
Aus dem Institut für Klinische Biochemie und Pathobiochemie 

der Universität Würzburg 

Direktor: Professor Dr. med. Ulrich Walter 

 

 

 

Molekulargenetische Diagnostik des 

Von-Willebrand-Syndroms basierend auf der Analyse der 

genomischen DNA und der vWF-cDNA 

 

 

Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung der Doktorwürde der 

Medizinischen Fakultät der 

Julius-Maximilians-Universität Würzburg 

 

 

vorgelegt von 

Armin Plaß 

aus Würzburg 

 

 

 

Würzburg, Juli 2011 

 



 II 

Referent: Prof. Dr. med. Ulrich Walter 

 

Koreferent: Prof. Dr. D. Schindler 

 

Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch 

 

 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 03.07.2012 

 

 

 

Der Promovend ist Arzt 

 



 III 

Ehrenwörtliche Erklärung:  

 

Hiermit erkläre ich, die vorliegende Dissertation selbstständig und ohne unerlaubte, fremde 

Hilfe angefertigt zu haben. Ich habe keine anderen, als die im Literaturverzeichnis 

angeführten Quellen benutzt und sämtliche Textstellen, die wörtlich oder sinngemäß aus 

veröffentlichten oder unveröffentlichten Schriften entnommen wurden, als solche kenntlich 

gemacht. Ebenfalls sind alle, von anderen Personen bereitgestellten Materialien oder 

erbrachten Leistungen als solche gekennzeichnet. 

Die Regeln der Universität Würzburg über gute wissenschaftliche Praxis wurden von mir 

eingehalten. 

Desweiteren habe ich die Gelegenheit zum Promotionsvorhaben nicht kommerziell 

vermittelt bekommen und insbesondere nicht eine Person oder Organisation eingeschaltet 

hat, die gegen Entgelt Betreuer bzw. Betreuerinnen für die Anfertigung von Dissertationen 

sucht. 

Die Dissertation wurde weder vollständig noch teilweise einer anderen Fakultät vorgelegt, 

mit dem Ziel einen akademischen Grad zu erwerben. Ich habe noch nie versucht, einen 

akademischen Grad zu erwerben, es wurde mir auch kein solcher entzogen. 

Gegen mich ist kein strafrechtliches Ermittlungsverfahren oder Disziplinarverfahren 

eingeleitet. 

 

 

 

 

Armin Plaß                                                                                  Würzburg, den 28.06.2011 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 IV 

 

Inhaltsverzeichnis 

 

Abkürzungsverzeichnis ............................................................. VII 

Abbildungsverzeichnis ................................................................. IX 

Tabellenverzeichnis ...................................................................... IX 

 

1. Einleitung .................................................................................... 1 

1.1 Die Blutgerinnung ................................................................................ 1 

1.2 Das von-Willebrand-Syndrom (vWS) ................................................ 1 

1.2.1 Klinisches Erscheinungsbild ............................................................................ 1 

1.2.2 Klassifikation .................................................................................................... 2 

1.2.3 Behandlung des vWS ........................................................................................ 4 

1.3 Der von-Willebrand-Faktor ................................................................ 5 

1.3.1 Das Protein ........................................................................................................ 5 

1.3.1.1 Struktur ...................................................................................................... 5 

1.3.1.2 Das vWS und zugehörige Proteinabschnitte ........................................... 6 

1.3.1.3 Synthese und Spaltung .............................................................................. 6 

1.3.1.4 Funktion ..................................................................................................... 8 

1.3.1.5 Schwankungen des vWF-Plasmaspiegels ................................................ 9 

1.4 Das vWF-Gen ..................................................................................... 10 

1.5 Nardilysin............................................................................................ 10 



 V 

2. Material und Methoden ........................................................... 12 

2.1 Material ............................................................................................... 12 

2.1.1 Fertigreagenzien und Verbrauchsmaterial .................................................. 12 

2.1.2 Zellen ............................................................................................................... 13 

2.1.3 Geräte .............................................................................................................. 14 

2.2 Methoden ............................................................................................ 14 

2.2.1 Herstellung von washed platelets .................................................................. 14 

2.2.2 RNA-Isolation ................................................................................................. 14 

2.2.3 cDNA-Herstellung .......................................................................................... 15 

2.2.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ............................................................. 16 

2.2.5 Klonierung von PCR-Produkten ................................................................... 16 

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese ........................................................................... 17 

2.2.7 DNA-Sequenzierung ....................................................................................... 18 

2.2.8 SDS-Agarose-Gelektrophorese und Western Blot ...................................... 19 

2.2.9 Funktionelle Tests ........................................................................................... 22 

2.2.9.1 vWF-Antigen (vWF:Ag) ......................................................................... 22 

2.2.9.2 Faktor VIII-Bindungskapazität ............................................................. 23 

2.2.9.3 Aktivierbarkeit durch ADP, Kollagen, Epinephrin und Ristocetin ... 23 

2.2.9.4 Ristocetin-induzierte Plättchenagglutination (RIPA) .......................... 24 

    

3. Ergebnisse ................................................................................. 25 

3.1 Patient 1 .............................................................................................. 25 

3.1.1 Klinische Diagnostik von Patient 1 ............................................................... 25 

3.1.2. Multimerenanalyse mittels SDS-Agarose-Elektrophorese ........................ 26 



 VI 

3.1.3 Effekt von DDAVP ......................................................................................... 27 

3.1.4 Genetische Analyse ......................................................................................... 28 

3.1.4.1 RT-PCR des mutationstragenden Bereichs des vWF .......................... 28 

3.1.4.2 Klonierung der cDNA ............................................................................. 29 

3.1.4.3 Sequenzierung der Kolonie-PCR ........................................................... 30 

3.2 Patientin 2 ........................................................................................... 31 

3.2.1 Klinische Diagnostik von Patient 2 ............................................................... 31 

3.2.2 Multimerenanalyse mittels SDS-Agarose-Elektrophorese ......................... 32 

3.2.3 Effekt von DDAVP ......................................................................................... 33 

3.2.4 Genetische Analyse ......................................................................................... 33 

3.3 Amplifizierung und Sequenzierung von Nardilysin ....................... 35 

 

4. Diskussion ................................................................................. 41 

4.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese aus Thrombozyten................ 41 

4.2 Patient 1 .............................................................................................. 41 

4.3 Patientin 2 ........................................................................................... 45 

4.4 Nardilysin............................................................................................ 46 

 

5. Zusammenfassung / Summary ............................................... 49 

6. Literaturverzeichnis ................................................................. 51 

7. Danksagung 

8. Curriculum vitae 



 VII 

 

Abkürzungsverzeichnis: 

 
Abb. Abbildung 

ADAMTS13 A Disintegrin And Metalloproteinase with a ThromboSpondin 

type 1 motif, member 13 

ADP Adenosindiphosphat 

AGE Agarose Gelelektrophorese 

AK Antikörper 

Amp Ampicillin 

APC Adenomatöse Polyposis Coli 

APP Amyloid Precursor Protein 

aPTT Aktivierte Partielle Thromboplastin Zeit 

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat 

cDNA komplementäre DANN 

C (p) Cystein 

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat 

cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat 

CRP C-reaktives Protein 

DDAVP Desmopressin (1-desamino-8-D-arginine vasopressin) 

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat 

DEPC Diethyldicarbonat 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DANN Desoxyribonukleinsäure 

dNDP Desoxynucleosiddiphosphat 

dNTP Desoxynucleosidtriphosphat 

dT Desoxythymidine 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EGTA Ethylenglycoltetraacetat 

EGF Epidermal Growth Factor 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

Epi Epinephrin 

FAP Familiäre Adenomatöse Polyposis 

FVIIIB Faktor VIII Bindung 

Fw Forward (vorwärts) 

GPIb Glycoprotein Ib 

GPIIb/IIIa Glycoprotein IIb/IIIa 

GSP Genspezifischer Primer 

Hepes 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

Hb-EGF Heparin-binding Epidermal Growth Factor 

HNPCC Hereditäres non-polypöses Kolonkarzinom 

IE Internationales Einheiten  

IEF-Agarose Agarose für isoelektrische Fokussierung 



 VIII 

LB Lysogeny Broth 

M. Morbus 

Met Methionin 

MW Molecular weight (Molekulargewicht) 

NRD Nardilysin 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PCR Polymerase Chain Reaktion (Polymerasekettenreaktion) 

PFA-100 Platelet Function Analyser 

PMP Platelet Micro Parcicles 

PPP Platelet poor Plasma (plättchenarmes Plasma) 

PRP Platelet rich Plasma (plättchenreiches Plasma) 

Q  Glutamin 

R Arginin 

RAC1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

RAP2b Ras-related protein Rap-2b 

Rev Reverse (rückwärts) 

RIPA Ristocetin induzierte Plättchenaggregation 

RNA Ribonukleinsäure 

RNase Ribonuklease 

RT Raumtemperatur 

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion 

rvWF rekombinanter von-Willebrand-Faktor 

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat)  

St Standard 

Taq-polymerase DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus Aquaticus  

TBE Tris Borat EDTA 

Tyr Tyrosin 

UV Ultraviolett 

VE Vollentsalzt 

vWD von-Willebrand-Disease (von-Willebrand-Krankheit) 

vWF von-Willebrand-Faktor 

vWS von-Willebrand-Syndrom 

vWF:Ag von-Willebrand-Faktor-Antigen 

vWF:CB von-Willebrand-Faktor-Kollagenbindung 

vWF:RCo von-Willebrand-Faktor-Ristocetin-Cofaktor-Aktivität  

 



 IX 

Abbildungsverzeichnis 

Abb. 1: Schema des vWF-Proteins ................................................................................... 5 

Abb. 2: Die unterschiedliche Größe der vWF-Fragmente ............................................. 8 

Abb. 3: Plasma-vWF-Analyse in Agarosegelen, Patient 1 ........................................... 27 

Abb. 4: Agarosegel der RT-PCR-Produkte nach cDNA-Amplifikation, Patient 1 ... 29 

Abb. 5: Agarosegel der Kolonie-PCR ............................................................................ 30 

Abb. 6: Sequenzausschnitte des vWF Gens, Patient 1 ................................................. 30 

Abb. 7: Plasma-vWF-Analyse im Agarosegel von Patientin 2 .................................... 33 

Abb. 8: Alignment von vWF-Gen und Pseudogen ....................................................... 34 

Abb. 9: cDNA-Sequenzanalyse des Exon 25 der Patientin 2 ....................................... 34 

Abb. 10: cDNA-Sequenzanalyse der Patientin 2........................................................... 35 

Abb. 11: Agarosegel zum Nachweis von Nardilysin in Plättchen ............................... 36 

Abb. 12: cDNA-Sequenzanalyse der Nardilysin-PCR-Produkte ................................ 36 

Abb. 13: Alignment der Nardilysin-Splicevarianten .................................................... 38 

Abb. 14: Agarosegelelektrophorese der Nardilysin-Splicevarianten in Plättchen .... 40 

 

Tabellenverzeichnis 

Tab. 1: Überblick über die Charakteristika der vWS-Subtypen .................................. 3 

Tab. 2: Verwendete Primer ............................................................................................ 13 

Tab. 3: Agonisten für die Untersuchung der Plättchenaggregation ........................... 24 

Tab. 4: Wichtige hämostatische Parameter des Patienten 1 ....................................... 26 

Tab. 5: Relativwerte der hämostatischen Parameter des Patienten 1 ........................ 26 

Tab. 6: Wichtige hämostatische Parameter der Patientin 2 ........................................ 32 

Tab. 7: Relativwerte der hämostatischen Parameter der Patientin 2 ........................ 32 

Tab. 8:  Splicevarianten von Nardilysin nach Ensembl ............................................. 37 



 1 

1. Einleitung 

1.1 Die Blutgerinnung 

Die Blutgerinnung ist von grundlegender Bedeutung für den menschlichen 

Organismus. Dabei ist ein genau abgestimmtes Gleichgewicht zwischen Blutgerinnung 

und Thrombolyse notwendig, um einerseits einen suffizienten Verschluss bei Traumata 

sicherzustellen, andererseits die lebensnotwendige Blutzirkulation nicht zu behindern.  

Bereits anhand des Beispiels der Hämophilie A kann man nachvollziehen, was 

geschieht, wenn Teile dieses Systems vakant oder vermindert sind. Die 

Funktionseinschränkung des Faktors VIII kann zu lebensbedrohlichen Symptomen 

führen: Bereits kleine Wunden nach Bagatelltraumen führen zu erheblichen 

Blutverlusten durch wiederholtes Aufbrechen des Thrombozytenteppichs. Allerdings 

können lebensbedrohliche Situationen auch ohne Traumata entstehen. Spontan treten 

Gelenk- und Muskelblutungen auf. Zudem kann es unter physiologischen Bedingungen 

wie der Menstruation oder der Geburt zu massiven Blutverlusten bis hin zum Tod 

kommen.  

Umgekehrt führt ein Überschuss der Blutgerinnung zu Thrombosen und Embolien, eine 

gefürchtete postoperative Komplikation die durch Immobilisierung des Patienten 

verursacht werden kann. Aber auch hier ist die erbliche Disposition bei der 

Krankheitsentstehung beteiligt.  

Anhand dieser Beispiele kann man die Komplexität des Blutgerinnungssystems 

erahnen und ermessen, welche schwerwiegenden Konsequenzen bei einem 

Ungleichgewicht drohen. Schon durch die qualitative oder quantitative Aberration nur 

einer Komponente, wie beispielsweise des von-Willebrand-Faktors, kann es zu 

Krankheiten und mitunter auch zu lebensbedrohlichen Situationen kommen.  

 

1.2 Das von-Willebrand-Syndrom (vWS) 

1.2.1 Klinisches Erscheinungsbild 

Das von-Willebrand-Syndrom ist mit einer Prävalenz von ca. 1% die häufigste erbliche 

Bluterkrankheit überhaupt. Quantitative oder qualitative Veränderungen des vWF 

führen zu unterschiedlichen Symptomen: Charakteristisch sind Schleimhautblutungen, 

die Neigung zu Hämatomen, Gelenk- und Muskelblutungen, sowie eine verlängerte 

Blutungszeit nach zahnärztlichen und oralchirurgische Eingriffen. Dabei korrelieren die 

Art und Stärke der Symptome mit den unterschiedlichen Defekten des vWF. Da die 

Symptome bei einem Großteil der Patienten nur in Sondersituationen bzw. selten 
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auftreten, wird bei der Mehrheit der Patienten das vWS erst spät oder infolge 

erheblicher Komplikationen bei operativen Eingriffen diagnostiziert. Deshalb ist eine 

genetische Analyse beispielsweise der Kinder von Patienten äußerst sinnvoll, um die 

Krankheit bereits frühzeitig zu erkennen und Komplikationen zu vermeiden. 

 

1.2.2 Klassifikation 

Das vWS wird zunächst in drei Subtypen unterteilt. Bei Typ 1 und 3 handelt es sich um 

quantitative Veränderungen, beim Subtyp 2 ist hingegen die Funktion des 

Glykoproteins beeinträchtigt. Somit gibt die Klinik bereits einen Aufschluss über die 

Art des vWS. Aufgrund der noch nicht letztendlich abgeschlossenen Klassifikation der 

einzelnen Defekte des vWS und überschneidender Bereiche, variiert die Angabe zu den 

Häufigkeiten der Typen z.T. erheblich. Schneppenheim und Mitarbeiter weisen dem 

Typ 1 vWS eine Häufigkeit von ca. 70-80% zu, der Anteil des Typ 2 vWS wird mit 20-

30% angegeben, wohingegen Typ 3 als sehr selten eingestuft wird 
1
. 

Beim Typ 3 vWS fehlt der vWF völlig bzw. ist auf weniger als 5 U/dl reduziert. 

Entsprechend findet sich bei Patienten mit diesem Defekt meist die stärkste 

Symptomatik mit spontanen Schleimhaut-, Gelenk- und Muskelblutungen. Der Defekt 

wird autosomal rezessiv vererbt und ist mit weniger als 1% aller vWS-Fälle selten. 

Beim Typ 1 vWS ist die vWF-Konzentration vermindert, die Funktionalität des 

Proteins ist nicht beeinträchtigt. Die geringere Menge an vWF führt jedoch dazu, dass 

die Funktionen nicht mehr vollständig erfüllt werden. Eine Funktion des vWF ist die 

FVIII-Stabilisierung, niedrigere Spiegel an vWF führen somit zu verringerten FVIII-

Spiegeln, und zwar in einem Ausmaß, das der Verminderung des vWF entspricht. 

Meist kommt es bei diesem Typ des vWS nur zu milden Blutungssymptomen. Typisch 

ist hier eine autosomal dominante Vererbung.  

Das Typ 2 vWS ist definiert als eine qualitative Veränderung und somit eine 

Einschränkung der funktionellen Aktivität des Proteins. Aufgrund der Komplexität 

dieser Gruppe - unterschiedliche Funktionen des vWF können in unterschiedlichem 

Ausmaß von der Funktionseinschränkung betroffen sein - ist eine weitere Unterteilung 

in die Subtypen Typ 2A, Typ 2B, Typ 2M und Typ 2N notwendig. Bereits 2001 wurde 

eine Klassifizierung vorgeschlagen 
2
 und im folgenden weiterentwickelt 

3, 4
. 

Die Gemeinsamkeit der unter dem Subtyp vWS Typ 2A zusammengefassten von-

Willebrand-Syndromen ist das Fehlen oder die Verminderung der hochmolekularen 

vWF-Multimere. Die Bindung des vWF an die Blutplättchen ist dadurch beeinträchtigt, 
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da die Affinität des vWF für die Thrombozyten-Bindung von der Multimerisierung 

abhängig ist: Je höher das Molekulargewicht desto affiner wird diese Bindung; aber 

auch die Bindung an Kollagen ist abhängig vom Grad der Multimerisierung. Als 

klinische Parameter können verminderte Ristocetin-Cofaktor-Aktivität und verringerte 

Kollagenbindungsaktivität gemessen werden. Dieser Typ des vWS wird meist 

autosomal dominant vererbt.  

