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Kurzreferat

Bei Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphism; SNP) handelt es sich
um Variationen einzelner Basenpaare eines DNA-Stranges. Als Risikofaktor fir die
Magenkarzinomentstehung sind vor allem SNP an vier Genloci der Promotorregion des
IL 1B-Gens (-3737, -1464, -511 und -31) im Einzelnen, als auch in Kombination von
Interesse, da sie mit hoher Frequenz in der Bevdlkerung zu finden sind. Es wurde die
Assoziation zwischen diesen SNPs, zugehoriger Haplotypen und Haplotypenpaare und der
Magenkarzinomentstehung analysiert. Die variable Anzahl von ,,tandem repeats” (VNTR) im
IL 1 Rezeptorantagonist-Gen (IL 1 RN-Gen) wurde ebenfalls ermittelt, da auch IL 1 RN*2
(Allel 2 des IL 1 RN-Gens) eine Vergesellschaftung mit einem erhéhten Magenkarzinomrisiko
zugesprochen  wird. Die  SNP und die Haplotypenkonfiguration ~ von
116 Magenkarzinompatienten wurde mit denen von 142 Patienten mit einer Risikogastritis,
81 Verwandten ersten Grades von Magenkarzinompatienten und 94 magengesunden
Kontrollen verglichen. Mittels Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) und
Massenspektrometrie wurden die Genotypen der genannten Regionen bestimmt. Zur
Beurteilung der Assoziation von SNP zu bestimmten Tumorcharakteristika oder einer
Begleitentziindung wurden endoskopisch gewonnene Proben der Karzinompatienten

histologisch beurteilt.

Keiner der untersuchten SNP war signifikant mit dem Vorliegen eines Magenkarzinoms oder
pramaligner ~ Ldasionen  vergesellschaftet. ~ Auch unter den Haplotypen oder
Haplotypenpaarkonfigurationen fand sich keine, die mit der Magenkarzinomentstehung oder
der Entwicklung pramaligner Veradnderungen der Magenmukosa assoziiert war. Eine
Assoziation zwischen SNP und der Ausbildung bestimmter Tumorcharakteristika bei den
Karzinompatienten  konnte ebenfalls nicht belegt werden. Einzig im WVergleich der
Karzinompatienten mit und ohne intestinale Metaplasie wurden signifikante Unterschiede
nachgewiesen. Tumorpatienten, bei denen durch die histologische Beurteilung eine intestinale
Metaplasie aufgezeigt wurde, waren im Vergleich zu Patienten ohne Nachweis einer
intestinalen Metaplasie signifikant haufiger Trager des Genotyps IL 1B -3737 C/T und auch
deren Haplotypenkonfiguration unterschied sich deutlich von Patienten, bei denen keine
intestinale Metaplasie nachgewiesen wurde. Eine intestinale Metaplasie war bei
Karzinompatienten signifikant mit dem haufigeren Vorliegen des Haplotyps 3 assoziiert.

Diese Zusammenhdnge konnten bisher durch keine weitere verdffentlichte Studie gestutzt



v

werden. Ein Einfluss auf die Ausbildung einer intestinalen Metaplasie durch
Interleukinpolymorphismen bei Karzinompatienten ist jedoch denkbar.

Schlisselworter:

SNP des IL 1B-Gens, VNTR des IL 1 RN-Gens, Magenkarzinom, Tumorcharakteristika,
Haplotypen, Haplotypenpaare
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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie und Einteilungen des Magenkarzinoms

Maligne Neoplasien des oberen Verdauungstraktes sind Uberwiegend Adenokarzinome des
Magens oder des distalen Osophagus und Plattenepithelkarzinome der Speiseréhre. Bei dem
Magenkarzinom handelt es sich um den insgesamt vierthaufigsten malignen Tumor und die
zweithaufigste tumorbedingte Todesursache weltweit [1, 3]. Bei Mannern ist das
Magenkarzinom eine héufigere krebsbedingte Todesursache als bei Frauen [2]. Jedoch zeigt
sich regional eine erhebliche Varianz hinsichtlich Inzidenz und Pravalenz der Erkrankung. Zu
den Regionen mit einer sehr hohen Préavalenz zahlen vor allem ostasiatische L&nder, zum
Beispiel Japan, Korea und China [1, 3, 4]. In Deutschland steht das Magenkarzinom beziglich
der Neuerkrankungen an sechster Stelle bei Mannern und an achter Stelle bei Frauen [5]. Das
mittlere Erkrankungsalter zeigt geschlechtsspezifische Unterschiede und liegt bei Ménnern
bei 70 Jahren, bei Frauen bei 76 Jahren. Insgesamt sank die Anzahl der Neuerkrankungen in
Deutschland wie auch in anderen Industrienationen in den letzten Jahrzehnten. Des Weiteren
wurde eine Verschiebung der Verteilung von den in ihrer Haufigkeit ricklaufigen distalen

Magenkarzinomen zu proximalen Entitdten hin verzeichnet [6].

Die Prognose des Magenkarzinoms ist im Allgemeinen schlecht, da es in ca. 80 % der Falle
erst in fortgeschrittenem Stadium entdeckt wird. Zu diesem Zeitpunkt bestehen oft keine
Heilungschancen mehr. Bei der Mehrheit der Patienten ist die Anamnese mit typischen
Symptomen wie Ubelkeit, Erbrechen, Appetitverlust, Anidmie, epigastrischen Schmerzen oder
Gewichtsabnahme sehr kurz. So zeigen etwa 40 % der Karzinompatienten keine dyspeptische
Beschwerden in ihrer jungeren Krankheitsgeschichte [7]. Aufgrund der oft fehlenden
Frihsymptome und der deshalb spaten Erstdiagnose sind die Ein- und die Finf-Jahres-
Uberlebensrate mit 42 % beziehungsweise 24 - 30 % weiterhin alarmierend niedrig [5, 8].
Weltweit sterben etwa 700 000 Patienten jahrlich an der Erkrankung [1, 2, 3].

Nach Laurén werden Adenokarzinome des Magens in drei Entitdten unterteilt: den
intestinalen, den diffusen und den Mischtyp [9]. Beim intestinalen Typ zeigt sich ein polypos-
expansives Wachstum. Karzinome dieses Typs sind gut begrenzt und histologisch gut
differenziert, wéhrend die deutlich aggressiveren Karzinome vom diffusen Typ ein lokal

infiltratives Wachstum zeigen, schlecht abzugrenzen sind und Zellen mit einem geringen



Differenzierungsgrad aufweisen (Abb. 1 und 2), sodass eine radikalere Therapieform gewahlt

werden muss.

Abbildung 1: Histologisches Bild eines Magenkarzinoms vom intestinalen Typ.
Es ist eine gute Differenzierung der malignen Zellen zu erkennen. (Farbung Hamatoxylin-Eosin)

Siegelringzellen

Abbildung 2: Histologisches Bild eines Magenkarzinoms vom diffusen Typ.
Im Gegensatz zu der ersten Abbildung zeigen sich die malignen Zellen hier schlechter differenziert. (Féarbung
Hamatoxylin-Eosin)



Der Mischtyp ist nicht klar einer der beiden Entitaten zuzuordnen und wird entsprechend wie

die prognostisch ungunstigere Variante, also wie ein Karzinom vom diffusen Typ, behandelt

[o].

1.2 Atiologie des Magenkarzinoms

Das Adenokarzinom des Magens hat eine multifaktorielle Genese und tritt in der Mehrzahl
der Falle (> 97 %) sporadisch auf [10].

1.2.1 Wirtsfaktoren

Mannliches Geschlecht, kaukasische Abstammung und hoheres Alter gelten als allgemein
anerkannte Risikofaktoren fiir Adenokarzinome des oberen Gastrointestinaltraktes. Weitere
durch den Wirt bedingte Risikofaktoren flir die Entwicklung eines Magenkarzinoms sind
aullerdem hereditdre genetische Verdnderungen [11]. Beim hereditdaren diffusen
Magenkarzinom im engeren Sinne liegt in der Regel eine Keimbahnmutation im CDH1-Gen,
dem Gen des E-Cadherins, vor. Ein Verlust oder eine Verminderung der Expression des Gens
durch Mutationen kann zu einer veranderten Zellmorphologie und vermehrter Invasivitat der
Gewebeverbande flhren, wie sie bei Adenokarzinomen vom diffusen Typ gefunden werden

[12, 13, 14].

Neben Mutationen im CDH1-Gen sind auch Polymorphismen in anderen, vor allem
immunmodulatorischen Genen fir die Entwicklung von Adenokarzinomen des Magens von
Interesse. Bei Polymorphismen handelt es sich um mehrere Genvarianten in einer Population,
die mit mindestens einem Prozent in der Bevélkerung vertreten sind. Diese Polymorphismen
sind von Bedeutung fiir die Auspragung der korpereigenen Antwort auf umweltbezogene

Karzinogene. Im Abschnitt 1.6 wird darauf im Detail noch eingegangen.

1.2.2 Umweltfaktoren

Hoher Salzkonsum, die Aufnahme von Nitrosaminen, Alkohol und Rauchen werden als
Risikofaktoren fir die Magenkarzinomentstehung diskutiert [15, 16, 17, 18, 19]. Die
letztendliche quantitative Auswirkung all dieser Faktoren ist jedoch nicht abschlieRend
geklart [20]. Eine kirzlich erschienene Metaanalyse zeigte, dass sich das Risiko fur die
Entstehung eines Magenkarzinoms bei zusatzlicher Infektion mit dem Bakterium

Helicobacter pylori (H. pylori) durch die oben genannten Faktoren deutlich erhoht, sodass



diesem Umweltfaktor die entscheidende Rolle bei der Magenkarzinomentwicklung

zugeschrieben wird [21].

1.2.3 Helicobacter pylori

Das gramnegative, begeilRelte, mikroaerophile Bakterium H. pylori wurde 1984 von Marshall
und Warren erstmals charakterisiert (Abb. 3). Zunédchst wurde seine Prdsenz im
Zusammenhang mit Gastritiden und Ulzera des Magens und des Duodenums beschrieben.
1994 wurde H. pylori als einer der wenigen mikrobiologischen Erreger von der IARC
(International Agency for Research on Cancer), einer Gruppe der WHO, als Karzinogen der

Klasse | eingestuft [22].

Abbildung 3: Schemazeichnung des Bakteriums Helicobacter pylori.
Gut zu erkennen ist die lophotriche BegeiRelung mit mehreren Flagellen an einem Zellpol, die dem Bakterium
eine ausgezeichnete Bewegung ermdglicht.

1.3 H. pylori und das Magenkarzinom

Der Zusammenhang der H. pylori-Infektion mit der Entstehung gastraler Adenokarzinome
wurde erstmals in epidemiologischen Studien beschrieben und konnte in Tierexperimenten
eindeutig nachgewiesen werden, bei denen H. pylori allein, ohne zusétzliches Einwirken eines
Co-Karzinogens die Entstehung eines Adenokarzinoms des Magens induzieren konnte [23].
In der Magenschleimhaut mongolischer Wistenrennmaduse, die mit H. pylori infiziert worden
waren, zeigte sich nach sechs Monaten eine atrophische Antrumgastritis und eine fokale
intestinale Metaplasie (IM), die sich nach zwolf Monaten starker ausbreitete und mit

dysplastischen Verénderungen assoziiert war. Bei zwei von finf Tieren lagen nach



18 Monaten gut differenzierte Adenokarzinome des Magens vor, wahrend Vergleichstiere, die
nicht infiziert worden waren, keine histologischen Verdnderungen der Magenmukosa

aufwiesen [23]. Diese Ergebnisse konnten durch eine andere Arbeitsgruppe bestatigt werden

[24].

Die Bedeutung des H. pylori als Risikofaktor fir Magenkarzinome im humanen System
konnte in einer Metaanalyse bestétigt werden. Es wurden insgesamt 19 Kohorten- oder
Fall-Kontroll-Studien mit 2491 Patienten und 3959 Kontrollen ausgewertet. Bei
H. pylori-positiven Patienten lag die Odds Ratio (OR) flr eine Magenkarzinomentwicklung
bei 1,92 [25]. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich durch eine andere Metaanalyse von 42 Studien
mit einer OR von 2,04 (95 % Konfidenzintervall: K1 1,69 - 2,45) [26].

Eine genauere Bestimmung des relativen Risikos fur Adenokarzinome des Magens bei
bestehender H. pylori-Infektion nahm die Helicobacter and Cancer Collaborative Group
2001 vor [27]. Es konnten 12 Studien mit 1228 Patienten eingeschlossen und eine klare
Assoziation von H. pylori und Nicht-Kardia-Karzinomen (OR 3,0; 95 % Kl 2,3 - 3,8) gezeigt
werden. Dieser Zusammenhang erwies sich sogar noch als starker bei Patienten, deren
Blutproben fur die H. pylori-Serologie 10 Jahre oder noch langer vor der Krebsdiagnose zur
Verfugung standen (OR 5,9; 95 % Kl 3,4 - 10,3) [27].

Einen positiven Zusammenhang der H. pylori-Infektion mit der gastralen
Adenokarzinogenese konnten auch Uemura et al. an etwa 1500 Patienten nachweisen, die
aufgrund dyspeptischer Beschwerden, Magenulzera oder hyperplastischen Polypen
gastroskopiert wurden. Wahrend der Langzeitbeobachtung von 7,8 Jahren entwickelten

ausschlielRlich H. pylori-positive Patienten ein Magenkarzinom [28].

Um das Risiko durch H. pylori fir die Karzinogenese noch genauer beurteilen zu kdnnen,
wurden auch bakterielle Virulenzfaktoren in die Analyse mit einbezogen, die das
malignitatsfordernde Potential jedes einzelnen H. pylori-Stammes definieren. Dabei kommt
der Cag-Pathogenitatsinsel (CagPAIl) nach bisherigen Erkenntnissen die gréf3te Bedeutung zu.
Die CagPAl ist eine 40 Kilobasen grof3e Insertion, die etwa 30 Gene umfasst. Sowohl der
Virulenzfaktor zytotoxisches Antigen A (CagA) selbst, als auch ein fur die notwendige
Translokation in die Wirtszelle benétigter Transferapparat (Typ IV Sekretionssystem) sind
auf der CagPAl kodiert. Das CagA induziert eine verstarkte Entziindungsreaktion und erhoht
so auch das Risiko fiir die Magenkarzinomentstehung [29, 30]. Uber eine Aktivierung von

NF«kB (englisch: nuclear factor kB), einem Regulator der Transkription inflammatorischer



Gene, kommt es beispielsweise zu einem Anstieg des proinflammatorischen Zytokins IL 8
(Interleukin 8) und TNF o (Tumornekrosefaktor o) [31]. Zuletzt wurden auch zunehmend
Daten zu einer CagA-unabhangigen Aktivierung von NF«B publiziert, wobei in der Regel
Proteine beteiligt waren, die auf der CagPAI codiert sind [32, 33]. Da das CagA-Protein
sowohl die Zell-Zell-Kontakte (tight junctions, adherense junctions) als auch die apikale und
basolaterale Differenzierung der Epithelzellen beeinflusst, ist ein Verlust der Integritat der
Magenmukosa ebenfalls moglich [34]. Eine Metaanalyse bestatigte fiir Trager CagA-positiver
H. pylori-Stdmme ein zusétzlich um den Faktor 1,64 erhohtes Risiko flr die Entstehung eines
Magenkarzinoms im Vergleich zu CagA-negativen Individuen [35]. Weitere Virulenzfaktoren
von H. pylori sind das vakuolisierende Zytotoxin A (VacA), welches in die Regulation des
Zellzyklus und der Apoptose eingreift, und das Blutgruppen-Antigen-bindende Adhesin
(BabA), welches zu einer starkeren Entziindungsreaktion fihrt [36, 37]. Das kombinierte
Vorliegen aller drei Virulenzfaktoren fiihrt nach heutigem Kenntnisstand zum hdchsten

Risiko fir die Entwicklung eines Magenkarzinoms in den Tragern der jeweiligen Stamme

[38].

1.4 H. pylori und die gastrale Entziindung

Die Ansiedlung von H. pylori erfolgt nach Infektion zunédchst in Regionen des Magens, an

denen ein héherer pH-Wert zu finden ist (meist im Antrum).

Es wurden bisher drei verschiedene Phanotypen der H. pylori-Gastritis beschrieben [39]. Die
haufigste und ungefahrlichste Form ist dabei eine milde Pangastritis mit nur leichter Stérung
der gastralen S&ureproduktion, die meist bei asymptomatischen Patienten zu finden ist. Mit
15 % die zweithdufigste Erscheinungsform stellt die Antrum-dominierende Gastritis dar, die
uber eine erhdhte Ausschittung von Gastrin zu starker Saureproduktion und damit zur
Entwicklung gastraler und duodenaler Ulzera pradisponiert [40, 39, 41]. Seltener, aber daflr
schwerwiegender, ist die korpusdominierende Form der Gastritis. Durch niedrige
sekretorische Kapazitat des Wirtes flr Magenséaure kann sich H. pylori auf der Korpusmukosa
ausbreiten und zu einer Atrophie der Schleimhaut mit resultierender Hypochlorhydrie fiihren
[41, 42]. Diese Auspragung der H. pylori-induzierten atrophischen Gastritis gilt als eine

haufige Vorstufe bei der Entstehung eines Magenkarzinoms.

In einer japanischen Studie konnte gezeigt werden, dass H. pylori-positive Patienten mit
bestehender atrophischer Gastritis, korpuspradominanter Gastritis und intestinaler Metaplasie

(IM) ein hoéheres Risiko fir maligne Entartung zeigen, als jene, bei denen diese



Schleimhautverédnderungen nicht vorliegen [28]. In einer weiteren prospektiven Studie zeigten
alle Patienten, die trotz erfolgreicher Eradikationstherapie wahrend eines Beobachtungszeit-
raums von 9 Jahren ein Magenkarzinom entwickelten, eine schwerwiegende atrophische
Gastritis bei Studieneinschluss [43]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Risiko flr

ein Adenokarzinom des Magens mit dem Schweregrad der Mukosaatrophie korreliert [44].

Neben der Atrophie wird auch die intestinale Metaplasie als pra- oder paramaligne Kondition
des Magens angesehen. Welin und Kollegen zeigten einen direkten Zusammenhang zwischen
intestinaler Metaplasie und Karzinomen vom intestinalen Typ [45]. Das konnte auch eine
neuere landesweite Kohortenstudie aus den Niederlanden veranschaulichen. Bei mehr als
9000 Teilnehmern war eine stufenweise Zunahme der jahrlichen Inzidenz des
Magenkarzinoms von 0,1 % bei Patienten mit atrophischer Gastritis, tGber 0.25 % beim
Vorliegen einer IM des Magens, 0.6 % bei milder Dysplasie, bis hin zu 6 % bei

schwergradigen dysplastischen Veranderung zu verzeichnen [46].

Diese Ergebnisse untermauern die 1988 von Correa und Kollegen erstmals an einer
Population in Kolumbien beschriebenen Sequenz, die eine schrittweise Entwicklung des
Karzinoms Uber eine Drisenhalshyperplasie, gastrale Atrophie, intestinale Metaplasie und

Dysplasie bis hin zum Adenokarzinom zeigt [47, 48].

1.5 Zytokine

Interleukine sind Botenstoffe, die insbesondere in der Zell-Zell-vermittelten Immunantwort
ihre besondere Bedeutung haben. Der Begriff Interleukin (,,sich zwischen weien Zellen
bewegen) und die Nummerierung der bekannten Mediatoren wurden eingefihrt, um eine
einheitliche Nomenklatur zu schaffen. Die Bezeichnungen sind jedoch irrefiihrend, da sich
das Wirkungsspektrum nicht auf die Leukozyten beschrankt und die Unterteilung in
Untergruppen nach der Reihenfolge ihrer Entdeckung und nicht nach dem Wirkmechanismus
erfolgte. Eine prazisere Beschreibung ist daher der Begriff Zytokin (,,sich zwischen den

Zellen bewegen®).

Dass es bei einer Besiedelung der Magenmukosa durch H. pylori bei unterschiedlichen
Individuen auch zu unterschiedlichen Phanotypen der H. pylori-Infektion kommt, lasst sich
unter anderem auf die inflammatorische Antwort des Wirtes beziehen, die durch pro- und

antiinflammatorische Zytokine beeinflusst wird.



1.5.1 Definitionen

Bei Zytokinen handelt es sich um lésliche Glykoproteine, die sich Uber spezifische
Rezeptoren an Zielzellen binden und dort eine Vielzahl von Reaktionen auslésen kénnen.
In-vivo sind sie in sehr niedrigen Konzentrationen vorhanden und kdnnen neben lokalen auch
systemische Wirkungen haben [49]. Entsprechend ihrer molekularen Struktur kann man

Zytokine in Hauptgruppen einteilen (Abb. 4).

