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1 ZUSAMMENFASSUNG 

Vitamin K ist ein essentieller Cofaktor für die posttranslationale -Carboxylierung von sog. 

Vitamin K-abhängigen Gerinnungsfaktoren, Knochenproteinen, Zellwachstum-

regulierenden und weiteren Proteinen mit noch unbekannter Funktion. Defekte im Vitamin 

K-Stoffwechsel führen einerseits zu zwei verschiedenen Formen des familiären Mangels 

aller Vitamin K-abhängigen Gerinnungsfaktoren (VKCFD1 und 2) und andererseits zur 

Resistenz oder Hypersensitivität gegenüber Cumarinderivaten, wie Warfarin, die als 

Vitamin K-Antagonisten zur Antikoagulationstherapie bei thromboembolischen 

Erkrankungen, aber auch zur Bekämpfung von Ratten und Mäusen eingesetzt werden. 

Die Aufklärung und Charakterisierung der molekularen Ursachen dieser Erkrankungen 

wird in dieser Doktorarbeit anhand von Veröffentlichungen dokumentiert. Ausgehend von 

der Charakterisierung zweier Familien mit dem VKCFD2-Phänotyp, wird die Kartierung 

des VKCFD2-Locus auf dem kurzen Arm von Chromosom 16 beschrieben. Durch eine 

systematische Mutationssuche in der ca. 130 Gene umfassenden Kandidatenregion von 

Chromosom 16 konnte das für diese Erkrankung und die Warfarinresistenz ursächliche 

Gen ausfindig gemacht werden. Dabei handelt es sich um das Gen für die entscheidende 

Komponente der Vitamin K-Epoxid-Reduktase (VKORC1), die den Recycling-Prozess 

von Vitamin K im sog. Vitamin K-Zyklus katalysiert. Die Charakterisierung des 

VKORC1-Proteins umfasst dessen subzelluläre Lokalisation, den Vergleich orthologer 

Proteine in verschiedenen Species und die funktionelle Charakterisierung von rekombinant 

exprimiertem VKORC1. Durch positionsspezifische Mutagenesen und anschließende 

Expression in humanen Nierenzellen konnten mehrere für die Funktion der VKORC1 

relevante Aminosäuren identifiziert werden. 

Die posttranslationale Modifikation der Vitamin K-abhängigen Proteine wird von der -

Glutamyl-Carboxylase (GGCX) katalysiert. Defekte in diesem Enzym wurden von zwei 

verschiedenen Arbeitsgruppen als Ursache für die erste Form der VKCFD-Erkrankung 

nachgewiesen. In dieser Doktorarbeit werden drei weitere, von unserer Arbeitsgruppe 

identifizierte Mutationen im GGCX-Gen beschrieben, unter denen sich ein nachgewiesener 

Founder-Effekt an Position 485 des Proteins befindet. Die Arg485Pro-Variante wurde 

rekombinant in Insektenzellen exprimiert und konnte mittels kinetischer Studien als 

VKCFD1-verursachende Mutation verifiziert werden. 
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2 SUMMARY 

Vitamin K is an essential cofactor for the posttranslational -carboxylation of the so-called 

vitamin K-dependent coagulation factors, bone proteins, cell growth regulating proteins 

and others of unknown function. Defects in vitamin K metabolism cause two different 

forms of combined deficiency of vitamin K-dependent coagulation factors (VKCFD type 1 

and type 2) as well as resistance or hypersensitivity to coumarin derivates, such as 

warfarin, which act as vitamin K antagonists. Coumarins are used for anticoagulation 

therapy of thromboembolic diseases and in higher dosis also for rodent pest control. 

The aim of this thesis is to characterize the molecular basis of these diseases. This work 

has led to six publications. The VKCFD type 2 phenotype as described in two unrelated 

families was used to perform a homozygosity mapping of the VKCFD2 locus on the short 

arm of chromosome 16. A systematic mutation screening in the candidate region on 

chromosome 16 comprising approximately 130 putative genes resulted in the identification 

of the gene causative for VKCFD2 and the allelic phenotype warfarin resistance. This gene 

encodes the first identified component of the vitamin K epoxide reductase (VKORC1) 

which catalyzes the reduction of vitamin K epoxide as an important part of the so-called 

vitamin K cycle. Characterization of the VKORC1 protein includes its subcellular 

localization, comparison of orthologous proteins in different species and functional studies 

of the recombinant VKORC1. Amino acids which are relevant for protein structure or 

function were identified by site-directed mutagenesis experiments and subsequent 

expression in human embryonic kidney cells (HEK293). 

Posttranslational modification of the vitamin K-dependent proteins is catalysed by the -

glutamyl carboxylase (GGCX), an enzyme of the endoplasmic reticulum. Mutations in the 

gene encoding this enzyme were demonstrated to be causative for VKCFD type 1 by two 

different working groups. Our working group identified three additional mutations in the 

GGCX gene. Recurrent mutations at position 485 of the protein were shown to result from 

a founder effect. The Arg485Pro variant was recombinantly expressed in insect cells using 

the baculovirus system and could be verified as a causative mutation for the VKCFD1 

phenotype by kinetic studies. 
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3 EINLEITUNG 

3.1 Der Vitamin K-Stoffwechsel 

Die Gruppe der K-Vitamine zählt neben Vitamin A, D und E zu den fettlöslichen 

Vitaminen. Chemisch handelt es sich um Naphthochinonderivate, welche sich vom 

synthetischen Menadion (2-Methyl-1,4-naphthochinon, auch Vitamin K3 genannt) ableiten 

[Suttie, 1985]. Vitamin K1 kommt in allen grünen Pflanzen vor und wird deshalb auch als 

Phyllochinon bezeichnet; verschiedene Formen von Vitamin K2 oder Menachinon werden 

von Darmbakterien synthetisiert. Phyllochinon und Menachinone unterscheiden sich 

ausschließlich durch die Substitution ihrer Seitenkette am C3-Kohlenstoffatom. Vitamin 

K1 besitzt eine Phytyl-Seitenkette aus 20 Kohlenstoffen, Vitamin K2 dagegen weist eine 

Polyisoprenyl-Seitenkette aus 4-13 Isopreneinheiten auf (Abb. 1). Die vorherrschende 

Form in der menschlichen Leber ist Vitamin K1. In den extrahepatischen Geweben kommt 

Vitamin K1 und MK-4 vor, ein Menachinon, welches in tierischen Geweben aus 

Phyllochinon gebildet wird [Booth & Suttie, 1998]. Im Gehirn von Ratten konnte fast 

ausschließlich MK-4 nachgewiesen werden, was für eine besondere Funktion dieser Form 

von Vitamin K spricht [Carrié et al., 2004]. 

 

Vitamin K1 (Phyllochinon)

Vitamin K3 (Menadion)

Vitamin K2 (verschiedene Menachinone)

MK-4 (Menachinon mit 4 Isopreneinheiten)

O

O
3-12

O

O
3

O

O
3

O

O

 

Abb. 1: Struktureller Aufbau verschiedener Formen von Vitamin K. 

 

Vitamin K wird dem Körper über die Nahrung, v.a. Gemüse, sowie die Produktion durch 

Darmbakterien zugeführt. Den höchsten Vitamin K-Gehalt haben Kohl, Spinat und grüne 

Salate mit ca. 300-400 g Phyllochinon pro 100 g [Booth & Suttie, 1998]. Die empfohlene 
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Tagesdosis an Vitamin K ist jedoch sehr umstritten, wobei man bislang von sehr geringen 

benötigten Mengen ausgegangen ist. Die Deutsche Gesellschaft für Ernährung e.V. 

empfiehlt z.B. eine Vitamin-K-Tagesdosis von nur etwa 70 g [Deutsche Gesellschaft für 

Ernährung, Frankfurt/Main 2000], was die Aufrechterhaltung einer normalen 

Blutgerinnung – eine wichtige Funktion von Vitamin K – durchaus gewährleistet. Die 

Entdeckung von Vitamin K-abhängigen Proteinen, die nicht in die Blutgerinnung 

involviert sind, und damit mehrerer verschiedener Vitamin K-benötigender Gewebe, deutet 

jedoch stark auf einen erhöhten Vitamin K-Bedarf hin [Vermeer & Hamulyák, 2004]. Nach 

Vermeer und Hamulyák gibt es zahlreiche Hinweise für einen direkten Zusammenhang 

zwischen Vitamin K-Aufnahme und dem Gesundheitszustand von Knochen und Gefäßen. 

 

Vitamin K ist als Cofaktor für die sog. -Glutamyl-Carboxylase in vielen verschiedenen 

Bereichen des Metabolismus beteiligt, wobei die Blutgerinnung den zuerst entdeckten und 

am ausführlichsten beschriebenen Vitamin K-Stoffwechselweg darstellt. Bereits 1935 

wurde die antihämorrhagische Wirkung von Vitamin K erstmals durch den dänischen 

Wissenschaftler Dam beschrieben [Dam, 1935]. Die Tatsache, dass dieses Vitamin für die 

Blutgerinnung so essentiell ist, verlieh dem Vitamin K seinen Namen – K steht für 

Koagulation. Da die Synthese der Vitamin K-abhängigen Gerinnungsproteine in der Leber 

stattfindet, gilt diese als Hauptort des Vitamin K-Metabolismus. Voraussetzung für eine 

normal ablaufende Blutgerinnung ist die posttranslationale Modifikation der Faktoren II, 

VII, IX und X, sowie von Protein C, S und Z, die von einer ausreichenden Menge an 

Vitamin K abhängig ist [Shearer, 1995]. Die Knochen und das Gefäßsystem stellen weitere 

wichtige Stoffwechselorte von Vitamin K dar. Osteocalcin und Matrix-Gla-Protein, die bei 

der Calcifizierung von Knochen, Knorpeln und Gefäßen eine entscheidende Rolle spielen, 

werden ebenfalls in einer Vitamin K-abhängigen Reaktion modifiziert [Shearer, 2000]. 

Sogar das Zellwachstum kann indirekt durch Vitamin K beeinflusst werden: z.B. fungiert 

das Vitamin K-abhängige Protein Gas 6 (growth arrest specific protein 6) als ein Regulator 

der Zellproliferation und Apoptose [Goruppi et al., 1996]. 

Neben diesen bekannten und in der Literatur sehr ausführlich beschriebenen Funktionen ist 

Vitamin K vermutlich an einer großen Anzahl weiterer Reaktionen im Metabolismus 

beteiligt. So gibt es z.B. mindestens vier weitere Vitamin K-abhängige Proteine noch 

unbekannter Funktion (siehe 3.1.1.4). Da reduziertes Vitamin K permanent benötigt und 

während der Carboxylierungsreaktion zu Epoxid umgewandelt wird, muss die für den 

Stoffwechsel aktive Form, die chemisch instabil ist, durch ein mikrosomales Oxidations-



Einleitung 

5 

Reduktions-System zurückgewonnen werden. Dieser Recycling-Weg wird als Vitamin K-

Zyklus bezeichnet und kann durch Cumarine, die als Antikoagulantien wirken, inhibiert 

werden. 

 

3.1.1 Vitamin K-abhängige Proteine 

Das charakteristische Kennzeichen aller Vitamin K-abhängigen (VKD, vitamin K-

dependent) Proteine ist ihre aminoterminale Gla-Domäne, weshalb sie auch häufig als Gla-

Proteine bezeichnet werden. Die insgesamt etwa 45 Aminosäuren (AS) umfassende Gla-

Domäne beinhaltet bis auf wenige Ausnahmen 9-12 Glutamatreste (Glu-Reste) [Stenflo & 

Suttie, 1977; Berkner & Pudota, 1998]. Diese werden in einer Vitamin K-abhängigen 

Reaktion durch die -Glutamyl-Carboxylase (GGCX) in -Carboxyglutamatreste (Gla-

Reste) überführt. Für ihre Identifizierung durch die GGCX besitzen alle VKD-Proteine 

eine -Carboxylase-Erkennungsregion ( -CRS, -carboxylase recognition site), die sich 

fast immer in einer konservierten, 18 AS umfassenden Propeptidsequenz befindet, welche 

der Gla-Domäne vorausgeht. Drei der Propeptidreste sind hochkonserviert und für die 

Bindung an die GGCX entscheidend: Phenylalanin an Postion –16, Alanin an –10 und 

Leucin an –6 [Berkner, 2000]. Mutationen an diesen AS-Positionen wirken sich deutlich 

auf die Affinität der VKD-Proteine zur GGCX aus. 

Die Vitamin K-abhängigen Proteine lassen sich nach ihrer Funktion und ihrer Struktur in 

vier Gruppen einteilen (Abb. 2) [Berkner & Runge, 2004]. Zur ersten Gruppe gehören die 

prokoagulatorischen (gerinnungsfördernden) Faktoren II, VII, IX und X, sowie die 

antikoagulatorischen (gerinnungshemmenden) Proteine C und Z. Diese sechs Vitamin K-

abhängigen Gerinnungsfaktoren zeichnen sich durch eine stark ausgeprägte Homologie 

ihrer Sequenz und ihrer Domänen aus. Am N-Terminus ihrer Vorläuferproteine befindet 

sich ein Signalpeptid, welches das jeweilige Protein zum Endoplasmatischen Retikulum 

(ER) dirigiert und dort abgespalten wird. Nach erfolgter posttranslationaler Modifikation 

durch die GGCX wird die Propeptiddomäne mit der -CRS im Golgi-Apparat ebenfalls 

entfernt, wodurch die Gla-Domäne den N-Terminus bildet.  

Bis auf das Prothrombin (Faktor II) enthalten alle VKD-Gerinnungsfaktoren zwei EGF- 

(epidermal growth factor-) Domänen. Weiterhin besitzen sie eine C-terminale 

Serinprotease- (SP-) Domäne und sind somit, bis auf Protein Z, enzymatisch aktiv. 

 



Einleitung 

6 

SPGlaPro EGF EGF

SPGlaPro EGF EGF

SPGlaPro EGF EGF

Faktor II

N-Terminus C-Terminus

Faktor VII

Faktor IX

Faktor X

Protein C

Protein S

Gas 6 Gla EGF EGF EGF EGF SHBD SHBDPro

Gla EGF EGF EGF EGF SHBD SHBDPro

SPK2K1GlaPro

SPGlaPro EGF EGF

PSPGlaPro EGF EGFProtein Z

Osteocalcin

MGP Gla CRS Gla

GlaPro

PRGP1

PRGP2

Gla TM CYTPro

TMG3

TMG4 Gla TM CYTPro

Gla TM CYTPro

Gla TM CYTPro

 

Abb. 2: Schematischer Aufbau Vitamin K-abhängiger Proteine (nach 
Berkner & Runge, 2004). CRS = -Carboxylase-Erkennungssequenz, CYT = 
Cytoplasmatische Domäne, EGF = Epidermale Wachstumsfaktordomäne, 
Gla = -Carboxyglutamatdomäne, K = Kringeldomäne, Pro = Propeptid, 
PSP = Pseudo-Serinproteasedomäne, SHBD = Steroidhormon-Bindungs-
domäne, SP = Serinproteasedomäne, TM = Transmembrandomäne. 

 

Aufgrund der auffällig homologen Struktur des Zellzyklus-stimulierenden Proteins Gas 6 

(growth arrest specific protein 6) und des prokoagulatorischen Protein S können diese 

beiden als separate Gruppe der VKD-Proteine angesehen werden. Sie unterscheiden sich 

strukturell von den erstgenannten durch eine Schleifenregion, vier darauffolgenden EGF-

Domänen und zwei Steroidhormon-Bindungsdomänen (SHBD). Wie noch näher erläutert 

wird, üben sie auch eine ähnliche Funktion aus. 
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Die dritte Gruppe bilden die beiden VKD-Knochenproteine Osteocalcin und Matrix-Gla-

Protein (MGP). Dabei handelt es sich um die kleinsten bekannten Gla-Proteine mit nur drei 

bzw. fünf Glutamatresten in ihrer Gla-Domäne. MGP besitzt als einziges VKD-Protein 

keine N-terminale Propeptiddomäne, weshalb sich die -CRS in seiner Gla-Domäne 

befindet. 

Zur vierten Gruppe der VKD-Proteine zählen vier Membranproteine mit noch ungeklärter 

Funktion. Ihre Struktur ist gekennzeichnet durch das Vorhandensein einer einzelnen 

Transmembrandomäne (TM), sowie einer cytoplasmatischen (CYT) Domäne.  

 

3.1.1.1 Vitamin K-abhängige Gerinnungsfaktoren und Blutgerinnung 

Die plasmatische Gerinnung erfolgt über eine Kaskade von Zymogenaktivierungen – 

Aktivierungen der inaktiven Vorstufen von Gerinnungsfaktoren - an deren Ende die 

Umwandlung von Fibrinogen zu vernetztem Fibrin steht. Die meisten prokoagulatorischen 

Proteine sind Serinproteasen, die den nachfolgenden Faktor durch proteolytische Spaltung 

aktivieren. Dabei wird der aus einer langen Peptidkette bestehende inaktive Faktor derart 

gespalten, dass zwei kürzere durch Disulfidbrücken verbundene Ketten entstehen, wobei 

das aktive Zentrum des Enzyms freigelegt wird. 

Um die Geschwindigkeit der Proteolyse und somit den Ablauf der Gerinnungskaskade um 

ein Vielfaches zu erhöhen, bilden einige Gerinnungsfaktoren Komplexe mit Ca2+, 

Phospholipiden und/oder Cofaktoren. Für die Anheftung der Vitamin K-abhängigen 

Gerinnungsproteine FII (Prothrombin), FVII, FIX und FX an Phospholipidmembranen von 

Thrombozyten bzw. Gewebezellen ist das Vorhandensein von Ca2+ essentiell. Die Bindung 

an Ca2+ wiederum ist nur durch ihre posttranslationale Modifikation im Anschluss an ihre 

ribosomale Proteinsynthese möglich [Furie & Furie, 1988]. 

Je nach Auslösemechanismus unterscheidet man den exogenen (extrinsischen), von Faktor 

VII ausgehenden, und den endogenen (intrinsischen), von Faktor XII eingeleiteten 

Aktivierungsweg der Blutgerinnung (Abb. 3). Um Faktor X bei Verletzung des Endothels 

vom exogenen Weg her zu aktivieren, muss der Vitamin K-abhängige Faktor VII zunächst 

einen Komplex mit Gewebefaktor (TF, tissue factor), Ca2+ und Phospholipiden ausbilden. 

In diesem Gewebsthromboplastinkomplex kann der aktivierte Faktor VII auch das 

intrinsische System aktivieren. Alternativ erfolgt die endogene Gerinnungsaktivierung 

durch Kontakt von Faktor XII mit negativ geladenen Oberflächen, wie Kollagenfasern, 

Zellfragmenten oder bakteriellen Endotoxinen. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Gerinnungskaskade. Prokoagulatorische Vitamin K-
abhängige Proteine sind blau dargestellt, antikoagulatorische Proteine gelb. Inhibierende 
Einflüsse sind durch rote Pfeile mit Minus-Zeichen verdeutlicht, schwarze Pfeile stehen für 
aktivierende Einflüsse, meist durch proteolytische Spaltung. 

 

Der aktivierte Faktor XII (FXIIa) spaltet Faktor XI zu FXIa, welcher wiederum den 

Vitamin K-abhängigen Faktor IX aktiviert. FIXa liegt im Komplex mit seinem Cofaktor 

FVIIIa und Ca2+ an die Thrombozytenmembran gebunden vor und kann auf diese Weise 

Faktor X aktivieren [Linnemann & Kühl, 2004]. 

Beide Systeme laufen in der Aktivierung des Vitamin K-abhängigen Faktors X zusammen, 

welcher, gemeinsam mit seinem Cofaktor FV, Prothrombin (FII) zu Thrombin aktiviert. 
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Thrombin wiederum spaltet Fibrinogen zu Fibrinmonomeren, deren Aggregation zur 

Bildung von Fibrinpolymeren und schließlich zu einem stabilen Fibrinnetz führt (Abb. 3) 

[Stryer, Biochemie, 1999]. 

Prothrombin ist das erste Protein, in dem Gla-Reste identifiziert wurden, die direkt mit der 

Bindung von Ca2+ in Zusammenhang gebracht werden konnten und stellt somit das zuerst 

entdeckte Vitamin K-abhängige Protein dar [Stenflo et al., 1974; Nelsestuen et al., 1974]. 

Die antikoagulatorischen Proteine C, S und Z sind für die Regulierung der Blutgerinnung 

essentiell und werden ebenfalls in einer Vitamin K-abhängigen Reaktion modifiziert. 

Protein C wird durch an Thrombomodulin gebundenes Thrombin aktiviert und bildet einen 

Komplex mit dem Cofaktor Protein S, Ca2+ und Phospholipiden. Das aktivierte Protein C 

(APC) inhibiert die aktivierten Faktoren V (FVa) und VIIIa durch proteolytische Spaltung 

und stellt somit einen der wichtigsten Mechanismen zur lokalen Begrenzung der 

Gerinnungsvorgänge dar [Esmon, 2000]. Das Vitamin K-abhängige Protein Z spielt 

ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Hemmung der Blutgerinnung, indem es als Cofaktor 

im Komplex mit dem plasmatischen Protein Z-abhängigen Proteaseinhibitor zur 

Inaktivierung von Faktor Xa beiträgt [Sofi et al., 2004]. 

Eine intakte Blutgerinnung ist erforderlich, um jederzeit Gefäßverletzungen kurzfristig 

schließen zu können. Andererseits muss „im Ruhezustand“ eine ständige Balance zwischen 

aktivierten und inaktiven Faktoren sowie pro- und antikoagulatorischen Modulatoren 

erreicht werden, da eine stark erniedrigte Konzentration an Gerinnungsfaktoren zu 

Blutungsneigungen, eine erhöhte Konzentration zu einem gesteigerten Thromboserisiko 

führen kann. 

 

3.1.1.2 Vitamin K-abhängiges Protein S und Gas 6 

Neben der Blutgerinnung erfüllt Protein S eine weitere Funktion im Stoffwechsel. Es 

weist, wie bereits beschrieben, denselben strukturellen Aufbau wie Gas 6 auf, ein 

wachstumsregulierendes VKD-Protein. Protein S und Gas 6 können durch Bindung an 

spezifische Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) u.a. auf Zellwachstum, Zelltransformation 

und Apoptose Einfluß nehmen [Saxena et al., 2001]. Gas 6 wurde zuerst im Medium von 

wachstumsarretierten Fibroblasten nachgewiesen [Manfioletti et al., 1993] und ist ein 

Ligand für drei verwandte RTK-Familien, Axl (Tyro 7), Sky (Tyro 3) und Mer (Tyro 12) 

[Nagata et al., 1996]. Dabei handelt es sich um Protooncogene, die bei der 

Krebsentstehung eine entscheidende Rolle spielen. Protein S ist ausschließlich ein Ligand 
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für Tyro 3, wobei die Interaktion von Rezeptor und Ligand wie bei Gas 6 über die 

globuläre Domäne erfolgt [Nyberg et al., 1997]. Unabhängig von seiner wachstums-

stimulierenden Wirkung vermag Gas 6 Zellen in verschiedenen Zellsystemen, wie z.B. 

Gefäßmuskelzellen [Nakano et al., 1996] und NIH 3T3-Fibroblasten [Goruppi et al., 1996] 

vor Apoptose zu schützen. Dies erfolgt durch eine komplexe Signaltransduktionskaskade 

über das sog. Vitamin K-abhängige Rezeptor-Liganden-System (Abb. 4). 
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Abb. 4: Mögliche Signaltransduktionswege, die durch Bindung der Vitamin 
K-abhängigen Liganden Gas 6 bzw. Protein S an spezifische Rezeptor-
tyrosinkinasen ausgelöst werden können (nach Saxena et al., 2001). 
FN = Fibronectin-Domäne, IG = Immunglobulindomäne, MAPK = Mito-
genaktivierte Proteinkinase, PI 3-K = Phosphatidylinositol 3-Kinase, TK = 
Tyrosinkinase-Domäne. 
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3.1.1.3 Osteocalcin und Matrix-Gla-Protein 

Neben der Leber, in der die Synthese der Gerinnungsfaktoren stattfindet, sind die Knochen 

und das Gefäßsystem weitere bedeutsame Speicher- und Stoffwechselorte von Vitamin K. 

Das Vitamin K-abhängige Protein Osteocalcin (bone matrix protein, BMP) wird 

hauptsächlich in differenzierten Osteoblasten exprimiert und ist somit in großer Menge in 

den Knochen vorhanden [Shearer, 2000]. Mitte der 80er Jahre wurde ein Zusammenhang 

zwischen einem verminderten Spiegel an zirkulierendem Vitamin K und Osteoporose 

entdeckt [Hart et al., 1985]. Das aufgrund des niedrigen Vitamin K-Spiegels unter-

carboxylierte Osteocalcin gilt als ein empfindlicher Indikator für die Knochendichte 

(BMD, bone mineral density) und für ein erhöhtes Risiko von Knochenbrüchigkeit, v.a. 

Hüftfrakturen.  

Matrix-Gla-Protein (MGP) ist ein kleines sekretorisches Protein mit nur fünf Gla-Resten 

und konnte erstmals 1983 aus demineralisierten Knochenextrakten isoliert werden [Price et 

al., 1983]. MGP ist ein wirksamer Inhibitor der Calzifizierung von Arterien und Knorpeln. 

Den Beweis hierfür erbrachte eine Knock-out-Maus, der das MGP-Gen fehlt [Luo et al., 

1997]. Diese Deletion verursachte eine äußerst schnelle Calcifizierung der elastischen 

Lamellen von Arterien, was aufgrund von Blutgefäßbrüchen schnell zum Tod der Mäuse 

führte. Mutationen im menschlichen MGP-Gen führen zum autosomal rezessiv vererbten 

Keutel-Syndrom [Munroe et al., 1999], welches durch eine abnorme Calzifizierung der 

Ohrmuscheln, Nase, Luftröhre, des Kehlkopfes und der Rippen gekennzeichnet ist. 

Mehrere Studien konnten zeigen, dass für eine ausreichende Carboxylierung der 

extrahepatischen Gla-Proteine Osteocalcin und MGP eine höhere Tagesdosis an Vitamin K 

benötigt wird als für die Gerinnungsfaktoren, die in der Leber synthetisiert werden 

[Shearer, 2000]. Außerdem konnte eine verminderte Vitamin K-Aufnahme mit erhöhter 

Arterienverkalkung, gesteigertem Herzinfarktrisiko und einem Anstieg der Sterberate 

aufgrund von cardiovasculären Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden [Jie et 

al., 1995; Vermeer & Hamulyák, 2004]. 

 

3.1.1.4 Vitamin K-abhängige Membranproteine 

Neben den dargestellten Vitamin K-abhängigen Proteinen mit bekannter Funktion wurden 

vier Membranproteine entdeckt, die ebenfalls Gla-Reste aufweisen, aber bislang eine noch 

unbekannte Funktion haben. Dabei handelt es sich zum einen um die beiden Prolin-reichen 

Gla-Proteine PRGP1 und PRGP2 [Kulman et al., 1997] und zum anderen um die 
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transmembranen Gla-Proteine TMG3 und TMG4 [Kulman et al., 2001]. Diese vier Gla-

Proteine wurden durch BLAST-Suche von konservierten Gla-Motiven in EST- (expressed 

sequence tag) Datenbanken des National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

entdeckt. Neben dem Gla-Motiv beinhalten die vier Proteine eine bzw. zwei PPXY-

Sequenzen, welche ein potentielles WW-Domänen-Bindemotiv darstellen [Chen & Sudol, 

1995]. WW-Domänen befinden sich z.B. in Proteinen, die an Interaktionen mit dem 

Cytoskelett, Signaltransduktion oder im Zellzyklus involviert sind [Einbond & Sudol, 

1996]. Die Identifizierung dieser Membranproteine durch Datenbanksuche gibt Anlass zur 

Spekulation, dass noch weitere unentdeckte Gla-Proteine vorhanden sein könnten und 

somit Vitamin K neben der Blutgerinnung und dem Knochenstoffwechsel weitere 

essentielle Funktionen im Metabolismus von Vertebraten erfüllt. 

 

3.1.1.5 Vitamin K abhängige Proteine in Invertebraten 

Aus mehreren Arten mariner Kegelschnecken der Gattung Conus konnten Vitamin K-

abhängige Gifte, die sog. Conotoxine, isoliert werden. Conotoxine sind kleine, lähmende 

neuroaktive Peptide, die die Kegelschnecken in ihre Beute injizieren. Unter den 

zahlreichen bisher identifizierten Conotoxinen konnten das Conantokin-R aus Conus 

radiatus [Stanley et al., 1997], das Conantokin-G aus Conus geographus [Rigby et al., 

1997] und das epsilon-TxIX von Conus textile [Bush et al., 1999] isoliert werden. 

Conantokin-G besteht aus nur 17 Aminosäuren, von denen fünf -Carboxyglutamatreste 

sind, die mit Ca2+ und Mg2+ Komplexe eingehen können. Conantokine inhibieren sog. 

NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat-) Rezeptoren und wirken somit auf das zentrale 

Nervensystem von Vertebraten [Clark et al., 1981]. 

Bis zur Entdeckung dieser Gla-beinhaltenden Conotoxine in den Meeresschnecken, 

wurden Vitamin K-abhängige Proteine ausschließlich in Vertebraten beschrieben. 

 

3.1.2 Die Vitamin K-abhängige -Glutamyl-Carboxylase 

Die -Glutamyl-Carboxylase (GGCX) ist ein integrales Membranprotein des rauhen 

Endoplasmatischen Retikulums und Golgi-Apparates [Carlisle & Suttie, 1980; Stanton et 

al., 1991] und wird neben der Leber in einer Vielzahl weiterer Gewebe wie z.B. Haut, 

Lunge oder Niere exprimiert [Vermeer, 1984; Suttie, 1985]. Das GGCX-Gen ist auf dem 

kurzen Arm von Chromosom 2 (2p1.2) lokalisiert [Kuo et al., 1994] und besteht aus 15 
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Exons (Abb. 5). Es codiert für eine 758 Aminosäuren umfassende Polypeptidkette mit 

einem Molekulargewicht von ca. 95 kDa [Wu et al., 1991 und 1997a)]. Das Protein besteht 

aus mindestens fünf Transmembrandomänen, wobei die aminoterminale Hälfte der 

Polypeptidkette an deren Bildung beteiligt ist und die carboxyterminale Hälfte eine 

Schleife im Lumen des ER bildet (Abb. 5) [Tie et al., 2000].  
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Abb. 5: Modell des -Glutamyl-Carboxylase-Gens (oben) und Proteins (unten) (nach Tie et al., 
2000). Die Exons sind in alternierenden Farben blau und grau dargestellt und auf die 
Polypeptidkette projiziert. Die Zahlen im Proteinmodell geben jeweils die letzte durch das 
zugehörige Exon codierte Aminosäure an. Die Transmembrandomänen sind in Form von 
Zylindern dargestellt, wobei die beiden ausserhalb der Membran liegenden Zylinder stark 
hydrophobe Regionen symbolisieren. 

 

Bis heute konnte die exakte Lokalisation der für die Enzymaktivität relevanten Domänen, 

wie die Propeptidbindungsstelle, die Vitamin K-Bindungsstelle und die katalytische 

Domäne nicht bis ins Detail aufgeklärt werden. Beispielsweise konnte die Arbeitsgruppe 

um Yamada zeigen, dass sich die Propeptidbindungsstelle der GGCX in einem Bereich 

zwischen Aminosäure 50 bis 225 erstreckt [Yamada et al., 1995]. Wu et al. hingegen 

lokalisierten diese an Position 438-507 [Wu et al., 1997b)]. Aufgrund ihrer Homologie zur 

Propeptidsequenz von MGP bilden die AS-Reste 495-513 der GGCX nach Meinung von 

Price und Williamson ein sog. internes Propeptid, welches durch intramolekulare Bindung 

an die Propeptidbindungsstelle zur Regulation der GGCX beitragen soll [Price & 

Williamson, 1993]. Lin und Kollegen konnten jedoch durch zielgerichtete Mutagenese 
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zeigen, dass es sich bei diesem vermuteten internen Propeptid um die eigentliche 

Propeptidbindungsstelle der GGCX handelt [Lin et al., 2002]. 

