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I.        EINLEITUNG 

Das maligne Lymphom zählt zu den häufigsten Tumorerkrankungen des Hundes 

(DOBSON et al., 2002). Nach der multizentrischen Form gehören Lymphome des 

Magen-Darm-Trakts mit etwa 5–7 % aller kaninen Lymphomfälle zur 

zweithäufigsten Form (COUTO et al., 1989). Anders als bei Menschen handelt es 

sich primär um den T-Zell-Immunphänotyp (COYLE & STEINBERG, 2004; 

OHMURA et al., 2017). 

Die sichere Diagnosestellung intestinaler T-Zell-Lymphome des Hundes stellt nach 

wie vor eine Herausforderung dar, da lymphatische neoplastische Läsionen häufig 

von einer benignen lymphoplasmazellulären Entzündung begleitet werden 

(COUTO et al., 1989; KLEINSCHMIDT et al., 2006). Zur sicheren Differenzierung 

wird derzeit ein aufwändiges diagnostisches Vorgehen – bestehend aus 

morphologischer Untersuchung, Immunphänotypisierung, Bestimmung des Ki-67-

Index und Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Antigenrezeptor-Gen-

Rearrangement-Analyse (PARR-Analyse) zur Charakterisierung der B- oder T-

Zell-Klonalität – unter Verwendung von invasiv entnommenen Vollschicht-

Darmbiopsien empfohlen (CARRASCO et al., 2015). 

Mikro-Ribonukleinsäuren (miRNAs) kommen in allen eukaryoten Zellen vor und 

sind einzelsträngige, kurze (~22) Nukleotide, nicht-kodierende Ribonukleinsäuren, 

die durch posttranskriptionelle Basenpaarung an teilweise komplementäre 

Sequenzen in den 3'-untranslatierten Regionen von Ziel-messengerRNAs (mRNAs) 

an der Steuerung fast aller biologischer Signalwege beteiligt sind (EULALIO et al., 

2008; BARTEL, 2009; FABIAN et al., 2010). MiRNAs werden in nahezu allen 

Krebserkrankungen, darunter auch Lymphomen, verändert exprimiert 

(FERNANDEZ-MERCADO et al., 2015; SMOLARZ et al., 2022). Durch 

Steuerung der Tumorzelldifferenzierung und -apoptose können verstärkt 

exprimierte miRNAs als Onkogene die Tumorentstehung fördern, während in 

Tumoren vermindert exprimierten miRNAs eine tumorsuppressive Wirkung 

zugesprochen wird (ZHANG et al., 2007). Bislang existieren lediglich vereinzelte 

Berichte zur miRNA-Expression bei kaninen Lymphomen. 

Ziel dieses Forschungsprojekts sind die Darstellung und der Vergleich der miRNA-

Expressionsmuster in Formalin-fixierten sowie in Paraffin eingebetteten (FFPE) 
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Vollschicht-Darmproben von gesunden Hunden und Hunden mit intestinalen T-

Zell-Lymphomen sowie lymphoplasmazellulären Enteritiden. Es ist davon 

auszugehen, dass sich das miRNA-Expressionsmuster von intestinalen T-Zell-

Lymphomen signifikant von dem der anderen beiden Gruppen unterscheidet. 

Anhand eines Vorversuchs mit zwei Proben pro Gruppe wurde eine vergleichende 

quantitative PCR auf miRNA-PCR-Array-Platten (Qiagen) mit vorgefertigten 

Reaktionen für 183 verschiedene reife kanine miRNAs durchgeführt. Anschließend 

wurden zwölf miRNAs mit auffälligen Expressionsveränderungen in der 

Lymphomgruppe ausgewählt. Die Expression dieser miRNAs wurde in allen 

Proben (n = 8 pro Gruppe) mit individuellen miRNA-Assays (miScript Primer 

Assays, Qiagen) analysiert. 

