Textil-Kugelschnecke vorliegt,
experimentell zeigen, dass diese Region essenziell fiir die Glutamatbindung ist
(Mutucumarana et al. 2003). Zudem zeigt die natiirlich vorkommende Mutation
p.Leu394Arg in Expressionsstudien eine drastische Beeintrachtigung der Gluta-
matbindung (Mutucumarana et al. 2000). Fiir die benachbarte Mutation

p.His404Pro ist aufgrund der Lokalisation ein dhnlicher Effekt anzunehmen.

390 400 410 420 430 440
L394R H404P
P I o o o T e o o I e P I
TQGYNNWTNGLYGYSWDMMVHSRSHQHVKITYRDGETGELGYLNPGVFTQSRRWKDHAD!
TQGYNNWTNGLYGYSWDMMVHSRSHQHVKITYRDGITGELGYLNPGVFTQSRRWKDHAD!
TQGYNNWTNGLYGYSWDMMVHSRSHQHVKITYRDGITGELGYLNPGVFTQSRRWKDHAD!
TQGYNNWTNGLYGYSWDMMVHSRSHQHVKITYRDGETGELGYLNPGVFTQSRRWKDHAD!
TQGYNNWTNGLYGYSWDMMVHSRSHQHVKITYRDGETGELGYLNPGVFTQSRRWKDHAD!
TQGYNNWTNGLYGYSWDMMVHSRSHQHVKITYRDGETGELGYLNPGVFTQSRRWKDHAD!
TQGYNNWTNGLYGYSWDMMVHSRSHQHVKITYﬁD TGEIGYLNPGVFTQSRRWKDHED
T'GYNNWTNGLYGYSWDMMVHSYDTLQTSIQ I’NESRQVHDIA X YAIRYE YDIXY TKYF

GGCX Homo sapiens
GGCX Mus musculus
GGCX Rattus norvegicus
GGCX Bos taurus

GGCX Ovis aries

GGCX Delphinapterus 1.
GGCX Opsanus tau
GGCX Drosophila m.
GGCX Conus textile

Abb. 18 Sequenzvergleich verschiedener orthologer Proteine in der die Ami-
nosaure His404 (rot) flankierenden Region.
L394R (blau) stellt eine bekannte Mutation p.Leu394Arg dar. Die Numme-
rierung bezieht sich auf die Aminosaureposition im translatierten Protein
,accession“-Nummern: siehe Tabelle 6).

g.10208G>C, ¢.1454G>C, p.Arg485Pro

Diese Mutation (Abb. 19), die sich in Exon 11 befindet, fiihrt wie die zuvor be-
schriebene zu einem Austausch gegen die Aminosaure Prolin. Ein Austausch gegen
Prolin fiihrt in den meisten Fallen zu schwerwiegenden Stérungen der Sekundar-
und Tertidrstruktur des resultierenden Proteins. Zudem zeigt ein Sequenzver-
gleich mit der y-Carboxylase verschiedener anderer Spezies, dass auch die Amino-
sdure Arg485 hochgradig konserviert ist und sich zudem in einem hochkonservier-
ten Bereich des Enzyms befinden (Abb. 21). Auch die Position 485 scheint funktio-

nell oder strukturell ausgesprochen bedeutsam zu sein.
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Bei den Patienten, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden fand sich die
Mutation in Patientin 1, einer Patientin aus Diiren, sowie in Patientin 2 aus Berlin.
Beide hatten diese Mutation zusammen mit einer weiteren, also ,compound hete-

rozygot".

Patientin 1, die durch eine chronische Verminderung aller Vitamin-K-abhangigen
Parameter auffiel und die als andere Mutation die Mutation p.His404Pro aufzuwei-
sen hatte, wies lediglich eine Himatomneigung ohne adaquates Trauma klinisch

auf.

Diese Mutation wurde bereits in einem zweiten Patienten, beschrieben von Rost

im Jahr 2004, auch in einem der betroffenen Allele gefunden (Rost et al. 2004b).

Da beide Patienten aus dem gleichen Raum stammen, wurde die Hypothese eines
»,Founder“-Effekts gestellt, die sich nach Haplotypanalyse bestatigen lief3 (Rost et
al. 2006). Beide Patienten hatten von ihren Miittern die Mutation p.Arg485Pro
vererbt bekommen und wiesen an acht benachbarten polymorphen Loci das glei-

che Allel auf.

Bei Patientin 2 wurde die Mutation p.Arg485Pro in ,compound heterozygoter”
Auspragung zusammen mit einer Stopp-Mutation (p.Trp315X) nachgewiesen. Soll-
te sich der bei dieser Patientin vorliegende Haplotyp ebenfalls auf die oben er-
wahnte gemeinsame ,Founder“-Mutation zuriickfiihren lassen, bote sich dieser
Mechanismus als eine Erklarung fiir das gehaufte Vorkommen von VKCFD Typ 1 in

Deutschland an.

450 460 470 480 490 500
R476H R485P W493s W501s

N N R R T R A T e T s I T

GGCX Homo sapiens
GGCX Mus musculus
GGCX Rattus norvegicus

LKQYATCLSILL.PKEYNVTEPQIYFDIWVSINDRFQORISFDPRVDIVQ !WSPFQRTPW
LKQYATCLSIWLLPKEYNVTEPQI YFDIWVS INDRFQQRISFDPRVD IVQAYWS PEFRTPW

GGCX Bos taurus LKQYATCLSRLLPKgYNVTEPQIYFDIWVSINDRFQQRIFDPRVDIVQALWS PFQRTPWIA
GGCX Ovis aries LKQYATCLSRLLPKg A

GGCX Delphinapterus 1. LKQYATCLSRLLPKg

GGCX Opsanus tau LKQYATCLS[eLLPI3&

GGCX Drosophila m. AV[0)2 \ReIEENIFOEPDIGRNI SIn'4Jshs ClEM

GGCX Conus textile 2 RITKIS - HEIDNVERR SV IS
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Abb. 19 Sequenzvergleich verschiedener orthologer Proteine in der die Ami-
nosaure Arg485 (rot) flankierenden Region.
R476H, W493S sowie W501S (blau) stellen bekannte Mutationen
p.Arg476His, p.Trp493Ser und p.Trp501Ser dar (delphinapterus l. steht fiir
delphinapterus leukas; drosophila m. steht fiir drosophila melanogaster).
Die Nummerierung bezieht sich auf die Aminosaureposition im translatier-
ten Protein (,,accession“-Nummern: siehe Tabelle 6).

