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Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

a.d  aquadest

Bp Basenpaare

C Cytosin

D desoxy

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP 2-desoxyribonukleosid-5-Triphosphat

dTMP deoxythymidin-Monophosphat

G Guanin

HE  Hématoxylin-Eosin

kB Kilobasenpaare, Grof3enangabe fiir 1000 bp DNA oder RNA
kDa Kilodalton, Massenangabe fiir Proteine

ul Mikroliter

mM  Millimolar

MTHFR Methylentetrahydrofolat-Reduktase

MS  Methionin-Synthase

mV  Millivolt

NQO1 NAD(P)H-Oxidoreduktase

P Bezeichnung fiir den kurzen Arm eines Chromosoms (bitte noch mal
priifen; ich glaube p steht fiir petit, d.h. den kurzen Arm)
PCR Polymerase chain reaction

pH  potentium hydrogenii

q Bezeichnung fiir den langen Arm eines Chromosoms
T Thymin

Taq thermophilus aquaticus

TBE Tris-Borsdure-EDTA

THF Tetrahydrofolat

Tris  Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan
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Einleitung

1. Einleitung

Maligne Erkrankungen stellen, nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Infektionen,
die dritthdufigste Todesursache weltweit dar (World Health Organisation, WHO
2005). In Deutschland und in anderen westlichen Landern nehmen bdsartige
Erkrankungen, nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen, den zweiten Rang in der
Todesursachenstatistik (Statistisches Bundesamt 2003) ein. Jihrlich sterben
weltweit ca. 7 Mio. Menschen an malignen Erkrankungen (WHO 2005). Allein in
Deutschland erkranken pro Jahr ca. 350.000 Menschen an Krebs (Lang et al. 2002).

Die Einteilung der Tumore erfolgt nach Gewebe und Zelltypen, aus denen sie
hervorgehen. So bezeichnet man bdsartige Tumore, die aus Epithelzellen entstehen,
als Karzinome. Sarkome sind bdosartige Entartungen der Muskelzellen und des
Bindegewebes. Ferner konnen Tumore, Leukdmien und Lymphome, aus Zellen des
blutbildenden Systems, des Knochenmarks und der Lymphknoten hervorgehen
(Hanahan et Weinberg 2000).

Bei der Krebsentstehung kommt es zu einer unkontrollierten Proliferation von
Korperzellen. Die meisten Tumore entstehen in einem mehrstufigen Prozess durch
Akkumulation multipler Mutationen in verschiedenen Genen (Fearon et Vogelstein
1990, Hanahan et Weinberg 2000). Diese Mutationen entstehen meist in Genen, die
die Zellproliferation beeinflussen. Es kommt zu einer Aktivierung
wachstumstimulierender Protoonkogene, Inaktivierung wachstuminhibierender
Tumorsuppressorgene oder Inaktivierung der DNA-Reparaturgene (Fearon et
Vogelstein 1990). Fiir die Entstehung von Malignomen werden exogene Einfliisse,
wie physikalische Strahlen, Chemikalien, Viren und eine genetische Disposition

diskutiert.

Zu den hiufigsten krebsbedingten Todesursachen bei beiden Geschlechtern
gehdren weltweit das Lungenkarzinom, das kolorektale Karzinom und das

Magenkarzinom. Bei Frauen treten hauptsdchlich Brustkrebs und Zervix-
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Karzinome auf, wihrend bei Minnern Lungenkrebs und Magenkrebs hiufiger

auftreten (WHO 2005).

1.1 Epidemiologie des Magenkarzinoms

Das Magenkarzinom ist weltweit die zweithdufigste zum Tode fithrende
Krebserkrankung mit starken regionalen Unterschieden. Man findet eine erhdhte
Erkrankungshéufigkeit vor allem in Japan, China, Finnland, Kolumbien und
Venezuela. Die hochste Inzidenz findet man in Japan, mit 78 Minnern und 33
Frauen pro 100.000 Einwohnern (Parkin et al. 1999).

Die Erkrankungshéufigkeit hat in Europa seit den 70er Jahren um mehr als 50%
abgenommen (Robert Koch Institut 2004) und betrdgt in Europa sowie den USA
derzeit 12-15 Patienten pro 100.000 Einwohner (Terry et al 2002). Die Erkrankung
manifestiert sich selten vor dem 40. Lebensjahr, steigt aber nach dem 70.
Lebensjahr stetig an (Fuchs et al. 1995). Der Erkrankungsgipfel liegt fiir beide
Geschlechter jenseits des 50. Lebensjahres (Wayman et al. 2001), wobei das
mannliche Geschlecht mit einem Verhéltnis von 2:1 hdufiger betroffen ist (Fuchs et
al. 1995).

Die abnehmende Inzidenz ist auf die verbesserten Lebens- und
Erndhrungsbedingungen zuriickzufiihren, wie ein hoherer soziodkonomischer
Status und der Genuss von frischen und vitaminhaltigen Nahrungsmitteln (Risch et
al. 1985, Nomura et al. 1990, Demirer et al. 1990). Weiterhin ist die gezielte
Therapie des Helicobacter pylori, welches von der WHO als Karzinogen erster
Ordnung eingestuft wird (International Agency for Research on Cancer, IARC
1994), ebenfalls wahrscheinlich fiir den Riickgang des Magenkarzinoms
verantwortlich. Als Risikofaktoren fiir die Tumorentstehung sind, wie bereits oben
erwéhnt, eine Infektion mit Helicobacter pylori (Parsonnet et al. 1991), ein hoher
Nitratgehalt in der Nahrung, zum Beispiel in gesalzenen und gerducherten Speisen
(Mirvish 1983, Correa 1992), Nikotinkonsum (Nomura et al. 1990, Hoshiyama et
al. 1992, Kneller et al. 1992, Kabat et al. 1993, Hansson et al.1994), familidre
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Disposition (Zanghieri et al. 1990, La Vecchia et al. 1992), ein hoheres Lebensalter
(Fuchs et al.1995) und die Blutgruppe A (Haenzel et al. 1976) angesehen.