Bei Menschen konnte anhand des miRNA-Expressionsprofils in Hautbiopsien mit 

einer Genauigkeit von 95 % zwischen gutartigen Hautveränderungen und kutanen 

T-Zell-Lymphomen unterschieden werden (RALFKIAER et al., 2011). Da das 

Expressionsprofil zirkulierender miRNAs das im Tumorgewebe beobachtete 

Expressionsmuster widerspiegelt (LAWRIE et al., 2008), könnten zukünftig im 

Blut zirkulierende miRNA-Biomarker eine attraktive Alternative zur Diagnose von 

kaninen intestinalen T-Zell-Lymphomen darstellen. 
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II.          LITERATURÜBERSICHT 

1. Kanine intestinale Lymphome 

Bei Hunden werden unter dem Begriff des malignen Lymphoms eine Reihe klinisch 

und morphologisch unterschiedlicher Formen von tumorös veränderten 

lymphatischen Zellen zusammengefasst. Am häufigsten ist das multizentrische 

nodale Lymphom, das durch eine generalisierte Vergrößerung der peripheren 

Lymphknoten gekennzeichnet ist. Zudem können die lymphatischen Organe Leber 

und Milz, das Knochenmark sowie prinzipiell jedes andere Organ davon betroffen 

sein. Neben dem multizentrischen Lymphom gibt es extranodale, außerhalb der 

Lymphknoten gelegene Formen des malignen Lymphoms. Folgende Organe 

können von der extranodalen Form betroffen sein: Mediastinum, Magen-Darm-

Trakt, Haut, Augen, zentrales Nervensystem, Leber und Lunge (ZANDVLIET, 

2016). Lymphome des Magen-Darm-Trakts zählen mit ca. 5–7 % aller 

Lymphomfälle zur häufigsten extranodalen Form (PATNAIK et al., 1977; COUTO 

et al., 1989). 

1.1. Epidemiologie 

1.1.1. Malignes Lymphom 

Das maligne Lymphom zählt mit einer Inzidenz von mindestens 13–114 von 

100.000 jährlich betroffenen Hunden zur häufigsten Tumorform des blutbildenden 

Systems (DORN et al., 1967; TESKE, 1994; DOBSON et al., 2002). Die 

Inzidenzrate steigt mit zunehmendem Alter an, sodass bei Hunden im Alter von 

unter einem Jahr eine Inzidenz von 1,5 Fällen pro 100.000 Tieren nachgewiesen 

wurde, während Hunde im Alter von über zehn Jahren eine Inzidenz von 84 Fällen 

pro 100.000 Tieren vorwiesen (DORN et al., 1967). 

Grundsätzlich kann jede Hunderasse am malignen Lymphom erkranken, 

mittelgroße bis große Hunde sind jedoch deutlich häufiger betroffen (EDWARDS 

et al., 2003; PITTAWAY et al., 2019). Bei Bulldoggen, Rottweilern und Scott-

Terriern scheint eine genetische Prädisposition vorzuliegen, die ein gehäuftes 

familiäres Auftreten des malignen Lymphoms bedingt (ONIONS, 1984; TESKE et 

al., 1994; LOBETTI, 2009). Davon abgesehen existieren widersprüchliche 

Angaben zu Rassen mit erhöhtem Risiko, an einem Lymphom zu erkranken, die 
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sich in Abhängigkeit vom jeweils untersuchten Land unterscheiden (YAU et al., 

2017). Innerhalb Europas wurde eine deutliche Rasseprädisposition für Berner 

Sennenhunde, Rottweiler und Dobermänner beschrieben (COMAZZI et al., 2018). 

Darüber hinaus scheinen manche Rassen anfälliger für die Entwicklung 

spezifischer Immunphänotypen zu sein (MODIANO et al., 2005). So wurden 

anhand von epidemiologischen Untersuchungen bei Boxern signifikant häufiger T-

Zell-Lymphome nachgewiesen, wohingegen bei Rottweilern von einer erhöhten 

Prävalenz zur Entwicklung von B-Zell-Lymphomen berichtet wurde (PASTOR et 

al., 2009; COMAZZI et al., 2018). 

1.1.2. Gastrointestinales Lymphom 

An einem Lymphom mit gastrointestinaler Lokalisation können zwar Hunde jeden 

Alters erkranken, Tiere mittleren und hohen Alters (~6–9 Jahre) sind jedoch 

hauptsächlich betroffen (COUTO et al., 1989; COYLE & STEINBERG, 2004; 

RASSNICK et al., 2009). Während in manchen Studien kastrierte männliche Tiere 

deutlich überrepräsentiert waren (bis zu 90 % der Population), war bei anderen 

Forschungsarbeiten keine Geschlechtsprädisposition zu erkennen (COUTO et al., 

1989; COYLE & STEINBERG, 2004; RASSNICK et al., 2009; COUTO et al., 

2018; LANE et al., 2018). Eine Rasseprädisposition wurde für die beiden Rassen 

Boxer und Shar Pei beschrieben (STEINBERG et al., 1995; COYLE & 

STEINBERG, 2004). Eine Studie aus dem Jahr 2018 identifizierte ein erhöhtes 

Risiko für die Entwicklung eines intestinalen T-Zell-Lymphoms bei Shiba Inus, 

Deutschen Schäferhunden, Cairn-Terriern, Boston-Terriern, Papillons, Möpsen und 

Maltesern (MATSUMOTO et al., 2018). 