Die GGCX ist das einzige bekannte Enzym, das Vitamin K in seiner reduzierten Form, 

Vitamin K-Hydrochinon, als Cofaktor benötigt. Sie katalysiert zwei chemische Reaktionen 

in ihrem aktiven Zentrum [Wallin & Suttie, 1982]. Die physiologisch wichtige Reaktion ist 

die Addition von Kohlendioxid an spezifische Glutamatreste von Vitamin K-abhängigen 

Proteinen, wobei -Carboxyglutamat entsteht. Die Umwandlung des schwachen Ca2+-

Chelators Glutamat in den weitaus stärkeren Ca2+-Chelator -Carboxyglutamat bewirkt 

eine Erhöhung der Bindungsaffinität von Ca2+ und dadurch bedingt eine 

Konformationsänderung in diesen Proteinen. Dies führt zu einer Verankerung der Proteine 

an Phospholipidmembranen z.B. von Thrombozyten, was für ihre Aktivierung und somit 

für die Ausübung ihrer physiologischen Funktion essentiell ist [Sperling et al., 1978; 

Borowski et al., 1986]. 

Als zusätzliche enzymatische Aktivität besitzt die GGCX die Funktion einer Epoxidase 

[Morris et al., 1993], welche die Oxidation von Vitamin K-Hydrochinon (KH2) zu Vitamin 

K-2,3-Epoxid unter Sauerstoffverbrauch katalysiert. 
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Abb. 6: Mechanismus der -Carboxylierung (nach Dowd et al., 1995). Die Glutamatreste in der 
Gla-Domäne von Vitamin K-abhängigen Proteinen werden durch Vitamin K-Alkoxid 
deprotoniert und durch Addition von Kohlendioxid in -Carboxyglutamat überführt. Sowohl die 
Umwandlung von Vitamin K-Hydrochinon in -Epoxid, als auch von Glutamat in -
Carboxyglutamat werden von der -Glutamyl-Carboxylase (GGCX) katalysiert. 
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Nach dem hypothetischen Mechanismus von Dowd et al. (1995) entsteht dabei das reaktive 

Naphthochinon-Intermediat Vitamin K-Alkoxid, welches sehr stark basisch ist. Diese Base 

entzieht vermutlich der -Methylengruppe des Glutamats ein Proton, wodurch ein reaktives 

Carbanion-Zwischenprodukt entsteht. Durch die anschließende Anlagerung von 

Kohlendioxid an das Glutamat-Carbanion wird das Produkt -Carboxyglutamat gebildet 

(Abb. 6) [Presnell & Stafford, 2002]. 

Voraussetzung für die Substraterkennung und die anschließende -Carboxylierung der Gla-

Proteine ist das Vorhandensein einer konservierten aminoterminalen -CRS bzw. 

Propeptidsequenz, mit welcher die GGCX interagieren kann [Jorgensen et al., 1987]. Die 

Propeptidsequenzen der verschiedenen VKD-Proteine besitzen sehr unterschiedliche 

Affinitäten zur -Carboxylase. Von neun untersuchten Propeptidsequenzen weist Faktor X 

die höchste und Osteocalcin die niedrigste Affinität zur Carboxylase auf [Stanley et al., 

1999]. Zusätzlich zur Andockungsfunktion an die GGCX fungiert die Propeptidsequenz 

auch als allosterischer Aktivator, indem die Affinität der Gla-Domäne zur GGCX erhöht 

wird (Abb. 7, A+B) [Knobloch & Suttie, 1987]. Die kovalente Bindung der 

Propeptidsequenz und der Gla-Domäne an die GGCX führt wiederum zur Erhöhung der 

Affinität der GGCX gegenüber Vitamin KH2 bedingt durch eine Konformationsänderung 

der Vitamin K-Bindungstasche (Abb. 7, C) [Berkner, 2000]. 

Um eine vollständige Carboxylierung der VKD-Proteine zu erreichen, können nach 

Berkner (2000) zwei verschiedene Mechanismen in Betracht gezogen werden. Zum einen 

kann eine Art Qualitätskontrolle die Sekretion von nur teilweise carboxylierten VKD-

Proteinen verhindern, was z.B. anhand der schnellen Degradierung von unvollständig 

carboxyliertem humanem Protein C gezeigt werden konnte [Tokunaga et al., 1995]. 

Zweitens kann eine vollständige Carboxylierung der VKD-Proteine gewährleistet werden, 

indem die -Carboxylase prozessiv arbeitet, d.h. dass alle Modifikationen der 

Glutamatreste während eines einzigen Bindungsereignisses ablaufen (Abb. 7, D) [Morris et 

al., 1995] und dass die GGCX ihr Substrat nicht freisetzt, ehe es vollständig carboxyliert 

ist. Eine Voraussetzung hierfür ist, dass die GGCX zwischen Glu- und Gla-Resten 

unterscheiden können muss [Berkner, 2000]. 
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Abb. 7: Das katalytische Zentrum der -Glutamyl-Carboxylase (nach 
Berkner, 2000). Die Bindung des Propeptids (PRO) eines Vitamin K-
abhängigen Proteins an die GGCX erhöht zunächst die Affinität für die 
Bindung der Gla-Domäne (B) und schließlich die Affinität zum Cofaktor 
Vitamin K (C). Alle Glutamatreste E werden sequentiell während eines 
einzigen Bindungsereignisses carboxyliert (D). Außerdem kann die GGCX 
eine Selbst-Carboxylierung durchführen (D). 

 

Eine weitere Eigenschaft der GGCX ist die Fähigkeit zur Selbst-Carboxylierung (Abb. 7, 

D) [Berkner & Pudota, 1998]. Es konnte gezeigt werden, dass rekombinant-exprimierte, 

autocarboxylierte -Carboxylase in Abwesenheit von Gla-Proteinen schneller abgebaut 

wird als in Anwesenheit ihrer Substrate. Eine Erklärung für die Selbst-Carboxylierung der 

GGCX könnte folglich die Regulation des Carboxylase-Spiegels sein, welcher von der 

Verfügbarkeit von Vitamin K bzw. VKD-Proteinen abhängt. 

 

3.1.3 Der Vitamin K-Zyklus 

Die -Carboxylierung eines Glutamatrestes ist stöchiometrisch gekoppelt mit der Bildung 

eines Moleküls Vitamin K-2,3-Epoxid. Da für einen erneuten Carboxylierungsschritt die 

Bereitstellung von Vitamin K-Hydrochinon erforderlich ist, muss das Vitamin K recycled 

werden, d.h. das Epoxid über die Chinon-Form zum Hydrochinon reduziert werden. Die 
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Reaktionsfolge von Vitamin K-Oxidation durch die GGCX und anschließendem Recycling 

kann als Redox-Zyklus dargestellt werden und wird als Vitamin K-Zyklus bezeichnet 

(Abb. 8). 
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Abb. 8: Der Vitamin K-Zyklus (nach Wallin & Martin, 1987). Im oberen Teil 
des Zyklus ist die -Carboxylierung dargestellt, im unteren Teil das 
Recycling von Vitamin K durch die Vitamin K-Epoxid-Reduktase (VKOR). 
Die VKOR kann durch Cumarinderivate wie z.B. Warfarin inhibiert werden, 
was die Bereitstellung des Cofaktors Vitamin K-Hydrochinon für die GGCX 
verhindert. 

 

Nach Wallin und Martin (1987) konnten zwei unabhängige Vitamin K-reduzierende 

Enzyme identifiziert werden. Das Flavoprotein DT-Diaphorase, eine NAD(P)H-

Dehydrogenase (NQO1 oder NMOR1, EC 1.6.99.2) vermag ausschließlich die Chinon-

Form des Vitamin K zu reduzieren [Wallin et al., 1978] und benötigt sehr hohe 

Konzentrationen an Vitamin K-Chinon, so dass es unter physiologischen Bedingungen 

wahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle für die Generierung von reduziertem 

Vitamin K spielt. Die Dithiol-gekoppelte Vitamin K-Epoxid-Reduktase (VKOR) hingegen 

ist in der Lage, beide Formen des Vitamin K zu reduzieren [Cain et al., 1998] und arbeitet 

bei physiologischen Konzentrationen an Vitamin K-Epoxid bzw. -Chinon. Sie wird daher 

als das eigentliche Recycling-Enzym angesehen. 

Seit ihrer Entdeckung im Jahr 1970 durch Bell und Matchinger (1970) haben mehrere 

Arbeitsgruppen versucht, die Vitamin K-Epoxid-Reduktase aus Mikrosomenpräparationen 
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aus Rinder-Leber [Mukharji & Silverman, 1985] bzw. aus Ratten-Leber [Cain et al., 1997; 

Begent et al., 2001] zu isolieren. Eine Reinigung zur Homogenität und die vollständige 

Charakterisierung der beteiligten Proteine ist aber bisher nicht gelungen. Auf der Basis 

dieser Studien ging man davon aus, dass es sich bei der VKOR um einen 

Multienzymkomplex aus mindestens zwei Komponenten handelt, der in der ER-Membran 

verankert ist. Nach Cain et al. bilden die mikrosomale Epoxidhydrolase (mEH, EC 3.3.2.3) 

und ein bisher noch unbekanntes Mitglied der Glutathion-S-Transferase-Familie die 

Hauptbestandteile des Komplexes und liegen vermutlich in Assoziation mit der -

Glutamyl-Carboxylase vor (Abb. 9). Das von Cain et al. vorgeschlagene Modell weist eine 

hohe Analogie zum Lipoxygenase-Enzymkomplex auf, welcher sich aus dem Glutathion-

S-Transferase-verwandten FLAP-Protein und einer cytosolischen Lipoxygenase 

zusammensetzt [Abramovitz et al., 1993]. 
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Abb. 9: Hypothetisches Modell des -Carboxylierungssystems (nach Cain et 
al., 1997). DTT = Dithiothreitol, Gla = -Carboxyglutamat, Glu = 
Glutamat, GST = Glutathion-S-Transferase, K1H2 = Vitamin K1-Hydro-
chinon, K>O = Vitamin K-Epoxid, mEH = mikrosomale Epoxidhydrolase. 

 

Als Reduktionsmittel für die VKOR wurde bei den bisher veröffentlichten in vitro-

Enzymstudien DTT (Dithiothreitol) verwendet, in vivo kommt hierfür z.B. Lipoamid  

[Thijssen et al., 1994] oder das Thioredoxin-System in Frage [Soute et al., 1992]. 

Thioredoxine sind eine Familie von kleinen Redox-Proteinen, die in einer NADPH-

abhängigen Reaktion durch die Thioredoxin-Reduktase reduziert werden [Powis & 

Monfort, 2001]. Auf diese Weise können sie wiederum oxidierte Cysteingruppen in 
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verschiedenen Proteinen reduzieren und haben somit regulatorischen Einfluss auf 

zahlreiche Stoffwechselvorgänge in verschiedenen Organismen, vom Menschen bis hin zu 

den Bakterien. Beispielsweise sind sie in allen Organismen an der DNA-Synthese beteiligt, 

bei Säugetieren spielen sie eine wichtige Rolle bei der Regulation der Apoptose und der 

Immunomodulation, in Pflanzen sind sie an der Regulation der Photosynthese-Enzyme 

beteiligt [Arner & Holmgren, 2000]. Silverman und Nandi konnten bereits 1988 zeigen, 

dass reduziertes Thioredoxin einen möglichen Cofaktor für die Vitamin K-Epoxid-

Reduktase darstellt [Silverman & Nandi, 1988]. 

 

3.1.4 Vitamin K-Antagonisten 

Der Einfluss von Vitamin K auf die Blutgerinnung wurde bereits im Jahr 1935 von Dam 

beschrieben, der Studien an Hühnern durchführte, die mit einer fettfreien Diät gefüttert 

wurden. Dies sollte eigentlich den Bedarf an Cholesterin demonstrieren und führte 

„nebenbei“ zur Identifizierung und Charakterisierung von Phyllochinon bzw. zur 

Entdeckung dieser Substanzklasse als essentielle Vitamine. Hendrik Dam erhielt dafür 

1943 den Nobelpreis für Medizin und Physiologie. Nur einige Jahre später wurde durch 

Stahmann et al. (1941) bzw. Link (1959) ein natürlich vorkommender Antagonist von 

Vitamin K entdeckt. In den 1920er Jahren trat in den USA und Kanada eine 

hämorrhagische Krankheit bei Rindern auf, die nachweislich verdorbenen Klee gefressen 

hatten. Diese „sweet clover disease“ wurde durch eine verlängerte Gerinnungszeit 

aufgrund einer erniedrigten Prothrombinaktivität im Blut verursacht und konnte durch 

Bluttransfusionen behoben werden. Die Substanz, die für diese Krankheit verantwortlich 

war, wurde 1941 von der Arbeitsgruppe um Link isoliert und als 3-3´-methyl-bis-4-

(hydroxycumarin) bzw. Dicumarol charakterisiert [Stahmann et al., 1941]. 

Inzwischen gibt es zahlreiche synthetische 4-Hydroxycumarinderivate, wie z.B. Warfarin 

(Coumadin ), Acenocoumarol (Sintrom ) oder Phenprocoumon (Marcumar ), die als 

pharmakologisch wirksame Antikoagulantien v.a. zur Therapie oder Prophylaxe von 

thromboembolischen Ereignissen angewendet werden [Suttie, 1994]. In den USA und 

Großbritannien wird v.a. Warfarin als therapeutischer Vitamin K-Antagonist eingesetzt. In 

Deutschland werden jährlich etwa 500.000 Patienten aufgrund verschiedener 

Erkrankungen, wie z.B. Beinvenenthrombosen, Lungenembolie, Vorhofflimmern oder 

künstlichem Herzklappenersatz mit Phenprocoumon antikoaguliert. Als unerwünschte 

Nebenwirkung der Antikoagulations-Therapie treten bei etwa 10-17% der Patienten 
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spontane Blutungen auf, 2-5% der anticoagulierten Patienten zeigen schwere Blutungen, 

die in einzelnen Fällen zum Tod führen [Kuijer et al., 1999]. 

Grundsätzlich gilt für die Therapie mit allen Cumarinderivaten, dass eine Dosis gewählt 

werden muss, die einerseits antithrombotisch wirkt und andererseits nicht zu 

Blutungskomplikationen führt. Die Cumarinderivate müssen individuell dosiert werden, da 

das interindividuelle Ansprechen sehr stark schwanken kann [Deykins, 1970]. Zur 

individuellen Einstellung und Überwachung wird die Blutgerinnung der antikoagulierten 

Patienten anhand der Thromboplastinzeit (auch Prothrombinzeit, PT oder Quick-Wert) 

bzw. die INR (International Normalized Ratio) bestimmt. Dabei liegt der Normalbereich 

des Quick-Werts bei 70-120%, was einer INR von 0,9-1,25 entspricht, der therapeutische 

Bereich bei 20-30% bzw. INR 2-3. 

Cumarinderivate inhibieren die Vitamin K-Epoxid-Reduktase, was den Vitamin K-

Recycling-Prozess empfindlich stört. Kinetische Studien an aufgereinigten Mikrosomen 

aus Rattenleber konnten zeigen, dass Warfarin als gemischter nicht-kompetitiver Inhibitor 

von Vitamin K-Epoxid wirkt [Begent et al., 2001]. Dies bedeutet, dass der Inhibitor und 

das Substrat nicht an die selbe Stelle am Enzym binden, aber die Anlagerung von Vitamin 

K-Epoxid an die VKOR durch die Warfarinbindung beeinflusst wird. Zudem konnte 

nachgewiesen werden, dass Warfarin ein kompetitiver Inhibitor gegenüber dem 

Reduktionsmittel DTT ist und somit mit diesem um das Thiol-Disulfid-Redoxzentrum 

konkurriert [Begent et al., 2001]. 

Die Hemmung der VKOR durch Warfarin führt zu einer Anreicherung von Vitamin K-

Epoxid im Plasma der behandelten Patienten [Shearer et al., 1977], da dieses nicht oder nur 

teilweise in Vitamin KH2 umgewandelt werden kann. Der daraus resultierende Mangel an 

der Bereitstellung des Cofaktors Vitamin KH2 für die GGCX führt zur Sekretion von 

unzureichend carboxylierten VKD-Gerinnungsfaktoren, was wiederum eine verstärkte 

Blutungsneigung bzw. die gewünschte „Verflüssigung“ des Blutes bei Thrombose-

patienten nach sich zieht [Suttie, 1987]. 

Diesen Effekt nutzt man auch zur Bekämpfung von Ratten und Mäusen, die hochdosierte 

Cumarinderivate oder Derivate von Indan-1,3-dion als Rodentizid verabreicht bekommen 

(Abb. 10) [Jackson et al., 1988]. Die rodentiziden Antikoagulantien haben gegenüber 

Akutgiften, wie z.B. Blausäure oder Phosphorwasserstoff, den Vorteil, dass die Wirkung 

verzögert eintritt, so dass sie von den Tieren nicht mit dem Köder in Zusammenhang 

gebracht wird. In den 1950er und 60er Jahren wurde neben Warfarin, hauptsächlich 
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Chlorphacinon, Diphacinon und Coumatetralyl (Antikoagulantien der ersten Generation, 

Abb. 10) zur Rattenbekämpfung eingesetzt. 
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Abb. 10: Derivate von 4-Hydroxycumarin (oben) und Indan-1,3-dion (unten). Die Vitamin K-
Antagonisten werden als Rodentizide zur Bekämpfung von Ratten und Mäusen eingesetzt. 

 

Das Problem der Resistenzbildung gegenüber diesen Antikoagulantien innerhalb 

zahlreicher Rattenpopulationen machte die Entwicklung von neuen, potenteren 

Rodentiziden notwendig. Antikoagulantien der zweiten Generation wurden ab Mitte der 

1970er Jahre (Bromadiolon und Difenacoum) bzw. ab den 80er Jahren (Brodifacoum, 

Flocoumafen und Difethialon) als zunächst äußerst wirksame Rodentizide eingesetzt, deren 

einmalige Dosis in vielen Fällen bereits zum Tod der Nagetiere führte. Die höhere Potenz 

dieser Wirkstoffe führte aber auch zu einem erhöhten Risiko unbeabsichtigter 

Vergiftungen von Tieren und Menschen. 



Einleitung 

22 

3.2 Defekte im Vitamin K-Stoffwechsel 

Dam und Mitarbeiter konnten bereits in den 1940er Jahren einen Zusammenhang zwischen 

einer hämorrhagischen Krankheit bei Neugeborenen (HDN, haemorrhagic disease of the 

newborn) und dem Mangel an Vitamin K zeigen [Dam et al., 1952]. Die Plasma- und 

Leberkonzentrationen an Vitamin K1 sind bei Neugeborenen signifikant niedriger als bei 

Erwachsenen [Shearer et al., 1982]. Vitamin K2, welches bei Erwachsenen den 

Hauptanteil an Vitamin K in der Leber ausmacht, ist bei Neugeborenen nicht nachweisbar 

[Shearer, 1990]. Die Übertragung von Vitamin K von der Mutter auf das ungeborene Kind 

ist durch die plazentale Barriere stark eingeschränkt, aber nicht komplett ausgeschlossen, 

da eine Vitamin K-Gabe bei der Mutter einen erhöhten Vitamin K-Spiegel im Blut des 

Neugeborenen bedingt [Shearer et al., 1982] und somit HDN verhindert werden kann. Die 

Ausprägung von HDN ist u.a. abhängig von der Menge und der Art der Milch, die 

Säuglinge in den ersten Wochen ihres Lebens erhalten [Motohara et al., 1989]. 

Muttermilch enthält nur sehr geringe Mengen an Vitamin K und an Vitamin K2-

produzierenden Bakterien, die für den Aufbau der Darmflora des Neugeborenen wichtig 

sind. Nach dem Zeitpunkt des Auftretens der Erkrankung unterscheidet man drei Formen 

von HDN [Zipursky, 1999]. Frühe HDN tritt meistens innerhalb der ersten 48 Stunden 

nach der Geburt des Kindes auf. Ursache hierfür ist meist eine Behandlung der werdenden 

Mutter mit krampflösenden Mitteln, wie z.B. Barbituraten, eine Anti-Tuberkulose- oder 

eine Antikoagulations-Therapie mit Vitamin K-Antagonisten während der 

Schwangerschaft. Diese Form der HDN kann durch eine hochdosierte pränatale Vitamin 

K-Aufnahme durch die Mutter verhindert werden. Die klassische HDN, die sich 

hauptsächlich in den postnatalen Tagen 2-5, aber auch bis zur zweiten Lebenswoche 

manifestiert, ist mit einer Inzidenz von 0,4-1,7 % sehr häufig und kann mit schweren 

intracranialen und gastrointestinalen Blutungen einhergehen [McNinch & Tripp, 1991]. 

Durch intramuskuläre oder orale Vitamin K-Verabreichung direkt nach der Geburt des 

Kindes kann der klassischen, aber auch der späten HDN vorgebeugt werden. Die späte 

HDN kann bei Säuglingen in der 2. bis zur 12. Lebenswoche mit einer Inzidenz von 4,4 bis 

10,5 auf 100.000 Geburten eintreten [Von Kries & Hanawa, 1993]. Sie wird hauptsächlich 

bei brustgefütterten Kindern beobachtet, die keine Vitamin K-Prophylaxe nach der Geburt 

erhalten haben und kann mit einer Lebererkrankung, wie z.B. 1-Antitrypsin-Mangel 

assoziiert sein [Loughnan & McDougall, 1993]. 
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Bisher konnten drei erblich bedingte Erkrankungen mit dem Vitamin K-Stoffwechsel 

assoziiert werden. Zum einen handelt es sich um den hereditären Mangel aller Vitamin K-

abhängigen Gerinnungsfaktoren (VKCFD, deficiency of all vitamin K-dependent clotting 

factors), der bei den Betroffenen, ähnlich wie bei erhöhter Dosierung von 

Cumarinpräparaten, Blutungsneigungen z.T. sogar in Verbindung mit Skelettanomalien 

hervorruft. Andererseits konnte man bei Thrombosepatienten beobachten, dass sie auf das 

verabreichte Antikoagulans nicht oder nur auf erhöhte Dosen ansprachen. Diese Patienten 

weisen folglich eine komplette oder teilweise Resistenz gegenüber Cumarinderivaten auf, 

was in der Literatur als Warfarinresistenz (WR) beschrieben wird. Auch bei Ratten und 

Mäusen tritt seit mehreren Jahren vermehrt eine Warfarinresistenz auf, was zu einem 

großen Problem bei deren Bekämpfung führt, da häufig sogar hohe Dosen an bestimmten 

Rodentiziden keine Wirkung mehr zeigen. 

Im Gegensatz zur Warfarinresistenz konnte bei einigen Patienten unter 

Antikoagulationstherapie auch eine erhöhte Warfarinsensitivität nachgewiesen werden, 

was sich durch das Ansprechen auf sehr geringe Dosen an Cumarinpräparaten bzw. durch 

Blutungsneigungen während der Therapie bemerkbar macht. 

 

3.2.1 Erblich bedingter Mangel der Vitamin K-abhängigen Gerinnungsfaktoren 

Der kombinierte Mangel aller Vitamin K-abhängigen Gerinnungsfaktoren (VKCFD, 

OMIM #277450 und #607473) ist eine seltene hereditäre Gerinnungsstörung mit bislang 

15 veröffentlichten Fällen weltweit [McMillan & Roberts, 1966; Fischer & Zweymuller, 

1966; Johnson et al., 1980; Goldsmith et al., 1982; Vicente et al., 1984; Ekelund et al., 

1986; Pauli et al., 1987; Leonard, 1988; Brenner et al., 1990; Pechlaner et al., 1992; Boneh 

& Bar-Ziv, 1996; Spronk et al., 2000; Oldenburg et al., 2000; Orbak et al., 2003]. 

Klinische Sympome der Erkrankung sind unterschiedlich stark ausgeprägte Blutungs-

neigungen mit z.T. lebensbedrohlichen intracranialen Blutungsepisoden. In einzelnen 

Fällen kann es zu Skelettanomalien aufgrund der Beeinträchtigung der für den 

Knochenstoffwechsel wichtigen Vitamin K-abhängigen (VKD-) Proteine Osteocalcin und 

Matrix-Gla-Protein kommen. Häufig können die Auswirkungen dieser Krankheit durch 

orale Verabreichung von Vitamin K komplett beseitigt werden, bei einigen Patienten 

dagegen kann selbst eine hochdosierte intravenöse Vitamin K-Gabe die 

Krankheitssymptome nicht kompensieren. Der Pathomechanismus von VKCFD basiert auf 

der unzureichenden Carboxylierung der Glutamatreste von VKD-Proteinen. In 
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Abhängigkeit von der verbleibenden Restaktivität dieser Proteine kann der Phänotyp der 

Erkrankung sehr stark variieren. 

Erworbene Formen der Krankheit können durch eine gestörte intestinale Resorption von 

Vitamin K bzw. einen defekten Transportmechanismus in die Hepatocyten verursacht 

werden, wie es z.B. bei Morbus Crohn, einer entzündlichen Darmerkrankung, der Fall ist 

[Prentice, 1985]. 

Hereditäre VKCFD kann durch einen Defekt in der -Glutamyl-Carboxylase hervorgerufen 

werden, was zu einer verminderten oder ausbleibenden Aktivität der VKD-Proteine 

aufgrund ihrer unvollständigen posttranslationalen Modifikation führt. Bisher wurden drei 

Fälle beschrieben, bei denen Mutationen im GGCX-Gen als Ursache für die als Typ 1 

bezeichnete Form der Erkrankung (VKCFD1) nachgewiesen wurden [Brenner et al., 1998; 

Spronk et al., 2000; Mousallem et al., 2001]. Die rekombinante Expression und 

anschließende kinetische Studien an der von Brenner et al. identifizierten Leu394Arg-

Mutante lassen als primären Defekt eine Veränderung der Glutamat-Bindungsstelle 

vermuten [Mutucumarana et al., 2000]. Zusätzlich, wenn auch im geringeren Maß, sind die 

Propeptid- und die Vitamin KH2-Bindung bei dieser Mutante im Vergleich zum Wildtyp 

beeinträchtigt. Die von Spronk et al. und Moussalem et al. berichtete Mutation im Exon 11 

des GGCX-Gens führt bei zwei nichtverwandten Patienten zum Austausch von Tryptophan 

nach Serin an Position 501. Kinetische Studien an der rekombinant exprimierten W501S-

Mutante ergaben eine stark verminderte Affinität der GGCX zum Propeptid ihrer 

Substrate, was einen Defekt in der Propeptid-Bindungsstelle sehr wahrscheinlich macht 

[Soute et al., 2004]. 

Die zweite Form des erblichen Mangels aller VKD-Proteine (VKCFD2) wird durch eine 

Störung im Vitamin K-Recycling verursacht. Die Regeneration von Vitamin KH2 aus 

Vitamin K-Epoxid erfolgt, wie beschrieben, durch die Vitamin K-Epoxid-Reduktase. Eine 

Mutation im VKOR-Gen führt zur mangelnden Bereitstellung des Cofaktors Vitamin KH2 

für die GGCX, was häufig durch orale Substitution von Vitamin K behoben werden kann. 

Beide Formen von VKCFD werden autosomal rezessiv vererbt, was anhand der 

Stammbäume der bisher publizierten betroffenen Familien ersichtlich ist. 

 

3.2.2 Warfarin-Resistenz und -Hypersensitivität beim Menschen 

Der erste Fall einer Resistenz gegenüber Cumarinen beim Menschen wurde 1964 von 

O’Reilly et al. publiziert. Für eine ausreichende Anticoagulationstherapie nach einem 
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Herzinfarkt benötigte der beschriebene Patient täglich 145 mg Warfarin, was etwa der 20-

fachen durchschnittlichen Dosis dieses Anticoagulans entspricht [O’Reilly et al., 1964]. 

Anhand des Stammbaumes seiner Familie, in der weitere sieben Mitglieder innerhalb von 

drei Generationen betroffen waren, konnten O’Reilly et al. einen autosomal dominanten 

Erbgang der Warfarinresistenz postulieren. Weiterhin vermutete die Arbeitgruppe um 

O’Reilly, dass die Warfarinresistenz durch ein defektes Enzym oder eine 

Rezeptorbindungsstelle verursacht wird, welche entweder eine verminderte Affinität für 

Cumarine oder eine erhöhte Affinität für Vitamin K aufweist. Eine verminderte Absorption 

und ein gesteigerter Abbau des Medikamentes, sowie eine erhöhte Produktion von Vitamin 

K-abhängigen Gerinnungsfaktoren und eine ungewöhnlich hohe Vitamin K-Aufnahme 

konnte bei dem beschriebenen Patienten als Ursache für die Resistenz ausgeschlossen 

werden. Der Patient reagierte zudem extrem sensitiv auf die Gabe von Vitamin K als 

Antidot. 

Seitdem wurden mehrere Fälle von erblicher Resistenz gegenüber Vitamin K-Antagonisten 

beim Menschen beschrieben, bei denen das Ausmaß der Resistenz sehr stark variiert 

[O´Reilly 1970; Danesi, 1980; Holt et al., 1983; Alving et al., 1985; Warrier et al., 1986; 

Diab et al., 1994; Keréveur et al., 1997]. Bei einer durchschnittlichen 

Antikoagulationstherapie benötigen die Patienten 5-6 mg Warfarin pro Tag [Keréveur et 

al., 1997], bei den beschriebenen warfarinresistenten Patienten beträgt die tägliche Dosis 

zwischen 30 und 150 mg. Danesi berichtete 1980 sogar von einem Fall mit kompletter 

Resistenz gegen orale Antikoagulantien. Die tägliche Warfarindosis bei nicht-resistenten 

Patienten unterliegt ebenfalls einer großen Streuung von etwa 2-15 mg [Keréveur et al., 

1997], was u.a. durch eine variierende Vitamin K-Aufnahme durch die Nahrung z.B. in 

Form von Gemüse erklärt werden kann [Shearer, 1992]. 

Neben der Resistenz gegenüber Cumarinen konnte auch eine erhöhte Sensitivität 

gegenüber Vitamin K-Antagonisten nachgewiesen werden, welche durch unterschiedliche 

Mechanismen ausgelöst werden kann. Ein Defekt im Abbauweg von Warfarin kann z.B. 

die Sensitivität gegenüber diesem Medikament beeinflussen. Cytochrom P-450 2C9 

katalysiert die Umwandlung des pharmakologisch potenteren S-Enantiomers von Warfarin 

in seinen inaktiven Metaboliten [Taube et al., 2000]. Bisher konnten zwei Varianten von 

CYP2C9 (2C9*2 und 2C9*3) identifiziert werden, welche die enzymatische Aktivität 

reduzieren und auf diese Weise mit einer Hypersensitivität gegenüber Warfarin assoziiert 

sind. Außerdem führen bestimmte Mutationen im Propeptid von Faktor IX (Ala-10Thr, 

Ala-10Val) zu einer Erniedrigung der Affinität zur GGCX und dadurch bedingt zu erhöhter 
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Warfarinsensitivität [Chu et al., 1996; Oldenburg et al., 1997]. Die beiden Missense-

Mutationen haben unter normalen Bedingungen keinerlei Auswirkung auf die 

Blutgerinnung. Unter Warfarintherapie kommt es jedoch schon bei sehr geringen Dosen zu 

einem Abfall des FIX-Spiegels auf unter 1% und somit zu Blutungskomplikationen. 

Zudem kann die Hypersensitivität gegenüber Warfarin, analog zur Warfarinresistenz, 

durch eine Mutation im Gen für die Vitamin K-Epoxid-Reduktase, dem Angriffspunkt der 

Cumarine, verursacht werden. 

 

3.2.3 Warfarinresistenz bei Ratten und Mäusen 

Die Resistenz gegenüber gerinnungshemmenden Rodentiziden der ersten Generation 

wurde erstmals 1958 bei Wanderratten (Rattus norvegicus) in Schottland entdeckt [Boyle, 

1960]. Kurz darauf wurde auch von warfarinresistenten Hausmäusen (Mus musculus 

domesticus) in Großbritannien berichtet [Dodsworth, 1961]. Seitdem machte die 

zunehmende Resistenz in weiten Teilen Europas, sowie in den USA, Canada, Australien 

und Japan die Bekämpfung der schädlichen Nagetiere problematisch [Lund, 1964; 

Saunders, 1978; Naganuma et al., 1981; Siddiqi & Blaine, 1982; Jackson & Ashton, 1986; 

Myllymäki, 1995]. Auch nach der Entwicklung und Einführung der potenteren 

Antikoagulantien der zweiten Generation in den 1970er und 1980er Jahren traten bei 

Ratten und Mäusen Resistenzen gegen mehrere dieser Rodentizide auf [Rowe et al., 1981; 

Greaves et al., 1982; Lund, 1984; Johnson, 1988]. 

