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Kurzreferat

In Deutschland erkranken jahrlich ca. 20000 Menschen an einem Magenkarzinom. Die
grundlegenden Mechanismen der Entstehung des Magenkarzinoms sind noch
weitestgehend unklar. Zahlreiche Untersuchungen belegen eine Rolle von Folaten bei
der Tumorentstehung. Die vorliegende Arbeit untersuchte insgesamt drei
Polymorphismen von Genen die am Folatstoffwechsel beteiligt sind bei 106 Patienten
mit klinisch nachgewiesenem Magenkarzinom, und verglich die Haufigkeit des
Auftretens mit einer gesunden Kontrollgruppe. Fir den MTHFR-C677T- und den GCP-
C1561T-Polymorphismus konnte dabei keine Assoziation nachgewiesen werden. Der
RFC-G80A-Polymorphismus zeigte eine signifikante Haufung bei Karzinomen des

distalen Magens und einem niedrigen Tumordifferenzierungsgrad.
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1. Das Magenkarzinom

1.1. Epidemiologie

Das Magenkarzinom ist ein maligner Tumor des Gastrointestinaltraktes mit weltweit
sehr unterschiedlicher Inzidenz. Besonders haufig tritt es in Ostasien (Japan), in der
Andenregion Sudamerikas und in Osteuropa auf [1]. Hingegen weisen z.B. die USA,
Australien oder Neuseeland eine geringere Inzidenz auf. Uber 60% aller
Magenkarzinome entstehen in Entwicklungslandern. In den Hochrisikogebieten liegt die
Inzidenz bei >40/100.000, in Niedrigrisikogebieten bei <15/100.000 (jeweils mannliche
Population) [1]. Das Haupterkrankungsalter liegt zwischen dem 50. und dem 70.
Lebensjahr, mit einem Gipfel zwischen dem 60. und 65. Lebensjahr. Im Durchschnitt
sind Manner zweimal so haufig betroffen wie Frauen. Amerikanische Studien zeigen
eine leichte Risikoerhbhung fiur Afroamerikaner, Hispano-Amerikaner und
amerikanische Ureinwohner (Risiko 1.5-2.5fach erhéht) [2]. Insgesamt betrachtet ist die
Inzidenz und die Mortalitét von Personen, die an Magenkarzinomen erkranken,
racklaufig. Im Jahr 2000 war es die vierthaufigste Tumorerkrankung weltweit mit einer
geschatzten Anzahl von 870.000 neuen Fallen pro Jahr und 650.000 an der Krankheit
Verstorbenen [1]. Entgegen dem rucklaufigen Trend der Gesamtinzidenz steigt die
Erkrankungsrate von Karzinomen in der Cardiaregion des Magens an. Die Ursache
hierfir ist im Moment noch unbekannt. Eine wichtige Rolle spielt die Laurén-
Klassifikation bei der Betrachtung der Inzidenzentwicklung. Es hat sich gezeigt, dass
der diffuse Typ nach Laurén in seiner Haufigkeit nicht wesentlich ricklaufig ist. Man
geht davon aus, dass diese Form des Magenkarzinoms eher durch individuelle (oder

genetische) Faktoren verursacht wird anstatt durch Umweltfaktoren.

1.2. Risikofaktoren

Die Entstehung des Magenkarzinoms ist nach heutigem Stand der Erkenntnis ein
multifaktorieller Prozess mit unterschiedlich zu gewichtenden Einflussfaktoren. Den
wichtigsten Risikofaktor stellt dabei eine Infektion mit Helicobacter pylori dar - das
Bakterium besitzt ein vergleichbar starkes Risikopotential fir das Magenkarzinom wie
das Rauchen fir das Bronchialkarzinom [3]. Nach der Wiederentdeckung von
Helicobacter pylori 1983 und der Erforschung seiner Ursachlichkeit fur die Entstehung
einer chronischen Gastritis in den folgenden Jahren konnte gezeigt werden, dass
Helicobacter pylori einer der wichtigsten Risikofaktoren fir die Entstehung des
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Magenkarzinoms ist. Demnach ist das Entstehungsrisiko fur Individuen mit Helicobacter
pylori-Infektion ca. 3 bis 10-fach erhoht. Vor allem in Kombination mit der familiaren
Vorbelastung als endogenem Risikofaktor steigt das Risiko signifikant. Neben
Helicobacter pylori gelten als gesicherte Risikofaktoren ein Zustand nach
Magenteilresektion, Magenadenome, Dysplasie und verschiedene histomorphologische
Verdnderungen wie intestinale Metaplasie oder Atrophie. Dartber hinaus zeigten
Studien einen Zusammenhang mit Ernahrungsgewohnheiten [4, 5] und
NikotinmiRbrauch [6] fur die Entwicklung eines Magenkarzinoms.

1.3. Pathogenese

Die Pathogenese des Magenkarzinoms ist auch heute noch nicht vollstandig aufgeklart.
Durch die Untersuchung zahlreicher Risikofaktoren gilt es allerdings als sicher, dass
eine multifaktorielle Genese die Ursache ist. Ein weit verbreitetes Genesemodell
stammt von Correa [7, Abbildung 1]. Zundchst kommt es zu einer Schéadigung des
Magenepithels durch verschiedenste Ursachen, zum Beispiel chemische Noxen oder
durch Helicobacter pylori-Infektion. Eine chronische Gastritis, wie sie bei jedem
Patienten der mit Helicobacter pylori infiziert ist, vorliegt, kann sich mit zunehmender
Erkrankungsdauer in eine atrophische Gastritis umwandeln. Eine Helicobacter pylori-
Infektion bewirkt dabei eine verstarkte Expression von bestimmten Interleukinen,
insbesondere von Interleukin 1B und Interleukin 8 [8]. Vor allem fir das
entzindungsfordernde Interleukin 1 wurde eine vermehrte Bildung nachgewiesen. In
Studien konnte gezeigt werden, dass bestimmte Polymorphismen des Interleukin 13-
Gens mit der Entwicklung von Adenokarzinomen des Magens assoziiert sind, vor allem
bei gleichzeitiger Infektion mit bestimmten Helicobacter-Subtypen wie dem Cag-A-
Stamm [8]. Aus der atrophischen Gastritis resultiert ein Rlckgang der
Magensauresekretion und damit konsekutiv eine Hypergastrindmie, welche einen
Proliferationsreiz fur das Gewebe darstellt. Der nachste Schritt der Karzinogenese ist
die intestinale Metaplasie. Diese geht dann in die Dysplasie bzw. die intraepitheliale
Neoplasie Uber, die eine Prakanzerose fur das Magenkarzinom darstellt. Diese Abfolge
gilt allerdings nur fir den intestinalen Typ nach Lauren. Die genauen Vorstufen des
diffusen Typs sind weiterhin unklar.
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Abbildung 1: Modell der Entstehung von Magenkarzinomen nach Correa [7]

1.4. Histologie und TNM-Klassifikation
Die histologische Typisierung erfolgt seit 1990 nach WHO-Richtlinien. Es entfallen ca.

70% aller Karzinome des Magens auf das Adenokarzinom, davon wiederum ca. 50%
auf das tubulare Adenokarzinom. Andere Unterformen sind das papillare und das
mucindse Adenokarzinom. Das undifferenzierte Karzinom macht etwa 20% aus, das
Siegelringkarzinom 10%. Weitere Subtypen sind das adenosquamdse Karzinom, das
kleinzellige Karzinom und das Plattenepithelkarzinom des Magens. Eine weitere
Einteilungsform stellt die Klassifikation nach Laurén dar. Sie ist insbesondere fir die
klinisch-therapeutische Planung von groRer Wichtigkeit. Nach Laurén werden 2
Subtypen des Magenkarzinoms unterschieden, zum einen der diffuse Subtyp (ca. 37%),
zum anderen der intestinale Subtyp (ca. 46%). Kann ein Karzinom keiner der beiden
Gattungen zugeordnet werden spricht man vom Mischtyp (ca. 17%). Karzinome vom
diffusen Typ sind in der Regel schlecht begrenzt, weisen eine ausgedehnte
Tiefeninfiltration der Magenwand auf und zeigen oft weit voneinander entfernt zu
findende Tumorzellen. Schon aus dieser morphologischen Beschreibung wird
ersichtlich, dass dieser Subtyp als aggressiver und gefahrlicher gilt — insbesondere da
die histologische Ausdehnung dieses Typs oft nicht der makroskopischen entspricht
und selbst mehrere Zentimeter vom Resektionsbereich entfernt sich noch Tumorzellen
finden kénnen. Karzinome vom intestinalen Typ sind dagegen eher (gut) begrenzt und
haben eine bessere Prognose. Karzinome vom diffusen Typ kdnnen sich oft unter einer

inspektorisch vollig normalen Magenschleimhaut entwickeln und fallen erst im
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Spatstadium durch eine Verdickung der Magenwand auf. Pathologisch und klinisch wird
das Magenkarzinom in europaischen Regionen nach dem TNM-System eingeteilt,
wahrend in Japan ein eigenes Klassifikationssystem eingesetzt wird. Das TNM-System

fur das Magenkarzinom gliedert sich wie folgt:

Tabelle 1: TNM-Klassifikation von Magenkarzinomen [9]

T |Primartumor

TX | Prim&rtumor kann nicht beurteilt werden

TO | kein Anhalt fir einen Primartumor

Tis |Karzinoma in Situ

intraepithelialer Tumor jedoch ohne Infiltration der Lamina propria
T1 | Tumor infiltriert Lamina propria oder Submucosa

T2 | Tumor infiltriert Muscularis propria oder Subserosa
T3 | Tumor penetriert Serosa (viszerales Peritoneum)
keine Infiltration benachbarter Strukturen

T4 | Tumor infiltriert benachbarte Strukturen

N [regionare Lymphknoten

NX |[regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO |keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 [Metastasen in 1-6 regiondren Lymphknoten

N2 [Metastasen in 7-15 regiondren Lymphknoten

N3 [Metastasen in mehr als 15 regionaren Lymphknoten
M |Fernmetastasen

MX | Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden

MO |[keine Fernmetastasen

M1 | Fernmetastasen

Zum T3-Stadium muss angefigt werden, dass sich ein Tumor Uber die Muscularis
propria sowohl in das grof3e oder auch kleine Netz bzw. in das Ligamentum
hepatogastricum oder Ligamentum gastrocolicum ausbreiten kann. Dabei muss es
jedoch nicht zwangslaufig zu einer Penetration des viszeralen Peritoneums kommen. Ist
dies der Fall, wird ein derartiger Tumor als T2 klassifiziert, andernfalls als T3. Das
Stadium T4 bezieht sich auf benachbarte Organe, zu denen Leber, Milz, Kolon
transversum, Pancreas, Zwerchfell, Bauchwand, Niere und Nebennieren, Dinndarm
und Retroperitoneum gehoren. Im Fall des Magens befinden sich die regionaren
Lymphknoten des N-Stadiums an der grof3en bzw. kleinen Curvatur, ebenso entlang der
Gefasse A. gastrica sinistra, A. hepatica communis, A. lienalis, A. coeliaca sowie
hepatoduodenale Lymphknoten. Eine zusammenfassende Gruppierung der TNM-
Klassen findet sich in der UICC-Klassifikation (1997):
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Tabelle 2: UICC-Klassifikation des Magenkarzinoms [9]

UICC-Klasse entsprechendes TNM-Level
I TINOMO
T2NOMO
1 T3NOMO
TANOMO
llla jedes T mit N1 und MO
b jedes T mit N2 und MO
I\ jedes T und jedes N mit M1

