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Einleitung

1.1.  Hintergrund der vorliegenden Untersuchung

Mastzellen wurden erstmals von Ehrlich als granulidre Zellen beschrieben, die mit einem basisch-
en Farbstoff metachromatisch angefirbt werden konnen (Ehrlich 1879). Aus der Vorstellung
heraus, dass die Granula von den Zellen phagozytiert worden wéren, benannte Ehrlich die Zellen
mit dem Begriff Mastzellen. Spater wurde klar, dass die Granula Mediatoren enthalten, die in der

Mastzelle selbst gebildet und nach Aktivierung der Zelle freigesetzt werden konnen.

Mastzellen entwickeln sich im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen und gelangen als
unreife Vorstufen in die Gewebe und Organe des Organismus. Dort reifen sie in Abhéngigkeit
von gewebespezifischen Faktoren aus. Entgegen der urspriinglichen Ansicht sind Mastzellen
nicht ausschlieBlich fiir die Vermittlung allergischer Reaktionen verantwortlich, sondern sie
stellen zentrale Schaltstellen des Immunsystems dar (Theoharides 1996, Henz et al. 2001,
Crivellato et al. 2004). Entsprechend lang ist inzwischen die Liste der Erkrankungen, fiir die eine
Beteiligung von Mastellen in der Pathogenese gesichert ist (z.B. atopische Dermatitis und
Asthma bronchiale) oder vermutet wird (z.B. Fibromyalgie und rheumatoide Athritis; Ubersicht
in Tabelle 1, Seite 11). Die bevorzugte Lokalisation von Mastzellen in der unmittelbaren Nihe
von GefidBBen und Nerven (McKay und Bienenstock 1994, Theoharides 1996, Park et al. 2003,
Barbara et al. 2004, Crivellato et al. 2004, Silver et al. 2004) befdhigt sie besonders zur
Kommunikation mit dem peripheren und enterischen Nervensystem. Alle Gewebe, besonders
jene, tiber die der Organismus direkt mit der Aullenwelt in Kontakt steht (Haut, Lungenepithel,
Magen- und Darmschleimhaut), sind mit Mastzellen durchsetzt. Auch den Mastzellen im Herzen
wird in den letzten Jahren vermehrt Beachtung geschenkt, scheinen sie doch ursichlich an so
haufig auftretenden kardialen Funktionsstérungen wie Tachykardie und Herzinsuffizienz
mitbeteiligt zu sein (Hara et al. 2002, Palladini et al. 2003, Shiota et al. 2003, Kim et al. 2006,
Batlle et al. 2006, Jahanyar et al. 2007, Mackins et al. 2006).

Klinische Definiton der systemischen Mastozytosen

Im Unterschied zur Mastzellhyperplasie, also der Anreicherung von gesunden Mastzellen im
Gewebe als Antwort auf chemotaktische Signale des ortsstdndigen oder systemischen Immun-
systems, handelt es sich bei den systemischen Mastozytosen um eine heterogene Krankheits-

gruppe, die durch ein abnormales Wachstumsverhalten und eine Anreicherung von krankhaft



verdnderten Gewebsmastzellen in Organen sowie einer erleichterte Mediatorfreisetzung aus ihnen
gekennzeichnet ist. Die vielféltigen klinischen Symptome wie Ubelkeit, Durchfall, Darmkrimpfe,
Ulcus ventriculi, Flush, Pruritus, Kopfschmerzen, Knochenschmerzen oder Hepatosplenomegalie,
die jeweils fiir sich alleine genommen ohne grofle diagnostische Aussagekraft sind, ergeben in
der Zusammenschau eine diagnoseweisende Befundkonstellation, das so genannte Mastzellme-
diatorsyndrom (Roberts und Oates 1991; Molderings et al. 2006). Nach Ausschlu3 von
Erkrankungen, die von einer Mastzellhyperplasie und damit von Mastzellmediatorbeschwerden
begleitet werden konnen (Tabelle 2, Seite 12), ist nach derzeitigem Verstindnis der Mast-
zell(patho)physiologie das Mastzellmediatorsyndrom Ausdruck einer pathologisch gestorten
Uberfunktion der betroffenen einzelnen Mastzellen im Rahmen einer systemischen Mastozytose.
Die Symptome des Mastzellmediatorsyndroms resultieren aus der Freisetzung der {iber 40 bio-
logisch aktiven Mediatoren (Abbildung 1; Ubersicht in Crivellato et al. 2004, Alfter et al. 2007),
die in den Mastzellen gespeichert sind bzw. auf Reiz hin de-novo gebildet werden kdnnen sowie

aus einer pathologischen Infiltration der verschiedenen Organe.

Gespeicherte Mediatoren Neu gebildete Mediatoren
Histamin 1IL-2,3,4,5,6,7,8,10
Proteasen 12,13, 15, 18, 21, 23
Peroxidase Prostaglandine
Serotonin Leukotriene
Heparin VGEF, NGF, FGF
GM-CSF Inteferon a, B, y
IL-4, TNFa PAF, TGF-3

CCL3, CCL2

CRCH, TSLP

CXCL10
Abbildung 1

Ubersicht zu Mediatoren, die in den Granula der Mastzellen gespeichert sind oder auf Reiz hin von
Mastzellen neu gebildet werden. Modifiziert nach Sayed et al. 2008.



Die Konsensus-Klassifikation der systemischen Mastozytosen unterscheidet als Hauptformen die
indolente systemische Mastozytose, die systemische Mastozytose mit einer klonalen, nicht von
Mastzellen abgeleiteten hdmatopoetischen Begleiterkrankung, die aggressive systemische
Mastozytose und die Mastzellleukdmie. Diese Hauptformen kdnnen unter Beriicksichtigung
histologischer und molekulargenetischer Kriterien noch weiter differenziert werden (Ubersicht in

Valent et al. 2007).

Physiologische und pathophysiologische Bedeutung der Rezeptortyrosinkinase Kit

Die normale Entwicklung der Mastzellen erfordert die Wechselwirkung zwischen dem Mast-
zellenwachstumsfaktor (auch stem cell factor, SCF, genannt), einem Zytokin, und einer trans-
membrandren Rezeptortyrosinkinase, dem Kit-Rezeptor, die von den Mastzellen wihrend ihrer
Entwicklung exprimiert wird. Untersuchungen der letzten Jahre haben als eine Voraussetzung fiir
die Entstehung einer systemischen Mastozytose Verdnderungen der Aminosiduresequenz der
Rezeptorkinase Kit durch Mutation in dem Gen c-kit, das fiir diese Tyrosinkinase kodiert,
aufgezeigt (Ubersicht in Valent et al. 2003). Durch funktionell relevante, auch als ,,aktivierende*
Mutationen bezeichnete, Mutationen kommt es zu einer SCF-unabhingigen Daueraktivierung der
Kinase mit der Konsequenz einer gesteigerten Proliferationsfiahigkeit dieser Mastzellen, einer
Anreicherung von klonalen, mutierten Gewebsmastzellen in Organen und einer erleichterten
Mediatorfreisetzung aus ihnen. Durch Analyse einiger weniger, ausgewédhlter Bereiche des c-Kit
Gens nicht nur in Mastzellen, sondern auch in anderen, Kit-exprimierenden Tumorzellen sind
verschiedene funktionell relevante Mutationen in der Kit-Tyrosinkinase nachgewiesen worden.
Einige der Mutationen scheinen fiir bestimmte neoplastische Erkrankungen typisch zu sein. So
fanden sich Mutationen in den Exonen 9, 11 und 13 des c-kit-Gens regelméBig bei Patienten mit
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST; Hirota et al. 1998). Fiir die akute myeloische
Leukémie, das sinonasale T-Zelllymphom, das kleinzellige Bronchialkarzinom, Melanome sowie
verschiedene Sarkome sind ebenfalls aktivierende c-kit Mutationen beschrieben worden (Gari et
al. 1999; Hongyo et al. 2000). Mutationen in Codon 816 in Exon 17 finden sich bei der Mehrzahl
der Patienten mit so genannter indolenter systemischer Mastozytose und mit Mastzellleukdmie
(Valent et al. 2004, 2007; Akin 2005). Der Nachweis von funktionell relevanten Mutationen in
der Kit-Tyrosinkinase von Mastzellen hat dazu beigetragen, die systemische Mastozytose als

Tumorentitit neu zu definieren und zu charakterisieren.
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1.2.  Zielsetzung

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es, systematisch zu untersuchen, inwieweit eine systemi-
sche Mastzelliiberaktivititsstorung als Folge von pathologischen Verdnderungen auf genetischer
Ebene von Mastzellen erkliart werden kann. Bislang haben sich derartige Untersuchungen im
wesentlichen auf wenige der 21 Exone der Tyrosinkinase Kit, sowie der Tyrosinkinase PDGFRa
beschriankt. Da eine solche Beschrinkung historisch, aber nicht sachlich begriindet ist, sind wir
von der Arbeitshypothese ausgegangen, dass auch andere Doménen der Tyrosinkinase Kit fiir
eine pathologische Aktivitdt der betroffenen Mastzelle und damit fiir die Auslosung einer patho-
logischen Mastzellmediatorfreisetzung von Bedeutung sein konnen. Um dies zu untersuchen,
haben wir die gesamte fiir Kit kodierende Gensequenz auf mRNA-Ebene fiir alle eingeschlos-
senen Probanden sowie fiir Zellen der humanen Mastzellleukdmiezelllinie HMC1 sequenziert und
mit der Referenzsequenz verglichen. Zweitens sollte der Frage nachgegangen werden, welche
dauerhaften strukturellen Verdnderungen des Herzmuskelgewebes durch eine erhohte Mastzell-

mediatorkonzentration bei Patienten mit systemischer Mastozytose ausgelost werden konnen.



Tabelle 1
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Erkrankungen, fir die pathogenetisch eine gesteigerte Mastzellaktivitat bekannt ist oder vermutet
wird (modifiziert nach Theoharides et al. 2007).

Erkrankung

pathophysiologische Konsequenzen einer

gesteigerten Mastzellaktivitat

Asthma bronchiale

Bronchokonstriktion, Entziindungserscheinungen

Atopische Dermatitis

Dilatation der Hautgefdle, T-Zell-Rekrutierung,

Entziindung, Juckreiz

Chronisches Miidigkeitssyndrom

Erschopfung, Entziindungszeichen im Hirngewebe

Chronische Prostatitis

Entziindung der Prostata, Schmerzen

Entziindliche Darmerkrankungen

Gastrointestinale Entziindung, Schmerzen

Fibromyalgie

Muskelentziindung, Schmerzen

Interstitielle Cystitis

Schiadigung der Harnblasenmucosa, Entziindung, Schmerzen

Koronare Herzerkrankung

Koronargefifentziindung, myokardiale Ischédmie

Migrine

Meningeale Vasodilatation, Entziindung, Schmerzen

Multiple Sklerose

gesteigerte Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke,
Entziindungszeichen im Hirngewebe, Demyelinisierung,

T-Zell-Aktivierung

Neurofibromatose Wachstum von Hautnerven, Fibrose
Osteoarthritis Gelenkerosionen, Entziindung, Schmerzen
Psoriasis Hautentziindung, T-Zell-Rekrutierung

Rheumatoide Arthritis

Gelenkentziindung, Knorpelerosion

Rhinosinusitis

Entziindung der Schleimhaut in Nase und Nebenhdhlen
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Tabelle 2
Relevante Differenzialdiagnosen, die fur die Einordnung eines systemischen Mastzellmediator-
syndroms als Manifestation einer systemischen Mastozytose berticksichtigt werden missen.

Endokrine Erkrankungen
Diabetes mellitus

Porphyrie

Heriditidre Hyperbilirubindmien
Schilddriisenerkrankungen
Heriditdres Angioddem

Gastrointestinale Erkrankungen
Helicobacter pylori-positive Gastritis
Infektiose Enteritis

Parasitosen

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen
Zoliakie

Laktose-/Fruktoseintoleranz
Mikroskopische Colitiden

Amyloidose

Mechanische Darmirritationen (Briden, Volvulus u. &.)
Hepatitis

Cholecystolithiasis

Immunologische/neoplastische Erkrankungen
Sarkoidose

Hypereosinophiles Syndrom

Vaskulitis

Maligne Lymphome

Endokrine Tumore
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2. Material und Methoden

2.1. Mutationsanalyse

2.1.1. Auswahlkriterien fur den Einschluss von Patienten und gesunden Probanden in die
Untersuchung

Neununddreiflig Patienten (27 Frauen und 12 Ménner) mit den klinischen Zeichen eines Mastzell-
mediatorsyndroms als Ausdruck eines systemischen Mastzelliiberaktivititssyndroms wurden
zwischen Mai 2005 und April 2008 an den Universitdtskliniken Bonn fiir die vorliegende
Querschnittstudie rekrutiert. Die Diagnose systemisches Mastzelllberaktivitatssyndrom mit
Mastzellmediatorsyndrom wurde auf der Grundlage des Bestehens von episodischen oder
chronischen systemischen mastzellmediatorbedingten Symptomen wihrend der vorangegangenen
2 Jahre gestellt. Eine ausfiihrliche Krankengeschichte, die den zeitlichen Beginn und Verlauf der
Beschwerden sowie das Beschwerdebild umfasst, wurde in standardisierter Form mit Hilfe eines
validierten Fragebogens (Molderings et al. 2006; Hermine et al. 2008) erhoben. Andere
Erkrankungen (Tabelle 2, vorherige Seite), die ebenfalls mit einem oder mehreren der
beobachteten Symptomen einhergehen kdnnen, wurden durch die Bestimmung von fiir diese
Erkrankungen pathognomonischen Laborparametern und/oder bildgebenden Verfahren

ausgeschlossen.