Die klinische Manifestation des vWS Typ 2B ist vergleichbar mit dem des vWS Typ 

2A 
5
: Das Fehlen oder die Verminderung der hochmolekularen Multimere des vWF im 

Plasma, die verringerte Ristocetin-Cofaktor-Aktivität und vWF Kollagen-

Bindeaktivität. Die Multimerenstruktur des vWF, der nicht von Endothelzellen sondern 

in den Thrombozyten gebildet wird, ist jedoch nicht beeinflusst; hochmolekulare 

Multimere sind hier vorhanden. Die Ristocetin-induzierte-Plättchenaggregation ist bei 

diesem Subtyp erhöht, was einen Einfluss auf die Behandlung dieses Subtyps hat: Eine 

DDAVP-Behandlung ist kontraindiziert. Auch dieser Subtyp wird meist autosomal 

dominant vererbt. 

Eine verminderte Ristocetin-induzierte-Plättchenaggregation bei Vorhandensein der 

hochmolekularen Multimere definiert das vWS Typ 2M 
6
. Die Vererbung ist ebenfalls 

in vielen Fällen dominant. 

Die bei vWS Typ 2N eingeschränkte Funktion des vWF sind die Faktor VIII-Bindung 

und -Stabilisierung. Die Faktor VIII-Menge ist daher vermindert, der klinische 

Phänotyp kann mit Hämophilie A verwechselt werden 
7
. Der Erbgang ist autosomal 

rezessiv: Ein vWF-Multimer, das sich alternierend aus mutierten und korrekten vWF-

Monomeren zusammensetzt, wie das bei einer heterozygot vorliegenden Typ 2N-

Mutation der Fall wäre, kann Faktor VIII in ausreichenden Mengen binden und damit 

stabilisieren. 

 

N = normal, nn = nicht nachweisbar 

 

Tab. 1: Überblick über die Charakteristika der vWS-Subtypen. Die für die 

jeweiligen Subtypen charakteristischen Werte sind rot markiert (nach 
2
) 

Typ Blutungs-zeit VIII:C vWF:Ag vWF:RCo vWF:CB RIPA Multimere 

1 ↑/N N/↓ ↓ ↓ ↓ N N 

2A ↑ N/↓ ↓/N ↓↓ ↓↓ ↓/N Abnormal 

2B ↑ N/↓ ↓/N ↓↓/↓ ↓↓ ↑↑ Abnormal 

2M ↑/N N/↓ ↓/N ↓/N N ↓ N 

2N N ↓↓ N/↓ N/↓ N/↓ N N 

3 ↑↑ ↓↓ Nn Nn nn nn Nn 
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Neben dem vererbten vWS gibt es auch eine kleine Gruppe von vWS-Patienten, bei 

denen es spät, jedoch schlagartig zum Auftreten von Syndromen kommt. In diesen 

Fällen handelt es sich um ein erworbenes vWS. Dieses ist meist mit weiteren 

Grunderkrankungen wie insbesondere dem lymphoproliferativen Syndrom (48%), 

kardiovaskulären Erkrankungen (21%) und dem myeloproliferativen Syndrom (15%) 

vergesellschaftet 
8
. 

 

1.2.3 Behandlung des vWS 

Bei der Behandlung des vWS stehen grundsätzlich zwei Therapieoptionen zur 

Verfügung. Einerseits kann eine Sekretion des eigenen, gespeicherten vWF provoziert 

werden, andererseits kann der Mangel durch vWF-Präparate ausgeglichen werden.  

Die erste Therapiemöglichkeit, DDAVP (Desmopressin), nutzt den physiologisch in 

den Weibel-Palade-Körperchen der Endothelzellen auf Vorrat gespeicherten vWF, 

indem es über den V2-Rezeptor eine Ausschüttung evoziert 
9
. Infolgedessen kommt es 

zu einem kurzfristigen Anstieg sowohl des vWF und damit auch des Faktors VIII im 

Plasma. Das Maximum, das eine Steigerung des Ausgangswertes auf das Drei- bis 

Vierfache bedeutet, wird innerhalb der ersten Stunde erreicht und lässt anschließend 

kontinuierlich über 4-8 h nach 
10

. 

DDAVP ist v.a. bei Patienten mit vWS Typ 1, 2M, 2N und Hämophilie A indiziert. 

Jedoch werden vereinzelt auch vWS Typ 2A-Patienten auf diese Art behandelt. Da die 

Wirkung von DDAVP auch innerhalb der vWF-Subtypen unterschiedlich ausfällt, 

sollte dem klinischen Einsatz beim vWS ein Test vorausgehen. 

Bei hinreichendem Erfolg findet DDAVP v.a. Anwendung bei kleineren operativen, oft 

zahnärztlichen Eingriffen. Hingegen wird DDAVP bei Patienten mit vWS Typ 2B 

aufgrund der Gefahr einer konsekutiven Thrombozytopenie als kontraindiziert 

angesehen. Bei Menschen, die am vWS Typ 3 leiden, ist DDAVP ohne therapeutischen 

Wert, da sie weder zirkulierenden, noch in Weibel-Palade-Körperchen gespeicherten 

vWF besitzen.  

Es können Nebenwirkungen wie plötzliche Gesichtsrötung, Kopfschmerzen und v.a. 

bei Kindern eine Wasserretention auftreten. Bei häufigerer Anwendung droht eine 

Tachyphylaxie. Die Verminderung des Effektes von DDAVP ist auf eine zeitweilige 

Entleerung der Speicher zurückzuführen, so dass eine erneute DDAVP-Gabe erst nach 

frühestens 12 h sinnvoll ist 
11

. 
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Die andere Behandlungsmöglichkeit besteht in der Gabe von vWF-haltigen 

Plamakonzentraten, die ursprünglich der Hämophilie A-Behandlung dienten. Sie 

werden aus gepooltem menschlichem Plasma hergestellt. Zwar fehlen mitunter die 

hochmolekularen Multimere und in funktionellen Tests treten einige Abweichungen 

auf, jedoch sind sie die wichtigste Therapiemethode bei schwerem vWS. Somit finden 

die Plasmakonzentrate v.a. bei der Behandlung des vWS Typ 3, bei den nicht auf 

Desmopressin ansprechenden vWS Typ 2M Patienten sowie generell bei schweren 

Blutungen und großen chirurgischen Eingriffen ihre Anwendung.  

 

1.3 Der von-Willebrand-Faktor 

1.3.1 Das Protein 

1.3.1.1 Struktur 

Das vWF-Protein wird zunächst als pre-pro-vWF gebildet, ein 2813 Aminosäuren 

großes Glykoprotein. Dieses beinhaltet ein 22 Aminosäuren umfassendes Signalpeptid 

(1 bis 22, siehe Abb. 1), ein 741 Aminosäuren großes Propeptid (23-763, siehe Abb. 1) 

das die Domänen D1 und D2 beinhaltet, und den reifen vWF mit 2050 Aminosäuren 

(ab Aminosäure 764, siehe Abb. 1) 
12

. 

 

 

Abb. 1: Schema des vWF-Proteins. Die Aminosäuren sind nummeriert. Aminosäure 1 ist 

das Methionin des Signalpeptids. Die Domänen des Proteins sind genannt (unterhalb des 

schematisch dargestellten vWF), die Funktionen sind oberhalb angegeben. Intermolekulare 

Disulfid-Brücken sind eingezeichnet. Als Kreise gekennzeichnet sind die Lokalisierungen 

der Mutationen der angegebenen Subtypen 2A, 2B, 2N und 2M (nach 
13

). 
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Das 741 Aminosäuren lange Propeptid, das die Domänen D1 und D2 einschließt, ist 

wesentlich an der Dimerisierung beteiligt. Der reife vWF setzt sich aus 2050 

Aminosäuren zusammen, die in vier Domänen eingeteilt werden. Jede dieser Domänen 

trägt funktionelle Regionen, die im Rahmen der Blutgerinnung sowie beim Schutz des 

Faktor VIII eine Rolle spielen. Die A1-Domäne enthält die GP1b-Bindungsregion. Für 

die Faktor VIII-Bindung sind die Domänen D` und D3 verantwortlich. Durch die 

FVIII-Bindung wird ein rascher Abbau des Faktors durch das Protein-C-System 

verhindert. In der C-Domäne findet sich die Bindungsstelle für den GPIIb/IIIa-

Komplex, eines Rezeptors, der der Aggregation der Plättchen unter hohen Scherkräften 

dient 
10

. 

 

1.3.1.2 Das vWS und zugehörige Proteinabschnitte 

Wie aus Abb.1 ersichtlich wird, sind die Defekte der verschiedenen Subtypen des von-

Willebrand-Syndroms in spezifischen Regionen des Gens lokalisiert. Deutlich ist dies 

insbesondere beim vWS Typ 2B, bei dem eine erhöhte GP1b-Affinität vorhanden ist. 

Beinahe alle Mutationen dieses Subtyps betreffen die A1-Region des vWF. Eine 

ähnlich starke Korrelation findet sich beim vWS 2N, wo die große Mehrheit der 

Defekte dem D`-Abschnitt zugeordnet werden kann, der für die Faktor VIII-Bindung 

verantwortlich ist. Allerdings kann nicht immer direkt von der Klassifikation auf nur 

einen betroffenen Proteinabschnitt geschlossen werden, wie der Subtyp 2A belegt: Für 

die Abwesenheit der großen Multimere bei gleichzeitiger Beeinträchtigung der vWF-

Funktion lassen sich Defekte in den Proteinregionen D2, D3, A1, A2 und CK finden. 

Eine sorgfältige klinische Charakterisierung eines vWS-Patienten ist daher die 

Voraussetzung für eine sinnvolle weiterführende genetische Analyse, denn sie gibt 

deutliche Hinweise auf die wahrscheinlichste Lokalisierung des Defekts. Die 

genetische Analyse des gesamten vWF wäre sehr aufwändig (siehe 1.4, das vWF-Gen). 

 

1.3.1.3 Synthese und Spaltung 

Der vWF wird von Endothelzellen und Megakaryozyten synthetisiert und unterliegt 

einer komplexen posttranskriptionellen Modifikation. Nach der Synthese wird im 

Endoplasmatischen Retikulum zunächst das Signalpeptid abgespalten und der pro-vWF 

über C-terminale Disulfidbrücken dimerisiert. Diese pro-vWF-Dimere sind die kleinste 

physiologisch im Plasma vorkommende vWF-Einheit mit einer Masse von 540 kDa. 

Anschließend werden die gebildeten Dimere im Golgi-Apparat weiter über die D3-
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Domäne multimerisiert, so dass Multimere bis zu einer Größe von 10 000 kDa 

entstehen 
11

. Das Propeptid, das aus den Einheiten D1 und D2 besteht, spielt zunächst 

bei der Multimerisierung eine entscheidende Rolle. Fehlt das Propeptid, kommt es zu 

einer Verminderung bzw. zum vollständigen Verlust der hochmolekularen Multimere. 

Neben der Multimerisierung kommt es im trans-Golgi-Netzwerk auch zu einer 

Abspaltung des Propeptids durch PACE ("paired dibasic amino acid-cleaving enzyme", 

auch Furin gennant). Anschließend bleibt das Propeptid (vWF AgII) allerdings nicht-

kovalent mit dem reifen vWF assoziiert und organisiert die Speicherung der 

hochmolekularen vWF-Multimere in Sekretgranula, den Weibel-Palade-Körperchen 

der Endothelzellen und den α-Granula der Thrombozyten 
14

. Die Speicherung dient 

einer bedarfsorientierten Sekretion, z.B. durch aktivierte Plättchen und Leukozyten 
15

 

oder Agonisten wie Thrombin, Adrenalin, Histamin, β-adrenerge Agonisten und 

Desmopressin. Der Großteil (90% des produzierten vWF) wird allerdings konstitutiv 

ins Blut abgegeben. 

Im Blut hat der vWF eine Halbwertszeit von 12-20 h 
16

. Zudem unterliegen die 

Multimere einer permanenten Spaltung in kleinere Fragmente durch die 

Matrixmetalloproteinase ADAMTS-13. Ausreichende Scherkräfte, die zur Entfaltung 

des vWF führen, begünstigen die Spaltung des Proteins in seiner A2 Domäne zwischen 

Tyr
1605

 und Met
1606

. Das N-terminale Fragment hat eine Größe von 140 kDa, das C-

terminale ist 176 kDa schwer. Die Differenz zwischen der Größe der Fragmente und 

der Größe des reifen vWF wird auf Konformationsänderungen zurückgeführt 
17

. 

Folglich spiegelt das Plasma sowohl Multimere, die ein bloßes Vielfaches der 450 kDa 

vWF-Dimere darstellen, als auch solche mit proteolytischen Fragmenten wider.  

Um die Struktur des im Plasma vorkommenden vWF zu untersuchen, werden 

Plasmaproteine in Agarosegelen getrennt ("Multimerengele"). Sie geben Aufschluss 

darüber, ob die unterschiedlich großen Multimere, die proteolytischen Fragmente der 

ADAMTS-13 oder auch zusätzliche Spaltprodukte vorhanden oder quantitativ 

vermindert sind. Anhand der Abb. 2 lässt sich nachvollziehen, worauf die Banden der 

Multimerengele zurückzuführen sind. Im Normalfall findet sich ein regelmäßiges 

Muster aus je einer breiten mit zwei flankierenden dünnen Banden. Dabei handelt es 

sich bei der breiten Bande um ein bloßes Vielfaches des vollständigen vWF-Dimers 

oder um ein vWF-Dimer, mit gleicher Anzahl an C- und N-terminalen Fragmenten. Bei 

der schnell migrierenden Triplettbande handelt es sich hingegen um das um ein N-

terminales Fragment vermindertes vWF-Dimer. Die langsam wandernde Bande stellt 
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einen um einen N-Terminus bereichertes vWF-Dimer dar. Die sich wiederholenden 

Banden repräsentieren Vielfache dieser Grundstruktur.     

Desweiteren ist bei den Gelen insbesondere auf das Vorhandensein der 

hochmolekularen Multimere zu achten, da sie funktionell eine große Rolle spielen. 

Größere Multimere besitzen eine höhere Affinität zu den Glykoproteinrezeptoren GPIb 

und GPIIa/IIIb 
18

 und werden zudem unter hohen Scherkräften einfacher und weiter 

entfaltet. Infolgedessen können sie besser an Plättchen binden 
19

. 

 

 

Schnell migrierende Triplettbande 

 
 

Mittelschnell migrierende Triplettbanden 

                                  
 

Langsam migrierende Triplettbande 

 

 
 
 

Abb. 2: Die unterschiedliche Größe der vWF-Fragmente. Triplettbanden auf Dimerebene  

in Anlehnung an 
20

. Der dicke Strich symbolisiert je ein vWF-Monomer, der dünne Strich 

verdeutlicht die Disulfidbrücken. C und N stehen für den C- und N-Terminus der 

Polypeptidkette. 

 

1.3.1.4 Funktion 

Der vWF hat zwei wesentliche Funktionen: Er stabilisiert den Faktor VIII und dient der 

Anheftung der Thrombozyten an das Endothel bzw. ihrer Agglutination unter hohen 

Scherkräften. 

Der Faktor VIII wird unter physiologischen Bedingungen im Bereich der D`/D3-

Region gebunden. Infolgedessen wird die Aktivierung durch Faktor Xa, die Bindung 

an Thrombin-aktivierte Plättchen und Phospholipide verhindert. Außerdem schützt der 

vWF den Faktor VIII vor einer Inaktivierung durch aktiviertes Protein C. Die Folge der 

Stabilisierung durch den vWF ist eine Verlängerung der Plasmahalbwertszeit von 2-3 h 

auf 12-14 h. Somit wird deutlich, dass ein erheblicher Mangel bzw. die Abwesenheit 
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des vWF auch zu einer Verminderung des Faktors VIII führt 
9
. Bei Verringerung des 

Faktor VIII durch vWS Typ 2N kommt es zum Auftreten von Hämophilie-Symptomen, 

wie z.B. Muskel- und Gelenkblutungen. Entsprechend wird der Subtyp 2N auch als 

Pseudohämophilie bezeichnet. 

Der vWF spielt insbesondere bei der Plättchenaggregation eine Schlüsselrolle. Er 

bindet nach Endothelverletzungen an verschiedene Strukturen der subendothelialen 

Matrix, wie z.B. Kollagen. Dank einer anschließenden Konformationsänderung kann 

der nun angelagerte vWF über seine A1-Domäne an den GP1b-Rezeptor der 

Thrombozyten binden. Die Notwendigkeit der Konformationsänderung für diese 

Funktion wird durch die Beobachtung gestützt, dass der zirkulierende vWF nicht an 

den GP1b-Rezeptor binden kann. 

Um eine irreversible Bindung des vWF an Thrombozyten zu bewirken, ist zusätzlich 

die Bindung des vWF an den GPIIb/IIIa Rezeptor notwendig. Ein Defekt in der GP1b-

bindenden A1-Region des vWF hat weitreichende funktionelle Konsequenzen: Er kann 

zu einem Funktionsgewinn, wie beim Subtyp 2B, als auch zu einem Funktionsverlust, 

wie bei den Subtypen 2A und 2M, führen 
11

. 

 

1.3.1.5 Schwankungen des vWF-Plasmaspiegels 

Zu Unterschieden im vWF-Plasmaspiegel kann es aber nicht nur infolge von vWF-

Mutationen kommen. So wirkt sich bereits der physiologische Alterungsprozess auf die 

Menge des vWF im Plasma aus: Ab etwa dem 40. Lebensjahr kommt es in einem 

Zeitraum von etwa zehn Jahren zu einem Anstieg um ca. 6 U/dl. Desweiteren stellt der 

vWF ein Akute-Phase-Protein dar, so dass Stresssituationen, Schwangerschaft oder 

maligne Erkrankungen mit einer Zunahme des vWF-Plasmaspiegels verbunden sind.  

In Studien konnte gezeigt werden, dass der Großteil der Abweichungen (66%) des 

vWF-Plasmalevels genetisch, jedoch ein Anteil von ca. 30% durch die 

unterschiedlichen Blutgruppen bedingt ist. Dies trifft jedoch nur auf den Plasma-vWF 

zu, da der in Thrombozyten gespeicherte vWF keine ABH-Antigene trägt und auch 

keinen blutgruppenabhängigen Schwankungen unterliegt 
21

.  

Hingegen konnte für den Plasma-vWF nachgewiesen werden, dass Menschen mit der 

Blutgruppe 0 signifikant niedrigere vWF-Plasmaspiegel haben.  

