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1 Einleitung

1.1 Das von Willebrand-Syndrom

Das nach seinem Erstbeschreiber benannte von Willebrand-Syndrom (VWS) ist
mit einer Pravalenz von bis zu 1 % die haufigste Erkrankung des hamorrhagi-
schen Formenkreises [1]. Klinisch relevant findet sich das VWS jedoch nur mit
einer Pravalenz von 1:8000 [2], und lediglich 0.5 bis 3 Patienten in einer Popu-

lation von 1.000.000 sind schwer betroffen.

Bei klinischer Manifestation imponiert eine Neigung zu Hamatomen und
Schleimhautblutungen, wobei Epistaxis eines der haufigsten Symptome ist.
Meist kommt es zu Blutungen nach operativen Eingriffen im Schleimhautbereich
wie z.B. Tonsillektomie, Adenotomie und Zahnextraktion. Gelenkblutungen und
Muskelblutungen, wie man sie bei der Hamophilie A findet, sind selten und tre-
ten fast ausschlie3lich beim schweren VWS Typ 3 auf. Bei Frauen kann es zu
Menorrhagien und postpartalen Blutungen kommen, die unbehandelt zum Tode
fuhren kdnnen. Die Symptome variieren dabei zum Teil sehr stark zwischen
verschiedenen Individuen, aber auch unterschiedlichen Lebenslagen desselben

Patienten.

1.2 Zur Historie des von Willebrand-Syndroms

Erik Adolf von Willebrand, ein finnischer Internist, beobachtete bei einer Familie
von den Alandinseln eine autosomal vererbbare Bluterkrankheit mit verlangerter
Blutungszeit bei normaler Blutgerinnungszeit [3]. Er nannte die Erkrankung
,Heriditdre Pseudohamophilie“. Damit verwies er zugleich auf die beiden
Krankheitsbildern gemeinsame Blutungsneigung sowie auf die im Unterschied
zur Hamophilie autosomale Vererbung. Bereits 1876 berichtete der deutsche
Frauenarzt Kehrer Uber eine ,Weibliche Hamophilie®, die retrospektiv als VWS
angesehen werden muss [4]. Von Willebrand war jedoch der erste, der dieses
Krankheitsbild von der Hamophilie abgrenzte. Im Jahr 1933 publizierte von Wil-
lebrand eine gemeinsame Arbeit mit dem Leipziger Hamatologen Jirgens, von
der sich die in Deutschland lange ubliche Bezeichnung ,von Willebrand-
Jurgens-Syndrom* ableitete [5]. Das heutige VWS wurde in der Vergangenheit
4
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Pseudohamophilie, konstitutionelle Thrombozytopathie und vaskulare Hamophi-
lie genannt. Diese unterschiedlichen Namen spiegeln nicht nur den jeweiligen
Kenntnisstand der Namensgeber, sondern auch die ausgepréagte klinische He-
terogenitat wider.

Die heutige internationale Bezeichnung lautet ,von Willebrand Disease” (VWD).

1953 wurde eine Assoziation zwischen VWS und niedrigem FVIII entdeckt [6,
7]. Es wurde gezeigt, dass Transfusionen mit Normalplasma [8] und sogar mit
Plasma von Hamophiliepatienten [9] bei Patienten mit VWS zu einem Anstieg
von FVIII sowie einer verkirzten Blutungszeit fuhrten, was 1968 auf einen vom
FVIII abzugrenzenden, die Hamostase regulierenden Plasmafaktor zurtickge-
fuhrt wurde [10]. Der bis zu diesem Zeitpunkt noch unidentifizierte Plasmafaktor
wurde im Jahr 1971 immunologisch als Komplex mit FVIII erfasst und als
,FVIll-assoziiertes Antigen“ (oder auch FVIII/VWF) bezeichnet [11]. Erst spater
wurde bekannt, dass FVIII und VWF die Produkte unterschiedlicher Gene sind
[12]. Die Aufklarung der genetischen Sequenz des VWF durch vier Arbeitsgrup-
pen im Jahr 1985 [13, 14, 15, 16] und der Aminosauresequenz im Jahr 1986
[17] ermdglichte es, das VWS auf molekularbiologischer Ebene umfassend zu

erforschen, und bildet das Fundament dieser Arbeit.

1.3 Der von Willebrand-Faktor

Der von Willebrand-Faktor ist ein an der primaren und sekundaren Hamostase

beteiligtes adhasives Glykoprotein.

Er mediiert die Thrombozytenadhasion an verletztes Subendothel und ist an der
Thrombozytenaggregation beteiligt. Beides erfolgt vor allem bei hohen Scher-
kraften, wie sie in Arterien und Arteriolen wirken [18]. Eine weitere wichtige
Funktion des VWEF ist der Schutz von FVIII, dessen Halbwertszeit sich hierdurch

auf das ca. 5-Fache verlangert [19].
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Endothel

subendotheliale Matrix

Abb. 1: Funktion des VWF in der priméaren und sekundéren Hamostase des arteriellen

Systems und der Mikrozirkulation.

Nach der Bindung hochmolekularer VWF-Multimere (gelb) an die Kollagene der
subendothelialen Matrix [20] entfaltet der VWF seine strangformige Struktur. Hierdurch werden
multiple Bindungsstellen fur Thrombozyten-Gplb exponiert, an welche Thrombozyten (PIt) re-
versibel binden, bevor anschlieRend die irreversible, Gplib/llla vermittelte Thrombozyten-
adhésion stattfindet. Die Bindung der Plattchen untereinander (Aggregation) wird zu einem Teil
ebenfalls Uber VWF mediiert. Die Bindung von FVIII (blau) und damit dessen Schutz vor
Proteolyse, z.B. durch den aktivierten Protein C-Komplex (APC, FV, Protein S), ist von der Gro-
e der VWF-Multimere unabhangig. Quelle: [21]

1.4 Biosynthese des von Willebrand-Faktors

Das aus 52 Exons und 51 Introns bestehende, 178 Kilobasen umfassende
VWF-Gen befindet sich am distalen Ende des kurzen Arms von Chromosom 12
(12p13.2) [22, 23] und kodiert fur ein 2813 Aminoséauren grof3es Vorlauferprote-
in (Pra-Pro-VWF) mit einem Molekulargewicht von 360 Kilodalton [17]. Exon 1
ist untranslatiert. Die Exons 2 bis 17 kodieren das Signalpeptid und das Propep-
tid, die Exons 18 bis 52 den reifen VWF. Der Pro-VWF besteht zu tiber 90 %
aus vier repetitiven Domanen: D1, D2, D’, D3, Al1-3, D4, B1-3, C1, C2, [24] die
zum Teil in anderen Proteinen vorkommenden Bereichen &hneln und denen

bestimmte Funktionen zugeordnet werden. Am carboxyterminalen Ende des



Molekulargenetische Grundlage einer Variante des von Willebrand-Syndroms

VWE (AS 2671 bis 2813) befindet sich die Cystin Knot like domain (CK-
Domane), die Uberdurchschnittlich viele Cysteine enthélt.

VWF Gene
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 kb
L | | | | l | | | J

1-3 4-5 o 789 10 11-15 16 1718 1922 23-27 2% 29-34 3538 39-42 4345 4647 48-52
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VWF mRNA
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GPIb
FVII Collagen &
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[l
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S"UTr_S
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Exon No. — —
Type 2N Type 2A

Types
2B & 2M

Signal 22aa Propeptide 74laa Mature VWF (monomer) 2050 aa

Abb. 2: Der VWF vom Gen zum Protein

Durch Transkription und Splei3en des ca 178 Kb umfassenden VWF Gens entsteht eine anné-
hernd 8,5 Kb lange mRNA. Die Exons 2-17 kodieren fiir Signalsequenz und Propeptid, die
Exons 18-52 fur den reifen VWF. Die Funktionen der wichtigsten Doméanen des VWF und die

typischen Lokalisationen fiir Typ 2-Mutationen sind hier zusammen abgebildet. Quelle: ISTH-

SSC VWF Online Database www.vwf.group.shef.ac.uk/ [Stand: 23.03.2010, 10:00 Uhr].

Der VWF wird sowohl in Endothelzellen [25], als auch in Megakaryozyten [26]
synthetisiert und unterliegt mehreren posttranslationalen Veranderungen.

Der Pra-Pro-VWF besteht aus einer Signalsequenz (22 Aminosauren), einem
aminoterminal gelegenen VWF-Propeptid (741 Aminosauren) sowie dem reifen
VWEF (2050 Aminosauren) und wird zwei proteolytischen Schritten unterzogen.
Nach Abspaltung des Signalpeptides durch einen Signalpeptidase-Komplex
erfolgt im Endoplasmatischen Retikulum (ER), eine N-Glycosylierung des Pro-
VWF und eine Dimerisierung durch Disulfidbriickenbildung tber Cysteine der
CK-Domane. Diese Dimere werden im Golgi-Apparat weiter glykosyliert und
sulfatiert [27].

Bis zu 50 von ihnen werden am aminoterminalen Ende, vor allem in der D3-
Domane, ebenfalls durch Disulfidbriicken zu ca. 500 bis > 20.000 KD schweren

und bis zu 2 um langen strangférmigen [28, 29] Multimeren polymerisiert.
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Abb. 3: Multimerisierung und Sekretion des VWF

Nach enzymatischer Abspaltung des Signalpeptids an der ,Furin cleavage site“ wird der Pro-
VWF mehrfach glykosyliert (1.) und im ER am Carboxyterminus dimerisiert (2.) [27]. Die Dimere
polymerisieren im Golgi- und Post-Golgi-Aparat zu unterschiedlich groRen Multimeren (3.) [27].
SchlieBlich wird das VWF-Propeptid (VW:Ag II-Dimer) abgespalten. Die Sekretion erfolgt ent-
weder konstitutiv oder Mediator-abhangig aus Weibel Palade Bodies (WPB). Quelle: [21].

Pro-VWF besitzt eine ,Furin cleavage site®, an der das als VW:Ag Il gemessene
Propeptid [30] zwischen Argenin 763 und Serin 764 durch eine Furinprotease
vor der Sekretion abgespalten wird. Mal3geblich fur das Erkennen der Schnitt-
stelle sind die Aminosauren Argenin 760 und Lysin 762 in der vor der Schnitt-
stelle liegenden Konsensussequenz [31].

Der ,reife“ VWF wird zum einen konstitutiv sezerniert [32] und zum anderen in
Endothelzell-spezifischen Speicherorganellen, den Weibel-Palade-Bodies [33],
gespeichert [34]. Aus diesen werden besonders gro3e und fur die
Thrombozytenadhasion besonders effektive Multimere [35] durch bestimmte
Mediatoren wie Fibrin [36], Histamin [37], Thrombin [38], Serotonin [39],
Vasopressin [40] oder Vasopressinanaloga freigesetzt. Serotonin und
Vasopressin wirken dabei Uber eine cAMP-Erh6hung, die anderen Proteine
Uber den Anstieg des Ca2+ -Gehaltes der Endothelzellen [41].

Im Gegensatz zur konstitutiven Sekretion, die ungerichtet stattfindet, wird der

VWF aus den Weibel-Palade-Bodies teils luminal, aber Gberwiegend basal in
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die subendotheliale Matrix sezerniert und in diese integriert [42].

Bei Entothelverletzungen kommt es zur Exposition dieses subendothelialen von
Willebrand-Faktors und konsekutiv zur Thrombozytenadhasion.

Der in Megakaryozyten synthetisierte thrombozytare VWF wird in a-Granula
gespeichert und nach Aktivierung der Thrombozyten freigesetzt.

Im Blut zirkulierender VWF stammt fast ausschlief3lich aus Endothelzellen, da
weder Megakaryozyten noch Thrombozyten den VWF in relevanten Mengen
konstitutiv sezernieren [43]. Dabei wird er zunéchst in besonders hochmolekula-

rer Form, den supranormalen Multimeren, freigesetzt.

1.5 Physiologie des von Willebrand-Faktors

Die funktionellen Doméanen jeder VWF Untereinheit beinhalten unter anderem
Bindungsstellen fur Heparin, Kollagen, sulfatierte Glykolipide, die
thrombozytéaren Integrine Gplb und Gpllb/llla, Ristocetin und fur FVIIL.
Bestimmte Bereiche in der A1- und A3-Domane des VWF interagieren mit den
Kollagenen Typ I, lll und VI der subendothelialen Matrix [20] und verandern
hierdurch die Konformation des VWF. Dieser bindet nun, ebenfalls mit einer
Region in der A1-Domane, besonders gut an das Gplb der Thrombozyten und
vermittelt so bei Endothelverletzung und freiliegender subendothelialer Matrix
die initial transiente Thrombozytenadhésion. Dabei unterstitzt die Scherkraft
des Blutflusses eine Entfaltung der VWF-Multimere zu ihrer strangférmigen
Struktur [44] und damit eine vermehrte Bindung von Thrombozyten.

Nach der Plattchenaktivierung durch die Bindung von VWF an Gplb wird
Gplib/llla exprimiert [46], welches die Aggregation der Thrombozyten tber
VWF, und im vendsen System Uberwiegend tber Fibrinogen mediiert.

Die irreversible Fixierung erfolgt tber interthrombozytéare Bindungen durch
Gplib/llla in multiplen Substrat-Rezeptor-Interaktionen. Dabei wirkt VWF syner-
gistisch mit Fibrinogen, welches ebenfalls an Gplib/llla bindet [47].

VWEF bildet nach seiner Sekretion tber eine Region der D’-Domane [48] mit
FVIII einen nicht-kovalenten Komplex und inhibiert die Proteolyse durch akti-
vierten Faktor X [49] sowie aktiviertes Protein C [50]. Auf diese Weise werden
sowohl Verbrauch als auch Abbau von FVIII gebremst.
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Im Gegensatz zur Thrombozytenadhasion und -aggregation, bei der nur grol3e
Multimere eine Rolle spielen, kbnnen auch kleine Multimere FVIII binden [51].
Das physiologische FVIII:VWF-Verhaltnis von 1:50 [52] hat dabei zur Folge,
dass nicht jede Schwankung der Konzentration von VWF:Ag einen messbaren

Abfall der FVIlI-Konzentration nach sich zieht.

Der VWF wird zunachst in besonders hochmolekularer Form freigesetzt und im
Blut von einer spezifischen Metalloprotease ADAMTS13 (A Disintegrin-like And
Metalloprotease domain with ThromboSpondin type | motifs) [53] proteolytisch
in seiner GroRRe und damit in seiner Thrombozyten-abhangigen Funktion regu-
liert. ADAMTS13 bindet spezifisch an gebundenen oder denaturierten VWF [54]
sowie an die aus Weibel-Palade bodies sezernierten hochmolekularen VWF-
Multimere [45]. Die Spaltung erfolgt spezifisch in der A2-Domé&ne zwischen Ty-
rosin 1605 und Methionin 1606 [45, 55]. Ein Verlust dieser Protease fuhrt zum
schweren Krankheitsbild der Thrombotisch-Thrombozytopenischen Purpura,
welches auch Morbus Moschcowitz genannt wird [56] (Ubersichtsarbeit).

Zwei weitere, die VWF-Aktivitat verringernde Enzyme sind Thrombospodin-1,
eine Disulfidbriicken-Reduktase/lsomerase, die Multimere an den
Disulfidbricken des carboxyterminalen Endes spaltet und so ihre Grol3e verrin-
gert [57], und Plasmin, welches zwar die Ausschittung von VWF fordert, diesen

jedoch auch proteolysiert [58].

1.6 Diagnostik des von Willebrand-Syndroms

Neben der Blutungs- und Familienanamnese kénnen folgende unterschiedliche
Methoden der Labormedizin und der Molekulargenetik fir die Diagnose des

VWS herangezogen werden.
1.6.1 Labormedizinische Diagnostik

Bei Blutungssymptomatik bilden Blutungszeit, z.B. modifiziert nach lvy et al [59],
verlangerte Verschlusszeit, gemessen mit dem Platelet Function Analyzer
(PFA-100), sowie die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) die Basisdi-

agnostik. Die Blutungszeit wird dabei unter anderem wegen mangelnder

10
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Sensitivitat und Reproduzierbarkeit sowie der Belastung der Patienten kaum

noch angewandt.

Die Verdachtsdiagnose VWS wird durch den Nachweis eines niedrigen VWF:Ag
mittels ELISA und einer erniedrigten, die Bindung an Gplb reflektierenden
Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat (VWF:RCo), sowie einer erniedrigten Kollagen-
Bindungsaktivitat (VWF:CB) bestétigt [60].
Methoden zur erweiterten Diagnostik sind:
¢ Die Ristocetin-induzierte Plattchenagglutination (RIPA) zur Unterschei-
dung des Typs 2A vom Typ 2B.
e Der FVIII-Bindungs-Assay zur Diagnose des Typs 2N.
e Die Multimeranalyse - eine Agarosegel-Elektrophorese - zur Diagnose
der Typ 2 Subtypen.

1.6.2 Molekulargenetische Diagnostik

Der Nachweis groRer homozygoter Deletionen erfolgt im hiesigen Labor durch
PCR und Elektrophorese der PCR-Produkte. Heterozygote Deletionen werden
durch quantitative PCR und Auswertung mittels denaturierender HPLC
(DHPLC) im Vergleich zu einem Referenzgen und ggfs. mittels Southern Blot
nachgewiesen. Kleine Deletionen oder Punktmutationen kénnen mittels PCR
einzelner Exons und ihrer flankierenden Intronsequenzen mit anschlieBender

direkter Sequenzierung entdeckt werden.

1.7 Klassifikation des von Willebrand-Syndroms

1972 wurden erstmalig Subklassen des VWS publiziert [61], 1987 ein erster
Klassifikationsversuch der unibersichtlichen Subgruppen unternommen [62].
Eine offizielle Klassifikation, die den Typ 1 und den Typ 3 als quantitative De-
fekte sowie den Typ 2 mit 4 Subtypen als qualitative Defekte umfasst, existiert
seit 1994 [63, 64] und wurde 2006 Uberarbeitet [65].

11
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Tabelle 1: Neue und alte Klassifikation des VWS

Neue Klassifikation nach Sadler et al. [63,64,65], alte Klassifikation nach Ruggeri [62]. Die neu-
en Typ 2-Subtypen sind durch arabische Ziffern gekennzeichnet, dahinter finden sich die neu

zugeordneten Subtypen der alten Klassifikation mit romischen Ziffern.

