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Einleitung

1 Einleitung
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.. denn so wird gesagt: Wenn sie ihren ersten Sohn beschneidet, und er stirbt, und der zweite
stirbt ebenfalls, dann muf$ sie ihren dritten Sohn nicht beschneiden...

.. einst geschah es bei den vier Schwestern in Sephoris: Als die erste ihren Sohn beschnitt, so
starb er, als die zweite ihren Sohn beschnitt, so starb auch er, und als die dritte beschnitt ih-
ren Sohn, so starb dieser auch. Da ging die vierte Schwester zu Rabbi Simeon ben Gamaliel,
der ihr sagte: du muft deinen Sohn nicht beschneiden...

.. bei einer Beschneidung kann man erkennen, daf$ das Blut der einen Familie weiterfliefit und
das Blut der anderen Familie festgehalten wird...

Abbildung 1: Zitat aus dem babylonischen Talmud (Traktat 64 b)

Dieses Zitat aus dem babylonischen Talmud (Traktat 64 b) ist in etwa 1500 Jahre alt

und somit eine der ersten Veroffentlichungen zum Gerinnungssystem.

Wihrend frither die Blutungen als Storung der Hamostase klinisch im Vordergrund

standen, bestimmen heute jedoch die thromboembolischen Komplikationen den klini-

schen Alltag. Venose Thrombosen sind eine Erkrankung, an der einer von 1000 Men-

schen im Jahr (Dahlbdck 2000) erkrankt, so dafs der Thromboseprophylaxe eine beson-

dere Stellung in der Medizin zukommt. Der Gerinnungsfaktor VIII (FVIII) spielt sowohl

bei der Hamophilie als auch bei der Thrombophilie eine Rolle. Der Gerinnungsfaktor

VIII ist ein Cofaktor, der selbst nicht proteolytisch wirksam ist, jedoch in Komplex ge-
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Einleitung

bunden mit Phospholipiden und Faktor IX die Aktivierung von Faktor X um ein Vielfa-
ches beschleunigt. Die Inaktivierung von Faktor V und Faktor VIII erfolgt {iber das ak-
tivierte Protein C (APC) mit seinem Cofaktor Protein S. Die meisten angeborenen Risi-
kofaktoren, die die Balance zwischen der Gerinnung und der Antikoagulation storen,
betreffen das Protein C-System. Der wohl bekannteste Risikofaktor ist die Faktor V-
Leiden-Mutation, bei der ein einzelner Basenaustausch an der Base 1691 zu dem Verlust
der Schnittstelle fiir das aktivierte Protein C fiihrt. Der Ersatz von Adenin durch Guanin
fithrt zu einem Einbau von Arginin statt Glutamin an Aminosdure 506 im Faktor V-Gen
und resultiert in der APC-Resistenz bei 20-40 % der Thrombophilie-Patienten (Dahlbéack
2000). Diese APC-Resistenz ergibt sich aus zwei Mechanismen. Zum einen fiihrt dieser
Basenaustausch zum Verlust der APC-Schnittstelle, eine proteolytische Spaltung des
aktivierten Faktor V wird verhindert, und daraus resultiert eine Hyperkoagulabilitat.
Zum anderen fiihrt diese Mutation auch zum Verlust der Kofaktor-Funktion des Faktor
V bei der Degradierung des aktivierten Faktor VIII. Das heterozygote Vorkommen
steigert das Risiko eines thromboembolischen Geschehens um den Faktor 5-10. Bei ei-
ner homozygot vorliegenden Mutation steigt das Risiko sogar um den Faktor 50-100
(Dahlbéck 2000). In neueren Untersuchungen zeigte sich ein Zusammenhang zwischen
erhohten Faktor VIII-Konzentrationen und einer erhohten Thromboseneigung
(Kamphuisen et al. 2000), deren Ursache nicht allein durch die Tatsache, dafy der Faktor
VIII zu den ,, Akute-Phase-Proteinen” zahlt, zu erklaren ist. ,,Akute-Phase-Proteine” sind
Proteine, deren Konzentration im Plasma in akuten Phasen wie z.B. Strefd, Unfall, Ope-
ration, Entziindung etc. erhoht ist. Das menschliche Faktor VIII-Gen wurde zwischen
1982 und 1984 von der Arbeitsgruppe Gitschier et al. (1984) kloniert und war zu der Zeit
mit 186 000 Basenpaaren das grofste beschriebene Gen iiberhaupt. Es ist am langen Arm
des X-Chromosom an der distalen Bande (Xq28) lokalisiert (Poustka et al. 1991, Freije et
al. 1992). Wie aus der Abbildung 2 ersichtlich ist, codieren 26 Exons den Faktor VIII, von
denen 24 Exons zwischen 69 und 262 Basenpaaren grofS sind. Die zwei verbleibenden
Exons, Exon 14 und Exon 26, sind deutlich grofier und enthalten 3106 und 1958 Basen-
paare, wobei der Grofsteil von Exon 26 eine untranslatierte Sequenz ist. Die Faktor VIII-
Sequenz ohne Introns besteht aus ungefahr 9000 Basenpaaren und kodiert ein Vorldu-
ferprotein mit 2351 Aminosduren. Wie ebenfalls aus der Abbildung 2 ersichtlich ist, lie-
gen im Intron zwischen Exon 22 und Exon 23 zwei zusétzliche Transkripte, die F VIII A
(Levinson et al. 1990) und F VIII B (Levinson et al. 1992) genannt werden.
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Abbildung 2: Genstruktur des humanen Gerinungsfaktor VIl
(FVIIIA und FVIII B sind zusatzliche Transkripte im Intron zwischen Exon 22 und 23).

F VIII B ergibt ein Transkript mit einer Grofse von 2500 Basenpaaren, das in der gleichen
Richtung wie das tibrige Faktor VIII-Gen transkribiert wird und dabei sowohl ein eige-
nes Exon als auch Exon 23 bis 26 nutzt. F VIII A besitzt keine Introns und wird in ge-
genldufiger Richtung transkribiert. Die Funktionen der Proteine, fiir die F VIII A und
F VIII B kodieren, sind noch unbekannt. Die Ergebnisse der immunbhistologischen Un-
tersuchungen mit monoklonalen Antikorpern gegen Faktor VIII-Antigen (Zelechowska
et al. 1985) und das Vorhandensein von Faktor VIII-mRNA in Hepatozyten (Wion et al.
1985) legen die Vermutung nahe, dafi der Faktor VIII hauptséchlich in der Leber gebil-
det wird, obwohl auch andere Gewebe nachweisbar Faktor VIII-mRNA aufweisen
(Wion et al. 1985). In der Sequenzierung ergab die Analyse der Faktor VIII-cDNA ein
reif sezerniertes Protein bestehend aus 2332 Aminosduren. Das ungefdhre Gewicht be-
tragt 265 kDa ohne Kohlenhydrate.
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Wie anhand der Abbildung 3 gezeigt wird, ist im Laufe der Evolution das Faktor VIII-
Gen relativ unverdndert geblieben. So ist z.B. in den Spezies Mensch, Schwein, Maus

und Hund die APC-Bindungsstelle bis auf eine Aminosdure identisch.

HUMFVIII  [EAGMSTLFLV
PIGFVIII QAGMSTHEFLV
MURFVIII QAGMSTLFLV
CANFVIII QAGMSTLFLV

Abbildung 3: Spezieskonservierung der APC-Bindungsstelle

Wie aus der Abbildung 4 deutlich wird, besteht das Protein aus einer sich wiederholen-
den Doménenstruktur: Al- A2- B- A3- C1- C2 (Vehar et al. 1984). Diese Struktur dhnelt
dem Aufbau des Faktor V. Die B-Domaénen stehen jedoch in keinerlei Beziehung zuein-
ander. Die Ahnlichkeit mit Caeruloplasmin beschrinkt sich auf die Anordnung der
A-Domainen: Al- A2- A3 (Vehar et al. 1984, Koschinsky et al. 1986, Kane et al. 1986). Die
C-Doméne weist eine gewisse Ahnlichkeit zu Discoidin (Vehar et al. 1984) und einer Re-
zeptor-Tyrosinkinase (Johnson et al. 1993), die in Mammacarcinomzellen gefunden
wurden. Keine Homologie besteht zwischen der B-Doméne und anderen Proteinen in

Protein-Sequenz-Datenbanken.

-19 1 330 380 712 1048 1689 2020 2173 2301
A1 A2 B L. _JA3 |c1]|c2
| Faktor VIII
[ I [ | FaktorV
N - - - - - - - - - - == - [ Coeruloplasmin

Abbildung 4: Faktor VIII| Domanenstruktur im Vergleich zu Faktor V und Coeruloplasmin

Der Faktor VIII ist sehr empfindlich fiir proteolytisches “Processing” vor und nach sei-
ner Sekretion, und der Grofsteil des sezernierten Faktor VIII besteht aus der schweren
Kette mit der Al- und A2-Domidne und einem unterschiedlich grofien Anteil der

B-Domaine, der nicht kovalent an die leichte Kette mit der A3-, C1- und C2-Domaéne
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(Vehar et al. 1984) gebunden ist. Anhand von rekombinant hergestelltem Faktor VIII
mit unvollstindiger B-Doméne lief sich zeigen, dafs diese Doméne fiir die Gerinnungs-
aktivitat unerheblich ist (Eaton et al. 1986). Wahrscheinlich wird sie von Thrombin durch
Spaltung an Stelle R740 wéahrend der Gerinnung abgespalten. Der inaktive Gerinnungs-
faktor VIII zirkuliert im Plasma an ein riesiges Tragerprotein nicht kovalent gebunden,
den Von-Willebrand-Faktor. Diese Bindung schiitzt ihn vor proteolytischem Abbau. Ist
diese Bindung gestort, sinkt die Faktor VIII-Konzentration im Plasma. Der Faktor VIII
hat im menschlichen Organismus die Aufgabe, als Cofaktor die Aktivierung des Gerin-
nungsfaktor X durch den Faktor IX auf einer Phospholipidoberfliche zu katalysieren.
Dabei verstarkt er den Gerinnungsstimulus um ein Vielfaches. Proteolytische Spaltung
vermittelt sowohl die Aktivierung als auch die Inaktivierung. Um diese Cofaktorrolle
einnehmen zu konnen, muf$ der Faktor VIII zundchst an zwei bestimmten Stellen ge-
schnitten werden. Diese Modifizierung erfolgt an den Grenzflachen zwischen zwei Do-
ménen, zum einen an der Aminosdure 372, der Verbindung zwischen der Al- und der
A2-Domaine, zum anderen an der Aminosdure 1689, der Verbindung zwischen der B-
und der A3-Doméne (Pittman et al. 1988, Hill-Eubanks et al. 1989). Wahrend die erste
Schnittstelle wohl die Bindungsstelle der A2-Doméne birgt (Fay et al. 1993), wird mit der
zweiten Schnittstelle die Verbindung zum von-Willebrand-Faktor gelost (Leyte et al.
1991). Auf diese Art und Weise vermag der Faktor VIII mit den Phospholipidmembra-
nen mittels der C2-Doméne zu interagieren und so einen Komplex mit den membran-

gebundenen Faktoren IX und X zu bilden.
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Abbildung 5: Faktor VIII Aktivierung und Inaktivierung