5.5 Patienten mit Mutationen im
y-Carboxylase-Gen

Patient 1

Die Patientin Nr. 1 stammt aus Diiren und ist eine 38-jahrige Frau. Erstmals fiel
1986 im Zuge einer praoperativen Routine-Diagnostik auf, dass eine ausgepragte
Verminderung des Quickwertes bestand. Anamnestisch berichtete die Patientin,
dass bei verschiedenen Verletzungen, wie z.B. einer Kopfplatzwunde im Kindesal-
ter, keine besondere Blutungsneigung aufgefallen sei. Bei Operationen, wie einer
Navusentfernung am linken Bein und einer Atheromentfernung am linken Ohr tra-
ten keine pathologischen Blutungen auf. Die Extraktion zweier Zahne im Alter von
12 Jahren hatte ebenfalls nicht zu Nachblutungen gefiihrt. Die monatliche Regel-
blutung halte unter derzeitiger oraler Kontrazeption etwa zwei bis drei Tage an,
vor Einnahme der ,Pille” als ,Teenager” habe jedoch eine ausgepragte Menorrha-
gie bestanden. Bei Alltagstdtigkeiten, wie z.B. beim Zahneputzen, wiirden gelegent-
lich Blutungen auftreten. Allgemein bestiinde eine Hiamatomneigung auch ohne

adaquates Trauma.

Die Patientin wies eine ,compound Heterozygotie“ vor, mit einer Missense-Muta-
tion in Exon 9 (p.His404Pro) und einer Missense-Mutation in Exon 11
(p-Arg485Pro). Die Mutter der Patientin, die auch untersucht werden konnte, wies
klinisch keine Auffilligkeiten auf, die Gerinnungsdiagnostik war im Normbereich.
Es stellte sich jedoch heraus, dass die Mutation in Exon 11 heterozygot von ihr ver-
erbt worden ist, sodass die andere Mutation in Exon 9 vom verstorbenen Vater

stammen musste. Wie bereits bei der Diskussion der eigentlichen Mutation per se
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erwahnt, stellt dies erst die zweite beschriebene Konstellation dieser Art dar, und
wurde zuerst von Rost et al. beschrieben (Rost et al. 2004b). Da dieser Patient aus
der gleichen Gegend kam, wurde die ,Founder-Effekt“ Hypothese nach Haplotyp-
Untersuchung bestatigt (Abb. 20). Da grundsatzlich die VKCFD Typ 1 selten ist,
wiirde sich dieser Hinweis, gerade wenn der Patient aus Deutschland stammt, gut

als Erklarungsansatz bieten.

Ein Hinweis auf dermatologische Effloreszenzen im Sinne

lief? sich hier nicht finden.
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Haplotypanalyse in Familiel und in einer zweiten Familie (A).

In der zweiten Familie A war die Mutation p.Arg485Pro erstmals beschrie-
ben worden (Rost et al. 2004b). Orange dargestellt ist der gemeinsame Ha-
plotyp der Trager der Mutation p.Arg485Pro. Somit lasst sich hier ein
Founder-Effekt nachweisen.
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Patient 2

Patientin Nr. 2 ist eine junge Frau aus Berlin, die Vitamin-K-substitutionspflichtig
ist, um Blutungskomplikationen zu vermeiden (Tabelle 11). Klinisch bestand au-
ferdem der Phanotyp einer Chondrodysplasia punctata vom Typ Conradi-
Hinerman, eine hamodynamisch nicht relevante Pulmonalarterienstenose sowie
eine mittelgradige Innenohrschwerhorigkeit, die ein Tragen eines Horgerates er-
fordert. Nach Analyse ihrer Proben ergab sich eine heterozygote Stopp-Mutation in
Exon 8 (¢.944G>A, p.Trp315X) sowie eine heterozygote Missense-Mutation in Exon
11 (c.1454G>C, p.Arg485Pro). Die Untersuchung der Eltern ergab, dass von der
Mutter der Patientin die heterozygote Stopp-Mutation in Exon 8 weitergegeben
wurde, wahrend beim Vater die Mutation in Exon 11 nachgewiesen werden konn-
te. Bei der Patientin bestand somit eine ,compound heterozygote“ Konstellation.
Beide Mutationen sind als Ursache fiir den y-Carboxylase-Mangel anzusehen. Hin-
zu kommt bei dieser Patientin zusatzlich der Aspekt der Chondrodysplasia puncta-
ta. Die Chondrodysplasia punctata, Typ Conradi-Hiinerman, ist eine X-
chromosomal vererbte Krankheit mit punktférmigen Kalzifizierungen von Knor-
pelgewebe an Gelenken, Larynx und Trachea. Weitere Symptome sind dispropor-
tionierter Minderwuchs mit verkiirzten Extremitdten, Verhornungsstorung der
Haut, grauer Star und Dysmorphien. Normalerweise ist sie bedingt durch Mutatio-
nen im Emopamil-Bindungs-Protein (EBP), einem Enzym, dass eine Rolle als Iso-
merase am Ende der Cholesterin-Biosynthese hat (Ausavarat et al. 2008, Has et al.
2000, Matsuo 1996, Steijlen et al. 2007, Traupe und Has 2000, Williams und Elias
1987). Bei dieser Patientin konnte der Phanotyp der Chondrodysplasia punctata
mit den oben genannten Mutationen im GGCX-Gen im Zusammenhang stehen, und
liefe sich eventuell durch eine pranatal starke Verminderung aller Vitamin-K-
abhangigen Proteine erklaren. Eine Mutationsdiagnostik im EBP-Gen ist bis jetzt
noch nicht durchgefiihrt worden. Die Missense-Mutation in Exon 11, die sowohl
von Rost 2004, als auch bei Patientin 1 gefunden worden ist, lief} sich bei diesen
Patienten auf einen ,Founder-Effekt” zurickfihren, welches sich bei dieser Patien-
tin bzw. ihrem Vater, der die heterozygote Mutation weitergegeben hat, nicht

nachweisen lief3. Auch fand sich kein Hinweis auf eine PXE-like Disorder.