Typ (neu) Typ (alt)

1 I

2A A, IIC, 11D, IIE, IIF, NG, IIH, III

2B | New York/ Malmo, IIB

2M B, | Vicenza

2N -

3 1

Diese, das VWS in drei Typen mit Subtypen unterteilende, Klassifikation orien-
tiert sich in erster Linie an Untersuchungen des Phéanotyps, deren Ergebnisse in
unterschiedlichen Laboratorien voneinander abweichen kdnnen.

Typ 1 ist durch eine Verminderung und Typ 3 durch ein Fehlen des VWF ge-
kennzeichnet. Typ 1 und Typ 2 werden meist dominant, Typ 3 wird rezessiv
vererbt. Das VWS Typ 1 kommt mit 55 bis 60 % am haufigsten [65], Typ 3 am
seltensten vor.

Durch zunehmende Inanspruchnahme von Referenzlaboratorien wurden in den

letzten Jahren jedoch viele urspriingliche Typ 1-Diagnosen in Typ 2 korrigiert
[57, 66].

Bei allen in dieser Arbeit untersuchten Patienten wurde ein Typ 2 diagnostiziert.
Dieser beinhaltet alle qualitativen Defekte des VWF und wird in die folgenden
Subtypen unterteilt:

1.7.1 VWS Typ 2A

Typ 2A umfasst Defekte mit einem Verlust von grof3en Multimeren und entspre-
chend verringerter Thrombozyteninteraktion des VWF. Zur genaueren Be-
schreibung wird hier zusatzlich zur neuen Bezeichnung (Typ 2A) auch die alte
Bezeichnung in rémischen Ziffern angegeben.

Die dem Typ 2A zugrundeliegenden Defekte beruhen entweder auf einer ge-

storten Dimerisierung (Typ 2A 1ID) [68, 69] oder Multimerisierung (Typ 2A IIE,

12
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IIC) [70, 71, 72], einem gestorten intrazellularen Transport grof3er Multimere
[73] oder einer verstarkten Proteolyse der hochmolekularen VWF-Multimere
durch ADAMTS13 im Plasma (Typ 2 llA)) [74, 75]. Die VWF:RCo und VWF:CB
kénnen durch den Mangel an grol3en Multimeren disproportional niedrig zum
VWF:Ag ausfallen [76].

Fur folgende zum Typ 2A gehérige Phanotypen sind eindeutige Phanotyp-
Genotyp-Korrelationen bekannt:

e Subtyp 2A (I1A): Phanotyp mit verstarkter Proteolyse und ursachlichen
Mutationen in der A2-Domane [77].

e Subtyp 2A (1IC): Phanotyp mit Multimerisierungsdefekt und verminderter
Proteolyse. Die ursachlichen Mutationen liegen in der D1- und D2-
Domane und betreffen Disulfidisomerase-Konsensussequenzen, welche
fur die Disulfidbriickenbildung in der D3-Doméne von Bedeutung sind
[70, 71]. Es besteht ein rezessiver Erbgang.

e Subtyp 2A (1ID): Phanotyp mit Dimerisierungsdefekt und ursachlichen
Cysteinmutationen in der carboxyterminalen CK-Domane [68, 69].

e Subtyp 2A (IIE): Phanotyp mit Multimerisierungsdefekt (mit oder ohne
Beteiligung des VWF in Thrombozyten), verminderter Proteolyse und ur-
sachlichen Mutationen in der D3-Doméne [72].

1.7.2 VWS Typ 2B

Typ 2B ist gekennzeichnet durch eine verstarkte Affinitat zum Gplb, was zu
spontaner Thrombozytenagglutination sowie zu einem Verbrauch grol3er
Multimere und Thrombozyten fiihrt. Als ursachlich fur die gesteigerte Gplb Affi-
nitat werden Mutationen in A1 Doméane angesehen. Dieser Typ wird durch eine
verstarkte RIPA, im Zweifelsfall durch die Identifizierung der ursachlichen Muta-

tion diagnostiziert [76, 78].
1.7.3 VWS Typ 2M

Typ 2M ist ahnlich wie der Typ 2A durch eine gestorte Plattchen-abhangige
Funktion bei annahernd normalen Multimeren charakterisiert. Zusétzlich zeigt
sich eine in Relation zum VWF:Ag niedrig ausfallende VWF:RCo [76, 79].
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1.7.4 VWS Typ 2N

Typ 2N (Normandie) wird rezessiv vererbt, steht fur verminderte FVIII-Bindung
und kann mit einer Hamophilie A verwechselt werden. Laborchemisch zeigt sich
ein FVIII-Verlust. VWF:Ag und VWF:RCo kdnnen dabei unauffallig sein [76, 80].

1.7.5 VWS Typ 2 unklassifizierbar

Es finden sich immer wieder Veranderungen des VWF, die keiner bisher beste-
henden Klasse zuzuordnen sind und Licken in der bestehenden Klassifikation

aufzeigen.
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Abb. 4: VWS Typ2 Multimere

Die Abbildung zeigt den lumineszenten Western Blot einer Multimeranalyse von Plasma-VWF
mittels Agarosegel-Elektrophorese (Laufrichtung von oben nach unten).

Normalplasma: Im Normalplasma zeigen sich Multimere mit der typischen Tripletstruktur, wel-
che durch die spezifische ADAMTS13-Proteolyse generiert wird, sowie betonte grol3e
Multimere. Typ 2A (IB) zeigt eine relative Verminderung grof3er Multimere bei normaler
Tripletstruktur. Typ 2A (1l1A) zeigt eine Akzentuierung der Triplet-Subbanden und den Verlust
grofRer Multimere als Zeichen verstarkter Proteolyse. Bei Typ 2B liegt aufgrund erhdhter Affinitat
zu Gplb mit konsekutiv gesteigerter Proteolyse das gleiche Multimermuster wie beim 2A mit
betonten Satellitenbanden und verminderten grof3en Multimeren vor. Der Typ 2A (1IC) Phanotyp
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ist in der Mutimeranalyse am vollstandigen Fehlen von Tripletstruktur (fehlende Proteolyse) und
grofRen Multimeren (Multimerisierungsdefekt) zu erkennen. Beim Typ 2A (IID) fuhrt eine
Dimerisierungsstérung neben Multimeren mit einer geraden Anzahl von Monomeren auch zu
solchen mit ungerader Anzabhl, die als Zwischenbanden sichtbar sind. Zuséatzlich kommt es zur
Verminderung grof3er Multimere. Beim Typ 2A (IIE) sind die grof3en Multimere aufgrund gestor-
ter Multimerisierung reduziert und die Subbanden wegen verminderter Proteolyse abge-
schwacht.

Ganz rechts findet sich ein Typ 2A Subtyp mit verwaschener Struktur: Kennzeichnend ist eine
dezente Abnahme der grof3en Multimere und die Présenz von amorphem Material anstelle der
klar abgrenzbaren Tripletstruktur des Normalplasmas. Quelle: ISTH-SSC VWF Online Database

www.vwf.group.shef.ac.uk/ [Stand: 23.03.2010, 10:00 Uhr].
1.7.6 Erworbenes VWS

Vom hereditaren VWS abzugrenzen ist der vermehrt diagnostizierte erworbene
VWF-Mangel im Rahmen anderer Grunderkrankungen. Erworbenes VWS wur-
de erstmalig 1968 in Zusammenhang mit systemischem Lupus erythematodes
publiziert [81]. Differentialdiagnostisch wegweisend sind der spéate Beginn der
Blutungssymptomatik, das Vorliegen einer potentiell ursachlichen Grunderkran-
kung und die leere Familienanamnese. Erworbenes VWS ist am haufigsten bei
Lymphoproliferativem Syndrom, kardiovaskuléaren Erkrankungen,
Myeloproliferativem Syndrom, anderen Neoplasien sowie gelegentlich bei Auto-
immunerkrankungen zu beobachten. Eine Ubersichtsarbeit hierzu findet sich
unter [82]. Bei VWS aufgrund kardialer Grunderkrankungen wird am haufigsten

ein dem Typ 2A entsprechendes Fehlen groRer Multimere beobachtet.

1.8 Therapie des von Willebrand-Syndroms

Die Therapie beruht hauptsachlich auf der Erhéhung des VWF-Plasmaspiegels
durch Substitution oder Freisetzen von VWF aus seinen zellularen Speichern,
den Weibel-Palade bodies (WPB).
Desmopressin (1-deamino-8-D-arginine Vasopressin) ist ein synthetisches
Vasopressinanalogon, welches ursprtinglich fur die Therapie des Diabetes
insipidus entwickelt wurde [83]. Desmopressin bindet an den Vasopressin-V2-
Rezeptor, aktiviert den cAMP-Signaltransduktionsweg in den Endothelzellen
und bewirkt eine Freisetzung von VWF aus den WPB. DDAVP wird vor allem
als Therapeutikum fir das VWS Typ 1 und einige Subtypen des VWS Typ 2
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eingesetzt [84]. Die Substitution des VWF erfolgt durch VWF-enthaltende FVIII-
Konzentrate. Hochgereinigte FVIlI-Konzentrate oder rekombinante FVIII-
Konzentrate sind wegen des fehlenden VWF zur Substitution nicht geeignet
[84].

1.9 Fragestellung

Die Klassifikation des VWS wird in den letzten Jahren zunehmend genauer,
einerseits durch prazisere Labordiagnostik und andererseits durch den Einsatz
der molekulargenetischen Diagnostik. Die verwaschene Struktur von VWF-
Multimeren wurde lange als Artefakt angesehen, da inadaquate Praanalytik bei
Probenlagerung und Transport, sowie das unsachgemaiie Auftauen eingefrore-
ner Plasmen einen ahnlichen Phanotyp vortauschen kénnen. Seitdem sich je-
doch dieser Phanotyp auch in Familienuntersuchungen als genetisch determi-
niert bestatigt hat und durch Expressionsstudien der Zusammenhang zwischen
bestimmten Mutationen und verwaschener Multimerstruktur nachgewiesen wur-
de, wird dieses Phanomen zunehmend als valide betrachtet.

Diese Arbeit befasst sich mit der Relation zwischen Phanotyp und Genotyp
einer Gruppe von 22 Patienten, deren Multimere in einem Referenzlabor als
verwaschen beurteilt wurden.

Dabei sollte durch Extraktion von DNA aus Leukozyten in Patientenblut,
Amplifizierung mittels PCR und anschlielendner Sequenzierung geklart wer-
den, ob sich bei diesen Patienten spezifische Mutationen nachweisen lassen,
die mit dem Phanotyp korrelieren kénnten. Es sollte auRerdem untersucht wer-
den, ob den Multimeren mit verwaschener Struktur ein einheitlicher Genotyp
zugrunde liegt oder ob unterschiedliche molekulare Mechanismen zu einem

ahnlichen Ergebnis fuhren.

2 Patienten und Methoden

2.1 Patienten

Die Untersuchung erfolgte nach Aufklarung der Patienten oder Erziehungsbe-

rechtigten durch den behandelnden Arzt und deren Einverstandniserklarung.

Diese Studie steht im Einklang mit der revidierten Deklaration von Helsinki zu
16
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ethischen Grundsatzen flr die medizinische Forschung am Menschen (Tokio,
2004).

Es wurden 22 Patienten aus 21 nicht miteinander verwandten Familien unter-
sucht. Bei allen Patienten wurde zuvor im Labor von Prof. Dr. med. U. Budde
(ehemals Labor Prof. Arndt und Partner, Hamburg, jetzt AescuLabor Hamburg)
im Rahmen der klinischen Routinediagnostik ein VWS Typ 2A oder 2M mit ver-
waschener Multimerstruktur diagnostiziert. Da Anamnese und Erstdiagnose der
Patienten von unterschiedlichen Arzten und Instituten durchgefiihrt wurden und
nur in Ausnahmefallen bekannt waren, beschranken sich die in dieser Arbeit
aufgefuhrten Parameter auf die im Gerinnungslabor von Prof. Dr. Budde durch-
gefuhrten Untersuchungen.

Die Multimeranalysen sowie die Laborparameter aller Patienten finden sich aus-

fuhrlich im Ergebnisteil in Zusammenschau mit den gefundenen Mutationen.

Es handelt sich um eine heterogene Gruppe aus jeweils 11 weiblichen und 11
mannlichen Patienten. Das Alter der Patienten beim Eingang der Proben lag
zwischen einem und neunzig Jahren, das Durchschnittsalter bei dreiunddreif3ig
Jahren (siehe Tabelle 2).

Gemeinsam war allen Patienten eine verwaschene Struktur der einzelnen VWF-
Oligomere und somit das Fehlen der typischen proteolytisch bedingten Triplett-
Struktur in der SDS-Agarosegel-Elektrohorese. Bei einigen Patienten waren die
groRen VWF-Multimere relativ reduziert oder fehlend (45 % der Patienten), bei
anderen fanden sich im Gegensatz sogar besonders gro3e, sogenannte supra-
normale Multimere (36 % der Patienten). Auch die tGbrigen phéanotypischen Pa-
rameter, wie VWF:Ag, VWF:CB und die VWF:CB/VWF:Ag-Ratio waren sehr
heterogen und reichten von normalen Werten bis zu starker Verminderung. Ei-
nige Patienten zeigten einen proportionalen Abfall von VWF:Ag und VWF:CB;
bei anderen war die Ratio aus VWF:CB und VWF:Ag, einem funktionellem De-
fekt entsprechend, erniedrigt (siehe Tabelle 2).

Im Durchschnitt war das VWF:Ag bei ausgeglichener VWF.CB/VWF:Ag-Ratio

jedoch nur leicht vermindert.
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Tabelle 2: Zusammenfassende Auflistung der Patientendaten

Die einzelnen nicht verwandten Patienten sind von 1 bis 19 durchnummeriert. Bei unterschiedli-

chen phanotypischen Parametern desselben Patienten sind Mindest- und Héchstwerte durch

einen Bindestrich getrennt. Familien sind mit der Familiennummer, Familienmitglieder mit den

Nummern eins fir den Vater, zwei fur die Mutter und einer fortlaufender Nummerierung in der

Geburtsreihenfolge der Kinder gekennzeichnet. Thrombozytarer VWF und Thrombozytenzahl

waren bei allen Patienten unauffallig.

Bei den Patienten Nr. 14 und Nr. 16 wird eine relative Verminderung der grof3en Multimere vom

gleichzeitigen Vorliegen supranormaler Multimere begleitet. Die Multimere einiger Patienten

zeigen erwahnenswerte Besonderheiten: Bei Patient Nr. 1 ist eine zuséatzliche hintere
Subbande zu erkennen. Die Multimere der Patienten Nr. 14, 15, F1/P2 und F1/P2 wandern

schneller als die Multimere des Normalplasmas.

Patient Nr. 9 war zum Zeitpunkt beider Untersuchungen schwanger.

Patient Alter.bm VWF: | VIWWF: VWF:CB| Verminderung Supranormale
Nr. Geschlecht|Prebeneingang Ag % |cB % () grolter Multimere
(Jahre) VWF:Ag| Multimere
1 W 55 72 71 09 - -
2 I 24 48 57 1,2 - -
3 W 30 16 10 0.6 - -
4 I 39 23 14 0.6 - -
5 W a0 23 156 0.6 - +
6 M 23 17 10 0,6 + -
7 M 11 23 15 0,6 + -
8 M 1 5 2 0,4 + -
8 W 31 36-38|34-39| 0,9-1 - -
10 W 25 94 | 164 1,7 - -
11 W 76 62 48 08 + -
12 M 12 15 11 0,7 + -
F2/P2 W 36 52 55 1,1 - +
13 W 43 46-54147-61] 1-1.1 - -
14 W 39 43 42 1 + +
15 M 21 113 | 101 0,9 - +
F1/P2 W 49 51-80|55-87] 11 - +
F1/P3 I 24 83 | 113 1.4 - +
16 W 40 14-22] 9-12| 04-09 + +
17 M 12 23 23 1 - -
18 M 23 30 27 0,9 + -
19 M 24 38 36 0,9 - -
Gesamt | Verteilung Durchschnitt Durchschnitt Gesamt
22 W11/M11 33 126447 o009 10 | 8
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2.2 Methoden

Von allen untersuchten Patienten wurde DNA aus Leukozyten isoliert. Mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden von allen Patienten zunéchst die
Exons 18 bis 28 mit flankierenden Intronsequenzen amplifiziert und im An-
schluss nach Qualitatskontrolle mittels einer PAGE direkt sequenziert, da hier
die meisten Typ 2-Mutationen zu finden sind. Wurde in diesem Abschnitt keine
Mutation gefunden, erfolgte anschliel3end die Sequenzierung vom Exon 29 bis
zum Exon 52 in gleicher Weise. Bei Patienten, in deren Exons 18 bis 52 sich
keine Mutation fand, wurden auch die Exons 2 bis 17 sequenziert, welche das
Signalpeptid und das Propeptid kodieren. In jeweils einem Fall wurden ein Rest-
riktionsenzymverdau zur Verifizierung einer in der Sequenzanalyse gefundenen
Mutation und eine Klonierung zum Quantifizieren einer in der Sequenzanalyse
gefundenen heterozygoten Deletion durchgefthrt.

Eine mdgliche Kausalitat der gefundenen Mutationen fur den Ph&notyp wurde
mittels Datenabgleich mit der ISTH-SSC VWF Online Database
(www.vwf.group.shef.ac.uk/) und durch Sequenzvergleich mit weiteren Spezies
Uberpruft. Im Rahmen einer weiteren Dissertationsarbeit (Frau H. Eckert) wur-
den zudem die gefundenen Mutationen mittels ,In-vitro-Mutagenese® in einen
VWF-Expressionsvektor eingefuhrt und exprimiert. Anschlie3end erfolgte die
phanotypische Analyse des rekombinanten VWF im Vergleich zum Wildtyp-
VWF (nicht Bestandteil dieser Arbeit).

Eine Liste alle verwendeten Geréate und Materialien (siehe 7.2), sowie samtli-
cher Rezepte (siehe 7.3) und Cyclerprogramme (siehe 7.4) befindet sich im An-

hang dieser Dissertation.