Als gesunde Vergleichspersonen dienten 5 gesunde freiwillige Probanden, die keine chronischen
oder episodischen abdominellen Beschwerden oder Erkrankungen in der Vorgeschichte hatten,
Nicht-Raucher waren, und bei denen sich kein Anhalt auf das Vorliegen einer malignen
Erkrankung ergab. Alle Patienten und gesunde Probanden willigten freiwillig in die Unter-
suchungen ein, die von der Ethikkommission der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitét
Bonn als berufsethisch unbedenklich genehmigt worden waren. Zur Verifizierung des Unter-
suchungsverfahrens wurde die humane Mastzellleukdmie Zelllinie HMC1 eingesetzt, ein Sub-

Klon der von Butterfield etablierten HMC1-Zelllinie (Butterfield et al. 1988).
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2.1.2. Isolierung von Mastzellprogenitorzellen aus dem peripheren vendsen Blut

Peripheres, venoses Blut wurde durch Punktion der Kubitalvene der Probanden mittels einer
Kaniile gewonnen, an die eine Spritze angesetzt war, die EDTA als Antikoagulanz enthielt. Die
Mastzellprogenitorzellen wurden nach der im Folgenden beschriebenen, etablierten, in
Einzelschritten leicht modifizierten Methode (Kirshenbaum und Metcalfe 2005; Li et al. 1998;
Sugo et al. 2006; Wang et al. 2006) unmittelbar nach der Blutentnahme isoliert.

Leukozytenisolierung aus frischem Vollblut

Fiir die Isolierung mononukledrer Zellen wurde ein Verfahren verwandt, dessen Prinzip auf der
Auftrennung des Vollblutes iiber einer geschichteten Fliissigkeitssdule aus Komponenten
unterschiedlicher Dichte beruht. Da Antikorper der Herstellers Miltenyi Biotech GmbH (Hilden)
verwendet wurden, wurde ebenfalls die von diesem Hersteller empfohlene Methode zur Zelliso-

lierung verwendet.

Die Isolierung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:
- Vollblut verdiinnen mit PBS (physiological buffer solution), die 2 mM EDTA + 0,5%
BSA (bovine serum albumine) enthélt (pH 7,2; 4-8°C): 10-15 ml Vollblut mit PBS auf 50
ml auffiillen
- eine Schicht von 35 ml verdiinntem Blut iiber 15 ml Ficoll Paque (Dichte 1,077 g/ml) in
ein 50 ml Falcon Tube geben. Bei 400 x g 40 Minuten lang bei 20°C in einem Swing
Rotor ohne Bremse zentrifugieren
- die oberste Schicht vorsichtig abpipettieren
- die Zellen in der Interphase (Leukozyten) abpipettieren und in ein neues 50 ml Falcon
Tube tiberfiihren
- das Falcon Tube auf 20 ml mit PBS (+ BSA + EDTA) auffiillen, vorsichtig mischen und
bei 400 x g 10 Minuten lang bei 20°C zentrifugieren; den gesamten Uberstand entfernen
- das Zellpellet in 20 ml PBS (+BSA + EDTA) resuspendieren und bei 200 x g 15 Minuten
lang bei 20°C zentrifugieren; den Uberstand verwerfen (= 1. Waschschritt)
- das Zellpellet erneut in 20 ml PBS (+BSA + EDTA) resuspendieren und bei 200 x g 20

Minuten lang bei 20°C zentrifugieren; den Uberstand verwerfen (= 2. Waschschritt)
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Mastzellisolierung aus der Leukozytenfraktion mit Hilfe der CD117-Microbeads (Milteny,

Hilden)
Das Magnetic Activated Cell Sorting (MACS; Miltenyi Biotech GmbH, Hilden) arbeitet mit

submikroskopisch kleinen, super-paramagnetischen, antikdrpergekoppelten Kiigelchen, die
keinen Einfluss auf die Funktionalitit der Zellen haben (Schumm et al. 1999). Das Zelleluat wird
iiber eine Sdule geleitet, die in einem Magneten eingespannt ist. Zellen, die mit dem Antikorper
markiert wurden, werden von dem Magneten in der Séule zuriickgehalten, die anderen Zellen
flieBen durch die Séule durch. Nach dieser Selektion wird die Sdule aus dem Magnetfeld entfernt
und die markierten Zellen mit einem Stempel und Pufferlosung aus der Séaule gedriickt. In dem
nachstehend beschriebenen Isolierungsschema erfolgte die Selektion mit dem Antikorper fiir
CD117 positive Zellen.

- das Zellpellet in 275 pul PBS resuspendieren

- 100 ul "FcR Blocking buffer" (Milteny, Hilden) dazugeben

- 125 ul CD117 (= Tyrosinkinase Kit-Antigen) MicroBeads (Milteny, Hilden) zugeben

- gut mischen und fiir 15 Minuten bei 4 - 8°C inkubieren

- Zugabe von 2 ml PBS und Suspension mit 300 x g 10 Minuten lang zentrifugieren; den

Uberstand abpipettieren

- Zellen in 500 pul PBS resuspendieren

- die MACS-Séaule in einer Halterung in ein definiertes magnetische Feld einbringen

- Sdule vorbereiten, indem man 500ul PBS einfiillt und ganz durchlaufen lésst

- Zellsuspension auf die Sdule auftragen

- die CD 117-negativen Zellen passieren die Sdule und werden in einem 15 ml Falcon

Tube aufgefangen

- 3 x 500 ul PBS zum Auswaschen CD-117-negativer Zellen aufgeben (jeweils ganz

durchlaufen lassen)

- die Siule aus dem Magnetfeld entfernen und auf ein passendes Gefal (15 ml Tube)

aufsetzen

- 1 ml PBS auf die Sdule geben und mit dem dem Kit beiliegenden Kolben die Puffer-

16sung durchpumpen

Dieses Eluat enthilt selektiv die CD-117-positiven Mastzellen (Abbildung 2, Seite 23).
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2.1.3. mRNA Extraktion und Detektion von Alterationen in den c-Kit Transskripten

Die RNA in den Zellen wurde mittels der RNeasy Mini and QIA shredder Kits nach den Angaben
des Herstellers extrahiert (Qiagen, Hilden, Deutschland). Die RNA wurde mit Hilfe des Revert
Aid First Strand cDNA Synthesis kit (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) in ¢cDNA umge-
schrieben. Es wurden spezifische PCR-Primer-Paare zusammengestellt, die zur Amplifikation
von sich iiberlappenden Fragmenten der die Tyrosinkinase Kit kodierenden cDNA mit 400-820
Basenpaaren fiihrten. Die Primer-Sequenzen (Tabelle 3, ndchste Seite) wurden anhand der
humanen c-kit Referenzsequenz (Accessionnummer NM000222) ausgewahlt. In der PCR wurden
ca. 20 ng cDNA, Failsafe PCR buffer G (Epicentre, Madison, WI, USA) und 1 U Taqg DNA
Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in einem Gesamtvolumen von 50 pl eingesetzt.
Die PCR-Bedingungen waren: 40 Zyklen mit 1 Minute Denaturierung bei 94°C, 1 Minute bei der
Anheftungstemperatur des jeweiligen Primerpaares (Tabelle 3, Seite 18) und anschliefend 1
Minute Verldngerung bei 72°C. Die letzte Verldngerungsperiode dauerte 5 Minuten bei 72°C.
Die PCR-Produkte wurden mittels Gel-Elektrophorese auf einem 1,8%-igem Agarose Gel
aufgetrennt und visualisiert. Die interessierenden Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten
und die cDNA mittels des MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) aus den
Gelstiicken extrahiert. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend bei Qiagen (Hilden, Deutschland)

direktsequenziert.

2.1.4. Kardiale Untersuchungstechniken

Um mehr iiber die moglichen anatomischen, funktionellen und strukturellen Auswirkungen einer
pathologischen myokardialen Mastzellaktivierung zu erfahren, wurde als kardiologische Basis-
untersuchung bei 18 Patienten ein 12-Kanal-Elektrokardiogramm (Ruhe-EKG) angefertigt
(Gerite-Hersteller: GE Medical Systems, Modell: MAC® 1200 ST). Zusétzlich wurde ein Lang-
zeit-EKG tiber 24 Stunden (Holter-EKG) inklusive RR-Varianzbestimmung (Gerétehersteller:
GE Medical Systems, Langzeit-EKG-Digitalrekorder: CardioMem® CM 3000, Getemed;
Langzeit-EKG-Analysesoftware: CardioDay®, Getemed) bei diesen Patienten digital aufge-
zeichnet und ausgewertet. Die zentrale kardiologische Untersuchung bei diesen Patienten wurde
dann mittels einer transthorakalen Doppler-Echokardiographie (2D-Mode) inklusive PW-, CW-,
Farb-Doppler, sowie dem Gewebe-Doppler (Tissue Doppler Imaging (TDI) zur Visualisierung
und Detektion der strukturellen und funktionellen Organverhéltnisse durchgefiihrt (Gerdteher-

steller: Philips, Modell: iE 33® Echocardiography System).
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2.1.5. Statistische Analyse

Die Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Verhéltnisse der Expressionsstirken der

Spleissvarianten wurde mit dem t-Test nach Student auf statistische Signifikanz untersucht.



Tabelle 3
Sequenzen der Vorwarts- und Rickwarts-Primer, die zur PCR-Amplifikation eingesetzt wurden

Primersequenz Lage in der kodierenden Sequenz von Anheftungs-
c-kit temperatur

Vorwirtsprimer: 5'-CGAGAGCTGGAACGTGGACC -3’ 5’-UTR -49 - -30 57°C

Rickwirtsprimer: 5'-CACGTTGAGTACACAGAACTAG -3° 716 - 737

Riickwirtsprimer: 5-ATTTAGGTGACACTATAGACTCCTGTAGTTTAGTCTGCTG -3’ 754 - 771

Rickwiartsprimer: 5'-CATTTAGGTGACACTATAGACTCCTGTAGTTTAGTCTGAC -3° 752 -771

Vorwirtsprimer: 5'-GGCTCTGTCTGCATTGTTCTG -3’ 542 - 562 54°C

Vorwirtsprimer: 5-TAATACGACTCACTATAGGGGAAAAGAGAAAACAGTCAGCAG -3’ 738 —-756

Vorwirtsprimer: 5'-TAATACGACTCACTATAGGGGAAAAGAGAAAACAGTCAGAC -3° 738 — 758

Riickwirtsprimer: 5-CTCGTTAGATGAAGTTCACTTAC -3’ 1120 - 1142

Vorwirtsprimer: 5'-GCAGTGGATCTATATGAACAG -3’ 1038 — 1058 54°C

Riickwiértsprimer: 5-GGATTTGCTCTTTGTTGTTAC -3° 1529 - 1550

Rickwiértsprimer: 5'-GATGGATTTGCTCTTTAAATGC -3’ 1519 — 1552

Riickwirtsprimer: 5'-CATTTAGGTGACACTATAGAGGATTTGCTCTTTGTTGTTAC -3° 1529 — 1550

Riickwirtsprimer: 5-CATTTAGGTGACACTATAGAGATGGATTTGCTCTTTAAATGC -3° 1519 - 1552

Vorwirtsprimer: 5'-TAATACGACTCACTATAGGGGTAACAACAAAGAGCAAATCC -37 1529 — 1549 54°C

Vorwirtsprimer: 5-TAATACGACTCACTATAGGGCATTTAAAGAGCAAATCCATC -3’ 1520 — 1552

Riickwirtsprimer: 5’-CATTTAGGTGACACTATAGACTCATTAGTACTATCGCTGCAG -3° 2139 -2160

Rickwiartsprimer: 5'-CATTTAGGTGACACTATAGAGTACTCATTAGTACTATCGCAG -3’ 2139 -2163

81



Vorwirtsprimer: 5-TAATACGACTCACTATAGGGCAAAGGAGTCTTCCTGCAGC -3 2126 — 2145 54°C
Vorwirtsprimer: 5-TAATACGACTCACTATAGGGCAAAGGAGTCTTCCTGCGATAG -3 2126 - 2150
Riickwiértsprimer:'5"-CTGCTTCCTAAAGAGAACAG -3’ 2584 - 2603
Vorwirtsprimer: 5'-GACTACCTGTGAAGTGGATG -3’ 2489 —2508 57°C

Rickwirtsprimer: 5'-CAGAAAGACAGGATTGCAGTG -3°

3’-UTR +112 - +132

Kursive Buchstaben: Sequenzen der universellen Primer T7 und SP6.

