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Abktrzungsverzeichnis

AS Aminoséure

DC decreasing, reduzierend
ddNTP  Didesoxyribonukleotid
DNA Desoxyribonukleinsédure
dNTP Desoxyribonukleotid
EGF Epidermal Growth Factor
Fll Prothrombin

Flla Thrombin

FV(a) Faktor-V (aktiviert)
FVIl(a)  Faktor-VII (aktiviert)
FVII:C Faktor-VII-Aktivitat
FVili(a) Faktor-VIlI (aktiviert)
FIX(a) Faktor-1X (aktiviert)
FX(a) Faktor-X (aktiviert)
FXll(a) Faktor-XIl (aktiviert)

GP Glykoprotein-Rezeptor
HMWK  High Molecular Weight Kininogen

HT Haplotyp

IC increasing, steigernd

INR International Normalized Ratio
ISI International Sensitivity Index

MRNA  Messenger-Ribonukleinsaure

PCR Polymerase Chain Reaction
RBD(D) Rare Bleeding Disorder (Database)
TF Tissue Factor

TPZ Thromboplastinzeit

VWF von-Willebrand-Faktor

VWS von-Willebrand-Syndrom

WT wildtype, Wildtyp, neutral



Aminosauren:

Ala A Alanin
Arg R Arginin
Asn N Asparagin
Asp D Aspartat
Cys C Cystein
Gln Q Glutamin
Glu E Glutamat
Gly G Glycin

His H Histidin

lle I Isoleucin
Leu L Leucin
Lys K Lysin

Met M Methionin
Phe F Phenylalanin
Pro P Prolin

Ser S Serin

Thr T Threonin
Trp W Tryptophan
Tyr Y Tyrosin
Val Vv Valin
Nukleotide:

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T Thymin



1 Einleitung

Der erbliche Faktor-VII-(FVII)-Mangel ist eine seltene Gerinnungsstérung, die in der
Literatur mit einer Haufigkeit von 1:350 000 bis 1:500 000 angegeben wird.

Der FVII-Mangel folgt einem autosomal rezessiven Erbgang (O’'Hara et al., 1987),
dessen klinische Bedeutung sehr variabel ist und oft nicht mit der in vitro gemessenen
Aktivitat oder Antigenkonzentration korreliert (Giansily-Blaizot et al., 2001; McVey et al.,
2001; Millar et al., 2000). Dem Mangel zugrunde liegende Mutationen konnten verteilt
Uber das gesamte FVII-Gen festgestellt werden. Homozygote oder compound-
heterozygote Mutationen weisen haufig Aktivitaten unter 2 % auf und kénnen mit
schwerer Blutungsneigung einhergehen (Perry, 2002). Heterozygote Mutationen gehen
aufgrund des verbliebenen funktionstiichtigen Allels meistens mit asymptomatischen
oder milden Blutungssymptomen einher, da auch geringe intakte FVII-Mengen eine
suffiziente Gerinnung induzieren konnen.

Haufige Genvarianten (Polymorphismen) haben einen steigernden und reduzierenden
Effekt auf die FVII-Aktivitat (FVII:C) und tragen zum breiten Normwert von 60-120 %
bei. Schwere Blutungen werden durch sie nicht induziert (Wulff et al., 2008).

Wahrend einer Schwangerschaft verschiebt sich zum Schutz vor postpartalen Blutungen
die Hamostase in Richtung einer Hyperkoagulabilitat (Hellgren, 2003). Auch die FVII-
Antigenkonzentration steigt bei gesunden Schwangeren bis zum letzten Trimenon an.
Bei homozygoten Mutationen konnte kein signifikanter Anstieg dokumentiert werden
(Zaidi et al., 2010), bei heterozygoten Mutationen (Kulkarni et al., 2006) zeigt sich ein
gedampfter Anstieg. Aufgrund der geringen Datenlage sind die Kenntnisse beim FVII-

Mangel tber Schwangerschaftskomplikationen noch gering.



1.1 Fragestellung und Zielsetzung
An 93 FVII-Mangel-Patienten der ,Gerinnungsambulanz Duisburg” sollte retrospektiv der
Labor-Phanotyp mit dem Blutungs-Phanotyp und dem Genotyp verglichen und ana-

lysiert werden.

1.1.1 Fragestellung 1

Der klinische Phanotyp (Blutungstyp) wurde bisher qualitativ in asymptomatisch, mild
und schwer differenziert. Blutungen wurden hier zusatzlich quantitativ ermittelt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den klinischen Phanotyp mittels eines Blu-
tungsscores quantitativ zu erfassen, mit dem quantitativen Blutungstyp zu vergleichen

und dem laborchemischen Phénotyp bzw. Genotyp gegenlberzustellen.

1.1.2 Fragestellung 2

Der laborchemische Phanotyp (FVII-Aktivitat) korreliert aufgrund unzureichender Sensi-
tivitat oft nicht mit dem klinischen Phé&notyp.

Ziel der Arbeit war es, Befundkonstellationen aufzuzeigen, zu denen die molekularge-
netische Analytik eine weiterfiihrende Diagnostik darstellt und der Genotyp wichtige Zu-

satzinformationen fur die Diagnostik bzw. den klinischen Verlauf liefert.

1.1.3 Fragestellung 3
Im Kollektiv waren 2/3 der Probanden Frauen. Sie wiesen eine hohe Abortrate auf.
Ziel der Arbeit war es, die Korrelation zwischen Abort und Genotyp bei weiblichen Pro-

banden zu analysieren.

1.14 Fragestellung 4
Uber 1/3 der Probandinnen waren aktuell schwanger.
Ziel der Arbeit war es, die Korrelation zwischen FVII-Mangel und Genotyp bei Schwan-

geren zu untersuchen.
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1.2 Grundlagen

Das Hamostase- und Fibrinolysesystem besteht aus dem engen Zusammenwirken plas-
matischer Faktoren und zellularer Blutbestandteile sowie der GefalRwand und der Blut-
stromung (Kleihauer et al., 1978). Um den Organismus durch Verletzungen vor grof3en
Blutverlusten zu schiitzen, sind diese Komponenten mit der Aktivierung, Inhibierung und
Regulation des Gerinnungssystems miteinander eng verknipft.

Zunachst wird der Verschluss des verletzten Gefal3abschnitts durch einen Plattchen-
thrombus eingeleitet (priméare Hamostase oder Blutstillung).

Dieser wird nach Einleitung der enzymatischen Fibrinbildung stabilisiert (sekundare
Hamostase oder Blutgerinnung). Die hierfir benétigten plasmatischen Faktoren ge-
langen zum grof3ten Teil aus der Leber in die Blutzirkulation, kdnnen aber auch vom
Endothel synthetisiert oder inaktiviert und somit reguliert werden. Die in der Ruhephase
des Endothels bestehende Synthese von vasodilatatorischen, antiinflammatorischen
und antiproliferativen Mechanismen werden nach Endothelaktivierung in ihrer Funktion
genau umgestellt. Der Reparaturmechanismus des verletzten Endothels wird durch
Wachstumsfaktoren aus den anhaftenden Thrombozyten in Gang gesetzt.

Um eine Gerinnungsausbreitung tUber den verletzten Bereich zu verhindern, kommen
antikoagulative Mechanismen der Thrombinbildung zum Einsatz (Antithrombin,
Thrombomodulin, Protein C und S) (Preissner, 2008). Der Thrombus wird anschlie3end
noch organisiert und schlieBlich durch Fibrinolyse aufgelést. Hierzu dient das
proteolytische Enzym Plasmin, das Fibrinfaden spalten kann. Plasmininhibitoren

bremsen wiederum das fibrinolytische System (Barthels und Depka, 2003).

1.2.1 Physiologie des Hamostasesystems

Das Modell von Davie und Ratnoff der ,kaskadenartigen Blutgerinnung“ hat prinzipiell
noch Bestand (Davie und Ratnoff, 1964). Das ,Cell Based Model“ erklart die Hamostase
durch die Koagulation auf der Zelloberflache insbesondere auf aktivierten Thrombo-
zyten. Es erhdht das Verstandnis der Gerinnungsphysiologie in vivo und der Patho-
physiologie von Gerinnungsstorungen. Der plasmatische Gerinnungsprozess wird nach
der Thrombozytenaktivierung in drei verschiedene Phasen unterteilt (Hoffman, 2003):

Initiation, Amplifikation und Propagation.
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1.2.1.1  Aktivierung

Die Gerinnung wird ausgelost durch eine GefaRendothelverletzung (Trauma) mit
Freilegung subendothelialer GefaBwandstrukturen (Matrix). Kollagen und von-
Willebrand-Faktor (VWF) treten nun in Kontakt mit Thrombozyten und
Gerinnungsfaktoren. Die Thrombozytenadhéasion an der Matrix subendothelialer
Schichten ist der 1. Schritt in der Hamostase. Er wird durch den polymeren und
hochmolekularen VWF ermoéglicht. Das sehr lange VWF-Molekil bindet dabei mit dem
Thrombozytenrezeptor Glykoprotein (GP) Ib/IX, halt den Thrombozyten an der
Gefallverletzung bei bestehender Blutstrémung fest und startet den Aktivierungsprozess
(Kehrel, 2008). Der aufgerollte VWF wird durch die Blutstromung entfaltet und die
Bindungsstellen fir den Thrombozyten, Kollagen und FVIII, werden freigegeben. Der
VWF wird in den Endothelzellen und Megakaryozyten aus identischen translatierten
Untereinheiten synthetisiert. Aus zwei Molekilen des Pra-Pro-vWF wird zunachst nach
Abspaltung des Pra-Peptids ein Dimer gebildet. Im Golgi-Apparat schlie3lich wird aus
dem Pro-vWF-Dimer dann das vVWF-Multimer mit unterschiedlicher Lange von 660.000
bis 2.000.000 Dalton synthetisiert und in den Weibel-Palade-Bodies der Endothelzelle
gespeichert (Potzsch und Madlener, 2002). Durch Thrombin-, Serotonin- oder
Histaminreize wird durch Endothelaktivierung der VWF ins Blut sezerniert, bindet dort
den FVIII und fihrt diesen an die Phospholipidoberflache des Thrombozyten. Die
Bindung des GP-IV-Rezeptors mit dem subendothelialen Kollagen fihrt dann schlief3lich
zur Thrombozytenaktivierung mit der Zielsetzung, den Rezeptor GP-IIb/-llla fur Fibrin zu

offnen und die Aggregation einzuleiten (P6tzsch und Madlener, 2002).

1.2.1.2 Initiation

Die aggregierten (verklumpten) Thrombozyten bewirken eine Exponierung negativ gela-
dener Phospholipide auf der Zelloberflache, an die sich durch Ca®*-Briicken die akti-
vierten Vitamin-K-abhangigen Gerinnungsfaktoren tber ihre negativ geladenen Gla-Do-
manen ankoppeln kénnen (siehe Abb. 1).

Die Initiation geschieht durch die Aktivierung von freiem FVII zu Vlla durch den Tissue
Factor (TF), der aus tiefen Zellschichten der Gefal3matrix freigesetzt wird.

In vitro kann das extrinsische System durch die Gabe von Thromboplastin (humaner
oder tierischer TF) und Ca®* zu Zitratblut aktiviert werden (TPZ, siehe 2.3.1.1).
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FVlla (Enzym) bildet zusammen mit FX (Substrat) tiber die Ca®*-Bindungsstelle auf der
aktivierten Thrombozytenoberflache den extrinsischen Tenasekomplex (oder Aktivie-
rungskomplex), aus dem aktivierter FXa resultiert (siehe Abb. 1; Tab. 1). Der TF (Ko-
faktor) wird auf der Zellmembran spezifisch gebunden.

In unmittelbarer Nahe zu Substrat und Enzym wirkt der Kofaktor im Komplex beschleu-
nigend auf die Reaktion zwischen Substrat und Enzym.

Bei hoheren Konzentrationen von TF und FVlla erfolgt parallel die extrinsische Akti-
vierung des endogenen Systems (,Cross over*) durch Aktivierung von FIX (Substrat).
Anschlieend bilden die ersten geringen FXa-Mengen den Prothrombinasekomplex:
FXa fungiert jetzt als Enzym und Prothrombin (FIl) als Substrat. Zusammen mit dem
Kofaktor Va (FVa) auf der Oberflache der gerinnungsaktiven Phospholipiden entstehen

die ersten Mengen an Thrombin (Flla).

resassennnanep | SUBSTRAT

Abb. 1: Cell Based Model (Preissner, 2008)
Aktivierung der Vitamin-K-abhéangigen Fak-
toren auf der Zelloberflache im Multienzym-

komplex.
Funktion Komplex Enzym | Substrat Kofaktor | Ziel
Initiation Extrinsische Tenase | FVlla FX TF FXa
Selbstverstarkung | Intrinsische Tenase FIX a FX FVilla FXa
Kontaktaktivierung | Intrinsisch FXlla FIX HMWK FIXa
Cross over Ex- nach Intrinsisch FVlla FIX TF FlXa
Propagation Prothrombinase FXa Fll FVa Flla

Tab. 1: Multienzymkomplex
Funktion, Aufgabe und Zielsetzung der Gerinnungsfaktoren im Multienzymkomplex.
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1.2.1.3 Amplifikation
Die initiale geringe Thrombinmenge aktiviert wiederum Thrombozyten an ihren ,Pro-
tease-aktivierbaren Rezeptoren“ (PAR). Durch Aktivierung von FXI zu Xla und die Ko-
faktoren VIII und V zu FVllla und Va stimuliert Thrombin das endogene Gerinnungs-
system sowie den FV als Kofaktor seines eigenen Proteasekomplexes (Selbstverstar-
kung) (Preissner, 2008).

1.2.1.4 Propagation

Das nun durch Thrombin stimulierte endogene System muindet in den intrinsischen
Tenasekomplex: Mit FIXa als Enzym und FVllla als Kofaktor kommt es jetzt nach der
Amplifikation zur deutlich starkeren FXa-Generierung als es zuvor Uber FVlla méglich
war. Auch der erneute ,Durchlauf* der Prothrombinase (siehe Tab. 1) ist jetzt viel
effektiver und es kommt zum sogenannten ,Thrombinburst®, der jetzt ausreichend Fibrin
an der Gefallverletzung bilden kann (P6tzsch und Madlener, 2002). Da die intrinsische
Tenase und die Prothrombinase mit ihren Vitamin-K-abhangigen Gerinnungsfaktoren
einschliel3lich ihrer Kofaktoren (siehe Abb. 1) entscheidend den Thrombinburst indu-
zieren, kommt einer Stérung innerhalb dieser Systeme eine hohe Bedeutung beim Ab-
lauf der Gerinnungskaskade zu. Der initiale Aktivierungskomplex (extrinsische Tenase),

um den es in unserer Arbeit geht, dient letztlich nur als ,Zundfunke” (Preissner, 2008).

1.2.2 Gerinnselbildung

Ein Blutgerinnsel besteht aus dem Verbund von aggregierten Thrombozyten und Uber
die Gerinnungskaskade gebildetem Fibrin. Hierbei bindet das zu Faden polymerisierte
Fibrin an seinen spezifischen Rezeptor auf dem Thrombozyt. Das Ziel ist es, den Platt-
chenthrombus nach der primaren Hamostase (oder Blutstillung) an das umliegende Ge-

webe zu binden und ihn zu stabilisieren.

1.2.2.1  Fibrinbildung

In der Leber wird das Fibrinogenmolektl aus drei verschiedenen Peptid-Ketten (a-, B-
und y-Kette) gebildet. Die ineinander verdrehten Molekile verbinden sich an ihren
Enden spiegelbildlich mit je einer weiteren Kette. Die a- und B-Ketten weisen dabei an

dieser kovalenten Verbindungsstelle kurze Uberstehende A- und B-Peptidketten auf.
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Durch Thrombin werden diese aus dem Molekll herausragenden Peptide abgetrennt.
Daraus resultiert eine Konformationséanderung des Molekiils und es entsteht das erste
Fibinmonomer mit seinen D-Doméanen an den Enden und der E-Domane im Zentrum
des Molekils. Die Verbindung dieser Monomere an den D-Doméanen bildet die
Polymerkette (P6tzsch und Madlener, 2002). Durch den FXIlI erfolgen anschliel3end die

Quervernetzung und Organisation des Fibringerusts.

1.3 FVII-Gen und Protein

Das Gen fur den FVII liegt auf Chromosom 13 (13g34) (O’Hara et al., 1987). Das FVII-

Protein wird Uber die Messenger-Ribonukleinsaure (mMRNA) in der Leber synthetisiert

(Wion et al., 1985), (Hassan et al., 1990). Die mRNA umfasst acht Exone und kodiert

insgesamt 406 Aminosauren des Proteins (O’Hara et al., 1987). Seine Intron-Exon-Se-

guenzen ahnelt anderen Vitamin-K-abhangigen Faktoren (McVey et al., 2001):

* In der 5'-flanking-Region befindet sich der regulative Promoterbereich. Er liegt vor
dem ATG-Translation-Startcodon zu Anfang der Pre-Pro-Sequenz. Hier befindet sich
ca. 50 Basenpaare aufwarts das AGT-Transkriptions-Startcodon sowie verschiedene
Bindungsstellen zur Regulation der Transkription. Die Signalpeptidbindungsstelle (Sp
1) liegt im Bereich -100 bis -94 und ist eine kurze ubiquitdr vorkommende
Transkriptions-Sequenz vieler viraler oder zellularer Promoter-Regionen (Greenberg
et al., 1995). Diese hydrophoben Peptide sind fir den Transport des Proteins aus dem
endoplasmatischen Retikulum verantwortlich und werden anschlieRend durch Signal-
peptidasen vom Protein abgetrennt. Sie binden spezifische regulatorische Proteine im
Promoter-Bereich, der beim FVII TATA und CAAT frei ist. TATA- und CAAT-
Sequenzen sind uUblicherweise Regionen im Promoterbereich, an die sich die RNA-
Polymerase binden kann (Murken et al., 2003). Unweit vom Transkriptions-Startcodon
liegt im Bereich von -63 bis -55 die Bindungsstelle fur den ,Hepatocyte nuclear factor
4* (HNF4), der die leberspezifische Synthese des FVII beeinflusst.

* Exon 1 wird in 1a und 1b unterteilt und Exon 1b fehlt bei 90 % der mRNA
(Aminosauren -39 bis -17) oder stellt eine alternative Spleif3stelle dar. Dadurch ist die
Pre-Pro-Sequenz entweder 60 oder 38 Aminosauren grof3, kodiert die Aminosduren
-55 bis -17 und beinhaltet die ,secretory signal sequence®, die die zellulare Sekretion
steuert (McVey et al., 2001; Perry, 2002).
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» Exon 2 kodiert die hoch konservierte Pro-Sequenz von Aminosaure -17 bis -1. Sie ist
wichtig fur die y-Carboxylierung der Gla-Doméne. Die Gla-Doméane wird ebenfalls vom
Exon 2 kodiert und durch die Aminosauren 1 bis 38 gebildet. Die Pro-Sequenz wird
zusammen mit der Pre-Pro-Sequenz nach der Synthese des Proteins zwischen der
Aminosaure -1 und 1 bei der Sekretion aus der Leberzelle ins Blut abgespalten
(Tuddenham et al, 1995). Die Gla-Domane mit ihren y-carboxylierten
Glutaminsdureresten bildet die Bindungsstelle zu den negativ geladenen Phospho-
lipiden der Thrombozyten tiber Ca®* (Hagen et al., 1986), (O’Hara et al., 1987). Durch
die Bindung an Ca** erfolgt eine Konformationsanderung des Molekiils, die wiederum
die Bindung an TF erleichtert (Wildgoose et al., 1992). Die y-Carboxylierung der
Glutaminsaurereste auf der Gla-Domane ist eine posttranslationale Modifikation des
FVII-Proteins, bei der Vitamin-K als Kofaktor eine entscheidende Rolle Gbernimmit.
Aus dem Vitamin-K-Epoxidzyklus wird zunachst durch Reduktion das Vitamin-K-
Hydrochinon generiert. In Anwesenheit von O, und CO, erfolgt dann die Carb-
oxylierung der Glutamatreste zu y-Carboxyglutamat, wodurch die Ca?*-Bindungsaf-
finitdt der Gla-Domane erheblich gesteigert wird. Das Vitamin-K-Hydrochinon erfahrt
dabei eine Oxidation zu Vitamin-K-Epoxid. Uber die Vitamin-K-Epoxidreduktase wird
das Vitamin-K-Hydrochinon anschlielend im Vitamin-K-Epoxidzyklus resynthetisiert.
Bleibt die Carboxylierung der Glutamatreste durch einen Vitamin-K-Mangel aus,
werden funktionsuntiichtige FVII-Molekile in die Blutbahn sezerniert, sogenannte
.Proteins in Vitamin-K Absence* (PIVKA). Cumarinderivate hemmen die Epoxid-
reduktase, wodurch die therapeutische Wirkung der Vitamin-K-Antagonisten erklart
wird (Potzsch und Madlener, 2002). Die zehn Glutaminséurereste liegen auf den
Positionen 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 und 35.