1.5. Topographie und Tumorlokalisationen

Grundsatzlich wird der Magen in 5 Teilabschnitte eingeteilt [10]. Abschnitt eins stellt die
Cardia dar, in sie miindet der Osophagus ein. Abschnitt zwei ist der Magenfundus, auch
als Magengewdlbe bezeichnet. Er schliesst sich im Verlauf an die Cardia an und
befindet sich unterhalb des linken Zwerchfells. Den flachenméaRig groRten Anteil des
Magens nimmt der dritte Abschnitt, der Corpus, ein. Die letzten beiden Abschnitte sind
der Ubergang zum Duodenum, der Pylorus, und der davor befindliche Abschnitt, das
Antrum (Abbildung 2). 75% der Karzinome befinden sich im distalen Drittel des Magens,
davon 50% im Antrum, vor allem an der kleinen Curvatur. Nur 10% sind im Cardia-

Bereich lokalisiert, etwa der gleiche Prozentsatz entféllt auf multizentrische Typen.

t'.'lsuphagus

Duodenum

Abbildung 2: Anatomische Einteilung der Magenregionen
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1.6. Diagnose

Die rechtzeitige Diagnose des Magenkarzinoms stellt heute eines der Hauptprobleme in
der Therapie dieser gefahrlichen Tumorerkrankung dar. Ein im Stadium des
Frihkarzinoms entdeckter Tumor besitzt eine recht gute Prognose. Leider werden
lediglich 15% aller Tumore in Deutschland in diesem Stadium diagnostiziert [11].
Ursache dafur ist die unspezifische und oft den Patienten auch nur gering belastende
Klinik sowie das Fehlen einer geeigneten und preiswerten Screeningmethode. Aus
diesem Grund findet sich bei der endgultigen Diagnose meist schon ein
fortgeschrittenes Tumorstadium. Primares Diagnoseinstrument ist die Gastroskopie in
Kombination mit der Entnahme von Proben zur histologischen Untersuchung. Die
Kombination aus Endoskopie und Biopsie erreicht eine Sensitivitat von ca. 95% [2].
Neben der Endoskopie als Goldstandard gehéren nach heutigen Leitlinien zur
Therapieplanung eine endoskopische Sonographie fir die Klarung der Tiefeninfiltration
sowie TNM-Staging und die Suche nach Fernmetastasen via Computertomogramm
bzw. nach Lebermetastasen via abdominellem Ultraschall. Zunehmende Bedeutung
erlangt die Laparoskopie inklusive Lavage zur Abklarung einer bereits bestehenden
Peritonealkarzinose, da sich Sonographie und CT in diesem Teilgebiet der Diagnostik
als unzureichend erwiesen haben. Die Bestimmung von Tumormarkern hat praktisch
keine Bedeutung fiur die Erlangung einer Diagnose. Zwar ist zum Beispiel das
karzinogen-embryonale Antigen (CEA) oder CA 19-9 bei bis zu 30% der Patienten mit
Magenkarzinomen erhoht, allerdings ist bei diesen Patienten die Erkrankung schon weit
fortgeschritten [12]. Zur Fruherkennung des Magenkarzinoms sind Tumormarker

deshalb zum jetzigen Zeitpunkt als nicht geeignet zu betrachten.

1.7. Prognose

Die Prognose fir das Magenkarzinom hangt im wesentlichen vom Tumorstadium zum
Zeitpunkt der Diagnose der Krankheit ab. So betragt das kumulative 5-Jahres
Uberleben fiir das UICC-Stadium IA in Deutschland ca. 85%. Fiir das UICC-Stadium Il
sinkt dieser Wert auf fast 45%. Ein im Stadium UICC IV - d.h. es sind Fernmetastasen
vorhanden - diagnostizierter Tumor hat nur noch eine kumulative 5-Jahres
Uberlebenswarscheinlichkeit von ca. 10% [13]. Eine kurative Therapie, die vollstandige
chirurgische RO-Resektion, ist nur im Stadium | mdglich. Mit wachsender Tumorgrosse
und steigendem Tumorstadium sinkt die Wahrscheinlichkeit, eine RO-Resektion zu

erreichen, jedoch immer weiter ab. Zudem ist die Lymphknotenmetastasierung der
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wichtigste prognostische Faktor. Bei nachgewiesenen Lymphknotenmetastasen ist eine
kurative Resektion nicht moglich, andererseits ist der Wert der adjuvanten
Chemotherapie beim Magenkarzinom nicht gesichert. Vor diesem Hintergrund ist die
Friherkennung des Karzinoms und die Identifizierung von Risikogruppen der

entscheidende Weg zur Verbesserung der Prognose dieser Patientengruppe.

2. Folsauremetabolismus und Bedeutung der Polymorphismen

2.1. Folatkreislauf

Der Begriff Folsadure stellt einen Oberbegriff dar, der im eigentlichen Sinne die
Bezeichnung fir die synthetische Form des Vitamins ist. Dabei handelt es sich um
Pteroylmonoglutaminséure, eine stabile Form des Vitamins, die so in der Natur nicht
vorkommt. Natirliche Formen des Vitamins sind die Folate, die sich im Grad der
Oxidationsstufe, der Methylsubstituenten und der Anzahl der Glutaminsauremolekile im
Molekul unterscheiden [14]. Das wasserldsliche Vitamin Folsaure besitzt eine
heterozyklische Struktur und besteht aus Pteridin, p-Aminobenzoesaure und L-Glutamat
(Abbildung 3) .

QOH
HN
0 COOH
OH HN
N Folat (Folsédure)
N=~ | =
J M
H,N" N

Abbildung 3: chemische Struktur von Folat

In der Nahrung liegen Folate zu ca. 40% als Monoglutamat (Monoglutamylfolat) und zu
ca. 60% als Polyglutamat (Polyglutamylfolat) vor. Besonders ergiebige naturliche
Folatquellen sind Spinat, Spargel, Salat, Tomaten, Gurken, Getreide und Leber. Der in
Polyglutamatform vorliegende Anteil des Folates muss vor der Resorption zunéchst zu
Monoglutamaten enzymatisch hydrolysiert werden und kann dann Carrier-vermittelt

vom Darmlumen in die mucosalen Zellen aufgenommen werden. Fir die Hydrolyse ist
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das Enzym Glutamatcarboxypeptidase 1l (GCP) entscheidend, der Carriertransport
geschieht durch den Reduced Folate Carrier (RFC) [15]. Durch Folatreduktase erfolgt in
den Zellen die Umwandlung in 7,8-Dihydrofolsaure, welche durch die
Dihydrofolatreduktase zu 5,6,7,8-Tetrahydrofolsdure prozessiert wird. Aus dieser
Vorstufe entsteht dann die im Blutkreislauf hauptsachlich zu findende 5-Methyl-
Tetrahydrofolsaure. Die biologisch aktive Form des Vitamins ist die Tetrahydrofolsaure,
welche im Korper als 5-Methyl-Tetrahydrofolsaure, 5,10-Methylen-Tetrahydrofolsaure,
5,10-Methenyl-Tetrahydrofolsaure und auch als 5-Formyl-Tetrahydrofolsdure vorkommt.
Die Synthese von Tetrahydrofolsaure geschieht in einer NADPH-abhéangigen Reduktion
durch die Enzyme Folatreduktase und Dihydrofolatreduktase [16]. Im Koérpergewebe
liegen Folate zu uber 95% als Polyglutamate mit 5 bis 8 Glutamatresten vor. Die
Glutamatreste sind dabei jeweils Uber y-Carboxylgruppen mit der a-Aminogruppe des
vorhergehenden Glutamatrestes verknupft. Typisch fur diese Form der Folate ist die
hohere Affinitdt zu Enzymen des 1-Kohlenstoffwechsels. Tetrahydrofolsaure funktioniert
in diesem Stoffwechsel-kreislauf als Co-Enzym zur Ubertragung von 1-
Kohlenstoffresten welche als Methyl-, Formyl-, Formiat-, oder Hydroxymethylreste
vorkommen kénnen. Sind diese Reste an Tetrahydrofolsaure gebunden stellen sie den
Ausgangspunkt flr verschiedene Biosyntheseprozesse im menschlichen Kdorper dar,
wozu beispielsweise gehoéren: die Synthese der Atome C2 und C8 des Purins, die
Synthese von dTMP, die Bildung des p-Kohlenstoffes des Serin bei der Umwandlung
von Glycin in Serin sowie der Methylgruppen des Cholins [17]. Der fur die weitere
Betrachtung hier wichtigste Synthesevorgang ist jedoch die Bereitstellung des
Kohlenstoffs fur die Methylierung von Homocystein zu Methionin. Aus der Aminosaure
Methionin kann durch Reaktion mit ATP unter Abspaltung von Phosphat und
Pyrophosphat S-Adenosylmethionin entstehen, eine universell einsetzbare Verbindung
welche unter anderem zur Methylierung der Basen bei der DNA-Synthese bendtigt wird.
Aus S-Adenosylmethionin entsteht dabei nach Methylibertragung und Abspaltung des
Adenosinrestes wieder Homocystein. Fir die Bildung von Methionin ist eine Vitamin
B12-abhangige Reaktion von Homocystein mit 5-Methyl-Tetrahydrofolat nétig. Um im
Folsaurekreislauf 5-Methyl-Tetrahydrofolat zu erzeugen ist als Schlisselenzym 5,10-
Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase - im folgenden als MTHFR bezeichnet -
notwendig, welches 5,10-Methylen-Tetrahydrofolat irreversibel reduziert. Im Koérper

stellt 5,10-Methylen-Tetrahydrofolat die Hauptform an intrazellularer Folséure dar,
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wahrend 5-Methyl-Tetrahydrofolat die dominierende Form im Plasma ist. Abbildung 4

veranschaulicht die Ablaufe im Folsauremetabolismus.
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1: Folylpoly-y-glutamat-Carboxypeptidase (GCP-C1561T)
2: Reduced Folate Carrier (RFC-G80A)

3: Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR-C677T)

Methylierungskreislauf Nukleotidsynthesekreislauf

Abbildung 4: Beziehungen der Polymorphismen zum Folatkreislauf

2.2. Folate bei Tumorerkrankungen

Nach den bisher entwickelten und erforschten Modellen kdnnen Folate auf zwei
unterschiedliche Arten an der Entwicklung von Tumoren beteiligt sein. Auf der einen
Seite muss die Rolle im 1-Kohlenstoffwechsel und damit an der S-
Adenosylmethioninsynthese in Betracht gezogen werden, auf der anderen Seite werden
Folate fur die normale DNA-Synthese und die DNA-Reparatur benétigt. Vor allem in
letzterem Bereich kann ein Folatdefizit zu einem Mangel an DNA-Vorstufen, zum
fehlerhaften Einbau von Uracil anstatt Thymin bei der Replikation und zu
Chromosomenbrichigkeit fihren. Die bisherige Erforschung des Einflusses von
Folsaure auf eine Tumorentwicklung konzentrierte sich vor allem auf den Bereich des
kolorektalen Karzinoms. Dort sind in zwei groR angelegten, prospektiven
Kohortenstudien Hinweise darauf gefunden worden, dass ein niedriger Folatstatus ein
erhohtes Risiko fur die Erkrankung an einem kolorektalen Karzinom zur Folge hat. Im
einzelnen handelt es sich dabei um die Nurses' Health Study und die Health

15



Professionals Follow-Up Study [16]. Die Nurses' Study ergab einen Risikounterschied
von 35% zwischen Probanden mit der hochsten und Probanden mit der geringsten
Folatzufuhr. Auch fir das Magenkarzinom existieren Studien Uber den Folateinfluss.
Zhu Shunshi et al. [18] publizierten 2003 eine randomisierte, Placebo-kontrollierte
Studie um den Einfluss von p-Carotin und Folsdaure auf die Entstehung von
Magenkarzinomen sowie weiteren gastrointestinalen Tumoren zu untersuchen. Nach
den Erkenntnissen der Studie fuhrt die Folsauregabe dazu, die Pathogenese nach dem
Correa-Modell entweder zu unterbrechen oder die Progression einer prakanzerogenen
Lasion zu verlangsamen. Auf molekularbiologischer Ebene kam die Studie zu dem
Ergebnis, dass schon beim ersten Follow-Up nach 6 Monaten die DNA-Methylierung

unter Folsduresupplementierung deutlich verbessert war.

