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1. Einleitung 

 

1.1.  AEG 

1.1.1. Definition, Epidemiologie, Ätiologie 

 

Adenokarzinome des ösophagogastralen Übergangs (AEG) haben in den vergangenen 

Jahrzehnten global an klinischer Relevanz zugenommen. Insbesondere in der westlichen 

Welt ist eine Häufung von Fällen zu verzeichnen. Die Inzidenz anatomischer 

Sublokalisationen von AEGs, auf die im weiteren genauer eingegangen wird, unterscheidet 

sich jedoch zwischen westlichen und östlichen Nationen und führt somit teilweise zu 

regional unterschiedlicher Schwerpunktforschung [19, 20]. Um eine weltweit einheitliche 

Kommunikation und adäquate Versorgung zu gewährleisten, schlugen Siewert und Stein 

bereits 1996 eine Typisierung von Tumoren dieses Bereiches vor, welche bei einer 

Konsensuskonferenz  der International Society for Disease of the Esophagus (ISDE) und 

International Gastric Cancer Association (IGCA) 1997 empfohlen wurde und gegenwärtig 

angewandt, jedoch in der ICD-10 und UICC nicht eigenständig erfasst wird.  So werden 

AEG nach Siewert anatomisch-topographisch  klassifiziert und in drei Typen unterteilt, die 

sich hinsichtlich epidemiologischer, klinisch-pathologischer und prognostischer Faktoren 

unterscheiden [73, 180]. Für diese Einteilung orientiert man sich anatomisch an der Kardia, 

dem Übergang von zweischichtiger Ösophagus- zu dreischichtiger Magenwandmuskulatur  

bzw. am makroskopisch sichtbaren oralen Beginn der Magenschleimhautfalten. Die 

anatomische Orientierung an der Z-Linie, welche den histologischen Übergang von 

Platten- zu Zylinderepithel darstellt, hat sich als nicht empfehlenswert herausgestellt, da 

diese Grenze, z.B. im Rahmen von bereits diskreten metaplastischen Veränderungen des 

distalen Ösophagus aber auch als Normvariante, verzogen sein kann [136, 160]. 

Beim AEG Typ I (Barrett-Karzinom)  befindet sich über die Hälfte der Tumormasse bzw. 

das Zentrum des Tumors im Bereich zwischen >1cm bis 5cm oralwärts der Kardia. Es 

handelt sich hierbei um eine intestinale Metaplasie des distalen Ösophagus, welche zumeist 

im Rahmen einer Refluxösophagitis (Barrettösophagus) entsteht. Das AEG Typ II 

(Kardiakarzinom) befindet sich bzgl. seiner Hauptmasse (größer 50%) zwischen <1 cm 

nach oral bis <2cm nach aboral der Kardia. Das Typ III AEG wird auch als subkardiales 
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Magenkarzinom bezeichnet und befindet sich >2cm bis 5cm aboral der anatomischen 

Orientierungsmarke Kardia [181–183, 193]. 

Die aktuell achte Auflage der UICC (Union for international cancer control) zur TNM-

Klassifikation maligner Tumore erfasst Adenokarzinome des ösophagogastralen 

Überganges nicht als eigenständige Erkrankung sondern kategorisiert diese je nach 

Epizentrum der Tumormasse als Ösophaguskarzinom oder als Magenkarzinom. Ein 

Tumor, dessen Zentrum innerhalb eines Abstandes von 2 cm ober- oder unterhalb des 

ösophagogastralen Übergangs liegt und ggf. in den ösophagogastralen Übergang 

hineinreicht, wird nach dem Schema der Ösophaguskarzinome klassifiziert. Entsprechend 

der Einteilung der AEG nach Siewert handelt es sich also um Typ I und II. Tumoren mit 

lokalisierter Hauptmasse >2cm aboral vom ösophagogastralen Übergang werden 

entsprechend des Schema für Magenkarzinome gestaget [214]. Ein weiterer Umstand der 

gesplitteten Zuweisung der AEG zu Ösophagus- bzw. Magenkarzinomen erschwert leider 

die Datenfindung hinsichtlich seiner exakten Epidemiologie: So wird das Barrett-

Karzinom (AEG I) in der aktuellen ICD-10-GM (Internationale statistische Klassifikation 

der Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme, German Modification) von 2021 

entsprechend des Codes C15.9 zum Ösophaguskarzinom gezählt. Zudem werden unter 

C15.9 noch weitere Tumorentitäten wie z.B. gastrointestinale Stromatumoren, das 

Plattenepithelkarzinom oder das Ösophagusbasaliom subsummiert. AEG Typ II und III 

hingegen werden als Kardiakarzinom unter dem Code C16.0 zusammengefasst. 

Krebsregisterdaten in Deutschland erfassen jedoch in der Regel nur das 

Ösophaguskarzinom als ICD-10 C15 bzw. das Magenkarzinom als ICD-10 C16 [246] [92]. 

Nichtsdestotrotz haben sich einige Studien in der Vergangenheit mit der Epidemiologie 

von Adenokarzinomen des ösophagogastralen Überganges beschäftigt und einheitlich eine 

deutliche Zunahme, so beispielsweise in den USA, Großbritannien und der Schweiz, 

dokumentieren können [20, 44, 178, 190]. Insbesondere in den westlichen Industrieländern 

hat die Inzidenz von Barrettkarzinomen in den vergangenen drei Jahrzehnten einen 

merklichen Anstieg verzeichnet. Jährliche Steigerungsraten von 3,5% bis 8,1%  machen es 

zu einem der Karzinome mit höchsten Zuwachsraten [50]. Beispielsweise hat sich die 

Inzidenz in den USA  zwischen 1973 (3,8/1.000.000) bis 2001 (23,3/1.000.000) annähernd 

versechsfacht [155, 156]. In Deutschland ist der Anteil an Adenokarzinomen des distalen 

Ösophagus in den vergangenen Jahren von etwa 10% Anfang der 90er Jahre auf heute über 
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30% angestiegen [92, 171]. Die Rate der jährlichen Neuerkrankungen in Deutschland 

betrug 2012 etwa 2,2 -3,1/100.000. 

Das prozentuale Auftreten der einzelnen AEG-Subtypen variiert regional stark. Das 

Barrettkarzinom ist v.a. in ostasiatischen Ländern kaum vorzufinden, während es in 

westlichen Industrienationen, wie bereits erwähnt, eine beachtliche Zunahme erfährt.  

Siewert et al. gaben 2006 die AEG-Subtypen mit anteilig 38,8%, 30,3%, 31,0%  (I,II,III) 

an [184]. Im Vergleich hierzu lagen die AEG-Subtypenangaben in Japan bei 3,4%, 55,8%, 

40,8% (I,II,III) [66]. Weiterhin zeigte der Vergleich dieser beiden Regionen in erwähnten 

Studien, dass unter allen AEG stets das männliche Geschlecht epidemiologisch dominiert, 

wenn auch dieser Umstand in Deutschland deutlicher (p<0.01) ist als in Japan. Das 

durchschnittliche Erkrankungsalter lag in beiden Regionen um das 60. Lebensjahr. Die 5-

Jahres-Überlebensrate zeigte einen vermeintlichen Unterschied hinsichtlich AEG I, da hier 

aufgrund der geringen Fallzahl in Japan keine sichere Angabe gemacht werden konnte.  

Für Japan betrugen diese Angaben -/44,2%/31,0%, für Deutschland 40-50%/40-50%/20-

30% (I,II,III) [66, 184]. 

Ätiologischer Risikofaktor für das Adenokarzinom des distalen Ösophagus ist 

insbesondere die gastroösophageale Refluxkrankheit, bei der es durch repetitive chemische 

Irritation und Schädigung zur Entwicklung einer intestinalen Metaplasie des 

ursprünglichen Plattenepithels, also zum sog. Barrett-Ösophagus, kommt [164, 187]. Es 

konnte gezeigt werden, dass in bis zu 97% aller AEG Typ I-Fälle ein Barrett-Ösophagus 

zugrunde liegt [196]. Weiterhin stellen eine erhöhte Prävalenz von Adipositas sowie 

Hiatusherniation bei Patienten mit intestinaler Metaplasie Risikofaktoren für das 

Barrettkarzinom dar [9, 36, 197]. Andererseits nimmt die ätiologische Relevanz von 

Adipositas und Hiatushernien sowie intestinaler Metaplasie bei den weiter aboral 

gelegenen AEG Typen II und III ab [216]. Hier wird eher eine Assoziation mit 

Helicobacter pylori, wie es auch beim Magenkarzinom der Fall ist, angenommen [61]. 

Dieser Zusammenhang ist bisher jedoch nicht sicher belegt. Angenommen wird hier eine 

bakteriell bedingte Entzündungsreaktion, welche, wie beim Magenkarzinom, eine 

neoplastische Degeneration des Zylinderepithels hervorrufen kann. Interessanterweise 

wurde für das AEG Typ I ein inverser Zusammenhang beobachtet. So stellt eine 

Besiedlung mit dem cagA+ (cytotoxin-associated gene A positive) Helicobacter pylori 

Stamm scheinbar einen protektiven Effekt dar. Man nimmt an, dass dies durch die 

zunehmende Neutralisierung des Magensaftes bedingt ist, was folglich zu einem 
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Ausbleiben der Schädigung des Plattenepithels bei Bestehen einer chronischen 

gastroösophagealen Refluxkrankheit (GERD) führt [35, 212].  

Als weitere potentielle Risikofaktoren für Adenokarzinome des ösophagogastralen 

Überganges wurden in verschiedenen Studien der Konsum von Zigaretten, Alkohol sowie 

Ernährungsgewohnheiten analysiert. Diese deuten darauf hin, dass, trotz rückläufiger 

Raucherzahlen, eine Assoziation zwischen langjährigem Tabakkonsum, erfasst in pack-

years, und der Auftretenswahrscheinlichkeit von AEG I-III gegeben sei (OR 1,5-3,5)  [86, 

99, 217]. Bezüglich des Alkoholkonsums waren die Ergebnisse überraschender. 2011 

konnte durch eine gepoolte Analyse von neun Fallstudien und zwei Kohortenstudien  kein 

erhöhtes Risiko im Zusammenhang mit hohem Alkohlkonsum, definiert als mindestens 

sieben Gläser unklarer Menge eines nicht genauer definierten alkoholischen Getränks, 

beobachtet werden (OR 0,77; 95% CI 0,54-1,1).  Evtl. sei sogar ein protektiver Effekt bei 

mäßigem Konsum von maximal einem Glas pro Tag zu beobachten [57]. In Hinblick auf 

Ernährungsmusteranalysen legten vergangene Studien nahe, dass z.B. der Verzehr 

ballaststoffhaltiger Lebensmittel (OR 0,43;95% CI 0,3-0,61) sowie Lutein, Niacin, Vitamin 

B6, Eisen und Zink das Risiko für Adenokarzinome des ösophagogastralen Überganges 

signifikant senkt, während der Verzehr fetthaltiger Lebensmittel, sowie roten und 

verarbeiteten Fleisches und Süßigkeiten das Risiko erhöht (OR 1,8; 95% CI 1,1-2,9) [130], 

[86, 234]. Durch eine gesunde Ernährung mit viel Fisch, Obst und Gemüse konnte bisher 

keinen sicheren Vorteil belegt werden [10]. 

 

1.1.2. Diagnostik und Staging 

 

Bei Verdacht auf ein tumoröses Geschehen des gastroösophagealen Übergangs wird 

zunächst eine Endoskopie veranlasst. Durch diese kann einerseits eine genauere Aussage 

über die Lokalisation,  inklusive einer Zuordnung entsprechend der chirurgisch relevanten 

Klassifikation nach Siewert erfolgen, andererseits kann durch Zangenbiopsie entnommenes 

Gewebe histologisch aufgearbeitet werden. Die Histologie beinhaltet zunächst eine 

Differenzierung zum v.a. im AEG I-Bereich vorkommenden Plattenepithelkarzinom sowie 

anderen eher seltenen Tumorarten, wie z.B. gastrointestinalen Stromatumoren oder dem 

MALT-Lymphom. Wurde ein Adenokarzinom im gastroösophagealen Übergang 

diagnostiziert, erfolgt eine weitere Differenzierung entsprechend der Laurén-Klassifikation 

in den intestinalen, diffusen oder gemischten Typ und ggf. eine Klassifikation 
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entsprechend der WHO (2019) in tubulär, papillär, muzinös und gering kohäsiv 

(einschließlich Siegelringtyp) [144]. Aus der Laurén-Klassifikation leiten sich zudem 

Empfehlungen hinsichtlich des Sicherheitsabstandes bei Resektion ab und lassen sich 

Aussagen bezüglich der Prognose tätigen.  Des Weiteren wird ein Grading entsprechend 

vorliegender Kernpleomorphie, -hyperchromasie und Mitosen pro Gesichtsfeld in gut 

differenziert (G1), mäßig differenziert (G2), schlecht differenziert (G3) oder 

undifferenziert (G4) vorgenommen. Alternativ erfolgt ein zweistufiges Grading, wodurch 

G1 und G2 als "low grade" und G3 und G4 als "high grade" zusammengefasst werden 

[85]. 

Als Basisinstrument und Mittel der Wahl für Diagnostik und Staging von Tumoren im 

oberen Gastrointestinaltrakt dient die bereits erwähnte Endoskopie. Diese gewährleistet 

eine direkte Bildgebung, Lokalisation, Einschätzung eines Siewert-Typs und Sicherung 

bioptischen Materials [129]. Um eine Aussage über Invasionstiefe, Nodalstatus und 

Fernmetastasierung für eine Kategorisierung entsprechend der TNM-Klassifikation tätigen 

zu können, werden neben Histologie, endoskopischer Ultraschall (EUS), CT sowie ggf. 

Laparoskopie, MRT und FDG-PET-CT angewandt. Insbesondere EUS hat sich hier als 

valides und kostengünstiges Instrument für das T-Staging erwiesen [157]. 

Kontrastmittelgestützte Computertomographie dient als bevorzugte Methode, um eine 

systemische Filialisierung zu erfassen, wohingegen die Anwendung von aufwändigerer 

MRT und FDG-PET-CT unklaren Fragestellungen oder dem Ausschluss lymphatischer 

und systemischer Ausbreitung in v.a. frühen Tumorstadien (T1) vorbehalten ist [165, 166]. 

Bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen (T3, T4) empfiehlt sich die Durchführung einer 

diagnostischen Laparoskopie zum Ausschluss bzw. Nachweis einer Peritonealkarzinose 

[244]. Die früher häufiger durchgeführte Ösophagus-Breischluck-Untersuchung mit 

Bariumsulfat spielt heute bei der Diagnostik von Adenokarzinomen des ösophagogastralen 

Überganges kaum noch eine Rolle und ist im Wesentlichen der funktionellen Erfassung 

von Stenosen dieses Bereiches dienlich [107]. 

 

1.1.3. Therapie 

 

Die Behandlung von Adenokarzinomen des ösophagogastralen Überganges umfasst 

neoadjuvante Chemotherapie (CT) oder kombinierte Chemoradiotherapie (CRT) sowie als 

wichtigstes  Konzept die chirurgische Resektion mit dem prognostisch bedeutsamsten Ziel 
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der R0-Resektion. In sehr fortgeschrittenen Stadien mit multipler Metastasierung werden 

palliative Konzepte angewandt. 