* Exon 3 kodiert die Aminosauren 38 bis 46, wird als ,hydrophobic aromatic stack”
(Perry, 2002) bezeichnet und ist eine konservierte, amphipathische (Molektlenden mit
unterschiedlichen Eigenschaften) Helix-Struktur. Sie trennt die Gla-Doméne von der
darauffolgenden Molekulstruktur (McVey et al., 2001).

» Exon 4 und 5 kodieren die Aminosauren 46 bis 84 und 84 bis 131 und bilden die dem
.Epidermal Growth Factor* @hnlichen Domanen EGF 1 und EGF 2, die eine Tissue

Factor-affine Bindungsstelle aufweisen.
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» Exon 6 und 7 kodieren die Aminosauren 131 bis 167 und 168 bis 209 und bilden die
Aktivierungsdomane, die die Spaltstelle zur Aktivierung von FVII zu FVlla aufweist.
Die katalytische Domane wird hier bei der Aktivierung vom Rest des Proteins getrennt.
FVII liegt als einziger Gerinnungsfaktor in geringen Mengen (ca. 1 %) in seiner akti-
vierten Form vor. FVII wird durch Spaltung an der Peptidbindungsstelle 152-153
aktiviert. Die zwei entstandenen Ketten werden anschlieend durch die Aminosauren
135 und 262 Uber eine Disulfidbriicke wieder miteinander verbunden (McVey et al.,
2001). Seine Halbwertszeit betragt drei bis vier Stunden. Die Aktivierung von FVII
erfolgt autokatalytisch oder durch andere aktivierte Serinproteasen wie FXa, 1Xa, Xlla
und Thrombin.

* Exon 8 kodiert die Aminosauren 210 bis 406 der katalytischen Domane mit ihrer
katalytischen Triade His193, Asp242 und Ser344. Die katalytische Triade beinhaltet
drei spezifisch angeordnete Aminosauren im aktiven Abschnitt eines Enzyms. Serin-
proteasen gehdren zur Familie der Peptidasen und stellen somit Enzyme dar, die
Proteine und Peptide spalten; im Falle des FVlla wird dies zur Aktivierung von FIX und
X genutzt. Die Serinproteasen weisen in ihrer Triade definitionsgemal die Amino-
saure Serin auf. Zu ihnen zahlen neben FVlla, Thrombin, FXa, Xla und Plasmin auch
die Verdauungsenzyme Trypsin, Chymotrypsin und Elastase. Die Triade weist zwi-
schen ihren Aminosaureresten Histidin, Aspartat und Serin bindende Wasser-
stoffbriicken auf, was an der ((OH)-Gruppe des Serins zu einer starken negativen
Polarisierung fuhrt. Das negativ geladene Sauerstoffatom erhalt dadurch eine starke
Nukleophilie und vermag jetzt die Struktur anderer Proteine anzugreifen und deren
Aktivierungspeptide abzutrennen. Nach Herausbildung des Enzym-Substrat-
komplexes, z. B. im Tenase- oder Prothrombinasekomplex, erfolgt ein nukleophiler
Angriff auf den Carbonyl-Kohlenstoff im Substrat, der schliel3lich unter Verschiebung
der Wasserstoffionen zur Trennung der Peptidbindung fihrt und diesen aktiviert (Voet
und Voet, 1994). Eine spezifische Hemmung der Serinproteasen findet durch die
Serinproteaseinhibitoren, kurz Serpine, statt. Eine Verminderung der Serpine, wie z.
B. beim Antithrombin-Mangel, bedingt eine starke Thrombophilie.

* In der 3'-flanking-Region befindet sich hinter dem Exon 8 der nicht translatierte Be-
reich des FVII-Gens.
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1.4 Tissue Factor, Kofaktor von FVlla

Gewebethromboplastin (,Tissue Factor®) befindet sich in Zellen des Subendothels, der

Thrombozyten und Leukozyten und steht erst nach einer Gefal3verletzung in Kontakt zu

stromendem Blut. Das Gen von Thromboplastin befindet sich auf dem Chromosom 1

(1p22-p21). Der Tissue Factor (TF) stellt im Aktivierungskomplex den beschleunigenden

Kofaktor zu FVII(a) dar, der die Aktivierung der Proenzyme FX und IX um mehrere

Zehnerpotenzen steigert (Potzsch und Madlener, 2002). Er ist ein transmembranes

Protein und besteht aus insgesamt drei Doméanen (Kao et al., 1988):

» Die 1. Domane weist 263 Aminosauren auf, befindet sich aufRerhalb der Zellmembran
und stellt fir den FVlla die Bindungsstelle dar. Die TF/FVlla-Komplexbindung ist vor-
nehmlich an der EGF-Domaéne des FVlla lokalisiert.

* Die 2. Doméne liegt mit ihren 23 Aminosauren transmembran und stellt den Kontakt
von FVlla zu den Phospholipiden der Zelloberflache her. Durch die Ca®*-vermittelte
Bindung der Gla-Domane auf der Phospholipidmembran verandert die katalytische
Doméane des FVlla ihre Tertiarstruktur wodurch die katalytische Triade dann ihre
proteolytischen Fahigkeiten erhélt (Banner et al., 1996).

* Die 3. Domane misst 21 Aminosauren, liegt intrazellular und ist nicht direkt am
Gerinnungsprozess beteiligt, sondern Gbernimmt eine rezeptoréhnliche Signalfunktion
fur zahlreiche andere Funktionen des TF, wie z. B. der Angiogenese (Belting et al.,
2004), Metastasierungen und Inflammation (Ahamed und Ruf, 2004). Diese Funk-

tionen stehen im Fokus weiterer Forschungen (Morrissey, 2001).

1.5 Hamorrhagische Diathese

Eine hamorrhagische Diathese ist eine pathologisch gesteigerte Blutungsneigung.
Symptome kdnnen alle verstéarkten Blutungen sein wie z. B. eine verlangerte Blutungs-
zeit, HAmatome ohne bzw. durch geringe Gewalteinwirkung, Zahnfleisch- bzw. Nasen-
bluten, Blutungen im Verdauungs- bzw. Urogenitaltrakt oder Gelenkeinblutungen. Symp-
tome der weiblichen hadmorrhagischen Diathese stellen die Menorrhagie sowie bei
Schwangeren die pra- bzw. postpartale Blutung dar.

Eine vermehrte Blutungsneigung resultiert vor allem aus Stérungen der Blutgerinnung
(plasmatische Koagulopathien). Grundsatzlich kann jeder Mangel eines Gerinnungs-

faktors zu einer Blutungsneigung fuhren. Bei den angeborenen Koagulopathien liegen
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Gendefekte der betroffenen Gerinnungsproteine zugrunde, die zu einem Mangel oder zu
einer Funktionsstorung des betroffenen Gerinnungsfaktors fuhren. Die Hamophilie A
(FVIlI-Mangel) und B (FIX-Mangel) sind die haufigsten Koagulopathien und werden X-
chromosomal rezessiv vererbt (Oldenburg und Barthels, 2008). Der Mangel an
Fibrinogen, Prothrombin, FV, VII, X, XI, XIlI hat mit 3 bis 5 % nur einen geringen Anteil
an den hereditaren Hamophilien. Sie werden autosomal rezessiv vererbt und ihre
Pravalenz betragt je nach Faktor etwa 1:350.000 bis 1:2.000.000 in den westlichen
Landern. Eine Datenbank zu den ,Rare Bleeding Disorders” (RBD) wird von der
Universitat in Milan unterhalten und ist online einsehbar (Peyvandi und Bianchi-Bonomi,
2011). Der kombinierte Mangel von Vitamin-K-abhangigen Faktoren beruht auf einer
posttranslationalen Stérung, verursacht durch genetische Enzymverédnderungen der y-
Carboxylierung (Typ 1) oder des Vitamin-K-Epoxidzyklus (Typ 2) (Rost et al., 2004). Die
»Vitamin-K dependent Clotting Factor Deficiency (VKCFD) ist sehr selten (Weston und
Monahan, 2008).

151 FVII-Mangel

Der FVII-Mangel bildet mit einer Haufigkeit von 1:350.000 bis 1:500.000 eine seltene
Hamostasestérung, ist aber innerhalb der ,Rare Bleeding Disorder Database” (RBDD)
mit ca. 36 % der haufigste Faktorenmangel (Peyvandi et al., 2010). Aufgrund der Lage
des FVII-Gens liegt ein autosomal rezessiver Erbgang fir den FVII-Mangel vor. Ein
schwerer FVII-Mangel resultiert aus einer homozygoten oder compound-heterozygoten
Mutation, also einer genetischen Veradnderung auf beiden Allelen. Ein leichter FVII-
Mangel ist haufig durch eine heterozygote Mutation verursacht, die mit einer Haufigkeit
von 1:350 in der Normalbevolkerung angenommen wird (Wulff et al., 2008), und stellt
sich phanotypisch meist asymptomatisch dar (Giansily-Blaizot, 2004). Gleiche Muta-
tionen bei Patienten mit unterschiedlichem Phanotyp legen den Einfluss von Umwelt-
oder unbekannten Erbfaktoren nahe (Mariani und Bernardi, 2009; Mariani et al., 2005).
In der ,FVII Mutation Database“ des MRC Clinical Sciences Centre, London (McVey et
al., 2001) werden 70 unterschiedliche Mutationen aufgefuhrt. Sie verteilen sich auf das
gesamte Gen, beeinflussen alle Doméanen des Proteins und sind zu 70 % Missense-, 10
% Deletions-, 9 % Spleil3stellen-, 6 % Promoter-, 4 % Nonsense- und zu 1 % Insertions-
Mutationen. Missense-Mutationen, die nur eine Veranderung der insgesamt 406 Amino-
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sauren bewirken, weisen auch in der homozygoten Form oft nur milde Blutungen auf
und fallen im Rahmen einer Routinediagnostik auf. Lediglich sechs der 49 (70 %) doku-
mentierten Missense-Mutationen weisen den schweren Blutungstyp auf. Die Missense-
Mutationen auf Position 100, 242, 328 und 359 sind neben ihrer funktionellen Stérung
auch mit einem reduzierten FVII-Antigen assoziiert. Im Falle der Missense-Mutation auf
Position 152, die an der Aktivierung von FVII zu FVlla beteiligt ist, zeigt sich eine
aufgehobene FVII-Aktivitat fur den schweren Blutungstyp verantwortlich. Bei der Mis-
sense-Mutation auf Position 79 (EGF-Doméane) konnte fur den Funktionsverlust eine
fehlende Affinitat zum TF festgestellt werden. Der Funktionsverlust der Missense-
Mutationen auf Position 242 und 328 begriinden sich durch Veranderungen innerhalb
der katalytischen Triade (siehe 1.3).

McVey gliederte den klinischen Phéanotyp in drei Gruppen: Schwere Blutungen weisen
17 % und milde Blutungen 16 % in der ,FVII Mutation Database” auf. Asymptomatisch
sind 28 % und werden ausschlieBlich durch Missense-Mutationen dargestellt. lhr
Verteilungsmuster fur die FVII-Aktivitat gleicht der grof3ten Gruppe ohne Klinische
Angaben von 39 %, sodass der Anteil der asymptomatischen Mutationen vermutlich
deutlich héher einzuschatzen ist. Patienten mit schwerem FVII-Mangel sterben oft
peripartal und weisen meist eine FVII-Aktivitat unter 2 % auf. Hier werden compound-
heterozygote oder homozygote Mutationen gefunden, die mit einem Abbruch der
Proteinsynthese einhergehen wie Promoter-, Spleil3stellen- und Frameshift-Mutationen
durch Deletionen. Der milde Blutungstyp ist durch eine FVII-Aktivitat von unter 1 % bis
52 % beschrieben und ist oft durch compound heterozygote oder homozygote
Mutationen bedingt. Die Mutationen sind hier aber fast ausschlie3lich Missense-
Mutationen und der Kklinische Phanotyp korreliert nicht mit der FVII-Aktivitat. Die Dis-
krepanz zwischen dem laborchemischen und klinischen Phénotyp erklart sich daraus,
dass noch geringste Mengen an FVII-Antigen (empirische Studien und mathematische
Modelle sprechen von 0,05 %) eine ausreichende Gerinnung induzieren kénnen, wenn
hierdurch die Barriere des ,Tissue Factor Pathway Inhibitor” noch Gberwunden und der
Prothrombinasekomplex erstmalig gestartet werden kann. Eine niedrige FVII-Aktivitat
vermindert nicht die Thrombingenerierung, sondern verzégert lediglich die Initiations-

phase bis zur Aktivierung der Kofaktoren Va und Vllla. Die anschlieende Propagation
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und Amplifikation verlauft unabhéngig von der FVII-Aktivitat (Jones und Mann, 1994;
Lawson et al., 1994).

In die ,FVII Mutation Database“ und in ,RBDD* kbnnen uber das Internet mittels eines
elektronischen Formulars weitere Mutationen standardisiert eingereicht werden (McVey
et al., 2001; Peyvandi und Bianchi-Bonomi, 2011). Auf der Greifswalder Datenbank sind
131 unterschiedliche Mutationsarten (Herrmann et al., 2009) einschlief3lich Phanotyp be-
schrieben. Es zeigt sich auch hier eine ahnliche Mutationsverteilung wie bei der Lon-
doner ,FVII Mutation Database” mit 65 % Missense-, 8 % Deletions-, 18 % Spleil3-
stellen-, 13 % Promoter-, 8 % Nonsense und 2 % Insertions-Mutationen. Eine weitere
Datenbank mit insgesamt 225 Mutationen lasst sich auf der Homepage der ,Inter-
national Society on Thrombosis & Haemostasis“ (PDF-Datei) einsehen (Zivelin und
Seligsohn, 2011).

Polymorphe Varianten bzw. Polymorphismen (PM) des FVII-Gens haben normalerweise
keine krankheitsinduzierende Wirkung, kénnen aber eine Varianz der FVII- Protein-
konzentration bzw. -aktivitat innerhalb einer Population bedingen (Bernardi et al., 1996).
Insgesamt sind in der Greifswalder Datenbank zehn verschiedene Polymorphismen fir
den FVII dokumentiert (Wulff et al., 2008), die die FVII-Aktivitdt sowohl positiv als auch
negativ beeinflussen koénnen. lhr Einfluss auf die FVII-Aktivitat tritt nur auf nicht
mutierten Allelen auf. Bei homozygoten oder compound-heterozygoten Mutationen ist ihr
Effekt somit von untergeordneter Bedeutung (Wulff et al., 2008). Weiterhin liel3 sich in
der Greifswalder Datenbank aufzeigen, dass auf fast allen Allelen mit gleicher Mutation
auch die gleichen Polymorphismen gefunden wurden und somit ein gemeinsamer Ur-
sprung angenommen wird (,Founder Effect").

Die Polymorphismen werden in sechs Haplotypen (HT) zusammengefasst, da sie in ver-
schiedenen Gruppierungen gemeinsam vererbt werden (Kopplungsungleichgewicht oder
Jlinkage disequilibrium®). Eine Population wird durch einen solchen Haplotypen-Block
meistens ausreichend beschrieben (The International HapMap Consortium, 2003).

Bei der analytischen Sequenzierung des Desoxyribonukleinsaure-Molekuls (DNA) geht
die Zuordnung der molekulargenetischen Analyse zu den Einzel-Allelen verloren. Durch
eine Untersuchung von Familienangehérigen kann die Zuordnung der Allele erfolgen. In

der Literatur werden bisher 16 Polymorphismen beschrieben (siehe Tab. 2):
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PM | Sequenz | Variante Triplet t AS Alias Relation Effekt
1 5'-flanking | -670 A>C 0,76/0,24 | IC
2 5'-flanking | -630 A>G 0,81/0,19 |IC
3 5'-flanking | -402 G>A 0,71/0,29 |IC
4 5'-flanking | -401 G>T 0,91/0,09 |DC
5 5'-flanking | -323 [0-bp] al>a2 |0,77/0,23 |DC
6 5'-flanking | -122 T>C pl>p2 |0,91/0,09

I Intron 1a | 74 G>A gl>g2

8 Exon 2 3927 G>A CAG/CAA | Q35Q

9 Intron 4 7728 C>A

10 |Exon5 7882 C>T CAC/CAT | H115H | h1>h2 | 0,80/0,20

11 |Intron7 [7 bp] 5-8x h5-h8 IC
12 |Intron7 10523 G>A i1>i2 0,82/0,18

13 | Exon 8 10907 C>T | GCC/GCT | A330A | m3>m4 | 0,99/0,01

14 | Exon 8 10916 G>A | TCG/TCA | S333S |s1>s2 |0,99/0,01

15 | Exon 8 10976 C>T | CGG/CAG | R353Q | m1>m2 | 0,80/0,20 |DC
16 | 3'-flanking | 11292 [AA] DC

Tab. 2: Polymorphismen des FVII-Gens (Wulff et al., 2008), (Geisen, 2005)

Die bekannten Polymorphismen (PM 1-16) mit Haufigkeiten und Varianten, die zu Ver-
anderungen in den Sequenzen oder Triplett-Codes flihren und einen Effekt auf die FVII-
Aktivitaten haben kdnnen (Literaturangaben).

IC: steigernder Effekt (increasing); DC: reduzierender Effekt (decreasing)

[]: Insert; bp: Basenpaare; AS: Aminosaure

Durch Expressions- und Populationsstudien konnte fur viele Polymorphismen ein

steigernder und reduzierender Einfluss auf die FVII-Aktivitat festgestellt werden:

e FUr die Polymorphismen 1, 2 und insbesondere 3 (Hooft et al.,, 1999) sind
Verdanderungen der Promotereigenschaft dokumentiert, die zu einer erhodhten
Transkription und Proteinexpression mit signifikanter Erhdhung der FVII-Aktivitat
fuhren. Fur den Polymorphismus 11 im Intron 7 werden FVII-Antigenerh6hungen fir
die Variation mit der 7- bis 8-fachen Repeatrate der 38 Basenpaare (bp) durch
Beeinflussung der mRNA-Spleidung berichtet (Pinotti et al., 2000). Quantitative
Untersuchungen ergaben fur diesen Polymorphismus eine hthere mRNA-Expression
(Perry, 2002).

* Die Polymorphismen 4, 5, 15 und 16 sind mit einer verminderten FVII-Aktivitat
assoziiert. Der Polymorphismus 4 zeigt eine verminderte basale Transkriptionsrate in
der Leberzelle (Hooft et al., 1999). Ebenso kommt es beim Polymorphismus 5 mit
seiner Decanucleotidinsertion (Kudaravalli et al., 2002; Pollak et al., 1996) durch eine

Reduktion der Promoteraktivitdt zur Beeinflussung der Proteinsynthese. Beim Poly-
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morphismus 15 resultiert aus der Codonveranderung auf dem Exon 8 eine
Verénderung der Aminosaure auf Position 353 von Arginin auf Glutamin und damit
eine Veranderung des Molekils, die den intrazellularen Prozess, die Sekretion oder
die FVII-Aktivitat beeinflusst (Green et al., 1991).

* Die Polymorphismen 8, 10, 13, und 14 liegen ebenfalls auf Exons. Hier kommt es nur
zur Veranderung des Triplett-Codes, nicht aber zu einer Veranderung der Amino-
sauresequenz und somit auch nicht zu einer Aktivitditsminderung des Proteins. Fir die
Polymorphismen 7, 9 und 12 im Intronbereich werden keine Verénderungen der FVII-
Aktivitat berichtet.

In der Greifswalder Datenbank (FVII-Register) wurden die Haplotypen an 199 gesunden
norddeutschen Blutspendern ermittelt. Die Zuordnung der Polymorphismen zu jedem
Allel erfolgte mittels Stammbaum- und Sequenzanalysen. Die Kopplungsdaten wurden
auf die Polymorphismen 3, 4, 5, 6, 7, 15 und 16 reduziert und der Haplotypen-Block

erhielt sechs Unterteilungen (siehe Tab. 3):

Block | Haufigkeit % | PM-3 | PM-4 | PM-5 | PM-6 | PM-7 | PM-15 | PM-16
HT-I 63

HT-II 24 X

HT-MII 11 X X X X X X
HT-IV | <1 X X X X

HT-V <1 X X
HT-VI | <1 X X X X X

Tab. 3: Haplotyp-Block (Wulff et al., 2008)

Zuordnung der Polymorphismen auf sechs Haplotypen im Haplotypen-Block und deren
Allel-Haufigkeit in der Normalbevélkerung.

x: Seltene FVII.C-beeinflussende polymorphe Variante

HT: Haplotyp; PM: Polymorphismus

* Beim HT-I liegt in der Normalbevolkerung bei 63 % der Einzel-Allele der Wildtyp (WT)
vor, ohne dass dies mit einer Beeinflussung der FVII-Aktivitat einher geht.

» Der HT-Il reprasentiert mit 24 % der Einzel-Allele in der Normalbevdlkerung die selte-
ne Variante des PM-3 und weist eine Erhdhung der FVII-Aktivitat auf.