2.3. Methylentetrahydrofolatreduktase-C677T-Polymorphismus

Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) ist ein Schlisselenzym fiir die Regulation
des menschlichen Folatkreislaufs. Das Gen, welches fur MTHFR kodiert, befindet sich
auf Chromosom 1p36.3 und weist zahlreiche Polymorphismen auf. Einer dieser
Polymorphismen ist der MTHFR-C677T-Polymorphismus im Exon 4. Beim C677T-
Polymorphismus findet in der DNA-Sequenz bei Codon 222 ein Austausch der Base
Thymin gegen Cytosin statt, was im Ergebnis der Aminosauren Valin anstatt Alanin
ergibt. Demzufolge kann das Gen in 3 Varianten vorkommen: als 677CC-Wildtyp, als
heterozygote Variante 677CT und als homozygote Variante 677TT [19]. Der Grad der
Verbreitung der MTHFR-Genotypen scheint regional sehr unterschiedlich zu sein. Eine
finnische Studie untersuchte die MTHFR-Genotypen bei 394 Patienten im Grossraum
Helsinki, wobei 5% die 677TT-Variante des Gens aufwiesen [20]. Eine franzdsische
Studie mit 291 aus dem Grof3raum Paris stammenden Personen zeigte dagegen einen
Anteil von 16.8% fir den 677TT-Genotyp [21]. Aus China (Nanjing) stammende
Studiendaten zeigen gar 24% fur die 677TT-Variation [22]. Nach den bisher
vorliegenden Daten ist der Polymorphismus im asiatischen Raum starker verbreitet als
zum Beispiel in Westeuropa. In einem nordchinesischen Kollektiv zeigte der 677TT-
Genotyp eine Haufigkeit von 44% und liegt damit weit Uber den bei européischen
Studien Ublichen Anteilen [23]. Der Grad der Aktivitdit von MTHFR differiert je nach
Genvariation. Trager von 677TT besitzen nur 30% der MTHFR-in-vitro-Aktivitat von
Tragern des 677CC-Wildtyps, Trager der heterozygoten Variante 677CT weisen noch
65% Restaktivitat auf [19]. In der Erstbeschreibung aus dem Jahr 1995 gehen die
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homozygoten und heterozygoten Polymorphismen mit einer erhéhten Konzentration von

Homocystein im Serum und einer erniedrigten Konzentration von Folsaure einher.

2.4. Glutamatcarboxypeptidase-C1561T-Polymorphismus

Das Enzym Folylpoly-y-glutamat-Carboxypeptidase (FGCP) nimmt eine Schlusselrolle
bei der Aufnahme von Folaten in den menschlichen Kreislauf ein. Es wird vom
sogenannten GCPII-Gen (Glutamatcarboxypeptidase II-Gen) kodiert. Das GCP-lI-Gen
befindet sich auf Chromosom 11pl11.2 und besitzt 19 kodierende Exons [24]. Die
Funktion von Folylpoly-y-glutamat-Carboxypeptidase besteht darin, Folatpolyglutamat
zu Folatmonoglutamat zu reduzieren. Die Folatpolyglutamate machen den grof3ten Teil
des Nahrungsfolates aus und kdnnen in diesem Zustand nicht resorbiert werden. Um
von der intestinalen Mucosa aufgenommen zu werden muissen sie daher zu
Monoglutamaten gespalten werden. Erst dann kann es zu einer Carrier-vermittelten
Resorption durch den Reduced Folate Carrier (RFC) kommen. Eine Stoérung des FGCP-
Enzyms selber oder eine Mutation seines Gens geht theoretisch mit einer verminderten
Fahigkeit zur  Folsaureresorption einher und wirde zu  erniedrigten
Folsadurekonzentrationen fihren. Ein GCPII-Polymorphismus wurde von Devlin et al.
[25] im Jahr 2000 beschrieben. Beim GCP-C1561T-Polymorphismus liegt ein
Einzelbasenaustausch von Cytosin zu Tyrosin am Nucleotid 1561 vor. Dadurch kommt
es im korrespondierenden Codon 475 zu einem Austausch der Aminoséure Histidin
gegen Tyrosin. Daher wird dieser Polymorphismus auch als H475Y-Polymorphismus
bezeichnet. Er bewirkt im Zellversuch im heterozygoten Stadium eine um 53%
geringere Aktivitat von FGCP als bei Individuen ohne die Mutation [25].

2.5. Reduced Folate Carrier-G80A-Polymorphismus

Die Aufnahme von Folsaure in den Blutkreislauf erfolgt mit Hilfe eines Carrier-
Transportmechanismus, der auch als RFC (Reduced Folate Carrier) bezeichnet wird.
Nach erfolgter Hydrolyse der terminalen Folylpoly-y-glutamate durch das GCP-II-
kodierte Enzym Carboxypeptidase Il kann der Reduced Folate Carrier die
Monoglutamatform aus dem enterohepatischen Kreislauf aufnehmen. Chango et al.
beschrieben einen Polymorphismus an der Position 80 im 2. Exon des Gens 21qg22.2,
bei welchem Guanin gegen Adenin ausgetauscht wird [26]. Nach den Ergebnissen der
Studie weisen homozygote Trager ein hoheres Niveau an Homocystein auf, vor allem
wenn sie gleichzeitig den MTHFR-C677T-Polymorphismus besitzen. Die Haufigkeit
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betrug im untersuchten Kollektiv (169 Patienten) 27.1% fiur den 80GG-Genotyp, 50.9%
fur den 80GA-Genotyp und 21.9% fur den 80AA-Genotyp. Der Reduced Folate Carrier
ist nicht nur fur den Folsduremetabolismus von grof3er Wichtigkeit, sondern auch fur die
Chemotherapie zum Beispiel mit Methotrexat. Methotrexat benutzt ebenfalls den RFC-
Transportmechanismus um in die Zellen aufgenommen zu werden. Fodinger et al. [27]
wiesen in ihrem Kollektiv von Dialysepatienten fur den RFC-G80A-Polymorphismus
keine Veranderung der Homocysteinkonzentration zwischen den Genotypen nach. Ma
et al. erstellten fir das Kolonkarzinom ein Tiermodell, in welchem Knock-out Mause
benutzt wurden. Wenngleich die Folsaurehomdostase nicht beeintrachtigt war, so zeigte
sich doch eine erhdhte Zellproliferation bei den Mausen ohne das RFC-Gen. Nach 38
Wochen waren signifikant mehr fokale Entziindungen und Adenokarzinome als in den
Wildtyp-Mausen nachweisbar [28]. Ein moglicher Zusammenhang des Reduced Folate
Carrier-G80A-Polymorphismus und der Entwicklung von Tumoren ist bisher in Studien

nicht untersucht worden.
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3. Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war die Klarung folgender Fragen:

1. Unterscheiden sich die Allelfrequenzen und Genotyphaufigkeiten des Methylen-
tetrahydrofolatreduktase-C677T-Polymorphismus bei Magenkarzinompatienten

von einem gesunden Kollektiv ?

2. Unterscheiden sich die Allelfrequenzen und Genotyphaufigkeiten des Glutamat-
carboxypeptidase-C1561T-Polymorphismus bei Magenkarzinompatienten von

einem gesunden Kollektiv ?

3. Unterscheiden sich die Allelfrequenzen und Genotyphéufigkeiten des Reduced
Folate Carrier-G80A-Polymorphismus bei Magenkarzinompatienten von einem

gesunden Kollektiv ?

4. Unterscheiden sich die Allelfrequenzen und Genotyph&ufigkeiten der genannten
Polymorphismen bei kombiniertem Auftreten bei Magenkarzinompatienten von

einem gesunden Kollektiv ?

5. Sind die Polymorphismen und die Genotyphaufigkeit bei Magenkarzinompatienten

mit klinisch-pathologischen Charakteristika der Tumorprogression assoziiert ?
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4. Probanden, Material und Methoden

4.1. Patientenkollektive

4.1.1. Patienten der Karzinomgruppe

Das Kollektiv der Karzinompatienten umfasste 106 Personen mit histologisch
gesichertem Magenkarzinom. Davon waren 28 weiblichen und 78 mannlichen
Geschlechts. Die Gewebe- und Blutproben wurden in der Klinik fir Gastroenterologie,
Hepatologie und Infektiologie in den Jahren 1995-2002 gesammelt und aufbewahrt. Fir
das Tumorkollektiv wurden die selben Daten gesammelt wie sie fur die Kontrollgruppe
vorlagen, u.a. Nikotinstatus, Alkoholanamnese und Vorerkrankungen. Die Patienten
wurden hinsichtlich des Magenkarzinoms in der Klinik fiir Gastroenterologie,
Hepatologie und Infektiologie untersucht. Dabei kamen zur Diagnosestellung sowohl
Endoskopie als auch endoskopischer Ultraschall zum Einsatz. Eine mdgliche Infektion
mit Helicobacter pylori wurde histologisch und serologisch untersucht. Die histologische
Bestéatigung wurde im Institut fir Pathologie durchgefihrt. AnschlieBend erfolgte die
Festlegung des TNM-Status, des Gradings sowie des Tumortyps. Die Patientendaten
wurden fur die Studie anonymisiert. Die Bestimmung der Polymorphismen aus DNA

erfolgte aus Blutproben oder dem nicht-Tumor-Anteil des Magenpraparates.