Zu beachten: Den Konstrukten, die ausgwéhlt wurden, um die Minus-Spleissvarianten zu erkennen, fehlt die entsprechende Sequenz der Referenzsequenz.

61
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3. Ergebnisse

3.1.  Analyse der c-kit Transskripte in humanen Mastzellprogenitorzellen aus dem

peripheren venésen Blut

3.1.1. Charakteristika der Probandengruppen

Das Alter der 39 in die Studie eingeschlossenen Patienten lag zwischen 17 und 80 Jahren mit
einem Median von 50 Jahren. Das Verhéltnis von Méadnnern zu Frauen lag bei 1:2,25. Die Dauer
der Erkrankung seit der ,Erstmanifestation” des Mastzellmediatorsyndroms bis zum Rekru-
tierungsende unserer Untersuchung schwankte zwischen % und 56 Jahren mit einem Median von
9 Jahren. Das Alter der zufillig ausgewéhlten (nicht alters- und geschlechtsangepassten)
gesunden fiinf Vergleichspersonen betrug zwischen 25 und 66 Jahre mit einem Median von 31

Jahren. Das Geschlechterverhéltnis (Manner zu Frauen) lag hier bei 1:1,5.

Alle Patienten wiesen Mastzellmediator-induzierte Symptome in unterschiedlicher Auspriagung
auf, die nach Ausschluss der relevanten Differenzialdiagnosen als Manifestation eines system-
ischen Mastzelliiberaktivititssyndroms eingeordnet werden konnten. Fast alle Patienten klagten
iiber rezidivierende und/oder lédnger anhaltende Symptome wie Fatigue, Nausea, korperliche
Erschopfung, abdominelle Schmerzen und Stuhlgangsanomalien in Form von Diarrhoe und/oder
Obstipation (Tabelle 4, Seite 21). Kardiovaskuldre Symptome, eine Hypercholesterindmie sowie
Beschwerden von Seiten des zentralen und peripheren Nervensystems fanden sich bei % der
Patienten. Flushsymptomatik, sowie Zeichen einer Cholestase, Gewichtsverlust, pulmonale
Beschwerden und/oder eine Osteoporose mit oder ohne Knochenschmerzen fanden sich bei der
Hilfte der dahingehend untersuchten Patienten (Tabelle 4, Seite 21). In der Hélfte aller Patienten
fanden wir Zeichen einer Leberbeteiligung, eine Splenomegalie, sowie Zeichen einer
Blutungsneigung (Tabelle 4, Seite 21). Es war auffillig, dass nur 55% der Patienten einen
erhohten Tryptasespiegel im peripheren Venenblut und/oder eine erhohte Ausscheidung von N-
Methylhistamin im Urin aufwiesen. Eine Eosinophilie im Blut als Folge einer Mastzelliiber-

funktion war bei 13% der Patienten nachzuweisen.
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Tabelle 4

Ha&ufigkeiten von klinischen Beschwerden, und Befunden, die in der vorliegenden Untersuchung
auf die unkontrollierte Freisetzung von Mastzellmediatoren in 39 Patienten mit einem systemi-
schen Mastzellliberaktivitatssyndrom zurtckzufiihren sind und wesentlich das so genannte Mast-
zellmediatorsyndrom ausmachen.

Allgemeine und konstitutionelle Symptome
Fatigue 95%
Korperliche Erschopfung 97%
Gewichtsverlust 64%

Gastrointestinale Symptome
Ubelkeit 92%
Abdominelle Schmerzen 100%
Stuhlgangsanomalien: Diarrhoe 85%; Obstipation 15%
Nicht-kardiale Brustschmerzen 65%

Symptome einer Leberbeteiligung
Erhohung der Lebertransaminasen (bis zum Zweifachen des Normalwertes) 50%
YGT 27%
GPT 32%
GOT 19%
Erhohte Bilirubinkonzentration im Blut (bis zu 2.5 mg/dL) 31%
Morphologische Verdnderungen in der Leber und Milz im Ultraschallbild
Fettleber 10%
Hepatomegalie 14%
Splenomegalie 25%

Kardiovaskulare Symptome
Tachykardie 74%
BlutdruckunregelmifBigkeiten: Hypotension 69%; Hypertension 26%
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Symptome des Knochengerustes

Osteoporose / Osteopenie 56%

Neuropsychiatrische Symptome
Kopfschmerzen 76%
Periphere Neuropathie 81%
Verminderte Aufmerksamkeitsvermdgen, Konzentrationsschwierigkeiten,

Vergesslichkeit, Angst, Schlaflosigkeit, Tinnitus 75%

Pulmonale Symptome

Husten, Asthma-artige Beschwerden, Dyspnoe 57%

Augensymptome, Rhinorrhoe 37%

Hautzeichen und -symptome
Flush 61%
Pruritus 42%

Effloreszenzen/Telangiektasien 60%

Zeichen einer Blutgerinnungsstorung 58%

Pathologisch veranderte Laborwerte
Erhohte Tryptase und/oder Histamin im Blut und/oder Methylhistamin
im Urin 55%
Hypercholesterindmie (Gesamtcholesterin >200 mg/dL) 79%
Eosinophilie im Blut 13%
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3.1.2 . Ergebnisse der Mastzellisolierung

Mit dem von uns eingesetzten Zellisolierungsverfahren aus Dichtegradientenzentrifugation und
nachgeschaltetem magnetic activated cell sorting mit CD117 (=Tyrosinkinase Kit-Antigen)
Micro Beads konnte eine homogene, Tyrosinkiase Kit exprimierende Population von Zellen aus
dem Vollblut isoliert werden. .Anhand ihrer morphologischen Eigenschaften konnten diese
Zellen als Mastzellvorlduferzellen identifiziert werden (Abbildung 2). Aus 36 ml Vollblut

konnten ca. 50000 Mastzellvorlduferzellen isoliert werden.

Abbildung 2

Phasen-Kontrast-Foto, das die morphologischen Charakteristika der
Mastzellprogenitorzellen zeigt, die mittels CD117-positivem magnetic
cell sorting aus humanem peripheren Blut (hier von Patient #0) isoliert
wurden. Malstabsbalken, 10 pum.

3.1.3. Ergebnisse der Mutationsanalyse

In den Untersuchungen an mRNA aus Zellen der humanen Mastzellleukdmiezelllinie HMC1 liel3
sich mit unserem Untersuchungsverfahren die fiir diese Zellen bekannte Deletion von S715, die
GNNKS510-513-Spleissvarianten und die Punktmutationen V560G und D816V nachweisen
(Abbildung 3, nichste Seite). Zusitzlich fand sich eine Einfiigung von Glutamin in Position 252
der Aminosdurenkette (Abbildung 3).

Bei allen untersuchten Personen (also 39 Patienten und 5 gesunden Vergleichspersonen) war an
Position 252 der Aminosédurenkette die Aminosidure Glutamin in unterschiedlichem Ausmal} zu-

sdtzlich eingefligt (Abbildung 3; Tabelle I, Seite 48ff). Im extrazelluldren Teil von Kit, nahe der
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Abbildung 3
RT-PCR-Ergebnisse, die die c-kit Spleissvarianten insQ252 und GNNK(-) in Proben von
Patient #1, Vergleichsperson #11 und HMC1-Zellen zeigen. Die Lange der Amplifikate ist
unter den Pfeilen angegeben. Fir Patient #1 sind Sequenzelektropherogramme abgebil-
det, in denen die Insertion (roter Buchstabe) der Aminosaure Glutamin (Q) an Position
252 der Aminosaurenkette oder die Wildtypsequenz an dieser Position gezeigt ist. Bei
Vergleichsperson #11 waren die Banden fur die Spleissvariante insQ252 so schwach, dass
sie in der obigen Abbildung kaum zur Darstellung kommen.

820 bp
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juxtamembrandren Region findet sich die Aminosdure-Sequenz GNNK (Glycin — Asparagin —
Asparagin — Lysin; Aminosduren 510-513). Als Folge einer alternativen Spleissstelle gibt es eine
Spleissvariante, in der diese 4 Aminosduren fehlen (GNNK][-]). Bei nahezu allen Patienten (Aus-
nahmen: Pat. #10, #15 und #16) fehlte die Aminosdure Serin an Position 715 der Aminosiuren-
kette (Tabelle I, Seite 48ff). Diese Deletion fand sich auch bei den Probanden #7, #8 und #71 der
gesunden Vergleichsgruppe. Die Verhéltnisse der Expressionsstirken der korrespondierenden
Spleissvarianten zueinander, also die Quotienten aus den Expressionsstdrken von der Spleissva-
riante mit der Insertion 252Q und der ohne diese Insertion (252Q@®/(-)), von der Spleissvariante
ohne die vier Aminoséduren GNNK an den Aminoséurepositionen 510-513 und der Wildtypvari-
ante (GNNK(-)/®) sowie von der Spleissvariante ohne die Aminosdure Serin an der Aminoséu-
renposition 715 und der Wildtypvariante (715S(-)/®) waren zwischen unserem Patientenkollektiv
und einem Vergleichskollektiv aus gesunden Probanden im Mittel nicht signifikant voneinander
verschieden (Tabelle 5). Die Verteilung der Einzelwerte der Expressionsstiarken der jeweiligen
Verhiltnisse der Spleissvarianten wies zwischen dem Patientenkollektiv und dem Vergleichs-

kollektiv aus Gesunden keine signifikante Unterschiede auf (Abbildung 4, Seite 27).

Tabelle 5 (Fortsetzung auf der néachsten Seite)

Statistische Analyse der Quotienten aus den Expressionsstarken von der Kit-Spleissvariante mit
der Insertion 252Q und der ohne diese Insertion (252Q&/(-)), von der Spleissvariante ohne die
vier Aminosauren GNNK an den Aminosdurepsoitionen 510-513 und der Wildtypvariante
(GNNK(-)/ @) sowie von der Spleissvariante ohne die Aminosaure Serin an der Aminosaurenposi-
tion 715 und der Wildtypvariante (715S(-)/&®). Vergleich zwischen unserem Patientenkollektiv
und einem Vergleichskollektiv aus gesunden Probanden. (Zuséatzlich zu den Daten der 5 speziell
fir diese Studie rekrutierten gesunden Probanden wurden von Dr. Molderings Untersuchungs-
daten zu 12 weiteren gesunden Probanden aus einer noch unverdéffentlichten Studie zur Verfu-
gung gestellt, um einen fur eine statistische Analyse ausreichenen Stichprobenumfang der Ver-
gleichsgruppe der gesunden Probanden zu gewahrleisten. Diese zusatzlichen Probanden waren
im gleichen Labor mit denselben Methoden untersucht worden.) SEM -Fehler des Mittelwertes.
Die unterschiedlichen Stichprobeniimféange resultieren aus dem Umstand, dass aus technischen
Grunden nicht fur alle Untersuchungspersonen die Expressionsstarken aller Spleissvarianten
bestimmt werden konnten.