» Der HT-IIl ist die Kombination der die FVII-Aktivitat reduzierenden Polymorphismen.
Er kommt zu 11 % der Einzel-Allele in der Normalbevoélkerung vor. Rechnerisch liegt



23

er in heterozygoter Form bei 22 % und bei 1,2 % liegt er in der Normalbevélkerung als
homozygote Variation vor (Wulff et al., 2008).

» Der HT-IV bis -Vl ist sehr selten. Der HT-IV und -V entstanden mutmalfilich aus einem
,crossing-over“ von HT-1 und -lll. Bemerkenswert ist, dass der HT-V zusammen mit
der haufigsten Mutation [A294V] einschlie3lich deren Doppelmutationen [A294V +
404delC)] bzw. [A294 + L13Q] gefunden wird (,Founder Effect®).

Da die Haplotypen I-lll insgesamt 98 % der Normalbevélkerung beschreiben, kann der
Haplotypen-Block auf diese reduziert werden und man spricht von einem neutralen HT-I
(wildtype: WT-HT), einem erhéhenden HT-Il (increasing: IC-HT) und einem
reduzierenden HT-lll (decreasing: DC-HT). Warum die Vielzahl an Polymorphismen
letztlich in Deutschland auf einen Block mit drei Haplotypen reduziert werden kann,
bleibt unklar. Bei Schwarzafrikanern sind sie durch eine hohere Diversitat charakterisiert
(Murken et al., 2003). Aufgrund des Kopplungsungleichgewichts (gemeinsame
Vererbung benachbarter Gene) der einzelnen FVIll-reduzierenden Polymorphismen ist
es schwierig, ihren reduzierenden Anteil innerhalb des DC-HT genau zu differenzieren
(Wulff et al., 2008). In Untersuchungen an polnischen Blutspendern, die eine geringere
Allel-Kopplung der Polymorphismen 5 und 15 aufweisen, konnte aber ein Effekt fur
beide Polymorphismen aufgezeigt werden (Perry, 2002). Bei Untersuchungen in der
Karibik an Patienten mit afrikanischer Herkunft wurde ein fehlender Einfluss des Poly-
morphismus 5 festgestellt (Temple et al., 1997). Ethnische Gesichtspunkte sollten daher
bei der Haplotypanalyse unbedingt Berticksichtigung finden.

Bei Untersuchungen an FVII-Mangel-Patienten steht insbesondere der DC-HT im
Vordergrund, da er sowohl bei heterozygoten Mutationstragern des nicht betroffenen
Allels als auch bei Nicht-Mutationstragern der Normalbevdlkerung zu einer Reduktion
der FVII-Aktivitat fuhrt. Aufgrund der Allelhdufigkeit von 11 % sind folglich auch in der
Normalbevolkerung bei 22 % heterozygote Anlagetrdger zu vermuten. Der labor-
chemische Phéanotyp weist eine Reduktion von 25 % der FVII-Aktivitat pro Allel auf und
kénnte somit zu einer Halbierung bei vermutlich 1,2 % der homozygoten DC-HT-Trager
in der Normalbevdlkerung fuhren. Die FVII-Aktivitat konnte dadurch auf3erhalb des
Normbereichs liegen. Die FVII-Aktivitatswerte sind mit denen einer heterozygoten Muta-

tion vergleichbar und fur eine pranatale Beratung kann daraus gefolgert werden, dass
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Nachkommen von hetero- oder homozygoten DC-HT-Anlagetréagern kein Risiko haben
einen schweren FVII-Mangel zu erben. Selbst bei Nachkommen mit heterozygoter
Mutation und gleichzeitigem DC-HT auf dem nicht mutierten Allel liegt die FVII-Aktivitat
mit 36 % noch aulRerhalb der Gefahr eines schweren Blutungstyps. Der heterozygote
Anlagetrager einer kausalen Mutation kann im ungunstigen Fall eines ebenfalls
heterozygot mutierten Partners aber einen schweren FVII-Mangel vererben. Die Haplo-
typen sind vermutlich fur den breiten Normbereich von 60-120 % ver-antwortlich. Im un-
teren Normbereich finden sich gehauft homozygote Genotypen des DC-HT, wahrend
Werte im oberen Normbereich durch den IC-HT charakterisiert sind (Wulff et al., 2008;
siehe Tab. 4).

Gruppe | Mutation | Haplotyp | FVII:.C Quelle

alA MO/MO WT/WT neutral (Wulff et al., 2008)(Geisen, 2005)
MO/MO IC/IC >120 % (Wulff et al., 2008)

b|A MO/MO IC/WT ~120 % (Wulff et al., 2008)(Geisen, 2005)

C MO/MO DC/IC keine Daten | (siehe 4.5)

d|B MO/MO DC/WT 75 % (Wulff et al., 2008)

e |C MO/MO DC/DC 50-60 % (Wulff et al., 2008)(Perry, 2002)

f |D M1/MO WT/IC 60-120 % (Wulff et al., 2008)

g M1/MO WT/WT 50+/-18 % (Wulff et al., 2008)

h|D|E | M1/MO WT/DC 36+/-8,5 % (Wulff et al., 2008)

i |E M1/MO DC/DC keine Daten | (siehe 4.5)

J M1/M2 <1-40 % (Herrmann et al., 2009)
M1/M1 <1-31 % (Herrmann et al., 2009)

Tab. 4: Die FVII:C bei den Mutation-Haplotyp-Kombinationen (Gruppe, siehe Tab. 8)
Der bisher bekannte Einfluss des Genotyps auf die FVII-Aktivitdt (Literaturangaben).
MO/MO: keine Mutation; M1/MO: heterozygote Mutation

M1/M2: compound-heterozygote Mutation; M1/M1: homozygote Mutation

WT: Wildtyp; IC: FVII:C-steigernder Haplotyp; DC: FVII:C-reduzierender Haplotyp

1.5.2 FVII-Mangel in der Schwangerschaft

Bei einer normalen Schwangerschaft kommt es insbesondere gegen Ende der Schwan-
gerschaft, als Schutz vor postpartalen Blutungen zur Herausbildung einer Hyperkoagu-
labilitat (Hellgren, 2003; Ramanarayanan, 2011). Dabei steigt auch das FVII-Antigen auf
bis das Vierfache gegen Ende der normalen Schwangerschaft an (Rott et al., 2007).

Die Daten zu allen RBD wahrend der Schwangerschaft sind wenig aussagekraftig und

das Risiko von prapartalen Komplikationen ist noch weitgehend unklar. Genetische Ver-
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anderungen beeinflussen die Hamostase wahrend der gesamten Schwangerschaft und
bei einem schweren FVII-Gendefekt kann es zu postpartalen Komplikationen kommen
(Kadir et al.,, 2009). So konnte in der Mehrzahl der Einzelfallbeschreibungen bei
homozygoten Mutationen eines FVII-Mangels kein signifikanter Anstieg festgestellt
werden und die Betroffenen haben insbesondere peripartal ohne Replacement-Therapie
ein potentielles Blutungsrisiko. Bei heterozygoten Schwangeren konnte in kleinen
Studien ein reduzierter Anstieg der FVII-Aktivitat festgestellt werden (Kulkarni et al.,
2006; Rott et al., 2007).

Bei sechs Schwangerschaften mit einem heterozygoten FVII-Mangel wurde ein Anstieg
von 33-42 % auf 59-84 % dokumentiert, was somit lediglich die zu erwartende
Verdopplung des Ausgangswertes gegen Ende der Schwangerschaft widerspiegelt (Rott
et al., 2007). Dieser gedampfte Anstieg gegen Ende der Schwangerschaft scheint beim
heterozygoten FVII-Mangel offensichtlich noch auszureichen, um die gewiinschte Hy-
perkoagulabilitat sicherzustellen. So konnte festgestellt werden, dass bei Entbindungen,
die der heterozygoten Diagnosestellung vorausgingen, auch ohne Replacement-
Therapie keine postpartalen Blutungen beobachtet wurden.

Andererseits sind vermutlich Komplikationen in der Frihschwangerschaft bei
heterozygotem FVII-Mangel auf Blutungen zurtickzufihren (Kulkarni et al., 2006). Durch
zwei Einzelfallbeschreibungen in Duisburg wird angenommen, dass dies durch den z6-
gerlichen Anstieg in der Frihschwangerschaft bedingt ist (53 % i. d. 14.-18. Woche).
Therapeutisch sollte unter einem engen multidisziplinaren Monitoring eine individuelle
Replacement-Therapie bei entsprechender Anamnese oder Blutungstendenzen der
Patientin peripartal aber auch in der Frihschwangerschaft erwogen werden (Kulkarni et
al., 2006). Rekombinant hergestellter FVlla ist das Mittel der Wahl, da kein Risiko einer
Infektion oder Thrombusbildung besteht (Zaidi et al., 2010).
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2 Methoden

2.1 Einschlusskriterien des Patientenkollektivs

In der Gerinnungsambulanz ,Labor MVZ Duisburg” fielen in der Zeit von Oktober 2003

bis Juli 2010 insgesamt 204 Patienten mit einem FVII-Mangel auf, bei denen zur weite-

ren Abklarung eine molekulargenetische Untersuchung erfolgte. Durch eine retrospek-

tive Studie soll an ihnen die Genotyp-Phanotyp-Korrelation untersucht werden. Die Ein-

schlusskriterien erflllten insgesamt 93 Index-Patienten:

* Eine im ,Labor MVZ Duisburg“ erhobene Blutungsanamnese.

» Eine molekulargenetische Untersuchung des FVII-Gens im ,Institut fur Experimentelle
Hamatologie und Transfusionsmedizin® der Universitatsklinik Bonn.

» Eine FVII-Aktivitat unterhalb des Normwertes von 60-120 %.

» Bei schwangeren Probandinnen wurden aufgrund des FVII-Anstiegs in der Schwan-

gerschaft auch Werte im unteren Normbereich akzeptiert.

2.2 Erhebung des klinischen Phéanotyps

Die verbreitete qualitative Klassifikation des klinischen Schweregrades eines FVII-
Mangels geht auf die Einteilung von Mariani im Jahre 1998 zurtick (Mariani et al., 1998).
Der Blutungstyp korreliert dabei oft nicht mit der gemessenen FVII-Aktivitat. Dieser
Sensitivitatsverlust der In-vitro-Diagnostik — ,lack of sensitivity in the assay” (McVey et
al., 2001) — stand im Vordergrund bei der Uberlegung, ob eine quantitative Unterteilung
des klinischen Phéanotyps die Relevanz des laborchemischen Phanotyps (FVII:C) besser
einschatzen lasst (Fragestellung 1; siehe 1.1.1).

Der schwere Blutungstyp wird beim FVII-Mangel meist durch Mutationen auf beiden
Allelen verursacht und weist oft eine FVII-Aktivitat unter 2 % auf. Die meisten Patienten
mit einem asymptomatisch oder milden Blutungstyp zeigen einen leichten FVII-Mangel,
der durch Missense-Mutationen oder FVIl-reduzierende Polymorphismen verursacht
wird. Dies fuhrte zu der Uberlegung, wann die Analyse des Genotyps eine
weiterfuhrende Diagnostik darstellt (Fragestellung 2; siehe 1.1.2).

Im Kollektiv waren 66 % der Probanden weiblich. Dieses Ungleichgewicht wird z. T.
durch die weiblichen Blutungssymptome (Menorrhagie, pra- und postpartale Blutung)

begrindet. Ob die hohe Anzahl von Aborten (21 %), die insbesondere bei den
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Schwangeren gezahlt wurden, mit kausalen Mutationen oder Polymorphismen korreliert,
soll durch einen dritten klinischen Phanotyp hinterfragt (Fragestellung 3; siehe 1.1.3)
und mit der FVII-Aktivitat in der Frihschwangerschaft verglichen werden (Fragestellung
4; siehe 1.1.4).

221 Quialitativer Blutungstyp
In der ,FVII Mutation Database“ wird von McVey seit 2001 die Einteilung nach Mariani
tUbernommen (McVey et al., 2001). Der Schweregrad wird in asymptomatisch, mild und

schwer eingeteilt, was aus klinisch festgestellten Blutungen hervorgeht (siehe Tab. 5).

Blutungstyp Klinischer Phéanotyp
asymptomatisch | keine Blutung
Mild Schleimhaut-, Zahn- und Nasenbluten

GIT-Blutung (nicht lebensgefahrlich)

starke GIT-Blutung, gesichtete Lasionen
Menorrhagie mit Eisenmangel

perioperative Blutungen

Gelenk-, Haut- und Weichteilblutungen n. Trauma
schwer starke Schleimhautblutungen mit Transfusionsbedarf
lebensbedrohliche gastrointestinale Blutung

diffuse gastrointestinale Blutung ohne L&sion
Gelenk-, Haut- oder Weichteilblutung ohne Trauma
spontane ZNS-Blutungen oder Augeneinblutungen
Tab. 5: Blutungstyp (McVey et al., 2001)

Qualitative Einteilung der Blutungstypen durch den klinischen Phanotyp.

2.2.2 Quantitativer Blutungsscore

Zur Quantifizierung des klinischen Blutungsgrades wurde der Score nach Rodeghiero et
al. tbernommen, urspringlich eingesetzt zur Beurteilung des von-Willebrand-Syndroms
(VWS) Typ I. Zehn Symptome erhielten einen Wert von 0-3, deren Summe einen
Blutungsscore von maximal 30 Punkten ergeben konnte (Rodeghiero et al., 2005; siehe
Tab. 6).
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Symptome Score

Epistaxis 0 = keine oder leicht

1 = vorhanden

2 = Kompression, Kauteris.
3 = Transfusion, FVII

Haut 0 = keine oder leicht

1 = Petechien, Prellung
2 = Hamatome

3 = Behandlung

Verletzung 0 = keine oder leicht

1 = vorhanden (1-5/Jahr)
2 = Behandlung

3 = OP, Transfusion

Oral 0 = keine oder leicht
1 = vorhanden

2 = Behandlung

3 = OP, Transfusion

GIT 0 = keine oder leicht
1 = vorhanden

2 = Behandlung

3 = OP, Transfusion

Muskel-Gelenk | O = keine oder leicht
1 = vorhanden

2 = Behandlung

3 = OP, Transfusion

Zahnextraktion | O = keine oder leicht

1 = vorhanden

2 = Revision, Kompression
3 = Transfusion

Operation 0 = keine oder leicht
1 = vorhanden

2 = Revision, Naht
3 = Transfusion

Post-Partum 0 = keine oder leicht

1 = vorhanden, Eisen

2 = Transfusion, OP, Naht
3 = Hysterektomie

Menorrhagie 0 = keine oder leicht

1 = vorhanden

2 = Behandlung, Fe, Pille
3 = OP, Transfusion, FVII

Tab. 6: Blutungsscore (Rodeghiero et al.,.2005)
Quantitative Einteilung des  Blutungsgrades
durch einen Blutungsscore (0-3).
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2.2.3 Abort

Da jede 2. Probandin z. T. mehrere Fehlgeburten aufwies, war der Abort ein weiterer Kli-
nischer Phanotyp. Ab der 3. Fehlgeburt wurde von einem habituellen Abort gesprochen,
dessen Zeitpunkt durch den Mittelwert der Schwangerschaftswochen festgelegt wurde.

2.3 Erhebung des laborchemischen Phanotyps
Den laborchemischen Phanotyp ergab die Einzelfaktorbestimmung (FVII-Aktivitat).

2.3.1 Laborchemische Untersuchungen

2.3.1.1 Thromboplastinzeit

Die Thromboplastinzeit (TPZ) ist der Suchtest fur Stérungen des exogenen
Gerinnungssystems und erfasst neben dem FVII die Vitamin-K-abhangigen Gerin-
nungsfaktoren 1l und X sowie FV und Fibrinogen.

Das Testprinzip besteht aus der Zeitmessung bis zur Entstehung von Fibringerinnseln
nach Zugabe von Tissue Factor, Phospholipiden und Calciumchlorid in plattchenarmes
und mit Citrat versetztes Plasma (Antikoagulation durch Bindung der Ca®*-lonen). Das
Thromboplastin (Tissue Factor-Phospholipid-Komplex) wird aus tierischen oder huma-
nen Gewebeextrakten gewonnen bzw. rekombinant synthetisiert. Zusammen mit Ca?*
wird so die in vivo ablaufende plasmatische Gerinnung in vitro nachgestellt.

Die TPZ bestimmt man heute vollautomatisch auf speziellen Gerinnungsmessgeraten
unterschiedlicher Hersteller. Urspringlich stellte Armand James Quick hierzu eine
Kalibrationskurve aus der Verdunnungsreihe eines Normalplasmas her. Dieses
Normalplasma gewann er aus einer Plasmamischung von 20 offensichtlich gesunden
mannlichen Personen mit normaler Gerinnung (Ausgleich individueller Faktoren-
Mangel). Der Quick-Wert spiegelt damit das Verhdltnis zwischen der TPZ und der
Aktivitat vorhandener Gerinnungsfaktoren in der Probe wider und erhélt dadurch eine
prozentuale Dimension (Normalwert 70—130 %).

In unserer Arbeit kam als Analysegerat das BCS® XP-System und Thromborel® S als
Thromboplastin-Reagenz der Siemens Healthcare Diagnostics GmbH zum Einsatz. Die
Geréatekalibration erfolgt dabei standardisiert mit vorkalibrierten Plasmen (Bruhn et al.,
2007), dem sogenannten Multikalibrator (INR-PT-Multi Cal. 5551-5555) mit funf
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verschiedenen Sollwerten zwischen 13 % und 106 % der Norm. Uber deren
Gerinnungszeiten wird die Kalibrationskurve errechnet, an der der Quick-Wert der zu

analysierenden Proben abgelesen wurde (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Kalibrationskurve TPZ
Kalibration (TPZ) d. BCS® XP-Analysators mit kommerziellem Multikalibrator.

Da die TPZ vom verwendeten Thromboplastin und Gerinnungsmessgerat abhéangt,
wurde zur besseren Vergleichbarkeit der TPZ fur Patienten unter stabiler
Antikoagulation mit einem Vitamin-K-Antagonisten die ,international normalized ratio®
(INR) eingefihrt; sie ist auch nur fur dieses Patientenkollektiv definiert. Die INR
berechnet sich aus dem Quotienten der TPZ und der MNPT (,mean normal prothrombin
time*), der mit dem Sensitivitatsindex des verwendeten Thromboplastins, dem
,international sensitivity index“ (ISI), potenziert wird: INR=(PTZ/MNPT)'S",

Dabei ist der ISI das Aktivitatsverhaltnis aus der verwendeten Thromboplastincharge
und dem internationalen Referenzthromboplastin ,international reference preparation®
(IRP) und wird vom Hersteller geratespezifisch angegeben. Da die TPZ auch von der
Spezies des verwendeten Thromboplastins abhéngt, werden von der WHO 3 Referenz-
Thromboplastine bereitgestellt (Kaninchen-, Rind- und rekombinant synthetisiertes
humanes Thromboplastin). Ein empfindliches Thromboplastin bedingt einen ISI-Wert

unter 1 und es wird empfohlen, méglichst Chargen nahe 1 zu verwenden. Die MNPT
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wird als Durchschnittszeit an 20 Normalpatienten vom durchfihrenden Labor selbst
ermittelt.

In unserer Arbeit wurde das venoése Blut durch fertige Abnahmesysteme (geschlossenes
Blutentnahmesystem Sarstedt-Monovette®) direkt mit Citratldsung (0,11 mol/l) im
Verhaltnis 1/9 versetzt. Das so antikoagulierte Blut wurde anschlieRend 5 Minuten bei
2000 U/min (944 g) zentrifugiert und das Plasma abpipettiert. Das gewonnene Plasma
wurde erneut bei 4500 U/min (4777 g) 15 Minuten zentrifugiert und konnte so
anschlielRend nahezu plattchenfrei abpipettiert werden.

Der Inhalt des Flaschchens Thromborel® S wurde mit 10 ml Aquadest aufgeldst und fir
45 Minuten bei 37°C inkubiert und durch vorsichtig es Schwenken gemischt.

50 pl des Probenplasmas wurden im Analysator mit 100 pl Thromborel® S (aus huma-
ner Plazenta gewonnenes Thromboplastin und Calcium-Chlorid, ISI-Wert 1,0-1,1) auto-
matisch gemischt und so wurde die Gerinnungsaktivierung in vitro gestartet. Der
chargenabhangige 1SI-Wert und die im Labor ermittelte MNPT wurden zuvor im BCS®
XP-System ins Software-Menl eingetragen, wodurch die Berechnung der INR

automatisch ermdglicht wurde.

2.3.1.2 Einzelfaktor-VIl-Bestimmung

Die Aktivitdt der Gerinnungsfaktoren wird durch den sogenannten Einphasentest
(Reaktionsablauf von der Initiation bis zur Fibrinbildung) bestimmt. Fir den FVII (und far
Fll, V und X) stellt er eine Variation der TPZ (Quick) dar. Zur Aktivitatsmessung der
einzelnen Faktoren wird der Test so eingestellt, dass nur der zu untersuchende Faktor
die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt (Thomas, 1988). Das gelingt dadurch, dass dem
Probenplasma ein Mangelplasma zugesetzt wird, das alle Gerinnungskomponenten des
Tests im Uberfluss enthélt, bis auf den zu bestimmenden Faktor. Die Reaktion wird
anschlieBend durch Zugabe des Thromboplastins analog zur TPZ gestartet, die
ermittelte Zeit mit einer zuvor erstellten Kalibrationskurve verglichen und die FVII-
Aktivitat in Prozent der Norm (60-120 %) abgelesen.