4.1.2. Kontrollgruppe, Ein-und Ausschlusskriterien

Die Kontrollgruppe umfasste insgesamt 106 Frauen und M&nner die vom Institut far
Klinische Chemie der Universitait Magdeburg im Jahr 2001 rekrutiert wurden. Die
Probanden wurden aus einem gréfReren Kollektiv ohne Kenntnis von Laborwerten oder
anderen Parametern ausgewahlt und den Karzinompatienten bezlglich Alter und
Geschlecht soweit moglich angeglichen. Das Kollektiv umfasste 43 Frauen und 63
Manner. Folgende Erkrankungen fihrten zum Ausschluss aus der Studie:

o akute oder chronische Gastritis

o Z.n. Magen-oder Darmresektion

o Z.n. Myocardinfarkt, Apoplex

o Neoplasien
. Alkohol-oder Medikamentenabusus
° Diabetes Mellitus
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Desweiteren wurden Probanden ausgeschlossen bei denen ein bekannter Vitamin B12-
Mangel vorlag oder die eines der folgenden Medikamente einnahmen:

o Zytostatika

o Protonenpumpeninhibitoren
. H,-Rezeptor-Antagonisten
o Antacida

o Antiepileptika

Bei der Rekrutierung der Probanden wurde eine ausfiihrliche Anamnese durchgefihrt,
der Taillen- und Huftumfang gemessen und eine Nichternblutprobe gewonnen. Im

einzelnen erfasst wurden folgende Parameter:

o BMI = Body Mass Index (Korpergewicht in Kilogramm /
(Korpergrosse in Meter)?)

o Helicobacter pylori - Status

o Nikotinstatus

o Diabetes Mellitus

o Homocystein- und Vitaminstatus (Folsdure, Vitamin B6, Vitamin B12)

o Klinische Chemie (Blutbild, Leberenzyme, Nierenfunktion,

Schilddrusenfunktion, CRP)

4.2. Helicobacter pylori-Serologie

Der Nachweis von Helicobacter pylori wurde mit Hilfe des Enzymimmunoassays
"Pyloriset EIA-G IlI" der Firma Orion Diagnostica, Finnland durchgefihrt. Dieser Assay
weist 1gG-Antikorper gegen Helicobacter pylori nach. Der Vorteil dieser
Nachweismethode liegt nicht nur in einer hohen Sensitivitdt und Spezifitat, sondern
auch in der Tatsache, dass sich auch nach einer erfolgreichen Eradikationstherapie
eine ehemalige Infektion nachweisen lasst. Das Funktionsprinzip folgt dem allgemeinen
Aufbau eines Enzymimmunoassays. Die Mikrotiterplatten des Kits wurden mit
spezifischen Anti-Helicobacter-pylori-Antigenen beschichtet. Bringt man Serumproben
mit Helicobacter-pylori-lgG-Antikorpern mit diesen Platten in Kontakt so kommt es zu
einer Reaktion mit den an die Matrix gebundenen Antigenen. Es entsteht ein Antigen-
Antikorper-Komplex. Dieser Komplex kann durch mit Peroxidase markiertem
Antihuman-lgG nachgewiesen werden. Das Enzymkonjugat bindet dabei an den

Antigen-Antikérper-Komplex, nach erfolgter Reinigung wird Subtrat hinzugegeben.
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Nach Beendigung der Substratreaktion erfolgt eine photometrische Auswertung des
Tests. Dabei ist die Intensitat der Farbe proportional der Konzentration der spezifischen
IgG-Antikorper gegen Helicobacter pylori. Die Auswertung erfolgte dabei automatisch
durch die Software SOFTmax PRO.

4.3. DNA-Extraktion
Die DNA-Extraktion fur die Gruppe der Karzinompatienen wurde mit E.Z.N.A.-Tissue-
DNA-Mini-Kits der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH Erlangen durchgefuhrt. Der Kit

kombiniert dabei Zentrifugationssaulenmethoden mit den Bindungseigenschaften von
HiBind-Silikamembranen. Das Funktionsprinzip besteht darin, die Gewebeproben
zunachst zu homogenisieren, dann unter denaturierten Bedingungen zu lysieren und in
diesem Zustand auf eine HiBind-Zentrifugensaule zu laden. Dort binden die in der
Probe enthaltenen DNA-Molekile an die enthaltene Silikamembran. Nun kdnnen in
mehrerer Waschvorgdngen mit speziellen Puffern alle Kontaminationen oder auch
Proteine bzw. zellulare Debris entfernt werden. Das verwendete System erlaubt die
Isolierung von bis zu 30 pg genomischer DNA mit einer maximalen Molekullange von
60 kbp. Nach der Extraktion wurde die Konzentration der DNA photometrisch bestimmit.
Dazu wurden 5 pul DNA mit 65 pul DEPC-H,O gemischt und nach Eichung des
Photometers bei 260 nm die Photometrie durchgefuhrt. Fur die Kontrollgruppe wurde
das QlAamp DNA Blood Mini Kit der Firma Qiagen GmbH, Hilden, benutzt.

4.4. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR fur den RFC-G80A-Polymorphismus wurde nach der Methode von Chango et
al. [26] durchgefiihrt. Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QiAmp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Der Ansatz fiur die PCR bestand aus folgenden
Komponenten:

PCR-Mastermix: 25 pl (Promega GmbH, Mannheim)

Primer 1: 2 ul [10 pmol/ul] in nukleasefreiem Wasser
Primer 2: 2 ul [10 pmol/ul] in nukleasefreiem Wasser

H,O: 16 pl

Pat.-DNA: 5 ul  DNA-Suspension in nukleasefreiem Wasser
Gesamtmenge: 50 ul
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Der fertige Ansatz wurde anschliessend nach folgendem Muster amplifiziert:
2 min 94° C

30 sec 94° C
45 sec 61° C 35 Zyklen
45 sec 72° C
7 min 72°C

Das verwendete Primerpaar fir RFC-G80A [26]:

5 AGT GTC ACCTTCGTCCCCTC 3

5 CTC CCG CGTGAAGTTCTT 3

Im Gegensatz zur Originalmethode wurde beim zweiten Annealingschritt statt 30
Sekunden bei 58°C eine Temperatur von 61°C flr 45 Sekunden gewéahlt. Nach dem
letzten Zyklus erfolgte dann jeweils eine Abkuhlung auf 4 °C und damit der Abschluss
der PCR-Reaktion. Analog wurde der Ansatz fur die MTHFR-C677T und GCP-C1561-T-
Bestimmung erstellt und fur MTHFR-C677T nach folgendem Muster amplifiziert:

2 min 96° C

50 sec 93° C
50 sec 55°C 35 Zyklen
30 sec 72° C
7 min 72° C

Das verwendete Primerpaar fur MTHFR-C677T lautet [29]:
5' TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 3
5' AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 3'

Die Zyklenfolge fir GCP-C1561T lautete:

2 min 95° C
30 sec 95° C
45 sec 57° C 35 Zyklen
45 sec 72° C
7 min 72° C

Das verwendete Primerpaar fur GCP-C1561T [25]:
5-CATTCTGGTAGGAATTTAGCA-3'
5'-AAACACCACCTATGTTTAACA-3'
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Die PCR-Produkte wurden dann mit einer temperaturmodulierten Heteroduplexanalyse
(dHPLC, Transgenomic Inc, Omaha, USA) weiter analysiert. Fur die Durchfihrung der
PCR wurde der PCR-Master-Mix der Firma Promega (Mannheim) verwendet. Er
besteht aus 50 Einheiten Tag DNA-Polymerase, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM
dCTP, 400 uM dTTP und 3 mM MgCI; in einem Reaktionspuffer mit einem pH-Wert von
8,5.

4.5. Genotypisierung mittels dHPLC

dHPLC, welche auch als denaturierende Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie
bezeichnet wird, ist ein Verfahren mit dem insbesondere Punktmutationen, kleine
Deletionen sowie Insertionen mit hoher Zuverlassigkeit erkannt werden konnen. Als
Vorarbeit muss DNA via PCR amplifiziert werden. Bei der sich anschliessenden
Hybridisierung, wird das doppelstrangige, helikale PCR Produkt bei 95° C in zwei DNA-
Einzelstrange geschmolzen. Durch langsames Abklhlen auf circa 12° C werden die
DNA-Einzelstrange zuféllig wieder zu doppelstrdngiger DNA zusammengefihrt
(Abbildung 5). Doppelstrangige DNA, die sich aus zwei komplementaren Einzelstrangen
gebildet hat, wird als Homoduplex bezeichnet. Als Heteroduplex wird doppelstrangige

DNA bezeichnet, die sich aus zwei unterschiedlichen DNA-Einzelstrangen gebildet hat.

DNA-Einzelstrange DNA-Homo- und Heteroduplexe
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Abbildung 5: Duplexbildung bei dHPLC

Bei heterozygoten Probanden entstehen bei der Hybridisierung Homo- und
Heteroduplexe, bei Wildtypen und homozygoten Mutanten entstehen nur Homoduplexe.
Homo- und Heteroduplexe haben unterschiedliche Schmelztemperaturen.
Heteroduplexe schmelzen bei einer niedrigeren Temperatur in ihre DNA-Einzelstrédnge

als Homoduplexe. Letztendlich entsteht ein Chromatogramm mit einem Doppelpeak
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(Heteroduplexchromatogramm). Der Peak mit der kiirzeren Retentionszeit reprasentiert
die DNA-Einzelstrange des Heteroduplexes, der Peak mit der langeren Retentionszeit
die Wildtyp-DNA. Bei Wildtyp-PCR-Produkten und bei PCR-Produkten von
homozygoten Mutanten ist nur ein Peak im Chromatogramm
(Homoduplexchromatogramm) zu erkennen (Abbildungen 6-8). Bei drei Patienten der
untersuchten Kollektive konnte keine DNA amplifiziert und somit auch keine dHLPC
durchgefuhrt werden.
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Abbildung 6: MTHFR-C677T-Chromatogramm
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Abbildung 7: GCP-C1561T-Chromatogramm
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RFC-G80A (64,2°)
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Abbildung 8: RFC-G80A-Chromatogramm

Fur diese Studie kam das WAVE® Nucleic Acid Fragment Analysis Systems (WAVE,

Transgenomic, Omaha, USA) zum Einsatz.

4.6. Klinisch-laborchemische Parameter

Die klinisch-chemischen Laborparameter wurden mittels Routinemethoden auf
Analyseautomaten des Instituts fur Klinische Chemie der Universitatsklinik Magdeburg
bestimmt. Homocystein wurde durch HPLC mit Fluoreszenzdetektion untersucht. Fir
die Bestimmung von Folat und Vitamin B12 kamen kommerzielle Testassays der Firma
Roche Diagnostics (Mannheim) zum Einsatz.
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4.7. Einteilung von Tumorstadien und Tumorlokalisationen

Das Kollektiv der Karzinompatienten wurde hinsichtlich des histologischen Gradings
und des Tumorstadiums (nach UICC) in Subgruppen unterteilt. Die Stadien UICC 1 und
2 wurden zu einer Gruppe von Patienten zusammengefasst, die Stadien UICC 3 und 4
zu einer weiteren. Dies geschah sowohl aus statistischen als auch aus medizinischen
Uberlegungen, da die UICC-Stadien 3 und 4 den metastasierten Karzinomen
vorbehalten sind (regionale Lymphknotenmetastasierung bzw. Fernmetastasen). Auch
bei der Einteilung nach dem Grading wurden aus statistischen Grunden Stadien
zusammengelegt. Gruppe 1 umfasste die Differenzierungsgrade 0 und 1, Gruppe 2 den
Differenzierungsgrad 2 und Gruppe 3 die Differenzierungsgrade 3 und 4. Bei der
Einteilung nach der Lokalisation des Magenkarzinoms wurden aus statistischen
Grinden 2 Subgruppen gebildet. Der ersten Gruppe wurden alle Patienten mit einem
Karzinom der Magencardia zugeteilt (n=28), der zweiten Gruppe samtliche Patienten

deren Karzinom sich nicht in der Cardia-Region befand (n=78).

