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Arbeitsgruppe Molekulare Himostaseologie

Die Arbeitsgruppe Molekulare
Hamostaseologie wurde im Oktober
2001 am Institut fir Transfusions-
medizin und Immunhdamatologie in
Frankfurt eingerichtet und untersucht
seitdem verschiedenste Aspekte
erblicher Gerinnungsstérungen. Sie
erganzt in ihrem Spektrum komple-
mentar die assoziierten Arbeitsgrup-
pen fur Molekulare Hamostaseologie
am Institut fuir Humangenetik in Wirz-
burg und am Institut fir Experimen-
telle Hamatologie und Transfusions-

medizin in Bonn.

Bei der Blutgerinnung (Hamostase)
handelt es sich um ein komplexes
System, bestehend aus den wesent-
lichen Komponenten Thrombozyten,
GefalBendothel, plasmatische proko-
agulatorische und inhibitorische Ge-
rinnungsfaktoren und dem Fibrinoly-
sesystem. In einem komplexen
Zusammenspiel von tber 70 bisher
bekannten Proteinen mit zahlreichen
regulatorischen Wechselwirkungen
auf unterschiedlichen Ebenen ge-
wahrleistet dieses System einerseits
die FlieB3fahigkeit des Blutes, anderer-
seits aber auch die lokal begrenzte

Blutstillung am Orte einer Verletzung.

Monogene Defekte in diesem Sys-
tem kénnen daher entweder zu einer
verstarkten Blutungsneigung (z. B. Ha-
mophilie) oder zu einem erhohten
Thromboserisiko fiilhren (z.B. Anti-
thrombin III- oder Protein C-Mangel).

Dartiber hinaus gibt es zahlreiche in

der Normalbevolkerung zum Teil
hochfrequente Polymorphismen (z.B.
FV-Leiden Polymorphismus, Prothrom-
bin-20210 Polymorphismus), die in ih-
rer Gesamtheit das Risikoprofil fiir das
Auftreten von komplexen Krankheiten
wie arterielle und venése Throm-
boembolien mitbestimmen (z. B. Herz-
infarkt, Schlaganfall, Thrombose).
Andere Polymorphismen haben Be-
deutung fur Profile zur Vertraglich-
keit/Dosierung von hamostaserelevan-

ten Therapeutika.

In den letzten Jahren hat unsere

Frankfurter Arbeitsgruppe durch
Analyse eines Normalkollektivs von
jungen Blutspendern die genetische
Variabilitat der wichtigsten Gene der
Blutgerinnung untersucht. Aufbau-
end auf den identifizierten geneti-
schen Veranderungen in diesem
Normalkollektiv und unseren Patien-
tenkollektiven werden nun pathophy-
siologische Zusammenhange zur
Blutungsneigung, zur Thrombosenei-
gung und der fur die Behandlung
von Gerinnungsstorungen verwende-
ten therapeutischen Substanzen expe-
rimentell bearbeitet. Forschungs-
schwerpunkte der Arbeitsgruppe
stellen vor allem der Vitamin-K-
Zyklus und die genetischen Mangel-
zustande der Gerinnungsfaktoren
Faktor VIII (klassische Hamophilie A),
Faktor XIII, Faktor VII sowie der In-
hibitoren Antithrombin, Protein C
und Protein S dar. Fur diese GCerin-

nungstorungen haben wir umfang-

reiche Datenbanken zu deren mole-
kulare Ursachen aufgebaut. Im letzten
Jahr gelang der Arbeitsgruppe die
Identifizierung von VKORCI, einem
kleinen Protein des Vitamin-K-Zyklus.
Das VKORCI-Protein stellt den An-
griffspunkt fur die Cumarine (z.B.
Marcumar), einer der weltweit am hau-
figsten fir die Gerinnungshemmung
rezeptierten Medikamente, dar. Die
Projekte werden u.a. von den For-
schungsprogrammen ., Deutsches
Humangenomprojekt”, , Funktionelle
Proteomforschung" und dem nationa-
len Genomforschungsnetz Herz-Kreis-
lauf des BMBF/DLR, der DFG sowie

der Industrie untersttitzt.
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Von der Forschung zur Routinediagnostik