Anhand von Züchtungsexperimenten ging man schon bald davon aus, dass die 

Warfarinresistenz in Ratten durch einen monogenen, autosomal dominanten Erbgang 

verbreitet wird [Greaves & Ayres, 1967]. Im Jahr 1969 wurde das Gen für die 

Warfarinresistenz in der Wanderratte (Rw) auf Chromosom 1 und 1976 das orthologe Gen 

in der Hausmaus (War) auf Chromosom 7, beide gekoppelt mit Genen für die Fellfarbe, 

kartiert [Greaves & Ayres, 1969; Wallace & MacSwiney, 1976]. Kohn et al. konnten 2003 

demonstrieren, dass der Mikrosatelliten-Marker D1Rat219 mit dem Rw-Locus und sehr 

wahrscheinlich mit dem Gen für die Vitamin K-Epoxid-Reduktase gekoppelt ist. Es konnte 

ebenfalls gezeigt werden, dass der Rw-Locus die Resistenz gegenüber verschiedenen, auch 

potenteren Antikoagulantien vermittelt, aber dass die Dominanz und die Penetranz 

bezüglich der Art des verwendeten Rodentizids variiert [Kohn et al., 2003]. 

Thijssen und Pelz charakterisierten 2001 drei verschiedene warfarinresistente 

Rattenstämme, die nach ihrer Herkunft als schottischer, walisischer bzw. Hampshire-
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Stamm bezeichnet werden, durch einen in vitro VKOR-Aktivitätsassay an 

Lebermikrosomen, bezüglich ihrer Resistenz gegenüber Warfarin, Difenacoum und 

Brodifacoum. Die VKOR des walisischen Stammes zeigt eine starke Resistenz gegenüber 

Warfarin, aber nicht gegenüber den anderen getesteten Antikoagulantien. Der schottische 

Stamm ist nahezu genauso sensitiv gegenüber den drei Vitamin K-Antagonisten wie nicht-

resistente Ratten. Aber im Gegensatz zum Wildtyp-Enzym lässt sich der hemmende Effekt 

von Warfarin auf die VKOR des schottischen Stammes „auswaschen“, d.h. die Hemmung 

ist reversibel. Der Hampshire-Stamm weist eine Resistenz gegenüber allen drei 

Rodentiziden auf, wobei der Effekt für Warfarin am stärksten und für Brodifacoum am 

schwächsten ist [Thijssen & Pelz, 2001]. Diese Stämme unterscheiden sich auch 

hinsichtlich ihres Vitamin K-Bedarfs. Die Rattenstämme aus Wales und Hampshire 

benötigen im Vergleich zu normalen sensitiven Ratten sehr viel größere Mengen an 

Vitamin K, der schottische Stamm hingegen weist einen moderaten Vitamin K-Bedarf auf. 

 

Aufgrund der unterschiedlich starken Ausprägung der Resistenz gegenüber verschiedenen 

Cumarin- und Indandiolderivaten können, neben Defekten in der VKOR, vermutlich noch 

weitere Mechanismen zu diesem Phänotyp führen oder diesen modifizieren. Wallin et al. 

publizierten 2001 ein neues molekulares Modell für die Warfarinresistenz in der Ratte. Die 

Arbeitsgruppe konnte eine Überexpression des ER-spezifischen Chaperons Calumenin in 

der Leber von warfarinresistenten Ratten nachweisen. Nach ihrer Hypothese bindet 

Calumenin an die VKOR, wodurch die Bindungsstelle für Warfarin nicht mehr zugänglich 

ist und somit eine Resistenz entstehen kann [Wallin et al., 2001]. 
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3.3 Zielsetzung der Arbeit 

Die Beteiligung von Vitamin K an zahlreichen Stoffwechselwegen und die Entdeckung der 

Vitamin K-assoziierten Erkrankungen zeigen die Relevanz der Charakterisierung der Gene 

bzw. Proteine des Vitamin K-Zyklus. Ziel dieser Doktorarbeit ist die Aufklärung und 

Beschreibung der Ursachen der beiden hereditären Formen des kombinierten Mangels aller 

Vitamin K-abhängiger Gerinnungfaktoren (VKCFD1 und 2), sowie der Warfarinresistenz 

auf genetischer und proteinchemischer Ebene. Während das Gen für die -Carboxylase 

bereits 1991 kloniert worden ist [Wu et al., 1991], konnte das zentrale Protein der VKOR 

erst im Laufe dieser Doktorarbeit identifiziert werden. 

Vitamin K-Epoxid-Reduktase Komponente 1 (VKORC1) 

Anhand der bereits veröffentlichten Ergebnisse soll der Weg der Entdeckung des 

VKORC1-Gens detailiert dargelegt werden. Ausgehend von der Beschreibung der 

VKCFD2-Erkrankung zweier betroffener Familien [Oldenburg et al., 2000], über die 

Kartierung des korrelierenden Gens [Fregin, Rost et al., 2002] bis zur Entdeckung des 

VKORC1-Gens [Rost, Fregin et al., 2004a)] und die anschließende Charakterisierung des 

Genproduktes werden die einzelnen Schritte dargestellt. Die Aufklärung von 

Aminosäureresten, die für die Funktion der VKOR eine entscheidende Rolle spielen, 

erfolgte einerseits anhand der Sequenzierung des orthologen Gens in warfarinresistenten 

Ratten und anschließender rekombinanter Expression der identifizierten Mutationen [Pelz, 

Rost et al., 2005], andererseits durch positionsspezifische Mutagenese von ausgewählten 

Aminosäureresten des menschlichen VKORC1-Proteins [Rost et al., 2005]. 

-Glutamyl-Carboxylase (GGCX) 

Ebenfalls anhand von Veröffentlichungen und noch unveröffentlichten Daten sollen neue 

Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe bezüglich des GGCX-Gens vorgestellt werden. 

Wie bereits beschrieben wurden bisher nur zwei verschiedene homozygote Mutationen im 

GGCX-Gen identifiziert und rekombinant exprimiert. Unsere Arbeitsgruppe konnte den 

ersten Fall von VKCFD1 nachweisen, der aufgrund von compound-heterozygoten 

Mutationen verursacht wird [Rost et al., 2004b)]. Das Auftreten einer der beiden 

Mutationen in einem weiteren VKCFD1-Patienten führte zur Annahme und Bestätigung 

eines Founder-Effektes [Rost et al., in Bearbeitung]. Noch unveröffentlichte Ergebnisse 

zur Durchführung des GGCX-Proteinassays und kinetischen Studien, die zum Nachweis 

der Funktion von rekombinant exprimierten Mutationen im GGCX-Gen dienen, werden 

ebenfalls in der vorliegenden Arbeit vorgestellt. 
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4 ZUSAMMENFASSENDE DARSTELLUNG UND DISKUSSION 

DER PUBLIZIERTEN ERGEBNISSE 

4.1 Klinische Symptomatik von VKCFD2 in zwei betroffenenen Familien 

Der VKCFD-Phänotyp variiert, wie beschrieben, sehr stark in Abhängigkeit von der 

Restaktivität der VKD-Proteine, was hier anhand von zwei Familien mit jeweils mehreren 

betroffenen Mitgliedern verdeutlicht werden soll. Die detailierte Beschreibung der beiden 

Familien wurde im Jahr 2000 von Oldenburg et al. (Anlage 1) veröffentlicht. 

Die libanesische Familie A besteht aus den konsanguinen, nichtbetroffenen Eltern und acht 

Kindern, die zwischen 1981 und 1997 geboren wurden (Abb. 11). Zwei weitere Kinder 

starben im ersten Lebensjahr an intracerebralen Blutungen. Schwere Blutungsereignisse 

bei vier der betroffenen Kinder (A5, A6, A8 und A10) machten die Anwendung von 

Bluttransfusionen bzw. Ventrikeldrainagen erforderlich. Pränatale intracerebrale 

Blutungen führten bei dem Letztgeborenen (A10) zur Ausbildung eines Hydrocephalus 

internus, zu schwerer geistiger und körperlicher Retardierung, Epilepsie und Blindheit. Die 

Probandin A3 zeigte trotz erniedrigter Spiegel an VKD-Gerinnungsproteinen keine 

klinischen Symptome. 

 

A1 A2

A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10

Familie A

Familie B

B2B1

B4B3

 

Abb. 11: Stammbäume der Familien A und B. Ausgefüllte Kreise bzw. 
Quadrate weisen auf den VKCFD2-Phänotyp und folglich auf eine 
Verminderung der Vitamin K-abhängigen Gerinnungsfaktoren bei den 
Betroffenen hin. 

 

Die aus Deutschland stammende Familie B besteht aus zwei betroffenen Mädchen und den 

Eltern, die nach eigener Aussage nicht blutsverwandt sind (Abb. 11). Da die maternalen 

und paternalen Großeltern aus benachbarten Ortschaften stammen, kann eine 

Konsanguinität aber nicht ausgeschlossen werden. Das 1989 geborene Mädchen (B3) wies 

postnatal ein großes Hämatom im Kopfbereich, eine spastische Lähmung der linken 
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Körperseite und ebenfalls einen Hydrocephalus internus auf. Während der ersten 

Lebensjahre litt sie an Epilepsie und zeigt eine persistente mentale und physische 

Schwäche. Ihre Schwester (B4) hingegen wies trotz verminderter Werte aller Vitamin K-

abhängigen koagulatorischen Proteine keine Auffälligkeiten auf. 

Die Serumspiegel der Vitamin K-abhängigen Gerinnungsfaktoren FII, FVII, FIX und FX, 

sowie Protein C wurden bei allen Mitgliedern der Familien A und B durch standardisierte 

Methoden bestimmt. Bei den Betroffenen schwankten die Werte zwischen 20 und 60 % 

der Norm (Tab. 2A in Oldenburg et al., 2000), was auf eine milde Form der Erkrankung 

hindeutet. Die Werte der VKD-Proteine konnten bei allen Betroffenen durch orale Vitamin 

K-Substitution vollständig normalisiert werden (Tab. 2B in Oldenburg et al., 2000). Beide 

Elternpaare, die unter der Annahme einer autosomal rezessiven Vererbung der Krankheit, 

heterozygot sein müssen, wiesen keine Verminderung der Serumspiegel für die 

gemessenen VKD-Proteine auf. 

Als Ursache für die Erkrankung wurde in beiden Familien zunächst ein Defekt in der - 

Carboxylase vermutet, was aber aufgrund der Sequenzierung der 15 Exons einschließlich 

der flankierenden Introns des GGCX-Gens und der Haplotyp-Analyse von vier 

Polymorphismen im GGCX-Gen (Abb. 1 in Oldenburg et al., 2000) ausgeschlossen 

werden konnte. 

Bei allen Mitgliedern beider Familien wurden die Vitamin K-Hydrochinon- und Vitamin 

K-Epoxid-Werte im Serum vor und nach oraler Applikation von 10 mg Vitamin K durch 

HPLC-Analyse bestimmt. Während Vitamin K-Epoxid normalerweise im Serum nicht 

nachweisbar ist, zeigten die Betroffenen beider Familien stark erhöhte Vitamin K-Epoxid-

Spiegel nach Vitamin K-Substitution (Tab. 3 in Oldenburg et al., 2000). 

Sowohl dieses Ergebnis, als auch der Ausschluss einer Mutation im GGCX-Gen und die 

komplette Korrektur der VKD-Protein-Spiegel der Betroffenen durch orale Vitamin K-

Gabe, ließen uns vermuten, dass ein Defekt im VKOR-Komplex für den Phänotyp in 

diesen Familien verantwortlich ist. Da der VKOR-Komplex zu diesem Zeitpunkt weder 

auf molekulargenetischer noch proteinchemischer Ebene aufgeklärt war, strebte unsere 

Arbeitsgruppe eine genetische Kartierung des VKCFD2-Locus an. 

 

4.2 Genetische Kartierung des VKCFD2-Locus 

Die genetische Kartierung eines Krankheitslocus erfolgt im Allgemeinen durch eine 

Kopplungsanalyse anhand der Untersuchung von 300 bis 400 polymorphen 
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Mikrosatellitenmarkern in betroffenen Familien, was auch als genom-weite Multilocus-

Analyse bezeichnet wird. Das Ziel ist dabei, das Krankheitsgen innerhalb einer 

vorgegebenen Markerkarte, in welcher die einzelnen Marker ihrer chromosomalen 

Position nach angeordnet sind, einem Bereich zwischen zwei Markern zuzuordnen. Je 

näher zwei Loci auf demselben Chromosom benachbart liegen, desto häufiger werden sie 

gemeinsam vererbt (genetische Kopplung), je weiter sie voneinander entfernt sind, desto 

häufiger werden sie durch Rekombination getrennt. Folglich kann die Entfernung 

zwischen zwei Loci durch ihre Rekombinationshäufigkeit in Centi-Morgan (1 cM = 

Rekombinationshäufigkeit von 1 %) ausgedrückt werden, deren Höchstwert 0,5 bzw. 50 % 

beträgt. Zur Berechnung der Kopplungswahrscheinlichkeit verwendet man sog. LOD- 

(logarithm of the odds-) Scores, welche 1955 von Morton eingeführt wurden. Der LOD-

Score Z ist definiert als der Logarithmus des Verhältnisses der Wahrscheinlichkeit für 

Kopplung zweier Loci zur Wahrscheinlichkeit gegen Kopplung und ist daher eine 

Funktion der Rekombinationshäufigkeit . Ab einem LOD-Score von 3,0 kann von 

genetischer Kopplung ausgegangen werden, da dann ein Verhältnis von 1000:1 für 

Kopplung vorliegt. Bei einem Verhältnis von 100:1 gegen Kopplung, erhält man einen 

LOD-Wert von -2,0, was zu einem signifikanten Kopplungsausschluß führt [Strachan & 

Read, 1996; Passarge, 1994]. 

Besitzt eine Person an einem bestimmten Locus zwei identische Allele, so ist sie 

homozygot für diesen Genort. Sind die beiden Allele aufgrund gemeinsamer Abstammung 

identisch, spricht man von Autozygotie. Konsanguine Personen, die an einer rezessiven 

Erbkrankheit leiden, sind für die mit dem krankheitsverursachenden Gen gekoppelten 

Marker mit großer Wahrscheinlichkeit autozygot. In diesem Fall führt man eine sog. 

Homozygotie- bzw. Autozygotie-Kartierung zur Identifizierung des Krankheitslocus 

durch. 

Familie A eignete sich aufgrund ihrer Größe und der Anzahl an Betroffenen und 

Nichtbetroffenen besonders gut für eine genomweite Kopplungsanalyse des VKCFD2-

Locus (ursprünglich als FMFD-Locus bezeichnet) [Fregin, Rost et al., 2002, Anlage 2]. 

Die Multilocus-Kartierung wurde mit ingesamt 374 Mikrosatellitenmarkern, die 

durchschnittlich 11 cM voneinander entfernt liegen, am Max-Delbrück-Zentrums für 

molekulare Medizin in Berlin durchgeführt. Zur Analyse der Kartierungsdaten wurden die 

Computerprogramme GENESCAN v3.0, GENOTYPER v2.5 (Applied Biosystems) und 

GENEHUNTER v2.0 [Kruglyak et al., 1996] verwendet. Die Multilocus-Analyse ergab 

einen Multipoint-LOD-Score von 2,78 bei  = 0 für den Marker D16S415 und verwies 
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somit auf die perizentrische Region von Chromosom 16 als sehr wahrscheinliche Position 

des VKCFD2-Locus. Das Intervall, das vermutlich den gesuchten Krankheitslocus 

enthielt, erstreckte sich nach der Mikrosatellitenkarte von Généthon [Dib et al., 1996] von 

D16S3093 bis D16S3039 (Abb. 1 in Fregin, Rost et al., 2002). 

Zur Eingrenzung und Bestätigung des durch die Grobkartierung festgelegten Bereichs 

wurde in den Familien A und B eine Homozygotie-Kartierung mit zusätzlichen Markern 

von Chromosom 16 vorgenommen [Fregin, Rost et al., 2002]. In beiden Familien zeigten 

alle Betroffenen einen gemeinsamen homozygoten Bereich über 3 cM in der 

perizentrischen Region von Chromosom 16, der insgesamt 26 Mikrosatellitenmarker 

umfasste. Die Haplotyp-Analyse ermöglichte es, durch zwei Rekombinationen in Familie 

A die Grenzen des vermuteten VKCFD2-Intervalls zu definieren (Abb. 2 in Fregin, Rost et 

al., 2002). Die obere Grenze des Homozygotie-Bereichs wurde in beiden Familien durch 

den Marker D16S261 bestimmt, die untere Grenze wurde durch ein 

Rekombinationsereignis zwischen D16S409 und D16S419 bei Patient A II:8 festgelegt. In 

Familie B traten im untersuchten Intervall keine Rekombinationen auf, aber ein identischer 

parentaler Haplotyp über diesen großen chromosomalen Bereich führte zur Vermutung, 

dass ein gemeinsamer Ursprung vorliegen muss (identical by descent, IBD). 

Mit Hilfe des Computerprogrammes MLINK aus dem Linkage-Programmpaket 5.20 

[Lathrop et al., 1984] wurden für beide Familien kombinierte Zwei-Punkt-LOD-Scores 

errechnet (Tab. 1 in Fregin, Rost et al., 2002). Für die Marker D16S261 und D16S690 

wurde bei  = 0 ein maximaler LOD-Score von 3,39 erreicht, was auf eine signifikante 

Kopplung mit dem VKCFD2-Locus schließen läßt (Tab.1 in Fregin, Rost et al., 2002). Das 

auf diese Weise definierte Kandidatengen-Intervall umfasste die perizentrische Region von 

Chromosom 16 mit den Bereichen 16p11-p12 auf dem kurzen Arm und 16q11-q21 auf 

dem langen Arm. 

Wie in der Einleitung dargestellt, ist die VKOR sowohl der entscheidende 

Stoffwechselschritt für die VKCFD2-Erkrankung als auch der Angriffspunkt für die 

Antikoagulantien vom Cumarin-Typ. Dies legt die Vermutung nahe, dass die 

Warfarinresistenz bei Mensch und Nagetieren durch Mutationen im VKOR-Komplex 

verursacht wird. Obwohl die bisherigen Modelle davon ausgehen, dass die VKOR-

Reaktion von einem Multienzymkomplex ausgeführt wird (vgl. Abb. 9), besteht 

theoretisch die Möglichkeit, dass beide Phänotypen sich von ein und demselben Protein 

herleiten. Wie bereits beschrieben, wurde das Gen für die Warfarinresistenz bei der Ratte 

auf Chromosom 1 und bei der Maus auf Chromosom 7 kartiert. Zahlreiche Gene, die den 
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WR-Locus in der Ratte und der Maus flankieren, wie z.B. das Interleukin 4-Rezeptor 

alpha-Gen (IL4R) oder das Sialophorin-Gen (SPN) befinden sich in der gleichen 

Reihenfolge auf dem kurzen Arm des humanen Chromosom 16 (Abb. 12). Diese syntänen 

Regionen in den drei Species führten uns zu der Hypothese, dass der VKCFD2-Locus mit 

dem WR-Locus identisch sein könne und in der Region 16p11-p12 auf dem menschlichen 

Chromosom 16 zu lokalisieren sei. Wenn diese Annahme zuträfe, könnte das 

Kandidatengen-Intervall auf den kurzen Arm von Chromosom 16 eingegrenzt werden. 
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Abb. 12: Vergleich der Genreihenfolge der orthologen Chromosomen 16 (Mensch), 7 (Maus) 
und 1 (Ratte). Hieraus ergibt sich die Kandidatenregion für den Warfarinresistenz-Locus und 
somit für den VKCFD2-Locus auf dem kurzen Arm des menschlichen Chromosom 16. 

 

4.3 Identifizierung und Charakterisierung des VKORC1-Gens 

Auf der Basis der oben formulierten Arbeitshypothese haben wir unsere Suche nach dem 

VKCFD2-Gen auf die Region 16p11-12 konzentriert. Ausgangspunkt für die 

systematische Mutationssuche durch Direktsequenzierung von Kandidatengenen in beiden 

VKCFD2-Familien und vier warfarinresistenten Patienten war die 4 Mb umfassende 

Kandidatenregion auf dem kurzen Arm von Chromosom 16 mit insgesamt 129 Genen 

(Ensembl-Datenbank, Stand: April 2003) [Rost, Fregin et al., 2004, Anlage 3]. Die 
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Kandidatengene wurden zunächst nach Größe und Funktion in Gruppen mit 

unterschiedlich hohen Präferenzen eingeteilt. Nachdem die wenigen Gene mit vermuteter 

Assoziation zum Vitamin K-Stoffwechsel keine Mutationen aufwiesen, wurden die 

hypothetischen Gene mit unbekannter Funktion, die aufgrund ihrer Exon-Intron-Struktur 

als Gene vorhergesagt wurden, bevorzugt sequenziert. Im Kandidatengen mit der 

Accession-Nummer NM_024006 wurde bei allen Patienten der beiden VKCFD2-Familien 

eine homozygote und bei den Eltern eine heterozygote Missense-Mutation im Exon 3 

entdeckt, die zur Substitution Arg98Trp führte. Alle vier untersuchten warfarinresistenten 

Patienten wiesen, in Übereinstimmung mit dem postulierten autosomal dominanten 

Erbgang der WR, unterschiedliche heterozygote Mutationen im gleichen Gen auf (Tab. 1). 

In 192 gesunden Kontrollen konnte keine der beobachteten Mutationen nachgewiesen 

werden. Das orthologe Gen wurde ebenfalls in warfarinresistenten und sensitiven Ratten 

des Stammes, der zur Kartierung der Warfarinresistenz auf Chromosom 1 verwendet 

wurde, und in Wildfängen aus dem Münsterland sequenziert. Bis auf eine Ausnahme 

waren alle warfarinsensitiven Ratten homozygot für die Wildtyp-Sequenz und alle 

warfarinresistenten Ratten hetero- oder homozygot für den Austausch Tyr139Cys. Die 

Identifizierung von sieben unabhängigen Mutationen bei zwei unterschiedlichen 

Phänotypen in zwei verschiedenen Species deutete sehr stark darauf hin, dass es sich bei 

dem Genprodukt um die gesuchte Komponente der Vitamin K-Epoxid-Reduktase handelt, 

weshalb wir es als VKORC1 (vitamin K epoxide reductase complex subunit 1) 

bezeichneten. 

 

Probanden Phänotyp Warfarin-
Dosis 

Mutation homo- oder  
heterozgot 

Patienten,  
Familie A + B 

VKCFD2 - Arg98Trp homozygot 

Eltern,  
Familie A + B 

normal - Arg98Trp heterozygot 

Patient C 
 

WR 100 mg  
pro Woche 

Val29Leu heterozygot 

Patient D 
 

WR komplett 
resistent 

Val45Ala heterozygot 

Patient E 
 

WR 220-250 mg 
pro Woche 

Arg58Gly heterozygot 

Patient F 
 

WR komplett 
resistent 

Leu128Arg heterozygot 

Zucht-Ratten 
(10) 

Rw  Tyr139Cys heterozygot 

Wildfänge 
(16) 

Rw  Tyr139Cys 12 homozygot 
  4 heterozygot 

Tab. 1: Übersicht über die im VKORC1-Gen nachgewiesenen Mutationen. 
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Die Topologie-Vorhersage für das VKORC1-Protein mittels Hydropathieplots ergab drei 

hydrophobe Regionen, die vermutlich als Transmembrandomänen fungieren. Orthologe 

VKORC1-Proteine konnten durch elektronische Datenbanksuche außer in der Ratte auch 

in der Maus, in Fugu rubripes, Xenopus laevis und Anopheles gambiae identifiziert 

werden. Auf die gleiche Weise konnten in der Maus, der Ratte, Fugu rubripes und beim 

Menschen paraloge Proteine mit etwa 50 % Homologie nachgewiesen werden, die als 

VKORC1-like 1 bzw. VKORC1L1 bezeichnet wurden (Abb. 2 in Rost, Fregin et al., 

2004). Die englische Arbeitsgruppe um Goodstadt und Ponting konnte anhand von 

umfassenden Analysen der publizierten Sequenzen nachweisen, dass homologe VKORC1-

Proteine nicht nur in Vertebraten und Arthropoden sondern auch in Pflanzen, Bakterien 

und sogar Archaea vorhanden sind. Ein Sequenzvergleich der orthologen Proteine von 

ausgewählten Eukaryoten und zahlreichen Prokaryoten zeigte, dass vier Cysteine (Cys43, 

Cys51, Cys132 und Cys135) und ein Serin bzw. Threonin (Ser/Thr57) in allen Species 

vollständig konserviert sind [Goodstadt & Ponting, 2004]. Die Autoren vermuteten, dass 

die beiden Cysteinreste an Position 132 und 135 ein Thioredoxin-Motiv CXXC bilden und 

somit gemeinsam mit den anderen drei konservierten AS-Resten das aktive Zentrum der 

Reduktase darstellen. 

Zur weiteren Charakterisierung von VKORC1 führte unsere Arbeitsgruppe einen 

Northern-Blot, eine subzelluläre Lokalisation und einen VKOR-Aktivitätstest durch [Rost, 

Fregin et al., 2004]. Der Northern-Blot ergab, wie aufgrund der zahlreichen vorhandenen 

ESTs (expressed sequence tags) vermutet, eine breite Gewebeverteilung beim Menschen 

(Abb. 13). Die stärkste Expression zeigte sich dabei in der adulten und fetalen Leber, die 

auch den Hauptsyntheseort der -Carboxylase darstellt. 

Die -Carboxylase (GGCX) ist ein integrales Protein der ER-Membran [Carlisle & Suttie, 

1980; Bristol et al., 1996; Presnell & Stafford, 2002]. Um zu überprüfen, ob VKORC1 

analog zur GGCX in die Membran des ER integriert ist, führten wir eine subzelluläre 

Lokalisation des humanen, rekombinant exprimierten VKORC1 in COS7-Zellen durch. 

Die grüne Immuno-Fluoreszenz-Färbung von GFP- (green fluorescent protein) bzw. Myc-

fusioniertem VKORC1 ergab eine für das ER typische, netzartige Struktur, die sich 

komplett mit der roten Färbung des ER-spezifischen Calnexin als Kontrolle zur Deckung 

bringen ließ (Abb. 3 in Rost, Fregin et al., 2004). 
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Abb. 13: Northern-Blots mit verschiedenen adulten (human 8-lane, BD 
Biosciences Clontech) und fetalen (fetal blot 1, Stratagene) Geweben 
wurden mit radioaktiv-markierter humaner VKORC1 cDNA hybridisiert. Als 
Kontrolle wurde eine -Aktin-Sonde verwendet. 

 

Um zu überprüfen, ob VKORC1 eine Vitamin K-Reduktase-Aktivität besitzt, wurde die 

cDNA in HEK293- (human embryonic kidney) Zellen rekombinant exprimiert. Die 

Überexpression von VKORC1-cDNA führte zu einem stark erhöhten Umsatz von Vitamin 

K-Epoxid zur reduzierten Chinonform. Die Umwandlung des Substrates Vitamin K-

Epoxid in das Produkt Vitamin K-Chinon konnte nach Zugabe von DTT als 

Reduktionsmittel mittels HPLC (high pressure liquid chromatography) gemessen werden. 

VKORC1 alleine ist also in der Lage, mindestens einen Schritt der VKOR-Reaktion 

auszuführen. Die weitere Reduktion des Chinons zum biologisch aktiven Hydrochinon ist 

wegen dessen chemischer Instabilität nicht ohne weiteres nachweisbar. In analogen 

Experimenten wurden die bei VKCFD2- bzw. WR-Patienten (und Ratten) beobachteten 

Mutationen rekombinant exprimiert. Bis auf die Val29Leu-Mutante zeigten alle VKORC1-

Varianten eine deutliche Reduktion der basalen VKOR-Aktivität gegenüber dem Wildtyp 

(Tab. 1 in Rost, Fregin et al., 2004; Abb. 14). 
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Abb. 14: Relative VKOR-Aktivitäten von VKORC1-Protein-Varianten nach 
rekombinanter Expression in HEK293-Zellen. Ihre Hemmbarkeit wurde 
durch Zugabe verschiedener Warfarinkonzentrationen überprüft. Die 
VKOR-Aktivität des Wildtyps in Abwesenheit von Warfarin wurde auf 100 % 
gesetzt. 

 

Die Arg98Trp-Variante wies, wie aufgrund des VKCFD2-Phänotyps erwartet, eine sehr 

geringe VKOR-Aktivität von nur etwa 10 % der Wildtyp-Aktivität auf. Die Hemmbarkeit 

der VKOR durch Vitamin K-Antagonisten wurde in allen Varianten durch Zugabe von 

ansteigenden Warfarinkonzentrationen (5-80 M) überprüft. Eine reduzierte Hemmung 

und somit eine Resistenz gegenüber dem zugegebenen Warfarin konnte nur bei der 

Tyr139Cys- und der Val29Ala-Variante festgestellt werden (Tab. 1 in Rost, Fregin et al., 

2004; Abb. 14). Eine Erklärung für die nicht-nachweisbare Resistenz der anderen WR-

Varianten ist, dass das rekombinante Expressionssystem im Gegensatz zur Situation in 

vivo homozygote Bedingungen darstellt und die Ausgangsaktivitäten dieser WR-Varianten 

schon so gering sind, dass die Werte bei hohen Warfarin-Konzentrationen nicht mehr 

detektierbar sind. 

Die beschriebenen Experimente auf RNA- bzw. Proteinebene lieferten weitere Beweise 

dafür, dass es sich bei dem durch Mutationsscreening identifizierten Gen bzw. Protein 

tatsächlich um die gesuchte Komponente des VKOR-Komplexes bzw. um die Vitamin K-

Epoxid-Reduktase selbst handelt. Dies wurde weiterhin durch die parallele 

Veröffentlichung „Identification of the gene for vitamin K epoxide reductase“ von Li et al. 

unterstützt. Die Arbeitsgruppe von Darrel Stafford konnte durch einen komplett 
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unterschiedlichen Ansatz, nämlich durch die Inhibition der VKOR-Aktivität in einem 

humanen Karzinom-Zellsystem mittels systematisch ausgewählten siRNAs, das gleiche 

Gen identifizieren und zeitgleich publizieren [Li et al., 2004]. 

 

4.4 Untersuchungen zur Warfarinresistenz bei Ratten und Mäusen 

Eine Studie an warfarinresistenten und sensitiven Ratten und Mäusen aus verschiedenen 

Teilen Europas sollte Aufschluss über die Art und die Verbreitung von Mutationen im 

VKORC1-Gen der Nagetiere geben [Pelz, Rost et al., 2005, Anlage 4]. Nach Bestimmung 

des Resistenzstatus der Nagetiere durch den sog. BCR- (blood clotting response) Test 

[MacNicoll & Gill, 1993] wurden die drei Exons des murinen und des Ratten-VKORC1-

Gens von Wildfängen und Labortieren aus Großbritannien, Dänemark, Deutschland, 

Belgien und Frankreich sequenziert. 

 

Herkunft bzw. Stamm 
 

Mutationen 

Rattus norvegicus  
Hampshire, UK (Laborstamm) Leu120Gln 

Berkshire 1, UK (Laborstamm) Leu120Gln 

Berkshire 2, UK (Laborstamm) Leu120Gln 

Schottland, UK (Laborstamm) Leu128Gln 

Wales, UK (Laborstamm) Tyr139Ser 

Yorkshire, UK (Wildfang) Tyr139Cys, Leu128Gln 

Dänemark (Wildfang) Tyr139Cys 

Deutschland (Wildfang) Tyr139Cys 

Deutschland (Wildfang) Ser56Pro 

Belgien (Wildfang) Tyr139Phe 

Frankreich (Wildfang) Tyr139Phe, Arg35Pro 

Mus musculus  
Reading, UK (Laborstamm) Tyr139Cys 

York, UK (Laborstamm) Leu128Ser 

Homo sapiens  
Patient F (siehe Tab. 1) Leu128Arg 

Tab. 2: Übersicht über die im VKORC1-Gen von Ratten 
und Mäusen identifizierten Mutationen. 