4.8. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte via SPSS-Analyse-Software
Version 9 in Kooperation mit dem Institut fir Biometrie und Medizinische Informatik der
Universitdt Magdeburg. Der Vergleich der Merkmale inklusive Genotypenhéaufigkeit
zwischen den beiden Kollektiven wurde mittels y2-Test durchgefiihrt. Fiir kontinuierliche
Variablen kam der Student's t-Test zum Einsatz. Desweiteren wurde eine logistische
Regression mit der Krankheit als abhangige Variable durchgefihrt. Hierbei wurde
jeweils das relative Risiko und das 95%-Konfidenzintervall angegeben. Fur alle Tests

betrug das Signifikanzniveau 0.05.
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5. Auswertung

5.1. Klinische Charakteristika der Probandenkollektive

Eine allgemeine Ubersicht tiber die Charakteristika der Kollektive findet sich in Tabelle
3. Trotz grosstmaoglicher Anpasssung der beiden untersuchten Kollektive aneinander
blieb im t-Test ein signifikanter Altersunterschied (p=0,03) bestehen. Dabei waren
Probanden der Kontrollgruppe durchschnittich 2,8 Jahre alter als Patienten des
Karzinomkollektivs (Abbildungen 9, 10). In der geschlechts -und altersadjustierten
logistischen Regression ergab sich fur den Altersunterschied ein relatives Risiko von
0,97 [0,94-1,01]. Fur das Geschlecht betrugt das relative Risiko 1,78 [0,99-3,21]. Die
Kollektive unterschieden sich ebenso im Raucherstatus (p=0,03), wobei dieser nicht fur
jeden Karzinompatienten verifiziert werden konnte (n=66). In den Parametern BMI,
Folat und Vitamin B12 gab es dagegen keinen signifikanten Unterschied zwischen den
beiden Kollektiven. Der Median fiir Folat betrug in der Kontrollgruppe 7,4 ng/ml und in
der Karzinomgruppe 6,6 ng/ml. Fur Vitamin B12 betrug der Median in der
Kontrollgruppe 377 pg/ml und in der Karzinomgruppe 297 pg/ml. Folat, Vitamin B12 und
Homocystein konnten nur fur einen Teil der Karzinomgruppe bestimmt werden. Die
Ursache hierfur lag in der begrenzten Verflugbarkeit von asservierten Seren (Folat:
n=54; Vitamin B12: n=55; Homocystein: n=43). Die Abbildungen 11-13 zeigen jeweils
den Mittelwert und die Standardabweichung dieser Parameter in den Kollektiven. Fur
Homocystein ergab sich ein signifikanter Unterschied (p=0,02).

Karzinomgruppe: Altersverteilung

30 33
35 4 21 22
30 -
25 | M junger als 60 Jahre
20 4 m 60 - 70 Jahre
c
151 @ 71 - 80 Jahre
12 | O alter als 80 Jahre
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junger als 60 - 70 71-80 alter als 80
60 Jahre Jahre Jahre Jahre

Patientenalter

Abbildung 9: Altersverteilung der Karzinomgruppe
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Abbildung 10: Altersverteilung der Kontrollgruppe

Tabelle 3: Charakteristika der Kollektive (Mittelwert + Standardabweichung)

Parameter | Einheit Karzinomgruppe Kontrollgruppe p
Alter Jahr 65.0 (£ 11) 67.8 (+ 6) 0.033
Geschlecht Manner: 78, Frauen: 28 | Manner: 63, Frauen: 43 | 0.029
BMI kg/m?2 24.67 (£ 4.70) 25.89 (£ 3.41) 0.068
Raucher 37 (35 %) 41 (39 %) 0.026
Folat ng/mi 11.8 (x 21.0) 9.9 (x8.1) 0.512
Vitamin B12 | pg/ml 416 (+ 394) 410 (£ 176) 0.924
tHcy umol/I 15.3 (+ 6.3) 12.8 (+ 3.8) 0.019
HP positiv 37 (64.91%) 62 (58.49%) 0.641
Folat
a5 p=0,51
30 |
25 -
e 20+ m Karzinomgruppe
E” 15 ( @ Kontrollgruppe
10 1
5 _
O _
Karzinomgruppe Kontrollgruppe
ng/ml 11,8 9,9

Kollektiv

Abbildung 11: Folatspiegel in den Kollektiven (Mittelwert + Standardabweichung)
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Abbildung 12: Vitamin B12-Spiegel in den Kollektiven (Mittelwert +

Standardabweichung)
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Abbildung 13: Homocysteinspiegel in den Kollektiven (Mittelwert +
Standardabweichung)

5.2. Methylentetrahydrofolatreduktase-C677T-Polymorphismus

In der Kontrollgruppe zeigten 41 Personen den 677CC-Genotyp, 49 den 677CT-
Genotyp und 16 den 677TT-Genotyp. In der Karzinomgruppe dagegen hatten 46
Personen den 677CC-Genotyp, 45 den 677CT-Genotyp und 12 den 677TT-Genotyp.
Fur 3 Patienten aus der Karzinomgruppe konnte der Polymorphismus nicht bestimmt
werden. Der Chi-Quadrat-Test ergab einen p-Wert von 0,61. Daraus folgt, dass

zwischen beiden Gesamtkollektiven keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
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Haufigkeit des MTHFR-C677T-Polymorphismus bestehen (Abbildung 14). Die
logistische ~ Regression  bestatigte  dieses  Ergebnis. Im  alters- und
geschlechtsadjustierten Vergleich der Genotypen 677CC und 677CT gegen 677TT
ergab sich ein relatives Risiko von 0,84 [0,37-1,91] bei Tragern des 677TT-Genotyps an
einem Magenkarzinom zu erkranken. FUhrt man die gleiche Analyse fur die
Kombination 677CC gegen 677CT und 677TT durch so betragt das relative Risiko fir
den 677CC-Genotyp 0,82 [0,47-1,45].

MTHFR-C677T
W Karzinomgruppe O Kontrollgruppe
%07 49
50 46 a1 45
=0.61
& 40 - P
°
g 30
S 16
g 207 12
0 ‘
Wildtyp CC Heterozygot CT Homozygot TT
Genotyp

Abbildung 14: Haufigkeit von MTHFR-C677T in den Kollektiven

Tabelle 4 zeigt die Genotypenverteilung in den einzelnen Subkategorien. Bei der
Analyse der Lokalisation des Magentumors fand sich bei 27 Patienten ein Cardia-
Tumor. Davon wiesen jeweils 13 den 677CC bzw. 677CT-Genotyp sowie 1 Patient den
677TT-Genotyp auf. Die 2. Gruppe mit Patienten ohne Cardia-Tumor bestand aus 76
Personen, davon hatten 33 den 677CC-Genotyp, 32 den 677CT-Genotyp und 11 den
677TT-Genotyp. Die Verteilung der Genotypen war nicht signifikant verschieden
(p=0,33). Die Einteilung nach der UICC-Klassifikation ergab 7 Patienten mit dem
677CC-Genotyp in den UICC-Stadien 1 und 2 sowie 36 Patienten in den UICC-Stadien
3 und 4. Beim 677CT-Genotyp entfielen 12 Patienten auf UICC 1 und 2 sowie 28
Patienten auf die Gruppe UICC 3 und 4. Beim 677TT-Genotyp gehoOrten 4 Patienten
zum UICC-Stadium 1 oder 2 und 7 zum UICC-Stadium 3 oder 4. Héhere Stadien nach
der UICC-Klassifikation traten unabhéngig vom Genotyp des MTHFR-C677T-
Polymorphismus auf (p=0,22). In der Aufteilung nach dem Tumordifferenzierungsgrad
wurden vom 677CC-Genotyp 3 Patienten der Gradinggruppe 0 und 1, 6 Patienten der
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Gradinggruppe 2 und 33 der Gradinggruppe 3 und 4 zugeordnet. Beim 677CT-Genotyp
waren es 1 Patient (Grading 0+1), 9 Patienten (Grading 2) bzw. 30 (Grading 3+4) und
beim 677TT-Genotyp konnte 1 Patient der Gruppe 0 und 1 zugeordnet werden, 2 dem
Grading 2 und 8 der Gradinggruppe 3 und 4. Der Tumordifferenzierungsgrad war
unabhangig vom Genotyp des MTHFR-C677T-Polymorphismus (p=0,74). Bei der
Einteilung nach Lauren gehérten 18 Patienten des 677CC-Genotyps dem diffusen Typ
und 21 dem intestinalen Typ an. Beim 677CT-Genotyp waren es 15 bzw. 24 und beim
677TT-Genotyp entfielen 4 auf den diffusen Typ und 8 auf den intestinalen. Es gab
keinen Zusammenhang zwischen dem Tumortyp nach Lauren und dem

Polymorphismus (p=0,66).

Tabelle 4: Haufigkeit von MTHFR-C677T in Subkategorien der Karzinomgruppe

MTHFR-C677T | Wildtyp CC | Heterozygot CT | Homozygot TT p
Cardia 13 13 1
Non-Cardia 33 32 11 0.32
UICC 1+2 7 12 4
UICC 3+4 36 28 7 0.22
Grading 0+1 3 1 1
Grading 2 6 9 2
Grading 3+4 33 30 8 0.74
Lauren diffus 18 15 4
Lauren intestinal 21 24 8 0.66

Keiner der drei Genotypen des MTHFR-C677T-Polymorphismus zeigte im Kollektiv der
Karzinompatienten oder im Gesamtkollektiv eine Assoziation mit Helicobacter pylori.
Der Genotyp 677CT trat im Kontrollkollektiv jedoch signifikant haufiger bei
Nichtrauchern als bei Rauchern auf. (Abbildung 15). Der MTHFR-C677T-
Polymorphismus zeigte jedoch keinen Zusammenhang mit einer Erhdhung des
Folsaurespiegels (p=0,2), des Vitamin B12-Spiegels (p=0,7) oder des
Homocysteinlevels (p=0,9).
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Nikotinabusus vs. MTHFR-Genotyp
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Abbildung 15: MTHFR-Polymorphismus vs. Nikotinabusus

5.3. Glutamatcarboxypeptidase-C1561T-Polymorphismus

In der Kontrollgruppe fanden sich 94 Personen mit dem 1561CC-Genotyp sowie 11 mit
dem 1561CT-Genotyp, in der Karzinomgruppe hingegen 93 Personen mit dem
1561CC-Genotyp und 10 mit dem 1561CT-Genotyp. Der Chi-Quadrat-Test ergab einen
p-Wert von 0,85. Daraus folgt, dass zwischen beiden Kollektiven keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Haufigkeit des GCP-C1561T-Polymorphismus bestehen
(Abbildung 16). Dies =zeigte auch die logistische Regression. Im alters- und
geschlechtsadjustierten Vergleich ergab sich fur 1561CT-Merkmalstrager ein relatives

Risiko von 0,93 [0,37-2,33] zur Tumorgruppe zu gehoren.
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Abbildung 16: Haufigkeit von GCP-C1561T in den Kollektiven

Tabelle 5 stellt die Genotypenverteilung in den einzelnen Subkategorien fur den
Polymorphismus dar. Bei der Unterteilung nach der Lokalisation wiesen 24 Patienten
den 1561CC-Genotyp und 3 den 1561CT-Genotyp auf. Die zweite Gruppe mit Patienten
ohne Cardia-Tumor bestand aus 76 Personen, davon hatten 69 den 1561CC-Genotyp
und 7 den 1561CT-Genotyp. Es bestand kein Unterschied in der Haufigkeit des
Auftretens von Cardia sowie Nicht-Cardia-Tumoren hinsichtlich der unterschiedlichen
Genotypen des GCP-C1561T-Polymorphismus (p=0,77). In der Analyse des
Tumorstadiums gehdrten 19 Patienten mit dem 1561CC-Genotyp der Gruppe UICC 1
und 2 an, 65 Patienten der Gruppe UICC 3 und 4. Beim 1561CT-Genotyp entfielen 4
Patienten auf UICC 1 und 2 sowie 6 Patienten auf die Gruppe UICC 3 und 4. Hbéhere
Stadien nach der UICC-Klassifikation traten unabhangig vom Genotyp des GCP-
C1561T-Polymorphismus auf (p=0,23). Hinsichtlich des Tumordifferenzierungsgrades
ergab sich folgende Haufigkeitsverteilung: Dem 1561CC-Genotyp gehdrten 4 Patienten
in Gruppe 1, 15 Patienten in Gruppe 2 und 64 Patienten in Gruppe 3 an. Beim 1561CT-
Genotyp entfiel nur 1 Patient in die 1. Gruppe, 2 in die 2. Gruppe und 7 in die 3.
Gruppe. Laut statistischer Analyse bestand kein Zusammenhang zwischen dem
Tumorgrading und dem Genotyp (p=0,77). In der Analyse des Lauren-Typs wiesen 34
Patienten den 1561CC-Genotyp bei diffusem Typ nach Lauren auf, 47 gehdrten dem
intestinalen Typ an. Beim 1561CT-Genotyp entfielen nur 3 Patienten auf den diffusen
Typ und 6 auf den intestinalen. Es bestand kein Zusammenhang zwischen dem
Genotyp und dem Tumortyp nach Lauren (p=0,62).
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Tabelle 5: Haufigkeit von GCP-C1561T in Subkategorien der Karzinomgruppe

GCP-C1561T Wildtyp CC | Heterozygot CT p
Cardia 24 3

Non-Cardia 69 7 0.77
UICC 1+2 19 4

UICC 3+4 65 6 0.23
Grading 0+1 4 1

Grading 2 15 2

Grading 3+4 64 7 0.77
Lauren diffus 34 3

Lauren intestinal 47 6 0.62

Keiner der Genotypen des GCP-C1561-Polymorphismus zeigte im Karzinom- oder
Gesamtkollektiv eine Assoziation mit Helicobacter pylori. Es zeigte sich aul3erdem keine
Haufung des Polymorphismus bei Rauchern gegentber Nichtrauchern im Gesamt- und
Tumorkollektiv. Individuen mit dem GCP-C1561T-Polymorphismus zeigten keine
Assoziation mit einer Erhohung des Folsaurespiegels (p=0,5), des Vitamin B12-

Spiegels (p=0,6) oder des Homocysteinlevels (p=0,3).