1.2 Priakanzerose Konditionen:

Untersuchungen der Magenresektate nach einer chirurgischen Entfernung oder
Autopsie haben ergeben, dass Magenkarzinome gehduft mit anderen
Veridnderungen einhergehen. Zu diesen abnormalen Konditionen zédhlen z.B.
atrophische Gastritis (Fuchs et al. 1995), intestinale Metaplasie (Fuchs et al. 1995),
perniziose Andmie (Brinton et al. 1989, Hsing et al.1993), Morbus M¢énétrier
(Matzner et al. 1951) und adenomatése Polypen des Magens (Nakamura et
al.1985). Ferner besteht 15-20 Jahre nach einer Magenteilresektion ein erhohtes
Risiko fiir ein Magenstumptkarzinom (Stalnikowicz et al.1990, Tersmette et al.

1990).

1.3 Histologie

Weit mehr als 90% der Magenkarzinome sind histologisch Adenokarzinome,
wiahrend andere histologische Typen, wie das kleinzellige Karzinom und das

Plattenepithelkarzinom sehr selten sind (Fuchs et al. 1995).

Nach der WHO erfolgt die histologische Typisierung in:

e papilldres Adenokarzinom
o tubuldres Adenokarzinom

e muzindses Adenokarzinom
o Siegelringkarzinom

e adenosquamoses Karzinom
e kleinzelliges Karzinom

o undifferenziertes Karzinom
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Die Adenokarzinome des Magens konnen nach Lauren in einen intestinalen Typ
(kohidrente Zellstrange, die tubuluséhnliche Strukturen bilden) und einen diffusen
Typ (diffus die Magenwand infiltrierend) unterschieden werden (Lauren 1965). Die
Einteilung ist fiir das AusmaBl des Resektionsverfahrens von Bedeutung
(Hohenberger et Gretschel 2003). Der intestinale Typ kommt vor allem im distalen
Abschnitt des Magens vor und betrifft vor allem é&ltere Menschen, wihrend der
diffuse Typ auch bei jingeren Menschen vorkommt und im gesamten Magen
auftreten kann und mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (La Vecchia et al.

1992).

1.4 Klinik, Diagnostik, Therapie

In frithen Stadien und bei oberflachlicher Ausdehnung zeigt das Magenkarzinom
keine typischen Symptome. Deswegen ist bei der Diagnosestellung die Erkrankung
hiufig lokal weit fortgeschritten oder bereits metastasiert.

Die klinischen Zeichen sind sehr unspezifisch und konnen als Gewichtsverlust,
Abneigung gegen Fleisch, epigastrische Schmerzen, Eisenmangelandmie,
Erbrechen, Vollegefiihl oder als Schluckstorungen in Erscheinung treten. Die
Diagnose wird durch Gastroskopie mit Biopsieentnahme und histologischer
Begutachtung sowie durch Endosonografie gestellt. Das Magenkarzinom breitet
sich entweder direkt in das umgebende perigastrische Gewebe oder in die
Nachbarorgane aus, wie zum Beispiel in Pankreas, Leber oder Kolon, oder
metastasiert lymphogen in die abdominellen oder supraklavikuldren Lymphknoten
(Virchow-Drtise).

Die therapeutischen Ansdtze stiitzen sich auf die chirurgische Resektion des
Tumors mit den dazugehorigen Lymphknoten und eventuell auf eine anschlieBende

Radio-Chemotherapie.
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1.5 5-,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR; EC 1.5.1.20)

In den letzten Jahren haben eine Reihe von epidemiologischen Studien gezeigt,
dass ein verminderter Verzehr von Obst und Gemiise das Risiko fiir die Entstehung
einiger Krebsarten, wie z.B. Karzinome des oberen Gastrointestinaltraktes,
begiinstigen konnen (Hamilton et Aaltonen 2000, Mayne et al. 2001). Einige
Bestandteile, die in Obst und Gemiise enthalten sind, scheinen einen schiitzenden
Effekt auf die Karzinogenese auszuiiben. Ein solcher Bestandteil ist die Folsdure
(reduzierte Derivate = Folate), ein wasserlosliches Vitamin. Die Folséure iibt als
Trager von Methyl- und Formylgruppen eine Schliisselfunktion bei der DNA-
Synthese und im Ci-Stoffwechsel aus (Kim et al. 2000). Die Funktion der Folsdure
wird erst durch die Reduktion zu Tetrahydrofolat erlangt und anschlieend in den
Metabolismus eingeschleust. Der Mangel an Folat scheint bei der alkoholisch

induzierten Karzinogenese eine wichtige Rolle zu spielen (Halsted 1995).

Die 5-,10- Methylentetrahydrofolat-Reduktase, ein zytosolisches Enzym, spielt eine
zentrale Rolle im Folatzyklus (Wagner et al 1995). Sie katalysiert die Reduktion
von 5-,10-Methylentetrahydrofolat zu 5-Methylentetrahydrofolat, welches die
Methylgruppe fiir die von der Methyltransferase (MTR oder MS) katalysierten
Remethylierung von Homocystein zu Methionin bereitstellt. Das entstandene
Methionin ist notwendig fiir die Proteinbiosynthese. In seinem aktivierten Zustand
als S-Adenosyl-Methionin (SAM) ist er als wichtigster Methyldonor an zahlreichen
Methylierungsreaktionen im Stoffwechsel beteiligt (DNA-Synthese, DNA-
Methylierung, = RNA-Synthese,  Proteinbiosynthese, = Phospholipid-  und
Hormonsynthese), (Scott et Weir 1998). Die MTHFR ist aulerdem als Kohlenstoft-
Donator an der Bildung von Thymidilat (iiber Thymidilatsynthase) und an der
Purinsynthese (Adenin und Guanin), welches ebenfalls fiir die DNA- und RNA-
Synthese essentiell ist, beteiligt (La Vecchia 1991, Choi et Mason 2000).

