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      Zusammenfassung   

Die Biologie der Tumorgenese des extranodalen Marginalzonen-B-Zell-Lymphoms 

vom  MALT-Typ  des  Magens  (MALT-Lymphom)  ist  nur  teilweise  verstanden. 

MALT-Lymphome  sind  stark  mit einer  Entzündung  durch  das  Bakterium 

Helicobacter pylori (H.p.) assoziiert. Die mikroskopische Diagnose ist zwar durch 

die Zuhilfenahme von gentechnischen Methoden sicherer geworden, trotzdem ist 

die  Unterscheidung  zwischen  einer  Entzündung  und  einem  Lymphom  in 

bestimmten Fällen schwierig. Die Möglichkeiten der microRNA (miRNA) können 

sowohl  in  der  Erforschung  der  Vorgänge  in  der  Entzündung  und  des  MALT-

Lymphoms als auch im Identifizierungsprozess von wichtiger Bedeutung sein.

In  dieser  Arbeit  wurde  daher  nach  einem  Zusammenhang  zwischen  der 

Expression einzelner miRNAs und der Entstehung einer Entzündungsreaktion und 

daraus eines MALT-Lymphoms des Magens gesucht. Dafür wurden Biopsate von 

Magenschleimhaut nach den Stadien der Wotherspoon-Klassifikation in gesunde, 

entzündliche und Lymphom-beinhaltende Proben eingeteilt und mittels qPCR auf 

376 verschiedene miRNA-Expressionen hin untersucht.

Es  konnte  in  dieser  Arbeit  gezeigt  werden,  dass 41  miRNAs einen signifikant 

graduellen  Anstieg  (n=33)  oder  Abfall  (n=8)  ihrer  Expressionswerte  in  der 

malignen  Transformation  aufweisen.  Einige  zeigen  das  Vorhandensein  von 

Lymphozyten und einer Entzündung an (z.B. miR.155, miR.566), für andere sind 

onkogene bzw. tumorsuppressive Wirkungen (z.B. miR.150, miR.182, miR.375) 

beschrieben.  Weitere  potentiell  wichtige  miRNAs  konnten  neu  erfasst  werden. 

Diese miRNAs können mit der Entstehung eines MALT-Lymphoms aus einer H.p. 

Gastritis  in  Verbindung  gebracht  werden  und  ermöglichen  weitergehende 

Forschung. 

Fünf  miRNAs  (miR.150,  miR.124a,  miR.550,  miR.518b,  miR.539)  konnten 

identifiziert werden, die signifikant unterschiedlich in einer Gastritis im Vergleich zu 

einem  MALT-Lymphom  exprimiert  werden.  Darunter  sind  einige,  z.B.  miR.150 

oder miR.124a, für ihre Wirkung in der Immunmodulation und Tumorgenese schon 

beschrieben.  Andere  signifikant  unterschiedliche  miRNAs  konnten  neu 
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hinzugefügt werden. Sie ermöglichen weiteren Einblick in die Biologie und könnten 

wichtige  Marker  in der  Unterscheidung zwischen den beiden stark verknüpften 

Pathologien darstellen.

Die  Ergebnisse  wurden  daraufhin  an  einem  zweiten  unabhängigen  Kollektiv 

überprüft. MiR.150, miR.375 und miR.142.3p konnten erneut signifikant getestet 

und somit bestätigt werden. Sie bekräftigen den Einfluss dieser miRNAs auf die 

pathologischen  Prozesse,  die  zur  Entstehung  eines  MALT-Lymphoms  des 

Magens führen und sollten zukünftig stärker im Fokus stehen.

Aufgrund  der  Ergebnisse  dieser  Arbeit  wurde  in  weiterführenden,  noch 

unveröffentlichten Studien erkannt, dass die CpG (Cytosin-phosphatidyl-Guanin)-

Inseln der miR.142.3p hypomethyliert sind. MiR.142.3p wird also angeschaltet und 

ihre  protoonkogene  Wirkung  entfaltet  sich.  Eine  genaue  Betrachtung  des 

Wirkmechanismus sollte sich anschließen, wie es für miR.150 und miR.155 mit 

Hilfe von transfizierten Lymphomzellreihen begonnen werden konnte.
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      Abkürzungsverzeichnis   

API2 Apoptosis Protein Inhibitor 2
bcl B-Cell Lymphom Gen
BIC B-cell Integration Cluster
CagA Cytotoxin-associated antigen A
CD Cluster of Differentiation
CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanin
CT / CP- Wert Cycle Treshold / Crossing Point Wert
DLBCL Diffuse-Large-B- Zell-Lymphom
DNA Desoxyribonucleic Acid

cDNA complementary DNA
FFPE Formalin Fixed Paraffin Embedded
FISH Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung
FoxP1 Forkhead Box Protein 1
HE- Färbung Hämatoxylin Eosin Färbung
H.p. Helicobacter pylori 
IgH Immunglobulin heavy chain
IgM / IgG / IgD Immunglobulin der Klasse M / G / D 
LEL Lympho Epitheliale Lesions 
MALT Mucosa Associated Lymphatic Tissue
NF-κB Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 

activated B-cells 
NHL Non-Hodgkin-Lymphom
PCR Polymerase Chain Reaction

qPCR quantitative PCR
rt-PCR real-time PCR

REAL Revised European American Lymphoma
RISC RNA-induced silencing complex
RNA Ribonucleic Acid

mRNA Messenger RNA
miRNA Micro RNA 

WHO World Health Organization

Cave: Der Begriff „Wotherspoon-Score“ wurde aus dem Englischen mit 
Wotherspoon-Stadium übersetzt. Er ist jedoch nicht mit dem Tumorstadium 
gleichzusetzen und sollte diesbezüglich nicht verwechselt werden.
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1)   Einleitung und Fragestellung   

1.1)   Niedrigmalignes extranodales Marginalzonen-B-Zell-Lymphom  
vom MALT-Typ des Magens   

1.1.1)   Klassifikation   

Das primär extranodale Marginalzonen-B-Zell-Lymphom vom MALT-Typ (MALT-

Lymphom) des Magens wird nach REAL-Klassifikation  (Harris et al.,  1994) und 

WHO-Klassifikation zu den niedrigmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) der 

B-Zell  Reihe  gezählt.  (Jaffe et  al.,  2008;  Isaacson et  al.,  2008) Das  MALT-

Lymphom gilt neben dem splenischen und dem nodalen als eigenständige Gruppe 

der Marginalzonenlymphome und wurde als eigene Identität  erstmals 1983 von 

Isaacson und Wright beschrieben.  (Isaacson und Wright,  1983) Es handelt sich 

um ein vor allem an Schleimhautbarrieren mit Antigenkontakt zu findendes NHL. 

Die  histologisch sichtbare Gemeinsamkeit ist  die „Mucosa associated lymphatic 

tissue“-Struktur (MALT), wie sie aus den Peyer-Plaques des Ileums bekannt ist. 

(Spencer et al., 1985)

1.1.2)   Vorkommen und Inzidenz   

Die  Inzidenz  primär  gastraler  Lymphome  beträgt  in  Westeuropa  weniger  als 

1/100000.  (Ullrich et al.,  2002) Zuerst vernahm man einen Anstieg der Inzidenz 

primärer  gastraler  Lymphome.  (Severson und Davis,  1990) Neuerdings konnte 

jedoch eine Senkung der Inzidenz gezeigt werden, die auf die Einführung der H.p.-

Eradikationstherapie  als  Standardtherapie  zurückgeführt  wird.  (Luminari et  al.,  

2010) 

Primär gastrale Lymphome machen insgesamt weniger als 5% aller Malignome 

des  Magens  aus.  (Loehr et  al.,  1969;  Muller et  al.,  1995) Die  im  Magen 

auftretenden Lymphome können zu 40% in niedrigmaligne MALT-Lymphome, zu 

55% in hochmaligne Diffuse-großzellige-B-Zell-Lymphome (DLBCL) und zu 5% in 

verschiedene weitere Lymphomentitäten aufgeteilt  werden.  In  einem Drittel  der 

DLBCL sind anteilig Strukturen von MALT-Lymphomen zu erkennen. (Koch et al.,  

2001) 
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MALT-Lymphome machen ungefähr 8% aller Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) aus. 

(International  Lymphoma Study Group (ILSG),  1997) Die häufigste Lokalisation 

der MALT-Lymphome ist der Magen. (Harris et al., 1994; Thieblemont et al., 2000) 

Weitere,  seltenere  Lokalisationen  eines  MALT-Lymphoms  können  Orbita, 

Intestinaltrakt,  Lunge,  Schilddrüse,  Haut,  Weichteilgewebe,  Blase,  Niere  und 

Zentral-Nerven-System betreffen. (Isaacson und Wright, 1984)

1.1.3)   Morphologie   

Das MALT-Lymphom zeichnet sich morphologisch durch verschieden aussehende 

Lymphozyten mit  unregelmäßigem Kern und zentrozytenähnlichem Aspekt aus, 

die sich in der Marginalzone eines Lymphfollikels ausbreiten. Immunhistochemisch 

ist das MALT-Lymphom positiv für CD20, CD19, CD22, CD79a, bcl-10 und IgM. In 

50% der Fälle kann es positiv für CD43 und bcl-2 sein. Negativ ist es hingegen für 

CD5, CD23, CD10, Cyclin D1 und IgD. (Harris et al., 1994; Cogliatti und Schmid, 

2002; Isaacson et al., 2008)

Der  histologische  Aufbau  des  MALT-Lymphoms  ist  gekennzeichnet  durch  die 

MALT-Struktur und charakteristische lymphoepitheliale Läsionen (LEL). (Isaacson 

und Wright, 1984) Die Magenschleimhaut zeigt im gesunden mikroskopischen Bild 

nur  wenige  Lymphozyten  bzw.  kein  organisiertes  lymphatisches  Gewebe.  Erst 

sekundär kommt es nach einer Infektion zur Entzündungsreaktion in Form eines 

Mucosa  associated  lymphatic  tissue  (MALT).  Als  MALT  wird  der  typische 

histologische Aufbau reaktiver Lymphozyten in einem oder mehreren Lymphfollikel 

in  unmittelbarer  Nähe von Schleimhautbarrieren genannt.  Neben dem üblichen 

Bild  eines  reaktiven  Lymphfollikels  bei  Entzündung  ist  des  weiteren  eine  der 

Mukosa zugewandte so genannte „dome cell region“ zu erkennen. Zum Lumen hin 

befinden sich über dieser Zone M-Zellen des Mucosa-Epitheliums, die auf  den 

Antigen-Transport  spezialisiert  sind.  (Banks,  2007)  MALT-Lymphome  zeigen 

anfänglich  diese  „geordneten“  histologischen  Strukturen,  verlieren  sie  aber  im 

Verlauf  der  weiteren  Lymphomentwicklung,  und  es  erscheint  ein  zunehmend 

diffuses Bild der Lymphozyten. Als lymphoepitheliale Läsion (LEL) wird dabei die 

Infiltration  und  Destruktion  des  Drüsengewebes  durch  Lymphozyten-Gruppen 

bezeichnet, welche die Basalmembran durchbrochen haben.
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1.1.4)   Klassifikation nach Wotherspoon   

Die  Veränderungen  des  histologischen  Bildes  von  einer  gesunden 

Magenschleimhaut zur MALT-Struktur und weiter zu einem destruierenden MALT-

Lymphoms sind fließend. Zur besseren Beurteilung teilt Wotherspoon in der nach 

ihm benannten Klassifikation (siehe Tabelle 1) die Lymphozyteninfiltration anhand 

des mikroskopischen Bildes in 6 Stufen ein. (Wotherspoon et al., 1993) 

Tabelle 1: Klassifikation nach Wotherspoon (Wotherspoon et al., 1993) 
(LEL - lymphoepitheliale Läsion)

Wotherspoon 
Stadium

Diagnose Histologisches Bild

0 Normal Vereinzelte Plasmazellen in der 
Lamina propria, keine Lymphfollikel

I Chronisch aktive Gastritis Vereinzelt lymphozytäre Aggregate 
in der Lamina propria, keine 
Lymphfollikel, keine LEL

II Chronisch aktive Gastritis 
mit Lymphfollikel

Chronisch aktive Gastritis mit 
prominenten Lymphfollikeln mit 
Mantelzone und eingestreute 
Plasmazellen, keine LEL

III Verdächtiges lymphozytäres 
Infiltrat – wahrscheinlich 
reaktiv

Lymphfollikel umgeben von kleinen 
Lymphozyten, die diffus in der 
Lamina propria aufsteigen und 
gelegentlich in das Epithel

IV Verdächtiges lymphozytäres 
Infiltrat – wahrscheinlich 
Lymphom

Lymphfollikel umgeben von einer 
Marginalzone, Lymphozyten 
infiltrieren diffus die Lamina propria 
und in kleinen Gruppen das Epithel

V Extranodales 
Marginalzonen-Lymphom 
vom MALT-Typ

Dichtes, diffuses lymphozytäres 
Infiltrat der Lamina propria mit 
prominenten LEL

1.1.5)   Identifikation   

Die Abgrenzung zwischen Entzündung und Malignom ist in den Stadien III und IV 

der  Klassifikation  nach  Wotherspoon  uneindeutig.  Außerdem  bleibt  die 

Einschätzung der Stadien, trotz Zuhilfenahme von immunhistochemisch gefärbten 

Präparaten,  einer  subjektiven  Betrachtung  des  Pathologen  unterworfen.  Zur 

besseren  Lymphomidentifizierung  werden  die  histologischen  Untersuchungen 
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durch biochemische Operationen wie der PCR (Polymerase Chain Reaction, siehe 

Abschnitt  2.6) unterstützt.  Mit dieser Methode kann nach genetisch identischen 

Zellgruppen bzw. deren identischen Produkten gefahndet werden.

Im Falle eines Lymphoms handelt es sich um B-Zellen, die nur eine spezifische 

Variante von Antikörpern produzieren. Sie sind monoklonal und monoreaktiv im 

Gegensatz  zu  den  in  Entzündungen  zu  findenden  polyreaktiven,  also  auf 

verschiedene Antigene gerichtete, B-Zellen. Der histologische Befund kann damit 

um  die  Information  der  „Monoklonalität“  erweitert  werden.  Die  früher 

beschriebenen  Zustände  und  Begriffe  wie  „Pseudolymphoma“,  eine  Lymphom-

ähnliche reaktive Lymphozyteninfiltration ohne Nachweis monoklonaler B-Zellen, 

oder  wie  „monoklonale  Gastritiden“,  histologisches  Bild  einer  Entzündung  mit 

Nachweis monoklonaler B-Zellen (Torlakovic et al., 1997; Wündisch et al., 2003), 

werden nicht  mehr verwendet.  (Burke,  2011)  Heute wird  eine mittels  IgH-PCR 

(Immunglobulin  heavy  chain)  gefundene  Monoklonalität  in  den  Wotherspoon-

Stadien  III  und  IV  als  Beweis  für  das  Vorhandensein  eines  Lymphoms 

angenommen.  (Hummel et  al.,  2006)  Als  allgemeiner  Standard  der  PCR-

Untersuchung hat sich das BIOMED2 Protokoll etabliert. (van Dongen et al., 2003; 

van Krieken et al., 2007; Liu et al., 2007) 

Zur  weiteren  Beschreibung  des  Befundes  können  FISH-Untersuchungen 

(Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung,  siehe  Abschnitt  2.7)  angezeigt  sein.  Diese 

können typische genetische Veränderungen offenbaren und entscheidend auf die 

Therapie und Verlauf einwirken (siehe Abschnitt 1.1.7).

1.1.6)   Einfluss Helicobacter Pylori Infektionen   

Helicobacter pylori (H.p.) konnte in 55% der Fälle von chronisch inaktiver und in 

88% von chronisch aktiver  Gastritis  als  häufigster  Erreger  beobachtet  werden. 

(Hirschl,  1987) H.p. besitzt die Fähigkeit, dem sauren Milieu der Magensäure zu 

trotzen und ist somit in der Lage, die Schleimhaut anzugreifen. Die Entstehung 

eines MALT im Magen ist Ausdruck einer Entzündungsreaktion, als deren Ursache 

eine Infektion mit H.p. angesehen wird.  (Wyatt und Rathbone,  1988; Stolte und 

Eidt, 1989) In über 90% der Fälle von MALT-Lymphomen des Magens konnte eine 

Infektion mit  H.p. nachgewiesen werden.  (Wotherspoon et al.,  1991) Ein durch 

H.p. entstandenes MALT wurde daher als Grundlage der Entstehung eines MALT-
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Lymphoms  erachtet.  (Parsonnet et  al.,  1994) Dies  konnte  weiter  untermauert 

werden, indem man zeigte, dass es in einem Großteil  der Fälle zur Remission 

lymphomverdächtigter  Infiltrate  nach  Eradikation  von  H.p.  durch  eine 

Antibiotikatherapie  kommt.  (Wotherspoon et  al.,  1993;  Fischbach et  al.,  2004; 

Wündisch et al., 2005) 

Eine chronische Infektion und Antigenkontakt führen zur Stimulation von T-Zellen, 

welche  ihrerseits  die  Proliferation  der  B-Zellen  koordinieren  und  stimulieren. 