 

1.1.3.1. Chemotherapie(CT)/Chemoradiotherapie(CRT) 

Neoadjuvante CT bzw. CRT wird angewandt, um Patienten mit fortgeschrittenen und nicht 

primär resektablen Tumorstadien, wie es zumeist der Fall ist, in einen operablen Status zu 

überführen. In westlichen Ländern werden neoadjuvante Konzepte den adjuvanten 

vorgezogen [165]. Ziel ist hierbei das "downsizing" des Tumors, sowie die Elimination 

von lymphogenen und hämatogenen (Mikro-)Metastasen, um anschließend, wenn möglich, 

eine R0-Resektion durchzuführen. Siewert et al. berichten von einer Responderrate durch 

neoadjuvante Regime in 30-60% [121, 185].  Durch Chemoradiotherapie können 

komplette Remissionen bei 11-25% aller Patienten erzielt werden [3]. In der 

niederländischen CROSS-Studie (Chemoradiotherapy for Oesophageal Cancer followed by 

Surgery Study Group) steigerte neoadjuvante CRT in Verbindung mit operativer Resektion 

das mediane Gesamtüberleben bei Patienten mit Adenokarzinom des ösophagogastralen 

Überganges von 27,1 Monaten auf 43,2 Monate  im Vergleich zu einer alleinigen 

Operation [177].  Am häufigsten kommen chemotherapeutische Kombinationen von 5-

Fluorouracil (5-FU), Cisplatin, Oxaliplatin oder Carboplatin und Paclitaxel zur 

Anwendung, ggf. ergänzt durch Leukovorin, Epirubicin oder Etoposid [244, 245]. Die 

angewandten Schemata sind vielfältig und orientieren sich an denen von Ösophagus- und 

Magenkarzinomen. Im Rahmen einer kombinierten Chemoradiotherapie werden diese 

durch Strahlendosen von 30-40 Gy ergänzt. Diverse Einzelstudien und Metaanalysen 

haben sich in der Vergangenheit mit dem Outcome und dem Vergleich verschiedener 

neoadjuvanter chemo- bzw. chemoradiotherapeutischer Schemata befasst. Viele dieser 

Studien schließen allerdings auch die Behandlung von Plattenepithelkarzinomen des 

Ösophagus oder Adenokarzinomen des distalen Magens mit ein, was explizite Aussagen 

für die Behandlung von AEG erschwert. Ursächlich hierfür ist die immer noch 

uneinheitliche Klassifikation. Erwähnt sei die deutsche POET-Studie (Preoperative 

Chemotherapy or Radiotheapy in Esophagogastric Adenocarcinoma Trail), die sich auf 

Patienten mit lokal fortgeschrittenen (T3/4 Nx M0) Adenokarzinomen des 

ösophagogastralen Überganges beschränkt und randomisiert eine CT-OP-Gruppe 

gegenüber einer CRT-OP-Gruppe vergleicht [188, 189]. Hier zeigte sich ein Vorteil der 

CRT-Gruppe bezüglich signifikant höherer Raten an kompletten Respondern (CRT:15,6%; 



 
 

7 
 

CT:2,0%), tumorfreier Lymphknoten (CRT:64,4%; CT:37,7%) sowie verbessertem 3-

Jahres- (CRT:46,7%; CT:26,1%) und 5-Jahres-Überleben (CRT:39,5%; CT:24,4%), trotz 

höherer postoperativer Krankenhaussterblichkeit in der CRT-Gruppe (CRT:10,2%; 

CT:3,8%). Das lokale 5-Jahres rezidivfreie Überleben nach operativer Resektion konnte 

durch CRT gegenüber alleiniger CT signifikant verbessert werden (p=0.03). 

 

1.1.3.2. Endoskopische Resektion 

Entsprechend der Leitlinien zur Therapie von Ösophagus- und Magenkarzinomen können  

frühe Adenokarzinome des ösophagogastralen Überganges eines Tumorstadiums gemäß 

T1aN0M0, V0, L0, G1/2 bei einem Durchmesser kleiner als 10 mm (flache Läsionen) bzw. 

20 mm (erhabene Läsionen) und ohne Vorliegen einer Ulzeration endoskopisch reseziert 

werden [244, 245]. Sofern das Karzinom die Submukosa infiltriert (T1b) liegen in 

mindestens 20-35% der Fälle Lymphknotenmetastasen vor, wodurch ein kurativer Ansatz 

nur mittels einer radikalen chirurgischen Resektion gewährleistet werden kann [81]. Die 

endoskopische Resektion sollte en Bloc unter anschließender gewissenhafter histologischer 

Aufarbeitung des Präparates erfolgen. Der Vorteil liegt hier in einer Verhinderung einer 

radikalen Ösophagus- und/oder Magen(-teil-)resektion, welche mit einer erhöhten 

Morbiditäts- und Mortalitätsrate sowie verminderter Lebensqualität verbunden ist. Des 

Weiteren kann im Falle eines durch den Pathologen festgestellten schlechteren T-, V- oder 

L-Status oder einem Grading G3 eine erweiterte chirurgische Resektion angeschlossen 

werden. Sofern unter erstmaliger endoskopischer Therapie kein R0-Status erreicht werden 

konnte, ist in bis zu 90% ein erneuter endoskopischer Ansatz durchführbar [230]. 

 

1.1.3.3. Chirurgische Therapie 

Sofern funktionell operabel wird bei AEG im Status T1-T4 ein kurativer Ansatz mit R0-

Resektion als oberstes Ziel verfolgt. Die Resektion sollte entsprechend der präoperativ 

bioptischen Histologie mit einem Sicherheitsabstand von 5 cm bei intestinalem Typ oder 8 

cm bei diffusem Typ nach Laurén erfolgen. Liegt bereits ein T4b-Status mit Infiltration 

nicht-resektabler Strukturen oder M1-Status vor, wird i.d.R. von einem radikal-

chirurgischen Vorgehen abgesehen und eine Radiochemotherapie sowie eine 
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gastroenterologische Behandlung mit z.B. Stents und PEG (perkutane endoskopische 

Gastrostomie) zur palliativen Versorgung vorgenommen [71, 244]. 

AEG Typ I werden entsprechend S3-Leitlinie mittels transthorakaler subtotaler 

Ösophagektomie mit en Bloc Resektion direkt angrenzender sowie kranial mediastinaler 

Lymphknoten behandelt, in welche Barrettkarzinome bevorzugt metastasieren [54]. 

Alternativ kann ein transhiataler Eingriff mit weniger ausgedehnter Entfernung 

mediastinaler Lymphknoten bei frühen Adenokarzinomen vorgenommen werden, sofern 

eine geringe Wahrscheinlichkeit für Lymphknoten-Metastasen besteht oder eine 

Multimorbidität des Patienten vorliegt, welche ihn durch einen transthorakalen Eingriff  

zur stark gefährden würde [192]. Die Wiederherstellung der Kontinuität erfolgt zumeist 

durch Magenhochzug mit hoch intrathorakaler Anastomose [74]. 

Bei AEG II und III ist eine Gastrektomie mit transhiataler distaler Ösophagusresektion 

Standard [23, 244]. In Einzelfällen erfolgt die Resektion entsprechend fortgeschrittener 

Tumorausdehnung  durch eine transthorakale, subtotale Ösophagektomie mit proximaler 

Magenresektion oder sogar Ösophagogastrektomie. Die Methoden der 

Kontinuitätswiederherstellung sind bisher uneinheitlich und erfolgen durch Roux-Y-

Rekonstruktion oder alternativ durch Jejunum- oder Colon-Interponat [244]. 

Die chirurgische Entfernung thorakaler und abdominaler Lymphknoten (D2-

Lymphadenektomie) bei Resektionen von Adenokarzinomen des ösophagogastralen  

Überganges, sollte ca. 20 Lymphknoten umfassen. Dies wurde als Konsens festgelegt, da 

das AEG eine Überschneidung von Ösophagus- und Magenkarzinomen darstellt, für die 

individuelle Mindestanzahlen bezüglich der histologischen Aufarbeitung festgelegt wurden 

(Ösophaguskarzinom mind. 7; Magenkarzinom mind. 16)  [245]. 

 

1.1.4. Biomarker  

 

In Zusammenhang mit Adenokarzinomen des ösophagogastralen Überganges wurden 

bereits diverse molekulare Marker, wie z.B. Rezeptoren, Wachstumsfaktoren oder 

Zelladhäsionsfaktoren und deren veränderte Expression durch z.B. genetische Mutation 

untersucht und beschrieben (siehe Tabelle 1). Die Intention hinter diesen Forschungen liegt 

in der Auffindung von Faktoren, die zum einen in der Lage sind möglichst sichere 

Aussagen über Tumoreigenschaften für Diagnostik und Prognostik zu tätigen und zum 
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anderen einen potentiellen Angriffspunkt für zielgerichtete Therapien darstellen. Bisher 

konnte insbesondere für die Expression von Her-2/neu eine realistische klinische Relevanz 

beschrieben werden, da sich hier ein therapeutischer Ansatz mittels Trastuzumab ergibt 

[11]. Die Häufigkeit von Her-2/neu-Positivität bei AEG liegt bei ca. 2-45% [5, 70].  

Tabelle 1 soll einen Überblick über AEG-relevante Biomarker verschaffen, stellt jedoch 

nur eine Auswahl häufiger Forschungsthemen dar. 
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Tabelle 1:molekulare Marker bei Adenokarzinomen des ösophagogastralen 

Übergangs 
Art des molekularen 

Markers 

molekularer    

Marker 

Assoziation Referenzznz  

Tumorsuppressor p53↑ in bis zu 60% mutiert 

keine prognostische Relevanz 

[161, 175]  

Wachstumsfaktor-

Rezeptoren 

EGFR↑ korreliert mit höherem T- u. N-Status, 

schlechterer Prognose, 

geringere rezidivfreie Zeit 

[204]  

 Her-2↑ häufiger Lebermetastasen; 

schlechtere Gewebedifferenzierung u. 

Prognose 

[27, 88, 154]  

 VEGF-A↑  schlechtere Gewebedifferenzierung, 

fortgeschrittene Stadien 

[147]  

 VEGF-C↑ häufiger Lymphknotenmetastasen; 

schlechtere Prognose 

[226]  

 S100 A4↑ stärkere Angiogenese, schlechtere 

Prognose (p=0.01-0.02) 

[137]  

Zellzyklusregulatoren uPAR↑ stärkere Ivasivität bei  

AEG II +III, kürzeres 

Gesamtüberleben 

[98]  

 pAK1↑ höhere Tumorstadien; häufiger 

Lymphknotenmetastasen; schlechtere 

Prognose 

[112]  

Tumormarker CA 19-9 höherer TNM-Status; 

schlechtere Prognose 

[199]  

Immunglobulin 

Superfamilie 

CD147↑ aggressiv wachsende Tumoren; v.a. bei 

UICC III-IV(p<0.01); 

Gewebedifferenzierung↓ (p<0.05); 

reduziertes 5-Jahres-Gesamtüberleben 

(p<0.05) 

[77]  

Matrix-Metalloproteinasen MMP9↑ aggressiv wachsende Tumoren; v.a. bei 

UICC III-IV(p<0.01); schlechtere 

Gewebedifferenzierung (p<0.05); 

reduziertes 5-Jahres-Gesamtüberleben 

(p<0.05) 

[77]  

Zelladhäsionsfaktoren E-Cadherin↓ Assoziation mit Tumorentstehung und 

Tumorprogression 

 

[210]  

 alpha-Catenin↓ 

beta-Catenin↓ 

Assoziation mit Tumorentstehung und 

Tumorprogression 

 

[210, 215]  

 



 
 

11 
 

1.2.  microRNA 

 

1.2.1.  Entdeckung und Nomenklatur 

 

MicroRNAs (miRNAs) sind kurze RNAs mit einer Länge von ca. 19-24 Nukleotiden (nt), 

die in der Lage sind auf posttranskriptioneller Ebene, durch Beeinflussung von Messenger-

RNA (mRNA), die Proteinexpression zu inhibieren oder sogar komplett zu unterbinden 

[103, 213]. Ihre Entdeckung 1993 durch Lee et al. im Fadenwurm Caenorhabditis elegans 

veränderte in den Folgejahren beachtlich die bisher bestehenden Annahmen über 

Genregulation. Lee et al. stellten fest, dass ein für die Entwicklung des Fadenwurms im 

Larvenstadium wichtiges Protein namens LIN-14 durch ein weiteres Gen namens Lin-4 

herunterreguliert werden kann. Lin-4 wurde jedoch nicht zu einem biologisch aktiven 

Protein translatiert, sondern verblieb in Form zwei kleiner RNAs mit einer Länge von 21 nt 

und 61 nt [103]. Noch im gleichen Jahr konnte durch Wightman et al. entdeckt werden, 

dass die kürzere der beiden RNAs eine Antisense-Komplementarität zur 3'UTR (3' 

untranslatierten Region) der lin-14-m-RNA besitzt, die offenbar in der Lage war, die 

Proteinexpression von Lin-14 bei konstantem mRNA-Niveau zu verringern [213]. Erst ab 

dem Jahr 2000, in dem eine weitere kurze regulatorische RNA namens let-7 in C. elegans 

entdeckt wurde, schritten auch die Forschungen und Detektionen weiterer, nun microRNA 

genannter Äquivalente, unter anderem im Menschen voran [100, 150, 167]. Die 

Entdeckung weiterer miRNAs in Pflanzen und Tieren ließ darauf schließen, dass sie 

evolutionär hoch konserviert und spezifisch für Zelltypen zu sein schienen [29, 75, 101]. 

Überdies stellte man fest, dass sie durch posttranskriptionelle Genregulation eine 

bedeutende Rolle sowohl bei physiologischen als auch bei der Entstehung von 

pathologischen Prozessen, wie Autoimmun- und Krebserkrankungen, spielen [4, 91, 170]. 

Man erkannte so das Potential von miRNAs als molekulare Biomarker für diagnostische, 

prognostische und bestenfalls therapeutische Zwecke [122, 219]. 2002 wurde ein online 

verfügbares miRNA-Register namens miRBase erstellt, welches heute (Stand November 

2021) 38.589 registrierte miRNAs in 271 Spezies beinhaltet und unter anderem über 

dessen genetische Sequenzen und Zielgene informiert [248]. Die 2003 durch Ambros et al. 

in Konvention beschriebene Nomenklatur dieser zahlreichen miRNAs, erfolgt zum einen 

entsprechend der Spezies, in der sie gefunden und beschrieben wurde und zum anderen 

gemäß der Reihenfolge, in der sie entdeckt bzw. publiziert wurden [8]. So lässt sich z.B. 

der microRNA "hsa-miR-121" entnehmen, dass sie der Spezies Mensch (hsa = Homo 
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sapiens) angehört und als 121. miRNA gefunden wurde. Von der Benennung entsprechend 

der Reihenfolge wird Abstand genommen, wenn die identische miRNA in einer anderen 

Spezies entdeckt wurde. In diesem Fall wird die Nummer der miRNA übernommen, in der 

die Erstbeschreibung erfolgte und mit den ersten drei Buchstaben des neuen Organismus, 

z.B. "rno" für "Rattus norvegicus" (gewöhnliche Ratte) oder "ggo" für "Gorilla", versehen. 