Somit konnte ein Defekt im Methylentetrahydrofolat—Reduktase sowohl die DNA-
Synthese, als auch die DNA-Methylierung beeinflussen (Ullrich et al.1999).
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Das Genprodukt fiir die MTHFR liegt auf dem kurzen Arm des Chromosom 1
(1p36.3), (Goyette et al. 1994). Die hdufigste Sequenzvariante des MTHFR-Gens
ist ein Basenaustausch von Cytosin (C) nach Thymin (T) an der Position 677, das
zu einer Substitution von Alanin zu Valin fiihrt. Folge ist ein thermolabiles Enzym
mit herabgesetzter Enzymaktivitdt (Frosst et al. 1995). Dabei zeigen Individuen mit
einem MTHFR TT Genotyp eine Enzymaktivitit von 30%. Die heterozygote
(677CT) Mutation zeigt eine Enzymaktivitdt von 65% des homozygoten MTHFR
CC-Wildtyps an (Levi et al. 1998). Die herabgesetzte Enzymaktivitdt bedingt einen

erhohten Homocystein- und einen niedrigen Folatspiegel im Plasma (Choi et

Mason 2000).

Abb.1 Stoffwe

Thymidilat-
Synthase
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Quelle: In Anl
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ehnung an Bailey et al.1999 (vereinfachte Darstellung).

THF, Tetrahydrofolat; MTHFR, Methylentetrahydrofolat-Reduktase;
SAM, S-Adenosyl-Methionin; CBS, Cystathion-f-
Synthase; DHF, Dihydrofolsdure; dUMP, deoxyuridin Monophosphat; dTMP,

in-Synthase;
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1.6 NAD(P)H-Oxidoreduktase (NQOI1; EC 1.6.99.2)

Die NAD(P)H-Oxidoreduktase ist ein Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)
enthaltendes zytosolisches Enzym, das die Reduktion von Chinonkomponenten zu
Hydrochinonen katalysiert (Ernster 1967, Iyanagi et al 1970). Dadurch wird die
Bildung von freien Radikalen und Sauerstoffradikalen, die unter physiologischen
Bedingungen im oxidativen Stoffwechsel intrazelluldr und extrazelluldr gebildet
werden, verhindert und die Zelle somit vor einem oxidativen Schaden bewahrt. Bei
einer Uberproduktion von freien Radikalen wird die Kapazitit korpereigener
antioxidativer Mechanismen iberschritten, so dass es zu einer Oxidation
biologischer Molekiile, wie zum Beispiel der DNA oder von Proteinen kommt
(Davis et Goldberg 1987, Ames 1989).

Die NAD(P)H-Oxidoreduktase besteht aus zwei identischen Untereinheiten, jeweils
mit einer Lénge von 273 Aminosduren (Robertson et al. 1986, Jaiswal et al. 1988).
Jede Untereinheit besitzt ein FAD-Molekiil als prosthetische Gruppe und ist durch
eine nichtkovalente Bindung an das Protein gebunden (Chen et al. 1994). Das
Genprodukt liegt auf Chromosom 16q22, hat eine Gesamtlinge von 20kB und
enthilt sechs Exons und fiinf Introns (Jaiswal et al. 1991).

Der hiufigste Polymorphismus ist ein Basenaustausch von Cytosin nach Thymin an
Position 609, welches zu einem Austausch der Aminosaure Prolin an der Stelle 187
durch Serin fiihrt. Dies bedingt eine Instabilitit und eine verminderte
Enzymaktivitit (Traver et al. 1992). Dabei zeigt der Wildtyp eine normale
Enzymaktivitit. Der Heterozygote hat eine Enzymaktivitit zu einem Drittel und der
Homozygote zeigt keine Enzymaktivitit an (Zhang et al 2003).

Die Haufigkeit der T/T Polymorphismen zeigt unter anderem signifikante ethnische
Unterschiede, so verzeichnet man verminderte Enzymaktivitéten vor allem bei der
asiatischen und stidamerikanischen Bevolkerung (Kelsey et al. 1997, Wiencke et

al.1997).

10
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Die NAD(P)H-Oxidoreduktase katalysiert eine Reihe von Reaktionen und schiitzt
die Zellen und das Gewebe vor mutagenen, karzinogenen und zytotoxischen
Bestandteilen der Chinone, die ubiqitir vorkommen kdnnen (Chen et al. 1994). Die
NQOI fungiert aulerdem als Antioxidant, in dem es oxidiertes Ubichinon und das
Vitamin E in die reduzierten Formen regeneriert (Ross et al. 2000, Sarbia et al.
2003). Das Enzym ist auflerdem an der Bioaktivierung der zytotoxischen
Antitumor-Chinone, wie z.B. des Mitomycin C, der Anthrazykline und der

Aziridyl-Benzochinone, beteiligt (Siegel et al. 1990, Chen et al. 1994).

11
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2. Aufgabenstellung

Aufgrund seiner Heterogenitdt gehort das Magenkarzinom zu den interessanten
Modellen um die Karzinogenese zu erforschen. In den letzten Jahren wurden eine
Reihe von genetischen Alterationen mit der Entstehung einer malignen

Transformation der Magenschleimhaut in Zusammenhang gebracht.

Die derzeit schlechte Prognose des Magenkarzinoms ist vor allem darauf
zuriickzufiihren, dass die Erkrankung erst bei fortgeschrittenem Tumorwachstum zu
Symptomen fiihrt und daher hiufig in einem Stadium diagnostiziert wird, in dem
eine kurative Therapie nicht mehr moglich ist. Ein frithes Diagnostizieren des
Magenkarzinoms ist daher ausschlaggebend fiir eine erfolgreiche Behandlung.
Priventiv konnte man regelméfige endoskopische Screeninuntersuchungen bei
asymptomatischen Patienten mit erhohtem Karzinomrisiko durchfiihren. Die
bislang definierten prikanzerdsen Lédsionen des Magenkarzinoms sind jedoch nicht
ausreichend  fiir  die  Identifikation = von  Hochrisikopatienten,  die
Screninguntersuchungen zuzufiihren wéren, sodass die Etablierung neuer exogener

oder endogener Risikofaktoren wiinschenswert ist.

In der vorliegenden Arbeit sind wir der Frage nachgegangen, ob die
Polymorphismen der NAD(P)H-Oxidoreduktase und der Methylentetrahydrofolat-
Reduktase zu einem erhohten Risiko filir die Entstehung eines Adenokarzinoms des
Magens beitragen.