Dieser Zusammenhang konnte streng spezifisch für H.p. und MALT-Lymphome im 

Magen gezeigt werden.  (Hussell et al.,  1993; Hussell et al.,  1996)  Des weiteren 

scheinen  diese  T-Zellen  in  ihrer  Fähigkeit  der  Selbstlimitierung  ihrer 

proinflammatorischen Wirkung auf B-Zellen eingeschränkt zu sein. (D'Elios et al.,  

2005)  Die B-Zellen  sind zu Beginn der  Lymphomentstehung zwar  monoklonal, 

aber  polyreaktiv,  d.h.  von  einer  Ursprungszelle  abstammend,  aber  auf 

verschiedene Antigene gerichtet. Dies repräsentiert den typischen Befund einer 

Entzündung  mit  Hypermutation  der  Immunzellen  und  widerspricht  eher  dem 

strengen Bild des monoklonalen, monoreaktiven Lymphoms. Es zeigt sich somit, 

dass es sich vor allem in den beginnenden Stadien der Lymphomentwicklung um 

eine  spezifisch  antigen-getriebenen  bzw.  sogar  antigen-abhängigen  Prozess 

handelt. (Qin et al., 1995; Craig et al., 2010a; Craig et al., 2010b)

Genetische Veränderungen spielen in dieser ersten Phase der Lymphomgenese 

eine  eher  untergeordnete  Rolle.  Obwohl  die  genauen  Mechanismen  ihrer 

Entstehung noch nicht vollständig verstanden sind, wird vermutet, dass genetische 

Veränderungen durch oxidativen Stress und gesteigerte Proliferation der Zellen im 

Zuge eines Entzündungsprozesses wie bei  einer H.p.-Infektion begünstigt  bzw. 

hervorgerufen werden.  (Coussens und Werb,  2002; Liu et al.,  2004) So konnte 

gezeigt werden, dass tumorassoziierte DNA-Methylationen nicht durch H.p. selbst, 

sondern durch die Immunreaktion auf H.p. verursacht werden. (Kondo et al., 2009; 

Niwa et al., 2010) Im Mausmodell wurde erkannt, dass eine Toleranz des Immun-

systems  gegenüber  H.p.  zu  weniger  tumorverdächtigen  Läsionen  bei  H.p.-

Besiedlung  führt,  trotz  des  weiter  fortbestehenden  H.p.  Befalls.  (Arnold et  al.,  

2011) 

Die Aggressivität von H.p. wird vor allem durch sogenannte Virulenzfaktoren – wie 

CagA  und  VacA  –  bestimmt.  Das  CagA-Gen  (cytotoxin-associated  antigen  A) 
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befähigt  H.p.  zur  Bildung  eines  Typ-4-Sekretions-Systems,  mit  dem es  CagA-

Proteine  in  die  Schleimhautzellen  einführen  und  dort  wichtige  Prozesse 

beeinflussen  kann.  VacA  ist  ein  Zytotoxin,  das  zur  Vakuolen-Bildung  und 

Zellzerstörung führt sowie die Antigenpräsentation von Lymphozyten beeinflusst. 

Die Virulenzfaktoren werden stark mit der Entstehung von Tumoren in Verbindung 

gebracht.  (Ahmed und Sechi,  2005) So wurde CagA bei H.p.-Infektion mit einem 

gesteigerten Auftreten der Translokation t(11;18)(q21; q21) assoziiert.  (Ye et al.,  

2003a) Die Virulenzfaktoren von H.p. scheinen aber nicht direkt an der Entstehung 

eines MALT-Lymphoms beteiligt zu sein, sondern sie führen zu einer verstärkten 

Entzündungreaktion. Diese wird als Grundlage für die nachfolgende Entstehung 

eines MALT-Lymphoms angesehen. (Lehours et al., 2004; Arnold et al., 2011)

Eine  antibiotische  Eradikationstherapie  gilt  als  Standardtherapie  bei  MALT-

Lymphomen des Magens. (Ruskoné-Fourmestraux et al., 2011) Eine Senkung der 

Inzidenz von Magenlymphomen in den letzten Jahren kann auf die standardisierte 

Therapie bei einer H.p.-Infektion zurückgeführt werden. (Luminari et al., 2010)

In  einem  Teil  der  Fälle  verbleibt  aber  trotz  der  histologischen  Remission  der 

Lymphominfiltrate nach Eradikationstherapie ein monoklonales IgH-Muster in der 

PCR-Untersuchung. Dies ist mit einer erhöhten Chance auf Lymphomwiederkehr, 

aber  nicht  mit  genetischen  Aberrationen  verbunden.  (Thiede et  al.,  2001; 

Montalban et al., 2005)

In bis zu 10% der MALT-Lymphome des Magens kann kein H.p. nachgewiesen 

werden. Diese H.p.-negativen MALT-Lymphome können häufig auf Helicobacter 

Heilmanii zurückgeführt werden.  (Morgner et al.,  2000; Nordenstedt et al.,  2013) 

Andere  Ursachen für  H.p.-negative  MALT-Lymphome könnten,  wie  von MALT-

Lymphomen anderer Lokalität bekannt, chronische Entzündungen durch weitere 

Keimspezien  oder  Autoimmunerkrankungen  sein.  (Hyjek  und  Isaacson,  1988; 

Hyjek et al., 1988; Jønsson et al., 1999; Ferreri et al., 2009) 

H.p.-negative  MALT-Lymphome  sind  häufiger  mit  genetischen  Veränderungen 

assoziiert  als  H.p.-positive  Fälle.  Interessanterweise  zeigen  sie  aber  trotzdem 

teilweise  eine  Remission  der  Infiltrate  nach  Eradikationstherapie.  (Ye et  al.,  

2003b; Raderer et al., 2006; Nakamura et al., 2006) Das „long term outcome“ von 

H.p.-negativen  MALT-Lymphomen  ist  dem  der  H.p.-positiven  Fällen  gleich. 

(Chung et al., 2009) 
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Eine  H.p.-Infektion  bzw.  eine  chronische  Entzündung  sind  als  die  wichtigsten 

Faktoren bei  der  Entstehung  eines  MALT-Lymphoms des  Magens  anzusehen. 

Insgesamt sind aber trotz der hohen Durchseuchung der Bevölkerung  (>50% – 

Brown,  2000) mit  H.p.  MALT-Lymphome  des  Magens  selten.  Eine 

Eradikationstherapie führt in 20-30% der H.p.-positiven MALT-Lymphome nicht zur 

Remission  der  Lymphominfiltrate.  (Liu et  al.,  2001a) und  in  einem  Teil  der 

gastrischen MALT-Lymphome kann gar kein H.p. nachgewiesen werden. Weitere 

Faktoren  scheinen  somit  ebenfalls  auf  die  Ausprägung  des  Lymphoms  einen 

wichtigen Einfluss zu haben.

1.1.7)   Einfluss genetischer Veränderungen   

In  bis  zu  50%  aller  MALT-Lymphome  können  genetische  Aberrationen 

nachgewiesen  werden.  Zu  ihnen  zählen  die  Translokationen  t(11;18)

(q21;q21)/API2-MALT1,  t(14;18)(q32;q21)/IGH-MALT1,  t(1;14)(p22;q32)/IGH-

BCL10 und t(3;14)(p14;q32)/IGH-FoxP1 sowie Trisomien der Chromosomen 3, 7, 

12 und 18. Die Häufigkeit ihres Auftretens unterscheidet sich stark zwischen den 

verschiedenen Lokalisationen des MALT-Lymphoms. Im Magen können in bis zu 

40% der MALT-Lymphome genetische Aberrationen nachgewiesen werden. Die 

Translokation  t(11;18)(q21;q21)/API1-MALT1  ist  mit  20%  die  häufigste, 

währenddessen die anderen Translokationen äußerst selten auftreten. Unter den 

Trisomien sind im Magen vor allem die Trisomie 3 und 18 vertreten. (Auer et al.,  

1997; Streubel et al., 2004; Streubel et al., 2005; Remstein et al., 2006) 

Bei t(11;18)(q21;q21)-Translokation entsteht das API2/MALT1 (Apoptosis Protein 

Inhibitor 2/ MALT-Lymphom assoziierte Translokation)-Fusionsprotein.  (Dierlamm 

et  al.,  1999;  Akagi et  al.,  1999) Es  führt  zur  eigenständigen  Aktivierung  des 

Transkriptionsfaktors  NF-κB  (nuclear  factor  kappa-light-chain-enhancer  of 

activated  B-cells).  (Lucas et  al.,  2001) API2  ist  Mitglied  der  „inhibitors  of 

apoptosis“-Gen-Familie  und unterdrückt  die  Apoptose durch  direkt  und indirekt 

hemmende Wirkung auf die Aktivität von Caspasen 3 und 7. (Roy et al., 1997) Das 

MALT1  Gen  ist  eine  Paracaspase,  die  eine  wichtige  Rolle  in  der  Antigen-

Rezeptor-vermittelten  Aktivierung  des  NF-κB-Mechanismus  spielt.  (Uren et  al.,  

2000) Der  NF-κB-Mechanismus  ist  in  einer  Vielzahl  von  Zellmechanismen mit 

wiederum  einer  Vielzahl  an  teilnehmenden  Einzelprodukten  verwickelt. 
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Proinflammatorische und antiapoptotische Wirkungen des Mechanismus scheinen 

bei der Entstehung eines Lymphoms entscheidend zu sein. Das normale MALT1 

Gen allein führt  nicht  zur verstärkten Aktivierung. Erst  in Kombination mit  dem 

BCL10  Gen  findet  normalerweise  eine  verstärkte  Aktivierung  des  NF-κB-

Mechanismus  statt.  Eine  Veränderung  dieser  beiden  Gene  führt  demnach  zur 

veränderten  Aktivität  des  NF-κB.  Im  Falle  der  als  Protease  wirkenden 

API2/MALT1-Fusionsproteine kommt es nicht  nur  vermehrt  zur  Aktivierung des 

NF-κB-Mechanismus,  sondern  auch  zur  Behinderung  dessen  negativer 

Rückkopplung.  Der  genaue  Vorgang,  wie  das  Fusionsprotein  den  NF-κB-

Mechanismus  zur  „Unsterblichkeit“  der  Zelle  führt,  ist  noch  nicht  vollständig 

verstanden.  (Du,  2011)  Von  Vorteil  ist,  dass  das  API2/MALT1-Fusionsprotein 

äußerst  stabil  ist,  indem  es  ebenfalls  seinem  eigenen  Abbau  durch  weitere 

Proteasen vorbeugt. (Izumiyama et al., 2003) 

Die t(11;18)(q21;q21)-Translokation kann in allen Lokalitäten, aber vornehmlich in 

MALT-Lymphomen des Magens und der Lunge, nachgewiesen werden. (Ye et al.,  

2003a) Die Häufigkeit ihres Auftretens in MALT-Lymphomen des Magens steigt 

mit dem Tumorstadium an. (Liu et al.,  2001b; Ye et al.,  2003b) Im Gegensatz zu 

den  nodalen  oder  den  splenischen  Marginalzonenlymphomen,  reaktiven 

Lymphfollikeln und DLBCL ist  die  t(11;18)(q21;q21)-Translokation spezifisch für 

extranodale  Marginalzonenlymphome  (MALT-Lymphome).  (Rosenwald et  al.,  

1999; Remstein et al.,  2000; Baens et al.,  2000) Ihr Auftreten in einem MALT-

Lymphom  ist  mit  einer  niedrigeren  Rate  an  Transformation  in  ein  DLBCL 

assoziiert.  (Ott et al.,  1997; Schreuder et al.,  2003) Die Daten neuerer Studien 

haben diese Annahmen aber wieder  in  Frage gestellt.  (Toracchio et  al.,  2009) 

Interessanterweise  kann  gerade  bei  H.p.-negativen  MALT-Lymphomen  die 

t(11;18)(q21;q21)-Translokation  häufiger  nachgewiesen  werden  als  in  H.p.-

positiven Fällen. Eine verstärkte genetische Wirkung bei der Lymphomentstehung 

in  H.p.-negativen  Fällen  wird  vermutet.  (Ye et  al.,  2003b)  Das  Auftreten  der 

Translokation  ist  des  weiteren  mit  einer  erhöhten  Widerstandsfähigkeit  des 

Lymphominfiltrates  gegenüber  einer  Eradikationstherapie  von  H.p.  (Liu et  al.,  

2001a; Liu et al.,  2002) und gegenüber einer Chemotherapie assoziiert.  (Santón 

et al., 2008)
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Die Translokationen t(14;18)(q32;q21)/IGH-MALT1 (Immunglobulin heavy chain – 

MALT1),  t(1;14)(p22;q32)/IGH-BCL10  (Immunglobulin  heavy  chain  –  B-Cell 

Lymphom)  und  t(3;14)(p14;q32)/IGH-FoxP1  (Immunglobulin  heavy  chain  – 

forkhead box protein 1) sind alle am IGH Locus 14q32 lokalisiert. Sie werden aber 

nur äußerst selten in MALT-Lymphomen des Magens nachgewiesen. 

Bei den Translokationen t(14;18)(q32;q21) und t(1;14)(p22;q32) werden die Gene 

BCL10 bzw.  MALT1 unter  Kontrolle  des  IGH-Gens  gestellt  und  führen  so  zur 

Aktivierung des NF-κB-Mechanismus.  (Willis et  al.,  1999;  Murga Penas et  al.,  

2003) Für die t(1;14)(p22;q32)-Translokation konnte gezeigt werden, dass sie vor 

allem in höheren Tumorstadien auftreten und eine verminderte Reaktion auf eine 

Eradikationstherapie zeigen. (Ye et al., 2006) 

Das  FoxP1  Protein  der  Translokation  t(3;14)(p14;q32)  ist  nicht  spezifisch  für 

MALT-Lymphome, da es ebenfalls in DLBCL gefunden werden kann. Der genaue 

Wirkmechanismus ist unbekannt, aber eine Wirkung in der B-Zell-Entwicklung und 

Aktivierung  des  NF-κB-Mechanismus  wird  vermutet.  (Du,  2011) Die  FoxP1-

Expression  wird  mit  einer  schlechteren  Prognose  und  höheren  Rate  an 

Transformation in ein DLBCL assoziiert. (Sagaert et al., 2006; Han et al., 2009) 

Unter den Trisomien können vor allem die Trisomien der Chromosomen 3 und 18 

in MALT-Lymphomen des Magens gefunden werden. Sie sind häufig und treten 

oftmals in Verbindung mit Translokationen auf. Deshalb kann vermutet werden, 

dass sie die Entstehung von Translokationen begünstigen.  (Wotherspoon et al.,  

1995;  Brynes et  al.,  1996) Eine  Ausnahme  scheint  die  t(11;18)(q21;q21)-

Translokation zu sein,  da sie nur selten in Verbindung mit weiteren genetische 

Veränderungen auftritt. (Starostik et al., 2002; Zhou et al., 2006) 

Eine eigene direkte Wirkung der Trisomien auf die Lymphomentstehung konnte 

noch nicht beschrieben werden. Sie scheinen aber eine maligne Transformation 

des Lymphoms anzuzeigen. So konnte die Trisomie des Chromosoms 3 mit einer 

Resistenz  gegenüber  einer  H.p.  Eradikationtherapie  in  Verbindung  gebracht 

werden.  (Taji et  al.,  2005) Da  Trisomien  häufig  mit  anderen  genetischen 

Veränderungen  vorkommen,  kann  angenommen  werden,  dass  die  schlechtere 

Prognose von allen beteiligten Veränderungen verursacht wird. (Krugmann et al.,  

2005) Weitere Untersuchungen konnten eine negative Wirkung der Trisomien 3 

oder 18 auf die Prognose nicht bestätigen. (Tibiletti et al., 2007) 
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1.1.8)   Ausbreitung und Metastasen   

Das  MALT-Lymphom  des  Magens  spreitet  per  contuitatem  oberflächlich  oder 

diffus  infiltrierend  aus.  (Suekane et  al.,  1993) Es  ist  dabei  nicht  nur  in  einer 

Lokalität  zu  orten,  sondern  kann  gleichzeitig  an  mehreren  Stellen  im  Magen 

aufgefunden  werden.  (Wotherspoon et  al.,  1992) Auch  innerhalb  histologisch 

unauffällig erscheinender Schleimhaut konnte mittels PCR eine weite mukosale 

Ausbreitung gezeigt werden. (Du et al., 2000)

Eine  späte  Neigung  zur  lymphogenen  Metastasierung  wurde  beschrieben.  In 

einem Drittel der MALT-Lymphome des Magens kommt es zur Dissemination. Das 

Outcome der Patienten bleibt jedoch gleich.  (Chang et al.,  1999; Thieblemont et  

al.,  2000; Ko et al.,  2002) Ein gleichzeitig auftretender Befall wurde vor allem im 

weiteren Gastrointestinaltrakt  (Du et al.,  1996; Flieger et al.,  2005) und auch in 

anderen  lymphatischen  Geweben  gefunden.  (Bertoni et  al.,  2000) Umstritten 

bleibt, ob es sich dabei um eine Metastasierung von MALT-Lymphom-Zellen des 

Magens handelt oder ob die immunproliferierenden Mechanismen, die im Magen 

zum Lymphomentstehung führen, in anderen Geweben die Lymphomentstehung 

ebenfalls begünstigen. So konnte gezeigt werden, dass Lymphozyten aus MALT-

Lymphomen Homing-Rezeptoren aufweisen, die sie dazu befähigen, gleiche bzw. 

ähnlich  günstige  Gewebe  zu  identifizieren,  um dort  zu  siedeln.  (Dogan et  al.,  

1997) Im  Gegensatz  zu  MALT-Lymphomen  anderer  Lokalisation  sind  aber 

gastrische MALT-Lymphome nur selten gleichzeitig in weiteren MALT-Gebieten zu 

finden. (Raderer et al., 2000) 

1.1.9)   Übergang in ein hochmalignes Lymphom   

In gastrischen MALT-Lymphomen kommen im Verlauf selten (2%) großkernige, 

zentroblastenartige  Tumorzellen  hinzu.  (Liu et  al.,  2010b)  Sie  signalisieren die 

Transformation des MALT-Lymphoms in  ein  sekundäres hochmalignes Diffuse-

Large-B-Zell-Lymphom (DLBCL). Des weiteren können primär in einem Drittel der 

DLBCL Anteile von MALT-Lymphomen erkannt  werden.  (Koch et al.,  2001) Es 

wurde daraufhin diskutiert,  ob es sich dabei um „High-grade“ MALT-Lymphome 

oder um DLBCL mit Anteilen von MALT-Lymphomen handelt. (Harris et al., 2000) 

Mittels  PCR-Untersuchung konnten gemeinsame IgH-Veränderungen in  DLBCL 
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und MALT-Lymphomen gefunden werden, die auf eine Entstehung des DLBCL 

aus  dem  MALT-Lymphom  hindeuten.  (Peng et  al.,  1997) Außerdem  wurden 

verschiedene Trisomien vor allem in MALT-Lymphomen und DLBCL mit MALT-

Anteilen  nachgewiesen,  die  auf  einen  gemeinsamen  Ursprung  zurückgeführt 

werden können.  (Hoeve et al.,  1999) Des weiteren werden im Magen bcl-6 und 

p53 Protein-Überexpressionen stärker in High-grade-Lymphomen und DLBCL als 

in  Low-grade-MALT-Lymphomen  gefunden  und  könnten  eine  mögliche 

Transformation darstellen.  (Omonishi et al.,  1998) Die häufige t(11;18)(q21;q21)-

Translokation  kommt  nur  in  MALT-Lymphomen  und  nicht  in  DLBCL  vor. 