69



Error! Style not defined.

Tabelle 11 Gerinnungswerte Patientin 2 vor und nach Vitamin-K-Gabe.
vor Vitamin-K-Gabe nach Vitamin-K-Gabe

Vitamin K1 7,36 pg/l 1940 pg/I

Faktor Il 30% 34%

Faktor VII 37% 53%

Faktor IX 53% 63%

Faktor X 29% 39%

INR 1,57 1,36

Quick 47% 56%

Patient 3

Diese Patientin kommt aus Portugal und wurde schon 1982 in der dortigen Uni-
versitatsklinik untersucht, da sie durch mehrere hiamorrhagische Episoden mit
multiplen Verletzungen und ausgedehnten Hamatomen seit der Geburt auffillig
wurde. Im Alter von 9 Monaten litt sie unter einer 8-tdagigen Blutung nach Einriss
des Zungenbiandchens und mit 12 Monaten hatte sie einen grofien Bluterguss an
der Kopfhaut infolge eines Unfalls. Nach routineméafdiger Gerinnungstestung fiel
eine verlangerte Prothrombinzeit und aPTT auf, sowie wegweisend eine Vermin-
derung aller Vitamin-K-abhdngigen Gerinnungsfaktoren. In der Familienanamnese
gab es bisher keine hamorrhagischen Diathesen. Die Patientin zeigte einen norma-
len Erndhrungszustand und keinen Hinweis auf eine Leberfunktionsstérung

(Vicente et al. 1984).

Nach Gabe von hochdosiertem Vitamin K erfolgte keine Besserung der Symptoma-
tik. Erst die Gabe von 120 ml FFP zusammen mit Vitamin K fiihrte zu einer signifi-

kanten Verbesserung.

Wie bereits erwahnt stellte sich bei der Patientin nach Sequenzierung des y-
Carboxylase-Gens eine homozygote Missense-Mutation in Exon 5 (p.Arg204Cys)
heraus, die im Rahmen dieser Arbeit erstmals nachgewiesen wurde. Zwischenzeit-
lich wurde diese Mutation bei zwei weiteren Patienten in einem Abstract von
Watzka erwahnt (Watzka et al. 2008). Die Lokalisation von Arg204 als Teil einer

Propeptid-Bindungsstelle, die verantwortlich fiir die Affinitat der y-Carboxylase zu
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Vitamin K ist, erklart das Ansprechen auf die Therapie. Die Patientin zeigte keine
Besserung nach Gabe von Vitamin K (Abb. 21). Durch eine vermutlich sehr starke
verminderte Affinitdt zu Vitamin K, aufgrund des Aminosaurenaustauschs von Ar-
ginin zu Cystein in Exon 5, helfen somit auch keine erhéhten Dosen des Substrates,

um eine normale Syntheseleistung des Enzyms herzustellen.

Erst die zusatzliche Gabe von FFP mit Vitamin K, also die Gabe von Gerinnungsfak-
toren zusammen mit Vitamin K (Abb. 22), ermdéglicht eine Besserung der Gerin-

nungwerte. Auch hier gab es keinen Anhalt fiir eine PXE-like Disorder.
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Abb. 21 Aktivititen der Vitamin-K-abhangigen Faktoren nach FFP-Gabe.
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Infusion von Plasma + Vitamin ¥
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Abb. 22 Aktivititen der Vitamin-K-abhangigen Faktoren nach FFP-Gabe + Vit-
amin K.

Deutlich zu sehen ist der Unterschied in der Restaktivitdt 11 Tage nach
Transfusion.

Patient 4

Der vierte Patient stammt aus Indien und zeigte phanotypisch eine schwerwiegen-
de Form der VKCFD. Bei ihm wurde eine homozygote Missense-Mutation in der
codierenden Region in Exon 8 gefunden. Die bei ihm mutierte Region liegt in einer
zytoplasmatischen Schleife und spielt eine Rolle im Erhalt der Struktur als kataly-
tisch aktives Enzym. In einer Studie von Li et al. (Li et al. 2009a), die schon in der
Einleitung zitiert wurde, wurde ebenfalls bei einem Probanden eine Mutation in
Exon 8 gefunden, ebenso in der Studie von Vanakker et al. (Vanakker et al. 2007),
beide mit sowohl PXE-dhnlichen Effloreszenzen als auch zuséatzlich der Verminde-
rung der Vitamin-K-abhingigen Faktoren. Bei diesem Patienten fand sich aller-
dings kein Hinweis auf dermatologische Veranderung die im Zusammenhang mit

der GGCX-Mutation stehen konnten.

72



Error! Style not defined.

5.6 Polymorphismen im y-Carboxylase-Gen in der
Allgemeinbevolkerung

Im nachfolgenden Abschnitt sollen die im Kollektiv von 200 Blutspendern nach-
gewiesenen Genveranderungen diskutiert werden. Im y-Glutamyl-Carboxylase-Gen
sind Polymorphismen mit Angabe einer Haufigkeit in den Exonen 2, 8,9, 14 und 15
bekannt, sowie Polymorphismen ohne angegebene Haufigkeiten in den Exonen 2,

3,7,8,11,13, 14.

Tabelle 12 zeigt die in der internetbasierten Datenbank dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?locusld=2677) angege-
benen Lokalisationen (entsprechend g.DNA U65896) und Haufigkeiten (nach

HapMap-CEU). Die von uns ermittelten Polymorphismen mit Haufigkeiten sind

eingefligt:

Tabelle 12: ~ Publizierte und ermittelte Polymorphismen mit Lokalisation und Hau-
figkeit.