 

Besonders auffällig war dabei das gehäufte Auftreten von Mutationen an den AS-

Positionen 128 und 139, die offenbar Mutations-Hotspots darstellen (Tab. 2). Das Codon 

TAT, welches Tyrosin 139 codiert, wurde in der Maus zu TGT (Cystein) und in der Ratte 
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zusätzlich zu TCT (Serin) und TTT (Phenylalanin) mutiert. Das Leucin an Position 128 

wurde sogar in drei verschiedenen Species (Ratte, Maus und Mensch) durch 

unterschiedliche Aminosäuren ersetzt. 

Die Untersuchung von ca. 400 Ratten aus dem Münsterland bzw. Emsland wurde mittels 

eines von unserer Arbeitsgruppe entwickelten allelspezifischen ARMS-PCR-Test 

durchgeführt, der das gezielte Screening der bereits beschriebenen Tyr139Cys-Mutation 

[Rost, Fregin et al., 2004] ermöglichte. Der Nachweis eines DNA-Fragmentes der Größe 

101 bp auf einem Agarosegel wies bei 281 von 286 mittels BCR-Test als resistent 

eingestuften Ratten auf die Tyr139Cys-Mutation hin (Abb. 15). Bei zwei von fünf dieser 

diskrepanten Ratten konnte durch Sequenzierung der drei Exons des VKORC1-Gens ein 

Austausch von Serin nach Prolin an Position 56 nachgewiesen werden. Die restlichen drei 

Tiere wurden als Falsch-Positive im BCR-Test eingestuft, da dieser komplexe 

Gerinnungstest eine Fehlerrate von etwa 2-5 % aufweist. Bei 43 als resistent eingestuften 

Ratten aus Dänemark konnte die Tyr139Cys-Mutation ebenfalls nachgewiesen werden, 

was aufgrund der räumlichen Nähe für einen gemeinsamen Ursprung der Mutation 

(Founder-Effekt) spricht. Der ARMS-PCR-Test an 142 BCR-negativen (= sensitiven) 

Ratten aus dem Münster- bzw. Emsland und 15 sensitiven Ratten aus Dänemark ergab eine 

Diskrepanz bei insgesamt sechs Tieren, was vermutlich auf falsch-negativen BCR-Test-

Ergebnissen beruht. 
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Abb. 15: ARMS-PCR-Test auf Vorhandensein der Tyr139Cys-Mutation bei ausgewählten Ratten 
aus Deutschland und Dänemark. Die 101 bp-Bande ist nur bei den Tieren zu erkennen, die an 
AS-Position 139 ein Cystein aufweisen, die 123 bp-Bande hingegen weist auf ein Tyrosin an AS-
Position 139 hin. Sind beide Banden vorhanden, handelt es sich um heterozygote Tiere. Die 168 
bp-Bande ist bei allen Tieren als PCR-Kontrolle nachweisbar. 

 

Die unterschiedlichen Mutationen und ihr Auftreten in räumlich weit voneinander 

entfernten Rattenpopulationen legen die Vermutung nahe, dass es sich um unabhängige 

Mutationsereignisse handelt. Obwohl noch keine größere Anzahl von Warfarin-sensitiven 
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Wildfängen untersucht worden ist, sprechen die bisherigen Daten nicht dafür, dass die 

Mutationen ein „stilles Reservoir“ von Sequenzvarianten in der Population darstellen. 

Vielmehr scheinen Mutationen in VKORC1 sehr seltene Ereignisse zu sein, die aber bei 

Anwendung von Cumarinen als Rattengifte einen enormen Selektionsvorteil verleihen.  

Die verschiedenen Mutationen wurden im HEK293-Zellsystem rekombinant exprimiert 

und ihre VKOR-Aktivität vor und nach Zugabe veschiedener Warfarin-Konzentrationen 

gemessen. Die Ausgangsaktivität des Wildtyp-VKORC1 (WT) wurde auf 100% gesetzt 

und mit den VKOR-Aktivitäten der verschiedenen Varianten ins Verhältnis gesetzt. Die in 

nur drei Ratten nachgewiesenen Mutationen Arg35Pro bzw. Ser56Pro zeigten nahezu 

keine messbare VKOR-Aktivität. Die VKORC1-Varianten Leu120Gln und Leu128Ser 

wiesen anfängliche VKOR-Aktivitäten von etwa 20%, die Leu128Gln-Variante von ca. 

50% auf und wurden durch Warfarin stark gehemmt (Abb. 2 in Pelz, Rost et al., 2005). 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass in diesen Ratten vermutlich ein zusätzlicher 

Mechanismus zur Warfarinresistenz vorhanden ist bzw. dass durch die stark reduzierte 

VKORC1-Aktivität ein Warfarin-insensitiver Weg angeschaltet wird, der die 

Blutgerinnung und somit das Überleben der Ratten ermöglicht. Der unterschiedliche 

Vitamin K-Bedarf in den untersuchten Laborstämmen unterstützt diese Vermutung. Der 

Hampshire- und einer der beiden Berkshire-Laborstämme benötigen beispielsweise 

größere Mengen an Vitamin K als der andere Berkshire-Stamm, obwohl sie alle die 

gleiche Leu120Gln-Mutation aufweisen. 

Eine Resistenz gegenüber Warfarin konnte für alle drei Tyr139-Varianten in vitro sehr 

deutlich gezeigt werden (Abb. 2 in Pelz, Rost et al., 2005). Trotz erniedrigter 

Ausgangsaktivität wiesen die Tyr139Cys- und Tyr139Ser-Mutante in Gegenwart von 

Warfarin-Konzentrationen von 10-100 M eine signifikant höhere VKOR-Aktivität als der 

Wildtyp auf. Die Tyr139Phe-Mutation führte sogar zu einer gesteigerten VKOR-Aktivität 

in Abwesenheit von Warfarin im Vergleich zum WT und war selbst durch hohe Inhibitor-

Konzentrationen kaum hemmbar. 

Das Auftreten und die rasche Verbreitung von resistenten Tieren, die gegen die Cumarine 

der ersten Generation resistent sind, hat zur Entwicklung von Cumarin-Derivaten mit 

höherer biologischer Wirksamkeit geführt. Obwohl auch gegen diese Substanzen bereits 

wieder Resistenz entwickelt worden ist, ist es bisher nicht gelungen, diesen 

Resistenzfaktor als ein monogenes Merkmal herauszuzüchten. Es stellte sich also die 

Frage, welche Rolle VKORC1 bei der Resistenz gegenüber Cumarinen der zweiten 

Generation spielt. 
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Daher wurden die Antikoagulantien Dicumarol, Difenacoum und Bromadiolon (vgl. Abb. 

10) in vitro auf ihre inhibitorische Wirkung untersucht (Abb. 16). Die Mutation 

Tyr139Phe, die die höchste Resistenz gegenüber Warfarin zeigte (vgl. Abb. 14), ist auch 

gegenüber den hochpotenten Cumarinen weitgehend unempfindlich. Eine Überprüfung der 

anderen Tyr139-Varianten auf Resistenz gegenüber Antikoagulantien der zweiten 

Generation steht noch aus.  
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Abb. 16: Relative VKOR-Aktivität der Tyr139Phe-Variante im Vergleich zum 

Wildtyp nach Zugabe verschiedener Konzentrationen an Bromadiolon 

(oben), Difenacoum (Mitte) bzw. Dicumarol (unten). Eine Resistenz dieser 

Mutante gegenüber allen drei Rodentiziden konnte somit signifikant 

nachgewiesen werden. 



Darstellung der Publikationen 

42 

Da eine Resistenz gegenüber Warfarin im in vitro-System bis jetzt ausschließlich für die 

drei Tyr139-Varianten nachgewiesen werden konnte, spielt dieser Tyrosinrest vermutlich 

eine entscheidende Rolle bei der Bindung von Cumarinen. Die Resistenz der Tyr139-

Varianten könnte auch die weite Verbreitung dieser Mutationen unter den Ratten- und 

Mauspopulationen, die einem hohen Selektionsdruck durch die Bekämpfung mittels 

Vitamin K-Antagonisten ausgesetzt sind, erklären. Die Träger dieser Mutationen, v.a. der 

Tyr139Phe-Mutation, stellen folglich ein schwerwiegendes Problem in der Bekämpfung 

von Ratten und Mäusen dar. 

 

4.5 Systematische Mutagenese im humanen VKORC1-Gen 

Die Identifizierung der für die Funktion von VKORC1 essentiellen Aminosäurepositionen 

ist eine wichtige Grundlage für die Entwicklung von neuen effektiveren Vitamin K-

Antagonisten für die Therapie von Thrombosepatienten und die Bekämpfung von 

schädlichen Nagetieren. Aminosäuren, die in verschiedenen Spezies unverändert 

konserviert sind, wie z.B. die bereits erwähnten Cysteinreste (Cys43, Cys51, Cys132 und 

Cys135) und das Serin an Position 57 des VKORC1, deuten auf eine unverzichtbare 

strukturelle oder funktionelle Bedeutung für das Protein hin. Cysteinreste sind in Proteinen 

häufig an der Bildung von stabilisierenden Disulfidbrücken beteiligt oder können durch 

Oxidation und Reduktion ihrer Thiolgruppen eine essentielle Funktion ausüben. Die 

Bedeutung der sieben im VKORC1 vorhandenen Cysteine und von Ser57 für die VKOR-

Aktivität wurde durch positionsspezifische Mutagenese und anschließende rekombinante 

Expression im HEK293-Zellsystem überprüft [Rost et al. 2005, Anlage 5]. Zu diesem 

Zweck wurden die Cysteinreste an den Positionen 16, 43, 51, 85, 96, 132 und 135 

nacheinander durch Serin bzw. Alanin ersetzt und Ser57 durch Alanin ausgetauscht (Abb. 

17). Die Cys51Ser-, Cys132Ser-, Cys135Ser- und Ser57Ala-Varianten wiesen nach 

Durchführung des VKOR-Assays und anschließender HPLC-Analyse kaum messbare 

VKOR-Aktivitäten auf (Abb. 2 in Rost et al., 2005). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit 

der starken evolutionären Konservierung dieser vier Aminosäurereste, die sogar in 

zahlreichen Bakterien nachgewiesen werden konnten. Die Cysteine an Position 132 und 

135 wurden bereits als ein mögliches Redox-Zentrum vermutet [Goodstadt & Ponting, 

2004], welches die Reduktion von Vitamin K-Epoxid in seine Chinon-Form katalysiert. 

Der Austausch der Sulfhydrylgruppe durch eine Hydroxylgruppe in einem der beiden 

Cysteinreste führt zu einer starken Verminderung der Reduktase-Aktivität und stützt diese 
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Hypothese (Abb. 2 in Rost et al., 2005). Eine elektronische Protein-Motivsuche ergab, 

dass das CIVC-Motiv, welches im VKORC1 durch Cys132, Ile133, Val134 und Cys135 

gebildet wird, ebenfalls in der hochkonservierten bakteriellen Proteinfamilie der C-

Untereinheiten von Na+-transportierenden NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase-Komplexen 

(NqrC) vorhanden ist. Dort erfüllt es die Aufgabe eines katalytisch-aktiven Redox-

Zentrums, welches innerhalb einer -Helix in die Phospholipidmembran eingebettet ist. 

Die Homologie des CIVC-Motivs und seine vorhergesagte Lokalisation in einer -Helix 

des VKORC1 (Abb. 17) deuten stark darauf hin, dass dieses Proteinmotiv im VKORC1 

eine ähnliche Funktion wie im NqrC ausübt. 
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Abb. 17: Modell des VKORC1-Proteins mit drei Transmembrandomänen (nach Stafford, 2005). 
Aminosäuren sind in der Ein-Buchstaben-Abkürzung aufgeführt. Die durch positionsspezifische 
Mutagenese ausgetauschten Aminosäuren sind farbig dargestellt. 

 

Goodstadt und Ponting spekulierten, dass das hochkonservierte Ser57, dessen Austausch 

ebenfalls zu einer stark verminderten VKOR-Aktivität führte, ein Bestandteil des aktiven 

Zentrums von VKORC1 darstellt. Serine sind häufig an der Substrat-Bindung von 

Reduktasen beteiligt, was z.B. anhand der Ferredoxin-NADP-Reduktase und Cytochrom 

P450C24 gezeigt werden konnte (Thomsen-Zieger et al., 2004; Omdahl et al., 2004). Eine 

Veränderung von Ser57 im VKORC1 sollte somit die Vitamin K-Bindung stark 
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beeinflussen, was sich in der gemessenen reduzierten VKOR-Aktivität wiederspiegeln 

könnte. 

Der Austausch des konservierten Cys43 und der weniger konservierten Cysteinreste an 

den Positionen 16, 85 und 96 nach Serin oder Alanin resultierte in verminderten, aber 

deutlich messbaren VKOR-Aktivitäten von 16-30%, im Fall von Cys85Ala sogar 74% der 

Wildtyp-Aktivität (Abb. 2 in Rost et al., 2005). Eine Beteiligung dieser Aminosäuren an 

der Reduktase-Aktivität ist daher eher unwahrscheinlich. 

In der gleichen Veröffentlichung [Rost et al. 2005, Anlage 5] haben wir auch das Arginin 

an Position 98 (Abb. 17), welches in den Patienten der beiden VKCFD2-Familien 

homozygot gegen ein Tryptophan ausgetauscht ist [Rost, Fregin et al., 2004], untersucht. 

Im VKOR-Assay zeigte die Arg98Trp-Variante eine kaum messbare VKOR-Aktivität. 

Tryptophan ist eine stark hydrophobe AS mit aromatischer Ringstruktur und unterscheidet 

sich daher deutlich vom basischen, langkettigen Arginin. Um zu überprüfen, welche 

Seitenketten an Position 98 einen Einfluss auf die VKOR-Aktivität ausüben, wurde das 

Arginin durch strukturell ähnlichere Aminosäuren ausgetauscht. Die Substitution von 

Arg98 durch das ebenfalls langkettige, hydrophile Lysin und anschließende rekombinante 

Expression führte zu einer gesteigerten VKOR-Aktivität von ca. 110 % (Abb. 5, in Rost et 

al. 2005). Glutamin und Asparagin sind die ungeladenen Derivate von Glutamat und 

Aspartat und durch ihre Amidgruppe strukturell ähnlicher zum Lysin als die beiden sauren 

Aminosäuren. Dementsprechend zeigten die beiden Varianten Arg98Gln und Arg98Asn 

eine höhere VKOR-Aktivität als die Arg98Glu- und Arg98Asp-Varianten. Die VKOR-

Aktivität war bei allen vier Varianten jedoch gegenüber der Wildtyp-Aktivität auf ca. 50 % 

bzw. 20 % reduziert (Abb. 5, in Rost et al. 2005). Die lange, positiv geladene Seitenkette 

von Arginin an Position 98 scheint für die Tertiärstruktur von VKORC1 eine 

entscheidende Rolle zu spielen, was auch durch den Vergleich von Hydropathieplots der 

untersuchten Arg98-Varianten verdeutlicht wird (Abb. 6, in Rost et al. 2005). Die 

Topologie-Vorhersage für die Arg98Trp-Variante wich am stärksten von der des 

VKORC1-Wildtyps ab. Der Austausch des Arginins an Position 98, welches sich im 

Wildtyp-Protein an der Grenze zwischen der cytoplasmatischen Schleife und der zweiten 

Transmembrandomäne (TM) befindet (Abb. 17), durch Tryptophan bewirkt eine 

Verschiebung der zweiten TM um ca. 20 AS in Richtung N-Terminus und somit eine 

komplette strukturelle Veränderung des VKORC1-Proteins. 

Durch positionsspezifische Mutagenese wurde auch eine weitere Variante des Tyr139, 

welches in warfarinresistenten Ratten und Mäusen durch drei verschiedene AS (Cystein, 
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Serin, Phenylalanin) substituiert ist, untersucht. Die Tyr139Gly-Variante, die bis jetzt noch 

nicht in Ratten- oder Mauspopulationen nachgewiesen werden konnte, wies analog zu den 

anderen Varianten eine verminderte Hemmung durch Warfarin auf (Abb. 4, in Rost et al. 

2005). Am deutlichsten war jedoch die Resistenz gegenüber Warfarin in der Tyr139Phe-

Variante zu erkennen. Obwohl sich Tyrosin und Phenylalanin nur durch eine 

Hydroxylgruppe unterscheiden, führte die Substitution zu einer nahezu kompletten 

Warfarinresistenz. Dies lässt vermuten, das die reaktive Hydroxylgruppe im Tyr139 eine 

essentielle Rolle in der Bindung von Warfarin an die VKORC1 spielt. Tyr139 wird 

flankiert von den AS Threonin und Alanin (Abb. 17), die gemeinsam eine hydrophobe 

Sequenz bilden. Dasselbe TYA-Motiv konnte in einer anderen Warfarin-sensitiven 

Chinon-Oxidoreduktase, NQOR, als Dicumarol-Bindungstasche identifiziert werden [Ma 

et al., 1992]. Die Homologie des TYA-Motivs und die Auswirkung der Mutationen von 

Tyr139 in VKORC1 legen es nahe, dass diese Aminosäure an der Bindung von Warfarin 

direkt und essentiell beteiligt ist. Noch unveröffentlichte Daten konnten zeigen, dass ein 

Austausch von Thr138 und/oder Ala140 im in vitro-System keine nachweisbare Resistenz 

gegenüber Warfarin zur Folge hatte (Abb. 18). Diese Ergebnisse unterstützen die 

entscheidende Rolle des zentralen Tyrosins im Thr-Tyr-Ala-Motiv für die Bindung von 

Vitamin K-Antagonisten. 
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Abb. 18: Relative VKOR-Aktivität der Thr138Ala-, Ala140Gly- und der Doppel-Variante. Alle 
drei Mutanten weisen eine reduzierte basale VKOR-Aktivität gegenüber dem Wildtyp auf, zeigen 
aber keine Resistenz gegenüber Warfarin. 
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4.6 Nachweis und Charakterisierung neuer Mutationen im GGCX-Gen 

Wie bereits beschrieben, wurden in der codierenden Sequenz des -Glutamyl-Carboxylase-

Gens erst zwei verschiedene Mutationen identifiziert und durch Expressionsstudien als 

ursächlich für die VKCFD1-Erkrankung nachgewiesen [Brenner et al., 1998; Spronk et al., 

2000; Mutucumarana et al., 2000; Soute et al., 2004]. Die Mutationen Leu394Arg und 

Trp501Ser traten bei den untersuchten Patienten homozygot auf, was mit dem autosomal 

rezessiven Erbgang der Erkrankung in Einklang steht. Unsere Arbeitsgruppe konnte bei 

zwei nicht-verwandten VKCFD1-Patienten je zwei heterozygote Mutationen im GGCX-

Gen nachweisen, was als compound-Heterozygotie bezeichnet wird [Rost et al., 2004b), 

Anlage 6; Rost et al., in Bearbeitung]. Beide Patienten stammen aus Deutschland und 

wiesen reduzierte Plasmaspiegel der Vitamin K-abhängigen Gerinnungsfaktoren von 20-

40% der Norm auf (Tab. 3). Bei beiden Patienten konnte der Mangel an VKD-Proteinen 

nur teilweise durch orale Vitamin K-Gabe korrigiert werden. 

 

  Patient A Patientin B 

 Normwerte 
vor Vit. 

K-Gabe 

nach Vit. 

K-Gabe 

vor Vit. 

K-Gabe 

nach Vit. 

K-Gabe 

APTT (Sek.) 30-45   38 28 

Quick (%) 70-100 18 - 25 53 28 56 

Fibrinogen (g/L) 2.0-4.5   2,8  

Faktor II (%) 75-110 21 40 35 71 

Faktor V (%) 70-140   118  

Faktor VII (%) 65-130 47 62 37 69 

Faktor VIII (%) 70-170   126  

Faktor IX (%) 70-120   54 90 

Faktor X (%) 75-115 36 65 13 28 

Antithrombin (%) 80-120   118  

Protein C (%) 70-120   56 63 

Protein S (%) 60-140   37 48 

Tab. 3: Plasmaspiegel der Vitamin K-abhängigen Proteine und zusätzlicher 

Gerinnungsfaktoren bei zwei nicht-verwandten Patienten A und B vor und nach 

oraler Vitamin K-Substitution. Es konnte keine komplette Wiederherstellung der 

Normwerte für die VKD-Proteine durch Vitamin K-Gabe erreicht werden. 

 

Die Sequenzierung der 15 Exons und flankierenden intronischen Bereiche des GGCX-

Gens ergab zwei compound-heterozygote Mutationen in beiden Patienten. Patient A wies 

eine heterozgote Transversion von G nach T an der 3´-Spleißstelle von Intron 2 auf  
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(Abb. 1 in Rost et al., 2004b). Die dadurch bewirkte veränderte Prozessierung der GGCX-

mRNA hat sehr wahrscheinlich ein verkürztes Protein mit einem teilweisen oder 

kompletten Funktionsverlust zur Folge. Weiterhin konnte bei diesem Patienten eine 

heterozygote Punktmutation im Exon 11 des GGCX-Gens nachgewiesen werden, die zu 

einer Substitution von Arginin durch Prolin an AS-Position 485 führte. Die Arg485Pro-

Mutation konnte ebenfalls bei Patientin B identifiziert werden, die zusätzlich eine 

heterozygote Missense-Mutation im Exon 9 des GGCX-Gens aufwies, die den Austausch 

von Histidin durch Prolin an AS-Position 404 verursachte [Rost et al., in Bearbeitung]. 

Anhand eines Screenings von 100 gesunden Kontrollen mittels DHPLC- (denaturating 

high-performance liquid chromatography) Analyse konnte ausgeschlossen werden, dass es 

sich bei der Arg485Pro-Mutation um einen häufigen Polymorphismus handelt (Abb. 2 in 

Rost et al., 2004b). Die Lage von Arg485 in einer stark konservierten Region der GGCX 

zwischen AS 365 und AS 496, die vermutlich die Propeptid-Bindungsstelle beinhaltet [Wu 

et al., 1997 b)], ist ein starker Hinweis auf die Kausalität der Arg485Pro-Mutation. His404 

ist ebenfalls in dieser hochkonservierten Region der GGCX lokalisiert und sogar im 

Drosophila-Gen konserviert. Sowohl His404 als auch Arg485 wurden durch die 

„Iminosäure“ Prolin substituiert. Der Austausch der hydophilen Aminosäuren Arginin und 

Histidin durch das hydrophobe Prolin, das als „Helixbrecher“ bekannt ist, kann eine 

strukturelle Veränderung der GGCX bewirken. Außerdem befinden sich beide Mutationen 

in der Nachbarschaft der bereits publizierten Mutationen Leu394Arg und Trp501Ser, die 

durch rekombinante Expression in Insektenzellen und anschießendem GGCX-

Aktivitätsassay als ursächlich für VKCFD1 nachgewiesen werden konnten. 

Da es sich bei VKCFD1 um eine sehr seltene Erkrankung handelt, vemuteten wir einen 

Founder-Effekt in den beiden Patienten, die die Arg485Pro-Mutation gemeinsam 

aufwiesen. Die Untersuchung von drei Polymorphismen im GGCX-Gen und fünf 

benachbarten Mikrosatellitenmarkern ergab, mit Ausnahme der beiden distal vom GGCX-

Gen gelegenen Mikrosatelliten, einen identischen Haplotyp bei den beiden Patienten und 

ihren Müttern (Abb. 19) [Rost et al., in Bearbeitung]. Die Wahrscheinlichkeit für eine 

zufällige Gemeinsamkeit der untersuchten Allele ist so gering, dass man aufgrund der 

durchgeführten Haplotyp-Analyse von einem gemeinsamen Ursprung der Arg485Pro-

Mutation ausgehen kann. 
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Abb. 19: Haplotyp-Analyse zum Nachweis eines Founder-Effektes im GGCX-Gen bei zwei 

Familien A und B. Die Haplotypen, die die Arg485Pro-Mutation beinhalten (blaue Balken) 

wurden jeweils von der Mutter auf den Patienten A bzw. die Patientin B vererbt. Bis auf die 

beiden distal gelegenen Mikrosatelliten-Marker D2S2371 und D2S440 sind diese Haplotypen 

identisch. Dies spricht mit hoher Wahrscheinlichkeit für einen gemeinsamen Ursprung der 

beiden Mütter der Patienten und somit für einen Founder-Effekt der Arg485Pro-Mutation. 

 

Um endgültig beweisen zu können, dass die Arg485Pro-Mutation kausal für die VKCFD1-

Erkrankung ist, sollte ein GGCX-Aktivitätstest durchgeführt werden [bisher unver-

öffentlichte Daten]. Zu diesem Zweck wurde die Arg485Pro-Variante und das GGCX-

Wildtyp-Protein mithilfe des Baculovirus-Systems in Sf9-Insektenzellen rekombinant 

exprimiert und anschließend über ein eingeführtes HPC4-Sequenzmotiv 

(EDQVDPRLIDGK) mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt. Der GGCX-

Aktivitätstest erfolgte durch Zugabe der folgenden Substrate bzw. Cosubstrate: 

• Vitamin K-Hydrochinon (KH2) als essentieller Cofaktor der GGCX 

• radioaktiv markiertes NaH
14

CO3 zum Nachweis des Einbaus von Carboxylgruppen 

in die Gla-Domäne von VKD-Proteinen 

• FLEEL (Phe-Leu-Glu-Glu-Leu) als kurzes synthetisches Gla-Peptid 

• das 19 AS umfassende Propeptid von Faktor IX (ProFIX19) zur Aktivierung der 

GGCX 
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• oder alternativ zu FLEEL und ProFIX19: rekombinant exprimiertes FIXproGla, ein 

59 AS umfassendes Peptid aus dem Propeptid und der Gla-Domäne von Faktor IX. 

Die kinetischen Studien erfolgten durch Zugabe variierender Konzentrationen einer dieser 

Substrate unter Konstanthaltung der anderen Substrate. In Abb. 20 sind die Ergebnisse der 

Substratsättigungskurven der Arg485Pro-Variante und des Wildtyps dargestellt. 
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Abb. 20: Kinetik-Studien an der Wildtyp-GGCX (rote Kurven) und der Arg485Pro-Variante 
(blaue Kurven) nach rekombinanter Expression in Insektenzellen. Die Diagramme inklusive der 
Berechnungen von Vmax (= m1) und KM (= m2) wurden nach der Michaelis-Menten-Gleichung 
mithilfe der Software „Kaleida-Graph“ erstellt. A) Carboxylierung von FLEEL: Vmax der 
Arg485Pro-Variante ist ca. 8 mal niedriger als beim Wildtyp, die KM-Werte sind jedoch nahezu 
identisch. B) Einfluss der Vitamin KH2-Konz. auf die Carboxylierung von FLEEL: Vmax der 
Mutante ist ca. 9 mal niedriger als beim Wildtyp, der KM-Wert liegt etwa bei der Hälfte. C) 
Stimulation der FLEEL-Carboxylierung durch ProFIX19: Vmax der Mutante ist ca. 7 mal 
niedriger als beim Wildtyp, die halbe maximale Stimulationskonzentration von ProFIX19 (m2) 
ist für die Mutante ca. 20 mal höher als für den Wildtyp. D) Carboxylierung von FIXproGla: 
Vmax der Mutante ist ca. 6 mal niedriger als beim Wildtyp, KM ist um das 50-fache erhöht. 
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Daraus ist deutlich ersichtlich, dass die GGCX-Aktivität der Arg485Pro-Mutante 

unabhängig vom Substrat niedriger ist als die des Wildtyps, was man aus den niedrigeren 

Vmax-Werten in allen vier Diagrammen ablesen kann. Die Michaelis-Menten-Konstante 

(KM) für die FLEEL-Carboxylierung bei konstanter Propeptid- und Vitamin KH2-

Konzentration ist bei der Arg485Pro-Variante und dem Wildtyp nahezu identisch (Abb. 20 

A). Auch bei variierenden Vitamin KH2-Konzentrationen ist der KM-Wert der Mutante mit 

dem des Wildtyps vergleichbar (Abb. 20 B). Die halb-maximale Stimulations-

konzentration von ProFIX19 und der KM-Wert für FIXproGla sind jedoch bei der 

Arg485Pro-Variante auf ein Vielfaches gegenüber dem Wildtyp erhöht (Abb. 20 C und D). 

Aus diesen Ergebnissen kann man schließen, dass der Austausch von Arginin durch Prolin 

die Affinität der GGCX zum Propeptid der Gla-Proteine beeinträchtigt. Eine 

verschlechterte Propeptidbindung kann sich ebenfalls auf die Bindung der Gla-Domäne 

und die Bindung von Vitamin KH2 auswirken und somit die Geschwindigkeit der 

gesamten Reaktion herabsetzen. Für einen Defekt der Propeptidbindungsstelle bedingt 

durch die Arg485Pro-Mutation sprechen auch die Ergebnisse von Wu und Kollegen [Wu 

et al., 1997 b)], wonach sich die Propeptidbindungsstelle im Bereich von AS 438 bis AS 

507 im GGCX-Protein befindet. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Arg485Pro-Mutation, die bei zwei 

unabhängigen VKCFD1-Patienten identifiziert werden konnte, durch einen 

nachgewiesenen Founder-Effekt vererbt wurde und mittels GGCX-Aktivitätstest als 

VKCFD1-verursachende Mutation bestätigt werden konnte. 
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4.7 Ausblick 

Grundlage für die Entwicklung neuer effektiverer gerinnungshemmender Medikamente 

mit weniger starken Nebenwirkungen als die momentan eingesetzten Vitamin K-

Antagonisten ist die detailierte Strukturaufklärung von VKORC1 bzw. des gesamten 

Vitamin K-Epoxid-Reduktase-Komplexes, dem Angriffpunkt der Cumarinderivate. Zu 

diesem Zweck muss zunächst eine Aufreinigung des VKORC1-Proteins erfolgen. Eine 

Schwierigkeit bei der Aufreinigung stellt die Aufrechterhaltung der Reduktase-Funktion 

bzw. die Solubilisierung und anschließende Rekonstitution dieses integralen 

Membranproteins dar. In Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-Institut für Biophysik in 

Frankfurt am Main konnten wir VKORC1 in großen Mengen in der Hefe Pichia pastoris 

rekombinant exprimieren. Die Aufreinigung zur Homogenität und eine funktionell aktive 

Rekonstitution stehen noch aus. Anschließend wird die Kristallisation und somit die 

Aufklärung der dreidimensionalen Struktur von VKORC1 ein wichtiges Ziel sein. Dies 

wird u.a. die Charakterisierung der exakten Bindungsstellen von Vitamin K und seinen 

Antagonisten ermöglichen. Die Aufreinigung des VKORC1-Proteins ist ebenfalls eine 

wichtige Voraussetzung zur Herstellung von Antikörpern gegen spezifische Epitope von 

VKORC1. Die Antikörper können u.a. für Coimmunopräzipitations-Experimente genutzt 

werden, um eventuell weitere Bindungspartner von VKORC1 zu identifizieren. 

Die Herstellung von Knock-out-Mäusen für VKORC1 und das homologe Protein 

VKORC1L1 wurde begonnen und soll neue Erkenntnisse zur Pathogenese der mit den 

beiden Proteinen assoziierten Erkrankungen liefern. Gewebsspezifische Knock-out-

Experimente sollen die Rolle der bekannten Vitamin K-abhängigen Proteine in 

embryonalen und adulten Mäusen zeigen und ggf. Hinweise auf noch unbekannte VKD-

Proteine liefern. 

Ein weiteres wichtiges Ziel von ökonomischer Relevanz ist die Co-expression von 

VKORC1 mit den verschiedenen Vitamin K-abhängigen Gerinnungsfaktoren, um die 

Effizienz von Gerinnungspräparaten zu erhöhen, die bei genetischen Defekten der 

Gerinnung als Substitutionstherapie eingesetzt werden. Die Arbeitsgruppe um Darrel 

Stafford konnte in ihrer neuesten Veröffentlichung zeigen, dass die -Carboxylierung von 

Faktor X durch Co-expression mit VKORC1 von 52 % auf 92 % erhöht werden konnte 

[Sun et al., 2005]. Die Aktivität von VKORC1 scheint also – zumindest in vitro – der 

geschwindigkeitsbestimmende Schritt für die Carboxylierung und damit für die Aktivität 

der Gerinnungsfaktoren zu sein. Experimente zur Co-expression von VKORC1 mit den 
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Faktoren II, VII oder IX werden bereits in unserer Arbeitsgruppe von Dr. Andreas Fregin 

in HEK293-Zellen durchgeführt. 

