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Abkürzungsverzeichnis  

 

ACE   Angiotensin converting enzyme 

AT1   Angiotensin 1 

BSA   Bovine serum albumine 

cDNA   Copy-Desoxyribonukleinsäure 

CD117   Tyrosinkinase Kit Antigen 

EDTA   Ethylendinitrolontetraessigsäure 

EKG   Elektrokardiographie 

GIST   Gastro-intestinale Stromatumore 

GNNK   Aminosäurensequenz (Glycin-Asparagin-Asparagin-Lysin) 

HMC1   Human mast cell leukemia cell line 1 

JAK2   Januskinase 2   

mAb   Mouse antibody 

MACS   Magnetic activated cell sorting 

mRNA   Messenger Ribonukleinsäure 

PBS   Physiological buffer solution 

PCR   Polymerase chain reaction 

PDGFR α  Platelet-derived growth factor receptor α 

PW-Doppler  Pulse-wave doppler 

RASGRP4  RAS (rat sarcoma) Guanyl-Releasing Protein 4   

RNA   Ribonukleinsäure 

RT-PCR  Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion   

SCF   Stem cell factor 

Src-Kinasen  Src (sarcoma) Kinasen    

TDI   Tissue doppler imaging 
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Einleitung 

 

1.1. Hintergrund der vorliegenden Untersuchung 

 

Mastzellen wurden erstmals von Ehrlich als granuläre Zellen beschrieben, die mit einem basisch-

en Farbstoff metachromatisch angefärbt werden können (Ehrlich 1879). Aus der Vorstellung 

heraus, dass die Granula von den Zellen phagozytiert worden wären, benannte Ehrlich die Zellen 

mit dem Begriff Mastzellen. Später wurde klar, dass die Granula Mediatoren enthalten, die in der 

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

 

Mastzellen entwickeln sich im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen und gelangen als 

unreife Vorstufen in die Gewebe und Organe des Organismus. Dort reifen sie in Abhängigkeit 

von gewebespezifischen Faktoren aus. Entgegen der ursprünglichen Ansicht sind Mastzellen  

nicht ausschließlich für 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, für 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;  Übersicht 

in Tabelle 1, Seite 11). Die bevorzugte Lokalisation von Mastzellen in der unmittelbaren Nähe 

von Gefäßen und Nerven (McKay und Bienenstock 1994, Theoharides 1996, Park et al. 2003, 

Barbara et al. 2004, Crivellato et al. 2004, Silver et al. 2004) befähigt sie besonders zur 

Kommunikation mit dem peripheren und enterischen Nervensystem. Alle Gewebe, besonders 

jene, über die der Organismus direkt mit der Außenwelt 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 ursächlich an so 

häufig auftretenden kardialen Funktionsstörungen 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 ortsständigen 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 
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veränderten Gewebsmastzellen in Organen sowie einer erleichterte Mediatorfreisetzung aus ihnen 

gekennzeichnet ist. Die vielfältigen klinischen Symptome wie Übelkeit, Durchfall, Darmkrämpfe, 

Ulcus ventriculi, Flush, Pruritus, Kopfschmerzen, Knochenschmerzen oder Hepatosplenomegalie, 

die jeweils für sich alleine genommen ohne große diagnostische Aussagekraft sind, ergeben in 

der Zusammenschau eine diagnoseweisende Befundkonstellation, das so genannte Mastzellme-

diatorsyndrom (Roberts und Oates 1991; Molderings et al. 2006). Nach Ausschluß von 

Erkrankungen, die von einer Mastzellhyperplasie und damit von Mastzellmediatorbeschwerden 

begleitet werden können (Tabelle 2, Seite 12), ist nach derzeitigem Verständnis der Mast-

zell(patho)physiologie das Mastzellmediatorsyndrom Ausdruck einer pathologisch gestörten 

Überfunktion der betroffenen einzelnen Mastzellen im Rahmen einer systemischen Mastozytose. 

Die Symptome des Mastzellmediatorsyndroms resultieren aus der Freisetzung der über 40 bio-

logisch aktiven Mediatoren (Abbildung 1; Übersicht in Crivellato et al. 2004, Alfter et al. 2007), 

die in den Mastzellen gespeichert sind bzw. auf Reiz hin de-novo gebildet werden können sowie 

aus einer pathologischen Infiltration der verschiedenen Organe.  

 

 

 

 

Gespeicherte Mediatoren
Histamin

     Proteasen 
     Peroxidase 
     Serotonin 
     Heparin 
     GM-CSF 
      IL-4, TNFα

                       Neu gebildete Mediatoren 
                                IL-2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 

                               12, 13, 15, 18, 21, 23 
                           Prostaglandine 
                           Leukotriene 
                           VGEF, NGF, FGF 
                            Inteferon α, ß, γ 
                             PAF, TGF-ß 

                   CCL3, CCL2 
                   CRCH, TSLP 
                   CXCL10 
 

 

 

 

 

Abbildung 1 
Übersicht 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. 
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Die Konsensus-Klassifikation der systemischen Mastozytosen unterscheidet als Hauptformen die 

indolente systemische Mastozytose, die systemische Mastozytose mit einer klonalen, nicht von 

Mastzellen abgeleiteten hämatopoetischen Begleiterkrankung, die aggressive systemische 

Mastozytose und die Mastzellleukämie. Diese Hauptformen können unter Berücksichtigung 

histologischer und molekulargenetischer Kriterien noch weiter differenziert werden (Übersicht 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-

membranären Rezeptortyrosinkinase, dem Kit-Rezeptor, die von den Mastzellen während ihrer 

Entwicklung exprimiert wird. Untersuchungen der letzten Jahre haben als eine Voraussetzung für 

die Entstehung einer systemischen Mastozytose Veränderungen der Aminosäuresequenz der 

Rezeptorkinase Kit durch Mutation in dem Gen c-kit, das für diese Tyrosinkinase kodiert, 

aufgezeigt (Übersicht in Valent et al. 2003). Durch funktionell relevante, auch als „aktivierende“ 

Mutationen bezeichnete, Mutationen kommt es zu einer SCF-unabhängigen Daueraktivierung der 

Kinase mit der Konsequenz einer gesteigerten Proliferationsfähigkeit dieser Mastzellen, einer 

Anreicherung von klonalen, mutierten Gewebsmastzellen in Organen und einer erleichterten 

Mediatorfreisetzung aus ihnen. Durch Analyse einiger weniger, ausgewählter 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 für bestimmte neoplastische Erkrankungen typisch zu sein. So 

fanden sich Mutationen in den Exonen 9, 11 und 13 des c-kit-Gens regelmäßig bei Patienten mit 

gastrointestinalen Stromatumoren (GIST; Hirota et al. 1998). Für die akute myeloische 

Leukämie, 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 Mastzellleukämie 

(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 

Tumorentität 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 Mastzellüberaktivitätsstörung als Folge von pathologischen Veränderungen auf genetischer 

Ebene von Mastzellen erklärt werden kann. Bislang haben sich derartige Untersuchungen im 

wesentlichen auf wenige der 21 Exone der Tyrosinkinase Kit, sowie der Tyrosinkinase  PDGFRα 

beschränkt. Da eine solche Beschränkung historisch, aber nicht sachlich begründet ist, sind wir 

von der Arbeitshypothese ausgegangen, dass auch andere Domänen der Tyrosinkinase Kit für 

eine pathologische Aktivität der betroffenen Mastzelle und damit für die Auslösung einer patho-

logischen Mastzellmediatorfreisetzung von Bedeutung sein können. Um dies zu untersuchen, 

haben wir die gesamte für Kit kodierende Gensequenz auf mRNA-Ebene für alle eingeschlos-

senen Probanden sowie für Zellen der humanen Mastzellleukämiezelllinie HMC1 sequenziert und 

mit der Referenzsequenz verglichen. Zweitens sollte der Frage nachgegangen werden, welche 

dauerhaften strukturellen Veränderungen des Herzmuskelgewebes durch eine erhöhte Mastzell-

mediatorkonzentration bei Patienten mit systemischer Mastozytose ausgelöst werden können.
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Tabelle 1 
Erkrankungen, für die pathogenetisch eine gesteigerte Mastzellaktivität bekannt ist oder vermutet 
wird (modifiziert nach Theoharides et al. 2007). 
 

Erkrankung pathophysiologische Konsequenzen einer 

gesteigerten Mastzellaktivität 

Asthma bronchiale Bronchokonstriktion, Entzündungserscheinungen 

Atopische Dermatitis Dilatation der Hautgefäße, T-Zell-Rekrutierung, 

Entzündung, Juckreiz 

Chronisches Müdigkeitssyndrom Erschöpfung, Entzündungszeichen im Hirngewebe 

Chronische Prostatitis Entzündung der Prostata, Schmerzen 

Entzündliche Darmerkrankungen Gastrointestinale Entzündung, Schmerzen 

Fibromyalgie Muskelentzündung, Schmerzen 

Interstitielle Cystitis Schädigung der Harnblasenmucosa, Entzündung, Schmerzen

Koronare Herzerkrankung Koronargefäßentzündung, myokardiale Ischämie 

Migräne Meningeale Vasodilatation, Entzündung, Schmerzen 

Multiple Sklerose gesteigerte Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke, 

Entzündungszeichen im Hirngewebe, Demyelinisierung, 

T-Zell-Aktivierung 

Neurofibromatose Wachstum von Hautnerven, Fibrose 

Osteoarthritis Gelenkerosionen, Entzündung, Schmerzen 

Psoriasis Hautentzündung, T-Zell-Rekrutierung 

Rheumatoide Arthritis Gelenkentzündung, Knorpelerosion 

Rhinosinusitis Entzündung der Schleimhaut in Nase und Nebenhöhlen 
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Tabelle 2 
Relevante Differenzialdiagnosen, die für die Einordnung eines systemischen Mastzellmediator-
syndroms als Manifestation einer systemischen Mastozytose berücksichtigt werden müssen. 
 