252QD/(-)
Patienten Gesunde Signifikanzniveau
Mittelwert + SEM 0,25+ 0,04 0,24 £ 0,03 P>0,05
Median 0,28 0,21
Maximum 0,73 0,48
Minimum 0 0
Stichprobenumfang | 24 17
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GNNK(-)/®
Patienten Gesunde Signifikanzniveau
Mittelwert + SEM 0,62 + 0,04 0,48 £ 0,06 P>0,05
Median 0,63 0,47
Maximum 1,00 1,00
Minimum 0 0
Stichprobenumfang | 39 14
715S(-)/®
Patienten Gesunde Signifikanzniveau
Mittelwert + SEM 0,53 £0,02 0,53 £0,04 P>0,05
Median 0,53 0,50
Maximum 0,93 0,82
Minimum 0,33 0,39
Stichprobenumfang | 23 11
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Abbildung 4:

Verteilung der Quotienten aus den Expressionsstarken von der Kit-Spleissvariante mit der Inser-
tion 252Q und der ohne diese Insertion (252Q&I(-)), von der Spleissvariante ohne die vier
Aminosauren GNNK an den Aminosaurepsoitionen 510-513 und der Wildtypvariante
(GNNK(-)/@) sowie von der Spleissvariante ohne die Aminosaure Serin an der Aminosauren-
position 715 und der Wildtypvariante (715S(-)/&®). Vergleich zwischen unserem Patienten-
kollektiv (P; rote Symbole) und einem Vergleichskollektiv aus gesunden Probanden (G; grine
Symbole). Ordinate: Quotienten aus den Expressionsstarken. Die schwarzen Querbalken
reprasentieren den jeweiligen Mittelwert.
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Zusétzlich zu diesen Spleissvarianten wurden zahlreiche Abweichungen in der Aminosdure-
sequenz der Tyrosinkinase Kit, die aus den Transkripten abgeleitet wurden, gefunden (Tabelle I,
Seite 48ff). Zusammengefalt ergibt sich folgende Zuordnung zu den Regionen der Tyrosinkinase

Kit (in rot: Austausch von Aminoséuren, die zwischen den Spezies hochkonserviert sind):

Extrazellulare Region

Ligand (SCF)-bindungsdoméne (Immunoglobulin-dhnliche Motive 1-3;
Aminosduren 1-308)
WS8R
C128
L18P
Codon 18: Deletion nt a53 mit Leserasterverschiebung und
Stoppcodon an Aminosdureposition 42
P31T
E53K (in 9 Patienten)
ET73-74RR
ITE83-85DHG
AEA87-89GRS
K116N
V214L
Insertion Q252 (in allen Probanden)
K259E
H265Q
E270K
L276S
G286R
Exon 3: Deletion unbekannter Grofe
Exon 3: Deletion/Insertion von < 8 bp
Exon 5: Insertion von 96 bp aus Chromosom 2

Dimerisationsdoméne (Immunoglobulin-dhnliches Motiv 4;
Aminoséuren 309-410)
D327N (in 2 Patienten)
E338K
Q346L
M3511
F355L
E359V
359 Stoppcodon
S396F
Exon 6: komplexe Deletion/Insertion
Exon 7: Deletion/Insertion < 10 bp
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Proteolytische Teilungsdoméane (Immunoglobulin-dhnliches Motiv 5;
Aminosduren 411-513)
D419G
D419H
420 Insertion mit Leserasterverschiebung
S464L
475 Stoppcodon (in 3 Patienten)
K484R
Exon 8: Deletion am Ende von Exon 8
Deletion 510-513 (GNNK; in allen Probanden)

Membranubergreifende Region

(Aminosduren 514-543)
M541L (in 3 Patienten)
Exon 10: Insertion von > 133 bp aus Chromosom 5 zu
Beginn von Exon 10
Exon 10: Insertion aus Chromosom 2

Intrazellulare Region

Juxtamembranare Doméne (Aminosduren 544-577)
E554K (in 2 Patienten)
V560G (in 3 Patienten)

Kinase-Insert-Sequenz (Aminoséuren 686-762)
S709A
Deletion S715 (in allen Patienten; in 3 der 5 gesunden
Vergleichspersonen)

E720K

M7241

A736V

D751Y

D760V

E761K

Insertion einer Sequenz aus Est AF95853

Kinasedoméne Teil 1 (ATP-Bindungsstelle, Aminosduren 578-685)
G658E
Y6728
Insertion R683
S688L
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Kinasedomane Teil 2 (Phosphotransferaseaktivitit;
Aminosduren 763-925)
764 Stoppcodon
F782S
N787D
H790R
H802Y
814 Stoppcodon
D816V
S821F (in 2 Patienten)
A829T
830 Stoppcodon (in 3 Patienten)
A837V
L8862V
Spleissstorung der Introns 18, 19 and 20
Insertion einer Sequenz aus Est AF95853

Es wurden stets mindestens zwei Verdnderungen der mRNA bei jedem Patienten gefunden. Die
Probanden der Vergleichsgruppe, die ebenfalls Verdnderungen der Kit-mRNA aufwiesen, zeigten

keine klinischen Zeichen einer Mastzellaktivititsstorung.

3.2 Kardiale Befunde bei Patienten mit systemischem Mastzelliberaktivitatssyndrom

Um mehr iiber die moglichen anatomischen, funktionellen und strukturellen Auswirkungen einer
pathologischen myokardialen Mastzellaktivierung zu erfahren, wurden bei 18 Patienten ein Ruhe-
EKG angefertigt, ein Langzeit-EKG {iber 24 Stunden inklusive RR-Varianzbestimmung aufge-
nommen sowie eine transthorakale farbcodierte Doppler-Echokardiographie inklusive Tissue
Doppler Imaging (Gewebedoppler) durchgefiihrt. Bei einer mittleren Krankheitsdauer von 14
Jahren konnten echokardiographisch keine pathologischen Verdnderungen der systolischen links-
ventrikuldren Funktion, der systolischen und diastolischen linksventrikuldren Diameter und der
Verkiirzungsfraktion dokumentiert werden (Abbildungen 5 A und B, Seiten 31 und 32; Tabelle 6,
Seite 35). Bei 12 von 18 Patienten fand sich aber eine diastolische linksventrikuldre Dysfunktion
im gepulsten (PW-) Doppler (Abbildung 5C, Seite 33) und/oder Tissue Doppler Imaging
(Gewebedoppler; Abbildung 5D, Seite 34). Der Gewebedoppler ist die empfindlichste echo-

kardiografische Nachweismethode fiir eine myokardiale Texturverdnderung, die eine Vorstufe
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zur chronischen Herzinsuffizienz repriasentieren kann (Tabelle 6, Seite 35). Bei 5 dieser 12
Patienten wurde eine linksventrikuldre Hypertrophie beobachtet (Tabelle 6, Seite 35). Bei 6 von
diesen 12 Patienten fand sich eine reduzierte RR-Variation im Langzeit-EKG als Ausdruck einer

Storung des myokardialen Reizleitungssystems.

PHILIPS 19/11/2008 16:09:26 TIS0.6 MI 1.4
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Abbildung 5A
Elektrokardiografische Befunde bei der Patientin # 27. Der transthorakale apikale Vierkammer-

blick ins Herz zeigt einen Normalbefund. rV-rechter Ventrikel; IV-linker Ventrikel; rA-rechter
Vorhof; IA-linker Vorhof,
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Abbildung 5B

Elektrokardiografische Befunde bei der Patientin # 27. Der parasternale transthorakale
Langsachsenschnitt durch das Herz im M-Mode zeigt einen Normalbefund des linken Ventrikels
(Einzelwerte siehe Inset). a: Interventrikulares Septum diastolisch (IVSd); b: Interventrikularer
diastolischer Diameter des linken Ventrikels (LVIDd); c: Posteriorer Wanddiameter des linken
Ventrikels diastolisch (LVPWd); d: Interventrikulares Septum systolisch (IVSs); e:
Interventrikularer systolischer Diameter des linken Ventrikels (LVIDs); f: Posteriorer
Wanddiameter des linken Ventrikels systolisch (LVPWs).



33

PHILIPS 19/11/2008 16:11:28  TIS0.5 MI 0.6

uk S5-1/HERZuk

BF 25Hz
14cm PW

= 50%
2D S 1.6MHz
61% 7 WF 225Hz
K 50 M . DV7.5mm
M Niedrig g5 7.1cm
HAllg : 3 -

.
|

L

I75Imn?!s , ***/min

Abbildung 5C

Pulse-wave (PW)-Doppler des diastolischen Mitralflussprofils in den linken Ventrikel im
transthorakalen apikalen Vierkammerblick (oberer Teil der Abbildung). Im unteren Teil der
Abbildung ist zu erkennen, dass die E-Welle (E) kleiner als die A-Welle (A) ist, was auf eine
diastolische Dysfunktion des linken Ventrikels im Sinne einer Relaxationsstorung hindeutet. Im
Normalfall ist die E-Welle groRer als die A-Welle.
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PHILIPS 19/11/2008 16:12:02  TIS0.9 MI 0.8
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Abbildung 5D

Tissue-Doppler-Imaging (TDI, Gewebedoppler) des medialen Mitralanulus im transthorakalen
apikalen Vierkammerblick (oberer Teil der Abbildung). Im unteren Teil der Abbildung ist zu er-
kennen, dass die E"-Welle deutlich kleiner als die A"-Welle ist, was beweisend fur eine diasto-
lische Dysfunktion des linken Ventrikels ist. Im Normalfall ist die E"-Welle gréRer als die A’-
Welle.



Tabelle 6
Echokardiografische MeRparameter fur Patienten mit Mastzellmediatorsymptomtik aufgrund einer systemischen Mastozytose (Angaben in rot
weichen von den Normwerten [Voelker et al. 2004] ab)

Alter m/w |LVEDd (mm) [LVEDs (mm) |[FS (%) |EF (%) diastol. LV - Dysfunktion LV - Hypertrophie
PW-Doppler |TDI IVSDd (mm) | PWDd (mm)
38 m 52 33 37 70 + + 12 10
39 W 48 29 40 51 - + 11 8
59 W 47 32 32 58 - + 9 7
41 W 46 34 26 62 - + 11 9
51 w 47 34 28 54 + + 8 7
37 W 42 27 36 56 - + 9 7
47 w 48 29 40 55 - - 11 8
32 w 47 31 34 65 - - 9 6
44 m 49 26 47 65 - + 12 12
23 w 47 29 38 55 - - 11 9
24 w 46 30 35 57 - - 10 9
30 w 46 30 35 55 - - 9 7
76 m 47 25 47 60 + + 13 12
30 m 54 34 37 60 - - 11 10
67 w 47 30 36 52 - + 10 10
46 W 42 26 38 55 + + 8 7
74 W 45 30 33 50 + - 17 14
48 m 47 26 45 65 + + 13 12
Normwerte <56 variabel 25-35 > 50 5-12 5-12
LVEDd Enddiastolischer linksventrikularer Durchmesser LVEDs Endsystolischer linksventrikularer Durchmesser
FS Fractional shortening, Verkirzungsfraktion (LVEDd - LVEDs) / LVEDd * 100
EF Ejection fraction, Auswurffraktion LV linker Ventrikel
PW-Doppler gepulster Doppler TDI Tissue doppler imaging, Gewebedoppler
IVvSDd Enddiastolischer Durchmesser des interventrikularen Septums
PWDd Enddiastolischer Durchmesser der linksventrikularen Hinterwand
+ positiver Befund (Zeichen einer diastolischen linksventrikularen Dysfunktion)

- negativer Befund (kein Anhalt fiir eine diastolische linksventrikulare Dysfunktion)

g¢
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4. Diskussion

4.1.  Analyse der c-kit Transskripte in humanen Mastzellprogenitorzellen aus dem

peripheren vendsen Blut

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die erste vollstindige Analyse der kodierenden Sequenz der
Tyrosinkinase Kit bei Patienten mit einer systemischen Mastozytose. Untersuchungen der letzten
Jahre haben als eine Voraussetzung fiir die Entstehung einer systemischen Mastozytose Ver-
dnderungen der Aminosiurensequenz der Rezeptorkinase Kit durch Mutation in dem Gen c-Kkit,
das fiir diese Tyrosinkinase kodiert, aufgezeigt (Ubersicht in Valent et al. 2003). Bislang haben
sich genetische Untersuchungen der Tyrosinkinase Kit im wesentlichen auf nur wenige der 21
Exone dieses Enzyms beschrinkt. Da eine solche Beschridnkung historisch, aber nicht sachlich
begriindet ist, sind wir von der Arbeitshypothese ausgegangen, dass auch andere Dominen der
Tyrosinkinase Kit fiir eine pathologische Aktivitit der betroffenen Mastzelle und damit fiir die
Auslosung einer pathologischen Mastzellmediatorfreisetzung von Bedeutung sein konnen. Um
dies zu untersuchen, haben wir die gesamte fiir Kit kodierende Gensequenz auf mRNA-Ebene fiir
alle eingeschlossenen Probanden sowie fiir Zellen der humanen Mastzellleukédmiezelllinie HMC1
sequenziert und die gefundenen Sequenzen mit der Referenzsequenz verglichen. In der Aanalyse
der mRNA aus Zellen der humanen Mastzellleukdmiezelllinie HMCI lieBen sich mit unserem
Untersuchungsverfahren die fiir diese Zellen bekannten genetischen Abweichungen, ndmlich die
Deletion von S715, die GNNKS510-513-Spleissvarianten und die Punktmutationen V560G und
D816V nachweisen. Dies belegt, dass unser mutationsanalytisches Verfahren dazu geeignet war,

Abweichungen in der Sequenz der Tyrosinkinase Kit auf mRNA-Ebene zu detektieren.

Das Kit-Molekiil besteht aus einem extrazelluldren, einem transmembraniren und einem intra-
zelluldren Anteil (Ubersicht in Roskoski 2005, Lennartsson et al. 2005). Der extrazellulire Anteil
des Molekiils besitzt fiinf Immunglobulin-dhnliche Motive. Die ersten drei Motive sind an der
Bindung von Kit und seinem Liganden stem cell factor (SCF) beteiligt (Abbildung 6, néchste
Seite; Blechman et al. 1993, Broudy et al. 1998, Lemmon et al. 1997, Taylor und Metcalfe 2000).
Das vierte Motiv ist fiir die Dimerisierung von zwei Kit-Molekiilen wichtig, wohingegen die
fiinfte Immunglobulin-dhnliche Doméne fiir die proteolytische Spaltung der dimerisierten Kinase
von Bedeutung ist (Abbildung 6, nichste Seite). Der intrazelluldre Teil setzt sich aus der
Kinasedoméne, die durch eine Kinase-Insert-Sequenz in zwei Abschnitte geteilt wird, und dem

C-terminalen Endteil zusammen. Der erste Teil der Kinasedomédne beherbergt die ATP-
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Bindungsstelle. Im zweiten Teil der Kinasedoméne ist die Phosphotransferaseaktivitdt imple-

mentiert (Abbildung 6).
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Abbildung 6

Schematische Darstellung der molekularen und funktionellen Struktur der Tyrosinkinase Kit.
cDNA, Zuordnung der aus der Nukleotidsequenz abgeleiteten Aninosauresequenz der
Tyrosinkinase Kit zu den 21 Exonen des c-kit-Gens; Ig, immunglobulindhnliche Doméne; TM,
transmembrandare Domane; K1, ATP-Bindungsregion der Kinasedomane; Kl, Kinase-Insert-
Region; K2, Phosphorylierungsregion der Kinasedomane.