Es konnte gezeigt werden, dass selbst Träger nur eines 0-Allels (Genotyp A/0 oder 

B/0) weniger vWF im Plasma aufweisen. Die höchsten Spiegel finden sich bei A
1
/A

1
-
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Individuen 
22

. Der vWF weist bei Blutgruppe 0-Trägern wesentlich kürzere 

Plasmahalbwertszeiten auf. Für diesen Sachverhalt gibt es zwei Erklärungsansätze:  

Der erste geht davon aus, dass die unterschiedliche ADAMTS-13-Aktivität gegenüber 

dem vWF der einzelnen Blutgruppen hierfür verantwortlich sein könnte. Es konnte 

nachgewiesen werden, dass sowohl die Aktivität als auch die Empfänglichkeit 

gegenüber der Proteolyse durch ADAMTS-13 bei Blutgruppe 0 erhöht sind 
23

. 

Im Gegensatz dazu steht die These, dass die Plasmaschwankungen des vWF durch eine 

unterschiedliche Spaltung in Abhängigkeit der AB0-Antigene durch Fucose-abhängige 

hepatische Rezeptoren vermittelt wird 
22

. Blutgruppe 0 weist die größte Menge an H-

Antigen mit endständiger Fucose auf. Bei den Blutgruppen A und B findet hingegen 

durch Glycosyltransferasen eine zusätzliche Anlagerung von Antigenen, den A- und B-

Antigenen, statt. Entsprechend weisen sie je nach Genotyp keine oder weniger 

endständige Fucose auf. Die Konsequenz ist eine vermehrte Degradation des im 

Plasma vorkommenden fucosereichen vWF der Blutgruppe 0.  

 

1.4 Das vWF-Gen 

Das Gen für den vWF ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 12 lokalisiert 
24

. Es ist 

ca. 178 kB groß und umfasst 52 Exons 
25

.  

Zudem findet sich ein nicht transkribiertes Pseudogen auf Chromosom 22 
26

, das eine 

97,5% Homologie mit Teilen des vWF-Gens aufweist 
25

 und somit beim Primerdesign 

für eine ausschließliche vWF-Gen-Vervielfältigung berücksichtigt werden muss. Das 

Pseudogen beinhaltet die Exons 23-34 
25

.  

 

1.5 Nardilysin 

Bei Nardilysin handelt es sich um eine Metalloendopeptidase, die Peptide am N-

Terminus von Argininresten in dibasische Teile spaltet. Nardilysin beeinhaltet eine 71 

Aminosäuren lange Sequenz, die als Signalpeptid diskutiert wird. Ein Zinkfingermotiv 

definiert eine weitere Domäne des Proteins. Das für Nardilysin kodierende Gen ist auf 

dem Chromosom 1p32 lokalisiert. Es existieren drei Isoformen von Nardilysin: NRD1-

001, NRD1-002 und NRD1-201 (NRD1, ENSG00000078618) 
27

. Da Nardilysin  in 

Hoden stark exprimiert wird 
28

, wurde zunächst die Beteiligung an der Reifung und 

Transformation von Spermien angenommen 
29

. Bei folgenden Untersuchungen konnte 

es in den meisten untersuchten Geweben nachgewiesen werden, wobei die mRNA-

Expression von Nardilysin in Herz, Skelettmuskulatur und Hoden besonders hoch war 
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30
. Zudem wurde Nardilysin auf der Zelloberfläche gefunden, wo es als Rezeptor für 

den Heparin bindenden EGF-like growth factor dient 
31

. Nachdem im Rahmen von 

massenspekrometrischen Untersuchungen an menschlichen Thrombozyten u.a. 

Nardilysin nachgewiesen werden konnte, stellte sich die Frage, ob dies auch auf 

cDNA-Ebene bestätigt werden kann. Hierfür konnte die bereits für die vWF-

Mutationsanalysen hergestellte Plättchen-cDNA gesunder Probanden verwendet 

werden.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Fertigreagenzien und Verbrauchsmaterial 

 

American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia) 

pMT2(vWF) Konstrukt (Art. Nr.: 67122) 

 

Amersham, GE Healthcare (Freiburg, Deutschland) 

ExoSAP-IT (Art.Nr.: US78200) 

 

Beckman-Coulter (Krefeld, Deutschland) 

GenomeLab DTCS - Quick Start Kit (Art. Nr.: 608120) 

GenomeLab Sequencing Separation Buffer (Art. Nr.: 608012) 

 

Invitrogen (Darmstadt, Deutschland) 

MEM (1X), liquid - with GlutaMAX™ I (Art. Nr: 41090-028) 

SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Art. Nr.: 11904-018) 

Trypsin-EDTA (10x), liquid - 0.5% Trypsin, 5.3 mM EDTA•4Na (Art. Nr.: 15400-

054) 

 

Macherey-Nagel (Düren, Deutschland) 
NucleoSpin Extract (Art. Nr.: 740 590 250) 

NucleoSpin Plasmid (Art. Nr.: 740 588 50) 

 

Pan Biotech (Aidenbach, Deutschland) 

DPBS ohne Calcium und Magnesium (Art. Nr.: P04-36100) 

 

Peqlab (Erlangen, Deutschland) 

peqGOLD dNTP-Set 4 x 100 µmol (Art. Nr.: 20-2011) mit Wasser verdünnt auf 10 

mM 

peqGOLD Universal Agarose (Art. Nr.: 35-1020) 

 

Quiagen (Hilden, Deutschland) 

HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Art. Nr.: 12662) 

MinElute Gel Extraction Kit (Art. Nr. 28604) 

 

Roche (Grenzach-Wyhlen, Deutschland) 

Blocking Reagent (Art. Nr.: 11 096 176 001) 

FuGENE HD Transfection Reagent (Art. Nr.: 04 709 705 001) 

High Pure RNA Isolation Kit (Art. Nr.: 11 828 665 001) 

 

Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Citrat-Monovette, 10 ml (Art. Nr.: 02.1067.001) 

 

Sartorius Group (Göttingen, Deutschland) 

Vivaspin 6 Zentrifugalkonzentratoren mit 100.000 MWCO PES-Membran (Art. 

Nr.VS0641) 

 

SERVA Electrophoresis (Heidelberg, Deutschland) 

Agarose für IEF (Art. Nr.: 11402) 
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Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

Dimethylsulfoxid (Art. Nr.: D8418) 

Fetal Bovine Serum (Art. Nr.: F7524)  

2-Mercaptoethanol (oder β-Mercaptoethanol) (Art. Nr.: M6250) 

SigmaFast BCIP/NBT (Art. Nr.: B5655) 

Taq DNA Polymerase (Art. Nr.: D4545) 

 

Stratagene-Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland) 

StrataClone PCR Cloning Kit (Art Nr.: 240205) 

 

Primer 

 
Primername Sequenz 

vWF cDNA Nr4 Fw TGGGAATTACAATGGCAACC 

vWF cDNA Nr4 Rev TACAGTGCATGAAGCCATCC 

vWF cDNA Nr5 Fw GGTGAGATCTTCCAGCCAGA 

vWF cDNA Nr5 Rev CGAAAGGTCCCAGGGTTACT 

vWF cDNA Nr6 Fw CAGTACGTTCTGGTGCAGGA 

vWF cDNA Nr6 Rev GCAGGTGTCGTAAATGCAGA 

vWF_Gen_Ex26_Fw GGCACAGTGACTCATACCTGTAATC 

vWF_Gen_Ex26_Re ACAAACTGCGTGTGGCTATTTAC 

vWF_Ex26_Fw CAACATTATCTCCAGATGGC 

vWF_Ex26_Re CCTTGCAGGTCAGAGATAGGAC 

Nardilysin Fw AAAGGCAGCATTCTTTCTTTCC 

Nardilysin Re TTCAAGGCTTCACCAATGACTT 

Rac2 Fw GCCTTCTCATCAGCTACACCAC 

Rac2 Re TCAGTTTCTCGATGGTGTCCTT 

Rap1B Fw CATCACAGCACAGTCCACATTT 

Rap1B Re GAATTGGGCAACAGTTCTTCAG 

NRD1 Sp1 Fw CGATGAAGAGGGTTTTGATGA 

NRD1 Sp1 Re CTACCCCCATGCTTCTTCAG 

NRD1 Sp2 Fw CTTGGGCTGAACTGTGGAAT 

NRD1 Sp2 Re GACAGCTGGTGTGGAATTGA 

NRD1 Sp3 Fw AACTTCAAGCCTCTGGAGCA 

NRD1 Sp3 Re CTGGGTGTTGAATGCCTCTT 

NRD1 K1 Fw TTTTGCTGTGGTCAAAGCTG 

NRD1 K2 Fw GATTGCCCGGAAACAGAATA 

NRD1 K3 Re ATCCCGGATGTGTTCCTACA 

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGGA 

T7 GTAATACGACTCACTATAG 
   

                              Tabelle 2: Verwendete Primer 

 

2.1.2 Zellen 

StrataClone SoloPack kompetente Zellen  

Zellen aus „StrataClone PCR Cloning Kit“ von Stratagene (Katalog-Nr.: 240205) 
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2.1.3 Geräte 

Aggregationsmessgerät: Labitec, Arensburg: APACT 

Sequenzer: Beckman-Coulter (Krefeld): CEQ 8000 und CEQ 8800 

Thermocycler: Bio-Rad Deutschland (München): MyCycler; Biometra (Göttingen): 

TGradient Cycler 

Zentrifugen: Beckman-Coulter (Krefeld): Allegra 2IR Zentrifuge; Hettich Lab 

Technology (Tuttlingen): Rotixa/K; Eppendorf Deutschland (Wesseling-Berzdorf): 

Zentrifuge 5810 R 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Herstellung von „washed platelets“ 

Zunächst muss plättchenreiches Plasma ("Platelet Rich Plasma", PRP) aus dem 

abgenommenem Blut hergestellt werden. Dafür werden in 50 ml Greiner-Röhrchen 10 

ml 20% CCD-Puffers mit 15 mM EGTA vorgelegt. Anschließend wird das Röhrchen 

mit 40 ml frischem Blut aufgefüllt. Um das PRP von den weiteren Blutzellen zu 

trennen, wird das Greiner-Röhrchen 20 min lang bei 300 g und 18 °C zentrifugiert. Der 

nun erhaltene Überstand wird vorsichtig mit einer Einmalpipette abgenommen und 10 

min bei Raumtemperatur stehen gelassen. 

Um die Plättchen noch weiter aufzureinigen und "washed platelets" zu erhalten, wird 

anschließend 10 min bei 380 g und 18 °C zentrifugiert. Der Überstand wird umgehend 

verworfen und das entstandene Plättchenpellet mithilfe von Hepespuffer resuspendiert. 

CCD-Puffer: 100 mM Natriumcitrat, 7 mM Zitronensäure, 140 mM Glucose, 15 mM 

EGTA, pH = 6,5 

Hepes-Puffer: 145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 10 mM 

Glucose, pH = 7,4 

 

2.2.2 RNA-Isolation 

Zur Isolation der Thrombozyten-RNA wird das PureLink Micro-to-Midi Total RNA 

Purification System von Invitrogen (Invitrogen GmbH, Darmstadt) verwendet. Hierzu 

wird zu Beginn die RNA Lysis Solution durch Zugabe von 300 µl Lysis Buffer und 3 

µl -Mercapto-Ethanol vorbereitet. Diese wird zum Thrombozytenpellet gegeben, so 

dass eine Lyse der Plättchen stattfindet. Anschließend wird die Suspension mit 300 µl 

Ethanol (70%) versetzt und gevortext. Um die reine Thrombozyten-RNA zu erhalten, 
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erfolgt nun der Transfer auf eine Säule ("Spin Cartridge"), die bei 12000 g und RT für 

15 s zentrifugiert wird. Der Durchfluss wird verworfen und 700 µl Waschpuffer 

("Wash Buffer I") in die Spin Cartridge pipettiert. Es wird erneut bei 12000 g und 

Raumtemperatur für 15 s zentrifugiert und die Säule danach in eine "RNA wash tube" 

gesteckt. Nach Zugabe von 500 µl Waschpuffer 2 ("Wash Buffer II") erfolgt wieder die 

Zentrifugation bei 12000 g und RT für 15 s. Nach Verwerfen des Durchflusses wird 

dieser Schritt wiederholt. Um Restflüssigkeit des Waschpuffers zu entfernen, wird 

zusätzlich bei 12000 g und RT für 1 min zentrifugiert. Die Säule wird auf ein 

Zentrifugenröhrchen ("RNA Recovery Tube") gesetzt und mit 45 µl RNase freien 

Wassers 1 min bei RT inkubiert. Abschließend wird die gelöste RNA bei 12000 g und 

RT für 2 min zentrifugiert.  

Zur Konzentrationsbestimmung der gewonnenen RNA kann eine Absorptionsmessung 

bei einer Wellenlänge von 260 nm, dem Absorptionsmaximum von RNA, 

vorgenommen werden. Die Reinheit der RNA kann abgeschätzt werden, wenn die 

Absorption der RNA-Lösung zusätzlich bei 280 nm gemessen wird. Der Quotient 

A260/A280 beträgt bei einer reinen RNA-Lösung etwa 2. Für die Bestimmung der 

RNA-Konzentration und -Reinheit wird der Ultrospec 2000 von Pharmacia Biotech 

verwendet. Die zuvor gewonnenen RNA wird für diese Messung 20fach verdünnt. 

 

2.2.3 cDNA-Herstellung 

Um die gewonnene RNA durch die PCR vervielfältigen zu können ist die Herstellung 

von cDNA mithilfe des „SuperScript First-Strand Synthesis“ System für RT-PCR von 

Invitrogen notwendig. Zu diesem Zweck wird die zuvor gewonnene RNA zu je 15 µl 

auf drei 0,5 ml Caps aufgeteilt. In jedes Cap werden nun 1 µl 10 mM dNTP mix, 1 µl 

Oligo(dT) (0,5 µg/µl), und 2 µl DEPC-behandeltes Wasser zugegeben und die Probe 5 

min bei 65 °C inkubiert. Danach verweilt sie mindestens eine Minute auf Eis. Während 

der Inkubation wird der Reaktionsmix vorbereitet: Für jede Probe wird ein 0,5 ml Cap 

mit 4 µl 10fach RT Puffer, 8 µl 25 mM MgCl2, 4 µl 0,1 M DTT und 2 µl „RNaseOUT 

Recombinant RNase“ Inhibitor hinzugegeben. Danach werden die Caps sanft gemixt, 

kurz abzentrifugiert und für 2 min bei 42 °C im Wasserbad inkubiert. Nun werden zu 

jeder Probe 2 µl  Reverse Transkriptase ("SuperScript II RT") zugegeben und bei 42 °C 

für 50 min inkubiert. Um die Reaktion abzuschließen, erfolgt eine Inkubation bei 70 °C 

für 15 min. Nachdem die Proben für einige Minuten im Eis abgekühlt wurden, werden 

sie kurz zentrifugiert und 2 µl RNase H zugegeben und bei 37 °C für 20 min inkubiert. 
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2.2.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Zur spezifischen Vervielfältigung der cDNA dient die PCR. Hierfür wird ein 

Mastermix mit Template aus 2,5 µl 10x PCR-Puffer, 0,5 µl dNTPs (10 mM), 20,3 µl 

Wasser, 0,5 µl Template cDNA und 0,2 µl Polymerase pro Ansatz hergestellt. In den 

PCR-Reaktionsgefäßen wird 1 µl Primermix mit Forward- und Reverse-Primern (je 5 

pmol/µl, GSP, genspezifische Primer) vorgelegt. Zu den Primern werden 24 µl des 

Mastermixes mit Template zugegeben. Je nach verwendeten Primern und der Länge 

des zu vervielfältigenden Fragmentes läuft die PCR mit verschiedenen Programmen im 

Thermocycler ab. Als optimales Programm für die verwendeten Primer zur 

Vervielfältigung der vWF-Fragmente hat sich das folgende Programm 1 erwiesen: 

1: 98°C 2 min 

2: 96°C 20 sec 

3: 62°C 20 sec 

4: 72°C 1 min 

Die Schritte 2 bis 4 werden 34 mal wiederholt 

5: 72°C    5 min 

6: 4°C Pause 

 

PCR-Programm 2 zur Vervielfältigung der Nardilysin-Fragmente:  

1: 96°C 2 min 

2: 96°C 20 sec 

3: 58°C 20 sec 

4: 72°C 30 sec 

Die Schritte 2 bis 4 werden 29 mal wiederholt. 

5: 72°C    5 min 

6: 4°C Pause 
  

PCR-Puffer (10x): 0.5 M KCl, 0.1 M Tris/HCl pH=8,3, 15 mM MgCl2, 0.25% 

Tween20 

 

2.2.5 Klonierung von PCR-Produkten 

Ziel der Klonierung ist die Bestimmung des Haplotyps. Ein einzelnes Molekül aus der 

Amplifikation wird in einen Vektor integriert. Nach Plasmidisolation wird damit eine 

monoklonale Analyse, also die Sequenzierung eines Allels, ermöglicht. 

Zur Klonierung wird das „Strata Clone PCR Cloning Kit“ (Stratagene) verwendet. 

Zunächst wird hierfür eine Ligation des PCR-Fragments mit dem Vektor durchgeführt: 

3 µl „StrataClone Cloning Buffer“, 2 µl PCR-Produkt und 1 µl „StrataClone Vector 

Mix“ werden zusammengefügt und sanft, durch wiederholtes Pipettieren, vermischt. 

8 Zyklen 
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Nach einer Inkubation für 5 min bei Raumtemperatur werden die Proben auf Eis 

gestellt. Anschließend wird 1 µl der Proben zu den auf Eis aufgetauten kompetenten 

Zellen gegeben („StrataClone SoloPack competent cells“) und vorsichtig vermischt. 

Während der Inkubation des Transformationsmixes für 20 min auf Eis wird das SOC 

medium auf 42 °C im Thermocycler aufgewärmt. Nach der Inkubation wird der 

Transformationsmix für 45 s bei 42 °C hitzegeschockt und für 2 min auf Eis inkubiert. 