Im positiven Falle konnten einfache Blutuntersuchungen gemeinsam mit bereits
bekannten Risikofaktoren helfen, diejenigen Patienten zu identifizieren, die von
regelmidfigen endoskopischen Screeninguntersuchungen bzw. frithzeitigen

therapeutischen Interventionen profitieren konnten.

12
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3.Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden retrospektiv Préparate von 213 Patienten (89 Frauen und
124 Minner) mit einem Adenokarzinom des Magens untersucht, die sich in der Zeit
von 1984-2001 einer Gastrektomie oder einer Magenteilresektion in den
medizinischen  Einrichtungen der Heinrich-Heine-Universitit  Diisseldorf
unterziechen mussten. Keiner der Patienten erhielt eine prdoperative Chemo- oder
Strahlentherapie. Das Durchschnittsalter lag bei 66 Jahren (Spannweite: 30 bis 90
Jahre). Histologisch wurden die Tumore nach der WHO- und Lauren-Klassifikation
unterteilt. Die pT- und pN Einteilung erfolgte nach der TNM-Klassifikation der
UICC von 2002.

3.2 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe dienten 252 gesunde Blutspender, denen in der Zeit von 1995-
2001 in den medizinischen Einrichtungen der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf Blut entnommen wurde und die keinerlei Medikamente eingenommen

hatten.

13
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Tabelle 1: Klinisch-pathologische Daten der Karzinompatienten und der

Kontrollgruppe
Karzinompatienten Kontrolle
n=203; n (%) n=252; n (%)
Geschlecht
weiblich 87 (42,9) 59 (23,4)
ménnlich 116 (57,1) 193 (76,6)
Durchschnittsalter 66 (30-90) 39 (24-70)
pT Kategorie
pT1 40 (19,7)
pT2 84 (41,4)
pT3 61 (30,0)
pT4 18 (8,9)
pN Kategorie
pNO 63 (31,0)
pN+ 140 (69,0)
Rauchgewohnheiten
Nichtraucher 107 (62,6) 100 (40,7)
Ex-Raucher 3(1,7) 32 (13,0)
Raucher 61 (35,7) 114 (46,3)
regelméBiger
Alkoholkonsum
Nein 128 (74,8) keine Angabe
frither 1 (0,6) keine Angabe
Ja 42 (24,6) keine Angabe

14
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Quelle: Sarbia et al. 2003

3.3 Molekulargenetische Untersuchungen

3.3.1 DNA-Priparation

Zunéchst wurde von jedem der 213 Resektate je ein Paraffinblock mit tumorfreiem
Normalgewebe (z.B. aus Absetzungsrandern) ausgewéhlt, mit Hamatoxylin-Eosin
(HE) gefiarbt. Wenn die Prdparate normale, tumorfreie Schleimhaut enthielten,
wurden von diesen Paraffinblocken jeweils 5x5 pm dicke Paraffinschnitte
angefertigt, und in absteigender Alkoholreihe das Paraffin entfernt. AnschlieBend
wurden die Gewebsanteile mit einem sterilen Skalpell vom Objekttrager abgekratzt
und in eine sterile Eppendorfftube mit 200 pl TE-Puffer (Tris EDTA) tberfiihrt.
Das Gewebe wurde anschliefend mit 20l Proteinase K (25 mg/ml) {iber Nacht

(16 h) bei 55°C im Thermoinkubator verdaut. Durch achtminiitige Erhitzung auf
94° wurde schlieBlich die Proteinase K inaktiviert. Zwei pl dieser DNA-Préparation
wurden ohne weitere Aufreinigung fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
eingesetzt.

Die DNA der Kontrollgruppe wurde aus 200ul Blut von gesunden Blutspendern
mittels eines Extraktionskits (QIAmpBlood Kit, Qiagen, Hilden), entsprechend dem

Protokoll des Herstellers, isoliert.

15
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3.3.2 Polymerase-Kettenreaktion(PCR)

Die PCR erfolgte jeweils in einem Gesamtvolumen von 25 pl. Die Amplifikation

wurde unter den folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Reaktions-Ansatz:

2 ul DNA Template

0.25 pl 3"Primer

0.25 pl 5Primer

2.5 pl 10x PCR-Puffer

0.5 ul ANTPs (je 10mM von dATP,dCTP,dGTP,dTTP)

0.125 ul Tag-DNA-Polymerase (Hotstar, 2 units/ pl)

Aqua dest. ad 25ul

Zur Kontrolle wurde ein PCR-Ansatz mit Aqua dest. statt DNA-Template
durchgefiihrt. So  konnten  effektiv mogliche Kontaminationen oder

Kreuzreaktionen (falsch positive Ergebnisse) tiberwacht werden.

Die Standard PCR-Bedingungen waren hierbei:

Tabelle 2: PCR-Temperaturprogramm fiir NQO!:

Temperatur Zeit Zyklusanzahl
94°C 14 min 1
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94°C 1 min

58°C 1 min 40

72°C 2 min

72°C 7 min 1
4°C 24 h

Tabelle 3: PCR-Temperaturprogramm fiir MTHFR

Temperatur Zeit Zyklusanzahl
94°C 14 min 1
94°C 1 min
56°C 1 min
40
72°C 2 min
72°C 7 min 1
4°C 24 h
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3.3.3 Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismus (RFLP)

Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus ist ein Verfahren, bei der man
durch bakterielle Endonukleasen spezifische DNA-Sequenzen, an den fiir das
Enzym typischen Stellen in definierte Fragmente, hydrolytisch aufspaltet.
Restriktionsendonukleasen  sind  bakterielle =~ Schutzmechanismen  gegen
Bakteriophagen. Thre eigene DNA kann durch die zusétzliche Methylgruppe nicht
von diesen Endonukleasen gespalten werden. Der Name leitet sich aus einer
Abkiirzung von ihrem Wirtsorganismus ab. So steht Hinf fiir Hdmophilus
Influenza. Wenn mehrere Endonukleasen produziert werden, werden diese mit

romischen Buchstaben versehen (Haelll= Himophilus dgypticus).