 

 
Endokrine Erkrankungen 
Diabetes mellitus 
Porphyrie 
Heriditäre Hyperbilirubinämien 
Schilddrüsenerkrankungen 
Heriditäres Angioödem 
 
Gastrointestinale Erkrankungen 
Helicobacter pylori-positive Gastritis 
Infektiöse Enteritis 
Parasitosen 
Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 
Zöliakie  
Laktose-/Fruktoseintoleranz 
Mikroskopische Colitiden 
Amyloidose 
Mechanische Darmirritationen (Briden, Volvulus u. ä.) 
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 für den Einschluss von Patienten und gesunden Probanden in die 

Untersuchung 

 

Neununddreißig Patienten (27 Frauen und 12 Männer) mit den klinischen Zeichen eines Mastzell-

mediatorsyndroms als Ausdruck eines systemischen Mastzellüberaktivitätssyndroms wurden 

zwischen Mai 2005 und April 2008 an den Universitätskliniken Bonn für die vorliegende 

Querschnittstudie rekrutiert. Die Diagnose systemisches Mastzellüberaktivitätssyndrom mit 

Mastzellmediatorsyndrom wurde auf der Grundlage des Bestehens von episodischen oder 

chronischen systemischen mastzellmediatorbedingten Symptomen während der vorangegangenen 

2 Jahre gestellt. Eine ausführliche 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 können, wurden durch die Bestimmung von für 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-Universität 

Bonn als berufsethisch unbedenklich genehmigt worden waren. Zur Verifizierung des Unter-

suchungsverfahrens wurde die humane Mastzellleukämie 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 venösen Blut 

 

Peripheres, venöses Blut wurde durch Punktion der Kubitalvene der Probanden mittels einer 

Kanüle 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 

Für die Isolierung mononukleärer Zellen wurde ein Verfahren verwandt, dessen Prinzip auf der 

Auftrennung des Vollblutes über einer geschichteten Flüssigkeitssäule aus Komponenten 

unterschiedlicher Dichte beruht. Da Antikörper 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 durchgeführt: 

- Vollblut verdünnen mit PBS (physiological buffer solution), die  2 mM EDTA + 0,5% 

BSA (bovine serum albumine) enthält (pH 7,2; 4-8°C): 10-15 ml Vollblut mit PBS auf 50 

ml auffüllen 

- eine Schicht von 35 ml verdünntem Blut über 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 überführen 

- das Falcon Tube auf 20 ml mit PBS (+ BSA + EDTA) auffüllen, vorsichtig mischen und 

bei 400 x g 10 Minuten lang bei 20°C zentrifugieren; den gesamten Überstand entfernen 

- das Zellpellet in 20 ml PBS (+BSA + EDTA) resuspendieren und bei 200 x g 15 Minuten 

lang bei 20°C zentrifugieren; den Überstand 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 Überstand 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, antikörpergekoppelten Kügelchen, die 

keinen Einfluss auf die Funktionalität der Zellen haben (Schumm et al. 1999). Das Zelleluat wird 

über eine Säule geleitet, die in einem Magneten eingespannt ist. Zellen, die mit dem Antikörper 

markiert wurden, werden von dem Magneten in der Säule zurückgehalten, die anderen Zellen 

fließen durch die Säule durch. Nach dieser Selektion wird die Säule aus dem Magnetfeld entfernt 

und die markierten Zellen mit einem Stempel und Pufferlösung aus der Säule gedrückt. In dem 

nachstehend beschriebenen Isolierungsschema erfolgte die Selektion mit dem Antikörper für 

CD117 positive Zellen. 

- das Zellpellet in 275 μl PBS resuspendieren 

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

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

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

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

Überstand abpipettieren 

- Zellen in 500 μl PBS resuspendieren 

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

- Säule vorbereiten, indem man 500μl PBS einfüllt und ganz durchlaufen lässt 

- Zellsuspension auf die Säule auftragen 

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

Tube aufgefangen 

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

durchlaufen lassen) 

- die Säule aus dem Magnetfeld entfernen und auf ein passendes Gefäß (15 ml Tube) 

aufsetzen 

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

lösung durchpumpen 

Dieses Eluat enthält 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 überlappenden Fragmenten der die Tyrosinkinase Kit kodierenden cDNA mit 400-820 

Basenpaaren führten. Die Primer-Sequenzen  (Tabelle 3, nächste Seite) wurden anhand der 

humanen c-kit Referenzsequenz (Accessionnummer NM000222) ausgewählt. In der PCR wurden 

ca. 20 ng cDNA, Failsafe PCR buffer G (Epicentre, Madison, WI,  USA) und 1 U Taq DNA 

Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in einem Gesamtvolumen von 50 μl 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 anschließend 1 

Minute Verlängerung bei 72°C. Die letzte Verlängerungsperiode 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 

Gelstücken extrahiert. Die PCR-Produkte wurden anschließend bei Qiagen (Hilden, Deutschland) 

direktsequenziert.  

 

2.1.4. Kardiale Untersuchungstechniken 

 

Um mehr über die möglichen 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 

(Geräte-Hersteller: GE Medical Systems, Modell: MAC® 1200 ST). Zusätzlich wurde ein Lang-

zeit-EKG über 24 Stunden (Holter-EKG) inklusive RR-Varianzbestimmung (Gerätehersteller: 

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 Organverhältnisse durchgeführt (Geräteher-

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

 

Die Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Verhältnisse der Expressionsstärken der 

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



Tabelle 3 
Sequenzen der Vorwärts- und Rückwärts-Primer, die zur PCR-Amplifikation eingesetzt wurden 
 

Primersequenz Lage in der kodierenden Sequenz von 
c-kit 

Anheftungs- 
temperatur 

Vorwärtsprimer: 5´-CGAGAGCTGGAACGTGGACC -3´ 

Rückwärtsprimer:  5´-CACGTTGAGTACACAGAACTAG -3´ 

Rückwärtsprimer:  5´-ATTTAGGTGACACTATAGACTCCTGTAGTTTAGTCTGCTG -3´ 

Rückwärtsprimer:  5´-CATTTAGGTGACACTATAGACTCCTGTAGTTTAGTCTGAC -3´ 

5´-UTR -49 - -30 

716 - 737 

754 - 771 

752 - 771 

57oC 

Vorwärtsprimer: 5´-GGCTCTGTCTGCATTGTTCTG -3´ 

Vorwärtsprimer: 5´-TAATACGACTCACTATAGGGGAAAAGAGAAAACAGTCAGCAG -3´ 

Vorwärtsprimer: 5´-TAATACGACTCACTATAGGGGAAAAGAGAAAACAGTCAGAC -3´ 

Rückwärtsprimer: 5´-CTCGTTAGATGAAGTTCACTTAC -3´ 

542 – 562 

738 – 756 

738 – 758 

1120 - 1142 

54oC 

Vorwärtsprimer: 5´-GCAGTGGATCTATATGAACAG -3´ 

Rückwärtsprimer: 5´-GGATTTGCTCTTTGTTGTTAC -3´ 

Rückwärtsprimer: 5´-GATGGATTTGCTCTTTAAATGC -3´ 

Rückwärtsprimer: 5´-CATTTAGGTGACACTATAGAGGATTTGCTCTTTGTTGTTAC -3´ 

Rückwärtsprimer: 5´-CATTTAGGTGACACTATAGAGATGGATTTGCTCTTTAAATGC -3´ 

1038 – 1058 

1529 – 1550 

1519 – 1552 

1529 – 1550 

1519 - 1552 

54oC 

Vorwärtsprimer: 5´-TAATACGACTCACTATAGGGGTAACAACAAAGAGCAAATCC -3´ 

Vorwärtsprimer: 5´-TAATACGACTCACTATAGGGCATTTAAAGAGCAAATCCATC -3´ 

Rückwärtsprimer: 5´-CATTTAGGTGACACTATAGACTCATTAGTACTATCGCTGCAG -3´ 

Rückwärtsprimer: 5´-CATTTAGGTGACACTATAGAGTACTCATTAGTACTATCGCAG -3´ 

1529 – 1549 

1520 – 1552 

2139 – 2160 

2139 - 2163 

54oC 

18 



19 

 

 

Vorwärtsprimer: 5´-TAATACGACTCACTATAGGGCAAAGGAGTCTTCCTGCAGC -3 

Vorwärtsprimer: 5´-TAATACGACTCACTATAGGGCAAAGGAGTCTTCCTGCGATAG -3 

Rückwärtsprimer:´5´-CTGCTTCCTAAAGAGAACAG -3´ 

2126 – 2145 

2126 – 2150 

2584 - 2603 

54oC 

Vorwärtsprimer: 5´-GACTACCTGTGAAGTGGATG -3´ 

Rückwärtsprimer: 5´-CAGAAAGACAGGATTGCAGTG -3´ 

2489 – 2508 

3´-UTR +112 - +132 

57oC 

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

Kursive Buchstaben: Sequenzen der universellen Primer T7 und SP6. 
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3. Ergebnisse 

 

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

peripheren venösen 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 Verhältnis von Männern zu Frauen lag bei 1:2,25. Die Dauer 

der Erkrankung seit der „Erstmanifestation“ des Mastzellmediatorsyndroms bis zum Rekru-

tierungsende unserer Untersuchung schwankte zwischen ¼ und 56 Jahren mit einem Median von 

9 Jahren. Das Alter der zufällig ausgewählten (nicht alters- und geschlechtsangepassten) 

gesunden fünf Vergleichspersonen betrug zwischen 25 und 66 Jahre mit einem Median von 31 

Jahren. Das Geschlechterverhältnis (Männer zu Frauen) lag hier bei 1:1,5. 

 

Alle Patienten wiesen Mastzellmediator-induzierte Symptome in unterschiedlicher Ausprägung 

auf, die nach Ausschluss der relevanten Differenzialdiagnosen als Manifestation eines system-

ischen Mastzellüberaktivitätssyndroms eingeordnet werden konnten. Fast alle Patienten klagten 

über rezidivierende und/oder länger anhaltende Symptome wie Fatigue, Nausea, körperliche 

Erschöpfung, abdominelle Schmerzen und Stuhlgangsanomalien in Form von Diarrhoe und/oder 

Obstipation (Tabelle 4, Seite 21). Kardiovaskuläre Symptome, eine Hypercholesterinämie sowie 

Beschwerden von Seiten des zentralen und peripheren Nervensystems fanden sich bei ¾ der 

Patienten. Flushsymptomatik, sowie Zeichen einer Cholestase, Gewichtsverlust, pulmonale 

Beschwerden und/oder eine Osteoporose mit oder ohne Knochenschmerzen fanden sich bei der 

Hälfte der dahingehend untersuchten Patienten (Tabelle 4, Seite 21). In der Hälfte aller Patienten 

fanden wir Zeichen einer Leberbeteiligung, eine Splenomegalie, sowie Zeichen einer 

Blutungsneigung (Tabelle 4, Seite 21). Es war auffällig, dass nur 55% der Patienten einen 

erhöhten Tryptasespiegel im peripheren Venenblut und/oder eine erhöhte Ausscheidung von N-

Methylhistamin im Urin aufwiesen. Eine Eosinophilie im Blut als Folge einer Mastzellüber-

funktion war bei 13% der Patienten nachzuweisen.  
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Tabelle 4 
Häufigkeiten von klinischen Beschwerden, und Befunden, die in der vorliegenden Untersuchung 
auf die unkontrollierte Freisetzung von Mastzellmediatoren in 39 Patienten mit einem systemi-
schen Mastzellüberaktivitätssyndrom zurückzuführen sind und wesentlich das so genannte Mast-
zellmediatorsyndrom ausmachen. 
  