(VWF = von Willberand-Faktor, Ca”™ = Calcium®*-lonen)

Die Degradierung des aktivierten Faktor VIII wird tiber drei weitere Schnittstellen via

proteolytischer Spaltung vermittelt. An der Aminosdure R336 inaktivieren sowohl das
aktivierte Protein C (APC) als auch Thrombin, Faktor IX und Faktor X, an der Amino-

sdure 1719 nur Faktor IX. Die fiir die Inaktivierung bedeutendste Schnittstelle liegt an
Position R562 fiir APC (Vehar et al. 1984, Walker et al. 1987, O'Brian et al. 1992). Die

Vorgdnge der Aktivierung und der Inaktivierung sind in Abbildung 5 schematisiert

dargestellt.
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Arbeitshypothese

Die Inaktivierung des Faktor VIII verlduft analog zu der des Faktor V iiber das Protein
C-System. Wie soeben erldutert, fithrt als erwiesene Ursache familidr gehduft auftreten-
der Thrombosen eine Mutation im Faktor V an der APC-Schnittstelle zu einer Hyper-
koagulabilitat. Aufgrund der Analogien zwischen Faktor V und Faktor VIII liegt daher
die Vermutung nahe, dafs eine Mutation im Faktor VIII-Gen an den Interaktionsstellen
des aktivierten Protein C zu einer APC-Resistenz und somit zu einer erhohten Throm-
boembolieneigung fithren konnte. Als Erklarung fiir dieses Phianomen liefse sich ein
gestorter und somit verminderter Abbau des aktivierten Gerinnungsfaktor VIII heran-
ziehen. Diese These wird unterstiitzt durch die Tatsache, dafs Koster et al. (1995) aber
auch Kamphuisen et al. (2000) einen Zusammenhang zwischen erhchten Faktor VIII:C-
Konzentrationen und einem erhéhten Thromboserisiko nachgewiesen haben, der nicht
allein durch die ,akute Phase-Situation” erklart werden kann. Wir untersuchten dazu
einerseits die APC-Schnittstellen in Exon 8/9 und Exon 11 und andererseits als Bin-
dungsstelle das Exon 19 auf DNA-Mutationen/Polymorphismen bei Patienten mit kli-

nisch gesicherter Thrombophilie.

10



Patienten und Material

2 Patienten und Material

2.1 Patienten

2.1.1 Patienten

Es wurden 65 Patienten untersucht, die 1996 und 1997 zur Abkldrung einer Throm-

bophilie in die Gerinnungsambulanz des Universitiatskrankenhauses Eppendorf kamen.

Von diesen 65 Patienten waren 30 Manner und 35 Frauen im Alter zwischen 6 Monaten

und 78 Jahren mit einem Median von 37 Jahren.

2.1.2 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe fiir die SSCP-Gel-Elektrophorese wurden 102 Probanden ohne

Thombophilie in der Vorgeschichte untersucht.

2.2 Materialien

2.21 Enzyme

Enzym

Firma

Dye-Terminator-Sequencing-Kit
Mbo I-Restriktionsenzym
Tag-Gold-Polymerase
Ttl-Polymerase

PE Applied Biosystems, Forster City, CA, USA
BioLabs, Beverly, MA, USA
Amersham, Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

11
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2.2.2 Chemikalien

Chemikalie

Firma

(NH,) SO,
1,2-Dichlormethane
100 bp-Ladder

1H Tetrazole
Acetonitril
Acrylamid

Agarose

Ammoniak
Ammoniumpersulfat
Borsaure
Bromphenolblau
Capping A

Capping B1
Centricon-100-Filter
Detritylation solution
dNTP's

EDTA

Entwickler-Losung

Merck, Darmstadt, Deutschland
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Gibco Life Tech., Karlsruhe, Deutschland
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Bio Rad, Richmond, CA, USA

Gibco Life Tech., Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Bio Rad, Richmond, CA, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Amicon, Beverly, MA, USA

Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Merck, Darmstadt, Deutschland

Bio Rad, Richmond, CA, USA

Essigsdure 100 % Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol 100 % Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt, Deutschland

Ficoll 400 Sigma, St. Louis, Missouri, USA
Formamid Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland
halfTerm Sequencing Reagent GENPAK Ltd., Brighton, GrofSbritannien
iBUdCf-Cyanoethyl Phosphoramidite Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
iPr-PACdGf-Cyanoethyl Phosphoramidite |Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Methanol 100 % Merck, Darmstadt, Deutschland
MgCl, Merck, Darmstadt, Deutschland
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Chemikalie Firma

NAP 10-Saulen Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
NaPO, Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumacetat 0,3 M Merck, Darmstadt, Deutschland
NE-Buffer 3 BioLabs, Beverly, MA, USA

NH,-Isopropanol
Nusieve-GTG-Agarose
Oxidationbuffer

Oxydizer
PACdASf-Cyanoethyl Phosphoramidite
Phenolchloroform
Polyacrylamid-Stock 40 %
Primer Support A, C, G, T
Proteinase K-Stocklsg.
Silberkonzentrat
Stop-Solution

Sucrose

Tag-Gold-Puffer
Tag-Puffer

Temed

Tfl-Puffer

Tris

Tris-Cl1pH 7,5

Tris-Cl pH 8,8
Triton-X-100
T-Cyanoethyl Phosphoramidite
Tween 20

Xylencyanol

Merck, Darmstadt, Deutschland
Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Bio Rad, Richmond, CA, USA
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Applied Biosystems

Serva, Heidelberg, Deutschland
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Boehringer, Mannheim, Deutschland
Bio Rad, Richmond, CA, USA

USB, Braunschweig, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Bio Rad, Richmond, CA, USA

Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland
ICN, Costa Mesa, CA, USA

ICN, Costa Mesa, CA, USA

ICN, Costa Mesa, CA, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St. Louis, Missouri, USA
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2.2.3 Geraite und Software

Gerit

Firma

Absaugpumpe

Certomat MV
Einmal-Pipetten 5/10/25 ml
Elektrophorese-Apparat
Gel-Kammern fiir Agarose-Gele
Gel-Loader-Tips, 1-10 ul
Glasmaterialien

Glasplatten

Heizblock / Dri-Block DB1
Kamm 0,8 mm

Kamm fiir Agarose-Gele
MacMolly “Tetra, Version 3.7
Mikrowelle VIP 27
Mini-Shaker

PCR-Cycler / Mini-Cycler
pH-Meter

Pico Fuge

Pipette

Polaroid MP 4+

Gene Assembler plus

Safe Lock 0,5, 1,5, 2 ml
Safeseal-Tips 10, 100, 1000 pl
Spacer 0,8 mm
Ultrazentrifuge L2 65B
UV-160 Spectrometer
UV-Tisch 2035

allgem. Laborbestand

B. Braun, Melsungen, Deutschland
allgem. Laborbestand

Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Biometra, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
allgem. Laborbestand

Biometra, Gottingen, Deutschland
Flow Lab., Meckenheim, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Soft Gene GmbH, Deutschland
Whirlpool, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Biozym, Hamburg, Deutschland
Beckmann, Miinchen, Deutschland
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Polaroid, Herfordshire, UK
Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
allgem. Laborbestand

Beckmann, Miunchen, Deutschland
Shimadzu, Japan

Herolab, Deutschland
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2.3 Puffer und Losungen

1. Lysepuffer:

2. K-Puffer:

3. Proteinase K:

4. TAE-Puffer:

5. TBE-Puffer 10-fach:

6. SSCP-Fixierungslosung:

7.10 mM Na PO,-Primer-Puffer pH 6,8:

320 mM Sucrose

10 mM Tris-Cl pH 7,5

5 mM Mg(l,

1% Triton X-100

mit H,O auf 40 ml auffiillen

50 mM Tris-Cl pH 8,8
1,5 mM MgCl,

15 mM (NH,) SO,

0,5 % Tween 20

Stocklosung von 20 mg/ml
(2 %) in H,0O auf 100 ug/ml
verdiinnt und bei -20 °C gelagert

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
pH 8,0

54 g Tris

27,5 g Borsaure

20ml 0,5 M EDTA

ad 500 ml mit H,O auffiillen

40 % Methanol
10 % Essigsaure
ad 1000 ml mit H,O auffiillen

10 pul 1 M Natrium-Phosphat

(pH 6,8)
990 ul H,0

15
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8. DNA-Elektrophorese-Ladepuffer:

9. SSCP-Stop-Solution:

0,04 % (w/v) Bromphenolblau
0,04 % (w/v) Xylencyanol FF
2,5 % (w/v) Ficoll 400

in TAE-Puffer gelost

95 % (w/v) Formamid

20 mM EDTA

0,05 % (w/v) Bromphenol Blau
0,05 % (w/v) Xylencyanol FF

16
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3 Allgemeine Arbeitsmethoden

3.1 DNA-Prdaparation aus Vollblut

Die DNA wurde aus Vollblut der Patienten und zum Vergleich der Kontrollgruppe
nach Higushi et al. (1990) prapariert.