1.2. Vorkommen 

Gastrointestinale Lymphome bei Hunden können zum einen als Primärtumore im 

Magen-Darm-Trakt entstehen, zum anderen kann es sich dabei um eine 

Ausdehnung des malignen Lymphoms in den Magen-Darm-Trakt handeln 

(COUTO et al., 1989; RASSNICK et al., 2009; LANE et al., 2018). Am häufigsten 

ist der Dünndarm betroffen, gefolgt von Magen und Dickdarm (COUTO et al., 

1989; COYLE & STEINBERG, 2004). Innerhalb des Dünndarms tritt die 

Erkrankung in absteigender Häufigkeit im Duodenum, Ileum, Jejunum und 

ileokolischen Übergang auf. Bei mehr als der Hälfte der betroffenen Hunde äußert 

sich die Erkrankung multifokal und kann somit an mehreren Stellen im Magen-
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Darm-Trakt nachgewiesen werden (FRANCES et al., 2013; COUTO et al., 2018). 

Eine Vergrößerung der regionären Lymphknoten konnte je nach Studie in 6–60 % 

der Krankheitsfälle beobachtet werden (FRANCES et al., 2013; COUTO et al., 

2018). 

1.3. Klassifizierung 

Bislang wurden kanine intestinale T-Zell-Lymphome entsprechend ihrer 

Kerngröße im Verhältnis zu den roten Blutkörperchen (red blood cells, RBCs) in 

großzellige Lymphome (large-cell lymphoma, LCL; >2 RBCs) und kleinzellige 

Lymphome (small-cell lymphoma, SCL; <2 RBCs) eingeteilt (VALLI et al., 2011; 

VALLI et al., 2013; MATSUMOTO et al., 2019). 

In der Humanmedizin wurde das Enteropathie-assoziierte T-Zell-Lymphom 

(enteropathy-associated T-cell lymphoma, EATL) gemäß dem 

Klassifikationsschema der Weltgesundheitsorganisation (World Health 

Organization, WHO) als Form des intestinalen T-Zell-Lymphoms anerkannt. 

Anhand von klinischen und morphologischen Kriterien wurden zwei Subtypen 

beschrieben: EATL Typ I (kürzlich umbenannt in EATL) und EATL Typ II 

(kürzlich umbenannt in monomorphes epitheliotropes intestinales T-Zell-

Lymphom) (EGAN et al., 1995; CHOTT et al., 1998; GALE et al., 2000; 

DELEEUW et al., 2007; DELABIE et al., 2011; ROBERTI et al., 2016; 

SWERDLOW et al., 2016). Als typische Merkmale für EATL Typ I-Läsionen 

wurden pleomorphe Lymphozyten mit unregelmäßigen Kernen, deutliche Nukleoli 

und Mitosefiguren sowie geringgradig ausgeprägte entzündliche Infiltrate und 

Nekrosen aufgeführt. Charakteristisch für EATL Typ II-Läsionen wurden 

monomorphe, kleine und mittelgroße Lymphozyten mit runden Kernen, 

unauffällige Nukleoli sowie lediglich minimale entzündliche Infiltrate und 

Nekrosen erachtet (ARPS & SMITH, 2013). Anders als bei Menschen, bei denen 

EATL Typ I mit einer Prävalenz von 80–90 % am häufigsten vorkommt, wurde 

auch bei Katzen die EATL-Klassifizierung etabliert und EATL Typ II mehrheitlich 

beobachtet (KIUPEL et al., 1999; MOORE et al., 2012). 

Bei Hunden wurde die Zuordnung von intestinalen T-Zell-Lymphomen zu 

entsprechenden EATL-Typen noch nicht vereinheitlicht. Einige 

Forschungsprojekte versuchten jedoch, ihre Fälle entsprechend zu kategorisieren. 