Zytokine
Tumornekrosefukioren Hiimatopoetine Interferone Chemokine
-antitumoral - Stimulation von - antiviral -Chemotaxis
-lokale und systemische Zellwachstum und - antitumoral
Entzij_ndung Differenzierung
- Flebe{ - angeborene und
--Kachexie erworbene Immunitat
Wachstumsfaktoren 5 ;
-TNF o - Erythropoetin %ntegeron = Vickung auf.
-TNE p - Thrombopoetin B e >
G-CSF -Interferon y -CC-Familie Neutrophile/
i -GIV-I CSF T-Zellen
-CXC-Familie Monozyten/
Interleukine Eosmophlle/
e Basophile /
-proinflammatonsch: z.B. T-Zellen
IL1IL2,IL6,IL 8, IL 12 CXC3Familie TZellen/
-antiinflammatorisch: z.B. M ;
IL4,IL 10, IL 13 " 2RO
-C-Familie

Abbildung 4: Einteilung der Zytokine und deren Funktion.
Tumornekrosefaktoren sind neben ihrer antitumoralen Wirkung auch fr lokale und systemische
Entziindungsreaktionen verantwortlich; Hamatopoetine sorgen fir das Wachstum und die Differenzierung
verschiedener Zellen sowie fiir angeborene und erworbene Immunitét (hierzu gehéren auch pro- und
antiinflammatorische Zytokine); durch Chemokine wird die Chemotaxis, vor allem von Immunzellen
gewahrleistet. G-CSF = Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor, GM-CSF = Ganuozyten-Monozyten-
Kolonie stimulierender Faktor.

Dazu gehdren die Hamatopoetin-Gruppe, in der Wachstumsfaktoren und zahlreiche
Interleukine mit Funktionen der erworbenen und angeborenen Immunitat zusammengefasst
werden, die TNF-Gruppe, die ebenfalls sowohl bei der angeborenen als auch bei der
erworbenen Immunitat von Bedeutung ist, die Interferone, die der immunologische Abwehr
von Viren dienen und die Gruppe der Chemokine. Diese Molekiile induzieren eine gerichtete

Chemotaxis vor allem von Leukozyten und leiten Monozyten, neutrophile Granulozyten und


http://de.wikipedia.org/wiki/Glykoprotein

andere Effektorzellen aus der Blutbahn. Des Weiteren fordern sie die Wanderung im Gewebe

zu Infektionsherden [50].

Bekannt sind bisher drei Mitglieder der IL 1-Genfamilie. IL /& und IL 15 sind Agonisten, der
IL 1 RN (IL 1 Rezeptorantagonist) ein natlrlicher Gegenspieler am IL 1-Rezeptor [51].

152 1L/

1.5.2.1 Allgemeine Wirkung von IL /5

Endothel Vermehrte Ausschittung

ert
zelle
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Vermehrte Ausschittung neutrophile
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IL1 Granulozyten
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Hypothalamus

|
I
Hypophyse
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Abbildung 5: Ubersicht tiber die systemische Wirkung von IL 1R.

Uber verschiedene Wege ist IL 7 an der Auslésung von Fieber und einer systemischen Entziindungsreaktion mit
der Aktivierung von Endothelzellen, dem Knochenmark und Akute-Phase-Proteinen beteiligt.
Entziindungshemmend hingegen ist die Langzeitwirkung Uber die Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenachse zur Ausschuttung von Kortison.

Bei dem Interleukin 1p handelt es sich um ein potentes proinflammatorisches Zytokin. Fast
alle bakteriellen Erreger oder deren Produkte stimulieren nach Infektion des Wirtes die
Transkription und Synthese von IL 14 [51]. Daneben fuhren auch nicht mikrobielle Stimuli
wie Hyperosmolaritat, Reperfusion nach vorangegangener Ischdmie oder thermische
Verletzungen zu einem Anstieg dieses Zytokins oder dessen m-RNA in Monozyten [51]. Das
Wirkspektrum von IL 7f ist breit gefachert (Abb. 5). Es resultiert vor allem aus einer
Induktion der Expression von vielen anderen Genen durch Forderung derer Transkription oder
Stabilisierung derer m-RNA [41]. Zu diesen gehdren Gene proinflammatorischer Zytokine wie
IL 2, IL 6, IL 12 und TNF «. Systemisch verursacht es Fieber, den Anstieg von im Blut
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zirkulierenden Neutrophilen, zirkulierendem Stickstoffmonoxid (NO) und
Akute-Phase-Proteinen sowie eine Thrombozytose. Lokale Wirkungen sind je nach Gewebe
unterschiedlich. Es kann beispielsweise zur Zerstdrung von Knorpelgewebe und zur
Freisetzung von Calcium aus dem Knochen fuhren. Des Weiteren ist eine vermehrte
Proliferation von Fibroblasten, glatten Muskelzellen und Mesangiumzellen durch ein erhéhtes

IL /f zur Unterstltzung eines Heilungsprozesses nach Untergang von Gewebe zu verzeichnen

[41].

1.5.2.2 Wirkung von IL 14 auf die gastrale Mukosa

Die Funktion vieler gastraler Zellen wird durch IL /4 moduliert (Abb. 6). In Ratten wurde
gezeigt, dass die intraperitoneale Gabe von rekombinantem IL /£ zu einer Minderung der
sekretorischen Kapazitat und zur Verzogerung der Magenentleerung fuhrt. Am ehesten wird
dies durch spezifische Rezeptoren an Parietalzellen (Belegzellen), Zellen der glatten
Muskulatur und Prostaglandin  produzierenden Zellen vermittelt [52, 53]. Ein
in-vitro-Experiment an kultivierten Parietalzellen von Kaninchen zeigte eine Hemmung der
basalen Magensauresekretion durch IL /5 und TNF « [54]. Auch in-vivo konnten &hnliche
Schlussfolgerungen gezogen werden. Nach Injektion sowohl von humanem als auch von
Ratten-1L 7/ kam es zu einer Suppression der Magensaureproduktion bei behandelten Ratten,
die Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von sechs Stunden anhielt [55]. Die
antisekretorische  Wirkung von IL I wurde sogar auf das 100-fache des
Protonenpumpenhemmers Omeprazol und das 6000-fache des Antihistaminikums Cimetidin

geschatzt [56].

Trotz seiner proinflammatorischen und sdurehemmenden Wirkung wurden IL 15 gelegentlich
auch schleimhautschiitzende Wirkungen gegen verschiedene Noxen bescheinigt [52, 57]. So
konnte eine Injektion von rekombinantem IL 15 dosisabhangig die Ausbildung von Ethanol-
induzierten nekrotischen Lé&sionen der Magenmukosa verhindern [57]. Ausschlaggebend

hierfir scheint die saurehemmende Wirkung zu sein.

Des Weiteren kommt es durch vermutlich direkte Stimulation von IL 1/5-Rezeptoren auf

antralen G-Zellen zu einem Anstieg der Gastrinsekretion [58].

Dass auch enterochromaffin-ahnliche Zellen (ECL-Zellen) der Magenschleimhaut Rezeptoren
fur IL 15 besitzen, wurde experimentell an kultivierten Zellen von Ratten gezeigt. Durch
IL /4 kam es zu einer Stimulation der Histaminausschiittung aus ECL-Zellen [59, 60]. Da aus

hohen Histaminspiegeln eine Anregung von Parietalzellen zur Magenséureproduktion
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resultiert, ware damit ein niedriger pH-Wert im Magen zu erkléren. In einer anderen Studie
kam es jedoch durch eine l&angere Inkubation mit /L f nicht mehr zu einem Anstieg der
Magensdureproduktion, da eine durch Gastrin stimulierte Histaminsekretion um 40 — 50 %

abnahm [59].

Durch diese Ergebnisse lasst sich die Komplexitdt der Wirkung von IL 4 in der
Magenmukosa erahnen. Trotz Forderung der Magenséaureproduktion durch Stimulation der
Gastrin- oder Histaminausschittung, fihrt eine starke direkte Hemmung der Parietalzellen zu

einer Suppression der Magensaureproduktion.

Osophagus

Kardia
Fundus

Pylorus

Duodenum

Antrum

Abbildung 6: Wirkung von IL 1 g auf gastrale Mukosazellen.

IL 1/ besitzt eine sduresupprimierende Wirkung auf die Belegzellen. Zusétzlich werden G-Zellen zur
Gastrinausschittung, sowie ECL-Zellen zur Histaminausschittung angeregt. Die durch Gastrin bedingte
Histaminausschuttung wird wiederum gehemmt. Es resultiert insgesamt eine sauresupprimierende Wirkung
durch die starke direkte Hemmung der Belegzellen. G-Zelle = Gastrin produzierende Zelle,

ECL-Zelle = Enterochromaffin-dhnliche Zelle, HCI = Salzséure, "+ = férdernde Wirkung, "-~ = hemmende
Wirkung. Abbildung modifiziert nach http://diesteinlaus.files.wordpress.com/2008/11/magen.jpg

1.5.3 IL 1 Rezeptorantagonist

Der IL 1 Rezeptorantagonist (IL 1 RN) ist ein natirlicher Konkurrent von IL /e und IL 74 am
IL 1-Rezeptor. Es kommt zwar zu einer Bindung am Rezeptor, es wird jedoch keine
Signaltransduktion eingeleitet. Dass die Wirkung von IL /f durch IL 1 RN neutralisiert wird,

konnte eindrucksvoll durch die Beobachtung von Magenséauresekretion, mMRNA-Spiegel und
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Serumgastrinwerten bei mongolischen Wustenrennmausen gezeigt werden [61]. Dieses wird
im ndchsten Abschnitt noch ausfiihrlich beschrieben. Eine neutralisierende Wirkung des
IL1RN auf eine erhohte Gastrinproduktion konnte auch in einer weiteren Studie
nachgewiesen werden. Hierbei wurde eine Stimulation der Gastrinsekretion antraler G-Zellen

von Kaninchen durch IL /4 mittels Zugabe von IL 1 RN antagonisiert [58].

1.6 H.pyloriund IL 18

In mehreren Studien konnte nach einer Infektion mit H. pylori ein deutlicher Anstieg von vor
allem IL /p und IL 6 gezeigt werden [62, 63]. Weiterhin zeigte sich eine vermehrte
Ausschittung von IL 8 und TNF o [62, 64]. IL 14 wird im Rahmen der H. pylori-vermittelten
Entzindungsreaktion von Makrophagen und zu einem geringeren Anteil von dendritischen
Zellen sezerniert. Wie bereits erwahnt, induziert es die Expression weiterer Zytokine, wie
IL 2, Interferon und TNF « [62, 65]. Eine folgende Infiltration der gastralen Mukosa durch
Granulozyten und Monozyten bleibt Gber den gesamten Zeitraum einer Kolonisation mit dem
Bakterium bestehen und flihrt somit zu einer chronischen Entzlindung, deren Auspragung vor

allem vom Muster der Besiedlung durch H. pylori abhéngig ist [66].

Takashima et al. untersuchten Veranderungen an mongolischen Wistenrennmé&usen nach
oraler Beimpfung mit H. pylori [61]. Die Mduse zeigten sowohl nach sechs, als auch zwolf
Wochen eine zunehmende Entziindung der Magenschleimhaut und erhohte Gastrinspiegel bei
gleichzeitig signifikanter Abnahme der Magensaureproduktion. Diese Entdeckungen waren
mit erhéhten IL 7-mRNA-Spiegeln vergesellschaftet, sodass ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen H. pylori und IL /4 hergestellt werden konnte. Nach intraperitonealer Injektion von
rekombinantem IL 1 RN kam es wieder zu einer Abnahme des Gastrinspiegels und einer
Normalisierung der Saureproduktion auf Ausgangswerte [61]. Durch diesen Sachverhalt
begrindet sich die Hypothese, nach der hohe IL 1p-Spiegel die Entwicklung von
Magenkarzinomen beginstigen. Die starke S&uresuppression erleichtert eine Ausbreitung von
H. pylori auch in den Magenkorpus, deren Folge h&ufig eine atrophische Gastritis mit

erhohtem Risiko fir Adenokarzinome des Magens ist.
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1.7 Zytokinpolymorphismen

1.7.1 Begriffsklarung

Mutationen, die im Laufe der Evolution im Genom kumulieren, die zugehorige Funktion des
entsprechenden Lokus aber nicht wesentlich veréndern, bezeichnet man als Polymorphismen.
Unter Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphism: SNP) versteht man
dabei Variationen nur einzelner Basenpaare eines DNA-Stranges. In der Promotorregion des
IL 1B-Gens waren zunéchst die Regionen -511 und -31 von Interesse. Das negative
Vorzeichen kennzeichnet dabei, dass diese Loci in der Promotorregion vor der eigentlichen
Transkriptionseinheit liegen, die Zahl gibt Auskunft dartiber, an welcher Position sich der
Polymorphismus vor der Transkriptionseinheit befindet. So beschreibt IL 1B -31 C
beispielsweise, dass die Base Cytosin an 31. Position vor der Transkriptionseinheit in der

Promotorregion des IL 1B-Gens zu finden ist.

Bei der Bezeichnung ,Haplotyp® handelt es sich um eine Abkiirzung von ,haploider
Genotyp®“. Ein Haplotyp sind miteinander gekoppelte Nukleotidsequenzvarianten, die an

Nachkommen weiter gegeben werden kénnen [67].

Wiederholungen kurzer Basenpaarmuster in einem DNA- oder RNA-Strang werden in der
Genetik als ,,tandem repeats® bezeichnet. Auch im Intron 2 (nicht kodierender Abschnitt des
Gens) des IL 1 RN-Gens fand man bei verschiedenen Individuen eine variable Anzahl von
,tandem repeats® (variable number of tandem repeats: VNTR) mit 86 Basenpaaren, die in
einer veranderten transkriptionellen Aktivitat des Gens resultierten. Man teilte sie in kurze
(< 3 Wiederholungen) und lange (> 3 Wiederholungen) Genotypen ein (Abb. 7) [68, 69].

Als Allel 1 des IL 1 RN-Gens wird seitdem ein Genotyp mit vier ,,tandem repeats* bezeichnet.
Allel 2 (Schreibweise: IL 1 RN*2) besitzt zwei Wiederholungen, Allel 3 flnf
Wiederholungen, Allel 4 drei Wiederholungen und Allel 5 sechs Wiederholungen. Die Allele
1, 3, 4 und 5 kénnen demnach als Gruppe der langen Genotypen (L) zusammengefasst werden
[68, 69, 70].
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= 3 Wiederholungen ---------s=esceuuu- Allel 4

4 Wiederholungen ----------—eeceeuev Allel 1
S 5 Wiederholungen ------------<==-—- Allel 3
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— — 2 Wiederholungen ------====emamumu- Allel 2

Abbildung 7: Anzahl der ,,tandem repeats* (VNTR) im Intron 2 des IL 1 RN-Gens und deren Zuordnung zu
Allelen.

Zu den langen Genotypen werden mehr als 2 Wiederholungen gezéhlt. Dazu gehdren die Allele 1,3,4 und 5.
Allel 2 mit nur 2 Wiederholungen wird als kurzer Genotyp bezeichnet.

1.7.2 Polymorphismen im IL 1B- und IL 1 RN-Gen

El-Omar et al. berichteten erstmals im Jahre 2000 von Zytokinpolymorphismen im
Zusammenhang mit der Entstehung eines Magenkarzinoms in einem Kollektiv erstgradig
Verwandter von Magenkarzinompatienten in Schottland [68]. Bei H. pylori-infizierten
Individuen beschrieben sie einen Zusammenhang zwischen vermehrtem Auftreten einer
Hypochlorhydrie und dem proinflammatorischen IL 1 RN*2, sowie dem Haplotyp
IL 1B -31 C (Cytosin)/IL 1B -511 T (Tyrosin). Daraufhin wurden auch Karzinompatienten
und Magengesunde aus einer Fall-Kontroll-Studie in Polen in die Untersuchungen
einbezogen. Analysiert wurden Polymorphismen an den Positionen -511, -31 und +3954 des
IL 1B-Gens und die VNTR des IL 1 RN-Gens bei 429 Magenkarzinompatienten und
366 Gesunden. Es zeigte sich eine starke Kopplung der Genloci -511 und -31, sodass in
diesen Kollektiven gehauft entweder der Haplotyp IL 1B -31 C/IL 1B -511 T oder
IL 1B -31 T/IL 1B -511 C auftrat. Tréger des IL 1B -31 C-Allels wiesen mit einer OR von 1,9
(95 % KI 1,5 - 2,6) ein erhdhtes Magenkarzinomrisiko auf. Ein Unterschied zwischen
homozygoten und heterozygoten Tragern bestand dabei nicht. Durch die Kopplung der
Genloci lag nahe, dass auch flr Trager des -511 T-Allels das Magenkarzinomrisiko erhoht
wére (IL 1B -511 T/T: OR 2,6; 95 % KI 1,7 - 3,9; IL 1B -511 C/T: OR 1,8; 95 % KI
1,3-2,4) [68]. Das Vorliegen von IL 1 RN 2/2 war in dieser Studie ebenfalls mit einem
erhohten Karzinomrisiko verbunden (OR 3,7; 95 % Kl 2,4 - 5,7). Fur Position +3954 ergaben
sich keine signifikanten Ergebnisse [68].
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Machado und Kollegen fanden ebenso eine positive Korrelation zwischen Polymorphismen
und Adenokarzinomen. In einer Fall-Kontroll-Studie an 152 Karzinompatienten und
220 gesunden Kontrollen konnte fir Trager von IL 1B -511 T (OR 2,7; 95 % K1 1,5 - 4,9) und
homozygote Individuen fir IL 1 RN*2 (OR 3,1; 95 % KI 1,5 - 6,5) ein erhohtes Risiko fiir die
Entstehung von Magenkarzinomen des intestinalen Typs gezeigt werden. Bei gleichzeitigem
Vorliegen beider Merkmale erhohte sich das Risiko sogar noch, sodass man auf einen
synergistischen Effekt schloss. Ein Trend in Richtung eines erhéhten Risikos durch die
vorhandenen Polymorphismen liel3 sich auch fur Karzinome vom diffusen Typ verzeichnen
[69]. Viele weitere Studien, die in Folge dieser ersten Arbeiten verdffentlicht wurden, zeigten
ahnliche Resultate [71, 72, 73, 102]. Zuletzt wurden jedoch auch widerspriichliche Daten
veroffentlicht [83, 100, 104].

Von den bis 2008 veroffentlichten vier Metanalysen konnte in dreien ein erhohtes Risiko
durch IL 1B- und IL 1 RN-Polymorphismen fiir die Entwicklung von Magenkarzinomen
nachgewiesen werden, wahrend dies in der vierten nicht bestatigt werden konnte. In dieser
Analyse wurden 35 Studien mit 5500 Patienten und 7800 Kontrollen berticksichtigt, in denen
Veranderungen am Genlocus IL 1B -511 und dem Intron 2 des IL 1 RN-Gens erfasst worden
waren [74]. Je mehr Studien zur Bestimmung des kumulativen Risikos einbezogen wurden,
desto geringer zeigte sich die Assoziation zwischen den untersuchten Polymorphismen und
dem Risiko fir ein Magenkarzinom. Die zusammengefasste OR fur IL 1B -511 C/T
gegeniiber dem Wildtyp C/C betrug 1,07 (95 % KI 0,91 - 1,25), bei der Beurteilung von
-511 T/T gegeniiber dem Wildtyp lag sie bei 1,16 (95 % KI 0,95 - 1,42). Insgesamt konnte
auch das IL 1 RN-Gen betreffend kein Zusammenhang mit einem erhéhten
Magenkarzinomrisiko gefunden werden. Die Ergebnisse der einzelnen Studien variierten
allerdings erheblich in Abh&ngigkeit von der histologischen Untergruppe des Magentumors,
des Genlokus, der untersucht wurde, und der geographischen Region, in der die Studie

erhoben wurde [74].

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen waren die Aussagen der anderen drei Metanalysen
ahnlich. Camargo et al. bewerteten neben Studien, die sich mit Polymorphismen an Position
-511 des IL 1B-Gens und Intron 2 des IL 1 RN-Gens befassten, auch solche, die
Polymorphismen an abweichenden Positionen mit untersuchten. Dazu gehorten, die bereits
von EI-Omar beschriebenen Loci -31 und +3954. Insgesamt wurden 25 Studien
eingeschlossen. Eine signifikante Assoziation zu einem erhohten Magenkarzinomrisiko

bestand fur Tréger des T-Allels an Position -511 und fur Tréger von IL 1 RN*2. Allerdings



16

traf dies nur fir die kaukasische Population zu. Das vermehrte Risiko war flr die Entwicklung
von Karzinomen des intestinalen Typs, die nicht in der Kardia lagen, am groRten [75]. Eine
andere Metaanalyse bestétigte das erhohte Risiko fur die Entwicklung von Karzinomen vom
intestinalen Typ (OR 1,76; 95 % Kl 1,12 - 2,57) im Vergleich zum diffusen Typ (OR 1,16;
95 % KI 0,86 - 1,52) [76]. In einer Metaanalyse von 2008 zeigte sich ebenfalls ein erhohtes
Magenkarzinomrisiko bei vorhandenem T-Allel im IL 1B -511-Gen mit einer OR von
1,23(95% KI 1,09-1,37). Auch hier beschrankte sich die Risikoerhdhung auf
Kaukasier (OR 1,56; 95% KI 1,32 - 1,84) und traf fir Asiaten nicht zu
(OR 1,0; 95 % K1 0,85 - 1,16) [77].