Nun werden 250 µl vorgewärmten SOC-Mediums hinzugegeben und 1 h bei 37 °C 

unter Schütteln inkubiert, so dass sich die kompetenten Zellen regenerieren können.  

Auf die zuvor vorbereiteten LB-Platten, die mit Ampicillin versetzt wurden, können 

danach zwischen 5 und 50 µl des Transformationsmixes ausgestrichen werden. Diese 

werden bei 37 °C über Nacht in den Inkubator gestellt. 

Am nächsten Tag können die Kolonien gepickt und eine Kolonie-PCR durchgeführt 

werden. 

 

SOC Medium (pro Liter): 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl. Nach dem 

autoklavieren werden 10 ml 1 M MgCl2 und 10 ml 1 M MgSO4 zugegeben. Vor 

Gebrauch erfolgt die Zugabe von 10 ml Filter-sterilisierter 2 M Glucose 

 

LB-Agar für LB-Platten: 15 g Agar je 1 l LB-Medium, bei Bedarf: 500 µl Ampicillin 

(100 mg/ml) pro 1 l 

 

LB-Medium (pro Liter): 5 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, bei Bedarf: 

500 µl Ampicillin (100 mg/ml) pro 1 l 

 

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung und Größenbestimmung von DNA-Fragmenten wird eine 

Elektrophorese mit Hilfe eines Agarosegels durchgeführt. Für ein 1%-iges Gel wird 1 g 

Agarose („peqGOLD“ PeqLab) mit 100 ml 1x TBE-Puffer in einen Erlenmeyerkolben 

gegeben und für ca. 5 min unter mehrmaligem Schwenken in der Mikrowelle erhitzt, 

bis die Agarose vollständig (schlierenfrei) gelöst ist. Die Agarose wird auf ca. 60 °C 

abgekühlt, bevor 2 µl Ethidiumbromid (2 mg/ml in Wasser) zugegeben werden. Die 

noch flüssige Agarose wird in einen zuvor abgeklebten Gelschlitten mit eingesteckten 

Kämmen gegossen. Anschliessend ruht das Gel für ca. 30 min bei RT, so dass die 

Agarose aushärtet. Anschließend wird das Gel in eine Agarosegelkammer gelegt und 
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mit 1 x TBE-Laufpuffer überflutet. Das Gel wird mit dem Längenstandard und den 

Proben beladen und bei 10 V/cm für etwa 30 min laufen gelassen. Für die 

Probenbeladung werden 2 µl Stopppuffer mit 5 µl PCR Produkt gemischt bzw. 2 µl 

fertiger Längenstandard verwendet. Wird das Gel auf einen UV-Tisch gelegt und mit 

UV-Licht bestrahlt, so leuchtet die DNA durch das eingelagerte Ethidiumbromid. 

 

TBE Puffer (10x): 108 g Tris Base, 55 g Borsäure, 7,5 g EDTA Dinatriumsalz, ad 1 l 

mit H2O 

 

Stopppuffer: 10 ml TBE Puffer (10x); 30 ml Glycerin, 0,1 g Bromphenolblau, ad 100 

ml mit H2O 

 

2.2.7 DNA-Sequenzierung 

Zur Aufschlüsselung der Basenabfolge der cDNA wird die Sequenzierung nach Sanger 

angewandt 
32

. Zunächst ist jedoch eine Aufreinigung des PCR-Produkts nötig, so dass 4 

µl des PCR-Produkts mit 0,5 µl ExoSAP-IT (Amersham) zusammengegeben werden. 

ExoSAP-IT ist ein Gemisch aus Exonuklease I, die die nicht umgesetzten Primer 

zerstört, und aus Shrimps Alkalischer Phosphatase, welche die dNTPs zu dNDPs 

degradiert. Die Proben werden für diese Reaktion im Thermocycler für 15 min bei 

37°C inkubiert und die Enzyme durch 2 minütiges Erhitzen auf 96°C im Anschluss 

daran inaktiviert.  

Zur eigentlichen Sequenzierung wird der Quick Start Kit von Beckman-Coulter 

verwendet, der Puffer, dNTPs, fluoreszenzmarkierte ddNTPs und Taq-Polymerase 

enthält. Für die Sequenzierung der PCR-Produkte werden 2 µl gereinigten PCR-

Produkts, 2 µl Quick Start Kit, 1 µl Primer ( 5 pmol/µl) und 5 µl Wasser in ein 0,5 ml 

Cap gegeben. Für die Sequenzierreaktion wird folgendes Thermocycler-Programm 

verwendet: 

1:  98°C 40 sec 

2:  96°C 20 sec 

3:  55°C 30 sec 

4:  65°C 1 min 30 sec 

 

Die Schritte 2 bis 4 werden 29mal wiederholt. Das Programm wird bei 16°C beendet.  

 

Zur Reinigung des Sequenzieransatzes wird eine Ethanolpräzipitation vorgenommen. 

Es werden 10 µl Wasser, 2 µl EDTA (100 mM, pH=8,0), 2 µl Natrium-Acetat (3M, 
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pH=5,2) und 1 µl Glycogen (20 mg/ml, im "Quick Start" Sequenzier-Kit enthalten) zu 

dem Sequenzieransatz gegeben und dieser mit 60 µl Ethanol (rein, -20 °C) ausgefällt. 

Durch Zentrifugation für 5 min bei 4 °C und maximaler Geschwindigkeit (21460 g) 

werden die Sequenzierprodukte pelletiert. Durch Copräzipitation der 

Sequenzierprodukte mit Glycogen bildet sich ein weißes Pellet. Der Überstand wird 

verworfen, das Pellet mit 180 µl Ethanol (70%, RT) versetzt. Die Probe wird erneut bei 

4 °C für 5 min bei 21460 g zentrifugiert und der Überstand wieder verworfen. Das 

Pellet wird danach für 5 min bei RT im Dunklen getrocknet und in 35 µl Formamid 

(„Sample-Loading-Solution“, Bestandteil des "Quick Start" Sequenzier-Kits) durch 

mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gelöst. Anschließend werden die Proben in eine 

Probenplatte gegeben und mithilfe eines Öltropfens vor Verdunstung geschützt. In eine 

Pufferplatte wird entsprechend der Probenanordnung der ersten Platte jede dort 

benutzte Position mit Trennpuffer („GenomeLab Sequencing Separation Buffer“, 

Beckman-Coulter) befüllt. Beide Platten werden in den Sequenzierer (CEQ 8000) 

gestellt. Die Probe wird 12 sec bei 2 kV injiziert; die Trennung der Sequenzier-

Produkte nach Größe erfolgt für 60 min bei 4 kV. Mit zwei Lasern werden die 

fluoreszenzmarkierten ddNTPs angeregt; die Detektion des emmitierten Lichts 

geschieht bei 4 verschiedenen Wellenlängen. Die Elektropherogramme werden 

aufgezeichnet und können von der Beckman CEQ-Software in eine Basenfolge 

umgewandelt werden. 

 

2.2.8 SDS-Agarose-Gelektrophorese und Western Blot  

Die SDS-Agarosegel-Elektrophorese (SDS-AGE) dient der Auftrennung der vWF-

Multimere in Abhängigkeit von ihrem Gewicht. Zunächst werden die Glasplatten mit 

vergälltem Ethanol gesäubert, dann mit VE-Wasser gespült, mit einem Papiertuch 

getrocknet und anschließend mit einem fusselfreiem Tuch abgewischt. Beide Platten 

werden mittels eines Spacers, der die Glasplatten an 3 Seiten begrenzt, 

aufeinandergelegt. Die zweite Platte wird so positioniert, dass sie ca. 1 cm tiefer sitzt 

als die erste. Die Platten werden mit Klammern fixiert und anschließend im 

Wärmeschrank bei 70 °C für 30 min vorgewärmt.  

Für das 1,5% Trenngel werden 0,48 g IEF-Agarose (Serva) und 30 ml Trenngelpuffer 

in der Mikrowelle unter mehrmaligem Schwenken erhitzt, bis die Agarose schlierenfrei 

gelöst ist. Um verdunstetes Wasser auszugleichen wird der Kolben mit destilliertem 

Wasser wieder auf sein Ursprungsgewicht aufgefüllt und nochmals kurz aufgekocht. 
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Das flüssige Trenngel wird zwischen die vorgeheizten Glasplatten gegossen und für 5 

min in den Wärmeschrank gestellt, damit alle Luftblasen entweichen. Zum Aushärten 

wird das Gel zunächst für 15 bis 20 min bei RT stehen gelassen, dann für 1 h in den 

Kühlschrank gestellt. Anschließend wird die obere Glasplatte entfernt und der obere 

Teil des Gels, der mit der Luft in Berührung gekommen ist, abgeschnitten. Damit das 

Gel immer die gleiche Größe hat, legt man ein Lineal an der Kante an und schneidet 

eine Linealbreite vom Gel ab. Für das Sammelgel, das der besseren Fokussierung der 

Banden dient, werden 0,2 g IEF-Agarose (Serva) mit 25 ml Sammelgelpuffer erhitzt, 

bis das Gel schlierenfrei ist. Der durch Verdampfung verlorene Anteil wird mit Wasser 

aufgefüllt, nochmals kurz aufgekocht und an das Trenngel angegossen. Hierfür wird 

die Glasplatte mit dem Trenngel auf einen ebenen Tisch gelegt. Ein Blottingpapier wird 

als Schablone verwendet und der Kamm genau auf die Grenze des Blottingpapiers 

gestellt. Sobald das Sammelgel etwas abgekühlt ist, wird es an das Trenngel blasenfrei 

angegossen und für ca. 20 min ausgehärtet. Die Herstellung 2,25%iger Gele erfolgt 

analog. Es werden jedoch 0,675 g IEF Agarose und 30 ml Trenngelpuffer für das 

Trenngel verwendet. 

Während des Aushärtens des Gels werden die Proben vorbereitet. Für den 

Kontrollansatz wird ein 20 µl Kontrollplasma Aliquot einer Person mit normalem vWF 

verwendet. Es werden 51,5 µl Multimerengel-Probenpuffer (10x) und 443,5 µl Wasser 

zugegeben. Proben mit Serum werden analog hergestellt. Die Proben werden für 30 

min bei 57 °C inkubiert und unmittelbar vor dem Auftragen für 1 min mit einer 

Tischzentrifuge bei maximaler Drehzahl zentrifugiert. 

Die Elektrophoresekammer wird mindestens 1 h vor dem Lauf mit 1 l 

Elektrophoresepuffer je Seite befüllt und die Kühlplatte zur besseren Wärmeleitung mit 

2 ml Kerosin benetzt. Der Kamm wird entfernt und die Glasplatte mit dem Gel 

luftblasenfrei auf die Kühlplatte aufgelegt. Zwei Blotting Papiere werden in den 

Elektrophoresepuffer eingetaucht, auf das Gel aufgelegt und mit je einem Plastiklineal 

fixiert. Zur Verbesserung des Stromflusses wird Elektrophoresepuffer direkt an die 

Lineale pipettiert. In jede Tasche werden 40 µl der vorbereiteten Probe gegeben. Die 

beiden äußeren Taschen jeder Seite des Gels werden mit Probenpuffer befüllt. Man 

lässt das Gel mit 10 mA laufen, bis die Proben vollständig aus den Taschen 

verschwunden sind (ca. 1 h), bevor man die Taschen mit erneut aufgekochtem 

Sammelgel verschließt. Das Gel wird mit einer Glasplatte, die vor Kondenswasser 
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schützt, abgedeckt und bei 12 mA über Nacht laufen gelassen. Die Schwammpads für 

das Blotten am nächsten Tag werden über Nacht in VE-Wasser eingelegt. 

Die Elektrophorese wird abgestoppt, wenn das Bromphenolblau das Ende des Gels 

erreicht hat. Um bei der späteren Färbung des Blots keine Hintergrundfärbung zu 

erhalten, wird das Gel auf der Glasplatte für 15 min in Elektrophoresepuffer gelegt. 

Danach wird das Gel in zwei gleich große Hälften zerschnitten und das Sammelgel 

entfernt. Blotpuffer wird aus dem 1:60 Konzentrat durch Zugabe von destilliertem 

Wasser hergestellt. Zwei Schwammpads werden in ca. 1 l Blotpuffer eingelegt, 

Luftblasen mit einer Walze entfernt. Die Pads werden mit fünf Whatman Papiere 

bedeckt und die Luftblasen erneut mit einer Walze ausgestrichen, bevor man die 

Nitrozellulosemembran auflegt. Eine Gelhälfte wird auf die Membran gegeben. Darauf 

werden wieder fünf Blotpapiere und ein Schwammpad gelegt. Sowohl nach 

Positionieren der Blotpapiere als auch der Schwammpads wird mit der Walze Luft 

entfernt. Das Blotsandwich wird in eine Blotkassette gegeben und in die mit Blotpuffer 

gefüllte Blottingkammer gesteckt, so dass das Gel auf der Kathodenseite der Kammer 

ist. Anschließend wird das Gel für 3 h bei 1 A geblottet. 

Der Blot kann direkt gefärbt oder über Nacht im Dunkeln getrocknet werden. Zur 

Färbung werden 50 ml Blockingreagenz-Gebrauchslösung 1 durch Verdünnung mit 

1:10 Maleinsäure-Puffer-Konzentrat hergestellt. Die Blots werden mit der Protein-Seite 

nach oben in die Blocking Lösung gelegt und 30 min geblockt. 5 ml der Blocking-

Lösung werden zurückbehalten. Nach dem Blocken werden 50 µl des primären 

Antikörpers (polyklonaler Rabbit Anti-human von-Willebrand-Factor; 

DakoCytomation) zugegeben und die Probe für 90 min inkubiert. Während der 

Inkubation löst man vier SigmaFast BCIP/NBT-Tabletten in 40 ml destilliertem 

Wasser auf und bewahrt sie bis zum Gebrauch im Dunkeln auf. Nach der Inkubation 

wird mit Maleinsäure-Puffer zweimal für 15 min gewaschen. Zu den zurückbehaltenen 

5 ml Blockingreagenz-Gebrauchslösung 1 werden 45 ml Maleinsäure-Puffer gegeben, 

die Lösung wird zu je 25 ml auf die Blots verteilt und mit 25 µl des sekundären AKs 

versetzt. Hierbei handelt es sich um einen monoklonalen mit alkalischer Phosphatase 

konjugiertem Mouse anti Rabbit AK von Jackson ImmunoResearch. Man inkubiert für 

30 min und wäscht zweimal für 15 min mit Maleinsäure-Puffer, bevor man die 

Membranen unter Sichtkontrolle mit der BCIP/NBT-Lösung anfärbt. Der Färbeprozess 

wird mit destilliertem Wasser abgestoppt. 
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Blocking Puffer Konzentrat (SDS-AGE): 50 g Blocking Reagent (Roche), 450 ml 

Maleinsäure-Puffer, autoklaviert 

Blot Puffer (60x): 89 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, ad 1 l mit H2O 

Elektrophoresepuffer: 1 g SDS, 6,05 g Tris, 28,85 g Glycin, ad 1 l mit H2O 

Maleinsäure-Puffer: 23,31 g Maleinsäure, 17,53 g NaCl, 16 g NaOH-Plätzchen, ad 1 l 

mit H2O, pH=7,3 

Multimerengel-Probenpuffer (10x): 10 g SDS, 0,6 g Tris, 0,185 g EDTA, ad 50 ml 

mit H2O, pH=8,0 

Sammelgelpuffer: 8,33 ml Stocklösung für Sammelgelpuffer, 1 ml SDS-Lösung 

(10%), ad 100 ml mit H2O 

Stocklösung für Sammelgelpuffer: 90,75 g Tris Cl pH=6,8, ad 500 ml mit H2O  

Stocklösung für Trenngelpuffer: 90,75 g Tris Cl pH=8,8, ad 500 ml mit H2O 

Trenngelpuffer, 50 ml Stocklösung für Trenngelpuffer: 1 ml SDS-Lösung (10%), ad 

100 ml mit H2O 

 

2.2.9 Funktionelle Tests 

Für die Diagnose des vWS sind die funktionellen Tests entscheidend. Meist kann 

bereits anhand der Anamnese des Patienten, durch das Auftreten typischer Symptome, 

oder einer entsprechenden Familienanamnese der Verdacht auf das Vorliegen eines 

vWS geäußert werden. Untermauert wird dieser Verdacht durch eine häufig verlängerte 

aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT), die auf eine Verminderung des von-

Willebrand-Faktor-geschützeten Faktor VIII zurückzuführen ist, und durch eine 

Erhöhung von in-vivo- und in-vitro-Blutungszeit. Um den Verdacht zu belegen, sind 

folgende funktionelle Tests indiziert: 

 

2.2.9.1 vWF-Antigen (vWF:Ag) 

Das vWF-Antigen gibt Aufschluss über quantitative Abweichungen des vWF. Zu 

diesem Zweck wird ein vollautomatischer Latex-Immunoassay der Firma 

Instrumentation Labroratory verwendet. Zu den Patientenproben werden Latexpartikel 

gegeben, die mit polyklonalen vWF-Antikörpern beschichtet sind. Infolge der Bindung 

der Antikörper an den vWF des Patienten kommt es zu einer Agglutination der 

Latexpartikel und somit zu einer Erhöhung der optischen Dichte, die im BCS (Behring 
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Coagulation System) registriert wird. Der Grad der Latexagglutination steigt dabei 

proportional zur vWF-Konzentration. Der Abgleich der Proben erfolgt durch eine 

Kalibrierung des Gerätes mit einem Kontrollplasma, das einen vorher festgestellten 

vWF:Ag-Gehalt von ca. 150% hat. 

 

2.2.9.2 Faktor VIII-Bindungskapazität 

Zur Feststellung der Faktor VIII-Bindungskapazität dient ein ELISA. Es soll dabei 

gemessen werden, wie gut der vWF einer Patientenprobe den Faktor VIII binden und 

damit vor dem Abbau schützen kann. Dafür wird eine mit vWF:Ag beschichtete Platte 

mit Patientenplasma versetzt, so dass sich der vWF des Patienten an die Platte anheftet. 

Mit hohen Ca
2+

-Konzentrationen wird der gebundene FVIII ausgewaschen. 

Anschließend wird eine definierte Menge rekombinanten, markierten Faktor VIII 

zugegeben. Danach wird die Platte gewaschen und anhand einer vWF- und Faktor 

VIII-Eichkurve die Faktor VIII- und vWF-Konzentration der Patientenprobe bestimmt. 