Neben den krankheitsverursachenden Mutationen im VKORC1-Gen konnten auch 

Variationen identifiziert werden, die keinen direkt erkennbaren Phänotyp aufweisen. 

Bestimmte Polymorphismen (SNPs) im VKORC1- und im Cyp2C9-Gen konnten jedoch 

mit der Höhe der effektiven Warfarin-Dosis bei der Therapie von Thrombosepatienten 

assoziiert werden. Eine amerikanische Arbeitsgruppe konnte z.B. in drei amerikanischen 

Patientenkollektiven, die mit Warfarin therapiert wurden, über die Analyse von 10 SNPs 

des VKORC1-Gens fünf Haupt-Haplotypen festlegen [Rieder et al., 2005], wobei einer 

dieser Haplotypen mit einer sehr niedrigen, ein anderer mit einer sehr hohen Warfarindosis 

assoziiert ist. Die Arbeitsgruppe um Veenestra et al. konnte bei einem chinesischen 

Patientenkollektiv aus Hong Kong einen VKORC1-Haplotyp identifizieren, der ebenfalls 

signifikant mit einer erhöhten Warfarindosis einhergeht [Veenestra et al., 2005]. Eine 

SNP-Studie in einem deutschen Kollektiv wurde nun von der Frankfurter Arbeitsgruppe 

um Johannes Oldenburg durchgeführt und ein Vergleich der Haplotypen in verschiedenen 

ethnischen Populationen vorgenommen. 

 

Wie in dieser Promotionsarbeit gezeigt werden konnte, stellte die Identifizierung von 

VKORC1 die molekulare Grundlage für die Aufklärung der mit dem Vitamin K-

Stoffwechsel assoziierten Erkrankungen und der Wirkungsweise von Cumarinderivaten 

dar. Die sich nun anschließenden Experimente sollen detaillierte Kenntnisse über alle im 

Vitamin K-Zyklus beteiligten Komponenten liefern und dadurch eine entscheidende 

Verbesserung in der Therapie der vorgestellten Erkrankungen bzw. bei der Bekämpfung 

von Ratten und Mäusen erzielen. 
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Summary

Hereditary combined deficiency of the vitamin K dependent coagu-
lation factors is a rare bleeding disorder. To date, only eleven families
have been reported in the literature. The phenotype varies considerably
with respect to bleeding tendency, response to vitamin K substitution
and the presence of skeletal abnormalities, suggesting genetic hetero-
geneity. In only two of the reported families the cause of the disease has
been elucidated as either a defect in the �-carboxylase enzyme (1) or in
a protein of the vitamin K 2,3-epoxide reductase (VKOR) complex (2). 

Here we present a detailed phenotypic description of two new fami-
lies with an autosomal recessive deficiency of all vitamin K dependent
coagulation factors. In both families offspring had experienced severe
or even fatal perinatal intracerebral haemorrhage. The affected children
exhibit a mild deficiency of the vitamin K dependent coagulation fac-
tors that could be completely corrected by oral substitution of vitamin
K. Sequencing and haplotype analysis excluded a defect within the 
�-carboxylase gene. The finding of highly increased amounts of vita-
min K epoxide in all affected members of both families indicated a de-
fect in a protein of the VKOR-multienzyme-complex. Further genetic
analysis of such families will provide the basis for a more detailed un-
derstanding of the structure-function relation of the enzymes involved
in vitamin K metabolism. 

Introduction

Hereditary combined deficiency of the vitamin K-dependent coagu-
lation factors II, VII, IX, X, Protein C and Protein S is a rare bleeding
disorder that has been reported in only few families (1-11). The pheno-

typic presentation of the disorder shows great variety. Levels of vitamin
K dependent proteins ranged from less than 1% to 50%. In some of the
families the phenotype could be completely corrected by oral applica-
tion of vitamin K (11, 12) whereas in other families even a high intra-
veneous vitamin K dosage showed no effect (5, 7). Notably, three 
families exhibited skeletal abnormalities (2, 9, 11), suggesting the 
involvement of vitamin K dependent bone related proteins, such as
osteocalcin and matrix Gla protein (13). 

The phenotype is caused by a defect of the post-translational �-car-
boxylation of selected glutamic acids in vitamin K dependent proteins.
�-Carboxy-glutamic acids can bind calcium which is required for the
attachment of these proteins to phospholipid membranes, the location
of coagulation factor activation (14). 

The carboxylase reaction is catalyzed by the �-glutamyl carboxyla-
se, an integral membrane enzyme located in the rough endoplasmatic
reticulum. The corresponding gene is located on chromosome 2p1.2
(15) and contains 15 exons encoding a 758 amino acid polypeptide
chain (16, 17). Vitamin K hydrochinon (KH2) functions as a cofactor
and is converted to vitamin K epoxide (KO) during carboxylation. To
continue carboxylation, vitamin KO is regenerated to vitamin KH2 by
the vitamin K epoxide reductase (VKOR). 

A hereditary deficiency of all vitamin K dependent proteins may re-
sult from functional deficiency of either the �-glutamyl carboxylase or
the VKOR-complex. So far, the molecular defect has been resolved in
a single family, where a missense mutation in the gene coding for the �-
glutamyl carboxylase enzyme has been identified (1). In a second fami-
ly with additional signs of skeletal abnormalities evidence for a likely
involvement of the VKOR-complex has been reported (2).

Here we report another two families with recessively inherited com-
bined deficiency of the vitamin K dependent coagulation proteins.
Molecular analysis of the �-glutamyl carboxylase gene and determina-
tion of vitamin KO levels indicated that a dysfunction of a protein 
related to the VKOR-complex is likely be causative for the disease. 

Methods and Materials

Coagulation Assays

Prothrombin, factor VII, IX and X were determined by one stage assays on
a coagulometer Amax C160 (Sigma/Amelung) using commercial immunoad-
sorbed plasmas. Reagents were purchased from Dade/Behring (Factors VII, IX,

Correspondence to: PD Dr. med. Johannes Oldenburg, Institute of Experi-
mental Haematology and Transfusion Medicine, Sigmund-Freud-Str. 25, 
D-53105 Bonn, Germany – Tel.: 0049-228-287-5188; Fax: 0049-228-287-
4320; E-mail: johannes.oldenburg@meb.uni-bonn.de
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X) and Bio Merieux (Factor II). Protein C activity was measured on a Cobas
Bio (Roche) with the Berichrom test from Dade/Behring.

Serum Vitamin K and KO

Blood was taken before and 5 h after oral substitution of 10 mg vitamin K
(Konakion® N Dragee, Hoffmann-La Roche) at the expected peak values for
vitamin K and vitamin KO concentrations (Vermeer, pers. communication).
Encapsulated form was chosen to allow for easy application and standardized
dosage. Blood was centrifuged and aliquoted portions of 1ml serum were sto-
red frozen at –70 °C. Measurement of vitamin K and vitamin KO levels were
performed by high performance liquid chromatography (HPLC) according to
the method of Thijssen and Drittij-Reijnders (18). 

Molecular Analysis of the �-glutamyl Carboxylase Gene

The 15 exons and their flanking regions of the �-glutamyl carboxylase gene
were screened for mutations using primers and PCR conditions indicated in 
Table 1. Both strands of the PCR templates were sequenced by the 
dideoxynucleotide chain termination method and the sequenase 2.0 DNA 
sequencing kit (US Biochemical). 

Haplotypes of the �-glutamyl carboxylase gene were constructed using two
polymorphisms in exon 8 at nt8762 (Arg[CGA]325Gln[CAA]) and in exon 9 at
nt9167 (Arg[CGT]406Arg[CGC]) that have been described by Wu et al (17).
Additionally, two novel polymorphic sites in the �-glutamyl carboxylase gene
that were detected in the families during sequence analysis were included. 
These polymorphic sites were located in exon 7 at nt7980 (Gly[GGC]379
Gly[GGA]) and in exon 9 at nt9191 (Pro[ACC]414 Pro[ACT]), respectively.
All four polymorphic sites were investigated by PCR and direct sequence 
analysis.

Results

Clinical Presentation

Family A is of Libanese origin. Pedigree analysis (Fig. 1A) revealed
consanguinity of the parents (first degree cousins). Eight children, 
seven female and one male, born between 1981 and 1997 are alive. Two
children have died, one on day 3 after birth because of an intracerebral
haemorrhage and one during the first year of life. Four children (A5,
A6, A8 and A10) had experienced severe bleedings in the past. Two of
them (A6 and A8) had been transfused with blood components. Patient
A5 had received a ventriculoperitoneal shunt after the occurrence of an
intracerebral bleed. In the last born boy, a hydrocephalus internus was
diagnosed by ultrasonography as a result of an intracerebral bleeding at
the beginning of the third trimester of gestation. A ventriculoperitoneal
shunt has been implanted directly after birth. Today the boy is suffering
from severe mental and physical retardation associated with blindness
and epilepsia. No clinical abnormalities apart from those caused by the
bleedings were present in any of the affected offspring.

Family B is of German origin. Pedigree analysis and family que-
stionnaire showed no consanguinity. However, consanguinity cannot
be ruled out since both maternal and paternal grandparents originate
from closely neighbouring regions. The two female offspring were born
in 1989 and 1993, respectively. After birth, the first born child (B3) 
developed a large cephal haematoma. At the age of five months a 
spastic paresis of the left body side was recognized. Further diagnosis
revealed hydrocephalus internus caused by an intracerebral bleeding in
the past. During the first years of life several episodes of epilepsy 
occurred. Mild mental and physical impairment is still present. 

Levels of Vitamin K Dependent Coagulation Factors

The levels of the vitamin K dependent coagulation factors II, VII,
IX, X and of Protein C are shown in Table 2A. The affected individuals
from family A (A3, A5, A6, A8, A10) and family B (B3, B4) showed a
mild deficiency of these coagulation factors ranging from 20% to 60%
of normal. Patients A3 and B4 had not experienced any bleeding in the
past and were assigned as being affected based only on their laboratory
values. In all other members of both families, especially in the parents,
who are expected to be heterozygous carriers of the disease allele, nor-
mal levels of the vitamin K dependent clotting factors were found. 
Pedigree data and consanguinity in at least one of the families suggest
an autosomal recessive inheritance of the disorder.

As shown in Table 2B, the levels of all vitamin K dependent proteins
could be completely corrected by oral substitution of vitamin K. Mea-
surement was carried out in family A after substitution of 5 mg vitamin
K during three subsequent days and in family B after substitution of 1
mg vitamin K every other day.

Molecular Analysis of the �-glutamyl Carboxylase Gene

The phenotype of inherited combined deficiency of vitamin K de-
pendent proteins may be caused either by a defect in the �-glutamyl car-
boxylase enzyme or a defect in the vitamin K epoxide reductase
(VKOR) complex. We decided to start our investigation with the mole-
cular analysis of �-glutamyl carboxylase gene because the phenotype in
both families presented here was similar to that of the family with the
reported missense mutation in the �-glutamyl carboxylase gene (1) with
respect to phenotype correction by oral substitution of vitamin K. The
only family with a suggested defect in the VKOR-complex (2) showed
only partial correction of the clotting factors by vitamin K substitution
and also skeletal abnormalities.

Table 1 Primers and PCR conditions for sequencing of �-glutamyl carboxy-
lase gene. Nucleotide positions are given according to Wu et al. (1997)
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All 15 exons with their flanking intron regions of the �-glutamyl car-
boxylase gene were amplified by PCR and directly sequenced in at least
one index patient of each family. No causative mutation could be found
in the affected probands. 

Since a genetic defect in the non-coding region of the �-glutamyl
carboxylase gene could not be excluded, haplotypes of the �-glutamyl
carboxylase gene were constructed to ascertain whether the phenotype
in the families is segregating with one allele of the �-glutamyl car-
boxylase gene.

For haplotype analysis, we investigated two known polymorphisms
(exon 8 at nt8762 Arg[CGA]325Gln[CAA] and exon 9 at nt9167
Arg[CGT]406Arg[CGC]) that have been described previously by Wu
et al (17) and two novel polymorphisms (exon 7 at nt7980
Gly[GGC]379 Gly[GGA] and exon 9 at nt9191 Pro[ACC]414
Pro(ACT)) that were detected in our study. As shown in Figs. 1A and 1B
there is no single haplotype segregating with the normal or the disease
phenotype, thus argueing against the gene locus of the -glutamyl car-
boxylase being causative for the disorder in both families.

Plasma Levels of Vitamin K and Vitamin KO

The finding of a normal �-glutamyl carboxylase gene in both fami-
lies points to a defect in a protein of the VKOR-complex. To prove this
hypothesis, affected and normal subjects of both families were supple-

mented with 10 mg vitamin K1. Blood was taken before and 5 h after
oral drug intake at the expected maximum of plasma vitamin K and KO
levels. The results are shown in Table 3. While vitamin KO is normal-
ly undetectable in serum, all tested individuals of both families with the
disease phenotype showed highly increased vitamin KO levels ranging
from 19.5 ng/ml to 59.7 ng/ml in family A and from 38.6 ng/ml to 66.2
ng/ml in family B. The vitamin K/KO ratio that includes the informa-
tion on the vitamin K levels ranged between 2.4 and 4.3 in family A and
7.4 and 10.6 in family B. Vitamin KO could not be detected in the non-
affected individuals of families A and B with the exception of individ-
ual B2 who exhibited a very low vitamin KO level (VK/VKO ratio
119.3). These findings indicate that a defect of the VKOR-complex is
likely to be causative for the deficiency of all vitamin K dependent pro-
teins in both families. These families therefore represent the second and

Table 2 A Vitamin  K dependent
factor levels in affected (bold) and
non-affected members of families A
and B. Family structure is shown in
Figures 1A and 1B

Table 2 B Vitamin K
dependent factor levels
in affected individuals
1 day after oral substi-
tution of 5 mg (A5, A6,
A8) and 1 mg (B3) Vi-
tamin K, respectively

Fig. 1 Haplotype analysis of the alleles of the �-glutamyl-carboxylase gene in
family A (Fig. 1A) and family B (Fig. 1B). Individuals that were available for
testing are numbered from A1 to A10 and from N1 to N4, respectively. Open
circles indicate phenotypically healthy and closed cirles phenotypically affect-
ed individuals. The position of the polymorphisms are given by the nucleotide
(nt) numbers according to Wu et al. (17). The haplotypes are shown as bars and
were constructed from the nucleotides that were found at the polymorphic sites
by sequencing

A)

B)
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the third kindreds in whom a defect in the VKOR-complex is suggested
to cause this rare coagulation disorder.

Discussion

Variation of Phenotypes and Underlying Genetic Defects

The present study offers a detailed description of the phenotypes 
of two unrelated families with a combined hereditary deficiency of the
vitamin K dependent coagulation factors. Molecular genetic and 
laboratory findings point to a defect in a protein of the VKOR complex
that cause the disease phenotype in both of the families. Involvement 
of the -glutamyl carboxylase gene seems unlikely because neither a 
mutation in the coding sequence nor a single haplotype of this gene are
cosegregating with the disease phenotype. However, the strongest 
argument for a defect in a protein of the VKOR-complex is given by 
the high vitamin K epoxid level in the affected individuals of both 
families. 

So far only eleven kindreds with a combined deficiency of vitamin K
dependent coagulation factors have been reported in the literature. 
Some important characteristics of these families are compared to our
two kindreds in Table 4. 

Such rare disorders with suggested autosomal recessive inheritance,
occur predominantly in families with consanguineous marriage. How-
ever, only in two of the previously published families consanguinity is
known (1, 11). In our family of Lebanese origin consanguinity most 
likely contributes to the manifestation of the disease. In our second 
family we found no relation between the parental family branches, but,

all grandparents came from a restricted local area. Therefore a founder
mutation may be present. However, two different mutations in the 
parents and compound heterozygosity in the offsprings may also 
explain this condition.

The degree of deficiency of vitamin K dependent coagulation pro-
teins varies considerably from very severe forms with activity levels of
less than 5% to very mild forms, as in our families, with activity levels
ranging from 20% to 60% (Table 4). Interestingly, in some of the fami-
lies the coagulation factor deficiencies could be completely corrected
by oral substitution of vitamin K whereas other families showed only
partial or no response. 

So far, in three of the families with a moderate to severe deficiency
of coagulation factors (2, 9, 11) skeletal abnormalities were associated
with the combined decrease of vitamin K dependent proteins (Table 4).
These skeletal abnormalities comprised irregular ossification, nasal hy-
poplasia, distal digital hypoplasia and mild conductive hearing loss,
thus resembling the phenotype of warfarin embryopathy. In contrast,
none of the four families with a milder form of the disease showed skel-
etal abnormalities. Although the phenotype may result from a primary
pharmacological effect of coumarine derivates, the report of Pauli et al.
(1987) provided evidence that warfarin embryopathy is secondary to
the pharmacological effect of warfarin, e. g. inhibition of the VKOR. 

Only in two of the previously published families some details of the
pathomechanism were discussed. Pauli et al. (2) found increased plas-
ma levels of vitamin K epoxide in the affected proband that point to a
defect in the VKOR-protein-complex. Brenner et al (1) showed that a
missense mutation within the �-glutamyl carboxylase gene was causa-
tive for the disease phenotype. Both families exhibited a moderate
decrease of coagulation factor levels that was associated with skeletal
abnormalities in case of the family with a putative defect of the VKOR 

Molecular analysis of the �-glutamyl carboxylase gene and in-
creased vitamin K epoxide levels in the affected probands in both of our 
families point to a defect in the VKOR causing mild deficiency of all
vitamin K dependent coagulation proteins. Thus, the families reported
herein represent the second and third families with a suggested defect in
the VKOR. Purification and isolation of the VKOR enzyme has been
attempted by several groups without success for many years. It now
seems that the VKOR represents a multienzyme complex and that 
purification procedures distroy the protein integrity of this complex and
subsequently the VKOR enzyme activity. According to a hypothetical
model, the VKOR-complex consists at least of the transmembraneous
microsomal epoxide-hydrolase and a further protein originating 
from the glutathion-S-transferase super family (19, 20). In the two 
families reported herein we expect a molecular defect in one of these
proteins.

Table 3 Serum concentrations of Vitamin K (VK) and Vitamin K epoxide
(VKO) before and 5 h after oral substitution of a 10 mg vitamin K dragee. 
Affected individuals are indicated with bold letters. The detection limit of VKO
is 0.05 ng/ml

Table 4 Phenotype characteristics
of published families with a com-
bined deficiency of vitamin K 
dependet coagulation factors
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Clinical Aspects

The genetic disorder in both of our families became clinically appa-
rent by severe or even fatal perinatal intracerebral bleedings. Severe
bleeding at birth is known to be associated with acquired conditions of
combined deficiency of vitamin K dependent coagulation factors. A
hereditary cause is suggested to be extremely rare and may be masked
if vitamin K substitution leads to a temporary normalisation of coagu-
lation factors. Mild reduction of vitamin K dependent coagulation fac-
tors, as it was present in our families, may also complicate diagnosis. 

Another aspect of clinical relevance is the question of vitamin K
substitution in the affected individuals. The deficiency of coagulation
factors is only mild and silent during every day life. However, there
may be two arguments for a regular substitution of vitamin K:

i) Bleeding complications, predominantly induced by trauma, might
occur at a similar frequency as during oral anticoagulant therapy. Risk
of bleeding could be completely prevented by substitution of vitamin
K.

ii) In the previously published family with a defect in the VKOR (2)
additional symptoms of skeletal abnormalities could be found. Recent-
ly, Masciotte et al (21) reported a decreased bone mineralisation in
children receiving long term oral anticoagulation therapy. In our fami-
lies no skeletal abnormalities were clinically obvious. Nevertheless, it
may be safe to substitute vitamin K in order to minimalize risk of 
mineralisation deficits in the growing children.

In conclusion the present study reports the second and third families
with a suggested defect in a protein of the VKOR multienzyme com-
plex. Future genetic analysis of these and further families with similar
phenotypes by means of homozygosity mapping and analysis of candi-
date genes may be useful towards the identification of the causative 
gene defects and lead to a better understanding of the vitamin K pathway.

Addendum

J. Oldenburg founded the concept of the study, organized the experimental
work and wrote the manuscript. B. v. Brederlow, A. Fregin, S. Rost and W.
Wolz have performed the molecular genetic experiments on sequencing and ha-
plotyping of the �-glutamyl carboxylase gene in the two families. W. Eberl, S.
Eber and E. Lenz discovered family B and provided all clinical and laboratory
data of this family. Schwaab, HH. Brackmann, W. Effenberger and H. Harb-
recht discovered family A and contributed detailed clinical and laboratory in-
formation. C. Vermeer and LJ. Schurgers performed measurements of vitamin
K1  and vitamin K epoxide levels. CR Müller provided the laboratory infra-
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Homozygosity mapping of a second gene locus for hereditary combined
deficiency of vitamin K–dependent clotting factors to the centromeric
region of chromosome 16
Andreas Fregin, Simone Rost, Werner Wolz, Alice Krebsova, Clemens R. Muller, and Johannes Oldenburg

Familial multiple coagulation factor defi-
ciency (FMFD) of factors II, VII, IX, X, protein
C, and protein S is a very rare bleeding
disorder with autosomal recessive inheri-
tance. The phenotypic presentation is vari-
able with respect to the residual activities of
the affected proteins, its response to oral
administration of vitamin K, and to the in-
volvement of skeletal abnormalities. The
disease may result either from a defective
resorption/transport of vitaminK to the liver,
or from a mutation in one of the genes
encoding!-carboxylase or other proteins of
the vitamin K cycle. We have recently pre-

sented clinical details of a Lebanese family
and a German family with 10 and 4 individu-
als, respectively,whereweproposedautoso-
mal recessive inheritance of the FMFD phe-
notype. Biochemical investigations of
vitamin K components in patients’ serum
showed a significantly increased level of
vitamin K epoxide, thus suggesting a defect
in one of the subunits of the vitamin K
2,3-epoxide reductase (VKOR) complex. We
now have performed a genome-wide link-
age analysis and found significant linkage
of FMFD to chromosome 16. A total maxi-
mum 2-point LOD score of 3.4 at " # 0 was

obtained in the interval between markers
D16S3131 on 16p12 and D16S419 on 16q21.
In both families, patients were autozygous
for 26 and 28 markers, respectively, in an
interval of 3 centimorgans (cM). Assuming
that FMFD and warfarin resistance are al-
lelic, conserved synteny between human
and mouse linkage groups would restrict
the candidate gene interval to the centro-
meric region of the short arm of chromo-
some 16. (Blood. 2002;100:3229-3232)

© 2002 by TheAmerican Society of Hematology

Introduction
Familialmultiple coagulation factor deficiency (FMFD,MIM#277450)
is a very rare bleeding disorder, with 14 cases described as yet.1-13
Clinical symptoms of the disease are episodes of intracerebral hemor-
rhage in the first weeks of life sometimes leading to a fatal outcome.
Deficiency of all vitamin K–dependent clotting factors leads to a
bleeding tendency which is usually completely reversed with oral
administration of vitamin K. The disease can be caused by intestinal
malabsorption of vitamin K,14 mutations in the !-glutamyl carboxylase
(reported in 2 kindreds11,12), or functional deficiency of the multiprotein
complex vitamin K 2,3-epoxide reductase (VKOR) (reported in 3
kindreds7,13). The pathomechanism of FMFD is based on a reduced
hepatic !-carboxylation of glutamic acid residues of all vitamin K–
dependent blood coagulation factors. A number of proteins, such as the
procoagulant factors II, VII, IX, and X, the anticoagulant factors protein
C, protein S, and nonhemostatic proteins such as matrix gla protein and
osteocalcin are subjected to !-carboxylation.15 This posttranslational
modification enables the calcium-dependent attachment of the modified
proteins to the phospholipid bilayer of membranes,16,17 which is an
essential prerequisite for the mechanism of blood coagulation. Vitamin
K1 acts as a cofactor for the vitamin K–dependent carboxylase
(!-glutamyl carboxylase) in liver microsomes.18,19 Gamma-carboxyla-
tion of Glu-residues is coupled to the stoichiometric formation of

vitaminK2,3-epoxide.20 The regeneration of the active cofactor vitamin
K1 hydroquinone (vitamin K1H2) is mediated in the vitamin K cycle by
either one of 2 pathways. The flavoproteinDT-diaphorase (NMOR1, EC
1.6.99.2) reduces only the quinone form21 and is of minor importance
under physiologic conditions, whereas themultiprotein complexVKOR
is capable of reducing the quinone as well as the epoxide form of
vitamin K1.22 Cain et al20 presented evidence that a yet unknown
member of the glutathione S-transferase (GST) gene family associates
withmicrosomal epoxidehydrolase (EPHX1, EC3.3.2.3) and!-carboxy-
lase in the endoplasmic reticulum membrane to form the VKOR
complex. This complex is the target of warfarin, which is used as an
important anticoagulant to prevent thrombosis23 and in rodent pest
control.24 Resistance to warfarin has been reported in mice,25 rats,26 and
humans.27-29 Resistance seems to be caused by an autosomal dominant
mutant allele of vitamin K reductase which either displays a decreased
affinity for the coumarin drugs or an increased affinity for vitamin K.
We have recently described 2 pedigrees showing an autosomal

recessive transmission of FMFD.13 The presence of mutations in
!-glutamyl carboxylase, microsomal epoxide hydrolase, and DT-
diaphorase was excluded by sequencing the coding regions of the
corresponding genes. Biochemical investigations clearly showed
an elevated ratio of vitamin K epoxide/vitamin K hydrochinone in
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affected individuals, which implicates an impaired recycling of the
cofactor of !-glutamyl carboxylation.
In the present study, we performed a genome-wide linkage

analysis for the FMFD locus in 2 affected pedigrees.As consanguin-
ity was known to occur in one of the families, homozygosity
mapping could be used to narrow down the candidate gene region.

Patients, materials, and methods
Patients

Clinical aspects of the 2 nonrelated families suffering from congenital
deficiency of all vitamin K–dependent coagulation factors have been
described elsewhere.13 Figure 2A depicts an abridged pedigree of family A,
which is a consanguineous kindred of Lebanese origin with 8 children alive.
There were 2 further children (not shown) who died, one on day 3 after birth
from intracerebral hemorrhage, and one during the first year of life. There
are 4 children (II:3, II:4, II:6, II:8) who experienced severe bleedings in the
past. To the best of our knowledge, no consanguinity was present in family
B (Figure 2B), which is of German origin. However, distant consanguinity
cannot be ruled out since both maternal and paternal grandparents originate
from neighboring villages. Hydrocephalus internus caused by intracranial
bleeding was diagnosed in the first child (II:1).

The coagulation factor status of family members was determined by
measuring the activity of vitamin K–dependent clotting factors II, VII, IX,
and X and determination of vitamin K1H2 and vitamin K 2,3-epoxide.13 All
affected individuals from both families showed a mild deficiency of the
vitamin K–dependent coagulation factors ranging from 20% to 60%.
Vitamin K 2,3-epoxide levels of 19.5 ng/mL to 66.2 ng/mL after oral
administration of 10 mg vitamin K clearly indicate a defect in one of the
proteins of the VKOR complex. Normal levels of vitamin K–dependent
clotting factors and vitamin KO were found in all unaffected members of
both families, including the parents, who are expected to be heterozygous
carriers of the putative disease alleles.

Sequence analysis

Mutation screening was performed by direct sequencing of the candidate
genes. In both families, we examined 8 exons and their flanking regions of
microsomal epoxide hydrolase1 as well as the promoter sequence, and 6
exons and their flanking regions of NAD(P)H:menadione oxidoreductase 1
(NMOR1, also known as DT-diaphorase or cytochrome b5 reductase).
Mutations in the !-glutamyl carboxylase gene had already been excluded in
a previous report.13 Both strands of the polymerase chain reaction (PCR)
templates were sequenced by the dideoxynucleotide chain termination
method and the thermo sequenase radiolabeled terminator cycle sequencing
kit (USB Corporation).

Genotype analysis

Blood samples were collected after obtaining informed consent and
genomic DNAwas extracted by standard procedures. A genome-wide scan,
based on 374 microsatellite markers with an average spacing of 11 cM, was
performed on family A at the Max Delbrück Center, Berlin, Germany.
Markers were amplified by PCR in a final reaction volume of 10 "L
containing 10 mM Tris, 1.5 mM MgCl2, 100 "M each dNTP, 0.4 U DNA
polymerase (Invitek, Berlin, Germany), 7 pmol of each primer, and 20 ng
genomic DNA. One of the primers was end-labeled with fluorescent dye.
Pooled products were electrophoresed onABI PRISM 377 automated DNA
sequencers (Applied Biosystems, Foster City, CA). Further fine mapping
with an additional 54 microsatellites from the pericentromeric region of
chromosome 16 was performed in both families. PCR was performed in 25
"L reactions containing 100 ng genomic DNA, 20 pmol of each primer, 1.5
mM MgCl2, 0% to 4% formamide, 0% to 20% betaine, 1.25 U Taq DNA
polymerase ([Gibco] Invitrogen, Carlsbad, CA), 200 "M dNTPs, and 1.0
"Ci (0.037 MBq) #[32P]-dCTP. Alleles were resolved on 6% denaturing
sequencing gels. After drying, the gels were exposed to Retina x-ray films
overnight at room temperature (Retina, Berlin, Germany).

Linkage analysis

Microsatellite data from the whole-genome scan were analyzed using the
computer programs GENESCAN v3.0 and GENOTYPER v2.5 (Applied
Biosystems). For the calculation of multipoint logarithmic odds (LOD)
scores GENEHUNTER 2.030 was used, while 2-point LOD scores were
calculated using the MLINK program of the LINKAGE package 5.2031 in
the FASTLINK 4.0P implementation.32 Inheritance of the disease was
assumed to be autosomal recessive with complete penetrance. According to
the low incidence of the disease, the frequency of the disease allele was set
to 0.0001. For simplicity, marker allele frequencies were assumed to be
equal. Markers in Figure 1 were arranged according to the Genethon micro-
satellite map.33 Marker orders in Figure 2 correspond to the current order in the
gmap section of the Genetic Location Database (last updatedMarch 2001).