Das Ergebnis der Studie von Coyle und Steinberg ließ zunächst vermuten, dass 
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Hunde eine hohe EATL Typ II-Inzidenz aufweisen, da es sich innerhalb der 

untersuchten Population bei 75 % der intestinalen Lymphome um T-Zell-

Lymphome mit epitheliotropem Verhalten handelte (COYLE & STEINBERG, 

2004). Im Gegensatz dazu wiesen spätere Studienergebnisse bei der Mehrheit der 

kaninen intestinalen Lymphom-Fälle Large-cell-Lymphome, also EATL Typ I 

nach, wohingegen Small-cell-Lymphome (EATL Typ II) selten vorkamen (OZAKI 

et al., 2006; CARRASCO et al., 2015). 

Der Vergleich der morphologischen Kriterien von humanen EATL-Fällen und 

kaninen intestinalen T-Zell-Lymphomen brachte einige Unterschiede zwischen den 

beiden Spezies zutage. Während eine monomorphe Proliferation mittelgroßer 

Lymphozyten als charakteristisch für humane EATL Typ II-Fälle angesehen wird, 

war dieses Merkmal bei den kaninen intestinalen T-Zell-Lymphomen kaum 

nachvollziehbar. Außerdem waren entzündliche plasmazytäre Infiltrate vor allem 

bei Hunden mit Small-cell-Lymphomen (EATL Typ I) zu beobachten, wohingegen 

entzündliche Infiltrate bei Menschen dem EATL Typ II zugeordnet werden. Unter 

Einbeziehung sowohl morphologischer als auch immunphänotypischer 

Eigenschaften wiesen Large-cell-Lymphome des Hundes einige Gemeinsamkeiten 

mit humanen EATL Typ I-Kriterien auf. Doch das immunphänotypische Verhalten 

von kaninen intestinalen Small-cell-Lymphomen unterschied sich deutlich von dem 

humaner EATL Typ II-Fälle (MATSUMOTO et al., 2019). 

Aktuell erfolgt die Einteilung der kaninen intestinalen T-Zell-Lymphome zum 

einen morphologisch entsprechend der Kerngröße in Large- und Small-cell-

Lymphome. Zum anderen werden nach den Kriterien der WHO anaplastische große 

T-Zell-Lymphome (anaplastic large T-cell lymphoma, ALCL), angiotrope T-Zell-

Lymphome, gemischte entzündliche periphere T-Zell-Lymphome (mixed 

inflammatory peripheral T-cell lymphoma, PTCL) sowie nicht weiter spezifizierte 

PTCL unterschieden. Die gemischten entzündlichen PTCL-Fälle werden zudem in 

histiozytär und eosinophil dominante Formen unterteilt (KOJIMA et al., 2021). 

1.4. Klinik 

Hunde, die an einem intestinalen Lymphom erkranken, zeigen anfangs häufig keine 

klinischen Symptome, sodass sich die Erkrankung erst in einem fortgeschrittenen 

Stadium bemerkbar macht (FRANCES et al., 2013). Den Patientenbesitzern fallen 

lediglich unspezifische Symptome wie Durchfall (teils mit Blutbeimengung), 
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Erbrechen, Gewichtsverlust und unterschiedlich stark ausgeprägte Inappetenz auf. 

Seltener werden Lethargie, vermehrte Darmgeräusche, angestrengte Atmung oder 

ein volumenvermehrtes Abdomen bemerkt (COUTO et al., 1989; FRANK et al., 

2007; CARRASCO et al., 2015). In der Mehrzahl der Fälle werden die Symptome 

nur allmählich deutlicher, und die betroffenen Hunde sprechen für gewöhnlich 

unzureichend auf eine symptomatische Therapie an (COUTO et al., 1989). 

Die klinische Untersuchung liefert ebenfalls unspezifische Befunde wie einen 

schlechten Allgemeinzustand, blasse und pappige Schleimhäute sowie in manchen 

Fällen eine Schmerzhaftigkeit während der Palpation des Bauchraums. Bei 

manchen Patienten können verdickte Darmschlingen oder eine Masse im vorderen 

und/oder mittleren Bauchraum ertastet werden (COUTO et al., 1989; FRANK et 

al., 2007; RASSNICK et al., 2009). Die hämatologischen Parameter zeigen 

mitunter eine milde bis moderat ausgeprägte Anämie, eine Leukozytose und 

Neutrophilie (mit/ohne Linksverschiebung) sowie eine Monozytose. Bei 61–80 % 

der Fälle geht die Erkrankung mit einer Hypalbuminämie einher. Weitere mögliche 

biochemische Veränderungen sind eine Hypocobalaminämie sowie selten eine 

Hyperkalzämie (COUTO et al., 1989; FRANK et al., 2007; LANE et al., 2018). 