(Rosenwald et al.,  1999) Aber es zeigte sich, dass MALT-Lymphome mit dieser 

Translokation  selten  in  DLBCL  transformieren.  MALT-Lymphome  ohne  diese 

Translokation  weisen  hingegen  andere  genetische  Veränderungen  auf,  die  in 

DLBCL ebenfalls gefunden werden können und somit eine mögliche Verbindung 

zu  einem  Teil  der  DLBCL  darstellen.  (Starostik et  al.,  2002) Weitere  Unter-

suchungen haben andererseits gezeigt, dass kleinzellige Lymphome andere Gene 

expressieren als großzellige Lymphome und dass diese mit den jeweiligen klein- 

bzw. großzelligen Anteilen von „gemischten Lymphomen“ übereinstimmen. (Barth 

et  al.,  2007) Interessanterweise  tragen  Lymphominfiltrate  des  Magens,  die 

morphologisch  sowohl  MALT-Lymphom-Anteile  als  auch  DLBCL-Anteile 

aufweisen, Charakterzüge beider Lymphomentitäten. (Yoshino et al., 2000) Es hat 

sich auch gezeigt, dass DLBCL mit MALT-Anteilen klinisch und prognostisch dem 

MALT-Lymphomen gleichen, aber verschieden zu reinen DLBCL sind. (Ang et al.,  

2009) Des  weiteren  reagiert  ein  Teil  der  DLBCL  mit  MALT-Anteilen  auf  eine 

Eradikationstherapie  mit  kompletter  Remission  der  Tumorinfiltrate.  Dies  lässt 

vermuten, dass manche Fälle der DLBCL doch eines H.p.-abhängigen Ursprungs 

sind. (Chen et al., 2001) 

Nach  aktueller  WHO-Klassifikation  gibt  es  keine  High-grade-MALT-Lymphome, 

sondern die Fälle, in denen Strukturen beider Lymphome auftreten, werden zu den 

DLBCL gezählt. Das DLBCL wird daher in primäre, also „De novo“ entstandene, 

DLBCL  und  in  sekundäre,  aus  einem niedrigmalignen  Lymphom  entstandene, 

DLBCL unterschieden. Das DLBCL geht mit veränderter Metastasenbildung und 

Prognose einher und bedarf einem anderem Therapieschema. (Stein et al., 2008) 

Die  Gemeinsamkeiten  und  Unterschiede  vor  allem derjenigen  Lymphome,  die 
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Strukturen  beider  Lymphomentitäten  aufzeigen,  machen  eine  weitere 

Subgruppierung wünschenswert. Vor allem für eine bessere Therapieplanung der 

betroffenen Patienten wäre dies von großem Nutzen.

1.1.10)   Symptome, Stadieneinteilung und Therapie   

Männer und Frauen sind ungefähr gleich stark betroffen und erkranken meist erst 

im höheren Alter. (Koch et al., 2001; Ullrich et al., 2002) Die Patienten stellen sich 

meist  unspezifisch  mit  Druckgefühl  oder  Schmerzen  im  Epigastrium,  Übelkeit, 

Aufstoßen und Erbrechen eventuell mit Blut vor. (Koch et al., 2001) 

Nach  der  Identifaktion  des  Lymphoms findet  das  Staging  mittels  bildgebender 

Verfahren statt. MALT-Lymphome werden dabei in Stadien nach der von Musshoff 

und Radaszkiewicz erweiterten Ann-Arbor-Klassifikation und Paris-staging-system 

eingeteilt. (Musshoff, 1977; Radaszkiewicz et al., 1992; Ruskoné-Fourmestraux et  

al.,  2003) Danach  sind  70  % der  MALT-Lymphome des  Magens  in  niedrigen 

Tumorstadien einzuordnen. (Koch et al., 2001) 

Eine  antibiotische  Eradikationstherapie  wird  primär  grundsätzlich  in  allen 

Tumorstadien empfohlen. Sie kann vor allem in den niedrigen Stadien zur lang-

fristigen  vollständigen  Remission  und  Heilung  führen.  Bei  anhaltenden  oder 

fortschreitenden  Infiltraten  sind  radio-,  chemo-,  immuno-  und  chirurgisch-

therapeutische Maßnahmen möglich. Aufgrund der niedrigen Fallzahl sind diese 

weiterhin  Gegenstand  intensiver  Forschung.  Ein  standardisiertes  Management 

fehlt.  Sowohl  auf  eine  Wiederkehr  des  MALT-Lymphoms  als  auch  auf  eine 

eventuelle Transformation in ein DLBCL ist zu achten, um die Therapie daraufhin 

zu verändern. (Ruskoné-Fourmestraux et al., 2011; Burke, 2011)

1.1.11)   Prognose des MALT-Lymphoms des Magens   

Die  Fünf-Jahres-„Overall“-Überlebensrate  eines  MALT-Lymphoms  des  Magens 

beträgt insgesamt über 80%. Sogar in Fällen mit schlechtester Bewertung nach 

Internationalem Prognostischen Index ist die Fünf-Jahres-Überlebensrate mehr als 

40%. (Armitage und Weisenburger, 1998) Das MALT-Lymphom wird überwiegend 

in niedrigen Tumorstadien diagnostiziert.  Die Prognose ist  in diesen Fällen mit 

mehr als 90% Fünf-Jahres-Überlebensrate sehr positiv. (Wündisch et al., 2005) 
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1.2)   MicroRNA und deren Bedeutung   

1.2.1)   Definition und Aufbau   

Kleinste  RNA-Sequenzen,  die  auf  die  post-transkriptionellen  Prozesse  des 

Zellgenoms  einwirken, wurden  erstmals  von  Lee  und  Wightman  1993 

beschrieben.  (Lee et  al.,  1993;  Wightman et  al.,  1993) Aber  erst  mit  der 

Entdeckung weiterer dieser kurzen RNA-Sequenzen im Jahre 2000  (Reinhart et 

al.,  2000) und der Benennung als microRNA – kurz miRNA (Lau et al.,  2001) – 

begann die Aufmerksamkeit der Forschung auf sie massiv zu steigen. 

MiRNAs  sind  kurze,  ca.  22  Nukleotide  lange  RNA-Sequenzen,  die  zumeist  in 

Introns, also in nicht für ein Protein kodierende Bereiche des Genoms, positioniert 

sind. Zum Teil liegen sie vor ihren genomischen Zielpunkten. Sie können allein 

oder in Clustern bzw. Familien vorkommen. Cluster sind Gruppen von gemeinsam 

hinter einem Promoter positionierten miRNAs, die meist zusammen transkribiert 

werden  und  zum  Teil  zu  Interaktionen  untereinander  fähig  sind.  Bei 

Untersuchungen  bietet  es  sich  zur  Vereinfachung  an,  das  Cluster  zuerst  im 

Ganzen  zu  betrachten.  (Bartel,  2004) MiRNAs  sind  stark  konservierte 

Genomanteile, da man sie in vielerlei Organismen nachweisen kann. (Pasquinelli 

et  al.,  2000) Bis  heute  sind  schon  hunderte  verschiedener  miRNA  gefunden 

worden,  und  ihre  Zahl  steigt  weiterhin  stetig.  (siehe  http://www.mirbase.org; 

http://www.microrna.org) 

Nach der Transkription der ca. 70 bis 100 Nukleotide langen Vorläufer-Pre-miRNA 

mit typischer Haarnadel-Struktur wird diese durch eine „Drosha“ Ribonuklease zur 

ca. 60 bis 70 Nukleotide langen Pre-miRNA verkleinert. Nach aktivem Transport 

aus dem Zellkern durch Exportin5 wird aus der  Pre-miRNA durch eine „Dicer“ 

Ribonuklease  die  miRNA-Duplex  herausgeschnitten.  (Cai et  al.,  2004) Das 

Zerschneiden  der  Pre-miRNA  und  Aufbrechen  in  einen  Einzelstrang  wird  von 

einem miRLC (miRNA loading complex) durchgeführt. Dieses miRLC besteht aus 

mehreren Proteinen und wird  im Laufe  dieser  Prozesse zum fertigen Produkt, 

einer Verbindung aus einzelsträngigen miRNA und RISC (RNA-induced silencing 

complex).  Das  RISC  besteht  daher  ebenfalls  aus  mehreren  verschiedenen 

Proteinen, die zum Teil noch nicht vollständig beschrieben wurden. (Maniataki und 

Mourelatos, 2005) 
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1.2.2)   Wirkmechanismus und Funktion   

Die Wirkmechanismen der miRNA werden als Epigenetik bezeichnet, da sie nicht 

an den genetischen Informationen selbst angreifen, sondern die „Übersetzung“ der 

genetischen Informationen in Proteine modulieren.

Der Komplex aus einzelsträngiger miRNA und RISC bindet über vollständige, aber 

häufiger  über  partielle  RNA-RNA-Sequenzhomologien  an  die  3`  untranslatierte 

Region der mRNA (Messanger RNA). Das verursacht einen Stopp der Translation 

der  mRNA  oder,  in  Fällen  vollständiger  Homologien  vermehrt,  sogar  die 

Deadenylation mit konsekutiver Degradation der mRNA. Der Stopp der Translation 

findet vor allem während der Initiationsphase der Proteinzusammensetzung statt.  

Unterbrechungen in der Postinitiationsphase werden vermutet, konnten aber noch 

nicht  vollständig  bewiesen  werden.  In  seltenen  Fällen,  wie  zum  Beispiel  in 

Verbindung mit dem „fragile X related protein 1“, wurde beobachtet, dass miRNA 

auch zur erhöhten Verarbeitung von mRNA führen können. Dies ist aber eher die 

Ausnahme als die Regel. (Fabian et al., 2010) 

Wie schon früh entdeckt wurde, ist die Fähigkeit zur Verhinderung der Translation 

abhängig  von der  Verbindungsstärke der  Sequenzhomologien.  Die  sogenannte 

„Seed“-Region  der  miRNAs  ist  ein  ca.  8  Nukleotide  langer  Abschnitt,  der 

vornehmlich für die Interaktion mit den mRNA verantwortlich ist und meist am 5` 

Ende der miRNA liegt. Je stärker die Verbindung zwischen miRNA und mRNA an 

dieser Stelle, desto stärker die repressive Wirkung. Die Stärke der Verbindung ist 

dabei nicht nur von der Übereinstimmung der Nukleotidpaare, sondern auch von 

anderen Faktoren wie den Konzentrationen der Sequenzen abhängig. Potentiell 

kann sich eine miRNA an mehreren mRNA binden, und eine mRNA kann, zum 

Teil synergistisch, das Ziel mehrerer verschiedener miRNAs sein.  (Doench und 

Sharp, 2004) Interessanterweise werden die Mechanismen der miRNAs ebenfalls 

von Regulationsfaktoren moduliert, vornehmlich von weiteren Proteinen wie dem 

HuR  und  Dead-end  1.  Dies  eröffnet  einen  Einblick  in  die  vielfältigen 

epigenetischen Regulationmöglichkeiten,  die  bei  weitem noch  nicht  verstanden 

sind. Es wird vermutet, dass viele der beschriebenen Prozesse in mikroskopisch 

sichtbaren  zellulären  Aggregaten,  den  sogenannten  P-Bodies  oder  Stress 

Granula, stattfinden. Die genaue Beziehung zwischen miRNA-Prozessen und P-

Bodies ist noch nicht vollständig erforscht. (Fabian et al., 2010)
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Durch  Computeranalysen  von  potentiellen  miRNA-Bindungsstellen  kann 

angenommen werden, dass miRNAs über 60% der für Proteine kodierenden Gene 

beeinflussen.  (Friedman et  al.,  2009)  MiRNAs  sind  somit  im  Stande,  auf 

zahlreiche, wenn nicht sogar auf fast alle, zelluläre Prozesse einzuwirken: Auf die 

frühe Entwicklung (Reinhart et al.,  2000), Zelldifferenzierung (Chen et al.,  2004), 

Proliferation (He et al., 2005; He et al., 2007), Apoptose (Brennecke et al., 2003), 

Fett Metabolismus (Xu et al., 2003) und viele mehr. Krankhafte Prozesse können 

an  Dysregulationen  der  miRNAs  erkannt  oder  sogar  durch  diese  ausgelöst 

werden.  So konnten verdächtige miRNAs in chronisch lymphatischer Leukämie 

(Calin et al.,  2004a), im Kolon Adenokarzinom (Michael et al.,  2003), im Burkitt´s 

Lymphom  (Metzler et  al.,  2004),  bei  viraler  Infektion  (Pfeffer et  al.,  2004) und 

weiteren Erkrankungen gezeigt werden. 

1.2.3)   Einfluss auf die Immunreaktion   

MiRNAs  haben  Einfluss  auf  nahezu  alle  Zellprozesse.  Daher  ist  es  nicht 

erstaunlich,  dass  man  den  miRNAs  ebenfalls  eine  Wirkung  bei  komplexen 

Abläufen  wie  den  Reaktionen  des  Immunsystems  zuschreibt.  MiRNAs  wirken 

sowohl  auf  das unspezifische als  auch auf  das spezifische Immunsystem.  Sie 

beeinflussen  stark  die  Differenzierung,  die  gegenseitige  Regulation  und  die 

einzelnen Funktionen der Zellen im Immunsystem. (O'Connell et al., 2010) 

Aus  der  Vielzahl  der  beteiligten  miRNAs  scheinen  einige  –  wie  miR.155, 

miR.181a, miR.17-92, miR.150 und miR.146 – von besonderer Bedeutung für das 

Immunsystem zu sein und sollen kurz vorgestellt werden. 

MiR.155 entstammt dem größeren Transkript BIC (B-cell integration cluster). Es 

wird stark bei der aktiven Immunantwort vor allem von B- und T-Zellen, aber auch 

von  Makrophagen  und  dendritischen  Zellen  induziert.  Bei  fehlendem  miR.155 

kommt  es  zur  fehlerhaften  Immunantwort  mit  weitreichenden  Veränderung 

verschiedener Gene, unter anderem für die Chemotaxis und Zelldifferenzierung. 

MiR.181a scheint vornehmlich die Differenzierung von T-Zellen zu beeinflussen, 

indem  es  auf  die  Stärke  des  T-Zell-Rezeptors  wirkt.  Bei  Überexpression  von 

miR.181a  kommt  es  zu  einem  Anstieg  von  Vorläufer-B-Zellen  und  Abfall  von 

Vorläufer-T-Zellen.  Wie  miR.181  ist  auch  das  miR.17-92  Cluster  an  der 

Entwicklung  der  Lymphozyten  beteiligt.  Das  miR.17-92  Cluster  beinhaltet  die 
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miR.17, miR.18a, miR.19a, miR.19b, miR.20a und miR.92a. Es wird in Vorläufer-

B-  und  T-  Zellen  als  auch  in  Monozyten  hoch  exprimiert.  In  späteren 

Entwicklungsstadien  ist  es  dagegen  niedrig  exprimiert.  MiR.150  wirkt  auf  den 

Transkriptionsfaktor c-Myb und ist stark in der Entwicklung von B-Zellen aber auch 

von  Megakaryozyten  involviert.  Einfluss  auf  die  Entwicklung  und  auf  die 

Signalwege verschiedener immunaktiver Zellen hat auch miR.146. 

Ein Zusammenhang von vielen weiteren miRNAs mit Funktionen im Immunsystem 

werden  vermutet,  konnten  aber  bis  jetzt  nur  teilweise  nachgewiesen  werden. 

(Baltimore et al., 2008; O'Connell et al., 2010)

Eine Infektion mit H.p. ist häufig Auslöser einer akuten und chronischen Gastritis. 

Diese gilt als wichtiger Risikofaktor für die Entstehung von Krebserkrankungen im 

Magen. MiRNAs sind an der Modulation der Immunantwort auf eine H.p.-Infektion 

beteiligt und stehen im Verdacht,  die Veränderung einer Entzündung zu einem 

Tumor zu beeinflussen. So konnten schon einige miRNAs gemessen werden, die 

signifikant verschieden in H.p.-infizierten im Vergleich zu nicht infizierten Proben 

exprimiert  waren.  Die  Mehrzahl,  darunter  miR.203,  miR.375,  let-7,  werden 

herunter reguliert. Allein miR.223 konnte vermehrt in infizierten Proben gefunden 

werden.  Einige  miRNAs –   miR.223,  miR.375,  miR.220c  –  sind  stark  mit  der 

Ausprägung  der  Aktivität,  der  chronischen  Entzündung  und  dem  H.p.-Befall 

assoziiert.  Nach  antibiotischer  Eradikationstherapie  „erholen“  sich  die  miRNA-

Profile,  indem  einige  durch  H.p.-Infektion  erniedrigte  miRNA-Level  wieder 

ansteigen. (Matsushima et al., 2011)

In Zelllinien konnte beobachtet werden, dass Mitglieder der let-7 Familie durch 

Zugabe  von  CagA-Virulenzfaktor  von  H.p.  vermindert  exprimiert  werden. 