Allgemeine und konstitutionelle Symptome 

 Fatigue 95% 

 Körperliche Erschöpfung 97% 

 Gewichtsverlust 64% 

Gastrointestinale Symptome 

 Übelkeit 92% 

 Abdominelle Schmerzen 100% 

 Stuhlgangsanomalien: Diarrhoe 85%; Obstipation 15% 

 Nicht-kardiale Brustschmerzen 65% 

Symptome einer Leberbeteiligung 

Erhöhung der Lebertransaminasen (bis zum Zweifachen des Normalwertes) 50% 

 γGT 27% 

 GPT 32% 

 GOT 19% 

Erhöhte Bilirubinkonzentration im Blut (bis zu 2.5 mg/dL)  31% 

Morphologische Veränderungen in der Leber und Milz im Ultraschallbild  

 Fettleber 10% 

 Hepatomegalie  14% 

 Splenomegalie  25% 

Kardiovaskuläre Symptome 

 Tachykardie 74% 

 Blutdruckunregelmäßigkeiten: Hypotension 69%; Hypertension 26% 

 

 



 

 

22

Symptome des Knochengerüstes 

 Osteoporose / Osteopenie 56% 

Neuropsychiatrische Symptome 

 Kopfschmerzen 76% 

 Periphere Neuropathie 81% 

Verminderte Aufmerksamkeitsvermögen, 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 Blutgerinnungsstörung 58% 

Pathologisch veränderte Laborwerte 

 Erhöhte Tryptase und/oder Histamin im Blut und/oder Methylhistamin  

im Urin 55% 

 Hypercholesterinämie (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 Mastzellvorläuferzellen identifiziert werden (Abbildung 2). Aus 36 ml Vollblut 

konnten ca. 50000 Mastzellvorläuferzellen 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. Maßstabsbalken, 10 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3. Ergebnisse der Mutationsanalyse 

In den Untersuchungen an mRNA aus Zellen der humanen Mastzellleukämiezelllinie  HMC1 ließ 

sich mit unserem Untersuchungsverfahren die für diese Zellen bekannte Deletion von S715, die 

GNNK510-513-Spleissvarianten und die Punktmutationen V560G und D816V nachweisen 

(Abbildung 3, nächste Seite). Zusätzlich fand sich eine Einfügung von Glutamin in Position 252 

der Aminosäurenkette (Abbildung 3). 

 

Bei allen untersuchten Personen (also 39 Patienten und 5 gesunden Vergleichspersonen) war an 

Position 252 der Aminosäurenkette die Aminosäure Glutamin in unterschiedlichem Ausmaß zu-

sätzlich eingefügt (Abbildung 3; Tabelle I, Seite 48ff). Im extrazellulären Teil von Kit, nahe der    

 



 

 

24

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 Länge der Amplifikate ist 
unter den Pfeilen angegeben. Für Patient #1 sind Sequenzelektropherogramme abgebil-
det, in denen die Insertion  (roter Buchstabe) der Aminosäure Glutamin (Q) an Position 
252 der Aminosäurenkette oder die Wildtypsequenz an dieser Position gezeigt ist. Bei 
Vergleichsperson #11 waren die Banden für die Spleissvariante insQ252 so schwach, dass 
sie in der obigen Abbildung kaum zur Darstellung kommen.
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juxtamembranären Region findet sich die Aminosäure-Sequenz GNNK (Glycin – Asparagin – 

Asparagin – Lysin; Aminosäuren 510-513). Als Folge einer alternativen Spleissstelle gibt es eine 

Spleissvariante, in der diese 4 Aminosäuren fehlen (GNNK[-]). Bei nahezu allen Patienten (Aus-

nahmen: Pat. #10, #15 und #16) fehlte die Aminosäure Serin an Position 715 der Aminosäuren-

kette (Tabelle I, Seite 48ff). Diese Deletion fand sich auch bei den Probanden #7, #8 und #71 der 

gesunden Vergleichsgruppe. Die Verhältnisse der Expressionsstärken der korrespondierenden 

Spleissvarianten zueinander, also die Quotienten aus den Expressionsstärken von der Spleissva-

riante mit der Insertion 252Q und der ohne diese Insertion (252Q⊕/(-)), von der Spleissvariante 

ohne die vier Aminosäuren GNNK an den Aminosäurepositionen 510-513 und der Wildtypvari-

ante (GNNK(-)/⊕) sowie von der Spleissvariante ohne die Aminosäure Serin an der Aminosäu-

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 Expressionsstärken der jeweiligen 

Verhältnisse 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 nächsten Seite) 
Statistische Analyse der Quotienten aus den Expressionsstärken von der Kit-Spleissvariante mit 
der Insertion 252Q und der ohne diese Insertion (252Q⊕/(-)), von der Spleissvariante ohne die 
vier Aminosäuren GNNK an den Aminosäurepsoitionen 510-513 und der Wildtypvariante 
(GNNK(-)/⊕) sowie von der Spleissvariante ohne die Aminosäure Serin an der Aminosäurenposi-
tion 715 und der Wildtypvariante (715S(-)/⊕). Vergleich zwischen unserem Patientenkollektiv 
und einem Vergleichskollektiv aus gesunden Probanden. (Zusätzlich zu den Daten der 5 speziell 
für diese Studie rekrutierten gesunden Probanden wurden von Dr. Molderings Untersuchungs-
daten zu 12 weiteren gesunden Probanden aus einer noch unveröffentlichten Studie zur Verfü-
gung gestellt, um einen für eine statistische Analyse ausreichenen Stichprobenumfang der Ver-
gleichsgruppe der gesunden Probanden zu gewährleisten. Diese zusätzlichen Probanden waren 
im gleichen Labor mit denselben Methoden untersucht worden.) SEM -Fehler des Mittelwertes. 
Die unterschiedlichen Stichprobenümfänge resultieren aus dem Umstand, dass aus technischen 
Gründen nicht für alle Untersuchungspersonen die Expressionsstärken aller Spleissvarianten 
bestimmt werden konnten. 
 

 252Q⊕/(-)  

 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 Expressionsstärken von der Kit-Spleissvariante mit der Inser-
tion 252Q und der ohne diese Insertion (252Q⊕/(-)), von der Spleissvariante ohne die vier 
Aminosäuren GNNK an den Aminosäurepsoitionen 510-513 und der Wildtypvariante 
(GNNK(-)/⊕) sowie von der Spleissvariante ohne die Aminosäure Serin an der Aminosäuren-
position 715 und der Wildtypvariante (715S(-)/⊕). Vergleich zwischen unserem Patienten-
kollektiv (P; rote Symbole) und einem Vergleichskollektiv aus gesunden Probanden (G; grüne 
Symbole). Ordinate: Quotienten aus den Expressionsstärken. Die schwarzen Querbalken 
repräsentieren den jeweiligen Mittelwert.  
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Zusätzlich zu diesen Spleissvarianten wurden zahlreiche Abweichungen in der Aminosäure-

sequenz der Tyrosinkinase Kit, die aus den Transkripten abgeleitet wurden, gefunden (Tabelle I, 

Seite 48ff). Zusammengefaßt ergibt sich folgende Zuordnung zu den Regionen der Tyrosinkinase 

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

Zusätzlich zu diesen Spleissvarianten wurden zahlreiche Abweichungen in der Aminosäure-

sequenz der Tyrosinkinase Kit, die aus den Transkripten abgeleitet wurden, gefunden (Tabelle I, 

Seite 48ff). Zusammengefaßt ergibt sich folgende Zuordnung zu den Regionen der Tyrosinkinase 

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

  

Extrazelluläre Region  Extrazelluläre Region  
  

Ligand (SCF)-bindungsdomäne (Immunoglobulin-ähnliche Motive 1-3;  
Aminosäuren 1-308) 
 W8R 
 C12S 

  L18P 
Codon 18: Deletion nt a53 mit Leserasterverschiebung und 

Stoppcodon an Aminosäureposition 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 Größe 
  Exon 3: Deletion/Insertion von ≤ 8 bp 
  Exon 5: Insertion von 96 bp aus Chromosom 2 Exon 5: Insertion von 96 bp aus Chromosom 2 
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

Dimerisationsdomäne (Immunoglobulin-ähnliches Motiv 4; 
Aminosäuren 309-410) 

  D327N (in 2 Patienten) 
  E338K 
  Q346L 
  M351I 
  F355L 
  E359V 
  359 Stoppcodon 
  S396F 
  Exon 6: komplexe Deletion/Insertion 
  Exon 7: Deletion/Insertion < 10 bp 
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Proteolytische Teilungsdomäne (Immunoglobulin-ähnliches Motiv 5; 
Aminosäuren 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) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Membranübergreifende Region  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Intrazelluläre Region 

(Aminosäuren 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 

Juxtamembranäre Domäne (Aminosäuren 544-577) 
  E554K (in 2 Patienten) 
  V560G (in 3 Patienten) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  
  
  

Kinasedomäne Teil 1 (ATP-Bindungsstelle, Aminosäuren 578-685) 
  G658E 
  Y672S 
  Insertion R683 

S688L 

Kinase-Insert-Sequenz (Aminosäuren 686-762) 
  S709A   

Deletion S715 (in allen Patienten; in 3 der 5 gesunden 
Vergleichspersonen) 

  E720K 
  M724I 
  A736V 
  D751Y 
  D760V 
  E761K 
  Insertion einer Sequenz aus Est AF95853  

 
 
 
 
 
 
 
 

 



 30

 

 

Kinasedomäne Teil 2 (Phosphotransferaseaktivität; 
Aminosäuren 763-925) 

  764 Stoppcodon 
  F782S 
  N787D 
  H790R 

H802Y 
  814 Stoppcodon 
  D816V 
  S821F (in 2 Patienten) 
  A829T 
  830 Stoppcodon (in 3 Patienten) 
  A837V 
  L862V 
  Spleissstörung der Introns 18, 19 and 20 
  Insertion einer Sequenz aus Est AF95853 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es wurden stets mindestens zwei Veränderungen der mRNA bei jedem Patienten gefunden. Die 

Probanden der Vergleichsgruppe, die ebenfalls Veränderungen der Kit-mRNA aufwiesen, zeigten 

keine klinischen Zeichen einer Mastzellaktivitätsstörung. 