35



5.4. Reduced Folate Carrier-G80A-Polymorphismus

Beim RFC-G80A-Polymorphismus befanden sich in der Kontrollgruppe 31 Personen mit
dem 80GG-Genotyp, 51 mit dem 80GA-Genotyp und 22 mit dem 80AA-Genotyp. In der
Karzinomgruppe hatten 39 Personen den 80GG-Genotyp, 43 den 80GA-Genotyp und
21 den 80AA-Genotyp. Zwischen beiden Kollektiven gab es keinen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Haufigkeit des RFC-G80A-Polymorphismus (p=0,45;
Abbildung 17). Die logistische Regression ergab im alters- und geschlechtsadjustierten
Vergleich der Genotypen 80GG gegen 80GA und 80AA ein relatives Risiko von 0,66

[0,37-1,20] bei Tragern des 80GG-Genotyps an einem Magenkarzinom zu erkranken.
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Abbildung 17: Haufigkeit von RFC-GB80A in den Kollektiven

Tabelle 6 stellt die Genotypenverteilung in den einzelnen Subkategorien dar. Bei der
Analyse der Karzinomgruppe hinsichtlich der Verteilung von Cardia-Tumoren vs. Non-
Cardia-Tumoren ergab sich ein signifikanter Unterschied. In der Cardia-Gruppe wiesen
16 Patienten den 80GG-Genotyp auf, 8 weitere den 80GA-Genotyp und 3 den 80AA-
Genotyp. Dagegen hatten in der Non-Cardia-Gruppe 23 Patienten den 80GG-Genotyp,
35 den 80GA-Genotyp und 18 den 80AA-Genotyp. Der Chi-Quadrat-Test ergab einen
p-Wert von 0,03 und damit einen signifikanten Unterschied. Es zeigte sich, dass
Patienten mit einem A-Allel (GA und AA) haufiger eine Tumorlokalisation aul3erhalb der
Cardia-Region aufwiesen als Patienten ohne das A-Allel (GG). Dieses Ergebnis blieb
auch nach Adjustierung fur Alter und Geschlecht konstant. Das relative Risiko flr
Personen mit einem 80GG-Genotyp, an einem Tumor aul3erhalb der Cardia-Region
erkrankt zu sein, betrug 0,28 [0,11-0,71]. Die Einteilung nach der UICC-Klassifikation
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ergab 8 Patienten mit dem 80GG-Genotyp im UICC-Stadium 1 und 2 sowie 28
Patienten im UICC-Stadium 3 und 4. Beim 80GA-Genotyp entfielen 12 Patienten auf
UICC 1 und 2 sowie 27 Patienten auf die Gruppe UICC 3 und 4. Beim 80AA-Genotyp
gehorten 3 Patienten zum UICC-Stadium 1 oder 2 und 16 zum UICC-Stadium 3 oder 4.
Hohere Stadien nach der UICC-Klassifikation traten unabhangig vom Genotyp des
RFC-G80A-Polymorphismus auf (p=0,43). In der Aufteilung nach dem
Tumordifferenzierungsgrad wurden beim 80GG-Genotyp 1 Patient der Gradinggruppe O
und 1, 2 Patienten der Gradinggruppe 2 und 34 der Gradinggruppe 3 und 4 zugeordnet.
Beim 80GA-Genotyp waren es 2 Patienten (Grading 0+1), 9 Patienten (Grading 2) bzw.
27 (Grading 3+4) und beim 80AA-Genotyp konnten 2 Patienten der Gruppe 0 und 1
zugeordnet werden, 6 dem Grading 2 und 10 der Gradinggruppe 3 und 4. Der Chi-
Quadrat-Test ergab einen p-Wert von 0,04. Daraus folgt, dass es einen signifikanten
Unterschied zwischen den verschiedenen Genotypen hinsichtlich des Grades der
Tumordifferenzierung gibt. Die Mutation trat signifikant haufiger bei Patienten auf, die
Tumore mit einem niedrigerem Differenzierungsgrad aufwiesen. Bei der Einteilung nach
Lauren gehorten 17 Patienten des 80GG-Genotyps dem diffusen Typ und 18 dem
intestinalen Typ an. Beim 80GA-Genotyp waren es 14 bzw. 22 und beim AA-Genotyp
entfielen 6 auf den diffusen Typ und 13 auf den intestinalen Typ. Es gab keinen
Zusammenhang zwischen dem Tumortyp nach Lauren und dem Genotyp des
Polymorphismus (p=0,45). Zusammenfassend ist das A-Allel (GA, AA) mit einer

Tumorentwicklung im distalen Magen und einer starkeren Entdifferenzierung assoziiert.
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Tabelle 6: Haufigkeit von RFC-G80A in Subkategorien der Karzinomgruppe

RFC-G80A Wildtyp GG | Heterozygot GA | Homozygot AA p
Cardia 16 8 3
Non-Cardia 23 35 18 0.03
UICC 1+2 8 12 3
UICC 3+4 28 27 16 0.43
Grading 0+1 1 2 2
Grading 2 2 9 6
Grading 3+4 34 27 10 0.04
Lauren diffus 17 14 6
Lauren intestinal 18 22 13 0.45

Keiner der drei Genotypen des RFC-G80A-Polymorphismus zeigte im Tumor- oder
Gesamtkollektiv eine Assoziation mit Helicobacter pylori. Der Genotyp 80AA trat im
Kontrollkollektiv jedoch haufiger bei Nichtrauchern als bei Rauchern auf (p=0,04;
Abbildung 18). Trager des RFC-G80A-Polymorphismus zeigten keine Assoziation mit
einer Erhdhung des Folsaurespiegels (p=0,3), des Vitamin B12-Spiegels (p=0,4) oder
des Homocysteinlevels (p=0,5).

17 m Raucher

@ Nichtraucher

80GG 80GA 80AA

Abbildung 18: RFC-G80A-Polymorphismus vs. Nikotinabusus
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5.5. Vergleichende Analyse der Polymorphismen

Zusatzlich zur Auswertung eines Polymorphismus isoliert gegen die Kontrollgruppe
wurde auch ein Kreuzvergleich der drei Polymorphismen untereinander durchgefihrt.
Damit sollte untersucht werden, ob ein gehauftes Auftreten eines Polymorphismus mit
einem der beiden Ubrigen assoziiert ist. Dies war in keiner der drei Analysen der Fall.
Bei der Analyse GCP-C1561T vs. RFC-G80A ergab der Chi-Quadrat-Test einen p-Wert
von 0,47. Dies bedeutet, dass kein signifikanter Zusammenhang besteht und die beiden
Polymorphismen in keiner Kombination gehauft miteinander auftreten. Bei der Analyse
RFC-G80A vs. MTHFR-C677T ergab der Chi-Quadrat-Test einen p-Wert von 0,48.
Auch in dieser Kombination besteht also kein signifikanter Zusammenhang in der
Haufigkeit des Auftritts der beiden Polymorphismen. Zu dem gleichen Ergebnis kommt
die Analyse des MTHFR-C677T-Polymorphismus vs. GCP-C1561T-Polymorphismus.
Hier ergab der Chi-Quadrat-Test einen p-Wert von 0,43 und somit erneut keinen

signifikanten Zusammenhang.

Tabelle 7: Analyse der Polymorphismen untereinander

Polymorphismen p
RFC-G80A vs. GCP-C1561T 0.47
RFC-G80A vs. MTHFR-C677T 0.48
MTHFR-C677T vs. GCP-C1561T 0.43
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6. Diskussion

Es war das Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen, ob sich die Allelfrequenzen und
Genotyphaufigkeiten des Methylentetrahydrofolatreduktase-C677T-Polymorphismus,
des Glutamatcarboxypeptidase-C1561T-Polymorphismus und des Reduced Folate
Carrier-G80A-Polymorphismus bei Magenkarzinompatienten und einem gesunden
Kontrollkollektiv unterscheiden. Es zeigte sich, dass im untersuchten Kollektiv mit einer
Ausnahme keiner der genannten Single Nucleotide Polymorphismen (SNP's) mit einer
erhéhten Karzinomhaufigkeit in Verbindung gebracht werden kann. Ein wichtiges
Ergebnis ist jedoch, dass der RFC-G80A-Polymorphismus héaufiger mit Karzinomen im
distalen Magen und einem niedrigerem Grad der Tumordifferenzierung assoziiert ist.
Zudem zeigte diese Untersuchung, dass in einem gesunden Kontrollkollektiv der
MTHFR-C677T-Polymorphismus und der RFC-G80A-Polymorphismus bevorzugt bei
Nichtrauchern auftreten.

6.1. Methylentetrahydrofolatreduktase-C677T-Polymorphismus

Der MTHFR-C677T-Genpolymorphismus wurde 1995 das erste Mal beschrieben.
Seitdem haben sich zahlreiche Studien mit dem Einfluss des MTHFR-C677T-
Polymorphismus auf den Folatstoffwechsel sowie einem moglichen Einflul3 auf die
Genese von Tumoren beschéftigt. Die Ergebnisse dieser Studien zeigen allerdings ein
uneinheitliches Bild und unterscheiden sich je nach geographischer Lokalisation und
ethnischer Zusammensetzung der untersuchten Kollektive. Bereits bei der Haufigkeit
des Polymorphismus gibt es groRe Unterschiede. In Europa betragt die Haufigkeit der
homozygoten 677TT-Variation zumeist 5 bis 20%, wahrend im asiatischen Raum bis zu
40% der untersuchten Personen diesen Genotyp aufweisen [23]. In dem hier
untersuchten Kollektiv aus insgesamt 206 Personen - welche sich aus der Region
Sachsen-Anhalt bzw. Norddeutschland rekrutierten - betrug die Haufigkeit des 677TT-
Genotyps 13.4%. Diese Haufigkeit liegt im Bereich anderer europaischer Studien und
entspricht somit den Erwartungen. Als Ausgangspunkt der Studie dienten Ergebnisse
einer Untersuchung aus China, welche den MTHFR-C677T-Polymorphismus als
Risikofaktor fiir das Magenkarzinom beschrieb, vor allem fir Karzinome in der Cardia-
Region [30]. Dort wurde, ebenso wie hier, eine Fall-Kontroll-Studie durchgefihrt. In den
insgesamt mehr als 600 Personen umfassenden Kollektiven ergab sich ein relatives
Riskiko fur den 677TT-Genotyp von 1,79 [1,02-3,15]. Dieses Resultat kdnnen unsere
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Ergebnisse nicht bestatigen. Im Vergleich der Kontrollgruppe vs. Karzinomgruppe
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit des MTHFR-C677T-
Genpolymorphismus. Im Gegensatz zur chinesischen Studie weisen die hier

untersuchten Kollektive jeweils eine geringere Fallzahl auf.