Results
Before starting a genome-wide scan for linkage in the Lebanese family
(familyA, Figure 2A), we scanned potential candidate genes for FMFD
for mutations by direct sequencing. Potential candidate loci for this
disease are (1) microsomal epoxide hydrolase 1 on chromsome 1q42.1,
(2) !-glutamyl carboxylase on chromosome 2p1.2, and (3) NAD(P)H:
menadione oxidoreductase 1 (NMOR1, aka DT-diaphorase or cyto-
chrome b5 reductase) located on chromosome 16q22.1. Sequence
analysis of the promotor and coding regions of these genes revealed no
mutations in both families.
A whole-genome linkage analysis of the FMFD locus in family

A yielded a multipoint LOD score of 2.78 at $ % 0 for marker
D16S415 (Figure 1) indicating location of the FMFD locus in the
centromeric region of chromosome 16. The interval with the
highest likelihood of harboring the FMFD gene was confined by
the markers D16S3131 and D16S419. Fine mapping studies using
additional markers (Figure 2A-B) confirmed linkage to this interval
in both families, with family B adding another 0.61 LOD scores. In
both kindreds all affected individuals share a common region of
homozygosity in the pericentromeric region of chromosome 16.
Haplotyping allowed the reconstruction of recombination events
which define the FMFD candidate gene region. The upper bound-
ary of the critical region is determined by a recombination event in
patient A II:3 between D16S3131 and D16S261 while the lower
boundary is delimited by a recombination event between D16S409
and D16S419 in patient A II:8 (Figure 2A). These recombination
events demarcate a region of homozygosity of approximately

Figure 1. Results of the initial genome scan for chromosome 16. Multipoint LOD
scores of the FMFD phenotype in family A (see Figure 2A) were calculated with
GENEHUNTER 3.0 and plotted against the Genethon microsatellite map. Markers
highlightedwith boxes represent backbonemarkers, which are also shown in Figure 2.
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3 centimorgans (cM) containing 26 homozygous markers (for
clarity only some of them are shown in Figure 2). No recombina-
tion was observed in family B but an extended overlapping area of
homozygosity is apparent from the haplotypes (Figure 2B). Com-
bined 2-point LOD scores for both families are shown in Table 1; a
maximum LOD of 3.4 was reached with marker D16S261 at ! " 0,
implying significant linkage.
Haplotype analysis provided additional evidence against the

potential candidate gene NAD(P)H:menadione oxidoreductase 1.
NMOR 1 is located between markers D16S514 and D16S515 and
microsatellite analysis revealed heterozygosity for these markers in
the severely affected individual II:8 (data not shown). Therefore,
we were able to exclude mutations in potential cis-regulatory
elements in the surrounding regions of NMOR1.
The presence of an identical haplotype for the interval between

D16S261 and D16S419 in the parents of family B (Figure 2B)
suggests that these chromosomal segments are identical by descent
(IBD) and that the parents are likewise related. An association by
chance of the alleles of 26 markers spanning a genetic distance of at
least 3 cM is extremely unlikely.34

Discussion
We have assigned a second gene for hereditary combined multiple
coagulation factor deficiency (FMFD) to chromosome 16p12-q21
after exclusion of several other potential candidate genes. Homozy-

gosity mapping revealed the pericentromeric region of chromo-
some 16 as the most likely location of this hereditary bleeding
disorder. Missense mutations in another gene involved in #-carboxy-
lation, namely !-glutamyl carboxylase, have already been de-
scribed.11,12 Cain et al20 suggested that a warfarin-sensitive member
of the glutathione-S-transferase (GST) superfamily of proteins is a
component of the multienzyme complex VKOR. We have scanned
several available gene maps, based on the current working draft
(July 2001) of the human genome. Among the approximately 300
annotated genes in the candidate region no novel GST family
member has been predicted so far, but presumably there are a
number of gaps in the current working draft due to large and
complex duplications of genomic material on 16p.35 It is conceiv-
able that mutations in the gene for this unknown GST enzyme
would also lead to symptoms comparable to multiple congenital
coagulation factor deficiency. It remains to be established whether
the FMFD phenotype in the families we studied is based on gene
mutations in a still unknown GST or another currently unknown
gene product which is involved in vitamin K recycling.
A phenotype related to human coagulation factor deficiency has

been described in rats and mice as resistance to the anticoagulant drug
warfarin. The genes responsible for warfarin resistance have been
mapped in mice (war) to chromosome 7 at a position of 62.5 cM from
pter (mouse genome informatics) and in rats (Rw) to chromosome
1q35-42. Chromosome 7 of mouse and chromosome 1 of rat share
extensive areas of synteny (Mouse to Rat Homology Data; see
“Appendix”). Fine mapping studies for Rw performed by Kohn and

Figure 2. Pedigrees of FMFD families with informa-
tive haplotypes from selected markers. For clarity,
only a subset of additional markers between the back-
bone markers of Figure 1 is shown. The open rectangle
demarcates the candidate gene region, which comprises
only homozygous markers. Markers in the rectangle,
presumably inherited identical by descent (IBD), are
denoted in bold. The 4 parenteral haplotypes are indi-
cated by the various box patterns. Combination of 2 box
patterns in one haplotype indicates a recombination event.
Family A (panel A) is of Lebanese origin; the parents are
first-degree cousins. Haplotype analysis implies a het-
erozygous carrier state for individuals II:5 and II:7. How-
ever, this cannot be proven since the biochemical assay
does not differentiate between wild-type and heterozy-
gous carrier. The nuclear family B (panel B) originates in
Germany and parents claim to be not related, although
their ancestors lived in neighboring villages.

Table 1. Values for 2-point LOD score

Order Comp McM FcM

Logarithm of the odds (LOD score)

! " 0 ! " .01 ! " .05 ! " .1 ! " .2 ! " .3 ! " .4

D16S420 31 130 51.65 43.44 -infini 1.32 1.75 1.71 1.31 0.77 0.25
D16S3093 36 625 52.51 52.12 -infini $0.74 $0.11 0.09 0.18 0.13 0.04
D16S3131 37 256 52.61 53.17 -infini $0.15 0.40 0.52 0.45 0.26 0.08
D16S261 40 460 53.69 64.17 3.39* 3.32* 3.03* 2.67 1.91 1.13 0.38
D16S690 52 906 53.69 65.97 3.39* 3.32* 3.03* 2.67 1.91 1.13 0.38
D16S3080 55 810 53.69 66.39 1.88 1.84 1.68 1.48 1.05 0.61 0.20
D16S409 62 310 53.69 67.33 3.08* 3.02* 2.77 2.45 1.78 1.06 0.36
D16S419 63 668 56.83 78.35 -infini 1.32 1.75 1.71 1.31 0.77 0.25
D16S3039 65 124 56.83 92.29 -infini 1.32 1.73 1.68 1.26 0.72 0.23
D16S3096 91 611 69.66 120.05 -infini $1.39 $0.17 0.20 0.34 0.24 0.08

Values for 2-point LOD score (MLINK) for linkage between familial multiple coagulation factor deficiency (FMFD) and selected chromosome 16 markers based on the 2
families, obtained at different recombination fractions. Male and female map distances are given in centimorgans (McM and FcM, respectively). Comp refers to a composite
location in megabases according to the LDB database.

* Indicates LOD scores greater than 3.0, providing an odds ratio of linkage versus free recombination of greater than 1000:1.
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Pelz36 revealed several homologous regions on human chromosomes
10q, 12q, and 16p11-13. Similarly, the Human to Mouse Homology
Data (see “Appendix”) predict homology of mouse chromosome 7 to
human chromosomes 10, 11, 15, 16, and 19. The corresponding LOD
scores for all these chromosomes (except for 16) in familyAare clearly
below!2 (data not shown), which excludes linkage of FMFD to these
segments of the human genome. Several anchor loci flanking the locus
for warfarin resistance, both in mouse and rat (ie, interleukin 4 receptor,
alpha (IL4R), and sialophorin [SPN]) are located on the short arm of
human chromosome 16. Colocalization of FMFD in humans and
warfarin resistance in mouse and rat on homologous chromosomal
segments implies that both phenotypes may be allelic. The fact that a
warfarin-sensitive GST is part of the VKOR complex provides further
evidence for this notion.20 Alterations in the warfarin binding site of the
GST could lead to a phenotype of warfarin resistance, while alterations
in another part of the enzyme (influencing the associated catalytic
epoxide reductase component) would result in the FMFD phenotype
with bleeding tendency due to a lack of recycled vitamin K1H2.
Assuming a single gene for both phenotypes, mouse-human homology
maps would restrict the candidate gene region to the short arm of
chromosome 16. Alternatively, there may be 2 genes leading to FMFD
and warfarin resistance, which are located on chromosome 16p12-q21.
Since warfarin is a widely used oral anticoagulant in humans

and rodents, the isolation of the FMFD gene would be an important

step toward elucidation of the vitamin K cycle and associated
abnormalities, including defects of the multienzyme complex
vitamin K 2,3-epoxide reductase.
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Order of markers (Genethon), http://www.genlink.wustl.edu/genethon_

frame/chr16/
Order of markers (Marshfield), http://research.marshfieldclinic.org/

genetics/
Order of markers (LDB), http://cedar.genetics.soton.ac.uk/pub/chrom16
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Coumarin derivatives such as warfarin represent the therapy of
choice for the long-term treatment and prevention of thrombo-
embolic events. Coumarins target blood coagulation by inhibit-
ing the vitamin K epoxide reductase multiprotein complex
(VKOR)1. This complex recycles vitamin K 2,3-epoxide to vita-
min K hydroquinone, a cofactor that is essential for the post-
translational g-carboxylation of several blood coagulation fac-
tors2,3. Despite extensive efforts, the components of the VKOR
complex have not been identified4–8. The complex has been
proposed to be involved in two heritable human diseases: com-
bined deficiency of vitamin-K-dependent clotting factors type 2
(VKCFD2; Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)
607473), and resistance to coumarin-type anticoagulant drugs
(warfarin resistance, WR; OMIM 122700). Here we identify, by
using linkage information from three species, the gene vitamin K
epoxide reductase complex subunit 1 (VKORC1), which encodes a
small transmembrane protein of the endoplasmic reticulum.
VKORC1 contains missense mutations in both human disorders
and in a warfarin-resistant rat strain. Overexpression of wild-
type VKORC1, but not VKORC1 carrying the VKCFD2 mutation,
leads to a marked increase in VKOR activity, which is sensitive to
warfarin inhibition.

We previously mapped the locus for VKCFD2 to a 20-megabase
(Mb) region on chromosome 16p12–q21 (ref. 9). We noted that a
linkage group of genes on 16p11 is orthologous to genes around the
warfarin resistance loci Rw in rats10,11 and War in mice12. This
homology led us to propose that VKCFD2 and warfarin resistance
may be caused by allelic mutations in the same gene. If so, this
would narrow down the critical interval in humans to a region of
roughly 4.0 Mb on the short arm of chromosome 16. According to
the human genome assembly (build 33, April 2003), this region
contains 129 Ensembl genes with roughly 1,100 exons (http://
www.ensembl.org/).

Using genomic DNA from two VKCFD2 and four WR probands,
we carried out a systematic mutation screen by directly sequencing
genes from this region and found missense mutations in a gene of

unknown function in all investigated VKCFD2 and WR probands
(Fig. 1). This gene (IMAGE3455200) extends over a genomic region
of 5,126 base pairs (bp) and comprises three exons encoding a
protein of 163 amino acids with a calculated relative molecular mass
of 18,000 (M r 18K). Both non-related VKCFD2 index patients and
their affected siblings carried the same homozygous point mutation
in the third exon (292C ! T), whereas the parents were found to be
heterozygous (Fig. 1). The mutation caused the replacement of
Arg 98 by tryptophan. The families were of Lebanese and German
origin. Their haplotypes in the region of homozygosity encompass-
ing the mutated gene were different. Furthermore, cytosine 292 is
part of a CpG dinucleotide, which is a known mutation hotspot.
Thus, the two mutations most probably arose independently.

Four different heterozygous mutations were detected in the
individuals with WR, as expected for the autosomal dominant
inheritance of this phenotype. Patient C showed a valine to leucine
substitution (Val29Leu), patient D a valine to alanine substitution
(V45A), patient E an arginine to glycine replacement (Arg58Gly),
and patient F an exchange of leucine to arginine (Leu128Arg). The
Arg58Gly mutation was shared by the two affected brothers of
patient E. Sequencing the whole coding region in 384 control
chromosomes detected no amino acid substitutions but two
synonymous single nucleotide polymorphisms (129C ! T,
Cys43Cys; 358C ! T, Leu120Leu).

Because we had thought that warfarin resistance in rats might be
due to mutations in the orthologous gene, we also screened this gene
in the rat strain that was used to map Rw to chromosome 1 (ref. 10).
DNA samples of ten sensitive and ten resistant rats were sequenced.
We detected a heterozygous missense mutation, Tyr139Cys
(416A ! G), in ten resistant rats and in one sensitive rat that was
absent from the other nine sensitive animals. Warfarin resistance
determination by the blood-clotting response test (see Methods) is
known to have false-positive and false-negative error rates of at least
0.01 (ref. 13). Under these conditions, linkage between mutation
and Rw phenotype was still significant with a log likelihood ratio
(lod) score of 3.9 at a recombination rate of zero.

We also sequenced 16 resistant and 5 sensitive wild-caught rats14.
The sensitive rats carried a homozygous tyrosine at position 139,
whereas 12 and 4 resistant rats were homozygous and heterozygous,
respectively, for the mutation Tyr139Cys. The identification of
seven independent mutations with two distinct phenotypes in
humans and rat, and the absence of mutations from 384 human
control chromosomes indicated that mutations in this gene might
have a causal role in the pathogenesis of VKCFD2 and warfarin
resistance. On the basis of the mutations and the functional data
reported below, we named the gene vitamin K epoxide reductase
complex subunit 1 (VKORC1).

An orthologue of the VKORC1 gene was present in mice
(NM_178600), and the orthologues in rat and in Fugu rubripes
(Fig. 2) were established by homology searches and polymerase
chain reaction with reverse transcription (RT–PCR). The corre-
sponding proteins share 79–84% identity with the human protein.
Database searches did not detect homology to any known genes or
to characterized protein domains. Topology prediction programs
anticipated three transmembrane domains. The PSORT II (http://
www.psort.org/) program predicted a carboxy-terminal endoplas-
mic reticulum (ER) membrane retention signal (Lys-Lys-X-X or
Lys-X-Lys-X-X) in all VKORC1 proteins15, in accordance with
location of the VKOR activity in the ER membrane fraction (ref. 5
and Fig. 3).

Tblastn searches with VKORC1 detected paralogous human
(BC027734) and mouse (AK009497) genes, each with 50% protein
identity. We established the complete complementary DNA
sequences in mouse, rat and Fugu rubripes. We named these genes
VKORC1-like 1 (VKORC1L1). Human, mouse and rat VKORC1L1
proteins were highly conserved, sharing roughly 97% identity. We
also detected a homologous protein in Xenopus laevis (AAH43742)
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and, with weaker homology, in Anopheles gambiae (EAA06271)
(Fig. 2). Pseudogenes of VKORC1 and VKORC1L1 were present in
the human, mouse and rat genomes.

VKORC1 seems to be conserved in vertebrates, as it is present in
human, rodents and fish. Notably, a close homologue is present in
Anopheles gambiae but not in the Drosophila genome, although a
gene encoding g-carboxylase has been described in the fruitfly16.
g-Carboxyglutamate residues have been also found in the peptide
venom of the marine snail genus Conus17. Like in vertebrates,
g-carboxylation in the mollusc and Drosophila requires reduced
vitamin K as a cofactor. Thus, protein modification by g-carboxyl-
ation seems to antedate the evolutionary emergence of VKORC1.

The tissue distribution of more than 100 human expressed
sequence tags available at UniGene suggested that VKORC1 is
widely expressed. On analysis of fetal and adult human tissues by
northern blotting, we detected a single transcript of 1.0 kilobases,
providing no evidence for alternative splicing. We found the highest
expression in fetal and adult liver, followed by fetal heart, kidney
and lung, adult heart and pancreas (data not shown). Thus, like the
GGCX gene, VKORC1 is highly expressed in the adult liver; however,
its expression seems to be broader. For example, it is clearly
transcribed in fetal liver and both fetal and adult heart, where
only low expression of GGCX has been described18.

From biochemical fractionation experiments it is known that the
VKOR activity purifies with the microsomal membrane fraction5,19.
Furthermore, g-glutamyl carboxylase has been localized to the
membranes of the ER by immunocytochemistry20. To study the
subcellular localization of human VKORC1, we generated con-
structs expressing green fluorescent protein (GFP)- and Myc-tagged
VKORC1 fusion proteins for transient transfection of COS-7 cells.
Primary antibodies against the epitope tags and fluorochrome-
labelled secondary antibodies were used to visualize the fusion
proteins; an antibody against the ER-specific protein calnexin was

used as a control. The green immunofluorescence of the VKORC1
fusion proteins decorated the mesh-like structures of the ER in the
cytoplasm and perfectly colocalized with the red label of the ER
marker calnexin (Fig. 3). Thus, VKORC1 seems to be located in the
ER.

To study the effect of VKORC1 on the reduction of vitamin K 2,3-
epoxide, we overexpressed wild-type and mutated VKORC1 in
HEK293 cells. VKOR activity was measured by the dithiothreitol
(DTT)-dependent conversion of vitamin K 2,3-epoxide to vitamin
K quinone. Dose–response curves to warfarin inhibition were
measured at final concentrations of 5–80 mM warfarin19. Untrans-
fected and mock-transfected cells showed a low basal activity, which
was sensitive to warfarin. Overexpression of wild-type VKORC1
resulted in a marked stimulation of VKOR activity: production of
vitamin K quinone was increased 14–21-fold as compared with
untreated and mock-transfected cells. The activity was inhibited by
warfarin in a dose-dependent manner (Table 1).

We also determined VKOR activity after transfection with con-
structs expressing mutated VKORC1 (Table 1). Recombinant
expression of the Arg98Trp mutation observed in the two
VKCFD2 families only slightly increased VKOR activity in
HEK293 cells. Spontaneous bleeding episodes and high concen-
trations of serum vitamin K epoxide in these patients suggest that
the efficiency of vitamin K recycling is also markedly decreased
in vivo21. The five WR variants showed a reduced VKOR activity
ranging from 5% for the Leu128Arg mutation to 96% for
the Val29Leu mutation. The Val45Ala, Arg58Gly and Tyr139Cys
variants showed, respectively, about 23%, 21% and 48% activity
(Table 1).

Reduced VKOR activity associated with higher vitamin K
demand and death from spontaneous bleeding has been observed
in heterozygous and homozygous Rw rats13,14,22. Similarly in our
expression system, which mimics homozygous conditions, WR

Figure 1 VKORC1 mutations in individuals with VKCFD2 and WR. Top, segregation of the

Arg98Trp mutation in two families with VKCFD2 (left), and the electropherograms for a

patient with a homozygous mutation (centre) and a control subject (right). Middle and

bottom, the electropherograms for four WR patients with heterozygous mutations

(85G ! T, 134T ! C, 172A ! G, 383T ! G) and a heterozygous Rw rat (416A ! G).
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mutations led to a lower functional efficiency of the VKOR complex.
Whereas at the phenotypic level all WR variants showed at least
partial resistance towards the anticoagulation effect of warfarin,
both wild-type and mutant proteins were sensitive to warfarin
in vitro. At concentrations above 20 mM, the Val29Leu and

Tyr139Cys variants retained higher VKOR activities than did the
wild type, whereas in the Val45Ala, Arg58Gly and Leu128Arg
variants VKOR activity fell below the detection limit (Table 1).
Inconsistent response to warfarin has been reported previously in
warfarin-resistant rats14,22. Further studies are required to resolve in

Figure 3 Subcellular location of VKORC1. COS-7 cells transiently transfected with

constructs expressing VKORC1 were stained with anti-calnexin (red; left column) and anti-

GFP or anti-Myc, respectively (green; middle column). Merged images of the double-

stained cells are shown on the right. Both VKORC1 constructs (tagged with GFP or Myc)

colocalize with the ER-specific calnexin staining, whereas the control construct (pEGFP-

N1) shows a diffuse pattern of staining throughout the cytoplasm.

                  

                         

                         

Figure 2 Amino acid sequence alignment of VKORC1 and VKORC1L1. The alignment was

generated with ClustalW and Prettybox. Human, mouse and rat VKORC1 and VKORC1L1

proteins share roughly 84% and 97% identity, respectively, and there is about 50%

identity between the two groups of proteins. Homologues were also detected in Xenopus

laevis and Anopheles gambiae. The proteins are labelled by their gene symbols or

accession codes and a prefix indicating the species (Hs, H. sapiens; Mm, M. musculus;

Rn, R. norvegicus; Fr, Fugu rubripes; Xl, X. laevis; Ag, A. gambiae). Predicted

transmembrane domains are indicated by bold lines. Residues 29, 58 and 128 (þ), which

are mutated in individuals with WR, and residue 139 (#), which is mutated in Rw rats, are

conserved in all species. WR mutation Val45Ala (þ) and Arg 98 (*), which is mutated in

individuals with VKCFD2, are conserved in human, rat and mouse VKORC1.
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more detail the function of VKORC1 in warfarin resistance and
VKCFD2.

In summary, by using a positional cloning approach that inte-
grated mapping information from three species, we have identified a
gene that is mutated in VKCFD2 and WR. From the segregation
data, the absence of mutations in controls and the activity measure-
ments of recombinant proteins, we conclude that mutations in this
gene are causative for both VKCFD2 and WR. The molecular
characterization of this first component of the VKOR complex
will be instrumental in isolating the other subunits of this complex
and in resolving the binding mechanisms of substrate and inhibi-
tors. This should lead to a better understanding of the pharmaco-
logical action of coumarin drugs and may provide a basis for the
rational design of anticoagulants targeting VKOR. A

Methods
Subjects
We carried out mutation screening of candidate genes on DNA samples from two
VKCFD2 index patients and three unrelated WR patients. Clinical data of the VKCFD2
families have been described21. Patients C, D and F are sporadic cases. Patient E has two
brothers suffering from warfarin resistance. Whereas the normal range of weekly warfarin
doses is 10–60 mg, patient C required 100 mg, and patient E and his two brothers needed
220–250 mg of warfarin per week to reach therapeutic anticoagulation. Patients D and F
did not respond to warfarin at all doses tested. All patients gave informed consent to the
study.

Rw rats
An Rw rat colony was established as described10. A male brown Norway rat caught in the
wild from the Münsterland area, Germany, that was homozygous resistant to warfarin and
bromadiolone was crossed with a Wistar albino female. One F1 heterozygous resistant
male was used to establish a segregating backcross population. At the time of the study, the
colony was abandoned. We analysed DNA samples from seven susceptible and eight
resistant offspring of four matings between two sixth and seventh generation heterozygous
resistant males and Wistar albino rats, and three susceptible and two resistant offspring of
a backcross between a seventh generation heterozygous resistant male and his susceptible
daughter from an earlier mating. Rats were tested for warfarin and bromadiolone
resistance with the blood-clotting response method. Wild-caught rats were characterized
for resistance to coumarin-derivatives and VKOR activity as described14.

Sequence analysis
Genome sequences and annotation were obtained from the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), University of
California Santa Cruz (UCSC) (http://genome.ucsc.edu/) and Ensembl (http://
www.ensembl.org/). Primers for mutation screening were designed using Primer3
software integrated into a script to allow for automatic primer design (http://ihg.gsf.de/
ihg/ExonPrimer.html). We amplified exon sequences and exon–intron boundaries with
intronic primers and sequenced them directly by the BigDye Terminator Cycle
sequencing kit (ABI). Primer sequences are available from the authors on request.
Topology predictions were done using PHDhtm (http://cubic.bioc.columbia.edu/
predictprotein/).

Northern blots
Human multiple tissue northern blots, Fetal Blot 1 (Stratagene) and Human 8-Lane
(BD Biosciences Clontech), were hybridized to radiolabelled full-length human VKORC1
cDNA in MiracleHyb high-performance hybridization solution (Stratagene). A b-actin
probe supplied with the multiple tissue northern blot was used as a control.

Cloning and construction of expression vectors
The complete coding sequence of VKORC1 was amplified from human liver and kidney
cDNA by using Marathon-Ready cDNA (BD Biosciences Clontech) and primers with
added cleavage sites for HindIII and EcoRI (VKORC1-HindIII-F, 5 0 -ATTAAGCTTCACCA

TGGGCAGCACCTGGGGGAGCCCT-3
0
; VKORC1-EcoRI-R, 5

0
-ATTGAATTCCGTG

CCTCTTAGCCTTGCCCTG-3
0
), and cloned into pBluescript II (Stratagene). For

immunocytochemistry, we re-cloned the insert into the mammalian expression vectors
pEGFP-N1 (BD Biosciences Clontech) and pcDNA3.1/myc-His (Invitrogen).

For expression studies, the VKORC1 cDNAwas cloned into pcDNA3 (Invitrogen) after
amplification with the primers VKORC1-pcdna3-F (5

0
-GGGCGGAAGCTTGAGATAA

TGGGCA-3
0
) and VKORC1-pcdna3-R (5

0
-GCTTGAATTCAGGGCTCAGTGC-3

0
).

Mutagenesis was done with the QuikChange mutagenesis kit (Stratagene). Wild-type and
mutated cDNAs were recloned for expression in pCEP4 (Invitrogen) using the HindIII
and XhoI sites. We verified all constructs by sequencing.

Cell culture, transient transfection and immunocytochemistry
COS-7 cells (DSMZ) were grown in DMEM medium with 10% fetal calf serum (FCS) on
glass coverslips for 18–24 h and transfected with the expression vectors by using Effectene
(Qiagen) in accordance with the manufacturer’s specifications. After 48–60 h of further
culturing, immunostaining was done as described23. Primary antibodies, Living Colors
A.v. JL-8 (BD Biosciences Clontech), anti-Myc antibody (Invitrogen) and anti-calnexin
(Sigma), were diluted 1:100 in the blocking solution. The same incubation and washing
procedures were used for the secondary antibodies fluorescein isothiocyanate (FITC)-
conjugated anti-mouse IgG (Sigma) and Cy3-conjugated anti-rabbit IgG F(ab

0
)2 fragment

(Sigma). Coverslips were counterstained with 4 0 ,6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI; 1:500), washed and visualized under a fluorescence microscope
(Leica).

Expression studies and VKOR activity measurements
We grew HEK293-EBNA cells (Invitrogen) in MEM medium plus 10% FCS. For each
experiment, 6 £ 105 cells were plated onto 94-mm Petri dishes. After 30 h at 37 8C and 5%
CO2, transfection (20 mg of DNA construct per dish) was done by the calcium phosphate
method. After 40 h at 35 8C and 3% CO2, transfected cells were washed in PBS, collected
and lysed in 0.25 mM imidazole (pH 7.6) plus 0.5% CHAPS. Transfection efficiency was
checked by sequencing of RT–PCR products.

VKOR enzymatic activity was measured in whole-cell extracts as described19 with 5 mM
vitamin K 2,3-epoxide as a substrate in the presence of 5 mM DTT. After extraction by
isopropanol:hexane (3:2), vitamin K quinone was separated from the epoxide by HPLC on
a reversed-phase C18 column. During the extraction procedure, vitamin K hydroquinone
was quantitatively oxidized to the quinone form. Measurements were run in duplicate and
the activity is given as the percentage of substrate converted into quinone. Vitamin K
2,3-epoxide was prepared by the oxidation of vitamin K quinone (Sigma-Aldrich) with
H2O2. We added warfarin (Sigma-Aldrich) in dimethyl sulphoxide (,1 vol%).
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done in duplicate. Untransfected and mock-transfected HEK293 cells showed an activity of 1.49
and 0.96%, respectively, and were .90% inhibited by 10 mM warfarin.
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Vitamin K epoxide reductase (VKOR) is the target of warfarin,
the most widely prescribed anticoagulant for thromboembolic
disorders. Although estimated to prevent twenty strokes per
induced bleeding episode1, warfarin is under-used because of
the difficulty of controlling dosage and the fear of inducing
bleeding. Although identified in 1974 (ref. 2), the enzyme has
yet to be purified or its gene identified. A positional cloning
approach has become possible after the mapping of warfarin
resistance to rat chromosome 1 (ref. 3) and of vitamin K-
dependent protein deficiencies to the syntenic region of human
chromosome 16 (ref. 4). Localization of VKOR to 190 genes
within human chromosome 16p12-q21 narrowed the search to 13
genes encoding candidate transmembrane proteins, and we used
short interfering RNA (siRNA) pools against individual genes to
test their ability to inhibit VKOR activity in human cells. Here,
we report the identification of the gene for VKOR based on
specific inhibition of VKOR activity by a single siRNA pool. We
confirmed that MGC11276 messenger RNA encodes VKOR
through its expression in insect cells and sensitivity to warfarin.
The expressed enzyme is 163 amino acids long, with at least one
transmembrane domain. Identification of the VKOR gene
extends our understanding of blood clotting, and should facili-
tate development of new anticoagulant drugs.

Numerous proteins require the modification of multiple gluta-
mic acid residues to g-carboxyglutamate in order to function.
Among these vitamin-K-dependent (VKD) proteins, coagulation
factors IX (Christmas factor), VII and prothrombin are the best
known. The observation that a knockout of the gene encoding
matrix Gla protein results in calcification of arteries in the mouse5

emphasizes the importance of the vitamin K cycle for proteins with
functions other than coagulation. Moreover, Gas6 (ref. 6) and other
Gla proteins of unknown function7,8 are expressed in neural tissue,
and warfarin exposure in utero results in mental retardation and

facial abnormalities9–11. This is consistent with the observation
that the expression of VKD g-glutamyl carboxylase, the enzyme
that accomplishes the Gla modification12,13, is temporally regulated
in a tissue-specific manner with high expression in the nervous
system during early embryonic stages14. Concomitant with
carboxylation, reduced vitamin K, a co-substrate of the reaction,
is converted to vitamin K epoxide. Because the amount of vitamin K
in the human diet is limited, vitamin K epoxide must be converted
back to vitamin K by VKOR to prevent its depletion. Warfarin, the
most widely used anticoagulation drug, targets VKOR and prevents
the regeneration of vitamin K. The consequence is a decrease in the
concentration of reduced vitamin K, which results in a decreased
rate of carboxylation by the g-glutamyl carboxylase and in the
production of under-carboxylated VKD proteins.

VKOR activity was first reported in 1974 (ref. 2). Since this first
report, several groups, including ours, have attempted to purify
VKOR with little success. Two recent reports suggesting the
chromosomal location of the gene for VKOR stimulated us to
attempt a different approach to identify the gene for this important
enzyme. First, Kohn and Pelz3 mapped warfarin resistance (Rw) to
rat chromosome 1 between markers D1Rat193 and D1Rat130. In
this region, four marker genes (Il4r, Myl2, Itgam and Fgfr2) allowed
Kohn and Pelz to locate the syntenic regions of mouse and human
chromosomes3. They reported that these four markers are found on
mouse chromosome 7 at 60–63 centimorgans (cM) and on human
chromosomes 10, 12 and 16. A second study4 mapped a gene for
combined deficiencies of VKD proteins to human chromosome
16p12-q21, between markers D16S3131 and D16S419. We found
human genes corresponding to three of the four rat marker genes
(Il4r, Myl2 (rat Myl2 is 97% identical to human HUMMLC2B) and
Itgam) on human chromosome 16p12-q21. Because warfarin resist-
ance and combined deficiency of VKD proteins map to the same
region, we focused our search on human chromosome 16. This
region between markers D16S3131 and D16S419 corresponds to
chromosome 16 at 50–65 cM on the genetic map and to 26–46.3
megabases (Mb) on the physical map (http://www.ncbi.nih.gov/
Genomes/). We analysed the 190 predicted coding sequences in this
region by a BLASTX search of the NCBI non-redundant protein
database. Those human genes and orthologues from related species
with known function were eliminated. Because VKOR seems to be a
transmembrane protein15, the remaining 52 genes were translated

Figure 1 siRNA inhibition of VKOR activity in A549 cells. For each of the 13 siRNA pools,

three T75 flasks containing A549 cells were transfected and VKOR activity was

determined after 72 h. The VKOR assay used 25 mM vitamin K epoxide. One siRNA pool

specific for gene gi:13124769 reduced VKOR activity by 30–36% in eight repetitions.
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ABSTRACT
Anticoagulant compounds, i.e., derivatives of either 4-hydroxycoumarin (e.g., warfarin, bromadiolone)

or indane-1,3-dione (e.g., diphacinone, chlorophacinone), have been in worldwide use as rodenticides for
�50 years. These compounds inhibit blood coagulation by repression of the vitamin K reductase reaction
(VKOR). Anticoagulant-resistant rodent populations have been reported from many countries and pose
a considerable problem for pest control. Resistance is transmitted as an autosomal dominant trait although,
until recently, the basic genetic mutation was unknown. Here, we report on the identification of eight
different mutations in the VKORC1 gene in resistant laboratory strains of brown rats and house mice and
in wild-caught brown rats from various locations in Europe with five of these mutations affecting only two
amino acids (Tyr139Cys, Tyr139Ser, Tyr139Phe and Leu128Gln, Leu128Ser). By recombinant expression
of VKORC1 constructs in HEK293 cells we demonstrate that mutations at Tyr139 confer resistance to
warfarin at variable degrees while the other mutations, in addition, dramatically reduce VKOR activity.
Our data strongly argue for at least seven independent mutation events in brown rats and two in mice.
They suggest that mutations in VKORC1 are the genetic basis of anticoagulant resistance in wild populations
of rodents, although the mutations alone do not explain all aspects of resistance that have been reported.
We hypothesize that these mutations, apart from generating structural changes in the VKORC1 protein,
may induce compensatory mechanisms to maintain blood clotting. Our findings provide the basis for a
DNA-based field monitoring of anticoagulant resistance in rodents.