Das verwendete Thromboplastin kann den funktionellen Test erheblich beeinflussen
(Perry, 2002; Poggio et al., 1991) und zeigt eine deutliche Diskrepanz zwischen
tierischem und humanem Ursprung. Um die Aussagefahigkeit des In-vitro-Tests zu

sichern, sollten daher humane Reagenzien eingesetzt werden (McVey et al., 2001). Die
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Ursache hierfir liegt in der unterschiedlichen Sensitivitdit der Thromboplastine
gegenuber FVII oder aktivierten FVlla (Perry, 2002). Durch rekombinant hergestelltes
Thromboplastin (Tissue Factor ohne die transmembrane und intrazellulare Doméne)
kann so auch gezielt die FVIla-Aktivitdt gemessen werden (Morrissey, 1996).

In unserer Arbeit kam als Kalibrator das kommerzielle Standard-Human-Plasma der
Siemens Healthcare Diagnostics GmbH mit bekannter Faktorenaktivitat zum Einsatz.
Durch das Analysegerat BCS® XP erfolgen zur Erstellung der Kalibrationskurve mehrere
Testdurchgange einer in der Software vorgegebenen Verdinnungsreihe. Zur Verdin-
nung wurde eine isomolare NaCl-Lésung als vorgeschriebene Pufferlésung verwendet.
Die sechs voreingestellten Konzentrationen lagen zwischen 150 % und 10 % der Norm.
Zum Ablesen einer sehr niedrigen FVII-Aktivitat sind Testdurchlaufe des Kalibrators mit
noch hoheren Verdinnungen erforderlich (Bruhn et al.,, 2007). Die Kalibrationskurve
sollte im linearen System wie die TPZ einen asymptotischen (Barthels und Depka, 2003)

Verlauf zeigen (siehe Abb. 3).
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Abb. 3: Kalibrationskurve FVII:C
Kalibration (FVII:C) d. BCS® XP-Analysators mit verdiinntem Standard-Human-Plasma.

In unserer Arbeit wurde das immunabsorbierte FVII-Mangelplasma (Coagulation-Factor-
VII-Deficient-Plasma) der Siemens Healthcare Diagnostics GmbH verwendet.
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Der Inhalt des Flaschchens wurde mit 1 ml Aquadest aufgeldst, anschlieBend 15
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und schliel3lich durch vorsichtiges
Schwenken gemischt.

Von dem plattchenfrei gewonnenen Probenplasma wurden 5 pl mit 30 pl Mangelplasma
und 15 pl Aquadest automatisch im Analysator gemischt. Mit 150 pl Thromborel® S
wurde die Gerinnungsaktivierung in vitro gestartet und die FVII-Aktivitat durch den Ana-

lysator an der Kalibrationskurve abgelesen.

2.4 Erhebung des Genotyps

24.1 Analyse
Mit der molekulargenetischen Diagnostik soll der krankheitsbedingte Nachweis oder
Ausschluss einer kausalen Veranderung der DNA erbracht werden.

2.4.1.1 DNA-Isolation

Die DNA-Isolierung dient dazu, DNA-Molekiile aus biologischem Material méglichst in
reiner Form zu gewinnen. Die Analyse des FVII-Gens erfolgt aus Vollblut. Hierzu wird
EDTA-antikoaguliertes Blut zur Lyse der Erythrozyten mit einem Puffer versetzt und die
zellkernhaltigen Leukozyten werden nach Zentrifugation abpipettiert. Mittels
zugegebener Proteasen und Sodiumdodecylsulfat (SDS) werden Proteine und
Zellbestandteile zerstort und nach Waschung in Ethanol sichtbar ausgefallt.
AnschlieBend wird die so gewonnene DNA in einer gepufferten Salzlésung
(Elutionspuffer) konserviert. Dieses Verfahren wurde 1988 entwickelt und als ,salting
out“-Methode bekannt (Miller et al., 1988; Murken et al., 2003).

2.4.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die DNA liegt in ihrer urspringlichen Form als antiparalleler Doppelstrang vor. Die
komplementéaren Nukleotidstrdnge werden tber Wasserstoffbriicken verbunden und das
DNA-Molekul erhalt dadurch eine spiralformige Tertiarstruktur. Die insgesamt vier
unterschiedlichen Nukleotide bestehen an der Hybridbindung aus den zwei Purinbasen
Adenin (A) und Guanin (G) bzw. deren komplementaren Pyrimidinbasen Thymin (T) und

Cytosin (C). Die Basen sind gegenuber der Hybridbindung mit dem Zucker (Pentose)



Desoxyribose verknupft. Der Nukleotidstrang entsteht durch die Veresterung einer
energiereichen Triphosphatgruppe an der C3- bzw. Cs-OH-Gruppe der Pentose. Nach
ihrer Syntheserichtung erhalt dadurch eine DNA-Sequenz definitionsgemal} ein 5’- und
3’-Ende. Die Abfolge der vier Nukleotide bildet den genetischen Code, wobei jeweils drei
Nukleotide eine Aminosédure kodieren. 64 mdglichen Kodierungscodes stehen
insgesamt 21 verschiedene Aminosauren gegeniber, sodass Mehrfachkodierungen die
Regel sind.

Die ,Polymerase Chain Reaction* (PCR) ist eine Methode, um gewonnene isolierte DNA
in vitro zu vervielfaltigen und sie weiteren genetischen Analysen zuzufiihren. Hierzu wird
die ,DNA-Polymerase” bendtigt, ein Enzym, welches in allen Organismen vorkommt und
fur die Verdopplung der DNA vor der Zellteilung verantwortlich ist. Die neu gebildete
DNA dient in vitro als zusatzliche Matrize und induziert so in den folgenden
Syntheseschritten die gewlnschte exponentielle Kettenreaktion. Nur bekannte DNA-
Sequenzen sind diesem Verfahren zuganglich, da zum Start der Reaktion kurze
komplementére Nukleotidsequenzen (,primer‘) bendtigt werden. Zunachst wird der
helikale Doppelstrang thermisch bei 96°C in seine Einzelstrange denaturiert (,melting®).
Jetzt kénnen zugesetzter Forward- und Reverse-Primer an je einem der beiden
Doppelstréange bei spezifischer Temperatur hybridisieren (,annealing”) und mit ihrem 3'-
Ende die zu amplifizierende Sequenz (Template) umschliel3en. In zwei Zyklen wird die
Template-Sequenz bei 72T nach Inkubation mit der D NA-Polymerase und den vier
energiereichen Desoxyribonukleotiden (dNTP) exponentiell amplifiziert (,elongation®).
Ein Zyklus dauert ca. ein bis zwei Minuten, sodass nach ein bis zwei Stunden und ca. 35
Zyklen ausreichend DNA-Material zur Verfigung steht. Die PCR wird durch Abnahme
der relativen Enzymkonzentration bzw. Verbrauch der dNTP limitiert (Mullis el al., 1986;
Murken et al., 2003; Saiki et al., 1988). Verwendung fanden bei der FVII-Genanalyse

Primer mit einer Lange von bis zu 22 Nukleotiden (siehe Tab. 7).
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Domaine Primer

PF CCTGGTCTGGAGGCTCTC
PR GGGGAGGACACAGGTGT

E laF CTCAGCTGGGGTGTTCAGAG
E 1aR TGGATGCTGGTTTCTAGAAGGA
E 1bF GTGGCGTGAGGATGGCTAGT
E 1bR CTGGAGCGGTCACTTCCTCT
E 2F GGCGGTCTCCGAGGCACTGG
E 2R GCGCCGCTGCGTGTTCGCCG
E 3F CCAGTTCATGGTGTGTCCAG
E 3R TACACACCCCACCAGGTTGT
E 4F CCAGTTCATGGTGTGTCCAG
E 4R TACACACCCCACCAGGTTGT
E 5F AGCTCATGCCACCTTCCAGGC
E 5R TGTCATCTGGGACTGGGACATG
E 6F CTAGTGGCACGTTCATCCCT
E 6R TTCAAAAGGCTTCAAGACCC
E7F ATGACAGCAATGTGACTTCC
E 7R GTCTGTGGAAGTGACAGCAC
E 8.1F GTGAGGTGGCAGGTGGTGGA
E 8.1R CCTTGCTGCCATCCGAGTAG
E 8.2F GCACCACCAACCACGACATC
E 8.2R TGCCCTCCTCTACCCCATTA

Tab. 7: Primer
Verwendete Primer bei der FVII-Genanalyse.
R: reverse; F: forward; P: Promoter; E: Exon

2.4.1.3 DNA-Sequenzierung

Die Analyse der einzelnen Basen einer DNA-Sequenz erfolgt durch verédnderte dNTPs
ohne eine 3-OH-Gruppe. Neben den normalen Nukleotiden mit den Basen Adenin,
Thymin, Guanin und Cytosin wird in vier verschiedenen PCR-Reaktionsansétzen jeweils
ein verandertes Didesoxyribonukleotid (ddNTP) zugesetzt. Durch Einbindung einer
komplementéaren ddNTP kommt es zum Syntheseabbruch des Nukleotidstrangs, da eine
Veresterung der Phospatgruppe an der fehlenden 3’-OH-Gruppe nicht mehr moglich ist.
Die zuvor mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierten ddNTPs liegen
endstandig an unterschiedlich langen Strdngen, die durch die anschlieRende

Gelelektrophorese differenziert werden kénnen (Murken et al., 2003).

2.4.1.4 Gelelektrophorese

DNA-Fragmente werden nach ihrer Lange mithilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt. In
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die Vertiefungen eines Agarose- oder Acrylamidgels werden die negativ geladenen
DNA-Fragmente gegeben, die im elektrischen Spannungsfeld zur Kathode wandern.
Langere Fragmente werden durch das Gel starker abgebremst als kurze
Nukleotidsequenzen. Durch die Markierung mit fluoreszierenden Substanzen kdnnen die
DNA-Fragmente sichtbar gemacht und detektiert werden.

Hierfir werden planare, aromatische Kohlenwasserstoffmolekile (Ethidiumbromid)
verwendet, die sich zwischen die Basenpaare schieben (interkalieren). Das Ethidium-
bromid erfahrt dadurch eine Konformationsdnderung, die die fluoreszierenden Eigen-
schaften steigert. Durch UV-Licht wird das Elektron-System des Ethidiumbromid energe-
tisch angeregt. Nach dem Ende der Bestrahlung erfolgt der spontane Ruckfall des Elek-
trons in den Zustand niedriger Energie und daraus resultiert die Emission von

energiereichen Photonen (Murken et al., 2003; Sambrook und Russell, 2001).

2.4.1.5 Nachweis genomischer Deletionen

Der Beweis einer grofReren heterozygoten Deletion, z.B. eines ganzen Exons, wird
durch die PCR-Amplifikation des nicht mutierten Allels erschwert. Es sind daher quanti-
tative Auswertungen der amplifizierten Sequenzen erforderlich. Bei der “Multiplex-Liga-
tion-dependent-Probe-Amplification (MLPA) werden in einem gemeinsamen Ansatz fur
alle Exons spezifische Primer-Paare mit der Probe inkubiert, die unmittelbar neben-
einander liegend uber das gesamte Exon hybridisieren und zu einem Oligonukleotid
ligieren. Alle Primer-Paare tragen an ihren Enden identische Sequenzen, die die Exon-
sequenz Uberragen. In einem 2. Schritt hybridisiert an diesen Sequenzen ein Universal-
Primer, der die Amplifikation der ligierten Oligonukleotide einleitet. Bei einer Deletion
erfolgt auf dem betroffenen Allel keine Hybridisierung der Primer-Paare und somit auch
keine Amplifikation der Sequenzen bzw. des Exons. Die Analyse der amplifizierten
Exonsequenzen erfolgt Uber deren Fragmentlange und die anschlieRende quantitative

Analyse durch Vergleich der Signalstarke mit einer Referenz-DNA (Murken et al., 2003).
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2.5 Statistik

Die erhobenen Daten wurden zunéchst in eine Excel-Tabelle eingepflegt und dann in
das statistische Analyseprogramm IBM SPSS Statistics 19 importiert. Die Ergebnisse
bestehen aus einem deskriptiven Teil und den statistischen Tests zur Uberpriifung rele-
vanter Fragestellungen und Hypothesen.

Fur die Deskription wurden fir die nominalen Variablen die jeweiligen absoluten und
relativen Haufigkeiten und bei den stetigen Variablen die Grenzwerte (Maximum und
Minimum), der Durchschnitt, der Median, das 25 %- bzw. 75 %-Quantil und die Stan-
dardabweichung ermittelt.

Die jeweiligen Tests orientieren sich an der Art der Variablen:

Der Cochran-Armitage-Test gibt den Trend fur zwei kategorielle Variablen an, wobei
eine Variable binér sein muss, die andere hingegen beliebig viele Kategorien aufweisen
kann. Der Trendtest analysiert Haufigkeitsverteilungen und analysiert Zusammenhange
zwischen den zwei Variablen. In unserem Kollektiv wurde so der Zusammenhang
zwischen der Indikation bzw. den anamnestischen Blutungssymptomen und dem
Genotyp ermittelt.

Die einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur (Anova) braucht eine stetige
und eine kategorielle Variable und ist ein Verfahren, das Mittelwerte der stetigen
Variable in den verschiedenen Gruppen untersucht. Bei signifikanten Ergebnissen
kénnen Gruppenunterschiede angenommen werden. In unserem Kollektiv wurden so die
Unterschiede der FVII-Aktivitat und der INR in den Genotyp-Gruppen aufgezeigt.

Der T-Test fur unverbundene Stichproben braucht eine stetige Variable und eine
kategorielle Variable mit zwei Kategorien. Er sucht nach Differenzen zwischen den Mit-
telwerten der beiden Gruppen. In unserem Kollektiv wurden so die Unterschiede der
FVII-Aktivitat in den Genotyp-Gruppen zwischen weiblichen und schwangeren
Probandinnen hervorgehoben.

Fur die maximal zulassige Irrtumswahrscheinlichkeit wurde ein Signifikanzniveau bei

allen Statistikverfahren von a =5 % festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Kollektivbeschreibung

Durch die unter Punkt 2.1. beschriebenen Einschluss- und Selektionskriterien ergaben
sich fur das Kollektiv folgende Charakteristika:

3.1.1 Einteilung

Es lag eine ungleiche Verteilung der Geschlechter vor. Insgesamt waren 67 (72 %) der
93 Probanden Frauen, von denen aktuell 25 (27 %) schwanger waren, und 26 (28 %)
Probanden Méanner. Das Kollektiv wurde daher in drei Kollektivgruppen unterteilt:
mannlich, weiblich (nicht schwanger) und schwanger (siehe Abb. 4).
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Abb. 4. Kollektivverteilung Abb. 5: Alterstruktur

Haufigkeiten und Alter der drei Kollektivgruppen (weiblich, méannlich, schwanger).
Boxlange: Quartile Q1<Q3 mit Median; Whisker: max./min. bis 1,5-fache Boxlange
(9: >1,5-fache Boxlange: Ausreil3er; (*): >3-fache Boxlange: Extremwerte

3.1.2 Altersstruktur

Die schwangeren Frauen sind mit durchschnittlich 28 Jahren junger als die weiblichen

Probanden mit 31 Jahren. Die Manner waren etwa zehn Jahre jinger (siehe Abb. 5).
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3.1.3 Indikationen

Alle Probanden wurden mit ein oder zwei Indikationen zur hamostaseologischen
Abklarung ins ,MVZ Labor Duisburg* von Arzten unterschiedlicher Fachdisziplinen
Uberwiesen.

Die Halfte der weiblichen Probanden wies zwei Indikationen auf, wahrend bei 2/3 der
Manner und Schwangeren die Untersuchung aus einem Grund erfolgte (siehe Abb. 6b).
Insgesamt wurden 19 verschiedene Indikationen gezéhlt, von denen die drei
Indikationen Abort, INR-Erh6éhung bzw. praoperative Diagnostik tber die Halfte und
gynakologische Symptome wie die Schwangerschaftsblutung, Menorrhagie und der
Abort Gber 1/3 aller Indikationen ausmachten. Eine INR-Erh6hung konnte man bei 1/5,
Wund-, Nasen- oder Hautblutung zusammen bei 1/10 aller Indikationen feststellen
(siehe Abb. 6a).
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Anzahl Indikation
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[ 1 Indikation
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Abb. 6a: Verteilung Indikationen Abb. 6b: Anzahl Indikationen
Haufigkeiten und Verteilung der Untersuchungsindikationen, die zur Gerinnungsdiagnos-
tik fuhrten.
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3.14 Anamnestische Blutungssymptome

Die Anamneseerhebung ergab, dass bis zu zwei Blutungssymptome im klinischen
Vordergrund standen. 1/3 aller Frauen und 2/3 der Manner wiesen keine Blutungs-
anamnese auf. Weibliche Blutungssymptome wie die Menorrhagie oder Schwanger-
schaftsblutung sind am haufigsten vertreten und auch daftr verantwortlich, dass fast die
Halfte aller Frauen ein Symptom und 1/4 sogar zwei Symptome aufwies (siehe Abb. 7b).
Hautblutungen wie Hamatome oder Petechien lagen deutlich unter 1/3. Schleim-
hautblutungen wie Epistaxis, Hamaturie, orale und gastrointestinale Blutungen kamen

zusammen bei 1/4 des Kollektivs vor (siehe Abb. 7a).

e Anamnestische Blutungssymptome
ann-
) [l w eiblich
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Abb. 7a: Verteilung anamn. Blutungssympt. Abb. 7b: Anzahl anamn. Blutungssympt.
Haufigkeiten und Verteilung der anamnestischen Blutungssymptome, die zur  Gerin-
nungsdiagnostik fuhrten.

3.2 Laborchemischer Phanotyp
Zur Routinediagnostik einer hamorrhagischen Diathese gehérten — neben dem Blutbild
und dem globalen Gerinnungstests — die Einzelfaktorenanalysen 1-Xlll sowie die Be-

stimmung des VWF.

3.21 FVII-Aktivitat
Die FVII-Aktivitat lag bei allen Frauen mit durchschnittlich 52 % um etwa 10 % hoher als

bei den Mannern. Hierfur zeigten sich die Schwangeren mit durchschnittlich 62 % ver-
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antwortlich. Bei den weiblichen Probanden lag das Niveau mit 46 % nur leicht héher als
bei den Mannern mit 42 % (siehe Abb. 8).

Faktor VIl Aktivitat Thromboplastinzeit
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Abb. 8: FVII:C im Kollektiv Abb. 9: INR im Kollektiv
Laborchemischer Phanotyp (FVII:C und INR) in den drei Kollektivgruppen.

3.2.2 Thromboplastinzeit

Analog zu der reduzierten FVII-Aktivitat zeigte sich im Kollektiv eine entsprechende INR-
Erhohung. Die Manner wiesen die hochste INR von durchschnittlich 1,38 auf wahrend
bei den Schwangeren die INR nur bei durchschnittlich 1,13 lag. Bei den weiblichen
Probanden ergab sich ein durchschnittlicher Wert von 1,22; sie lagen, wie die FVII-

Aktivitat, zwischen den anderen Kollektivgruppen (siehe Abb. 9).

3.2.3 Hamorrhagische Nebendiagnosen

Neben einem FVII-Mangel fiel bei 33 Probanden (35 %) eine hamorrhagische
Nebendiagnose auf. Bei 12 Probanden (13 %) wurden zwei Nebendiagnosen festgestellt
(siehe Abb. 10Db).

Insgesamt konnten 13 verschiedene hamorrhagische Nebendiagnosen gezahlt werden,
von denen das VWS mit fast 25 % am haufigsten vertreten war und im Gesamtkollektiv
bei 12 % gefunden wurde. Der FX-Mangel trat mit fast 18 % bzw. 8 % im Gesamt-
kollektiv auf (siehe Abb. 10a).
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Abb. 10a: Nebendiagnosen Abb. 10b: Nebendiagnosenanzahl

Haufigkeiten und Verteilung der hamorrhagischen Diagnosen, die neben dem FVII-Man-
gel durch die Gerinnungsdiagnostik festgestellt wurden.

3.3 Klinischer Phéanotyp
Die Erhebung des quantitativen und qualitativen klinischen Phanotyps erfolgte nach den
aufgeflihrten Kriterien (siehe Punkt 2.2). Der Abort stellte ein weiteres Merkmal des Kkli-

nischen Phanotyps dar.

3.3.1 Qualitativer Blutungstyp

Beim qualitativen Blutungstyp (siehe 2.2.1) wies Uber die Halfte der Probanden (57 %)
den milden Blutungstyp auf. Uber 40 % des Gesamtkollektivs waren klinisch asymp-
tomatisch. Besonders bei den weiblichen Probanden zeigte sich bei 76 % ein milder Blu-
tungstyp. Nur 2 Probanden fielen mit einer schweren Blutung auf (siehe Abb. 11).
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Abb. 11: Blutungstyp

3.3.2

Abb. 12: Blutungsscore
Klinischer Phéanotyp (Blutungstyp und Blutungsscore) in den drei Kollektivgruppen.