Exon/In- Genort Basen- Aminosaure- Allelhadufigkeit Allelhdufigkeit
tron austausch austausch (nach HapMap-CEU) (eigene Daten)
Intron 1 g.807 c.43+33T>A T96,5% A3,5%
Exon 2 g.1303 c.159C>A p.(=)

Exon 2 g.1333 c.189C>T p.(=)

Exon 3 g.3223 c.339C>T p.(=) C98,25% T1,75%
Exon 7 g.7980 c.837C>A p.(=)

Intron 8 g.8663 ¢.890-15T>C

Exon 8 g.8762 c.974G>A p.Arg325GIn G57,5% A42,5% G 64,75% A 35,25%
Exon 9 g.9167 c.1218C>T p.(=) C61,7% T38,3% C73,25% T26,75%
Exon 9 g.9191 c.1242C>T p.(=) C88,1% T11,9% C91% T9%

Intron 10 g.9570 c.1288-38T>C T99,25% CO0,75%
Exon 11 g.10248 c.1494C>T p.(=) C99,5% T0,5%

Exon 13 g.11105 ¢.1743G>A p.(=)
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Exon/ In- Genort Basen- Aminosaure- Allelhadufigkeit Allelhadufigkeit
tron austausch austausch (nach HapMap-CEU) (eigene Daten)
Exon 14 g.11437 ¢.1901T>C p.Leu634Pro

Exon 14 g.11573  ¢.2037G>A p.(=)

Intron 14 g.11665 ¢.2084+45G>C G88,3% C11,7%

Intron 15  g.12028 ¢.2085-21C>T C61,7% T 38,3% C79,5% T20,5%
5.6.1 Polymorphismen in nicht codierenden Abschnitten

Genverdanderungen, die aufderhalb eines codierenden Bereiches gefunden werden,
haben in der Regel keine Konsequenz fiir mogliche phanotypische Erscheinungen.
Sie ziehen keinen Aminosaureaustausch nach sich und sind daher fiir die Struktur
und Funktion eines Proteins nicht relevant. Aus diesem Grund sind die nachfol-
gend aufgefiihrten gefundenen Variationen als Polymorphismen und nicht als Mu-
tationen zu charakterisieren.

Intron 1: g.807T>A, c.43+33T>A

Intron 10: g.9570T>C, c.1288-38T>C

Intron 15: g.12028C>T, c.2085-21C>T

5.6.2 Polymorphismen in codierenden Abschnitten ohne
Aminosaureaustausch

Als nachstes konnen solche Genvariationen als Polymorphismen und nicht als Mu-
tationen beschrieben werden, die zwar in einem codierenden Abschnitt liegen, a-
ber nicht zu einem AS-Austausch fiihren. Da auch solche Veranderungen fiir die
Struktur und Funktion des Proteins keine Bedeutung haben, konnen sie als nicht

krank machende Veranderung gesehen werden.

Bei den 200 gesunden Blutspendern fanden sich folgende Verdnderungen:
Exon 3: 2.3233C>T, c.339C>T, p.(=)
Dieser Polymorphismus zieht eine Veranderung der Basenabfolge nach sich.
Da aber sowohl GAC sowie GAT fiir die Asparaginsaure codieren, kommt es

zu keiner Konsequenz fiir die Aminosdaurensequenz.

74



Error! Style not defined.

Exon 9: g2.9167C>T, c.1218C>T, p.(=)

Auch dieser Polymorphismus zieht nur eine Veranderung der Basenabfolge
nach sich. CGC sowie CGT codieren beide fiir Arginin.

Exon 9: 2.9191C>T, c.1242C>T, p.(=)

Hier erfolgt ebenfalls nur eine Veranderung der Basenabfolge ohne eine Ver-
anderung fiir die daraus entstehende Aminosaurensequenz. ACC und ACT
codieren beide fiir Threonin.

Exon 11: g.10248C>T, ¢.1494C>T, p.(=)

Der letzte in den 200 Probanden gefundene Polymorphismus innerhalb der
codierenden Abschnitte verdandert auch nur die Basenabfolge und nicht die

Aminosduresequenz (Arginin bleibt gleich) und hat somit auch keine Folge.

5.6.3 Genvarianten mit Auswirkungen auf die AS-Sequenz

Bei unseren Untersuchungen fand sich bei den gesunden Probanden eine Variante
mit Auswirkung auf die Aminosduresequenz. In der Datenbank ist diese ebenso

aufgefiihrt.

Exon 8: 2.8762G>A, c.>G, c.974G>A, p.Arg325GIn

Dieser Polymorphismus wird mit einer Haufigkeit von 42,5% angegeben.
Der Austausch c.974G>A in Exon 8 zieht einen AS-Austausch p.Arg325GIn
nach sich. Dies konnte zu einer Veranderung in der Proteinstruktur fiihren.
Aufgrund des sehr breiten Vorkommens in der gesunden Allgemeinbevolke-
rung (42,5%) ist allerdings eher auszuschlief3en, dass diese Verdnderung
krank machende Eigenschaften besitzt. Auffallig ist jedoch, dass bei einem
unserer VKCFD-Patienten, Patient Nr. 3, eine Missense-Mutation in unmittel-
barer Umgebung gefunden wurde. Dort kam es zu einem Austausch von Glu-
tamin zu Lysin (g.8770C>A, c.982C>A, p.GIn328Lys). Dieser Patient litt unter
einer schwerwiegenden Form der VKCFD, da die Mutation jedoch homozygot
bei ihm nachgewiesen wurde, lasst sich vermuten, dass eine heterozygote
Veranderung, auch in der unmittelbaren Umgebung keine phanotypischen

Konsequenzen hat.
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5.7 Vergleich der dHPLC und der Sequenzierung als
Mutationsanalysemethoden

In dieser Arbeit wurden Polymorphismen bzw. Mutationen im GGCX-Gen unter-
sucht. Zur Identifizierung der Genveranderungen wurde die dHPLC und ein Se-
quenziersystem verwendet. Nach Abschluss der Untersuchungen ist es moglich
abzuwagen, welches Verfahren das geeignetere fiir die Mutationssuche ist. Bei ei-
nem Vergleich der beiden Methoden sollen vor allem die Kriterien Arbeitsaufwand,

Kosten und Sensitivitat berticksichtigt werden.