Neuere Studien an einer européischen Population mit tendenziell negativer Assoziation
zwischen Interleukinpolymorphismen und erhthtem Magenkarzinomrisiko wurden jedoch
noch nicht mit in die Metaanalysen einbezogen [78, 79]. Vereinzelt gab es auch immer wieder
Studien, die das IL 1B-Gen an anderen Positionen untersuchten und eine Assoziation zu
erhdhtem Karzinomrisiko zeigten. Beispielsweise wurde ein neuer Polymorphismus an
Position -1473 der IL 1B-Gens gefunden. In einer Fall-Kontroll-Studie an koreanischer
Bevolkerung konnte eine positive Korrelation zwischen dem Allel Guanin (G) am
Lokus -1473 und einem erh6hten Karzinomrisiko, vor allem fiur Tumore vom intestinalen
Typ, nachgewiesen werden [80]. Bestatigungen durch weitere Studien blieben bislang jedoch

aus.

1.7.3 Haplotypen

Durch Sequenzierung des IL 1B-Gens (iber 12 Kilobasen an 25 gesunden Probanden wurden
20 verschiedene Polymorphismen identifiziert, von denen 12 in der Promotorregion des Gens
zu finden waren. Vier dieser SNP traten mit einer Frequenz > 4 % im untersuchten Kollektiv
auf und wurden Gegenstand einer weiterfiihrenden Untersuchung, bei der die transkriptionelle

Aktivitat im Haplotypenkontext analysiert wurde [81] (Abb. 8).

Es wurde dabei gezeigt, dass eine hohe transkriptionelle Aktivitdt durch das Vorliegen des
IL 1B -511 T-Allels zusatzlich von der Haplotypenzusammensetzung an Position IL 1B -3737
und -1464 abhéngig war. Die hochste Aktivitat der Transkription lag bei gleichzeitigem
Vorhandensein von IL 1B -511 T zusammen mit den beiden Wildtypvarianten an Position
-3737 (C) und -1464 (G) vor. Die Alternativpolymorphismen (-3737 T und -1464 C) hatten
eine geringere Aktivierung der Transkription des proinflammatorischen IL 1B-Gens zur Folge

[81].
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a) Transkripionelle Aktivitat in Abhangigkeit von Anderungen an Position -3737
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b) Transkriptionelle Aktivitat in Abhangigkeit von Anderungen an Position -1464
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Abbildung 8: Analyse transkriptioneller Aktivitat des IL 1B-Gens verschiedener Haplotypen.

Abbildung modifiziert nach Chen et al., Single nucleotide polymorphisms in the human interleukin-1B gene
affect transcription according to haplotype context, Human Molecular Genetics, 2006, Vol.15, No. 4, 519-529
LPS = Lipopolysaccharide, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat

a) ein Wechsel von Allel 1(C) zu Allel 2(T) an Position (Pos.) -3737 hatte keinen wesentlichen Effekt auf die
Promotoraktivitat (Kurve a gegen b); die erhohte trankriptionelle Aktivitat durch Allel 2 an Pos. -511 und -31
konnte jedoch maBgeblich durch gleichzeitiges Vorhandensein von Allel 2 an Pos. -3737 gesenkt werden (Kurve
c gegen d).

b) Zu einer leichten Verminderung der Promotoraktivitat kam es bei Anderung des SNP an Pos. -1464 von Allel
1(G) zu 2(C) im Vergleich zum Wildtyp (Kurve a gegen b). Lagen gleichzeitig an Pos. -511 und -31 die Allele 2
vor, konnte deren Einfluss auf eine erhdhte Promotoraktivitat durch den SNP an Pos. -1464 maRgeblich gesenkt
werden (Kurve ¢ gegen d).
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1.7.4 Haplotypenpaare

Als ein Haplotypenpaar wird die Kombination beider in einem Individuum vorhandenen
Haplotypen der doppelstrangigen DNA bezeichnet. 2008 wurde erstmalig auch der Einfluss
von Halotypenpaaren der IL 1B-Promtorregion auf den /L 1p-Spiegel in-vivo bestimmt [93].
Dabei konnte eine deutliche Assoziation zwischen vier der zehn untersuchten
Haplotypenpaare mit hoheren IL 1p-Spiegeln in menschlichem Speichel nachgewiesen

werden.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Der Einfluss von Polymorphismen im IL 1B-Gen im Bezug auf das Risiko fur ein
Magenkarzinom mit oder ohne die gleichzeitige Einwirkung von H. pylori ist weiterhin nicht
eindeutig geklart. Daher ist auch fraglich, ob sich die Bestimmung der IL 1B-Polymorphismen
als  Screeningmethode  fir  bestimmte  Risikogruppen  mit einem  erhohten

Magenkarzinomrisiko eignet.

Die oben genannten neuen Erkenntnisse wurden in bisherige Studien noch nicht einbezogen
und bis heute ist nicht genau bekannt, ob die von Chen und Kollegen in-vitro analysierten
Haplotypen auch eine Auswirkung auf die Aktivitat der Transkription des IL 1B-Gens in-vivo

haben.
Die vorliegende Dissertation hatte zum Ziel, folgende Arbeitshypothesen zu bestétigen:

1) Magenkarzinompatienten und deren erstgradige Angehdrige sind haufiger Trager von
SNP im IL 1B-Gen an den Positionen -3737, -1464, -511 und -31, im IL 1 RN-Gen
beziehungsweise assoziierter Haplotypen.

2) Das Vorliegen von Polymorphismen im IL 1B-Gen ist assoziiert mit dem Auftreten
pramaligner Konditionen der gastralen Mukosa sowie mit spezifischen
pathobiologischen Eigenschaften des Magenkarzinoms.

Hierzu wurden Patienten mit Magenkarzinom, deren erstgradige Angehorige, Patienten mit
einer Risikogastritis und eine gesunde Kontrollpopulation auf ihren H. pylori-Status gepruft
und die Verteilung von Polymorphismen der Allele -3737, -1464, -511 und -31 im IL 1B-Gen
sowie deren Haplotypenkonfiguration beurteilt. Berlicksichtigt wurden dabei auch die VNTR
des IL 1 RN-Gens.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Kontrollgruppen

Insgesamt wurden 433 Individuen in die Studie eingeschlossen. Einbezogen wurden Patienten
mit histologisch gesichertem Magenkarzinom, Patienten mit einer Risikogastritis (siehe
unten), erstgradig Angehorige von Magenkarzinompatienten und magengesunde Kontrollen.
Karzinompatienten und Patienten mit Risikogastritis sind im Zeitraum zwischen 1998 und
2008 in ambulanter oder stationdrer Behandlung in der Klinik fir Gastroenterologie,
Hepatologie und Infektiologie der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg, Deutschland,

betreut worden.

Magenkarzinompatienten wurden therapienaiv nach Erstdiagnose in die Studie
eingeschlossen. Ausschlusskriterien fur diese Gruppe waren Zweitmalignome, signifikante
chronische Erkrankungen (zum Beispiel chronisch entziindliche Darmerkrankungen,
Leberzirrhose, HIV-Infektion), chirurgische Eingriffe am Gastrointestinaltrakt oder im
pankreatiko-hepatobilidren System in der Eigenanamnese, die Einnahme bestimmter
Medikamente, wie oraler Antikoagulanzien oder nichtsteroidaler Antirheumatika und

bestehende Kontraindikationen gegen eine Gastroskopie.
Das Kollektiv der Patienten mit Risikogastritis wurde aus der Ambulanz der Klinik rekrutiert.

Das Kontrollkollektiv bestand zum einen aus gesunden Probanden ohne Anzeichen fir
gastrointestinale Erkrankungen (insbesondere keine dyspeptischen oder Refluxbeschwerden),
die sich freiwillig im Rahmen klinischer Studien gemeldet hatten. Zum anderen z&hlten hierzu
Patienten der Ambulanz, die sich zwar aufgrund dyspeptischer Beschwerden vorstellten,
endoskopisch und histologisch jedoch keine Auffélligkeiten zeigten. Der Einschluss der
ambulanten Patienten, Verwandten und der Kontrollen in die Studie sowie die Aufklarung
und Einverstandniserklarung erfolgte durch Dr. A. Leodolter im Rahmen einer spezifischen
Sprechstunde. Die Studie wurde im Rahmen eines klinikinternen Forschungsprojektes zur
Charakterisierung der Entzindung im Gastrointestinaltrakt bezuglich H. pylori und
Gastrotsophagealer Refluxerkrankung (Ethikvotum: 132/01) durchgefihrt.

Ausschlusskriterien fur die drei Vergleichsgruppen (Verwandte ersten Grades, Patienten mit
Risikogastritis und die gesunde Kontrollgruppe) waren das Vorliegen einer malignen

Erkrankung oder eine positive Eigenanamnese fur ein Malignom. Des Weiteren wurden
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Patienten  mit  chronisch  entziindlichen = Darmerkrankungen,  gastro-6sophagealer
Refluxerkrankung oder chirurgischen Eingriffen im Gastrointestinal- und im pankreatiko-
hepatobilidren System in der VVorgeschichte ausgeschlossen.

Nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung durch die Studienteilnehmer wurden
demnach 116 Karzinompatienten, 142 Patienten mit einer Risikogastritis, 81 Verwandte
ersten Grades von Magenkarzinompatienten und 94 magengesunde Kontrollen in die Studie

eingeschlossen.

2.2 Endoskopie

Die endoskopischen Untersuchungen wurden mit einem Standardendoskop vom Typ
GIF Q 145 oder GIF Q 180 der Firma Olympus Optical Europe (Hamburg, Deutschland)
durchgefiinrt. Im Rahmen der Osophago-Gastro-Duodenoskopie (OGD) wurden von jedem
Patienten Biopsien der gastralen Mukosa enthommen, jeweils aus dem Antrum und dem
Korpus. Die Antrumproben wurden 3 - 5 cm proximal des Pylorus von der grof3en und

kleinen Kurvatur und die des Korpus an der Mitte der grof3en Kurvatur entnommen.

2.3 Histologische Charakterisierung von Patienten mit Magenkarzinom und

Risikogastritis

Die Schleimhautproben wurden im Institut flr Pathologie der
Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg unter Nutzung etablierter Standardmethoden
aufgearbeitet und die Farbungen (Hamatoxylin/Eosin; modifizierte Giemsafarbung fiir H.
pylori-Nachweis) durch eine erfahrene Pathologin begutachtet. Bioptisches Material oder
chirurgische Resektate waren bei 98 der insgesamt 116 Karzinompatienten und bei allen
142 Patienten mit einer Risikogastritis verfligbar. Die histologische Bewertung einer
vorhandenen Gastritis erfolgte semiquantitativ nach der tberarbeiteten Sydney-Klassifikation
von 1994 [82]. In die histologische Beurteilung ging die Aktivitdt der Entzindung unter
Bertcksichtigung der Infiltration mit neutrophilen Granulozyten und die Chronizitat der
Entzlindung durch die Bewertung der Infiltration mit Lymphozyten und Plasmazellen mit ein.
Zudem erfolgte eine Beurteilung der Atrophie des Drlisenkorpers, der intestinalen Metaplasie
sowie der Kolonisation durch H. pylori. In einer vierstufigen Skala wurde die Auspragung
der einzelnen Parameter graduiert von normaler Schleimhaut (Grad 0) bis zu einer
hochgradigen Ausbildung (Grad 3).
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Zur histologischen Charakterisierung von Magenkarzinomen wurden diese nach Laurén in
intestinale, diffuse und Mischtypen unterteilt [9]. Auch bei Vorliegen eines Karzinoms wurde
eine vorhandene Entzliindung der nicht neoplastischen Mukosa nach der (berarbeiteten

Sydney-Klassifikation bewertet, soweit das je nach Tumorausdehnung méglich war.
Unter den Begriff der Risikogastritis [28, 92] fielen

a) die Pan-Gastritis mit gleich starker Entziindung der
Mukosa im Magenkorpus und im Antrum,

b) die korpuspradominante Gastritis mit oder ohne Atrophie der
Magenschleimhaut und

c) das Vorliegen einer intestinalen Metaplasie in Antrum oder Korpus.

2.4 Ermittlung des H. pylori-Status

Der H. pylori-Status wurde bei allen Studienteilnehmern serologisch bestimmt, da der
Nachweis positiver H. pylori-Antikérper zum einen in hohem MaBRe mit einer
Keimbesiedlung des Magens korreliert, zum anderen aber auch bereits abgelaufene und
behandelte Infektionen durch diese Methode nachgewiesen werden konnen. Auf diese Weise
war die Beurteilung der generellen Assoziation zwischen H. pylori und der
Magenkarzinomentwicklung auch nach kurierter Infektion mdoglich. Unterstiitzend fanden
andere Nachweismethoden wie die histologische Beurteilung der Bakterienbesiedlung mittels
der modifizierten Giemsafarbung und der Harnstoff-Urease-Schnelltest (HUT®, Astra-
Zeneca, Wedel, Deutschland) Anwendung. Letztgenannter Test wurde wahrend der

Endoskopie durchgefuhrt, wie vormals beschrieben [83].

2.4.1 Ermittlung der Anti-H. pylori-1gG

Den Patienten wurde eine Standardmonovette Blut (ca. 9 ml) zur serologischen Untersuchung
sowie eine EDTA-Monovette zur Isolierung der Mononukledren Zellen (ca. 4,5 ml)
entnommen. Das separierte Serum wurde bis zur Analyse der zu untersuchenden Faktoren bei
4° C gelagert. Danach wurden die Proben bei -20° C weiter aufbewahrt. Zur Bestimmung der
H. pylori-1gG wurde das ,,Helicobacter pylori IgG ELISA-Kit“ der Firma Biohit HealthCare,

Helsiniki, Finland, verwandt.

Zunachst wurde eine zweihundertfache Verdiinnung des Serums hergestellt. Die verdinnten
Proben (100 pl) und vier Referenzserumproben wurden fir eine Doppelbestimmung jeweils

fur 30 Minuten bei 37° C inkubiert. Nach dieser ersten Inkubation erfolgte die dreimalige
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Zugabe von 350 ul Waschpuffer. Anschlielend wurden 100 ul einer verdunnten
Konjugatlosung, bestehend aus Meerrettichperoxidase gekoppeltem monoklonalem IgG in
Stabilisierungspuffer, hinzugefugt. Es erfolgte eine erneute Inkubation bei 37° C fir
30 Minuten. Ein weiterer Waschschritt mit dreimalig jeweils 350 pl Waschpuffer schloss sich
an. Zur Visualisierung einer positiven Reaktion erfolgte im Anschluss die Zugabe von 100
Tetramethylbenzidin und eine Inkubation fur 30 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.
Nach dem Stoppen der Enzymreaktionen durch Zusatz der schwefelsdurehaltigen
Stop-Lodsung erfolgten die Ablesungen spektralphotometrisch bei 450 nm. Aus den mittleren
Absorptionswerten fiir die von Patienten entnommenen Proben wurden die Enzym-
Immunoeinheiten berechnet. Eine Serumprobe galt als positiv bei einem Titer von > 30 EIU
und als negativ bei Werten < 30 EIU.

2.4.2 Ermittlung des CagA-Status

Ebenfalls serologisch wurde die Anwesenheit von spezifischen CagA-Antikorpern im Serum
der Patienten mittels des CagA IgG ELISA Kit™ (Omega / Genesis Diagnostics,
Cambridgeshire, UK), wie vom Hersteller beschrieben, bestimmt.

Die Patientenproben wurden hierfur zweihundertfach verdinnt. 100 pl dieser Verdiinnung
sowie mehrere Standards und positive und negative Kontrollen wurden in daftir vorgesehenen
Vertiefungen einer Platte fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgten
drei automatische Waschschritte. Im Anschluss wurden 100 pl einer Konjugatlésung,
bestehend aus meerrettichperoxidasegekoppelten monoklonalen Kaninchen-IgG in
Stabilisierungspuffer, hinzugefugt. Eine erneute Inkubation fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur und vier Waschschritte schlossen sich an. Danach wurden mit einer
Repetierpipette 100 pl TBM-Substrat in jede Vertiefung gegeben und die Platte fir
10 Minuten inkubiert. Nach der Zugabe von 100 ul Stoplésung konnte die optische Dichte
spektralphotometrisch bei 450 nm bestimmt werden. Im Vergleich mit den unterschiedlich
verdiunnten Standards konnte der CagA-Status ermittelt werden. Werte ber 6,25 U/ml
sprachen dabei fur einen signifikanten CagA-Antikorperspiegel und wurden als positiv

gewertet.

2.5 DNA-Isolierung

Nach Zentrifugation des EDTA-Blutes der Patienten wurde die Gesamt-DNA der Zellen

(mononukledre Zellen) unter Nutzung eines in unserem Labor etablierten Protokolls
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extrahiert. Daflr wurde das QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Worldwide / Germany)

verwendet.

200 pl der zu untersuchenden Zellen wurden in einen 1,5 ml Réhrchen mit 20 pl Proteinase K
und 200 pl Puffer AL gegeben. Durch anschlieBendes Mischen und Inkubation fur 10
Minuten bei 56° C wurden die Zellen durch die Proteinase enzymatisch zerstért. Danach
wurden je Probe 200 ul 96%iges Ethanol hinzugegeben und wieder gemischt, sodass die
Bindungsfahigkeit der DNA erhoht war. Der gesamte Inhalt eines Rohrchens wurde in eine
Zentrifugiersaule mit einem 2 ml Sammelréhrchen gegeben. In der Zentrifugierséule befand
sich eine Silika-Membran, an der die DNA binden konnte. Durch Zentrifugation mit
8000 U/min (Umdrehungen pro Minute; entspricht 6000x g) fiir eine Minute wurden andere
Bestandteile des Gemisches durch die Membran in das Sammelréhrchen gedrickt. Die
Zentrifugiersdule wurde anschliefend in ein neues Sammelroéhrchen tberfiihrt. Nach Zugabe
von 500 pl Puffer AW1 wurde erneut flr eine Minute bei 8000 U/min zentrifugiert. Ein
weiterer Reinigungsschritt mit 500 pl Puffer AW2 schloss sich an. Es wurde fur 3 Minuten
mit 13000 U/min zentrifugiert. Die Zentrifugiersdule wurde wieder in ein neues
Sammelréhrchen tiberfiinrt und trocken zentrifugiert. Nach Uberfiinrung der Zentrifugiersaule
in ein sauberes 1,5 ml Rohrchen erfolgte die Zugabe von 100 pl Puffer AE zu den Proben.
Dieser hatte die Aufgabe, die DNA aus der Membran zu l6sen. Das Gemisch wurde fir funf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fir eine Minute (8000 U/min) zentrifugiert. Nach

erneuter Zugabe von 100 ul Puffer AE wurde dieser Vorgang wiederholt.

2.6 Polymerasekettenreaktion zur Vervielfaltigung bestimmter DNA-Abschnitte

Die so extrahierte DNA wurde fir anschlielende Genanalysen der SNP IL 1B -3737
und -1464 mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) unter Verwendung des HotStar Taq Plus
master Mix Kit (Qiagen, Worldwide / Germany) vervielfaltigt.

Hierfiir wurde ein Gemisch mit einem Gesamtvolumen von 30 pl je Ansatz hergestellt.
Verwendet wurde fur alle Ansétze ein Hst Master Mix (HotStar Taq Master Mix), welcher die
Polymerase, Puffer, Salze und Wasser enthalt. Um einen bestimmten Genabschnitt zu

vervielfaltigen, waren zwei genspezifische Primer notwendig (Tab. 2 unter 2.7).

Zum Master Mix wurden je 0,2 ul des ,,forward” (fw) und 0,2 ul des ,,reverse” (rw) Primers,
sowie 2 pl des DNA-Ansatzes hinzugefiigt. Der Rest zu 30 pl Gesamtvolumen wurde mit
RNAse freiem Wasser aufgeftllt (Abb. 9).
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30,0 pl Gesamt

- 15,0 ul Master Mix (zweifach konzentriert)
- 0,2l fw Primer (50 uM)

- 0,2l rw Primer (50 uM)

-20ul  DNA

=12,6 ul RNAse freies Wasser

Abbildung 9: Zusammensetzung des Ansatzes fir die PCR.
fw = forward, rw = reverse

In einem Thermocycler wurden anschlieRend 35 Zyklen zur Primeranlagerung und Elongation
der DNA durchlaufen (Tab. 1).