Wenn mehrere miRNA evolutionär verwandt sind, wird ein zusätzlicher kleiner Buchstabe 

nach der Zahl verwendet, um zwischen mehreren Mitgliedern derselben Familie zu 

differenzieren (z.B. hsa-miR-29a und hsa-miR-29b). Einige identische miRNAs werden 

durch zwei oder mehr verschiedene genetische Loci kodiert. In diesem Fall wird eine 

zusätzliche Nummer nach dem vollständigen Namen angegeben. Zum Beispiel bringen 

hsa-miR-138-1 und hsa-miR-138-2 das gleiche microRNA-Produkt, nämlich hsa-miR-138, 

hervor. Zumeist wird einer miRNA auch der Zusatz "3p" oder "5p" angehängt (z.B. hsa-

miR-132-3p und hsa-miR-132-5p), welche angibt von welchem Arm, 3p-Arm oder 5p-

Arm, des ursprünglichen RNA-Doppelstrangs die reife miRNA abstammt. Eine 

Besonderheit hinsichtlich der Nomenklatur haben lin-4 und let-7. Denn diese, wie auch 

ihre nachfolgend entdeckten Familienmitglieder, haben aus historischen Gründen ihre nicht 

eindeutig zuzuordnenden Namen beibehalten. 

 

1.2.2. Biogenese und Funktion 

 

Die miRNA-kodierenden Sequenzen sind, bis auf ein sehr geringes Vorkommen im Y-

Chromosom, überall im menschlichen Genom verteilt. Sie befinden sich einzeln oder in 

Form von Clustern in Introns - von denen man lange annahm, dass sie genetisch irrelevant 

seien-, Exons, sowie zwischen proteinkodierenden Sequenzen [7, 60]. Abbildung 1 (Seite 

15) stellt die miRNA-Biogenese in schematischer Form dar. Die Initialisierung der 

Biogenese erfolgt durch Transkription mittels einer RNA-Polymerase II oder seltener einer 

RNA-Polymerase III [21, 106]. Das entstandene primäre Transkript ist eine etwa 500-3000 

Nukleotide lange Vorstufe und wird als pri-miRNA (primary micro-RNA) bezeichnet. Sie 

besteht aus einem langen Haarnadelschaft, einer terminalen sowie einer seitlichen 

einzelsträngigen Schleife und trägt einen 3'Poly-A-Schwanz sowie ein 7-Methylguanosin-

Cap am 5'-Ende [26, 106]. Noch im Zellkern wird die pri-miRNA mittels eines 

Mikroprozessorkomplexes, bestehend aus einer RNase III namens Drosha und einem 

doppelsträngigen RNA-Bindungsprotein namens DGCR8 (DiGeorge-Syndrome-Critical-
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Region-Gen 8) zu der etwa 70 bis 80 nt langen pre-miRNA (precursor micro-RNA) 

prozessiert [65, 104]. Als weitere Möglichkeit, die vermutlich sogar bis zu 25% aller 

miRNAs generiert, können pre-miRNAs Drosha-unabhängig direkt aus den Introns, die 

beim Spleißen der mRNA entstehen, generiert werden. Dabei stellt das ursprünglich 

transkribierte Gen häufig sogar das mRNA-Zielgen der miRNA, die man dann auch als 

"miRtrons" bezeichnet, dar [13, 17]. Die pre-miRNA muss nun zur weiteren Verarbeitung 

den Zellkern verlassen. Die Ausschleusung in das Zytosol erfolgt über ein Ran-GTP-

abhängiges, doppelsträngige RNA(dsRNA)-bindendes Rezeptorprotein namens Exportin-

5, das außerdem in der Lage ist, die pre-miRNA vor Abbau zu schützen [229, 231]. Im 

Zytoplasma befindet sich eine weitere RNase III (Dicer-1), die mit PACT, einem dsRNA-

bindenden Protein, und TRBP (TAR-RNA-bindendes Protein) assoziiert ist, um ihr 

Stabilität und eine höhere Prozessierungsaktivität zu verleihen [34, 105]. Dicer-1 spaltet 

mit Hilfe von TRBP und PACT die Schleifensegmente von der pre-miRNA und es entsteht 

reife 18-23 nt lange Duplex-miRNA (dsRNA), welche auch als "miRNA:miRNA*" 

bezeichnet wird [55]. Durch noch nicht endgültig verstandene Vorgänge, die vermutlich 

thermodynamischer Natur sind bzw. die Basenpaarungsstabilität/-instabilität des 5'-Endes 

betreffen, trennt sich der Duplex-miRNA-Strang in einen Führungsstrang, auch 

Positivstrang oder 5p genannt, und einen Passagierstrang, der auch als Negativstrang oder 

3p bezeichnet wird. Dieser Vorgang kann direkt durch Ago2 (Argonaute 2), ein 

katalytisches Protein, vermittelt werden, das - assoziiert mit Dicer-1, TRBP und PACT-  

einen Komplex bildet, der als RISC oder auch miRISC (miRNA-induzierter Silencing-

Komplex) bezeichnet wird [125, 148]. Zumeist wird, bedingt durch eine geringere 

thermodynamische Stabilität am 5'-Ende, der Führungsstrang 5p in den RISC-Komplex 

integriert, während der Passagierstrang 3p nicht selten degeneriert [90, 173]. Aber neuere 

Forschungsergebnisse zeigen, dass auch der 3p-Strang in den RISC eingebaut werden kann 

und somit aus einem miRNA-Duplex-Strang letztlich zwei miRNAs mit potentiell 

unterschiedlichen mRNA-Zielen entstehen [6, 127]. Der miRISC-Komplex spielt nun eine 

zentrale Rolle bei der Erkennung und Inhibierung der Ziel-mRNA. Geleitet durch die 

sogenannte "seed-Sequenz", eine Schlüsselsequenz, die sich in Position 2-5 vom 5'-Ende 

der integrierten miRNA befindet, detektiert die miRNA ihre Ziel-mRNA durch Erkennung 

einer komplementären Basenregion am 3'-UTR (3'-untranslatierte Region)-Ende der 

mRNA. In Abhängigkeit des Grades der Komplementarität der seed-Sequenz zur 3'-UTR 

wird die mRNA negativ reguliert. Perfekte Komplementarität, die beim Menschen selten 

vorkommt, führt zur absoluten Hemmung oder sogar zum Abbau durch Ago2, genauer 
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durch dessen RNA-schneidende PIWI-Domänen, während inkomplette Übereinstimmung 

der Sequenzen eine abgestufte Inhibition bedingt [80, 131, 149]. Zudem führt diese 

Semikomplementarität einerseits dazu, dass die seed-Sequenz zu mehreren mRNAs 

kompatibel sein kann und andererseits eine mRNA durch mehrere miRNAs reguliert 

werden könnte [108, 145].  2005 wurde bei unabhängigen Studien, die sich mit der 

Lokalisation von Ago-Proteinen befassten,  gezeigt, dass sich Ago2 zusammen mit 

gebundener miRNA und dessen komplementärer mRNA innerhalb mehrerer 

zytoplasmatischer Foci akkumuliert. Diese, als P-bodies (processing-bodies) bezeichneten 

Körper stellen eine Art Sammelstelle der von der Translation reprimierten und zum Abbau 

aggregierten mRNA dar [116, 174]. 

Die Beeinflussung der Messenger-RNA gelingt jedoch noch auf weiteren Wegen. So gehen 

einige Studien davon aus, dass durch Interferenz der miRNAs eine Deadenylierung der 

mRNA stattfindet, die zu einem mRNA-Stabilitätsverlust, dessen beschleunigten Abbau 

sowie folglich zu messbar verringerten mRNA-Spiegeln führt [16, 218]. Andere 

Forschungsergebnisse zeigten, dass es nicht immer nur die 3'-UTR ist, die die miRNA-

Zielsequenz beinhalten muss. Sowohl die 5'-UTR als auch Sequenzen, die innerhalb des 

kodierenden Abschnittes liegen, können ein miRNA-Ziel darstellen [124, 128, 163]. 

Vasudevan et al. zeigten 2007, dass sogar eine kontextabhängige, unübliche Aktivierung 

der mRNA-Translation im Zellzyklusarrest stattfinden kann [201]. Auch eine seed-Region-

unabhängige Regulation, durch direkten Einfluss von miRNA auf mRNA-bindende 

Proteine, die für die Translation erforderlich sind, wurde bereits beschrieben [51]. Die 

beiden letztgenannten Beobachtungen stehen jedoch noch am Anfang ihrer 

Bedeutungserforschung und scheinen eher selten vorzukommen. 
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Abbildung 1: schematische Darstellung der miRNA-Biogenese und mRNA-Bindung 

(modifiziert nach Cornelius Courts, UKSH Kiel) 

 

1.2.3. Regulation der microRNA-Biogenese 

 

Heute steht die veränderte Expression von miRNA im Fokus zahlreicher Untersuchungen, 

durch die man erhofft eine Ursache für die Entstehung verschiedener Krankheiten 

aufzudecken. Und in der Tat konnten diverse Mechanismen identifiziert werden, die zu 

einer Hoch- oder Herunterregulation beitragen. 

So haben zum Beispiel bekannte Transkriptionsfaktoren, wie das Onkogen Myc oder der 

Tumorsuppressor p53, die Möglichkeit, auch die Expression von miRNAs, die ihrerseits 

onkogen oder tumorsupprimierend wirken können, zu regulieren [42, 68]. MiRNAs,  die 

eine enthemmte neoplastische Proliferation begünstigen, werden deshalb auch als 

"OncomiR" bezeichnet. Pri-miRNA-Transkriptionsinduktion konnte auch im 

Zusammenhang mit Stimulation durch Wachstumsfaktoren, wie PDGF (platelet derived 

growth factor) oder TGF (transforming growth factor)-beta  beobachtet werden [25, 176]. 

Des Weiteren spielen DNA-Methylierungen und Inhibition von Histon-Deacetylasen als 

Mechanismen epigenetischer Veränderungen, insbesondere bei der Repression von 
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miRNA, eine wichtige Rolle. Auf diesem Wege können z.B. miRNAs, die als 

Tumorsuppressoren  fungieren, durch DNA-Hypermethylierung stummgeschaltet werden 

und zur Krebsentstehung beitragen [2, 123]. Es wurden bereits eine Reihe solcher 

hypermethylierter miRNAs beschrieben, die unter anderem bei der Entstehung von  

Magen-, Mamma- oder Kolorektalkarzinomen von Bedeutung zu sein scheinen [31, 158, 

200]. 

Natürlich können genetische Mutationen auch direkt die Expression von miRNAs oder der 

an dessen Biogenese involvierten Proteine bzw. Ribonukleoproteine modifizieren. 

Manchmal genügen bereits punktuelle Modifikationen des miRNA-Transkripts, um dessen 

Information zu verändern. Dieses sogenannte Editing geschieht, wie auch bei anderen 

RNAs, durch katalytische Enzyme, wie z.B. ADAR1 und ADAR2 (Adenosine Deaminase 

Acting on RNA 1/2), die durch Austausch einer Adenosinbase durch Inosin, die 

Prozessierung von pri- zu pre-miRNA behindern oder die Seed-Region so modifizieren, 

dass das mRNA-Ziel verändert oder zumindest die Komplementarität beeinflusst wird [89, 

186]. Auch chromosomale Deletionen wurden im Zusammenhang mit einer fehlerhaften 

miRNA-Expression und folgender inverser Expression ihrer Ziel-Gene, beispielsweise bei 

der chronisch-lymphatischen Leukämie (CLL) und dem Myelodysplastischen Syndrom, 

beschrieben [22, 37]. 

Ferner sind Funktionsdefekte, erhöhte und erniedrigte Expression von Schlüsselproteinen 

und Cofaktoren der miRNA-Biogenese in Zusammenhang mit Karzinomentstehung 

entdeckt worden. So kann z.B. ein Exportin-5-Defekt zu einer intranukleären 

Akkumulation und Elimination von pre-miRNA  führen oder eine vermehrte Ago2-

Expression mit erhöhten miRNA-Spiegeln assoziiert sein [1, 47, 133, 134]. 

 

 

1.2.4. microRNA im klinischen Zukunftsalltag 

 

Seit der Entdeckung von miRNA und dessen Funktion, haben die Forschungen auf diesem 

Feld, insbesondere seit dem Jahr 2000, sprunghaft zugenommen [247]. Diverse 

humanmedizinische Studien befassen sich damit, miRNA-Profile für spezifische Zellen 

und Gewebe und dessen Pathologien zu erfassen, um diese zukünftig für diagnostische und 

prognostische  Zwecke nutzbar zu machen. Noch sind miRNAs nicht im klinischen Alltag 

angekommen, aber eine Vielzahl experimenteller Studien lassen dies, auch für 

therapeutische Absichten, erhoffen. So werden miRNA-Analoga bereits synthetisch in 
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Form von sequenzidentischer ("mimic") oder sequenzkomplementärer ("Antagomir")  

"small interference RNA" (siRNA), hergestellt. Mimic-miRNA ist durch ihre 

Sequenzanalogie in der Lage komplementäre mRNA, entsprechend der natürlichen 

endogenen miRNA, zu inhibieren bzw. abzubauen, während Antagomir zielgerichtet 

miRNA binden und blockieren [132]. Durch Antagomir kann auf diesem Wege 

überexprimierte  miRNA gebunden und die Konzentration der korrespondierenden mRNA 

erhöht werden. Die Einführung solcher siRNA in Zellen gelingt im Falle von initial 

doppelsträngiger Mimic-miRNA z.B. durch endogene Transkription von viral oder durch 

Transfektion eingebrachter DNA, wohingegen die Applikation von einzelsträngiger 

Antagomir in tierexperimentellen Studien sogar schon intravenös möglich ist [95, 191].  

 

 

1.3. Fragestellung 

 

Adenokarzinome des ösophagogastralen Übergangs stellen nach wie vor nicht universell  

eine eigenständig betrachtete Erkrankung dar. Die meisten Forschungsarbeiten integrieren 

diesen anatomischen Bereich, wie einleitend erläutert, in Studien, die sich thematisch mit 

Adenokarzinomen des distalen Ösophagus, des proximalen und distalen Magens oder mit 

korrespondierenden Zelllinien befassen. Entsprechend verhält es sich mit der Analyse 

molekularer Ursachen und Zustände von Chemoresistenz bzw. Chemosensitivität  bei 

AEG. 

Mit dieser explorativen Arbeit soll anhand von 33 prä-Neoadjuvanz entnommenen AEG-

Fallbiopsaten ein microRNA-Profil erstellt werden, welches anschließend mit den 

histopathologisch bestimmten Responsedaten der entsprechenden Resektate verglichen 

wird. Durch die mikroskopische Ermittlung von Respondern und Non-Respondern nach 

Becker et al., soll eine Einteilung der Fälle in diese zwei Gruppen durchgeführt werden. 

Ziel ist es, signifikante miRNAs für AEG zu identifizieren, die das Potential haben ein 

Ansprechen auf neoadjuvante Therapie mit gewöhnlich verwendeten Chemotherapeutika, 

wie Cisplatin und 5-Fluorouracil, vorherzusagen. Außerdem werden die detektierten 

miRNAs, entsprechend der aktuellen Studienlage mit gleicher Fragestellung, mit anderen 

Karzinomen, insbesondere des Ösophagus und des Magens, verglichen. 