Das Methodensprektrum fir die Er-
forschung genetischer Varianten von
Gerinnungsproteinen und der Diag-
nostik der molekularen Ursachen von
erblichen Cerinnungsstorungen ist
identisch. Daher filhrten unsere wis-
senschaftlichen Aktivitdten mit der
Zeit dazu, dass sich die urspriinglich
auschlieBlich zum Forschungszweck
eingerichtete Arbeitsgruppe mit den
weilteren Standorten in Wirzburg und
Bonn immer mehr zu einem uberre-
gionalen Zentrum fiir die molekular-
genetische Diagnostik von Gerin-
nungsstérungen entwickelt hat. Fur
eine Vielzahl von Genen der Blut-
gerinnung sind inzwischen leistungs-
starke Mutationsscreeningtechniken
etabliert, die eine routinemalBige mo-
lekulare Diagnostik von erblich be-
dingten Gerinnungsstérungen inner-
halb kurzer Zeit ermoglichen. Neben
den klassischen Gerinnungsfaktoren
Faktor I (Fibrinogen) bis Faktor XIII

untersuchen wir auch inhibitorische

Faktoren wie Antithrombin, Protein C
und S, sowie seltene Erkrankungen
wie den Mangel aller Vitamin K-ab-
hangigen Faktoren (VKCFD 1 und 2),
den kombinierten FV/FVIII-Mangel
(LMAN! und MCFD2), den Kininogen-
oder Prakallikrein-Mangel sowie wei-
tere Gene der Blutgerinnung. Ange-
fordert werden diese Untersuchungen
von genetischen Beratungsstellen und
insbesondere von Behandlungsein-
richtungen fir Gerinnungsstérungen,
da die Kenntnis der molekularen Ursa-
che einer Erkrankung haufig eine
wichtige Entscheidungshilfe fur die
Beurteilung des klinischen Verlaufes
und nicht selten auch fur die Therapie
darstellt. Beispiele hiefiir sind die Ab-
hangigkeit der Ausbildung eines Fak-
tor-VIII-Antikérpers von der Art der
Mutation bei der Hamophilie oder
unterschiedliche Therapieentschei-
dungen bel angeborenen versus er-
worbenen Mangelzustanden der Inhi-

bitoren Antithombin, Protein C und

Protein S. Ein weiteres Beispiel, ist die

Untersuchung des VKORC1-Gens aus
dem Vitamin-K-Zyklus bei verringer-
ter Wirksambkeit oder erhéhter Emp-
findlichkeit gegeniiber den Cumari-
nen. Zwischen diesen klinischen
Phanotypen und bestimmten VKORC1-
Genvarianten findet sich eine aul3eror-
dentlich hohe Korrelation, die es dem
Kliniker ermoglicht die verschiedenen
Dosierungen bei seinen Patienten zu
verstehen und dartiber hinaus Neben-

wirkungen, wie z.B. Blutungskompli-

kationen, zu vermeiden.

»Wave“-System (Transgenomics):

Automatisiertes System zum Mutations-Screening mittels
dHPLC (= denaturierende Hochleistungs-Fliissigkeits-
Chromatographie).




Forschungsschwerpunkte

* Genotyp-Phinotyp- Korrelation

in Haimophilie-A-Patienten

Ziel dieses in einem Konsortium mit
Wissenschaftlern aus Munchen, Wiirz-
burg und Bonn bearbeiteten For-
schungsprojektes war die systemati-
schen molekularen Charakterisierung
einer moglichst groBen Zahl von
schweren Hamophilie A-Patienten in
Deutschland und der Verkniipfung
dieser Daten mit klinischen Angaben
z.B. den Krankheitsverldufen der Pa-
tienten. Bisher wurden etwa 2.500
Hamophilie A-Patienten hinsichtlich
der Mutation im F8-Gen untersucht
und hinsichtlich einer Genotyp-Phano-
typkorrelation ausgewertet. Ein sehr
wichtiges Ergebnis unserer Untersu-
chungen war, wie bereits oben er-
wahnt, dass der Typ der Mutation ganz
entscheidend fur das Risiko der Hemm-
korperbildung ist. Diese stellt die
schwerwiegenste und haufigste Kom-
plikation der Hamophiliebehandlung
dar. Etwa 20-30% der Patienten mit
schwerer Hamophilie-Verlaufsform ent-
wickeln einen Hemmkoérper. Wir konn-
ten bisher 11 verschiedene Mutationsty-
penund Subtypen identifizieren, die mit
deutlich verschiedenen Hemmkorper-
risiken einhergehen. Hierbeli reicht das
Hemmbkérperrisiko von nahezu 90 %
bei mehrere Faktor-VIII-Proteindoma-
nen umfassenden Deletionen bis hin zu

nur 3 % bei z. B. Missense-Mutationen.