In der vorliegenden Untersuchung wurden neben Punktmutationen sechs Isoformen von c-kit
entdeckt, die Folge von alternativem Spleissen der pri&-mRNA von c-kit sind. Die Insertion der
Aminosdure Glutamin an der Aminosdureposition 252, die hier erstmalig bei Patienten mit
systemischer Mastozytose beschrieben wurde, ist Folge einer alternativen Spleiss-Konsensus-
sequenz am 3’-Ende (-5 Nukleotide) von Intron 4, die die Hinzufligung der Nukleotidsequenz cag
am Beginn der kodierenden Sequenz von Exon 5 zur Folge hat. Die Aminosdure Glutamin 252
befindet sich in der dritten immunglobulindhnlichen Domine des Kit-Molekiils, die an der
Bindung zwischen Kit und dessen endogenem Liganden, dem Stammzellfaktor, beteiligt ist

(Abbildung 6, Seite 37). Die Aminosduren 249-255 sind zwischen den Spezies Mensch und
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Schwein konserviert. Bei den Spezies Hund, Katze, Rind und Maus findet sich an dieser Stelle
der Aminosédurenkette eine Insertion von einer oder zwei Aminosduren (Tabelle II, Seite 54fY).
Auf der Grundlage der vorliegenden Daten ist nicht zu entscheiden, ob und inwieweit diese
Spleissvariante an einer pathologischen Steigerung der Aktivitit der betroffenen Mastzellen

beteiligt ist.

Zwei Isoformen, die Folge der alternativen Benutzung eine 5 Spleiss-Donor-Stelle sind (Hayashi
et al. 1991), sind durch das Vorliegen oder Fehlen der Tetrapeptid-Sequenz GNNK (Glycin —
Asparagin — Asparagin — Lysin; Aminoséuren 510-513) im extrazelluldren Teil der juxtamembra-
ndren Region gekennzeichnet. Eine préferenzielle Expression der GNNK(-)-Isoform wurde in
humanen, akuten myeloischen Leukidmiezellen (Piao et al. 1994) und in testikuldren Keimzell-
tumorzellen (Sakuma et al. 2003) beobachtet. Hingegen war bei Patienten mit gastrointestinalen
Stromazelltumoren wie in der vorliegenden Untersuchung das Verhidltnis von GNNK(-) zu
GNNK(+) zwischen pathologischen und normalen Zellen nicht verdndert (Theou et al. 2004).
Beide Isoformen unterschieden sich in in-vitro-Untersuchungen erheblich in ihren funktionellen
Auswirkungen. So besall die GNNK(-)-Isoform im Gegensatz zur GNNK(+)-Isoform eine
tumorgene Potenz (Caruana et al. 1999; Voytyuk et al. 2003). Daher kénnte ein Uberwiegen der
GNNK{(-)-Isoform zu einer pathologisch gesteigerten Aktivierung von betroffenen Mastzellen

beitragen.

Eine dritte alternative Spleissstelle fithrt zur Deletion der Aminosdure Serin an Position 715 in
der Kinase-Insert-Region der humanen c-kit-Sequenz (Crosier et al. 1993). Die Expression beider
Isoformen wurde in neoplastischen und nicht-neoplastisch verdnderten Geweben beschrieben
(Crosier et al. 1993; Andersson et al. 2002; Fletcher et al. 2002; Lasota et al. 2002). Auch wenn
Serin715 in der Aminosdurenkette der Tyrosinkinase Kit innerhalb der Sdugetiere nur wenig
konserviert ist (Tabelle II, Seite 54ff), ist es dennoch moglich, dass eine bevorzugte Expression
der kurzen Isoform als alternativer Mechanismus zur Steigerung der Kit-Signaliibertragung fiihrt.
S715 befindet sich in der Néhe der mutmaBlichen Tyrosinautophosphorylierungsstellen von Kit
an den Aminosédurepositionen 703, 721, 730 und 747 (Tabelle II, Seite 54ff). Es gibt Hinweise
darauf, dass die die Phosphorylierungsstellen flankierenden Sequenzen in die Wechselwirkung
zwischen Kit und der PI3-Kinase und deren Assoziation mit den Effektorproteinen einbezogen
sind (Lev et al. 1992; Reber et al. 2006). Es ist zukiinftigen Untersuchungen vorbehalten zu
klaren, ob die Deletion S715 in Kombination mit anderen genetischen Verdnderungen einen

Einfluss auf die Mastzellhomoostase nehmen kann.
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Im Hinblick auf die moglichen Auswirkungen des alternativen Spleissens ist die Beobachtung
bedeutsam, dass fiir die Expressionsstirke der korrespondierenden Spleissvarianten kein signifi-
kanter Unterschied zwischen dem Patientenkollektiv und dem gesunden Vergleichskollektiv
bestand. Dieser Befund legt den Schlufl nahe, dass die von der Wildtypsequenz abweichenden
Spleissvarianten zumindest fiir sich alleine keine entscheidende Zunahme des Aktivititszustands
der betroffenen Mastzellen bewirken konnen. In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung von
Interesse, dass die Anderung der Kit-Sequenz durch Deletion von GNNK510-513 und S715 nicht
mit einer Verdnderung der Funktion der Phosphorylierungsdoméne assoziiert war: In Wachs-
tumsassays unterschieden sich Zellen, die selektiv die Isoformen GNNKS510-513(-), GNNKS510-
513(+) und Serin715(-) bzw. Serin715(+) exprimierten, nicht in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber
dem hemmenden EinfluB des Tyrosinkinasehemmstoffs Imatinib (Frost et al. 2002). Diese
Beobachtung konnte fiir die Entscheidung der Frage wichtig sein, ob bei einem individuellen

Patienten eine Therapie mit Imatinib die Mastzellerkrankung giinstig beeinflussen konnte.

Zusitzlich zu diesen Spleissvarianten fanden wir bei nahezu allen Patienten eine oder mehrere
Punktmutationen. Die meisten dieser Punktmutationen wurden hier erstmalig beschrieben. Thre
funktionellen Auswirkungen miissen in zukiinftigen Untersuchungen noch im Detail untersucht
werden. Eine erste Abschétzung der moglichen biologischen Bedeutung dieser Punktmutationen
wurde in der vorliegenden Arbeit iiber drei Wege versucht:

(1) Mutationen, die auch bei den gesunden Probanden zu finden sind, sollten fiir die Auslosung
einer pathologischen Uberaktivitit der betroffenen Mastzellen von untergeordneter Bedeutung
sein. Sie werden daher im Folgenden nicht eingehender diskutiert.

(2) Der Vergleich einer in Frage stehenden, bislang unbekannten Mutation mit einer bekannten,
benachbart liegenden Mutation mit bekannter funktioneller Bedeutung kann einen ersten
Anhaltspunkt fiir die mogliche funktionelle Bedeutung der neuen Mutation liefern. Zu den
Punktmutationen, die bislang noch nicht im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen in der
Kit-Tyrosinkinase beobachtet und hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die Zellaktivitit
untersucht wurden, kann auf der Grundlage der vorliegenden Daten keine iiber eine grobe
Abschitzung hinausgehende Aussage zur funktionellen Bedeutung gemacht werden.

(3) Auch die Kenntnis, ob von den Mutationen Aminosduren betroffen sind, die zwischen den
Spezies konserviert sind, liefert einen Anhaltspunkt flir deren mogliche physiologische
Bedeutung. Zwar ist der Einfluss einer einzelnen Aminoséure auf die Tertidrstruktur des Kit-

Proteins und als deren Folge der Einfluss auf die Funktion des Enzyms sehr komplex (Mol et al.
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2004). Dennoch gilt ganz allgemein, dass Verdnderungen in Bereichen mit hoch konservierten
Aminoséduren zu einer Funktionsédnderung der Zelle mit einer Abnahme der Autoinhibition oder
Zunahme der Autophosphorylierung fiihren konnen. In der vorliegenden Arbeit betreffen die
meisten Austausche solche Aminosduren, die zwischen den Spezies hoch konserviert sind (rot
markiert in Tabelle II, Seite 54ff). Nur wenige der Punktmutationen, die in Tabelle II aufgelistet
sind, befinden sich in relativ variablen Regionen der Aminosdurenkette von Kit und sind von

daher moglicherweise nur von geringer funktioneller Bedeutung.

Aktivierende Mutationen im extrazelluldren Teil von Kit sind fiir myeloproliferative Erkran-
kungen, die akute myeloische Leukdmie und gastrointestinale Stromazelltumoren beschrieben
worden. Die Punktmutation D52N in Codon 52 (immunglobulindhnliche Doméne 1; das heif3t in
unmittelbarer Nachbarschaft zu E53K, die in der vorliegenden Untersuchung bei 9 Patienten
ausgetauscht war; Tabelle II, Seite 54ff) wurde bei einem Patienten mit chronisch myeloischer
Leukédmie und bei zwei Patienten mit primérer Fibrose des Knochenmarks gefunden (Nakata et
al. 1995). Da dieser Austausch zu einer hoheren Empfindlichkeit der Erythrozytenvorlduferzellen
gegeniiber SCF flihrte, postulierten die Untersucher, dass diese Mutation die Aktivitdt der
Rezeptorkinase erhohen konne. Diese Annahme konnte auch fiir den Austausch ES3K gelten, der

in der vorliegenden Untersuchung gefunden wurde.

Exon 8-Mutationen in Form der Deletion oder des Austauschs der Aminosdure in Codon 419 in
der immunglobulindhnlichen Doméne 5 (Abbildung 6, Seite 37) sind in ca. 20% der Félle mit
akuter myeloischer Leukdmie, die mit chromosomalen Auffalligkeiten assoziiert waren,
beschrieben worden (Gari et al. 1999; Wang et al. 2005). Diese Mutationen verursachten eine

Uberaktivitit der Rezeptorkinase nach Stimulation mit SCF (Kohl et al. 2005, Nanri et al. 2005).

Aktivierende Mutationen in der transmembranidren Doméne (Codon 522 und 530; Abbildung 6,
Seite 37) sind fiir die systemische Mastzytose (Akin et al. 2004) und fiir die akute myeloische
Leukdmie (Gari et al. 1999) beschrieben worden. Der Austausch der konservierten Aminosiure
M541L, der bei drei Patienten gefunden wurde, konnte einen Polymorphismus darstellen, da er in
einer fritheren Untersuchung (Fritsche-Polanz et al. 2001) ebenso wie in der vorliegenden Studie
auch bei gesunden Personen gefunden wurde. Ob es sich hierbei tatsichlich um einen
Polymorphismus handelt, muss jedoch erst in entsprechend konzipierten zukiinftigen Unter-

suchungen geklart werden.
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Die juxtamembrandre Doméane von Kit (Abbildung 6, Seite 37) ist an der negativen Regulierung
der Tyrosinkinase-Aktivitdt des Molekiils entscheidend beteiligt (Ubersicht in Roskoski 2005;
Tarn et al. 2005). Der Austausch V560G, der bei drei Patienten und in den HMCI1-Zellen
gefunden wurde, ist frither bereits fiir HMCI1-Zellen und gastrointestinale Stromatumorzellen
beschrieben worden (Antonescu et al. 2003; Rubin et al. 2001; Sundstrom et al. 2003; Penzel et
al. 2005). Dieser Austausch bedingte eine konstitutive Aktivierung der Rezeptorkinase (Kitayama
et al. 1995) und Unterschiede in der Signaltransduktion nach Aktivierung durch SCF verglichen
mit dem Wildtyp von Kit (Frost et al. 2002).

Aktivierende Mutationen in der Kinase-Doméne wurden hdufig bei systemischer Mastozytose,
Core-Factor-Binding-Leukimien, sinunasalen Lymphomen und Seminomen gefunden (Ubersicht
in Akin und Metcalfe 2004). Insbesondere Austausche der Aminosédure in Position 816 fiihren zu
einer konstitutiven Aktivierung betroffener Mastzellen (Ubersicht in Akin 2005). Interessanter-
weise sind bis zu 30% der Mastozytosepatienten, deren Mastzellen eine Mutation in Codon 816
aufweisen, von einer zusitzlichen hdmatologischen Erkrankung betroffen (Valent et al. 2007).
Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass die entsprechenden Stammzellen der betrof-
fenen Zellreihen ebenfalls eine Mutation in der Kit Tyrosinkinase in Codon 816 besitzen (Akin
und Metcalfe 2004). In Anbetracht dieser Befunde konnten die {ibrigen Austausche in dieser

durchweg hoch konservierten Region auch aktivierende Mutationen darstellen.