Tabelle 1: Schritte der PCR. Bei den angegebenen Temperaturen werden die jeweiligen Ziele erreicht, durch
Temperaturanderung wird der nachste Schritt eingeleitet

I —

15 min 95°C Polymeraseaktivierung

35 sec 95,5°C DNA-Denaturierung

30 sec S C Primeranlagerung 35 X
30 sec 72°C Elongation

10 min 72°C abschlieRende Elongation

2.7 Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus zur Analyse der Polymorphismen an

Position 1L1B -3737 und -1464

2.7.1 Polymorphismen an Position IL1B -3737

Nach Erhalt des PCR-Produktes mit den Primern -3737 (OPERON eurofins, mwg / operon)
konnte die Restriktion mit dem Enzym Drd | erfolgen (Tab. 2).
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Dazu wurden 7 ul des PCR-Produktes mit 23 pl eines Restriktionsmastermixes versetzt.
Dieser bestand aus 0,3 pl Drd I, 3 pl Puffer (NEPuffer 4) und Wasser. Der Ansatz musste fir
drei Stunden bei 37° C inkubiert werden.

2.7.2 Polymorphismen an Position IL1B -1464

Nach der PCR mit den Primern -1464 (OPERON eurofins, mwg / operon) erfolgte die
Restriktion des Produktes mit dem Enzym Sty | (Tab. 2).

Tabelle 2: Primer und mogliche Produkte der RFLP-Analyse der SNP’s -1464 und -3737. Die Enzyme spalten
die PCR-Produkte je nach Vorhandensein des Genotyps an der zu untersuchenden Stelle in unterschiedlich
grolRe Fragmente; liegt an Position -1464 des IL 1B-Gens der Genotyp T/T vor, erfolgt keine Spaltung, sodass
nur Fragmente mit 163 Basenpaaren (bp) vorhanden sind. Liegt der heterozygote Typ vor, sind neben
ungespaltenen Fragmenten von 163 bp auch kilrzere Fragmente von 127 bp und 36 bp vorhanden. Bei Vorliegen
von -1464 C/C kann man nur die beiden kiirzeren Fragmente vorfinden. Ist der Genotyp -3737 C/C vorhanden,
konnen in der Gelelektrophorese nur gleich lange Fragmente von 143 bp sichtbar gemacht werden. Daneben
gibt es beim heterozygoten Typ zusétzlich Fragmente mit einer L&nge von 108 und 35 bp. Beim homozygoten
G/G-Genotyp finden sich nur die beiden kiirzeren Fragmente.

C/C: 127 bp, 36 bp

5-CCC-TCG-TGT-CTC-AAA-TAC-TTG-C-3°
-1464 Sty | CIT: 163 bp, 127 bp, 36 bp
5'-GCA-CAG-TGC-CTG-GCA-TGT-AC-3’
T/T: 163 bp

5'-GCC-CTC-CTT-GTT-CTA-GAC-CAG-GGA- EEE A1, el

GGA-GAC-TGG-AAT-G-3 Drd | GIC: 143 bp, 108 bp, 35 bp
5-ATC-GCT-TCC-ACT-TCC-TTT-ATG- CIC: 143 bp
GCA-TC-3’

Auch hierzu wurden 7 pl PCR-Produkt mit 23 ul Restriktionsmastermix, bestehend aus 0,3pul
des Enzyms, 3 pl Puffer (NEPuffer 3) 0,3 ul BSA und Wasser, versetzt. Dieser Ansatz wurde
ebenfalls bei 37° C fir drei Stunden inkubiert.

Durch die Restriktionsenzyme entstanden Fragmente unterschiedlicher Lange, je nach
vorliegendem Genotyp an den Positionen -1464 und -3737 des IL 1B-Gens (Tab. 2).
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2.7.3 Gelelektrophorese

Die Fragmentlangen der RFLP-Produkte wurden per Agarosegelelektrophorese in 2%igem

Agarosegel uberpruft.

1,2 g Agarose (Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) wurde in 60 ml 1 x TBE-Puffer (im
Labor selbst angesetzt mit Reagenzien der Firma Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
gelost, in der Mikrowelle bei 600 W erhitzt, mit Ethidiumbromid versetzt, welches in
Nukleinsauren interkaliert, und anschlieffend in einen 12 cm breiten Geltrdger gegossen. Nach
dem Erkalten wurde das Gel in eine mit 1 x TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer
uberfhrt.

Zu den 30 pl der RFLP-Produkte wurden je 8 ul Ladepuffer gegeben. Jede Geltasche wurde
mit 20 pl dieses Gemisches beschickt. Die Elektrophorese erfolgte fiir 1,5 Stunden bei 95 V.

Die DNA-Banden wurden mittels eines UV-Transilluminators (Herolab, Biometra, Gottingen,
Deutschland) sichtbar gemacht, wobei das interkalierende Ethidiumbromid durch seine

Fluoreszenz die Nukleinsdauren markierte.

Wie in Tabelle 2 dargestellt, waren je nach vorliegendem Genotyp eine, zwei oder drei DNA-
Banden in der Agarosegelelektrophorese nachweisbar, auf deren Grundlage der jeweilige

Genotyp bestimmt wurde.

a)

3737 Drd |

M GG GC GC GG GC GC CC GC GC GG GG GC GC GG CC CC GC GC
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1464 Sty

M CC TT CT CC CT CT CC CT TT CT CC CC CT CT CT CT CT CT

Abbildung 10 a und b: Ergebnisse der Gelelektrophorese.
Wie in Tabelle 2 aufgezeigt, werden nach der Gelelektrophorese eine, zwei oder drei DNA-Banden sichtbar.
Daraus lasst sich der Genotyp an den Positionen -3737 (Abbildung a) und -1464 (Abbildung b) schlussfolgern.

2.8 Analyse des IL1B-Gens an Position -511 und -31

Die SNP der Position -511 und -31 wurden unter Verwendung einer massenspektrometrischen
Methode analysiert. Diese Untersuchungen wurden von der Arbeitsgruppe um PD Dr. Kéhne

(Institut fur Experimentelle Medizin) durchgefihrt.

Die Methodik basiert auf der sequenzspezifischen Verldngerung der PCR-Produkte in
Gegenwart von Didesoxynukleosidphosphaten (,,Sanger-Methode®), bei der es zu einem
Abbruch der Reaktion nach Einbau eines Didesoxynukleosidphosphates kommt. Dadurch
entstehen PCR-Produkte mit geringfligigen  Massenunterschieden, die in  der
Massenspektrometrie identifiziert werden kénnen. Auf der Basis der auftretenden Signale
»peaks® ldsst sich nachfolgend der Genotyp ermitteln. Da diese Untersuchungen im Rahmen
eines Kooperationsprojektes zwischen den Einrichtungen durchgefiihrt wurden und ich nicht
direkt daran beteiligt war, habe ich auf die Darstellung der methodischen Details verzichtet.
Diese sind in der Originalpublikation dargestellt [10].

2.9 Bestimmung der Allele im IL 1 RN-Gen

Die Anzahl der Tandem Repeats im Intron 2 des IL 1 RN-Gens wurde durch die
Durchfiihrung einer PCR und anschlieBende Gelelektrophorese wie oben beschrieben
ermittelt. Es wurden die Primer 5-CTC-AGC-AAC-ACT-CCT-AT-3" und 5-TCC-TGG-
TCT-GCA-GGT-AA-3" verwendet. Die verschiedenen Allele wurden durch unterschiedliche

Langen der PCR-Fragmente ermittelt.
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2.10 Einteilung der Haplotypen

Nach Ermittlung der SNP an Position -3737, -1464, -511 und -31 des IL 1B-Gens wurden die
Haplotypen, wie von Chen et al. beschrieben, eingeteilt (Tab. 3) [81].

Tabelle 3: Auflistung der haufigsten Haplotypen. Unter dem Haplotypen 5 wurden alle selteneren Haplotypen
zusammengefasst.

T G C T

2 C C T C

3 C G C T

4 C G T C
H5 seltene Haplotypen

H = Haplotyp, C = Cytosin, G = Guanin, T = Tyrosin

2.11 Einteilung der Haplotypenpaare

Unter Berlicksichtigung neuerer Erkenntnisse tber die Bedeutung von Haplotypenpaaren, wie
sie von Rogus et al. beschrieben wurden, erfolgte auch eine Beurteilung dieser Paarungen
[93]. Basierend auf den von Rogus et al. verfassten Daten wurden die Haplotypenpaare in drei
Gruppen zusammengefasst. Es ergeben sich dabei Paare, die zu einer eher niedrigen
Genexpression des IL 1B-Gens fiihren, wie Kombinationen, die nur den Haplotyp 2 oder 4
enthalten. Andererseits existieren Haplotypenpaare, die zu einer hochexprimierenden Gruppe
gezahlt werden. Dazu gehéren Kombinationen, die den Haplotyp 1 oder 3 beinhalten. In eine

intermediére Gruppe werden alle Gibrigen Kombinationen eingeordnet (Abb. 11).
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Niedrig-
exprimierende
Haplotypenpaare

Hochexprimierende
Haplotypenpaare

HI/HS

H2/H3
H2/H4
H3H4
H4/H4
H5HS

Intermediar
exprimierende
Haplotypenpaare

Abbildung 11: Einteilung der Haplotypenpaare in Gruppen.

Haplotypenpaare, die entweder den Haplotyp 2 oder den Haplotyp 4 besaBRen, wurden zu niedrigexprimierenden
Haplotypenpaaren gezéhlt. Kombinationen aus Haplotypen 1 und 3 wurden in die Gruppe der
hochexprimierenden Haplotypen eingeordnet. Restliche Kombinationen gehérten in eine intermediére Gruppe
[93]. H = Haplotyp

2.12 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse wurden parametrische und nicht parametrische Tests angewendet.
Das mittlere Alter der Studienkollektive wurde mittels ANOVA-Test verglichen, kategoriale
Daten wie z.B. das Geschlecht oder der Genotyp mittels Chi-Quadrat-Tests oder des Exakt
Tests nach Fisher verglichen. Zusétzlich wurde die Odds Ratio zur Risikobewertung flr
Karzinompatienten und Patienten mit Hochrisikogastritis gegentber dem Kontrollkollektiv
beziiglich der Assoziation zu verschiedenen Polymorphismen und Haplotypenkonfigurationen
bestimmt. Als Odds Ratio (OR) bezeichnet man dabei das MalR des Zusammenhangs
zwischen der Exposition gegeniiber einem Risikofaktor und einer Ereignisvariablen. Die OR
beschreibt die Wahrscheinlichkeit des Eintretens eines bestimmten Ereignisses unter dem
Einfluss eines bestimmten Faktors, im Vergleich zu der Wahrscheinlichkeit dass das Ereignis
auch ohne Exposition auftritt (OR=1: Faktor hat keinen Einfluss auf das Ereignis, OR>1.:
Faktor ist mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit fur das Ereignis assoziiert, OR<1: Faktor ist
mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit fir das Ereignis assoziiert) [84]. Fur alle Analysen
wurde ein zweiseitiger p-Wert von 0,05 als signifikant angenommen. Fir die Analysen stand
die SPSS Version 16.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) zur Verfugung.
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Um den Einfluss spezifischer Faktoren auf das Risiko sowohl fiir ein Magenkarzinom als
auch fur eine Hochrisikogastritis zu untersuchen wurde eine generalisierte lineare Modell-
Analyse angewandt (ein logistisches Regressionsmodell). Wir beriicksichtigten hierbei Alter,
Geschlecht, H. pylori-Status und Lauren-Typ als Kovariablen in unserem Regressionmodell,

um sowohl den direkten Effekt als auch eine mdgliche Interaktion der Parameter zu erfassen.

2.13 Eigenanteil der experimentellen Arbeiten

Die in dieser Dissertation verwendeten, experimentell ermittelten Daten wurden mit Hilfe von
Frau Stolz und Frau Holley zusammengetragen. Alle oben genannten Methoden wurden von
mir erlernt und die genutzten Daten wurden von mir teilweise selbst erhoben. Weiterfiihrende
Computeranalysen zur Differenzierung der Tumorcharakteristika bei Karzinompatienten
gingen uber das MaR dieser Arbeit hinaus und wurden daher in diesem Rahmen nicht

erwahnt.
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3. Ergebnisse

3.1 Demographische Daten der Patientengruppen

Es wurden insgesamt 433 Individuen in die Studie eingeschlossen. Im Einzelnen waren dies
116 Patienten mit einem Magenkarzinom sowie 81 erstgradig Verwandte dieser Patienten,
weiterhin 142 Patienten mit einer Risikogastritis und 94 Personen, die klinisch gesund waren
oder  bei dyspeptischen Beschwerden keine  histologisch nachweisbaren
Magenschleimhautverdnderungen  aufwiesen  (Kontrollgruppe).  Populationsspezifische
Charakteristika sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Studienkollektive. Signifikanz im Gruppenvergleich fiir p < 0.05. Der

ANOVA-Test wurde zum Vergleich des Alters, der Chi-Quadrat-Test flir Vergleiche der ibrigen Merkmale
angewendet.

Erstgradig
Verwandte
(n=81)

Magen-Ca Risikogastritis Kontrollen

(n= 116) (n= 142) (n= 94)

Alter in Jahren

(Mittelwert + 65,67 + 13,4 61,0+11,1 42,2 +154 48.06 + 12.7 <0,001*
Standardabw)
Geschlecht 78/38 65/77 49/ 45 32/49 <0 .001*
ENETAE [ 67,2 %/ 32,8 %  458%/542% 52,1 %/479%  39.5%/60.5% '
H. pylori 92 /24 122 /20 61/33 59 /22 0.003*
SOOIV EEUNYAN 79,3 %/ 20,7 %  859%/14,1%  649%/351%  728%/27,2% '
CagA

_positiv / -negativ 80/12 105 / 17 41/20 39/ 20 <0,001*

87,0%/130% 86,0%/140% 67,2 %/ 32,8% 66.1 %/ 33.9 %

Der CagA-Status bezieht sich auf alle H.pylori-positiven Individuen. Magen-Ca = Magenkarzinom;
Standardabw. = Standardabweichung, ,,**“ = signifikantes Ergebnis

Ein signifikanter Unterschied zeigte sich im Alter der Untersuchungsgruppen. Patienten mit
Risikogastritis oder Magenkarzinom zeigten ein hoheres mittleres Alter als die beiden

Vergleichsgruppen.

Der hochste Anteil méannlicher Individuen war dabei bei Karzinompatienten zu finden,
wéhrend die Gruppe erstgradig Angehdriger von Karzinompatienten den geringsten Anteil

méannlicher Individuen aufzeigte.

Ein Vergleich des H. pylori-Antikorperstatus unter den vier Kollektiven zeigte ebenfalls

signifikante Differenzen. Insgesamt waren 79 % der Karzinomgruppe und 86 % der
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Risikogastritis-Gruppe H. pylori-positiv. Bei erstgradig Verwandten und den Kontrollen traf
dies auf weniger Teilnehmer zu, obwohl auch hier der Anteil an H. pylori-positiven
Individuen Gber 50 % lag.

3.2 Untersuchung der IL 18-Polymorphismen

Bei allen Studienteilnehmern wurde der Genotyp der Loci -3737, -1464, -511 und -31 im
IL 1B-Gen bestimmt (Abb. 12a-d).

Eine Kopplung bestimmter Allelkombinationen der Genloci -511 und -31 im IL 1B-Gen trat
bei 429 von 433 (99 %) der untersuchten Probanden auf. Sie zeigten entweder den Haplotyp
-511T/-31C oder den Haplotyp -511C/-31T.

a) L1B-3737

—  EGenotyp C/C
B Genotyp C/T
Genotyp T/T




b) IL 1B -1464
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d) IL1B-31

60,00%

50,00% -

40

40,00% 30

30,00%

m Genotyp T/T
H Genotyp T/C
Genotyp C/C

20,00%

17
10,00%

0,00%

Abbildung 12 a-d.: Verteilung der Genotypen an Position -3737, -1464, -511 und -31 des IL 1B-Gens
zwischen den Patientengruppen. C (Cytosin), T (Tyrosin), G (Guanin). Darstellung im prozentualen Anteil. Die
Zahlen uber den Saulen geben die absolute Patientenanzahl mit dem jeweiligen Genotyp in den Gruppen wieder.
Im Vergleich der Haufigkeitsverteilung zwischen den einzelnen Gruppen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (Chi-Quadrat-Test; Position -3737: p = 0,337; Position -1464: p= 0,686; Position -511: p = 0,920;
Position -31: p = 0,977).

Eine globale Analyse der Genotypenfrequenzen in den Kollektiven wies an Position -3737 ein
héufiges Auftreten des C/T-Genotyps auf. Das homozygote Vorliegen von jeweils zwei
Allelen des Wildtyps (C) oder der Alternativvariante war in allen Kollektiven seltener. Fir die
Héufigkeit der Genotypen an den Positionen -1464, -511 und -31 zeigte sich ein anderes
Verteilungsmuster. An diesen drei Genloci lag die homozygote Wildtypvariante bei allen
Patientenkollektiven am haufigsten vor. Das homozygote Vorliegen des Alternativallels war

in allen Kollektiven am seltensten anzutreffen (Abb. 12 a-d).

Jedoch zeigte die Verteilung der Genotypen an allen untersuchten Positionen des IL 1B-Gens

keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kollektiven.

Es wurden weiterhin die OR und das 95 % KI fur die Gruppen der Karzinompatienten und der
Risikogastritis jeweils im Vergleich zu gesunden Probanden als Referenzgruppe bestimmit.
Die Ergebnisse sind im Anhang aufgefiihrt (Anhang 1). Auf den Vergleich der erstgradig
Verwandten mit der Kontrollgruppe zur Bestimmung der OR wurde dabei verzichtet.
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3.3 Analyse des IL 1 Rezeptorantagonist-Gens

Zur Analyse der VNTR im Intron 2 des IL 1 RN-Gens erfolgte zunéchst eine
Zusammenfassung der verschiedenen Allelkombinationen in drei Gruppen. Der Genotyp 2/2
stand dabei fur das homozygote Vorliegen des Allels 2. Allele mit drei oder mehreren
,tandem repeats (Allel 1, 3, 4 und 5) wurden zu den langen Wiederholungen
zusammengefasst (L). Bei fehlendem Allel 2 lag demnach der Genotyp L/L vor. Fand sich
bei der Analyse ein Allel 2 und eines mit einer langen Wiederholung, so wurde dieser
Genotyp mit L/2 betitelt (Abb. 13). In allen vier Patientenkollektiven trat der L/L-Genotyp am
haufigsten auf. Ein homozygotes Auftreten des Allels 2 lag in den vier Gruppen jeweils unter
10 %. Bezlglich der Verteilung der Genotypen lag zwischen den einzelnen Studiengruppen

kein statistisch signifikanter Unterschied vor (p = 0,780).

IL1RN

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%
W Genotyp L/L
H Genotyp L/2

Genotyp 2/2

20,00%

10,00%

0,00%

Abbildung 13: Verteilung der VNTR (variable number of tandem repeats) im Intron 2 des IL 1 RN-Gens
zwischen den Patientengruppen.

L = Allele mit langen Wiederholungen (> 3), 2 = Allel mit 2 Wiederholungen. Darstellung im prozentualen
Anteil. Die Zahlen uber den S&ulen geben die absolute Patientenanzahl mit dem jeweiligen Genotyp in den
Gruppen wieder. Im Vergleich der Haufigkeitsverteilung zwischen den einzelnen Gruppen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied(Chi-Quadrat-Test).

Zur Risikostratifizierung erfolgte eine weitere Zusammenfassung in nur zwei

Genotypengruppen, wobei Trager des Genotyps ,,2° (L/2 und 2/2) in eine Gruppe und die



36

Probanden mit einem L/L-Genotyp in die andere Gruppe eingeteilt wurden. Jedoch liel} sich
auch hier kein Unterschied im Auftreten der jeweiligen Genotypen zwischen den vier

Kollektiven nachweisen (p = 0,414).

3.4 Analyse der Haplotypen

3.4.1 Haplotypenanalyse allgemein

Basierend auf der von Chen et al. beschriebenen Haplotypenzusammensetzung wurden die
ermittelten Informationen Uber die Genotypen an den vier Positionen der Promotorregion des
IL 1B-Gens den entsprechenden Haplotypen zugeordnet (Abb. 14). Eine Zuteilung zu den vier
haufigsten Haplotypen war in 852 der insgesamt 866 Félle (98,4 %) mdglich, wéhrend nur
14 Proben (1,6 %) nicht diesen Haplotypen zugeordnet werden konnten und in einer weiteren
Gruppe (H5) zusammengefasst wurden. Alle sich anschlieBenden Berechnungen umfassen

nur die Beriicksichtigung der Haplotypen 1 - 4.