Des Weiteren werden Art und Ver
teilung der Mutationen im Faktor-VIII-
Gen/Protein ausgewertet, um Hinweise
auf Struktur-/Funktionsbeziehungen

der einzelnen Proteindomaénen, insbe-

sondere der Faktor-VIII-B-Domaéne, zu
erhalten. Die Funktion der B-Doméne
ist weitgehend unbekannt, obwohl sie
etwa 40 % der CroBe des FVIII-Proteins
ausmacht. Falls trotz Direktsequen-
zierung und nachfolgender RNA-Ana-
lytik keine fur dir Erkrankung kausale
Sequenzveranderung im Faktor-VIII-
Gen identifiziert werden kann, muss
eine bislang unbekannte Ursache fiir
die Hamophilie angenommen werden.
Die Sammlung solcher Familien und
deren Untersuchung mittels einer ge-
nomweiten Kopplungsanalyse kénnte
zur Identifizierung neuer, fiir die Hamo-
philie A ursdchlicher Kandidatengene
fithren. Es wird erwartet, dass das Ge-
samtprojekt die Moglichkeiten neuer
Strategien flir die Therapie der Hamo-
philie A erdffnet, insbesondere fiir die
frihzeitige Pravention von Behand-
lungskomplikationen und fiir die Her-
stellung neuer rekombinanter Faktor

VIII-Praparate.

* Molekulare Grundlagen hoher
Faktor-VIlI-Spiegel bei venoser

Thromboembolie

Hohe Faktor VIII-Spiegel wurden in
den letzten Jahren als wichtiger Risiko-
faktor fir die Entstehung venodser
Thromboembolien erkannt. Das Risiko
fir ein erstmaliges thrombostisches
Ereignis ist hierbei ahnlich hoch wie
das Risiko infolge einer APC-Resistenz.
Weiterhin haben Thrombosepatienten
mit erhohten Faktor-VIII-Spiegeln ein
ebenso hohes Rezidivrisiko wie symp-

tomatisch gewordene Faktor-V Leiden-

trager. In einigen Familien treten hohe
Faktor-VIII-Spiegel gehauft auf, so dass
von einem hereditaren Ursprung aus-
gegangen werden muss. Die moleku-
laren Ursachen dieses Phanotyps
sind bisher nicht bekannt und sind in
threr Aufklarung erschwert durch
vielfaltige exogene Einflussfaktoren
auf die Faktor VIII-Aktivitat. So werden
die Faktor VIII-Spiegel mal3geblich
durch seine Akutphase-Eigenschaft,
die Hohe des Von Willebrand-Faktor-
Spiegels, die ABO-Blutgruppe und das
Alter bestimmt. Ausgehend von einem
von Herrn PD Dr. Schambeck tber
mehrere Jahre zusammengetragenen
und detailliert charakterisierten Fami-
lienkollektiv mit hereditdr erhéhten
Faktor VIII-Spiegeln sollen mittels Se-
gregationsanalyse, Positional Cloning
und Yeast-Two-Hybrid-Technik die fir
diesen Phanotyp ursdchlichen Gene
identifiziert werden. Ziel des For-
schungsvorhabens ist es, die gene-
tischen Ursachen hoher Faktor VIII-
Spiegel zu verstehen. Die hierbei ge-
wonnenen Erkenntnisse sind bedeut-
sam fur die Pathogenese von Throm-
boembolien aber auch fiir die Entwick-
lung neuer gentherapeutischer Behand-
lungsstrategien fur Hamophilie A-Pa-

tienten.

* Vitamin K Zyklus /Vitamin
K-Epoxid- Reduktase

Kirzlich wurde von unserer Arbeits-
gruppe die erste Komponente des
Vitamin-K-Epoxid-Reduktase-(VKOR-)