2.3 DNA-Aufreinigung

Die DNA wurde aus Leukozyten in Patienten-Citrat oder —-EDTA-Blut extrahiert.
Hierflr wurde das QIAamp DNA Mini® Kit verwendet und mit leichter Modifika-
tion nach der Anleitung aus dem Handbuch gearbeitet. Die von mir verwendete
Blutmenge entsprach mit 400 ul der doppelten Menge der im Protokoll empfoh-
lenen 200 pl, zudem wurde die Eluierung doppelt durchgefuihrt. Auf diese Weise

sollte der DNA-Gewinn aus den teilweise sehr alten Proben gesteigert werden.
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Die Zellen wurden zunachst durch Proteinase K lysiert, anschliel3end wurde das
Gemisch durch eine die DNA bindende Silicia-Matrix mit 6000 g Gber 1 min
zentrifugiert. Diese wurde nun mehrfach gewaschen, um die Zellproteine und
das Hamoglobin zu entfernen. In einem letzten Schritt wurde die DNA mittels
des im Kit enthaltenen AE-Puffers eluiert. Eine Erfolgs- und Qualitatskontrolle
erfolgte durch photometrische Bestimmung der Konzentration des gewonnenen

Eluates mittels eines Eppendorf Photometers bei E260 nm.

2.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe dieser einfachen, 1983 von Kary Mullis eingeftihrten und von Saiki et
al. weiterentwickelten Methode [85] ist es mdglich, Teile der genomischen DNA
selektiv in vitro zu amplifizieren und somit die Basis fur weitere molekulargene-
tische Untersuchungen zu schaffen.

Der Prozess der PCR bestand in dieser Arbeit aus 35 Zyklen, die in einem
Thermocycler durchgefihrt wurden. Jeder Zyklus bestand aus folgenden drei
Schritten:

e Denaturierung: Trennung der Doppelstrdnge durch Losen der Wasser-
stoffbriickenbindungen bei 94 °C. Dabei war der erste Denaturierungs-
schritt mit 5min langer, um eine vollstandige Trennung zu erreichen.

e Primerhybridisierung (primer annealing): Abkuhlung des Reaktionsansat-
zes auf eine Temperatur, bei der die Primer sich an ihren Komplemen-
tarstrang anlagern kénnen. Die Temperatur wahrend dieser Phase hangt
von der Lange und dem GC-Anteil der Primern ab und lag zwischen
52 °C und 68 °C. Bei zu hoher Temperatur findet kein annealing statt, bei
zu niedrigen Temperaturen ein zunehmend unspezifisches.

¢ Elongation: Die optimale Synthesetemperatur der eingesetzten hitze-
stabilen Taq (Thermus aquaticus)-Polymerase liegt bei 72 °C. Das En-
zym beginnt am 3'-Ende des angelagerten Primers und folgt dann - kom-

plementére Desoxynukleotide verbindend - dem DNA-Template.

Nun beginnt der Zyklus wieder mit der Denaturierung. Die in den ersten Zyklen
gewonnenen PCR-Produkte dienen ebenfalls als Matrize, so dass es zu einer

exponentiellen Vervielfaltigung kommt.
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Zum Generieren der Primer mussen die den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt
flankierenden Sequenzen bekannt sein. Die Primersequenzen fur das VWF-
Gen wurden der Literatur [23] entnommen bzw. aus der genomischen Sequenz
ausgewahlt (Genbank No. NT_009759).

Im menschlichen Erbgut befindet sich auf Chromosom 22 ein 21 bis 29 Kiloba-
sen langes VWF-Pseudogen [86, 23], das den Exons 23 bis 34 des VWF-Gens
zu 96,9 % homolog ist [86]. Aus diesem Grund wurden Oligonukleotide ausge-
wahlt, deren komplementére Sequenzen in Bereichen des VWF Genes lagen,
welche sich hinsichtlich der Sequenz vom Pseudogen unterscheiden.

So wurde eine unerwunschte Vervielfaltigung des Pseudogens verhindert.

2.5 Gelelektrophorese
2.5.1 Agarosegel

Das Agarosegel wurde ben6tigt, um die PCR-Produkte von Primern und unspe-
zifischen Produkten zu trennen. Die Konzentration des zu verwendenden Aga-
rosegels richtet sich nach der Grél3e der aufzutrennenden PCR Produkte und
lag in dieser Studie bei 1,2 %. Als Laufpuffer diente 1x TRIS-Acetat-EDTA
(TAE) -Puffer und als Farbstoff das unter UV-Licht fluoreszierende
Ethidiumbromid. Die noch ungelierte Agarose wurde in eine Tragerschale ge-
gossen. Ein Uber die Kammer gehangter Kamm sorgte im sich verfestigenden
Gel fur Aussparungen, welche dann als Taschen fur die amplifizierte DNA dien-
ten.

Die Trager mit dem Agarosegel wurden vor dem Einbringen der mit 1/10 Volu-
men Gel loading Buffer versetzten PCR-Produkte und der zur Gréf3enorientie-
rung aufgetragenen 100 Basenpaarleiter in die mit 1X TAE Laufpuffer gefllte
Elektrophoresekammer gelegt. Die Auftrennung lief bei 120 bis 180 V mit einer
Laufzeit von ca. 20-30 min.

Nach der Elektrophorese wurden die das Produkt enthaltenden Banden auf ei-
nem UV-Leuchttisch ausgeschnitten und durch eine fir Agarose undurchlassi-

gen Saule (Ultrafree-DA Millipore) abzentrifugiert.
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2.5.2 Multimeranalyse (nicht Bestandteil dieser Arbeit)

Die Multimeranalyse fand ebenfalls in einem Agarosegel statt [87]. Sie wurde im
Labor von Prof. Dr. med. Budde mit SDS/LGT-Agarose in 1,6 % und 1,2 %
Konzentration angefertigt. Es folgten ein Western Blot und das unspezifische
Blocken der Tragermembran mit Milchprotein aus fettarmer Kuhmilch. An-
schlie3end wurde mit einem mit Peroxidase markierten VWF-spezifischen Anti-
korper inkubiert. Die Peroxidaseaktivitat kann mittels Lumineszenz Uber einen

Rontgenfilm oder eine Spezialkamera visualisiert werden.
2.5.3 Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

Die PAGE diente der Qualitatskontrolle der PCR und ermdglichte in einem Fall
(Deletion), schon eine Mutation zu erkennen.

Nach dem Polymerisieren wurde das Gel auf eine gekuhlte (8 °C)
Elektrophoresegrundplatte gelegt. Im Weiteren wurden jeweils 1,6 ul der PCR-
Produkte auf der kathodennahen Seite aufgetragen.

Nach einer Laufzeit von ca. 20 min bei einer Leistung von 15 W wurden die Ge-
le mit Silbernitrat gefarbt.

Das Gel wurde hierzu mittels Ethanol (10 %) fixiert, durch Salpetersaure (1 %)
oxidiert und nach Inkubation mit Silbernitratlosung (10 mM) so lange in Natri-
umbikarbonat/Formalinlésung (siehe 7.2 Rezepte) reduziert, bis sich die DNA

gut sichtbar anfarbte. Diese Reaktion wurde durch Essigsaure (10 %) gestoppt.

2.6 Restriktionsenzymverdau

Restriktionsenzyme kdnnen eine spezifische Basensequenz in einem DNA-
Doppelstrang erkennen und beide Strange schneiden.

Durch Schnittstellen verandernde oder neue Schnittstellen generierende Muta-
tionen im VWF-Gen entstehen bei Mutant und Wildtyp unterschiedlich grol3e
Fragmente, die durch eine Gelelektrophorese, in diesem Fall durch eine PAGE
visualisiert werden kdnnen. Diese Methode wurde in Einzelféllen zur Verifizie-
rung von durch Sequenzanalyse identifizierten Mutationen eingesetzt.

In dieser Arbeit verwendete ich das Restriktionsenzym Bgll, welches Uber

Nacht mit dem PCR-Produkt des betreffenden Exons bei 37 °C in einem
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Thermocycler inkubiert wurde. Am folgenden Tag eine Auswertung mittels
PAGE satt.

2.7 Sequenzierung

Es wurde die Didesoxymethode nach Sanger [88] in modifizierter Form ange-
wandt. Sequenzierungsansatz und Programme finden sich in Anhang.

Analog zur PCR durchlauft die Sequenzierung mehrere Zyklen von Denaturie-
rung, Primerhybridisierung und Elongation. Der Sequenzierungsansatz enthalt
neben der DNA, deren Sequenz es zu bestimmen gilt, alle nétigen Bausteine
der in vitro DNA-Replikation. Es wird jedoch nur ein Primer zugegeben, welcher
entweder vor dem 3"-Ende des kodierenden- oder dem 3"-Ende des komple-
mentaren Stranges des zu sequenzierenden DNA Abschnittes bindet. Ein wei-
terer wesentlicher Unterschied zur PCR ist, dass der Ansatz neben den dNTPs
eine gewisse Menge mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierter
2’-,3’-Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTP) enthalt. Diese verursachen,
wenn sie eingebaut werden, einen Strangabbruch. So entstehen DNA-Molekiile
unterschiedlicher Lange, an deren Ende sich jeweils ein als solches markiertes
Guanin, Adenin, Thymin oder Cytosin befindet.

Die aufgereinigten Bruchsticke werden kapillarelektrophoretisch aufgetrennt
und mit Hilfe eines Lasers zum Fluoreszieren angeregt. Die Reihenfolge der
basenspezifischen Fragmente und damit die Sequenz wird mittels eines Detek-

tors abgelesen.

Nach der in Thermocyclern durchgefuhrten Sequenzierungsreaktion wurden die
Produkte mittels Quiagen Dyeex 96 Kit und Zentrifugieren bei 1000 g fur 3 min.
von den restlichen Dye-Terminatoren befreit. Anschliel3end erfolgte die Be-

stimmung der Sequenz in einem ABI-Prism 310 Genetic Analyzer.

2.8 Klonierung

Unter diesem Begriff wird in der Molekularbiologie das Einbringen einer spezifi-
schen DNA-Sequenz in eine Wirtszelle unter Zuhilfename eines Vektors und
anschlieRendes Amplifizieren der DNA-Sequenz durch Zellteilung verstanden.

In dieser Arbeit wurde die Klonierung eingesetzt, um eine heterozygote numeri-
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sche Sequenzabweichung allelspezifisch charakterisieren zu kénnen.

Zum Nachweis heterozygoter numerischer Sequenzabweichungen wie z. B.
Deletion, Insertion und Duplikation ist die direkte Sequenzierung ungeeignet, da
sie beide Allele sequenziert und diese Ubereinander liegend abgebildet werden.
Somit ist z. B. nicht eindeutig erkennbar, ob eine Deletion eine oder mehrere
Basen betrifft.

Da bei der Klonierung nur ein DNA-Fragment und damit nur ein Allel in den
TOPO TA® Vektor integriert wird, kdnnen die Allele getrennt sequenziert wer-

den

Es wurde das TOPO TA® cloning kit verwandt und nach den Protokollbedin-
gungen des One Shot® Chemical Transformation Protocol fir TOP10

Competent Cells gearbeitet.

Zunachst wird der zu untersuchende DNA-Abschnitt mittels PCR amplifiziert
und mit einem Vektor (in diesem Fall einem Plasmid) ligiert, um die Wirtszelle
damit transformieren zu kénnen.

Die Tag Polymerase baut mit ihrer Transferaseaktivitéat ein Desoxyadenin an
das 3’-Ende des PCR-Produktes an, wodurch ein A-Uberhang entsteht. Der
Vektor besitzt einen T-Uberhang am 3"-Ende und ist kovalent mit der
Topoisomerase | des Vaccinia Virus verbunden, die das Plasmid und die ampli-
fizierte DNA verbindet. Nun kdnnen chemisch kompetente E. coli, deren Memb-
ran fur den Vektor permeabel gemacht wurde, mit den ligierten Vektoren durch
gemeinsame Inkubation und anschlieBendem Hitzeschock transformiert wer-
den.

Der Vektor enthalt ein Ampicillin- und ein Kanamycin-Resistenzgen. So kdnnen
auf einer mit Ampicillin versetzten Agarplatte nur solche Bakterien wachsen, die
einen Vektor aufgenommen haben. Zuséatzlich wird durch die Ligation das Le-
seraster des im Vektor enthaltenen letalen control of cell death B (ccdB) Genes
zerstort, wodurch seine Expression inhibiert wird. Dies fihrt dazu, dass nur mit

erfolgreich ligiertem Vektor transfizierte E. coli Uberleben.

Nach dem Ausplattieren der E. coli auf die Nahrbdden bilden sich Kolonien.

In einer Kolonie wird entweder das Wildtypallel oder das mutierte Allel vermehrt.
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Nun kann eine Kolonie-PCR mit plasmidspezifischen Primern mit anschliel3en-

der Sequenzierung erfolgen.

3 Ergebnisse

Zur besseren Ubersicht werden die gefundenen Mutationen in Zusammenschau
mit den im Labor von Prof. Dr. med. U. Budde durchgefiihrten Multimeranalysen
sowie den Ergebnissen der dort durchgefuhrten Labordiagnostik prasentiert.
Die Nomenklatur der Mutationen folgt den Vorschlagen von Goodeve et al. [89].
Die Nummerierung der Nukleotide der komplementaren DNA (cDNA) des von
Willebrand-Faktors beginnt mit dem Adenin (= c.1) des Startcodons ATG.

Auf der Proteinebene des VWF (Propeptid und reifer VWF) wird die Startamino-
saure Methionin im Pré&-Pro-VWF, als p.1 bezeichnet. Zunachst wird die Mutati-
on auf Nukleotidebene nach dem Schema c.0123X>Y angegeben, dahinter die
zu erwartende Konsequenz auf Aminosaurenebene nach dem Schema
p.X0123Y.

In den Graphiken, welche den die Mutation enthaltenden Sequenzausschnitt
darstellen, ist das betroffene Triplet durch einen Kasten eingerahmt. Das ver-
anderte Nukleotid wird infolge zweier Ubereinander abgebildeten Basen mit N
fur nicht lesbar gekennzeichnet. Darlber befindet sich die Base des mutierten
Allels, darunter die des Wildtyps.

Sequenzierungs-Chromatogramme ohne besondere Kennzeichnung beziehen
sich grundsatzlich auf die Sequenzierung mit dem Sense-Primer. Die Bezeich-

nung ASN verweist auf die Sequenzierung mit dem Antisense-Primer.
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3.1 Patienten mit gefundenen Mutationen

3.1.1 ¢.2278C>A p.R760C Patient Nr. 01

VWF:Ag und VWF:CB des Patienten liegen im Normbereich (Tabelle 3), die
Multimeranalyse (Abb. 5A) zeigt alle Multimere des normalen Plasmapools. Die
Tripletstruktur ist erkennbar, jedoch durch amorphes Material Uberlagert. Au-
Berdem ist eine zusatzliche Subbande zu erkennen (Markierung).

Der Patient ist heterozygot fir die Mutation CGC>TGC im Codon 760
(c.2275C>T) (Abb. 5B), die zum Austausch der AS Arginin durch die AS Cystein
fuhrt (p.R760C). Diese Mutation zerstort die Furin-Cleavage site des VWF.

Tabelle 3: Laborwerte des Patienten Nr. 01

Laborparameter| Wert [Referenzbereich
VWF:Ag 72% 50-160%
VWF:CB 71% 50-250%

i
TCAT|INGCAGT G

125 130

1350 1400

Abb. 5: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 01
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3.1.2 ¢.2276G>A p.R760H Patient Nr. 02

Das VWF:Ag des Patienten Nr. 02 ist leicht erniedrigt, seine VWF:CB liegt im
unteren Normbereich (Tabelle 4). AuRerdem zeigte die Laboruntersuchung eine
FVIII Bindungskapazitat von 80% des Plasmapools, was zum Ausschluss eines
Typ 2N fuhrte. Die Multimeranalyse (Abb. 6A) lasst alle Multimere des normalen
Plasmapools erkennen, die Tripletstruktur ist kaum ausgepragt und durch
amorphes Material Uberlagert. Der Patient ist heterozygot fur die Mutation
CGC>CAC im Codon 760 (c.2276G>A) (Abb. 6B), die zum Einbau der AS His-
tidin anstelle der AS Arginin fuhrt (p.R760H). Diese zerstort wie p.R760C eben-
falls die Furin-Cleavage Site des VWF.

Tabelle 4: Laborwerte des Patienten Nr. 02.

Laborparameter| Wert [Referenzbereich

VWF:Ag 48% 50-160%
VWF:CB 57% 50-250%
A
- 9 5
B A
b - T CAT|CNCRAGT G
G

120 125 130
-en e
02 NP

1350 1400

Abb. 6 Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 02
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3.1.3 ¢.3437A>G p.Y1146C Patient Nr. 03

Das VWF:Ag und die VWF:CB des Patienten Nr. 03 sind erniedrigt (Tabelle 5).

Die Multimeranalyse (Abb. 7A) lasst alle Multimere des normalen Plasmapools

erkennen, es besteht jedoch eine relative Abnahme zu den grof3en Multimeren

hin. Die Tripletstruktur der Multimere ist nicht erkennbar, zwischen den Zentral-

banden befindet sich lediglich amorphes Material. Der Patient ist heterozygot
fur die Mutation TAT>TGT im Codon 1146 (c.3437A>G) (Abb. 7B), die zum
Einbau der AS Cystein anstelle der AS Tyrosin fuhrt (p.Y1146C).

Tabelle 5: Laborwerte des Patienten Nr. 03

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 16% 50-160%
VWF:CB 10% 50-250%
A
“ ASN B
C
: T GT TIANA|GC G
T
s ’ 230 235
03 NP
2750 2800

Abb. 7: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 03
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3.1.4 ¢.3515G>A p.G1172D Patient Nr. 04

Das VWF:Ag und die VWF:CB des Patienten Nr. 04 sind erniedrigt (Tabelle 6).

Die Multimeranalyse (Abb. 8A) zeigt alle Multimere des normalen Plasmapools.