In zehn Patienten wurde ein vorzeitiges Stop-Codon als Folge der Deletion eines Nukleotids mit
Leserasterverschiebung (Patienten #0, #2, #107), oder von Punktmutationen (Patienten #14, #15,
#16, #22, #27, #102, #117) entdeckt. Bei den Patienten #22, #27, #102, #107 und #117 lag das
Stop-Codon bei den Aminoséure-Positionen 42, 359 bzw. 475 in der extrazelluldren Region. Da
Fragmente der immunglobulindhnlichen Dominen in der Lage sind, mit vollstindigen Kit-
Molekiilen zu dimerisieren (Blechman et al. 1993, Lev et al. 1992), ist es vorstellbar, dass solche
Heterodimere ohne autoinhibitorische Potenz sind, wie dies fiir die Tyrosinkinase beobachtet
wurde, die durch das Fusionsgen BCR-Abl codiert wird (Chu et al. 2006). Bei den anderen
Patienten lagen die Stop-Codons in der zweiten Kinase-Doméne (bei den Patienten #14, #15 und
#16 bei Aminosaureposition 830; bei den Patienten #0 und #2 bei Aminosdurepositionen 814
bzw. 764). Es scheint mdglich, daf} diese trunkierten Formen von Kit die strukturelle Fahigkeit
besitzen, die Kinasen der Siganaltransduktionskette Fyn und Src zu aktivieren, wie dies flir so
genannte trunkierte Kit-Varianten gezeigt worden ist (Paronetto et al. 2004, weitere Literatur

ebenda). Eine alternative Hypothese ist die, dass die Dimerisierung eines trunkierten Kit-
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Molekiils mit einem vollstindigen Kit-Homomer zu einem Heterodimer mit konstitutiver

Aktivierung der Kinaseregion des vollstindigen Dimerisationspartners fiihrt.

4.2. Kardiale Befunde bei Patienten mit systemischem Mastzelliberaktivitatssyndrom

Kardiovaskuldre Beschwerden als Folge der Freisetzung von Mastzellmediatoren sind vielfach
beschrieben worden: Angina pectoris durch Auslosung einer akuten myokardialen Ischidmie
(Dote et al. 1991, Kounis 2006); myokardiale Texturverinderungen (Reid et al. 2007); supra-
ventrikuldre Tachykardien und Arrhythmien (Ricciardi et al. 2005, Shibao et al. 2005);
Kreislaufkollaps mit und ohne Schocksymptomatik (Vaughan & Jones 1998; Valabhij et al.
2000); Dyspnoe, Synkope und Herz-Kreislaufstillstand (Suchard 1997, Rohr et al. 2005). Aller-
dings ist es noch weitgehend unklar, welche Mastzellmediatoren im Einzelnen fiir die Entstehung
der verschiedenen Beschwerden verantwortlich sind. Insbesondere der Beteiligung von Mast-
zellen in der Pathogenese der chronischen Herzinsuffizienz wird in den letzten Jahren vermehrt
Aufmerksamkeit geschenkt. So belegen tierexperimentelle Untersuchungen an Nagetieren, dass
Mastzellen eine entscheidende Rolle in der Entstehung und der Progression einer Herzinsuffi-
zienz zukommt (Hara et al. 2002; Shiota et al. 2003). Allerdings wurde fiir den Menschen eine

solche Beteiligung von Mastzellen an der Entstehung einer Herzinsuffizienz noch nicht gezeigt.

In einer retrospektiv und prospektiv angelegten randomisierten Studie an 159 Patienten mit chro-
nischer Herzinsuffizienz fiihrte die Einnahme des H,-Histaminrezeptorantagonisten Famotidin
(20-40 mg téglich) zu einer Verbesserung der kardialen Beschwerden und des ventrikuldren
Remodelings (Kim et al. 2006). Diese Beobachtung wurde von den Autoren als Nachweis einer
Beteiligung von Histamin und dessen Rezeptoren in der Genese der Herzinsuffizienz gedeutet.
Da Mastzellen die wichtigste Quelle fiir Histamin im Herz darstellen, sind wir in der vorliegend-
en Untersuchung an 18 Patienten mit systemischer Mastozytose der Frage nachgegangen,
welchen Beitrag Mastzellen, und damit indirekt auch Histamin, zur Entstehung einer Herzin-
suffizienz leisten. Patienten mit einer systemischen Mastozytose sind fiir die Untersuchung dieser
Fragestellung besonders geeignet, weil bei ihnen die Dichte der Mastzellen im Herz verglichen
mit Gesunden erhoht ist und folglich auch eine erh6hte myokardiale Histaminkonzentration zu
erwarten ist. Die Infiltration des Herzens mit pathologisch tiberaktiven Mastzellen zeigte sich bei
unseren Patienten im rezidivierenden Auftreten von supraventrikuldren Tachykardien. Zwar
werden diese Tachykardien weniger durch Histamin, sondern vermutlich {iber eine komplexe

Wirkungskette anderer Mastzellmediatoren verursacht (siehe unten); dennoch ist davon auszu-
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gehen, dass die aktivierten Mastzellen gleichzeitig mit diesen Mediatoren auch Histamin frei-
setzen. Es wire demnach zu erwarten, dass wegen der langen Erkrankungsdauer dieser Patienten
(im Median immerhin 14 Jahre) mit dauerhaft erhohter Histaminkonzentration im Herzen sich
eindeutige Zeichen fiir eine Beteiligung von Histamin an der Stérung der Herzmuskelfunktion
finden lassen sollten. Jedoch waren in unseren Patienten echokardiografisch der linksventrikuldre
diastolische und systolische Durchmesser, die Verkiirzungsfraktion und die Auswurffraktion
nicht pathologisch veréndert. Folglich war die Privalenz einer linksventrikuldren Dysfunktion fiir
Patienten mit systemischer Mastozytose nicht als hoher als fiir die deutsche Allgemeinbevolker-
ung (Fischer at al. 2003). Demnach bestitigen unsere Ergebnisse nicht die Schlufifolgerung von
Kim et al. (2006), dass eine iiber lingere Zeit hinweg erhohte myokardiale Histaminkonzentration

iiber einen direkten Effekt an den Histaminrezeptoren auf den Herzmuskelzellen zu einer Herz-

insuffizienz fiihrt (Kolck et al. 2007).

Allerdings fand sich in 12 der 18 Patienten eine diastolische linksventrikuldare Dysfunktion, die
gemeinhin als erstes Zeichen einer myokardialen Gewebestorung angesehen wird. In 5 dieser 12
Patienten war eine linksventrikulidre Hypertrophie zu verzeichnen. Da andere auslésende Faktor-
en bei den Patienten fehlten, sind die Verdnderungen wahrscheinlich Ausdruck eines remodel-
lierenden Effekts prohypertropher Cytokine und Proteasen und profibrotischer Wachstums-
faktoren, die von Mastzellen gebildet und freigesetzt wurden. Beiden Vorgingen scheint eine
Schliisselstellung in der Entstehung einer Herzinsuffizienz zuzukommen (Shiota et al. 2003). Im
Tiermodell konnte an Ratten die zentrale Bedeutung von myokardialen Mastzellen in der
Entstehung einer Fibrosierung des Myokards nach einer abgelaufenen Myokarditis aufgezeigt
werden. Im weiteren Verlauf entwickelte sich bei den Tieren eine dilatative Kardiomyopathie

(Palaniyandi et al. 2005).

In diesem Zusammenhang kénnte der von Kim et al. (2006) beobachtete giinstige Einflu3 des H,-
Histaminrezeptorantagonisten Famotidin auf eine indirekte Rolle von Histamin in der Pathogene-
se und Progression einer Herzinsuffizienz hinweisen. Es ist bekannt, dass H,-Histaminrezeptor-
blocker die Aktivitdt von Mastzellen durch Blockade von H,-Histaminrezeptoren auf Mastzellen
reduzieren konnen. Auf diese Weise wiirde die Freisetzung von solchen Mastzellbotenstoffen
reduziert, die entsprechend den tierexperimentellen Befunden und den in dieser Arbeit
vorgestellten Befunden am Menschen einen Umbau des Herzmuskelgewebes mit begleitender

Funktionsstorung des Herzmuskels bewirken kdnnen.



44

Eine wesentliche Rolle in der Auslésung von Herzrhythmusstorungen bei systemischer Mastzell-
iiberaktivitdt scheint einer mastzellmediatorbedingten Aktivierung des lokalen Renin-Angioten-
sin-Systems im Herzen zuzukommen. Die hdufig bei der Erkrankung auftretenden Tachykardien
und Tachyarrhythmien werden vermutlich nicht durch Histamin induziert, da H;- und H,-Hist-
aminrezeptorantagonisten diese Rhythmusstorungen therapeutisch nur wenig beeinflussen
konnten (Doenicke et al. 1997; Valent et al. 2007). Wahrscheinlich kommt es iiber die Frei-
setzung der Mastzellserinproteasen Tryptase und Chymase zu einer ACE-unabhéngigen Bildung
von Angiotensin II (Silver et al. 2004; Batlle et al. 2006; Mackins et al. 2006; Miyazaki et al.
2006), das dann prasynaptische AT;-Rezeptoren erregt (Molderings et al. 1988). In der Folge
wird aus den terminalen sympathischen Nervenfasern Noradrenalin freigesetzt, das postsynap-
tische B,-Adrenozeptoren auf den Herzmuskelzellen aktiviert und so eine positiv chronotrope,
inotrope und dromotrope Wirkung erzeugt. Vor dem Hintergrund dieser Wirkungskette zeichnet
sich ein mogliches neues Indikationsgebiet fiir AT;-Rezeptorantagonisten ab. Durch Blockade
der priasynpatischen AT;-Rezeptoren wird die Angiotensin II-induzierte Freisetzung von Norad-
renalin aus prasynaptischen noradrenergen Nervenendigungen unterbunden und so die Wirkungs-
kette zwischen Mastzellmediatorfreisetzung und Tachykardie unterbrochen. In diesem Zusam-
menhang sei darauf hingewiesen, dass auf die Gabe von B-Adrenorezeptorenblockern, die bei
supraventrikuldren Tachyarrhythmien Medikamente der ersten Wahl sind, bei Patienten mit einer
systemischen Mastzelliiberaktivititsstorung nach Moglichkeit verzichtet werden sollte. Denn
auch so genannte ,,kardioselektive B-Adrenozeptorenblocker blockieren nicht nur kardiale 3-Ad-
renozeptoren, sondern auch die B-Adrenozeptoren auf den Mastzellen. Deren endogene Aktivier-
ung ist jedoch bei Mastzellerkrankungen einer der wenigen Mechanismen, die der unkontrolliert-
en Mediatorfreisetzung entgegenwirken (Gebhardt et al. 2005; Wang und Lau 2006; Peachell
2006) und damit die Intensitit der Erkrankung begrenzen kdnnen. So berichteten Patienten nach
Einnahme eines B-Adrenozeptorenblockers wiederholt {iber die Ausldsung einer ausgepriagten
akuten Mediatorsymptomatik (Shibao et al. 2005; eigene Beobachtungen). Daher sollten bei
Patienten mit systemischer Mastozytose in der Therapie der supraventrikuldren tachykarden
Rhythmusstorung stattdessen Calciumantagonisten vom Verapamiltyp oder, wenn es die Blut-
drucksituation erlaubt, in Off-label-Anwendung eben niedrig dosierte AT;-Rezeptorenblocker zur
Anwendung kommen. Erste eigene Anwendungen des AT;-Rezeptorenblockers Valsartan bei

dieser Patientengruppe zeitigten ermutigende Therapieerfolge.
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4.3.  Bedeutung der Untersuchungsergebnisse ftir die klinische Praxis

In der Diagnostik und auch fiir die Therapie der systemischen Mastozytosen wird die Kenntnis
der individuellen Mutationen der Kit-Tyrosinkinase und ggf. anderer Kinasen der Patienten
zukiinftig aus zwei Griinden eine Schliisselstellung einnehmen:

(1) Der Nachweis einer funktionell aktivierenden Mutation in einer der relevanten Kinasen kann
wegweisend filir die Diagnosestellung sein, wenn neben den bisherigen Routinelaborparametern
und bildgebenden Verfahren auch keine eindeutigen krankheitsspezifischen Befunde in der
immunhistochemischen Untersuchung von Biospien aus dem Knochenmark oder dem
Gastrointestinaltrakt zu erheben sind. Denn aufgrund der ungleichmifligen Verteilung der
Mastzellen im Biopsiematerial aus Knochenmark und Darm kann eine pathologische
Mastzellinfiltration dem histologischen Nachweis entgehen (Butterfield und Li 2004; Johnson et
al. 2008).