Zunachst lasst sich sagen, dass das Wave-System einen sehr viel geringeren Ar-
beitsaufwand erfordert als die Komplettsequenzierung. Mittels der dHPLC kann
ein hohes Probenaufkommen in kurzer Zeit mit vergleichsweise geringem Auf-
wand bewiltigt werden. Auch die Auswertung der Proben erfolgt durch die weit-
gehend automatisierte Bearbeitung der Proben und die EDV-gestiitzte Befunddo-
kumentation in wesentlich kiirzerer Zeit als nach der Sequenzierung. Hier muss
namlich die komplette Sequenz gelesen und gepriift werden, da die alleinige soft-

waregesteuerte Auswertung der digital vorliegenden Daten noch zu unsicher ist.

Das Auffinden von Mutationen durch die dHPLC wird allerdings dann ineffektiv,
wenn es sich um Genabschnitte mit vielen oder sehr haufigen Polymorphismen

handelt.

Gibt es mehr als einen relativ haufigen Polymorphismus in einem Abschnitt, kann
durch die dHPLC alleine nicht aufgezeigt werden um welchen es sich handelt. Le-
diglich das Vorhandensein einer Veranderung kann detektiert werden. Auch bei
dem Vorhandensein von nur einem aber sehr haufigen Polymorphismus ist das
Wave-System alleine nicht ausreichend. Das Peak-Muster ist fiir eine Probe mit
einem homozygoten Polymorphismus nahezu identisch mit dem Peak-Muster ei-
ner Probe ohne Mutation. In solchen Fillen ist die Sensitivitdt bei der Komplettse-

quenzierung entsprechend hoher.

Letztlich spielen auch die Kosten einer Mutationsanalysemethode eine wichtige
Rolle, vor allem wenn es sich um ein hohes Probenaufkommen handelt. Fur die

komplette Untersuchung eines Gens belaufen sich die reinen Materialkosten bei
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der dHPLC-Methode auf ca. 30 Euro gegeniiber ca. 300 Euro bei der Komplettse-

quenzierung. Die Systempreise sind in etwa vergleichbar.

Vor den Gesichtspunkten der Qualitidt der Ergebnisse und dem dafiir aufzubrin-
genden zeitlichen und finanziellen Aufwand empfiehlt es sich, beide Methoden zu
kombinieren. Fiir grofe Genabschnitte mit nur wenigen und/oder seltenen be-
kannten Polymorphismen ist die dHPLC die Methode der ersten Wahl aufgrund der
geringeren Untersuchungskosten. Fiir Bereiche mit verschiedenen und/oder hau-
figen Genveranderungen lohnt sich der hohere Aufwand der Sequenzierung fiir ein

gesichertes Untersuchungsergebnis.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass beide Systeme unterschiedliche Vor-
teile aufweisen. Die Kombination beider Untersuchungsmethoden stellte sich als

rationellste Vorgehensweise heraus.
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6 Zusammenfassung

Die y-Glutamyl-Carboxylase spielt eine Schliisselrolle im menschlichen Organis-
mus, da sie fiir die posttranslationale Modifikation samtlicher Vitamin-K-abhangi-
ger Proteine verantwortlich ist. Ein hereditarer Mangel aller Vitamin-K-abhangi-
gen Faktoren aufgrund eines Defekts in der y-Glutamyl-Carboxylase (VKCFD1) ist

sehr selten und geht mit einer gesteigerten Blutungsneigung einher.

Aktuelle Arbeiten zeigen eine weitere Manifestation von Mutationen im y-Gluta-
myl-Carboxylase-Gen, die ein dermatologisches Krankheitsbild, ahnlich der Pseu-
doxanthoma elasticum, darstellt. In diesen Fillen zeigen die Patienten sowohl
dermatologische Effloreszenzen im Sinne der PXE als auch eine Verminderung der
Vitamin-K-abhangigen Faktoren. Es wird vermutet, dass die PXE-ahnlichen Haut-
veranderungen auf eine Funktionsstorung des Matrix-Gla-Proteins zurtickzufiihren

sein konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Mutationsdiagnostik bei vier Patienten mit
kongenitalem Mangel aller Vitamin-K-abhingigen Gerinnungsfaktoren durchge-
fiihrt. Insgesamt wurden dabei fiinf Mutationen nachgewiesen, davon vier Missen-
se-Mutationen und eine Stopp-Mutation. Zwei der Patienten wiesen eine ,com-
pound Heterozygotie auf. Bei den gefunden Mutationen wurden drei im Rahmen
dieser Arbeit erstmals aufgezeigt, die anderen zwei waren in der Literatur bereits
beschrieben. Bei einer der Mutationen konnte ein ,Founder-Effekt in Bezug auf
einen anderen Patienten aus der Literatur nachgewiesen werden. Sollte zukiinftig
diese Mutation in Deutschland vorkommen und sich auch auf die ,Founder®-
Mutation zuriickfithren lassen, bote sich dieser Mechanismus als eine Erklarung
fiir das gehaufte Vorkommen der VKCFD Typ 1 in Deutschland an. Ein Hinweis auf

eine PXE-like Disorder konnte bei keinem der Patienten nachgewiesen werden.

Zusatzlich wurde die genetische Variabilitit des y-Glutamyl-Carboxylase-Gens in
der Normalbevolkerung untersucht. Fiir die Untersuchungen wurde zunachst die
DNA einer phanotypisch unauffilligen Kontrollgruppe, bestehend aus 200 gesun-
den Blutspendern, auf Genvariationen im GGCX-Gen analysiert. Nach der Isolierung

und der Amplifikation der DNA wurde mit samtlichen Proben zunachst ein Mutati-
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ons-Screening mittels dHPLC durchgefiihrt. Auffillige Abschnitte und solche, bei
denen haufige und/oder mehrere Polymorphismen bereits bekannt waren, wur-
den sequenziert. Auf diese Weise wurden acht Polymorphismen in den codieren-
den bzw. die Exone flankierenden Genabschnitten nachgewiesen. Davon wurden

zwei erstmals beschrieben (c.43+33T>A; ¢.1288-38T>C).