Um die bestmogliche Enzymaktivitit erreichen zu konnen, benétigt das
Restriktionsenzym  eine  spezifische  Salzkonzentration, ein pH- und
Temperaturoptimum, weshalb zusétzlich Puffer nach Anweisungen des Herstellers
angesetzt wird. AnschlieBend werden die Proben bei 37°C iiber drei Stunden
inkubiert. Nach Beendigung der Reaktion und Inkubation mit 3 ml Bromphenolblau
erfolgt eine Trennung durch eine Agarose-Gelelektrophorese. Die Fragmente
werden dann mit Ethidiumbromid als Fluoreszenzfarbstoff mit UV-Licht (A=302

nm) sichtbar gemacht.

Der Ansatz setzte sich fiir NOOI wie folgt zusammen:

8ul PCR Produkt

2ul Restriktionsenzym (Hinf)
1,1ul Restriktionsenzympuffer
—3h bei 37°C inkubiert.

Der Restriktionsverdau fiir MTHFR wurde mit folgendem Ansatz durchgefiihrt:
8ul PCR Produkt

2ul Restriktionsenzym (Hinf)
I,1ul Restriktionsenzympuffer
—3h bei 37°C inkubiert.
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3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung von Agarose-Gelen wurden 1.6 g Agarosetrockenpulver mit 80 ml
eines Puffers (TBEI) versetzt, gemischt und in einer Mikrowelle 90 sec lang
aufgekocht, bis sie vollstindig gelost waren. Unter dem Abzug wurden 7pl
Ethidiumbromid dazugegeben. Nach dem Abkiihlen wurde das Gel in eine Kammer
(sog. Briicke) gegossen, ein Taschenformer wurde eingesetzt und eine halbe Stunde
stechen gelassen, bis das Gel fest geworden war. AnschlieBend wurde der
Taschenformer vorsichtig entfernt, die Briicke in die Elektrophoresekammer
eingesetzt und mit TBE1-Puffer bedeckt, so dass der Spiegel 2mm {iber dem Gel
lag. Die Proben wurden in die Taschen eingefiillt und bei 85 V ungefdhr zwei
Stunden laufen gelassen. AnschlieBend wurde das Gel unter UV-Licht (A=302 nm)
photographiert.

Dabei entsprechen bei NOO! ein einzelner 172 bp langer Streifen und bei MTHFR
ein 180 bp langer Streifen dem homozygoten Wildtyp (d.h., dass das Enzym nicht
schneidet), zwei Streifen entsprechen dem heterozygoten Genotyp (das Enzym
generiert ein Fragment entsprechender Lénge) und ein einzelner Streifen mit einem

niedrigen Molekulargewicht entspricht dem homozygoten Null-Allel.
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3.4 Chemikalien
Chemikalien Hersteller
Agarosepulver GIBCO BRL
Ammoniumpersulfat Merck
Aqua dest. Braun
Borsdure Merck
Bromphenoblau Sigma
dNTPs Qiagen
EDTA Merck
Ethanol (100%,75%) Riedel de Haen
Ethidiumbromid Sigma
Formaldehyd(Formalin,37%) Merck
Formamid Merck
PCR Puffer Qiagen
Propanol (100%) Qiagen
Tris Merck
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3.5 Puffer und Losungen

Gelladepuffer 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
30% Glycerin

10x PCR-Puftfer Tris/HCL, pH 8,7 (20°C)
KCL
(NH4)2S04
15 mM MgCl2

1xTBE Puffer 0,09 M Tris/HCL, pH 8,0
0,09 M Borsiure
0,002 M EDTA

3.6 Enzyme
Enzyme Hersteller
Hinf Boehringer Mannheim
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Tag-DNA-Polymerase Qiagen
(Hotstar)
Proteinase K Merck
3.7 Verwendete Primer
MTHFR
f “forward primer”:
AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG
r “reverse primer”:
CGA AGC AGG GAG CTT TGA GCG TG
NQ 01
f “forward primer”:
AG CCC AGA CCA ACT TCT
r “reverse primer”:
ATT TGA ATT CGG GCG TCT GCT G

3.8 DNA-Langenstandard
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Name Firma

100 Basenpaarleiter

3.9 Gerite/sonstige Materialien

Fragmente

GIBCO BRL

100,200-1500,2072 Bp

Gerit Hersteller
Elektrophoresekammer Pharmacia
Mikrowelle, Mikromat AEG
PCR-Gerit Biometra
Spannungsgerit, Biometra Biometra
PowerPack P25

Thermoinkubator Eppendorf
UV-Lichtquelle, BioDocAnalyze Biometra
Power PAC 3000 BioRad
Spannungsgerit

Schiittlergerdt, MS1 Minishaker IKA
Thermomixer compact Eppendorf
Waage, Kern 440-33 Kern

Zentrifuge Mikro D

Fisher Scientific
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3.10 Statistik

Die statistische Auswertung dieser Fall-Kontroll-Studie erfolgte mit dem SAS-
Programm. Der Vergleich der Genotypverteilungen erfolgte mit dem Fisher-Exakt-
Test, Chi-quadrat-Test und Mantel-Haenzel-Test. Bei der Versuchsgruppe und der
Kontrollgruppe wurden Mittelwerte und Standardabweichungen aus den

Einzelergebnissen ermittelt
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4. Ergebnisse

4.1 NAD(P)H-Oxidoreduktase

Fir den NQOI-C609T-Polymorphismus ergab sich fiir die Magenkarzinom-
Patienten und der Kontrollgruppe folgende Verteilung:

Der Vergleich der Genotypenfrequenzen ergab einen homozygoten Genotyp 609TT
bei finf (3,9%) Karzinompatienten und vier (1,6%) Kontrollpersonen. Der
heterozygote Genotyp CT trat bei 62 (30,6%) Magenkarzinompatienten und 63
(25%) in der Kontrollgruppe auf. Das homozygote Wildtypallel besaBen 133
(65,5%) der Karzinompatienten und 185 (73,4%) der Kontollgruppe.