(2) Die Schwere der Erkrankung, ihre Empfindlichkeit gegeniiber bestimmten therapeutischen
MaBnahmen, sowie ihr Verlauf scheinen von der betroffenen Tyrosinkinase sowie von der Art
und dem Ort der Verdnderung der Aminosdurensequenz der betroffenen Tyrosinkinase abzu-
hiangen. Durch das hier angewandte mutationsanalytische Verfahren ist nicht nur die Moglichkeit
gegeben, betroffene Patienten durch Stellung der zutreffenden Diagnose einer adidquaten
Therapie zuzufiihren, sondern es ist auch moglich, Risikopatienten fiir eine etwaige Entwicklung

bosartiger Zweiterkrankungen rechtzeitig erkennen und entsprechend beraten zu konnen.

Auch wenn die vollstindige Analyse der kodierenden Sequenz des c-kit Gens derzeit nur im
Rahmen von Forschungsprogrammen mdglich ist, ist eine a-priori-Eingrenzung der Analyse auf
das Vorliegen einer Mutation in Codon 816 der Tyrosinkinase Kit nur von begrenztem Wert, da
Codon 816, wie vorstehend gezeigt wurde, nur einen von einer Vielzahl von moglichen
Mutationsloci darstellt. Das Fehlen einer Mutation in Codon 816 bedeutet daher keineswegs, daf3
die Tyrosinkinase Kit nicht in einer oder mehreren anderen Regionen Mutationen aufweist, die
ebenfalls zu einer pathologischen Aktivierung der betroffenen Mastzellen fithren konnen. Die
hier dokumentierten Ergebnisse erlauben nun die Entwicklung einer erweiterten, nicht nur auf
Veranderungen in Codon 816 der Tyrosinkinase Kit beschridnkten molekularen Diagnostik. Nicht
abgeschitzt werden konnen heute die Auswirkungen von Mutationen in den nicht-kodierenden
Intron-Bereichen des c-kit Gens. Aber der Umstand, dass ein alternatives Startcodon in Intron 17
zu einem verkiirzten Kit-Molekiil fiihrt, das in verschiedenen Zellpopulation funktionell aktiv ist,

lasst fiir die Zukunft zu dieser Fragestellung neue Erkenntnisse erwarten. Und schlieBlich muss,
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wie einige Fallmitteilungen bereits gezeigt haben, zur Auslosung einer pathologischen Aktivitit
von betroffenen Mastzellen nicht unbedingt die Tyrosinkinase Kit genetisch verdndert sein.
Patienten ohne nachweisbare Mutation in der kodierenden Sequenz des c-kit-Gens kénnen Trager
von funktionell aktiven Mutationen in anderen Kinasen und Signaltransduktionsproteinen sein
wie JAK2 (Galderisi et al. 2006), PDGFRa (Gotlib et al. 2006), RASGRP4 (Galli et al. 2005) und
Src-Kinasen (Lennartsson et al. 2005).

Nach bisherigem Kenntnisstand scheint das Vorliegen von funktionell aktivierenden Mutationen
in den Tyrosinkinasen eine notwendige Vorbedingung fiir die Ausbildung eines systemischen
Mastzelliiberaktivitdtssyndroms zu sein. Die vielféltigen klinischen Verldufe der Erkrankung von
einer Befindlichkeitsstérung bis hin zur invalidisierenden Ausprigung der Beschwerden legen
allerdings nahe, dass sie allein nicht ausreichend ist, um eine klinisch ausgeprigte Manifestation
der Erkrankung herbeizufiihren. Vermutlich stellen die genetischen Verdnderungen in den
Tyrosinkinasen den ,,first hit in einem ,,zwei- oder mehr ,,hit“-Geschehen dar, das den klinischen
Phinotyp der Erkrankung mitbestimmt. Da bei 25 unserer 39 untersuchten Patienten die klinische
Manifestation der Erkrankung in deren Erinnerung mit einer Infektionserkrankung verbunden
war, konnte ein moglicher ,,second hit“ in einer besonderen, bislang unbekannten Form der
Aktivierung des Immunsystems bestehen. Aus den molekulargenetischen Erkenntnissen in der
Zusammenschau mit Verdnderungen im Immunsystem konnen moglicherweise neue
therapeutische Strategien erwachsen, die eine Verbesserung der bisherigen beschrinkten

therapeutischen Mdoglichkeiten (Alfter et al. 2007) darstellen.
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3. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die erste vollstindige Analyse der kodierenden Sequenz der
Tyrosinkinase Kit bei Patienten mit einem systemischen Mastzelliiberaktivitdtssyndrom. Die Ak-
tivitit dieser Tyrosinkinase bestimmt in Mastzellen entscheidend deren Aktivititszustand. Durch
funktionell relevante Mutationen kommt es zu einer Daueraktivierung der Kinase, die unabhingig
ist von der Bindung des endogenen Liganden stem cell factor, mit der Konsequenz einer
gesteigerten Proliferationsfahigkeit der betroffenen Mastzellen, einer Anreicherung von klonalen,

mutierten Gewebsmastzellen in Organen und einer erleichterten Mediatorfreisetzung aus ihnen.

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es, systematisch zu untersuchen, inwieweit ein
systemisches Mastzelliiberaktivitdtssyndrom als Folge von pathologischen Verdnderungen auf
genetischer Ebene von Mastzellen erklart werden kann. Die Analyse der mRNA aus Zellen der
humanen Mastzellleukdmiezelllinie HMC1, in der sich mit unserem Untersuchungsverfahren die
fiir diese Zellen bekannten genetischen Abweichungen, ndmlich die Deletion von S715, die
GNNKS510-513-Spleissvarianten und die Punktmutationen V560G und D816V nachweisen
lieBen, belegt, dass unser mutationsanalytische Verfahren dazu geeignet war, Abweichungen in

der Sequenz der Tyrosinkinase Kit auf mRNA-Ebene zu detektieren.

In der vorliegenden Untersuchung wurden sechs Isoformen des Gens c-kit gefunden (das fiir die
Tyrosinkinase Kit kodiert), die Folge von alternativem Spleissen der pra-mRNA von c-kit sind.
Die Isoform insQ252 wird hier erstmalig beschrieben. Zusétzlich zu diesen Spleissvarianten
wurden bei nahezu allen Patienten eine oder mehrere Punktmutationen gefunden, die aufgrund
threr Lage in der Aminosdurenkette der Tyrosinkinase geeignet sind, eine pathologische
Aktivierung von Kit und damit der betroffenen Mastzellen zu verursachen. Hierdurch konnten sie

zu der Intensitidt und dem Phianotyp der Mastzellerkrankung betragen.

Zweitens sollte der Frage nachgegangen werden, welche dauerhaften strukturellen Verdnderung-
en des Herzmuskelgewebes durch eine erhdhte Mastzellmediatorkonzentration ausgeldst werden
konnen. Der Nachweis einer diastolischen linksventrikuldren Dysfunktion im gepulsten Gewebe-
doppler belegt, dass es bei Patienten mit systemischer Mastozytose zu myokardialen funktio-
nellen und auch strukturellen Verdnderungen kommen kann, die in der Folge unter bestimmten

Umstédnden das Entstehen einer chronischen Herzinsuffizienz begiinstigen konnten.
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6. Anhang

Tabelle |

Ergebnisse der molekulargenetischen Analyse der c-kit-Transkripte in der Untersuchungspopu-
lation, in HMC1-Zellen und in gesunden Probanden. "Patient #" und "Vergleichsperson #":
laborinterne anonymisierte Bezeichnung der untersuchten Person. Est: expressed sequence tag.

Patient # Abweichungen in der von der cDNA abgeleiteten Amino-
sduresequenz der Tyrosinkinase Kit gegentber der
Referenzsequenz

0 Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

Del nt a2356 (Codon 778) = Leserasterverschiebung mit Stoppcodon an
Aminosdureposition 814

1 Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715

2 Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

Del nt c2311(Codon 764) = Leserasterverschiebung mit Stoppcodon an
Aminosédureposition 764

Ins von 63 Nukleotiden von Est AF95853 an nt2104

Ins von 48 Nukleotiden von Est AF95853 an nt2673

5 Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715

6 L18P

P31T

V214L

Ins Q252

D419G

K484R

Del GNNK510-513

Del S715

Ins Introns 18, 19, 20 (ex18-intr18-ex19-intr19-ex20-intr20-ex21)

10 Ins Q252

Del GNNK510-513

M541L

Y672S

E554K

Del S715

nt c2608g (Codon 870) stumme Mutation

12 Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715
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13

Ins Q252

E270K

D327N

E338K

M3511

Del GNNK510-513

Del S715

nt £2094c¢ (Codon 691) stumme Mutation

14

E53K

Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

Stoppcodon an Aminosdureposition 830
nt c2547t (Codon 849) stumme Mutation

15

Ins Q252

Del GNNK510-513

E554K

Del S715

E720K

M7241

E761K

H802Y

Stoppcodon an Aminosdureposition 830
nt t2205¢ (Codon 735) stumme Mutation
nt c2547t (Codon 849) stumme Mutation

16

ES3K

K116N

Ins Q252

G285R

Del GNNK510-513

Del S715

Stoppcodon an Aminosdureposition 830
nt c621t (Codon 200) stumme Mutation
nt c645t (Codon 208) stumme Mutation
nt t2205¢ (Codon 728) stumme Mutation

21

E53K

Ins Q252

Del GNNK510-513
V560G

G658E

Del S715

22

E5S3K

Ins Q252

S464L

Stoppcodon an Aminosdureposition 475
Del GNNK510-513

Del S715
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24

ES3K

Ins Q252

Del GNNK510-513

V560G

Ins R683

Del S715

nt gl404a (Codon 468) stumme Mutation
nt t2415¢ (Codon 805) stumme Mutation

25

Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

nt gl404a (Codon 468) stumme Mutation
nt t2415¢ (Codon 805) stumme Mutation

26

Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715

27

Ins Q252

Stoppcodon an Aminosdureposition 475
Del GNNK510-513

Del S715

100

Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715

101

Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715

102

Ins Q252

K259E

H265Q

L276S

F355L

Stoppcodon an Aminosdureposition 359
Del GNNK510-513
S709A

Del S715

A736V

D751Y

F782S

N787D

H790R

A829T

A837V

103

Ins Q252

Del 378-390 mit Leserasterverschiebung

Del GNNKS510-513

Del S715

in Exon 5 Insertion von 96 bp aus Chromosom 2
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104

Ins Q252

Ins nt1282¢g (Codon 420) mit Leserasterverschiebung
Del GNNK510-513

M541L

Del S715

nt g2607c (Codon 862) stumme Mutation

105

Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715

106

Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

In Exon 10 Insertion aus Chromosom 2

107

Del nt a153 mit Leserasterverschiebung und Stoppcodon an
Aminosdureposition 42

Ins nt 248a (im Leseraster)

Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

S821F

108

Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

nt a768g (Codon 256) stumme Mutation

109

Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

nt a1659g (Codon 553) stumme Mutation
nt c2415t (Codon 805) stumme Mutation

110

Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715

111

183D

T84H

E85G

A87G

E88R

A89S

Ins Q252

S396F

Del GNNK510-513
Del S715
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112

Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715

113

Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715

114

Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

nt ¢70t (Codon 24) stumme Mutation

116

Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

Zu Beginn von Exon 10 Insertion von > 133 bp aus Chromosom 5

117

E53K

Ins Q252

D419H

475 Stoppcodon

Del GNNK510-513

Del S715

Del in Exon 3

Del am Ende von Exon 8

118

E53K

Ins Q252

Del GNNK510-513
Del S715

Deletion in Exon 5

119

WS8R

C12S

E53K

Ins Q252

Q346L

E359V

Del GNNK510-513

Del S715

S821F

In Exon 3 Ins/Del <8 bp
In Exon 7 Ins/Del <10 bp
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121

E53K

Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

Komplexe Mutation zwischen Aminosauren 343-519
nt g243a (Codon 81) stumme Mutation

122

E53K

E73R

T74R

Ins Q252

Del GNNK510-513

M541L

Del S715

nt g2607¢ (Codon 869) stumme Mutation

130

Ins Q252

Del GNNK510-513
Del S715

D816V

HMC1 cells

Ins Q252

Del GNNK510-513
V560G

Del S715

D816V

Vergleichs-
person #

7

Ins Q252
Del GNNK510-513
Del S715

Ins Q252

Del GNNK510-513

M541L

Del S715

L8862V

nt 22547t (Codon 849) stumme Mutation

Ins Q252
Del GNNK510-513

11

Ins Q252
Del GNNK510-513

71

WS8R

Ins Q252

Del GNNK510-513

Del S715

nt t1116 (Codon 365) stumme Mutation




54

Tabelle 11

Vergleich der aus den Nukleotidsequenzen abgeleiteten Aminosduresequenzen der Tyrosinkinase
Kit des Menschen (Acc. no. NP000213), des Affen (Macaca; XP001089071), des Schweins
(BAE79801), des Rinds (XP612028), des Hundes (NP001003181), der Katze (NP001009837),
der Ratte (NP071600) und der Maus (NP066922) mit dem Programm Clustal W1.83
(http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/clustalw). Symbole: (-) fehlende Aminosaure; (*) Aminosaure
identisch bei allen aufgeflihrten Spezies; (:) konservativer Austausch der Aminosaure; (.) semi-
konservativer Austausch der Aminosaure; Leerstelle - hohe Variation der Aminosauren an dieser
Position. Rot: Aminosauren, fur die in der vorliegenden Untersuchung Austausche gefunden
wurden.