(Matsushima et al., 2011) Weitere Untersuchungen an Zelllinien zeigten, dass bei 

Infektion mit H.p. die Expression von miR.155 als auch von miR.16 und miR.146a 

gesteigert wird. Eine erhöhte Expression von miR.155 bei Infektion mit H.p. konnte 

daraufhin auch in Proben von Magengewebe nachgewiesen werden.  Für diese 

gesteigerte  Expression  durch  H.p.  scheint  der  NF-κB-Mechanismus  und  das 

Activator-Protein-1  erforderlich  zu  sein.  MiR.155  scheint  auf  diesem Wege als 

negative Kontrolle in Immunreaktionen zu wirken. (Xiao et al., 2009) 

Weiter wurde speziell in T-Zellen eine Erhöhung der miR.155 infolge einer H.p.-

Infektion festgestellt. T-Zellen spielen eine führende Rolle bei der Regulation der 

1)   Einleitung und Fragestellung           19



Immunreaktionen bei einer H.p.-Infektion. Die Induktion von miR.155 findet dabei 

über  cAMP  und  FoxP3-Mechanismen  statt.  (Fassi  Fehri et  al.,  2010) Im 

Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass miR.155 in H.p.-infizierten Zellen 

überexprimiert  wird.  Es  zeigte  sich,  dass  ohne  miR.155  keine  ausreichende 

Immunantwort entstand, die auf eine fehlerhafte Regulierung durch die T-Zellen 

zurückzuführen  ist.  Somit  scheint  miR.155  von  großer  Bedeutung  für  die 

Entwicklung einer chronischen Gastritis zu sein. (Oertli et al., 2011) 

MiR.146a wurde als ein weiterer Bestandteil der Immunantwort bei einer Infektion 

durch H.p. erkannt.  Es hemmt die Produktion verschiedener immunspezifischer 

Proteine, darunter „Interleukin-1-receptor-associated-kinase-1“ (IRAK1) und „TNF-

receptor-associated-factor-6“ (TRAF6), und ist womöglich an der Negativkontrolle 

einer H.p.-Infektion beteiligt. Bei der Induktion dieser miRNA scheint wiederum der 

NF-κB-Mechanismus von entscheidender Bedeutung zu sein. (Liu et al., 2010c) 

Eine  mögliche  Verbindung  zwischen  H.p.-Infektion  und  Entstehung  von 

Krebserkrankungen  kann  für  weitere  miRNAs  vermutet  werden.  Eine 

Überexpression  von  miR.21  wurde  in  H.p.-infizierter  Magenschleimhaut 

festgestellt.  MiR.21  ist  ebenfalls  verstärkt  in  Magenkarzinomen  zu  finden  und 

bewirkt  erhöhte  Zellproliferation und einen Stopp der  Apoptose.  (Zhang et  al.,  

2008) Die  Expression  von  miR.218  wird,  wie  auch  in  Adenokarzinomen  des 

Magens,  durch  eine  H.p.-Infektion  in  den  Mucosa-Zellen  des  Magens 

herunterreguliert.  MiR.218  wirkt  als  Tumorsuppressor  durch  seine  hemmende 

Wirkung  auf  Zellwachstum  und  durch  vermutete  gesteigerte  Apoptose.  Des 

weiteren  wird  eine  Wirkung  von  miR.218  auf  den  NF-κB-Mechanismus 

angenommen – ein weiterer Hinweis auf die Verbindung von H.p.-Infektion und 

Tumorgenese. (Gao et al., 2010) Es konnte ebenso gemessen werden, dass das 

Level an Methylation von miR.34a/b bei H.p.-negativer Schleimhaut kleiner als bei 

H.p.-positiver  Schleimhaut  ist.  Interessanterweise  ist  das  Ausmaß  der 

Methylierung in H.p.-positiven Fällen gleich dem bei Magenkrebs.  (Suzuki et al.,  

2010) In MALT-Lymphomen konnte daraufhin die miR.34a mit einer erhöhten Rate 

der Transformation in ein DLBCL assoziiert werden. (Craig et al., 2011a) 
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1.2.4)   Einfluss auf die Tumorgenese   

In  einer  Vielzahl  an  Krebserkrankungen  wurden  veränderte  miRNA-Profile 

nachgewiesen. Häufig sind miRNAs an tumorassoziierten Regionen oder fragilen 

Stellen im Genom positioniert.  (Calin et al.,  2004b) Interessant ist insbesondere 

die Wirkung der miRNAs auf sogenannte Onkogene bzw. Tumorsuppressorgene. 

Durch  ihre  posttranskriptionell  hemmende  Wirkung  sind  miRNAs  im  Stande, 

entweder Tumor fördernde Gene (Onkogene) oder auch Tumor hemmende Gene 

(Tumorsuppressorgene) zu unterdrücken. Sie selbst fungieren dann ebenfalls als 

Tumor  fördernde  (Proto-Onkogene)  oder  Tumor  hemmende  (Proto-

Tumorsuppressorgene)  Produkte.  (Zhang et  al.,  2007) MiRNAs  mit  eindeutig 

onkogener Wirkung werden auch „Oncomir“ genannt. Einige der häufiger und am 

besten erforschten onkogenen miRNAs sind miR.155, miR.21 oder miR.17-92. Sie 

sind schon bekannt für ihre Wirkung in der Regulation der Immunantwort. 

Für  miR.155  wurde  neben  seiner  wichtigen  Rolle  bei  der  Regulation  des 

Immunsystems gezeigt, dass eine Überexpression einen der wichtigsten Schritte 

zur  B-Zell-Leukämie  darstellt.  An  miR.21  wurde  demonstriert,  dass  es  zur 

Tumorregression  kommt,  wenn  die  Level  an  miR.21  sanken.  Weiter  konnten 

verschiedene  Tumorentitäten  mit  miR.17-92  Cluster  in  Verbindung  gebracht 

werden.  MiR.17-92  interagiert  dabei  mit  dem  Myc-Gen,  aber  die  genauen 

Mechanismen sind noch nicht vollständig erforscht.

Im Gegensatz dazu wurden bestimmte miRNAs, wie das miR.15a-16.1 Cluster 

oder  let.7,  bereits  als  tumorsuppressive  miRNAs  beschrieben.  MiR.15a-16.1 

wurden in  mehr als 50% der  B-Zell-chronisch-lymphatischen-Leukämie (B-CLL) 

nicht  gefunden.  Im  Mausmodell  wurde  daraufhin  gezeigt,  dass  es  nach 

Wiedereinführung  der  miR.15a-16.1  zu  einer  Erniedrigung  des  Zell  Zyklus 

Regulators  Cyclin  D  und  damit  zu  einer  erhöhten  Apoptosis  kommt.  Die  let7- 

Familie reguliert das onkogen wirkende RAS-Gen. Durch Erniedrigung der let.7 

wird RAS verstärkt exprimiert und führt zur vermehrten Zellproliferation.

Die genauen zellulären Wirkmechanismen dieser und weiterer tumorassoziierter 

miRNAs sind  nur  teilweise  verstanden.  Die  Untersuchungen  erweisen  sich  als 

schwierig,  da  sowohl  miRNAs  über  verschiedene  Wege  wirken  als  auch 

Veränderungen an den beteiligten Proteinen an der Genese und Regulation von 

Krebserkrankungen  teilhaben  können.  MiRNAs  können  an  den  verschiedenen 
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Charaktereigenschaften des Tumors beteiligt  sein.  Sie beeinflussen dabei nicht 

nur  die  Entstehung,  sondern  auch  die  Fähigkeit  zur  Metastatisierung  und  die 

Resistenz gegenüber Therapien.  So führt  eine miR.10b-Erhöhung und miR.31-

Erniedrigung  zur  verstärkten  Metastasierung  –  anscheinend  ohne  Einfluss  auf 

andere Seiten der Tumorgenese zu nehmen. (Kasinski und Slack, 2011) 

Im  Falle  von  Lymphomen  konnte  für  das  Burkitt-Lymphom,  Primäres-

Mediastinales-B-Zell-Lymphom,  Hodgkin-Lymphom  und  DLBCL  eine  erhöhte 

Expression von miR.155 gefunden werden. MiR.155 gehört zu einem größeren 

Transkript namens BIC (B-cell integration cluster) und wirkt an c-Myc-Gene, die 

mit der Tumorentstehung assoziiert sind.  (Metzler et al.,  2004; Eis et al.,  2005; 

Kluiver et  al.,  2005) Im  Mausmodell  wurde  deutlich,  dass  es  bei  miR.155 

Überexpression zur Proliferation von prä-leukämischen Vorläufer-B-Zellen kommt, 

die sich weiter zur vollständigen Malignität verändern. (Costinean et al., 2006) 

Das miR.17-92 Cluster  konnte ebenfalls  in  verschiedenen Lymphomentitäten – 

darunter  Diffuse-Large-B-Cell-Lymphom,  Follikuläre  Lymphome,  Mantelzell 

Lymphome,  Primär  kutanes B-Zell-Lymphom – dargestellt  werden.  (Ota et  al.,  

2004) Neben  den  veränderten  miR.17-92-Cluster-Profilen  wurde  auch  im 

Mausmodell die Neigung zur B-Zell-Lymphom-Genese gezeigt.  (He et al.,  2005) 

Das miR.17-92 Cluster wirkt  dabei über das Bim und Pten Gen hemmend und 

führt  so  zu  einer  Erhöhung  des  onkogen  wirkenden  c-Myc  Systems  und  der 

Lymphomentstehung. (Xiao et al., 2008) 

Für  das  MALT-Lymphom  des  Magens  sind  bislang  nur  vereinzelt  Studien 

durchgeführt  worden.  So  konnten  miR.200c,  miR.200b,  miR.203,  miR.141, 

miR.720, miR.205 in MALT-Lymphomen verringert gegenüber Tonsillen-Gewebe 

aufgefunden  werden.  MiR.203  war  in  MALT-Lymphomen  am  stärksten 

herunterreguliert,  was  auf  eine  Hypermethylation  der  Promoterregion 

zurückzuführen ist. Wenn in vitro miR.203 hinzugegeben wird, wird das Zielgen 

ABL1 gehemmt  und  es  kommt  zum Stopp  der  Tumorzellen-Proliferation.  Eine 

ABL1-Überexpression  konnte  dabei  in  Chronisch-lymphatischer-Leukämie  mit 

dem B-Zell-Rezeptor und  NF-κB Mechanismus in Verbindung gebracht werden. 

(Craig et al.,  2011b) Des weiteren hat diese Gruppe gezeigt, dass sich miRNA-

Profile  von  MALT-Lymphomen  und  DLBCL  in  vielen  miRNAs  signifikant 

unterschieden. Die Profile von Gastritis und MALT-Lymphomen waren hingegen 
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weniger  unterschiedlich. Die Transformation eines MALT-Lymphoms zu DLBCL 

geht mit einer Veränderung der miRNA-Profile einher. Viele der miRNAs befinden 

sich unter Hemmung des Myc-Gens, welches auffällig häufiger in DLBCL als im 

MALT-Lymphom nachgewiesen werden kann. Eine der am meisten deregulierten 

miRNA  ist  miR.34,  welche  auf  FoxP1  wirkt  und  mit  einer  erhöhten  Rate  der 

Transformation eines MALT-Lymphoms zu einem DLBCL assoziiert ist.  (Craig et  

al., 2011a) 

1.2.5)   Sekretion der miRNA in Körperflüssigkeiten   

MiRNAs  bzw.  miRNA-Profile  werden  vor  allem  aus  den  entsprechenden 

Gewebeschnitten extrahiert und analysiert. Die Forschergruppe um Lawrie zeigte 

aber anhand DLBCL, dass spezifische miRNAs in humanen Blutseren nicht nur 

nachgewiesen  werden  können,  sondern  sowohl  für  die  Diagnose  als  auch als 

prognostische Marker verwendet werden könnten.  (Lawrie et al.,  2008) Auch für 

Erkrankungen wie  Diabetes,  Lungenkarzinom, Kolorektale  Karzinome  (Chen et  

al.,  2008b),  Prostata  Karzinom  (Mitchell et  al.,  2008),  Brustkrebs  (Roth et  al.,  

2010), Ovarialkarzinom (Resnick et al., 2009), Nierenzell Karzinom (Redova et al.,  

2012),  Magenkarzinom  (Tsujiura et  al.,  2010) und  weitere  konnten  daraufhin 

veränderte miRNA-Profile im Blutserum beobachtet werden.

MiRNAs  gelangen  dabei  nicht  zufällig  bei  Zelllyse  nach  extrazellulär,  sondern 

werden in biochemischen Gebilden wie Exosomen und Mikrovesikeln organisiert 

sekretiert.  Diese  biochemischen  Schutzhüllen  aus  Lipoproteinen  sind 

verantwortlich für die Stabilität der miRNAs gegenüber den RNAsen im Blut. Die 

Beständigkeit  der  miRNAs  in  Blutuntersuchungen  könnte  von  besonderer 

Bedeutung in der Entwicklung noninvasiver Tests sein. (Kosaka et al., 2010) Des 

weiteren werden miRNAs auch in anderen Körperflüssigkeiten gefunden  (Weber 

et al.,  2010) und mit entsprechenden Erkrankungen in Verbindung gebracht, wie 

es anhand von Sputum bei Nicht-kleinzelligen Lungen-Karzinom (Xie et al., 2010) 

oder Urin bei Urothelkarzinom (Snowdon et al., 2012) gezeigt wurde.
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1.2.6)   Extrazelluläre Wirkung der miRNA   

Die Sekretion der miRNAs scheint nicht zufällig zu geschehen. Es wird weiterhin 

vermutet,  dass  miRNAs  durch  Rezeptoren  vermittelte  Endozytose  oder 

Membranfusion in anderen Zellen wieder aufgenommen werden. MiRNAs können 

auf diese Weise von einer Zelle zu einer anderen Zelle transportiert werden, wie 

es für verschiedene Zelltypen, darunter auch Zellen des Immunsystems und von 

Tumorgewebe, gezeigt werden konnte. MiRNAs sind also im Stande, in anderen 

Zellen  ihre  Wirkung  zu  vermitteln.  Sie  können  Zellprozesse  anderer  Gewebe, 

potenziell im gesamten Körper, modulieren und sind somit in der Lage, eine Art  

Zellkommunikation zu betreiben. Die genauen Zusammenhänge, wie, wann und 

warum  es  zur  Sekretion  bzw.  zu  Aufnahme  kommt  bzw.  ob  diese  ebenfalls 

bestimmten Regulationsfaktoren unterliegen, sind noch nicht vollständig erforscht. 

(Kosaka et al., 2010; Vickers und Remaley, 2012) 

1.2.7)   Nachweisbarkeit in FFPE Präparaten   

Aufgrund  ihrer  Kürze  und  der  Einbindung  in  ein  Proteinkomplex  sind  miRNA-

Moleküle sehr stabil. Trotz langer Lagerungszeiten und chemischer Bearbeitung 

ist es möglich, sie aus FFPE-Präparaten (formalin fixed paraffin embedded) zu 

isolieren. (Nelson et al., 2004) Weiter konnte von verschiedenen Forschergruppen, 

darunter vom eigenen Institut, gezeigt werden, dass die Ergebnisse der miRNA-

Analysen  von  FFPE-Präparaten  mit  denen  aus  frischen  bzw.  fresh-frozen-

Geweben vergleichbar sind.  (Xi et al.,  2007; Hoefig et al.,  2008; Doleshal et al.,  

2008) Untersuchungen auf miRNAs in archivierten FFPE-Präparaten sind somit 

gleichwertig zu Untersuchungen an frischem Gewebe und erlauben Rückschlüsse 

auf die miRNA Prozesse im lebenden Gewebe.

1.2.8)   Möglichkeiten der miRNA   

Die Anwendungsmöglichkeiten der miRNA scheinen vielfältig. Für die Forschung 

eröffnen sie  einen tieferen Einblick in zelluläre Mechanismen des Körpers.  Sie 

erweitern nicht nur das Verständnis der gesunden Prozesse und Zellinteraktionen, 

sondern  auch  der  krankhaften  Zustände.  Vor  allem  die  Stabilität  und 

Nachweisbarkeit der miRNAs in FFPE-Präparaten ermöglicht, z.B. in dieser Arbeit, 
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langfristige retrospektive Studien. Dies ist von Nutzen, um nötige Fallzahlen auch 

bei seltenen Erkrankungen zu erreichen.

Im klinischen Gebrauch können die  Eigenschaften der  miRNAs sowohl  für  die 

Diagnostik  als  auch  für  die  Therapie  von  Nutzen  sein.  MiRNAs  tragen  zur 

besseren Definition und Unterscheidung von Krankheiten bei.  (Lu et  al.,  2005) 

Unter anderem gelang es einer Arbeitsgruppe aus Lübeck zu zeigen, dass mit 

Hilfe  von  miRNA-Analysen  DLBCL  und  Follikuläre-Lymphome  nicht  nur  von 

gesunden Geweben, sondern auch voneinander unterschieden werden können. 

(Roehle et  al.,  2008) Des  weiteren  könnten  miRNAs  künftig  diagnostische 

Verfahren vereinfachen, indem sie eine Diagnosestellung bzw. Verlaufskontrolle 

schon durch eine Blutentnahme oder Magensaftprobe anstatt durch aufwändigere 

Gewebeentnahme ermöglichen. 

In  der  Therapie  könnten  miRNAs  eine  wichtige  Rolle  spielen. 

Krankheitsverursachende  miRNAs  könnten  medikamentös  beeinflusst  oder 

krankheitshemmende miRNAs stimuliert werden. Auch könnte die Sensitivität des 

Tumorgewebes auf Chemotherapeutika durch miRNAs beeinflusst werden.  (Wu, 

2010; Kasinski und Slack, 2011) 
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1.3)   Fragestellung   

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Zusammenhang zwischen der Expression einzelner 

miRNAs  und  der  Entstehung  einer  Entzündungsreaktion  sowie  eines MALT-

Lymphoms des Magens aufzuzeigen.