Fur die Karzinogenese scheint der Aktivitditsgrad von MTHFR dennoch eine
entscheidende Rolle zu spielen. Man geht heute von der Vermutung aus, dass die
DNA-Methylierung sowohl das Mutationsrisiko als auch die Stabilitatt der DNA
beeinflussen kann. Dabei werden in den friihen Phasen der Karzinogenese sowohl eine
allgemeine Hypomethylierung als auch eine lokalisierte Hypermethylierung beobachtet
[31]. Theoretisch bewirkt eine erniedrigte Aktivitdt von MTHFR ein erhdhtes Angebot
von 5,10-Methylen-Tetrahydrofolsaure, dass wiederum zu einer erleichterten Bildung
von dTMP flihren wirde. Auf der anderen Seite konnte nachgewiesen werden, dass ein
Mangel an S-Adenosylmethionin die Richtung des Folsaurestoffwechsels durch
Erh6hung der MTHFR-Aktivitat &ndert, fort von der DNA bzw. dTMP-Synthese und hin
zur Methylierung von Homocystein und letztendlich damit zur verstérkten Bildung von S-
Adenosylmethionin [32]. Diese exponierte und komplexe Stellung im Folsdurehaushalt
konnte die Ursache sein fir die teils widersprichlichen Ergebnisse in den bisherigen
MTHFR-Studien. In der Literatur zum Thema MTHFR-C677T-Polymorphismus und
Tumorentwicklung finden sich hauptsachlich Fall-Kontroll-Studien. Der Zusammenhang
zwischen MTHFR-C677T-Polymorphismus und dem Magenkarzinom wurde erst
kirzlich erneut in einer chinesischen Studie in Nanjing untersucht. Die Kollektive
bestanden aus 320 Adenokarzinomen und 313 Kontrollen. Die Autoren konnten ihre
friheren Ergebnisse bestatigen und fanden fur den 677TT-Genotyp ein signifikant
erhohtes Risiko fur die Entwicklung eines Magenkarzinoms. Dies galt insbesondere fur
Karzinome der Cardia-Region [33]. Graziona et al. vertffentlichten 2005 eine Studie mit
162 italienischen Patienten mit Magenkarzinom. Dort war das T-Allel (677CT / 677TT)
ebenfalls mit einem signifikant hoheren Risiko fur die Entwicklung eines
Magenkarzinoms assoziiert [34]. Weitere europaische Studien Uber MTHFR als
Risikofaktor fur die Entstehung von Magenkarzinomen liegen bisher nicht vor. Die
Daten der vorliegenden Studien unterstiitzen die Hypothese, dass es erhebliche
ethnische  Unterschiede hinsichtlich der Bedeutung des MTHFR-C677T-
Polymorphismus gibt [23]. Die Unterschiede koénnten jedoch auch den wichtigen

Einfluss von Ernahrungsgewohnheiten widerspiegeln. Auch fir andere Tumorentitaten
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wurden Studien durchgefihrt (siehe Tabelle 8). Fiur das Kolonkarzinom z.B. ergab sich
zumeist eine protektive Wirkung des 677TT-Genotyps, oft jedoch mit der Einschrankung
einer genudgenden Folatzufuhr. Aber auch exakt gegenteilige Ergebnisse wurden
publiziert [35]. Als Ursache dafur kommen zwei Grinde in Frage. Zum einen
unterscheiden sich die untersuchten Kollektive sehr stark in der Versorgung mit Folat. In
Deutschland besteht, im Gegensatz zu vielen anderen Landern und Gebieten, generell
kein Folatmangel. Es werden keine kunstliche Nahrungsergdnzungen vorgenommen.
Vor allem bei Interventionsstudien wird dagegen oft eine kiinstliche Supplementation
von Folat durch Folsaurepraparate vorgenommen. Es ist fraglich, ob eine intensivierte
Zufuhr, beschrankt auf den Beobachtungszeitraum, mit der natirlichen Folatversorgung
Uber Nahrungsmittel zu vergleichen ist. Zum zweiten unterscheiden sich die Kollektive
in der Haufigkeit des Polymorphismus sehr stark. Es ist anzunehmen, dass eine
Kombination der beiden genannten Griunde fir die Ergebnisdivergenz verantwortlich ist.
Biochemisch betrachtet bewirkt der C677T-Polymorphismus eine verminderte Aktivitat
von MTHFR. Dadurch wird die Synthese von Methionin und SAM verringert. Dies hat
Einflul auf die Methylierung von DNA und RNA und damit auf die Karzinogenese.
Allerdings besteht, wie bei allen genetischen Veranderungen, die Mdglichkeit, dass
Anderungen des Genotyps nicht zu einer Anderung des Phanotyps fiihren. Im Fall von
MTHFR konnte eine derartige — stumme — Variation vorliegen, welche zwar genetisch
nachweisbar ist, sich physiologisch aber nicht nachteilig auswirkt. Zusammenfassend
kann man sagen, dass unsere Daten den MTHFR-C677T-Polymorphismus nicht als
wesentlichen Risikofaktor fir das Magenkarzinom bestéatigen. Dies wird zudem durch
unsere eigene Beobachtung unterstutzt, dass die Folsaurespiegel bei Tragern des
677CT- und 677TT-Genotyps nicht wesentlich verandert waren.
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Tabelle 8: Ubersicht tiber Studien zum MTHFR-C677T-Polymorphismus

[33,34,36,37,35,38,39,40,41,42]

[92°0-60°0] LZ2'0 wnsuoX|oyox|y waxJels 1aq oyisty Muas dAouso-11//9D

[6£°0-€2°0l e¥°'0 smelste|o4 walenbepe 19q oxisiy Huas dAlousn-11//9D

[26'0-€0'0] 2T'0 LINSUON|0YOX |V

wabuuab 18q oyisiy Puas dAjouso-11//9D
[89°0-GT°0] 2€'0 Jynynzyejo4 Japualbinuab 1aq oxisy BHuas dAous-11//90
[€6'0-TS0] 69°0 1unynziejo4 Jopuabnuab 1aq oxisiy Puas dAlousD-11//90
[c60-85°01 €20 oisid Muas dAjous-11/790
lese-vTT]I TOC oISty yoyta dAouss-11/107/9D
lo€'z-06°0]l OV'T oISy yoyls dAousn-11//90
[c59-65'Tl TG oIsiy yoysd dAoua-11/790
oz v-8v'Tl 6172 oISy yoyte dAousD-11//90
[sT'e-20Tl 62T (elpseD) o¥isiy yoysa dAous-11//90

[IM %S6] HO siugahig

snBeydosQ
aise|doaN
aellpyndaenul
ETIENINER]
uojoM|
uojoy
uo|oy|
uo|oM|
uo|o|
XINIDZ
ase|g
uabep
uabepy

S6v

9ce
9¢e
8.L
6.T¢
T4
12514
LSV
¥91
€Te

jowny] Uuajj0Jluoy

G991

9EY

¢0¢
404
G89
6.T¢
eve
[Atl4
LSy
29T
0ce

alled

Gooz  bBuex
G00Z OeuaH
1661 Buir
1667 Buir
002 UIA
002 AIAIN
002 Wiy
002 NS
002 ur

5002 oueIZelD
5002  uays
iyer  a1pnms

43



6.1.1. MTHFR-C677T-Polymorphismus, Homocystein und Folsdurespiegel

Den Zusammenhang von MTHFR-C677T-Genotyp und der Serumkonzentration von
Folsaure bzw. von Homocystein haben zahlreiche Studien nach der Entdeckung des
Polymorphismus untersucht. Klerk et al. verdffentlichten 2002 eine Metaanalyse zum
Zusammenhang von MTHFR-C677T-Polymorphismus, Homocysteinspiegel und
koronarer Herzkrankheit [43]. Die mittlere Pravalenz des 677TT-Genotyps lag bei etwa
11%, der mittlere Homocysteinspiegel bei 10.3 umol/l in Europa (22 Studien wurden
eingeschlossen). Die Studienanalyse auch aul3ereuropdischer Studien bestétigte diese
Ergebnisse. Bei diesen Studien handelt es sich nahezu ausschliesslich um
Beobachtungsstudien im cross-sektionalen Design. Die Studie von de Bree et al. zeigte
bei geringer Folatzufuhr keinen Unterschied im Folsaurespiegel unter den einzelnen
Genotypen, bei hoher Folatzufuhr wies der 677TT-Genotyp allerdings die geringsten
Folsdurespiegel auf. In Bezug auf die Homocysteinkonzentration hatte der 677TT-
Genotyp hohere Konzentrationen, als die beiden anderen Genotypen bei geringer
Folatzufuhr, bei hoher Folatzufuhr verschwand der beobachtete Zusammenhang [44].
Mit dem wichtigen Zusammenhang der Geschlechtsdifferenzierung befasste sich die
Studie von Chango et al. Der 677TT-Genotyp wies dort eine Gesamtfrequenz von
16.8% auf (219 Probanden). In Hinsicht auf Homocystein konnte kein Unterschied in
Bezug auf die Altersstruktur nachgewiesen werden, sehr wohl aber nach
Geschlechtsunterteilung. Manner mit dem 677TT-Genotyp zeigten die hochsten
Homocysteinspiegel wohingegen bei Frauen kein Einfluss des MTHFR-C677T-
Polymorphismus auf den Homocysteinspiegel gezeigt werden konnte. Dierkes et al.
identifizierten in ihrer Studie von 2001 als mogliche Ursache von
Geschlechtsunterschieden im Homocysteinspiegel die Fett-freie-Korpermasse sowie
den Estradiolspiegel [45]. Unsere eigene Studie zeigte einen signifikanten Unterschied
in der Homocysteinkonzentration zwischen dem Kontrollkollektiv und dem
Karzinomkollektiv (p= 0,02). Der Mittelwert lag dabei in der Karzinomgruppe bei 15,3
pg/ml und bei den Kontrollprobanden bei 12,8 pg/ml. Jedoch konnten wir nur bei 43
Patienten den Homocysteinspiegel bestimmen. Fur die jeweiligen Polymorphismen
konnte kein Zusammenhang mit dem Homocysteinspiegel nachgewiesen werden.
Ebenso gab es keine Unterschiede hinsichtlich des Folsaurespiegels. Dies konnte
daran liegen das Deutschland kein Folsduremangelgebiet ist. Daher wuirden
Veréanderungen im Stoffwechsel des Folates vermutlich fiir eine gewisse Zeit durch eine
erhohte Absorption kompensiert.
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6.2. Glutamatcarboxypeptidase-C1561T-Polymorphismus
Im Vergleich zum MTHFR-C677T-Polymorphismus ist der GCP-C1561T-