Als Standard dient Kontrollplasma mit bekannten vWF- und FVIII-Werten und 

festgelegtem vWF-Aserachrom-ELISA-Standard. 

 

2.2.9.3 Aktivierbarkeit durch ADP, Kollagen, Epinephrin und Ristocetin 

Um die Aktivierbarkeit der Thrombozyten zu testen, die den Effekt der 

unterschiedlichen Typen des vWS widerspiegelt, wird zunächst Plättchenreiches 

Plasma (PRP) aus 2 Citratmonovetten hergestellt. Hierfür werden die Blutproben 20 

min bei 800 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und der Überstand, das PRP, 

abgenommen und in Küvetten gegeben. Durch die Zugabe der verschiedenen 

Reagenzien (ADP, Kollagen, Epinephrin, Ristocetin) kommt es zu einer Aktivierung 

der Plättchen und mittels eines Rührmechanismus, der die Plättchen mit konstanter 

Frequenz in Bewegung hält, zu Aggregation. Dieser Effekt kann im Photometer zu 

verschiedenen Zeitpunkten gemessen werden, so dass Kurven der Lichtdurchlässigkeit 

erstellt werden können.  

Zu diesem Zweck werden die Küvetten mit den Patientenproben in den APACT-

Aggregometer gestellt und zunächst mit Plättchenarmem Plasma (PPP) desselben 

Patienten abgeglichen. Für die Herstellung von PPP werden die Citratmonovetten 20 

min bei 4000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Dann wird Plättchenreiches 

Plasma (PRP) in die Küvette gegeben. Diese Lösung ist durch die darin enthaltenen 

Plättchen trüb. Im Photometer wird Licht durch die Küvette geleitet. Infolge der durch 
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die  Zugabe von Agonisten (siehe Tab. 3) verursachten Thrombozytenaggregation 

kommt es zur Plättchenaggregation und damit zur Abnahme der Trübung. Der Anstieg 

der Transmission wird dabei als Kurve aufgenommen. Dies wird in „% vom 

Normwert“ ausgedrückt. Für die genaue Arbeitsanleitung: Siehe 

Standardarbeitsanleitung (SAV, Standard-Arbeitsanleitung SAV, "vWF-Plasma", 

Version vom 2. 2. 2007) des Instituts für Klinische Biochemie und 

Pathobiochemie/Zentrallabor Würzburg. 

 

Agonist Menge 
Konz. im 

Ansatz 
Normwert 

ADP 5 µl 4 µmol/l > 75 % 

Kollagen 5 µl 1 µg/ml > 80% 

Epinephrin 5 µl 8 µmol/l > 75% 

Ristocetin 5 µl 0,5 mg/ml > 90% 
 

  Tab. 3: Agonisten für die Untersuchung der Plättchenaggregation 

 

2.2.9.4 Ristocetin-induzierte Plättchenagglutination (RIPA) 

Nachdem das Antibiotikum Ristocetin klinisch in höheren Dosen Thrombosen 

induzierte, wurde es zunehmend als Induktor der Plättchenagglutination in der 

Diagnostik eingesetzt. Bei der RIPA wird photometrisch die Aggregation bei 

verschiedenen Mengen von Ristocetin bestimmt, um die kleinstmögliche Dosis 

ausfindig zu machen, die gerade noch die Plättchenagglutination herbeiführt. Für den 

Test wird Ristocetin der Konzentration 25 mg/ml verwendet. Nach der Zugabe von 5 µl 

sollte keine Aggregation erfolgen. Werden insgesamt 15 µl Ristocetin zugegeben, 

sollte bei funktionstüchtigem vWF eine Aggregation zu beobachten sein. Während der 

Messung wird eine Kurve aufgezeichnet. Diese geht während der Aggregation steil 

nach oben, da das Licht durch die Aggregation der Plättchen und dem damit 

verbundenen Aufklaren der Suspension wieder ungehindert durch die Küvette treten 

kann. Die Messung endet nach insgesamt 700 sec. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Patient 1 

Patient 1 wurde klinisch als vWS-Patient identifiziert (3.1.1) und genetisch untersucht 

(3.1.2). 

 

3.1.1 Klinische Diagnostik von Patient 1 

Anamnese:  Der Patient leidet unter einer milden Blutungsneigung, die zum ersten Mal 

im Säuglingsalter auffiel. Bei einer Darmoperation diagnostizierte man eine verlängerte 

Blutungszeit. Bei einem weiteren Eingriff aufgrund eines Maldescensus testis zeigte 

sich diese Auffälligkeit hingegen nicht.  

Außer spontanem Nasenbluten, das bis ins Jugendalter bestand, wies der Patient trotz 

Ausübung eines Vollkontakt-Kampfsports keine weiteren Symptome auf. In der 

Familie gibt es keinen Anhalt für eine Blutungsneigung, da die Mutter vor einigen 

Jahren an Krebs verstarb, kein Kontakt zu den Geschwistern besteht und der Patient 

keine Kinder hat. 

Laboruntersuchungen (siehe Tab. 3 und 4): Der Patient weist eine Verlängerung der 

Partiellen Thromboplastinzeit (44,4 s gegenüber normalerweise < 36 s) und der 

Blutungszeit PFA-100 (> 300/175 gegenüber normalerweise < 165/118) auf. Es konnte 

eine Verringerung der Faktor XII-Konzentration auf 33% (normalerweise > 70%) 

nachgewiesen werden.  

Desweiteren imponiert ein quantitativer Defekt des vWF, widergespiegelt durch eine 

signifikante Erniedrigung des vWF:Ag (23% gegenüber normalerweise > 60%). Die 

Ristocetin-Cofaktor-Aktivität, die ein Maß für die Affinität des vWF zum Glykoprotein 

1b-Rezeptor der Thrombozyten darstellt, ist vermindert (25% gegenüber normalerweise 

> 60%). Der Faktor VIII-Wert im Patientenplasma zeigt eine Verminderung auf 32% 

gegenüber normalerweise > 50%. Auch die Kollagenbindung ist erniedrigt (17% 

gegenüber normalerweise > 60%), wohingegen die RIPA normale Werte aufweist  

(siehe Tab. 4). 

Anschließend ist eine Betrachtung der Relativwerte sinnvoll, um nachvollziehen zu 

können, ob die Verringerung der funktionellen Parameter auf funktionelle Defekte 

zurückzuführen ist oder vielmehr die Konsequenz der Verminderung des Absolutwerts 

des vWF darstellt. Diese Untersuchung hilft bei der Differenzierung zwischen vWS 

vom Typ 1 und vWS vom Typ 2. Zu diesem Zweck wurde der Quotient aus vWF:Ag 
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und RICO bzw. vWF:Ag:CBA gebildet. Diese Quotienten befinden sich im 

Normalbereich (siehe Tab. 5).  

Bei Patient 1 wurde darüber hinaus die Wirkung von DDAVP untersucht (siehe Tabelle 

4). 

 VWF:Ag [%] VWF:RCo [%] VWF:CB [%] FVIII [%] VWF:FVIIIB [%] 

vor DDAVP 23 25 17 32 20 

30 min und 126 286 174 297 n.a. 

4 h nach DDAVP 82 130 103 184 n.a. 

Normwerte [%] 

Range 
60-200 60-200 60-130 50-175 50-150 

 

 RIPA [%] BZ PFA-100 [%] PTT [sec] FXII [%] CRP [mg/dl] 

vor DDAVP normal >300/175 44.4 33 0.60 

30 min und normal 71/63 30,2 n.a. n.a. 

4 h nach DDAVP normall 121/83 33,8 n.a. n.a. 

Normwerte 

range 
normall 85-165 23-36 70-150 <0.50 

 

   Tabelle 4: Wichtige hämostatische Parameter des Patienten 1 
 

 
 
      
 
 

 
  Tabelle 5: Relativwerte der hämostatischen Parameter des Patienten 1 

 

Sowohl die Relativwerte (Tab. 5) als auch die Antwort auf die DDAVP-Behandlung 

legen nahe, dass Patient 1 an vWS vom Typ 1 leidet. 

 

3.1.2. Multimerenanalyse mittels SDS-Agarose-Elektrophorese 

Um die Struktur des vWF im Plasma nachzuweisen, wurde eine Multimerenanalyse 

mittels SDS-Elektrophorese in Agarosegelen durchgeführt. Es wurden zwei Gele mit 

den Agarose-Konzentrationen 1,5% und 3% hergestellt, um erkennen zu können, ob 

einerseits alle Multimere vorhanden sind, andererseits um die regelgerechte Größe der 

Spaltprodukte zu kontrollieren. 

Auf dem 1,5%-igen Gel ist zunächst festzustellen, dass alle Multimere im 

Patientenplasma vorhanden sind, jedoch mit einer Verminderung der mittleren und 

hochmolekularen Multimere. Erkennbar wird dies anhand einer Aufhellung der 

entsprechenden Multimere im Vergleich mit den vWF-Plasmen gesunder Probanden. 

Zudem ist eine verschmierte Stuktur der Multimerenbanden nachweisbar (siehe Abb. 

3). Beim Blick auf das 3%-ige Gel fällt auf, dass die für gewöhnlich nachweisbare 

Triplettstruktur, die auf die Spaltprodukte durch ADAMTS-13 in der A2-Domäne 

 
VWF:RCo/ 

VWF:Ag 

VWF:CB/ 

VWF:Ag 

FVIII/ 

VWF:Ag 

VWF:FVIIIB/ 

VWF:Ag 

Proband 1.08 0.73 1.39 0,87 

Normwerte >0.7 >0.7 >0.7 >0.7 
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zurückgeht, verändert ist. Anstelle eines Tripletts zeigt sich nun vielmehr eine 

Quintuplettstruktur (siehe Pfeile in Abb. 3), die auf eine abweichende Spaltung des 

vWF hinweist (siehe Abb. 3). 

  

              1        2           3         4          5             1          2          3           4        5 

 

  1,5% Agarose    3% Agarose 

Abb. 3: Plasma-vWF-Analyse in Agarosegelen, Patient 1. Kontrollplasma 

(Spuren 1 und 2), Patientenplasma vor DDAVP-Behandlung (Spur 3), 30 min und 

4 h nach DDAVP-Behandlung (Spuren 4 und 5) 

 

  

 

3.1.3 Effekt von DDAVP 

Teil der Diagnostik ist neben der Erhebung der für das vWS relevanten Laborparameter 

auch eine Bestimmung der hämostatischen Parameter und Multimerengele nach Gabe 

von DDAVP. Zu diesem Zweck wird dem Patienten dreimal Blut abgenommen: 

Unmittelbar vor DDAVP-Gabe (Octostim), 30 min und 4 h danach. Die einzelnen 

Werte werden anschließend miteinander verglichen. Dies ist insbesondere wichtig, um 

präventiv festzustellen, ob der Einsatz von DDAVP effektiv ist und somit eine 

therapeutische bzw. präventive (z.B. bei operativen Eingriffen) Option darstellt.  

30 min nach Octostim-Gabe zeigen sich die hämostatischen Parameter maximal erhöht: 

PTT und PFA-100 (Epi/ADP) sind im Vergleich zu den Werten vor Octostim-Gabe 

signifikant verkürzt (30,2 s und 71/63 statt zuvor 44,4 s und >300/175) und 

verdeutlichen somit eine Normalisierung der Blutgerinnung. Quantitativ beträchtlich 

erhöht hat sich auch der vWF (Anstieg des vWF:Ag von 23% auf 126%). Aber auch 

die funktionellen Parameter weisen eine erhebliche Steigerung auf: Der Ristocetin-

Cofaktor von 25% auf 286%, die Kollagenbindungsaktivität von 17 auf 174% und die 

← 

← 
← 
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Faktor VIII-Aktivität ist von 32% auf 297% angewachsen. Der aus den Speichern 

entlassene vWF ist damit funktionell aktiv (siehe Tab. 4). 

Bei der Betrachtung der Multimerenanalyse fällt eine Verstärkung des zuvor äußerst 

schwachen Bandenmusters, sowie eine höhere Auflösung der Quintuplettstruktur auf 

(siehe Abb. 3). 

DDAVP ist somit bei diesem Patienten eine wichtige therapeutische Option. 

Schließlich zeigt sich sowohl eine quantitative (Erhöhung des vWF:Ag) als auch eine 

qualitative (durch die Verkürzung der Blutungszeit) Verbesserung der Blutgerinnung. 

 

3.1.4 Genetische Analyse 

Charakteristisch für Patienten des vWS vom Typ 1 ist, dass das Multimerenmuster in 

der Regel keine Auffälligkeiten aufweist; die Symptomatik ist einzig auf eine 

Verringerung des vWF zurückzuführen. Bei Patient 1 konnte jedoch eine auffällige 

Multimerenstruktur festgestellt werden. Das gab den Anlass, das vWF-Gen zu 

untersuchen. Diese Untersuchung wurde durch Sequenzierung aller Exone des vWF 

(„Exon-Scanning“) durchgeführt. Bei Patient 1 wurden 2 Mutationen in heterozygoter 

Ausprägung gefunden:  

In Exon 17 des vWF-Gens wurde die Mutation c.2278C>T nachgewiesen. Auf 

Proteinebene führt diese Mutation zu einem Aminosäureaustausch von Arginin nach 

Cystein an Aminosäureposition 760 des VWF-Proteins (p.R760C). 

In Exon 20 des vWF-Gens wurde die Mutation c.2561G>A nachgewiesen. Auf 

Proteinebene führt diese Mutation zu einem Aminosäureaustausch von Arginin nach 

Glutamin an Aminosäureposition 854 des VWF-Proteins (p.R854Q). Diese Analysen 

wurden im Institut für Klinische Biochemie und Pathobiochemie (Prof. Dr. U. Walter) 

durchgeführt. Da eine Familienanalyse bei Patient 1 nicht möglich war, sollte der 

Nachweis einer eventuell bestehenden Kopplung der Mutationen durch Analyse der 

cDNA erfolgen. 

Dazu wurde RNA aus einer Blutprobe des Patienten isoliert (3.1.4.1) und der 

entsprechende mutationstragende Bereich des vWF-Gens amplifiziert (3.1.4.2). 

 

3.1.4.1 RT-PCR des mutationstragenden Bereichs des vWF 

Aus einer frischen Blutprobe des Patienten wurden "washed platelets" gewonnen, aus 

denen RNA isoliert und die cDNA synthetisiert wurde. 

Um sicherzustellen, dass bei der RNA-Isolation aus den Plättchen eine ausreichende 

Menge RNA gewonnen werden konnte, wurde eine photometrische Bestimmung der 
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RNA-Menge vorgenommen. Die RNA-Präparation wies eine Absorption von 0,1 bei 

260 nm auf, was einer Konzentration von etwa 3,3 µg/ml RNA entspricht. Die 

Gesamtmenge an RNA aus der Präparation von etwa 2 x 10
9
 Plättchen betrug damit 

etwa 150 ng. Die gewonnene RNA wurde in cDNA umgeschrieben und mithilfe der 

PCR vervielfältigt. Dabei wurde die cDNA mit den Primerkombinationen  

 (1) vWF cDNA Nr4 Fw und vWF cDNA Nr5 Rev,  

 (2) vWF cDNA Nr5 Fw und vWF cDNA Nr5 Rev und  

 (3) vWF cDNA Nr5 Fw und vWF cDNA Nr6 

amplifiziert (siehe Abb. 4). 

         1     2     3     4      5     6      7     8     St 

Abb. 4: Agarosegel der RT-PCR-

Produkte nach cDNA-Amplifikation,  

Patient 1 
Spuren 1-4: RNA Präparation 1, Spuren 

5–8: RNA-Präparation 2, St: DNA-

Standard. 

Spuren 1,5:       Primerpaar (2) 

Spuren 2,6:       Primerpaar (1) 

Spuren 3,4,7,8: Primerpaar (3) 

 

 

Mit der Primerkombination 1 wurden keine Amplifikationsprodukte erhalten (Spuren 2 

und 6, Abb. 4). RNA-Präparation 1 zeigte bei den beiden Primerkombinationen 2 und 3 

Amplifikationsprodukte, die mit dem Primerpaar 3 erhaltenen Produkte umspannen 

beide Mutationen und wurden kloniert. 

 

3.1.4.2 Klonierung der cDNA 

Das PCR-Produkt des Primerpaars vWF cDNA Nr5 Forward und -6 Reverse (Spur 3, 

Abb. 3) wurde in den Vektor pSC-A-amp kloniert. Kolonien wurden gepickt und als 

Template für eine PCR eingesetzt („Kolonie-PCR"). Dabei wurden die Vektor- Primer 

T7 und T3 verwendet (siehe Tab. 2). Nur wenige Kolonien trugen ein DNA-Insert der 

erwarteten Größe (siehe Abb. 5). Es zeigen sich Banden bei den Kolonien 2, 9, 16 und 

23. 
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Abb. 5: Agarosegel der Kolonie-PCR; Klone 1 bis 24. 

Gekennzeichnet sind Klone mit einem Insert der erwarteten Größe 

 

Im 1. Klonierungsansatz konnten bei 54 Kolonien nur acht Klone identifiziert werden, 

die das cDNA-Fragment des vWF inseriert hatten. 

 

3.1.4.3 Sequenzierung der Kolonie-PCR 

Alle acht identifizierten Klone mit Insert der korrekten Größe wurden sequenziert. Bei 

der Sequenzanalyse konnten nicht wie erwartet zwei sondern drei Allele nachgewiesen 

werden. Das Wildtyp-Allel wurde in vier Sequenzanalysen gefunden. In zwei 

Sequenzen wurde die Mutation c.2278C>T nachgewiesen, in weiteren zwei Sequenzen 

nur die Mutation c.2561G>A.  

In Abb. 6 sind die Sequenzen der drei Allele dargestellt; grün hinterlegt sind die WT-

Basen, rot die Mutationen. 