Hypothese ist,  dass einige miRNAs signifikant  verstärkt  oder vermindert  in der 

malignen  Transformation  auftreten.  Sie  weisen  somit  auf  eine  essentielle 

Bedeutung  dieser  miRNAs  bei  der  Entzündungsreaktion-  und 

Lymphomentstehung  hin.  Die  Detektion  und  Beschreibung  von  bestimmten 

miRNAs mit veränderter Expression könnte sowohl einen tieferen Einblick in die 

Biologie der Tumorgenese eröffnen als auch zu Fortschritten in der Diagnostik und 

Therapie dieser Erkrankung führen.

Aus  diesem  Grund  sollen  miRNA-Profile  von  humanen  Magenbiopsaten 

verschiedener Ausprägung von Entzündung und von Lymphom erstellt  werden. 

Das Probenmaterial  soll  aus FFPE-Präparaten des Archivs des pathologischen 

Instituts  Lübecks  akquiriert  werden.  Die  miRNA-Profile  werden  durch  qPCR 

Analyse  erstellt. Zur  besseren  Beschreibung  und  Vergleichbarkeit  der 

Studiengruppe werden Informationen über IgH-Monoklonalität und mittels FISH-

Analyse gefundene genetische Aberrationen ausgewertet.

Die Arbeit besteht aus zwei Teilen: Die initiale Studie und die Kontrollstudie. Mit 

der initialen Studie soll grundlegend auf signifikante miRNAs untersucht werden, 

um  diese  in  der  Kontrollstudie  im  Sinne  einer  Verifikationsanalyse  an  einem 

zweiten unabhängigen Kollektiv zu bestätigen. 
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2)   Material und Methoden   

2.1)   Ethikkommission   

Der  Antrag  (Aktenzeichen:  09-006)  für  die  Verwendung  humanen  Materials  in 

dieser  Arbeit  wurde  durch  die  Ethikkommission  der  Universität  zu  Lübeck  am 

27.Januar 2009 genehmigt. 

2.2)   Projektfinanzierung   

Die Arbeit und die darin enthaltenen Material- und Personalkosten wurden durch 

eine Förderung der Deutschen Forschungsgesellschaft finanziert (Aktenzeichen: 

TH 813/4-1). Weitere finanzielle Abhängigkeiten liegen nicht vor.

2.3)   Fallidentifikation   

Die initiale Studie beinhaltet 68 Fälle (siehe Tabelle 2), die aus dem Archiv des 

Instituts für Pathologie der Universität zu Lübeck identifiziert wurden. Es handelt 

sich um FFPE-Präparate von Biopsien von Gastroskopien und Gastrektomien aus 

den Jahren 2005 bis 2010. Die Fälle und die Angaben aus der Datenbank wurden 

anonymisiert.  Alle Fälle wurden erneut mikroskopiert sowie mithilfe von HE und 

immunhisto-chemisch  gefärbten  Präparaten  in  die  Stadien  nach  Wotherspoon 

eingeteilt  (siehe  Abb.1  bis  Abb.6;  siehe  Tabelle  1).  Präparate  mit  Ulkus, 

intestinaler Metaplasie oder starken Granulozyteninfiltraten wurden verworfen, um 

eventuelle  Einwirkungen  auf  die  miRNA-Profile  auszuschließen.  Informationen 

über den PCR-Nachweis von IgH-Monoklonalität nach BIOMED2 Protokoll  (van 

Dongen et al.,  2003; van Krieken et al.,  2007) wurden aus den Aufzeichnungen 

übernommen.
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Tabelle 2: Fallzahlen pro Wotherspoon-Stadium der initialen Studie

Wotherspoon-Stadium Fallzahl
0 („normal“) 14
I („chronisch aktive Gastristis“) 10
II („chronisch aktive Gastritis mit Lymphfollikel“) 11
III („lymphozytäres Infiltrat wahrscheinlich reaktiv“) 11
IV („lymphozytäres Infiltrat wahrscheinlich Lymphom“) 10
V („extranodales Marginalzonen Lymphom vom MALT-Typ“) 12

2.4)   Präparation des Materials   

2.4.1) Probenentnahme   

Den  FFPE-Präparaten  wurden  4x20  µm  Schnitte  –  somit  ca.  0,24  mm²  – 

entnommen. Die richtige Position der Probenentnahme wurde durch HE-gefärbte 

Präparate vor und nach Entnahme gesichert.

2.4.2) Extraktion aus FFPE   

Die Extraktion der RNA aus FFPE erfolgte mit dem „RecoverAll Kit“. Der Ablauf 

entspricht den Angaben des Herstellers.

„RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit – optimized for FFPE Samples“ 
AM1975

Ambion Inc. 
2130 Woodward St.; Austin; Texas 78744-1837; USA 

Die  RNA-Konzentration  der  Proben  wurde  mit  dem  „NanoDrop“-

Spectrophotometer  System  gemessen.  Für  jeden  Fall  wurde  eine  Menge  von 

mindestens 4800ng RNA erbracht.

„NanoDrop-Spectrometer ND 1000“ 
NanoDrop Technologies
3411 Silverside Rd; Bancroft Building; Wilmington; DE 19810; USA 
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2.5)   RNA in cDNA Erststrang   

Mithilfe  des Enzyms Reverse Transkriptase ist  es möglich,  RNA-Sequenzen in 

ihre  komplementäre  DNA  (cDNA)  zu  überschreiben,  um  diese  somit  für  die 

herkömmliche PCR nutzbar zu machen. (Spiegelman et al., 1971) 

In dieser Arbeit wurden für die Reverse Transkriptase PCR 4800 ng RNA je Fall 

verwendet,  so  dass  pro  Well  der  384-Well-Platte  nach  Abzug  von 

Pipetierüberhang mindestens 10 ng RNA Material vorlag. Als Primer und Reverse 

Transkriptase  wurde  „TaqMan  MicroRNA  Reverse  Transcription  Kit“  nach  den 

Angaben des Herstellers verwendet. 

„TaqMan Human MicroRNA Assay Set, 446 miRNAs“ (4383443)

„TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit“ (4366597)
Applied Biosystems, Inc.
850 Lincoln Centre Drive; Foster City; CA 94404; USA

„Nuclease-free Water“
Ambion Inc. 
2130 Woodward St.; Austin; Texas 78744-1837; USA 

Ein Reaktionsansatz von 7,5 µl pro Well der 384-Well-Platte beinhaltete: 

1) 4,581 µl RNA (10 ng RNA mit Nuklease-freiem H2O ins 
Verhältnis gemischt)

2) 1,5     µl 5x Primer
3) 0,075 µl dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate)
4) 0,5     µl RT (Reverse Transkriptase)
5) 0,75   µl 10x RT- Puffer
7) 0,094 µl RNase-Inhibitor

Um effektiver arbeiten zu können, wurden die aufwendigen Pipettierschritte zum 

Teil von dem „Biomek NXP“ Roboter durchgeführt.

„Biomek NXP“
Beckman Coulter, Inc.
250 South Kraemer Boulevard; Brea CA 92821-6232; USA
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Der Reverse Transkriptase PCR erfolgte im „T1 Biometric  Thermocycler“  nach 

folgenden Einstellungen:

„T1 Biometric Thermocycler“ 
Biometra GmbH 
Rudolf-Wissell-Str. 30; 37079 Göttingen; Deutschland

Einstellung des T1 Biometric Thermocycler: 

1) 30 Minuten bei 16°C
2) 30 Minuten bei 42°C
3)   5 Minuten bei 85°C
4)   Abkühlen auf 4°C

2.6)   qPCR und miRNA-Profile   

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) ist eine Methode zur Vervielfältigung von 

DNA-Sequenzen,  die  seit  ihrer  Erfindung  1983  von  Kary  Mullis  zu  einer 

Standardprozedur bei  der Analyse von genetischem Material  geworden ist  und 

verschiedene Erweiterungen erfahren hat. (Saiki et al., 1988) 

In dieser Arbeit wird eine quantitative PCR (qPCR), auch real-time PCR (rt-PCR) 

genannt, mit 376 verschiedene fluoreszierenden miRNA Primern (TaqMan Human 

MicroRNA)  verwendet.  Bei  einer  qPCR  ist  bereits  während  der  vielen 

Amplifikationszyklen eine Auswertung möglich, denn die fluoreszierenden Primer 

ändern ihr Verhalten bei Anlagerung an die Ziel-miRNA. Im Falle von TaqMan-

Primer kommt es während der Arbeit der Polymerase in der Amplifikationphase 

zur Trennung des die Fluoreszenz unterdrückenden Anteils vom fluoreszierenden 

Anteils der Primer, so dass daraufhin detektierbare Leuchtsignale entstehen.

„TaqMan Human MicroRNA Assay Set, 446 miRNAs“ (4383443)

„TaqMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG“ (4324020)
Applied Biosystems, Inc.
850 Lincoln Centre Drive; Foster City; CA 94404; USA

„Nuclease-free Water“
Ambion Inc. 
2130 Woodward St.; Austin; Texas 78744-1837; USA 
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Ein Reaktionsansatz von 10 µl pro Well der 384Well Platte beinhaltete: 

1) 0,67 µl cDNA 
2) 1      µl 20x Primer
3) 5      µl TaqMan Master Mix
4) 3,33 µl Nuklease freies H2O 

Erneut kam der „Biomek NXP“ Roboter zum Einsatz.

„Biomek NXP“
Beckman Coulter, Inc.
250 South Kraemer Boulevard; Brea CA 92821-6232; USA

Die qPCR-Analysen wurden mit Hilfe des „Lightcycler 480“ durchgeführt und die 

CT-Werte  der  einzelnen  miRNA-Profile  ermittelt.  In  vorhergegangenen  Studien 

konnte gezeigt werden, dass die qPCR-Analyse des „Lightcycler 480“ den Geräten 

von Applied Biosystems gleichwertig ist  (Roehle et al.,  2008) und somit für die 

Analyse der TaqMan-Primer verwendet werden kann.

„Lightcycler 480 Real-Time PCR Systems“ 
Roche AG
Grenzacherstrasse 124; 4070 Basel; Schweiz

Einstellung des Lightcycler 480: 

1) Enzym Aktivierung: 10 Minuten bei 95°C
2) Amplifikation mit 40 Zyklen:  

15 Sekunden auf 95°C (Rampe 4,4°C/sek; Analyse)
1 Minute bei 60°C (Rampe 2,2°C/sek)

3) Abkühlen: 30 Sekunden 40°C (Rampe 2°C/sek)

Als Cycle Treshold (CT) Wert, auch Crossing Point (CP) Wert genannt, wird die 

Anzahl von Zyklen bezeichnet, die es benötigt, bis die gemessene Fluoreszenz 

des Markers signifikant größer ist als die Grundfluoreszenz der Lösung. Der CT-

Wert gibt also den Zeitpunkt des ersten eindeutigen Nachweises des spezifisch 

fluoreszierenden Markers an. Die Fluoreszenz sollte daraufhin eine exponentielle 

Kurve  der  PCR-Amplifikation  beschreiben  und  erst  zum  Ende  aufgrund  des 

Verbrauch an Substraten davon abweichen. Eine miRNA mit niedrigem CT-Wert 

lag  demnach in  der  ursprünglichen Lösung in  großer  Menge,  eine  miRNA mit 

hohem CT-Wert dagegen in kleiner Menge vor. Somit sind verminderte CT-Werte 

mit einer vermehrten Expression derjenigen miRNA gleich zu setzen. Konnte eine 
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miRNA bis zum Ablauf der 40 Analysezyklen nicht detektiert werden, gilt sie als 

nicht enthalten und ihr CT-Wert wurde auf 40 gesetzt. Bei einer PCR mit 40 Zyklen 

(ca. 1 Billion Vervielfältigung) kann man davon ausgehen, dass selbst nur eine 

einzige nachzuweisende miRNA zu fluoreszieren begonnen hätte.

2.7)   Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)   

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist ein Verfahren, das es ermöglicht, 

bestimmte  bekannte  DNA-Sequenzen  nachzuweisen.  Dazu  werden 

komplementäre  Nukleinsäure-Sequenzen  mit  einem  Signalstoff  verbunden,  so 

dass sie nach Anlagerung an die zu untersuchenden DNA ihre Position anzeigen. 

(Pardue und Gall,  1969) Soweit Material vorhanden, wurden in dieser Arbeit alle 

Fälle  der  Wotherspoon Stadien  IV und V der  initialen  Studie  mittels  FISH auf 

eventuelle  Veränderungen des  MALT1 Gen untersucht.  Insgesamt  konnten  16 

Untersuchungen durchgeführt  werden.  Verwendet  wurde die „Dual  Color Break 

apart probe for LSI MALT1 (18q21)“ nach Protokoll des Herstellers. Diese kann 

ein Auseinandergehen von benachbarten Sequenzen im MALT1 Gen anzeigen 

und somit  implizieren,  das Translokationen wie  t(11;18)(q21;q21)  oder  t(14;18)

(q21;q32) stattgefunden haben. 

„Vysis LSI MALT1 (18q21) Dual Color Break Apart Rearrangement Probe“
Abbott Laboratories
100 Abbott Park Road; Abbott Park; Illinois 60064-3500; USA

2.8)   Statistische Auswertung   

Die statistische Auswertung wurde durch das Institut für Medizinische Biometrie 

und Statistik der Universität zu Lübeck (Direktor Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Andreas 

Ziegler,  Projektbetreuer Dipl.-Math.  oec.  Andrea  Senft und  Dipl.-Inform.  Silke 

Szymczak) durchgeführt. Zur Auswertung wurde die Statistik-Software „R“ Version 

2.11.1 (2010-05-31) benutzt. Ausgeschlossen wurden Fälle (n=3), in denen mehr 

als  45%  der  miRNA  nicht  detektierbar  waren  (CT=40).  Des  weiteren  wurden 

miRNAs (n=103) ausgeschlossen, die in mehr als 50% der Fälle nicht detektierbar 

waren (CT=40). Die Daten wurden einer quantilen Normalisierung unterzogen, um 
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die Untersuchungsergebnisse hinsichtlich ihrer Expressionsintensität miteinander 

vergleichbar zu machen. (Meyer et al., 2010)

Mit dem Jonckheere-Terpstra-Test wurde speziell hinsichtlich der Möglichkeit von 

Trends der  Expressionswerte  zwischen den Wotherspoon-Stadien getestet  und 

daraufhin die Bonferroni-Korrektur durchgeführt. Weiterhin fand eine Einteilung der 

Daten  in  drei  Gruppen  nach  „Gesund“,  „Gastritis“  und  „MALT-Lymphom“  statt 

(siehe Tabelle 3),  um auf eine signifikante Unterscheidung dieser Zustände zu 

untersuchen.  MiRNAs  der  Wotherspoon-Stadien  III  und  IV,  deren  Klonalität 

unbekannt war, entfielen in der Gruppeneinteilung (n=1). Mit dem Wilcoxon-Mann-

Whitney-Test  wurde speziell  getestet,  ob Gruppe 2 („Gastritis“)  und 3 („MALT-

Lymphom“)  sich  in  ihren  Expressionswerten  voneinander  unterscheiden. 

Daraufhin wurde die Bonferroni-Korrektur durchgeführt. 

Tabelle 3: Gruppierung der Fälle der initialen Studie; Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test um signifikant unterschiedlich exprimierte miRNAs der
Gruppe 2 („Gastritis“) und 3 („MALT-Lymphom“) zu identifizieren

Gruppierung Einschlusskriterien Fallzahl
Gruppe 1 („Gesund“) Fälle des Wotherspoon-Stadiums 0 13
Gruppe 2 („Gastritis“) Fälle der Wotherspoon-Stadien I und II 

sowie Fälle der Wotherspoon-Stadien 
III und IV ohne Nachweis von 
Klonalität

33

Gruppe 3 („MALT-
Lymphom“)

Fälle der Wotherspoon-Stadien III und 
IV mit Nachweis von Klonalität sowie 
Fälle des Wotherspoon-Stadiums V

18

2.9)   Kontrollstudie – Verifikationsanalyse   

Zum Nachweis der Reproduzierbarkeit und somit zur Bestätigung der Ergebnisse 

wurde eine Verifikationsanalyse – die Kontrollstudie – durchgeführt. 

Dafür wurden weitere 60 FFPE-Präparate von Biopsien von Gastroskopien und 

Gastrektomien  aus  dem  Archiv  des  Instituts  für  Pathologie  der  Universität  zu 

Lübeck identifiziert (siehe Tabelle 4). Sie stammen aus den Jahren 2005 bis 2011. 

Die  Fälle  und  Datenbankangaben  wurden  anonymisiert.  Stadieneinteilung  und 

Ausschlussverfahren entsprachen dem Prozedere der initialen Studie. 
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Tabelle 4: Fallzahlen pro Wotherspoon-Stadium der Kontrollstudie

Wotherspoon-Stadium Fallzahl
0 („normal“) 10
I („chronisch aktive Gastristis“) 10
II („chronisch aktive Gastritis mit Lymphfollikel“) 10
III („lymphozytäres Infiltrat wahrscheinlich reaktiv“) 10
IV („lymphozytäres Infiltrat wahrscheinlich Lymphom“) 10
V („extranodales Marginalzonen Lymphom vom MALT-Typ“) 10

In  der  Kontrollstudie wurden 20 miRNAs verwendet,  die  in  der  initialen Studie 

signifikant  waren.  Materialien,  Geräte  und Ablauf  der  Untersuchungen sind die 

selben wie in der initialen Studie. Es fanden jedoch keine FISH-Untersuchungen 

statt.

Die statistische Auswertung erfolgte durch das Institut für Medizinische Biometrie 

und Statistik der Universität zu Lübeck (Direktor Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Andreas 

Ziegler,  Projektbetreuer Dipl.-Math.  oec.  Andrea  Senft und  Dipl.-Inform.  Silke 

Szymczak).  Zur  Auswertung  wurde  die  Statistik-Software  „R“  Version  2.11.1 

(2010-05-31) benutzt. Ausgeschlossen wurden sowohl Fälle (n=1), in denen mehr 

als 15% der miRNAs nicht detektierbar (CT=40) waren, als auch miRNAs (n=0),  

die in mehr als 50% der Fälle nicht detektierbar waren (CT=40). 