Schliefdlich sollte mit dieser Arbeit versucht werden zu klaren, wie eine moglichst
effiziente Diagnostik von Mutationen bzw. Polymorphismen des GGCX-Gens mog-
lich ist. In unseren Untersuchungen wurde sowohl mit der dHPLC (Wave-System)
als Screening-Methode gearbeitet als auch Genabschnitte sequenziert. Mittels der
dHPLC kann ein hohes Probenaufkommen in kurzer Zeit mit vergleichsweise ge-
ringem Aufwand und vergleichsweise geringeren Kosten (ca. 30 € pro Genunter-
suchung vs. Komplettsequenzierung ca. 300 €) bewaltigt werden. Bei Genabschnit-
ten mit vielen oder haufigen Polymorphismen ist dies ineffektiv, weil es nur das
Vorhandensein einer Veranderung, nicht jedoch die Veranderung selbst beschrei-
ben kann. Daher empfiehlt es sich, beide Methoden zu kombinieren, welches sich

als die effizienteste und rationalste Methode fiir die Mutationsdiagnostik darstellt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind von grundsatzlichem Interesse fiir die
biomedizinische Forschung. Eventuell wird es damit dann moglich sein, Krank-
heitsentstehungen und ihre Verldufe bei Mutationen der y-Glutamyl-Carboxylase
besser zu verstehen und damit eine noch effektivere und nebenwirkungsarmere

Therapie einzusetzen.
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7 Summary

The y-glutamyl-carboxylase plays a key role in the human organism, as it is re-
sponsible for posttranslational modification of all vitamin-K-dependant proteins. A
hereditary deficiency of all vitamin-K-dependant factors based on a defect of the y-
glutamyl-carboxylase (VKCFD 1) is rare and corresponds with an increased ten-

dency to bleeding complications.

Recent studies show an additional clinical manifestation of the GGCX gene, which
seems to be a dermatological disease pattern similar to Pseudoxanthoma Elasti-
cum. In these cases patients show dermatological efflorescences as well as a de-
crease of all vitamin-K-dependant factors. It is assumed, that the cutaneous chan-

ges could be attributed to a disfunction of matrix-gla-protein.

In this thesis a mutation diagnosis on four patients with congential deficiency of all
vitamin-K-dependent clotting factors have been undertaken. In total, five muta-
tions have been detected - four missense mutations and one stop-mutation. Two of
the patients exhibited ,compound heterozygosity“. In this study, two of the de-
tected mutations have been documented for the first time; the other three have
already been described in literature before. At one of the mutations a ,founder ef-
fect” in connection with another patients could be found. If this mutation should
occur in Germany again and be traced back to this ,founder mutation®, this mecha-
nism would be an explanation for an accumulation of VKCFD Typ 1 in Germany. A

sign for PXE-like disorder could not be detected in any of the patients.

In addition the genetic variability of the y-glutamyl-carboxylase-gene in the overall
population has been researched. For the examinations, DNA of a control group
(200 healthy blood donors) without pathological phenotypical findings have been
analysed for gene variations on the GGCX-gene. After the isolation and amplifica-
tion all DNA samples have been analysed with mutations screening by dHPLC. No-
ticiable parts and those, for which frequent and/or prevalent polymorphisms have
been stated before, were sequenced. Eight polymorphisms in the coding and exon-
flanking regions have been detected by applying this method, two of them for the
first time (c.43+33T>A; ¢.1288-38T>C).
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Additionaly, the thesis tried to clarify how efficient diagnostic of mutations and
polymorphisms of the GGCX-gene could be undertaken. In our research we applied
dHPLC (WAVE-system) as well as gene sequencing. By applying the dHPLC-
method a larger batch of samples can be analysed in a short-time span with com-
parable less effort and, even more important, comparably at lower costs (approxi-
mately €30 per gene analysis vs. complete sequencing at € 300). When applied at
gene parts with numerous or frequent polymorphisms, the method is ineffective,
as only the existence of alteration per se is marked, but not the alteration type.
Looking at the quality of the results, it is recommendable to combine the two
methods, which results in the most efficient and most rational method for muta-

tion diagnosis.

The results of this thesis bear fundamental interest for the biomedical sciences &
research. There might be options, for better understanding pathogeneses and their
characteristics in y-glutamyl-carboxylase-gene defects and therefore develop a

therapy which will be more effective and with few side effects.
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9

Anhang

Tabelle 13 GGCX-Polymorphismenkarte. Genotyp in 200 Blutspendern.
GGCX
Nukleotid-Pos. (g) | 807 3223 8762 9167 9191 9570 10248 12028
Nukleotid-Pos. (c) | 43+33 339 974 1218 1242 1288-38 1494 2085-21
Exon/Intron Intron1 Exon 3 Exon 8 Exon 9 Exon 9 Intron 10 Exon 11 Intron 15
Aminosaure Ser>Ser Arg>GIn  Arg>Arg Thr>Thr Arg>Arg
Codon-Nr. 113 325 406 414 498
Codon GAC>GAT CGA>CAA CGC>CGT ACC>ACT CGC>CGT
min Allel (dbSNP) ND 0,425 0.38 0,11 ND 0,38
rs-Nummer neu rs6751560 rs699664 rs2592551 rs10179904 neu rs41290033 rs2028898
Austausch T>A C>T G>A C>T C>T T>C C>T C>T
NO |SEX AF SNPO1 SNPO2 SNP 03 SNP 04 SNP 05 SNP0O6  SNP 07 SNP 08