THE introduction of warfarin and related anticoagu- is an essential cofactor for the post-translational gamma-
lant compounds in the early 1950s produced a sig- carboxylation of several blood coagulation factors

nificant change for rodent control practice. The delayed (Nelsestuen et al. 1974; Stenflo et al. 1974; Sadowski
action of such compounds, with mortality occurring et al. 1976; Cain et al. 1998) and other vitamin-K-depen-
days or even weeks after initial bait uptake makes them dent proteins (Presnell and Stafford 2002). During
particularly suitable for the control of phobic species each carboxylation step, one molecule of vitamin K hy-
like brown rats (Rattus norvegicus). Today, control of droquinone is oxidized to vitamin K 2,3 epoxide. The
commensal rodents, particularly of brown rats, relies recycling of this micronutrient is achieved by the VKOR,
predominantly on the use of anticoagulants. and suppression of the VKOR by anticoagulants inhibits

During the same time period, coumarin derivatives carboxylation of clotting factors and thus compromises
have gained a leading role as oral anticoagulants for the the coagulation process.
treatment and prevention of thromboembolic events in In brown rats (R. norvegicus), resistance to the antico-
humans. This class of anticoagulants target the vitamin agulants warfarin and diphacinone was first observed in
K epoxide reductase (VKOR) complex, which fulfills a 1958 (Boyle 1960), and warfarin resistance in the house
basic function in the recycling of vitamin K (Lowen- mouse (Mus musculus/domesticus) was evident shortly
thal and Macfarlane 1964). Vitamin K hydroquinone after (Dodsworth 1961). The majority of reports came

from Europe but resistance in commensal rodents was
also documented in the United States, Canada, Japan,

1These authors contributed equally to this study. and Australia. An overview of the status of warfarin resis-
2Corresponding author: Institut für Humangenetik, Universität Würz- tance is given in Table 1.burg, Biozentrum, Am Hubland, 97074 Würzburg, Germany.

E-mail: crm@biozentrum.uni-wuerzburg.de Since anticoagulant resistance caused significant re-
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TABLE 1

Current status of anticoagulant resistance in commensal rats and house mice

M. musculus
Country R. norvegicus R. rattus domesticus Reference

Belgium � � Lund (1984); Baert (2003)
Denmark � � � Myllymäki (1995); Lodal (2001)
Finland � Myllymäki (1995)
France � � � Myllymäki (1995)
Germany � � � Myllymäki (1995); Pelz (2001)
United Kingdom � � � Myllymäki (1995); Kerins et al. (2001)
Italy � Alessandroni et al. (1980)
The Netherlands � � De Jonge (1994)
Sweden � Lund (1984)
Switzerland � Muhr (1981)
Canada � � Siddiqi and Blaine (1982)
United States � � � Jackson and Ashton (1986)
Japan � Naganuma et al. (1981)
Australia � Saunders (1978)

ductions in the efficacy of control of rat and mouse expression system and discuss the physiological, evolu-
tionary, and practical implications of the mutations.populations, more potent anticoagulant compounds

were developed during the 1970s and 1980s: first difena-
coum and bromadiolone, followed later by the more

MATERIALS AND METHODS
potent “single-feed” compounds brodifacoum, flocou-
mafen, and difethialone. However, resistance to most Animals: R. norvegicus: Rats of both sexes were analyzed.

Animals of the laboratory outbred strains HW and HH wereof these compounds was reported soon after their intro-
obtained from two independent laboratory stocks [Centralduction (Rowe et al. 1981; Greaves et al. 1982; Mac-
Science Laboratory (CSL), York and Reading University],

Nicoll and Gill 1987; Johnson 1988). strains HS and HB1 were from the CSL, and strain HB2 from
Breeding experiments have led to the conclusion that Reading. Four of these strains were derived from wild stock

and were crossed with warfarin-susceptible Wistar-derivedwarfarin resistance is based on a single dominant autoso-
Tolworth albino susceptible to incorporate homozygous genesmal gene (Rw) in brown rats and in house mice (War),
for Scottish (HS; Greaves and Ayres 1973), Welsh (HW;which could be mapped to orthologous linkage groups on
Greaves and Ayres 1969), Hampshire (HH; Greaves and

chromosomes 1 and 7, respectively (Greaves and Ayres Cullen-Ayres 1988), and Berkshire (HB1) resistance. The
1967; Wallace and MacSwiney 1976; Kohn and Pelz fifth strain was derived from wild Berkshire stock and crossed

for four generations onto a warfarin-susceptible line of CD rats1999). In black rats, resistance was supposed to be multifac-
(obtained from Charles River UK) to incorporate homozygoustorial, judging from its unstable heredity (Greaves et al.
genes for Berkshire resistance (HB2; Hussain 1998). A Ger-1976). It has been suggested that a second recessive
man strain was derived from wild stock and crossed with Wistar

gene was modifying the Rw gene to confer difenacoum susceptibles to incorporate genes for at least warfarin resis-
resistance in some individuals of the Hampshire warfa- tance (Kohn and Pelz 1999). Wild rats were caught over the

past years in the course of regional resistance monitoringrin-resistant strain (Greaves and Cullen-Ayres 1988).
programs and immediately analyzed for resistance by bloodRecently, a first protein of the VKOR complex, named
clotting response (BCR). They originated from the followingVKORC1 and found to be capable of reducing vitamin
geographic areas (Figure 1): Belgium—Flanders; Denmark—

K-2,3-epoxide in a warfarin-sensitive manner, was identi- Bornholm, Fünen, Jutland, and Zealand; France—Yonne,
fied (Li et al. 2004; Rost et al. 2004). Missense mutations Eure and Loire; Germany—Münsterland and Emsland;

United Kingdom—Yorkshire.at different positions of this protein have been detected
M. musculus/domesticus: The Reading susceptible mousein human warfarin-resistant patients and in the German

strain (MHS) was the Swiss mouse, an outbred strain obtainedresistant rat strain (Rost et al. 2004; Table 2). Upon
from Charles River UK. The Reading resistant mouse strain

recombinant expression in human HEK293 cells, mu- (MHR) was homozygous for a resistance gene that had been
tated VKORC1 showed a reduced enzyme activity and transferred through six generations onto the Reading suscepti-

ble mouse MHS background (C. V. Prescott, unpublisheda partial resistance toward warfarin inhibition.
results). The mouse resistance gene was obtained from a wildThis study compares different resistant laboratory ro-
population of house mice (M. musculus domesticus) originallydent strains and wild-caught rats for mutations in the
trapped near Reading, United Kingdom (Prescott 1996).

VKORC1 gene, which supposedly is the basic gene con- At the CSL (York, UK) a homozygous warfarin-resistant
ferring anticoagulant resistance. We measure VKOR mouse strain was derived by crossing mice of a warfarin-resis-

tant PBI strain, which were direct descendants of the wildactivities of the different mutations in a recombinant
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mice reported in 1976 (Wallace and MacSwiney 1976), with rats obtained from two independent laboratory stocks
warfarin-susceptible mice of a LAC-gray strain. Offspring were were analyzed for mutations in the VKORC1 gene. Three
selected for warfarin resistance and backcrossed to the LAC-

mutations were identified: the Hampshire and bothgray strain for six generations. Warfarin-resistant mice of the
Berkshire strains share a Leu120Gln mutation whilesixth generation were mated with each other and homozygous

warfarin-resistant individuals selected to produce a homozy- resistant animals from the Scottish strain carry a Leu-
gous Cambridge resistant strain. 128Gln substitution. In the Welsh strain, tyrosine139

Blood clotting response test: BCR resistance testing with was found mutated to serine (Tyr139Ser). Mutations
warfarin was done as described (Martin et al. 1979) with

were absent from the anticoagulant-susceptible back-modifications (MacNicoll and Gill 1993). BCR testing with
ground strains.bromadiolone was performed according to Gill et al. (1994,

1993). In Germany and Denmark, the test solution was admin- M. musculus/domesticus: Six mice from a colony estab-
istered by intraperitoneal injection instead of oral application, lished at the CSL in York were found to be homozygous
which had proved equally effective (H. J. Pelz, unpublished for a Leu128Ser mutation. Four Reading homozygous
data) and is not confounded by any mechanism of reduced

resistant mice (MHR) carried the Tyr139Cys mutationintestinal absorption. With each series of tests, the activity of
observed before in rats. Neither sequence change wasthe test solution was checked by including a Wistar albino rat

as a known susceptible individual. seen in the respective background strains. Sequencing
DNA sequence determination and mutation screening results are summarized in Table 2.

assays: DNA was prepared from fresh or frozen tissue samples Sequence analysis of wild-caught resistant brown rats:
by standard procedures. The three exons and flanking in-

Rats trapped in the wild in Belgium, Denmark, England,tronic sequences of the VKORC1 gene were amplified by PCR
and Germany were tested for warfarin resistance by theand sequenced as described (Rost et al. 2004). For the muta-

tion Tyr139Cys, an amplification refractory mutation system blood clotting response test at the time of sampling.
(ARMS)-PCR test was developed (Ye et al. 2001) using the Subsequent analysis of the VKORC1 gene from frozen
outer primers F: ATC CTG AGT TCC CTG GTG TCT GTC tissue specimens revealed mutations in all but three
GCT G and R: TCA GGG CTT TTT GAC CTT GTG TTC TGG

resistant animals (Table 2). Forty-three resistant wildC (2 pmol each) and the inner primers F: TGA TTT CTG
rats from Denmark (Jütland, Zealand, Fünen, and Born-CAT TGT TTG CAT CAC CAC ATG and R: CAA CAT CAG

GCC CGC ATT GAT GGA AT (10 pmol each). PCR reactions holm) showed the mutation Tyr139Cys, which had been
were performed with Taq polymerase and 1� buffer (Invitro- previously identified in northwestern Germany (Rost
gen, San Diego) in the presence of 1.5 mm MgCl2 and 200 et al. 2004). In 14 resistant rats caught in Flanders (Bel-
mm betaine for 3 min at 95� followed by 32 cycles of 20 sec

gium), the same tyrosine139 was found mutated to phe-at 95�, 20 sec at 62�, 10 sec at 70�, and a final 3 min at 70�.
nylalanine (Tyr139Phe). Thirteen animals were hetero-The outer primer pair generates a control band of 168 bp

while the inner primers result in a band of 123 bp for the zygous while one was homozygous for this amino acid
wild type and 101 bp for the mutated sequence, respectively. substitution. None of the 13 susceptible rats caught in

The mutation Leu120Gln creates a novel StuI restriction Flanders showed this mutation. Of six incidental catches
site in exon 3. Digestion of the PCR product specific for exon

from the regions of Burgundy and Centre in France,3 results in fragments of 195 and 135 bp in the presence of
five carried this Tyr139Phe mutation homozygouslythe mutation and a single band of 330 bp in the wild type

(Rost et al. 2004). The mutation Leu128Gln generates a novel while the sixth was compound heterozygous for Tyr139-
site for Bsr I with fragments of 170 and 160 bp in mutant PCR Phe and a novel variant at Arg35Pro.
products. The mutation Tyr139Ser can be detected by Mnl I Of three wild resistant rats from Yorkshire, two were
digestion as a fragment of 110 bp (plus several bands �50

heterozygous for Tyr139Cys/wild type and one was com-bp) vs. 160 bp (plus bands �50 bp) in the wild type.
pound heterozygous for Leu128Gln/Tyr139Cys. TheExpression studies and VKOR activity measurements:

VKOR activity was measured in transfected HEK293-EBNA geographic origin of these wild-caught rats and of the
cells (Invitrogen). For each experiment, 6 � 105 cells were resistance genes interbred into the laboratory stocks is
plated onto 94-mm petri dishes. After 30 hr at 37� and 5% depicted in Figure 1.
CO2, transfection (20 �g of DNA construct/dish) was done

Since warfarin-resistant laboratory stocks were estab-by the calcium phosphate method. After 40 hr at 35� and 3%
lished from a single founder individual, we tested whetherCO2, transfected cells were washed in PBS, collected, and lyzed

in 0.25 mm imidazole (pH 7.6) plus 0.5% 3-[(3-cholamidopro- resistance in a wild population was genetically homoge-
pyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate (CHAPS). neous or not. A total of 428 rats were trapped in 22
VKOR enzymatic activity was measured in whole-cell extracts different locations of the resistance area of Münster-
as described (Wallin and Martin 1985). Mutations were

land/Emsland, Germany, and warfarin resistance wasintroduced into the human cDNA cloned in pCEP4 (Invitro-
determined by BCR. Testing for the Tyr139Cys mutationgen) by the QuikChange mutagenesis kit (Stratagene, Amster-

dam). All transfection and activity assays were run in triplicate by the ARMS-PCR screening assay (see materials and
and are given as the mean. methods) revealed that 281 of 286 rats classified “resis-

tant” by BCR testing carried this mutation while the
mutation was absent from 137 of 142 individuals classi-

RESULTS
fied as susceptible by the BCR test. The full genotypes
of the 10 discordant animals were determined by se-Sequence analysis of resistant laboratory stocks: R.

norvegicus: Scottish (HS), Welsh (HW), Hampshire (HH), quencing of the entire VKORC1 gene. Of the 5 rats
testing positive by BCR (that is, resistant) but negativeand Berkshire (HB1 and HB2) homozygous resistant
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TABLE 2

VKORC1 mutations found in Rw- and War-resistant animals

No. of Codon Codon Codon
Strain/geographic area specimens position WT Mut AA WT AA Mut

R. norvegicus
UK, Hampshire resistant 2 120 CTG CAG Leu Gln
UK, Berkshire resistant (Reading) 2 120 CTG CAG Leu Gln
UK, Berkshire resistant (CSL) 2 120 CTG CAG Leu Gln
UK, Scottish resistant (CSL) 2 128 CTG CAG Leu Gln
UK, Welsh resistant (CSL) 2 139 TAT TCT Tyr Ser
UK, Yorkshire, wild 3 139 TAT TGT Tyr Cys
UK, Yorkshire, wild 1a 128 CTG CAG Leu Gln
Denmark, wild 43 139 TAT TGT Tyr Cys
Belgium, wild 14 139 TAT TTT Tyr Phe
France, wild 6 139 TAT TTT Tyr Phe
France, wild 1b 35 CGC CCC Arg Pro
Germany, wild 286 139 TAT TGT Tyr Cys
Germany, wild 2 56 TCC CCC Ser Pro

M. musculus/domesticus
UK, CSL 6 128 TTA TCA Leu Ser
UK, Reading 4 139 TAT TGT Tyr Cys

Homo sapiens sapiens
Patient F (Rost et al. 2004) 1 128 CTC CGC Leu Arg

WT, wild-type sequence; Mut, mutated sequence; AA, amino acid.
a Animal was compound heterozygous for Leu128Gln and Tyr139Cys.
b Animal was compound heterozygous for Arg35Pro and Tyr139Phe.

by ARMS-PCR (that is, wild type for Tyr139), three ani- 2). All experiments were run in triplicate to compensate
for variation in transfection efficiency. Activity of themals had no sequence variation in the entire VKORC1

coding region and thus may be regarded as false-positive wild-type protein (0.74 � 0.23 nmol/mg protein) was
set to 100% and was progressively inhibited by warfarinBCR tests. In two animals, a sequence change was found

in exon 1, leading to a Ser56Pro exchange. One animal to �4% at 100 �m. The mutation Tyr139Phe displayed
an even higher basal activity (116%) and appearedeach was homo- and heterozygous, respectively. Ser56-

Pro is, therefore, a second candidate mutation in the largely insensitive to warfarin with 87% activity at 100
�m inhibitor. In comparison, the mutation Tyr139SerMünsterland resistance area. Five animals classified as

“susceptible” by BCR were determined heterozygous by showed 57% of wild-type activity in the absence of warfa-
rin but still 33% residual activity at the highest inhibitorARMS-PCR for the Tyr139Cys mutation. The mutation

was confirmed by sequencing in all 5 animals. Thus, concentrations tested. Basal VKOR activity of mutation
Tyr139Cys was �48% of wild type without warfarin andthese may be seen as false-negative results of the BCR.

In Denmark, of 58 rats from 24 localities in four 25% at 100 �m. The two mutations Leu120Gln and
Leu128Gln had initial activities of 50 and 20% of nor-different regions/islands (Jütland, Zealand, Fünen,

Bornholm), 15 were classified “susceptible” and 43 “re- mal, respectively, and residual activities of 9% each at
100 �m warfarin. Substitution of Leu128 by serinesistant” according to BCR or feeding tests (World
caused the lowest VKOR activity (17%) and was leastHealth Organization 1982). All resistant individuals
resistant to drug inhibition (3% at 100 �m). Both aminoshowed the Tyr139Cys mutation and all but one of the
acid substitutions that were observed in individual wildsensitive individuals were confirmed “wild type” by
rats, Arg35Pro and Ser56Pro, nearly abolished VKORARMS-PCR. Within this sample, 24 of 31 rats from two
activity with �5% in the absence of warfarin. Uponlocalities (Horsens, Jütland, and Vordingborg, Zealand)
inhibition the activity fell below our detection limit.carried the mutation homozygously; the others showed

heterozygous genotypes at position 139.
Recombinant expression and VKOR activity measure-

DISCUSSIONments: VKOR activity was measured in HEK293 cells
transfected with a series of VKORC1 cDNA constructs Previously, the VKORC1 gene that encodes an essen-

tial component of the vitamin K recycling complex wasand its inhibition by warfarin was determined (Figure
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Figure 2.—VKORC1 activity after recombinant expression
in HEK293 cells. HEK293 cells were transfected by VKORC1
cDNA constructs and enzyme activity was measured as de-
scribed in materials and methods. Activity of the wild-type
construct in the absence of warfarin was set to 100%. All
experiments were run in triplicate.

play an even broader spectrum of resistance mutations
with a Tyr139Phe mutation prevalent in Belgium and
France, Arg35Pro in France, Ser56Pro as a second mu-
tation in Münsterland, and proof of the Tyr139Cys
mutation also occurring in England. In particular, theFigure 1.—Geographic origin of resistant rodent popu-
compound heterozygous rats from Yorkshire (Leu128-lations. Warfarin resistance areas in Europe are shown and

locations where resistant rats were trapped in the wild are Gln/Tyr139Cys) and Burgundy (Arg35Pro/Tyr139Phe)
indicated. Different mutations are represented by different demonstrate that different mutations coexist in the
hatching. same population. The resistant wild population in Ger-

many (Münsterland, Emsland) appeared genetically
rather homogeneous. In this largest field sample 10

identified as the gene responsible for warfarin resistance discordant results between BCR and genotype as as-
and combined deficiency of vitamin-K-dependent clot- sessed by ARMS-PCR were observed. Upon subsequent
ting factors in humans (Rost et al. 2004). The chromo- sequencing of the entire VKORC1 coding region in the
somal position of human VKORC1 is orthologous to the 10 discordant rats, a novel mutation, Ser56Pro, was
Rw locus in rats and the War locus in mice (Wallace found in two animals. Thus, of the 286 BCR-positive
and MacSwiney 1976; Kohn and Pelz 1999; Fregin et (resistant) rats, 3 had no mutations in VKORC1 and 5
al. 2002). Thus, VKORC1 was the prime candidate gene of 147 BCR-negative animals were carriers of the Tyr139-
for warfarin resistance in rodents as well. In the present Cys mutation. Although it is possible that the 3 “false-
study, we have identified VKORC1 mutations in all but positive” rats had developed resistance by another mo-
three warfarin-resistant rodents tested. lecular mechanism, it appears more likely that they

Origin of mutations: Apparently, codons 128 and 139 reflect failures of the BCR—a complex in vivo test, which
of the VKORC1 gene represent “hotspots” for mutations has proven difficult to standardize. If so, our data allow
as two and three mutations, respectively, were identified for a reassessment of sensitivity and specificity of the
in two species, rats and mice. Previously, leucine 128 BCR at 0.989 and 0.965, respectively.
had been found mutated to arginine in a human patient Migration of rat clans and spread of resistance are
resistant to coumarin treatment for thrombosis (Rost well-established observations (Drummond 1966). It can-
et al. 2004). Interestingly, codon usage at these positions not be ruled out that resistant rats have migrated over
differs among species and none of the codons contains considerable distances, e.g., from Denmark to Mün-
the mutation-prone CpG dinucleotide (Table 2). Thus, sterland or vice versa. Alternatively, the present distribu-
the gene sequence does not provide a straightforward tion of variability in VKORC1 sequence may reflect
explanation for the recurrent mutations. founder effects in species that are relatively new to West-

Although all laboratory strains carrying Rw or War ern Europe. Although R. rattus has been known in parts
were established from single founder individuals, the of Europe for �10,000 years, there is evidence that R.
recurrent and independent mutations in VKORC1 make norvegicus may have been imported for the first time
it highly unlikely that these reflect neutral sequence into Denmark from Russia in 1716 (Twigg 1975). Over
variation among wild populations of rodents. This is the next 80 years they colonized the whole of Western

Europe, but there is no information about whether thisreinforced by data from wild-caught animals, which dis-



1844 H.-J. Pelz et al.

Figure 3.—Sequencealign-
ment of selected VKORC1
genes and related sequences.
Sequence alignments were
done by MultAlin (http://
prodes.toulouse.inra.fr/mul
talin/multalin.html) and Box-
shade (http://bioweb.pasteur.
fr/seqanal/interfaces/box
shade.html). Predicted hydro-
phobic �-helical domains are
represented by solid bars be-
low the amino acid sequence.
Fully conserved positions (as
described by Goodstadt and
Ponting 2004) are indicated
by a � sign; the Thr-Tyr-Ala
motif is marked by ***. Mu-
tations observed in resistant
animals are given by their
single-letter amino acid code
below the rat wild-type se-
quence.

was a spread of rats from Denmark or whether other subset of 12 wild-caught resistant rats from Münsterland,
which were shown to be Cys139 homozygotes. At 2 �mpoint importations from eastern countries occurred.

To date, mutations in the VKORC1 gene can be associ- warfarin, microsomal VKOR activities varied between
72 and 97% of the uninhibited enzyme preparationated with warfarin resistance in three species, humans,

rats, and mice. The four human resistant patients identi- (Thijssen and Pelz 2001). This compares well to our
in vitro data, given that the HEK system may not com-fied to date represent independent mutation events

(Rost et al. 2004). The present data strongly argue for at prise all the components present in liver (Note that
much higher warfarin concentrations are required toleast seven independent mutation events in R. norvegicus

and two in mice. Taking into account the extensive use inhibit the recombinant enzyme.) All three tyrosine 139
mutations retain higher than wild-type activities in theof anticoagulant compounds over �50 years, sequence

changes appear to be rare spontaneous events. Appar- presence of warfarin even at high concentrations (Fig-
ure 2). In contrast, mutations at arginine 35, serineently, they confer a tremendous selective advantage in

the presence of anticoagulant baits. 56, leucine 120, and leucine 128, respectively, reduced
VKORC1 activity to very low basal levels. In the presenceEffect of mutations on protein function: Upon re-

combinant expression in HEK293 cells, all but one of of an inhibitor, activities of the Leu128, Arg35, and
Ser56 mutations fell below our detection limit.the amino acid replacements studied reduced VKORC1

activity and conferred warfarin resistance to varying de- The VKORC1 protein is not fully characterized yet
and its catalytic site(s) has not yet been determinedgrees (Figure 2). The mutation Tyr139Cys showed 50%

of wild-type activity in the absence of warfarin. VKOR experimentally. A multiple sequence alignment of 37
related genes from archaebacteria, eubacteria, and metazoaactivity has been measured in liver microsomes from a
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has identified three to four potential hydrophobic trans- 2. Resistance to second generation anticoagulants has
been reported for a proportion of resistant indi-membrane domains, four cysteines and one serine/

threonine to be fully conserved between species, and a viduals (Rowe et al. 1981; Greaves et al. 1982; Mac-
Nicoll and Gill 1987; Johnson 1988) but this can-CXXC motif known from thioredoxin oxidoreductases

(Trx) as an electron donor in a variety of reduction not be fully explained by variability in VKORC1
sequence data. It has been suggested that secondaryreactions (see Figure 3; Goodstadt and Ponting 2004;

Rost et al. 2004). None of these residues is involved in or modifier genes confer resistance to second-gener-
ation anticoagulants in rats that carry the Rw geneany of the known mutations, but serine 56 immediately

precedes the conserved serine/threonine at position 57. (Greaves and Cullen-Ayres 1988; Kohn and Pelz
1999). However, so far all attempts to map the resis-The mutation hotspot at tyrosine139 is part of the

hydrophobic sequence motif Thr-Tyr-Ala, which is also tance gene(s) for difenacoum or bromadiolone by
cross-breeding experiments have failed to identify afound in another dicoumarol and warfarin-sensitive
single Mendelian locus for the trait(s) (Greaves andquinone oxidoreductase (NQOR, E.C. 1.6.99.2, pre-
Cullen-Ayres 1988; A. D. MacNicoll, unpublishedviously also known as DT-diaphorase; Hall et al. 1972).
data). Although in recombinant expression systems,In NQOR, this tyrosine has been identified as the di-
VKORC1 alone is capable of reducing vitamin K-2,3-coumarol binding site by photoaffinity labeling and
epoxide in a warfarin-sensitive manner (Figure 2; Lisite-directed mutagenesis (Ma et al. 1992). Given its
et al. 2004; Rost et al. 2004), it has long been postu-involvement in three mutation events conferring warfa-
lated that the enzyme may be part of a larger complexrin resistance, it is tempting to predict that Tyr139 may
in liver microsomes (Cain et al. 1997). In addition,also be part of the warfarin-binding site in VKORC1.
variation in anticoagulant uptake, metabolism, andIn the HEK cell system, mutations affecting other
clearance may influence the efficacy of rodenticidesamino acid residues have very low enzyme activities
in vivo. Further experiments will address the questioneven in the absence of warfarin. If this were to reflect
whether VKORC1 is sensitive to second-generationthe situation in vivo, it is hard to conceive how animals
anticoagulants.could generate sufficient vitamin KH2 for effective

gamma-carboxylation and clotting activity. Given the Rodenticide resistance testing: In this study, we have
great selective pressure of warfarin poisoning, the func- identified mutations in the VKORC1 gene sequence that
tional elimination of VKORC1 by mutation may boost correlate very well with the results from BCR tests for
the upregulation of other pathways for the recruitment warfarin resistance but less well with resistance to sec-
of vitamin KH2. Thus, warfarin resistance could be con- ond-generation anticoagulants. BCR tests require that
ferred by knocking down VKORC1 activity while switch- rats or mice are trapped alive, transported to a central
ing to another warfarin-insensitive pathway would secure facility, and subjected to anticoagulant administration
effective blood clotting for survival. That such compen- and blood sampling, which requires ethical approval
satory mechanisms may be involved is suggested by the and licensing in most countries. We have demonstrated
differences observed in dietary vitamin K requirements that a PCR-based genetic test for mutations in the
for some resistant laboratory strains (Bell and Cald- VKORC1 gene can successfully identify warfarin-resistant
well 1973; MacNicoll 1985; Thijssen 1995). The two rats trapped in the field. This test could readily be ap-
Berkshire strains (maintained at CSL, York, and Read- plied to tissue from dead rodents and potentially to
ing University, respectively) have the same mutation as host genetic material sloughed off onto fecal pellets,
the Hampshire strain (Leu120Gln), but only the Berk- providing a totally noninvasive sampling procedure.
shire colony at Reading has an increased dietary vitamin This genetic test will provide a simpler, and potentially
K requirement that is comparable with that of the Hamp- cheaper, method for monitoring the distribution of war-
shire strain. Furthermore, the Scottish (Leu128Gln) and farin-resistant rats and mice and for evaluating the im-
the Münsterland strains (Tyr139Cys) require low substitu- pact of strategies to manage and overcome resistance.
tion levels whereas the Welsh strain (Tyr139Ser) is depen-

The authors thank Dagmar Funck, Engelbert Kampling, Ralf
dent on high supplementation doses. Schlieper, and Pam Rummings for technical assistance. Gérard Grol-

Effect of VKORC1 mutations on rodenticide resis- leau greatly helped with his experience of resistance and field contacts
to collect samples in France. This work was supported by grants totance in vivo : From the data presented here, it can be
J.O. from the German National Genome Research Net Cardiovascularconcluded that mutations in VKORC1 are the genetic
Diseases (BMBF-DLR-01GS0424) and from Baxter Germany and abasis of anticoagulant resistance in all laboratory strains
grant from the Water Division of the Ministry of the Flemish Commu-

and wild populations of rodents studied. However, at nity (K.B.)
present these mutations alone cannot explain all aspects
of resistance that have been reported in the past:
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Site-directed mutagenesis of coumarin-type anticoagulant-sensitive
VKORC1
Evidence that highly conserved amino acids define structural requirements for
enzymatic activity and inhibition by warfarin
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Summary
Coumarin and homologous compounds are the most widely
used anticoagulant drugs worldwide.They function as antagon-
ists of vitamin K, an essential cofactor for the posttranslational
γ-glutamyl carboxylation of the so-called vitamin K-dependent
proteins.As vitamin K hydroquinone is converted to vitamin K
epoxide (VKO) in every carboxylation step, the epoxide has to
be recycled to the reduced form by the vitamin K epoxide re-
ductase complex (VKOR). Recently, a single coumarin-sensitive
protein of the putativeVKOR enzyme complex was identified in
humans (vitamin K epoxide reductase complex subunit 1,
VKORC1).Mutations inVKORC1 result in two different pheno-
types: warfarin resistance (WR) and multiple coagulation factor

Keywords
Vitamin K,VKOR, warfarin, CXXC motif, mutagenesis

deficiency type 2 (VKCFD2).Here,we report on the expression
of site-directed VKORC1 mutants, addressing possible struc-
tural and functional roles of all seven cysteine residues (Cys16,
Cys43, Cys51, Cys85, Cys96, Cys132, Cys135), the highly con-
served residue Ser/Thr57, and Arg98, known to causeVKCFD2
in humans. Our results support the hypothesis that the
C132-X-X-C135 motif inVKORC1 comprises part of the redox
active site that catalyzesVKO reduction and also suggest a cru-
cial role for the hydrophobicThr-Tyr-Ala motif in coumarin bind-
ing. Furthermore,our results support the concept that different
structural components ofVKORC1 define the binding sites for
vitamin K epoxide and coumarin.
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Introduction
Coumarins are widely used for oral anticoagulant therapy in hu-
mans and, in much higher dosage relative to body mass, also as
rodenticides for pest control. They act as antagonists of vitamin
K, which functions as a coenzyme for the posttranslational car-
boxylation of glutamate residues to γ-carboxyglutamate (Gla) in
vitamin K-dependent proteins, as first characterized for pro-
thrombin (1). Gla-containing proteins are not only involved in
hemostasis (coagulation factors FII, FVII, FIX, FX; Proteins C,
S and Z (Furie B, Bouchard BA, Furie BC. Vitamin K-Depend-
ent Biosynthesis of γ−Carboxyglutamic Acid. Blood
1999;93:1798–808), but also in bone metabolism (osteocalcin
[2]), soft-tissue calcification (matrix Gla-protein [3]), as well as
in cell proliferation and apoptosis (growth-arrest-specific pro-

tein 6, Gas6 [4]) and in direct intercellular signalling and home-
ostasis at gap junctions (5). Modification of these proteins is
catalysed by the endoplasmic γ-glutamyl carboxylase, which
dually functions as an epoxide synthase because it converts the
cofactor vitamin K hydroquinone into vitamin K epoxide (6).
Overall, the carboxylation process is dependent on rapid recyc-
ling of vitamin K by the vitamin K epoxide reductase (VKOR)
complex, which has been enriched in native membrane fractions
and studied by several groups (7–9).

Recently, a first single protein component of the putative
VKOR enzyme complex has been identified by genetic linkage
analysis and positional cloning based on sequence similarity be-
tween rat and human (10) and, independently, by serial siRNA
knockdown of a number of genes from the genetic locus ident-
ified for VKCFD2 in humans (11). The identified protein, vit-
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amin K epoxide reductase complex subunit 1 (VKORC1), was
concomitantly identified as the molecular target for coumarin
drugs (10, 11). Mutations in VKORC1 result either in resistance
to coumarin derivates (warfarin resistance, WR) or in a rare
bleeding disorder known as multiple coagulation factor defi-
ciency type 2 (VKCFD2) (10, 12).