 

 

3.2 Kardiale Befunde bei Patienten mit systemischem Mastzellüberaktivitätssyndrom 

 

Um mehr über die möglichen anatomischen, funktionellen und strukturellen Auswirkungen einer 

pathologischen myokardialen Mastzellaktivierung zu erfahren, wurden bei 18 Patienten ein Ruhe-

EKG angefertigt, ein Langzeit-EKG über 24 Stunden inklusive RR-Varianzbestimmung  aufge-

nommen sowie eine transthorakale farbcodierte Doppler-Echokardiographie inklusive Tissue 

Doppler Imaging (Gewebedoppler) durchgeführt. Bei einer mittleren Krankheitsdauer von 14 

Jahren konnten echokardiographisch keine pathologischen Veränderungen der systolischen links-

ventrikulären Funktion, der systolischen und diastolischen linksventrikulären Diameter und der 

Verkürzungsfraktion 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 linksventrikuläre 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 für eine myokardiale Texturveränderung, die eine Vorstufe 
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zur chronischen Herzinsuffizienz repräsentieren kann (Tabelle 6, Seite 35). Bei 5 dieser 12 

Patienten wurde eine linksventrikuläre Hypertrophie beobachtet (Tabelle 6, Seite 35). Bei 6 von 

diesen 12 Patienten fand sich eine reduzierte RR-Variation im Langzeit-EKG als Ausdruck einer 

Störung des myokardialen Reizleitungssystems. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5A 
Elektrokardiografische Befunde bei der Patientin # 27. Der transthorakale apikale Vierkammer-
blick ins Herz zeigt einen Normalbefund. rV-rechter Ventrikel; lV-linker Ventrikel; rA-rechter 
Vorhof; lA-linker Vorhof. 
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Abbildung 5B 
Elektrokardiografische Befunde bei der Patientin # 27. Der parasternale transthorakale 
Längsachsenschnitt durch das Herz im M-Mode zeigt einen Normalbefund des linken Ventrikels 
(Einzelwerte siehe Inset). a: Interventrikuläres Septum diastolisch (IVSd); b: Interventrikulärer 
diastolischer Diameter des linken Ventrikels (LVIDd); c: Posteriorer Wanddiameter des linken 
Ventrikels diastolisch (LVPWd); d: Interventrikuläres Septum systolisch (IVSs); e: 
Interventrikulärer systolischer Diameter des linken Ventrikels (LVIDs); f: Posteriorer 
Wanddiameter des linken Ventrikels systolisch (LVPWs).  
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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 Relaxationsstörung hindeutet. Im 
Normalfall ist die E-Welle größer als die A-Welle. 
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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 für eine diasto-
lische Dysfunktion des linken Ventrikels ist. Im Normalfall ist die E´-Welle größer als die A´-
Welle. 
 



3535 

Tabelle 6  
Echokardiografische Meßparameter für 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 linksventrikulärer Durchmesser LVEDs Endsystolischer linksventrikulärer Durchmesser 
FS  Fractional shortening, Verkürzungsfraktion (LVEDd - LVEDs) / LVEDd * 100 
EF  Ejection fraction, Auswurffraktion    LV  linker Ventrikel 
PW-Doppler gepulster Doppler      TDI  Tissue doppler imaging, Gewebedoppler 
IVSDd  Enddiastolischer Durchmesser des interventrikulären Septums  
PWDd  Enddiastolischer Durchmesser der linksventrikulären Hinterwand 
+  positiver Befund (Zeichen einer diastolischen linksventrikulären Dysfunktion) 
-  negativer Befund (kein Anhalt für eine diastolische linksventrikuläre Dysfunktion)
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4. Diskussion 

 

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

peripheren venösen Blut 

 

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die erste vollständige Analyse der kodierenden Sequenz der 

Tyrosinkinase Kit bei Patienten mit einer systemischen Mastozytose. Untersuchungen der letzten 

Jahre haben als eine Voraussetzung für die Entstehung einer systemischen Mastozytose Ver-

änderungen der Aminosäurensequenz der Rezeptorkinase Kit durch Mutation in dem Gen c-kit, 

das für diese Tyrosinkinase kodiert, aufgezeigt (Übersicht in Valent et al. 2003). Bislang haben 

sich genetische Untersuchungen der Tyrosinkinase Kit im wesentlichen auf nur wenige der 21 

Exone dieses Enzyms beschränkt. Da eine solche Beschränkung historisch, aber nicht sachlich 

begründet ist, sind wir von der Arbeitshypothese ausgegangen, dass auch andere Domänen der 

Tyrosinkinase Kit für eine pathologische Aktivität der betroffenen Mastzelle und damit für die 

Auslösung einer pathologischen Mastzellmediatorfreisetzung von Bedeutung sein können. Um 

dies zu untersuchen, haben wir die gesamte für Kit kodierende Gensequenz auf mRNA-Ebene für 

alle eingeschlossenen Probanden sowie für Zellen der humanen Mastzellleukämiezelllinie HMC1 

sequenziert und die gefundenen Sequenzen mit der Referenzsequenz verglichen. In der Aanalyse 

der mRNA aus Zellen der humanen Mastzellleukämiezelllinie  HMC1 ließen sich mit unserem 

Untersuchungsverfahren die für diese Zellen bekannten genetischen Abweichungen, nämlich die 

Deletion von S715, die GNNK510-513-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-Molekül besteht aus einem extrazellulären, einem transmembranären und einem intra-

zellulären Anteil (Übersicht in Roskoski 2005, Lennartsson et al. 2005). Der extrazelluläre Anteil 

des Moleküls besitzt fünf Immunglobulin-ähnliche Motive. Die ersten drei Motive sind an der 

Bindung von Kit und seinem Liganden stem cell factor (SCF) beteiligt (Abbildung 6, nächste 

Seite; Blechman et al. 1993, Broudy et al. 1998, Lemmon et al. 1997, Taylor und Metcalfe 2000). 

Das vierte Motiv ist für die Dimerisierung von zwei Kit-Molekülen wichtig, wohingegen die 

fünfte Immunglobulin-ähnliche Domäne für die proteolytische Spaltung der dimerisierten Kinase 

von Bedeutung ist (Abbildung 6, nächste Seite). Der intrazelluläre Teil setzt sich aus der 

Kinasedomäne, die durch eine Kinase-Insert-Sequenz in zwei Abschnitte geteilt wird, und dem 

C-terminalen Endteil zusammen. Der erste Teil der Kinasedomäne beherbergt die ATP-
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Bindungsstelle. Im zweiten Teil der Kinasedomäne ist die Phosphotransferaseaktivität imple-

mentiert (Abbildung 6). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
Abbildung 6 
Schematische Darstellung der molekularen und funktionellen Struktur der Tyrosinkinase Kit. 
cDNA, Zuordnung der aus der Nukleotidsequenz abgeleiteten Aninosäuresequenz der 
Tyrosinkinase Kit zu den 21 Exonen des c-kit-Gens; Ig, immunglobulinähnliche Domäne; TM, 
transmembranäre Domäne; K1, ATP-Bindungsregion der Kinasedomäne; KI, Kinase-Insert-
Region; K2, Phosphorylierungsregion der Kinasedomäne. 
 

 

In der vorliegenden Untersuchung wurden neben Punktmutationen sechs Isoformen von c-kit 

entdeckt, die Folge von alternativem Spleissen der prä-mRNA von c-kit sind. Die Insertion der 

Aminosäure Glutamin an der Aminosäureposition 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 Hinzufügung der Nukleotidsequenz cag 

am Beginn der kodierenden Sequenz von Exon 5 zur Folge hat. Die Aminosäure Glutamin 252 

befindet sich in der dritten immunglobulinähnlichen Domäne des Kit-Moleküls, die an der 

Bindung zwischen Kit und dessen endogenem Liganden, dem Stammzellfaktor, beteiligt ist 

(Abbildung 6, Seite 37). Die Aminosäuren 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 Aminosäurenkette eine Insertion von einer oder zwei Aminosäuren (Tabelle II, Seite 54ff). 

Auf der Grundlage der vorliegenden Daten ist nicht zu entscheiden, ob und inwieweit diese 

Spleissvariante an einer pathologischen Steigerung der Aktivität 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; Aminosäuren 510-513) im extrazellulären Teil der juxtamembra-

nären Region gekennzeichnet. Eine präferenzielle Expression der GNNK(-)-Isoform wurde in 

humanen, akuten myeloischen Leukämiezellen (Piao et al. 1994) und in testikulären Keimzell-

tumorzellen (Sakuma et al. 2003) beobachtet. Hingegen war bei Patienten mit gastrointestinalen 

Stromazelltumoren wie in der vorliegenden Untersuchung das Verhältnis von GNNK(-) zu 

GNNK(+) zwischen pathologischen und normalen Zellen nicht verändert (Theou et al. 2004). 

Beide Isoformen unterschieden sich in in-vitro-Untersuchungen erheblich in ihren funktionellen 

Auswirkungen. So besaß die GNNK(-)-Isoform im Gegensatz zur GNNK(+)-Isoform eine 

tumorgene Potenz (Caruana et al. 1999; Voytyuk et al. 2003). Daher könnte ein Überwiegen der 

GNNK(-)-Isoform zu einer pathologisch gesteigerten Aktivierung von betroffenen Mastzellen 

beitragen. 

 

Eine dritte alternative Spleissstelle führt zur Deletion der Aminosäure 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 veränderten Geweben beschrieben 

(Crosier et al. 1993; Andersson et al. 2002; Fletcher et al. 2002; Lasota et al. 2002). Auch wenn 

Serin715 in der Aminosäurenkette der Tyrosinkinase Kit innerhalb der Säugetiere nur wenig 

konserviert ist (Tabelle II, Seite 54ff), ist es dennoch möglich, dass eine bevorzugte Expression 

der kurzen Isoform als alternativer Mechanismus zur Steigerung der Kit-Signalübertragung führt. 

S715 befindet sich in der Nähe der mutmaßlichen Tyrosinautophosphorylierungsstellen von Kit 

an den Aminosäurepositionen 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 zukünftigen Untersuchungen vorbehalten zu 

klären, ob die Deletion S715 in Kombination mit anderen genetischen Veränderungen einen 

Einfluss auf die Mastzellhomöostase nehmen kann. 
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Im Hinblick auf die möglichen Auswirkungen des alternativen Spleissens ist die Beobachtung 

bedeutsam, dass für die Expressionsstärke der korrespondierenden Spleissvarianten kein signifi-

kanter Unterschied zwischen dem Patientenkollektiv und dem gesunden Vergleichskollektiv 

bestand. Dieser Befund legt den Schluß nahe, dass die von der Wildtypsequenz abweichenden 

Spleissvarianten zumindest für sich alleine keine entscheidende Zunahme des Aktivitätszustands 

der betroffenen Mastzellen bewirken können. In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung von 

Interesse, dass die Änderung der Kit-Sequenz durch Deletion von GNNK510-513 und S715 nicht 

mit einer Veränderung der Funktion der Phosphorylierungsdomäne assoziiert war: In Wachs-

tumsassays unterschieden sich Zellen, die selektiv die Isoformen GNNK510-513(-), GNNK510-

513(+) und Serin715(-) bzw. Serin715(+) exprimierten, nicht in ihrer Empfindlichkeit gegenüber 

dem hemmenden Einfluß des Tyrosinkinasehemmstoffs Imatinib (Frost et al. 2002). Diese 

Beobachtung könnte für die Entscheidung der Frage wichtig sein, ob bei einem individuellen 

Patienten eine Therapie mit Imatinib die Mastzellerkrankung günstig beeinflussen könnte. 