Die  Daten  wurden  mittels  housekeeping miRNA U6  (RNU6B) normalisiert.  Als 

„housekeeping“ bezeichnet man eine miRNA, die in allen Gewebeproben gleich 

exprimiert  wird  und  somit  die  zahlreichen  Untersuchungen  miteinander 

vergleichbar macht.  (Meyer et  al.,  2010) In der Kontrollstudie wurden je Fall  3 

miRNA  U6  Messungen  durchgeführt  und  mit  den  Mittelwerten  aus  diesen 

Ergebnissen die  Fälle  miteinander  normalisiert.  Wiederum wurden Jonckheere-

Terpstra-Test und Bonferroni-Korrektur durchgeführt.

Die Werte der 6 Wotherspoon-Stadien wurden - wie in der initialen Studie - in  

Gruppen  aufgeteilt.  Gruppe  1  („Gesund“;  n=10),  Gruppe  2  („Gastritis“;  n=30), 

Gruppe 3 („MALT-Lymphom“; n=17) MiRNAs der Wotherspoon-Stadien III und IV, 

deren Klonalität unbekannt war, entfielen in der Gruppeneinteilung (n=2). Mit dem 

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test  und  Bonferroni-Korrektur  wurden  die  Gruppen  2 

(„Gastritis“) und 3 („MALT-Lymphom“) miteinander verglichen. 
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3)   Ergebnisse   

3.1)   Initiale Studie   

Alle Fälle wurden mithilfe von HE- und immunhistochemisch gefärbten Präparaten 

in  die  Stadien  nach  Wotherspoon  eingeteilt  (siehe  Abb.1  bis  Abb.6;  siehe 

Tabelle1) und die richtige Position der Probenentnahme kontrolliert. 

Abb.1:  Mikroskopisches  Bild  der  Magenschleimhaut  (Probe  aus  der  initialen 
Studie)  in  HE-Färbung  und 40facher  Vergrößerung.  Zu  sehen  ist  der  typische 
Drüsenaufbau  gesunder  Magenmukosa  (Wotherspoon-Stadium  0)  mit  nur 
vereinzelt aufzufindenden Lymphozyten. 

Abb.2:  Mikroskopisches  Bild  der  Magenschleimhaut  (Probe  aus  der  initialen 
Studie) in HE-Färbung und 40facher Vergrößerung. Zu sehen sind die typischen 
Strukturen  der  Magenmukosa  mit  verstreut  zu  findenden  Lymphozyten  gemäß 
einem Wotherspoon-Stadium I (chronisch aktive Gastritis). 
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Abb.3:  Mikroskopisches  Bild  der  Magenschleimhaut  (Probe  aus  der  initialen 
Studie)  in  HE-Färbung  und  40facher  Vergrößerung.  Die  Abbildung  zeigt  die 
Magenmukosa  mit  vermehrt  zu  findenden  Lymphozyten  und  prominenten 
Lymphfollikel  entsprechend  einem  Wotherspoon-Stadium  II  (chronisch  aktive 
Gastritis). 

Abb.4a:  Mikroskopisches  Bild  der  Magenschleimhaut  (Probe  aus  der  initialen 
Studie) in HE-Färbung und 40facher Vergrößerung. Zu sehen ist Magenmukosa, 
in der flächenhaft Lymphozyten und prominente Lymphfollikel zu finden sind. Mit 
dem Nachweis von vereinzelten lymphoepithelialen Läsionen (LEL) (siehe Abb.4b) 
entspricht dies einem Wotherspoon-Stadium III. 
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Abb.4b:  CD20 immunhistochemisch gefärbter  (braun)  Ausschnitt  der  Abb.4a in 
400facher Vergrößerung. Zu erkennen ist ein Querschnitt durch eine Magendrüse 
(grüner  Kreis),  in  die  ein  Lymphozyt  (roter  Pfeil)  vordringt  –  eine  sogenannte 
lymphoepitheliale Läsion (LEL) – typisch für Wotherspoon-Stadium III.

Abb.5a:  Mikroskopisches  Bild  der  Magenschleimhaut  (Probe  aus  der  initialen 
Studie) in HE-Färbung und 100facher Vergrößerung. Die Abbildung zeigt große 
Lymphozyteninfiltrate,  die  beginnen,  die  Drüsenstruktur  der  Mukosa  zu 
verdrängen und zu destruieren – entspricht Wotherspoon-Stadium IV.
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Abb.5b:  CD20 immunhistochemisch gefärbter  (braun)  Ausschnitt  der  Abb.5a in 
200facher  Vergrößerung.  Zu  erkennen  ist  ein  Querschnitt  durch  Magendrüsen 
(grüne Kreise) mit sowohl einzelnen (blauer Pfeil) als vor allem auch Gruppen von 
Lymphozyten (rote Pfeile), die in das Epithel vordringen und den Drüsenaufbau 
zerstören – sogenannte lymphoepitheliale Läsionen (LEL).

Abb.6:  Mikroskopisches  Bild  der  Magenschleimhaut  (Probe  aus  der  initialen 
Studie)  in  HE-Färbung  und  40facher  Vergrößerung.  Deutlich  sichtbar  ist  ein 
dichtes,  diffuses  lymphozytäres  Infiltrat  mit  arealweise  völliger  Destruktion  der 
typischen Strukturen der Magenmukosa gemäß einem Wotherspoon-Stadium V.
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Die Untersuchungen auf Monoklonalität in den Wotherspoon-Stadien III, IV und V 

wurden  mittels  PCR auf  IGH-Locus  nach  Biomed2  Protokoll  durchgeführt.  Ein 

monoklonales Bild ergab sich in 1 (9%), 5 (50%) und 12 (100%) der Fälle.

Die FISH-Untersuchung auf das Vorhandensein von Translokationen wurde in 16 

Fällen der Wotherspoon-Stadien IV und V der initialen Studie durchgeführt.  Sie 

erbrachte 13 (81,3%) negative und drei (18,7%) positive Fälle.  Zwei  (25%) der 

positiven Fälle sind aus dem Wotherspoon-Stadium V, einer (12,5%) der positiven 

Fälle aus dem Wotherspoon-Stadium IV. 

Der Jonckheere-Terpstra-Test erbrachte 41 (15% der 273 gewerteten miRNAs) 

signifikante miRNAs. Davon stiegen die Expressionswerte von 33 miRNAs an und 

fielen bei acht miRNAs hingegen ab (siehe Tabelle 5). In Boxplot-Diagrammen 

zeigen die miRNAs vornehmlich linear ansteigende oder abfallende Verläufe. Bei 

einigen  miRNAs  ist  zu  erkennen,  dass  sich  ihre  Expressionswerte  in 

pathologischen Stadien stark vom Gesunden unterscheiden, innerhalb der Stadien 

aber weniger stark verändern (siehe Abb. 7 bis 11 und Anhang). 

Tabelle 5: Signifikant veränderte miRNAs im Jonckheere-Terpstra-Test 
und Bonferroni-Korrektur der initialen Studie

miRNA
mittlere 
Differenz

Konfidenz-
intervall

p-Wert
(nicht adjustiert) 

1 miR.150 3.48 [3.13, 3.94] 1.19e-11
2 miR.518b 2.68 [1.91, 3.57] 1.86e-10
3 miR.566 3.01 [2.15, 4.87] 2.57e-10
4 miR.142.3p 5.03 [3.65, 6.16] 3.46e-10
5 miR.142.5p 2.85 [2.25, 3.54] 5.38e-09
6 miR.494 3.63 [2.19, 4.33] 7.90e-09
7 miR.182 -1.77 [-2.34, -1.13] 2.24e-08
8 miR.575 2.34 [1.60, 3.13] 3.44e-08
9 miR.198 1.93 [1.19, 2.66] 6.31e-08

10 miR.375 -2.19 [-2.90, -1.59] 7.35e-08
11 miR.138 3.45 [2.64, 4.60] 9.01e-08
12 miR.572 2.56 [1.79, 3.14] 1.65e-07
13 miR.124a 2.24 [1.43, 3.34] 1.95e-07
14 miR.519d 2.72 [1.87, 3.62] 3.04e-07
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15 miR.335 -1.95 [-2.67, -1.14] 4.24e-07
16 miR.155 5.47 [4.17, 6.83] 6.47e-07
17 miR.202 1.56 [0.84, 2.19] 6.47e-07
18 miR.429 -2.42 [-3.29, -1.57] 6.87e-07
19 miR.188 1.81 [1.01, 2.68] 7.29e-07
20 miR.153 -2.57 [-3.80, -1.44] 1.21e-06
21 miR.135a -2.31 [-3.30, -1.42] 1.93e-06
22 miR.584 2.19 [1.33, 3.18] 2.50e-06
23 miR.612 2.64 [1.87, 4.29] 3.02e-06
24 miR.596 1.26 [0.79, 1.84] 5.28e-06
25 miR.346 2.34 [1.29, 3.37] 7.99e-06
26 miR.550 1.43 [0.77, 1.95] 1.08e-05
27 miR.100 1.20 [0.81, 1.52] 1.33e-05
28 miR.199a 1.50 [0.78, 2.13] 2.88e-05
29 miR.148a -2.06 [-3.16, -0.87] 3.62e-05
30 miR.601 1.48 [0.82, 2.30] 4.73e-05
31 miR.342 1.28 [0.73, 1.91] 4.96e-05
32 miR.604 1.40 [0.83, 1.97] 5.63e-05
33 miR.7 -3.59 [-5.10, -1.28] 6.17e-05
34 miR.149 1.01 [0.45, 1.46] 8.99e-05
35 miR.549 1.68 [0.70, 2.47] 9.52e-05
36 miR.212 1.01 [0.51, 2.49] 1.16e-04
37 miR.361 1.54 [0.62, 2.09] 1.25e-04
38 miR.492 1.78 [0.57, 2.79] 1.33e-04
39 miR.23b 1.38 [0.61, 1.89] 1.64e-04
40 let.7f -1.20 [-1.82, -0.66] 1.72e-04
41 miR.565 1.89 [1.02, 3.08] 1.80e-04
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Abb.7: Boxplot-Diagramm der miR.155 der initialen Studie – p-Wert = 6.47x10-7

(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon-Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median an; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)

Abb.8: Boxplot-Diagramm der miR.142.3p der initialen Studie – p-Wert= 3.46x10-10

(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon-Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median an; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)
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Abb.9: Boxplot-Diagramm der let.7f der initialen Studie – p-Wert = 1.72x10-4

(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon-Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median an; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)

Abb.10: Boxplot-Diagramm der miR.150 der initialen Studie – p-Wert = 1.19x10-11

(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon-Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median an; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)
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Abb.11: Boxplot-Diagramm der miR.375 der initialen Studie – p-Wert = 7.35x10-08

(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon-Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median an; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)

Im Vergleichtest Wilcoxon-Mann-Whitney-Test der Gruppe 2 („Gastritis“: Fälle der 

Wotherspoon-Stadien I  und II  sowie  Fälle  der  Wotherspoon-Stadien III  und IV 

ohne  Nachweis  von  Klonalität)  und  Gruppe  3  („MALT-Lymphom“:  Fälle  der 

Wotherspoon-Stadien  III  und  IV  mit  Nachweis  von  Klonalität  sowie  Fälle  des 

Wotherspoon-Stadiums  V)  waren  fünf  miRNAs  (12%  der  273)  signifikant 

unterschiedlich. Vier dieser miRNAs weisen erhöhte Expressionswerte in „MALT-

Lymphom“ gegenüber „Gastritis“ auf. Nur eine miRNA ist in der „Gastritis“-Gruppe 

stärker  exprimiert  als  in  der  „MALT-Lymphom“-Gruppe (siehe Tabelle  6,  siehe 

Abb.12 und Abb.13). 
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Tabelle 6: Signifikant  unterschiedlich  exprimierte  miRNAs im Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test zum Vergleich der Gruppe 2 („Gastritis“) und Gruppe 3
(“MALT-Lymphom“) und Bonferroni-Korrektur der initialen Studie

miRNA
mittlere 
Differenz

Konfidenz-
intervall

p-Wert
(nicht adjustiert)

1 miR.150 1.47 [1.03, 1.98] 1.21e-05
2 miR.550 0.92 [0.52, 1.27] 2.54e-05
3 miR.124a 1.56 [0.94, 2.05] 5.44e-05
4 miR.518b 1.21 [0.58, 1.71] 9.95e-05
5 miR.539 -1.12 [-1.67, -0.50] 1.37e-04

Abb.12: Boxplot-Diagramm der miR.150 der initialen Studie – p-Wert = 1.21x10-5

(Darstellung der CT-Werte gegenüber den  Gruppen 1 („Gesund“), 2 („Gastritis“) 
und 3 („MALT-Lymphom“). Die Gruppe 1 wird nur zur Veranschaulichung gezeigt, 
im  Vergleichstest  Wilcoxon-Mann-Whitney-Test  wurden  Gruppe  2  und  3 
miteinander verglichen. Die obere und untere Kanten der Box beschreiben das 
obere bzw. untere Quartil; der prominente mittlere Balken zeigt den Median an; 
die  Whisker  präsentieren  die  Werte,  die  sich  innerhalb  der  1,5x  Boxlänge 
befinden, über die Whisker hinausgehende Werte sind als „Ausreißer“ mit Kreisen 
veranschaulicht.)
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Abb.13: Boxplot-Diagramm der miR.539 der initialen Studie – p-Wert = 1.37x10-4

(Darstellung der CT-Werte gegenüber den  Gruppen 1 („Gesund“), 2 („Gastritis“) 
und 3 („MALT-Lymphom“). Die Gruppe 1 wird zur Veranschaulichung gezeigt, im 
Vergleichstest Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wurden Gruppe 2 und 3 miteinander 
verglichen. Die obere und untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. 
untere Quartil; der prominente mittlere Balken zeigt den Median an; die Whisker 
präsentieren die Werte, die sich innerhalb der 1,5x Boxlänge befinden, über die 
Whisker hinausgehende Werte sind als „Ausreißer“mit Kreisen veranschaulicht.)

3.2)   Kontrollstudie – Verifikationanalyse   

Die Biopsate des zweiten unabhängigen Kollektivs wurden mithilfe von HE- und 

immunhistochemisch  gefärbten  Präparaten  wiederum  nach  der  Wotherspoon-

Klassifikation  eingeteilt  (siehe  Tabelle1)  und  die  richtige  Position  der 

Probenentnahme kontrolliert. 

Ein monoklonales Bild  des IGH-Locus nach Biomed2-Protokoll  ergab sich in 2 

(20%), 6 (60%) und 10 (100%) Fällen der Wotherspoon-Stadien III, IV und V.

Jonckheere-Terpstra-Test  erbrachte  vier  (20%  der  20  gewerteten  miRNA) 

signifikant  veränderte  miRNAs  (siehe  Tabelle  7).  Jeweils  zwei  miRNAs 

verzeichnen  einen  ansteigenden  bzw.  abfallenden  Verlauf  in  den  Boxplot-

Diagrammen (siehe Anhang). Mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wurden die in 

Gruppe 2  („Gastritis“)  und  3  („MALT-Lymphom“)  aufgeteilten  Fälle  miteinander 

verglichen und vier signifikant unterschiedliche miRNAs (20%) getestet. Zwei der 

miRNAs  haben  erhöhte,  die  beiden  anderen  erniedrigte  Expressionswerte  in 

„MALT-Lymphom“ im Vergleich zu „Gastritis“ (siehe Tabelle 8). 
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Tabelle 7: Signifikant veränderte miRNAs im Jonckheere-Terpstra-Test 
und Bonferroni-Korrektur der Kontrollstudie

miRNA
mittlere 
Differenz

Konfidenz-
intervall

p-Wert
(nicht adjustiert)

1 miR.150 0.12 [0.09, 0.14] 3.98e-09
2 miR.142.3p 0.15 [0.13, 0.18] 5.13e-07
3 miR.375 -0.08 [-0.13, -0.04] 2.70e-05
4 miR.494 -0.06 [-0.09, -0.04] 9.40e-04

Tabelle 8: Signifikant  unterschiedlich  exprimierte  miRNAs im Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test zum Vergleich der Gruppe 2 („Gastritis“) zur Gruppe 3 
(“MALT-Lymphom“) und Bonferroni-Korrektur der Kontrollstudie

miRNA
mittlere 
Differenz

Konfidenz-
intervall

p-Wert
(nicht adjustiert)

1 miR.150 0.06 [0.04, 0.08] 4.07e-07
2 miR.142.3p 0.09 [0.05, 0.12] 1.55e-05
3 miR.494 -0.06 [-0.08, -0.03] 9.13e-05
4 miR.124a -0.05 [-0.08, -0.02] 1.64e-03

3.3)   Übereinstimmungen in beiden Studien   

Sowohl  in  der  initialen  Studie  als  auch  in  der  Kontrollstudie  wurden  miR.150, 

miR.142.3p,  miR.375  und  miR.494  im  Jonckheere-Terpstra-Test  signifikant 

getestet.  Im Vergleich  der  Boxplot-Diagramme beider  Studien  zeigen miR.150, 

miR.142.3p und miR.375 gleichbleibende Tendenzen. Dagegen stellt sich miR.494 

in der initialen Studie ansteigend, in der Kontrollstudie abfallend dar.

Gemeinsam waren im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test beider Studien miR.150 und 

miR.124a  signifikant  unterschiedlich  exprimiert.  Im  Boxplot-Diagramm  zeigt 

miR.150 in beiden Studien eine ansteigenden Charakter. MiR.124a hingegen stellt 

sich in den Boxplot-Diagrammen in den Studien unterschiedlich dar.
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4)   Diskussion   

Das MALT-Lymphom des Magens ist  selten und sein Verhalten benigne.  Eine 

Besonderheit  ist  die  starke  Assoziation  des  MALT-Lymphoms  mit  einer 

Entzündung  durch  das  Bakterium  Helicobacter  pylori  (H.p.).  (Isaacson et  al.,  

2008) In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass der Entstehung eines MALT-

Lymphoms eine Entzündung vorausgeht. Nicht zuletzt die Remission des MALT-

Lymphoms  in  den  meisten  Fällen  nach  einer  H.p.-Eradikationstherapie  bewies 

dies eindrücklich und veränderte die Therapierichtlinien und Prognose immens. 