Bei 45 % der erkrankten Hunde konnten anhand von nativen Röntgenaufnahmen 

pathologische Veränderungen erfasst werden. Dazu zählten eine Hepato- und/oder 

Splenomegalie, ein weichteildichter Masseneffekt im Bereich des mittleren 

Bauchraums, freies Gas innerhalb der Bauchhöhle sowie Anzeichen einer 

Peritonitis (COUTO et al., 1989). Mithilfe von Positivkontrast-Röntgenaufnahmen 

des Bauchraums konnten zudem Unregelmäßigkeiten der intestinalen 

Schleimhautoberfläche, Füllungsdefekte des Darmlumens und Dickenunterschiede 

der Darmwand entdeckt werden, die als Hinweis auf eine infiltrativ wachsende 

Erkrankung des Magen-Darm-Trakts erachtet wurden (COUTO et al., 1989). 

Die Ultraschalluntersuchung des Bauchraums lieferte im Fall von gastrointestinalen 

Lymphomen variable Befunde, die sich teils mit denen von gesundem oder auch 

entzündlich verändertem Darm überschnitten und daher als unspezifisch erachtet 

wurden. Bei 27 % der Fälle mit histopathologisch gesicherter Diagnose eines 

gastrointestinalen Lymphoms konnten sogar gar keine sonographischen 

Veränderungen nachgewiesen werden (FRANCES et al., 2013). Trotzdem wurden 

folgende sonographischen Veränderungen bei gastrointestinalen Lymphomen 

beschrieben: eine abnorme Darmwand-Schichtung, eine Verdünnung/Verdickung 
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der Darmwand, eine hyperechogene Streifenbildung der Darmschleimhaut, eine 

Verdickung der Tunica muscularis propria, Flüssigkeitsansammlungen im 

Darmlumen, vergrößerte abdominale Lymphknoten (Mittelwert: 0,6 cm), das 

Vorliegen einer Milzmasse sowie Aszites (meist Transsudat) (COUTO et al., 2018; 

LANE et al., 2018; MATSUMOTO et al., 2019). Gemäß Frances et al. waren die 

regionären Lymphknoten bei 60 % der Hunde mit gastrointestinalen Lymphomen 

und bei 90 % mit Lokalisation des Lymphoms im Dünndarm vergrößert. Aus 

diesem Grund schlussfolgerten die Autoren, dass das Vorhandensein einer 

abdominalen Lymphadenopathie in Verbindung mit einem sonographisch 

normalen Dünndarm als verdächtig für das Vorhandensein eines intestinalen 

Lymphoms angesehen und weitere Untersuchungen veranlasst werden sollten 

(FRANCES et al., 2013). 

1.5. Diagnose 

Intestinale Lymphome werden durch die morphologische Auswertung 

zytologischer oder histologischer Präparate diagnostiziert, die perkutan, 

endoskopisch oder durch eine diagnostische Laparotomie gewonnen wurden. 

Die perkutane Ultraschall-gestützte Probenentnahme ist wenig invasiv und eignet 

sich daher für Patienten in schlechter körperlicher Verfassung, die eine Anästhesie 

oder diagnostische Laparotomie nicht tolerieren würden. Anhand der zytologischen 

Untersuchung von Feinnadelaspiraten tief gelegener abdominaler Organe gelang 

eine Unterscheidung zwischen entzündlichen und neoplastischen Veränderungen 

mit einer Sensitivität von 88 % und einer Spezifität von 100 % (BONFANTI et al., 

2004). Allerdings zeigte dieselbe Arbeitsgruppe, dass die sichere zytologische 

Diagnosestellung bei Lymphomen mit Lokalisation im Magen-Darm-Trakt 

lediglich mit einer Sensitivität von 71 % möglich war (BONFANTI et al., 2006). 