Dazu wurden 0,5 ml Vollblut mit 0,5 ml Lysepuffer in einem 2 ml Eppendorf-Réhrchen
auf Eis gemischt. In einer Zentrifuge wurde die Probe bei voller Drehzahl abzentrifu-
giert, der Uberstand abpipettiert und nach Zugabe von 1 ml Lysepuffer resuspendiert.
Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis das Pellet farblos erschien. Darauf wur-
de der Uberstand komplett entfernt und das Pellet in 0,5 ml K-Puffer und 100 pg/ml

Proteinase K resuspendiert. Dieser Ansatz inkubierte bei 56 °C fiir 2 h im Heizblock.

3.2 Konzentrationsbestimmung von DNA

Um die Konzentration der praparierten DNA zu bestimmen, wurden Absorptionsmes-
sungen am Spektrophotometer mit einer Wellenldnge von 260 nm bzw. 280 nm durch-
gefiihrt. Die Konzentration wurde nach Sambrook et al. (1989) iiber folgende Formel

berechnet:

gemessene OD,,,  x Verdiinnung x 50 = Konzentration [pg/ml].

Eine Optische Dichte von 260 nm (OD,,. ) von 1 entspricht einer Konzentration von
50 pg/ml dsDNA. Die Reinheit der Praparation 1df3t sich anhand des vom Photometer
automatisch ermittelten Quotienten aus OD,, .. / OD,, . beurteilen. Eine Erh6hung
bzw. Verringerung des optimalen Quotienten von 1,8 weist auf eine Kontamination mit
RNA oder auch Proteinen hin. Quotienten unter 1,6 und iiber 2,0 wurden nicht akzep-

tiert.
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3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Fiir die Amplifikation der zwei Protein C-Schnittstellen des Faktor VIII und der Protein
C-Bindungsstelle wurden zundchst die Primersequenzen mittels des Programms ”"Mac
Molly Tetra” fiir die zu amplifizierenden Exons bestimmt und dann die Primer wie folgt

erstellt.

3.3.1 Verwendete Primer

APC-Schnittstelle (Arginin *°):

Fk VIII Exon 8/9 Upper Primer 5°-> 3": GGA AGC TTA TGT CAA AGT AG

Fk VIII Exon 8/9 Lower Primer 5 -> 3°: CTG AGC GAA TTT GGA TAA AG

Es entsteht ein Oligonukleotid mit einer Lange von 161 bp.

APC-Schnittstelle (Arginin **):

Fk VIII Exon 11 Upper Primer 5°-> 3: CAT TTG AAG GAT TTT CCA AT

Fk VIII Exon 11 Lower Primer 5°-> 3: AGG GGA CAT ACA CTG AGA AT

Es entsteht ein Oligonukleotid mit einer Lange von 259 bp.

APC-Bindungsstelle:

Fk VIII Exon 19 Upper Primer 5°-> 3": TCG CAT AAA CCA ATG TAT CTC AT

Fk VIII Exon 19 Lower Primer 5°-> 3*: TAT TTC CTG ACA CAA GCA ACC AT

Es entsteht ein Oligonukleotid mit einer Lange von 286 bp.
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Abbildung 6: PCR Amplifikation (LP= lower primer, UP= upper primer)

3.3.2 Primersynthese

Die Primer wurden auf einem Gene Assembler Plus (Pharmacia Biotech, Upsalla,
Schweden) selbst synthetisiert. Die ausgewdhlten Oligonukleotide waren 20 bis 23 bp
grofs und wurden {iber ca. 24 h in konzentrierter Ammoniaklésung vom Primer Sup-
port (Pharmacia Biotech, Upsalla, Schweden) abgekoppelt. Daraufhin wurden die Pri-
mer mit Hilfe einer NAP-10-Sdule aufgereinigt. Dafiir wurde die Sdule dreimal mit je 5
ml 10 mM NaPO, -Primer-Puffer pH 6,8 dquilibriert. Dann wurden die Primer Supports
fiir 2 min auf der Ultrazentrifuge L2 65B auf 2000 rpm trockenzentrifugiert und das
Zentrifugat zusammen mit dem restlichen Ammoniak tiber die Sdule gegeben. Die Oli-
gonukleotide wurden mit 1,5 ml 10 mM NaPO, -Primer-Puffer eluiert und eine 1:50

Verdiinnung mit 10 pl Primer und 490 pl 10 mM NaPO, -Primer-Puffer zur Konzentra-

tionsmessung hergestellt.
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3.3.3 Konzentrationsbestimmung der Primer

Um die Konzentration der einzelnen Oligonukleotide zu bestimmen, wurde ein 1:50
Verdiinnungsansatz im Photometer bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen. Nach
der folgenden Formel wurde die Gesamt-Optische Dichte errechnet:

Gesamt-OD,, . = gemessene OD x Verdiinnung x Volumen.

Da die Oligonukleotidsequenzen bekannt waren, liefs sich nach folgender Formel die

Primerkonzentration errechnen:

Konzentration C (uM ) = Gesamt-OD,,, . : > €.

Fiur die Summe der einzelnen Extinktionskoeffizienten wurde aus der Anzahl der ein-

zelnen Nukleotide mit dem jeweiligen Extinktionskoeffizienten das Produkt gebildet.

Nukleotid Extinktionskoeffizient €
dATP 15,4 ml/ umol
dCTP 7,4 ml/ pmol
dGTP 11,7 ml/ umol
dTTP 8,8 ml/ umol
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3.3.4 PCR-Bedingungen

Die PCR wurde fiir jedes Exon gemafs der Richtlinien durchgefiihrt, um Kontaminatio-
nen zu vermeiden. Fiir jedes Exon mufite ein eigener Assay entwickelt werden. Dafiir
wurde zundchst fiir jedes Exon eine MgCl, -Verdiinnungsreihe angesetzt und in der
Agarose-Gel-Elektrophorese ermittelt, welche MgCl,-Konzentration die besten Ergeb-
nisse hervorbringt. Auch ergaben sich Primer-spezifische Annealingtemperaturen, die
sowohl errechnet als auch probatorisch bestitigt werden mufSten.

Wir verwendeten zunédchst sowohl Tfl- als auch Tag-Gold-Polymerase. Da jedoch der
Tag-Gold-Polymerase-Ansatz sowohl bei Normalproben als auch bei Patientenproben
die stabileren und besseren Ergebnisse erbrachte, wurde im Folgenden der Taq-Gold-

Polymerase-Ansatz verwendet.

Daraus ergaben sich folgende PCR-Assays:

¢ Exon 8/9:

Fiir die Amplifikation der im Exon 8/9 befindlichen APC-Schnittstelle wurde zunéchst
ein Mastermix aus Polymerase-Puffer, MgCl, in der experimentell ermittelten Konzen-
tration, dNTP's, Upper und Lower Primer und Wasser zusammenpipettiert. Die be-
schrifteten PCR-Tubes wurden mit dem jeweiligen DNA-Template beschickt. Dann
wurde dem Mastermix die im Eisbad aufbewahrte jeweilige Polymerase zugegeben,
der Ansatz gut vermischt und auf die jeweiligen DNA-Proben gegeben. Diese Reak-
tionsansdtze wurden nochmals griindlich vermischt, kurz herunterzentrifugiert und

mit einem Tropfen Mineral6l versiegelt, um einer Verdunstung vorzubeugen.
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Exon 8/9:Tfl-Polymerase-Assay

Exon 8/9:Taq-Gold-Polymerase-Assay

5 ul Tfl-Polymerase-Puffer

7 ul MgCl, (25 uM)

2 ul dNTP's (10 uM)

2 ul Tfl-Polymerase

1 ul Fk8-8/9-Up. Primer (25 uM)
1 ul Fk8-8/9-Low. Primer (25 uM)
3 ul DNA-Template (200 ng)

79 ul H,0

10 ul TG-Puffer

7 ul MgCl, (25 uM)

2 ul dNTP's (10 uM)

1 ul TG-Polymerase

1 ul Fk8-8/9-Up. Primer (25 uM)
1 ul Fk8-8/9-Lo. Primer (25 uM)
3 ul DNA-Template (200 ng)

75 ul H,0

Fiir die Amplifikation im Exon 8/9 wurde nach einer Denaturierungszeit von 5 min in
jedem Zyklus zundchst jeweils eine Denaturierung bei 95 °C fiir 1 min durchgefiihrt, um
die Doppelstrange voneinander zu trennen. Danach wurde bei 49 °C eine dem Primer
angepafdte Annealingphase angeschlossen, in der die Primer moglichst spezifisch an die
passende Sequenz binden sollten. In der Amplifikationsphase, dem letzten Schritt des

jeweiligen Zyklus, erfolgte die DNA-Synthese bei fiir das Enzym optimalen 72 °C.
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Zusammenfassend wurde der Thermo-Cycler in 8 Schritten wie folgt programmiert:

Exon 8/9:Tfl-Polymerase-Assay

Exon 8/9:Taq-Gold-Polymerase-Assay

. Schritt: 5 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 49 °C
. Schritt: 1 min bei 72 °C
. Schritt: 34 Zyklen

. Schritt: 10 min bei 72 °C
. Schritt: 5 min bei 4 °C

. Schritt: End

® 9O Ul R W N R
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. Schritt: 12 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 49 °C
. Schritt: 1 min bei 72 °C
. Schritt: 34 Zyklen

. Schritt: 10 min bei 72 °C
. Schritt: 5 min bei 4 °C

. Schritt: End

Nach Beendigung der Amplifikation wurde das PCR-Produkt in einer Agarose-Gel-

Elektrophorese mittels Ethidiumbromid unter UV-Licht iiberpriift.

e Exon11:

Auch fiir die Amplifikation der im Exon 11 befindlichen APC-Schnittstelle wurde zu-

ndchst ein Mastermix aus Polymerase-Puffer, MgCl, in der experimentell ermittelten

Konzentration, dNTP's, Upper und Lower Primer und Wasser zusammenpipettiert. Die

beschrifteten PCR-Tubes wurden mit dem jeweiligen DNA-Template beschickt. Dann

wurde dem Mastermix die im Eisbad aufbewahrte jeweilige Polymerase zugegeben, der

Ansatz gut vermischt und auf die jeweiligen DNA-Proben gegeben. Diese Reaktionsan-

sdtze wurden nochmals griindlich vermischt, kurz herunterzentrifugiert und mit einem