In beiden Gruppen wich die untersuchte NOQOI-Genotypfrequenz nicht signifikant
von dem erwarteten Hardy-Weinberg-Eqilibrium  (p=1,000 bei den
Magenkarzinom-Patienten; p=0,930 bei der Kontrollgruppe) ab. Die 609T-
Allelfrequenz trat mit einer Haufigkeit von 0,192 bei Karzinompatienten und 0,141
bei der Kontrollgruppe auf. Die Analyse der Genotypfrequenzen bei Patienten mit
bekannter Alkohol- und Nikotin-Exposition ergab dhnliche Werte. Die Verteilung
des NOOI-Genotyps korrelierte weder mit dem Alter der Patienten noch mit dem
Geschlecht (Tabelle 4).

Tabelle 4: Verteilung der NOQOI-Genotypfrequenzen bei Magenkarzinom-Patienten

und der Kontrollgruppe

Magenkarzinom-Patienten Kontrollgruppe

absolut relativ % absolut relativ %
Homozygot
T/T 5 3,9 4 1,6
Heterozygot
C/T 62 30,6 63 25,0
Wildtypallel
C/C 133 65,5 185 73,4
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4.2 MTHFR

Der Vergleich der Genotypenfrequenzen ergab einen homozygoten Genotyp TT bei
32 (15%) Karzinompatienten und 33 (12,9%) Kontrollpersonen. Der heterozygote
Genotyp CT lag bei 108 (50,7%) der Magenkarzinompatienten und 115 (45,1%) in
der Kontrollgruppe vor. Berechnungen der Odds Ratio (OR) der heterozygoten
Genotypenfrequenz CT ergab einen Wert von 1,38, ein 95% Konfidenzintervall
(0,92-2,05) und der homozygote Genotyp TT ergab ein OR von 1,42, ein
Konfidenzintervall von 95% (0,80-2,51). Auch die Analyse der Subgruppen mit
Nikotin- oder Alkoholabusus zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Tumorgruppe und Kontrollgruppe. Die homozygote Genotypfrequenz lag bei den
Tumorpatienten bei 13,8% (12/87) und 14,4% (21/146) bei der Kontrollgruppe
(Tabelle 5).

Tabelle 5: Verteilung der MTHFR-Polymorphismen bei Magenkarzinom-Patienten

und der Kontrollgruppe

Magenkarzinom-Patienten Kontrollgruppe

absolut relativ % absolut relativ %
Homozygot
T/T 32 15,0 33 12,9
Heterozygot
C/T 108 50,8 115 45,1
Wildtypallel
C/C 73 34,3 107 41,9
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5. Diskussion

Das Magenkarzinom gehort trotz der abnehmenden Inzidenz in den letzten
Jahrzehnten immer noch zu den hidufigsten krebsbedingten Todesursachen
weltweit. Da die Beschwerden erst in fortgeschrittenen, inkurablen Stadien
auftreten, ist das Magenkarzinom mit einer schlechten Prognose und einer erhohten
Mortalitdt assoziiert. Bei der Diagnosestellung befinden sich in der Regel 79% der
Tumore im Stadium IV. Die 5-Jahresiiberlebensrate (5-JUR) betriigt weniger als
5% (Allum et al. 1989, Whiting et al. 2002). Da das Magenkarzinom mit einer
schlechten Prognose einhergeht, ist eine frilhe Diagnosestellung des
Magenkarzinoms mit erfolgreicher Behandlung sinnvoll, um die Mortalitét effektiv
senken zu konnen. Dies wird durch die Analyse der Morbiditit und Mortalitdt des
Magenkarzinoms in Japan eindrucksvoll untermauert. Weltweit gesehen hat Japan
die hochste Inzidenzrate fiir beide Geschlechter (93 per 100 000 Einwohner),
(Whiting et a. 2002). Uberraschenderweise belegt Japan den vierten Platz in der
Mortalitétsliste hinter Siid Korea, Costa Rica und Sowjet Union (Muir et Harvey
1997). Ein internationaler Vergleich der Krebsregister in Entwicklungslandern und
in entwickelten Léndern zeigt eine 5-Jahresiiberlebensrate von 20% (Ries et al.
2004, Sankaranarayanan et al. 1999, Sant et al. 2003) wohingegen sie in Japan bei
40-60% liegt (Ajiki et al. 1998, Oshima et al. 2004). Die hohen Uberlebensraten in
Japan sind darauf zuriickzufiihren, dass ein groBer Teil der Magenkarzinome durch
ein Massenscreeningprogramm der Bevolkerung in frithen Stadien diagnostiziert
wird (Inoue et Tsugane 2005). Leider kann das japanische Modell nicht direkt auf
westliche Léander iibertragen werden, da das Magenkarzinom hier zu selten ist, um

Screeningprogramme sinnvoll erscheinen zu lassen.

Fiir die Entstehung des Magenkarzinoms wird eine multifaktorielle Genese durch
das Zusammenwirken von genetischen Risikofaktoren und exogenen Noxen
diskutiert. So scheinen Erndhrungsgewohnheiten, eine chronische Infektion mit
Helicobacter pylori, Nikotin- und Alkoholgenuss und die familidre Disposition eine

Rolle zu spielen.
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In den letzten Jahren fokussierte sich die Erforschung des Magenkarzinoms
hauptsdchlich auf das Ermitteln von Umgebungsfaktoren und genetischen
Risikofaktoren. Studien haben ergeben, dass die erhohte Aufnahme von
gerducherten, gesalzenen, nitrathaltigen und erhdhten kohlehydrathaltigen
Nahrungsmitteln sowie die verminderte Aufnahme von Obst, Gemiise und Milch
das Risiko fiir die Entstehung eines Magenkarzinoms signifikant erhoht (Howson et
al. 1986, Kramer et al. 1995). Weitere Studien haben ergeben, dass eine Infektion
mit dem Bakterium Helicobacter pylori zu einem 2.7-12-fach erhéhten Risiko fiihrt
(Cover et Blaser 1995). AuBlerdem konnte man in Magenkarzinomzellen die
Prisenz von Epstein-Barr-Virusmaterial mittels PCR und in situ Hybridisierung
ermitteln (Watanebe et al. 1997).