Ferner soll das miRNA-Profil mit klinischen Charakteristika wie Geschlecht, Alter, 

Überleben, Histomorphologie und TNM-Staging in den beiden Gruppen in Relation 

gesetzt und bewertet werden.  
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2. Methoden   

 

2.1. Patientenproben 

 

Die Generierung von letztlich 33 Patientenproben und –resektaten, die aus den Jahren 1997 

bis 2013 stammen, erfolgte durch Recherche im Informationssystem des Instituts für 

Pathologie am Universitätsklinikum Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Lübeck. Durch 

Bereitstellung einer Auflistung von zuvor behandelten Patienten mit AEG durch die 

viszeralchirurgische Abteilung des Hauses, konnte diese Suche eingegrenzt und erleichtert 

sowie weitere Patientencharakteristika abgerufen werden. Erste Selektionskriterien 

bestanden in der Verfügbarkeit von Biopsaten und Resektat(-en)  der Patienten, die einer 

neoadjuvanten Chemotherapie unterzogen wurden. Dies ist nicht immer realisierbar, da die 

Biopsien zu einem großen Teil extern ambulant erfolgen. Die unbehandelten AEG-

Biopsate waren für die Erstellung eines miRNA-Profils und die Resektate zur 

histologischen Beurteilung der Regression nach Chemotherapie erforderlich. In Frage 

kommende Gewebeproben und Organ(-teil)-resektate wurden in Form von zuvor 

angefertigten Gewebeschnitten und deren FFPE-Blöcken (Formalin-fixiert und in Paraffin-

gebettet) im Archiv des Instituts für Pathologie des UKSH-Lübeck, aufgesucht und 

nochmals mikroskopisch überprüft. 

Sämtliche Patientenproben, -resektate und -daten wurden, entsprechend einer bei der 

Ethikkommission der Universität zu Lübeck vorgelegten Ethikanzeige (AZ 14-242A), 

einer sofortigen Anonymisierung unterzogen. 

 

 

2.2. Histologische Begutachtung und Studiengruppierung 

 

Alle in Frage kommenden Biopsate und Resektate wurden zuvor in der klinischen Routine 

der Jahre 1997 bis 2013 histologisch fachärztlich beurteilt und bei Selektion für diese 

Studie nochmals mikroskopisch (Axioskop, Zeiss, Jena, Deutschland) durch zwei 

wissenschaftliche Mitarbeiter (J. Knief und C. Just) untersucht. Zunächst wurde eine 

histologische Klassifizierung der Biopsate nach WHO-Vorgaben in tubulär, muzinös, 

gering kohäsiv und undifferenziert vorgenommen [144]. Des Weiteren wurden 

Informationen über die Tumorausdehnung, den Nodalstatus, eine eventuelle 

Fernmetastasierung sowie Lymphangio- und Perineuralinvasion aus der klinischen 
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Dokumentation des UKSH entnommen. Der histopathologische Regressionsgrad nach 

neoadjuvanter Chemotherapie wurde entsprechend des Tumorregressions-Score für 

Adenokarzinome nach Becker et al. erfasst (vgl. Tabelle 2) [14]. 

 

Regressionsgrad Definition 

1a komplette Regression: keine vitalen Tumorzellen nachweisbar 

1b subtotale Regression: vitale Tumorzellen in <10% des Gewebes 

2 partielle Regression: vitale Tumorzellen in 10-50% des Gewebes 

3 geringe/keine Regression: vitale Tumorzellen in >50% oder keine 

regressiven Veränderungen 

Tabelle 2: Übersicht Regressionsgrade nach Becker et al. 

 

Zur Beurteilung wurden die angefertigten HE (Hämatoxylin-Eosin)-gefärbten Schnitte der 

Biopsate mit denen der Resektate verglichen. Da keine frischen bzw. Formalin-fixierten, 

unzugeschnittenen Resektate für die makroskopische Begutachtung zur Verfügung 

standen, musste sich diesbezüglich auf die ursprüngliche ärztliche Zuschnittdokumentation 

und erste Regressionsbeurteilung bezogen werden. Mikroskopisch wurden morphologisch 

regressive Veränderungen wie Vakuolisierung, Zellatrophie, Kernpyknosen und -

fragmentierung, Nukleolenprominenz, muzinöse Degeneration und Desorganisation von 

Tumordrüsen sowie stromale Fibrose in ihrer Ausdehnung erfasst. In dieser Studie wurden 

die  Regressionsgrade 1a und 1b der Responder-Gruppe und Grad 3 der Non-Responder-

Gruppe zugeordnet. Der Regressionsgrad 2 wurde wegen unklarer Zuordbarkeit aus dieser 

Studie ausgeschlossen. 

 

 

2.3. Korrelation mit klinischen Merkmalen 

 

Um Unterschiede hinsichtlich klinischer Merkmale wie Alter, Geschlecht, 

Lymphknotenstatus, Infiltrationstiefe, perineurale Invasion, lymphovaskuläre Invasion und 

Vorhandensein von Fernmetastasen zwischen beiden Gruppen abzuschätzen, wurde der χ2-

Test angewendet und ein p-Wert <0.05 als statistisch signifikant angesehen. 
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2.4. Extraktion von Tumorgewebe 

 

Um RNA ausschließlich aus dem Tumorgewebe der AEG-Biopsate zu isolieren, mussten 

diese Areale zunächst anhand vorhandener HE-Schnitte unter dem Mikroskop markiert 

werden. Diese Markierungen wurden dann mit den entsprechenden FFPE-Blöcken 

verglichen und auf diese übertragen. Anschließend wurde aus jedem relevanten 

Biopsieblock jeweils ein 2mm durchmessender Stanzzylinder aus dem markierten Areal 

mittels eines Stanzstiftes aus dem Tissue-Tek® Microarray-System (Sakura Finetek, USA)  

entnommen, vorsichtig an einer Ausgießstation aufgeschmolzen und einzeln neu in 

Paraffin eingebettet. 

 

 

2.5.  RNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung 

 

Aus jedem  neuen FFPE-Block wurden zunächst 10 jeweils 10 μm dicke Röllchen mittels 

eines Rotationsmikrotoms (Leica, Deutschland) geschnitten, um aus diesen anschließend 

RNA-Isolationen mit Hilfe des RecoverAllTM Total Nucleid Acid Isolation Kit (Applied 

Biosystems, USA) entsprechend der Herstellerangaben durchzuführen. 

Die Arbeitsschritte werden im Folgenden aufgeführt und beziehen sich auf jeweils eine 

Probe: 

 

Entparaffinierung: 

1. Zugabe von 1 ml Xylol zu den Paraffinröllchen in einem 2 ml Tube, vortexen, 

3 min bei 50°C inkubieren, danach den Überstand absaugen 

2. Zugabe von1 ml 100%igem Ethanol, vortexen, 2 min bei max. Geschwindigkeit 

zentrifugieren, Überstand absaugen 

3. Schritt 2 wiederholen 

4. nochmals 15 sec zentrifugieren und flüssigen Überstand vorsichtig abpipettieren 

5. Gewebepellet am Tubeboden ca. 15 min lufttrocknen 

 

Proteaseverdau: 

1. Zugabe von 400 μl Digestion-Buffer 

2. Zugabe von 4 μl Protease, Tube leicht schütteln 

3. drei Stunden bei 50°C inkubieren 
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Isolation der Nukleinsäuren: 

1. Zugabe von 480 µl Isolation Additive, vortexen bis Probe milchig aussieht 

2. Zugabe von 1,1 ml 100%igem Ethanol, durch vorsichtiges auf- und abpipettieren 

mischen, bis Lösung klar wird 

3. die entstandenen ca. 1,98 ml Probengemisch in drei Schritten (z.B. 700µl-700µl-

600µl) auf eine Glasfiltersäule, die in einem 2 ml Tube steckt,  laden und pro 

Schritt bei 8000 rpm zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 

4. Zugabe von 700 µl Wasch-Lösung 1 auf die Säule, 30 sec bei 8000 rpm 

zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 

5. Zugabe von 500 µl Wasch-Lösung 2/3 auf die Säule, 30 sec bei 8000 rpm 

zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 

6. nochmals bei 8000 rpm 30 sec zentrifugieren 

 

RNA-Isolation: 

1. Anfertigung eines DNase-Mix, bestehend aus: 6 µl 10x DNase-Puffer, 4 µl DNase, 

50 µl Ambion-Wasser pro Probe 

2. Zugabe von 60 µl DNase-Mix in das Zentrum der Glasfiltersäule, Inkubation bei 

Raumtemperatur für 30 min 

3. Zugabe von 700 µl Wasch-Lösung 1 auf die Säule, 30 sec bei 8000 rpm 

zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 

4. Zugabe von 500 µl Wasch-Lösung 2/3 auf die Säule, 30 sec bei 8000 rpm 

zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 

5. Schritt 4 wiederholen 

6. nochmals bei 8000 rpm für 30 sec zentrifugieren 

7. Säule in ein neues Tube stecken (1,5 ml mit spitz zulaufendem Boden) 

8. 60 µl nukleasefreies Ambion-Wasser (Raumtemperatur) in die Mitte der Säule 

geben, 1 min bei Raumtemperatur inkubieren, bei max. Geschwindigkeit für 1 min 

zentrifugieren 
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Messung der RNA-Konzentration: 

1. am PC das Nanodrop-Programm „Nucleid Acid Measurement“ wählen 

2. Kalibrierung mit 2 µl AE-Puffer, Messvorgang starten, Messstation mit Tuch 

reinigen 

3. Aufbringen von 2 µl der RNA-Lösung, Messvorgang starten, Messstation mit Tuch 

reinigen 

 

Anschließend werden die RNA-Proben bei -80°C eingelagert bis eine weitere Verarbeitung 

erfolgt. 

 

2.6. Synthese komplementärer DNA (cDNA) 

 

Der Schritt der cDNA-Synthese beinhaltet eine reverse Transkription, ausgehend von der 

zuvor isolierten Gesamt-RNA pro Probe. Hierfür wurde das miRCURY LNATM Universal 

cDNA Synthesis Kit II (Exiqon, Dänemark) genutzt.  Jede zuvor isolierte und auf ihre 

Konzentration quantifizierte RNA-Probe wurde für diesen Schritt zunächst mit 

nukleasefreiem Wasser auf eine RNA-Konzentration von 5 ng/µl verdünnt. 

Die Reagenzien wurden entsprechend der Herstellerangaben wie folgt zusammengefügt,  

gevortext und kurz anzentrifugiert (pro Probe): 

 

Reagenz µl pro Probentube 

5xReaktions-Puffer 2 

nukleasefreies Wasser 4,5 

Enzymmix 1 

synthetische RNA-Spike-Ins (UniSp6, cel-miR-39-3p) 0,5 

RNA der Proben (5 ng/µl) 2 

Tabelle 3: Ansatz für cDNA-Synthese 

 

Der Reaktionspuffer beinhaltet die für die reverse Transkription erforderlichen Primer, 

Mg2+ und dNTPs (Desoxyribonukleotidtriphosphate: dATP, dTTP, dCTP, dGTP). Der 

Enzymmix enthält reverse Transkriptase und Poly-A-Polymerase. Durch die Zugabe 

definierter Mengen synthetischer RNA-Vorlagen (UniSp6 und cel-miR-39-3p), kann der 

Schritt der cDNA-Synthese, durch Schaffung einer Vergleichsmöglichkeit, überwacht 
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werden. So kann bei der späteren Auswertung z.B. eine Verunreinigung der Probe mit 

Nukleasen aufgedeckt werden. 

Schließlich wurden die 10 µl-Reaktionsgemische pro Probe nach folgendem Schema für 

die reverse Transkription in einem Thermocycler (Biometra) inkubiert: 

1. Inkubation für 60 min bei 42°C 

2. erhitzen bis auf 95°C für 5 min 

3. herunterkühlen bis auf 4°C 

Das Reaktionsprodukt wurde innerhalb der vom Hersteller empfohlenen Lagerungszeit von 

5 Wochen bei -20°C gelagert und weiter verarbeitet. 

 

2.7. Beladen der PCR-Platten und Durchführung einer real-time-PCR 

 

Um die 384-well-PCR-Platten (miRCURY LNATM Universal RT miR Ready-to-use PCR, 

Cancer focus panel, V4.R) der Firma Exiqon  zu beladen, wurde zunächst ein 

Reaktionsgemisch mit folgender Zusammensetzung pro Probe gefertigt: 

 

Reagenz Volumen in µl 

ExiLENT SYBR® Green Master-Mix 500 

nukleasefreies Wasser 495 

cDNA 5 

Tabelle 4: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches für Real-time-PCR 

 

Der Master-Mix aus dem ExiLENT SYBR® Green Master mix Kit (Exiqon, Dänemark) 

beinhaltet  DNA Polymerase, miRCURY SYBR® Green PCR Puffer und SYBR® Green 

I. Die DNA-Polymerase (isoliert aus Thermus aquaticus) wird erst durch initiale Erhitzung 

auf  95°C, durch Entkopplung eines sie bis dahin inaktivierenden Antikörpers, aktiviert. 

Der miRCURY SYBR® Green PCR Puffer enthält die für die Amplifikation notwendigen 

dNTP sowie ein Gemisch aus Tris-HCl, KCl, NH4SO4, MgCl2 zur Schaffung eines 

optimalen Reaktionsmilieus. SYBR Green® I bindet bei der PCR-Amplifikation 

entstehende doppelständige DNA und emittiert ein durch Schmelzkurvenanalyse 

messbares Fluoreszenzsignal. 
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Jede 384-well-Platte besteht aus 4x96 Probenlöchern (engl. 'well') und enthält: 

• 4x84 miRNA-Primer-Sets, die für ein häufiges Vorkommen bei 

Krebserkrankungen, als Onkogene oder als Tumorsuppressoren, bekannt sind; 

inkl. 4x3 Referenz-Gen-Primer (hsa-miR-103, hsa-miR-191, hsa-miR423-5p) 

• 4x3 endogene Kontrollen (U6, SNORD38B, SNORD49A) 

• 4x5 Kontroll-Primer (UniSp3, UniSp4, UniSp5, UniSp6, cel-miR-39,3p) 

• 4x3 Interplate-Kalibratoren (UniSp3 IPC) 

• 4x1 Leerkontrolle 

 

 

Folgende 84-miRNA-Primer sind in dem Cancer Focus microRNA Panel, V4.R von 

Exiqon enthalten: 

cel-miR-39-3p, hsa-let-7a-5p, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-let-7e-5p, 

hsa-let-7f-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-1-3p, hsa-miR-100-5p, hsa-miR-101-

3p, hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-10a-5p, 

hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-132-3p, 

hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-145-5p, hsa-miR-146a-5p, 

hsa-miR-148a-3p, hsa-miR-149-3p, hsa-miR-150-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-15a-5p, 

hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-181b-5p, 

hsa-miR-182-5p, hsa-miR-186-5p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-191-5p, hsa-miR-192-5p, 

hsa-miR-194-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-19a-3p, hsa-miR-19b-3p, 

hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-200c-3p, hsa-miR-202-3p, hsa-miR-205-5p, 

hsa-miR-206, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-210-3p, hsa-

miR-214-3p, hsa-miR-215-5p, hsa-miR-22-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-miR-222-3p, hsa-

miR-223-3p, hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-23b-3p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-

26a-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-27b-3p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-

29b-3p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-31-

5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-423-5p, hsa-miR-7-5p, hsa-miR-9-5p, hsa-miR-92b-3p, hsa-

miR-93-5p, hsa-miR-99a-5p 

 

Eine 384-Loch-Platte besteht aus 24 Spalten (1-24) und 26 Zeilen (A-P) und kann mit 

Proben von insgesamt 4 Patienten bzw. Gewebeproben bestückt werden. Dabei sind in 

jeder zweiten Zeile und jeder zweiten Spalte die Primer für eine Patientenprobe enthalten. 