(Wotherspoon et al., 1993) Genetische Aberrationen scheinen erst im Verlauf der 

vor  allem antigen-getriebenen Entstehung des MALT-Lymphoms vorzukommen. 

Ihr Erscheinen deutet auf einen schwierigen Verlauf und teilweise auf ein erhöhtes 

Risiko der Transformation des benignen MALT-Lymphoms in ein malignes DLBCL 

hin.  (Liu et  al.,  2002;  Sagaert et  al.,  2006) Die  Transformation  des  MALT-

Lymphoms  in  ein  DLBCL  ist  aber  nicht  ausschließlich  von  genetischen 

Veränderungen verursacht.  (Liu et al.,  2010b) Das MALT-Lymphom des Magens 

ist  daher  ein  beeindruckendes  Beispiel  für  die  stufenweise  Entwicklung  von 

Tumorerkrankungen aufgrund eines spezifischen Auslösers. Die im Gesunden frei 

von Lymphozyten erscheinende Magenschleimhaut entwickelt nach Infektion mit 

H.p. die Strukturen einer Gastritis.  Diese bilden die Grundlage für entstehende 

MALT-Lymphome, die teilweise in maligne DLBCL übergehen. Nach Entfernung 

der „auslösenden“ Substanz kommt es meist zur Rückbildung der pathologischen 

Strukturen.  MALT-Lymphome  des  Magens  eignen  sich  daher  besonders  für 

Untersuchungen der epigenetischen Abläufe bei Infektionsreaktionen und bei der 

malignen  Transformation.  Die  Klassifikation  nach  Wotherspoon  teilt  den 

histologisch fließenden Übergang von der gesunden Schleimhaut zu Lymphom in 

fünf Stadien ein.  (Wotherspoon et al.,  1993) Die mikroskopisch zu beurteilenden 

Stadien sind jedoch abhängig von der Einschätzung des Mikroskopierenden und 

leider  teilweise  uneindeutig.  Weitere Untersuchungen wie  die  PCR- und FISH-

Analysen können helfen, die Diagnose eindeutiger zu stellen. Eine mittels PCR 

gefundene Monoklonalität des IgH-Locus in den Wotherspoon-Stadien III und IV 

wird als Beweis für das Vorhandensein eines Lymphoms angenommen. (Hummel 

et al., 2006) Die genauen Mechanismen und der Zeitpunkt der Veränderung einer 

Gastritis in ein MALT-Lymphom sind aber noch nicht vollständig aufgeklärt.
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Es  ist  belegt,  dass  miRNAs  einen  bedeutenden  epigenetischen  Einfluss  auf 

nahezu  alle  Zellprozesse  haben.  Die  Erforschung  der  miRNAs  offenbart 

bedeutsame Einblicke  in  die  Mechanismen zahlreicher  Erkrankungen.  MiRNAs 

wirken sowohl in der Organisation der Immunantwort als auch in der Entstehung 

von Tumorerkrankungen. (O'Connell et al., 2010) Eine wichtige Wirkung auch auf 

die Entzündungsreaktionen und die Entstehung des MALT-Lymphoms im Magen 

kann  daher  vermutet  werden  und  wurde  teilweise  untersucht.  Die  vielfältigen 

Möglichkeiten  der  miRNAs  können  somit  zum  besseren  Verständnis  der 

Pathologie des MALT-Lymphoms und zu Fortschritten in Diagnostik und Therapie 

führen.

4.1)   Die initiale Studie  

Die  vorliegende  Arbeit  besteht  aus  zwei  Teilen:  die  initiale  Studie  und  die 

Kontrollstudie.  In  der  initialen  Studie  wurden  die  Magenproben  auf  376 

verschiedene miRNAs untersucht.  Dabei  wurden in Trend-Tests  41 signifikante 

miRNAs ermittelt. Mit dieser Arbeit konnte der Einfluss einer Überexpression der 

miR.155 gezeigt werden. Im Boxplot-Diagramm (siehe Abb.7) ist gut zu erkennen, 

wie miR.155 in den Wotherspoon-Stadien I bis V verstärkt gegenüber gesunder 

Schleimhaut exprimiert wird, aber innerhalb dieser Stadien die Expressionswerte 

nur  noch  geringfügig  ansteigen.  Es  besteht  also  eine  enge  Assoziation  der 

miR.155 zur Entzündungsreaktion. MiR.155 wurde schon früher in Verbindung mit 

einer  H.p.-Gastritis  gebracht  und  eine  Wirkung  auf  den  NF-κB-Mechanismus 

vermutet.  (Xiao et al.,  2009) Sie ist außerdem maßgeblich mit der Organisation 

der Immunprozesse in einer H.p.-Gastritis assoziiert, indem sie auf die T-Zellen 

einwirkt.  (Fassi  Fehri et  al.,  2010) Schon bei  anderen Krebserkrankungen des 

Immunsystems konnte für miR.155 ein Zusammenhang mit der Lymphomgenese 

nachgewiesen werden. (Metzler et al., 2004; Kluiver et al., 2005; Eis et al., 2005) 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen die beschriebenen Wirkungen 

von miR.155 in der Immunmodulation und lassen einen wichtigen Einfluss auf die 

Entstehung eines MALT-Lymphoms, womöglich über die Wirkung von miR.155 auf 

den NF-κB-Mechanismus, vermuten. 
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Ähnliche Verläufe wie bei  miR.155 sind auch in den Boxplot-Darstellungen der 

miR.566,  miR.565,  miR.212 (siehe  Anhang)  und  miR.142.3p  (siehe  Abb.8)  zu 

sehen.  Diese  miRNAs  werden  in  den  Stadien  I  bis  V  verstärkt  gegenüber 

gesunder Schleimhaut exprimiert.  Innerhalb der Stadien I bis V ist dagegen ein 

geringerer Anstieg der Expression zu erkennen. Der Verlauf der Expressionswerte 

lässt  eine Wirkung dieser  vier  miRNAs in  der  Entzündungsreaktion und in  der 

Immunmodulation stark vermuten. Dabei sollte jedoch stets bedacht werden, dass 

die vermehrte Expression auch nur die vermehrte Ansammlung von Lymphozyten 

in  den  Proben  widerspiegeln  könnte.  Für  miR.142.3p  ist  eine  maßgebliche 

Wirkung  in  der  Regulation  der  Immunantwort  auf  verschiedenen  Ebenen 

beschrieben worden. (Sun et al., 2011b) Weiter konnte der Einfluss dieser miRNA 

auch auf die Tumorgenese beobachtet werden. MiR.142.3p ist dabei sowohl mit 

gesteigerten Expressionswerten wie bei T-Zell-akuter-lymphatischer-Leukämie (Lv 

et al., 2012), als auch mit gesenkten Werten wie bei Mantelzelllymphomen (Zhao 

et  al.,  2010) erkannt  worden.  Auch  für  miR.212  wurde  eine  unterschiedliche 

Wirkung  in  verschiedenen  Krebserkrankungen  beschrieben,  die  sie  sowohl 

onkogen als  auch  tumorsuppressiv  beeinflusst.  (Park et  al.,  2011) In  weiteren 

Untersuchungen sollten daher die Wirkweisen der beschriebenen miRNAs näher 

bestimmt werden.

Die  Expressionswerte  von  let.7f  zeigen  hingegen  einen  umgekehrten  Verlauf 

(siehe Abb.9).  Diese miRNA wird  in  den Stadien I  bis V gegenüber gesunden 

Fällen  vermindert  exprimiert,  verbleibt  in  diesen  Stadien  aber  dann  auf  gleich 

niedrigem Niveau. Da in gesunder Schleimhaut nur wenige bis keine Lymphozyten 

zu  finden  sind,  ist  fraglich,  inwieweit  dieser  Abfall  der  Expression  auf  die 

Lymphozyten übertragen werden kann. Für let.7f ist bekannt, dass es bei Infektion 

des Magens mit H.p. vermindert exprimiert wird.  (Matsushima et al.,  2011) Einen 

tumorsuppressiven Einfluss konnte für sie ebenfalls nachgewiesen werden. Let.7 

wirkt dabei auf das onkogene RAS-Protein hemmend.  (Johnson et al.,  2005) In 

Magenkarzinomen konnte  diese  Wirkung  der  let.7  in  der  Metastenbildung  und 

Dissemination  gezeigt  werden.  (Liang et  al.,  2011) Die  vorliegende  Arbeit 

bestätigt,  dass  es  zu  einer  Verringerung  des  tumorsuppressiven  let.7f  in  der 

Entzündungsreaktion einer Gastritis kommt und zu einer eventuellen Verstärkung 

der MALT-Lymphomgenese durch fehlendes let.7f führen könnte. 
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Andere  der  signifikant  getesteten  miRNAs,  miR.150,  miR.199a,  miR.494  oder 

miR.124a,  zeigen  in  den  Boxplot-Diagrammen  eher  linear  ansteigende  oder 

abfallende  Verläufe.  Diese  lineare  Steigerung  bzw.  Abfall  entspricht  den 

Vorstellungen  von  der  Entwicklung  des  MALT-Lymphoms  aus  den 

Entzündungsreaktionen  einer  H.p.  assoziierten  Gastritis.  Sie  offenbaren  eine 

zunehmende Deregulierung einiger miRNAs auf dem Weg zur Entzündung und 

zum  Lymphom  und  können  als  wichtige  Einflussfaktoren  auf  diesen  Prozess 

angenommen  werden.  Inwieweit  sie  direkt  an  der  malignen  Transformation 

beteiligt  sind  oder  eventuell  nur  die  Zunahme  der  pathologischen  Strukturen 

anzeigen, sollte weiter abgeklärt werden.

Unter diesen miRNAs sind einige nicht unbekannt. So zeigt z.B. miR.150 (siehe 

Abb.10),  welche  schon  für  ihre  Wirkung  in  der  Immunmodulation  beschrieben 

wurde, einen ansteigenden Verlauf der Expressionswerte. Erhöhte Expressions-

werte dieser miRNA wurden bereits in Magenkarzinomen gefunden.  (Wu et al.,  

2010) Im  Gegensatz  dazu  konnten  verringerte  Expressionswerte  von  miR.150 

unter  anderem  in  Mantelzelllymphomen  (Zhao et  al.,  2010) und  NK/T-Zell-

Lymphomen (Watanabe et al.,  2011) nachgewiesen werden. MiR.150 wirkt somit 

in verschiedenen Lokalisationen in unterschiedlicher Weise und könnte durchaus 

auch  Einfluss  auf  die  Entstehung  eines  MALT-Lymphoms  haben.  So  wurde 

Notch3  als  Zielgen  von  miR.150  erkannt  (Ghisi et  al.,  2011),  das  wiederum 

hemmend  auf  den  NF-κB-Mechanismus  wirkt. (Barbarulo et  al.,  2011) Eine 

erhöhte Expression von miR.150 könnte so zu einer verstärkten Aktivierung des 

NF-κB-Mechanismus und  seiner  Wirkung  auf  die  MALT-Lymphomgenese  im 

Magen führen.

Weitere miRNAs, wie miR.199a, miR.494 oder miR.124a (siehe Anhang), zeigen 

ebenfalls ansteigende Verläufe ihrer Expressionswerte. Eine Überexpression der 

miR.199a  in  Magenkarzinomen  wurde  bereits  nachgewiesen  und  mit  einer 

hemmenden Wirkung auf wichtige Tumorsuppressorgene assoziiert. (Song et al.,  

2010) In einer anderen Studie wurde miR.199a mit einer hemmenden Wirkung auf 

IKKβ in  Verbindung  gebracht.  IKKβ  wirkt  wiederum  negativ  auf  den  NF-κB-

Mechanismus, so dass eine verstärkte Expression von miR.199a zur Aktivierung 

des NF-κB führt und potentiell positiv auf die Entstehung von MALT-Lymphomen 

einwirkt.  (Chen et al.,  2008a) Eine vermehrte Expression der miR.494 wurde mit 
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einer  möglichen  onkogenen  Wirkungsweise  assoziiert.  (Liu et  al.,  2010a) In 

Cholangiokarzinomen wurde allerdings miR.494 auch mit einer tumorsuppressiven 

Wirkung  beschrieben.  (Olaru et  al.,  2011) MiR.124a  wurde  in  verschiedenen 

Tumoren vornehmlich in verringerter Expression nachgewiesen.  (Li et al.,  2009; 

Wong et al.,  2011; Zheng et al.,  2012) Weiter konnte gezeigt werden, dass die 

miR.124a Genomregion in H.p. infizierter Magenschleimhaut verstärkt methyliert 

gegenüber nicht infizierter Schleimhaut ist und so Vorstufen für Magenkarzinome 

darstellen. (Ando et al., 2009) Die Daten der vorliegenden Arbeit lassen aber eine 

andere Wirkweise vermuten. Eine Verbindung zur MALT-Lymphomgenese könnte 

über das miR.124a Zielgen IκBζ bestehen, welches die transkriptionelle Aktivität 

von  NF-κB vermindert.  (Lindenblatt et  al.,  2009) Eine  Überexpression  von 

miR.124a könnte so zur Steigerung des NF-κB-Mechanismus führen und speziell 

die  MALT-Lymphogenese  antreiben.  Zur  Klärung  der  teils  unterschiedlich 

beschriebenen Wirkweisen der miR.150, miR.199a, miR.494 und miR.124a sind 

künftig  weitere  Betrachtungen der  Wirkmechanismen dieser  miRNAs in  MALT-

Lymphomen des Magens nötig.

Unter den miRNAs mit linear abfallenden Expressionswerten sind ebenfalls schon 

einige – z.B. miR.7, miR.182, miR.135a, miR.429, miR.335 (siehe Anhang) und 

miR.375  (siehe  Abb.11)  –  für  ihren  Einfluss  in  der  Tumorgenese  beschrieben 

worden.  So  ist  miR.7  für  ihre  tumorsuppressive  Wirkung  in  verschiedenen 

Krebserkrankungen  bekannt.  (Xiong et  al.,  2011) Auch  für  miR.182  konnten 

verringerte  Expressionswerte  in  Lungen-  als  auch  Magenkarzinomen 

nachgewiesen  und  einer  tumorsuppressiven  Wirkung  zugeschrieben  werden. 

(Sun et al.,  2010; Zhang et al.,  2011; Kong et al.,  2012) Des weiteren wurden 

miR.135a  und  miR.429  mit  einer  tumorsuppressiven  Wirkung  im  Magen-

karzinomen in Verbindung gebracht (Sun et al., 2011a; Wu et al., 2012) und auch 

miR.335  hat  einen  bekannten  maßgeblichen  Einfluss  auf  das  Verhalten  des 

Magenkarzinoms. (Xu et al., 2012) Für miR.375 wurde eine verringerte Expression 

sowohl  in  kolorektalen  Karzinomen  (Dai et  al.,  2012) als  auch  in 

Ösophaguskarzinomen (Leidner et al.,  2012) gezeigt. Auch in Magenkarzinomen 

war miR.375 verringert, und die tumorsuppressive Wirkung wurde unter anderem 

auf PDK1 und JAK2 als Zielgene von miR.375 zurückgeführt.  (Tsukamoto et al.,  

2010; Ding et al., 2010) Interessanterweise konnte eine Verringerung der miR.375 
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Expression  schon  in  H.p.  infizierten  Magenproben  gegenüber  nicht  infizierten 

Proben  gezeigt  werden.  (Matsushima et  al.,  2011) MiR.375  könnte  somit  ein 

wichtiges Bindeglied zwischen einer H.p.-Entzündung und der Entstehung eines 

MALT-Lymphoms darstellen und sollte weiter untersucht werden. 

Alle 41 signifikant getesteten miRNA haben potentiell einen wichtigen Einfluss auf 

die  Entstehung  und  Entwicklung  sowohl  einer  Gastritis  als  auch  eines  MALT-

Lymphoms. Daher müssen weiterführende Untersuchungen angestrebt und diese 

miRNAs konzentriert betrachtet werden, um ihre Wirkweise zu erklären und die 

teilweise unterschiedlichen Auswirkungen zu begründen.

Die Differenzierung zwischen Entzündung und Lymphom ist schwierig. Alle Fälle 

wurden  daher  in  Gruppen  eingeteilt,  um veränderte  miRNAs,  die  hilfreich  zur 

Unterscheidung sein könnten, zu finden. Dabei beinhaltete die „Gastritis“-Gruppe 

alle Fälle der Wotherspoon-Stadien I und II sowie Fälle der Stadien III und IV ohne 

Nachweis  von  Klonalität.  In  der  „MALT-Lymphom“-Gruppe  sind  alle  Fälle  der 

Wotherspoon-Stadien  III  und  IV  mit  Nachweis  von  Klonalität  sowie  Fälle  des 

Stadiums V  zusammengefasst.  Die  „Gastritis“-Gruppe wurde  daraufhin  mit  der 

„MALT-Lymphom“-Gruppe  verglichen.  Fünf  miRNAs  waren  signifikant 

unterschiedlich exprimiert in den beiden Gruppen. Der Großteil dieser miRNAs – 

miR.150 (siehe Abb.12), miR.550, miR.124a und miR.518b – wird in der „MALT-

Lymphom“-Gruppe stärker als in der „Gastritis“-Gruppe exprimiert. Betrachtet man 

zum  Vergleich  die  Expressionswerte  von  „Gastritis“-  und  „MALT-Lymphom“-

Gruppe  sind  beide  gegenüber  normaler  Schleimhaut  erhöht.  Eine  onkogene 

Wirkung kann daher für diese miRNA vermutet werden und wurde wie z.B. bei  

miR.150  teils  schon  beschrieben.  Weiter  konnte  miR.150  schon  in  vorher-

gehenden  Studien  als  Marker  zur  Unterscheidung  von  DLBCL  sowohl  zu 

Lymphknotengewebe als auch zu Follikulären Lymphom identifiziert und genutzt 

werden. (Roehle et al., 2008) 

MiR.539  ist  hingegen  in  der  „Gastritis“-Gruppe  stärker  als  in  der  „MALT-

Lymphom“-Gruppe exprimiert (siehe  Abb.13). Die Expressionswerte der „MALT-

Lymphom“-Gruppe  entsprechen  annähernd  denen  der  normalen  Schleimhaut. 