Mensch MRGARGAWDFLCVLLLLLR--VQTGSSQPSVSPGEPSPPSIHPGKSDLIVRVGDEIRLLC 58
Macaca MRGARGAWDFLCVLLFLLH--VQTGSSQPSVSPGEPSPPSIHPAKSEL IVRVGNEIRLLC 58
Schwein MRGARRAWDFLFVLQLLLR--VQTGSSQPSVSPEELSPPSIHPAKSEL 1VSAGDEIRLFC 58
Rind M- D-————- I LPKE-RWACSSQPSVSPGELSLPSIHPAKSEL1VSVGDEIRLLC 46
Hund MRGARGAWDFLCVLLLLLLLGVRTGSSQPSVSPGEPSLPSIHPAKSELIVSVGDELRLSC 60
Katze MRGARGAWDFLCVLLLLLR--VQTGSSQPSASPGEWSLPSIHPATSELIVSAGDEIRLLC 58
Ratte MRGARGAWDLLCVLLVLLRG--QTGTSQPSASPGEPSPPSIQPAQSELIVEAGDTIRLTC 58
Maus MRGARGAWDLLCVLLVLLRG——QTATSQPSASPGEPSPPSIHPAQSELIVEAGDTLSLTC 58
. - **** **x * * *** * * *xx -*: - * *
Mensch TDPGFVKWTFE-1LDETNENKQNEWI TEKAEATNTGKYTCTNKHGLSNS1YVFVRDPAKL 117
Macaca IDPGFVKWTFE-ILDETNENKQNEWI TEKAEATNTGKYTCTNKHGLSSSIYVFVRDPAKL 117
Schwein TD-GSVKWTFE-TLGQLSENTHAEWIVEKAEAMNTGNYTCTNEGGLSSSIYVFVRDPEKL 116
Rind TDPGFVKWTFE-ILGQLSEKTNPEWITEKAEATNTGNYTCTNKGGLSSSIYVFVRDPEKL 105
Hund TDPGFVKWTFE-TLGQLNENTHNEWITEKAEAGHTGNYTCTNRDGLSRS1YVFVRDPAKL 119
Katze TDPGFVKWTFE-TLGQSSEITHNEWITEKAEATNTGNYTCTNGGGLSSS1YVFVRDPAKL 117
Ratte TDPAFVKWTFE-I1LDVRIENKQSEWIREKAEATHTGKYTCVSGSGLRSS1YVFVRDPAVL 117
Maus IDPDFVRWTFKTYFNEMVENKKNEWIQEKAEATRTGTYTCSNSNGLTSSIYVFVRDPAKL 118
* x - *** - - o *kk Kkxkhk ** *xx . *x E R o *
Mensch FLVDRSLYGKEDNDTLVRCPLTDPEVTNYSLKGCQGKPLPKDLRFIPDPKAGIMIKSVKR 177
Macaca FLVDRSLYGKEDNDTLVRCPLTDPEVTSYSLKGCQGKPLPKDLRFVPDPKAGITIKSVKR 177
Schwein FLVDPPLYGKEDNDALVRCPLTDPEVTNYSLTGCEGKPLPKDLTFVADPKAGITIKNVKR 176
Rind FLIDLPLYGKEENDTLVRCPLTDPEVTNYSLTGCEGKPLPKDLTFVADPKAGITIRNVKR 165
Hund FLVDLPLYGKEGNDTLVRCPLTDPEVTNYSLRGCEGKPLPKDLTFVADPKAGITIRNVKR 179
Katze FLVDLPLYGKEDHDTLVRCPLTDPEVTNYSLRGCEGKPLPKDLTFVTDPKAGITIRNVKR 177
Ratte FLVGLPLFGKEDNDALVRCPLTDPQVSNYSL IECDGKSLPTDLKFVPNPKAGITIKNVKR 177
Maus FLVGLPLFGKEDSDALVRCPLTDPQVSNYSL IECDGKSLPTDLTFVPNPKAGITIKNVKR 178
**:- -*:*** *:*********:*:-*** *:**-**-** *:-:***** *:-***
Mensch AYHRLCLHCSVDQEGKSVLSEKF I LKVRPAFKAVPVVSVSKASYLLREGEEFTVTCTIKD 237
Macaca AYHRLCLHCSADQEGKSVLSDKF I LKVRPAFKAVPVVSVSKASYLLREGEEFTVTCTIKD 237
Schwein EYHRLCLHCSANQGGKSVLSKKFTLKVRAAIRAVPVVAVSKASYLLREGEEFAVMCLIKD 236
Rind EYHRLCLHCSANQRGKSMLSKKFTLKVRAAIKAVPVVSVSKTSYLLREGEEFAVTCLIKD 225
Hund EYHRLCLHCSADQKGRTVLSKKFTLKVRAAIRAVPVVSVSKTSSLLKEGEAFSVMCFIKD 239
Katze EYHRLCLHCSADRKGKSVLSKKFTLKVRAAIRAVPVVSVSKASHLLREGEEFSVMCLIKD 237
Ratte AYHRLCIRCAAQREGKWMRSDKFTLKVRAAIKAIPVVSVPETSHLLKEGDTFTVICTIKD 237
Maus AYHRLCVRCAAQRDGTWLHSDKFTLKVREAIKAIPVVSVPETSHLLKKGDTFTVVCTIKD 238

*****--*- - - - * **x KhkkX * * *** * - * ** -k - * * K* *kx



Mensch
Macaca
Schwein
Rind
Hund
Katze
Ratte
Maus

Mensch
Macaca
Schwein
Rind
Hund
Katze
Ratte
Maus

Mensch
Macaca
Schwein
Rind
Hund
Katze
Ratte
Maus

Mensch
Macaca
Schwein
Rind
Hund
Katze
Ratte
Maus

Mensch
Macaca
Schwein
Rind
Hund
Katze
Ratte
Maus

Mensch
Macaca
Schwein
Rind
Hund
Katze
Ratte
Maus
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VSSSVYSTWKRENSQ--TKLQEKYNSWHHGDFNYERQATLT ISSARVNDSGVFMCYANNT
VSSSVYSTWKRENSQ--TKLQEKYNSWHHGDFNYERQATLT I SSARVNDSGVFMCYANNT
VSSSVDSMWIRENSQ--TKAQVKRNSWHQGDFNFLRQEKLT ISSARVNDSGVFMCYANNT
VSSSVDSMWIKENSQQQTKAQMKKNSWHQGDFSYLRQERLT ISSARVNDSGVFMCYANNT
VSSFVDSMWIKENSQQ-TNAQTQSNSWHHGDFNFERQEKL 1 I SSARVNDSGVFMCYANNT
VSSSVDSMWIKENSPQ-TNAQPQSNSWHQGDFNFVRQERLT I SSARVNDSGVFMCYANNT
VSTSVDSMW I KLNPQPQSKAQVKRNSWHQGDFNYERQETLT I SSARVNDSGVFMCYANNT
VSTSVNSMWLKMNPQPQHIAQVKHNSWHRGDFNYERQETLTISSARVDDSGVFMCYANNT
**- *x X X - * - **** *xx o *x EE o o IR S S R
FGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMINTTVFVNDGENVDLIVEYEAFPKPEHQQWIYMNRTF
FGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMINTTVFVNDGENVDL IVEYEAFPKPEHQQWIYMNRTF
FGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMMNTTVFVNDGEDVDL IVEYEAYPKPEHRQWIYMNRTA
FGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMMNTTVFVNDGENVDLVVEYEAYPKPVHRQWIYMNRTS
FGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMMSTT IFVNDGONVDLIVEYEAYPKPEHQQWIYMNRTF
FGSANVTTTLEVVAKGFINIFPMMNTT IFVNDGENVDL IVEYEAYPKPEHQRWVYMNRTL
FGSANVTTTLKVVEKGFINIFPVKNTTVFVTDGENVDLVVEFEAYPKPEHQQWIYMNRTP
FGSANVTTTLKVVEKGFINISPVKNTTVFVTDGENVDLVVEYEAYPKPEHQQWIYMNRTS

KAhAAkAAkAAk=-K,kk *hkkhAxkik K- KAk =kkhk Khk-=KAAkk-Xk-kk-Kkkkhk K=--k=-kkkhkk

TDKWEDYPKSENESNIRYVSELHLTRLKGTEGGTYTFLVSNSDVNAATAFNVYVNTKPEI
TDKWEDYPKSENESNIRYVSELHLTRLKGTEGGTYTFLVSNSDVNASIAFNVYVNTKPEI
TDKWEDYPKSENESNIRYVSELHLTRLKGTEGGTYTFLVSNADVNSSVTFNVYVNTKPEI
TDKWDDYPKSENESNIRYVNELHLTRLKGTEGGTYTFHVSNSDVNSSVTFNVYVNTKPEI
TDKWEDYPKSDNESNIRYVSELHLTRLKGNEGGTYTFQVSNSDVNSSVTFNVYVNTKPEI
TDKWEDYPKSDNESNIRYVSELHLTRLKGNEGGTYTFQVSNSDVNSSVTLNVYVNTKPEI
TNRGEDYVKSDNQSNIRYVNELRLTRLKGTEGGTYTFLVSNSDVSASVTFDVYVNTKPEI
ANKGKDYVKSDNKSNIRYVNQLRLTRLKGTEGGTYTFLVSNSDASASVTFNVYVNTKPEI

--- *Ah KAk -KmXhkAAkA ~K-kAkXxkxk Ak *TXxAAXxixkx xXxk=-Kk == === E Rk ok

LTYDRLVNGMLQCVAAGFPEPT IDWYFCPGTEQRCSASVLPVDVQTLNSSGPPFGKLVVQ
LTYDRLVNGMLQCVAAGFPEPT IDWYFCPGTEQRCSASVLPVDVQTLNASGPPFGKLVVQ
LTHDRLMNGMLQCVAAGFPEPT IDWYFCPGTEQRCSVPVGPVDVQIQNSSVSPFGKLVIH
LTHDRLVNGMLQCVAAGFPEPT IDWYFCPGTEQRCSVPVGPVDVQIQNSSVSPFGKLVVY
LTHESLTNGMLQCVVAGFPEPAVGWYFCPGAEQRCSVP I GPMDVQMQNSSLSPSGKLVVQ
LTHESLVSGILQCLVAGFPEPTVDWYFCPGAEQRCPVPVGPLDVQMQNSSVSPSGKLVVQ
LTYDRLMNGRLQCVAAGFPEPT IDWYFCTGAEQRCTVPVPPVDVQIQNASVSPFGKLVVQ
LTYDRLINGMLQCVAEGFPEPT IDWYFCTGAEQRCTTPVSPVDVQVQNVSVSPFGKLVVQ

*k=-=- x * Xkk - *Ahkkhkkkh == Fhkkikk *-kk*kk = X =k%kk * * * *kkk-

SSIDSSAFKHNGTVECKAYNDVGKTSAYFNFAFKGNNKEQ IHPHTLFTPLLIGFVIVAGM
SSIDSSAFKHNGTVECKAYNDVGKTSAYFNFAFKGNNKEQIHPHTLFTPLLIGFVIVAGM
SSIDYSAFKHNGTVECRAYNDVGKSSAFFNFAFK----EQIHAHTLFTPLL IGFVIAAGM
STIDDSTFKHNGTVECRAYNDVGKSSASFNFAFK----EQIHAHTLFTPLLIGFVIAAGL
SSIDYSAFKHNGTVECRAYNNVGRSSAFFNFAFK—---EQIHPHTLFTPLL IGFVIAAGM
SSIDYSAFKHNGTVECRASNNVGKTSAFFNFAFKGNSKEQMHPHTLFTPLLIGFVIAAGM
SSIDSSVFRHNGTVECKASNAVGKSSAFFNFAFKGNSKEQIQPHTLFTPLLIGFVVTAGL
SSIDSSVFRHNGTVECKASNDVGKSSAFFNFAFK----EQIQAHTLFTPLL 1GFVVAAGA

Kemkk K K-kAAkAXAk-Kk K* kkhk--)kk *hxkhkiikx Kk == KhkAAAkAAAkAAkA- K%

MCIITVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEE INGNNYVY IDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL
MCHIVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEE INGNNYVY IDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL
MCHIVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEE INGNNYVY IDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL
MCIFVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEE INGNNYVY IDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL
MCIIVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEE INGNNYVY IDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL
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