Im Folgenden ist das Lochschema exemplarisch anhand der ersten 4 Zeilen und Spalten 
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dargestellt (gleiche Farbe entspricht gleichem Patienten; ein 2x2-Feld beinhaltet immer den 

gleichen miRNA-Primer): 

 

 
1 2 3 4 

A hsa-let-

7a-5p 

hsa-let-

7a-5p 

hsa-let-

7b-5p 

hsa-let-

7b-5p 

B hsa-let-

7a-5p 

hsa-let-

7a-5p 

hsa-let-

7b-5p 

hsa-let-

7b-5p 

C hsa-miR-

103a-3p 

hsa-miR-

103a-3p 

hsa-miR-

106a-5p 

hsa-miR-

106a-5p 

D hsa-miR-

103a-3p 

hsa-miR-

103a-3p 

hsa-miR-

106a-5p 

hsa-miR-

106a-5p 

Abbildung 2: exemplarische Darstellung eines 4x4-Ausschnittes einer 384-well-Platte 

(Cancer Focus microRNA Panel, V4.R,Exiqon) 

 

Jedes Probenloch wurde mit 10 µl des oben erläuterten Probengemisches bestückt. Dieser 

Schritt erfolgte mittels einer elektronischen 12-Kanal-Pipette und unter visueller Kontrolle 

einer zweiten Person. 

Anschließend wurde die befüllte Platte mit optisch klarer Klebefolie versiegelt und für 1 

min bei 3000 rpm zentrifugiert. 

Für die 33 Patientenproben wurden insgesamt neun Platten benötigt. 

 

Die qPCR (quantitative real-time PCR) erfolgte mit einem LightCycler® 480 (Roche 

molecular systems Inc., Deutschland) entsprechend des vom Hersteller vorgegebenen 

Ablaufs: 

 

Polymeraseaktivierung/Denaturation 10 min 95°C 

Amplifikation 45 Zyklen: 

➢ 10 sec 95°C 

➢ Abkühlung um 1,6°C/sec bis 60°C 

➢ 1 min 60°C 

 

Tabelle 5: Ablauf der qPCR 
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Während der real-time-PCR erfolgte eine Registrierung der Ct-Werte der PCR-Produkte 

mittels der LightCycler® 480 Software (Roche molecular systems Ing., Deutschland). 

Für die weitere Analyse wurden nur miRNAs mit Ct-Werten kleiner als 40 verwendet, da 

der Ct-Wert mit der miRNA-Menge invers korreliert. Des Weiteren wurde jede einzelne 

Ct-Kurve, auch bei durch die Software ermittelbaren Wert, nochmals visuell bzgl. ihres 

Verlaufs kontrolliert, um falsch-positive Signale zu eliminieren. Nur exponentiell 

verlaufende Kurven geben einen wahren Ct-Wert wieder. 

 

 

2.8. Normalisierung  

 

Während der einzelnen Schritte der RNA-Isolation, der cDNA-Synthese und der 

Amplifikation durch PCR kann es zu qualitativen Variationen zwischen den Proben 

kommen. Um Verzerrungen der Expressionsdaten durch Messfehler, physikalische oder 

technische Variabilität, sowohl zwischen den Einzelproben als auch zwischen den 

verwendeten Platten, zu berücksichtigen, wurde eine korrigierende Normalisierung der 

erfassten Daten mittels der vom Hersteller empfohlenen GenEx Software 6.1 (Trial 

Version; MultiD Analyses AB, München, Deutschland) durchgeführt. Hierfür wurden 

unter anderem synthetische Spike-Ins, die dem Ausgangsmaterial in definierter Menge 

zugesetzt und parallel zu den Zielanalyten quantifiziert wurden,  verwendet. 

Insgesamt wurden drei verschiedene Normalisierungsmethoden angewendet und die 

Ergebnisse anhand der anschließend durchgeführten p-Wert Ermittlung mittels SPSS 

miteinander verglichen. Bei dem ersten Normalisierungsverfahren "Normfinder" wurden 

durch die GenEx Software insgesamt 39 miRNAs, inklusive der zumeist stabil 

exprimierten hsa-miR-103-3p, als Referenz ermittelt und angewendet [151]. Als zweites 

Verfahren erfolgte eine Normalisierung mittels der bei der Probenverarbeitung 

zugegebenen synthetischen Spike-Ins (UniSp6, cel-miR-39-3p) [53]. Die letzte 

Normalisierungsmethode war der "Global mean Algorithmus", der zunächst unspezifisches 

Hintergrundrauschen reduziert, dann das arithmetische Mittel aller Werte berechnet und 

dieses anschließend von jedem einzelnen Wert subtrahiert [135]. Die Global mean 

Methode, als eine den anderen Normalisierungsmethoden überlegene Methode, soll vor 

allem angewendet werden, wenn viele miRNAs getestet werden [45]. 
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2.9. Subgruppenanalyse    

 

Um signifikante Unterschiede hinsichtlich der miRNA-Expression zwischen  Responder -

und Non-Responder-Gruppe zu ermitteln, wurde der Mann-Whitney-U-Test für 

ungepaarte, nicht normalverteilte Stichproben angewandt. Hierfür wurde SPSS Statistics 

Version 22 (IBM, Deutschland) verwendet. Da es sich hier um ein exploratives 

Studiendesign handelt, war eine Korrektur bzgl. multiplen Testens nicht erforderlich.  

Schließlich wurden die signifikant differenziell exprimierten miRNAs sowie 

Überschneidungen zwischen den verwendeten Normalisierungsmethoden erfasst. 

Das Signifikanzniveau wurde mit α=5% festgelegt, so dass p-Werte < 0.05 als statistisch 

signifikant angesehen wurden. 

 

2.10. Patientenprognose   

 

Um den prognostischen Wert der miR-Expression zu bestimmen, wurde der Median für 

jede analysierte miRNA berechnet. Die Fälle wurden dann dichotomisiert und zeigten 

entweder ein Expressionsniveau über oder unter dem Median. Die 

Gesamtüberlebenskurven wurden über Kaplan-Meier-Schätzungen mit SPSS Statistics 

Version 22 (IBM, Ehringen, Deutschland) visualisiert. Die Daten wurden für mehrere 

Tests unter Verwendung des Bonferroni-Verfahrens angepasst, wonach ein p-Wert 

<0.00052 für diesen Test als statistisch signifikant angesehen wurde. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Histologie 

 

Nach histologischer Untersuchung der in Frage kommenden prä-therapeutisch 

entnommenen AEG-Biopsate und deren korrespondierender postoperativer Resektate, 

konnten insgesamt 33 Fälle für diese Studie herangezogen werden. Hiervon konnten 

gemäß der Klassifikation nach Becker et al. 12 Fälle als Non-Responder, entsprechend 

Regressionsgrad 3, und 21 Fälle als Responder, entsprechend Regressionsgrad 1a und 1b, 

identifiziert werden. Repräsentative Beispiele sind in Abbildung 3  dargestellt. Unter den 

33 Fällen wurden 24 als tubuläres Adenokarzinom, 3  als gering kohäsives Karzinom, 2  

als muzinöses Adenokarzinom und 4 Fälle als undifferenziert nach dem aktuellen WHO-

Standard eingestuft.    

 

A)                                                                   B) 

        

 

 

C)                         

Abbildung 3: Beispiele histologischer 

Tumorregression. HE-Färbung, 200-

fache Vergrößerung 

A: Regressionsgrad 1a (kein vitales 

Tumorgewebe) 

B: Regressionsgrad 1b (<10% vitale 

Tumorzellen) 

C: Regressionsgrad 3 ( >50% vitale 

Tumorzellen) 
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3.2. Korrelation der Responder und Non-Responder zu klinischen Merkmalen 

 

Bezüglich der zwei verglichenen Gruppen, Responder vs. Non-Responder, zeigte sich, dass 

undifferenzierte Adenokarzinome eher in der Gruppe der Non-Responder zu finden waren, 

während unter den Fällen der Responder insbesondere der tubuläre Typ präsent war (p-

Wert 0.034).  Hinsichtlich der Verteilung von Geschlecht, Invasionstiefe, Nodalstatus, 

lymphovaskulärer und perineuraler Invasion sowie Fernmetastasierung konnte mit einer p-

Wert-Verteilung zwischen 0.087 und 0.443 keine signifikante Korrelation zur Gruppe der 

Responder oder Non-Responder dargelegt werden, wie der Tabelle 6 zu entnehmen ist. 
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Merkmal   Responder  Non-Responder  p-Wert 

Total n    21   12 

Geschlecht 

 männlich  18   8    0.198 

 weiblich  3   4 

WHO-Klassifikation   

 tubulär                17   7    0.034 

 gering kohäsiv  2   1 

 muzinös  2   0 

 undifferenziert/  0   4     

 andere   

pT 

(low) pT0   2   0    0.136 

 pT1a   2   0 

 pT1b   5   0 

 pT2   3   1 

(high) pT3   8   10 

 pT4a   1   1 

 pT4b   0   0 

pN 

 pN0   12   6    0.203 

 pN1   3   4 

 pN2   6   1 

 pN3   0   1 

LVI 

 vorhanden  6   5    0.443 

 nicht vorhanden 15   7 

perineurale Invasion 

 vorhanden  1   3    0.087 

 nicht vorhanden 20   9 

Fernmetastasierung           

 vorhanden  4   1    0.409 

 nicht vorhanden 17   11 

 

 

Tabelle 6: Merkmale der Adenokarzinome des ösophagogastralen Übergangs nach 

Responder- und Non-Responder-Status. Fettgedruckte Ziffern  in den p-Werten 

zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an. LVI: lymphovaskuläre Invasion. 

pT/N: histopathologische Klassifikation von T=Tumor und N=Nodus 

 
 

3.3. Therapieregime 

 

Alle Patienten erhielten eine neoadjuvante Chemotherapie. Zusätzlich wurde bei drei  

Patienten der Responder-Gruppe eine Radiotherapie mit Bestrahlungsdosen von 45 Gy, 59 

Gy und 66 Gy durchgeführt. Hinsichtlich der Non-Responder-Gruppe bestand die 

neoadjuvante  Chemotherapie in den meisten Fällen (8/12)  aus einer Kombination von 5-
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Fluorouracil, Leucovorin, Oxaliplatin und Docetaxel, welche auch als FLOT-Schema 

bekannt ist. Des Weiteren erhielten zwei Patienten  eine Kombination von  5-Fluorouracil  

mit Cisplatin und weitere zwei eine Kombination von Epirubicin mit Oxaliplatin. 

Bezüglich der Responder-Gruppe  wurde bei 12 von 21 Patienten eine Kombination aus 

Cisplatin und 5-Fluorouracil verabreicht. Lediglich vier Patienten erhielten eine 

Behandlung entsprechend des FLOT-Schemas. Des Weiteren erhielten zwei Patienten eine 

neoadjuvante Therapie mit 5-Fluorouracil in Kombination mit Leucovorin und Etoposid. 

Bei drei Patienten wurde eine Chemotherapie ohne 5-Fluoruracil appliziert, welche die 

Substanzen Oxaliplatin, Etoposid und Irinotecan enthielt. 

 

 

3.4. miRNA-Analysen 

 

Über Panel-Analysen, anschließende Normalisierung der ermittelten Ct-Werte und 

Zuordnung dieser zu Responder- und Non-Responder-Gruppen, konnten insgesamt 4 

miRNAs identifiziert werden, die zwischen Respondern und Non-Respondern  

unterschiedlich exprimiert werden: hsa-let-7f-5p, hsa-miR-191-5p, hsa-miR-221-3p und 

hsa-miR-31-5p.  

Bezüglich der Normalisierungsmethoden gab es nur geringfügige Unterschiede. Unter 

Anwendung des Normfinder-Algorithmus wurden hsa-let-7f-5p, hsa-miR-191-5p sowie 

hsa-miR-31-5p mit p-Werten von 0.03, 0.005 und 0.047 signifikant unterschiedlich 

exprimiert. Bei der Normalisierung mittels zugefügter bekannter Mengen Spike-Ins 

(UniSp6, cel-miR-39-3p) wurden mit p-Werten von 0.022 und 0.02  hsa-miR-221-5p und 

hsa-miR-31-5p signifikant differenziell exprimiert, während unter Verwendung von hsa-

miR-103a-3p als Normalisierungsbezug, hsa-let-7f-5p und hsa-miR-31-5p mit p-Werten 

von 0.038 und 0.036 detektiert wurden. Als vierte Methode diente die Normalisierung über 

die Subtraktion des Ct-Mittelwerts von den einzeln ermittelten Ct-Werten ("Global mean"), 

welche schließlich alle bisher ermittelten miRNAs erneut als signifikant identifizierte: hsa-

let-7f-5p (p=0.025), hsa-miR-191-5p (p=0.014), hsa-miR-221-3p (p=0.04) und hsa-miR-

31-5p (p=0.033). Die Tabelle 7 fasst diese kurz zusammen. 
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Normalisierungsmethode signifikante miRNAs p-Wert 

Normfinder hsa-let-7f-5p 

hsa-miR-191-5p 

hsa-miR-31-5p 

0.03 

0.005 

0.047 

Spike-Ins hsa-miR-221-5p 

hsa-miR-31-5p 

0.022 

0.02 

hsa-miR-103a-3p hsa-let-7f-5p 

hsa-miR-31-5p 

0.038 

0.036 

Global mean hsa-let-7f-5p 

hsa-miR-191-5p 

hsa-miR-221-3p 

hsa-miR-31-5p 

0.025 

0.014 

0.04 

0.033 

Tabelle 7: p-Werte angewendeter Normalisierungsmethoden 

 

Zusammengefasst zeigten hsa-let-7f-5p, hsa-miR-221-3p und hsa-miR-31-5p  in der 

Gruppe der Non-Responder höhere Expressionslevel, während hsa-miR-191-5p in der 

Gruppe der Responder  ein höheres Expressionslevel zeigte. Abbildung 4 stellt die 

ermittelten miRNAs in Bezug zur Gruppe der Responder und Non-Responder graphisch 

dar. 
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Abbildung 4: Ct-Werte der differenziell exprimierten miRNAs in Responder- und 
Non-Responder-Gruppe. Oben links: Ct-Werte für hsa-let-7f-5p. Oben rechts: Ct-
Werte für hsa-miR-191-5p. Unten links: Ct-Werte für hsa-miR-221-3p. Unten rechts: 
Ct-Werte für hsa-miR-31-5p. Die Ct-Werte korrelieren invers zur miR-
Expressionsrate. Dargestellt werden Median, Quartile und Spannweite. 