Tropfen Mineraldl versiegelt, um einer Verdunstung vorzubeugen.
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Exon 11:Tfl-Polymerase-Assay:

Exon 11:Taq-Gold-Polymerase-Assay:

5 ul Tfl-Polymerase-Puffer

8 ul MgCl, (25 uM)

2 ul dNTP's (10 uM)

2 ul Tfl-Polymerase

1 ul Fk8-11-Up. Primer (25 uM)
1 ul Fk8-11-Low. Primer (25 uM)
3 ul DNA-Template (200 ng)

78 ul H,0

10 ul TG-Puffer

8 ul MgCl, (25 uM)

2 ul dNTP's (10 uM)

1 ul TG-Polymerase

1 ul Fk8-11-Up. Primer (25 uM)
1 ul Fk8-11-Low. Primer (25 uM)
3 ul DNA-Template (200 ng)

74 ul H,0O

Fiir die Amplifikation im Exon 11 wurde nach einer Denaturierungszeit von 5 min in

jedem Zyklus zundchst jeweils eine Denaturierung bei 95 °C fiir 1 min durchgefiihrt, um

die Doppelstrange voneinander zu trennen. Danach wurde bei 51 °C eine dem Primer

angepafdte Annealingphase angeschlossen, in der die Primer moglichst spezifisch an die

passende Sequenz binden sollten. In der Amplifikationsphase, dem letzten Schritt des

jeweiligen Zyklus, erfolgte die DNA-Synthese bei fiir das Enzym optimalen 72 °C.

Zusammenfassend wurde der Thermo-Cycler in 8 Schritten wie folgt programmiert:

Exon 11:Tfl-Polymerase-Assay

Exon 11:Taq-Gold-Polymerase-Assay

. Schritt: 5 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 51 °C
. Schritt: 1 min bei 72 °C
. Schritt: 34 Zyklen

. Schritt: 10 min bei 72 °C
. Schritt: 5 min bei 4 °C

. Schritt: End

® 9O Ul R W N R

. Schritt: 12 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 51 °C
. Schritt: 1 min bei 72 °C
. Schritt: 34 Zyklen

. Schritt: 10 min bei 72 °C
. Schritt: 5 min bei 4 °C

. Schritt: End

D@ I D Ul e WD e
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Nach Beendigung der Amplifikation wurde das PCR-Produkt in einer Agarose-Gel-
Elektrophorese mittels Ethidiumbromid unter UV-Licht tiberpriift.

¢ Exon 19:

Ebenso wurde fiir die Amplifikation der im Exon 19 befindlichen APC-Bindungsstelle
zundchst ein Mastermix aus Polymerase-Puffer, MgCl, in der experimentell ermittelten
Konzentration, dNTP's, Upper und Lower Primer und Wasser zusammenpipettiert. Die
beschrifteten PCR-Tubes wurden mit dem jeweiligen DNA-Template beschickt. Dann
wurde dem Mastermix die im Eisbad aufbewahrte jeweilige Polymerase zugegeben,
der Ansatz gut vermischt und auf die jeweiligen DNA-Proben gegeben. Diese Reak-
tionsansdtze wurden nochmals griindlich vermischt, kurz herunterzentrifugiert und

mit einem Tropfen Mineraldl versiegelt, um einer Verdunstung vorzubeugen.

Exon 19:Tfl-Polymerase-Assay:

Exon 19:Taq-Gold-Polymerase-Assay:

5 ul Tfl-Polymerase-Puffer

6 ul MgCl, (25 uM)

2 ul ANTP's (10 uM)

2 ul Tfl-Polymerase

1 ul Fk8-19-Up. Primer (25 uM)
1 ul Fk8-19-Low. Primer (25 uM)
3 ul DNA-Template (200 ng)

80 ul H,0

10 ul TG-Puffer

7 ul MgCl, (25 uM)

2 ul ANTP's (10 uM)

1 ul TG-Polymerase

1 ul Fk8-19-Up. Primer (25 uM)
1 ul Fk8-19-Low. Primer (25 uM)
3 ul DNA-Template (200 ng)

75 ul H,0O

Fiir die Amplifikation im Exon 19 wurde nach einer Denaturierungszeit von 5 min in
jedem Zyklus zundchst jeweils eine Denaturierung bei 95 °C fiir 1 min durchgefiihrt,
um die Doppelstrange voneinander zu trennen. Danach wurde bei 53 °C eine dem Pri-
mer angepafite Annealingphase angeschlossen, in der die Primer moglichst spezifisch
an die passende Sequenz binden sollten. In der Amplifikationsphase, dem letzten Schritt

des jeweiligen Zyklus, erfolgte die DN A-Synthese bei fiir das Enzym optimalen 72 °C.
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Zusammenfassend wurde der Thermo-Cycler in 8 Schritten wie folgt programmiert:

Exon 19:Tfl-Polymerase-Assay:

Exon 19:Taq-Gold-Polymerase-Assay:

. Schritt: 5 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 53 °C
. Schritt: Imin bei 72 °C

. Schritt: 34 Zyklen

. Schritt: 10 min bei 72 °C
. Schritt: 5 min bei 4 °C

. Schritt: 12 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 95 °C
. Schritt: 1 min bei 53 °C
. Schritt: 1 min bei 72 °C
. Schritt: 34 Zyklen

. Schritt: 10 min bei 72 °C
. Schritt: 5 min bei 4 °C

Allgemeine Arbeitsmethoden
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. Schritt: End
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. Schritt: End

Nach Beendigung der Amplifikation wurde das PCR-Produkt in einer Agarose-Gel-
Elektrophorese mittels Ethidiumbromid unter UV-Licht {iberpriift.

3.4 Agarose-Gel-Elektrophorese von Nukleinsauren

Zundchst wurde der TAE-Puffer in 1-facher Verdiinnung hergestellt. Fiir ein 2 %iges Gel
wurden 2 g Agarose abgewogen, in einem Erlenmeyerkolben mit 100 ml 1-fach TAE-
Puffer durchgemischt und in der Mikrowelle auf der hochsten Stufe fiir 1 min erhitzt.
Dieser Ansatz wurde nochmals gemischt und eine weitere Minute erhitzt, um dann auf
ca. 50-60 °C abzukiihlen. Daraufhin wurden 4 ul Ethidiumbromid vorsichtig zugesetzt
und vermischt. Die Gel-Kammer wurde mit dem Agarose-Ansatz beschickt, der Kamm
eingesetzt und nach dem Aushérten mit TAE-Puffer bedeckt. Die nach dem Entfernen
des Kammes zuriickbleibenden Trays wurden mit jeweils 1 pl Laufpuffer und 10 pl
DNA beschickt. Als Grofienstandard wurde 1 pl 100 bp-Ladder mit 1 ul Laufpuffer und
10 ul TAE-Puffer verwendet. Dann wurde die Agarose-Gel-Elektrophorese bei 70 Volt
fiir 30 min durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mittels Polaroid-Kamera iiber einer

UV-Lampe dokumentiert.
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3.5 SSCP-Analyse

Auf der Suche nach einer effizienten Screening-Methode wurde zundchst die “Single-
Strand-Conformation-Polymorphism-Gel-Elektrophorese”, kurz SSCP, fiir jedes Exon
etabliert. Es wurden unterschiedliche Polyacrylamid(PA)-Konzentrationen, unterschied-
liche Glycerinkonzentrationen, verschiedene Spannungen, Laufzeiten und Temperatu-
ren mit den Proben jedes Exons gegeneinander getestet. Es ergaben sich jedoch daraus

tiir alle Exons die gleichen Laufbedingungen.

3.5.1 Gel-und Laufbedingungen

Fiir die SSCP-Gel-Elektrophorese wurden zunédchst die Glasplatten mit Methanol gerei-
nigt und dann mit den 0,8 mm-Spacern zusammenmontiert. Dann wurde der Polyacryl-
amid-Gel-Ansatz wie folgt hergestellt: Fiir ein 5 %-PA-Gel wurden 12,5 ml PA-Stock
40 % mit 10 ml 10-fach TBE-Puffer versetzt und der Ansatz ad 100 ml mit H,O aufgefiillt.
Um die Polymerisation zu starten, wurden 27 ul Temed und 1 ml Ammoniumperoxid
zugegeben und vorsichtig vermischt, so daf$ sich keine Luftblasen bildeten. Dieser An-
satz wurde mit einer Pipette zwischen die Glasplatten gefiillt und an einem Ende ein 0,8
mm-Kamm aufgesteckt. Nach ca. 10 min war das Gel durchgehirtet. Die Glasplatten
wurden aufrecht in die Gel-Elektrophorese-Kammer eingespannt und die Elektrophore-
sekammern mit 1-fach TBE-Pufferlésung gefiillt. Nun wurden in 0,5 ml Eppendorf-
Rohrchen 7 pl der jeweiligen PCR-Probe mit 3 pl Stop-Solution (enthélt 95 % Formamid)
gemischt und fiir 10 min im Cycler auf 95 °C erhitzt. Nach einer Zeit von 5 min im Eis-
bad wurde der Ansatz im Kiihlraum kurz bei voller Drehzahl herunterzentrifugiert, um
dann sofort in die Gel-Trays geimpft zu werden. Die SSCP wurde bei 3 Watt (10 Volt)

und Raumtemperatur mit Ventilatorkiihlung tiber 12 Stunden laufengelassen.

3.5.2 Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Die Farbung der PA-Gele wurde mit einer Silbernitratfarbung von BioRad (Richmond,

CA, USA) durchgefiihrt. Zunachst wurde das Gel vorsichtig von den Glasplatten gelost
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und in einer flachen Glasschale auf dem Schiittler mit 400 ml Methanol 100 %, 100 ml
Essigsdure 100 % und 500 ml H,O fiir ca. 20 min fixiert. Dann erfolgte eine 10 %ige Etha-
nol-Spiilung fiir ca. 5 min. Die jeweiligen Fliissigkeiten wurden nach jedem Durchgang
vorsichtig abgesaugt. Der Oxidierungsvorgang mit BioRad-Oxidizer (Richmond, CA,
USA) dauerte 10 min, danach wurde das Gel mehrfach gespiilt, bis sich keine gelbliche
Farbung mehr nachweisen liefs. Die eigentliche Silberfirbung erfolgte nun mit BioRad-
Silverstain (Richmond, CA, USA) fiir 20 min. Nach einem weiteren Waschvorgang mit
H,O wurde das Gel mit BioRad-Developer (Richmond, CA, USA) inkubiert, bis die Ban-
den deutlich sichtbar wurden. Dann wurde die Reaktion mit 10 % Essigsdure abge-
stoppt. Nach einer Spiilung mit H,O konnte das Gel zu Dokumentationszwecken in Fo-

lie eingeschweifst werden.