 

 Allel 1 
  2221 AGTGGAGTCCCCGGAAGCTTGCTGCCTGACGCTGTCCTCAGCAGTCCCCTGTCTCATCGC 

  2281 AGCAAAAGGAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATGGTCAAGCTGGTGTGTCCCGCTGACAAC 

  2341 CTGCGGGCTGAAGGGCTCGAGTGTACCAAAACGTGCCAGAACTATGACCTGGAGTGCATG 

  2401 AGCATGGGCTGTGTCTCTGGCTGCCTCTGCCCCCCGGGCATGGTCCGGCATGAGAACAGA 

  2461 TGTGTGGCCCTGGAAAGGTGTCCCTGCTTCCATCAGGGCAAGGAGTATGCCCCTGGAGAA 

  2521 ACAGTGAAGATTGGCTGCAACACTTGTGTCTGTCAGGACCGGAAGTGGAACTGCACAGAC 

   

 Allel 2 
  2221 AGTGGAGTCCCCGGAAGCTTGCTGCCTGACGCTGTCCTCAGCAGTCCCCTGTCTCATTGC 

  2281 AGCAAAAGGAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATGGTCAAGCTGGTGTGTCCCGCTGACAAC 

  2341 CTGCGGGCTGAAGGGCTCGAGTGTACCAAAACGTGCCAGAACTATGACCTGGAGTGCATG 

  2401 AGCATGGGCTGTGTCTCTGGCTGCCTCTGCCCCCCGGGCATGGTCCGGCATGAGAACAGA 

  2461 TGTGTGGCCCTGGAAAGGTGTCCCTGCTTCCATCAGGGCAAGGAGTATGCCCCTGGAGAA 

  2521 ACAGTGAAGATTGGCTGCAACACTTGTGTCTGTCAGGACCGGAAGTGGAACTGCACAGAC 

 

 Allel 3   
  2221 AGTGGAGTCCCCGGAAGCTTGCTGCCTGACGCTGTCCTCAGCAGTCCCCTGTCTCATCGC 

  2281 AGCAAAAGGAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATGGTCAAGCTGGTGTGTCCCGCTGACAAC 

  2341 CTGCGGGCTGAAGGGCTCGAGTGTACCAAAACGTGCCAGAACTATGACCTGGAGTGCATG 

  2401 AGCATGGGCTGTGTCTCTGGCTGCCTCTGCCCCCCGGGCATGGTCCGGCATGAGAACAGA 

  2461 TGTGTGGCCCTGGAAAGGTGTCCCTGCTTCCATCAGGGCAAGGAGTATGCCCCTGGAGAA 

  2521 ACAGTGAAGATTGGCTGCAACACTTGTGTCTGTCAGGACCAGAAGTGGAACTGCACAGAC  

 

Abb. 6: Sequenzausschnitte des vWF Gens, Patient 1. gefundene Allele 1, 2 

und 3, Basensequenz in schwarz und blau markieren unterschiedliche Exone, die 

Basenposition der 1. Base einer Zeile in der cDNA ist angegeben. 

 

 

2 9 16 23 
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Die Klonierung wurde mit dem PCR-Produkt des Primerpaars vWF cDNA Nr5 

Forward und -6 Reverse (Spur 7, Abb. 3) wiederholt. Auch hier trug der größere Teil 

der Kolonien nur den Leervektor, 5 weitere Kolonien mit Insert zeigten jedoch wieder 

alle 3 Allele: 2 mal das WT-Allel, 2 mal Allel 2 und 1 mal Allel 3. 

 

3.2 Patientin 2 

3.2.1 Klinische Diagnostik von Patientin 2 

Anamnese: Erstmals symptomatisch wurde die 49jährige Patientin bei einer 

Zahnextrakion im Kindesalter, als eine deutlich vermehrte Blutung auftrat. Daraufhin 

erfolgte eine Abklärung in der Gerinnungsambulanz, was zur Diagnose des vWS 2A 

führte. Außerdem berichtet die Patientin über Spontanhämatome sowie über spontane 

und häufigere Blutungen im Mundbereich. Bei deren Auftreten behilft sich die 

Patientin mittels eines DDAVP-Sprays bzw. DDAVP-Spülungen. Gelegentlich 

bestünden spontane Schwellungen der Kniegelenke im Sinne eines Hämarthros; zuletzt 

trat dies vor acht Jahren auf. Außerdem berichtet die Patientin über eine 

Hypermenorrhoe und eine Menorrhagie (von ca. 7 Tagen). Anamnestisch ergeben sich 

desweiteren keine Hinweise für spontane Epistaxis und verlängerte Blutungen 

außerhalb des Schleimhautbereichs. 

Die meist unter mehrtägiger Hämatesubstitution (3x täglich 3000IE) durchgeführten 

operativen Eingriffe verliefen ohne größere Komplikationen: Dazu zählen eine 

urogenitale Operation, eine Ileus-Operation und eine Rekonstruktion nach 

Kapselsprengung der Mammae beidseits.  

 

Hinsichtlich der Laborparameter fällt bei der Patientin 2 eine sehr deutliche 

Verlängerung der Blutungszeit PFA-100 (Epinephrin/ADP) auf, die jeweils mit über 

300 s außerhalb des Messbereichs liegt. Die Partielle Thromboplastinzeit ist mit 36,8 s 

nur minimal erhöht gegenüber der Norm von < 36 s.  

Außerdem besteht eine auffällige quantitative Verminderung des vWF:Ag auf 18%. 

Auch die qualitativen Werte sind verringert, wobei hier die Verringerung in einem 

Ausmaß zu beobachten ist, der der Verringerung des vWF-Antigens entspricht: Der 

Ristocetin-Cofaktor Wert liegt mit 24% sogar noch über dem vWF:Ag-Wert, die 

Collagen-Bindeaktivität entspricht mit einem Wert von 18% etwa dem des vWF:Ag. 

Die Relativwerte (siehe Tabelle 7) sind damit im Normbereich.  
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Die Faktor VIII-Bindung ist auf 38% reduziert und entsprechend zeigt sich eine 

Verminderung des Faktor VIII auf 25%. Somit kann festgehalten werden, dass eine 

deutliche Verminderung des vWF vorliegt und auch die funktionellen Parameter in 

korrelierendem Maß reduziert sind (siehe Tab. 6).  

 

 

 VWF:Ag [%] VWF:RCo [%] VWF:CB [%] FVIII [%] VWF:FVIIIB [%] 

Patientin 2 18 

 
24 15 25 38 

Normwerte 

Range 
60-200 60-200 60-130 50-175 50-150 

 

 RIPA [%] BZ PFA-100 [%] PTT [sec] CRP [mg/dl] 

Patientin2 normal >300 36.8 0.04 

Normwerte 

Range 
normall 85-165 23-36 <0.50 

 

  Tabelle 6: Wichtige hämostatische Parameter der Patientin 2 

 
 
      
 

 
 

  Tabelle 7: Relativwerte der hämostatischen Parameter der Patientin 2 

 

Dieser Befund spricht für das Vorliegen eines vWS vom Typ 1. 

 

3.2.2 Multimerenanalyse mittels SDS-Agarose-Elektrophorese 

Die Multimerengele zeigen das Vorhandensein aller Multimere (s. Abb. 7).  

 

       1          2          3          4          5 

 

 
VWF:RCo/ 

VWF:Ag 

VWF:CB/ 

VWF:Ag 

FVIII/ 

VWF:Ag 

VWF:FVIIIB/ 

VWF:Ag 

Patientin 2 1.33 0.83 1,39 2,11 

Normwerte >0.7 >0.7 >0.7 >0.7 

Abb. 7: Plasma-vWF-Analyse im 

Agarosegel der Patientin 2.  

Kontrollplasma (Spuren 1, 2, 3 und 5), 

Patientenplasma (Spur 4) 
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Allerdings fallen breite Banden im niedrig-, mittel- und hochmolekularen Bereich auf, 

die sich in diesem Ausmaß nicht im Normalplasma finden. Die charakteristische 

Triplett-Struktur fehlt, die gewöhnlicherweise deutlich abtrennbaren Satellitenbanden 

sind kaum erkennbar. Es findet sich lediglich sowohl ober- als auch unterhalb der 

Bande ein verschmierter Bereich. 

 

3.2.3 Effekt von DDAVP 

In unserer Klinik erfolgte keine detaillierte Untersuchung des Effektes von DDAVP, 

nachdem die Patientin keine weitere Untersuchung diesbezüglich wünschte. Laut 

eigenen Angaben besteht eine klare klinische Besserung im Rahmen des 

Medikamenteneinsatzes bei kleineren Blutungen. Dementsprechend verwendet die 

Patientin DDAVP auch bei Bedarf, um beispielsweise Spontanblutungen im 

Mundbereich zu stoppen. 

 

3.2.4 Genetische Analyse 

Bei Patientin 2 wurde in Exon 26 des vWF-Gens die heterozygote Mutation 

c.3437A>G nachgewiesen. Auf Proteinebene führt diese Mutation zu einem 

Aminosäureaustausch von Tyrosin nach Cystein an Aminosäureposition 1146 des 

VWF-Proteins (p.Y1146C). Bei der Amplifikation des Exon 26 wurde ein Primerpaar 

verwendet, das einen großen Bereich des Gens, etwa 1 kBP, amplifiziert 

(vWF_Gen_Ex26_Fw und vWF_Gen_Ex26_Re, siehe Tab. 2). Erst in diesen 

Primerbindebereichen konnten Sequenzen gefunden werden, die sich zwischen Gen 

und Pseudogen unterscheiden.  

Zunächst muss nachgewiesen werden, dass die Amplifikation des genomischen 

Abschnitts genspezifisch war. Hierfür wurde das PCR-Produkt des Primerpaars 

vWF_Gen_Ex26_Fw und vWF_Gen_Ex26_Re mit diesen Primern sequenziert. In 

Abb. 8 ist ein Alignment des entsprechenden Bereichs von vWF-Gen und Pseudogen 

dargestellt. 
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AACTGTGACGAGTGTGTCTGAGGAACTGAAGTTTTGAATTTTATTGAATT 

||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||| 

AACTGTGACGAGTGTGTCTGAGGAACTGAATTTTTGAATTTTATTGAATT 

 

TTACTTAATTTAACGTAAATAGCCACACGCAGTTTGTGACGATCCTATGG 

||||||||||||||.||||||||||||.|||||||.||||.||||||||| 

TTACTTAATTTAACTTAAATAGCCACATGCAGTTTATGACTATCCTATGG 

 

TACAGCACAGCTCTAGAGTTACTGAAGGTGTTATTCAGAAGAGCAGAAAG 

|||||||||||||.|||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

TACAGCACAGCTCGAGAGTTACTGAAGGTGTTATTCAGAAGAGCAGAAAG 

 

AGCCCCGGAGATAAGATTTCATTTGTCCTGAGGCTTGGGGAGGTGAGGTA 

|||||.|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

AGCCCTGGAGATAAGATTTCATTTGTCCTGAGGCTTGGGGAGGTGAGGTA 

 

GGGTGAAGGAATCCCCGCTCCCAGTTTTGCAGAGGGATCAATCAAGGCAC 

||.||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

GGATGAAGGAATCCCCGCTCCCAGTTTTGCAGAGGGATCAATCAAGGCAC 

 

 

 

Abb. 8: Alignment von vWF-Gen und Pseudogen,  

Unterschiede sind rot markiert. 

 

In Abb. 9 sind Ausschnitte aus der Sequenzanalyse gezeigt. Die Basen, die sich bei 

vWF-Gen und Pseudogen unterscheiden (siehe Abb. 8, rot gekennzeichnet), sind mit 

Pfeil markiert.  

 
 

 

 
 

Abb. 9: cDNA-Sequenzanalyse des Exon 25 der Patientin 2: Die mit▼ markierten 

Lokalitäten stellen die Positionen dar, in denen sich vWF-Gen und Pseudogen 

unterscheiden (siehe Abb. 8).  

▼ 

▼ 

▼ ▼ ▼ 

▼ 
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Die Sequenz weist ausschließlich die Basen des vWF-Gens auf, eine Amplifikation des 

Pseudogens erfolgte nicht. Das Amplifikat wurde nun mit Primern, die das Exon 26 und 

dessen Intron-Exon Übergänge umfassen, sequenziert (vWF_Ex26_Fw und 

vWF_Ex26_Re, siehe Tab. 2). Dabei wurde bei Patientin 2 die Mutation c.3437A>G in 

heterozygoter Ausprägung gefunden. Diese führt zu dem Aminosäureaustausch 

p.Y1146C (siehe Abb. 10). 

 

 

Abb. 10: cDNA-Sequenzanalyse der Patientin 2. Gezeigt ist eine Muatation an Position 

1146 von Tyrosin zu Cystein (siehe Pfeil). 

 

Da der Nachweis erbracht wurde, dass nur die Gensequenz, nicht jedoch das 

Pseudogen amplifiziert wurde, musste diese Mutation nicht auf cDNA-Ebene bestätigt 

werden. 

 

3.3 Amplifizierung und Sequenzierung von Nardilysin  

Die Etablierung der cDNA-Herstellung aus Thrombozyten ermöglichte es, die so 

gewonnene cDNA auch für Analysen einzusetzen, die dem Nachweis der Expression 

spezifischer Gene in Thrombozyten dienen soll. 

Um die Wahrscheinlichkeit der Verunreinigung zu minimieren, wurden für die cDNA-

Synthese gewaschene Plättchen („washed platelets“) eingesetzt. Die Qualität der cDNA 

wurde durch Amplifikation spezifischer Plättchentranskripte wie dem vWF-Transkript 

überprüft. Verunreinigungen durch DNA können nachgewiesen werden, wenn unter 

Verwendung von RNA als Template und Primern für die Amplifikation genomischer 

Bereiche ein PCR-Produkt erhalten werden kann. 

Für den Nachweis der Expression von Nardilysin, einem Protein, das im 

Thrombozytenproteom identifiziert wurde, kamen nur solche cDNA-Präparate aus 

Thrombozyten zum Einsatz, die keine DNA-Kontaminationen enthielten und die 

erfolgreich für die Amplifikation von unterschiedlichen Fragmenten der vWF-cDNA 

verwendet werden konnten. 

▼ 
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Für Nardilysin sind verschiedene Splicevarianten beschrieben. Zur Amplifizierung von 

Nardilysin wurde zunächst ein Primerpaar verwendet, das an alle in ENSEMBL 
27

 

beschriebenen Splicevarianten bindet (Nardilysin Fw und Nardilysin Re, siehe Tab. 2). 

Als Positiv-Kontrollen wurden die Transkripte von RAC1 (Ras-related C3 botulinum 

toxin substrate 1) und RAP2B (Ras-related protein Rap-2b) aus Thrombozyten 

amplifiziert (Primersequenzen siehe Tab. 2). Wie in Abb. 11 ersichtlich konnte 

Nardilysin in Plättchen-cDNA nachgewiesen werden. Diese Amplifikate (Spuren 9 und 

10, Abb.11) wurden sequenziert. 

 
             1       2      3       4      5       6      7     8        St     9      10       11    12 

         
 

      Abbildung 11: Agarosegel zum Nachweis von Nardilysin in Plättchen. 

Spuren 1, 2, 3, 4: Rap1B,  

Spuren 5, 6, 7, 8: Rac2,  

Spuren 9, 10, 11, 12: NRD1; 

Spuren 1, 5, 9:    cDNA Thrombozyten 1,  

Spuren 2, 6, 10:  cDNA Thrombozyten 2;  

Spuren 3, 7, 11:  cDNA Leukozyten, Spuren 4, 8, 12: H2O  
 

 

Die Sequenzanalyse zeigte den erwarteten Sequenzbereich von Nardilysin (siehe Abb. 

12). 

 
 

AAAGGCAGCATTCTTTCTTTCCTTAGGAAAAAATGCTGGGCTCTTGCACTGTTTGGTGGAAAT

GGTGAGACAGGATTTGAGCAAAATTCTACTTATTCAGTGTTCAGCATTTCTATTACATTGACT

GATGAGGGTTATGAACATTTTTATGAGGTTGCTTACACTGTCTTTCAGTATTTAAAAATGCTG

CAGAAGCTAGGCCCAGAAAAAAGAATTTTTGAAGAGATTCGGAAAATTGAGGATAATGAATTT

CATTACCAAGAACAGACAGATCCAGTTGAGTATGTGGAAAACATGTGTGAGAACATGCAGCTG

TACCCATTGCAGGACATTCTCACTGGAGATCAGCTTCTTTTTGAATACAAGCCAGAAGTCATT

GGTGAAGCCTTGAA 

 

Abbildung 12: cDNA-Sequenzanalyse der PCR-Produkte 9 und 10 von Abb. 11 

 

 

Nach dem Nachweis von Nardilysin in Plättchen stellte sich die Frage, welche 

Isoformen von Nardilysin vorhanden sind. Die verschiedenen Isoformen von 

Nardilysin wurden entsprechend ENSEMBL 
27

 benannt (siehe Tab. 8). 
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NRD1-001 ENST00000352171 ENSP00000262679 

NRD1-002 ENST00000354831 ENSP00000346890 

NRD1-201 ENST00000371665 ENSP00000360729 

 

          Tab. 8:  Splicevarianten von Nardilysin nach Ensembl 

 

In Abbildung 13 ist das Alignment der Nardilysin-Splicevarianten auf Proteinebene 

gezeigt. 