 

 

3.5. miRNAs und Tumordifferenzierung 

 

Hinsichtlich der Beziehung von miRNA-Expressionsprofilen und Tumordifferenzierung 

konnte festgestellt werden, dass eine schlechte Tumordifferenzierung (G3) signifikant mit 

erniedrigten Spiegeln von hsa-miR-200a-3p und erhöhten Spiegeln von hsa-miR-21-5p, 

hsa-miR-222-3p, hsa-miR-25-3p und hsa-let-7d-5p (p-Werte 0.03–0.031) korreliert war. 
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3.6. miRNAs und dessen prognostische Aussage 

 

Für insgesamt 29 Patienten lagen, mit einer durchschnittlichen Nachbeobachtungszeit von 

44,52 Monaten (Bereich 1 - 100 Monate)  Überlebensdaten vor. Während dieser Zeit 

starben 12 Patienten (41,38%). Nach Anpassung für multiples Testen wurden signifikante 

Unterschiede im Überleben, gemäß hoher oder niedriger Expression ausgewählter 

miRNAs, nur für hsa-miR-194-5p mit einem p-Wert von <0.0001 festgestellt. Die 

Überlebenszeiten bei Patienten mit höherer Expression dieser miRNA waren fast dreimal 

länger als bei Patienten mit niedriger Expression (97,67 vs. 32,69 Monate). Entsprechende 

Überlebenskurven sowie mittlere Überlebenszeiten, einschließlich 95%-

Konfidenzintervall, sind in Abbildung 5  und Tabelle 8 dargestellt. 
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung von Überlebensraten in  

Abhängigkeit von hohen und geringen Expressionsniveaus von hsa-miR-194-5p  
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         ⍉Überleben  SD   95% CI  p-Wert___ 

Hsa-miR-194-5p 

 hoch  97.67    1.91  93.93 – 101.4  < 0.0001 

 niedrig  32.69   7.89  17.22 – 48.16 

Tabelle 8: Durchschnittliche Überlebenszeiten gemäß hoher oder niedriger 

Expression von hsa-miR-194-5p. Die Überlebenszeiten sind in Monaten mit 

Standardabweichung (SD), 95% Konfidenzintervall (95% CI) und entsprechendem 

p-Wert angegeben 
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4. Diskussion 

 

Diverse wissenschaftliche Arbeiten haben sich mit Ursachen und Auswirkungen von 

Arzneimittel- bzw. Chemoresistenz  sowie -sensitivität befasst. So wurden unter anderem 

membrangebundene Transporter, intrazelluläre Signaltransduktoren, Wachstumsfaktoren, 

Zytokine, Enzyme und Chaperone identifiziert, die einerseits in der Lage sind 

Tumorwachstum zu beeinflussen und andererseits als mögliches Target in der 

Krebstherapie  fungieren [15, 24].  Auch unter miRNAs, die seit Jahren intensiver 

weltweiter Forschungsschwerpunkt sind, konnten vielfältige zelluläre Beeinflussungswege 

gefunden werden, die in Zusammenhang mit der Entstehung von Krebserkrankungen 

stehen. So spielen sie beispielsweise eine Rolle bei der Regulation von Apoptose,  DNA-

Reparation, arzneimittelmetabolisierenden Enzymen, MDR-Transportern oder als 

potentielle Zielstrukturen von Medikamenten [43, 238]. Chemotherapeutische Resistenz ist 

ein großes klinisches Problem bei der Behandlung von AEG-Tumoren. Daher ist es von 

großer Bedeutung, neuartige Biomarker zu untersuchen, die eine Chemoresistenz 

vorhersagen und die Entwicklung einer individualisierten Behandlung für Patienten mit 

Adenokarzinomen des ösophagogastralen Übergangs erleichtern können. 

In dieser Studie untersuchten wir archivierte Gewebeproben von Patienten mit 

Adenokarzinomen des ösophagogastralen Übergangs und identifizierten vier miRNAs, die 

unterschiedlich hohe Expressionen bei Patienten zeigten, die auf eine Chemotherapie 

ansprachen (Responder) bzw. nicht ansprachen (Non-Responder). In der Gruppe der Non-

Responder zeigten hsa-let-7f-5p, hsa-miR-221-3p und hsa-miR-31-5p signifikant höhere 

Expressionen als in der Gruppe der Responder, während hsa-miR-191-5p in der Gruppe 

der Responder höhere Expressionsraten aufwies. Diese Ergebnisse überschneiden sich 

nicht streng mit Ergebnissen anderer Studien oder sind vielmehr nicht eins zu eins 

vergleichbar. Dies liegt, wie einleitend erläutert, beispielsweise an einer uneinheitlichen 

Definition der Lokalisation von distalen Ösophagus- und Magenkarzinomen bzw. AEG-

Tumoren. Auch macht ein unterschiedliches Studiendesign die entsprechenden Ergebnisse 

nur teilweise vergleichbar. So wurden in vorangehenden Studien etwa plasmatisch 

zirkulierende miRNA oder miRNA aus spezifischen Zelllinien analysiert, deren Ergebnisse 

nicht in Gänze auf primär-pathologisches Gewebe projizierbar sind [143]. Sehr viele dieser 

Studien, die sich mit der miRNA-Signatur von chemoresistenten bzw. -sensiblen 

Karzinomen des oberen Gastrointestinaltraktes auseinandergesetzt haben, bezogen sich auf 

Plattenepithelkarzinome der Speiseröhre. Diese zeigten, dass unter anderem eine 
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Überexpression von miR-27a und miR-200c aus repräsentativem Tumorgewebe, eine 

überexprimierte plasmatische miR-23a oder auch eine verminderte Expression von let-7 

mit einer erhöhten Rate von Non-Respondern auf übliche Chemotherapien (5-FU, 

Oxaliplatin/Cisplatin) einhergingen [195, 64, 194, 93]. Des Weiteren bezogen sich einige 

Studien auf die Untersuchung von Plattenepithelkarzinom-Zelllinien, in denen zum einen 

ein erhöhtes Level von miR-141, zum anderen eine verminderte Expression von miR-218 

oder auch miR-338 mit 5-Fluorouracil- und Oxali-  bzw. Cisplatinresistenz assoziiert 

werden konnte [82, 83, 115]. Hummel et al. zeigten, dass eine Dysregulation von  miR-

27b, miR-193b, miR-192, miR-378 a, miR-125a und miR-18a eine 5-FU/Cisplatin-

Resistenz sowohl in Zelllinien von Plattenepithel- als auch  Adenokarzinomen der 

Speiseröhre vermittelten [78]. Zudem konnte auch demonstriert werden, dass durch äußere 

Beeinflussung des Expressionsniveaus bestimmter miRNAs (z.B. miR-148a) eine erhöhte 

Sensibilisierung gegenüber Chemotherapeutika in Zelllinien induziert werden kann [79].   

Bezogen auf Adenokarzinome des Magens konnten ebenfalls miRNA-Dysregulationen mit 

veränderter Reaktion auf chemotherapeutische Intervention in Verbindung gebracht 

werden. So weist beispielsweise eine verminderte Expression von miR-181b in Zelllinien 

auf eine Vincristinresistenz hin, während ein erhöhtes Vorkommen von miR-20a eine 

Cisplatinresistenz zu vermitteln vermag [241, 242].  Auch konnten weitere Forschungen 

eine induzierte Chemosensibilität durch künstlich veränderte miRNA-Expressionsniveaus 

herbeiführen. So konnte eine Minderung der miR-27a-Level bei Magenkarzinomen eine 

erhöhte Sensibilität gegenüber Chemotherapeutika induzieren und eine vermehrte  

Akkumulation von Adriamycin im Tumorgewebe erreicht werden [237]. Des Weiteren 

zeigt eine vermehrte Expression  von miR-375  ein signifikant besseres Ansprechen auf 

eine Chemotherapie mit Cisplatin [240]. 

 

 

4.1. Hsa-let-7f-5p 

 

Hsa-let-7f-5p gehört zur Familie der Let-7-microRNAs, dessen insgesamt 9 Mitglieder 

(let-7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let-7g, let-7i, miR-98)  in der Lage sind, die 

Expression bestimmter Ziel-mRNAs auf posttranskriptioneller Ebene über eine 

unvollständige Basenpaarung an die 3'-UTR der Ziel-mRNAs negativ zu regulieren [18]. 

Auf diese Weise nehmen sie vorwiegend inhibitorischen, aber selten auch aktivierenden 

Einfluss auf u.a. Komponenten der DNA-Replikationsmaschinerie, Transkriptionsfaktoren, 

https://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_factor
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Onkogene und Checkpoints [84, 141]. Alle Let-7-Mitglieder besitzen eine identische 

"seed-Sequenz" in Nukleotidposition 2 bis 8, über die die Erkennung der Ziel-mRNA 

erfolgt [114, 248]. Dies wiederum bedingt, dass sie teilweise identische Ziele und 

Funktionen besitzen, weshalb in Studien vielfach nicht explizit zwischen einzelnen Let-7-

miRNAs bezüglich ihrer Ziele differenziert wird [207]. Auch die übrigen 

Nukleotidsequenzen der let-7-miRNAs unterscheiden sich lediglich in einzelnen 

Positionen [114, 249]. Hsa-let7f-5p liegt auf dem langen Arm von Chromosom 9 (9q22.3) 

und ist beispielsweise involviert in der Differenzierung von Immunzellen, Angiogenese, 

Regulation von Zellwachstum, Migration und Invasion [96, 113, 224, 227]. 

Vorangehende Studien zeigten, dass eine verringerte Expression von let-7f mit dem 

Vorkommen  von z.B. Lungen-, Ovarial-, Schilddrüsen- und Magenkarzinomen assoziiert 

ist [41, 97, 113, 153]. Aber andererseits wurde auch gezeigt, dass die Entstehung von 

oralen Plattenepithelkarzinomen und die des Mammakarzinoms mit einem hochregulierten 

let-7f korreliert [72, 223]. Diese Ergebnisse weisen möglicherweise auf eine 

gewebespezifische Funktion hin. Ähnlich verhält sich dieser Umstand hinsichtlich der 

Betrachtung des Ansprechens auf Chemotherapien. Ergebnisse einer Studie zu miRNA-

Profilen bei cisplatinresistenten Medulloblastomen, zeigten eine verminderte Expression 

von hsa-let-7f-5p bei Non-Respondern [146]. Auf der anderen Seite fanden Yateng Tie et 

al., korrelierend zu unseren Ergebnissen, auch in einem der am häufigsten vorkommenden 

Malignome, dem kolorektalen Karzinom, eine erhöhte Expression von hsa-let-7f in 

chemoresistenten gegenüber chemosensitiven Tumoren. Sie konnten zudem eine 

korrelierende Hochregulation der anti-apoptotisch wirkenden hsa-let-7f-Zielproteine Bcl-2 

(B-cell lymphoma 2) und Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) sowie eine verminderte 

Aktivität von Caspase-3 und Caspase-9, die in den komplexen Vorgängen des 

kontrollierten Zelltodes eine Rolle spielen,  erfassen [198].  Bcl-2, Bcl-xL, Caspase 3 und 9 

sowie weitere zellzyklusregulierende Proteine, die über hsa-let-7f-5p reguliert werden, 

könnten sowohl bezüglich der Entstehung als auch dem Ansprechen auf Chemotherapie 

des Adenokarzinoms des ösophagogastralen Übergangs eine Rolle spielen, wurden jedoch 

hinsichtlich ihrer Expressionsprofile in unserer Studie nicht erfasst und bieten hier einen 

Ansatz für weitere Forschung.   

Unsere und die Ergebnisse erwähnter Studien deuten auf eine prädiktive Relevanz von hsa-

let-7f-5p bzgl. des Ansprechens auf neoadjuvante Therapie hin. Möglicherweise kann eine 

Inhibition von let-7f-5p die chemotherapeutische  Response verbessern und so zu einer 

wirksamen therapeutischen Strategie gegen AEG-Tumoren werden. 
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4.2. Hsa-miR-221-3p 

 

Hsa-miR-221 ist in der menschlichen DNA auf dem X-Chromosom in Position Xp11.3 in 

einem Gencluster, zusammen mit hsa-miR-222, lokalisiert und war bereits Schwerpunkt 

vielfacher Studien. Sie konnte in ihrer Rolle als zumeist Onco-miR, aber selten auch als 

Tumorsuppressor-miR mit der Entstehung maligner Erkrankungen in Verbindung gebracht 

werden und ist u.a. beteiligt an der Regulation von Angiogenese, Zellwachstum, 

Proliferation, Apoptose und Metastasierung [249]. Eine Überexpression konnte bereits in 

zahlreichen Malignomen, wie beispielsweise Brust-, Leber-, Magen-, 

Bauchspeicheldrüsen- und Darmkrebs oder auch dem Glioblastom detektiert werden  [56, 

102, 117, 162, 225]. Hingegen wurde bezüglich des Prostatakarzinoms auch eine 

verminderte hsa-miR-221-Expression  mit dessen Pathogenese in Verbindung gebracht 

[222]. Weitere Studien weisen darauf hin,  dass miR-221 ein geeignetes Ziel für  

Krebsbehandlungen darstellen könnte. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass eine 

erhöhte miR-221 und miR-222-Expression für die Resistenz gegenüber dem selektiven 

Östrogenrezeptormodulator Tamoxifen bei Brustkrebs verantwortlich ist und dass das 

Stummschalten von miR-221 die apoptotische Wirkung von Cisplatin bei der Behandlung 

von Brustkrebs, über eine erhöhte Expression von BIM (Bcl-2 interacting mediator for cell 

death), einem pro-apoptotischen Protein der Bcl-2-Familie, fördert [211, 228]. Auch 

hinsichtlich des Pankreaskarzinoms ergaben sich bereits Hinweise auf eine Chemoresistenz 

gegenüber 5-Fluorouracil, bedingt durch eine miR-221-Überexpression und inverser 

Suppression seines Ziel-Proteins RB1 (Retinoblastom-Protein-1), welches seinerseits als 

Tumorsuppressor fungiert [236]. In Zelllinien von Lungenkrebszellen konnte ein 

Zusammenhang zwischen vermehrter Cisplatinresistenz, erhöhter miR-221-Level und 

dadurch bedingter PTEN-Suppression (Phosphatase and Tensin homolog), welches 

ebenfalls ein Enzym mit tumorsuppressorischer Eigenschaft ist, gesehen werden [206]. 

Bezüglich des humanen Osteosarkoms konnten Untersuchungen an Zelllinien zeigen, dass  

in Osteosarkomzellen gegenüber normalen Osteoblasten  die miR-221-Expression erhöht 

ist und zudem mit Cisplatin- sowie Doxorubicinresistenz und verringerten Apoptoseraten 

einhergeht. Als Zielstruktur von miR-221 wurde auch hier unter anderem PTEN 

beschrieben, welches durch miR-221 invers reguliert wird [119, 235]. Ähnliches konnte 

beim Glioblastom, Cervix- und Colonkarzinom beobachtet werden. In diesen Malignomen 
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führte ebenfalls eine miR-221-vermittelte PTEN-Hemmung und anschließende 

Aktivierung des Akt- und STAT3-Signalweges zu erhöhten Raten an Radio- und 

Chemoresistenz [48, 169, 221]. Studien hinsichtlich des chemotherapeutischen 

Ansprechens von Zelllinien oraler Plattenepithelkarzinome auf das Anthracyclin 

Doxorubicin weisen auf eine erhöhte Responderrate im Zusammenhang mit einer 

verminderten miR-221-Expression hin, welche durch die Verwendung von Anti-miR-221-

Oligonukleotiden herbeigeführt wurde. Hierbei zeigte sich gleichzeitig eine vermehrte 

Expression von TIMP3, einem Metalloproteinase-Inhibitor, der mit der Homöostase 

extrazellulärer Matrix und insbesondere mit der Suppression von Angiogenese in 

Verbindung gebracht wird und als ein direktes Ziel von miR-221 identifiziert wurde [30,  

250, 49]. Wang et al. zeigten 2016 durch Zelllinien- sowie Tumorgewebeanalysen, dass 

eine erhöhte Expression von miR-221 in humanen ösophagealen Adenokarzinomen mit 

einer Resistenz gegenüber 5-Fluorouracil assoziiert ist. Sie konnten zudem verbesserte 5-

Fluorouracil-Response, verminderte Proliferations- und erhöhte Apoptoseraten durch 

Hemmung bzw. Herabregulation der miR-221-Expression induzieren und identifizierten 

den DKK2-Wnt/β-Catenin-Weg mit DKK2 als direktes miR-221-Ziel. Überdies entdeckten 

Sie eine miR-221-assoziierte Dysregulation weiterer Wnt/β-Catenin-Zielgene  

(CDH1, CD44, MYC und ABCG2)  [209]. 