3.6 DNA- Sequenzanalyse

Um die genaue Basenpaarzusammensetzung der Patienten-DNA-Templates zu analy-
sieren, mufite eine Sequenzanalyse nach vorheriger Aufreinigung der PCR-Produkte

durchgefiihrt werden.

3.6.1 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung der PCR-Produkte wurde mittels Centricon 100-Filter nach den An-
gaben des Herstellers Amicon (Beverly, MA, USA) durchgefiihrt. Dazu wurden 40 pl
PCR-Produkt auf die Membran pipettiert, 2 ml H,O dazugegeben, der Ansatz fiir
10 min auf der Ultrazentrifuge L2 65B (Beckmann, Miinchen, Deutschland) bei 3500 rpm
herunterzentrifugiert und der untere Zylinder entleert. Dieser Vorgang wurde dreimal
wiederholt. Dann wurde der Filter umgedreht und das aufgereinigte PCR-Produkt auf
der Ultrazentrifuge L2 65B (Beckmann, Miinchen, Deutschland) bei 4000 rpm tiber 5 min
in ein dafiir vorgesehenes Tube tiberfiihrt. Eine Kontrolle dieses Vorganges wurden
10 ul des gereinigten PCR-Produktes auf einem Agarose-Gel analysiert. Aufgrund der
Bandenstarke setzten wir 10 ul PCR-Produkt in der Sequenzierungs-PCR ein.
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3.6.2 Sequenzierungs-PCR

Die Sequenzierungs-PCR wurde mit Big-Dye-Terminator nach den Angaben des Her-
stellers ABI-Prism (PE Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) durchgefiihrt. Zur
Optimierung der Ergebnisse wurde zusétzlich halfTerm Sequencing Reagent (GENPAK
Ltd., Brighton, Grofibritannien) angewendet. Das Pipettierschema blieb bei allen drei

Exons gleich:

je 10 ul PCR-Produkt
2,5 ul Big-Dye-Terminator
5,5 ul halfTerm Sequencing Reagent
1 ul H,O
und 1 ul Primer (zunédchst nur der Upper-Primer, nur zu Kontroll-

zwecken wurde der Anti-Sense-Strang amplifiziert).

Das Cycler-Programm wurde wie folgt programmiert:

1. 30 sec bei 96 °C
2. 15 sec bei 50 °C
3. 4 min bei 60 °C
4. 25 Zyklen

5. 5 min bei 4 °C
6. End

Um Kondensationsvorgéinge zu unterbinden, wurde jedem Reaktionsansatz ein Trop-

fen Mineralol zugesetzt.

3.6.3 Alkoholische DNA-Fillung

Zur Optimierung der Sequenzierung wurden die PCR-Produkte einer alkoholischen
Fallungsreaktion unterzogen. Dazu wurden 20 pul PCR-Produkt mit 80 ul H,O und 100 pl

Phenolchloroform durch vortexen gemischt und fiir 10 min auf der Ultrazentrifuge L2
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65B (Beckmann, Miinchen, Deutschland) bei 13 000 rpm herunterzentrifugiert. Die wéss-
rige Phase wurde abgezogen und in ein neues Eppendorf-Tube tiberfiihrt. Dieser Vor-
gang wurde noch zweimal wiederholt. Dann wurde die wéssrige Phase mit 250 pl
100 %igem Ethanol und 3 ul Na-Acetat 0,3 M versetzt. Nach einem weiteren Misch- und
Zentrifugiervorgang schlofs sich ein Waschvorgang des Pellets mit 70 %igem Ethanol

an. Anschlieffend wurde die Probe an der Luft getrocknet.

3.7 Restriktionsverdau von PCR-Produkten

Um im Exon 11 in der Sequenzierung aufgefallenen Basenaustausch bei drei Patienten-
proben ndher zu untersuchen, wurde im Programm ”Analyse and Complign” im Pro-
grammpaket “Mac Molly Tetra” ein Restriktionsenzym gefunden, das “mutationssensi-
bel” an genau der fraglichen Stelle schneiden wiirde. Wir verwendeten das Enzym
"Mbo 1”, das die Sequenz “AGATC” erkennt. Der Restriktionsverdau wurde wie folgt
pipettiert:

8 ul PCR-Produkt
1uMbO1
1 ul NE Buffer Nr. 3.

Dieser Ansatz wurde fiir 2 h im Heizblock bei 37 °C inkubiert. Die Kontrolle erfolgte auf
einem 3,5 % Nusieve-Agarose-Gel (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland). Als
Standard wurden 10 bp- und 100 bp-Ladder verwendet, als Gegenkontrolle wurden

unverdaute Patientenproben aufgetragen.
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4 Ergebnisse

Wir untersuchten 65 Patienten, die an einer Thrombophilie leiden. Unter den untersuch-
ten Patienten waren 35 Frauen und 30 Manner im Alter zwischen 6 Monaten und 78 Jah-
ren mit einem Median von 37 Jahren. Die labordiagnostische Abklarung ergab, dafs die
Faktor V-Leiden-Mutation als Ursache einer Thrombophilie in homozygoter Form bei
6 Patienten und in heterozygoter Form 16 Patienten vorlag. Die Werte fiir die APC-
Resistenz lagen zwischen 1,4 und 3,7 mit einem Median von 2,1, die Faktor VIII-
Aktivitat ergab Werte zwischen 63 % und 350 % mit einem Median von 165 %, und die
aPTT lag bei den untersuchten Patienten zwischen 24 Sekunden und 50 Sekunden mit
einem Median von 32 Sekunden (siehe Abbildung 7).

Gesamt
(65 Patienten) d= 30 ? =35

Alter (Jahre) 0,5-78 0,5-78 0,5-75

Median 37 36 37
Faktor V Leiden

keine 43 17 26

homozygot 6 4 2

heterozygot 16 9 7
APC-Resistenz 1,4-3,7 1,6 -3,6 1,4-3,0

Median 2,1 2,1 2,2
Faktor VIII Aktivitdt 63% -350% 63%-350% 95% - 300%

Median 165 % 174% 140%
aPTT (sec.) 24 - 50 28 - 42 24 - 50

Median 32 33 32

Abbildung 7: Patienten-Charakteristika

Einige Patienten zeigten subnormale bis niedrige Protein C- und Protein S-
Konzentrationen, vereinzelt ergab sich eine Dysfibrinogendmie und einmal ein AT III-
Mangel als mogliche Ursache. Bei einem Grofsteil der Patienten lief sich keine Ursache
und bei einigen eine pathologische APC-Resistenz ohne Faktor V-Leiden-Mutation
nachweisen. Dieses sehr gemischte Kollektiv wurde neben den {iiblichen Thrombophilie-

Routine-Untersuchungen auch auf das Vorliegen einer Faktor VIII-Mutation untersucht.
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Um sich ein Bild {iber mogliche Normvarianten oder Polymorphismen zu machen, ha-
ben wir aus 102 Normalproben die jeweiligen Exons amplifiziert und mittels SSCP-Gel-
Elektrophorese auf ihr Laufverhalten tiberpriift. Es zeigte sich, dafs bei 102 Normalper-
sonen in der SSCP in allen drei untersuchten Exons keine Unterschiede im Laufverhalten

nachzuweisen waren.
Exon 19 (APC-Bindungsstelle)

mwaiﬂ@yw

]

Exon 11 (APC-Schnittstelle Arg®?)

o g i 0 8 e R

Exon 8 (APC-Schnittstelle Arg®®)

Abbildung 8: SSCP-Gel-Elektrophorese der Normalproben

In der anschlieflend durchgefiihrten SSCP-Gel-Elektrophorese mit den Proben der Pati-
enten zeigte sich nur in einem Falle (Exon 19 Patient Nr.9) eine Unregelmafligkeit im

Laufverhalten, die bei der Sequenzierung kein Korrelat aufwies.
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Abbildung 9: SSCP-Gel-Elektrophorese der APC-Bindungsstelle im Exon 19
(Der Pfeil markiert Patientenprobe Nr. 9)

Bei allen anderen Patienten lief3 sich in allen drei Exons mittels SSCP-Gel-Elektrophorese

keine Anderung im Laufverhalten im Vergleich zu den Kontrollproben aufzeigen.
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Abbildung 10: Patienten-SSCP-Gel-Elektrophorese der APC-Bindungsstelle im Exon 19
(N8 zeigt die Kontrolle)

45 - 55

Abbildung 11: Patienten-SSCP-Gel-Elektrophorese der APC-Bindungsstelle Arg®? im Exon 11
(Die beiden Pfeile markieren in Exon 11 Patientenproben Nr. 53 und 55, die sich

in der anschlieBenden Sequenzanalyse nicht einheitlich darstellten.)

|53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63|

Abbildung 11: Patienten-SSCP-Gel-Elektrophorese der APC-Bindungsstelle Arg®® im Exon 8/9
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Ergebnisse

Da die Sensitivitdt der SSCP-Gel-Elektrophorese bei Fragmenten < 200 bp zwischen
80 % und 90 % liegen, bei grofieren Fragmenten jedoch geringer ist (Dianzani et al.
1993), fithrten wir als definitiven Ausschlufi einer Mutation eine Sequenzanalyse mittels
Dye-Terminator-Sequencing-Kit der Patienten-DNA durch.

In der Sequenzanalyse zeigte sich in 3 Fallen im APC-Schnittstellen-Exon 11 ein Basen-
austausch im Vergleich zur Normalsequenz (Exon 11 Patient Nr. 25, 33 und 55), die in
der vorangegangenen SSCP-Gel-Elektrophorese keine Unterschiede im Laufverhalten
aufwiesen (siehe Abbildung 11).