Quantitativer Blutungsscore

Der Blutungsscore belief sich im Kollektiv auf maximal neun von 30 méglichen Punkten.

Fast 40 % wiesen bei fehlenden Blutungen einen Score von 0 auf. Ein weiteres

Maximum ergab sich mit insgesamt 49,5 % bei 2-5 Punkten. Der maximale Score von 9

kam im Zusammenhang mit der Menorrhagie und einer Operation vor. Weibliche

Probanden wiesen den hochsten Gesamtscore von durchschnittlich etwa 2,6 auf.

Manner lagen mit 1,3 und Schwangere mit 1,0 deutlich niedriger (siehe Abb. 12).

Leichte bis maRige Hautblutungen traten gehauft bei Frauen auf, wahrend Muskel- oder

Gelenkblutungen nicht beobachtet wurden. Blutungen des Gastrointestinaltrakts bzw.

der Schleimhaut zeigten sich genauso wie die postpartale Blutung eher selten. Eine

leicht- bis mittelgradige Menorrhagie wurde hauptsachlich von weiblichen und weniger

von schwangeren Probanden beklagt. Operationskomplikationen ergaben sich haufiger
bei weiblichen Probanden (siehe Abb. 13a-j).




Epistaxis-Score Haut-Score Verletzungen
4 3
€3 B w eiblich < Bl w eiblich <
.o 2 ibli
@ ) E n‘ar:lnllch g [ ménnlich S = vn\f:::::él;]
Z 1 schw anger g1 [CJschw anger 5: O schw anger
0o 1 2 0o 1 2 0o 1 2

Abb. 13a: Epistaxis

Anzahl

Oral-Score

4
3
2
1
0 1

Wl w eiblich
@ ménnlich
[ schwanger

Abb. 13d: Orale Blutung

Muskel- oder Gelenkblutung

Abb. 13b: Hautblutung

Abb. 13c: Verletzungsblutg.

GIT-Score

0o 1 2

B w eiblich
& ménnlich
[ schw anger

Anzahl
= N W A O

Abb. 13e: GIT-Blutung

Zahn-Extraktion-Score

4
< i < 3 Bl w eiblich
N = \r?r/;ﬁ:lcgllw g 2 @ ménnlich
:_: [ schwanger < O schwanger
1
0 0 2
Abb. 13f: Muskel-Gelenk-B. Abb. 13g: Zahnbeh.-Blutung
Operation-Score Menorrhagie-Score Post-Partum-Score
4 30 4
= = < 3
'§ 3 B w eiblich '§ 20 Wl w eiblich ﬁ Ml w eiblich
c 2 [ ménnlich c Oschwangef| & 2 [Ischwanger
< 4 Clschwange|| <C 10 < 4
0
0 2 3 012 3 0 1 2

Abb. 13h: OP-Blutung
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Abb. 13;: Postpart.-Blutung

Quantitativer Einzelscore (0—3) bei zehn Blutungen in drei Kollektivgruppen.
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Der direkte Vergleich von Blutungstyp und Blutungsscore lieR Ubereinstimmungen beim
asymptomatischen und milden Blutungstyp erkennen, die sich im unteren bzw. mittleren
Drittel des Blutungsscores darstellten. Der schwere Blutungstyp hingegen zeigte keine
Korrelation, sondern lag im unteren Drittel des Blutungsscores, wahrend der hochste

Score (9) einem milden Blutungstyp entsprach (siehe Abb. 14).
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Abb. 14: Blutungstyp und Blutungsscore
Korrelation zwischen Blutungstyp und Score.

3.3.3 Abort

Von insgesamt 67 Frauen waren aktuell 25 Probandinnen schwanger, von denen 68 %
wieder einen Abort aufwiesen. Uber die Halfte der 32 Patientinnen mit Abort wurde
daher durch Schwangere reprasentiert. Die Mehrheit (72 %) wies ein bis zwei Aborte im

1. Trimenon auf. Der habituelle Abort (> 2 Aborte) war zu 28 % vertreten (siehe Abb.
15a-c).
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Abb. 15a: Abort Abb. 15b: Abortanzahl Abb. 15c: Abortwoche

Haufigkeit und Zeitpunkt (Schwangerschaftswoche, SSW) des Aborts bei schwangeren
und weiblichen Probanden.

3.4 Genotyp
Die Analyse des FVII-Gens auf Polymorphismen und Mutationen erfolgte in allen Exons

einschlief3lich der Promoter- und angrenzenden Intronsequenzen.

3.4.1 Polymorphismen

Das FVII-Gen wurde auf drei der 16 bekannten Polymorphismen untersucht:
FVII-Aktivitat reduzierende (DC) Polymorphismen (siehe Tab. 2):

» -323-10bp-Insertion, (al1>a2), (Nr. 5,)

« R353Q, (m1>m2), (Nr. 15)

FVII-Aktivitat steigernder (IC) Polymorphismus:

o -402G>A, (Nr. 3)

Bei den 93 Probanden des Kollektivs lie3en sich auf den 186 Einzel-Allelen folgende
Haufigkeitsrelationen der drei Polymorphismen aufzeigen:

« (al>a2): 0,48 /0,52
¢ (M1>m2): 0,47 /0,53
e (-402G>A): 0,98/0,02

Die FVII-Aktivitat-reduzierenden polymorphen Varianten a2 und m2 zeigten aufgrund
des Kopplungsungleichgewichts (siehe 1.5.1) ein &hnliches Verteilungsmuster und
wurden in Uber der Halfte der Einzel-Allele festgestellt. Die FVII-Aktivitat-erh6hende
polymorphe Variante -402A konnte im Kollektiv in knapp 2 % der Einzel-Allele
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festgestellt werden. Sie wiesen somit deutliche Abweichungen zur Normalpopulation auf
(siehe Tab. 2):

+ (al>a2): 0,77/0,23
* (M1>m2): 0,80/0,20
* (-402G>A). 0,71/0,29

Bei der Betrachtung der 93 Allel-Paare lag in Gber der Halfte des Kollektivs die hetero-
zygote (al/a2; m1/m2) und bei ca. einem 1/4 die homozygote Variation (a2/a2; m2/m2)
der FVIl-reduzierenden Polymorphismen vor und zeigte auch hier aufgrund des Kopp-
lungsungleichgewichts ein @hnliches Verteilungsmuster (siehe Abb. 16a-b). Der FVII-
Aktivitat-steigernde Polymorphismus konnte als heterozygote Variation (-402G/A)

dreimal im Kollektiv gefunden werden, eine homozygote Variation kam nicht vor (siehe
Abb. 16c).

-323-Insertion u. Allel-Paare R353Q und Allel-Paare -402G>A und Allel-Paare
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Abb. 16a: al/a2 Abb. 16b: m1/m2 Abb. 16c: -402G/A

Haufigkeiten der Polymorphismen auf den Allel-Paaren (heterozygot oder homozygot).

3.4.2 Haplotypen

Bei der Bestimmung der Haplotypen (HT) wurde sich in unserer Arbeit auf die Haplotyp-
Blocke HT-I, HT-1l und HT-III (Tab. 3) und damit auf den Wildtyp (WT-HT), auf den stei-
gernden (IC-HT) und den reduzierenden Haplotyp (DC-HT) beschrankt.

Zur Einteilung dienten die drei Polymorphismen a2, m2 und -402A (siehe 3.4.1).

Bei den 186 Einzel-Allelen kamen der WT-HT in 44,1 %, der IC-HT in 1,6 % und der DC-
HT in 54,3 % der Falle vor (siehe Abb. 17a).

Bei der Betrachtung der 93 Allel-Paare kamen der homozygote WT-HT [WT/WT] bei
15,1 %, der heterozygote IC-HT [IC/WT] bei 2,2 %, der heterozygote DC-HT [DC/WT]
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bei 55,9 % und der homozygote DC-HT [DC/DC] in 25,8 % der Falle vor. Einmal wurde
die Konstellation von DC und IC [DC/IC] auf einem Allel-Paar gezéhlt (siehe Abb. 17b).

Haplotyp und Einzel-Allele Haplotyp und Allel-Paare
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Abb. 17a: Haplotyp und Einzel-Allele Abb. 17b: Haplotyp und Allel-Paare

Haufigkeiten der Haplotypen auf den Einzel-Allelen und deren Kombination auf den Al-
lel-Paaren.

3.4.3 Mutationen

Die haufigste Mutation war die Missense-Mutation [A294V], die zusammen mit lhrer
Deletions-Variante [A294V+404delC] bei elf Probanden festgestellt wurde und somit 1/3
aller Mutationen ausmachte. Mehrfach wurden auch die Splei3stellen-Mutation
[ISV7+7A>C] (12,5 %) und die Missense-Mutation [Q100R] (6,3 %) gezahlt (siehe Abb.
18a).

Mit 69 % waren die Missense-Mutationen am haufigsten vertreten, wahrend Spleil3-
stellen- (14 %), Promoter- (11 %) und Insertions-Mutationen (6 %) seltener waren (siehe
Abb. 18b).

Bei 1/3 (30,1 %) der Probanden konnte eine heterozygote Mutation [M1/M0O] gefunden
werden. Bei drei Probanden (3,2 %) lag eine compound-heterozygote Mutation [M1/M2]
vor. Bei 2/3 (66,7 %) war keine Mutation [MO/MO0] festzustellen (siehe Abb. 18c).
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Abb. 18a: Mutationen
Haufigkeiten der analysierten 35 Mutationen (compound-heterozygot rechts dargestellt).
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Abb. 18b: Mutationstyp

Abb.18c: Mutation und Allel-Paare

Typ und Verteilung der Mutationen insgesamt und auf den Allel-Paaren (heterozygot
oder compound-heterozygot).
MO/MO: keine Mutation; M1/MO: heterozygote; M1/M2: compound-heterozygote Mutation
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3.44 Mutation-Haplotyp-Kombination

Im Kollektiv traten zehn verschiedene Mutation-Haplotyp-Kombinationen (a—j) auf. In 3/4

der Kombinationen kam der DC-HT vor (siehe Abb. 19). Bei jedem 8. Probanden wurde

weder eine Mutation noch ein Polymorphismus nachgewiesen. Bei der compound-

heterozygoten Mutation wurde auf die weitere Kombination mit Haplotypen verzichtet,

da der FVIll-reduzierende Effekt auf die Mutation beider Allele zuriickgeht. Die genaue

Allel-Zuordnung der heterozygoten Mutation-Haplotyp-Kombination (f und h) kann auf-

grund einer fehlenden Familienuntersuchung nicht erfolgen und soll durch das Symbol

[~] verdeutlicht werden (siehe 1.5.1):

* a: keine Mutation + homozygoter WT-HT: [MO/MO]J+[WT/WT] 11,8 %
* b: keine Mutation + heterozygoter IC-HT: [MO/MO]+[IC/WT] 1,1%
e c. keine Mutation + heterozygoter DC-HT + IC-HT: [MO/MOQ]+[DC/IC] 1,1%
* d: keine Mutation + heterozygoter DC-HT: [MO/MO]+[DC/WT] 29 %
» e: keine Mutation + homozygoter DC-HT: [MO/MO]+[DC/DC] 22,6 %
» f:  heterozygote Mutation + heterozygoter IC-HT:  [M1/MO]+[WT~IC] 1,1%
* g: heterozygote Mutation + homozygoter WT-HT: [M1/MO]+[WT/WT] 3.2%
* h: heterozygote Mutation + heterozygoter DC-HT: [M1/MO]+[DC~WT] 23,7 %
o i heterozygote Mutation + homozygoter DC-HT: [M1/MO]+[DC/DC] 3.2%
* | compound-heterozygote Mutationen: [M1/M2] 3,2%
Mutation-HT-Kombination
15+
g™ B mmnich
5: . O schwanger
0

a: [MO/MOJ+[WT/WT}
b: [MO/MOJ+{IC/WT}
¢: [MO/MOJ+[DC/IC}

d: [MO/MO]J+[DC/WT}

e: [MO/MO]J+[DC/DC]

f: [M1/MOJ+[WT~IC]

g: [M1/MOJ+WT/WT]

i: (M1/M2]

h: [M1/MO]+WT~DC]
i [M1/MO]+[DC/DC]

Abb. 19: Mutation-Haplotyp-Kombinationen

Haufigkeiten und Verteilung der zehn Mutation-Haplotyp-Kombinationen (a—j).
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3.4.5 Gruppierungen

Die 93 Probanden verteilten sich im Kollektiv auf zehn verschiedene Mutation-Haplotyp-
Kombinationen. Die Probandenzahl der einzelnen Kombinationen unterschied sich z. T.
erheblich. Die vier Kombinationen a, d, e und h erfassten zusammen 86,8 % der
Probanden (siehe Abb. 19). Um eine statistische Ausarbeitung zu ermdglichen, wurden

die zehn Kombinationen a—j in die funf Gruppen A-E zusammengefasst (siehe Tab. 8):

Gruppe | Mutationen und HT

A | [MO/MOJ+[WT/WT]
[MO/MO]+[IC/WT]

[MO/MO]+[DC/IC]
[MO/MO]+[DC/WT]
[MO/MO]+[DC/DC]
[M1/MO]+[WT~IC]
[M1/MO]+[WT/WT]
[M1/MO]+[DC/WT] FVII:C>36 %

E | [M1/MO]+[WT/DC] FVII:C<36 %

I [M1/MO]+[DC/DC]

J [M1/M2]

Tab. 8: Genotyp-Gruppen
Zusammenfassung der zehn Mutation-Haplotyp-
Kombinationen (a—j) in funf Genotypen (A-E).
MO/MO: keine Mutation; M1/MO: heterozygote
M1/M2: compound-heterozygote Mutation

IC: FVII:C-steigernder Haplotyp

DC: FVII:C-reduzierender Haplotyp

WT: Wildtyp; [~]:Allel nicht zuzuordnen

O0Ow

SKQ| ™o | Q|0 |T|o

Folgende Uberlegungen standen hier im Vordergrund:

» Da die Selektion auf den FVII-Mangel gerichtet war, wurde der seltene IC-HT in die
Gruppe A (Wildtyp) und D einbezogen.

» Die haufigen heterozygoten und homozygoten DC-HT ohne Mutation bildeten alleine
die Gruppe B und C.

» Die seltenen compound-heterozygoten Mutationen und die heterozygoten Mutationen
mit einem homozygoten DC-HT wurden in der Gruppe E (homozygote Mutation-

Haplotyp-Kombination) zusammengefasst.
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* Die Allelzuordnung einer heterozygoten Mutation zu einem heterozygoten DC-HT war
aufgrund fehlender Familienuntersuchungen nicht moglich. In der Rangliste der 22
Probanden mit dieser Kombination zeichnete sich zwischen 36 % und 50 % ein
stufenformiger Verlauf der FVII-Aktivitat ab. Aufgrund der zwei Aktivitatsniveaus wurde
unterhalb von 36 % eine Mutation-Haplotyp-Kombination auf verschiedenen Allelen
angenommen und in die Gruppe E aufgenommen. Hohere FVII-Aktivititen machten
die Lage auf demselben Allel (heterozygote Mutation-Haplotyp-Kombination) wahr-
scheinlicher (siehe Tab. 4) und verblieben in der Gruppe D (siehe Abb. 20).

FVI.C und [M1/MO]+[DC~WT]
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Abb. 20: Rangliste FVII:C

Stufiger Verlauf .der FVII:C bei 22 Proban-
den mit der Mutation-HT-Kombination (h)
[M1/MO]+[WT~DC] und der Zuordnung in
die Gruppen D (>36 %) bzw. E (<36 %).
(----) FVII:C-Mittelwert bei Veranderung auf
einem oder zwei Allelen (siehe Tab. 4)

Somit ergaben sich statistisch als auswertbare Gruppenstéarken:

* A: Wildtyp: [MO/MOJ+[WT/WT]+[IC/WT]+[DC/IC]: 14 %
* B: Heterozygoter DC-HT: [MO/MO]+[DC/WT]: 29 %
* C: Homozygoter DC-HT: [MO/MO]+[DC/DCJ: 22,6 %
* D: Heterozygote Mutation-HT: [ML/MO]+[WT~ICIH[WT/WTJ+[DC/WT]: 17,2%

E: Homozygote Mutation-HT: [M1/MO]+[WT/DC]+[DC/DC]+[M1/M2]: 17,2 %
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3.5 Genotypkorrelation

Die genetische Veranderung (Genotyp) nahm innerhalb der Gruppen von A nach E zu.
Die Genotyp-Gruppen wurden auf Korrelationen untersucht mit den:

* Indikationen

* anamnestischen Blutungssymptomen

* laborchemischen Phéanotypen (FVII:C, INR, hamorrhagische Nebendiagnosen)

 klinischen Phanotypen (qualitat. Blutungstyp, quantitat. Blutungsscore, Abort)

3.5.1 Indikationen und Genotyp

Die Anzahl der insgesamt 19 verschiedenen Indikationen der (berweisenden Arzte
wurde bei jedem Probanden durch die Anamneseerhebung festgehalten (siehe 3.1.3).
Maximal zwei Indikationen wurden gezahlt, die in der Trendanalyse einen Anstieg mit
zunehmendem Genotyp (p=0.0047) aufzeigten (siehe Abb. 21).

Indikationen und Genotyp Anamnestische Blutungssymptome
und Genotyp
o Anzahl
100% Indikationen 100%— Anzahl
w1 ° Blutungen
0/ o
= 80% E2 80% =?
g 60% 'ﬁ 60%- =
c c
< 40%_ < 40%_
20%— 20%—
0%= 0% T T T
Gruppe A | Gruppe C | Gruppe E Gruppe A | Gruppe C | Gruppe E
Gruppe B Gruppe D Gruppe B Gruppe D
(p=0.0047)
Abb. 21: Indikation und Genotyp Abb. 22: Blutungssymptome und Genotyp

Korrelation zwischen den anamnestischen Blutungssymptomen bzw. Indikationen und
dem Genotyp.

3.5.2 Anamnestische Blutungssymptome und Genotyp

Auch die Anzahl der anamnestischen Blutungssymptome wurde bei jedem Probanden
festgehalten (siehe 3.1.4). Die maximal zwei Blutungssymptome verzeichneten bis zur
Gruppe D (heterozygote Mutation-Haplotyp-Kombination) einen Anstieg. In der Gruppe



E, in der die starksten genetischen Veranderungen vorkamen, lag aber ein Niveau wie in

der Gruppe A vor, sodass die Trendanalyse negativ ausfiel (siehe Abb. 22).

3.5.3 Laborchemischer Phanotyp und Genotyp

3.5.3.1  FVII-Aktivitat und Genotyp

Die FVII-Aktivitat (siehe Abb. 23) zeigte signifikante Unterschiede zwischen den hetero-
und homozygoten DC-HT (Gruppe B und C) sowie zwischen den hetero- und
homozygoten Mutation-Haplotyp-Kombinationen (Gruppe D und E).

Der Wildtyp (Gruppe A) wies mit 67 % eine Aktivitat im unteren Normbereich auf.

Der heterozygote DC-HT (Gruppe B) lag mit 58 % knapp unterhalb des Normbereichs
und war signifikant (p=0,037) hoher als die FVII-Aktivitat des homozygoten DC-HT
(Gruppe C) mit 48 %. Die heterozygote Mutation-Haplotyp-Kombination (Gruppe D) war
mit 47 % signifikant (p>0,001) hoher als die homozygote Mutation-Haplotyp-Kombination
(Gruppe E) mit 27 %. Die Gruppen A und B sowie C und D unterschieden sich wenig.

FVII:C und Genotyp INR und Genotyp
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Abb. 23: FVII:C und Genotyp Abb. 24: INR und Genotyp

Korrelation zwischen dem laborchemischen Phanotyp (FVII:C; INR) und dem Genotyp.

3.5.3.2 INR und Genotyp
Ab dem homozygoten DC-HT (Gruppe C) zeigte sich ein Anstieg (siehe Abb. 24) der
Thromboplastinzeit. Die heterozygote Mutation-Haplotyp-Kombination (Gruppe D) bot
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ein ahnliches Niveau. Homozygote Mutation-Haplotyp-Kombinationen (Gruppe E)

wiesen einen erneuten Anstieg auf. Signifikante Unterschiede lagen nicht vor.

3.5.3.3 Hamorrhagische Nebendiagnosen und Genotyp
Hamorrhagische Nebendiagnosen konnten bei ca. 1/3 der Probanden festgestellt wer-

den. Sie verteilten sich gleichméafig Gber die Gruppen A-E (siehe Abb. 25a).

Hamorrhagische Nebendiagnosen Blutungstyp und hamorrhagische
und Genotyp Nebendiagnosen
100%] Anzahl 100% Anzahl
. Nebendiagn. Nebendiagn.
= 80%1 mo 80%~ o
T 60% B = o1
c O2 G 60%] 2
<< 40% c
< 40%-
20%1
0% 20%—

0%
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0 addnio ]
a addnio—
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Abb. 25a: Nebendiagnosen und Genotyp Abb. 25b: Blutungstyp und Nebendiagn.
Korrelation zwischen den Nebendiagnosen und Genotyp bzw. Blutungstyp (siehe 4.2).