Auch in der hier präsentierten Studie zu Adenokarzinomen des ösophagogastralen 

Übergangs konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer erhöhten miR-221-

Expression und Chemoresistenz gesehen werden, so dass auch für diese Art von Karzinom 

das Potential einer zielgerichteten Therapie mit verbessertem chemotherapeutischem 

Ansprechen, korrelierend zu den oben beschriebenen Ergebnissen vorangehender 

Studienergebnisse, über die Hemmung von miR-221 besteht.  

 

 

4.3. Hsa-miR-31-5p 

 

Bezüglich hsa-miR-31-5p, welche im menschlichen Genom auf Chromosom 9 in Position 

9p21.3 lokalisiert ist, gibt es heterogene Studienergebnisse hinsichtlich ihrer 

physiologischen und pathologischen Expressionsprofile in Geweben sowie dessen 

Funktion als sogenannte Onco-miR oder Tumorsuppressor-miR. Dieser Aspekt verhält sich 

gleichermaßen hinsichtlich der Betrachtung von Chemosensitivität und –resistenz und soll 
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im Folgenden anhand vorhandener Beispiele von Forschungsergebnissen dargestellt 

werden. 

Studien an Gebärmutterhalskrebszelllinien sowie  klinisch entnommenen Geweben von 

Gebärmutterhalskrebspatientinnen konnten zeigen, dass in diesen die Expression von miR-

31 hochreguliert ist und dieser Umstand mit einer häufigeren lymphatischen 

Metastasierung, verstärkter Proliferation und insgesamt verringertem Gesamtüberleben 

korreliert [205]. Auf der anderen Seite konnten Untersuchungen des microRNA-Profils 

von Osteosarkomen zeigen, dass erhöhte miR-31-Level mit verminderter Proliferation, 

Invasion und Migration einhergehen [28]. 

Li et al. zeigten 2016 anhand von Zelllinien, dass miR-31 in cisplatinresistenten 

Gallenblasenkarzinomzellen deutlich geringer exprimiert ist als in cisplatinsensitiven 

Zellen. Des Weiteren konnten Sie eine verbesserte Chemosensitivität dieser Zellen durch 

hochregulierte miR-31-Expression induzieren [109]. Ähnliches Verhalten konnte auch in 

Zelllinien von Ovarialkarzinomzelllinien gegenüber Paclitaxel beobachtet werden. So 

zeigte sich in diesen bei herabregulierter miR-31-Expression und hierdurch erhöhter MET-

Level, einer Rezeptortyrosinkinase, eine signifikant erhöhte Resistenz gegenüber dem 

Spindelgift Paclitaxel [138]. Weitere Forschungen konnten ergänzend zeigen, dass durch 

künstlich herbeigeführte, erhöhte miR-31-Expression in taxanresistenten 

Ovarialkarzinomzelllinien das Ansprechen auf Taxane über eine Hemmung von Stathmin1, 

einem Mikrotubuli-destabilisiereden Molekül, wiederhergestellt werden kann [67]. Auf der 

anderen Seite beobachteten Samuel et al. einen Zusammenhang zwischen erhöhter miR-

31- Expression und Cisplatinresistenz beim Ovarialkarzinom, welcher mit einer Hemmung 

Calcium-aktivierter Kaliumkanäle einhergeht [172]. Auch Chen et al. konnten 2016 an 

Pleuramesotheliomzelllinien zeigen, dass durch künstlich herbeigeführte hohe miR-31-

Level eine Resistenz gegenüber Cis- und Carboplatin induziert werden kann [139]. 

Welche Expressionsmuster zeigen sich nun in Karzinomen des Ösophagus und des 

Magens? Gao et al. konnten 2017 die Funktion von miR-31 als Onko-miR in 

Plattenepithelkarzinomenzelllinien und -geweben des Ösophagus darstellen und zeigten 

zudem, dass eine miR-31-Hemmung das proliferative und invasive Verhalten dieser 

Tumoren unterdrücken kann [59]. In Magenkarzinomen hingegen weisen miR-31  

tumorsuppressorische Eigenschaften auf. So gingen in verschiedenen Studien an 

Magenkarzinomgeweben und -zelllinien geringe miR-31-Expressionsraten mit schlechter 

Tumordifferenzierung, fortgeschrittenen Tumorstadien, vermehrtem Vorkommen von 

Lymphknotenmetastasen und geringerem Gesamtüberleben einher. Gleichzeitig konnten an 
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entsprechenden Zelllinien durch Hochregulation von miR-31 deutlich erhöhte 

Apoptoseraten beobachtet werden [233, 203, 33]. Hinsichtlich des chemotherapeutischen 

Ansprechens von Adenokarzinomen des Ösophagus konnten Hummel et al. 2014 ein 

heterogenes Verhalten von miR-31 feststellen. Während miR-31 in 5-Fluorouracil-

resistenten Zelllinien hochreguliert war, zeigte sich bezüglich der Resistenz gegenüber 

Cisplatin eine  verminderte miR-31-Expression in entsprechenden Zelllinien [78].  

Unsere Studie ergänzt das derzeitige Verständnis von Chemoresistenz bei 

Adenokarzinomen des ösophagogastralen Übergangs, indem wir nachweisen konnten, dass 

Non-Responder höhere  hsa-miR-31-5p-Expressionslevel  aufweisen als Responder.  

Die hier erwähnten Studienergebnisse weisen auf die Relevanz und die potentielle 

Aussagekraft von miR-31 hin, präsentieren jedoch weiterhin, dass sich deutliche 

Unterschiede bezüglich dessen Funktion in verschiedenen menschlichen Geweben und 

Tumorentitäten zeigen. Des Weiteren beruhen die meisten der aufgefundenen Studien auf 

Untersuchungen an Zelllinien und es bleibt teilweise offen, ob die Ergebnisse auf 

entsprechende Gewebeproben übertragen werden können.  

 

 

4.4. miR-191-5p  

    

Ähnlich der oben beschriebenen Charakteristik von miR-31 zeigt sich auch hinsichtlich 

miR-191-5p ein heterogenes Expressionsverhalten in menschlichen Geweben, Neoplasien 

sowie in Abhängigkeit des erfassten Kontextes. Mehrere Studien, die sich mit microRNA-

Profilen verschiedener Malignome, wie dem Kolon-, Mamma- oder Ovarialkarzinom 

befassten, verweisen auf eine DNA-Hypomethylierung im miR-191-Genlocus, welche eine 

erhöhte miR-191-Expression bedingt [69, 120, 159]. Eine Überexpression von miR-191 

konnte auch in Zelllinien des Prostata- und des Cholangiokarzinoms (CCA), sowie in 

Gewebeproben und Zelllinien des hepatozellulären Karzinoms (HCC) gesehen werden, 

wobei durch artifizielle Expressionshemmung in CCA- und HCC-Zelllinien eine 

verminderte Proliferation, Migration, Invasion und zugleich verstärkte Apoptose generiert 

werden konnte [52, 76, 87, 208]. Hinsichtlich der Expressionsprofile beim 

Mammakarzinom fanden sich divergente Studienergebnisse. Einerseits verwiesen Nagpal 

et al. und auch Mar-Aguilar et al. 2013 auf hohe miR-191-Expressionsniveaus beim 

Mammakarzinom sowie auf eine durch Mar-Aguilar beschriebene durch Östrogen 

induzierbare Expression [126, 140]. Andererseits berichteten Di Leva G et al. im gleichen 
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Jahr von einer tumorsuppressorischen Eigenschaft des miR-191/425-Clusters, dessen 

Aktivierung die Tumorentstehung beim Mammakarzinom zu inhibieren vermag [46]. 

Solch tumorsuppressorische Eigenschaft von miR-191 wurde ebenfalls beim follikulären 

Schilddrüsenkarzinom beschrieben, wobei eine herunterregulierte miR-191-Expression mit 

einer inversen CDK6 (cyclin-dependent-kinase-6)-Überexpression und damit einhergehend 

ausbleibendem Zellzyklusarrest korreliert [38]. Vielfache Studien befassten sich auch mit 

microRNA-Profilen des kolorektalen Karzinoms und beschrieben einheitlich eine miR-

191-Überexpression sowohl in Tumorgewebeproben als auch in Zelllinien [40, 220]. 

Zugleich konnten im Rahmen von Experimenten an entsprechenden Zelllinien durch eine 

miR-191-Inhibierung ein verringertes Zellwachstum und eine reduzierte Proliferation 

verzeichnet werden. Überdies wurde in verschiedenen Studien festgestellt, dass 5-

Fluoruracil, Oxaliplatin und Etoposid die Expression von miR-191 hemmten und eine 

persistierende Hochregulation von miR-191 die Zellanfälligkeit für 5-Fluorouracil 

reduzierte [63, 232, 239]. 

Bezüglich der Karzinogesese im oberen Gastrointestinaltrakt wurde bereits in 

vorausgehenden Untersuchungen eine onkogene Rolle von miR-191-5p im 

Plattenepithelkarzinom des Ösophagus sowie in Tumorgewebe und Zelllinien des 

Magenkarzinoms beschrieben und dessen signifikanter Zusammenhang mit 

Differenzierung, Apoptoserate, Invasionstiefe und  Metastasierungstendenz erläutert [58, 

179, 152]. 

Während der Recherche bisher veröffentlichter Studien, konnte keine Arbeit gefunden 

werden, die eine veränderte miR-191-5p-Expression beim Ösophaguskarzinom, 

Magenkarzinom oder dem hier thematisierten Adenokarzinom des ösophagogastralen 

Übergangs in Zusammenhang mit einem Ansprechen auf übliche Chemotherapeutika 

beschreibt, so dass die vorliegende Arbeit erstmalig einen derartigen Zusammenhang im 

Bereich Ösophagus/Magen darstellt. Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine erhöhte miR-

191-5p-Expression in Adenokarzinomen des ösophagogastralen Überganges mit einer 

chemotherapeutischen Response auf übliche neoadjuvante Therapeutika einhergeht. Es 

bleibt abzuwarten, ob diese Ergebnisse in weiteren Studien reproduziert werden können 

oder ob ein ähnlicher Effekt noch bei anderen Krebsarten nachgewiesen werden kann. Es 

ist denkbar, dass unsere Ergebnisse - wie dies möglicherweise sowohl für hsa-let-7f-5p als 

auch für hsa-miR-31-5p der Fall ist - einen Effekt widerspiegeln, der nur in einer 

definierten Untergruppe von Tumoren oder bestimmten Tumorentitäten erkennbar ist. 
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4.5. Assoziation von hsa-miR-194-5p mit dem Gesamtüberleben 

 

Nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur für multiples Testen korrelierte das 

Gesamtüberleben der Patienten signifikant mit den Expressionswerten von hsa-miR-194-

5p (p-Wert <0.0001). In Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen, in denen höhere 

Raten von hsa-miR-194-5p einem verlängerten Überleben (97,67 vs. 32,69 Monate) 

entsprachen, wurde berichtet, dass eine Überexpression die Zellproliferation hemmt und 

miR-194-5p als Tumorsuppressor-miR beim Plattenepithelkarzinom des Larynx sowie bei 

Prostatakrebs, beim malignen Melanom, Blasenkrebs, NSCLC und dem klarzelligen 

Nierenkarzinom wirkt [62, 94, 110, 142, 243]. Darüber hinaus wurde in mehreren Studien 

festgestellt, dass Überexpression das Wachstum und die Proliferation sowohl in  

Magenkrebszelllinien als auch beim Plattenepithelkarzinom des Ösophagus hemmt [12, 

39]. Überdies stellten auch Chen et al. 2015 fest, dass eine erhöhte miR-194-Expression 

mit einem verlängerten Gesamtüberleben korreliert [32]. Andere microRNAs, die häufig 

mit einem verlängerten oder verkürzten Gesamtüberleben bei Magen- oder 

Speiseröhrenkarzinomen zusammenhängen - zum Beispiel miR-16, miR-21, miR-29, miR-

125b, miR-130a, miR-141 und miR- 222 - konnten in unserer Studie nicht detektiert 

werden [111, 118, 168, 202]. Dies könnte durchaus auf eine geringere Anzahl von 

Patienten in unserer Studie zurückzuführen sein, die die statistische Zuverlässigkeit 

einschränkt, sowie auf die Tatsache, dass nach Anpassung für multiples Testen nur ein p-

Wert <0.00052 als statistisch signifikant eingestuft wurde, was eine Reihe von statistisch 

ansonsten signifikanten  miRNAs ausschloss. 

 

 

4.6. Gesamteinordnung der Ergebnisse  

 

Im Rahmen der hier präsentierten Studie konnten die miRNAs hsa-let-7f-5p, hsa-miR-221-

3p, hsa-miR-31-5p sowie hsa-miR-191-5p als signifikant unterschiedlich exprimierte 

microRNAs zwischen Responder- und Non-Responder-Gruppe auf neoadjuvante Therapie 

bei Adenokarzinomen des ösophagogastralen Übergangs identifiziert werden. Mit einer 

Gesamtanzahl von nur 33 Fallproben aus den Archiven des Instituts für Pathologie des 
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Universitätsklinikum Lübeck, ist die hier analysierte Kohorte bedauerlicherweise nur sehr 

klein. Ursache dieses Umstandes ist nicht das geringe Vorkommen dieser Art von 

gastrointestinalem Karzinom (siehe Einleitung). Vielmehr mussten eine große Anzahl von 

Fällen wegen unvollständiger oder ungenauer Daten aus der Betrachtung ausgeschlossen 

werden, da häufig entweder die Proben aus der initialdiagnostischen durchgeführten 

Gastroskopie oder das operativ entfernte Resektat nach neoadjuvanter Therapie fehlte oder 

Angaben zur Durchführung  einer neoadjuvanten Therapie nicht auffindbar waren.  Dieser 

Sachverhalt macht die Notwendigkeit weiterer, möglicherweise prospektiv geplanter 

Studien mit größeren Kohorten deutlich, um zu verifizieren, ob sich die hier präsentierten 

miRNA-Signaturen zum einen bestätigen und zum anderen womöglich präzisieren lassen, 

um sie in Zukunft gegebenenfalls klinisch-prognostisch anwendbar zu machen. 

Die angewandten chemotherapeutischen Regime zur Durchführung der neoadjuvanten 

Therapie unterschieden sich teilweise sowohl innerhalb einer Gruppe, als auch zwischen 

Responder- und Non-Responder-Gruppe. Allerdings erhielten die meisten Patienten eine 5-

Fluorouracil- (28/33) und/oder platinbasierte (31/33) Therapie. Aufgrund dieser 

Heterogenität verwendeter Chemotherapeutika und zudem geringer Fallzahlen einzelner 

Schemata, wurde hier von einem microRNA-Profiling in Bezug auf einzelne 

Therapieregime verzichtet. Es bleibt offen, wie sich dieser Umstand auf die Ergebnisse 

ermittelter miRNAs auswirkt. 

Bei der microRNA-Profil-Untersuchung verwendeten wir ein spezielles Panel (Cancer 

Focus microRNA PCR panel, V4, Exiqon, Vedbaek, Dänemark), welches sich auf die 

Analyse 84 ausgewählter, in Karzinomen häufig vorkommender microRNAs beschränkt. 

Somit bleiben in der hiesigen Betrachtung andere, evtl. aussagekräftige microRNAs außen 

vor. Möglicherweise auch jene, welche bereits durch andere Autoren im Zusammenhang 

mit Chemoresistenz bzw. –sensitivität von Tumoren des Ösophagus oder Magens 

beschrieben wurden. 