Eine Tripletstruktur ist nur angedeutet erkennbar, stattdessen findet sich amor-

phes Material zwischen den Zentralbanden. Das Multimermuster ahnelt dem
eines Typ 2A (lIE). Der Patient ist heterozygot fur die Mutation GGC>GAC im
Codon 1172 (c.3515G>A) (Abb. 8B), die zum Einbau der AS Asparaginsaure

anstelle der AS Glycin fuhrt (p.G1172D).

Tabelle 6: Laborwerte des Patienten Nr. 04

04 NP

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 23% 50-160%
VWF:CB 14% 50-250%

A
ASN
S~
A ad GGCA
150

1700

T
GNCICTCC

155

1750

Abb. 8 Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 04
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3.1.5 ¢.3614G>A p.R1205H Patient Nr. 05

Das VWF:Ag und die VWF:CB des Patienten Nr. 05 sind erniedrigt (Tabelle 7).
Die Multimeranalyse (Abb. 9A) zeigt alle Multimere des normalen Plasmapools.
Zusatzlich sind supranormale Multimere zu erkennen. Die Tripletstruktur ist er-
kennbar, jedoch findet sich auch amorphes Material um die Zentralbande. Der
Patient ist heterozygot fur die Mutation CGT>CAT im Codons 1205
(c.3614G>A) (Abb. 9B), die zum Austausch der AS Arginin durch die AS Histi-
din fahrt (p.R1205H).

Tabelle 7: Laborwerte des Patienten Nr. 05

Laborparameter | Wert | Referenzbereich

VWF:Ag 23% 50-160%
VWEF:CB 15% 50-250%
A

CCGGCNTITTTG

120 125

2 JI B .
2 ) b e

1450 1500

Abb. 9: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 05
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3.1.6 ¢.4120C>T p.R1374C Patient Nr. 06

Das VWF:Ag und die VWF:CB des Patienten Nr. 06 sind erniedrigt (Tabelle 8).
Die Multimeranalyse (Abb. 10A) zeigt alle Multimere des normalen Plasma-
pools, es besteht jedoch eine relative Abnahme zu den grof3en Multimeren hin.
Die Tripletstruktur ist in hoherer Auflésung erkennbar, jedoch nur schwach aus-
gepragt und durch amorphes Material Uberlagert. Der Patient ist heterozygot fir
die Mutation CGC>TGC im Codon 1374 (c.4120C>T) (Abb. 10B), die zum Ein-
bau der AS Cystein anstelle der AS Arginin fihrt (p.R1374C).

Tabelle 8: Laborwerte des Patienten Nr. 06

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 17% 50-160%
VWF:CB 10% 50-250%

A

B
=
CGAC|NGC|ICCTG
C
375
-
— -
06 NP 4650 4700

Abb. 10: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 06
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3.1.7 ¢.4120C>T p.R1374C Patient Nr. 07

Das VWF:Ag und die VWF:CB des Patienten Nr. 07 sind erniedrigt (Tabelle 9).
Die Multimeranalyse (Abb. 11A) zeigt alle Multimere des normalen Plasma-
pools, es besteht jedoch eine relative Abnahme zu den grof3en Multimeren hin.
Die Tripletstruktur ist erkennbar, aber nur schwach ausgeprégt und durch
amorphes Material Uberlagert. Der Patient ist wie Patient 06 ebenfalls heterozy-
got fur die Mutation CGC>TGC im Codon1374 (c.4120C>T) (Abb. 11B), die
zum Einbau der AS Cystein anstelle der AS Arginin fuhrt (p.R1374C).

Tabelle 9: Laborwerte des Patienten Nr. 07

Laborparameter | Wert | Referenzbereich

VWF:Ag 23% 50-160%
VWF:CB 15% 50-250%
A
-
-
- .
T
CGAC|NGCICCTG
w— - c |
370 375
- -
07 NP 4400 4450 4500

Abb. 11: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalsyse (B) des Patienten Nr. 07
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3.1.8 ¢.4120C>A p.R1374S + ¢.5310delC fs.1781 Patient Nr. 08

Das VWF:Ag und die VWF:CB des Patienten Nr. 08 sind stark vermindert (Ta-
belle 10). Die Multimeranalyse (Abb. 12A) zeigt alle Multimere des normalen
Plasmapools mit einer starken relativen Abnahme zu den grof3en Multimeren
hin. Die Tripletstruktur ist nicht erkennbar, lediglich amorphes Material umgibt
die Zentralbande. Der Patient ist compound-heterozygot fur die Mutation
CGC>AGC im Codon 1374 (c.4120C>A) (Abb. 12B), die den Einbau der AS
Serin anstelle der AS Arginin bewirkt (p.R1374C) und die Einbasendeletion
€.5310delC in Exon 30 (Abb. 13A), die zu einem TGA Stopp-Codon an Position
1781 und somit zu einem Nullallel fihrt.

Tabelle 10: Laborwerte des Patienten Nr. 08

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 5% 50-160%
VWF:CB 2% 50-250%

A
' B
A
.- -
e
_e
08 NP

TCGACINGCI|CCT

370 375

4400 4450 4500

Abb. 12: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 08
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In der PAGE (Abb. 14) zeigt sich das Exon 30 des Patienten Nr. 08 als Doppel-
bande, was bereits auf zwei unterschiedlich schnell laufende Allele schlie3en

lasst. Die Sequenzanalyse zeigte das Bild einer Deletion und lieferte die Erkla-
rung fur das Laufverhalten des PCR Produktes. Um die Lange der Deletion mit

Sicherheit bestimmen zu kénnen, wurde eine Klonierung (Abb. 13 B+C) durch-

gefuhrt.
ASN A ASN B ASN C
T TAC C NNT TN TTACCATTTG TTACCGATTTG
100 105 100 105 100 105

1150 1200 1150 1200

Abb. 13: Ausschnitte der Sequenzanalyse des Patienten Nr. 08 (A), des klonierten mutier-

ten Allels (B), des klonierten wt Allels (C)

Bpl P.08 Bpl
100Bp = —
200Bp — -
08p ~ o~
400Bp -~ —
500Bp ~ —
600Bp ~ -

T 2% -
2 =
- -~
~ o
= =
A #=
ﬁ =

Abb. 14: PAGE des Exons 30
des Patienten Nr. 08 (P.08).
Flankierend 100 Bp Leiter

(Bpl)
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3.1.9 ¢.4176T>A p.L1392Q Patient Nr. 09

Patient Nr. 09 wurde zu zwei verschiedenen Zeitpunkten untersucht, beide Un-
tersuchungen fanden wahrend einer Schwangerschatft statt. Die erste Blutent-
nahme erfolgte in der 32. Schwangerschaftswoche, die zweite ca. zwei Monate
spater am Ende des dritten Trimenons. Zu beiden Untersuchungszeitpunkten
bestand eine Verminderung des VWF:Ag und der VWF:CB (Tabelle 11). Die
erste Multimeranalyse (Abb. 16A) zeigte alle Multimere des NP, die
Tripletstruktur war schwach ausgepragt und durch amorphes Material Giberla-
gert. Es wurde die Diagnose eines VWS Typ 2M mit verwaschener
Multimerstruktur gestellt.

Die Zweituntersuchung (Abb. 16B) zeigte selbst bei niedriger Auflésung eine
eindeutige Tripletstruktur und weniger amorphes Material als bei der Vorunter-
suchung.

Der Patient ist heterozygot fur die Mutation CTG>CAG im Codon 1392
(c.4176T) (Abb. 15), die zum Einbau der AS Glutamin anstelle der AS Leucin
fuhrt (p.L1393Q). In derselben Abbildung ist auch der bekannte AS Polymor-
phismus p.A1381T zu sehen.

Tabelle 11: Laborwerte des Patienten Nr. 09

Laborparameter | 1.Wert | 2.Wert | Referenzbereich

VWF:Ag 38% | 36% 50-160%
VWEF:CB 39% | 34% 50-250%
A
CNCCICNGCTCC
5
225 230
2700 2750

Abb. 15: Ausschnitt der
Sequenzanalyse des

Patienten Nr. 09
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-/ l ' ! ' ’

-

- | Q .

4L L 1 Y
- —

09A NP 09B NP 09B NP

Abb. 16: Zwei Multimeranalysen (A/B) des Patienten Nr. 09 in Agarose Gelen mitt-
lerer Auflésung (MRG) (Links) und niedriger Auflésung (LRG) (Rechts)
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3.1.10 ¢.4195C>T p.R1399C Patient Nr. 10

Das VWF:Ag und die VWF:CB des Patienten Nr. 10 liegen im Normbereich
(Tabelle 12). Die Multimeranalyse zeigt alle Multimere des NP, eine
Tripletstruktur ist jedoch nicht erkennbar, die Zentralbanden sind lediglich von

amorphem Material umgeben (Abb. 17A). Der Patient ist heterozygot fur die

Mutation des Codons CGC>TGC im Codon 1399 (c.4195C>T), die zum Einbau

der AS Cystein anstelle der AS Arginin fihrt (p.R1399C) (Abb. 17B).

Tabelle 12: Laborwerte des Patienten Nr. 10

Laborparameter| Wert [Referenzbereich
VWF:Ag 94% 50-160%
VWF:CB 164% 50-250%

10 NP

A
& o

50

650

55

700

B

T
TGT CINGC|TAC G
c_ |

Abb. 17: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 10
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3.1.11 ¢.4195C>T p.R1399C Patient Nr. 11

Die Werte fur VWF:Ag und VWF:CB des Patienten Nr. 11 sind niedrig normal

bzw. schwach erniedrigt (Tabelle 13). Die Multimeranalyse (Abb. 18A) zeigt alle

Mutlimere des NP, die Tripletstruktur ist erkennbar, jedoch durch amorphes Ma-

terial Uberlagert. In niedrigerer Auflésung war zusatzlich eine Abnahme zu den

grofRen Multimere hin aufgefallen. Trotz der niedrigeren VWF:Ag und VWF:CB

Werte liegt die Struktur der Multimere des Patienten Nr. 11 naher an der des
NP als die des Patienten Nr. 10. Bei diesem Patienten liegt wie bei Patient
Nr. 10 die Mutation ¢.4195C>T, p.R1399C vor (Abb. 18B).

Tabelle 13: Laborwerte des Patienten Nr. 11

—
1 NP

550

600

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 62% 50-160%
VWF:CB 48% 50-250%
A
- B
T
TTGTCNGC[TACGT
. #
- 55 60

650

Abb. 18: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 11

38



Molekulargenetische Grundlage einer Variante des von Willebrand-Syndroms

3.1.12 c.4751A>G p.Y1584C + c.2435delC fs.842x Patient Nr. 12

Das VWF:Ag und die VWF:CB des Patienten Nr. 12 sind erniedrigt (Tabelle 15).
Die Multimeranalyse (Abb. 19A) zeigt ein Fehlen der gré3ten Multimere des NP,
die Tripletstruktur ist nur schwach ausgepragt und durch amorphes Material
Uberlagert. Der Patient ist compound-heterozygot fur die Mutation TAC>TGC im
Codon 1584 (c.4751A>G) (Abb. 19B), die zum Einbau der AS Cystein anstelle
der AS Tyrosin fuhrt (p.Y1584C) und eine Einbasendeletion im Exon 18
(c.2435delC fs. 842x) (Abb. 20B), die zu einer Leserasterverschiebung und dem
Entstehen eines TGA Stopp-Codons an Position 842 fuihrt. Diese Leseraster-
verschiebng bewirkt die Entstehung einer neuen Restriktionsschnittstelle fur
Bgll.

Tabelle 14: Laborwerte des Patienten Nr. 12

Laborparameter | Wert | Referenzbereich

VWF:Ag 15% 50-160%

VWF:CB 11% 50-250%

A
G
GCGGT NCICTCT
235 240

- & |

12 NP 2900 2950 3000

Abb. 19: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 12
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A
GGGGGGCA GAG
90
850 900 950

GGGGGCAA £

850 900

B
AG
90

Abb. 20: Ausschnitt der Sequenz des Exon 18 wt (A) und der

Sequenzanalyse Exon 18 des Patienten Nr. 12 (B)

Bpl wt Homo. P.12 Prod. Bpl
c.2435delC
100Bp ey 2
200Bp — -
o -
300Bp — g
. o —
400Bp — o
500Bp -
600Bp — -
= =
— —
s— _—
=0 =
= Z
—, ,
Abb. 21: PAGE mit Restriktionsfragment-Langen

des Exons 18 nach Bgll-Verdau: Von links nach
rechts: Wildtyp (wt), ¢.2435CdelC homozygot (homo.

€.2435delC), Patient Nr. 12 entsprechend c.2453delC

heterozygot (P.12). Ganz rechts unverdautes PCR-
Produkt (Prod.). Flankierend 100 Bp Leitern (Bpl).
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3.1.13¢.6769T>C p.C2257R Familie F2

Die Parameter fur VWF:Ag und VWF:CB der Familie F2 waren nur bei der Mut-

ter (F2/P2) niedrig normal und somit auffallig (Tabelle 15, Abb 22), aus diesem

Grund wurde nur sie molekulargenetisch untersucht. Die Werte fur VWF:Ag und

VWEF:CB der ubrigen drei untersuchten Familienmitglieder waren normal,
jedoch beim Sohn (F2/P3) am niedrigsten (Tabelle 17). Die Multimeranalyse

(Abb. 22) zeigte bei den Patienten F2/P2 und F2/P3 alle Multimere des NP, je-

doch ist die Tripletstruktur nicht zu erkennen. Lediglich amorphes Material

umgibt die Zentralbanden. Es finden sich zudem supranormale Multimere. Die

Multimere des Vaters (F2/P1) und des zweiten Kindes (F2/P4) sind ohne

pathologischen Befund.

Der Patient F2/P2 ist heterozygot fur die Mutation TGC>CGC im Codon 2257
(c.6769T>C), die zum Einbau der AS Arginin anstelle der AS Cystein flhrt
(p.C2257R) (Abb. 23). Aufgrund der Multimeranalyse des Sohnes (F2/P3) be-
steht der Verdacht, dass bei ihm die gleiche Mutation vorliegt (Abb 24).

Tabelle 15: Laborwerte des Patienten F2/P3

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 87% 50-160%
VWF:CB 84% 50-250%

Tabelle 16: Laborwerte des Patienten F2/P2

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 52% 50-160%
VWF:CB 55% 50-250%

41



Molekulargenetische Grundlage einer Variante des von Willebrand-Syndroms

C
TCAGNGCIATTG
1)
210 215
‘ 2500 2550

- _-_ -
- -
| —— L ——

Abb. 23: Ausschnitt
02 03 04 01

S e

der Sequenzanalyse
des Patienten F2/P2

z )4

Abb. 22: Multimeranalyse der Familie F2

VWF:Ag 89% VWF:Ag 52%

VWF:CB 105% VWF:CB 55%
F2iP1 F2iP2

VWF:Ag 87% VWF:Ag 136%

VWF:CB 84% VWF:CB 176%
F2IP3 F2iP4

Abb. 24: Stammbaum der Familie F2.

F2/P2 zeigt den auffalligsten Phanotyp, ist heterozygote Mutationstrégerin und das einzige
Familienmitglied bei dem eine Sequenzanalyse durchgefiihrt wurde. F2/P3 kdnnte dem
Befund der Multimeranalyse nach, trotz seines unaufféalligeren Phanotyps, Trager der glei-
chen Mutation sein. Die Ubrigen beiden untersuchten Familienmitglieder sind phanotypisch
unaufféllig und wahrscheinlich auch genotypisch gesund.
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3.1.14 c.6911G>A p.C2304Y Patient Nr. 13

Von Patienten Nr. 13 liegen zwei umfangreiche Laborbefunde vor (Tabelle
18,19); erst der zweite ist pathologisch: VWF:Ag und VWF:CB sowie die FVIII

Aktivitat sind leicht erniedrigt. Ein Gplb-Bindungsdefekt lasst sich trotz umfang-

reicher Untersuchungen nicht mit Sicherheit bestatigen, da die Thrombozyten-

aggregation im Gegensatz zum ersten Befund bei der Zweituntersuchung un-

auffallig war. Die Thrombozytenaggregationen mit Kollagen, Arachidonsaure,

Ristocetin sowie Adrenalin+ADP waren bei beiden Untersuchungen unauffallig.

Die Multimeranalyse zeigte bei der Erstuntersuchung ein normales Multimer-
muster (Abb. 25A). Erst bei der Zweituntersuchung (Abb. 25B) war die
Tripletstruktur nur schwach ausgepragt und durch amorphes Material tberla-

gert. Es wurde ein Typ 2M mit verwaschener Multimerstruktur diagnostiziert.

Zusétzlich spricht eine deutliche Verminderung der Subbanden fur einen Gplb-

Bindungsdefekt.

Der Patient ist heterozygot fir die Mutation TGT>TAT, im Codon 2304

(c.6911G>A) (Abb. 26), die zum Einbau der AS Tyrosin anstelle der AS Cystein

fuhrt (p.C2304Y).

Tabelle 17: Laborwerte des Patienten Nr. 13

Befund Befund :
Laborparameter Referenzbereich
7.06.05 18.08.05
VWEF:Ag 54% 46% 50-160%
VWF:.CB 61% 47% 50-250%
F VIII Aktivitat 82% 59% 60-130%
Thrombozyten
in Citrat- : Edta-| 243/nl | 280; 310/nl 130-350/nl
Blut
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Tabelle 18: Laboruntersuchung der Thrombozyten des Patienten Nr. 13.

i Befund Befund
Thrombozytenaggregation:
7.06.05 18.08.05

nicht aus-

Adrenalin (8uM) l6sbar Unauffallig

schwach
ADP (2uM/) u. rever- | Unauffallig
sibel
ATP Sekretion nach Stimu-| Befund Befund
lation 7.06.05 18.08.05
21,1nmol/10e
Thrombin (1E/ml) 9 Thf?mbozy-
en
10,1
Kollagen (2ug/ml nmol/10ell
gen (2ug/mb) Thrombozyten

CACGT NT|GGC C
G
70 75 80 ‘
A -
- - —— | —
850 900
Pat.13(A) NP Pat.13(B) NP

Abb. 25: Ausschnitt der Abb. 26: Zwei Multimeranalysen des Patienten

Sequenzanalyse des Nr. 13

Patient Nr. 13
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3.1.15¢.7135C>T p.R2379C Patient Nr. 14

Das VWF:Ag und die VWF:CB des Patienten Nr. 14 sind erniedrigt (Tabelle 19).
Die Multimeranalyse (Abb. 27A+B) zeigt alle Multimere des NP, es findet sich
jedoch eine leichte Abnahme zu den grof3en Multimeren hin. Zusatzlich finden
sich supranormale Multimere, welche im Gel niedriger Auflosung besonders gut
zu erkennen sind. Ebenfalls am besten im LRG zu erkennen ist die erhohte
Wanderungsgeschwindikeit der p.R2379C Multimere (Markierung), deren
Tripletstruktur zwar schwach erkennbar, jedoch von amorphem Material Uberla-
gert ist. Der Patient ist homozygot oder hemizygot fur die Mutation CGT>TGT
im Codon 2379 (c.7135>CT) (Abb. 28B), die zum Einbau der AS Cystein anstel-
le der AS Arginin (p.R2379C) fuhrt.