Polymorphismus bisher sehr wenig untersucht worden. Die Haufigkeit im

Gesamtkollektiv betrug ca. 10% flr den heterozygoten 1561CT-Genotyp. Damit tritt der
GCP-C1561T-Polymorphismus etwas seltener als der MTHFR-C677T-Polymorphismus
auf. Im Gegensatz zu anderen Studien fanden sich bei unseren Untersuchungen keine
homozygoten Varianten. Im Framingham-Kollektiv wurden ca. 1200 Personen auf den
Polymorphismus untersucht, dort betrugt die Haufigkeit des 1561CT-Genotyps 9.9%
und die Haufigkeit des homozygoten 1561TT-Genotyps 0.5% [46]. Daher besteht die
Wahrscheinlichkeit, dass in einem grél3eren Kollektiv auch in unserer geographischen
Region homozygote Varianten gefunden werden kénnen. Devlin et al. konnten bei ihrer
Erstbeschreibung eine niedrigere Folsaurekonzentration und héhere Homocysteinwerte
im Serum ihres Kollektivs nachweisen, welches aber nur 75 Probanden umfasste. Dem
entgegen steht die Studie von Vargas-Martinez et al. [46]. Sie fand bei méannlichen
Tragern der heterozygoten Mutation sogar héhere Plasmaspiegel an Folsaure als beim
Wildtyp, bei Frauen konnte kein Zusammenhang zwischen der Mutation und dem
Folsaurestatus nachgewiesen werden. Drogan et al. fanden in ihrer Untersuchung eines
deutschen Kollektivs mit mehr als 400 Personen keinerlei Einflu des GCP-C1561T-
Polymorphismus auf Plasmafolatkonzentration, Erythrozytenfolat-konzentration oder
den Homocysteinspiegel [47]. In unserer Untersuchung zeigte sich ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen den Genotypen des GCP-C1561T-Polymorphismus und
Folat (p=0,5), Vitamin B12 (p=0,6) oder Homocystein (p=0,3). Ein moglicher
Zusammenhang des GCP-lI-Polymorphismus und der Entwicklung von Tumoren ist
bisher nicht untersucht worden. Die wenigen vorliegenden Studien nach der
Erstbeschreibung konzentrieren sich fast ausschliesslich auf den Einfluss des
Polymorphismus auf den Folsaurespiegel bzw. Plasmahomocysteinspiegel [48,49,50].
Der GCP-C1561T-Polymorphismus tritt in einem Gen auf, dass sehr frih in die
Verarbeitung von Folat im Korper eingreift. Daher wére zu erwarten, dass
Veranderungen des Gens einen erheblichen Einfluss auf den gesamten
Folatstoffwechsel haben. Nach unseren Ergebnissen ist dies nicht der Fall. Der GCP-
C1561T-Polymorphismus ist im Tumorkollektiv nicht haufiger vertreten als bei den
gesunden Kontrollen (p=0,85). Moglicherweise besitzt der Genpolymorphismus eine

geringere Bedeutung als zu Studienbeginn vermutet. Auch in der Kombination mit dem
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MTHFR-C677T-Polymorphismus konnte keine erhdhte Tumorhaufigkeit gefunden
werden. Die bisherigen Studien zeigten einen Einfluss auf die Folatkonzentration und
den Homocysteinspiegel [46,48,27], was unsere Ergebnisse nicht bestatigen kdnnen.
Der GCP-C1561T-Polymorphismus kénnte ein Risikofaktor fur die Entwicklung anderer
Tumore als das Magenkarzinom sein. Hierzu sollten Studien an deutlich grél3eren

Kollektiven durchgefiihrt werden da der homozygote Genotyp sehr selten auftritt.

6.3. RFC-G80A-Polymorphismus

Auch der RFC-G80A-Polymorphismus ist als Risikofaktor fir Tumore in Studien noch
nicht oft analysiert worden. In unseren untersuchten Kollektiven betrug die Haufigkeit
des homozygoten 80AA-Genotyps ca. 21%. Dabei unterschieden sich die
Karzinomgruppe und die Kontrollgruppe in der Haufigkeit des Polymorphismus nicht
voneinander (p=0,45). Aus den USA vorliegende Studiendaten zeigen eine Haufigkeit
von ca. 30% fur den homozygoten Genotyp [51]. Damit tritt der RFC-G80A-
Polymorphismus — wie auch der GCP-C1561T-Polymorphismus — in unserem Kollektiv
seltener auf als in anderen geographischen Regionen. Bisherige Studien analysierten
den Polymorphismus vor allem im Zusammenhang mit der Effektivitat von
Chemotherapien mit Methotrexat oder Grundlagen seiner Entstehung. Studiendaten
hinsichtlich eines erhohten Karzinomrisikos liegen bisher nicht vor. In unseren
Ergebnissen zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei der Aufteilung des
Karzinomkollektivs nach der Tumorlokalisation. Bei Patienten mit den Genotypen 80GA
und 80AA zeigt sich haufiger eine Tumorlokalisation im distalen Magen (p=0,03). Es ist
bekannt, dass die Inzidenz von Magentumoren in der Cardiaregion ansteigt. Hingegen
sinkt die Inzidenz fir das Magenkarzinom insgesamt. Desweiteren zeigte sich in den
Ergebnissen, dass die Genotypvarianten 80GA und 80AA haufiger mit einem
geringeren Differenzierungsgrad assoziiert sind und damit eine allgemein schlechtere
Prognose aufweisen. Allerdings muss gesagt werden, dass dieses Ergebnis eher als
ein Trend zu verstehen ist. Diese Ergebnisse muissen aufgrund der relativ geringen

Fallzahl erst noch in einem groReren Kollektiv validiert werden.

6.4. Kombinierter Vergleich der Polymorphismen

Aufgrund ihrer physiologischen Bedeutung im Folséaurestoffwechsel betreffen
Veranderungen der unterschiedlichen Enzyme gleichzeitig den gesamten Regelkreis.

Daher wurde auch untersucht, ob die Kombination bestimmter Genotypen der einzelnen
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Polymorphismen gehauft im Tumorkollektiv auftreten oder nicht. Eine derartige
Untersuchung ist bisher noch nicht publiziert worden, deswegen gibt es keine
Vergleichsergebnisse. Bei der Analyse RFC-G80A vs. MTHFR-C677T (p=0,48)
kommen die mutierten Genotypen von MTHFR-C677T nicht gehauft mit einem der
RFC-G80A-Genotypen vor. Bei der Analyse GCP-C1561T vs. RFC-G80A ergab der
Chi-Quadrat-Test einen p-Wert von 0,47 und damit sind beide Polymorphismen
ebenfalls unabhéngig voneinander. Zu dem gleichen Ergebnis kommt die Analyse
MTHFR-C677T vs. GCP-C1561T. Hier ergab der Chi-Quadrat-Test einen p-Wert von
0,43 und somit erneut keinen signifikanten Zusammenhang. Nach diesen Ergebnissen
bestent im untersuchten Kollektiv keinerlei Zusammenhang zwischen den drei

Polymorphismen. Sie treten unabhangig voneinander auf.

Beide Kollektive unterschieden sich nicht hinsichtlich der Infektionshaufigkeit von
Helicobacter pylori. In keinem Fall war ein Polymorphismus mit Helicobacter-Infektion
assoziiert. Ebenso bestand kein Unterschied bei der Folat- und Vitamin B12-
Konzentration. Fir Homocystein konnte eine signifikante Erhéhung im Tumorkollektiv
nachgewiesen werden. Interessanterweise trat der Genotyp 677CT des MTHFR-
C677T-Polymorphismus haufiger bei Nichtrauchern auf, ebenso der 80AA-Genotyp des
RFC-G80A-Polymorphismus. Sollten sich diese Beobachtungen in grof3eren Studien
bestétigen, so weist dieses Ergebnis mdglicherweise auf biologische Unterschiede in

der Karzinogenese bei Nichtrauchern und Rauchern hin.

Bei der Betrachtung der Limitationen dieser Studie muss man zunachst die geringe
Fallzahl nennen. Mdglicherweise kdnnten in einem grof3eren Kollektiv auch Personen
mit dem homozygoten 1561TT-Genotyp identifiziert werden. Desweiteren handelt es
sich bei unserer Studie um eine retrospektive Untersuchung. Die Nachteile dieses
Designs liegen in der begrenzten Verfugbarkeit von vollstandigen Patientendaten sowie
einer ausreichenden Versorgung mit analysefdhigem Gewebe- und Serummaterial.
Aufgrund des retrospektiven Charakters wurde die Angleichung der Karzinom- und
Kontrollgruppe ebenfalls nach dem Aquirieren der Patientendaten bzw. des Materials
vorgenommen. Hierbei war eine vollstandige Angleichung, konkret in den Bereichen
Alter und Geschlecht, nicht moéglich. Dartuber hinaus war es nicht mdglich von allen
Karzinompatienten verwertbare Daten (ber den Folat-, Vitamin B12- und

Homocysteinstatus zu erheben. Zusammengefasst konnen diese Daten keinen neuen
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Zusammenhang zwischen Polymorphismen von Genen im Folatstoffwechsel und der
Entstehung von Magenkarzinomen nachweisen, wenngleich ein Zusammenhang des
RFC-G80A-Polymorphismus mit der Lokalisation im distalen Magen und der

histologischen Entdifferenzierung in einem gréf3eren Kollektiv untersucht werden sollte.
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7. Zusammenfassung

In Deutschland erkranken jahrlich ca. 20000 Menschen an einem Magenkarzinom. Die
grundlegenden Mechanismen der Entstehung des Magenkarzinoms sind noch
weitestgehend unklar. Zahlreiche Untersuchungen belegen eine Rolle von Folaten bei
der Tumorentstehung. Es war das Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen, ob sich die
Allelfrequenzen und Genotyphaufigkeiten des Methylentetrahydrofolatreduktase-C677T-
Polymorphismus, des Glutamatcarboxypeptidase-C1561T-Polymorphismus und des
Reduced Folate Carrier-G80A-Polymorphismus bei Magenkarzinompatienten von
einem gesunden Kontrollkollektiv unterscheiden. Dazu wurden die Polymorphismen
dieser Gene in der DNA von 106 Patienten mit klinisch nachgewiesenem
Magenkarzinom untersucht und mit einer gleich grofen gesunden Kontrollgruppe
verglichen. Es konnte kein Unterschied zwischen Tumor- und Kontrollkollektiv beziglich
der Haufigkeit der Polymorphismen nachgewiesen werden. In der Subgruppenanalyse
zeigte sich jedoch, dass der RFC-G80A-Polymorphismus haufiger mit Karzinomen im
distalen Magen und einem niedrigerem Grad der Tumordifferenzierung assoziiert war.
Zudem zeigte diese Untersuchung, dass in einem gesunden Kontrollkollektiv der
MTHFR-C677T-Polymorphismus (677CT) und der RFC-G80A-Polymorphismus (80AA)
bevorzugt bei Nichtrauchern nachweisbar war. Es bestand jedoch trotz der
verschiedenen Polymorphismen kein Unterschied bei der Folat- und Vitamin B12-
Konzentration zwischen den Kollektiven. Fir Homocystein konnte eine signifikante
Erh6hung im Tumorkollektiv verglichen zum Kontrollkollektiv nachgewiesen werden, die
jedoch ebenfalls unabhangig von den Polymorphismen auftrat. Insgesamt ergab diese
Untersuchung keinen neuen Zusammenhang zwischen Polymorphismen von Genen im
Folatstoffwechsel und der Entstehung von Magenkarzinomen, wenngleich ein
Zusammenhang des RFC-G80A-Polymorphismus mit der Tumorlokalisation im distalen
Magen und der histologischen Entdifferenzierung in einem groReren Kollektiv

untersucht werden sollte.
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