Wie bereits erwihnt, scheint das Magenkarzinom durch das Zusammenwirken
mehrerer Risikofaktoren zu entstehen. Daneben konnen einige Verdnderungen als
prikanzerdose Konditionen dienen, die das Entstehen von Magenkarzinomen
begiinstigen konnen. Diese verschiedenen pathologischen Faktoren wurden mit
einem erhohten Risiko fiir ein Magenkarzinom in Zusammenhang gebracht. Zu
diesen Konditionen gehoren u.a. die chronisch atrophische Gastritis, Magenpolypen
und Magenstumpf nach einer Magenteilresektion.

Pathologische und epidemiologische Studien haben bewiesen, dass das
Magenkarzinom sich mit der Folge chronische Gastritis, Atrophie, intestinale
Metaplasie und Dysplasie entwickelt. Dabei konnen ein erhohter Salzkonsum und
eine Infektion mit Helicobacter pylori zu einer Gastritis und Atrophie fithren
(Correa 1992).

Eine Infektion mit Helicobacter pylori ist sehr hdufig. Man nimmt an, dass
ungefdhr die Hélfte der menschlichen Bevolkerung mit diesem Bakterium infiziert
ist. Trotzdem entwickelt nur ein kleiner Teil ein Magenkarzinom. Daraus schlief3t
man, dass zusitzliche Faktoren, wie zum Beispiel Erndhrungsgewohnheiten oder
Virulenz des Erregers, bei der Entstehung eines Magenkarzinoms mitwirken

(Magnusson et al. 2001, Cox et al. 2001, Achtman et al. 1999).
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Helicobacter pylori verdndert die Expression bestimmter Gene, u. a. die fiir
Wachstumsfaktoren, Zytokine/Chemokine und ihrer Rezeptoren, der Apoptose

Proteine und Transkriptionsstérungen kodieren (Shang et Pena 2005).

Eine gut untersuchte und mit dem Magenkarzinomrisiko einhergehende
Verdnderung ist ein genetischer Polymorphismus des proinflammatorischen
Zytokins Interleukin-1beta (IL-1B), (El-Omar et al. 2000, 2001). El Omar et al.
berichteten im Jahre 2000 iiber einen positiven Zusammenhang zwischen den IL-1-
Polymorphismen und einem erhdhten Risiko fiir ein Magenkarzinom und seiner
Vorstufen. Sie untersuchten das IL-1B-Genkomplex bei 429 Magenkarzinom-
Patienten und bei 366 Gesunden in Polen und Schottland und fanden heraus, dass
der homozygote S511TT-Genotyp mit einem erhohten Magenkarzinomrisiko
einhergeht (OR, 2,6; 95% KI, 1,7-3,9). Auch der heterozygote Genotyp CT wies
ein erhohtes Risiko auf (OR 1,8; 95% KI 1,3-2,4). Aullerdem erkannten sie, dass
diese Polymorphismen mit einer Hypochlorhydie einhergingen (El Omar et al.
2000, Furuta et al. 2002).

Interleukin-1beta ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin. Es ist ungefahr ein
100-fach stirkerer Inhibitor der Magensdure als die Protonenpumpenhemmer
(Correa et Schneider 2005). Durch eine Infektion mit dem Bakterium Helicobacter
pylori kommt es zu einer erhohten Produktion des IL-1p, welches die Inflammation

einleitet und verstéarkt (Shang et Pena 2005).

Basierend auf diesem Hintergrund haben wir mittels dieser vorliegenden Arbeit
untersucht, ob es einen Zusammenhang des Magenkarzinoms mit den
Polymorphismen der NOQOI- und MTHFR-Gene gibt, damit man durch einfache
Blutuntersuchungen Hochrisikokollektive identifizieren kann, die eventuell durch

Frithdiagnose und therapeutische Interventionen profitieren konnten.
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5.1 NOO1

Die meisten chemischen Karzinogene bendtigen fiir die metabolische Aktivierung
zum Mutagen Enzyme des Organismus (Guengerich 1992).

Die NAD(P)H-Oxidoreduktase ist ein zytosolisches Enzym, das die zwei-Elektron
Reduktion von Chinonkomponenten katalysiert. Dadurch wird die Produktion von
Semichinon-Radikalen und reaktiven Sauerstoff-Spezies verhindert und die Zelle
vor einem oxidativen Schaden bewahrt. Auflerdem katalysiert die NQOI die
reduktive Aktivierung von Chinoiden Chemotherapeutika, wie das Mitomycin C,
Umgebungskarzinogene, wie die heterozyklischen Amine und die karzinogenen

Komponenten des Zigarettenrauchens, das Kondensat (Rauth et al. 1997).

Das NQOI1-609T-Allel findet sich gehdufter bei Patienten, die an einen Tumor
leiden, der durch chemische Karzinogene verursacht wurde, wie zum Beispiel das
Urothel-, Nierenkarzinom (Schulz et al. 1997) und Leukédmien (Wiemels et al.
1999, Larson et al. 1999). Widerspriichliche Ergebnisse wurden fiir das
Lungenkarzinom verdffentlicht (Rosvold et al. 1995, Chen et al. 1999, Xu et. Al
2001).

Der NQOI Polymorphismus zeigt auch ethnische Unterschiede an, so findet man
das Null- Allel, etwa doppelt so hdufig bei der chinesischen Bevdlkerung, als bei
den Kaukasiern (Gaedigk et al. 1998).

Frithere Studien zeigten zu dem, dass ein C609T Polymorphismus des NOQO-Gens
etwa doppelt so hiufig bei deutschen Patienten mit einem Adenokarzinom der
Kardia oder mit einem Barrett-Osophagus vorkommt, als bei einer Gruppe von
gesunden Blutspendern. Dies entspricht einer vorher verdffentlichten Studie einer
Kohorte aus 271 gesunden Freiwilligen aus derselben geographischen Region
(Schulz et al.1997, Sarbia et al.2003). Interessanterweise zeigten sowohl
Osophaguskarzinom- als auch Kardiakarzinom-Patienten, im Gegensatz zu der
Kontrollgruppe, eine erhohte Prévalenz sowohl im homozygoten als auch im

heterozygoten Genotyp.
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5.2 MTHFR

In frilheren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen dem C677T
Polymorphismus im MTHFR-Gen mit der Entstehung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen (Kang et al. 1991, Boushey et al. 1995, Fletcher et Kessling 1998,
Bailey und Gregory 1999, Wald et al. 2002), Neuralrohrdefekten und Kolon-
Karzinomen festgestellt (Giovannucci et al.1993, Ferraroni et al. 1994, Ma et
al.1997).