Karzinompatienten

12:50 03%

104;45%

mH1(T/G/CIT)
EH2 (C/CITIC)
EH3(C/GICIT)
EH4 (C/GITIC)
O H5 (seltene Haplotypen)

54;23%

56;24%

Risikogastritis
20:8% 5
- 131;46%

62;22% = H1 (T/GI/C/T)

mH2 (C/C/T/C)
B H3 (C/G/CIT)
B H4 (C/GIT/C)

O H5 (seltene Haplotypen)
65;23%
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Kontrollgruppe
2; 1%

16;9%

83; 44%
43; 23%

EH1 (T/G/CIT)
EH2 (C/CITIC)
B H3 (C/G/CIT)
O H4 (C/GITIC)
O H5 (seltene Haplotypen)

44; 23%

erstgradig Verwandte

1060 3%

25; 15%

81;50% gwH1 (T/GICIT)
B H2 (C/CIT/C)
B H3 (C/G/CIT)
B H4 (C/GITIC)

42; 26% O H5 (seltene Haplotypen)

Abbildung 14: Haufigkeitsverteilung der Haplotypen in den verschiedenen Kollektiven.

H1 - H5 = Haplotypen 1 - 5, in Klammern die jeweilige Abkiirzung der Base an den Genloci -3737, -1464, -511
und -31 des IL 1B-Gens (C = Cytosin, T = Tyrosin, G = Guanin), Darstellung jeweils in absoluter Anzahl in den
Patientenkollektiven und prozentual(Unterschiede nicht statistisch signifikant, Chi-Quadrat-Test).

Der Haplotyp 1 war in allen Kollektiven am h&ufigsten zu finden. Der Haplotyp 4 fand sich
am seltensten. Die Verteilung der jeweiligen Haplotypen 1 - 4 zeigte keine signifikanten

Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen (p = 0,625).

Bei den Haplotypvergleichen wurde die Ermittlung der OR und des 95 % KI fir
Karzinompatienten und Patienten mit einer Risikogastritis angeschlossen. Der Haplotyp 3 galt
in diesen Untersuchungen als Bezugspunkt. Ein Vergleich mit erstgradig Verwandten von
Karzinompatienten wurde nicht vorgenommen. Als Referenzgruppe galt das Kontrollkollektiv
(Anhang 1). Es konnte flr keinen Haplotypen eine Assoziation zwischen dem Auftreten eines

Magenkarzinoms oder einer Risikogastritis nachgewiesen werden.

Es wurde ein Vergleich der Verteilung weiblicher und méannlicher Individuen bei Vorliegen
der jeweiligen Haplotypen durchgefiihrt, um einen Zusammenhang zwischen den hdéher
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aktiven Haplotypenvarianten 2 und 4 und einem der beiden Geschlechter auszuschlie3en
(Tab. 5).

Tabelle 5: Geschlechterverteilung unter den Haplotypen 1 - 4. (Unterschiede zwischen den Gruppen waren
statistisch nicht signifikant; Chi-Quadrat-Test; p = 0,272)

Mannlich Weiblich

H1 204 195
(51,1 %) (48,9 %)
H2 118 89
(57 %) (43 %)
H3 87 97
(47,3 %) (52,7 %))
H4 31 31
(50 %) (50 %)
H = Haplotyp

Obwohl sich fur den Haplotyp 2 ein héherer Anteil ménnlicher Tréager (57 %) gegeniber den
weiblichen (43 %) abzeichnete, war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant
(p =0,273).

Bei dem Vergleich des H. pylori-Status mit den verschiedenen Haplotypen lief3 sich, wie auch
schon unter Punkt 3.1. zwar ein generell in allen Gruppen hoherer Anteil H. pylori-und CagA-
positiver als negativer Teilnehmer an dieser Studie zeigen. Ein signifikanter Unterschied in
der Verteilung zwischen den vier haufigsten Haplotypen bei H. pylori-positiven oder

negativen Personen war jedoch nicht zu erkennen (p = 0,224).
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Tabelle 6: Vergleich H. pylori Status zwischen den Haplotypenvarianten 1 - 4. (Unterschiede zwischen den
Gruppen waren statistisch nicht signifikant; Chi-Quadrat-Test; p = 0,233).

H. pylori - H. pylori +
H1 94 305
(23,6 %) (76,4 %)
H2 46 61
(22,2 %) (77,8 %)
H3 36 148
(19,6 %) (80,4 %)
H4 20 42
(32,3 %) (67,7 %)

H = Haplotyp

3.4.2 Haplotypenpaare

60,00%
50,00%
40,00%
30,00% Eniedrigexprimierende
Haplotypenpaare
20,00% - Ehochexprimierende
Haplotypenpaare
10.00% - intermediar exprimierende
e Haplotypenpaare
0,00% -
Q
, &o&
o

Abbildung 15: Verteilung der drei Gruppen von Haplotypenpaaren in den untersuchten Patientenkollektiven.
Die Zahlen tGber den Sdulen geben die absolute Anzahl der Probanden mit diesen Haplotypenpaaren in den
jeweiligen Kollektiven wieder.

Es zeigte sich ein Uberwiegen der , hochexprimierenden* Haplotypenpaare (H1/H3, H1/HI,
H3/H3) in allen vier Patientengruppen (Abb. 15). Der Anteil ,,niedrigexprimierender* Paare
(H2/H2, H1/H2, H1/H4) war in allen Gruppen geringer, wobei der geringste Anteil mit

27,6 % bei den Karzinompatienten zu verzeichnen war.
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Im  Vergleich aller drei  Haplotypenpaargruppen unter den  Kollektiven
Magenkarzinompatienten, Risikogastritis und Kontrollgruppe zeigte sich kein Unterschied.
Auch Vergleiche unter Ausschluss von ,intermedidrexprimierenden” Haplotypenpaaren
zeigten keine signifikanten Ergebnisse (Abb. 16). Die OR zu den jeweiligen
Gruppenvergleichen finden Sie im Anhang (Anhang 1).

Kollektive, die mitemander verglichen wurden 2

»hochexprimierende” vs.
Lniedrigexprimierende” vs.
Jintermediarexprimierende”
Haplotypenpaare

Kontrollgruppe vs. Karzinompatienten vs.

Risikogastritis p=0841

»hochexprimierende” vs.
Lniedrigexprimierende”
Haplotypenpaare

Kontrollgruppe vs. Karzinompatienten vs.

=05
Risikogastritis p=0,569

»hochexprimierende vs.
Lniedrigexprimierende”
Haplotypenpaare

[ Kontrollgruppe vs. Karzinompatienten p=0338

»hochexprimierende vs.
Hniedrigexprimierende”
Haplotypenpaare

[ Kontrollgruppe vs. Risikogastritis p2=0544

Abbildung 16: Vergleich verschiedener Konstellationen aus Haplotypenpaargruppen und Kollektiven zur
Bestimmung von Unterschieden.

Unterschiede waren statistisch nicht signifikant; Chi-Quadrat-Test fiir die ersten zwei Vergleiche, exakter Test
nach Fisher fur die letzten zwei ; vs. = versus

3.5 Vergleich histologischer Typen des Magenkarzinoms

3.5.1 Demographische Daten der Magenkarzinompatienten

In diese Analyse wurden nur Patienten einbezogen, von denen vollstdndige Daten zur
Histologie des Magentumors und bezlglich ihrer Genotypen im IL 1B-Gen zur Verfugung
standen (n = 87). Es erfolgte eine gruppenspezifische Analyse nach Stratifizierung der
Karzinompatienten je nach Lauréntyp (intestinal vs. diffus). Patienten mit einem
Magenkarzinom vom gemischten Typ nach Laurén wurden in dieser Analyse nicht
beriicksichtigt (Tab. 7).
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Tabelle 7: Zusammensetzung des Studienkollektivs der Magenkarzinompatienten stratifiziert nach Laurén-
Typ. Exakter Test nach Fisher

Magen-Ca vom
intestinalen Typ

n=45

Magen-Ca vom
diffusen Typ
n=42

Gesamt

n=_87

Geschlecht 33/12 21/ 21 54 /33 0,029*
maéannlich / weiblich 73,3% / /26,7 % 50 % / 50 % 62,1 % /37,9 %
H. pylori 37/8 32/10 69 /18 0,599
-positiv / -negativ 82,2% /17,8 % 76,2 % /23,8 % 79,3 % /20,7 %
CagA 30/7 29/3 59/10 0,823
-positiv / -negativ 81,1 % /18,9 % 90,6 % /9,4 % 85,5%/14,5%
Intestinale 37/8 25 [ 17 62 /25 0,032*
Metaplasie 82,2 % /17,8 % 59,5 % /40,5 % 71,3 % /28,7 %
positiv / negativ
Atrophie 27/18 8/34 35/52 <0,001*
positiv / negativ 60,0 % / 40,0 % 19,0 % /81,0 % 40,2 % /59,8 %
Grading 28/17 08/34 36/51 <0,001*
G1/G2 vs. G3/G4 62,2 % /37,8 % 19,0 % /81,0 % 41,4 % /58,6 %
Lokalisation 25/20 25/17 50/ 37 0,829
distal / proximal 55,6 % / 44,4 % 59,5 % / 40,5 % 57,5% /425 %

Ca = Karzinom, Differenzierungsgrad des Tumors (G = Grad)
* = signifikantes Ergebnis

Bezlglich des H. pylori-Status zeigte sich kein Unterschied zwischen Patienten mit diffusem
und solchen mit intestinalem Magenkarzinom. Ebenso bestand kein Unterschied in der

Lokalisation des Priméartumors (Tab. 7).

Bei Patienten mit einem Karzinom vom intestinalen Typ lag haufiger als beim diffusen Typ
eine intestinale Metaplasie vor (82,2 % vs. 59,5 %; p = 0,032). Das Gleiche galt fir das
Vorliegen einer Magenschleimhautatrophie (60,0 % vs. 19,0 %; p < 0,001). Karzinome vom
diffusen Typ wiesen einen schlechteren Differenzierungsgrad auf. Bei 81 % der Patienten lag
eine schlechte Differenzierung (Grad 3) oder sogar eine Entdifferenzierung (Grad 4) der

Tumorzellen vor.

3.5.2 Polymorphismen bei Karzinompatienten

AulRer an Position -3737 im IL 1B-Gen lag an allen Gbrigen untersuchten Positionen in beiden
Gruppen am hé&ufigsten der homozygote Wildtyp vor (Abb. 17). Am seltensten trat die
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homozygote Alternativvariante auf. Ein Unterschied in der Haufigkeitsverteilung zwischen
der Gruppe von Karzinompatienten mit Tumoren vom intestinalen Typ verglichen mit denen
vom diffusen Typ zeigte sich nur bei der Beurteilung des Genotyps bei IL 1B -3737. Ein
C/C-Genotyp war in der Gruppe mit diffusen Karzinomen mit 40,5 % die am héaufigsten
vorliegende Variante. In der Gruppe intestinaler Tumoren war dies mit 28,9 % die
zweithdufigste Auspragungsform. Hier war der heterozygote C/T-Genotyp vorherrschend.
Statistische Signifikanz wurde jedoch nicht erreicht (p = 0,464).

a) IL1B-3737
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45.,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
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10,00%
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B Genotyp C/T
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b) IL 1B -1464
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¢) IL 1B-511
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d) /L 1B-31
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Abbildung 17 a - d: Haufigkeitsverteilung der Polymorphismen an Position -3737, -1464, -511 und -31 in den
Patientengruppen mit einem intestinalen oder diffusen Magenkarzinom.

Darstellung im prozentualen Anteil. Die Zahlen tiber den S&ulen geben die absoluten Patientenzahlen mit dem
jeweiligen Genotyp in dieser Gruppe an. C = Cytosin; T = Tyrosin; G = Guanin. Die Unterschiede waren
statistisch nicht signifikant (Chi-Quadrat-Test).

Ahnliche Ergebnisse waren auch bei der Beurteilung des IL 1 RN-Gens zu finden. Lange
Wiederholungen (L) der VNTR lagen sowohl bei Karzinomen vom intestinalen als auch vom
diffusen Typ am haufigsten homozygot vor. Das homozygote IL 1 RN*2-Allel war in beiden
Gruppen gleichermal3en selten vertreten (Abb. 18).
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IL1RN
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0,00%
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Abbildung 18: Verteilung der VNTR im Intron 2 des IL 1 RN-Gens nach Lauréntyp.

L = Allele mit langen Wiederholungen (> 3), 2 = Allel mit 2 Wiederholungen. Darstellung im prozentualen
Anteil. Die Zahlen tber den Saulen geben die absolute Patientenzahl mit dem jeweiligen Genotyp in den
Gruppen wieder. Im Vergleich der Haufigkeitsverteilung nach Lauréntyp zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (Chi-Quadrat-Test).

Abbildung 19 zeigt den Zusammenhang der jeweiligen Polymorphismen mit dem Vorliegen

einer Atrophie, einer intestinalen Metaplasie und dem Differenzierungsgrad des Tumors.
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e) IL1RN
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Abbildung 19 a-e: Vergleich von Polymorphismen und der Auspragung histologischer Merkmale von
Magenkarzinomen.

IM = intestinale Metaplasie; Grading 1 = Differenzierungsgrad 1 + 2, Grading 2 = Differenzierungsgrad 3 + 4;
C = Cytosin, T = Tyrosin, G = Guanin, L = >3 Wiederholungen von ,,tandem repeats*“ im IL 1 RN-Gen, 2 = IL
1 RN*2-Allel. Darstellung in prozentualen Anteilen. Die Zahlen tber den Sdulen geben die absolute
Patientenanzahl mit dem jeweiligen histologischen Merkmal und dem Genotyp wieder.

Es zeigte sich kein wesentlicher Unterschied zwischen Patienten mit Atrophie der
Magenschleimhaut und Patienten ohne Atrophie im Bezug auf das Vorliegen der untersuchten
Polymorphismen im IL 1B-Gen (Tab. 8). Einzig auffallig bei Betrachtung der
Hé&ufigkeitsverteilungen war das Vorherrschen des C/T-Genotyps an Position -3737 bei
Patienten mit Atrophie, wéhrend jene ohne Atrophie am haufigsten den homozygoten Wildtyp
in IL 1B -3737 zeigten (Ergebnis nicht statistisch signifikant).

Bei Tragern des C/T-Genotyps an Position -3737 des IL 1B-Gens lag haufiger eine
begleitende intestinale Metaplasie vor (p = 0,049) (Tab. 8). Unter den Patienten mit einem
Magenkarzinom und einer IM zeigten 46,8 % diesen Genotyp bei IL 1B -3737, im Vergleich
zu 32,3 % mit dem Genotyp C/C und 20,9 % mit dem Genotyp T/T.

Die Untersuchung des Differenzierungsgrades des Tumors zeigte keinen signifikanten
Unterschied sowohl fiir die vier Loci in der Promotorregion des IL 1B-Gens, als auch fir die
VNTR im IL 1 RN-Gen.
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Tabelle 8: Vergleich der SNP in den nach Auspréagungsgrad von Atrophie, IM und Differenzierungsgrad
eingeteilten Gruppen. Chi-Quadrat-Test; * = signifikantes Ergebnis

Atrophie IM Grading
-3737 0,667 0,049* 0,968
-1464 0,518 0,429 0,276
-511 0,907 0,180 0,647
-31 0,856 0,256 0,796
IL1RN 0,869 0,139 0,861

3.5.3 Haplotypen bei Karzinompatienten in Abhangigkeit tumorspezifischer Charakteristika

Ein Vergleich der Haplotypenzusammensetzung bei Karzinomen vom intestinalen gegenuber
dem diffusen Typ zeigte im Bezug auf die Haplotypen 1 - 3 keine wesentlichen Unterschiede.
Der Haplotyp 1 lag in beiden Gruppen am h&ufigsten vor, gefolgt vom Haplotyp 2 und 3
(Abb. 20).

intestinal

W1 (T/G/CT)
BEHZ (C/CITIC)
HH3 (C/G/C/T)

20; 22%
&

OH4 (C/G/T/C)
OHS5 (seltene Haplotyper)
23 26%

diffus
o1 00% BH1 (T/G/CIT)
6 43%  EH2 (CICIT/C)
BH3 (C/G/CIT)
OH4 (C/GTIC)

OHS5 (seltenen Haplotypen)

20; 24%

Abbildung 20: Haufigkeitsverteilung der Haplotypen bei Patienten mit Karzinomen vom diffusen gegeniiber
dem intestinalen Typ.

Chi-Quadrat-Test; p = 0,172, H1 - H5 = Haplotypen 1 - 5, in Klammern Abkulrzung der Base an den Genloci -
3737, -1464, -511 und -31 des IL 1B-Gens (C = Cytosin, T = Tyrosin, G = Guanin), Darstellung jeweils in
absoluter Anzahl und prozentual.
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Zu bemerken ist ein hdaufigeres Auffinden des mit hoherer transkriptioneller Aktivitat
verbundenen Haplotyp 4 bei Karzinomen vom diffusen Typ (11 % gegeniiber 2 %; statistisch
nicht signifikant).

Der Haplotyp 4 war mit 14 % bei H. pylori-negativen Patienten gegentiber 4 % bei
H. pylori-positiven prozentual hdufiger vertreten (Abb. 21). Der Unterschied war statistisch

jedoch nicht signifikant.

H. pyloripositiv

6 4% 2% W1 (T/G/CIT)
b £1; 44%

34; 25% / N\ BH? (C/CITIC)
BH3 (C/G/CT)
OH4 (C/G/TIC)

OHS (seltene Haplotypen)

35;25%

H. pylorinegativ
2, 6% BHI (T/G/CIT)
15, 44% BH2 (C/CITIC)
OH3 (C/G/CIT)
OH4 (C/GITIC)

OHS5 (seltene Haplotypern)

g, 22%

Abbildung 21: Haufigkeitsverteilung der Haplotypen bei H. pylori-positiven und -negativen Patienten.
Chi-Quadrat-Test; p = 0122, H1 - H5 = Haplotypen 1 - 5, in Klammern Abkiirzung der Base an den Genloci -
3737, -1464, -511 und -31 des IL 1B-Gens (C = Cytosin, T = Tyrosin, G = Guanin), Darstellung jeweils in
absoluter Anzahl und prozentual.

Ein nachweisbarer Zusammenhang zwischen der Lokalisation mit eher proximaler oder
distaler Ausbildung des Tumors und den verschiedenen Haplotypen lieR sich nicht aufzeigen
(Abb. 22).
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Abbildung 22: Haufigkeitsverteilung der Haplotypen bei Patienten mit proximalen gegeniiber distalen

Magenkarzinomen.

Chi-Quadrat-Test; p = 0,719, H1 - H5 = Haplotypen 1 - 5, in Klammern Abkiirzung der Base an den Genloci -
3737, -1464, -511 und -31 des IL 1B-Gens (C = Cytosin, T = Tyrosin, G = Guanin), Darstellung jeweils in
absoluter Anzahl und prozentual.
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BH2 (C/CITIC)
BH3 (C/G/CIT)
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Abbildung 23: Haufigkeitsverteilung der Haplotypen bei Patienten mit begleitender intestinaler Metaplasie
gegentiber Karzinompatienten ohne nachweisbare intestinale Metaplasie.
Chi-Quadrat-Test; p = 0,003*, H1 - H5 = Haplotypen 1 - 5, in Klammern Abkilirzung der Base an den Genloci -
3737, -1464, -511 und -31 des IL 1B-Gens (C = Cytosin, T = Tyrosin, G = Guanin), Darstellung jeweils in

absoluter Anzahl und prozentual.
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Der Haplotyp 3 war bei Karzinompatienten ohne intestinale Metaplasie wesentlich seltener zu

finden als bei denen mit histologisch nachgewiesener intestinaler Metaplasie (8 % vs. 28 %).

Auf der anderen Seite war der Haplotyp 4 bei dieser Patientengruppe sehr stark vertreten
(14 % vs. 3 %; p = 0,003) (Abb. 23).

Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Ausbildung einer Schleimhautatrophie oder

dem Differenzierungsgrad des Tumors und der jeweiligen Haplotypenauspragung bei den
untersuchten Patienten (Abb. 24 / 25).

Abbildung 24:
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3737, -1464, -511 und -31 des IL 1B-Gens (C = Cytosin, T = Tyrosin, G = Guanin), Darstellung jeweils in
absoluter Anzahl und prozentual.
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Abbildung 25: Haufigkeitsverteilung der Haplotypen bei Patienten mit hdhergradiger gegeniiber Patienten
mit niedrigerer Entdifferenzierung.