Tabelle 19: Laborwerte des Patienten Nr. 14

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWEF:Ag 43% 50-160%
VWF:CB 42% 50-250%
A B A
GCAC[CGT|TT GC
95 100
: »
1100 1150
N
= -
B
GCAC[TGT|T T GC
> 90 95
’ -~
& — | | —
1100 1150
14 NP 14 NP
Abb. 28: Ausschnitte
Abb. 27 Multimeranalysen LRG (A) und MRG (B) der Sequenz des wt (A)
des Patienten Nr. 14 und der Sequenzanaly-

se des Patienten Nr. 14
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3.1.16 ¢.7390C>T p.R2464C F1/P2+P3, Patient Nr. 15

Die Patienten P2 und P3 der Familie 1 wiesen bei der ersten Untersuchung
normale Werte fur VWF:Ag und VWF:CB auf (Tabelle 20,21). Die Zweituntersu-
chung, die nur bei der Mutter stattfand, erbrachte niedrig normale Werte fur
VWF:Ag und VWF:CB. Die Multimeranalyse (Abb 29A) zeigt bei beiden Patien-
ten alle Multimere des NP, die Tripletstruktur fehlt, es findet sich lediglich amor-
phes Material zwischen den Zentralbanden. Zusatzlich fallen supranormale
Multimere auf und das die Wanderungsgeschwindigkeit der individuellen
Oligomere erhoht ist (Markierung).

Die Patienten F1/P2+P3 sind heterozygot fir die Mutation von CGC>TGC im
Codon 2464 (c.7390C>T) (Abb. 29B), die zum Einbau der AS Cystein anstelle
der AS Arginin fuhrt (p.R2464C).

Tabelle 20: Laborwerte des Patienten F2/P3

Laborparameter | Wert | Referenzbereich

VWEF:Ag 83% 50-160%

VWF:CB 113% 50-250%

Tabelle 21: Laborwerte des Patienten F2/P2

Laborparameter | 2005 | 2006 | Referenzbereich

VWF:Ag 80% | 51% 50-160%

VWF:CB 87% | 55% 50-250%
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'ﬂl

>‘ »a }S ASN
5.8-8 | |-

- | —
F1/P2 F1/P3 NP

1050

A
CCAC|GCNIGAGG
G
95
1100 1150

Abb. 29: Multimeranalysen von F2/P2+P3 (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B)
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Bei Patient 15 liegt ebenfalls die Mutation p.R2464C vor (Abb. 30B). Das
VWF:Ag und die VWF:CB liegen bei diesem Patienten im Normbereich (Tabelle
22).

Die Multimeranalyse (Abb. 30A) zeigt alle Multimere des NP, die Tripletstruktur
ist erkennbar, jedoch durch amorphes Material Giberlagert. AuRerdem ist die

Wanderungsgeschwindigkeit der individuellen Oligomere leicht erhdht (Markie-

rung).

Tabelle 22: Laborwerte des Patienten Nr. 15

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 113% 50-160%
VWF:CB 101% 50-250%

A
' asn. B
CCAC|GCNGAGG
G
> ‘ P‘ 95 100
- p—
15 NP 1000 1050

Abb. 30: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 15

48



Molekulargenetische Grundlage einer Variante des von Willebrand-Syndroms

3.1.17 c.8012G>A p.C2671Y Patient Nr. 16

Das VWF:Ag und die VWF:CB des Patienten Nr. 16 sind erniedrigt (Tabelle 23).

Die zwei zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrten Multimeranalysen

zeigen das gleiche Bild: Alle Multimere des NP sind vorhanden, jedoch mit einer

deutlichen Abnahme zu den grof3en Multimeren hin. Die Tripletstruktur der
Oligomere ist sichtbar, aber durch amorphes Material Uberlagert. Zuséatzlich

fallen auch supranormale Multimere auf (Abb. 31A). Der Patient ist heterozygot

fur die Mutation TGT>TAT im Codon 2671 (c.8012G>A) (Abb. 31B), die zum

Einbau der AS Tyrosin anstelle der AS Cystein fuhrt (p.C2671Y). Bei der Toch-

ter des Patienten wurde ein mildes VWS Typ 1 diagnostiziert.

Tabelle 23: Laborwerte des Patienten Nr. 16

Laborparameter | 1.Wert | 2.Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 14% | 22% 50-160%
VWF:CB 12% 9% 50-250%

A
-
-
-h
-l
-
- ASN. B
- TAT (A / A
- ’ ¢ g GCC
. 120
—
— x
16 NP 1350

Abb. 31: Multimeranalyse (A) und Ausschnitt der Sequenzanalyse (B) des Patienten Nr. 16
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3.2 Patienten ohne gefundene Mutationen

Bei allen drei Patienten, bei denen trotz Komplettsequenzierung keine Mutation
identifiziert wurde, sind die Werte fur VWF:Ag und VWF:CB erniedrigt (Tabelle
24, 25, 26).

Die Multimeranalysen des Patienten Nr. 17 (Abb. 32) zeigen alle Multimere des
NP, die Tripletstruktur ist nicht erkennbar, stattdessen findet sich amorphes Ma-
terial zwischen den Zentralbanden.

Die Multimeranalysen der Patienten Nr. 18 und Nr. 19 (Abb. 32) zeigen alle
Multimere des NP, Patient Nr. 18 finden sich sogar supranormale Multimere.
Die Tripletstruktur ist erkennbar, jedoch durch amorphes Material Uberlagert.
Ein Typ 2M mit verwaschener Multimerstruktur wurde diagnostiziert. Allerdings

waren die Veranderungen nur minimal.

Tabelle 24: Laborwerte des Patienten Nr. 17

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 23% 50-160%
VWF:CB 23% 50-250%

Tabelle 25: Laborwerte des Patienten Nr. 18

Laborparameter | Wert | Referenzbereich
VWF:Ag 30% 50-160%
VWF:CB 27% 50-250%

Tabelle 26: Laborwerte des Patienten Nr. 19

Laborparameter | Wert | Referenzbereich

VWE:Ag 38% 50-160%

VWF:CB 36% 50-250%
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Abb. 32: Multimeranalysen der Patienten Nr 17, Nr. 18 und Nr. 19

3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei 19 von 22 Patienten wurden insgesamt 16 verschiedene Mutationen gefun-
den. In 18 Fallen handelte es sich dabei um heterozygote, in einem Fall um ei-
ne homozygote oder hemizygote Punktmutation. Zwei Patienten waren
compound-heterozygot fir jeweils eine Punktmutation und eine Deletion einer

Base.
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Tabelle 27: Panotyp und Genotyp der Patienten

Die mit Nukleotid- und Aminosaureaustausch aufgefihrten Mutationen sind ihrer Position im
VWF Gen nach aufsteigend geordnet. Bei unterschiedlichen phanotypischen Parametern des-
selben Patienten sind Mindest- und Hochstwerte durch einen Bindestrich getrennt. In der vor-
letzten Spalte steht die im Labor von Prof. Dr. Budde anhand des Phanotyps vorgenommene
Klassifikation. In der letzten Spalte sind Verweise auf bereits erschienene Publikationen zu der
jeweiligen Mutation aufgelistet. Homozygote bzw. hemizygote Mutationen sind unterstrichen.
Die einzelnen nicht verwandten Patienten sind von 1 bis 19 durchnumeriert. Familien sind mit
der Familiennummer, Familienmitglieder mit den Nummern eins fur den Vater, zwei fir die Mut-
ter und einer fortlaufender Nummerierung in der Geburtsreihenfolge der Kinder gekennzeichnet.

Thrombozytarer VWF und Thrombozytenzahl waren bei allen Patienten unauffallig.

Patient| VWF:Ag |VWF.CB| Nukleotid AS-

Mr. % % austauch |Austauch S e =L

1 T2 7 c.2278C=A] p.RTEOC | D2 17 248 [92]

2 48 5T c.2279G=A] p.R760H | D2 17 2M

3 16 10 c.3437A=G | p Y 1146C] D3 26 248 [68]

4 23-30 14-21 c.3516G=Alp.G1172D] D3 26 2AIIE)

5 23 15 c.3614G=>H|p.R1205H] D3 27 2M [88-103]

b 17 10 cA120C=T |p.R13T4C| A1 281 2M |67, 106,108,110,111]
7 23 15 cA120C=T |p.R1374C| A1 281 2M |57, 106,108,110,111]
8 5 2 cA120C=Alp. R13745] A2 28.1 24

c.5310delC| fs 781X | A3 30
) 36-38 34-39 | e MVET=A | p.L1392Q| A1 28.1 2M

10 94 164 cA195C=T |p.R1339C| A1 281 2M

11 62 43 c4195C-T |p.R1399C|] A1 281 2M

12 15 11 ¢ 2435delC| f5 842X ) 18 2M [93,94,595]

c.4781A>C|p.Y1584C] A1 282 [88,102,112,123]

F2p2 52 L] c.6769C=T |p.C225TR| D4 38 24

13 46-54 47-61 | BI1MG=A|p.C2304Y| B1 40 2M [65,118]

14 43 42 c.7135C=T |p.R2373C| B2 42 28 [72]
F1pP2 51-80 55-87 | c.7390C=T |p.R2464C] C1 43 2M [686,120]
F1P3 83 113 c.7390C=T |p.R2464C| C1 43 2M [66,120]

15 113 101 c.7360C=T |p.R2464C| €1 43 24 [66,120]

16 14-22 912 |c.8012G=A|p.C2671Y| CK 49 25 [77,87,123124]

17 23 23 X X X X 24

18 30 27 X X X X 2M

19 38 36 X X X X 2M
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Diskussion

Ziel der Arbeit war die Suche nach einem generellen molekularen Mechanis-
mus, welcher dem VWS mit verwaschener Multimerstruktur zugrunde liegt. Zu-
vor hatten die Reproduzierbarkeit der aberranten Multimere und ihre offensicht-
liche Vererbbarkeit bereits die Vermutung nahe gelegt, dass es sich nicht um
ein praanalytisches Problem (Degradation durch Transport, Lagerung, Auftau-
vorgang bei eingefrorenen Proben) handeln wirde. Tatséchlich konnten in 19
von 22 Fallen spezielle bereits publizierte (10 verschiedene) sowie unpublizierte
Mutationen (7 verschiedene) identifiziert werden (siehe Tabelle 27). Die gefun-
denen Mutationen liegen tber weite Teile des VWF Gens verstreut und betref-
fen unterschiedliche Domé&nen. Auffallend ist die grol3e Zahl von
Cysteinmutationen, d. h. Mutationen, bei denen entweder ein Cystein entfallt
oder neu hinzukommt. Bei den Patienten in dieser Studie finden sich insgesamt
14 Cystein-Mutationen gegeniber 5 anderen Missense-Mutationen und 2
Einbasendeletionen.

G1172D Y1584C
2435delC R1399C R2464C
R760C/H J L1392Q C225?Rl

Bxon 2 3-10 M-17 1820 20-28 28 28 2832 33-34 3538 40-42-44 45-48 49.52

Domain 5 01 02 ) ) A1 AZ A3 D4 B1-B3 C1 C2  CK
Y1146CI 5310deICI C23U4YI C26?1YI
R1205H R2379C
R13745iC

Abb. 33: Position der gefundenen Mutationen im VWF-Gen

In dieser Arbeit identifizierte Missense-Mutationen sind blau beschriftet, Cysteinmutationen sind
fett blau beschriftet. Die Beschriftung der homozygoten Mutation ist kursiv. Die zwei gefunde-
nen Einbasendeletionen sind fett schwarz beschriftet. Schwarze Verbindungslinien fuhren zur

beim selben Patienten gefundenen Missense-Mutation.
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Von 15 unterschiedlichen missense Mutationen, handelt es sich bei 13 Mutatio-
nen um C-T- oder G-A-Austauche, 8 von ihnen liegen in den als Hotspot fur
Mutationen bekannten CpG Dinukleotiden [90]. Darunter 5 CG>TG- und

3 CG>CA-Austausche.

Im gesamten Protein befinden sich keine freien Sulfhydrylgruppen, da alle
Cysteine des VWF an inter- oder intramolekularen Disulfidbriickenbildungen
beteiligt sind [91]. Ein Cysteinverlust geht folglich mit dem Verlust einer physio-
logischen Disulfidbrtickenbildung einher. Ein Gberzahliges Cystein kann beste-
hende Disulfidbriickenbindungen destabilisieren und unphysiologische Bindun-
gen entstehen lassen. Vermutlich ergeben sich durch die veranderte Anzahl
von Cysteinen eine oder sogar mehrere mogliche, vom Wildtyp (wt) abweichen-
de Konformationen. Diese ergeben im Zusammenspiel mit der Proteolyse eine
Vielzahl strukturell unterschiedlicher Fragmente, welche in der Elektrophorese
nicht voneinander abgegrenzt werden kénnen und ein verwaschenes Aussehen
bewirken. Der Einfluss der Disulfidbriicken und damit der AS Cystein auf die
VWFEF-Multimere konnte besonders deutlich bei den Mutationen p.C2257R und
p.R2464C gezeigt werden. Hier fihrte eine Reduktion der
Disulfidbrickenbindungen des rekombinantem mutanten VWF durch 13-
Mercaptoethanol zu einem mit dem wt Gbereinstimmenden Laufverhalten im

Agarosegel (nicht Bestandteil dieser Arbeit).

Die Struktur des VWF reagiert empfindlich auf jegliche Veranderung von Anzahl
und Positionen von Cysteinen. Die Auswirkungen von Strukturveranderungen
sind sehr unterschiedlich und gehen u. a. mit einer Stérung der Dimerisierung
und der Multimerisierung sowie oft mit einer verminderten Sekretion und gele-
gentlich mit einer verkirzten Halbwertszeit im Blut einher.

Beispiele fiur Auswirkungen von Cysteinmutationen sind z.B. carboxyterminale
Cysteinmutationen, die zu Dimerisierungsdefekten fihren und Ursache des
VWS Typ 2A Phanotyp 11D sind [68, 69]. sowie aminoterminale
Cysteinmutationen, die zu Multimerisierungsdefekten und damit zu einem VWS
2A Phéanotyp IIE [72,74] fuhren.
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Beim VWS mit verwaschenen Multimeren handelt es sich um pathologisch kon-
figurierten VWF sowie konsekutiv aberrante VWF-Proteolysefragmente. Zusétz-
lich kommt es meist zu einem leichten bis merklichen Verlust grol3er Multimere.
Je nach Schwere der Stérung sind Subbanden und amorphes Material im Ver-
haltnis zueinander unterschiedlich stark ausgepragt. Dies hdngt mit dem Ver-
haltnis von wt-VWF zu pathologischem VWF zusammen.

Mitverantwortlich fiir die verwaschene Struktur der Multimere, die offensichtlich
nicht durch eine gesteigerte Proteolyse durch ADAMTS 13 hervorgerufen wird,
konnten andere den VWF spaltende Enzyme wie z. B. Thrombospondin-1 sein.
Thrombospondin-1, dessen genaue Funktion und Relation zu ADAMTS 13 noch
ungeklart ist, bindet in der A3-Domane des VWF und spaltet Disulfidbriicken
zwischen den Dimeren [57].

In unseren Expressionsstudien (nicht Bestandteil dieser Arbeit) zeigte sich,
dass die verwaschene Multimerstruktur in den meisten Fallen schon vor der
Proteolyse deutlich wird. Es ist jedoch anzunehmen, dass die Proteolyse in vi-

vo, vor allem durch ADAMTS13, das verwaschene Aussehen verstarkt.

4.2 Diskussion der Mutationen

4.2.1 Patient 01 ¢.2278C>T p.R760C

Die Mutation ¢.2527C>T p.R760C fuhrt durch Veranderung der Furin cleavage
site zur Persistenz des Pro-VWF und wurde 2003 in Italien bei zwei verwandten
Patienten diagnostiziert [92]. Die Multimeranalyse dieser Patienten zeigte alle
Multimere des Plasmapools, zusatzlich lagen hochmolekulare Multimere vor.
Die Multimerisierung schien durch die Anwesenheit des Propeptids nicht we-
sentlich gestort zu sein, das Gesamtbild war jedoch verwaschen und die einzel-
nen Banden, vor allem die kleineren, schienen langsamer zu laufen als die des
Normalplasmas. Daraus schlossen die Autoren auf eine Zunahme des Moleku-
largewichtes. Nach DDAVP-Infusion verstéarkte sich dieser Eindruck. Des Weite-
ren zeigte sich im SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen die Persistenz
von Pro-VWF. Die gemachten Beobachtungen konnten durch eine Expressi-

onsstudie bestatigt werden, die auch zeigte, dass R760C in Coexpression mit
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wt-VWF zu einer um 50 % verminderten Sekretion des VWF fihrt [92].
Casonato et al. [92] diagnostizierten aufgrund der verminderten FVIII-Bindung
einen, durch p.R760C verursachten, neuen Typ 2N und schlugen wegen des

persistierenden Propeptids die Zusatzbezeichnung 2P vor.

Bei unserem heterozygoten Patienten 01 zeigt sich neben den supranormalen
Multimeren eine zweite hintere Subbande, die in Ubereinstimmung mit der oben

genannten Studie auf die Persistenz des Propeptids hinweist.