P 54

P53

P55

Abbildung 13: Auffallige Sequenzergebnisse im Exon 11 (Patient 54 ist ein Beispiel flr die

Normalsequenz, Patient 25, 53 und 55 zeigen mit Pfeilen markierte Auffélligkeiten).
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P 0 PP 00 F P

z o

g  Patienten-

§ Proban nach urivardmuls
Vierday F‘GFI-Pm{!ui-clg'

P-

7 1 bp 55 50 bp 53 57

Mbal Mbal Mbal
Bibp Eibp *5":“:1 Tobp
Wildtyp P—AGATC i

Mbol Mbol
135bp #:-n:-p \If Tobp
Mutation l—AAATC /

Abbildung 14: Restriktionsverdau mit Mbo | in der APC-Schnittstelle im Exon 11

Wir fiihrten zur Verifizierung einen mutationssensiblen Restriktionsverdau mit Mbo I
durch und kontrollierten das Ergebnis mit einer 3,5 %-Nusieve-Gel-Elektrophorese. Je-
doch weder im Restriktionsverdau noch in der Kontroll-Antisense-Strang-Sequen-
zierung lief3 sich das Ergebnis reproduzieren.

Ansonsten konnten wir sowohl in den beiden APC-Schnittstellen in Exon 8/9 und Exon
11 als auch an der APC-Bindungssstelle in Exon 19 in den 65 Patientenproben keine Mu-
tation nachweisen. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 15, 16 und 17 zusammenge-

stellt.
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Ergebnisse

Arg Met
i1
T-P 1 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 2 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 3 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 4 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 5 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 6 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 7 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 8 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 9 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 10 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 11 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 12 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 13 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 14 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 15 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 16 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 17 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 18 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 19 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 20 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 21 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 22 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 23 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 24 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 25 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 26 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 27 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 28 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 29 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 30 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 31 1 GAGGAACCCCAACTANCGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 32 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 33 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 34 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGAGGATCTTACTGAT
T-P 35 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 36 1 GAGGAACCCCAACTANCGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 37 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 38 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 39 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 40 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 41 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 42 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 43 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 44 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 45 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 46 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 47 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 48 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 49 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 50 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 51 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 52 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 53 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 54 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 55 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 56 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 57 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 58 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 59 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 60 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 61 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 62 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 63 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 64 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
T-P 65 1 GAGGAACCCCAACTACGAATGRAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT

Abbildung 15: Sequenzergebnisse der APC-Schnittstelle im Exon 8/9 (Patient 1-65)
(rot markiert ist das Arg®**® der APC-Schnittstelle)
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Ergebnisse

AsnMet Glu Arg AspLeu Ala SerGly Leu lle Gly Pro LeuLeu lle Cys Tyr Lys Glu Ser Val Asp Glu|Arg Gly|Asn
L I e O e Y e Y O O O e e O e O O Y e I s O o O s I e O e O v O Y v O e A O s | v N Y |
Consensus TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
Fk8/11 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 01 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 02 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 03 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 04 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 05 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 06 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 07 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 08 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 09 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 10 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 11 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 12 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 13 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 14 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 15 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 16 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 17 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 18 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 19 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 20 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 21 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 22 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 23 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 24 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 25 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 26 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 27 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 28 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 29 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 30 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 31 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 32 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 33 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 34 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 35 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 36 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 37 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 38 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 39 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 40 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 41 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 42 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 43 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 44 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 45 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 46 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 47 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 48 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 49 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 50 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 51 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 52 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 53 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 54 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 55 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 56 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 57 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 58 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 59 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 60 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 61 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 62 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 63 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAARGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 64 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA
H-P 65 TAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCANAGAGGARACCA

Abbildung 16: Sequenzergebnisse der APC-Schnittstelle im Exon 11
(rot markiert ist das Arg>®? der APC-Schnittstelle)
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Consensus CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
Fak.8 Exo CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 01 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 02 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 03 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 04 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 05 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 06 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 07 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 08 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 09 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 10 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 11 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 12 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 13 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 14 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 15 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 16 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 17 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 18 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 19 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 20 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 21 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 22 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 23 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 24 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 25 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 26 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 27 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 28 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 29 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 30 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 31 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 32 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 33 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 34 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 35 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 36 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 37 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 38 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 39 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 40 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 41 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 42 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 43 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 44 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 45 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 46 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 47 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 48 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 49 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 50 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 51 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 52 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 53 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 54 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 55 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 56 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 57 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 58 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 59 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 60 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 61 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 62 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 63 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 64 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC
M-P 65 CTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTAC

Abbildung 17: Sequenzergebnisse der APC-Bindungsstelle im Exon 19
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5 Diskussion

Seit der ersten Publikation durch Dahlbéck et al. (1993) wurde der Zusammenhang zwi-

schen einer pathologischen Resistenz gegen das akivierte Protein C (APC-Resistenz)
und einer erhohten Thromboseneigung in vielen Publikationen bestitigt. In diesen Un-
tersuchungen zeigte sich, daff anndhernd 20 % der Patienten mit einer ersten Episode
thromboembolischer Erkrankungen eine pathologisch erhdhte APC-Resistenz aufwie-
sen. Diese Zahl war weitaus hoher, wenn besonders schwere Verldufe oder familidre
Héufungen vorlagen.

In den meisten Fillen wurde iiber die Faktor V Q°* -Mutation als erbliche Ursache die-
ser APC-Resistenz berichtet (Dahlback 1995). Die Arbeitsgruppe um Bertina et al. identi-
fizierte den Basenaustausch G > A an der Position 1691, der zu einem Aminosiaureaus-
tausch Glutamin statt Arginin fiihrt (Bertina 1994). Mit dieser Mutation geht der Verlust
einer APC-Schnittstelle einher. Daraus ergibt sich eine mangelhafte Inaktivierung des
Gerinnungsfaktor V (Dahlbédck 1994). Die meisten der Patienten mit einer Thrombose-
neigung weisen die Faktor V Q°* -Mutation auf und haben eine pathologische APC-
Resistenz. Jedoch schdtzungsweise 5-10 % der Patienten mit einer pathologischen APC-
Resistenz weisen diese Mutation nicht auf (Hooper et al. 1997).

Auch andere Faktoren pradisponieren fiir eine Thrombose. So wurde ein Zusammen-
hang zwischen erhohter Faktor VIII-Konzentration und Thromboseneigung hergestellt
(Koster et al. 1995, Kamphuisen et al. 2000). Eine mogliche Ursache dafiir wire zum ei-
nen die vermehrte Produktion im Sinne einer “akuten Phase”, zum anderen der ver-
minderte Abbau durch das aktivierte Protein C durch eine Mutation an einer der beiden
Schnittstellen oder der APC-Bindungsstelle. Diese Vermutung liegt nahe, da genau die-
ser Mechanismus fiir den mangelhaften Abbau des aktivierten Gerinnungsfaktor V im
Falle einer Faktor V-Leiden-Mutation nachgewiesen wurde (Dahlbédck 1995).

Zwischen dem Gerinnungsfaktor V und dem Gerinnungsfaktor VIII gibt es Analogien.
Neben dem dhnlichen Aufbau seitens der Domédnenstruktur (Vehar et al. 1984) fungie-
ren beide in der Koagulation als Cofaktoren der Aktivierung von Faktor X bzw.
Prothrombin. Beide werden durch das aktivierte Protein C, einer Vitamin K-abhdngigen
Serinprotease, inaktiviert. Das aktivierte Protein C inaktiviert den aktivierten Faktor

VIII durch proteolytische Spaltung an den Aminosduren Arginin ** und Arginin °°
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(Fay et al. 1991). Die primére Inaktivierung durch APC wird durch die Spaltung an

2 6

Aminosdure Arginin ** erreicht, wihrend die Spaltung am Arginin ** nicht nur dem
APC vorbehalten ist, sondern auch Faktor IXa, Faktor Xa und Thrombin (Eaton et al.
1986). Analog zu der Faktor V Q>* -Mutation, die durch Basenaustausch die APC-
Schnittstelle derart verdndert, so dafd die Inaktivierung durch Protein C und Protein S
unterbunden wird, ist der Ansatz unserer Arbeitshypothese, dafs an den APC-
Schnittstellen des Gerinnungsfaktor VIII eine Mutation zum Verlust derselben und so-
mit zu einer APC-Resistenz fiihren konnte.

Den Zusammenhang zwischen einer erniedrigten APC-Sensivity Ratio (APC-SR) und
erhohtem Faktor VIII stellte C. Henkens (1995) heraus. Dabei wurden Frauen, die orale
Kontrazeptiva einnahmen, auf ihre APC-Sensivity Ratio, Faktor V:C in %, Faktor VIII:C
in % und die Protein S-Konzentration in % untersucht und die Ergebnisse mit denen von
Frauen ohne orale Kontrazeption und denen von Miénnern verglichen. Dabei zeigte
sich, dafs unter der Einahme von oralen Kontrazeptiva die APC-Sensivity Ratio, die Fak-
tor V:C-Aktivitat und die Protein S-Konzentration sank, wihrend die Faktor VIII:C-
Aktivitat stieg. Nach statistischen Auswertungen der Ergebnisse zeigte sich, dafy das
Absinken der APC-Sensivity Ratio unter oraler Kontrazeption nur partiell durch den
Anstieg der Faktor VIII:C-Aktivitat erklart werden kann. Der Effekt von Faktor VIII auf
die APC-SR wurde durch ein in-vitro Experiment bestitigt, bei dem die APC-SR bei vier
gesunden Kontrollproben und einem Plasmapool vor und nach Zugabe von gereinig-
tem Faktor VIII-Konzentrat gemessen wurde. Die APC-SR erreichten weit niedrigere
Werte, als vorher im Labor berechnet wurde. Ebenso sank die aPPT bei diesem Experi-
ment in den unteren Normbereich. Welcher genaue Mechanismus zwischen Faktor
VIII:C-Aktivitat und APC-SR wirksam ist, ist zur Zeit noch nicht restlos geklart. Es wird
jedoch eine gestorte Balance zwischen dem Faktor VIII und seinem Inhibitor Protein C
vermutet, da bei diesem Test eine begrenzte Menge an APC eingesetzt wurde. Die Re-
sultate legen eine Vorsichtnahme bei der Interpretation der APC-SR mittels Coatest®
APC-resistance kit (Chromogenix) bei erhohter Faktor VIII:C-Aktivitit nahe. In der
Arbeit von M. Laffan et al. (1996) wurden von 266 Patienten mit Thrombosen 44 Patien-
ten mit pathologischer APC-SR identifiziert, von denen 17 Patienten keine Faktor V Q°*
-Mutation in homo- oder heterozygoter Form aufwiesen. Bei 7 von 17 Patienten war
das Vorliegen von Lupusantikoagulantien als mogliche Ursache der pathologischen

APC-SR heranzuziehen. Bei den verbleibenden 10 Patienten lagen in 9 Féllen erhohte
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Faktor VIII-Konzentrationen vor. Die Arbeitsgruppe wies in Normalplasmaproben und
bei Patienten mit Venookklusion nach, dafs erhohte Faktor VIII-Konzentrationen zum
Teil mit einer pathologisch erniedrigten APC-SR und einer verkiirzten aPTT einherge-
hen. Laffan und Manning legen die Vermutung nahe, daf} eine pathologisch verdnderte
APC-SR aus verschiedenen Griinden resultiert und als solche als moglicher Risikofaktor
fiir eine erhohte Thromboseneigung gelten kann.