3.54 Klinischer Phéanotyp und Genotyp

3.5.4.1 Qualitativer Blutungstyp und Genotyp

In der Einteilung nach Mariani (siehe 2.2.1) wies das Kollektiv mit 57 % einen milden
Blutungstyp auf. Asymptomatisch waren 41 % der Probanden und in nur zwei Fallen lag
ein schwerer Blutungstyp vor (siehe Abb. 11).

Der asymptomatische oder milde Blutungstyp zeigte in allen Gruppen A-E kein
wesentlich unterschiedliches Verteilungsmuster (siehe Abb. 26a-b). In den zwei Fallen
des schweren Blutungstyps lag ein heterozygoter DC-HT bzw. eine heterozygote
Mutation-Haplotyp-Kombination vor (Gruppe B und D). Sie wurden durch Manner
reprasentiert, die wegen einer INR-Erh6hung tberwiesen wurden, eine schwerwiegende

GIT-Blutung und einen FX-Mangel als hdmorrhagische Nebendiagnose aufwiesen.
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Abb. 26a: Blutungstyp und Genotyp Abb. 26b: Blutungstyp und Genotyp

Korrelation zwischen dem qualitativen Blutungstyp und dem Genotyp.

3.5.4.2 Quantitativer Blutungsscore und Genotyp

Die Darstellung des Blutungsscores stellte sich durch den weiten Scorebereich untuber-
sichtlich dar. Zusammengefasst lie3 der Blutungsscore von 0-1 (45,3 %) einen
Vergleich mit dem asymptomatischen Blutungstyp zu. Fast die Hélfte aller Probanden
(49,5 %) lag im Scorebereich zwischen 2-5 und wies Parallelititen zum milden
Blutungstyp und damit ebenfalls kein unterschiedliches Verteilungsmuster in den
Gruppen A-E auf (siehe Abb. 27a-b).

Die zwei hochsten Scores von 8-9 wurden durch Probandinnen der Gruppen B und A
reprasentiert und entsprachen nicht den Probanden des schweren Blutungstyps (siehe
3.5.4.1). Sie fielen durch weibliche Blutungssymptome (postpartale Blutung und Menor-
rhagie) auf, wobei der hochste Score ausschlie3lich auf eine hAmorrhagische Neben-

diagnose (Thrombozytopenie) zuriickgefuhrt werden konnte.



57

Blutungsscore und Genotyp Blutungsscore und Genotyp
30
Mo
=? E1
= Oz || € 201 Eg
g m:|| §

c O4 || € L14
< s < M5
e 107 e
e | O7 07
: ot

1 1 1 W 0= T 1 T

o) © O Q Q Q @ Q

c = c c c c = =

: i 3 § % %8 § %

@ o m > w O o m

Abb. 27a: Blutungsscore und Genotyp Abb. 27b: Blutungsscore und Genotyp
Korrelation zwischen dem quantitativen Blutungsscore und dem Genotyp.

3.5.4.3 Abort und Genotyp

Die Gruppe A (siehe Abb. 28a-b) wies in 70 % den Abort im Kollektiv tber-
durchschnittlich haufig (48 %) auf. Der Anteil des habituellen Aborts belief sich auf 43
% und kam somit ebenfalls Gberdurchschnittlich (28 %) haufig vor.

Die Gruppe B wies mit knapp 48 % eine durchschnittliche Haufigkeit und damit als
grol3te Gruppe auch die meisten aller Aborte (34 %) auf. Der habituelle Abort war mit
36 % ebenfalls tberdurchschnittlich vertreten.

Die Gruppe C wies neben dem Wildtyp den Abort mit 57 % uUberdurchschnittlich (48
%) haufig auf. Hier kamen insgesamt 25 % aller Aborte vor. Der habituelle Abort war
hier mit 25 % noch durchschnittlich (28 %) vertreten.

Die Gruppe D wies einen Abort in 44 % von insgesamt 13 % aller Aborte auf.
Habituelle Aborte kamen nicht vor (0 %).

Die Gruppe E wies mit 18 % die niedrigste Aborthaufigkeit auf. Habituelle Aborte

kamen hier ebenfalls nicht vor (0 %).
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Abb. 28a: Abort und Genotyp

Abb. 28b: Abort und Genotyp
Korrelation zwischen dem Abort und dem Genotyp.
(----) Abort-Mittelwert im Kollektiv

3.6 Klinischer und laborchemischer Phanotyp
» Der Mittelwert der FVII-Aktivitat des asymptomatischen bis schweren Blutungstyp
bewegte sich zwischen 47 % und 53 % und bot daher leicht ansteigende Werte um

den Mittelwert (50 %) des Gesamtkollektivs (siehe Abb. 29a).

» Der Mittelwert der einzelnen Blutungsscores von 0-9 bewegte sich zwischen 32 %

und 57 % und bot eher ein konstantes Bild (siehe Abb. 29b).

» Frauen mit Abort (58 %) wiesen eine hthere FVII-Aktivitat als Frauen ohne Abort (47
%) auf und lagen Uber dem Mittelwert (52 %) aller Frauen (siehe Abb. 29c).
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tungsscore und Abort).
(----) FVII:C Mittelwert

Abb. 29b: FVII:C und Score Abb. 29c: FVII:C und Abort
Korrelation zwischen der FVII-Aktivitat und dem klinischen Phanotyp (Blutungstyp, Blu-
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3.7 FVII und Schwangerschaft

Der direkte Vergleich mit den weiblichen Probanden zeigte in der Gruppe A (Wildtyp),
Gruppe B (heterozygoter DC-HT) und in der Gruppe D (heterozygote Mutation-Haplotyp-
Kombination) héhere FVII-Aktivitaten bei den Schwangeren (siehe Abb. 30a).

FVI:C und SS und Genotyp Uberweisung und SS-Woche
20
1007 B w eiblich
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C —
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GruplpeA | Grup:peC | GruplpeE 0 — T T 1 |T"T|'T"T|
Gruppe B Gruppe D 4 5 6 7 9 11 20 39
Gruppe B: p=0,006
Abb. 30a: FVII und Schwangerschaft Abb. 30b: Uberweisung in SS-Woche

Korrelation zwischen der FVII-Aktivitat und dem Genotyp bei schwangeren und weibli-
chen Probanden in der Friihschwangerschatft.

Die FVII-Aktivitat war beim heterozygoten DC-HT (Gruppe B) signifikant hoher
(p=0,006). Beim homozygoten DC-HT (Gruppe C) stellten sich gleiche Aktivitaten dar.
Ein signifikanter Unterschied der Gruppen D und E liel3 sich aufgrund der Proban-
denzahl nicht errechnen. In der Einzelfallanalyse konnte aber eine héhere FVII-Aktivitat
der Schwangeren bei der heterozygoten Mutation-Haplotyp-Kombination festgestellt
werden, wahrend sich bei den homozygoten Mutation-Haplotyp-Kombinationen keine
Unterschiede zeigten.

Die Uberweisung und Bestimmung der FVII-Aktivitat erfolgten fast ausschlieRlich in der
Frihschwangerschaft (siehe Abb. 30b).
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4 Diskussion

4.1 Kollektivbeschreibung

Die Einteilung (siehe Abb. 4) des Kollektivs erfolgte in die drei Gruppen mannlich,
weiblich und schwanger. Schwangere Probandinnen wurden von vornherein neben den
weiblichen Probanden separat erfasst, da bereits bei der Datenerhebung auffiel, dass
die Indikationsstellung nicht durch einen FVII-Mangel oder ein Blutungssymptom
erfolgte, sondern mit 85 % aus Schwangerschaftskomplikationen wie beispielsweise
dem Abort resultierte. Auch die Ergebnisse beim klinischen und laborchemischen
Phanotyp bzw. Genotyp zeigten im Vergleich zu den weiblichen Probanden Werte, die
eher mit der Normalbevdlkerung vergleichbar waren, und bestatigen somit auch im
Nachhinein diese Einteilung.

Bei der Altersstruktur (siehe Abb. 5) bildeten die Manner mit durchschnittlich 21 Jahren
die jingste Kollektivgruppe. Begriindet wurde der Altersunterschied dadurch, dass 61 %
der Manner im Rahmen einer meist préoperativen Routineuntersuchung schon im
jugendlichen Alter durch eine erhdhte INR auffielen. Die Indikationen (siehe Abb. 6a-b)
zur gerinnungsphysiologischen Untersuchung wurden vielfach von chirurgischer Seite
gestellt, um bisher unerkannte Gerinnungsstorungen zu erfassen. Der hohe Anteil der
INR-Erh6hungen bei den Mannern ist bemerkenswert, da in aktuellen anasthesiolo-
gischen Studien eine INR-Erhéhung im Vorfeld einer Operation je nach Studienlage nur
in 0,3 % bis 6,5 % der Falle vorkam und diese aufgrund einer fehlenden Blutungs-
anamnese auch nur in maximal 0,1 % der Falle zu einer Veranderung des periope-
rativen Managements fiihrte (Wappler, 2012).

Das hohere Lebensalter des weiblichen und schwangeren Kollektivs mit durchschnittlich
31 bzw. 28 Jahren erklart sich in erster Linie dadurch, dass insbesondere der Abort,
aber auch die unerfillte Schwangerschaft, die Schwangerschaftsblutung und die post-
partale Blutung die wesentlichen Untersuchungsindikationen darstellten. Das Lebens-
alter der Frauen entspricht demnach der demographischen Entwicklung und korreliert
mit den Daten des Statistischen Bundesamts der Bundesrepublik Deutschland, die be-
legen, dass Erstgebéarende in der Bundesrepublik Deutschland heute durchschnittlich 26
Jahre alt sind (Emmerling, 2007).
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Die Ursachen eines habituellen Aborts sind vielféltig. Bisher finden sich in der Literatur
aber aus hamostaseologischer Sicht nur Daten, die einen Zusammenhang lediglich mit
der erworbenen (Antiphospholipid-Syndrom) oder angeborenen Thrombophilie (FV-
Mutation, Prothrombin-Mutation, PS-Mangel) belegen (Hinney B, 2011).

Die anamnestischen Blutungssymptome (siehe Abb. 7a-b) wurden durch die weib-
lichen Blutungssymptome dominiert. Die Epistaxis, Hamatome und orale Blutungen
kamen ebenfalls gehauft vor. Dieses Ergebnis korreliert mit dem Blutungsspektrum einer
Untersuchung bei Patienten mit einer FVII-Aktivitdt von unter 10 %. Peyvandi et al.
konnten in dieser Studie aber deutlich hohere Anteile der einzelnen Blutungssymptome
verzeichnen (Peyvandi et al., 1997; Perry, 2002). Dieser Unterschied ist darauf zuriick-
zufuihren, dass in unserer Arbeit das Interesse auf Patienten mit leichten FVII-Mangeln
gerichtet war und die durchschnittliche FVII-Aktivitat bei 50 % lag. Klinisch asympto-
matisch waren daher auch 38 % des Gesamtkollektivs und Manner machten dabei fast

die Halfte aus.

4.2 Laborchemischer Phanotyp

Die durchschnittliche FVII-Aktivitat (siehe Abb. 8) der ménnlichen Kollektivgruppe war
am niedrigsten und korreliert mit der haufigen Indikation einer INR-Erhéhung. Die
Thromboplastinzeit (siehe Abb. 9) verhielt sich in allen drei Kollektivgruppen erwar-
tungsgemaln kontrar zur FVII-Aktivitat. Die INR eignet sich somit als Indikator eines iso-
lierten FVII-Mangels, wenn auch ein normaler INR-Wert ab einer FVII-Aktivitat von 45 %
vorlag. Pilger et al. zeigten in einer klinischen Studie (n=22) einen normalen Quick-Wert
(70 %) bei einer FVII-Aktivitat von 48 % auf (Pilger et al., 1981). Auch aus dem
Therapieprotokoll eines erworbenen FVII-Mangels mit NovoSeven® (rekombinanter
FVila) geht hervor, dass die INR bereits ab einer FVII-Aktivitdt von 30 % im
Normbereich liegen kann (Mullighan, 2004). Hierzu sei angemerkt, dass in der
Fachinformation zu NovoSeven® dieser verkirzende Effekt auf die TPZ unter
Substitution erwahnt wird (Novo Nordisk, 2012) und zudem bericksichtigt werden muss,
dass die verschiedenen INR-Reagenzien eine unterschiedliche Empfindlichkeit
hinsichtlich eines FVII-Mangels aufweisen.

Die hohe FVII-Aktivitat der schwangeren Kollektivgruppe resultierte primar aus den Ein-

schlusskriterien. Schwangere wurden mit einer FVII-Aktivitdt im unteren Normbereich
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akzeptiert, da bereits Hellgren eine Hyperkoagulabilitat wahrend der Schwangerschaft
mit Anstieg fast aller Gerinnungsfaktoren beschrieb (Hellgren, 2003) und Rott et al. im
letzten Trimenon auch bei einer heterozygoten Mutation (siehe 1.5.2) in Einzelfallen eine
FVII-Aktivitat von 84 % aufzeigen konnten (Rott et al., 2007).

Bei 35 % der Probanden fielen neben dem FVII-Mangel noch bis zu zwei weitere ha-
morrhagische Nebendiagnosen (siehe Abb. 10a-b) auf. Dabei stieg die Anzahl der
Nebendiagnosen mit der Schwere des Blutungstyps an und verdeutlichte den hohen
Stellenwert einer Differentialdiagnostik beim milden FVII-Mangel (siehe Abb. 25b).

Die haufigste Nebendiagnose war das vWS und kam im Kollektiv bei 12 % aller Proban-
den vor. Die Haufigkeit betragt im Kollektiv mehr als das Zehnfache im Vergleich zur
Gesamtbevdlkerung. Budde et al. geben an, dass bei nahezu 1 % der Bevdlkerung
(800/100000) ein VWS laborchemisch nachgewiesen werden kann. Allerdings liegt der
Anteil derer, die auch Blutungssymptome aufweisen, mit 1:3000 bis 1:10000 deutlich
niedriger und Betroffene fallen daher oft erst durch Komplikationen bei operativen Ein-
griffen auf (Budde et al., 2004). Frauen werden haufig erst durch einen Menorrhagie,
Frihaborte und postpartale Blutungen auffallig. Scharrer konnte dabei aufzeigen, dass
bei 1/3 der Patientinnen mit Menorrhagie ein VWS vorlag bzw. bei Uber 2/3 der
Patientinnen mit nachgewiesenem vWS eine Menorrhagie beklagt wurde (Scharrer,
2004). Es ist daher verstandlich, dass in unserer Arbeit das VWS fast ausschlie3lich bei
Frauen vorkam.

Auch der FX-Mangel wurde mit 8 % gehauft beobachtet. Er tritt alleine sehr selten auf,
kann aber beim FVII-Mangel haufiger vorkommen (siehe 1.3), da beide Gene nur ca. 2,8
Kilobasen voneinander entfernt sind (Miao et al., 1992) und somit eng benachbart auf
dem Chromosom 13 (139g34) liegen (Narang et al., 2010). Allerdings wurden in dieser
Studie die Probanden nicht auf grof3e Deletionen, die eine solche Konstellation erklaren
wuirden, untersucht (siehe 2.4.1.5). Dies scheint auch verzichtbar zu sein, da nach Wulff
et al. grol3e Deletionen in der Greifswalder Datenbank nur selten gefunden wurden
(Wulff et al., 2008).

4.3 Klinischer Phéanotyp
Der qualitative Blutungstyp  (siehe Abb. 11) ergab im Kollektiv folgende Einteilung: Bei
40,8 % ein asymptomatischer, 57 % ein milder und lediglich 2,2 % ein schwerer



63

Blutungstyp. Diese Einteilung wurde erstmals von Mariani beschrieben und auch von
McVey bei der Erstellung der ,FVII Mutation Database” verwendet (Mariani et al., 1998;
McVey et al., 2001, siehe 2.2.1).

Da in unserer Arbeit das Gesamtkollektiv auch Probanden ohne eine kausale Mutation
beinhaltet, kann hier kein direkter Vergleich mit der ,FVII Mutation Database” erfolgen, in
der ausschlie3lich Probanden mit Mutationen aufgefiihrt sind (siehe 1.5.1; 4.5). Aber
sowohl in unserem Kollektiv (40 %) als auch in der ,FVII Mutation Database* (28-67 %)
liegt der Anteil der asymptomatischen Probanden in einer vergleichbaren GroRRen-
ordnung, obwohl der Mutationsanteil in unserem Kollektiv mit 33,3 % wesentlich
niedriger war. Der genetische Defekt wird phénotypisch noch oft toleriert und Pilger et al.
interpretierten dies als variable Expressivitat der Allele (Pilger et al., 1981). So berichten
Mariani et al. Uber asymptomatische Patienten (FVII-Aktivitat > 20 %) mit compound-
heterozygoten oder homozygoten Mutationen (Mariani et al.,, 1998). Die
Funktionsbeeintréachtigung des Proteins resultiert primér sicher aus der Lokalisation der
Mutationen bzw. deren Einfluss auf die entsprechenden Domanen. Herrmann et al.
berichten aber auch tber eine hohe Variabilitat des klinischen Phénotyps bei Probanden
mit identischer Mutation und vermuten hierfir extra- oder epigenetische Effekte. Dies
fuhrte in unserer Arbeit zu der Uberlegung, wann beim leichten FVII-Mangel eine
molekulargenetische Untersuchung weiterfihrend ist (Fragestellung 2; siehe 1.1.2).
Auffallend war, dass der Anteil von milden Blutungen im Vergleich zur ,FVII Mutation
Database” (16 %) deutlich hoher ausfiel. Dieser Unterschied wird durch die Mehrheit der
Frauen begrindet, die groRtenteils durch eine Menorrhagie oder Hamatome auffielen
(siehe Abb. 7a). Der milde Blutungstyp wurde in der ,FVII Mutation Database”
hauptséchlich bei compound-heterozygoten Missense-Mutationen (FVIEC > 2 %)
gefunden, wahrend er in unserem Kollektiv in allen Genotyp-Gruppen vorkam (siehe
Abb. 26a-b). Probleme in der Einschatzung des klinischen Phanotyps sind auch bei
vorliegenden Laborwerten durchaus vorhanden. Bereits McVey wies hierzu auf den
Mangel an systematischen Studien hin und merkte das Fehlen einer einheitlichen
Blutungsklassifikation an (McVey et al., 2001). In unserer Arbeit begriindete sich somit
die Uberlegung, den bisherigen qualitativen Blutungstyp durch einen quantitativen Score

zu ergédnzen (Fragestellung 1; siehe 1.1.1).



Der deutlich héhere Anteil schwerer Blutungen (17 %) in der ,FVII Mutation Database”
liel3 sich auf eine hohere Anzahl schwerer FVII-Méangel (< 2 %) zurlckfihren, die laut
McVey nur bei gravierenden Mutationen (grof3e Deletionen, Promoter-, Spleil3stellen-
und Stopp-Mutationen) beider Allele vorkamen und einen fast vollstandigen Synthe-
seabbruch des Proteins nach sich zogen. In unserem Kollektiv kamen lediglich drei Pro-
banden mit einer compound-heterozygoten Mutation vor, die aber auf je einem Allel
Missense-Mutationen (oder Mutationen, fur die nur ein milder Effekt auf das FVII-Protein
bekannt ist, siehe 4.4) aufwiesen und deren FVII-Aktivitat zwischen 7 % und 22 % lag.
Klinisch waren sie alle asymptomatisch, sodass auch hier gezeigt werden konnte, dass
es eines schwerwiegenden Defekts auf beiden Allelen bedarf, um klinisch bedeutsam zu
werden (Fragestellung 2; siehe 1.1.2).

Auch der quantitative Blutungsscore  (siehe Abb. 12; 13a-j) spiegelt den hohen Anteil
weiblicher Probanden mit einer Menorrhagie und Hautblutungen wider. Beim durch-
schnittlichen Blutungsscore lagen die weiblichen Probanden aufgrund ihrer zusatzlichen
Blutungssymptome mit 2,6 doppelt so hoch wie die Manner mit 1,3. Der klinische
Schweregrad, wie er beim qualitativen Blutungstyp im Vordergrund steht, wird durch den
Blutungsscore nicht erfasst (siehe Abb. 14).

Um Blutungen in Studien zukinftig einheitlich bewerten zu kénnen, wurde 2010 der
Blutungsscore von der ,International Society on Thrombosis and Haemostasis* (ISTH)
Uberarbeitet (Rodeghiero et al., 2010) und kann als ,Bleeding Assessment Tool* (BAT)
im Internet heruntergeladen werden (www.gzrr.de; letzter Zugriff: 12.01.2012). Die
Anzahl der verschiedenen Blutungen bzw. der Einzelscores beeinflusst aber weiterhin
den Gesamtscore. Es sollte daher diskutiert werden, ob der summarische Blutungsscore
zukunftig durch einen Blutungsindex ersetzt wird (Fragestellung 1; siehe 1.1.1), der das
Verhaltnis von Blutungsscore und der Anzahl von Blutungen berticksichtigt:

(Index = Blutungsscore / Anzahl der Blutungen).