Bei Heterozygotie und Fehlen sonstiger Stdrungen werden mutanter VWF und
wt-VWF im Rahmen der Polymerisierung zufallig in die wachsenden Multimere
eingebaut. Je nach Anteil von wt und mutantem VWF entsteht eine Reihe un-
terschiedlicher Multimergrdof3en, die sich elektrophoretisch nicht mehr ausrei-
chend auftrennen lassen. Dies ergibt das beobachtete Bild einer verwaschenen

Multimerstruktur und erklart den dominanten Erbgang.

Von meiner Kodoktorandin (Frau H. Eckert) durchgefiihrte Expressionstudien
mit HEK239-Zellen (nicht Bestandteil dieser Arbeit) bestatigten die Persistenz
des Propeptids. Bei Co-expression mit wt-VWF zeigte sich eine Aufspaltung der
Zentralbande in mehrere Einzelbanden. Es ist davon auszugehen, dass nach
Proteolyse durch ADAMTS13 oder andere unspezifische Proteasen aus den

eng benachbarten Einzelbanden ein verwaschenes Multimermuster entsteht.
4.2.2 ¢.G2279A p.R760H

Die Mutation p.R760H an der Position -4 vor der Schnittstelle zwischen Propep-
tid und reifem VWF und konnte bisher nicht einem bereits bekannten Typ des
VWS zugeordnet werden. Montgomery et al. haben laut ISTH-SSC VWF Online
Database (www.vwf.group.shef.ac.uk/) diese Mutation gefunden und Expressi-
onsstudien durchgefluhrt, jedoch noch keine Ergebnisse publiziert.

Bei Patient 02 finden sich ebenfalls supranormale Multimere. Die Mutation
p.R760H zerstort ebenso wie p.R760C die Furin Cleavage Site. Es ist daher ein

analoger molekularer Mechanismus anzunehmen.
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Auch in diesem Fall bewies eine mit HEK 239 Zellen am UKE durchgefuhrte
Expressionsstudie (nicht Bestandteil dieser Arbeit) die Persistenz des Propep-

tids und das Entstehen multipler Einzelbanden anstelle einer Zentralbande.
4.2.3 c.2435delC fs.842x

Drei Arbeitsgruppen haben die Leseraster-Mutation ¢.2435delC im Exon 18 im
Zusammenhang mit einem schweren VWS Typ 3 beschrieben [93, 94, 95]. Es
ist die haufigste Typ 3-Mutation in Schweden, Deutschland, Polen und Ungarn
und findet sich nur selten in anderen Landern. Heterozygote Trager wie dieser
Patient weisen erniedrigte VWF-Werte, aber nur sehr selten eine Blutungsnei-
gung auf. c.2435delC fuhrt durch einen vorzeitigen Strangabbruch zu einem
Null-Allel. In dieser Untersuchung wurde c¢.2435delC compound-heterozygot mit
der Mutation ¢.5741A>C p.Y1584C gefunden (siehe dort).

4.2.4 c.3437A>G p.Y1146C

Diese Cysteinmutation liegt in der fir die Multimerisierung wichtigen D3-
Domane. Ein Multimerisierungsdefekt durch p.Y1146C kénnte zu einer Vermin-
derung grof3er Multimere fihren und den Typ 2A-Phénotyp des Patienten 13
erklaren. P.Y1146C wurde in Kombination mit p.S1378F schon zuvor bei einem
Patienten mit &hnlich niedrigem VWF:Ag und niedriger VWF:CB sowie patholo-
gischen Multimeren beobachtet [66]. Es ist eine haufige Mutation bei einer Son-

derform des VWS Typ 2A (Schneppenheim, unveréffentlicht).
4.2.5 ¢.3515G>A p.G1172D

Diese in der D3-Doméne gelegene Mutation ist noch unpubliziert, stimmt jedoch
bezlglich des Codons mit einer im hiesigen Labor identifizierten weiteren Muta-
tion ¢.3514G>T p.G1172C bei einem durch Multimerisierungsstérung bedingten
Typ 2A Uberein. Eine Expressionsstudie (nicht Bestandteil dieser Arbeit) zeigte
bei Heterozygotie eine VWF:Ag-Konzentration von 61 % des wt, wahrend die
Konzentration im Zelllysat 122 % des wt betrug. Dies beweist eine durch
p.G1172D bewirkte deutliche intrazellulare Retention. Interessant ist dabei,
dass VWF:Gplb in Medium und Lysat 34 % und 41 % des wt betragen, also
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nicht in demselben Mal3e voneinander abweichen wie die VWF:Ag-
Konzentrationen.

Die verminderte Gplb Bindung lasst sich folglich nicht allein durch die Retention
der grofRen Multimere erklaren. Ein zusatzlicher Funktionsverlust ist wahr-

scheinlich.
4.2.6 ¢.3614G>A p.R1205H

Diese in der D3-Doméne gelegene Mutation wird dem 1988 erstmalig beschrie-
benen, ehemals als 2M klassifizierten Typ 1 (Vicenza) zugeordnet [96, 97]. Die
Diagnose eines Typ 1 (Vicenza) beruht auf dem Nachweis supranormaler
Multimere [96], einem dominanten Erbgang [96], beschleunigter Clearance des
VWEF [98, 99], niedriger bis normaler RIPA [96, 97, 100] und stark erniedrigtem
Plasma-VWF bei normalem thrombozytarem VWF [100]. Im Gegensatz zu dem
bei diesem Patienten erhobenen Befund steht die Aussage einer Arbeitsgruppe,
nach der die Gplb- und die Kollagenbindungskapazitat des VWF von dieser Mu-
tation unbeeintrachtigt bleiben [98].

Die Mutation p.R1205H kam bei den Patienten der urspriinglichen italienischen
Arbeit in Kombination mit der Mutation p.M7401 im Exon 17 [101] vor.

Bei den meisten anderen mit Typ Vicenza diagnostizierten Patienten [102], wie
auch in diesem Fall, wurde p.M740I nicht gefunden. Laut NCBI Datenbank
dbSNP: www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp [Stand 23.03.2010 10:00Uhr]
entspricht p.M7401 einem Polymorphismus. Die beim Typ Vicenza beobachte-
ten hochmolekularen Multimere konnten mit und ohne p.M704I nicht immer be-
statigt werden [101]. Unter anderem dieser Umstand fuhrte, wie bei der ersten
Publikation auch, zu einer Klassifizierung als Typ 1 [102, 103,104, 97].

Die Diagnose anhand der Multimeranalyse wird durch den Umstand verkompli-
ziert, dass auch andere Mutationen mit supranormalen Multimeren einhergehen
konnen. Eine Arbeitsgruppe kam zu dem Schluss, dass die Multimeranalyse zur
Diagnostik des Typ Vicenza ungeeignet und eine molekulargenetische Analyse
indiziert sei [103].

Eine durch die Mutation p.R1205H beschleunigte Clearance des VWF in vivo
wurde durch ein elegantes Mausmodell nachgewiesen [98]. Von einer weiteren

Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die beschleunigte Clearance als ursachlich
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fur die supranormalen Multimere des p.R1205H-VWF anzusehen ist: Die frisch
aus Weibel-Palade-Bodies sezernierten und noch weitgehend unproteolysierten
hochmolekularen Multimere sind im Vergleich mit dem durch Clearance insge-
samt verminderten VWF Uberproportional stark vertreten und scheinen supra-
normal zu sein [105].

Letztere These zur Erklarung der supranormalen Multimere beim Typl Vicenza
setzte sich schlief3lich durch. Ein verwaschenes Aussehen der Multimere ist
bisher noch nicht berichtet worden. Der Mechanismus ist unklar, da die verkurz-
te VWF-Clearance der Mutante p.R1205H alleine nach den bisherigen Be-
obachtungen im hiesigen Labor nicht mit einer verwaschenen Multimerstruktur

einhergeht.
4.2.7 ¢.4120C>T p.R1374C; ¢.4120C>A p.R1374S

Das fur die AS R1374 kodierende Basentriplet scheint fur Mutationen empfang-
lich zu sein. Unter den Patienten dieser Studie fanden sich drei Patienten mit
zwei verschiedenen Mutationen an dieser Stelle. Beschrieben wurden aul3er-
dem Mutationen zu Histidin [106] und zu Leucin [107, 108].

p.R1374C

Diese Mutation wurde erstmals 1993 in Kolumbien mit einem VWS dominanten
Erbganges in Zusammenhang gebracht [109].

Eine 1995 publizierte Arbeit [106] berichtet Uber einen quantitativen Defekt mit
verringerter plattchenabhangigen Funktion sowie pathologischen Multimeren
mit verwaschener Struktur, aber normalen Proteolysefragmenten. Dabei wurden
die verwaschenen Banden durch Expressionsstudien mit rekombinantem
p.R1374C-VWF bestétigt.

Auch spater wurde Uber p.R1374C bei Typ 2M [67, 110, 111] mit verwaschener
Struktur [67, 111] berichtet.

Da p.R1374C sowohl qualitative als auch quantitative Abweichungen verur-
sacht, wurde diese Mutation auch als Typ 1 klassifiziert [67, 110]. Einige Auto-
ren schlugen vor, Typ 2A und 2M als Typen mit verringerter

plattchenabhéngiger Funktion zusammenzufassen und nicht zwischen fehlen-
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den gro3en Multimeren (Typ 2A) und vorhandenen grof3en Multimeren (Typ
2M) zu unterscheiden [67]. Die Klassifikation als ,Typ 2M" oder ,Typ 2
unklassifiziert* scheint trotz der pathologischen Multimere im Hinblick auf die

veranderte Funktion eher zuzutreffen [110, 67, 111].

Eine durch diese Mutation entstehende ungepaarte Thiolgruppe in der Al-
Domane konnte zu einer Konformationsanderung des VWF fuihren [110, 106]
und als Ursache fur die verminderte Gplb-Bindung angesehen werden. Jedoch
ist die Gplb-Bindung bei rekombinantem 1374H-, 1374C- [106] und 1374S-VWF
ahnlich, was eine Storung durch die ungepaarte Thiolgruppe allein unwahr-

scheinlich erscheinen lasst [106].

Eine Arbeitsgruppe um Casonato [111] stellte fest, dass sich die verminderte
Kollagenbindung zusammen mit dem verstarkten Auftreten der zuvor reduzier-
ten groRen Multimere nach DDAVP-Gabe normalisierte, die RIPA hingegen nur
leicht angehoben wurde. Die Autoren schlossen daraus, dass pathologisches
Multimermuster und verminderte Gplb-Bindung voneinander unabhéngig seien.
Die an gleicher Stelle gelegene Mutation p.R1374H wurde 1995 bei Patienten
mit verringertem Anteil hochmolekularer Multimere beobachtet [106] und auch
spater zusammen mit typischen Typ 2A-Multimeren bei zuvor als Typ 1 klassifi-

zierten Patienten gefunden [66].

Die in dieser Studie gemachten Beobachtungen stimmen mit denen der Publi-
kationen Uberein. Voneinander abweichende Multimerbefunde bei gleicher Mu-
tation konnen auf inter- und intraindividuelle Variationen, sowie auf Unterschie-
de in Labortechnik und Beurteilung der Multimere zurtckgefuhrt werden. Glei-
ches gilt fir den veréanderten thrombozytaren VWF, der in einer anderen Studie

diagnostiziert wurde [106].

Im UKE durchgefiihrte Expressionsstudien (nicht Bestandteil dieser Arbeit)
zeigten eine Retention des homozygot rekombinanten VWF in der Zelle mit ei-
ner VWF:Ag-Konzentration von 55 % des wt im Medium, aber 111% der wt-
VWF:Ag Konzentration im Zelllysat. Die niedrige VWF:Gplb-Bindung von 30 %
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des wt im Medium bestétigt die Diagnose eines VWS Typ 2 und steht im Ein-
klang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen.

p.R1374S

Die noch unpublizierte Mutation p.R1374S trat zusammen mit c.5310delC bei
einem Patienten dieser Studie auf, bei welchem ein VWS Typ 2A mit verwa-
schener Multimerstruktur diagnostiziert wurde. In den Expressionsstudien (nicht
Bestandteil dieser Arbeit) fuhrte p.R1374S zu noch niedrigerem VWF:Ag und
niedrigerer VWF:CB, als andere Mutationen an dieser Stelle, sowie zum Verlust
grol3er Multimere.

p.R1374 ist fur die thrombozytare Funktion des VWF von mal3geblicher Bedeu-
tung. Alle bislang an dieser Stelle gefundenen Mutationen bewirken einen Funk-
tionsverlust. Bei der Expression von 1374S und 1374C fallt auf, dass die
VWF:Gplb-Bindung im Zelllysat noch geringer ausfallt als im Medium, was eine
bevorzugte Retention des funktionsarmeren und strukturell anormaleren VWF

vermuten lasst.
4.2.8 c.4176T>A p.L1392Q

Von Patient Nr. 09 liegen zwei Labor- und Multimeranalysen vor, die beide zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wéahrend einer Schwangerschaft durchgefihrt
wurden. Die erste Blutentnahme erfolgte in der 32 Schwangerschaftswoche, die
zweite ca. zwei Monate spater am Ende des dritten Trimenons. Bei annéhernd
gleichen und sogar etwas vermindertem VWF:Ag und VWF:CB findet sich bei
der zweiten Untersuchung weniger amorphes Material und eine eindeutige
Tripletstruktur. Der Zusammenhang zwischen der noch unpublizierten und nicht
in der ISTH-SSC VWF Online Database gefiihrten Mutation p.L1392Q und dem
Phanotyp des Patienten konnte nicht geklart werden. Trotz der Sequenzierung
der gesamten kodierenden DNA konnte keine weitere Mutation gefunden wer-

den.

Es liegen keine Daten, vor aus denen ersichtlich ware, ob es sich im Falle die-

ses Patienten um eine physiologische Schwangerschaft handelte oder es zum
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Beispiel zu Gestationshypertonie und Praeklampsie kam. Desweiteren wurden
keine Untersuchungen zu Veranderung der VWF-Multimere wahrend einer

pysiologischen Graviditat publiziert.
4.2.9 ¢.4195C>T p.R1399C

Diese laut ISTH-SSC VWF Online Database in Frankreich gefundene, aber
unpublizierte Cysteinmutation liegt in der A1-Doméane und bewirkt eine verrin-
gerte Bindung des VWF an Gplb der Thrombozyten.

In Expressionsstudien (nicht Bestandteil dieser Arbeit) wurde der normale
VWF:Ag-Plasmaspiegel des Patienten, sowohl fur hetero- als auch fur homozy-
got exprimierten p.R1399C VWEF, in Medium und Zelllysat bestatigt. Im Gegen-
satz zur kaum nennenswerten Verminderung des VWF:Ag steht die intrazellula-
re Retention funktionell gestorter VWF-Multimere: Die VWF:Gplb-Werte der
homozygot exprimierten Mutante liegen im Medium bei 36 % und im Zelllysat
bei 1 % des wt. Bei Co-Expression mit dem Wildtyp liegt die VWF:Gplb-Bindung
im Medium bei 85 % und im Zelllysat bei 31 % des wt.

4.2.10c.5741A>C p.Y1584C

Diese Mutation fanden wir bei einem compound-heterozygoten Patienten zu-
sammen mit der haufigsten Typ 3 Mutation c.2435delC.

p.Y1584C [114] wird als haufigste Typ 1-Mutation angesehen [66] und scheint
unterschiedlich penetrant zu sein [112, 113]. Ein verwaschenes Aussehen der
Multimerstruktur ist noch nicht publiziert worden. Es existiert eine grol3e Zahl
von Publikationen zu p.1584C, die sich vor allem mit den Mechanismen be-
schaftigen, welche zu einer Verminderung des VWF:Ag durch diese Mutation

fuhren.

Die Erstbeschreiber dieser Mutation [114] konnten bei in vitro Expressions-
studien eine durch intrazellulare Retention verringerte VWF Sekretion von re-
kombinantem p.Y1584C-VWF im Vergleich zu rekombinantem wt-VWF feststel-

len.
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Ein weiterer Mechanismus, der zu vermindertem VWF:Ag fuhrt, besteht in leicht
gesteigerter ADAMTS13-Proteolyse [102, 113] von 13 % bis 23 % gegenuber
dem Wildtyp [113]. In diesen Studien blieb die Klassifizierung (Typ l1oder Typ
2M [113]) allerdings unklar, da die Laborparameter zwischen den verschie-
denen heterozygoten Patienten sowie zwischen den Zeitpunkten der Untersu-
chungen desselben Patienten variierten. Eine dieser Studien zeigte anhand ei-
ner Gruppe von 32 Indexpatienten eine Korrelation von 95 % mit der Blutgruppe
0 [102].

Eine britische Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass eine bei p.Y1584C im
Vergleich zum Wildtyp gesteigerte Clearance ebenfalls zum verminderten
VWF:Ag beitragt [115].

Das sehr niedrige VWF:Ag des im Rahmen dieser Dissertation genotypisierten
Patienten kann sowohl auf eine verringerte Expression des hemizygot vorlie-
genden p.Y1584C-VWEF, als auch zum Teil auf eine gesteigerte Proteolyse oder
Clearance zuriickzufuhren sein. Die fehlende Tripletstruktur sowie das amorphe
Material zwischen den Banden entstehen durch strukturell pathologischen VWF

und seine Proteolyseprodukte.
4.2.11 ¢.5310delC fs1781x

Diese Einbasendeletion ist bisher noch unpubliziert, sie fuhrt zu einem Nullallel.
Der Patient ist wahrscheinlich compound-heterozygot. Die Expression der bei
ihm identifizierten zweiten Mutation p.R1374S (siehe dort) ware damit analog zu
einem Homozygotenstatus. Somit kame es, wie aufgrund des Phanotyps zu

vermuten, zur alleinigen Expression des p.R1374S-Allels.
4.2.12 C.6796T>C p.C2257R

Die bislang unpublizierte Mutation p.C2257R liegt in der D4-Domane. Goedeve
et al. [58] fanden die Mutation p.C2257S als einzige Mutation bei einem Patien-
ten mit pathologisch veranderten Multimeren, welche jedoch nicht genauer be-

schrieben wurden.
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Von Frau Eckert durchgefiihrte Expressionsstudien (nicht Bestandteil dieser
Arbeit) zeigten eine intrazellulare Retention des VWF:Ag sowie eine Verminde-
rung der VWF:Gplb-Bindung. Im Hinblick auf die Multimerstruktur des Patienten
und im Gegensatz zu p.R1399C, p.R1774C sowie p.R1374S scheint es sich in
diesem Fall um eine bevorzugte intrazellulare Retention grof3er Multimere zu
handeln. Die VWF:.Gplb-Bindung des VWF im Zelllysat liegt tber der des VWF

im Medium, dies ist bei Homozygotie besonders deutlich.