Chi-Quadrat-Test; p = 0,975, G = Grad, H1 - H5 = Haplotypen 1 - 5, in Klammern Abkiirzung der Base an den
Genloci -3737, -1464, -511 und -31 des IL 1B-Gens (C = Cytosin, T = Tyrosin, G = Guanin), Darstellung
jeweils in absoluter Anzahl und prozentual.

3.5.4 Haplotypenpaare bei Karzinompatienten

Zusétzlich zur Untersuchung einzelner Haplotypen erfolgte eine Betrachtung der Assoziation
zwischen Haplotypenpaaren und der Ausbildung von Tumorcharakteristika sowie
histologischer und epidemiologischer Merkmale. Die Einteilung der Haplotypenpaare erfolgte
wie unter 2.11 aufgefihrt in die drei Gruppen: ,,hochexprimierende®, ,,niedrigexprimierende*

und ,,intermediérexprimierende* Haplotypenpaare.

Bei globaler Beurteilung aller Merkmale zeigte sich ein generell hdufiges VVorhandensein der
,,hochexprimierenden* Haplotypenpaargruppe (Tab. 9).

Weibliche  Karzinompatienten  wiesen  prozentual hdufiger ,hochexprimierende*
Haplotypenpaare auf als ménnliche Probanden (63,6 % vs. 40,7 %). Zu beachten ist der im
Untersuchungskollektiv insgesamt wesentlich hohere Anteil mannlicher als weiblicher

Patienten. Diese Unterschiede waren allerdings statistisch nicht signifikant.

,»Niedrigexprimierende* Haplotypenpaargruppen waren bei intestinalen Tumoren hiufiger als
bei diffusen zu finden (31,1 % vs. 21,4 %). Bei Karzinomen vom diffusen Typ fiel vor allem
der hohe Anteil ,,intermedidrexprimierender* Paare auf (31,0 % vs. 17,8 %). Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen Karzinompatienten mit Tumoren vom intestinalen oder
diffusen Typ liel3 sich beziiglich der Haplotypenpaarverteilung jedoch nicht finden. Auch bei
der Betrachtung des H. pylori-Status fielen keine Unterschiede auf. Fiur die anderen, in
Tabelle 9 genannten Tumorcharakteristika konnten beziiglich der Haplotypenpaarverteilung
ebenfalls keine Unterschiede verzeichnet werden. Bei Patienten mit einer tumorbegleitenden

Schleimhautatrophie lag zwar die ,,niedrigexprimierende* Haplotypenpaargruppe haufiger vor
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als bei denen ohne Atrophie (31,4 % vs. 23,1 %). Hier wurde jedoch ebenfalls keine

Signifikanz erreicht.

Tabelle 9: Betrachtung der Haufigkeitsverteilung der Haplotypenpaargruppen unter verschiedenen
Gesichtspunkten wie Tumorcharakteristika, Geschlecht der Patienten und H. pylori-Status. Chi-Quadrat-Test;
Ergebnisse statistisch nicht signifikant.

Niedrig Hoch Intermediar

exprimierende exprimierende exprimierende

Haplotypenpaar- Haplotypenpaar- Haplotypenpaar-
gruppe gruppe gruppe

Geschlecht mannlich 22 15
31,5 % 40,7 % 27,8 % 0,115
weiblich 6 21 6
18,2 % 63,6 % 18,2 %
Laurén intestinal 14 23 8
31,1 % 51,1 % 17,8 % 0,303
diffus 9 20 13
21,4 % 47,6 % 31,0 %
positiv 18 35 16
26,1 % 50,7 % 23,2 % 0,881
negativ 5 8 5
27,8% 44,4 % 27,8 %
proximal 9 19 9
24,3 % 51,4 % 243 % 0,924
distal 14 24 12
28,0 % 48,0 % 24,0 %
27,4 % 53,2 % 19,4 % 0,252
negativ 6 10 9
24,0 % 40,0 % 36,0 %
Atrophie positiv 11 18 6
31,4 % 51,4 % 17,2 % 0,594
negativ 12 25 15
23,1 % 48,1 % 28,8 %

Loka = Lokalisation (Vergleich proximal / distal); IM = intestinale Metaplasie

Auch bei Stratifizierung der Gruppen in ,,hochexprimierende” und ,,niedrigexprimierende*
Haplotypenpaare unter Ausschluss der ,,intermedidrexprimierenden zeigten sich keine

Unterschiede beziiglich der Auspréagung der in der Tabelle 9 aufgefuihrten Merkmale.

3.6 Logistisches Regressionsmodell

Zur Ermittlung des Einflusses spezifischer Faktoren auf das Risiko flr ein Magenkarzinom

und fur eine Hochrisikogastritis wurde ein logistisches Regressionsmodell angewandt. In dem
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Regressionsmodell wurden Alter, Geschlecht, H. pylori-Status und Lauren-Typ als
Kovariablen berticksichtigt, um sowohl den direkten Effekt als auch eine maogliche Interaktion

der Parameter zu erfassen.

Ein signifikanter unabhangiger Effekt zeigte sich lediglich far das Alter
(Regressionskoeffizient p<0.01). Eine stufenweise modellbasierte Selektion der Variablen
[85] konnte anhand unserer Kohorte weder bestatigen, dass eine weitere Kovariable, noch eine
Kombination weiterer Kovariablen einen signifikanten Einfluss auf das Testergebnis haben,

wobei  jeweils eine  variablenbezogene  Anpassung der  Daten  erfolgte.

Dariiber hinaus erfolgte eine logistische Regressionanalyse, um den Zusammenhang der
untersuchten Polymorphismen mit dem individuellen Risiko fur ein Magenkarzinom oder eine
Hochrisikogastritis zu erfassen. Keine der beriicksichtigen Kovariablen hatte einen direkten
oder indirekten Effekt, das heilst, die Koeffizienten im entsprechenden linearen

Regressionmodell erreichten nicht das Signifikanzniveau.
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4. Diskussion

4.1 Allgemeine Anmerkungen

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Dissertation beschaftigte sich mit der Assoziation
zwischen Polymorphismen, Haplotypen und deren Kombinationen im IL 1B-Gen und IL 1
RN-Gen und dem Risiko, ein Magenkarzinom zu entwickeln. Fur das bessere Verstandnis der
Ergebnisse soll noch einmal auf einige grundsatzliche Merkmale im Studienaufbau

hingewiesen werden.

4.1.1 Unterschiede in den Kollektiven

Die untersuchten vier Kollektive unterscheiden sich signifikant hinsichtlich der Verteilung
von Alter und Geschlecht. Eine Anpassung der Gruppen beztiglich dieser Merkmale war fur
die Magenkarzinompatienten und das Kollektiv der Verwandten ersten Grades nicht mdglich.
Daher wurde auch bei den anderen beiden Kollektiven darauf verzichtet. Die
Magenkarzinompatienten zeigen aufgrund der spaten Inzidenz dieses Tumors ein deutlich
hoheres Alter als die Vergleichskollektive. Da das mannliche Geschlecht als Risikofaktor fiir
die Entwicklung eines Magenkarzinoms anzusehen ist, erklart sich auch der héhere ménnliche
Anteil bei Magenkarzinompatienten im Vergleich zu den anderen Kollektiven [2, 5]. Das
Kontrollkollektiv und das Kollektiv erstgradig Verwandter von Karzinompatienten bestehen
aus einer heterogenen Mischpopulation, die der durchschnittlichen kaukasischen Bevolkerung
in Deutschland weitgehend entspricht.

4.1.2 H. pylori

Auffallend ist der hohe Anteil H. pylori-positiver Individuen mit Giber 60 % in allen Gruppen,
einschlieBlich der Kontrollgruppe. Die Durchseuchung mit diesem Bakterium ist demnach

auch in der hiesigen Allgemeinbevolkerung hoch.

Der S3-Leitlinie zu H. pylori zufolge liegt die Pravalenz fir eine H. pylori-Infektion zwischen
5% bei deutschen Kindern und 24 % bei Erwachsenen. Es zeigt sich ein deutlicher
Unterschied zwischen Mannern und Frauen, wobei die Prévalenz bei (iber 35-jahrigen Frauen
um 12% zu finden ist, bei Mannern des gleichen Alters liegt sie bei 24 % [86]. Jedoch ist die
Variation der H. pylori-positiven auch in Deutschland groR [86]. In Sachsen-Anhalt lag die

Seroprévalenz fur H. pylori-Infektionen im Jahr 2010 bei 44,4 % [87]. Des Weiteren zeigt sich
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eine Zunahme der Betroffenen mit steigendem Alter [87, 88]. In Industrienationen nimmt die
Prévalenz um etwa 1 % pro Lebensjahr zu [89]. So waren von den 0-20-jahrigen in Sachsen-
Anhalt nur 14,6 % H. pylori-positiv, wéhrend bei 45,5 % der 41-50-jahrigen und bei 50,8 %
der 51-60-jahrigen H. pylori serologisch nachgewiesen werden konnte [87]. Daraus ergeben
sich Hinweise fur den hohen Anteil H. pylori-positiver Studienteilnehmer in der vorliegenden
Studie.

Patienten mit einem Magenkarzinom und solche mit einer Risikogastritis zeigen signifikant
haufiger einen positiven Nachweis fur eine H. pylori-Infektion. Dies ist zum Teil durch das
hohere Alter dieser Studiengruppen bedingt. Zum anderen ergibt sich dieser Sachverhalt aus
der nachgewiesenen Karzinogenitat von H. pylori bei der Entwicklung eines Magenkarzinoms
uber verschiedene Vorstufen (Correa-Kaskade). Somit spiegelt sich der bereits in vielen
anderen Studien aufgezeigte Zusammenhang zwischen H. pylori und einer Risikogastritis,
beziehungsweise einem Magenkarzinom auch in der vorliegenden Studie wider [22, 23, 24, 25,

26, 47, 48].

Der Anteil CagA-positiver Studienteilnehmer wurde in Bezug auf die H. pylori-positiven
Patienten beurteilt, also nicht auf das Gesamtkollektiv bezogen. Als H. pylori-positiv galt, bei
wem serologisch Antikérper gegen H. pylori allgemein oder im Speziellen gegen das
CagA-Protein nachweisbar waren, beziehungsweise auch, falls beide Tests ein positives
Resultat zeigten. Nachteile des rein serologischen Nachweises der H. pylori-Infektion zeigen
sich darin, dass auch bei bereits abgelaufener, das heif3t kurierter Infektion, noch ein positiver
Antikorpernachweis vorliegen kann. So zeigten Studien an einer asiatischen Population eine
nicht ausreichende Sensitivitat dieser Methode im Vergleich zur histologischen Beurteilung
oder zum Urease Test, was den Nachweis aktiver Infektionen betrifft [90, 91]. Befunde
anderer diagnostischer Verfahren zum Nachweis einer Helicobacterinfektion wurden zwar mit
erfasst und zur Validierung der serologischen Daten herangezogen, allerdings in der
eigentlichen Analyse des H. pylori-Status nicht berucksichtigt. In der vorliegenden Studie
wurde bewusst der serologische Nachweis als Referenz gewahlt, damit auch die Assoziation

einer vormalig bestehenden H. pylori-Infektion berlcksichtigt werden konnte.

4.1.3 Histologische Beurteilung

Eine mdgliche Einschrankung der Studie besteht in der Zuordnung der Patienten zu der
Gruppe mit einer Risikogastritis. Dazu wurden sowohl Patienten mit einer Pangastritis bei

gleich starker Entzliindung der Mukosa in Antrum und Korpus, als auch Patienten mit einer
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korpusprddominanten Gastritis oder jene mit intestinaler Metaplasie gezéhlt, sodass der

Begriff weit gefasst wurde und dabei ein heterogenes Kollektiv entstand [28, 92].

Die Kontrollgruppe wurde aus ethischen Griinden keiner endoskopischen Untersuchung mit
anschlieBender histologischer Beurteilung unterzogen, sofern auch keine klinischen
Beschwerden vorhanden waren. Eine falsche Zuordnung einiger Patienten mit einer

Risikogastritis in die Kontrollgruppe kann daher nicht ausgeschlossen werden.

Fur eine zusatzliche Analyse wurden retrospektiv Daten zusammengestellt, um die
umgebende Entziindung der Magenmukosa bei Patienten mit gastralem Adenokarzinom
genauer zu charakterisieren. Diese Daten waren nicht fur alle Patienten aus dieser Gruppe
vollstandig verfligbar. Dies lag unter anderem an der eingeschrankten Beurteilbarkeit der
Magenmukosa bei Patienten mit ausgedehntem Tumorbefund. In die Analyse histologischer
Merkmale im Zusammenhang mit Polymorphismen im IL 1B-Gen und IL 1 RN-Gen wurden

jedoch nur Patienten einbezogen, deren histologische Daten vollstédndig erfasst waren.

4.1.4 Polymorphismenanalyse

Es besteht ein nahezu komplettes Kopplungsgleichgewicht fiir IL 1B -511 und IL 1B -31 bei
den untersuchten Studienteilnehmern. In Kombination mit den ermittelten Frequenzen der
haufigsten Haplotypen, die mit den Frequenzen aus anderen kaukasischen Kollektiven
ubereinstimmen, konnen grobe technische Fehler bei der Genotypbestimmung ausgeschlossen
werden [81,93]. So war der Haplotyp 4 in einer Studie von Chen et al. bei 6% der
kaukasischen Bevolkerung zu finden [81]. In den hier untersuchten Kollektiven lag die

Frequenz zwischen 5 und 9 %.

Die Untersuchung des Genotyps an bestimmten Positionen des IL 1B-Gens war auf die vier
haufigsten, in der Bevolkerung vorkommenden Polymorphismen beschrankt. Mdgliche
Interaktionen mit Polymorphismen anderer proinflammatorischer Gene koénnen daher nicht
aufgezeigt werden. Des Weiteren wurden keine IL 1/5-Spiegel im Serum bestimmt. Die
kausale Kette des Einflusses von IL 1B-Polymorphismen auf den IL /p-Spiegel und daraus
folgend dessen Einfluss auf Magenschleinhautveranderungen bis zum Karzinom wurde bisher

in keiner Studie direkt an Patienten nachgewiesen und bedarf weiterer intensiver Forschung.
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4.2 Polymorphismen im IL 1B- und IL 1 RN-Gen

Wahrend die Polymorphismen IL 1B -511 T und -31 C im IL 1B-Gen vormals als
Risikofaktor fir die Entwicklung eines Magenkarzinoms an einer kaukasischen Population
bezeichnet wurden, ist dies nach den vorliegenden Ergebnissen nicht der Fall. Keiner der
untersuchten Polymorphismen trat mit einem signifikanten Unterschied in einem der

Kollektive hdufiger auf.

In der statistischen Auswertung wurde fur das Kollektiv der erstgradig Verwandten von
Karzinompatienten auf die Ermittlung der Odds Ratio gegentiber dem Kontrollkollektiv
verzichtet, da sich schon bei Karzinompatienten und Patienten mit einer Risikogastritis kein
erhdhtes Risiko durch verschiedene Polymorphismen oder deren Kombination zeigte. Aus
biologischer Sicht ergabe sich in diesem Zusammenhang keine sinnvolle Interpretation fiir

einen ermittelten Wert.

Neben drei zuvor publizierten Metaanalysen zeigte auch eine jingere Analyse eine positive
Assoziation zwischen einzelnen Polymorphismen und dem Karzinomrisiko bei kaukasischen
Individuen auf [75, 76, 77, 94]. Hierbei konnte eine stabile Korrelation sowohl zwischen
IL 1B - 511 T-Tragern, als auch IL 1 RN*2-Tragern und der Magenkarzinomentstehung
nachgewiesen werden. Bei alleiniger Betrachtung der kaukasischen Population lag die OR fur
IL 1B -511 T gegentber IL 1B -511 C/C bei 1,33 (95 % KI: 1,04 - 1,71), fur IL 1 RN*2
gegentiber L/L bei 1,31 (95 % KI: 1,07 - 1,61). Fur Trager des IL 1B -31 C Allels liel sich in
dieser Metaanalyse kein signifikant erhohtes Risiko gegenlber Tragern des Wildtypallel
aufweisen, obwohl ein nahezu komplettes Kopplungsgleichgewicht der Genloci IL 1B -511
und -31 bestand [94]. In einer Metaanalyse von 2012 wurde ebenfalls ein erhohtes
Magenkarzinomrisiko fir Tréger von IL 1 RN*2 gegeniiber Tragern der langen Genotypen (L)
ermittelt. Nach der Auswertung von 71 Fall-Kontroll-Studien mit 14854 Fallen und 19337
Kontrollen konnte fir IL 1 RN*2 vs. L eine OR von 1,20 (95% KI: 1,05 — 1,38) aufgezeigt
werden. Bei dem Vergleich von IL 1 RN 2/2 vs. L/L zeigte sich hingegen kein erhéhtes Risiko
(OR 1,20; 95% KI: 0,85 — 1,69) [95].

Fir Asiaten und Lateinamerikaner konnten alle bislang verdffentlichten Metaanalysen kein
erhohtes Risiko belegen. Grund fiir den unterschiedlichen Einfluss der Polymorphismen auf
die Karzinomentstehung konnten die unterschiedliche ethnische Herkunft sowie auch externe
Einflisse in den Populationen sein. So konnte gezeigt werden, dass die Haplotypen im
IL 1B-Gen mit sehr verschiedenen Haufigkeiten bei unterschiedlichen Ethnizitaten zu finden

waren [81].
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In einer Metaanalyse, in der der Einfluss von Polymorphismen an Position IL 1 B -31 auf das
generelle Karzinomrisiko beurteilt wurde, wurden 47 publizierte Studien berucksichtigt. Bei
ca. 11100 Fallen und 14500 Kontrollen wurde nicht nur das Magenkarzinomrisiko sondern
beispielsweise auch das Risiko fiir die Entstehung eines hepatozelluldren Karzinoms und ein
Mammakarzinom bewertet [96]. Es wurden 21 europdische Studien einbezogen. Hier fand
sich ein niedrigeres Risiko fir ein Magenkarzinom bei Trégern des Genotyps -31 C/C
gegentber T/T (OR 0,87; 95 % K1 0,77 - 0,98). Da in vorherigen publizierten Studien eher ein

erhdhtes Risiko aufgezeigt wurde, bleiben die Ergebnisse kontrovers [96].

In der neuesten Publikation von 2013 wurde ebenfalls der Einfluss von IL 1B-
Polymorphismen auf das Magenkarzinom und auf andere Krebsformen in einer Metaanalyse
zusammengefasst [97]. Nach der Beurteilung von insgesamt 91 Fall-Kontroll-Studien konnte
fur IL 1B -511 T/T + C/T vs. C/C ein protektiver Effekt auf die Ausbildung eines
hepatozellularen Karzinoms (OR 0,68; 95 % Kl 0,47 - 0,99) und ein erhdhtes Risiko fir das
Zervixkarzinom (OR 1,74; 95 % KI 1,35 — 2,23) nachgewiesen werden. Fur das
Magenkarzinom liel? sich bei Betrachtung aller Tumorformen, Lokalisationen und Kollektive
insgesamt kein erhohtes Risiko fir Trager des IL 1B -511 T-Allels aufzeigen. Ein gering
erhdhtes Risiko konnte jedoch fur Karzinome vom intestinalen Typ (OR 1,24; 95 % KI 1,04 -
1,49) und Nicht-Kardia-Karzinome (OR 1,57; 95% KI 1,06 - 2,31) ermittelt werden [97].
Diese Metaanalyse zeigt, dass durch die Einbeziehung neuerer Studien eine immer geringer
werdende  Assoziation zwischen IL  1B-Polymorphismen und einem erhdhten
Magenkarzinomrisiko nachgewiesen werden kann, sodass man von einem weitaus geringeren

oder fehlendem Effekt der Polymorphismen auf die Karzinomentstehung ausgehen muss.

4.2.1 Einfluss der Polymorphismen in der kaukasischen Bevolkerung

Auch die Ergebnisse der einzelnen Studien hinsichtlich der kaukasischen Population waren
heterogen. So konnten Xue et al. bei detaillierter Untersuchung der in eine Metaanalyse
einbezogenen Publikationen Unterschiede in den Ergebnissen vor und nach 2006 aufzeigen.
Fur IL 1B -511 T-Trager vs. C/C lieR sich ein erhohtes Risiko fir die
Magenkarzinomentwicklung in veroffentlichten Studien vor 2006 nachweisen. In

Publikationen danach konnte dieser Zusammenhang jedoch nicht mehr dargestellt werden

[94].
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Berlicksichtigt man Studien aus dem europdischen Raum, so halten sich positive und negative
Ergebnisse die Waage, sodass der Zusammenhang zwischen Zytokinpolymorphismen und der
Beglnstigung der Magenkarzinomentstehung in Frage gestellt werden muss.