NRD1-001        MLRRVTVAAVCATRRKLCEAGRELAALWGIETRGRCEDSAAARPFPILAMPGRNKAKSTC 

NRD1-002        MLRRVTVAAVCATRRKLCEAGRELAALWGIETRGRCEDSAAARPFPILAMPGRNKAKSTC 

NRD1-201        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

NRD1-001        SCPDLQPNGQDLGENSRVARLGADESEEEGRRGSLSNAGDPEIVKSPSDPKQYRYIKLQN 

NRD1-002        SCPDLQPNGQDLGENSRVARLGADESEEEGRRGSLSNAGDPEIVKSPSDPKQYRYIKLQN 

NRD1-201        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

NRD1-001        GLQALLISDLSNMEGKTGNTTDDEEEEEVEEEEEDDDEDSGAEIEDDDEEGFDDEDEFDD 

NRD1-002        GLQALLISDLSNMEGKTGNTTDDEEEEEVEEEEEDDDEDSGAEIEDDDEEGFDDEDEFDD 

NRD1-201        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

NRD1-001        EHDDDLDTEDNELEELEERAEARKKTTEKQ------------------------------ 

NRD1-002        EHDDDLDTEDNELEELEERAEARKKTTEKQQLQSLFLLWSKLTDRLWFKSTYSKMSSTLL 

NRD1-201        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

NRD1-001        --------------------------------------SAAALCVGVGSFADPDDLPGLA 

NRD1-002        VETRNLYGVVGAESRSAPVQHLAGWQAEEQQGETDTVLSAAALCVGVGSFADPDDLPGLA 

NRD1-201        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

NRD1-001        HFLEHMVFMGSLKYPDENGFDAFLKKHGGSDNASTDCERTVFQFDVQRKYFKEALDRWAQ 

NRD1-002        HFLEHMVFMGSLKYPDENGFDAFLKKHGGSDNASTDCERTVFQFDVQRKYFKEALDRWAQ 

NRD1-201        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

NRD1-001        FFIHPLMIRDAIDREVEAVDSEYQLARPSDANRKEMLFGSLARPGHPMGKFFWGNAETLK 

NRD1-002        FFIHPLMIRDAIDREVEAVDSEYQLARPSDANRKEMLFGSLARPGHPMGKFFWGNAETLK 

NRD1-201        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

NRD1-001        HEPRKNNIDTHARLREFWMRYYSSHYMTLVVQSKETLDTLEKWVTEIFSQIPNNGLPRPN 

NRD1-002        HEPRKNNIDTHARLREFWMRYYSSHYMTLVVQSKETLDTLEKWVTEIFSQIPNNGLPRPN 

NRD1-201        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

NRD1-001        FGHLTDPFDTPAFNKLYRVVPIRKIHALTITWALPPQQQHYRVKPLHYISWLVGHEGKGS 

NRD1-002        FGHLTDPFDTPAFNKLYRVVPIRKIHALTITWALPPQQQHYRVKPLHYISWLVGHEGKGS 

NRD1-201        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

NRD1-001        ILSFLRKKCWALALFGGNGETGFEQNSTYSVFSISITLTDEGYEHFYEVAYTVFQYLKML 

NRD1-002        ILSFLRKKCWALALFGGNGETGFEQNSTYSVFSISITLTDEGYEHFYEVAYTVFQYLKML 

NRD1-201        ----------------------------------------------------------ML 

                                                                          ** 

 

NRD1-001        QKLGPEKRIFEEIRKIEDNEFHYQEQTDPVEYVENMCENMQLYPLQDILTGDQLLFEYKP 

NRD1-002        QKLGPEKRIFEEIRKIEDNEFHYQEQTDPVEYVENMCENMQLYPLQDILTGDQLLFEYKP 

NRD1-201        QKLGPEKRIFEEIRKIEDNEFHYQEQTDPVEYVENMCENMQLYPLQDILTGDQLLFEYKP 

                ************************************************************ 

 

NRD1-001        EVIGEALNQLVPQKANLVLLSGANEGKCDLKEKWFGTQYSIEDIENSWAELWNSNFELNP 

NRD1-002        EVIGEALNQLVPQKANLVLLSGANEGKCDLKEKWFGTQYSIEDIENSWAELWNSNFELNP 

NRD1-201        EVIGEALNQLVPQKANLVLLSGANEGKCDLKEKWFGTQYSIEDIENSWAELWNSNFELNP 

                ************************************************************ 

 

NRD1-001        DLHLPAENKYIATDFTLKAFDCPETEYPVKIVNTPQGCLWYKKDNKFKIPKAYIRFHLIS 

NRD1-002        DLHLPAENKYIATDFTLKAFDCPETEYPVKIVNTPQGCLWYKKDNKFKIPKAYIRFHLIS 

NRD1-201        DLHLPAENKYIA----------------------------------------YIRFHLIS 

                ************                                        ******** 
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NRD1-001        PLIQKSAANVVLFDIFVNILTHNLAEPAYEADVAQLEYKLVAGEHGLIIRVKGFNHKLPL 

NRD1-002        PLIQKSAANVVLFDIFVNILTHNLAEPAYEADVAQLEYKLVAGEHGLIIRVKGFNHKLPL 

NRD1-201        PLIQKSAANVVLFDIFVNILTHNLAEPAYEADVAQLEYKLVAGEHGLIIRVKGFNHKLPL 

                ************************************************************ 

 

NRD1-001        LFQLIIDYLAEFNSTPAVFTMITEQLKKTYFNILIKPETLAKDVRLLILEYARWSMIDKY 

NRD1-002        LFQLIIDYLAEFNSTPAVFTMITEQLKKTYFNILIKPETLAKDVRLLILEYARWSMIDKY 

NRD1-201        LFQLIIDYLAEFNSTPAVFTMITEQLKKTYFNILIKPETLAKDVRLLILEYARWSMIDKY 

                ************************************************************ 

 

NRD1-001        QALMDGLSLESLLSFVKEFKSQLFVEGLVQGNVTSTESMDFLKYVVDKLNFKPLEQEMPV 

NRD1-002        QALMDGLSLESLLSFVKEFKSQLFVEGLVQGNVTSTESMDFLKYVVDKLNFKPLEQEMPV 

NRD1-201        QALMDGLSLESLLSFVKEFKSQLFVEGLVQGNVTSTESMDFLKYVVDKLNFKPLEQEMPV 

                ************************************************************ 

NRD1-001        QFQVVELPSGHHLCKVKALNKGDANSEVTVYYQSGTRSLREYTLMELLVMHMEEPCFDFL 

NRD1-002        QFQVVELPSGHHLCKVKALNKGDANSEVTVYYQSGTRSLREYTLMELLVMHMEEPCFDFL 

NRD1-201        QFQVVELPSGHHLCKVKALNKGDANSEVTVYYQSGTRSLREYTLMELLVMHMEEPCFDFL 

                ************************************************************ 

 

NRD1-001        RTKQTLGYHVYPTCRNTSGILGFSVTVGTQATKYNSEVVDKKIEEFLSSFEEKIENLTEE 

NRD1-002        RTKQTLGYHVYPTCRNTSGILGFSVTVGTQATKYNSEVVDKKIEEFLSSFEEKIENLTEE 

NRD1-201        RTKQTLG----------------------------SEVVDKKIEEFLSSFEEKIENLTEE 

                *******                            ************************* 

 

NRD1-001        AFNTQVTALIKLKECEDTHLGEEVDRNWNEVVTQQYLFDRLAHEIEALKSFSKSDLVNWF 

NRD1-002        AFNTQVTALIKLKECEDTHLGEEVDRNWNEVVTQQYLFDRLAHEIEALKSFSKSDLVNWF 

NRD1-201        AFNTQVTALIKLKECEDTHLGEEVDRNWNEVVTQQYLFDRLAHEIEALKSFSKSDLVNWF 

                ************************************************************ 

 

NRD1-001        KAHRGPGSKMLSVHVVGYGKYELEEDGTPSSEDSNSSCEVMQLTYLPTSPLLADCIIPIT 

NRD1-002        KAHRGPGSKMLSVHVVGYGKYELEEDGTPSSEDSNSSCEVMQLTYLPTSPLLADCIIPIT 

NRD1-201        KAHRGPGSKMLSVHVVGYGKYELEEDGTPSSEDSNSSCEVMQLTYLPTSPLLADCIIPIT 

                ************************************************************ 

 

NRD1-001        DIRAFTTTLNLLPYHKIVK 

NRD1-002        DIRAFTTTLNLLPYHKIVK 

NRD1-201        DIRAFTTTLNLLPYHKIVK 

                ******************* 

 

Abb. 13: Alignment der Nardilysin-Splicevarianten. Farblich unterlegt sind die Isoform-

spezifischen Bereiche von NRD1. 

 

Zur Unterscheidung der verschiedenen Splicevarianten wurden die Primerpaare so 

ausgewählt, dass unterschiedlich große Fragmente bei der Amplifikation mit den 

Isoformen als Template zu erwarten sind.  

 

Das Primerpaar NRD1 Sp1 Fw und Rev (siehe Tab. 2) umschließt den im Alignment 

gelb markierten Bereich von Nardilysin. Ist dieser Bereich im Template vorhanden, so 

resultiert ein Fragment der Länge 489 Bp; ohne diesen Bereich ist das Fragment nur 

285 Bp groß. Wie in Abb. 14 Spuren 1 und 2 zu identifizieren, ist neben dem 285 Bp-

Fragment sowohl in Thrombozyten cDNA als auch in Leukozyten cDNA auch ein 

schwaches Signal für das 489 Bp Fragment zu erkennen. Durch Einsatz eines 

Strangprimers, der nur in diesem differenziell exprimierten Bereich von Nardilysin 

bindet (NRD K1 Fw, siehe Tab. 2) und NRD1 Sp1 Re, konnte bestätigt werden, dass 

dieses Transkript tatsächlich vorhanden war (siehe Abb. 14, Spuren 11 und 12). Geht 

man von einer vergleichbaren Amplifikationseffizienz der unterschiedlichen 

Transkripte aus, was wahrscheinlich ist, da die Primer identisch sind und der 



 39 

Größenunterschied der Produkte nur 204 Bp beträgt, so wird der überwiegende Anteil 

der Amplifikationsprodukte durch das 285 Bp Fragment gebildet. 

 

Das Primerpaaar NRD1 Sp2 Fw und Rev (siehe Tab. 2) umschließt den im Alignment 

grau markierten Bereich von Nardilysin. Mit diesem differenziell exprimierten Bereich 

ist das Amplifikat 455 Bp, ohne nur 335 Bp groß. In Spuren 4 und 5 (Abb. 14) ist hier 

sowohl in Thrombozyten cDNA als auch in Leukozyten cDNA nur das große 

Amplifikat zu erkennen. Dies konnte bestätigt werden durch die Primerkombination 

NRD K1 Fw, dieser Primer bindet nur in dem differenziell exprimierten Bereich, und  

NRD1 Sp2 Rev (Spuren 14 und 15 in Abb.14). 

 

Das Primerpaaar NRD1 Sp3 Fw und Rev (siehe Tab. 2) umschließt den im Alignment 

blau markierten Bereich von Nardilysin. Auch hier gelang nur die Vervielfältigung des 

Transkripts, das den differenziell exprimierten Bereich enthält (408 Bp), und nicht des 

Transkripts ohne diesen Bereich (324 Bp). Dies konnte durch die Amplifikation mit 

einem Primer, der nur in diesem differenziellen Bereich bindet (NRD1 K3 Fw, siehe 

Tab. 2) und NRD1 Sp3 Re bestätigt werden (siehe Spuren 17 und 18, Abb. 14). Alle 

Amplifikationsprodukte aus Thrombozyten cDNA wurden sequenziert und lieferten die 

erwartete Sequenz. 
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  1    2   3    4   5    6   7   8   9    10  11 12  13 14 15 16  17  18 19  20  21 22                                                                                           

 
 
 

 Abb. 14: Agarosegelelektrophorese der Nardilysin-Splicevarianten in Plättchen  

    Spuren 1, 4, 7, 11, 14, 17, 20: Plättchen-cDNA  

    Spuren 2, 5, 8, 12, 15, 18, 21: Leukocyten-cDNA  

    Spuren 3, 6, 9, 13, 16, 19, 22: kein Template 

 

    Spuren 1-3: Primerpaar NRD1 Sp1, Spuren 4-6: Primerpaar Sp2,  

    Spuren 7-9: Primerpaar Sp3 

 

    Spur 10: Größenstandard, Spuren 11-13: Primerpaar Sp1-K1, Spuren 14-16: Primerpaar   

    Sp2-K2, Spuren 17-19: Primerpaar Sp3-K3, Spuren 20-22: Nardilysin Primerpaar (vgl.  

    Abb.12) 
 

 

Die Isoformen NRD1-001 und NRD1-002 konnten damit in Thrombozyten cDNA und 

auch in Leukozyten cDNA nachgewiesen werden, wobei das überwiegend 

vorkommende Transkript NRD1-001 ist. Das Transkript NRD1-201 konnte 

ausgeschlossen werden.  
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4. Diskussion 

4.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese aus Thrombozyten 

Die Mutationsanalyse bei Verdacht auf Vorliegen einer ererbten Sequenzveränderung 

erfolgt üblicherweise durch Untersuchung der genomischen DNA. Diese wird aus 

peripheren, kernhaltigen Blutzellen gewonnen. Alle Exone des zu untersuchenden 

Gens und die Exon-Intron-Übergänge werden dabei analysiert.  

Werden mehr als eine Sequenzvariante gefunden, so können diese gekoppelt auf 

einem Allel, aber auch getrennt auf beiden Allelen vorliegen. Ist eine Familienanalyse 

nicht durchführbar, so muss die Kopplung der Mutationen durch eine andere Methode 

nachgewiesen werden: Ein PCR-Produkt muss generiert werden, das beide 

Mutationen umschließt. Im vorliegenden Fall wurden 2 Mutationen im Gen des vWF 

gefunden. Auf Ebene der genomischen DNA wäre das PCR-Produkt zu groß für eine 

Amplifikation, daher wird diese PCR mit cDNA als Template durchgeführt. 

Darüber hinaus kann die Amplifikation von cDNA auch zweifelsfrei beweisen, dass 

eine Mutation im Gen für den vWF und nicht im Pseudogen lokalisiert ist, denn nur 

das Gen wird transkribiert. 

Der vWF wird in Thrombozyten exprimiert; daher wurde RNA aus Blutplättchen 

isoliert.  

Aus ca. 2 x 10
9
 Thrombozyten wurden etwa 150 ng RNA gewonnen. Diese Menge ist 

gut vergleichbar mit der von Rox und Mitarbeitern beschriebenen Ausbeute an RNA 

bei Isolation aus einzelnen Spendern. 
33

  

Die so isolierte RNA wurde revers transkribiert und diente als Template für die 

Amplifikation von Teilen des vWF-Transkripts. 

 

4.2 Patient 1 

Durch Sequenzierung auf Ebene der genomischen DNA konnte nachgewiesen 

werden, dass Patient 1 heterozygoter Träger der Mutationen p.R760C und p.R854Q 

ist. Beide Sequenzvarianten sind bereits in der Literatur beschrieben als Mutationen, 

die zum vWS führen. In der vorliegenden Arbeit sollte überprüft werden, ob beide 

Mutationen gekoppelt auf einem Allel oder auf unterschiedlichen Allelen vorliegen. 
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Der Patient zeigt eine milde Blutungsneigung, die erstmals in seiner frühen Kindheit 

bei einer abdominellen Operation auffiel. Außerdem litt der Patient bis zur Jugend 

unter spontanem Nasenbluten. In der Familie gibt es keinen weiteren Anhalt für eine 

Blutungsneigung, da die Mutter vor einigen Jahren an Krebs verstarb, kein Kontakt zu 

den Geschwistern besteht und der Patient kinderlos ist. 

Die Diagnose vWS wurde gestellt, jedoch fiel eine exakte Einordnung zunächst 

schwer, da zwar alle Multimere nachgewiesen werden konnten, die vWF-Menge aber 

deutlich vermindert ist. Diese Befunde sprechen für ein vWS vom Typ 1. Allerdings 

fand sich eine abnorme Multimerenstruktur, sog. „Quintuplett“-Banden, die sich im 

Spaltmuster von einem normalen vWF-Bandenmuster unterscheiden und ein 

"verschmiertes" Laufverhalten des vWF im Trenngel zeigen, so dass auch eine 

qualitative vWF-Veränderung vorliegt. Dies ist ein Kriterium für die Einordnung in 

vWS vom Typ 2. 

Beide Mutationen sind einzeln bereits bekannt, eine Kombination dieser beiden 

Mutationen wurde auch beschrieben 
40

. Allerdings stehen bisher sehr wenige klinische 

Daten zur Verfügung.  

Die Mutation p.R854Q ist eine bei vWS Typ 2N Patienten häufig vorkommende 

Mutation  
35,

 
36,

 
37

. Sie ist mit einer geringen Blutungssymptomatik assoziiert 
38

 und 

soll eine defekte Faktor VIII-Bindung bedingen 
39

. 

Die Mutation p.R760C als einzelne Mutation wurde erstmals von Casonato und 

Mitarbeitern bei einem Patienten nachgewiesen 
34

.  Bei diesem Patienten fiel eine 

Verminderung des vWF:Ag auf ca. 50 U/dl (Normbereich 60-160 U/dl) und eine noch 

stärkere Reduzierung der FVIII-Bindung und Kollagenbindungsaktivität auf. Dies 

bedeutet über den quantitativen Defekt hinaus auch ein funktionelles Defizit des vWF.  

Bezüglich der Laborwerte ähnelt unser Patient dem von Casonato et al. 2007 

beschriebenen Patienten 
40

. Unser Patient weist jedoch einen noch stärker verringerten 

Wert des vWF:Ag (23% (Normbereich 60 bis 200%) vs. 51,8 U/dl (Normbereich 60 – 

160 U/dl)) auf. Die Verringerung könnte durch einen Defekt bei der Ausschüttung des 

reifen vWF bedingt sein. Dies konnte bei Casonato und Mitarbeitern gezeigt werden, 

da mutanter, rekombinanter vWF aus BHK (Syrian hamster cells) -Zellen zwar 

gebildet, aber schlechter sezerniert wurde 
34

.  

Die Multimerenanalyse belegt das Vorhandensein aller Multimere, jedoch fiel ein 

verwaschenes Laufverhalten der Banden auf.  In einem höher auflösenden Gel 
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konnten Quintuplettbanden nachgewiesen werden. Die Ursache dafür ist der Verbleib 

des Propeptids am maturen vWF. Die Mutation p.R760C verhindert die Abspaltung 

des vWF-Propeptids infolge einer Veränderung der Erkennungssequenz für das 

PACE-Enzym 
34

. Der Verbleib des Propeptids beeinträchtigt jedoch nicht die 

Multimerisierung 
41

; auch bei unserem Patienten sind hochmolekulare Multimere 

vorhanden. Aufgrund der Heterozygotie der Mutation p.R760C finden sich sowohl 

Wildtyp-  als auch mutanter vWF in den Multimeren. Die zusätzlichen Banden lassen 

sich damit erklären, dass nun Spaltprodukte mit und ohne Propeptid-Anteil generiert 

werden können.   