 

Zusätzlich zu diesen Spleissvarianten fanden wir bei nahezu allen Patienten eine oder mehrere 

Punktmutationen. Die meisten dieser Punktmutationen wurden hier erstmalig beschrieben. Ihre 

funktionellen Auswirkungen müssen in zukünftigen Untersuchungen noch im Detail untersucht 

werden. Eine erste Abschätzung der möglichen biologischen Bedeutung dieser Punktmutationen 

wurde in der vorliegenden Arbeit über drei Wege versucht: 

(1) Mutationen, die auch bei den gesunden Probanden zu finden sind, sollten für die Auslösung 

einer pathologischen Überaktivität 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 für die mögliche 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 Zellaktivität 

untersucht wurden, kann auf der Grundlage der vorliegenden Daten keine über eine grobe 

Abschätzung hinausgehende Aussage zur funktionellen Bedeutung gemacht werden.  

(3) Auch die Kenntnis, ob von den Mutationen Aminosäuren betroffen sind, die zwischen den 

Spezies konserviert sind, liefert einen Anhaltspunkt für deren mögliche physiologische 

Bedeutung. Zwar ist der Einfluss einer einzelnen Aminosäure auf die Tertiärstruktur 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 Veränderungen in Bereichen mit hoch konservierten 

Aminosäuren zu einer Funktionsänderung der Zelle mit einer Abnahme der Autoinhibition oder 

Zunahme der Autophosphorylierung führen können. In der vorliegenden Arbeit betreffen die 

meisten Austausche solche Aminosäuren, 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 Aminosäurenkette von Kit und sind von 

daher möglicherweise nur von geringer funktioneller Bedeutung.  

 

Aktivierende Mutationen im extrazellulären Teil von Kit sind für myeloproliferative Erkran-

kungen, die akute myeloische Leukämie und gastrointestinale Stromazelltumoren beschrieben 

worden. Die Punktmutation D52N in Codon 52 (immunglobulinähnliche Domäne 1; das heißt 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 

Leukämie und bei zwei Patienten mit primärer Fibrose des Knochenmarks gefunden (Nakata et 

al. 1995). Da dieser Austausch zu einer höheren Empfindlichkeit der Erythrozytenvorläuferzellen 

gegenüber SCF führte, postulierten die Untersucher, dass diese Mutation die Aktivität der 

Rezeptorkinase erhöhen könne. Diese Annahme könnte auch für den Austausch E53K gelten, der 

in der vorliegenden Untersuchung gefunden wurde.  

 

Exon 8-Mutationen in Form der Deletion oder des Austauschs der Aminosäure in Codon 419 in 

der immunglobulinähnlichen Domäne 5 (Abbildung 6, Seite 37) sind in ca. 20% der Fälle mit 

akuter myeloischer Leukämie, die mit chromosomalen Auffälligkeiten assoziiert waren, 

beschrieben worden (Gari et al. 1999; Wang et al. 2005). Diese Mutationen verursachten eine 

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

 

Aktivierende Mutationen in der transmembranären Domäne (Codon 522 und 530; Abbildung 6, 

Seite 37) sind für die systemische Mastzytose (Akin et al. 2004) und für die akute myeloische 

Leukämie (Gari et al. 1999) beschrieben worden. Der Austausch der konservierten Aminosäure 

M541L, der bei drei Patienten gefunden wurde, könnte einen Polymorphismus darstellen, da er in 

einer früheren Untersuchung (Fritsche-Polanz et al. 2001) ebenso wie in der vorliegenden Studie 

auch bei gesunden Personen gefunden wurde. Ob es sich hierbei tatsächlich um einen 

Polymorphismus handelt, muss jedoch erst in entsprechend konzipierten zukünftigen Unter-

suchungen geklärt werden. 
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Die juxtamembranäre Domäne von Kit (Abbildung 6, Seite 37) ist an der negativen Regulierung 

der Tyrosinkinase-Aktivität des Moleküls entscheidend beteiligt (Übersicht in Roskoski 2005; 

Tarn et al. 2005). Der Austausch V560G, der bei drei Patienten und in den HMC1-Zellen 

gefunden wurde, ist früher bereits für HMC1-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-Domäne wurden häufig bei systemischer Mastozytose, 

Core-Factor-Binding-Leukämien, sinunasalen Lymphomen und Seminomen gefunden (Übersicht 

in Akin und Metcalfe 2004). Insbesondere Austausche der Aminosäure in Position 816 führen zu 

einer konstitutiven Aktivierung betroffener Mastzellen (Übersicht in Akin 2005). Interessanter-

weise sind bis zu 30% der Mastozytosepatienten, deren Mastzellen eine Mutation in Codon 816 

aufweisen, von einer zusätzlichen hämatologischen 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 könnten die übrigen 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 Aminosäure-Positionen 42, 359 bzw. 475 in der extrazellulären Region. Da 

Fragmente der immunglobulinähnlichen Domänen in der Lage sind, mit vollständigen Kit-

Molekülen zu dimerisieren (Blechman et al. 1993, Lev et al. 1992), ist es vorstellbar, dass solche 

Heterodimere ohne autoinhibitorische Potenz sind, wie dies für 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-Domäne (bei den Patienten #14, #15 und 

#16 bei Aminosäureposition 830; bei den Patienten #0 und #2 bei Aminosäurepositionen 814 

bzw. 764). Es scheint möglich, daß diese trunkierten Formen von Kit die strukturelle Fähigkeit 

besitzen, die Kinasen der Siganaltransduktionskette Fyn und Src zu aktivieren, wie dies für 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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Moleküls mit einem vollständigen Kit-Homomer zu einem Heterodimer mit konstitutiver 

Aktivierung der Kinaseregion des vollständigen Dimerisationspartners führt.  

 

4.2. Kardiale Befunde bei Patienten mit systemischem Mastzellüberaktivitätssyndrom 

 

Kardiovaskuläre Beschwerden als Folge der Freisetzung von Mastzellmediatoren sind vielfach 

beschrieben worden: Angina pectoris durch Auslösung einer akuten myokardialen Ischämie 

(Dote et al. 1991, Kounis 2006); myokardiale Texturveränderungen (Reid et al. 2007); supra-

ventrikuläre 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 für 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 für 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 führte die Einnahme des H2-Histaminrezeptorantagonisten Famotidin 

(20-40 mg täglich) zu einer Verbesserung der kardialen Beschwerden und des ventrikulären 

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 für 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 für die Untersuchung dieser 

Fragestellung besonders geeignet, weil bei ihnen die Dichte der Mastzellen im Herz verglichen 

mit Gesunden erhöht ist und folglich auch eine erhöhte myokardiale Histaminkonzentration zu 

erwarten ist. Die Infiltration des Herzens mit pathologisch überaktiven Mastzellen zeigte sich bei 

unseren Patienten im rezidivierenden Auftreten von supraventrikulären Tachykardien. Zwar 

werden diese Tachykardien weniger durch Histamin, sondern vermutlich über 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 wäre demnach zu erwarten, dass wegen der langen Erkrankungsdauer dieser Patienten 

(im Median immerhin 14 Jahre) mit dauerhaft erhöhter Histaminkonzentration im Herzen sich 

eindeutige Zeichen für eine Beteiligung von Histamin an der Störung der Herzmuskelfunktion 

finden lassen sollten. Jedoch waren in unseren Patienten echokardiografisch der linksventrikuläre 

diastolische und systolische Durchmesser, die Verkürzungsfraktion und die Auswurffraktion 

nicht pathologisch verändert. Folglich war die Prävalenz einer linksventrikulären Dysfunktion für 

Patienten mit systemischer Mastozytose nicht als höher als für die deutsche Allgemeinbevölker-

ung (Fischer at al. 2003). Demnach bestätigen unsere Ergebnisse nicht die Schlußfolgerung von 

Kim et al. (2006), dass eine über längere Zeit hinweg erhöhte myokardiale Histaminkonzentration 

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

insuffizienz führt (Kolck et al. 2007). 

 

Allerdings fand sich in 12 der 18 Patienten eine diastolische linksventrikuläre Dysfunktion, die 

gemeinhin als erstes Zeichen einer myokardialen Gewebestörung angesehen wird. In 5 dieser 12 

Patienten war eine linksventrikuläre Hypertrophie zu verzeichnen. Da andere auslösende Faktor-

en bei den Patienten fehlten, sind die Veränderungen wahrscheinlich Ausdruck eines remodel-

lierenden Effekts prohypertropher Cytokine und Proteasen und profibrotischer Wachstums-

faktoren, die von Mastzellen gebildet und freigesetzt wurden. Beiden Vorgängen scheint eine 

Schlüsselstellung 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 könnte der von Kim et al. (2006) beobachtete günstige Einfluß des H2-

Histaminrezeptorantagonisten Famotidin auf eine indirekte Rolle von Histamin in der Pathogene-

se und Progression einer  Herzinsuffizienz hinweisen. Es ist bekannt,  dass H2-Histaminrezeptor-

blocker die Aktivität von Mastzellen durch Blockade von H2-Histaminrezeptoren auf Mastzellen 

reduzieren können. Auf diese Weise würde 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 

Funktionsstörung des Herzmuskels bewirken können.  
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Eine wesentliche Rolle in der Auslösung von Herzrhythmusstörungen bei systemischer Mastzell-

überaktivität scheint einer mastzellmediatorbedingten Aktivierung des lokalen Renin-Angioten-

sin-Systems im Herzen zuzukommen. Die häufig bei der Erkrankung auftretenden Tachykardien 

und Tachyarrhythmien werden vermutlich nicht durch Histamin induziert, da H1- und H2-Hist-

aminrezeptorantagonisten diese Rhythmusstörungen therapeutisch nur wenig beeinflussen 

konnten (Doenicke et al. 1997; Valent et al. 2007). Wahrscheinlich kommt es über die Frei-

setzung der Mastzellserinproteasen Tryptase und Chymase zu einer ACE-unabhängigen Bildung 

von Angiotensin II (Silver et al. 2004; Batlle et al. 2006; Mackins et al. 2006; Miyazaki et al. 