Eine tumorsuppressive Wirkung der miR.539 ist  nicht ausgeschlossen, aber es 
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liegt  näher  zu  vermuten,  dass  miR.539  speziell  in  der  Regulation  der 

Immunantwort bei einer H.p.-Infektion des Magens involviert sein könnte.

Alle fünf miRNAs weisen auf eine generell veränderte Expression von miRNAs in 

den beiden verschiedenen pathologischen Zuständen hin. Könnten sie somit als 

Marker für die Unterscheidung von Gastritis und Lymphom genutzt werden? Im 

Falle  des  MALT-Lymphoms  des  Magens  ist  eine  enge  Verknüpfung  der 

Entzündung mit der Entstehung des Lymphoms bekannt. Es ist also zu vermuten, 

dass es  sowohl  direkt  über  onkogen wirkende  miRNAs als  auch indirekt  über 

proinflammatorisch wirkende miRNAs zur Steigerung der MALT-Lymphomgenese 

kommt. Weitere Forschung zu den Wirkmechanismen ist von Nöten, um die in 

dieser  Arbeit  potentiell  entscheidenden  miRNAs  als  sichere  Marker  zu 

identifizieren.

Einige der zuvor in der Literatur gefundenen stark assoziierten miRNAs konnten in 

dieser  Arbeit  nicht durch signifikante Ergebnisse bekräftigt  werden.  Sowohl  die 

speziell mit einer Entzündung durch H.p. assoziierten miRNA, wie miR.21, miR.34, 

miR.146a,  miR.218,  miR.223,  miR.220c und miR.203 (siehe Kapitel  1.2.4),  als 

auch weitere speziell mit dem MALT-Lymphom des Magens assoziierte miRNAs, 

darunter miR.200c, miR.203, miR.141 und miR.205 (siehe Kapitel 1.2.5), wurden 

nicht  signifikant  getestet.  Obwohl  ohne  ausreichende  Signifikanz  in  den 

statistischen Tests,  zeigen einige der  miRNAs – wie  z.B.  miR.203 – in  dieser 

Arbeit tendenziell die gleiche Veränderung der Expressionswerte wie beschrieben 

und stehen somit nicht im Widerspruch zu den Aussagen der Literatur.  (Craig et 

al., 2011b) 

4.2)   Die Kontrollstudie   

Zur  Bestätigung  der  Ergebnisse  der  initialen  Studie  wurde  eine  gleichartig 

aufgebaute, aber auf ein neues unabhängiges Kollektiv basierende Kontrollstudie 

durchgeführt.  Dafür  wurden 20 der  in der initialen Studie signifikant  getesteten 

miRNAs  verwendet.  In  der  Kontrollstudie  konnten  die  Ergebnisse  der  initialen 

Studie teilweise bestätigt werden. Im Trend-Test wurden vier der miRNAs erneut 

signifikant getestet.  Drei von ihnen – miR.150, miR.142.3p und miR.375 (siehe 

Anhang) – zeigen den gleichen Verlauf der Expressionswerte wie in der initialen 
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Studie  und  bestätigen  somit,  dass  diese  miRNAs  in  der  Entwicklung  von 

Entzündung und MALT-Lymphom im Magen womöglich eine bedeutende Rolle 

spielen.  MiR.494  wurde  zwar  in  beiden  Studien  signifikant  getestet.  Aber  im 

Boxplot-Diagramm der Kontrollstudie ist ein abfallender Verlauf der Expression zu 

erkennen. Dies steht im Widerspruch zu den steigenden Expressionswerten der 

initialen  Studie.  Die  Hinweise  auf  einen  bedeutenden  Einfluss  dieser  miRNA 

konnten  somit  nicht  bekräftigt  werden.  Ihre  spezielle  Wirkweise  und  die 

Begründung für die unterschiedliche Expressionsmuster in beiden Studien bleiben 

weiter zu erforschen.

Auch  in  der  Kontrollstudie  wurden  die  Fälle  in  Gruppen  eingeteilt  und  die 

„Gastritis“-Gruppe mit der „MALT-Lymphom“-Gruppe verglichen. Es wurden vier 

miRNAs  –  miR.150,  miR.142.3p,  miR.494  und  miR.124a  –  als  signifikant 

unterschiedlich  exprimiert  erkannt.  Im  Falle  von  miR.150  bestätigen  sich  die 

Ergebnisse der initialen Studie und bestärken, dass miR.150 eine der wichtigsten 

Einflussfaktoren in der Entzündung und Tumorgenese ist. MiR.142.3p wurde zwar 

im  Gruppenvergleich  der  initialen  Studie  nicht  signifikant  getestet,  aber  die 

Trendkurve  in  der  initialen  Studie  steht  im  Einklang  mit  dem  Verlauf  der 

Expressionswerte  in  der  Kontrollstudie.  Dass  miR.142.3p  nun  auch  im 

Gruppenvergleich  signifikant  unterschiedlich  verändert  ist,  unterstreicht  ihren 

wichtigen Einfluss in der Veränderung von Entzündung zu Lymphom. Weiteres 

Augenmerk sollte zukünftig verstärkt auf diese miRNA gelegt werden. 

Die miR.494 und miR.124a wurden zwar signifikant unterschiedlich getestet, aber 

ihre Trends sind von denen der initialen Studie verschieden. So wurden sie in der 

initialen  Studie  mit  gegenüber  gesunder  Magenschleimhaut  verstärkten 

Expressionwerten in den Wotherspoon-Stadien, dagegen in der Kontrollstudie mit 

verringerten Expressionswerten gemessen. Obwohl miR.124a in beiden Studien 

signifikant  unterschiedlich  in  der  „MALT-Lymphom“-Gruppe  gegenüber  der 

„Gastritis“-Gruppe  ist,  beschreibt  sie  den  Sachverhalt  in  umgekehrter  Version. 

Welche Rolle sie in den Prozessen der H.p.-Immunreaktion und der Entwicklung 

eines MALT-Lymphoms spielen, muss weiter untersucht werden.

Welche  Gründe  können  zu  den  teilweise  unterschiedlichen  Ergebnissen  der 

Kontrollstudie geführt haben? Zum einen wurden nicht alle in der initialen Studie 

signifikant getesteten miRNAs in der Kontrollstudie überprüft. Des weiteren sind 
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die Ausschlusskriterien der statistischen Aufarbeitung in der Kontrollstudie enger 

gefasst und führen zu einer strengeren Auswahl. Dies erklärt zum Teil, warum von 

den zuerst 41 signifikant getesteten miRNAs nun in der Kontrollstudie nur noch 

fünf als signifikant hervortreten.  Die veränderten Trends bzw. unterschiedlichen 

Verlaufsformen  der  Expressionswerte  einzelner  miRNAs  erklärt  dies  hingegen 

nicht.  Die  Unterschiede  können  in  der  Biologie  und  Wirkweise  der  miRNAs 

begründet sein. Auch wenn eine miRNA signifikant getestet wurde und somit mit 

den  Prozessen  der  Immunmodulation  und  Lymphomgenese  assoziiert  werden 

kann, ist es denkbar, dass sich ihre Wirkung auf andere Prozesse bezieht. Des 

weiteren können miRNAs an verschiedenen Zielpunkten binden und durch weitere 

Faktoren reguliert  werden.  Es entsteht  ein  sehr  verstricktes Netz gegenseitiger 

Regulation, so dass es weiter denkbar wäre, dass eine miRNA in einem Gewebe 

verschiedene  Funktionen  ausführen  und  in  verschiedenen  Mechanismen 

unterschiedlich agieren kann.  In Bezug auf miR.124a und miR.494 sind weitere 

Forschung nötig, um deren Wirkweise genauer zu verstehen und ihren Einfluss in 

die pathologischen Prozesse bewerten zu können, zumal sie auch in der Literatur 

mit teilweise widersprüchlichen Wirkungen in Verbindung gebracht wurden.

Der  Ablauf  beider  Studien  wurde  standardisiert,  aber  trotzdem  sollte  die 

Möglichkeit der Fehlerquellen nicht unerwähnt bleiben. So könnte die Größe der 

Studiengruppe  für  signifikante  statistische  Auswertung  hinterfragt  werden.  Die 

Auswahl der Fälle als auch die Stadieneinteilung nach Wotherspoon unterliegen 

keiner systematischen, aber eventuell unbeabsichtigten subjektiven Einschätzung. 

Nicht zuletzt sind die Proben von unterschiedlicher Qualität. Einige stammen aus 

größeren Gastrektomiebiopsaten, andere aus kleineren Gastroskopieproben. Eine 

unterschiedliche Zusammensetzung und Menge der Zellanteile wäre denkbar und 

würde zu unterschiedlichen Ergebnissen führen. 

Insgesamt  zeigen  die  Ergebnisse  der  Kontrollstudie,  wie  wichtig  es  ist, 

neuentdecktes  Wissen  kritisch  zu  hinterfragen  und  mit  weiteren  gleichartigen 

Untersuchungen zu überprüfen. Damit werden nicht nur technische Fehlerquellen 

minimiert,  sondern auch einer Fehlinterpretation der  Daten entgegengewirkt.  In 

der Kontrollstudie dieser Arbeit wurden die gleichen Techniken und Materialien an 

einem  neuen,  vollständig  unabhängigen  Probenkollektiv  ein  zweites  Mal 

verwendet.  So  konnte  gezeigt  werden,  dass  bestimmte  miRNAs  –  miR.150, 
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miR.375, miR.142.3p – sich erneut hervortun. Andere hingegen fallen nicht auf 

oder sind sogar mit entgegengesetzten Ergebnissen getestet worden. Erst so ist 

es möglich, die Wichtigkeit der miRNAs in den Prozessen zu erkennen und erste 

Aussagen über deren Wirkung zu vermuten. Das Durchführen von Kontrollstudien 

verstärkt die Gütekriterien Objektivität, Repräsentativität, Validität, Reliabilität einer 

Untersuchung und ist für erfolgreiche Forschung von immenser Bedeutung.

4.3)   Ausblick   

Mit  dieser  Arbeit  konnten einige signifikant  unterschiedlich exprimierte  miRNAs 

erkannt  und  wie  im  Falle  von  miR.150,  miR.375  und  miR.142.3p  in  einer 

unabhängigen  Kontrollstudie  bestätigt  werden.  Sie  weisen  auf  eine  wichtige 

Relevanz  dieser  miRNAs  sowohl  für  die  Entwicklung  einer  Immunreaktion  bei 

H.p.-Infektion des Magens als auch für die Entstehung eines MALT-Lymphoms 

hin.  Sie  eröffnen  einen  neuen  Blick  auf  die  Veränderung  der  Pathologien  im 

Magen  und  erweitern  die  bekannten  Prozesse  um  neue  epigenetische 

Einflussfaktoren.  Die  in  dieser  Arbeit  aufgezeigten  miRNAs  ermöglichen,  dass 

zukünftige Forschung stärker fokussiert werden kann, um ein tieferes Verständnis 

in die Prozesse der Immunreaktion und Lymphomgenese zu erlangen. 

So  konnte  in  weiterführenden,  noch  unveröffentlichten  Studien  der 

Methylierungsstatus  der  CpG-Inseln  von  miR.142.3p  gemessen  werden.  CpG 

(Cytosin-phosphatidyl-Guanin)-Inseln sind Abschnitte des DNA-Stranges, die sich 

meist in der Promoterregion von Genen befinden und einen verstärkten Gehalt 

von  Guanosin  und  Cytosin  aufweisen.  Durch  epigenetische  Methylierungen 

können sie zu verringerter Transkription dieser Genomregion führen. Im Falle von 

miR.142.3p stellte sich heraus, dass die CpG-Insel hypomethyliert ist und damit 

angeschaltet  wird.  MiR.142.3p wird  somit  verstärkt  exprimiert  und entfaltet  ihre 

potentiell  protoonkogene  Wirkung.  Eine  genaue  Betrachtung  des 

Wirkmechanismus sollte weiter angestrebt werden.

Eine solche Betrachtung kann mittels  Transfektionsstudien  geschehen,  wie  sie 

aufgrund der Datenlage dieser Arbeit für miR.150 und miR.155 begonnen wurde. 

Dabei  werden DNA-Regionen der  miR.150 und miR.155 in  Lymphomzellreihen 

transfiziert, um die Auswirkugen der gesteigerten Expression zu untersuchen. Bei 
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der Interpretation der Ergebnisse müssen mögliche Einschränkungen der In-Vitro-

Analysen  bedacht  werden.  Die  Verwendung  von  ausschließlich  lymphatischen 

Zelllinien vereinfacht das Versuchsmodell zwar, aber es repräsentiert damit nicht 

mehr das übliche Mikromilieu der Magenschleimhaut.  Dadurch fehlen eventuell 

wichtige andere Zelltypen und entscheidende Interaktionen. Zum Beispiel entfallen 

bestimmte Zytokine und deren Wirkung als Überlebensvorteil. Nichtsdestotrotz ist 

gerade mit diesen Studien erst eine genaue Betrachtung und Beschreibung der 

Wirkung einzelner miRNAs in bestimmten Zellen möglich und Vereinfachungen 

unabdingbar für die weitere Forschung in dem Bereich.

Mit diesem Wissen über bestimmte miRNAs und deren Möglichkeiten könnten in 

Zukunft  Fortschritte  in  der  Diagnostik  und  Therapie  nicht  nur  von  MALT-

Lymphomen des Magens, sondern auch anderer Erkrankungen erreicht werden. 

Für  MALT-Lymphome  des  Magens  wäre  es  vorstellbar,  dass  miRNA-Marker 

sowohl  zu  einer  eindeutigeren  Differenzierung  zwischen  Gastritis  und  MALT-

Lymphom  als  auch  zur  Abgrenzung  des  MALT-Lymphoms  zu  anderen 

Lymphomentitäten führen könnten, wie es für andere Erkrankungen schon erkannt 

wurde. (Lu et al., 2005; Roehle et al., 2008) Diese miRNAs könnten dann nicht nur 

aus  Gewebeproben,  sondern  auch  aus  Blut-  oder  Magensaftproben  extrahiert 

werden und somit die aufwändigen Untersuchungen vereinfachen. (Lawrie et al.,  

2008) In der Therapie werden miRNAs schon teilweise erfolgreich angewendet 

und auch für MALT-Lymphome des Magens, besonders der Fälle mit schwierigen 

Verläufen, wäre eine solche Herangehensweise denkbar. (Wu, 2010; Kasinski und 

Slack,  2011) Eine  solche  Therapie  könnte  somit  schwierige  und  risikoreiche 

andere Therapieformen verringern bzw. vollkommen ersetzen. Damit würde die 

Erforschung der miRNAs schlussendlich den Patienten direkt zu Gute kommen.
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I)    Anhang   

Boxplot-Diagramme  der  im  Jonckheere-Terpstra-Test  und  Bonferroni-Korrektur 
signifikant veränderten miRNAs der initialen Studie
(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)
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Boxplot-Diagramme  der  im  Jonckheere-Terpstra-Test  und  Bonferroni-Korrektur 
signifikant veränderten miRNAs der initialen Studie
(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)
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Boxplot-Diagramme  der  im  Jonckheere-Terpstra-Test  und  Bonferroni-Korrektur 
signifikant veränderten miRNAs der initialen Studie
(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)
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Boxplot-Diagramme  der  im  Jonckheere-Terpstra-Test  und  Bonferroni-Korrektur 
signifikant veränderten miRNAs der initialen Studie
(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)

I)    Anhang           79



Boxplot-Diagramme  der  im  Jonckheere-Terpstra-Test  und  Bonferroni-Korrektur 
signifikant veränderten miRNAs der initialen Studie
(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)
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Boxplot-Diagramme  der  im  Jonckheere-Terpstra-Test  und  Bonferroni-Korrektur 
signifikant veränderten miRNAs der Kontrollstudie
(Darstellung der CT-Werte gegenüber den Wotherspoon Stadien. Die obere und 
untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw. untere Quartil; der prominente 
mittlere Balken zeigt den Median; die Whisker präsentieren die Werte, die sich 
innerhalb der  1,5x Boxlänge befinden,  über  die  Whisker  hinausgehende Werte 
sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.
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Boxplot-Diagramme der im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test und Bonferroni-Korrektur 
signifikant unterschiedlich exprimierten miRNAs der initialen Studie (Darstellung 
der CT-Werte gegenüber den Gruppen 1 („Gesund“ ), 2 („Gastritis“) und 3 („MALT-
Lymphom“).  Die  Gruppe  1  wird  nur  zur  Veranschaulichung  gezeigt,  im 
Vergleichstest Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wurden Gruppe 2 und 3 miteinander 
verglichen. Die obere und untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw.  
untere Quartil; der prominente mittlere Balken zeigt den Median an; die Whisker 
präsentieren die Werte, die sich innerhalb der 1,5x Boxlänge befinden, über die 
Whisker hinausgehende Werte sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)
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Boxplot-Diagramme der im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test und Bonferroni-Korrektur 
signifikant unterschiedlich exprimierten miRNAs der Kontrollstudie (Darstellung der 
CT-Werte gegenüber den Gruppen 1 („Gesund“ ), 2 („Gastritis“) und 3 („MALT-
Lymphom“).  Die  Gruppe  1  wird  nur  zur  Veranschaulichung  gezeigt,  im 
Vergleichstest Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wurden Gruppe 2 und 3 miteinander 
verglichen. Die obere und untere Kanten der Box beschreiben das obere bzw.  
untere Quartil; der prominente mittlere Balken zeigt den Median an; die Whisker 
präsentieren die Werte, die sich innerhalb der 1,5x Boxlänge befinden, über die 
Whisker hinausgehende Werte sind als „Ausreißer“ mit Kreisen veranschaulicht.)
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