Die gegenwirtige Studie zeigt, dass ein C677T Polymorphismus im MTHFR-Gen
nicht zu einem erhdhten Risiko fiir die Entstehung eines Magenkarzinoms bei der
deutsch-kaukasischen Bevolkerung beitrégt.

Es wird angenommen, dass der MTHFR-Polymorphismus iiber die Folataufnahme
zu einer Krebsentstehung beitrdgt (Chen et al. 1996, Ma et al. 1997). Bei
ausreichender Folataufnahme diirften Tridger des MTHFR-Genotyps ein
vermindertes Risiko aufweisen, weil ausreichend Methylgruppendonoren
gewihrleistet sind. In der Bevolkerung jedoch ist die Folataufnahme gering, sodass
sowohl die DNA-Methylierung als auch die DNA-Synthese und die DNA-
Reparatur bei den Triagern verschiedener MTHFR-Genotypen beeintrachtigt sind.
Dies bedeutet wiederum ein erhohtes Risiko fiir die Krebsentstehung (Miao et al.

2002).

Unser Ergebnis steht im Gegensatz zu zwei zuvor veroffentlichten Studien, welche
eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus im MTHFR-Gen und einen
erhohten Risiko fiir die Entstehung eines Adenokarzinoms des Magens (Shen et
al.2001) und eines Kardiakarzinoms (Miao et al. 2002) bei der chinesischen
Bevolkerung nachgewiesen haben. Die Diskrepanz konnte also dadurch erklart
werden, dass die verschiedenen Bevolkerungen verschiedenen exogenen
Risikofaktoren ausgesetzt sind. Somit ist das Krebsrisiko, welches durch das

MTHFR C677T-Allel ausgelost wird, wahrscheinlich durch eine Gen-Erndhrung-
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Interaktion reguliert und konnte zum gréBten Teil von der nutritiven Folataufnahme
und von dem Plasmafolat-Spiegel abhéngen. Folglich kdnnte eine beeintriachtigte
MTHFR-Enzymaktivitdt bei der deutschen Bevdlkerung durch eine ausreichende
exogene Folataufnahme kompensiert werden.

AuBerdem konnten die Unterschiede in der Prdvalenz einer Helicobacter pylori
Infektion bei der kaukasischen und chinesischen Bevdlkerung die verschiedenen
Auswirkungen eines MTHFR-Polymorphismus theoretisch erkldren. Leider konnen
wir zu diesem Punkt keine Stellung nehmen, da Informationen {iber eine
Helicobacter pylori Infektion der Karzinom-Patienten und der Kontrollgruppe nicht
vorliegen. Auflerdem war die Ermittlung weiterer potentieller Risikofaktoren, wie
der Alkohol- und Nikotinkonsum, nicht bei allen Patienten retrospektiv moglich;

Angaben zur Folataufnahme tiber die Nahrung fehlen leider génzlich.
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6. Zusammenfassung

Titel: ,,Adenokarzinom des Magens und C609T Polymorphismus des NAD(P)H-
Oxidoreduktase-Gens sowie C677T Polymorphismus der Methylentetrahydrofolat-
Reduktase-Gens. Bedeutung fiir die Tumordisposition?*

Doktorandin: Yasemin Kandemir

Trotz des abnehmenden Trends gehort das Magenkarzinom zu den wichtigsten
malignen Tumoren weltweit. In dieser Fall-Kontroll-Studie haben wir die
Polymorphismen der NOOI- und MTHFR-Gene mittels Polymerase-Kettenreaktion
untersucht, um zu prifen, ob Polymorphismen dieser beiden Gene bei
Magenkarzinompatienten hdufiger vorkommen, als in der Normalbevélkerung. Im
positiven Fall konnte eine Analyse dieser Polymorphismen zukiinftig potentielle
Hochrisikopatienten identifizieren, die von regelméfigen endoskopischen
Screeninguntersuchungen bzw. frithzeitigen therapeutischen Interventionen
profitieren kdnnten.

Die Untersuchung bei der NOO! ergab, dass 5 (3,9%) Patienten homozygot, 62
(30,6%) heterozygot und 133 (65,5%) homozygot fiir das Wildtypallel waren. Bei
der Kontrollgruppe ermittelten wir dhnliche Werte, es waren 4 (1,6%) von 252
Kontrollpersonen homozygot fiir den Genotyp TT, 63 (25%) zeigten den
heterozygoten Genotyp CT und 185 (73,4%) besalen das Wildtypallel.

Die Analyse des MTHFR-Gens ergab bei dem Vergleich der Genotypenfrequenzen
dhnliche Resultate. Der homozygote Genotyp TT trat bei 32 (15%) Patienten und
bei 33 (12,9%) Kontrollpersonen auf. Der heterozygote Genotyp CT lag bei 108
(50,7%) Karzinompatienten und bei 115 (45,1%) Kontrollpersonen vor. Auch bei
Beriicksichtigung potentieller Kofaktoren (Rauchen und Alkoholgenuss) zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede. Die homozygote Genotypfrequenz liegt bei
den Patienten bei 13,8% (12/87) und 14,4% (21/146) bei der Kontrollgruppe.

Die Prédvalenz bei Karzinompatienten und der Kontrollgruppe ist anndhernd bei
beiden Genen gleich. Aufgrund dieser Ergebnisse kann keine Assoziation zwischen
der Entstehung des Magenkarzinom und den Polymorphismen der NQOI- und

MTHFR-Gene bei der deutsch-kaukasischen Bevolkerung angenommen werden.
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