2006), das dann präsynaptische AT1-Rezeptoren erregt (Molderings et al. 1988). In der Folge 

wird aus den terminalen sympathischen Nervenfasern Noradrenalin freigesetzt, das postsynap-

tische ß2-Adrenozeptoren auf den Herzmuskelzellen aktiviert und so eine positiv chronotrope, 

inotrope und dromotrope Wirkung erzeugt. Vor dem Hintergrund dieser Wirkungskette zeichnet 

sich ein mögliches neues Indikationsgebiet für AT1-Rezeptorantagonisten ab. Durch Blockade 

der präsynpatischen AT1-Rezeptoren wird die Angiotensin II-induzierte Freisetzung von Norad-

renalin aus präsynaptischen 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 β-Adrenorezeptorenblockern, die bei 

supraventrikulären Tachyarrhythmien Medikamente der ersten Wahl sind, bei Patienten mit einer 

systemischen Mastzellüberaktivitätsstörung nach Möglichkeit verzichtet werden sollte. Denn 

auch so genannte „kardioselektive“ ß-Adrenozeptorenblocker blockieren nicht nur kardiale ß-Ad-

renozeptoren, sondern auch die ß-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 Intensität der Erkrankung begrenzen können. So berichteten Patienten nach 

Einnahme eines ß-Adrenozeptorenblockers wiederholt über die Auslösung einer ausgeprägten 

akuten Mediatorsymptomatik (Shibao et al. 2005; eigene Beobachtungen). Daher sollten bei 

Patienten mit systemischer Mastozytose in der Therapie der supraventrikulären tachykarden 

Rhythmusstörung stattdessen Calciumantagonisten vom Verapamiltyp oder, wenn es die Blut-

drucksituation erlaubt, in Off-label-Anwendung eben niedrig dosierte AT1-Rezeptorenblocker zur 

Anwendung kommen. Erste eigene Anwendungen des AT1-Rezeptorenblockers Valsartan bei 

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

 

In der Diagnostik und auch für die Therapie der systemischen Mastozytosen wird die Kenntnis 

der individuellen Mutationen der Kit-Tyrosinkinase und ggf. anderer Kinasen der Patienten 

zukünftig aus zwei Gründen eine Schlüsselstellung einnehmen:  

(1) Der Nachweis einer funktionell aktivierenden Mutation in einer der relevanten Kinasen kann 

wegweisend für 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 ungleichmäßigen 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 gegenüber bestimmten therapeutischen 

Maßnahmen, sowie ihr Verlauf scheinen von der betroffenen Tyrosinkinase sowie von der Art 

und dem Ort der Veränderung der Aminosäurensequenz der betroffenen Tyrosinkinase abzu-

hängen. Durch das hier angewandte mutationsanalytische Verfahren ist nicht nur die Möglichkeit 

gegeben, betroffene Patienten durch Stellung der zutreffenden Diagnose einer adäquaten 

Therapie zuzuführen, sondern es ist auch möglich, Risikopatienten für eine etwaige Entwicklung 

bösartiger Zweiterkrankungen rechtzeitig erkennen und entsprechend beraten zu können. 

 

Auch wenn die vollständige Analyse der kodierenden Sequenz des c-kit Gens derzeit nur im 

Rahmen von Forschungsprogrammen möglich 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 möglichen 

Mutationsloci darstellt. Das Fehlen einer Mutation in Codon 816 bedeutet daher keineswegs, daß 

die Tyrosinkinase Kit nicht in einer oder mehreren anderen Regionen Mutationen aufweist, die 

ebenfalls zu einer pathologischen Aktivierung der betroffenen Mastzellen führen können. Die 

hier dokumentierten Ergebnisse erlauben nun die Entwicklung einer erweiterten, nicht nur auf 

Veränderungen in Codon 816 der Tyrosinkinase Kit beschränkten molekularen Diagnostik. Nicht 

abgeschätzt werden können 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 verkürzten Kit-Molekül führt, das in verschiedenen Zellpopulation funktionell aktiv ist, 

lässt für die Zukunft zu dieser Fragestellung neue Erkenntnisse erwarten. Und schließlich muss, 
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wie einige Fallmitteilungen bereits gezeigt haben, zur Auslösung einer pathologischen Aktivität 

von betroffenen Mastzellen nicht unbedingt die Tyrosinkinase Kit genetisch verändert sein. 

Patienten ohne nachweisbare Mutation in der kodierenden Sequenz des c-kit-Gens können Träger 

von funktionell aktiven Mutationen in anderen Kinasen und Signaltransduktionsproteinen sein 

wie JAK2 (Galderisi et al. 2006), PDGFRα (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 für die Ausbildung eines systemischen 

Mastzellüberaktivitätssyndroms zu sein. Die vielfältigen klinischen Verläufe der Erkrankung von 

einer Befindlichkeitsstörung bis hin zur invalidisierenden Ausprägung der Beschwerden legen 

allerdings nahe, dass sie allein nicht ausreichend ist, um eine klinisch ausgeprägte Manifestation 

der Erkrankung herbeizuführen. Vermutlich stellen die genetischen Veränderungen in den 

Tyrosinkinasen den „first hit“ in einem „zwei- oder mehr „hit“-Geschehen dar, das den klinischen 

Phänotyp der Erkrankung mitbestimmt. Da bei 25 unserer 39 untersuchten Patienten die klinische 

Manifestation der Erkrankung in deren Erinnerung mit einer Infektionserkrankung verbunden 

war, könnte ein möglicher „second hit“ in einer besonderen, bislang unbekannten Form der 

Aktivierung des Immunsystems bestehen. Aus den molekulargenetischen Erkenntnissen in der 

Zusammenschau mit Veränderungen im Immunsystem können möglicherweise neue 

therapeutische Strategien erwachsen, die eine Verbesserung der bisherigen beschränkten 

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

 

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die erste vollständige Analyse der kodierenden Sequenz der 

Tyrosinkinase Kit bei Patienten mit einem systemischen Mastzellüberaktivitätssyndrom. Die Ak-

tivität dieser Tyrosinkinase bestimmt in Mastzellen entscheidend deren Aktivitätszustand. Durch 

funktionell relevante Mutationen kommt es zu einer Daueraktivierung der Kinase, die unabhängig  

ist von der Bindung des endogenen Liganden stem cell factor, mit der Konsequenz einer 

gesteigerten Proliferationsfähigkeit 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 Mastzellüberaktivitätssyndrom als Folge von pathologischen Veränderungen auf 

genetischer Ebene von Mastzellen erklärt werden kann. Die Analyse der mRNA aus Zellen der 

humanen Mastzellleukämiezelllinie HMC1, in der sich mit unserem Untersuchungsverfahren die 

für diese Zellen bekannten genetischen Abweichungen, nämlich die Deletion von S715, die 

GNNK510-513-Spleissvarianten und die Punktmutationen V560G und D816V nachweisen 

ließen, 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 für die 

Tyrosinkinase Kit kodiert), die Folge von alternativem Spleissen der prä-mRNA von c-kit sind. 

Die Isoform insQ252 wird hier erstmalig beschrieben. Zusätzlich zu diesen Spleissvarianten 

wurden bei nahezu allen Patienten eine oder mehrere Punktmutationen gefunden, die aufgrund 

ihrer Lage in der Aminosäurenkette der Tyrosinkinase geeignet sind, eine pathologische 

Aktivierung von Kit und damit der betroffenen Mastzellen zu verursachen. Hierdurch könnten sie 

zu der Intensität und dem Phänotyp der Mastzellerkrankung betragen. 

 

Zweitens sollte der Frage nachgegangen werden, welche dauerhaften strukturellen Veränderung-

en des Herzmuskelgewebes durch eine erhöhte Mastzellmediatorkonzentration ausgelöst werden 

können. Der Nachweis einer diastolischen linksventrikulären Dysfunktion im gepulsten Gewebe-

doppler belegt, dass es bei Patienten mit systemischer Mastozytose zu myokardialen funktio-

nellen und auch strukturellen Veränderungen kommen kann, die in der Folge unter bestimmten 

Umständen das Entstehen einer chronischen Herzinsuffizienz begünstigen könnten. 
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6. Anhang 

Tabelle I 
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-

säuresequenz der Tyrosinkinase Kit gegenüber der 
Referenzsequenz 

0 Ins Q252 
Del GNNK510-513 
Del S715 
Del  nt a2356 (Codon 778)  ⇒ Leserasterverschiebung mit Stoppcodon an 
     Aminosäureposition 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  
     Aminosäureposition 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 
M351I 
Del GNNK510-513 
Del S715 
nt t2094c (Codon 691) stumme Mutation 

14 E53K 
Ins Q252 
Del GNNK510-513 
Del S715 
Stoppcodon an Aminosäureposition 830 
nt c2547t (Codon 849) stumme Mutation 

15 Ins Q252 
Del GNNK510-513 
E554K 
Del S715 
E720K 
M724I 
E761K 
H802Y 
Stoppcodon an Aminosäureposition 830 
nt t2205c (Codon 735) stumme Mutation 
nt c2547t (Codon 849) stumme Mutation 

16 E53K 
K116N 
Ins Q252 
G285R 
Del GNNK510-513 
Del S715 
Stoppcodon an Aminosäureposition 830 
nt c621t (Codon 200) stumme Mutation 
nt c645t (Codon 208) stumme Mutation 
nt t2205c (Codon 728) stumme Mutation 

21 E53K 
Ins Q252 
Del GNNK510-513 
V560G 
G658E 
Del S715 

22 E53K 
Ins Q252 
S464L 
Stoppcodon an Aminosäureposition 475 
Del GNNK510-513 
Del S715 

 



 
 

50

 
24 E53K 

Ins Q252 
Del GNNK510-513 
V560G 
Ins R683 
Del S715 
nt g1404a (Codon 468) stumme Mutation 
nt t2415c (Codon 805) stumme Mutation 

25 Ins Q252 
Del GNNK510-513 
Del S715 
nt g1404a (Codon 468) stumme Mutation 
nt t2415c (Codon 805) stumme Mutation 

26 Ins Q252 
Del GNNK510-513 
Del S715 

27 Ins Q252 
Stoppcodon an Aminosäureposition 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 Aminosäureposition 359 
Del GNNK510-513 
S709A 
Del S715 
A736V 
D751Y 
F782S 
N787D 
H790R 
A829T 
A837V 

103 Ins Q252 
Del 378-390 mit Leserasterverschiebung 
Del GNNK510-513 
Del S715 
in Exon 5 Insertion von 96 bp aus Chromosom 2 
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104 Ins Q252 
Ins nt1282g (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  
     Aminosäureposition 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 I83D 
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 c70t (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 W8R 
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 

 



 
 

53

 
121 E53K 

Ins Q252 
Del GNNK510-513 
Del S715 
Komplexe Mutation zwischen Aminosäuren 343-519 
nt g243a (Codon 81) stumme Mutation 

122 E53K 
E73R 
T74R 
Ins Q252 
Del GNNK510-513 
M541L 
Del S715 
nt g2607c (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 

8 Ins Q252 
Del GNNK510-513 
M541L 
Del S715 
L862V 
nt g2547t (Codon 849) stumme Mutation 

9 Ins Q252 
Del GNNK510-513 

11 Ins Q252 
Del GNNK510-513 

71 W8R 
Ins Q252 
Del GNNK510-513 
Del S715 
nt t1116 (Codon 365) stumme Mutation 
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Tabelle II 
Vergleich der aus den Nukleotidsequenzen abgeleiteten Aminosäuresequenzen 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 Aminosäure; (*) Aminosäure 
identisch bei allen aufgeführten Spezies; (:) konservativer Austausch der Aminosäure; (.) semi-
konservativer Austausch der Aminosäure; Leerstelle - hohe Variation der Aminosäuren an dieser 
Position. Rot: Aminosäuren, für die in der vorliegenden Untersuchung Austausche gefunden 
wurden. 
 