Dies hatte folgende Vorteile:

» Geschlechtsspezifischen Blutungen bleiben weitgehend neutral.

» Eine hohe Anzahl diverser leichter Blutungen hebt den Scoreindex nicht an.

* Die statistische Auswertung einer dimensionslosen Skalierung von 0-3 ist mdglich.

» Zukunftige Ergdnzungen (Hamaturie, intrakraniale, prapartale Blutung) sind mdglich.
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Von 67 Frauen wiesen im Kollektiv 48 % einen Abort (siehe Abb. 15a-c) auf. Fast alle
Frauen mit Abortanamnese (88 %) stellten sich deshalb auch zur hAmostaseologischen
Abklarung vor und begrindeten so den hohen Abortanteil der Indikationen von 21 % im
Gesamtkollektiv (siehe Abb. 6a). Bei 50 % der Frauen war es sogar ausschlief3lich der
Abort, der zur Uberweisung in die Gerinnungsambulanz fiihrte. Obwohl die Schwan-
geren nur einen Anteil von 37 % aller Frauen ausmachten, waren sie doch fur 53 % aller
Abortanamnesen verantwortlich. Schwangere und weibliche Probanden unterschieden
sich hinsichtlich der Abortanzahl und des Abortzeitpunkts nur unwesentlich und die
Uberweisung geschah unabhangig von der Abortanzahl.

Warburton und Fraser geben die Spontanabortrate klinisch erkannter Schwangerschaf-
ten bei Frauen zwischen 25 und 35 Jahren mit ca. 10-15 % an (Warburton und Fraser,
1964) und erklaren in diesem gynéakologisch vorselektierten Kollektiv den hohen Anteil
der Frauen mit ein oder zwei Aborten. Von einem habituellen Abort wird
definitionsgemald ab der 3. Fehlgeburt gesprochen; dieser kommt lediglich bei ca. 1113
% aller Paare mit Kinderwunsch vor, sodass der Anteil von 28 % innerhalb des
Abortkollektivs bzw. 13 % aller Frauen in unserer Arbeit als hoch anzusehen ist.

Hinney berichtet Uber eine exponentielle Zunahme der Abortrate mit dem Alter der
Mutter; so steigt die Inzidenz auf 35 % bis zum 40. Lebensjahr an. Der habituelle Abort
wird hauptsachlich auf Chromosomenanomalien (Fragestellung 3; siehe 1.1.3) des
Feten, uterine bzw. endokrine Stérungen, aber auch auf eine Thrombophilie der Mutter
zurUckgefuhrt, die in unserem Kollektiv aber nur in Einzelfallen (und daher nicht dar-
gestellt) nachgewiesen werden konnte (Hinney B, 2011). Da das durchschnittliche Alter
der weiblichen Probanden und schwangeren Probandinnen bei 31 bzw. 28 Jahren lag,
ist hier der Einfluss des Lebensalters fir die hohe Abortrate nicht verantwortlich.
Nawroth et al. kritisieren bereits die Zunahme einer unselektiven und meist erfolglosen
Diagnostik und fordern, die Abortabklarung nicht nur aus Kostengriinden evidenzbasiert
zu rationalisieren, sondern auch, um so eine unnétige Verunsicherung der betroffenen

Paare zu vermeiden (Nawroth et al., 2006).
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4.4 Genotyp

In unserer Arbeit liel3 sich feststellen, dass die Ergebnisse der Haplotypen und Muta-
tionen sich durch die Vorselektion des Kollektivs hinsichtlich der reduzierten FVII-Aktivi-
tat erklaren lassen:

In unserem Kollektiv wurde sich bei der Untersuchung der 186 Einzel-Allele bzw. der 93
Allel-Paare auf die FVII-reduzierenden (DC) Polymorphismen (Abb. 16a—c) -323-10bp-
Insertion (al>a2) bzw. R353Q (m1>m2) und den FVII-steigernden (IC) Polymorphismus
-402 G>A beschrankt, da sie die wichtigen Haplotypen I-Ill ausreichend definieren
(siehe Tab. 3). Aufgrund des Kopplungsungleichgewichts (siehe 1.5.1) konnte auch in
unserer Arbeit eine nahezu identische Allelhaufigkeit der reduzierenden
Polymorphismen a2 und m2 mit 52 % bzw. 53 % festgehalten werden. Der Anteil der
reduzierenden Polymorphismen liegt hoher als im Vergleich zur Normalbevdélkerung,
den Geisen beim a2 mit maximal 23 % und beim m2 mit 20 % (siehe Tab. 2) der Einzel-
Allele durch repréasentative Untersuchungen an gesunden Blutspendern angibt (Geisen,
2005).

Auch die Haplotypen (siehe Abb. 17a-b) zeigten wie die Polymorphismen die ent-
sprechenden Veranderungen im Vergleich zur Normalbevolkerung auf. Der Wildtyp bzw.
WT-Haplotyp (HT-I) war erwartungsgemafi mit 44 % der 186 Einzel-Allele im Vergleich
zur Normalbevolkerung (fast 63 %) erniedrigt. Der IC-Haplotyp (HT-II) konnte lediglich
bei 1,6 % der Allel-Paare gefunden werden, wahrend sein Anteil in der Normal-
bevoblkerung bei 24 % liegt. Der DC-Haplotyp (HT-1Il) lag mit 54,3 % der Einzel-Allele
deutlich hoher als in der Normalbevdlkerung, der hier in knapp 11 % der Allele vor-
kommt (Geisen, 2005).

Fast identische Daten gehen aus der Greifswalder Datenbank durch Untersuchungen
der nicht mutierten Allele an heterozygoten Mutationstragern hervor. Das Kollektiv war
ebenfalls durch einen FVII-Mangel vorselektiert und der Anteil des WT-HT lag bei 45 %,
des IC-HT bei 3 % und des DC-HT bei 41 %; sie unterschieden sich somit ebenfalls
signifikant gegentber der Normalbevolkerung. Den auffallend geringen Anteil des IC-HT
erklaren Wulff et al. damit, dass der steigernde Polymorphismus sogar bei
heterozygoten Mutationstréagern auf dem anderen Allel einen FVII-Mangel ausgleichen
kann (Wulff et al., 2008).
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Bei der Betrachtung der Allel-Paare kam der heterozygote DC-HT bei 55,9 % der Pro-
banden vor und ist damit doppelt so hoch wie in der Normalbevdlkerung (siehe Tab. 3).
Bei ca. 2/3 aller weiblichen Probanden lag tberdurchschnittlich h&dufig die heterozygote
Konstellation vor, obwohl hierdurch allein ihr hoher Anteil an milden Blutungen (76 %)
nicht erklarbar war. Plausibel wird dieser Phanotyp dadurch, dass Uber die Halfte dieser
Probandinnen auch eine Mutation aufwies (siehe Abb. 19).

Der homozygote DC-HT macht in unserem Kollektiv einen Anteil von 25,8 % aus und ist
somit wesentlich hoher als in der Normalbevolkerung; hier dirfte er rechnerisch in der
GroRRenordnung von 1,2 % liegen (Wulff et al., 2008).

Die schwangeren Probandinnen wiesen zu 28 % den homozygoten WT-HT auf und
naherten sich somit der Normalbevolkerung an; rechnerisch durfte er (63 % der Einzel-
Allele) unter 40 % liegen.

Bei insgesamt 35 (19 %) der untersuchten 186 Allele liel3 sich im Kollektiv eine Mutation
nachweisen. Fast alle Mutationen (siehe Abb. 18a-c) traten nur vereinzelt auf.
Auffallend haufig waren aber die Mutation [A294V] mit 23 % und deren Deletions-
Variante [A294V+404delC] mit 8,6 % vertreten. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in
der Greifswalder Datenbank mit 15 % bzw. 20 % wider, in der Herrmann et al. den
Genotyp an 717 Mutationstragern analysierten (Herrmann et al., 2009). Sie wurde
bereits von Bernardi et al. beschrieben und scheint in Europa die haufigste Mutation zu
sein (Bernardi, 1994; Herrmann, 2000).

Bei der Betrachtung der Allel-Paare lag bei fast 1/3 des Gesamtkollektivs (30,1 %) eine
heterozygote Mutation vor, die nach Wulff et al. in der Normalbevoélkerung schat-
zungsweise bei 1/350 anzunehmen ist (Wulff et al., 2008). Bei einer 2/3-Mehrheit wurde
keine kausale Mutation gefunden. Hierfur liel3 sich zum einen die schwangere Kol-
lektivgruppe verantwortlich machen (siehe Abb. 18c), zum anderen begriindet auch der
Uberproportional vorkommende homozygote DC-HT die durchschnittliche FVII-Aktivitat
von 50 % im Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4).

Im Kollektiv verteilten sich die Mutationen zu 5,7 % auf Insertions-, zu 11,4 % auf
Promoter-, zu 14,3 % auf Splei3stellen- und zu 68,6 % auf Missense-Mutationen
einschliel3lich ihrer Deletions-Variante (siehe Abb. 18b). Die Haufigkeit der einzelnen
Mutationsarten war somit, insbesondere bei den Missense-Mutationen, mit der Londoner

-FVII Mutation Database” vergleichbar, deren Anteil hier etwas hoher, bei 80 %, lag



68

(McVey et al., 2001). GrofRere und nur selten (Wulff et al., 2008) vorkommende
Deletionen wurden nicht gefunden, da in unserem Kollektiv hierzu keine Analyse durch-
gefuhrt wurde (siehe 2.4.1.5).

Das Kollektiv verteilte sich auf insgesamt zehn verschiedene Mutation-Haplotyp-
Kombinationen (siehe Abb. 19). Der heterozygote DC-HT ohne Mutation (d) stellte
erwartungsgemall mit 29,0 % den haufigsten Genotyp dar, da er in der
Normalbevoélkerung bereits bei 22 % anzutreffen ist. Der homozygote DC-HT ohne
Mutation (e) war mit 22,6 % auffallend stark vertreten und erklart sich durch den Uber-
wiegenden Anteil leichter FVII-Mangel im Kollektiv. Bei 11,8 % liel3 sich weder eine Mu-
tation noch ein Polymorphismus nachweisen (a). Wie schon aus der Analyse der Haplo-
typen und Mutationen hervorging, war hierflir mit 64 % hauptsachlich die schwangere
Kollektivgruppe verantwortlich. Lediglich bei drei Probanden wurde eine compound-
heterozygote Mutation (j) festgestellt, von denen zwei die Splei3stellen-Mutation
[ISV7+7A>C] auf einem Allel aufwiesen. Sie wurde auch in der Greifswalder Datenbank
gehauft als compound-heterozygote Mutation festgestellt. Die FVII-Aktivitat bzw. die
Blutungssymptome stellten sich aber je nach Mutation des anderen Allels unter-
schiedlich dar. Herrmann et al. schlussfolgerten hieraus, dass die Mutation [ISV7+7A>C]
nur einen milden Einfluss auf die FVII-Aktivitat haben kann (Herrmann et al., 2009). Die
dritte compound-heterozygote Mutation in unserem Kollektiv wies auf einem Allel die
Missense-Mutation [A294V] auf, fir deren Deletions-Variante [A294V+404delC] in der
Greifswalder Datenbank starkere Blutungssymptome oder FVII-Mangel unter 1 % bei
homozygoten Mutationstragern beschrieben wurden und die somit zu den Mutationen
mit starkem Einfluss auf die FVII-Aktivitat zahlen (Herrmann et al., 2009).

Das Wissen gerade um die haufigen Mutationen wird m. E. zukinftig von besonderer
Bedeutung sein. Durch sie lieRe sich der Einfluss anderer Mutationen auf den klinischen
bzw. laborchemischen Phanotyp besser abschatzen, wenn sie zusammen als com-
pound-heterozygote Mutation vorliegen. So schafft die Mutation [A294V+404delC] durch
den vollstandigen Funktionsverlust des sich ergebenden Proteins optimale Beding-
ungen, um den Einfluss der zweiten Mutation auf die FVII-Aktivitdt aufzuzeigen. Bei
heterozygoten Mutationen (f-i) ist der Einfluss auf die FVII-Aktivitdt durch das unver-

anderte Allel Gberlagert und erklart auch den uneinheitlichen klinischen Phanotyp.
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Daher scheint es wichtig zu sein, moderne Datenbanken aufzubauen. In der Literatur
sind bisher zahlreiche Einzelfallbeschreibungen zum Phanotyp beim hereditaren FVII-
Mangel verdffentlicht worden. Zusammen mit groReren Studien, die sich auf Mutationen
(Herrmann et al., 2009) oder Haplotypen (Wulff et al., 2008) beziehen, wurden sie in
multizentrischen Datenbanken zusammengefihrt. In die ,FVII Mutation Database”
(McVey et al., 2001, z. Zt. kein Online-Zugriff moglich), in der online einsehbaren PDF-
Datei der ISTH (Zivelin und Seligsohn, 2011) oder in den verdffentlichten Tabellen der
Greifswalder Datenbank (Herrmann et al., 2009) erfolgt zwar die Eingabe sowohl der
Mutationen als auch teilweise der Haplotypen bzw. Phéanotypen, die eigentliche
Datenpflege liegt aber zum Teil nur in Textform vor oder sie ist wie die ,RBD-Database”
(Peyvandi et al., 2011) nur registrierten Studienteilnehmern online zuganglich. Es sollte
diskutiert werden, die Informationen in diesen multizentrisch angelegten Datenbanken
durch eine einheitlich kodierte Datei zu erganzen. Wie in unserer Arbeit geschehen,
lieRen sich dadurch variable Gruppierungen (siehe Tab. 8) des Geno- bzw. Phanotyps
erstellen und eine statistische Auswertung bzw. der Vergleich mit zukinftigen Studien

ware direkt moglich.

4.5 Genotypkorrelation

Die einzelnen Indikationen (siehe Abb. 21) und anamnestischen Blutungssymptome
(siehe Abb. 22) wiesen zu den Genotyp-Gruppen keine eigenstandigen Korrelationen
auf. Bei Betrachtung ihrer Haufigkeiten zeichnete sich aber ein signifikanter Anstieg der
Indikationen mit Zunahme der genetischen Veranderung ab, wahrend bei den
anamnestischen Blutungssymptomen kein Anstieg auftrat.

In der Literatur konnten keine Angaben zur Indikationsstellung der liberweisenden Arzte
gefunden werden. In unserer Arbeit scheint aber die Anamnese einen wichtigen Hinweis
auf eine molekulargenetische Veranderung beim leichten FVII-Mangel zu erbringen.
Nicht die Blutungssymptome allein, sondern die Kombination insbesondere mit einer
INR-Erh6hung (Indikationen) deuten im Vorfeld auf einen hereditaren FVII-Mangel hin
(Fragestellung 2; siehe 1.1.2).

In den Genotyp-Gruppen lag die durchschnittliche FVII-Aktivitat (siehe Abb. 23) beim
Wildtyp (Gruppe A) mit 67 % noch im Normbereich und beim heterozygoten DC-HT
(Gruppe B) mit 58 % bereits unterhalb davon. Als urséachlich ist hierfur in erster Linie das
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vorselektierte Kollektiv (Blutungssymptome und INR-Erhéhung) anzusehen und ein
Zusammenhang mit Umwelteinflissen, unbekannten Erbfaktoren (Mariani und Bernardi,
2009; Mariani et al., 2005), aber auch mit den hamorrhagischen Nebendiagnosen liegt
nahe (Fragestellung 2; siehe 1.1.2).

Aufgrund der niedrigen FVII-Aktivitat der Gruppe A konnte die gemaR Wulff et al. zu
erwartende Reduktion um 25 % je DC-HT Allel in unserer Arbeit nicht aufgezeigt
werden, da sich die Greifswalder Datenbank an der Normalbevdélkerung orientierte. In
diesem vor-selektierten Kollektiv lag sie daher beim heterozygoten DC-HT (Gruppe B)
nur bei 16 % und beim homozygoten DC-HT (Gruppe C) nur bei 40 %.

Veranderungen auf beiden Allelen (Gruppe C und E) zeigten signifikant eine ver-
minderte FVII-Aktivitat im Vergleich zu den entsprechenden Veranderungen, wenn sie
nur auf einem Allel (Gruppe B und D) vorkamen. Der Mittelwert der FVII-Aktivitat lag bei
den Gruppen C (48 %) und D (47 %) leicht unterhalb des Normwertes und zeigte
erwartungsgemaln auch in unserer Arbeit keinen signifikanten Unterschied zwischen den
homozygoten DC-HT (Gruppe C) und den heterozygoten Mutation-Haplotyp-
Kombinationen (Gruppe D) (Wulff et al., 2008; siehe Tab. 4; siehe 1.5.1).

Die Gruppe E wurde aus homozygoten Mutation-Haplotyp-Kombinationen und
compound-heterozygoten Mutationen gebildet und kann daher nicht direkt mit Er-
fahrungswerten von Herrmann et al. aus der Greifswalder Datenbank verglichen
werden. Dennoch zeigte sich der Mittelwert von 27 % im Erwartungsbereich (Herrmann
et al., 2009; siehe Tab. 4).

Eine FVII-Aktivitat im Norm- oder Grenzbereich macht das Vorliegen einer Mutation also
eher unwahrscheinlich. Bereits bei einer Aktivitdt von unter 50 % wurde aber eine
Mutation in 66 % (Gruppe D und E) und ein homozygoter DC-HT (Gruppe C) in 26 %
der Falle vorgefunden (Fragestellung 2; siehe 1.1.2).

Die niedrigste FVII-Aktivitat von 7 % zeigte sich erwartungsgemal bei einer der com-
pound-heterozygoten Mutationen [A294V]+[c.220ins1G; Glul4fsx]. Hauptverantwortlich
fur die niedrige Aktivitat war vermutlich die zu einem Frameshift fihrende Insertion, aus
der ein Translationsabbruch des Proteins resultierte. Die Missense-Mutation [A294V]
scheint noch die gemessene Restaktivitat zu erméglichen und zeigte auch in unserem
Kollektiv, dass schwere FVII-Mangel (< 2 %) nur in wenigen Fallen durch Missense-

Mutationen ausgelost werden (McVey et al., 2001). In der Greifswalder Datenbank
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konnte an einer homozygoten Konstellation der Mutation [A294V] eine FVII-Aktivitat
noch von 3,4 % festgestellt werden (Herrmann et al., 2000). Sie lag damit Gber 2 % und
wurde nur durch eine Menorrhagie symptomatisch. Hierdurch liel3 sie sich als Mutation
mit moderatem Einfluss auf die FVII-Aktivitat identifizieren und bei einer compound-
heterozygoten Konstellation kénnen so auch hier Rickschlisse auf andere Mutationen
gezogen werden. Die zwei Ubrigen compound-heterozygoten Mutationen
[ISV7+7A>C]+[R152Q] und [ISV7+7A>C]+[G331S] wiesen die gleiche FVII-Aktivitat (22
%) und Spleil3stellen-Mutation auf, die nach Herrmann et al. eher als milde Mutation gilt
(siehe 4.4). Die Missense-Mutation [R152Q], die an der Peptidbindungsstelle 152
malf3geblich an der Aktivierung des FVII beteiligt ist, stellt eine der seltenen Missense-
Mutationen dar, fur die eine deutliche Minderung der FVII-Aktivitdt beschrieben wurde
(McVey et al., 2001). Die Mutation [G331S] wird zwar in der Greifswalder Datenbank
aufgeflihrt, eine Phanotypbeschreibung liegt aber nicht vor. Fir die eng benachbarte
Mutation [F328S] wurde aufgrund ihrer Lage in der katalytischen Triade (His193,
Asp242 und Ser344; siehe 1.3) von McVey et al. ein starker Einfluss auf die FVII-
Aktivitdt beschrieben, der auf die sich ergebende Unfahigkeit zuriickgefuhrt wurde, den
FX zu aktivieren. Da bei beiden compound-heterozygoten Mutationen die gleiche FVII-
Aktivitat gemessen wurde, scheint im Vergleich zur Mutation [R152Q] auch die Mutation
[G331S] einen starken Einfluss auf die FVII-Aktivitdt zu haben, vermutlich ebenfalls
durch Beeinflussung der katalytischen Triade.

In der Literatur konnten keine Angaben zu der Mutation-Haplotyp-Kombination der
Gruppe c und i gefunden werden (siehe Tab. 4): Die Kombination aus DC-HT und IC-HT
(Gruppe c) wurde im Kollektiv einmal gefunden und wies eine FVII-Aktivitat von 65 %
auf. In diesem Einzelfall scheint ein ausgleichender Effekt zu bestehen, wenn auch der
reduzierende Einfluss etwas stérker ist. Die Kombination aus heterozygoter Mutation
und homozygotem DC-HT (Gruppe i) wurde im Kollektiv dreimal gefunden und wies eine
durchschnittliche FVII-Aktivitat von 32 % auf. Die Aktivitat lag hier also im GréfRen-
bereich einer Mutation-Haplotyp-Kombination auf unterschiedlichen Allelen und unter-
streicht den von Wulff et al. festgestellten Effekt, dass der DC-HT auf dem mutierten
Allel in den Hintergrund tritt (Wulff et al., 2008).