VKORC1 is an 18 kDa hydrophobic protein resident in the
endoplasmic reticulum membrane and without significant
homology to other proteins. Hydrophobicity plots and secondary
structure predictions suggest a topology including 3 to 4 α-heli-
cal transmembrane segments (13, 14). With exception of the
amino acid residues which were found to be mutated in WR and
VKCFD2, functionally relevant domains have yet to be ident-
ified. In a bioinformatic analysis of 36 VKORC1 homologous
protein sequences from plants, bacteria, archaea, vertebrates and
arthropods, Goodstadt and Ponting (14) identified Cys43,
Cys51, Cys132, Cys135 and Ser57 as completely conserved in
all species they surveyed. Because of the absence of other con-
served polar residues, they proposed that these five amino acids
should comprise catalytic site residues for the VKORC1 protein.
Cys132 and Cys135 were predicted to form a thioredoxin-like
CXXC motif, which is known to be involved in numerous redox
reactions (15). The physiologically relevant electron donor for
theVKOR reaction has not yet been identified, but a thioredoxin-
like system has been proposed to provide reducing equivalents to
VKORC1 (16, 17). Goodstadt and Ponting (14) suggest that sulf-
hydryl groups of the Cys132-X-X-Cys135 motif may initiate the
reduction of vitamin K-epoxide by a mechanism similar to thio-
redoxin oxidoreductases.

The development of more effective VKORC1-targeted anti-
coagulants will depend on the elucidation of the structure and
function of VKORC1. As a first step toward reaching this goal,
we have used site-directed mutagenesis and recombinant ex-
pression to produce mutant VKORC1 proteins in order to test the
requirement for highly conserved individual amino acid residues
in maintaining protein structure (e.g., disulfide bonds), enzyme
activity, and for preserving binding and pharmacological effi-
cacy of warfarin.

Materials and methods
Site directed mutagenesis
Individual amino acid residues of the VKORC1 protein were al-
tered by site-directed mutagenesis and VKOR activities were
measured after recombinant expression in eukaryotic cells. Mu-
tations were introduced according to the instructions for the
QuikChange mutagenesis kit (Stratagene, Amsterdam, NL) to
the human VKORC1 cDNA (NM_024006) cloned in the pCEP4
plasmid (Invitrogen, Carlsbad, California) with or without addi-
tion of an N-terminal FLAG tag (M-DYKDDDDK). Mutagenic
primer pairs were about 30 base pairs in length and flanked the
desired mutation located in the middle of both complementary
sequences. Primer sequences are available on request.

Expression studies
HEK293-EBNA cells (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) were
grown in MEM medium containing 15% fetal bovine serum and
250 µg/ml geneticin (GIBCO, Paisley, UK) under growth con-

ditions as stated by the supplier. Cells that were 20%-30% con-
fluent were transfected with wildtype and mutated cDNA con-
structs by the calcium phosphate method. For each 10 cm culture
dish, 10 µg cDNA construct was added to 250 mM CaCl2 in a
total volume of 500 µl destilled water.The same volume of buffer
containing 50 mM BES, 280 mM NaCl and 1.4 mM Na2HPO4,
was added dropwise while mixing gently. After incubation at
room temperature for 20 min in order to form a precipitate, the
transfection mix was added to the cells. Medium was changed
after 12 h. After another 24 h, transfected cells were harvested by
scraping. Cell pellets were lysed in 25mM imidazole (pH 7.6),
0.5% CHAPS and 50% glycerol.

VKOR activity assay
VKOR enzymatic activity was measured in whole-cell extracts
according to published procedures (18). For each reaction, 30 µl
of lysed cells, 8 µM vitamin K 2,3-epoxide (in ethanol) as sub-
strate, 5 mM dithiothreitol providing reducing equivalents, and 5
mM CaCl2 were dissolved in buffer B (25mM imidazole (pH
7.6), 0.5% CHAPS) to a final volume of 500 µl. After incubation
at 30°C for 1 h, the remaining substrate and the product (vitamin
K quinone) were extracted with isopropanol:hexane (3:2), dried
under vacuum and redissolved in methanol. Subsequently, vit-
amin K quinone was separated from the epoxide by isocratic
HPLC on a reversed phase C-18 column using methanol as the
mobile phase. During the extraction procedure, vitamin K hydro-
quinone was quantitatively oxidized to the quinone form.
Measurements were run in triplicate and VKOR activity was cal-
culated as percent of vitamin K epoxide converted into vitamine
K quinone. Vitamin K 2,3-epoxide was prepared by oxidation of
vitamin K quinone (Sigma-Aldrich) with H2O2. Warfarin
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) in DMSO (< 1 % of
final activity assay volume) was added prior to adding vitamin K
epoxide for samples used to determine warfarin inhibition.

Western blotting
Microsomal proteins were prepared from cultured cells and sep-
arated on 4–12% NuPAGE gels (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions. After semi-dry blotting to nitrocel-
lulose membranes (Hybond N+, Amersham-Bioscience, Frei-
burg, Germany), the FLAG peptide was detected by monoclonal
antibody M2 (Sigma-Aldrich) and developed with an alkaline
phosphatase-coupled secondary antibody (Cell signalling tech-
nologies, Beverly, MA, USA).

Bioinformatic analysis of CXXC motifs
The NCBI Structure database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/en-
trez/query.fcgi?CMD=search&DB=structure) was queried with
the term “thioredoxin” to search for high resolution structures in-
cluding the CXXC motif. Selected thioredoxin PDB structure
files (e.g., 1T00, 1XWC) were downloaded from the PBD Struc-
ture Explorer website (http://www.rcsb.org/pdb/cgi/ex-
plore.cgi?pdbId=1T00) and viewed using Swiss-PdbViewer
v.3.7 (19; http://www.expasy.org/spdbv/) in order to determine
the local environment (i.e., secondary structure and bulk solvent
accessibility) of these motifs. Predictions of secondary structure
and transmembrane sequences were determined for the
VKORC1 published primary sequence (10, 11) using online
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web-based software previously described in Tie et al. (13). To
identify other proteins with the same CIVC motif as VKORC1,
and for which the motif is known to function as a redox center, a
protein-protein BLAST search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/) was made using the tetrapeptide sequence query
“CIVC.” After inspection of the PDB file annotations for the re-
sulting CIVC motif-containing proteins to exclude proteins that
are not membrane intrinsic or that have enzymatic function other
than oxidation/reduction, the SOSUI transmembrane protein
prediction algorithm (http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosui-
frame0.html) was used to predict the presence of transmembrane
helices from among the proteins in the remaining subset of
the top 100 BLAST search results. A CMR BLAST search was
conducted using the TIGR web-based server (http://tigr-

blast.tigr.org/cmr-blast/) to find orthologous protein sequences
to NqrC of Microbulbifer degradans, the only intrinsic mem-
brane protein with a CIVC motif and known redox function re-
vealed by the aforementioned search strategy.

Results
The 12 amino acid residues that were changed by site-directed
mutagenesis in this study are designated by boxed backgrounds
in a multiple sequence alignment of VKORC1 proteins in figure
1. In a first experiment, the seven cysteine residues at positions
16, 43, 51, 85, 96, 132 and 135 of VKORC1, which may be in-
volved in the formation of disulfide bonds or the provision of re-
ducing equivalents were substituted by serine residues (Fig. 2).

Figure 1: Multiple sequence alignment ofVKORC1 proteins from selected eukaryotes (lines 1 to 5) and prokaryotes (lines 6 to 10).
Numbering follows the humanVKORC1 protein (NP_076869). Amino acids which were chosen for site-directed mutagenesis and their conservation
between species are indicated by black background. S. = Sulfolobus, C. = Corynebacterium, M. = Mycobacterium, S. = Streptomyces, P. = Pyrobacu-
lum. MultAlin (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/cgi-bin/multalin.pl) was used to perform the sequence alignment.
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VKOR activities of Cys51Ser, Cys132Ser and Cys135Ser were
almost not detectable by our assay, whereas proteins mutated at
Cys16Ser, Cys43Ser, Cys85Ser and Cys96Ser showed 15–30%
of wildtype activity. The latter four cysteine residues were also
substituted by the small neutral amino acid alanine (Fig. 2). Ex-
cept for Cys85Ala, which exhibited 70% of VKOR activity, all
other alanine variants exhibitedVKOR activity that did not differ
significantly from that of the serine variants. In a second experi-
ment, a highly conserved Ser/Thr residue at position 57 was sub-
stituted by alanine resulting in an almost complete loss of VKOR
activity (Fig. 2).

Since the lack of enzyme activity in some mutants could po-
tentially be due to their interference with proper protein ex-
pression of folding, we monitored for expression efficiency by
Western blotting. Wildtype and mutant cDNAs for Cys51Ser,
Ser57Ala, Cys132Ser and Cys135Ser were re-cloned into an ex-
pression vector containing a FLAG tag upstream of the
VKORC1 cDNA (see Materials and methods). VKOR activities
of the FLAG-tagged constructs were found similar to non-tagged
constructs (data not shown). An aliquot of each transfection
assay was subject to Western blotting with anti-FLAG antibody
M2 . As shown in figure 3, equivalent amounts of recombinant
VKORC1 protein were expressed from the various constructs.

Three different naturally occurring mutations at tyrosine 139
have been detected in warfarin resistant rats and mice:
Tyr139Cys, Tyr139Ser, Tyr139Phe (20). In a third experiment,
glycine, the amino acid with the smallest side chain, was substi-
tuted at this position in addition to the three warfarin resistant
phenotype residues andVKOR activities were measured (Fig. 4).
All fourTyr139 variants retainedVKOR activity ranging from 50
to 110% compared to that of the wildtype and demonstrated
strong resistance to warfarin inhibition of VKOR activity.

The substitution of arginine98 by tryptophan has been found
to completely abolish VKOR activity in patients exhibiting the
VKCFD2 phenotype (10). In a fourth experiment, Arg98 was
substituted by amino acids structurally more similar to it than to
tryptophan: Arg98Lys, Arg98Gln, Arg98Asn, Arg98Glu,
Arg98Asp. The recombinant proteins exhibited a broad range of
VKOR activity ranging from 20% (Arg98Glu and Arg98Asp) to
more than 120% (Arg98Lys) of wildtype in the absence of war-
farin (Fig. 5). Upon addition of warfarin, each Arg98 variant dis-
played graded VKOR activity inhibition that scaled proportion-
ally to the relative uninhibited activities at warfarin concen-
trations up to 100 µM, the highest inhibitor concentration tested.

Discussion
In this study, the roles of 12 conserved amino acid residues of the
human VKORC1 protein were investigated by site-directed mu-
tagenesis and heterologous expression of the resulting mutant
VKORC1 proteins in HEK 293 cells. Firstly, we addressed the
roles of the cysteine residues. Based on their evolutionary con-
servation, four of the seven cysteines in VKORC1 (Cys43,
Cys51, Cys132 and Cys135) have been predicted to be essential
for the protein’s structure and/or function (14). Generally, the
sulfhydryl groups of closely adjacent cysteine residues can form
intramolecular or intermolecular disulfide bonds, which confer
stability on protein structure, alternatively occurring singly in re-

duced or oxidized form. Substitution of cysteine’s sulfhydryl
group by serine’s hydroxyl group, for example, eliminates the
ability to form disulfide bonds and radically alters the ionization
potential of the distal hydrogen. At positions 51, 132 and 135 a
substitution of cysteine by serine or alanine substantially abol-
ished VKOR enzymatic activity (Fig. 2). Cys132 and Cys135
have been predicted to be part of a redox center motif which
could catalyze the reduction of vitamin K epoxide to vitamin K
quinone. If so, the substitution of serine for either cysteine
should dramatically reduce or even eliminate VKORC1 activity.
Our data from human VKORC1 mutants indicate (Fig. 2), con-
sistent with previous results from the group of Wajih (21) for the
rat enzyme, that the replacement of Cys132 or Cys135 by serine
substantially eliminates VKOR activity. To explain the very low,

Figure 2: RelativeVKOR activities ofVKORC1 proteins mu-
tated at cysteine residues and the conserved serine at position
57 after expression in HEK293 cells. Each bar represents the mean
(±S.E.M.) of three measurements.VKOR activity of the wildtype
VKORC1 protein was set to 100% (first bar). Serine variants are shown
in dark grey, alanine variants in light grey.VKOR activity in untransfected
HEK293 cells is indicated by the last bar. After subtraction ofVKOR ac-
tivity in untransfected HEK293 cells, almost noVKOR activity is remain-
ing in the C51S, C132S, C135S and S57A variants.

Figure 3: Wildtype and mutatedVKORC1 proteins are equally
expressed in HEK-293-cells. TheVKORC1-pCEP4 construct was
fused with an N-terminal FLAG-tag and subjected to mutagenesis. By
Western-blot analysis, FLAG-taggedVKORC1 proteins could be de-
tected by the M2 antibody as bands of approximately 23 kDa. No pro-
tein is detectable in untransfected HEK-293 cells (lane 1). Wildtype (lane
2) and mutated constructs C51S (lane 3), S57A (lane 4), C132S (lane 5)
and C135S (lane 6) produced comparable amounts of protein, suggesting
that efficiency of protein expression was not influenced by mutations.
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but detectable, levels of reduced vitamin K that contributed to
non-zero basal levels of VKOR activity for these mutants, we
cannot rule out the presence of other reductase enzymes capable
of reducing vitamin K epoxide that might have been present in
the whole-cell extracts that we used for these studies. However,
the maximal levels of VKOR activity representing such non-
VKOR enzymatic conversion of epoxide to quinone would be
bracketed between 0 % and ~5 % as indicated by the negative
control HEK cell data (Fig. 2, bar at far right). Thus, the two cys-
teines of the CIVC motif appear to be essential forVKORC1’s re-

ductase activity. We therefore inspected protein sequence data-
bases for similar CIVC motifs and used web-based algorithms
that predict protein secondary structure and transmembrane do-
mains. Members of one family of highly conserved proteins, the
C-subunits of the Na+-transporting NADH:ubiquinone oxidore-
ductase complexes (NqrC) found in archaea and in pathogenic
prokaryotes (22), contain the CIVC motif in the active redox
catalytic site buried in the lipid bilayer in a transmembrane
α-helix. Additionally, upon inspection of available high resol-
ution thioredoxin structures, we noted that the CXXC motifs of
thioredoxins, which are cytoplasmic soluble proteins, were ex-
clusively found at a helix-turn at the bulk solvent-accessible sur-
face of the protein. It was noted that the two residues flanked by
the pair of cysteines frequently included a proline (functioning as
a “helix breaker”) or a polar and nonpolar residue pair, but never
two compact, nonpolar residues as for the CIVC motif in
VKORC1. The search for other NqrC subunit orthologs revealed
the following similar motifs at the redox reaction centre buried in
the single transmembrane α-helix: CIVC (Microbulbifer de-
gradans); CVVC (Rhodopirellula baltica SH 1, Pirellula sp.);
CLVC (Nitrosomonas auropeae ATCC 19718,Azotobacter vine-
landii, Psychrobacter sp. 273–4). Similarly, the CXXC motifs of
VKORC1 and its orthologs (14) notably include the following
variations: CIVC (human, rat, silkworm and Sulfolobus solfa-
taricus); CVVC (mosquito, Trypanosoma brucei); CLVC
(fruitfly). VKORC1 homolog CXXC motif variations among ad-
ditional species include CLYC, CFFC, CPYC, CWYC, CSYC,
CPWC, CLWC, CGLC, CIFC, and CIYC. All of the VKORC1
homologous CXXC motifs are predicted to be found in trans-
membrane α-helices. Taken together, the similarities in both se-
quence and predicted location in transmembrane α-helices of
the CXXC motifs common between VKORC1 orthologs/homo-
logs and NqrC orthologs suggest that the CIVC motif in the
VKORC1 protein might play a direct role in vitamin K epoxide
reduction at the VKOR active site.

At Cys43, and at the less conserved positions 16, 85 and 96,
the introduction of a serine resulted in reduced activities of 18,
16, 25 and 30 %, respectively compared to the activity level of
wild-typeVKORC1. Similar results were obtained when the cys-
teines were substituted by alanine, with the notable exception of
position 85 for which the alanine construct exhibited 74 % of
wildtype activity (Fig. 2). Of the two other fully conserved cys-
teines at positions 43 and 51, only Cys51 appears to be indis-
pensable for full reductase activity, whereas replacement of
Cys43 – and the less conserved cysteines 16, 85 and 96 – by ser-
ine or alanine resulted in reduced levels of VKOR activity
relative to activity of the wild-type.These residues may not be di-
rectly involved in the reductase reaction, but may be important
for the structural integrity of the protein.

A fully conserved serine/threonine at position 57 was pre-
dicted to be part of the reaction centre (14). Its substitution by al-
anine reduced VKOR activity to background levels (Fig. 2). Ser-
ines are generally known to be important residues in active sites
of reductases. For example, a single serine-to-arginine substitu-
tion in the active site of the ferredoxin-NADP+ reductase (FNR)
leads to an enzymatically inactive protein with greatly enhanced
affinity for its ligand ferredoxin (23). In rat cytochrome
P450C24 (CYP24), a single serine residue was identified by af-

Figure 4: RelativeVKOR activities of fourTyr139 protein vari-
ants compared to theVKORC1 wildtype protein. Basal activity
(without inhibitor) of the wildtype was set to 100%. For inhibition
studies, warfarin was added to the enzymatic assay at a final concen-
tration of 0 to 100 µM. All activity assays were run in triplicate and are
presented as the mean value of each set of replicate measurements.

Figure 5: RelativeVKOR activities of Arg98 protein variants be-
fore and after warfarin inhibition. The Arg98Lys variant shows the
highestVKOR activity compared to the wildtype protein. Almost no
VKOR activity was measured in theVKORC1 protein with the Arg98Trp
substitution, a naturally occurring mutation.
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finity labelling to be responsible for substrate (vitamin D) bind-
ing (24). By analogy, the highly conserved Ser57 in VKORC1 is
a potential candidate for the binding site of the substrate vitamin
K epoxide.

A mutation screening of warfarin-resistant rodents identified
tyrosine 139 as a mutational hot-spot (20). All four mutations of
tyrosine 139 studied here exhibited a high VKOR basal activity
and resistance to warfarin compared to the wildtype protein (Fig.
4).Tyr139 is located in the hydrophobic linear sequenceThr-Tyr-
Ala. The same Thr-Tyr-Ala motif exists in NQOR, another qui-
none oxidoreductase, which is also sensitive to coumarins and
warfarin (25). Photoaffinity labelling and site-directed mutagen-
esis of NQOR have identified the tyrosine of the Thr-Tyr-Ala
motif as the dicoumarol binding site (26). In VKORC1, the
Tyr139Phe variant exhibited almost complete warfarin resis-
tance with greater basal VKOR activity than the wildtype. Tyro-
sine and phenylalanine differ only by a hydroxyl group. Thus, it
can be inferred that the hydroxyl group of Tyr139 plays an essen-
tial role in warfarin binding to VKORC1.

Arginine 98 was found to be substituted by tryptophan in
VKCFD2 patients and VKOR activity was absent for this protein
variant (10). Since tryptophan and arginine are structurally very
different amino acids, we have replaced Arg98 by structurally
more similar amino acids and measured VKOR activities of the
mutant proteins. Size and charge of lysine are similar to that of

arginine. Surprisingly, the Arg98Lys variant exhibited even
greater VKOR activity than that of the wildtype protein. Gluta-
mine and asparagine are structurally less related to arginine than
lysine, but share an uncharged amide group. Arg98Gln and
Arg98Asn variants retained about 50% basal VKOR activity.
Possessing negatively charged side chains, glutamate and aspar-
tate further reduced VKOR activity to about 20% of wildtype
(Fig. 5).Thus, a long, positively charged side chain at position 98
of theVKORC1 protein appears to be essential for efficient func-
tion, either for coordination of the substrate, vitamin K epoxide,
or for correct protein folding. As shown in figure 6, the hydro-
phobicity plots are strikingly different for the various substitu-
tions studied here with the most dramatic change seen for
Arg98Trp. Apparently, the aromatic ring structure of tryptophan
does not fulfill structural or functional requirements for VKOR
activity. All Arg98 protein variants examined were sensitive to
warfarin (Fig. 5). Thus, Arg98 does not appear to be involved in
warfarin binding.

In conclusion, our results support the notion by Wajih et al.
(21) that the CIVC motif in VKORC1 is required for VKOR
enzymatic activity. By analogy to the NqrC protein family, we
suggest that the CIVC motif of VKORC1 is part of the redox
centre itself, rather than an electron donor providing reducing
equivalents for subsequent reduction of VKO. Our data are also
in line with the concept of different binding sites for vitamin K

Figure 6: Hydrophobicity plots ofVKORC1 proteins mutated at
residue 98. The hydropathy (HP) profile ofVKORC1 predicts three
transmembrane segments (TM) flanking a long lumenal loop. Arg98 is lo-
cated at the boundary between the lumenal loop and TM2. Replacement
of the basic side chain of Arg98 by Lys does not change the HP profile
(top left panel) and even enhancesVKOR activity (Fig. 5). The neutral
residues Asn and Gln disturb the sharp rise in hydrophobicity between

the loop and TM2 (top right panel). While the HP profile of the acidic
residues Glu and Asp does not appear much different, their negative ef-
fect onVKOR activity may be due to the change in charge (bottom left
panel). Tryptophan at position 98 shifts TM2 and TM3 to the left and to
introduce a novel hydrophilic loop between them (bottom right panel).
HP plots were generated by the online program TMHMM at http://www.
cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/.
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epoxide and for coumarins as had been postulated from kinetic
experiments with partially purified VKOR (9). They further sug-
gest a crucial role for the central tyrosine in a hydrophobic Thr-
Tyr-Ala motif in coumarin binding. Since we do not know the
physical location of the vitamin K epoxide and warfarin/couma-
rin binding sites, we are not able to discern between the possibil-
ities that the binding sites occupy overlapping positions within
the protein structure or that the binding sites are at distinctly sep-
arate locations.

Finally, although coumarin derivatives are in extensive
world-wide use and represent the only available class of orally
administered anticoagulants, significant side-effects (the rate of
adverse reactions has been estimated at 10–17%, including
2–5% of major bleedings [27]) remain a major hurdle to over-
come in patient treatment. Understanding the structure and func-
tion of the VKORC1 protein will be key to the development of
new anticoagulant drugs that target the vitamin K cycle with im-
proved efficacy and reduced side effects.
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Compound heterozygous mutations in the c-glutamyl
carboxylase gene cause combined deficiency of all
vitamin K-dependent blood coagulation factors

Vitamin K functions as a cofactor for the conversion of

glutamic acid (Glu) to c-carboxyglutamic acid (Gla) in the Gla

domains of vitamin K-dependent precursor proteins (Furie

et al, 1999). This post-translational modification is catalysed

by the microsomal enzyme, vitamin K-dependent c-glutamyl

carboxylase (GGCX), a membrane protein of the endoplas-

matic reticulum and the Golgi apparatus (Suttie et al, 1980).

Purification, isolation and molecular cloning of the human

c-carboxylase (Wu et al, 1991a,b) identified a single polypep-

tide chain of 758 amino acids with a molecular mass of about

94 kDa. The human gene for c-carboxylase is localized on the

short arm of chromosome 2 (2p12), spans about 13 kb and

contains 15 exons (Kuo et al, 1994; Wu et al, 1997a).

Carboxylation enables the blood coagulation factors II, VII,

IX and X and the blood coagulation regulatory proteins C, S

and protein Z to bind Ca2+ by their Gla residues. After a

subsequent metal-dependent conformational change, these

proteins can associate with phospholipid membranes (Sperling

et al, 1978; Borowski et al, 1986), which is essential for their

full activation.

Each enzymatic reaction that converts one Glu to a Gla

results in the oxidation of one molecule vitamin K hydroqui-

none (KH2) to vitamin K epoxide (K > O) because of the

additional epoxidase function of the GGCX. For a sufficient

carboxylation of vitamin K-dependent proteins a continuous

recycling of K > O to KH2 is required, and is accomplished by

the warfarin-sensitive vitamin K epoxide reductase (VKOR)

complex (Cain et al, 1997).

Combined deficiency of vitamin K-dependent coagulation

factors (VKCFD) is a rare bleeding disorder that can be caused

either by a mutation in the c-carboxylase gene (VKCFD1) or

by a defect in the VKOR complex (VKCFD2) (Pauli et al,

1987; Oldenburg et al, 2000). Only three cases of VKCFD1

caused by defects in the c-carboxylase have been described to

date (Brenner et al, 1998; Spronk et al, 2000; Mousallem et al,

2001). Brenner et al (1998) detected a missense mutation in

exon 9 of the GGCX gene resulting in the substitution of

arginine 394 by leucine. The patients reported by Spronk et al

(2000) and Mousallem et al (2001) originated from the same

region of Lebanon and carried a point mutation in exon 11
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Krankenhaus Merheim, Institute of Transfusion
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Summary

Hereditary combined deficiency of the vitamin K-dependent coagulation

factors II, VII, IX, X, protein C, S and protein Z (VKCFD) is a very rare

autosomal recessive inherited bleeding disorder. The phenotype may result

from functional deficiency of either the c-glutamyl carboxylase (GGCX) or

the vitamin K epoxide reductase (VKOR) complex. We report on the third

case of VKCFD1 with mutations in the c-glutamyl carboxylase gene, which is

remarkable because of compound heterozygosity. Two mutations were

identified: a splice site mutation of exon 3 and a point mutation in exon 11,

resulting in the replacement of arginine 485 by proline. Screening of 100

unrelated normal chromosomes by restriction fragment length

polymorphism and denaturing high-performance liquid chromatography

analysis excluded either mutation as a frequent polymorphism. Substitution

of vitamin K could only partially normalize the levels of coagulation factors.

It is suggested that the missense mutation affects either the propeptide

binding site or the vitamin K binding site of GGCX.

Keywords: VKCFD, c-glutamyl carboxylase gene, mutation analysis,

vitamin K.
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leading to the conversion of a tryptophan codon to a serine

codon at position 501. In all three cases, homozygous base

exchanges inherited from consanguineous asymptomatic par-

ents were responsible for the bleeding symptoms, demonstra-

ting the autosomal recessive inheritance of this disease.

Here, we report on the first case of compound heterozyg-

osity in the c-carboxylase gene leading to VKCFD1. We

detected a heterozygous splice site mutation in exon 3 and an

additional point mutation in exon 11 resulting in the

replacement of an arginine by a proline.

Patients and methods

Case report

A one-year-old boy from Germany underwent a surgical

intervention because of persistent Ductus Arteriosus Botalli.

Preoperative coagulation testing revealed a prolonged pro-

thrombin time with a corresponding decrease of the activities of

all vitamin K-dependent coagulation factors to 21–42% of

normal: e.g. factor (F) II, 21%; FVII, 42%; and FX, 36%. Liver

dysfunction was excluded by normal values for FV, cholinest-

erase and total protein. Sonography of the liver showed no

abnormalities. After birth the boy presented with a slightly

dysmorphic face, resembling Williams–Beuren syndrome.

However, genetic testing did not confirm the diagnosis and

later physical and mental development of the boy was normal.

Retrospectively, the dysmorphic face might be explained as very

mild symptoms of a warfarin embryopathy due to the deficiency

of vitaminK-dependent proteins. There was no bleeding history,

although the patient underwent diagnostic heart catheteriza-

tion. Oral substitution of 2 mg vitamin K/d led to partial

restoration of coagulation factor activities to about 60% (FII

40%, FVII 62% and FX 65%), but factor levels did not normalize

during a 6-week period of vitamin K substitution. The non-

consanguineous parents exhibited normal coagulation param-

eters and the family history was negative for bleeding episodes.

Molecular analysis of the c-carboxylase gene

Polymerase chain reaction (PCR) amplification of all 15 exons,

including intron–exon borders, of the c-carboxylase gene was

performed using primers and conditions according to Olden-

burg et al (2000) and both strands of the PCR templates were

screened for mutations by direct sequencing (Beckman Coulter

CEQ2000). Informed consent was given according to the

Declarations of Helsinki.

The presence of mutations in the normal population was

tested by either restriction fragment length polymorphism

(RFLP) analysis or denaturing high-performance liquid chro-

matography (DHPLC). RFLP analysis was carried out for the

splice site mutation in exon 3 by digestion of the PCR

templates with DdeI (New England BioLabs, Beverly, MA,

USA). Subsequently, the fragments were separated on an

ethidium bromide-stained 2% agarose gel.

The point mutation in exon 11 was analysed after PCR

amplification by DHPLC using a denaturing temperature of

60�C and an acetonitrile gradient of 52–61%.

Results

Two novel mutations were identified in the c-carboxylase gene
of the VKCFD patient. The first one is a splice site mutation of

exon 3, a G to T transversion of the last nucleotide of intron 2

(Fig 1A). As this mutation is associated with the loss of a

cleavage site of the restriction enzyme DdeI, we were able to

test the patient’s parents by RFLP analysis, which showed that

this mutation was transmitted by the father (Fig 1B). Further

sequence analysis revealed a point mutation in exon 11,

resulting in the conversion of an arginine codon (CGT) to a

proline codon (CCT) at residue 485 (Fig 2A–C). DHPLC

analysis was used for mutation screening. As expected, the

R485P mutation was inherited from the mother (data not

shown). Neither mutation was found in 100 control chromo-

somes of unrelated healthy Europeans.

Discussion

This is the latest of now four reported cases with a defect in the

c-carboxylase gene leading to VKCFD1, in which compound

heterozygosity occurred. The heterozygous splice site mutation

concerning exon 3 may lead to a truncated protein with

reduced or lost function. The second point mutation in exon

11, resulting in a substitution of an arginine by a proline at

residue 485 is interesting because of several features. First, it is

Fig 1. Identification of the splice site mutation. (A) Schematic gene

structure of the c-glutamyl carboxylase and the splice-acceptor site of

intron 2 in detail. The electropherogram shows a G–T transversion of

the 3¢-splice site in intron 2, which causes a loss of exon 3 in the

protein. (B) Restriction fragment length polymorphism (RFLP) ana-

lysis of the splice site mutation using the restriction enzyme DdeI. This

digestion either leads to 79 bp and 153 bp fragments in case of

mutation (lane 1, patient; lane 3, father) or to 36, 43 and 153 bp

fragments in the wildtype (lane 2, mother; lane 4, negative control).
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located in a conserved motif of the c-carboxylase between

residues 365 and 496 (Begley et al, 2000). In particular, the

arginine at residue 485 is conserved in human, bovine, rat,

mouse and whale, suggesting that this amino acid is important

for enzyme activity. Second, the positively charged arginine is

altered to the ‘imino’ acid proline, which is known to break

a-helices and thus has a distinct influence on protein

architecture. Third, the R485P mutation may affect either

the propeptide binding site or the vitamin K binding site. The

propeptide binding site has been mapped to amino acids

50–225 of the c-carboxylase (Yamada et al, 1995), to amino

acids 349–500 (Wu et al, 1997b) and to amino acids 495–513

(Lin et al, 2002). Site-directed mutagenesis demonstrated that

regions around residues 234, 406 and 503 partly define the

propeptide binding site (Sugiura et al, 1996). According to

Wu et al (1997b) and Lin et al (2002), the R485P mutation

would be located close to or directly in the propeptide binding

site of the c-carboxylase. Most recently, Soute et al (2004)

demonstrated, by expression studies in two patients with a

W501S mutation, that this mutation decreased the affinity of

the c-carboxylase for the propeptide of its substrates. The

clinical description of the R485P patient with respect to only

partial normalization of coagulation factor activities after

substitution of vitamin K is similar to the W501S patient. Thus

the R485 phenotype might be caused by the same mechanism

of a reduced propeptide binding. This should result in a

shorter residence time of the substrate on the c-carboxylase,
leading to poorly carboxylated, partially inactive products

(Mutucumarana et al, 2000).

Vitamin K administration only partially normalized the

levels of coagulation factors in the examined patient,

suggesting the R485P mutation may also affect vitamin K

binding. The affinity of vitamin K binding depends on the

covalent attachment of the propeptide to the propeptide

binding site and the subsequent binding of the Gla domain

(Knobloch & Suttie, 1987; Soute et al, 1992). Therefore, the

mutation need not be located within the vitamin K binding site

in order to have an effect on vitamin K binding. Under

physiological conditions the concentration of vitamin K is near

or even below its Km. Vitamin K administration may increase

the carboxylation rate, leading to a partial correction of the

combined deficiency of vitamin K-dependent proteins (Spronk

et al, 2000).

Recombinant expression studies will further help to relate

these mutations to the functional properties of the enzyme.
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