Komplexes enzymologisch und mole-
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kularbiologisch charakterisiert. Das
Gen VKORCI! (Vitamin K-Epoxid-
Reduktase Komplex Untereinheit 1)
spielt eine essentielle Rolle im Vita-
min K-Zyklus. Es recycelt das fur
die Funktion mehrer Gerinnungsfak-
toren essentielle Vitamin K. Mutationen
in dem VKORC1-Gen kénnen zu einer
Verminderung aller Vitamin-K-abhangi-
ger Gerinnungsfaktoren (FII, FVII, FIX
und FX) fiihren. Diese Gerinnungs-
stérung ist auBerordentlich selten und
bisher bei weniger als 20 Familien welt-
weit beschrieben. Des Weiteren stellt
das VKORCI-Protein als wesentliche
funktionelle Einheit des Vitamin K-
Zyklus auch das molekulare Target
der Coumarine dar. Bei Patienten mit
einer Resistenz oder einer erhohten
Sensitivitdit gegentiber Cumarinderi-
vaten konnten wir ebenfalls Mutationen
im VKORC1-Gen nachweisen. Dartiber
hinaus wird auch das Dosierungs -/Ne-
benwirkungsprofil der Cumarine von
genetischen Varianten bestimmt, was
dieses Gen zu einem Parademodell
fr die Pharmakogenetik macht. Ziel
dieses Projektes ist zum einen die Ge-
nerierung von Knock-out Mausen fur
das Gen VKORCI in Zusammenarbeit
mit dem Institut fiir Genetik in Koln
(Prof. Brining), um die Bedeutung des
Vitamin K-Zyklus, insbesondere durch
gewebsspezifischen Knock-out, aufzu-
klaren. Zum anderen arbeiten wir zu-
sammen mit dem Max-Planck-Ins-
titut fur Biophysik in Frankfurt (Arbeits-
gruppe von Dr. Bevans und Dr. Reinhart)
an der kristallographischen Aufklarung
der molekularen Struktur des Enzyms,
um so Hinweise auf Struktur-Funktions-
beziehungen zu erhalten. Die rekom-

binante Expression und enzymologi-

sche Charakterisierung von bei Patien-
ten identifizierten Mutationen stellt ein
weilteres Teilprojekt dar, von dem wir
uns einen Einblick in die Funktion des

VKORC-Proteins erwarten.

* Genetische Variabilitit von Genen
der Blutgerinnung in der Normal-
bevélkerung /Assoziationsstudien
und Pharmakogenetik bei Himos-

tasestorungen

Die genetische Variabilitat von Genen
des Blutgerinnungssystems ist ur
sachlich fir monogene und komplexe
Erkrankungen des GCerinnungssys-
tems. Insbesondere fiir thromboembo-
lische Erkrankungen haben sich in
der Vergangenheit hdufig genetische
Pradispositionen selektiert. Weiterhin
hat diese Variabilitdt einen Einfluss
auf den Metabolismus der zur Behand-
lung dieser Erkrankungen eingesetzten

Medikamente.

Ziel dieses Projektes ist die Charakte-
risierung einer moglichst groen An-
zahl von GCenen des Gerinnungs-
systems mittels SNP Analyse und die
Generierung von Gen-Haplotypen.
Durch Korrelation dieser Daten, mit
denen von Patientenkollektiven mit ha-
mostaseologisch beeinflussten Herz/
Kreislauferkrankungen sollen Risiko-
haplotypen identifiziert und indivi-
duelle Risikoprofile erstellt werden.
Auf Basis dieser Daten soll ein Mikro-
array zur Unterstiutzung der Diagnos-
tik und Therapie hdamostaseologischer
Erkrankungen entwickelt werden. Diese
Arbeiten werden in enger Abstimmung

mit unseren Projekten im Nationalen

Genomforschungsnetz Herz/-Kreislauf
durchgefiihrt, dessen zweite Forder-

phase im Juli 2004 begonnen hat.

Bisher konnten Gen-Haplotypen fur
u.a. VKORCI, F7, F13A, F13B und Fi-
brinogen generiert werden. Beim
Screening von grof3en Patientenkollek-
tiven wird zur Zeit in Zusammenar-
beit mit der SNP-Plattform des nationa-
len Genomforschungsnetzes an der
Universitatsklinik Kiel ein Kollektiv von
1.000 Patienten mit Myokardinfarkt und
1.000 gematchten Kontrollen, 400 Pa-
tienten mit Diabetes Typ 2 aus Frankfurt
sowie 1.000 Personen mit einem Alter
von Uber 95 Jahren hinsichtlich funktio-
neller Polymorphismen im VKORCI1

Gen untersucht.

Schlussbemerkung

Die Blutgerinnung ist in den vergang-
enen Jahren durch Thre Mitwirkung an
vielen Kklinischen Krankheitsbildern,
u. a. den Volkskrankheiten Thrombose,
Myokardinfarkt und Schlaganfall in
das Interesse vieler Fachdisziplinen
gerickt. In unsereren Arbeitsgruppen
verfolgen wir gleichzeitig die Diagnos-
tik und die Erforschung von Gerin-
nungsstérungen, wordurch sich vielfalti-
ge Synergien fir das Verstandnis der
Pathophysiologie dieser Erkrankungen
ergeben. Wir gehen davon aus, dass es
in naher Zukunft die technischen Vor-
aussetzungen geben wird, um individu-
elle Risikoprofile fir z.B. Herz-/Kreis-
lauferkrankungen zu erstellen, aus
denen sich dann individualisierte Pra-
ventions- und Therapiekonsequenzen

ableiten lassen.