Vorstellbar wiére, dafs eine mangelhafte APC-Inaktivierung zu einer erhohten Faktor
VIII-Konzentration fiihrt. Jedoch z&hlt der Faktor VIII auch zu den sogenannten “akute
Phase-Proteinen”, die bei Entziindungen, Trauma, postoperativ, bei Lebererkrankun-
gen, Gefdflerkrankungen, Tumoren, nach Einnahme von Ovulationshemmern, in der
zweiten Halfte der Graviditdt und nach korperlichem und psychischem StrefS um ein
Vielfaches der Norm unspezifisch erhoht sein konnen (Barthels et al. 1993). Auf der an-
deren Seite scheint die Erhohung des Faktor VIII fiir sich schon ein Thromboserisiko
darzustellen (Koster et al. 1995). Auch liefSen sich in vitro in einem Fall bei erhéhten Fak-
tor VIII-Werten pathologische APC-Resistenz-Testungen reproduzieren (Laffan et al.
1996). Zoller et al. (1994) haben herausgefunden, dafs 3 von 50 Familien mit APC-
Resistenz keine Faktor V-Leiden-Mutation aufwiesen und nur in zwei Féllen Anticardio-
lipinantikorper als mogliche Ursache der APC-Resistenz in Frage kommen. Neben der
Annahme, daff Thrombophilie ein multifaktorielles Geschehen ist, konnte dies ein Hin-
weis auf das Vorliegen einer Faktor VIII-Mutation als eine der Ursachen dieses Phano-
mens sein.

Es ist bereits bekannt, dafs Mutationen im Faktor VIII-Gen vorliegen kénnen. Jedoch ist
bislang das Vorliegen von Mutationen im Gerinnungsfaktor VIII mit einer verminder-
ten Funktion als Blutungsneigung im Sinne einer Hamophilie verkniipft gewesen. Eine
Form der schweren Hamophilie A beruht auf einer "Nonsense-Mutation” an der Ami-
nosdure Arginin **°. Diese Tatsache beweist, daf an dieser Stelle Mutationen vorliegen
konnen (Tuddenham et al. 1994).

Um diesen Nachweis zu erbringen, haben wir 65 Thrombophilie-Patienten in unsere
Untersuchung eingeschlossen, die wir mit einer Screening-Methode auf das mogliche
Vorliegen einer Mutation an den zwei APC-Schnittstellen und der APC-Bindungsstelle
untersuchten.

Die gangigen Methoden der Mutationsanalytik lassen sich in zwei Kategorien untertei-

len. Die erste Kategorie umfafst Screening-Methoden, mit denen eine grofie Anzahl von
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Proben auf das Vorliegen einer oder mehrerer Mutationen untersucht werden kénnen,
wihrend die zweite Kategorie den exakteren Nachweis einer bekannten Mutation er-
bringt. Auf der Suche nach unbekannten Mutationen sind die unter der ersten Kategorie
genannten die Methoden der Wahl, wobei entscheidend ist, welcher Arbeitsaufwand fiir
welche Sensitivitdt in Kauf genommen werden sollte. Als Beispiele der ersten Kategorie
sind zum Beispiel die denaturierende Gradient Gel-Elektrophorese (DGGE) bzw. Tem-
peratur Gradient Gel-Elektrophorese (TGGE), Heteroduplex Methode (HET), Single
Strand Conformation Polymorphism (SSCP) und Chemical cleavage of mismatch
(CCM) zu diskutieren.

Bei der DGGE bzw. TGGE wird doppelstrangige DNA mittels Gel-Elektrophorese {iber
einen ansteigenden Gradienten an denaturierendem Agens (z.B. Urea oder Formamid)
oder einen ansteigenden Temperaturgradienten je nach spezifischer Schmelztemperatur
aufgetrennt, wobei der Schmelztemperaturunterschied zwischen Homoduplizes und
Heteroduplizes, also einem Gemisch aus Wildtype- und Mutanten-DNA, von 1 °C auf
bis zu 6 °C ansteigen kann und somit anndhernd 100 % der Mutationen nachgewiesen
werden kénnen (Ubersicht bei Wagener et al. 1997). Die spezifischen Schmelztempera-
turen hingen von der Basensequenz ab. Bei der Heteroduplex-Methode wird dieses
Gemisch von Wildtype- und Mutanten-DNA auf ein nicht-denaturierendes Gel aufge-
bracht. Im Falle einer Mutation passen Wildtyp- und Mutantenstrang nicht exakt zu-
sammen und koénnen aufgrund unterschiedlicher Laufbedingungen mit einer Sensitivi-
tat von 80 % detektiert werden.

Die SSCP macht sich ein dhnliches Prinzip zu eigen. Einzelstrang-DNA-Templates wer-
den auf ein nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen. Diese Einzelstrange
lagern sich im Gel je nach Basensequenz in ihrer spezifischen Sekundarstruktur zusam-
men und ergeben Unterschiede im Laufverhalten. Die besten Ergebnisse werden bei
Fragmentgrofien um die 150 bis 200 Basenpaaren erzielt und somit lassen sich 80 bis
90 % der Mutationen nachweisen (Sheffield et al. 1993).

Die Chemical Cleavage Methode vermag falsch gepaarte Heteroduplizes zu spalten und
zu markieren. So detektiert Hydroxylamin fehlgepaarte Cytosinreste und Osmium-
Tetroxid fehlgepaarte Thyminreste. Die Heteroduplizes werden mit Piperidin an den
markierten Stellen gespalten und das Ergebnis auch hier mit Gel-Elektrophorese doku-
mentiert. Die Sensitivitat liegt in etwa bei 80% (Dianzani et al. 1993). Fiir die genauere

Analytik der gefundenen Auffélligkeiten sollte sich bei jeder der oben genannten Me-
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thoden eine Sequenzierung anschlieflen, um falsche Interpretationen zu vermeiden, da
alle Methoden rein subjektiv und durch visuelle Beurteilung der Gel-Elektrophorese
ohne die Moglichkeit der Standardisierung ausgewertet werden.

Fiir die Untersuchung des Faktor VIII-Gens bei Thrombophilie-Patientinnen und
-Patienten in drei verschiedenen Exons entschieden wir uns fiir die Durchfithrung der
SSCP als Screening-Methode, weil diese Methode eine Sensitivitdt von 80 bis 90 % vor-
weist, unsere zu untersuchenden Fragmente zwischen 150 und 300 Basenpaaren grofs
sind und die SSCP eine relativ leicht durchzufiihrende Methode ist (Ubersicht bei Wage-
ner et al. 1997, Cotton et al. 1993, Sheffield et al. 1993). Wir entwickelten fiir jedes Exon,
die zwei APC-Schnittstellen und das Bindungsexon ein PCR-Assay und definierten fiir
jedes Exon unter verschiedenen Variablen die besten Gel- und Laufbedingungen. Dabei
variierten wir mit der Polyacrylamidkonzentration, mit oder ohne Glycerinzusatz, der
Laufzeit und -geschwindigkeit, Raumtemperatur oder 4 °C und wéhlten so die jeweilig
optimalen Gel- und Laufbedingungen. Zur Kontrolle von Wildtyp und Mutation wur-
den zundchst 102 Normalproben gesunder Probanden untersucht, die sich homogen als
unauffillig in ihrem Laufverhalten darstellten und lieffen auf jedem Gel eine Normal-
probe mitlaufen. Um die Ergebnisse der SSCP zu interpretieren und zu dokumentieren,
tiihrten wir bei auffdlligen Proben (Exon 19-Patient Nr. 9) eine Sequenzanalyse durch.
Da die Sensitivitdt der SSCP jedoch nur bei 80 bis 90 % liegt und wir in der SSCP nur in
einem Fall ein auffélliges Laufverhalten dokumentieren konnten, entschieden wir uns,
bei allen 65 Patienten in allen drei Exons eine Sequenzanalyse durchzufiihren. Fiir die in
der Sequenzierung auffillig gewordenen Patientenproben (Exon 11-Patient Nr. 53, Exon
11-Patient Nr. 55) schlossen wir einen “mutationssensiblen” Restriktionsverdau und
eine Gegenstrangsequenzierung als zusdtzliche Untersuchungen an. Doch liefd sich in
den angeschlossenen Untersuchungen in keinem der Félle eine Mutation nachweisen.
Zu dem Zeitpunkt als wir die Analyse der Patienten-DNA-Proben durchfiihrten, gab es
in der Literatur noch keine Angaben zu weiteren Untersuchungen am Faktor VIII-Gen
im Sinne einer APC-Resistenz an den APC-Schnittstellen in Exon 8/ 9 und Exon 11 und
der APC-Bindungsstelle in Exon 19. Im Laufe der Zeit wurden mehrere Untersuchungen
zu diesem Thema publiziert. So untersuchte die Arbeitsgruppe J. Roelse et al. (1995) die
APC-Schnittstellen am Arginin ** und am Arginin ** des Faktor VIII-Gen an 125 Patien-
ten mit einmaligen oder wiederholten thromboembolischen Ereignissen. Die Arbeits-

gruppe erarbeitete fiir jede der beide Schnittstellen einen Assay, in dem jeweils ein Ziel
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6

fiir ein spezifisches Restriktionsenzym generiert wurde. Fiir das Arginin ** wurde eine

Zielsequenz fiir Taq I und Rsa I sowie fiir das Arginin **

eine Zielsequenz fiir Mbo 1II
geschaffen. Das Einfiigen von Schnittstellen ermoglicht einen mutationssensiblen Ver-
dau der beiden APC-Schnittstellen, um so ein Screening der 125 Patienten auf eine mog-
liche Mutation an diesen Stellen zu ermdglichen. Der nachfolgende Verdau der Patien-
ten-DNA ergab jedoch keinen Hinweis auf das Vorliegen einer Mutation an diesen Stel-
len.