Die INR (siehe Abb. 24) verhielt sich kontrar zu den FVII-Aktivitaten, allerdings diffe-
renziert sie den Genotyp schlechter als die FVII-Aktivitat. Dies ist moglicherweise be-
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dingt durch die Vielzahl der Reagenzien, die eine unterschiedliche Sensitivitat
gegenuber der FVII-Aktivitdt haben. Dennoch dirfte bereits der homozygote DC-HT
(Gruppe C) bei einer Routineuntersuchung der PTZ (durchschnittliche INR 1,4) auffallig
werden und ihr kommt somit eine wichtige Bedeutung als Screening-Test fur den FVII-
Mangel vor einer molekulargenetischen Diagnostik zu (Fragestellung 2; siehe 1.1.2).
Weder die einzelnen noch die Anzahl der hamorrhagischen Nebendiagnosen  (siehe
Abb. 25a) wiesen in den Genotyp-Gruppen eine Haufigkeitskorrelation auf. Ins-
besondere der seltene FX-Mangel trat nur in drei von insgesamt acht Fallen im
Zusammenhang mit einer Mutation auf, die im Bereich der Promoter oder Pre-Pro-
Sequenz gefunden wurden. Sie stellen somit keine groReren Gendefekte dar, wie sie
beim sehr seltenen kombinierten FVII- und FX-Mangel vorkommen. Auch wenn das
Kollektiv nicht auf gré3ere Deletionen untersucht wurde (siehe 2.4.1.5), dirften hier eher
unabhéngige Defekte oder andere Einflussfaktoren vorliegen (Girolami et al., 2008).
Eine Korrelation zwischen dem qualitativen Blutungstyp  (siehe Abb. 26a-b) und
Genotyp konnte beim leichten FVII-Mangel nicht aufgezeigt werden. Der Anteil der
asymptomatischen und milden Blutungstypen blieb tUber alle Gruppen einschliel3lich des
Wildtyps eher konstant. Damit bestétigen die Ergebnisse unserer Arbeit die der ,FVII
Mutation Database”, in der heterozygote Mutationen oder der DC-HT selbst in der
Kombination (siehe 2.2) eher selten einen schweren Blutungstyp verursachen (McVey et
al., 2001).

Der schwere Blutungstyp kann aufgrund der niedrigen Probandenzahl (n=2) nicht beur-
teilt werden. Trotzdem zeigte sich bei der Einzelfallanalyse, dass beide Probanden zu-
satzlich einen FX-Mangel aufwiesen und sich nur bei einem Probanden eine FVII-
Mutation zeigte. Der Einfluss hdmorrhagischer Nebendiagnosen auf den Blutungstyp
sollte daher beim leichten FVII-Mangel unbedingt Bertcksichtigung finden und
unterstreicht den Stellenwert einer Differentialdiagnostik (siehe 4.2; siehe Abb. 25a-b).
Bei der isolierten Betrachtung der Mutation-Haplotyp-Kombinationen (Gruppen D-E)
waren 44 % der Probanden asymptomatisch, 53 % wiesen den milden und nur 3 % den
schweren Blutungstyp auf. Im Vergleich zur ,FVII Mutation Database“ (McVey et al.,
2001), die mit 16 % milde und mit 17 % schwere Blutungen aufweist, zeigten sich hier
deutliche Unterschiede. Der geringere Anteil schwerer Blutungen resultiert daraus, dass

in unserem Kollektiv homozygote bzw. compound-heterozygote Mutationen (n=3) nur
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vereinzelt nachgewiesen wurden, bei denen zudem auf einem Allel eine Mutation vorlag,

fur die kein starker Einfluss auf die FVII-Aktivitdt bekannt ist (siehe 4.4). Der hohere

Anteil der milden Blutungen resultiert eher aus der Selektion des Kollektivs hinsichtlich

der weiblichen Blutungssymptome und damit weniger aus dem Anteil der Mutationen,

wahrend in der ,FVII Mutation Database“ hierfir eher compound-heterozygote

Missense-Mutationen verantwortlich gemacht werden.

Auch eine Korrelation zwischen dem quantitativen Blutungsscore  (siehe Abb. 27a-b)

und Genotyp lie3 sich nicht aufzeigen, da eine Zunahme des Blutungsscores mit

zunehmendem Genotyp beim leichten FVII-Mangel nicht festgestellt werden konnte.

Wie bereits durch Wulff et al. in der Greifswalder Datenbank aufgezeigt werden konnte,

liefert die molekulargenetische Analytik mit dem Genotyp, einschlie3lich der Kombinatio-

nen aus heterozygoten Mutationen und Haplotypen, aufgrund der guten Korrelation zum

FVII-Mangel ein geeignetes Erklarungsmodell fiir die gemessene Aktivitatsminderung

(Wulff et al., 2008). Eine Klinische Relevanz mit der Mdglichkeit zur Einschatzung des

Blutungsrisikos liel3 sich aber fur den leichten FVII-Mangel in unserer Arbeit und in der

.,FVIlI Mutation Database” nicht erkennen. Trotzdem bestétigt der im Vergleich zur Nor-

malbevdlkerung hohe Anteil von Haplotypen und Mutationen die Vorselektion des Kol-

lektivs durch den klinischen und laborchemischen Phanotyp und begrindet damit auch

die Indikationsstellung zur genetischen Untersuchung (Fragestellung 1; siehe 1.1.1).

Prognostisch kann festgehalten werden (Fragestellung 2; siehe 1.1.2):

» Der Genotyp wird abgesehen von einer Mutation-Haplotyp-Kombination auf beiden
Allelen Klinisch oft toleriert und schwere Blutungen sind nicht zu erwarten, wenn auf
einem Allel eine Mutation vorliegt, fur die kein starker Einfluss auf die FVII-Aktivitat
bekannt ist. Dies trifft u. a. auf die meisten Missense-Mutationen zu (McVey et al.,
2001).

» Eine klinische Differenzierung beim leichten FVII-Mangel ist durch den Genotyp allein
nicht eindeutig moglich. Daten aus der Anamneseerhebung, aber auch die Diagnostik
im Hinblick auf weitere Nebendiagnosen sind hier weiterfihrend.

» FUr das Auftreten schwerer Blutungen sind fast ausschlie3lich homozygote oder com-
pound-heterozygote Kombinationen grofl3erer Gendefekte verantwortlich (Deletionen,
Promotor-, Splei3stellen- und Stopp-Mutationen), die einen starken Einfluss auf die
FVII-Aktivitat (< 2 %) haben (McVey et al., 2001).
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In der Gruppe A kamen 22 % aller Aborte (siehe Abb. 28a-b) und 33 % aller habituellen
Aborte vor; sie wurden damit nicht durch einen hereditaren FVII-Mangel verursacht. In
der Gruppe B, deren (leichte) genetische Variation in der Normalbevolkerung mit einer
Haufigkeit von 22 % anzutreffen ist, kamen mit 34 % aller Aborte und mit 46 % aller
habituellen Aborte die meisten Fehlgeburten vor. In der Gruppe C traten 25 % aller
Aborte und 21 % aller habituellen Aborte auf. Auffallend war, dass der Abort nur in die-
ser Gruppe mit 57 % im Vergleich zum Gesamtkollektiv Gberdurchschnittlich haufig
vorkam, und da der homozygote DC-HT auch nur in 1,2 % der Normalbevdlkerung
auftritt (siehe Tab. 3), ist hier ein Zusammenhang zwischen Abort und homozygotem
DC-HT nicht auszuschlieBen. Aborte kamen bei den Mutation-Haplotyp-Kombinationen
deutlich seltener vor. In der Einzelfallanalyse zeigte sich zudem, dass bei zwei von
insgesamt vier Probandinnen in der Gruppe E eine hamorrhagische Nebendiagnose
bzw. ein Antiphospholipid-Syndrom vorlag.

Die Haufigkeit der Aborte nahm somit in unserem Kollektiv mit zunehmendem Schwere-
grad des Genotyps ab. Betont werden sollte, dass die Fallzahl der Probanden mit Abort
insbesondere bei den Mutation-HT-Kombinationen sehr klein ausfiel und eine
statistische Analyse daher nicht moglich war.

Ein Vergleich zu Literaturangaben lasst sich kaum durchfihren, da nur wenige
Einzelfallberichte Gber Schwangerschaftskomplikationen beim hereditaren FVII-Mangel
existieren. Sie wurden von Kulkarni et al. retrospektiv analysiert (n=11) und es wurde
festgehalten, dass Probandinnen mit schwerem FVII-Mangel keinen Anstieg des FVII-
Antigens bis zum letzten Trimenon aufwiesen, aber unter Replacement-Therapie
peripartale Blutungen abgewendet werden konnten (Kulkarni et al., 2006). Dieses
Ergebnis wurde von Kulkarni et al. auch in einer eigenen Studie (n=14) beobachtet und
nur bei Probandinnen mit leichtem FVII-Mangel kam es zu einem Anstieg des FVII-
Antigens. Leider wurde der Genotyp nicht mit aufgefihrt; hier durften aber eher
heterozygote Mutationen vorgelegen haben, da Rott et al. hier noch eine Verdoppelung
der FVII-Aktivitdt bis zum Ende der Schwangerschaft nachweisen konnten, nicht aber
bei homozygoten oder compound-heterozygoten Konstellationen (Rott et al., 2007,
siehe 1.5.2). In der Studie von Kulkarni et al. wurde bei zwei Probandinnen in der Frih-
schwangerschaft bei Blutungskomplikationen ein Schwangerschaftsabbruch durch-

gefuhrt. Eine Probandin wies einen schweren FVII-Mangel auf, wahrend bei der zweiten
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Probandin ein leichter FVII-Mangel vorlag, wie er in unserer Arbeit z. B. auch beim
homozygoten DC-HT oder bei der Mutation-Haplotyp-Kombination vorkommen kénnte,
und Kulkarni et al. vermuteten hierflr einen insuffizienten Anstieg der FVII-Aktivitat in
der Frihschwangerschatft.

4.6 Klinischer und laborchemischer Phanotyp

Der von McVey et al. beschriebene ,lack of sensitivity in the assay” (siehe 2.2; McVey et
al., 2001) liel3 sich auch in unserem Kollektiv beim leichten FVII-Mangel erkennen, da
vom asymptomatischen bis zum schweren Blutungstyp (siehe Abb. 29a) eher eine
Stagnation der FVII-Aktivitat festgestellt wurde. Der klinische Phanotyp korreliert somit
auch in unserer Arbeit wie in der ,FVII Mutation Database® nicht mit dem laborche-
mischen Phéanotyp, vorausgesetzt die FVII-Aktivitat liegt nicht unter 2 %, da hier je nach
Genotyp schwere bis lebensbedrohliche Blutungen festgestellt wurden.

Der Sensitivitatsverlust lield sich auch durch den Blutungsscore (siehe Abb. 29b) nicht
verbessern (Fragestellung 1; siehe 1.1.1), da uber die Gesamtbreite des Scorebereichs
eher konstante FVII-Aktivitdten gemessen wurden und sich somit ein &hnliches Bild wie
beim Blutungstyp darstellte. Ob ein Blutungsindex (Index=Score/Symptome) zu einer
Verbesserung der Sensitivitat fuhrt, bleibt fraglich (siehe 4.3), da die Ursache der feh-
lenden Sensitivitat nicht nur in der Einschatzung der Klinik, sondern auch bei der FVII-
Aktivitat selbst liegt, die gerade beim leichten FVII-Mangel als Laborparameter nicht
ausreichend geeignet ist, die klinische Relevanz vollstandig beschreiben zu kénnen. In
unserer Arbeit zeigte sich, dass beim leichten FVII-Mangel die FVII-Aktivitat daher erst
mit dem Genotyp und der Anamnese die Mdglichkeit liefert, das Blutungsrisiko eines
milden FVII-Mangels naher einschatzen zu konnen (Fragestellung 2; siehe 1.1.2).

Eine Korrelation zwischen FVII-Aktivitat und Abort (siehe Abb. 29c) liel3 sich in unserer
Arbeit ebenfalls nicht erkennen, wird aber durch die schwangeren Probandinnen ver-
zerrt, die hier einen Anteil von 53 % hatten. Im Kollektiv ndherten sie sich der
Normalbevélkerung an, da sie die hochste FVII-Aktivitat (siehe 3.2.1) und gleichzeitig
die geringste genetische Verédnderung aufwiesen (siehe Abb. 19). Eine Analyse
zwischen durchschnittlicher FVII-Aktivitat und Abort erscheint hier daher nicht

aussagekraftig zu sein.
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4.7 FVII und Schwangerschaft

Die hohere durchschnittliche FVII-Aktivitat bei Schwangeren (siehe Abb. 8) liel3 sich in
im Vergleich zu den anderen Kollektivgruppen hauptsachlich durch den geringer ver-
anderten Genotyp erklaren. Fast 1/3 aller Schwangeren hatte keine genetische Veran-
derung und 2/3 waren im Bereich des DC-HT (heterozygot 40 %; homozygot 24 %) zu
finden. Nur zwei Probandinnen (8 %) wiesen eine Mutation auf (siehe Abb. 19). Hierfur
waren die Einschlusskriterien verantwortlich, da bei Schwangeren mit einer FVII-Aktivitat
auch im unteren Normbereich eine molekulargenetische Analyse durchgefuhrt wurde. Im
Zentrum der Uberlegung stand dabei, dass bei einer schwangerschaftsbedingten
Hyperkoagulabilitdit sogar bei heterozygoten Mutationen (siehe 1.5.2) im letzten
Trimenon noch normale FVII-Aktivitaten vorliegen konnen. Dabei wird aber im 1.
Trimenon zunachst ein zdgerlicher Aktivitdtsanstieg beobachtet (Kulkarni et al., 2006;
Rott et al., 2007).

Die Mehrheit der Schwangeren (88 %) wurde zur Abortabklarung im 1. Trimenon Uber-
wiesen (siehe Abb. 30b). Obwohl zu diesem Zeitpunkt die oben erwdhnte Hyperkoa-
gulabilitdt noch nicht im vollen Umfang vorliegen konnte, zeigte sich in unserem Kollektiv
beim Wildtyp (Gruppe A) und heterozygoten DC-HT (Gruppe B, p=0,006) und im Einzel-
fall bei der heterozygoten Mutation-Haplotyp-Kombination (Gruppe D) bereits eine Zu-
nahme der FVII-Aktivitat gegentber den weiblichen Probanden (siehe Abb. 30a). Eine
Zunahme der Aktivitat konnte dagegen beim homozygoten DC-HT (Gruppe C) und im
Einzelfall bei der homozygoten Mutation-Haplotyp-Kombination (Gruppe E) nicht fest-
gestellt werden. Der in der Literatur bei der homozygoten oder compound-heterozygoten
Mutation beschriebene fehlende Aktivitatsanstieg (siehe 1.5.2; Kulkarni et al., 2006) liel3
sich hier also auch beim homozygoten DC-Haplotyp ablesen.

In unserer Arbeit stellt sich somit die Frage, ob der Anstieg der FVII-Aktivitdt wahrend
der (frihen) Schwangerschaft nicht nur von der genetischen Veranderung selbst (Muta-
tion oder Haplotyp), sondern auch von der Anzahl der Allele (heterozygot oder homo-
zygot) abhangt (Fragestellung 4; siehe 1.1.4).

Bei den beobachteten Komplikationen in der Frihschwangerschaft, die in der Literatur
mit heterozygoten Mutationen in Zusammenhang gebracht wurden (Kulkarni et al., 2006;
Rott et al., 2007), finden die Polymorphismen bisher keine Erwahnung. Der Bezug auf

eine Mutation-Haplotyp-Kombination kbnnte mdglicherweise neue Erkenntnisse liefern.
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5 Zusammenfassung

An 93 FVII-Mangel-Patienten wurde retrospektiv der klinische und laborchemische
Phanotyp auf Korrelationen mit dem Genotyp untersucht. Aufgrund der weiblichen
Blutungssymptome waren Frauen mehrheitlich vertreten und verantwortlich fir eine Vor-
selektion des Kollektivs. Manner fielen eher durch eine INR-Erhéhung bei praoperativen
Routineuntersuchungen auf. Schwangere Probandinnen bildeten eine weitere Kollektiv-
gruppe, da sie klinisch meistens asymptomatisch waren, die hochste FVII-Aktivitat auf-
wiesen und sich fast ausschlief3lich zur Abortabklarung vorstellten.

» Fragestellung 1 (siehe 1.1.1): Die etablierte qualitative Einteilung des Blutungstyps
nach Mariani in asymptomatisch, mild und schwer (klinischer Phanotyp) lieR keine
Korrelation mit der FVII-Aktivitat (laborchemischer Phanotyp) erkennen. Der hier
erstmalig verwendete quantitative Blutungsscore nach Rodeghiero et al. (2010) wies
ebenfalls keine Korrelation mit der FVII-Aktivitdt auf. Damit zeigt sich bei einem
leichten FVII-Mangel zwar ein erhohter Blutungsscore, der aber innerhalb der
Spannbreite der FVII-Aktivitaten in den Kohorten dieser Studie keine zusatzliche
Differenzierung hinsichtlich des Blutungsrisikos erlaubte.

» Fragestellung 2 (siehe 1.1.2): Die analysierten Mutationen und Haplotypen (Genotyp)
wurden mit zunehmender genetischer Verdnderung in funf Gruppen zusammen-
gefasst, die eine hohe Korrelation mit dem Abfall der FVII-Aktivitat aufwiesen. Wie bei
der FVII-Aktivitat zeigte sich auch hier keine Korrelation mit dem Blutungstyp oder
dem Blutungsscore. Schwere homozygote oder compound-heterozygote Mutationen
(groB3e Deletionen, Promoter-, Spleil3stellen- und Stopp-Mutationen auf beiden
Allelen), die zu einem seltenen, fast vollstdndigen Funktionsverlust des Proteins
fuhren (FVII:C < 2 %) und einen entsprechend schweren Blutungsphénotyp auf-
weisen, wurden in unserem Kollektiv nicht gefunden. Der im Vergleich zur
Normalbevolkerung gefundene hohe Anteil von Haplotypen, welche die FVII-Aktivitat
reduzieren, oder kausaler Mutationen bestétigt die Vorselektion des Kollektivs durch
den Phanotyp und auch die Indikationsstellung zur molekulargenetischen
Untersuchung. Heterozygote Mutationen oder homozygote Haplotypen treten gehauft
bei einer FVII-Aktivitat von unter 50 % auf. Sie sind wahrscheinlicher, wenn im Vorfeld

neben Blutungssymptomen auch eine INR-Erh6hung (> 1,4) zur Untersuchung fuhrte,



78

was die Bedeutung der Anamneseerhebung unterstreicht. Hamorrhagische
Nebendiagnosen verteilten sich gleichmaRig tUber alle Genotypen, wiesen aber mit
ansteigendem Blutungstyp eine zunehmende Haufigkeit auf und heben die Relevanz
der Differentialdiagnostik beim leichten FVII-Mangel hervor.

Fragestellung 3 (siehe 1.1.3): Die Uberwiegende Mehrheit der Probandinnen mit
Abortneigung und habituellem Abort fand sich beim Wildtyp bzw. heterozygoten (die
FVII-Aktivitat-reduzierenden) Haplotyp, also bei den leicht verminderten bzw. im
unteren Normbereich liegenden FVII-Aktivitdten. Auch beim homozygoten Haplotyp
kam der Abort Uberdurchschnittlich haufig vor, eine Korrelation zwischen Abort und
Genotyp bzw. FVII-Aktivitat konnte aber nicht aufgezeigt werden. Damit relativiert sich
die Bedeutung des leichten FVII-Mangels fur die Abortneigung.

Fragestellung 4 (siehe 1.1.4): Die relativ hohe FVII-Aktivitat der schwangeren Pro-
bandinnen konnte priméar auf den hohen Wildtyp-Anteil bzw. heterozygoten (die FVII-
Aktivitat-reduzierenden) Haplotyp zurlckgefuhrt werden. Die Erklarung hierfir war,
dass aufgrund einer schwangerschaftsbedingten Hyperkoagulabilitat auch molekular-
genetische Analysen bei FVII-Aktivitdten im unteren Normbereich durchgefihrt wur-
den. In der Literatur wurde bei heterozygoten Mutationen ein gedampfter Anstieg der
FVII-Aktivitdt beschrieben, der bei Mutationen auf beiden Allelen ausblieb. In unserer
Arbeit zeigte sich fur den Wildtyp, den heterozygoten (die FVII-Aktivitat-
reduzierenden) Haplotyp und fur die heterozygoten Mutationen im Vergleich mit nicht
schwangeren Probandinnen ein Anstieg der FVII-Aktivitdt wahrend fur den (die FVII-

Aktivitat-reduzierenden) Haplotyp auf beiden Allelen ein Anstieg ausblieb.
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