So wurde bei turkischen Patienten mit einem Magenkarzinom héaufiger das IL 1 RN*2-Allel
gefunden als bei einer Vergleichsgruppe mit dyspeptischen Beschwerden ohne maligne
Magenschleimhautverédnderungen oder ein Ulkus (p = 0,014) [98]. In einer polnischen Studie
wiederum trugen die Karzinompatienten h&ufiger als Patienten mit duodenalen Ulcera den
C/T-Genotyp bei IL 1B -511 (OR 1,72; 95 % KI 1,00 - 2,95) [99]. Auf der anderen Seite
konnten Persson und Kollegen diese Zusammenhange in einer Fall-Kontroll-Studie an einer
schwedischen Untersuchungsgruppe nicht bestétigen. Sie untersuchten sowohl das IL 1B-Gen
an Position -511, -31 und +3954, als auch das IL 1 RN-Gen bei 351 Magenkarzinompatienten
und 539 Kontrollen und wiesen keinen signifikanten  Unterschied in der
Polymorphismenverteilung nach [79]. Auch in einer italienischen Studie aus dem Jahr 2008
war der Einfluss von Polymorphismen im IL 1B-Gen und IL 1 RN-Gen weniger deutlich als
erwartet. Es wurden ca. 250 Patienten und 770 Kontrollen auf 20 verschiedene
Polymorphismen in immunmodulatorischen Genen untersucht. Fir IL 1 RN 2/2 zeigte sich
jedoch nur dann ein erhohtes Magenkarzinomrisiko, wenn gleichzeitig eine
H. pylori-Infektion bestand (OR 2,43; 95 % KI 1,19 - 4,96) [100]. Bei H. pylori-negativen
Studienteilnehmern liel3 sich fur Trager von IL 1 RN 2/2 gegeniiber Tragern der anderen
VNTR kein statistisch signifikant erhdhtes Magenkarzinomrisiko nachweisen. Auch fir
Polymorphismen an IL 1B -31 zeigte sich kein erhohtes Risiko fir eine
Magenkarzinomentstehung [100]. Dieses Ergebnis weist erneut auf die Bedeutung von H.
pylori bei der Magentumorentstehung hin. Verschiedene Polymorphismen scheinen dabei

maoglicherweise einen additiven Effekt zu besitzen.

In einer Fall-Kontroll-Studie an einem deutschen Kollektiv konnte fiir verschiedene
Polymorphismen, auch fiir Polymorphismen des IL 1B-Gen allein, kein erhohtes
Magenkarzinomrisiko festgestellt werden [101]. Betrachtet wurde hier allerdings das Risiko
fur die Ausbildung einer chronisch atrophischen Gastritis als pramaligne L&sion. Nur fir
einen Polymorphismus im IL 10-Gen konnte in dieser Studie mit einer Borderline-Signifikanz
eine Risikoerh6hung fir die Entwicklung einer atrophischen Gastritis ausgemacht werden.
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4.2.2 Unterschiedliche Vergleichsgruppen

Diskrepanzen in den Ergebnissen unterschiedlicher Studien an kaukasischen Populationen
sind bei gleicher Ethnizitdt der Studienteilnehmer moglicherwiese auf Unterschiede im
Studiendesign zuruckzufuhren. Beispielsweise wurden einerseits Karzinompatienten mit
Dyspepsie-Patienten [98] oder Patienten mit duodenalen Ulcera [99] verglichen, auf der
anderen Seite galten gesunde Probanden als Kontrollkollektiv [79, 100]. Aus diesen
unterschiedlichen  Kollektiven ergeben sich auch verschiedene Wichtungen von
Umweltfaktoren, vor allem der H. pylori-Besiedlung. So sind Patienten mit einem Ulcus in

der Regel haufiger H. pylori-positiv als gesunde Probanden.

In einige Studien wurden beispielsweise nur H. pylori-positive Patienten einbezogen [98, 99],
wéhrend H. pylori-Negativitat in anderen Studien kein Ausschlusskriterium darstellte [79,
100]. Der isolierte Einfluss von Polymorphismen auf die Magenkarzinomentstehung kann so

bei fehlender Vergleichbarkeit der Studien nicht eindeutig geklart werden.

Gegenuber den erwahnten europdischen Veroffentlichungen hat die hier vorliegende Studie
den Vorteil, dass neben Karzinompatienten auch Patienten mit einer Risikogastritis und
erstgradig Verwandte von Karzinompatienten beurteilt wurden. Karzinompatienten und
Patienten mit einer Risikogastritis wurden in den bisher vertffentlichten Metaanalysen nicht
gemeinsam untersucht [74, 75, 76, 77, 96, 98]. Dies ist die erste Studie an einer kaukasischen
Population, die auch die Genotypisierung erstgradiger Angehdriger in die Untersuchungen mit
einbezog. Starzynska et al. berlcksichtigten zwar die Familienanamnese von
Karzinompatienten, auf eine Polymorphismenbestimmung bei Verwandten wurde jedoch
verzichtet [99]. Es wurden in dieser Untersuchung vor allem Patienten mit negativer
Familienanamnese durch einen IL 1B -511-Polymorphismus in ihrem Karzinomrisiko

beeinflusst.

Eine Bedeutung der prophylaktischen Bestimmung von Polymorphismen im IL 1B- oder
IL 1 RN-Gen bei erstgradig Verwandten von Karzinompatienten konnte in der vorliegenden
Studie nicht gezeigt werden, da sie sich in ihrem Polymorphismenbesatz nicht von dem

gesunden Kontrollkollektiv unterschieden.

In den bisher ver6ffentlichten Studien und Metaanalysen wurden nur einzelne
Polymorphismen  immunmodulatorischer  Gene in  ihrem  Zusammenhang mit

Magenkarzinomen oder prdmalignen L&sionen untersucht.
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Neuere Erkenntnisse zeigen jedoch, dass vor allem die Haplotypenzusammensetzung eine
wichtige Rolle fiir die funktionelle Relevanz von Polymorphismen in der Promotorregion des
IL 1B-Gens spielt [81].

4.3 Haplotypen

4.3.1 Haplotypen und deren Zusammenhang mit pramalignen Lé&sionen und dem

Magenkarzinom

Die zuerst von Chen et al. beschriebenen héaufigsten Haplotypen 1 - 4 in der Promotorregion
des IL 1B-Gens haben einen Einfluss auf die Transkriptionsrate dieses Gens [81]. Betrachtet
wurden zur Haplotypenbestimmung nur Polymorphismen an den Positionen -3737, -1464,
-511 und -31. Dabei zeigte sich eine deutlich héhere Transkriptionsrate bei vorliegendem
Haplotyp 2 oder 4 als bei den Haplotypen 1 oder 3 (Haplotypenunterteilungen siehe unter
2.10.) [81]. Als mogliche Konsequenz aus diesen Ergebnissen konnte auch ein erhohtes
Magenkarzinomrisiko durch die proinflammatorischen Haplotypen 2 und 4 bestehen. Ein
hoheres IL 7p4-Niveau durch vermehrte Transkription konnte Uber eine Kaskade vom
erhdhtem pH-Wert im Magen bis zu einer korpusdominanten atrophischen Gastritis als

pramaligne Kondition zu der Ausbildung eines Magenkarzinoms fiihren.

Aufgrund dieser neuen Erkenntnisse aus in-vitro-Analysen wurde in der vorliegenden Studie
zum ersten Mal die Bedeutung dieser Haplotypen im IL 1B-Gen fir die klinischen Diagnosen
eines Magenkarzinoms und einer Risikogastritis untersucht. Die Assoziation zwischen der
Haplotypenzusammensetzung und dem Risiko flr erstgradig Verwandte von

Karzinompatienten wurde dabei ebenfalls beriicksichtigt.

Bisher wurde die potentielle Verknipfung zwischen IL /4-Polymorphismenkombinationen
und Magenkarzinomen bei deutschen Probanden kaukasischer Abstammung in drei weiteren
Studien thematisiert. Glas et al. verglichen 88 Patienten mit einem Magenfrihkarzinom mit
144 gesunden Kontrollen [102]. Der Genotyp IL 1 RN*2/2 war signifikant haufiger bei
Patienten mit einem Magenfriihkarzinom anzutreffen als in der Kontrollgruppe (p < 0,001).
Fur Polymorphismen an der Position IL 1B -31 oder -511 fand sich kein Unterschied
zwischen den Gruppen. Jedoch lagen mehrere Polymorphismen in Kombination (im
IL 1B-Gen, IL 1 RN-Gen oder TNF A-Gen) signifikant h&ufiger bei den Karzinompatienten
vor. Bei 48 % der Patientengruppe konnten 2 (p < 0,0001), bei 9% sogar 3 der
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Hochrisikopolymorphismen (p < 0,01) nachgewiesen werden. Die Vermutung, dass wéhrend
der Tumorprogression eine Selektion von Polymorphismen stattfindet und daher bei
fortgeschrittenen Karzinomen auch signifikant haufiger das IL 1B -511 T-Allel oder
-31 C-Allel anzutreffen ist [102], kann durch die vorliegende Studie nicht bestatigt werden.
Bei Patienten mit einem Magenkarzinom traten die proinflammatorischen Haplotypen 2 und 4
des IL 1B-Gens (mit den Allelen -511 T und -31 C) nicht hdufiger auf, als bei den anderen
Gruppen. Nach dieser These misste sich das Haplotypenmuster zwischen Patienten mit einer
Risikogastritis und den Karzinompatienten auch deutlich unterscheiden, was in der hier

untersuchten Population nicht der Fall war.

In einer anderen Studie wurden 210 H. pylori-positive Patienten mit einer chronischen
Gastritis auf Polymorphismen im IL 1B- und IL 1 RN-Gen und das Risiko fiir eine schwere
Entzlindung inklusive der Ausbildung einer atrophischen Gastritis und intestinalen Metaplasie
untersucht [103]. Hier konnte flr einzelne Polymorphismen kein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten mit schweren Entziindungsformen und Patienten mit leichteren Verlaufen
gefunden werden. Erst die Kombination IL 1B -511 T / IL 1B -31 C / IL 1 RN*2 war mit
einem erhohten Risiko fur Entzindungen mit starker  Granulozyten-  oder
Lymphozyteninfiltration der Mukosa, einer atrophischen Gastritis oder einer intestinalen
Metaplasie verbunden [103]. Das entsprache den Haplotypen 2 oder 4 in vorliegenden

Untersuchungen.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Gao et al. bei der Untersuchung von 534 Patienten mit
einer serologisch definierten atrophischen Gastritis [101]. Nur bei Kombination mehrerer
proinflammatorischer Polymorphismen lag mit Signifikanz ein erhohtes Risiko flr eine

chronisch atrophische Gastritis vor.

Unter Berlcksichtigung der Haplotypenkonfigurationen auch an Position -3737 und -1464 im
IL 1B-Gen konnen die Ergebnisse dieser drei Publikationen nicht bestétigt werden. In der
vorliegenden Studie waren proinflammatorische Haplotypen des IL 1B-Gens weder mit einer
Risikogastritis noch mit einem Magenkarzinom assoziiert. Auch erstgradig Verwandte von
Karzinompatienten  zeigten  keine von den  Vergleichsgruppen  abweichende

Haplotypenzusammensetzung.

Kupcinskas und Kollegen betrachteten die gleichen Polymorphismen im Haplotypenkontext,

und deren Einfluss auf die Entstehung pramaligner L&sionen [104]. Sie stellten allerdings bei
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Kaukasiern mit dem Haplotyp 2 eine Tendenz zur Ausbildung einer atrophischen

Antrumgastritis und einer intestinalen Metaplasie in der Incisura angularis fest.

4.3.2 Haplotypen und H. pylori

Ein Zusammenhang zwischen den vorliegenden Haplotypen und dem H. pylori-Status der

Patienten konnte bei den 433 Studienteilnehmern nicht nachgewiesen werden.

Auch Arango und Kollegen konnten keine Beglnstigung einer H. pylori-Infektion durch
bestimmte Polymorphismen im IL 1B-Gen aufzeigen [105]. Die Genotypen an Position -511,
-31 und +3954 des IL 1B-Gens unterschieden sich nicht zwischen den H. pylori-positiven und
den H. pylori-negativen Probanden. Auch in einer anderen Studie fand sich kein Einfluss von
Polymorphismen auf die Infektion mit bestimmten H. pylori-Stdmmen [103]. Die Frequenz
der Infektionen mit CagA- oder VacA-positiven H. pylori-Stdimmen unterschied sich bei
Tréagern verschiedener Genotypen an den Positionen -511 und -31 des IL 1B-Gens oder im
IL 1 RN-Gen nicht. Unabhé&ngig von der Haplotypenkonfiguration zeigten jedoch alle
Patienten, die mit CagA- und VacA-negativen H. pylori-Stdammen infiziert waren, keine
schwerwiegenden Gastritiden [103]. Daher scheinen bakterielle Virulenzfaktoren einen
wesentlichen Einfluss auf die Entstehung schwerer Magenschleimhautveranderungen bis hin
zum Magenkarzinom zu haben [103]. Polymorphismen proinflammatorischer Zytokine
konnten die Schwere der Mukosaveranderungen beeinflussen, spielen jedoch keine
ubergeordnete Rolle bei der Entwicklung schwerer Magenschleimhautentziindungen. Diese
Erkenntnis geht mit den in dieser Dissertation ermittelten Ergebnissen konform, dass
Polymorphismen im IL 1B-Gen und auch deren Haplotypenzusammensetzung nicht zu einem
erhohten Risiko fiir das Magenkarzinom oder dessen pramaligne Veranderungen fiihren.

4.4 Haplotypenpaare

4.4.1 Haplotypenpaare und IL /B-Expression

In einer neueren Studie konnte die Bedeutsamkeit der Analyse von Haplotypenpaaren gezeigt
werden [93]. Es wurde das IL /p-Niveau aus Speichel und isolierten mononukleéren Zellen
von 900 Kaukasiern bestimmt und der Zusammenhang mit den vorliegenden
Haplotypenpaaren untersucht, die durch den Genotyp an Position -3737, -1464 und

-511definiert waren. Zusétzlich wurde der Einfluss von Haplotypenpaaren auf das C-reaktive
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Protein (CrP) als serologischen Marker fiir inflammatorische Prozesse analysiert. Nach
Ermittlung einer Rangfolge von ,hochexprimierenden® bis zu ,niedrigexprimierenden®
Haplotypenpaaren durch den Vergleich aller Paare untereinander und die Bestimmung des
zugehorigen IL I14-Niveaus wurden die Paare in drei Gruppen (,,hoch-, niedrig- und
intermedidrexprimierende Gruppe) eingeteilt. Als Referenzgruppe fir weitere Berechnungen
galten die ,niedrigexprimierenden“ Haplotypenpaare. Dies war die erste Studie, die an
humanen Gewebeproben unterschiedliche IL 75-Spiegel bei Vorliegen verschiedener
Haplotypenpaare nachwies. Bei dem Vergleich der einzelnen Paare war die IL /4-Produktion
bei der Kombination H3/H3 53 % hoher als bei der Kombination H1/H2. In isolierten
mononukledren Zellen war der Unterschied mit fast 4-fach héherem Wert noch groRer. Drei
der Haplotypenpaare (H3/H3, H3/H2, H3/H4), die mit einem erhohten IL 7p5-Niveau
verbunden waren, fiihrten ebenfalls zu hohen CrP-Werten. Bei zwei anderen
Haplotypenpaaren konnte dieser Zusammenhang nicht gezeigt werden [93]. Obwohl nicht klar
ist, ob es eine regulatorische Verbindung zwischen der IL /f- und der CrP-Produktion gibt
oder diese Studie auf zwei unabhangige Phdnomene hindeutet, zeigt dieser Sachverhalt die
Komplexitat der Analyse von definierbarem Genotyp auf der einen Seite und funktioneller
Variabilitat auf der anderen [10]. Der Haplotyp H3 entspricht in dieser Studie dem
Vorhandensein  nur  von  Wildtypallelen an allen  untersuchten  Positionen
(-3737C [ -1464G / -511C / -31T). Somit widersprechen die Erkenntnisse von Rogus und
Kollegen denen von Chen et al. [93, 81]. Der Haplotyp 3 besal? in der von Chen und Kollegen
veroffentlichten Studie die niedrigste transkriptionelle Aktivitit. H2 und H4 mit
Alternativallelen an Position -511 und -31 hingegen fuhrten zu einer wesentlich héheren
Aktivierung der Transkription, was auch mit den Ergebnissen vorheriger Studien
Ubereinstimmt [68, 69, 75, 76, 77]. Differenzen zwischen den von Rogus und Chen et al.
veroffentlichten Daten sind mdoglicherweise durch die Betrachtung unterschiedlicher
Endpunkte bedingt. Chen und Kollegen bewerteten die Transkription des IL 1B-Gens in-vitro,
wéhrend sich die Daten von Rogus et al. auf den Proteinspiegel von IL /4 in-vivo bezogen.
Des Weiteren wurden bei Rogus et al. die durch die Erstellung einer Rangliste ermittelten
,niedrigexprimierenden* Haplotypenpaare als Referenz genutzt, sodass ein Vergleich mit
anderen Studien, die beispielsweise das Vorhandensein von Wildtypallelen als Kontrolle

nutzten, nicht moglich ist.



65

4.4.2 Haplotypenpaare und Magenkarzinom

Es zeigt sich durch diese Diskrepanzen, dass die Bewertung auch des Magenkarzinomrisikos
durch IL 7p-Polymorphismen und deren Haplotypenkonfiguration sehr komplex ist und von
vielen Faktoren und Interaktionen der Polymorphismen abhéngig zu sein scheint. Eine
Schlussfolgerung tber das Proteinniveau bei der Bestimmung der transkriptionellen Aktivitét
scheint nach Betrachtung der bislang publizierten Daten ebenfalls nicht méglich zu sein. Der
Nachweis  eines  eindeutigen  Einflusses von  Polymorphismen und  deren
Haplotypenkonfiguration auf das Magenkarzinomrisiko gestaltete sich daher in der
Vergangenheit schwierig und wird auch in Zukunft kontrovers bleiben [79, 98, 99, 100, 101].

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen keine Assoziation zwischen der
Haplotypenpaarzusammensetzung und dem Magenkarzinomrisiko oder dem Risiko der
Entwicklung pramaligner Lasionen. Weder Magenkarzinompatienten noch Patienten mit einer
Risikogastritis besallen eine der Haplotypenpaargruppen signifikant haufiger als die gesunde
Kontrollgruppe. Aufgrund der oben genannten Differenzen wurde bei der statistischen
Auswertung neben der Einteilung nach Rogus et al. eine weitere Gruppeneinteilungen
gewahlt, um die Erkenntnisse aus der Veroffentlichung von Chen et al. zu berticksichtigen.
Jedoch lie3en sich auch bei einer anderen Einteilung der Haplotypenpaare keine signifikanten
Unterschiede bezlglich des Magenkarzinomrisikos aufzeigen (Anhang 2 und 3). Auch die
Kombination ,,hochexprimierender Haplotypenpaare mit den Allelen IL 1 RN 2/2 war nicht
mit Magenkarzinomen oder einer Risikogastritis assoziiert (Anhang 4 und 5). Andere
Autoren berichteten hingegen immer wieder von einer Kumulation der Risiken bei
gleichzeitigem Vorhandensein proinflammatorischer Polymorphismen im IL 1B-Gen und dem
Allel 2 im IL 1 RN-Gen [102, 103, 106]. So bestimmten Rad et al. die Genotypen an Position -
511 und -31 im IL 1B-Gen, die VNTR im IL 1 RN-Gen und deren Einfluss auf das
mMRNA-Niveau von IL /4 an 207 H. pylori-positiven Patienten mit chronischer Gastritis [106].
Jeder einzelne Polymorphismus fiihrte zu einem erhohten IL /5 mRNA-Spiegel. Das hochste
Niveau wurde jedoch durch gleichzeitiges Vorliegen von IL 1B -511 T und IL 1 RN*2

registriert.
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4.5 Histologie von Magenkarzinomen im Zusammenhang mit Polymorphismen im IL 1B-

und IL 1 RN-Gen

Intestinale Metaplasie und Atrophie waren wesentlich héufiger bei Karzinomen vom
intestinalen Typ zu finden. Tumoren vom diffusen Typ waren deutlich schlechter differenziert
als intestinale Magenkarzinome. Diese Unterschiede spiegeln die typischen Charakteristika
der beiden Tumorentitaten wider [9, 47]. Keine Unterschiede zeigten sich beziglich der
Polymorphismenverteilung in diesen beiden Gruppen. Karzinompatienten mit einem Tumor
vom intestinalen Typ wiesen h&ufiger den heterozygoten Genotyp IL 1B -3737 C/T auf als
jene mit Karzinomen vom diffusen Typ. In dieser Gruppe war die Wildtypenkonfiguration
-3737 C/C am héaufigsten vertreten, auch wenn dieser Unterschied nicht statistisch signifikant

war.