In HEK293-Zellen rekombinant exprimierter p.C2257R-VWF wandert auf dem
SDS-Agarosegel schneller als rekombinanter wt-VWF, die Banden sind scharf
begrenzt. Bei Co-Expression mit rekombinantem wt-VWF lasst sich die Diffe-

renz in der Wanderungsgeschwindigkeit nicht mehr erkennen, die Banden er-

scheinen verwaschen.

Anhand dieser Mutation lasst sich die Entstehung der verwaschenen
Multimerstruktur besonders gut erlautern. Die Banden des rekombinanten
p.C2257R-VWEF erscheinen wahrscheinlich deshalb so scharf, weil nur eine
einzige Konformation fur diese Mutation méglich ist. Diese neue Faltung ist der-
art beschaffen, dass eine héhere Wanderungsgeschwindigkeit aus ihr resultiert.
In Kombination mit dem physiologisch konfigurierten VWF und durch Proteolyse
in vivo ergibt sich eine Vielzahl unterschiedlich konfigurierter VWF-Multimere
und Fragmente, die elektrophoretisch nicht mehr aufzutrennen sind.

Dass die Veranderung der Wanderungsgeschwindigkeit von Disulfidbriicken-
bindungen abhangt, wurde durch die Reduktion samtlicher Disulfidbriicken
(nicht Bestandteil dieser Arbeit) in rekombinantem VWF bewiesen:

Nach Reduktion liel3 sich kein Unterschied in der Wanderungsgeschwindigkeit
mehr feststellen.

4.2.13¢.6911G>A p.C2304Y

p.C2304Y liegt in Exon 40 in der B1-Domane und wurde bei Typ 1-Patienten
beobachtet [66, 116]. Im Fall des Patienten 16 stellte sich die Klassifikation als
schwierig heraus. Zwischen den beiden Untersuchungen verénderten sich so-

wohl die Multimerstruktur als auch das VWF:Ag und die Kollagenbindung, so
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dass trotz unauffalliger RIPA nicht mehr wie zuvor ein milder Typ 1, sondern ein
Typ 2M mit verringerter Gplb-Bindung und verwaschener Struktur diagnostiziert
wurde.

Die Lokalisation dieser Mutation ist jedoch fur einen Typ 2M eher untypisch,
auch war die Gplb-Bindung des VWF des Patienten nicht eindeutig beeintrach
tigt. Neben verminderter Gplb-Bindung k&me durchaus eine verminderte

Proteolyse aus anderen Grinden in Frage.

In unserem Labor von Herrn T. Obser durchgefiihrte Expressionsstudien zeig-
ten, dass bei Homozygotie eine VWF:Ag-Konzentration von weniger als 1 %
des wt im Medium vorliegt. Der VWF verlasst die Zelle nicht und findet sich ent-
sprechend mit einer Konzentration von 107 % des wt im Lysat. Bei heterozygo-
ter Expression fand sich im Medium eine immer noch deutlich verminderte
VWF:Ag Konzentration von 19 % des wt.

Leider liegen weder Untersuchungen zur Gplb-Bindung noch Multimeranalysen

vor, so dass sich uber die Auswirkung von p.C2304Y nur spekulieren lasst.

Bei Betrachtung der nachbarschaftlichen wt-Aminoséauresequenz, in der das
Cys2304 liegt, stellt man fest, dass es sich um das erste Cystein der Sequenz
Cys-Gly-Leu-Cys handelt. Diese CGLC-Sequenzen kommen an unterschiedli-
chen Stellen des VWF vor und &hneln dem aktiven Zentrum von
Disulfidisomerasen.

Eine Veranderung der Cysteine in der Prosequenz liegender CGLC-Sequenzen
resultiert in einer Verhinderung der Multimerisierung [117]. Selbst wenn dieser
Bereich keine enzymatische Aktivitat innehaben sollte, so ist durch das ersetzte
Cystein zumindest mit einer Konformationséanderung des VWF zu rechnen, die
sowohl eine Verminderung grol3er Multimere als auch eine verminderte

Proteolyse bewirken kann.
4.2.14 ¢.7135C>T p.R2379C Homozygot

Diese 2007 im Rahmen einer grof3en kanadischen Studie [118] erstbeschriebe-
ne Mutation ist in der B2-Domane lokalisiert, einer Doméane, welcher bislang

keine spezifische Funktion zugeordnet werden konnte.
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Ein Patient dieser Studie war homozygot fir p.R2379C. Die Multimere seines
Plasma-VWF wiesen in der Gelelektrophorese eine verwaschene Struktur auf
und liefen schneller als die Multimere des Normalplasmas.

Eine italienische Arbeitsgruppe [119] publizierte einen Artikel zur ebenfalls in
der B2 Domaéne liegenden Mutation p.C2362Phe. Eine homozygote Patientin
wies dramatisch niedrige Laborwerte fur VWF:Ag und die VWF-Funktionen auf.
Beide heterozygote Elternteile waren weniger stark betroffen. Die
Multimeranalysen zeigten in niedrig auflosendem Agarosegel trotz einer Ver-
minderung der grol3en Multimere eine verwaschene Spur, die sich bei allen Pa-
tienten bis zum Beginn des Gels hinzog.

Eine Analyse der durch Proteolyse entstehenden VWF-Bruchstiicke, mit mono-
klonalen Antikdrpern, zeigte bei Homozygotie ein Fehlen der ADAMTS13 spezi-
fischen aminoterminalen (140KD) und carboxyterminalen (176 KD) Fragmente,
sowie der im NP zu findenden Fragmente unbekannter Herkunft. Es zeigten
sich allein das intakte Monomer mit 225 KD und ein 205 KD grol3es, vermutlich
auf die Proteolyse durch ein anderes Enzym zurlickzufiihrendes Fragment,
welches im Vergleich zum NP betont war [119].

Bei Heterozygotie zeigte sich ein Mischbild aus NP und der homozygoten Form:
Die normalen Proteolysefragmente des NP waren teilweise abgeschwacht, aber
vorhanden, zusatzlich war das 205 KD Fragment betont [119].

Alle Angaben zum Molekulargewicht wurden aus der elektrophoretischen Wan-
derungsgeschwindigkeit errechnet, die Diskrepanz zwischen 225 KD fiur das
intakte Monomer und zwei ADAMTS13-Bruchstiicken von 140 und 176 KD
kénne auf postproteolytische Konformationsanderungen zurtickzufiihren sein
[119].

Dass der Einfluss dieser 17 AS voneinander entfernt liegenden Mutationen auf
den VWEF stark unterschiedlich ist, ist offensichtlich. Dennoch zeigen die im Zu-
sammenhang mit p.C2362F gemachten Beobachtungen, dass
Cysteinmutationen in der B2-Region mdglicherweise Auswirkungen auf die
Proteolyse durch ADAMTS13 oder andere Enzyme haben kdnnten. Zumindest
beeinflusst die Cysteinmutation p.R2379C die Konformation und damit das

Laufverhalten der VWF-Multimere und ihrer Proteolyseprodukte.
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4.2.15c.7390C>T p.R2464C

Diese Mutation in der C1-Domane wurde kurzlich im Zusammenhang mit einem
unklassifizierten Typ 2 VWS mit verwaschenen Multimeren beschrieben und
durch eine Expressionsstudie bestatigt. Ebenso wie im Fall der drei von mir un-
tersuchten Patienten mit dieser Mutation fand sich eine Erh6hung der Wande-
rungsgeschwindigkeit der einzelnen Multimere, jedoch mit einem leichten Ver-
lust grof3er Multimere [120].

Auch Goodeve et al [66] beobachteten p.2464C mit veranderten Multimeren.

Die in dieser Studie genotypisierten Patienten mit p.2464R wurden sowohl als
Typ 2A als auch als Typ 2M Kklassifiziert, dies unterstreicht die Schwierigkeit der
genauen Klassifikation des durch diese Mutation hervorgerufenen Bildes im

SDS-Agarosegel.

Diese Mutation liegt in der Nachbarschaft der in der C2-Domane gelegenen
Gplib/llla-Bindungsstelle auf dem VWF, was eine verminderte
thrombozytenabhéangige Funktion des VWF vermuten lasst. Die VWF:Gplb ist
mit 58.7 % des wt bei homozygotem p.R2464C erniedrigt, bei heterozygotem
mit 108.4 % des wt jedoch normal. Im Zelllysat findet sich im Vergleich ein star-
ker Anstieg der VWF:Gplb-Bindung des homozygot mutierten VWF, wahrend
die VWF:Gplb des heterozygoten VWF sich kaum verandert. Da die VWF:Ag
Konzentration in Medium und Lysat normal sind, kbnnte man auf eine intrazellu-
lare Retention vor allem der grofRer Multimere schliel3en. Diese Hypothese wird
durch folgende Umstande gestuitzt: Zum einen durch die Lage dieser Mutation
349 AS vor dem carboxyterminalen Ende und zum anderen durch die
Multimeranalyse, die eine Erhéhung der Wanderungsgeschwindigkeit sowie

einem Verlust an grof3en Multimeren zeigt.

Fur p.R2464C gilt das Gleiche wie fur p.C2257R: Rekombinanter p.R2464C
wandert schneller als rekombinanter wt und bildet scharf begrenzte Banden. Bei
Co-Expression bietet sich ein verwaschenes Bild. Reduzierte Disulfidbriicken

fuhren zu einem mit dem wt Ubereinstimmendem Laufverhalten.
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4.2.16 c.8012G>A p.C2671Y

Diese in der fir die Dimerisierung wichtigen CK-Domane liegende Mutation
wurde 1998 erstbeschrieben [121].

In der Literatur fand sich eine Patientin mit VWS Typ 3, die compound-
heterozygot fir p.C2671Y und ein Nullallel war. Das VWF:Ag der Patientin lag
an der unteren Nachweisbarkeitsgenze, die Multimeranalyse zeigte eine starke
Proteolyse mit Verlust an grof3en Multimeren. Ihr heterozygoter Vater hingegen
hatte annédhernd normale Multimere bei auf 47 % verringertem VWF:Ag, bei ihm
wurde ein VWS Typl diagnostiziert. Zunachst wurde vermutet, dass ein durch
die carboxyterminal gelegene Mutation verursachter Dimerisierungsdefekt vor-
lage und defekte Dimere groRRtenteils die Zelle nicht verlassen kénnten [122].
Expressionsstudien einer weiteren Arbeitsgruppe zeigten jedoch eine 40% des
wt entsprechende Konzentration von VWF im Medium rekombinanter Zellen,
wahrend bei gleichzeitigem Nullallel in vivo ein VWF:Ag-Wert von 2 % vorgele-
gen hatte [123].

Daraus folgerten die Autoren, dass diese Mutation eine beschleunigte
Proteolyse und Clearance des VWF bewirke, wahrend die Dimerisierung weit-
gehend unbeeinflusst bliebe. Die beschleunigte Clearance ware durch eine ge-
steigerte Angreifbarkeit der entstehenden Dimere, etwa durch Thrombo-spodin

1 oder andere Disulfidbriicken spaltende Enzyme, zu erklaren.

In einer weiteren Studie ging p.C2671Y mit angestiegenem VWF-Propeptid/
VWF:Ag-Quotienten einher, zudem ging die VWF-Konzentration nach DDAVP-
Gabe vier- bis finfmal schneller als im normalen Plasma zurlick. Wie auch fur
p.R1205H wurde fur p.C2671Y eine beschleunigte Clearance in vivo am

Mausmodell bewiesen [124].

Expressionsstudien unseres Labors (nicht Bestandteil dieser Arbeit) zeigten bei
homozygot rekombinantem p.C2671Y-VWF eine VWF:Ag-Konzentration von 49
% des wt im Medium, wéhrend bei heterozygotem p.C2671Y VWF eine
Kontenztration von 89 % des wt im Medium vorlag. Die VWF:Ag Werte im Lysat
Ubertrafen mit 111 % und 113 % die des wt. Die im Vergleich zum Medium im

Lysat ebenfalls stark ansteigenden VWF:Gplb-Werte lassen im Hinblick auf die
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Multimerstruktur des Patienten auf eine Retention vor allem grol3er Multimere

schlieRen.

Die im Rahmen dieser Arbeit gemachten Beobachtungen stimmen mit denen
der oben genannten Gruppen uberein. Durch beschleunigte Clearance ist das
VWF:Ag im Plasma unseres heterozygoten Patienten starker vermindert als
imMedium homozygot rekombinanter Zellen. Zusatzlich findet eine intrazellulare
Retention statt. Die von uns diagnostizierte verwaschene Struktur der VWF-

Multimere, konnte bei rekombinantem p.C2671Y bestatigt werden.
4.2.17 Patienten ohne Mutation

Bei drei Patienten konnte keine Mutation gefunden werden. Zwei mogliche
Grunde hierfiir sind zum einen das Fehlen einer Mutation auf dem VWF-Gen
und zum anderen die technischen Grenzen der verwendeten Diagnostik. Da nur
die Exons mit den flankierenden Intronabschnitten amplifiziert und sequenziert
wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass in Introns gelegene Mutatio-
nen oder gréf3ere Deletionen Auswirkungen auf den Transkriptionsvorgang ha-
ben.

Bei den drei Patienten kénnte es sich jedoch auch um erworbene Veranderun-
gen des VWF handeln, leider liegen bezuglich der Lebensumstande keine wei-
teren Daten zu diesen Patienten vor.

Auch ein Artefakt durch unsachgemanRe Praanalytik kdme durchaus auch als
Grund fur die erfolglose Mutationssuche in Betracht.

Abschliel3end lasst sich feststellen, dass es sich bei allen drei Patienten, bei
denen keine Mutation gefunden werden konnte, um Patienten handelt, die ih-

rem Namen nach aus der Tirkei oder dem westlichen Zentralasien stammen.

69



Molekulargenetische Grundlage einer Variante des von Willebrand-Syndroms

4.3 AbschlielRende Diskussion

Die verwaschene Struktur von VWF-Multimeren bei VWS hat ihre Ursache auf
dem VWF-Gen.

Von 22 im Labor von Prof. Dr. med. Budde als Typ 2A oder 2M (sm) diagnosti-
zierten Patienten fand sich nur bei 3 Patienten keine Mutation. Im Fall von Pati-
ent Nr. 18 und Nr. 19 ist die verwaschene Struktur jedoch schwach ausgepragt
und kann angezweifelt werden. Unter den 19 Patienten, die eine Mutation auf-
wiesen, fanden sich zwei Patienten mit Mutationen (p.R1205H, p.L1392Q), bei
denen der Zusammenhang zwischen Genotyp und Phanotyp nicht geklart wer-
den konnte. Bis auf bei zwei der gefundenen Mutationen ist bei allen Mutatio-
nen ein Cystein betroffen. Alle Mutationen fihren auf3er zu einem verwasche-
nen Multimermuster auch zu lokalisationsspezifischen Beeintréachtigungen der
VWF-Funktion.

Die in dieser Arbeit eruierten genetischen Ursachen fur die verwaschene
Multimerstruktur kdnnen in drei Hauptgruppen unterteilt werden:

e Erste Gruppe: Die zwei im Codon 760 in der D2-Region liegenden Muta-

tionen fuhren zur Persistenz des Propeptids. Die unphysiologischen
Subbanden und ihre Proteolysefragmente verursachen zusammen mit
dem vom normalen Allel kodierten VWF ein verwaschenes Bild.

o Zweite Gruppe: Cysteinmutationen, die zu mehreren verschiedenen Kon-

figurationen flihren kénnen und auf diese Weise auch bei Homozygoten
ein verwaschenes Bild erzeugen.

Untergruppe: Cysteinmutationen, die nur zu einer abweichenden
Konformation fuhren (p.C2257R, p.R2464C), bewirken heterozygot eine
verwaschene Multimerstruktur.

e Dritte Gruppe: Auch einige wenige andere Missense-Mutationen schei-

nen in Ausnahmeféllen zu pathologisch konfiguriertem VWF und somit
zu einem verwaschenen Multimermuster zu flhren. Dieser Gruppe ge-

hodrten unter den Patienten dieser Arbeit nur zwei Patienten an.
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4.4 Zusammenfassung

Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, welche Beziehungen zwischen
VWF-Genotyp und der zunehmend beobachteten, verwaschenen Struktur der
VWF-Multimere bei Patienten mit VWS Typ 2 bestehen.

Dies geschah durch ein Mutationsscreening des VWF-Gens von 22 Patienten,
bei welchen ein VWS Typ 2 A oder 2 M mit verwaschener Multimerstruktur vor-
lag. Nach der Extraktion von DNA aus Leukozyten in Patientenblut wurde mit-
tels PCR, PAGE und anschlieRender Sequenzierung nach Mutationen gesucht.
Als kausale Mutationen fanden sich vor allem Cysteinmutationen, welche bei 15
von 22 Patienten vorkamen. Teilweise lagen bereits Publikationen vor, welche
den Zusammenhang zwischen einigen in dieser Studie gefundenen Mutationen
und verwaschenen VWF-Multimeren bestatigten.

Cysteinmutationen fuhren durch Veranderungen von Disulfidbriickenbindungen
zu einer oder mehreren verschiedenen Konfigurationen des VWF, dies fiihrt zu
einem abweichenden Laufverhalten in der Gelelektrophorese. In Kombination
mit wt-VWF und den in vivo entstehenden Proteolysefragmenten entsteht ein
verwaschenes Aussehen der VWF-Multimere.

Zwei im Codon 760 in der D2-Region lokalisierte Mutationen fiihren zur Persis-
tenz des Propeptids und Uber diesen Mechanismus zu einem verwaschenen
Multimermuster.

In Ausnahmefallen scheinen auch andere Mutationen ein verwaschenes

Multimermuster zu bedingen.