 
Mensch        MRGARGAWDFLCVLLLLLR--VQTGSSQPSVSPGEPSPPSIHPGKSDLIVRVGDEIRLLC 58 
Macaca        MRGARGAWDFLCVLLFLLH--VQTGSSQPSVSPGEPSPPSIHPAKSELIVRVGNEIRLLC 58 
Schwein       MRGARRAWDFLFVLQLLLR--VQTGSSQPSVSPEELSPPSIHPAKSELIVSAGDEIRLFC 58 
Rind          M-------D------ILPKE-RWACSSQPSVSPGELSLPSIHPAKSELIVSVGDEIRLLC 46 
Hund          MRGARGAWDFLCVLLLLLLLGVRTGSSQPSVSPGEPSLPSIHPAKSELIVSVGDELRLSC 60 
Katze         MRGARGAWDFLCVLLLLLR--VQTGSSQPSASPGEWSLPSIHPATSELIVSAGDEIRLLC 58 
Ratte         MRGARGAWDLLCVLLVLLRG--QTGTSQPSASPGEPSPPSIQPAQSELIVEAGDTIRLTC 58 
Maus          MRGARGAWDLLCVLLVLLRG--QTATSQPSASPGEPSPPSIHPAQSELIVEAGDTLSLTC 58 
              *       *    : .*      : :****.** * * ***:*. *:*** .*: : * * 
 
Mensch        TDPGFVKWTFE-ILDETNENKQNEWITEKAEATNTGKYTCTNKHGLSNSIYVFVRDPAKL 117 
Macaca        IDPGFVKWTFE-ILDETNENKQNEWITEKAEATNTGKYTCTNKHGLSSSIYVFVRDPAKL 117 
Schwein       TD-GSVKWTFE-TLGQLSENTHAEWIVEKAEAMNTGNYTCTNEGGLSSSIYVFVRDPEKL 116 
Rind          TDPGFVKWTFE-ILGQLSEKTNPEWITEKAEATNTGNYTCTNKGGLSSSIYVFVRDPEKL 105 
Hund          TDPGFVKWTFE-TLGQLNENTHNEWITEKAEAGHTGNYTCTNRDGLSRSIYVFVRDPAKL 119 
Katze         TDPGFVKWTFE-TLGQSSEITHNEWITEKAEATNTGNYTCTNGGGLSSSIYVFVRDPAKL 117 
Ratte         TDPAFVKWTFE-ILDVRIENKQSEWIREKAEATHTGKYTCVSGSGLRSSIYVFVRDPAVL 117 
Maus          IDPDFVRWTFKTYFNEMVENKKNEWIQEKAEATRTGTYTCSNSNGLTSSIYVFVRDPAKL 118 
               *   *:***:  :.   * .: *** ***** .**.*** .  **  *********  * 
 
Mensch        FLVDRSLYGKEDNDTLVRCPLTDPEVTNYSLKGCQGKPLPKDLRFIPDPKAGIMIKSVKR 177 
Macaca        FLVDRSLYGKEDNDTLVRCPLTDPEVTSYSLKGCQGKPLPKDLRFVPDPKAGITIKSVKR 177 
Schwein       FLVDPPLYGKEDNDALVRCPLTDPEVTNYSLTGCEGKPLPKDLTFVADPKAGITIKNVKR 176 
Rind          FLIDLPLYGKEENDTLVRCPLTDPEVTNYSLTGCEGKPLPKDLTFVADPKAGITIRNVKR 165 
Hund          FLVDLPLYGKEGNDTLVRCPLTDPEVTNYSLRGCEGKPLPKDLTFVADPKAGITIRNVKR 179 
Katze         FLVDLPLYGKEDHDTLVRCPLTDPEVTNYSLRGCEGKPLPKDLTFVTDPKAGITIRNVKR 177 
Ratte         FLVGLPLFGKEDNDALVRCPLTDPQVSNYSLIECDGKSLPTDLKFVPNPKAGITIKNVKR 177 
Maus          FLVGLPLFGKEDSDALVRCPLTDPQVSNYSLIECDGKSLPTDLTFVPNPKAGITIKNVKR 178 
              **:. .*:***  *:*********:*:.***  *:**.**.** *:.:***** *:.*** 
 
Mensch        AYHRLCLHCSVDQEGKSVLSEKFILKVRPAFKAVPVVSVSKASYLLREGEEFTVTCTIKD 237 
Macaca        AYHRLCLHCSADQEGKSVLSDKFILKVRPAFKAVPVVSVSKASYLLREGEEFTVTCTIKD 237 
Schwein       EYHRLCLHCSANQGGKSVLSKKFTLKVRAAIRAVPVVAVSKASYLLREGEEFAVMCLIKD 236 
Rind          EYHRLCLHCSANQRGKSMLSKKFTLKVRAAIKAVPVVSVSKTSYLLREGEEFAVTCLIKD 225 
Hund          EYHRLCLHCSADQKGRTVLSKKFTLKVRAAIRAVPVVSVSKTSSLLKEGEAFSVMCFIKD 239 
Katze         EYHRLCLHCSADRKGKSVLSKKFTLKVRAAIRAVPVVSVSKASHLLREGEEFSVMCLIKD 237 
Ratte         AYHRLCIRCAAQREGKWMRSDKFTLKVRAAIKAIPVVSVPETSHLLKEGDTFTVICTIKD 237 
Maus          AYHRLCVRCAAQRDGTWLHSDKFTLKVREAIKAIPVVSVPETSHLLKKGDTFTVVCTIKD 238 
               *****::*:.:: *  : *.** **** *::*:***:*.::* **::*: *:* * *** 
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Mensch        VSSSVYSTWKRENSQ--TKLQEKYNSWHHGDFNYERQATLTISSARVNDSGVFMCYANNT 295 
Macaca        VSSSVYSTWKRENSQ--TKLQEKYNSWHHGDFNYERQATLTISSARVNDSGVFMCYANNT 295 
Schwein       VSSSVDSMWIRENSQ--TKAQVKRNSWHQGDFNFLRQEKLTISSARVNDSGVFMCYANNT 294 
Rind          VSSSVDSMWIKENSQQQTKAQMKKNSWHQGDFSYLRQERLTISSARVNDSGVFMCYANNT 285 
Hund          VSSFVDSMWIKENSQQ-TNAQTQSNSWHHGDFNFERQEKLIISSARVNDSGVFMCYANNT 298 
Katze         VSSSVDSMWIKENSPQ-TNAQPQSNSWHQGDFNFVRQERLTISSARVNDSGVFMCYANNT 296 
Ratte         VSTSVDSMWIKLNPQPQSKAQVKRNSWHQGDFNYERQETLTISSARVNDSGVFMCYANNT 297 
Maus          VSTSVNSMWLKMNPQPQHIAQVKHNSWHRGDFNYERQETLTISSARVDDSGVFMCYANNT 298 
              **: * * * : *.      * : ****:***.: **  * ******:************ 
Mensch        FGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMINTTVFVNDGENVDLIVEYEAFPKPEHQQWIYMNRTF 355 
Macaca        FGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMINTTVFVNDGENVDLIVEYEAFPKPEHQQWIYMNRTF 355 
Schwein       FGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMMNTTVFVNDGEDVDLIVEYEAYPKPEHRQWIYMNRTA 354 
Rind          FGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMMNTTVFVNDGENVDLVVEYEAYPKPVHRQWIYMNRTS 345 
Hund          FGSANVTTTLEVVDKGFINIFPMMSTTIFVNDGQNVDLIVEYEAYPKPEHQQWIYMNRTF 358 
Katze         FGSANVTTTLEVVAKGFINIFPMMNTTIFVNDGENVDLIVEYEAYPKPEHQRWVYMNRTL 356 
Ratte         FGSANVTTTLKVVEKGFINIFPVKNTTVFVTDGENVDLVVEFEAYPKPEHQQWIYMNRTP 357 
Maus          FGSANVTTTLKVVEKGFINISPVKNTTVFVTDGENVDLVVEYEAYPKPEHQQWIYMNRTS 358 
              **********:** ****** *: .**:**.**::***:**:**:*** *::*:*****  
 
Mensch        TDKWEDYPKSENESNIRYVSELHLTRLKGTEGGTYTFLVSNSDVNAAIAFNVYVNTKPEI 415 
Macaca        TDKWEDYPKSENESNIRYVSELHLTRLKGTEGGTYTFLVSNSDVNASIAFNVYVNTKPEI 415 
Schwein       TDKWEDYPKSENESNIRYVSELHLTRLKGTEGGTYTFLVSNADVNSSVTFNVYVNTKPEI 414 
Rind          TDKWDDYPKSENESNIRYVNELHLTRLKGTEGGTYTFHVSNSDVNSSVTFNVYVNTKPEI 405 
Hund          TDKWEDYPKSDNESNIRYVSELHLTRLKGNEGGTYTFQVSNSDVNSSVTFNVYVNTKPEI 418 
Katze         TDKWEDYPKSDNESNIRYVSELHLTRLKGNEGGTYTFQVSNSDVNSSVTLNVYVNTKPEI 416 
Ratte         TNRGEDYVKSDNQSNIRYVNELRLTRLKGTEGGTYTFLVSNSDVSASVTFDVYVNTKPEI 417 
Maus          ANKGKDYVKSDNKSNIRYVNQLRLTRLKGTEGGTYTFLVSNSDASASVTFNVYVNTKPEI 418 
              ::: .** **:*:******.:*:******.******* ***:*..::::::********* 
 