Die Arbeitsgruppe Bokarewa et al. (1997) veroffentlichte eine Studie, in der 74 Frauen
mit thromboembolischem Geschehen in der Vorgeschichte mit einem aPTT- und einem
Faktor IXa-Faktor X- basierenden Assay auf eine APC-Resistenz untersucht wurden.
Davon waren 40 Patientinnen in dem aPTT-Assay und 35 in dem Faktor IXa-Faktor X-
Assay positiv, 23 davon in beiden Assays. 22 Patientinnen hatten eine normale APC-SR.

6

Alle 74 Patientinnen wurden nach PCR-Amplifizierung am Arginin ** und Arginin *°°

des Faktor V und am Arginin "’ des Faktor VIII mittels Restriktionsenzymverdau un-

% und

tersucht. 29 Patientinnen wurden nach PCR-Amplifikation am Arginin
Arginin *” des Faktor V und am Arginin ** und Arginin ** des Faktor VIII mittels Se-
quenzanalyse untersucht. 43 Patientinnen trugen die Faktor V Q** -Mutation. Sonst lief
sich in keinem Fall eine Mutation oder ein Polymorphismus nachweisen.

Hooper et al. (1998) veroffentlichte seine Ergebnisse zu einer Studie iiber die Abwesen-
heit von Mutationen an den APC-Schnittstellen Arginin ** des Faktor V und Arginin **°
und Arginin *** des Faktor VIII bei Afro-Amerikanern und den beiden APC-
Bindungsstellen fiir Faktor V (Codon 1865 bis Codon 1873) und fiir Faktor VIII (Codon
2007 bis Codon 2015 = Exon 19) durch direkte Sequenzanalyse. Das Resultat ist, dafs un-
ter 32 Afro-Amerikanern mit Thrombose und 18 Afro-Amerikanern ohne Thrombose
in der Vorgeschichte keine Mutationen in den APC-Bindungsstellen und APC-
Schnittstellen des Gerinnungsfaktor V und des Gerinnungsfaktor VIII zu finden war.
Eine weitere Arbeit zu der Mutationsanalytik im Faktor VIII-Gen in den APC-
Schnittstellenexons im Sinne einer APC-Resistenz veroffentlichte die Arbeitsgruppe
Amano et al. (1998). Diese Arbeitsgruppe generierte drei Faktor VIII-Mutations-
varianten in COS 1 Affenzellen. Eine Mutation befand sich am Arginin *** (R336I), eine
weitere am Arginin *? (R562K) des Faktor VIII und eine Doppelmutation am Arginin **°

und Arginin ** (R3361/R562K) des Faktor VIII. Die nachfolgende APC-Resistenztestung

ergab, dafl die R336-Mutante am Arginin ** resistent war fiir eine APC-vermittelte
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Spaltung, jedoch am Arginin *** sensibel fiir die APC-vermittelte Spaltung. Die R562K-

¥ gensibel, jedoch am Arginin *** resistent fiir die APC-

Mutante war am Arginin
vermittelte Spaltung. Die Doppelmutante zeigte sich relativ resistent am Arginin *** und
vollstandig resistent am Arginin °** fiir die APC-vermittelte Spaltung. Es wurde festge-
stellt, dafd es keine spezielle Reihenfolge gibt, nach der der Faktor VIII gespalten wird.
Die Funktionstestung ergab, daf3 die beiden Einzelmutanten langsamer als normal aber
vollstdndig inaktiviert wurden. Nur die Doppelmutante zeigte sich komplett resistent
gegen die APC-vermittelte Spaltung und wies eine erniedrigte APC-SR auf. Dies legt die
Vermutung nahe, dafs die APC-SR nicht geeignet ist, um eine einzelne Mutation im
Faktor VIII-Gen zu detektieren. Ebenso liefSe sich daraus schliefSen, dafs die APC-
vermittelte Spaltung an jeweils einer der beiden Schnittstellen den Faktor VIII nur par-
tiell inaktiviert.

Eine aktuelle Untersuchung zu diesem Thema wurde von der Arbeitsgruppe Kamphui-
sen et al. (2000) veroffentlicht. Dort wurde festgestellt, dafd eine Faktor VIII-Aktivitat/
bzw. -Antigen > 150 IU/dl ein 5- bis 6-fach erhohtes Thromboserisiko birgt und dafs
diese hohen Konzentrationen bei 25 % der Patienten mit einem ersten thromboemboli-
schen Ereignis zu finden ist im Vergleich zu 11 % in der Kontrollgruppe. Eine Korrela-
tion ergab, dafs sowohl der von-Willebrand-Faktor als auch die Blutgruppe wichtige
Determinanten dafiir sind. In der vorliegenden Studie wurden 12 grofse Familien mit
Thrombophilie und erhohtem Faktor VIII-Antigen untersucht. 58 Verwandte hatten
Faktor VIII-Konzentrationen > 150 IU/d1 (32 %) und 50 Verwandte hatte nicht die Blut-
gruppe 0. Bei der Korrelation zeigte sich, daf$ die erhéhten Faktor VIII-Konzentrationen
unter Schwestern (P= 0,003), unter Briidern (P= 0,003), unter Schwestern und Briidern
(P< 0,001) und unter Miittern und Sohnen (P= 0,02) assoziiert sind. Unter Vatern und
Tochtern und unter Vitern und Séhnen ergab sich jedoch keine signifikante Korrelati-
on. Die Interpretation der Testergebnisse legt den Schluff nahe, dafs hohe Faktor VIII-
Antigen-Konzentrationen ein Risikofaktor fiir Thrombosen und ein familidr gehauft
auftretendes Phanomen darstellen, das anders als die Blutgruppe vererbt wird.

In der aktuellsten Arbeit von R. Bertina aus Leiden (2001) finden wir eine tabellarische
Zusammenstellung von 34 Einzelnukleotidpolymorphismen, die im Rahmen der
Thrombophilieforschung in den Proteinen der Gerinnungskaskade gefunden wurden.
Sie betreffen insgesamt 23 Proteine des Gerinnungsmechanismus, jedoch befindet sich

im Gerinnungsfaktor VIII in diesem Zusammenhang kein solcher Polymorphismus.
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Dabei ist seit langem bekannt, dafs Mutationen im Gerinnungsfaktor VIII vorhanden
sind, die dann zu einer Himophilie fithren kénnen.

Erstmalig wurden in der vorliegenden Arbeit molekularbiologische Untersuchungen
der APC-Bindungsstelle im Faktor VIII-Gen bei Kaukasiern mit Thrombophilie durchge-
fiihrt. Auch diese Untersuchungen ergaben keinen Hinweis auf das Vorliegen einer Mu-
tation oder eines Polymorphismus an diesen Stellen als mogliche Ursachen einer APC-
Resistenz mit konsekutiver Thromboseneigung bei den von uns untersuchten 65 Patien-
ten. Fiir die beschriebenen Faktor-VIII-Erhohungen bei Trombophilie-Patienten scheint
somit ein anderer Mechanismus verantwortlich zu sein, der zur Zeit noch nicht geklart

ist.
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6 Zusammenfassung

Die Resistenz gegen das aktivierte Protein C (APC) ist eine weitverbreitete Ursache ei-
ner hereditiren Thrombophilie. Diese Mutation im aktivierten Gerinnungsfaktor V ver-
hindert eine durch das aktivierte Protein C vermittelte Inaktivierung und erh6éht somit
das Thromboserisiko. Jedoch gibt es einige Félle einer Resistenz gegen das aktivierte
Protein C, bei denen keine Faktor V Q> -Mutation vorliegt. Da sowohl Faktor V als
auch Faktor VIII via APC inaktiviert werden, konnte in diesen Fallen eine Mutation im
Faktor VIII-Gen vorliegen. Auch sind in der Literatur erhohte Faktor VIII-
Konzentrationen und Faktor VIII-Antigen-Werte mit einer erhohten Thrombosenei-
gung verkniipft. Wir untersuchten von 65 Patienten, die sich zur Abkldrung einer
Thromboseneigung in der Gerinnungsambulanz des Universitatskrankenhauses Ep-
pendorf in Hamburg vorstellten, neben den Routineuntersuchungen auf das mogliche
Vorliegen einer Mutation in den beiden APC-Schnittstellen, Arginin *** und Arginin **.
Zusatzlich untersuchten wir erstmalig bei allen 65 Patienten mit Thrombophilie das
APC-Bindungsexon 19 auf das mogliche Vorliegen einer Mutation. Wir fiihrten zundchst
nach einer PCR-Amplifikation der entsprechenden Exons eine SSCP-Gelelektrophorese
als Screening-Methode durch, in der jedoch keine Laufunterschiede im Vergleich zu 102
Kontrollproben zu verzeichnen waren. Daraufhin fiithrten wir an allen Patientenproben
eine Sequenzanalyse durch, die jedoch auch keine Mutationen oder Polymorphismen
detektierte. Es 1463t sich auf Grundlage dieser Untersuchung nicht ausschlieflen, daf} eine
Mutation im Faktor VIII-Gen fiir eine APC-Resistenz verantwortlich sein konnte, jedoch
konnten wir bei den 65 Patienten in den drei untersuchten Exons keine Mutationen

nachweisen.
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