Auch bei Casonato et al. werden die Multimerengele entsprechend gedeutet und der 

Patient folglich als vWD 2A typisiert 
40

. Die funktionelle Einschränkung betraf hier 

vor allem die FVIII-Bindung: Der Quotient vWF:FVIIIB/vWF:Ag  lag mit einem 

Wert von 0,22 weit außerhalb des Normbereichs. Wir würden unseren Patienten 

wegen der Verminderung des vWF:Ag bei gleichzeitig normalen Quotienten der 

funktionellen Parameter eher als vWS Typ 1 klassifizieren. 

In der Literatur wird beschrieben, dass der Verbleib des Propeptids im maturen vWF 

die FVIII Bindungsaktivität vermindert 
41,

 
42,

 
43

. Darüber hinaus ist auch die Mutation 

R854Q mit einer Verringerung des Faktor VIII verbunden. Im heterozygoten Zustand 

führt diese bereits zu einer durchschnittlichen Reduktion des FVIII auf ca. 20% 
39

.  

Wir können diesen Effekt bei unserem Patienten nicht beobachten; die FVIII-Menge 

ist nur geringfügig vermindert (23%). Der Verbleib des Propeptids im vWF-Multimer 

konnte bei unserem Patienten aber nachgewiesen werden 
44

. 

Zusätzlich findet sich bei unserem Patienten eine verlängerte PTT. Dies könnte aber 

auch auf die FXII-Verminderung (33%) zurückzuführen sein. 

Die Verabreichung von DDAVP zeigte bei unserem Patienten einen deutlichen Effekt: 

Sie bewirkte einen Anstieg der quantitativen und funktionellen Parameter auf normale 

bzw. hochnormale Werte, der Anstieg von FVIII:C und vWF:RCo waren sogar stärker 

als der des vWF:Ag. 

Aufgrund des guten Ansprechens auf DDAVP kann dieses als Bedarfsmedikation und 

vorbereitend für kleinere operative Eingriffen verwendet werden. Bei länger 

andauernden Eingriffen ist zusätzlich die Bereitstellung von Blutkonserven zu 

empfehlen, da DDAVP eine zeitlich begrenzte Wirkung hat. 
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Auch die Wirksamkeit dieses Medikaments deutet eher auf die Zuordnung unseres 

Patienten zum Typ 1 des vWS hin. 

Die Erklärung für diese Unterschiede zwischen unserem Patienten, der nur eine sehr 

gering ausgeprägte Symptomatik zeigt, und dem von Casonato und Mitarbeitern 

beschriebenen Patienten, der die identische Mutations-Kombination trägt, aber unter 

erheblicher Blutungsneigung leidet, könnte die cDNA-Sequenzierung liefern: Bei 

unserem Patienten fanden sich drei Allele; zwei Allele, die je eine Mutation tragen, 

und ein Wildtyp-Allel. Dass es sich bei dem Wildtyp-Allel um eine Verunreinigung 

handelt, ist unwahrscheinlich, da sowohl cDNA-Synthese und PCR zweimal 

durchgeführt wurden, und bei beiden Analysen das Wildtyp-Allel eindeutig 

nachgewiesen werden konnte.  

Dieses Phänomen, drei Allele zu finden, könnte auf ein Mosaik zurückführen sein. 

Dies würde bedeuten, dass der Patient zwei Zellpopulationen mit unterschiedlichen 

Genotypen aufweist. 

Die beiden gefundenen Mutationen sind also nicht auf einem Allel gekoppelt. 

Möglicherweise stellt eine der Mutationen eine somatische Mutation in einer 

Vorläuferzelle der Thrombozyten dar. Hier kann aber nur spekuliert werden, da eine 

Familienanalyse nicht möglich war. 

Somatische Mutationen, die erst im Laufe der Entwicklung erworben werden, sind für 

zahlreiche Erkrankungen bekannt. Unter 242 Index-Patienten für FAP (Familiäre 

Adenomatöse Poliposis) konnten 10 Patienten identifiziert werden, die eine erworbene 

Mutation im APC-Gen aufweisen, und damit für die gefundene Mutation ein Mosaik 

darstellen 
45

. 

Nur ein Teil der Zellen, die alle Abkömmlinge einer Zelle sind, in der die Mutation 

stattfand, weisen die Mutation auf. Je früher in der Entwicklung diese somatische 

Mutation erworben wird, desto mehr Gewebe sind von der Mutation betroffen. Auch 

die Keimzellen können einen Mosaik-Status für die erworbene Mutation besitzen. 

FAP ist eine dominant vererbte Erkrankung; eine somatische Mutation ist daher für 

die betroffenen Zellen der erste Schritt der malignen Entartung. 

Aber auch für Erkrankungen, die erst bei einem biallelischen Ausfall des 

Genproduktes auftreten, wie der Neurofibromatose vom Typ 1, sind Mosaike 

beschrieben 
46, 47

.  
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Ist nur ein Teil der Zellen von der Mutation betroffen, kann sich das in einem 

milderen Phänotyp der Erkrankung ausdrücken. 

Auch für Mutationen im vWF sind somatische Mosaike nachgewiesen: Eine de novo 

Gendeletion im vWF-Gen wurde von Bernardi und Mitarbeitern beschrieben 
48

. Ein 

Mosaik für die Mutation im Gen für vWF wurde bei einem asymptomatischen Träger 

mit zwei erkrankten Kindern festgestellt. Das mutante Allel wurde dabei in nur 5% 

der Spermien des Vaters nachgewiesen 
49

. 

Mosaike können unentdeckt bleiben, wenn nicht systematische Fanmilienanalysen 

betrieben werden. Auch die beiden bei unserem Patienten auf genomischer DNA-

Ebene gefundenen Mutationen lassen nicht sofort den Schluss auf ein Mosaik zu; erst 

die klonale Analyse auf cDNA-Ebene zeigte, dass es sich hier sehr wahrscheinlich um 

eine de novo Mutation und damit um ein somatisches Mosaik handelt. 

Nicht alle der vWF-bildenden Endothel-Zellen könnten von beiden Mutationen 

betroffen sein. Der Anteil an nicht mutiertem vWF wäre so bei unserem Patienten 

höher als bei dem in der Literatur beschriebenen Patienten 
34

. 

 

4.3 Patientin 2 

Bei Patientin 2 wurde die Mutation c.A3437G in heterozygoter Ausprägung 

nachgewiesen. Diese Mutation befindet sich in Exon 26 des vWF und führt zu dem 

Aminosäureaustausch von Tyrosin nach Cystein an Aminosäureposition 1146 

(p.Y1146C). Diese Mutation wurde sowohl in einer multizentrischen kanadischen 

Studie 
50

 als auch in einer europäischen Studie 
51

 bei von-Willebrand-Typ 1 Patienten 

festgestellt. In der europäischen Studie ist diese Mutation bei einem Patienten 

beschrieben, der darüber hinaus Träger einer weiteren Missense-Mutation (p.S1378F) 

in Exon 28 des vWF-Gens ist. Diese Mutation wurde bei unserer Patientin 

ausgeschlossen. In Exon 28 wurde nur ein in den Datenbanken beschriebener 

Polymorphismus (rs1800383 G/C, p.D1472H) in heterozygoter Ausprägung gefunden.  

Da das Exon 26 in einem Bereich liegt, der eine 100%-ige Identität mit dem 

Pseudogen aufweist, muss nachgewiesen werden, dass diese Mutation tatsächlich das 

Gen und nicht das Pseudogen betrifft. Primer müssen so gewählt werden, dass 

ausschließlich das vWF-Gen und nicht das Pseudogen amplifiziert wird. Solche 

Primer konnten nur in einer größeren Entfernung zum codierenden Bereich des Exon 



 46 

26 gefunden werden; ein etwa 1 kBP großes Fragment wurde amplifiziert. Die 

spezifische Amplifizierung des vWF-Gens konnte nachgewiesen werden. Abb. 9 zeigt 

anhand der markierten Nukleotide, dass es sich um das vWF-Gen handelt. 

Somit konnte belegt werden, dass sich die Mutation tatsächlich im Gen des vWF 

befindet. 

Die Laborwerte der Patientin 2 sind für das vWS vom Typ 1 charakteristisch: Eine 

quantitative Verringerung des vWF ohne Beeinträchtigung der Funktionalität 

(vWF:Ag 18% (14 IU/dl, 48-167), vWF:RCo 24% (13%, 47-194)  

vWF:RCo/vWF:Ag 1,33 (0,93, 0,59-1,62); in Klammern sind publizierte 

Patientendaten angegeben 
51

). 

Auch das gute klinische Ansprechen auf DDAVP ist kennzeichnend für das vWS vom 

Typ 1 und stellt die Bedarfsmedikation im Rahmen akuter Spontanblutungen und vor 

kleineren operativen Eingriffen dar.  

 

4.4 Nardilysin 

Die Isolation von RNA aus Thrombozyten ermöglicht es, neben der Amplifikation der 

cDNA des vWF auch weitere Transkripte der Thrombozyten nachzuweisen, und so 

das Transkriptom der Blutplättchen näher zu charakterisieren. 

Im Rahmen des Projektes zur umfassenden Aufklärung der Proteinzusammensetzung 

humaner Thrombozyten/Mikropartikel (PMP) wurde mit massenspektrometrischen 

Methoden das Phosphoproteom von nicht aktivierten Blutplättchen charakterisiert 
52

. 

Bei den dort identifizierten Proteinen fanden sich auch einige bisher nicht 

beschriebene PKG- (Protein Kinase G) und PKA- (Protein Kinase A) Substrate. 

Quantitative Proteom-Analysen identifizierten mögliche Substrate der PKA, die nach 

Prostaglandin-Stimulation ein zum Ruhezustand veränderten Phosphorylierungsgrad 

aufweisen. Eines dieser Proteine ist Nardilysin, das am Serin in Position 94 des 

Proteins phosphoryliert wird (pers. Mitteilung, A. Sickmann). Da sich dieses Protein 

damit als interessanter Kandidat für die Regulation der Thrombozytenaktivität 

auszeichnete, erschien es sinnvoll, auch auf cDNA-Ebene nachzuweisen, ob und in 

welchen Splicevarianten Nardilysin in menschlichen Plättchen vorzufinden ist.  

Dafür konnte die für die Patienten-Analyse des vWF auf cDNA-Ebene etablierte 

RNA-Isolation aus Thrombozyten eingesetzt werden.  
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Zunächst wurde ein Primerpaar gewählt, das alle Isoformen von Nardilysin 

amplifiziert. Mit diesem Primerpaar konnte der Proteom-Ansatz bestätigt werden. 

Zudem gelang es, die Transkripte der in Plättchen exprimierten Isoformen von 

Nardilysin zu detektieren. Um die Isoformen differenzieren zu können, wurden 

weitere Primerpaare so gewählt, dass sie spezifisch für je eine Isoform sind oder bei 

den verschiedenen Isoformen zu unterschiedlichen Fragmentgrößen führen. 

Mithilfe dieser Primer konnte nachgewiesen werden, dass Nardilysin in den 

Isoformen NRD1-001 und NRD2-002 in menschlichen Plättchen vorkommt. Die 

Isoform NRD1-201 konnte nicht gefunden werden 
27

. 

Über die Funktion von Nardilysin ist bereits bekannt, dass es die Metalloproteasen 

ADAM17 (a disintegrin and metallpoteinase) 
53

 und ADAM10 
54

 reguliert. Beide 

Metalloproteasen werden u.a. in Thrombozyten exprimiert. ADAM17 und ADAM10 

sind zudem an der Degradation von Rezeptoren wie beispielsweise GP1b, GPV und 

GPVI beteiligt 
55,

 
56, 57

. Von Nishi und Mitarbeitern konnte gezeigt werden, dass 

Nardilysin durch direkte Interaktion die Metalloprotease ADAM17 aktiviert 
53

. Dies 

führt in COS-7-Zellen (immortalisierte Affennieren-Zellen) und HEK-293-Zellen 

(menschliche embryonale Nierenzellen) zur Degradation der extrazellulären Domäne 

von HB-EGF (Heparin binding-epidermal growth factor-like growth factor). Darüber 

hinaus wurde es als Interaktionspartner eines hirnspezifischen Proteins (Centaurin-1) 

58
 identifiziert. 

Es wird diskutiert, dass diese Metalloproteasen bei neuronalen Krankheiten wie dem 

Morbus Alzheimer eine Rolle spielen könnten. In den Gehirnen von Alzheimer- und 

Down-Patienten konnte eine verminderte Expression von Nardilysin, ADAM10 und 

ADAM17 im Vergleich zu Kontrollprobanden festgestellt werden. Zudem war die 

Zahl der Neurone, die Nardilysin und ADAM10 oder ADAM17 koexprimieren, in 

den Gehirnen von Alzheimer-Patienten verringert 
59

.  

In Zellkultur konnte gezeigt werden, dass Nardilysin die α-Sekretase-Aktivität von 

ADAM10 und ADAM17 erhöht 
54

. Es wird diskutiert, dass diese Proteasen an der 

Spaltung des Amyloid Vorläufer Proteines (APP, amyoloid precursor protein) 

beteiligt sind. Die Degradation des APP führt u.a. zu den Proteolyseprodukten sAPPα 

und Aβ. Aβ stellt den Hauptbestandteil der amyoloiden Plaques in Gehirnen von 

Alzheimer-Patienten dar. Sowohl die vaskulären Aβ-Proteolyseprodukte als auch die 
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zirkulierenden löslichen APP-Spaltprodukte 
60,

 
61

 werden dabei in erster Linie bei der 

Thrombozytenaktivierung sezerniert 
62

.  

Nardilysin ist an einer Vielzahl von Prozessen beteiligt, die im unterschiedlichen 

Gewebekontext auch in verschiedene Signalwege einmünden. In Plättchen liegt es 

nahe, dass Proteaseaktivitäten reguliert werden, die die Thrombozyten-Rezeptoren 

betreffen. Dieses Protein wird also weiter im Fokus der Thrombozytenforschung 

stehen. 

 

 



 49 

5. Zusammenfassung / Summary 

Der vWF ist ein sehr großes Protein, das im Plasma als Multimer vorliegt und an der 

Blutgerinnung beteiligt ist. Der Größe entsprechend handelt es sich um ein Protein, das 

zahlreiche Funktionen bei diesem Prozess übernimmt. Genauso vielfältig können sich 

auch unterschiedliche Defekte des vWF auf die Hämostase auswirken. 

Die genetische Analyse der zu Grunde liegenden Defekte kann bei der Diagnose der 

von-Willebrand-Erkrankung aber auch bei der Therapie zusätzliche Informationen 

liefern. Ziel dieser Arbeit war es, die Mutationen im vWF-Gen zweier Patienten auf 

cDNA-Ebene nachzuweisen und diese in Zusammenhang mit ihrem klinischen 

Erscheinungsbild und den Laborparametern zu stellen. Zu diesem Zweck wurde 

Thrombozyten-RNA der Patienten isoliert, durch RT-PCR in cDNA umgeschrieben 

und sequenziert. 

Bei Patient 1, der eine milde Klinik aufweist, fanden sich die nicht-gekoppelten 

Mutationen p.R760C und p.R854Q, die bereits von Casonato und Mitarbeitern 

beschriebenen wurden 
40

. Im Gegensatz zu den dort festgestellten quantitativen und 

funktionellen Veränderungen des vWF resultiert bei unserem Patienten ein rein 

quantitativer Defekt. Eine de novo Mutation könnte bei Patient 1 Ursache eines 

somatischen Mosaiks und damit des milden Phänotyps sein. 

Bei Patientin 2 fand sich ein Basenaustausch von Adenin nach Thymin  an der 

Transkript-Position 3437 (c.3437A>G). Im Gegensatz zu dem von Goodeve et al. 2007 

beschriebenen Patienten mit der von-Willebrand-Erkrankung vom Typ 1, der genau 

diese Mutation zeigte 
51

, konnte bei unserer Patientin keine weitere Mutation im vWF-

Gen festgestellt werden. Diese Mutation alleine führt jedoch auch zu der von-

Willebrand-Erkrankung vom Typ 1, die sich in einer Verringerung der vWF-Menge, 

also einem quantitativen Defekt, äußert. 

Die Etablierung der RNA-Isolation und cDNA-Synthese aus Plättchen konnte darüber 

hinaus eingesetzt werden, um spezifische Transkripte in Plättchen nachzuweisen. In 

dieser Arbeit wurde gezeigt, dass für die massenspektrometrisch in Plättchen 

nachgewiesene Metalloendopeptidase Nardilysin auch das Transkript detektiert werden 

kann. Durch RT-PCR konnte belegt werden, dass die mRNA der beiden Isoformen 

NRD1-001 und NRD1-002 
27

 in Thrombozyten vorkommt. 
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Summary 

Von-Willebrand-factor is a large multimeric protein that is secreted into plasma and 

involved in primary haemostasis. Consistent with the size of the protein, vWF plays a  

key role in several functions in the haemostatic process. Genetic defects in the vWF 

result in numerous phenotypically different bleeding abnormalities.  

Mutation screening can be useful in diagnosis and therapy of the disease. Aim of this 

work was the confirmation of vWF-gene mutations in two patients on cDNA level and 

the classification in relation to phenotypic parameters. RNA was extracted from the 

patient´s platelets, transcribed reversely by RT-PCR and sequenced. 

Patient 1 shows only a mild bleeding phenotype. He is a carrier of two heterozygous 

mutations, p.R760C and p.R854Q, a combination already described by Casonato et al 
40

 

in a patient suffering of quantitative and qualitative vWF defects. Our patient only 

shows a qualitative reduction of vWF. One of the mutations found in patient 1 could be 

due to a de novo mutation, affecting only part of the cells and so resulting in a mild 

phenotype. 

In patient 2, the heterozygous mutation c.3437A>G was confirmed. A patient carrying 

this mutation was described by Goodeve et al. 
51

 . This patient was a carrier of an 

additional mutation in the vWF-gene which could be excluded in our patient. The single 

mutation is sufficient to explain vWD type 1, characterized by reduced but structurally 

normal vWF. 

The establishment of RNA isolation and cDNA synthesis from platelets could also be 

used in transcript-profiling of platelets. After identifying Nardilysin, a 

metalloendopeptidase, in platelets by mass spectrometry tools we could confirm this 

observation on cDNA level. Two different alternatively spliced isoforms of Nardilysin, 

NRD1-001 and NRD1-002 
27

, could be verified in platelets. 
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