71



Molekulargenetische Grundlage einer Variante des von Willebrand-Syndroms

4.5 Abklrzungsverzeichnis

ADAMTS13

Ag
AS
ASN
AT
Bp
Bpl
cAMP
CB
ccdB

CGLC

CK-Doméne
DDAVP
ddntp

DNA

ER

FFP

FV

FVII

VWE:FVIIIB

Gplb

A Disintegrin And Metalloproteinase with Throm-

boSpondin 1 like elements 13
Antigen

Aminosaure

Antisense

Annealing temperature
Basepairs (Basenpaare)
Basepair ladder

cyclo Adenosin Monophosphat
Collagen Binding

Control of cell death B

Disulfidisomerase-Konsensussequenz: Cystein-Glycin-

Leucin-Cystein

Cystin Knot like Doméane
1-Desamino-8-D-Arginin-Vasopressin (ADH-Analogon)
2',3'Didesoxynukleosidtriphosphat
Desoxyribonukleinséaure

Endoplasmatisches Retikulum

Fresh Frozen Plasma

Gerinnungsfaktor V

Gerinnungsfaktor VIII

Gerinnungsfaktor VIl Bindungsaktivitat (des von Wille-
brand-Faktors)

Glykoprotein Ib (Rezeptor der Thrombozytenoberflache)
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Gplib/llla

HLPC
Kb

KD
LGT Agarose
LRG
PAGE
MRNA
MRG
PCR
RIPA
SDS
SN

SP

TAE

VWF
VWS
VWF:Ag
VWF:CB
VWF:Gplb
VWF:RCo
VWD

WPB

Glykoprotein lIb/llla (Rezeptor der
Thrombozytenoberflache)

High performance liquid chromatography
Kilo basepairs

Kilo Dalton

Low gelling temperature Agarose

Low resolution gel
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
messenger RNA

Medium resolution gel

Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Ristocetin-induzierte Plattchenagglutination
Natriumdodecylsulfat

Sense

Signalpeptid

Trishydroxymethylaminomethan-Acatat-

Ethylendiamidtetraessigsaure-Puffer
von Willebrand-Faktor

von Willebrand-Syndrom
VWF-Antigen
Kollagen-Bindungsaktivitat des VWF
Gplb-Bindungsaktivitat des VWF
Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat des VWF
von Willebrand Disease
Weibel-Palade bodies

Wildtyp
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7 Materialliste

7.1.1 DNA-Extraktion

Materialname Typ Hersteller |Ort
DNA-Extraktionsset QIAamp DNA mini ® | Qiagen Hilden
Kit

Photometer Bio Photometer Eppendorf |Hamburg

Ethanol Merck

Zentrifuge EBA 12R Hettrich Tuttlingen

7.1.2 PCR

Materialname Typ Hersteller |Ort

dNTP’s Peqglab Erlangen

Thermo Fast 96 PCR 0,2ml Tube Plate Peglab Erlangen

Plates

Deckel 8er Domed Cap Strips | Peglab Erlangen

DNA-Polymerase Tag DNA Polymerase |Invitrogen |Karlsruhe

DNA-Polymerase Advantage GC2- Clonetech

Polymerase

Destilliertes Wasser Aqua ad iniectabilia | Braun Melsungen

Thermocycler T-Gradient Biometra Gottingen

Thermocycler UNO-Thermoblock Biometra Gottingen

Thermocycler T1-Thermocycler Biometra Gottingen

Thermocycler PE 2400

7.1.3 PAGE

Materialname Typ Hersteller |Ort

Tragerfolie Gelbond PAG FMC Rockland,
ME, USA

Spacer 0,4mm Gibco-BRL |Eggenstein

Glasplatten 26x12x0,5cm Hampe Kiel

Ethanol 0,8 Apotheke Hamburg

UKE
Stromquelle Desatronic 3000/200 [Desaga Heidelberg
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Materialname Typ Hersteller |[Ort
Kuhlgerat Multitemp 3 Pharmacia |Freiburg
Biotech
Elektrophoresekammer | Multiphor 2 Pharmacia |Freiburg
Biotech
BPL Gene Ruler 100bp MBI Litauen
DNA ladder Fermentas
Filterstreifen Gel Blotting Papier, Schleicher- |Dassel
GB 002 Schuell
Schuttler Mini-Shaker Adolf Kiih- |Basel, CH
ner AG
7.1.4 Agarosegelelekrtophorese
Materialname Typ Hersteller |Ort
Tragerplatte Pharmacia [Ratingen
Kamme Pharmacia [Ratingen
Elektrophoresekammer |Gel Electrophoresis |Pharmacia |[Schweden
Apparatus GNA200 Fine Che-
micals
Aufreinigungsséulen Ultrafree-DA Millipore Schwalbach
Stromquelle Powerpack P25 Biometra Gottingen
UV-Lichttisch Transilluminator TR | Spectroline
302 302 nm UV
Zweiter UV-Tisch ECX-20M Peglab
Zentrifuge EBA 12R Hettich- Tuttlingen
Zentrifugen
Geldokumentationssys- | Universal UV/WL Appligene
tem cabinet oncor
Kamerarechner The Imager Appligene
Fotokammer Universal UV/WL Appligene
Cabinet oncor
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7.1.5 Sequenzierung

Materialname Typ Hersteller |Ort
SEQ Kit ABI Prism Big Dye Applied Foster City,
Terminator Cycle Biosystems |USA
Sequencing Ready
Reaction Kit Vers 1.1
SEQ-Puffer 5xSequencing Buffer |Applied Foster City,
Biosystems [USA
SEQ-Tubes Softtubes 0,5ml Biozym, Hess.
Oldendorf
Aufreingung der SEQ- [DyeEx 96 Kit Qiagen Hilden
Rkt
Zentrifuge Rotana 96R Hettrich Tattlingen
Sequencer ABI-Prism 310 Applied Foster City,
Genetic Analyzer Biosystems | USA
Master-Mix Exon 28 High Fidelity Master [Invitrogen |Karlsruhe
Mix
7.1.6 Klonierung
Materialname Typ Hersteller |Ort
Cloning Kit TOPO TA Cloning® |Invitrogen |Karlsruhe
Kit Version O
Brutschrank Heraeus
Instruments
Wasserbad Wilke med |Hamburg
technik
LB-Agar Invitrogen [Karlsruhe
Schuttler fur die Inkuba- | Orbital incubator SI60 | Stuart
tion
Ampicillin Sigma Steinheim
Restriktionsenzym: Ball New Eng- [Frankfurt
land am Main
Biolabs
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7.2 Rezepte

7.2.1 Cetus 10X

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
Tris 100 mM Sigma
MgCl, 15 mM Merck
KCI 500 mM Merck
Gelatine 0,01 % (w/v) BioRad
pH 8,3 mit 1n HCI ad 100 ml
Sterilfiltration 0,2 mm Millipore
7.2.2 PCR-Ansatz auf 50 pl

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
Cetus 10x S.0.

MgCl, 1mM Invitrogen

dNTP’s 0,2 mM Peglab
Primer-Sense 2 ng/ul Metabion  Martins-
Primer-Antisense 2 ng/ul ried
TAQ-Polymerase 1 unit Invitrogen
DNA-Probe 10 ng-400 ng/ul

Aqua dest. ad 50ul Braun

7.2.3 PAGE

APS 10%

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
Ammoniumpersulfat 10% Sigma
Polyacrylamidgel

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lsg 30% | 6,00% (v/v) Roth
Glyzerin 7,00% (v/v) Sigma
Tris/Sulfat-Puffer 1M pH 9,0 0,033 mM Sigma
APS 2,00%(Vv/v) Sigma
TEMED 0,05% (v/v) Merck
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Tris-Borat Ph 9

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
Tris 0,14 M Merck
Borat 0,07 M Merck
Silberfarbung

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
Ethanol (vergallt) 10% (v/v) Merck
HNO3; 65% 1% (v/v) Merck
AgNO3 10 mM Merck
Essigsaure 100% p.a. 10% (v/v) Merck
Reduktionslésung:
NaHCO3; wasserfrei 280 mM Merck
Formaldehyd 0,02% (v/v) Merck
7.2.4 Agarosegel

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
Agarose 1,2% (V/V) Eurogentec
Ethidiumbromid 0,1ul/ml Sigma
Tris-Acetat-EDTA-Puffer 1x Millipore
7.2.5 Mastermix Sequenzierung

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
Big Dye V.1.1 1p Applied Biosystems
5x SEQ-Buffer 3ul Applied Biosystems
Primer 1,5 ul 100ng/ul Metabion
PCR Produkt 4 ul
Agua dest. Ad. 20 pl Braun
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7.2.6 Klonierung

Ligieren

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
PCR Produkt 3ul
Salz-Lésung 1l Invitrogen
Aqua dest Ad 5 pl Invitrogen
TOPO® vector 1l Invitrogen
Ligationsansatzes (s.0.) 2 ul Invitrogen
Chemisch Kompetente E.coli 1 Ampulle Invitrogen
S.0.C Medium 250 pl Invitrogen
S.0.C Medium

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
Trypton 2%
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 10 mM
KCL 10 mM
MgCI2 10 mM
MgSO4 10 mM
Glukose 20 mM
Ampicillin versetzer LB-Agar

Reagenz Menge/Konzentration Hersteller
Ampicillin 100 pg/ml LB-Agar | Sigma
LB-Agar Invitrogen

96



Molekulargenetische Grundlage einer Variante des von Willebrand-Syndroms

7.3 Cycler Programme

7.3.1 PCR-Programm

Arbeitsschritt Temperatur | Dauer Schleifen
1.Vorheitzen 95°C Pause

2.Denaturierung 95°C 5 Minuten
3.Denaturierung 95°C 40 Sekunden
4.Annealing (52°C-68°C) |30 Sekunden
5.Elongation 72°C 1 Minute 35x
6.Elongation 72°C 5 Minuten
7.Reaktionsende 4°C Pause

7.3.1 PCR Programm fur Exon 28

Arbeitsschritt Temperatur | Dauer Schleifen
1.Vorheizen 95°C Pause

2.Denaturierung 95°C 5 Minuten
3.Denaturierung 95°C 40 Sekunden
4.Hybridisierung 65,4°C 30 Sekunden
5.Elongation 72°C 80 Sekunden |50x
6.Elongation 72°C 5 Minuten
7.Reaktionsende 4°C Pause

7.3.2 PCR Programm fur Exon 15

Arbeitsschritt Temperatur | Dauer Schleifen
1.Vorheizen 96°C Pause

2.Denaturierung 99°C 3 Minuten
3.Denaturierung 96°C 30 Sekunden
4.Hybridisierung 60,0°C 30 Sekunden
5.Elongation 68°C 3 Minuten 35x
6.Elongation 68°C 7 Minuten
7.Reaktionsende 4°C Pause
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7.3.3 Sequenzierungsprogramm

Arbeitsschritt Temperatur | Dauer Schleifen
1.Vorheizen 95°C Pause
2.Denaturierung 95°C 5 Minuten
3.Denaturierung 95°C 30 Sekunden
4.Hybridisierung (52-63°C) 30 Sekunden
5.Elongation 60°C 4 Minuten 50-60x
6.Reaktionsende 4°C Pause
7.4 Primer
Exon 1. Primer: sense, ExongroRe| AT | SEQ Temp
2. Primer: antisense (Bp) °C °C
2 ca gca atg acc agc tca c
geag 9 g g 156 60,9 60
gaa agg tgt cac tcc aga tgg ¢
3 cta att tct acg agg cca gag a
g agg gag agg 296 59 60
cag ccc tcc ctc tga agt cc
4+5 |ctg ctg aga aaa ggt tac
gcigad 99 g 841 53,4 55
gca aag aga taa ggt tgg c
6 aac aca caa aac cac cag c
271 55,2 52
gat cca gaa atc aca cac c
7 cac act ca a gac act aac
99929 J 406 59 60
ttt gta gtc act ggc tgg ctg g
8 cat ggc tgg tga gat gat gc
gactggiga galgatg 204 55,2 55
tct gat ctg taa ata aag tgg g
9 Gaa gaa acc caa cca ttg tcc c
259 62,8 63
agt ccc cca ggc agg tct cc
10 ttt ac tgt gat aac tac c
999 9ac gty 178 57,1 55
gga agg agg aag aga atg agc g
11 tc cat gca gtt tt aa
g gca gtt tig ggg aag g 273 62.8 60
agc agc cgg gct gge aaa gc
12 ttt ctc tga tta aga tcct
g ga ggg g9 g 290 62.8 60
ttg aga agg agg gtg cta agg g
13 cca aat aca tct gcc tgc cac ¢
269 66,5 60
tct tct ccc acc aca caa agce ¢
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Exon 1. Primer: sense, ExongroRe| AT | SEQ Temp
2. Primer: antisense (Bp) °C °C
14 cca gag tgg cct ggt ctc tc
949 199 €199 274|628 60
tgg aga cct cga gat tct gcg
15 ctc ctc ccc acc acatcccag g
350 60
cag gaa aca acg cag aga aag g 63
16 |tcc ttg ctg tcc aac att ccc g
340 66,5 60
gct ctg ctg ttt tag agg tcc
17 tg gag gca gcg agt ata gac
glg gag gca gcg ag gacg 210 63 60
gtg agg aat ctg ggc agg atg g
18 aaa gga cag tgt gga agg ta
g9 glgtggaaggtagg 278 64.7 63
aca aga aaa ctg aag ggc agg c
19 agg gct tta gat cag tca ctg tgg
ccct 228 68 63
tgg ccg cgt gca ccc tca ctc cac ¢
20 tct gtg ttc ctt cat tgc ctc ¢
277 62,8 60
acc cct cct aga aag aaa cag c
21 aat ctt ctg gtc tgg tga gag ¢
g gic 199 tga gad 324 57,1 60
cat cct ctt taa tgg ctg tgc g
22 ta gag tgg a ag gat ct
gta gag 1gg agg gag 9 g9 308 66.5 60
agc aag tcc tta gag acc tac g
23 tgt tcc cct ttc ccc tga gec g
aga ggg aca ttc cag gaa gca agc 274 64,7 60
tcta
24 taa ccc cag ttt gac cag ct
gty 9 ¢y 234 55,2 55
act ctg tgt cca tac cac ca
25 cca gac taa gag cca gag ttc
9 989 989 255 57,1 55
cat ctg aga aca tga ggg c
26 tc ctg gag gct ttg cct
J 9939 9L 19 J 368 53,2 55
tga ctc tga tga aag aac cca c
27 tag tta aaa atg agg ctt cct
g 9a9d 249 55,2 52
caa taa gat tca tca ctt caa aca ac
28| |tca ctt gga tgt gga atg gtc c
99aigiggaaldd 1036 65 60
aac tcc ttg ctc ctg ttg aag tc
28 Il |atg gtt ctg gat gtg gcg ttc
g gtt ctg gat gig gcg 653 65 60

gta tct tgg cag atg cat gta gc
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Exon | 1. Primer: sense, 2. Primer: anti- |Exongro3e | AT | SEQ Temp
sense (Bp) °C °C
29 tgt gct cac ctt cct ggt t
gt9 99ty 216 55,2 52
ttt tga atc aag tag agc ca
30 aaa ata atc cgc att ttc tc
304 52 60
tag ccc ctc act ttc cag ga
31 acc gtt aag aca tgt c
g g ggg tgt cg 395 59 55
acc agg aca gag gtt ggt at
32 Cct ttc ttg tct ctt tgc ta
357 53,4 52
cca tga aca gaa act taa ag
33 cca cct cag cct cat gtc cct at
264 59 55
gcc cca aac aca tct cta ac
34 ttc ctg tct cat gta ca
g g 999 584 57,1 52
cag aaa agc aat tct tcc ttc ca
35 cat t ttg gat aac gtc
ggg gattig g gic g 354 60.9 60
act aaa agc aac tgc cac cag g
36 att gct agg act acg gat gag ¢
g 99 ggatgag 310 57,1 55
aag agc ctc aga gtagag c
37 caa tgt ttt tgt acc ca
g g 999 440 57,1 52
tgg tct cca gga ttt tca gag g
38 agc tgt gecce cat ttc act ct
getdgta 99 298 60,9 60
agc ccc atg gga agt gaa agg c
39 tcg tac cta gaa tgt cct gt
g g g g9 254 60,9 55
agt gtt tga gtc tgc tct gcc a
40 agc aag aac att tca aat ccct
289 59 52
gta tcc aat cgg tcc tta ccc a
41 ag taa cct ttc tga act ctg ¢
gag g g 242 62,8 52
atc ttg gaa gag gtc cct gag g
42 ca tag ctg aat act tac gag ¢
g g9¢td gad 296 59 55
agt taa tag cca agc agt cc
43 cqg gct tct gtg tag tag gtg ¢
gcg g gig tlag tag gig 307 66.5 60
tac cct tcc taa gat gcc ctc ¢
44 ta aga gcc cct gtg tct ttg ¢
g gag g9 g 245 60,9 60
aaa cca agg tca acg ctg gtc c
45 acc acc ttc ctg aga gaa gag ¢
gagagaagag 340 64,7 55

agc caa aag tgg aaa gag agg ¢
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Exon | 1. Primer: sense, 2. Primer: anti- |Exongro3e | AT | SEQ Temp
sense (Bp) °C °C
46 cgg a
0g agg agg agc ccc aaa gag agc 292 571 63
gtc cca cag gca gtg gaa agc tgg
47 tga gt tt atg ct
ga gtg ggg ggt tgg ggg atg 212 64.7 63
gtc cag tcc atg ccc tcg gtc ¢
48 act gga taa gag aga tga ga
gg gag agatgagagg 243 59 55
aga tgg tga tat gtg agg gag c
49 aca ctg tct ctg act tta cc 52
203 53,4
gag aca gta aag agg aaa gc
50 ag tt t tt
gag ttc gga gct aaa aat tgg ¢ 291 55.2 60
ttg cta atg ggt ttc aag gag
51 acc tat ttc cag ccc agt ga
g gtgagg 222 57,1 55
cac cca gcc ctt att gaa gc
52 ac ttc cca cca ttg tga agc
g glgaag 460 59 55

gtg ctt cct tcc tca gaa ccg g
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