4.5.1 Intestinale Metaplasie

Dieser  Erkenntnis entsprechend zeigten sich ebenfalls Differenzen in  der
Genotypenkonfiguration an Position -3737 des IL 1B-Gens im Bezug auf das VVorhandensein
einer intestinalen Metaplasie. IL 1B -3737 C/T fand sich bei 46,8 % der Patienten mit einer
intestinalen Metaplasie und nur bei 20 % der Patienten ohne diese. Hier lag ein signifikanter
Unterschied vor. Ein groBerer Einfluss von Polymorphismen im IL 1B-Gen auf die
Entwicklung von Magenkarzinomen vom intestinalen Typ ist aufgrund unterschiedlicher
Entstehungswege von intestinalen und diffusen Karzinomen mdglich. Die intestinale
Metaplasie wird als pramaligne Kondition des Magenkarzinoms vom intestinalen Typ

angesehen.

Auch Peleteiro und Kollegen untersuchten in einer Metaanalyse die Auswirkung von
Polymorphismen auf die Entwicklung prakanzergser Konditionen, wie der IM und der
chronisch atrophischen Gastritis, und nicht auf das Magenkarzinom selbst [107]. Wé&hrend fur
den IL 1B -511-Polymorphismus keine Assoziation zu vermehrten pramalignen L&sionen der
Magenschleimhaut festgestellt wurde, zeigte sich ein erhohtes Risiko flr deren Ausbildung
bei Tragern des Allels 2 im IL 1 RN Gen mit einer OR von 1,35 (95 % Kl 1,12 - 1,63). Solch
ein positiver Zusammenhang bestand auch bei alleiniger Betrachtung der kaukasischen

Population, welcher sich fir H. pylori-positive Patienten noch verstarkte [107].
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4.6 Histologie von Magenkarzinomen im Zusammenhang mit Haplotypen und

Haplotypenpaaren im IL 1B-Gen

4.6.1 Tumorcharakteristika

Obwohl der Haplotyp 4 bei Patienten mit Magenkarzinomen vom diffusen Typ héufiger
vorlag als bei Patienten mit Tumoren vom intestinalen Typ, fand sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen in ihrer Haplotypenverteilung. Durch die
Zuordnung der zwei Gruppen zu 5 Haplotypen liegen allerdings sehr niedrige Fallzahlen fir
jeden Haplotyp vor. Es ist fraglich, ob sich hier bei der Untersuchung eines groReren
Kollektivs ~ ein  signifikanter ~ Unterschied  einstellt. ~ Weitere ~ Studien  an
Magenkarzinompatienten, die sich auf die beschriebenen Haplotypen beziehen, liegen derzeit

noch nicht vor.

Die Karzinogenese des Magenkarzinoms durch Umweltfaktoren, allen voran H. pylori, konnte
bisher eindeutig bei Tumoren vom intestinalen Typ nachgewiesen werden, wéhrend die
sequentielle Entstehung von diffusen Magenkarzinomen im Zusammenhang mit H. pylori
derzeit noch nicht geklart ist. Uber die stufenweise Entwicklung aus einer chronischen
Gastritis mit pramalignen Konditionen (Correa-Kaskade) vergeht bei der Entstehung eines
Magenkarzinoms vom intestinalen Typ verglichen mit diffusen Magenkarzinomen eventuell
ein langerer Zeitraum, sodass die proinflammatorischen Polymorphismen im IL 1B-Gen eine
andere Relevanz entfalten. Dafur sprechen auch Ergebnisse aus einer Fall-Kontroll-Studie an
einer chinesischen, gesunden Studienpopulation und Magenkarzinompatienten [108]. Fur
Trager des Genotyps IL 1B -511 T/T zeigte sich nicht nur ein insgesamt erhohtes
Magenkarzinomrisiko, dieser Genotyp war auch signifikant mit Karzinomen vom intestinalen

Typ assoziiert.

Far Polymorphismen am Locus IL 1B -511 konnte durch die vorliegende Studie allerdings
kein Unterschied zwischen Karzinomen vom intestinalen Typ und jenen vom diffusen Typ
aufgezeigt werden. Zur eindeutigen Risikobeurteilung sind in  Zukunft weitere

Untersuchungen notig.

Wahrend Yu et al. zusatzlich eine Verbindung zwischen dem Genotyp IL 1B -511 T/T und
wenig differenzierten Karzinomen herstellen konnten, zeigte sich diese Allelkombination in
der vorliegenden Arbeit eher bei besser differenzierten Tumoren [108]. Statistische

Signifikanz lag jedoch nicht vor, sodass es auch zur Beurteilung des Einflusses von
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Polymorphismen auf die Entdifferenzierung von Magenkarzinomzellen weiterer

Untersuchungen bedarf.

4.6.2 Intestinale Metaplasie

Karzinompatienten, bei denen histologisch keine intestinale Metaplasie nachzuweisen war,

trugen wesentlich haufiger den Haplotyp 4 als Patienten mit intestinaler Metaplasie.

Bei positivem Nachweis einer intestinalen Metaplasie lieR sich dagegen haufiger der
Haplotyp 3 nachweisen. Auch Zabaleta et al. untersuchten den Einfluss des Haplotypen
-511 -31/ +3954 im IL 1B-Gen auf pramaligne Lasionen des Magens [109]. Sie fanden fiir die
361 untersuchten Afroamerikaner einen positiven Zusammenhang zwischen dem Haplotyp
-511 T/-31 C/+3954 T und dem Auftreten von intestinaler Metaplasie und Dysplasie. Die
Betrachtung von 208 kaukasischen Studienteilnehmern hingegen zeigte keinen
Zusammenhang zwischen einer bestimmten Haplotypenkonfiguration und pramalignen
Verénderungen. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie missen im weiteren Verlauf noch an

einer groReren Population bestatigt werden.

4.6.3 H. pylori

Auch bei dem Vergleich der Haplotypenverteilung bei H. pylori-positiven und -negativen
Patienten zeigte sich lediglich eine Tendenz zu einer geringeren Durchseuchung mit H. pylori
bei Tragern der proinflammatorischen Haplotypen. Der Haplotyp 4 war beispielsweise bei
14 % der H. pylori-negativen und nur bei 4 % der H. pylori-positiven Patienten zu finden. Bei
starken Unterschieden in den Gruppengrofien durch die groe Anzahl H. pylori-positiver
Studienteilnehmer kann hierzu jedoch keine eindeutige Interpretation vorgenommen werden.
Neue Untersuchungen, eventuell in einer Fall-Kontroll-Studie mit gleicher Anzahl H. pylori-
positiver und -negativer Karzinompatienten, zur Beurteilung des Einflusses der Haplotypen

auf die H. pylori-Besiedlung wéren dafur sinnvoll.

4.7 Schlussfolgerung und Blick in die Zukunft

Die Arbeitshypothesen:

1) Magenkarzinompatienten und deren erstgradige Angehdrige sind haufiger Trager von
SNPs im IL 1B-Gen an den Positionen -3737, -1464, -511 und -31, im IL 1 RN-Gen
beziehungsweise assoziierter Haplotypen.
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2) Das Vorliegen bestimmter SNPs im IL 1B-Gen ist assoziiert mit dem Auftreten
pramaligner Konditionen der gastralen Mukosa beziehungsweise mit bestimmten
Tumorcharakteristika bei Patienten mit Magenkarzinom.

konnten durch die vorliegende Arbeit nicht bestatigt werden. Jedoch kdnnen die Ergebnisse
als ein weiteres Element fiir das Verstdndnis der komplexen Zusammenhédnge zwischen
IL 1B- und IL 1 RN-Polymorphismen angesehen werden. Diese Komplexitat wurde in der
Vergangenheit erst nach und nach, beispielsweise durch die Entdeckung des Einflusses von
Haplotypen und Haplotypenpaaren auf die Transkription von IL 14, bekannt. Jedoch wurden
bisher nur wenige weitere Studien verdffentlicht, die auch diese neuen Erkenntnisse

berucksichtigten.

Der initial starke Zusammenhang zwischen IL /f-Polymorphismen und der Ausbildung von
Magenkarzinomen zeigt sich in neueren Analysen weniger deutlich, selbst wenn doch immer
wieder auch positive Assoziationen ermittelt wurden. Der Einfluss von Polymorphismen auf
Magenkarzinome ist, wenn Uberhaupt vorhanden, weitaus geringer als anfanglich vermutet.
Sollte ein nur sehr geringer Effekt wvon IL Ip-Polymorphismen auf die
Magenkarzinomentstehung vorliegen, ist ein Nachweis dieses Zusammenhangs aufgrund der

relativ kleinen Patientenkollektive in dieser Dissertation nicht zu erwarten.

Stark positive Zusammenhdnge werden demnach wohl auch in Zukunft nicht mehr gezeigt
werden konnen. In neuen Studien zur Risikobewertung fir die Magenkarzinomentwicklung
sollten neben einer Polymorphismenbestimmung auch die 7L 1f-Spiegel im Serum bestimmt
werden. Der kausale Zusammenhang zwischen beiden Parametern und dem Risiko flr die
Ausbildung von Magenkarzinomen oder einer Risikogastritis kann nur so eindeutig geklart

werden.

In unseren Untersuchungen zeigte sich ein positiver Zusammenhang zwischen der
Genotypauspragung -3737 C/T beziehungsweise dem Haplotyp 3 und dem gehauften
Auftreten einer intestinalen Metaplasie bei Karzinompatienten. Dies ist bislang noch nicht
vorbeschrieben und sollte durch weiter fortfiihrende Studien bestatigt und néher evaluiert

werden.

Alle mir bekannten Ergebnisse lassen mich zu der Schlussfolgerung kommen, dass die
Polymorphismenbestimmung als Screeningmethode zur Ermittlung von Patienten mit einem

hoheren Magenkarzinomrisiko fur die klinische Praxis ungeeignet ist, da kein eindeutiger
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Zusammenhang zwischen den Polymorphismen im IL 1B-Gen oder IL 1 RN-Gen und der

Ausbildung von Magenkarzinomen oder deren Vorstufen besteht.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Assoziation zwischen SNP (,,single nucleotide
polymorphism* = Einzelnukleotidpolymorphismen), zugehérigen Haplotypen und
Haplotypenpaaren im IL 1B- und IL 1 RN-Gen und der Magenkarzinomentstehung untersucht.
Unter Einzelnukleotidpolymorphismen versteht man dabei Mutationen nur einzelner
Basenpaare eines DNA-Stranges, bei denen sich die zugehdrige Funktion des entsprechenden
Lokus aber nicht verandert. Seit den Verdffentlichungen von EI-Omar im Jahr 2000 wird der
Zusammenhang vor allem von SNP in der Promotorregion des IL 1 B-Gens und von VNTR

des IL 1 RN-Gens mit einem erhéhten Magenkarzinomrisiko kontrovers diskutiert.

Die vorliegende Studie umfasste insgesamt 433 Studienteilnehmer, die sich in vier Gruppen
unterteilten (116 Magenkarzinompatienten, 142 Patienten mit einer Hochrisikogastritis,
81 Verwandte ersten Grades von Magenkarzinompatienten und 94 magengesunde
Kontrollen). Nach Extraktion und Aufarbeitung der DNA aus dem Blut der Teilnehmer
erfolgte die Genotypisierung mittels RFLP und Massenspektrometrie an den vier Genloci
-3737, -1464, -511 und -31 der Promotorregion des IL 1B-Gens und die Bestimmung der
VNTR im IL 1 RN-Gen. Daruber hinaus wurden endoskopisch gewonnene Proben von
Karzinompatienten und  Patienten mit einer  Risikogastritis  hinsichtlich  des
Entzindungsgrades und der Tumorcharakteristika histopathologisch beurteilt. Des Weiteren

wurde der H. pylori-Status von jedem Studienteilnehmer serologisch ermittelt.

Die Genotypenbestimmung zeigte keine Unterschiede im Polymorphismenstatus zwischen
den verschiedenen Kollektiven. Auch konnte kein Zusammenhang zwischen einem
bestimmten Haplotyp und dem Risiko fir die Entstehung eines Magenkarzinoms oder der
Ausbildung pramaligner Konditionen der Magenmukosa aufgezeigt werden. Eine Assoziation
zwischen SNP und einer H. pylori-Infektion oder der Ausbildung einer Schleimhautatrophie
beziehungsweise eines hoheren Differenzierungsgrades bei Karzinompatienten wurde
ebenfalls nicht belegt. Aufgrund der widerspriichlichen Studienergebnisse in der
Vergangenheit konnen die Resultate dieser Dissertation als ein weiteres Element fir das
Verstandnis der komplexen Zusammenhange zwischen IL 1B- und IL 1 RN-Polymorphismen

und der Ausbildung eines Magenkarzinoms angesehen werden.

Einzig bei dem Vergleich von Karzinompatienten mit und ohne Ausbildung einer intestinalen
Metaplasie lieBen sich signifikante Unterschiede im Polymorphismenbesatz feststellen. Die

hé&ufigere Ausbildung einer intestinalen Metaplasie bei Karzinompatienten mit dem Genotyp
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IL 1B -3737 C/T wurde bisher jedoch in keiner weiteren Studie bestatigt, sodass die
eindeutige Zuordnung dieses Ergebnisses weiterer Belege bedarf. Auch die Betrachtung der
Haplotypenkonfiguration bei Karzinompatienten mit und ohne intestinale Metaplasie zeigte
einen signifikanten Unterschied, sodass Hinweise auf eine Assoziation von Haplotypen im IL
1B-Gen zu der Ausbildung einer intestinalen Metaplasie bestehen. Da sich die
Karzinompatienten mit verschiedenen Haplotypenkonfigurationen jedoch weder im Bezug auf
eine Schleimhautatrophie noch auf die Tumorcharakteristika unterschieden, muss dieser

Zusammenhang weiter untersucht und im biologischen Kontext eingeordnet werden.
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7. _Anhang

Anhang 1: OR und K1 bei dem Vergleich der Kontrollgruppe mit den Magenkarzinompatienten
beziehungsweise der Kontrollgruppe mit den Patienten mit einer Risikogastritis. Die Gruppen wurden
beziiglich der Polymorphismen an den einzelnen Genloci allein und auch in Kombination mit den VNTR des IL 1
RN- Gens verglichen. Als Referenz galten die jeweiligen Wildtypkonfigurationen. Bei dem Vergleich der
Gruppen bezuglich der Haplotypenkonfiguration wurde der Haplotyp 3 als Referenz bestimmt.

Kontr vs. GC Kontr vs. RG
Vergleich | Referenz | Lokus | Vergleich
OR Kl OR Kl
12 0.730 | 0.388-1.373 | 0.749 | 0.413-1.359
-3737
22 1.245 | 0.572-2.709 | 0.810 | 0.373-1.759
12 1.041 | 0.593-1.826 | 0.797 | 0.461-1.377
-1464
22 1.683 | 0.401-7.054 | 2.103 | 0.553-7.994
12 0.776 | 0.435-1.383 | 0.838 | 0.482-1.459
Loci allg. 11 -511
22 0.941 | 0.377-2.351 | 1.050 | 0.440-2.508
12 0.834 | 0.467-1.491 | 0.922 | 0.530-1.605
-31
22 1.062 | 0.431-2.615 | 1.100 | 0.462-2.621
12 1.268 | 0.709-2.268 | 0.930 | 0.529-1.636
ILIRN
22 1.288 | 0.459-3.616 | 1.017 | 0.372-2.782
Loci + 11/55
Rec (0)
-1464 | 12/22 (1) | 0.833 | 0.225-3.084 | 0.464 | 0.118-1.827
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22/22 (2) | 1.667 | 0.146-19.062 | 2.319 | 0.250-21.471
12/25(3) | 1.343 | 0.652-2.765 | 0.902 | 0.444-1.832
22/25 (4) | 1.667 | 0.290-9576 | 1.739 | 0.335-9.029

12/22 (1) | 1.227 | 0.194-7.748 | 1.263 | 0.220-7.254
22/22 (2) | 0.818 | 0.191-3503 | 0.632 | 0.149-2.685
-31

12/25(3) | 1.023 | 0.491-2.132 | 0.884 | 0.435-1.798

22/25 (4) | 1.473 | 0.453-4786 | 1.263 | 0.399-3.996

1 0.998 | 0.443-2249 | 0.998 | 0.443-2.249

Haplol 2 1.820 | 0.632-5.241 | 1.820 | 0.632-5.241
4 0.173 | 0.018-1.681 | 0.173 | 0.018-1.681

Haplo

1 1.267 | 0.588-2.731 | 1.267 | 0.588-2.731

Haplo2 2 0.792 | 0.405-1548 | 0.792 | 0.405-1.548
4 0.769 | 0.294-2.013 | 0.769 | 0.294-2.013

Loci: 1=Wildtypallel, 2= Alternativallel; Rec= Rezeptor: 2= Allel 2 des IL 1 RN-Gens, zu 5 wurden alle anderen
Allele zusammengefasst; Haplo 1 und 2 entsprechen den Haplotypenkonfigurationen auf dem ersten

beziehungsweise zweiten Chromosom der untersuchten Personen.
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Anhang 2: Verteilung der drei Gruppen von Haplotypenpaaren in den untersuchten Patientenkollektiven.
Zuordnung modifiziert: hochexprimierende Haplotypenpaare (Haplotyp 2/2, 1/2, 1/4, 2/4, 4/4),

niedrigexprimierende Haplotypenpaare (Haplotyp 1/1, 1/3, 3/3), intermediérexprimierende Haplotypenpaare
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(alle ibrigen Kombinationen). Die Zahlen uber den Séulen geben die absolute Anzahl der Probanden mit diesen
Haplotypenpaaren in den jeweiligen Kollektiven wieder; Unterschiede statistisch nicht signifikant (Chi-Quadrat-

Test).

Kollektive, die miteinander verglichen wurden

Haplotypenpaare, die in den Vergleich
einbezogen wurden

Lhochexprimierende” vs.

[ Kontrollgruppe vs. Karzinompatienten

Lniedngexprimierende” vs.

) . L B =0,286
Jintermediarexprimierende ?

Haplotypenpaare

Lhochexprimierende” vs.

[ Kontrollgruppe vs. Ristkogastnitis

Lmedrigezpnimierende” vs.
Jintermediarexprimierende”

p=0459

Haplotypenpaare

[ Kontrollgruppe ws. Karzinompatienten

Lhochexprimierende” vs.
Lniedrigexprimierende”

-

p=0,288

Haplotypenpaare

[ Kontrollgruppe vs. Ristkogastritis

Lhochexprnmierende” vs.

yniedrigexprimierende” 2=0,389

Haplotypenpaare

Anhang 3: Vergleich verschiedener Konstellationen aus Haplotypenpaargruppen und Kollektiven zur

Bestimmung von Unterschieden. Zuordnung modifiziert: hochexprimierende Haplotypenpaare (Haplotyp 2/2,
1/2, 1/4, 2/4, 4/4), niedrigexprimierende Haplotypenpaare (Haplotyp 1/1, 1/3, 3/3), intermedi&rexprimierende

Haplotypenpaare (alle tibrigen Kombinationen).Unterschiede waren statistisch nicht signifikant (Chi-Quadrat-
Test fur die ersten zwei Vergleiche, exakter Test nach Fisher fiir die letzten beiden); vs. = versus.
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Anhang 4: Verteilung der Niedrigrisiko (H1/H2 + IL 1 RN L/L; H1/H4 + IL 1 RN L/L; H2/H2 + IL 1 RN
L/L)-und Hochrisikokonstellationen (H1/H1 + IL 1 RN 2/2; H1/H3 + IL 1 RN 2/2; H3/H3 + IL 1 RN 2/2) in
den untersuchten Kollektiven. Ein Grof3teil der Patientenzahlen konnte keiner der beiden Gruppen zugeordnet
werden (n = 365) und wurde in der graphischen Darstellung nicht bericksichtigt. Unterschied statistisch nicht
signifikant (Chi-Quadrat-Test; p = 0,377). Angaben in absoluten Patientenzahlen.
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Anhang 5: Verteilung der Niedrigrisiko (H1/H1 + IL 1 RN L/L; HI/H3 + IL 1 RN L/L; H3/H3 + IL 1 RN
L/L)-und Hochrisikokonstellationen (H1/H2 + IL 1 RN 2/2; H1/H4 + IL 1 RN 2/2; H2/H2 + IL 1 RN 2/2;
H2/H4 + IL 1 RN 2/2; H4/H4 + IL 1 RN 2/2) in den untersuchten Kollektiven modifiziert nach Chen et al..
Auch nach dieser Einteilung konnte ein GroRteil der Patientenzahlen keiner der beiden Gruppen zugeordnet
werden (n = 250) und wurde in der graphischen Darstellung nicht berticksichtigt. Unterschied statistisch nicht
signifikant (Chi-Quadrat-Test; p = 0,908). Angaben in absoluten Patientenzahlen.
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