F

1 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
2 1 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
3 1 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
4 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
5 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
6 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/T c/T
7 1 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/T
8 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
9 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
10 1 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
11 1 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
12 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
13 1 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
14 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
15 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
16 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
17 1 1 T/T c/c G/G T/T c/c T/T c/c c/c
18 1 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/c
19 1 1 T/A c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
20 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
21 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
22 1 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
23 1 1 T/A c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
24 1 1 T/T c/c G/A c/T c/T T/T c/c c/T
25 1 1 T/T c/c G/A c/T c/T T/T c/c c/T
26 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
27 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
28 1 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/c
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GGCX
Nukleotid-Pos. (g) | 807 3223 8762 9167 9191 9570 10248 12028
Nukleotid-Pos. (c) | 43+33 339 974 1218 1242 1288-38 1494 2085-21
Exon/Intron Intron1 Exon 3 Exon 8 Exon 9 Exon 9 Intron 10 Exon 11 Intron 15
Aminosaure Ser>Ser Arg>GIn  Arg>Arg Thr>Thr Arg>Arg
Codon-Nr. 113 325 406 414 498
Codon GAC>GAT CGA>CAA CGC>CGT ACC>ACT CGC>CGT
min Allel (dbSNP) ND 0,425 0.38 0,11 ND 0,38
rs-Nummer neu rs6751560 rs699664 rs2592551 rs10179904 neu rs41290033 rs2028898
Austausch T>A C>T G>A C>T C>T T>C (&) (&)
NO |SEX AF SNPO1 SNPO2 SNP 03 SNP 04 SNP 05 SNP06  SNP 07 SNP 08
F
29 1 1 T/T c/c A/A c/T c/T T/T c/c c/c
30 1 1 T/T c/c G/G c/T c/c T/T c/T c/T
31 1 1 T/A c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/T
32 1 1 T/A c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/T
33 1 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/c
34 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
35 1 1 T/A c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
36 1 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
37 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
38 1 1 T/A c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
39 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
40 1 1 T/T c/c G/A c/c c/T T/T c/c c/c
41 1 1 T/T c/c G/A c/c c/T T/T c/c c/c
42 1 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
43 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
44 1 1 T/T c/T G/G c/c c/c T/T c/c c/c
45 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
46 1 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
47 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
48 1 1 T/A c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
49 1 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
50 1 1 T/A c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
51 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
52 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
53 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
54 1 1 T/T c/c G/G c/T c/c T/T c/c c/T
55 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
56 1 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/c
57 1 1 T/T c/c G/G c/T c/c T/T c/c c/T
58 1 1 T/A c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
59 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
60 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
61 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
62 1 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
63 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
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GGCX
Nukleotid-Pos. (g) | 807 3223 8762 9167 9191 9570 10248 12028
Nukleotid-Pos. (c) | 43+33 339 974 1218 1242 1288-38 1494 2085-21
Exon/Intron Intron1 Exon 3 Exon 8 Exon 9 Exon 9 Intron 10 Exon 11 Intron 15
Aminosaure Ser>Ser Arg>GIn  Arg>Arg Thr>Thr Arg>Arg
Codon-Nr. 113 325 406 414 498
Codon GAC>GAT CGA>CAA CGC>CGT ACC>ACT CGC>CGT
min Allel (dbSNP) ND 0,425 0.38 0,11 ND 0,38
rs-Nummer neu rs6751560 rs699664 rs2592551 rs10179904 neu rs41290033 rs2028898
Austausch T>A C>T G>A C>T C>T T>C (&) (&)
NO |SEX AF SNPO1 SNPO2 SNP 03 SNP 04 SNP 05 SNP06  SNP 07 SNP 08
F
64 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
65 1 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
66 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
67 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
68 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
69 1 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
70 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
71 1 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
72 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
73 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
74 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
75 1 1 T/T c/c G/A c/c c/T T/T c/c c/c
76 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
77 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
78 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
79 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
80 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
81 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
82 1 1 T/T c/T G/G c/c c/c T/T c/c c/c
83 1 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
84 1 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/c
85 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
86 1 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
87 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
88 1 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
89 1 1 T/A c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
920 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
91 1 1 T/T c/c G/A T/T c/c T/T c/c c/T
92 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
93 1 1 T/T c/c G/G c/T c/c T/T c/c c/c
94 1 1 T/T c/c G/A T/T c/c T/T c/c c/c
95 1 1 T/T c/c G/A c/c c/T T/T c/c c/T
96 1 1 T/T c/c G/A c/c c/T T/T c/c c/T
97 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
98 1 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
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GGCX
Nukleotid-Pos. (g) | 807 3223 8762 9167 9191 9570 10248 12028
Nukleotid-Pos. (c) | 43+33 339 974 1218 1242 1288-38 1494 2085-21
Exon/Intron Intron1 Exon 3 Exon 8 Exon 9 Exon 9 Intron 10 Exon 11 Intron 15
Aminosaure Ser>Ser Arg>GIn  Arg>Arg Thr>Thr Arg>Arg
Codon-Nr. 113 325 406 414 498
Codon GAC>GAT CGA>CAA CGC>CGT ACC>ACT CGC>CGT
min Allel (dbSNP) ND 0,425 0.38 0,11 ND 0,38
rs-Nummer neu rs6751560 rs699664 rs2592551 rs10179904 neu rs41290033 rs2028898
Austausch T>A C>T G>A C>T C>T T>C (&) (&)
NO |SEX AF SNPO1 SNPO2 SNP 03 SNP 04 SNP 05 SNP06  SNP 07 SNP 08
F
929 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
100 1 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
101 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
102 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
103 2 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
104 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
105 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