Des Weiteren beschränkt sich diese Arbeit auf den Vergleich der microRNA-Profile 

ausschließlich erkrankter Patientengruppen in ihrem Ansprechen auf neoadjuvante 

Therapien. Es wurde in diesem Studiendesign, aufgrund von Mangel an nicht-erkranktem 

PE-Gewebe der untersuchten Patientenproben, nicht die Grundsignatur nicht-

pathologischer Mukosa des ösophagogastralen Überganges ermittelt, so dass kein 

Vergleich zwischen basal-physiologischen und pathologischen miRNA-Signaturen der 

einzelnen Patienten erstellt werden konnte. Somit kann zu diesem Zeitpunkt keine Aussage 
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darüber getätigt werden, auf welchem Niveau die von uns ermittelten und auch andere 

microRNAs unter physiologischen Bedingungen exprimiert werden.  

Unsere Daten weisen zwar auf einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Expression 

von hsa-let-7f-5p, hsa-miR-221-3p, hsa-miR-31-5p und hsa-miR-191-5p hin, zeigen 

jedoch, wie Abbildung 4 (siehe Abschnitt 3.4) darstellt, Überschneidungen hinsichtlich der 

Betrachtung einzelner Ct-Werte, so dass zu diesem Zeitpunkt die Betrachtung eines 

einzelnen Ct-Wertes für die Vorhersage, ob es sich bei einem Patienten um einen künftigen 

Responder oder Non-Responder handeln wird, nicht ausreicht.  

Bei der Verwendung von Formalin-fixiertem Paraffin-gebettetem Gewebe (FFPE) darf 

nicht außer Acht gelassen werden, dass möglicherweise RNA chemisch und mechanisch 

beschädigt oder gebunden wurde, was wiederum dessen Analyse beeinträchtigt haben 

könnte. Die Hersteller der verwendeten Kits (RecoverAll® total nucleid isolation kit, 

Applied Biosystems, USA) evaluierten dieses potentielle Problem und zeigten in einer 

eigens durchgeführten Studie, dass insbesondere sehr kurze RNA, beispielsweise 

microRNA, seltener in veränderter oder gebundener Form vorläge und somit sehr gut 

detektierbar sei. Sie zeigten aber auch, dass aus frischen Gewebeproben, inklusive der 

Verwendung spezieller RNA-Isolationskits für Frischpräparate, größere RNA-Mengen aus 

Geweben gewonnen werden können [251]. In der hier präsentierten Studie wurden jedoch 

ausschließlich FFPEs sowie spezielle RNA-Isolations-Kits für die Verarbeitung von FFPEs 

verwendet, was einen direkten Vergleich mit miRNA-Expressionsniveaus aus 

Frischgewebe nicht zulässt. 

Während der Literaturrecherche stellte sich heraus, dass es bisher nur wenige Studien gibt, 

die sich mit der microRNA-Signatur von Adenokarzinomen des ösophagogastralen 

Übergangs befassen. Dieser Umstand erschwerte die Einordnung der hier präsentierten 

Ergebnisse, so dass insbesondere auf entsprechende Literatur zu rein ösophagealen und 

rein gastralen Karzinomen zurückgegriffen wurde, was wiederum die direkte 

Vergleichbarkeit limitiert. 

 

Ungeachtet der oben genannten Einschränkungen tragen unsere Ergebnisse zu anderen 

Studien bei, in denen postuliert wird, dass microRNAs ein prätherapeutisches Mittel sein 

könnten, um das Ansprechen auf eine neoadjuvante Therapie vorherzusagen und  besser 

einzuordnen, ob Patienten von einer neoadjuvanten Therapie profitieren oder ob Sie 

möglicherweise überhaupt nicht profitieren und daher von Nebenwirkungen einer für Sie 

unwirksamen Behandlungsstratergie verschont werden könnten. Es bleibt abzuwarten, ob 
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die von uns ermittelte miRNA-Signatur für Adenokarzinome des ösophagogastralen  

Übergangs in zukünftigen Studien oder für verschiedene Tumorentitäten reproduziert 

werden kann. 
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5. Zusammenfassung 

 

Die Inzidenz von Adenokarzinomen des ösophagogastralen Übergangs (AEG) ist in den 

vergangenen 30 Jahren merklich angestiegen und erfährt somit eine aktuelle Zunahme 

diagnostischer, therapeutischer und prognostischer Relevanz.  Verschiedene, in Leitlinien 

erfasste, chemotherapeutische Therapieregime werden aktuell neoadjuvant, adjuvant oder  

auch palliativ angewandt, wobei das individuelle Ansprechen des Tumors von Patient zu 

Patient differiert. Somit erfährt die Analyse chemoresistenz- bzw. 

chemosensitivitätvermittelnder Faktoren zunehmendes Forschungsinteresse. MicroRNAs 

(miRNA), als Teil molekularer Signalwege bei Krebserkrankungen, konnten in der 

Vergangenheit in ihrer Funktion sowohl als Onkogen, sog. OncomiR, als auch als 

Tumorsuppressor bei diversen Neoplasien identifiziert werden.  

Ziel der vorliegenden explorativen Arbeit war die Identifizierung von miRNAs, die eine 

Vorhersage über das Ansprechen (engl. response) auf heute üblicherweise angewandte 

neoadjuvante Therapien bei AEG tätigen können. Hierfür wurden insgesamt 33 Biopsate 

und Resektate von Patienten mit Adenokarzinom des ösophagogastralen Überganges, die 

der Routinediagnostik des Universitätsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Lübeck 

entstammen, retrospektiv histologisch und auf  molekularer Ebene untersucht. Alle 

Patienten erhielten nach Diagnosestellung eine neoadjuvante Therapie und anschließende 

onkochirurgische Resektion. Unter mikroskopischer Begutachtung und Anwendung der 

von Becker et al. entwickelten Regressionssystematik konnten 12 Fälle als Non-Responder 

(Regressionsgrad 3)  und 21 als Responder (Regressionsgrad 1a und 1b) identifiziert 

werden. Von den erfassten 33 prä-Neoadjuvanz entnommenen, formalinfixierten und in 

Paraffin-eingebetteten Biopsaten wurde anschließend RNA isoliert, in cDNA transkribiert 

und diese anschließend auf ihr miRNA-Expressionsprofil untersucht. Zur Anwendung kam 

hier das miRCURY LNATM Universal RT miR Ready-to-use PCR, Cancer Focus Panel, 

V4 der Firma Exiqon unter real-time-PCR durch den LightCycler 480® (Roche, 

Germany). Das Cancer Focus Panel von Exiqon erfasst 84 der am häufigsten in 

Zusammenhang mit Neoplasien beschriebenen miRNAs.  

In dieser Studie wurden insgesamt vier miRNAs identifiziert, die sich hinsichtlich ihres 

Expressionsniveaus zwischen Responder- und Non-Responder-Gruppe unterscheiden. Es 

konnte eine erhöhte Expression von hsa-let-7f-5p, hsa-miR-221-3p und hsa-miR-31-5p in 

der Gruppe der Non-Responder gefunden werden, während sich in der Responder-Gruppe 

signifikant höhere hsa-miR-191-5p Level nachweisen ließen. Zudem konnte festgestellt 
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werden, dass eine erhöhte Expression von hsa-miR-194-5p mit einem verlängerten 

Überleben korreliert. Die exakten Funktionen und Einbindungen dieser miRNAs in 

komplexe molekulare Signalwege sind bisher noch nicht abschließend geklärt. 

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass miRNAs eine wichtige Rolle bei der 

Entwicklung von Chemoresistenz und/oder Chemosensitivität von Adenokarzinomen des 

ösophagogastralen Überganges spielen könnten. Hinsichtlich der Assoziation hier 

identifizierter miRNAs zum chemotherapeutischen Ansprechen verschiedener Tumoren, 

unter anderem Tumoren des oberen Gastrointestinaltraktes, wurden in der 

Literaturrecherche uneinheitliche Daten gefunden. Möglicherweise zeigt sich hier ein 

gewebe- und/oder therapieabhängiger Effekt, der weiterer Forschung und Evaluation 

bedarf. Zudem war die Anzahl verfügbarer AEG-Biopsate und -Resektate für diese Arbeit 

begrenzt, weshalb die statistischen Ergebnisse zunächst mit Vorsicht interpretiert und in 

möglicherweise prospektiven Studien mit einer höheren Fallzahl auf ihre 

Reproduzierbarkeit überprüft werden sollten. 
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6. Anhang     

 

6.1. Ergänzende Tabellen und Auflistungen 

 

Auflistung 1: mit Cancer Focus Panel V4 (Exiqon, Denmark) erfasste microRNAs 

cel-miR-39-3p, hsa-let-7a-5p, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-let-7e-5p, 

hsa-let-7f-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-1-3p, hsa-miR-100-5p, hsa-miR-101-

3p, hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-10a-5p, 

hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-132-3p, 

hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-145-5p, hsa-miR-146a-5p, 

hsa-miR-148a-3p, hsa-miR-149-3p, hsa-miR-150-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-15a-5p, 

hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-181b-5p, 

hsa-miR-182-5p, hsa-miR-186-5p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-191-5p, hsa-miR-192-5p, 

hsa-miR-194-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-19a-3p, hsa-miR-19b-3p, 

hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-200c-3p, hsa-miR-202-3p, hsa-miR-205-5p, 

hsa-miR-206, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-210-3p, hsa-

miR-214-3p, hsa-miR-215-5p, hsa-miR-22-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-miR-222-3p, hsa-

miR-223-3p, hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-23b-3p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-

26a-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-27b-3p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-

29b-3p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-31-

5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-423-5p, hsa-miR-7-5p, hsa-miR-9-5p, hsa-miR-92b-3p, hsa-

miR-93-5p, hsa-miR-99a-5p 
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Tabelle 9: normalisierte Ct-Werte (Global mean) aberrant exprimierter miRNAs in 

der Non-Responder-Gruppe 

Fallnummer        hsa-let-7f-5p    hsa-miR-191-5p   hsa-miR-221-3p  hsa-miR-31-5p 

Fall 1 0,347777778 1,457777778 -0,962222222 -1,902222222 

Fall 2 0,032222222 1,892222222 0,772222222 -0,957777778 

Fall 3 0,766507937 1,246507937 2,326507937 1,396507937 

Fall 4 1,433174603 1,013174603 -1,256825397 -0,976825397 

Fall 5 0,536507937 1,146507937 0,146507937 -0,173492063 

Fall 6 0,164603175 0,464603175 0,554603175 -0,105396825 

Fall 7 0,763809524 1,303809524 0,743809524 -1,706190476 

Fall 8 2,958095238 0,638095238 -0,491904762 0,428095238 

Fall 9 2,328730159 0,258730159 0,468730159 0,928730159 

Fall 10 1,213650794 0,743650794 1,403650794 0,693650794 

Fall 11 1,432857143 0,932857143 0,022857143 -0,147142857 

Fall 12 1,317936508 0,767936508 -0,042063492 -0,322063492 

 

 

Tabelle 10: normalisierte Ct-Werte (Global mean) aberrant exprimierter miRNAs in 

der Responder-Gruppe 
Fallnummer hsa-let-7f-5p hsa-miR-191-5p hsa-miR-221-3p hsa-miR-31-5p 

Fall 13 3,499206349 0,409206349 -0,570793651 -0,120793651 

Fall 14 1,87984127 0,31984127 0,97984127 3,22984127 

Fall 15 0,663492063 0,383492063 0,293492063 -0,136507937 

Fall 16 1,716666667 0,636666667 2,696666667 -0,453333333 

Fall 17 1,957460317 1,147460317 -0,222539683 0,167460317 

Fall 18 1,22984127 0,72984127 1,64984127 0,81984127 

Fall 19 -0,184761905 0,895238095 2,585238095 -0,444761905 

Fall 20 1,627936508 -0,512063492 1,207936508 2,247936508 

Fall 21 1,757936508 0,047936508 0,817936508 2,027936508 

Fall 22 1,328571429 0,708571429 0,708571429 0,898571429 

Fall 23 1,072063492 1,032063492 0,982063492 0,022063492 

Fall 24 1,869047619 0,869047619 0,469047619 0,669047619 

Fall 25 1,843015873 0,023015873 0,853015873 2,023015873 

Fall 26 2,058412698 0,408412698 1,668412698 0,878412698 

Fall 27 1,223333333 0,353333333 1,853333333 4,203333333 

Fall 28 1,802222222 0,892222222 1,612222222 1,362222222 

Fall 29 1,442222222 0,552222222 1,242222222 -0,527777778 

Fall 30 2,725555556 0,835555556 2,155555556 1,595555556 

Fall 31 2,89015873 0,29015873 -0,40984127 -0,45984127 

Fall 32 1,882698413 0,942698413 -0,217301587 0,712698413 

Fall 33 1,823650794 0,703650794 1,043650794 -0,226349206 
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6.2.  Materialien 

 

Tabelle 11: Kits 

Name Hersteller 

miRCURY LNATM Universal cDNA 

Synthesis Kit II 

Exiqon 

miRCURY LNATM ExiLENT SYBR® 

Green master mix 

Exiqon 

miRCURY LNATM Universal RT miR 

Ready-to-use PCR, Cancer Focus Panel V4 

Exiqon 

miRCURY LNATM Universal RT 

microRNA PCR, RNA Spike-in kit 

Exiqon 

Recover AllTM Total Nucleid Acid Isolation 

Kit für FFPE 

Ambion, Thermo Fisher Scientific 

 

 

 

Tabelle 12: nicht in Kits enthaltene Reagenzien 

Reagenz Hersteller 

Aqua dest. Merck 

Eosin Waldeck 

Ethanol Merck 

Hämatoxylin Waldeck 

nukleasefreies Wasser Ambion, Thermo Fisher Scientific 

Paraffin Medite 

RNase 

Oberflächendekontaminationsmittel 

InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific 

Xylol 100% J.T. Baker, Büfa Chemikalien 
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Tabelle 13: Geräte 

Gerät Hersteller 

Abzüge Captair 

Brutschrank Memmert 

Computer  HP, ASUS 

Gefrierschränke Bosch, Liebherr 

Einkanalpipetten Eppendorf 

FFPE-Stanzer von Tissue-Tek® Sakura Finetek 

Kühl-/Heiz-Blockthermostat für 

Reaktionsgefäße 

Eppendorf 

Kühlschränke Bosch, Liebherr 

Mehrkanalpipette Eppendorf 

Mikroskop- Axioskop Zeiss 

Multifärber Leica 

Objektträger Leica 

Paraffin-Ausgießstation Medite 

qPCR-System LightCycler® Roche Life Science 

Rotationsmikrotom Leica DSC1 

Spektralphotometer  Nanodrop Technologies by Thermo Fisher 

Scientific 

Thermocycler Biometra 

Vortexer Heidolph 

Wasserbäder (verschiedene) Biosystems Switzerland AG, GFL 

Zentrifugen Heraeus, Eppendorf 
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Tabelle 14: Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

Deckgläschen Leica 

Einbettkassetten CarlRoth 

Klebefolie Roche Diagnostics 

Latexhandschuhe Hartmann 

PCR-Tubes Sarstedt 

Safe-Lock Tubes (verschiedene Größen) Eppendorf 

Pipettenspitzen (verschiedene Größen, mit 

und ohne Filter) 

Sarstedt 

 

 

Tabelle 15: Software 

Software Hersteller 

Excel Microsoft Office, Version 2007 

GenEx Version 6.1 (Trial Version) MultiD Analyses AB 

LightCycler Software release 1.5.0 Roche 

Nanodrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific 

SPSS Statistics Version 22 IBM 

Word Microsoft Office, Version 2007 

 

 

Tabelle 16: In silico Ressourcen 

Programm URL 

Exiqon http://www.exiqon.com/ 

miRbase http://www.mirbase.org/ 

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 
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