Mensch        LTYDRLVNGMLQCVAAGFPEPTIDWYFCPGTEQRCSASVLPVDVQTLNSSGPPFGKLVVQ 475 
Macaca        LTYDRLVNGMLQCVAAGFPEPTIDWYFCPGTEQRCSASVLPVDVQTLNASGPPFGKLVVQ 475 
Schwein       LTHDRLMNGMLQCVAAGFPEPTIDWYFCPGTEQRCSVPVGPVDVQIQNSSVSPFGKLVIH 474 
Rind          LTHDRLVNGMLQCVAAGFPEPTIDWYFCPGTEQRCSVPVGPVDVQIQNSSVSPFGKLVVY 465 
Hund          LTHESLTNGMLQCVVAGFPEPAVGWYFCPGAEQRCSVPIGPMDVQMQNSSLSPSGKLVVQ 478 
Katze         LTHESLVSGILQCLVAGFPEPTVDWYFCPGAEQRCPVPVGPLDVQMQNSSVSPSGKLVVQ 476 
Ratte         LTYDRLMNGRLQCVAAGFPEPTIDWYFCTGAEQRCTVPVPPVDVQIQNASVSPFGKLVVQ 477 
Maus          LTYDRLINGMLQCVAEGFPEPTIDWYFCTGAEQRCTTPVSPVDVQVQNVSVSPFGKLVVQ 478 
              **:: * .* ***:. *****::.****.*:****...: *:***  * * .* ****:  
 
Mensch        SSIDSSAFKHNGTVECKAYNDVGKTSAYFNFAFKGNNKEQIHPHTLFTPLLIGFVIVAGM 535 
Macaca        SSIDSSAFKHNGTVECKAYNDVGKTSAYFNFAFKGNNKEQIHPHTLFTPLLIGFVIVAGM 535 
Schwein       SSIDYSAFKHNGTVECRAYNDVGKSSAFFNFAFK----EQIHAHTLFTPLLIGFVIAAGM 530 
Rind          STIDDSTFKHNGTVECRAYNDVGKSSASFNFAFK----EQIHAHTLFTPLLIGFVIAAGL 521 
Hund          SSIDYSAFKHNGTVECRAYNNVGRSSAFFNFAFK----EQIHPHTLFTPLLIGFVIAAGM 534 
Katze         SSIDYSAFKHNGTVECRASNNVGKTSAFFNFAFKGNSKEQMHPHTLFTPLLIGFVIAAGM 536 
Ratte         SSIDSSVFRHNGTVECKASNAVGKSSAFFNFAFKGNSKEQIQPHTLFTPLLIGFVVTAGL 537 
Maus          SSIDSSVFRHNGTVECKASNDVGKSSAFFNFAFK----EQIQAHTLFTPLLIGFVVAAGA 534 
              *:** *.*:*******:* * **::** ******    **::.************:.**  
 
Mensch        MCIIVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL 595 
Macaca        MCIIVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL 595 
Schwein       MCIIVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL 590 
Rind          MCIFVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL 581 
Hund          MCIIVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL 594 
Katze         MCIIVMILTYKYLQKPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL 596 
Ratte         MGIIVMVLAYKYLQKPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL 597 
Maus          MGIIVMVLTYKYLQKPMYEVQWKVVEEINGNNYVYIDPTQLPYDHKWEFPRNRLSFGKTL 594 
              * *:**:*:*************************************************** 
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Mensch        GAGAFGKVVEATAYGLIKSDAAMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHMNIVN 655 
Macaca        GAGAFGKVVEATAYGLIKSDAAMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHMNIVN 655 
Schwein       GAGAFGKVVEATAYGLIKSDAAMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHMNIVN 650 
Rind          GAGAFGKVVEATAYGLIKSDAAMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHMNIVN 641 
Hund          GAGAFGKVVEATAYGLIKSDAAMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHMNIVN 654 
Katze         GAGAFGKVVEATAYGLIKSDAAMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHMNIVN 656 
Ratte         GAGAFGKVVEATAYGLIKSDAAMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHMNIVN 657 
Maus          GAGAFGKVVEATAYGLIKSDAAMTVAVKMLKPSAHLTEREALMSELKVLSYLGNHMNIVN 654 
              ************************************************************ 
 
Mensch        LLGACTIGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFICSKQEDHAEAALYKNLLHSKESSCS 715 
Macaca        LLGACTIGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFICSKQEDHAESALYKNLLHSKESSCS 715 
Schwein       LLGACTIGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFICSKQEDHAEAALYKNLLHSKESSCS 710 
Rind          LLGACTIGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFICSKQEDHAEVALYKNLLHSKESSCN 701 
Hund          LLGACTVGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFICSKQEDHGEVALYKNLLHSKESSCS 714 
Katze         LLGACTVGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFICSKQEDHAEVALYKNLLQSKESSCN 716 
Ratte         LLGACTVGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFIFSKQEEQADAALYKNLLHSKESSC- 716 
Maus          LLGACTVGGPTLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFIFSKQEEQAEAALYKNLLHSTEPSC- 713 
              ******:**************************** ****::.: *******:*.*.**  
 
Mensch        DSTNEYMDMKPGVSYVVPTKADKRRSVRIGSYIERDVTPAIMEDDELALDLEDLLSFSYQ 775 
Macaca        DSTNEYMDMKPGVSYVVPTKADKRRSARIGSYIERDVTPAIMEDDELALDLEDLLSFSYQ 775 
Schwein       DSTNEYMDMKPGVSYVVPTKADKRRSARIGSYIERDVTPAIMEDDELALDLEDLLSFSYQ 770 
Rind          DSTNEYMDMKPGVSYVVPTKADKRRSARIGSYIERDVTPAIMEDDELALDLEDLLSFSYQ 761 
Hund          DSTNEYMDMKPGVSYVVPTKADKRRSARIGSYIERDVTPAIMEDDELALDLEDLLSFSYQ 774 
Katze         DSTNEYMDMKPGVSYVVPTKADKRRSARIGSYIERDVTPAIMEDDELALDLEDLLSFSYQ 776 
Ratte         DSSNEYMDMKPGVSYVVPTKTDKRRSARIDSYIERDVTPAIMEDDELALDLEDLLSFSYQ 776 
Maus          DSSNEYMDMKPGVSYVVPTKTDKRRSARIDSYIERDVTPAIMEDDELALDLDDLLSFSYQ 773 
              **:*****************:*****.**.*********************:******** 
 
Mensch        VAKGMAFLASKNCIHRDLAARNILLTHGRITKICDFGLARDIKNDSNYVVKGNARLPVKW 835 
Macaca        VAKGMAFLASKNCIHRDLAARNILLTHGRITKICDFGLARDIKNDSNYVVKGNARLPVKW 835 
Schwein       VAKGMAFLASKNCIHRDLAARNILLTHGRITKICDFGLARDIKNDSNYVVKGNARLPVKW 830 
Rind          VAKGMAFLASKNCIHRDLAARNILLTHGRITKICDFGLARDIKNDSNYVVKGNARLPVKW 821 
Hund          VAKGMAFLASKNCIHRDLAARNILLTHGRITKICDFGLARDIKNDSNYVVKGNARLPVKW 834 
Katze         VAKGMAFLASKNCIHRDLAARNILLTHGRITKICDFGLARDIKNDSNYVVKGNARLPVKW 836 
Ratte         VAKGMAFLASKNCIHRDLAARNILLTHGRITKICDFGLARDIRNDSNYVVKGNARLPVKW 836 
Maus          VAKAMAFLASKNCIHRDLAARNILLTHGRITKICDFGLARDIRNDSNYVVKGNARLPVKW 833 
              ***.**************************************:***************** 
 
Mensch        MAPESIFNCVYTFESDVWSYGIFLWELFSLGSSPYPGMPVDSKFYKMIKEGFRMLSPEHA 895 
Macaca        MAPESIFNCVYTFESDVWSYGIFLWELFSLGSSPYPGMPVDSKFYKMIKEGFRMLSPEHA 895 
Schwein       MAPESIFNCVYTFESDVWSYGIFLWELFSLGSSPYPGMPVDSKFYKMIKEGFRMLSPEHA 890 
Rind          MAPESIFNCVYTFESDVWSYGIFLWELFSLGSSPYPGMPVDSKFYKMIKEGFRMLSPEHA 881 
Hund          MAPESIFNCVYTFESDVWSYGIFLWELFSLGSSPYPGMPVDSKFYKMIKEGFRMLSPEHA 894 
Katze         MAPESIFNCVYTFESDVWSYGIFLWELFSLGSSPYPGMPVDSKFYKMIKEGFRMLSPEHA 896 
Ratte         MAPESIFNCVYTFESDVWSYGIFLWELFSLGSSPYPGMPVDSKFYKMIKEGFRMLSPEHA 896 
Maus          MAPESIFSCVYTFESDVWSYGIFLWELFSLGSSPYPGMPVDSKFYKMIKEGFRMVSPEHA 893 
              *******.**********************************************:***** 
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Mensch        PAEMYDIMKTCWDADPLKRPTFKQIVQLIEKQISESTNHIYSNLANCSPNRQKP-VVDHS 954 
Macaca        PAEMYDIMKTCWDADPLKRPTFKQIVQLIEKQISESTNHIYSNLANCSPNRQKP-VVDHS 954 
Schwein       PAEMYDIMKTCWDADPLKRPTFKQIVQLIEKQISESTNHIYSNLANCSPHRENP-AVDHS 949 
Rind          PAEMYDIMKTCWDADPLKRPTFKQIVQLIEKQISESTNHIYSNLANCSPHRENP-AVDHS 940 
Hund          PAEMYDIMKTCWDADPLKRPTFKQIVQLIEKQISDSTNHIYSNLANCSPNPERP-VVDHS 953 
Katze         PAEMYDIMKTCWDADPLKRPTFKQIVQLIEKQISDSTNHIYSNLANCSPNRERPTAVDHC 956 
Ratte         PAAMYEVMKTCWDADPLKRPTFKQVVQLIEKQISDSSKHIYSNLANCNPNPENPVVVDHS 956 
Maus          PAEMYDVMKTCWDADPLKRPTFKQVVQLIEKQISDSTKHIYSNLANCNPNPENPVVVDHS 953 
              ** **::*****************:*********:*::*********.*: :.* .***. 
 
Mensch        VRINSVGSTASSSQPLLVHDDV 976 
Macaca        VRINSVGSTASSSQPLLVHDDV 976 
Schwein       VRINSVGSSASSTQPLLVHEDV 971 
Rind          VRINSVGSSASSTQPLLVHEDV 962 
Hund          VRINSVGSSASSTQPLLVHEDV 975 
Katze         VRINSVGSSTSSTQPLLVHEDA 978 
Ratte         VRVNSVGSSTSSTQPLLVHEDA 978 
Maus          VRVNSVGSSASSTQPLLVHEDA 975 
              **:*****::**:******:*. 
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