106 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
107 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
108 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
109 2 1 T/T c/c G/A c/c c/T T/T c/c c/c
110 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
111 2 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
112 2 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
113 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
114 2 1 T/T c/T G/A c/T c/c T/T c/c c/T
115 2 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
116 2 1 T/T c/c G/A c/c c/T T/T c/c c/c
117 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
118 2 1 T/A c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
119 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/C c/c c/T
120 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
121 2 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
122 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
123 2 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/T
124 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
125 2 1 T/T c/c G/G c/T c/T T/T c/c C>T
126 2 1 T/T c/c G/A c/T c/T T/T c/c c/T
127 2 1 T/T c/c G/G c/T c/T T/T c/c c/T
128 2 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
129 2 1 T/A c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
130 2 1 T/A c/c G/A c/T c/c T/C c/c c/T
131 2 1 T/T c/T A/A c/T c/c T/T c/c c/c
132 2 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
133 2 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
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GGCX
Nukleotid-Pos. (g) | 807 3223 8762 9167 9191 9570 10248 12028
Nukleotid-Pos. (c) | 43+33 339 974 1218 1242 1288-38 1494 2085-21
Exon/Intron Intron1 Exon 3 Exon 8 Exon 9 Exon 9 Intron 10 Exon 11 Intron 15
Aminosaure Ser>Ser Arg>GIn  Arg>Arg Thr>Thr Arg>Arg
Codon-Nr. 113 325 406 414 498
Codon GAC>GAT CGA>CAA CGC>CGT ACC>ACT CGC>CGT
min Allel (dbSNP) ND 0,425 0.38 0,11 ND 0,38
rs-Nummer neu rs6751560 rs699664 rs2592551 rs10179904 neu rs41290033 rs2028898
Austausch T>A C>T G>A C>T C>T T>C (&) (&)
NO |SEX AF SNPO1 SNPO2 SNP 03 SNP 04 SNP 05 SNP06  SNP 07 SNP 08
F
134 2 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
135 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
136 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
137 2 1 T/T c/c G/A c/c c/T T/T c/c c/c
138 2 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/c
139 2 1 T/T c/c G/A c/T c/T T/T c/c c/c
140 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
141 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
142 2 1 T/T c/c G/A c/c c/T T/T c/c c/c
143 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
144 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
145 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
146 2 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/c
147 2 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/T
148 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
149 2 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/T
150 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
151 2 1 T/T c/c G/A c/T c/T T/T c/c c/T
152 2 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
153 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
154 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
155 2 1 T/T c/c G/A c/c c/T T/T c/c c/c
156 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
157 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/T
158 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
159 2 1 T/A c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
160 2 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/T
161 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
162 2 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/c
163 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
164 2 1 T/T c/c G/A c/T c/T T/T c/c c/T
165 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
166 2 1 T/T c/c G/A c/T c/T T/T c/c c/T
167 2 1 T/T c/c G/G c/T c/c T/T c/c c/c
168 2 1 T/T c/c A/A c/T c/c T/T c/c c/c
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GGCX
Nukleotid-Pos. (g) | 807 3223 8762 9167 9191 9570 10248 12028
Nukleotid-Pos. (c) | 43+33 339 974 1218 1242 1288-38 1494 2085-21
Exon/Intron Intron1 Exon 3 Exon 8 Exon 9 Exon 9 Intron 10 Exon 11 Intron 15
Aminosaure Ser>Ser Arg>GIn  Arg>Arg Thr>Thr Arg>Arg
Codon-Nr. 113 325 406 414 498
Codon GAC>GAT CGA>CAA CGC>CGT ACC>ACT CGC>CGT
min Allel (dbSNP) ND 0,425 0.38 0,11 ND 0,38
rs-Nummer neu rs6751560 rs699664 rs2592551 rs10179904 neu rs41290033 rs2028898
Austausch T>A C>T G>A C>T C>T T>C (&) (&)
NO |SEX AF SNPO1 SNPO2 SNP 03 SNP 04 SNP 05 SNP06  SNP 07 SNP 08
F
169 2 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
170 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
171 2 1 T/T c/T A/A c/T c/c T/T c/c c/c
172 2 1 T/T c/c G/A T/T c/c T/C c/c c/T
173 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
174 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
175 2 1 T/T c/c G/A T/T c/c T/T c/c c/T
176 2 1 T/T c/c A/A T/T c/c T/T c/c c/T
177 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
178 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
179 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
180 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
181 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
182 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
183 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
184 2 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
185 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
186 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
187 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
188 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
189 2 1 T/T c/c G/A c/T c/T T/T c/c c/T
190 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
191 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
192 2 1 T/T c/c G/G c/c c/T T/T c/c c/c
193 2 1 T/T c/c G/A c/c c/c T/T c/c c/c
194 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
195 2 1 T/T c/c G/G c/c c/c T/T c/c c/c
196 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/T
197 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
198 2 1 T/T c/c G/A c/T c/c T/T c/c c/c
199 2 1 T/T c/T G/G c/c c/c T/T c/c c/c
200 2 1 T/T c/T G/A c/T c/c T/T c/c c/c
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GGCX
Nukleotid-Pos. (g) | 807 3223 8762 9167 9191 9570 10248 12028
Nukleotid-Pos. (c) |43+33 339 974 1218 1242 1288-38 1494 2085-21
Exon/Intron Intron1 Exon 3 Exon 8 Exon 9 Exon 9 Intron 10 Exon 11 Intron 15
Aminosaure Ser>Ser Arg>GIn  Arg>Arg Thr>Thr Arg>Arg
Codon-Nr. 113 325 406 414 498
Codon GAC>GAT CGA>CAA CGC>CGT ACC>ACT CGC>CGT
min Allel (dbSNP) ND 0,425 0.38 0,11 ND 0,38
rs-Nummer neu rs6751560 rs699664 rs2592551 rs10179904 neu rs41290033 rs2028898
Austausch T>A C>T G>A C>T C>T T>C C>T C>T
NO SEX AF SNPO1 SNPO2 SNP 03 SNP 04 SNP 05 SNP 06 SNP 07 SNP 08
F
Haufigkeiten
Codierung 1 T G
2 A A C
Genotyp 1/ 14 7 113 97 36 3 2 82
2
186 193 73 98 164 197 198 118
2 0 0 14 5 0 0 0 0
Allel 1 386 393 259 293 364 397 398 318
2 14 7 141 107 36 3 2 82
Allelfre- 1 0,9650 0,9825 0,6475 0,7325 0,91 0,9925 0,9950 0,7950
quenz 2 0,0350 0,0175 0,3525 0,2675 0,09 0,0075 0,0050 0,2050
Min Allel (dbS) = Frequenz des selteneren Allels nach Internet-Datenbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
snp_ref.cgi?chooseRs=all&go=Go&locusld=2677
RS-Nummer = ,Link“ und eindeutige Bezeichnung einer variablen Stelle
innerhalb der Internet-Datenbank
NO = Probandennummer (1-200)
Sex = Geschlechtsangabe (1 = méannlich, 2 = weiblich)

Allel-Angabe:

A = Adenin, T = Thymin, G = Guanin, C = Cytosin
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