Die Gastroduodenoskopie und Koloskopie stellen weitere Möglichkeiten zur 

minimal-invasiven Probengewinnung dar. Die Eingriffe werden unter Narkose 

durchgeführt, sodass zuvor sichergestellt werden muss, dass der Allgemeinzustand 

der Patienten eine Narkose zulässt. Der Vorteil ist, dass verdächtige Läsionen wie 

ein unregelmäßiges kopfsteinpflasterartiges Aussehen der Schleimhautoberfläche 

und solitäre Massen direkt visualisiert und beprobt werden können. Allerdings 

bleibt die Untersuchung auf die Schleimhautschicht beschränkt, und im Falle 

oberflächlich entnommener Proben könnten tief in der Schleimhaut gelegene 
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neoplastische Läsionen übersehen werden (MIURA et al., 2004; EVANS et al., 

2006; KLEINSCHMIDT et al., 2006). Die transmurale, also alle Schichten der 

Darmwand betreffende Ausbreitung der Tumorzellen wird folglich in endoskopisch 

entnommenen Proben unter Umständen nicht ausreichend erfasst 

(KLEINSCHMIDT et al., 2006). 

Die chirurgische Probengewinnung mittels diagnostischer Laparotomie ermöglicht 

die makroskopische Untersuchung des gesamten Darmtrakts, einschließlich des 

endoskopisch schwer zu erreichenden ileozäkalen Übergangs als einer der primären 

Lokalisationen des intestinalen Lymphoms. Durch die Entnahme von Vollschicht-

Darmbiopsien konnte in 94 % der Fälle eine akkurate Diagnose gestellt werden. Es 

wird empfohlen, an mehreren Stellen Biopsien zu entnehmen, da Tumorzellen ein 

unregelmäßiges Verteilungsmuster aufweisen können (KLEINSCHMIDT et al., 

2006). Der Nachteil ist, dass es sich um eine Operation unter Vollnarkose und somit 

um eine invasive Methode der Probengewinnung handelt. Bei Vorliegen einer 

Hypalbuminämie oder intensiven Infiltration von Entzündungs- und/oder 

Lymphomzellen im Bereich der Biopsiestelle besteht ein erhöhtes Risiko (bis zu 

12 %) für die Entwicklung einer Nahtdehiszenz mit folgender Darmperforation 

(RALPHS et al., 2003; SHALES et al., 2005). 

Zusätzlich zur histologischen Untersuchung, die in der Regel einige Tage in 

Anspruch nimmt, können endoskopisch entnommene Proben zytologisch nach 

Anwendung der „Squash-smear“-Technik (Schleimhautprobe wird zwischen zwei 

Objektträgern gequetscht und danach ausgestrichen) ausgewertet werden. Auf diese 

Weise ist eine Differenzierung zwischen intestinalem Lymphom und chronischer 

Enteritis am selben Tag der Probenentnahme innerhalb der Klinik möglich 

(Sensitivität 99 %, Spezifität 74 %) (MAEDA et al., 2017). 

Nichtsdestotrotz stellt die eindeutige Diagnosestellung des kaninen intestinalen 

Lymphoms eine Herausforderung dar, da die neoplastischen lymphomatösen 

Läsionen oft durch begleitende gutartige Entzündungsreaktionen in der 

Schleimhaut, insbesondere durch eine lymphoplasmazelluläre Enteritis maskiert 

sein können (COUTO et al., 1989; KLEINSCHMIDT et al., 2006). Zur Erzielung 

genauer Ergebnisse wird derzeit ein schrittweises diagnostisches Vorgehen unter 

Verwendung von Vollschicht-Darmbiopsien empfohlen. Begonnen wird mit der 

morphologischen Untersuchung, gefolgt von der Immunphänotypisierung und der 

Bestimmung des Ki-67-Index. Abschließend findet die PCR zur PARR-Analyse 
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zwecks Charakterisierung der B- oder T-Zell-Klonalität Anwendung (CARRASCO 

et al., 2015). 

1.5.1. Morphologische Untersuchung 

Die morphologischen Veränderungen gastrointestinaler Lymphome wurden 

erstmals 1989 anhand von 20 primären gastrointestinalen Lymphom-Fällen 

detailliert beschrieben. Laut dieser Studie haben gastrointestinale Lymphome ihren 

Ursprung in der Submukosa von Magen (40 %), Dünndarm (47 %) und Dickdarm 

(13 %). Meist handelt es sich um diffuse Infiltrate in Submukosa und Lamina 

propria, mit variabler Größe der Tumorzellen. Das Tumorgeschehen wird vor allem 

bei den intestinal gelegenen Läsionen von einer lymphoplasmazellulären 

Entzündung begleitet. Der Übergang zwischen entzündlich und neoplastisch 

verändertem Gewebe ist nur undeutlich abgrenzbar, sodass in der Submukosa 

gelegene lymphomatöse Läsionen durch die begleitende Entzündung überlagert 

sein können (COUTO et al., 1989). Neben der lymphoplasmazellulären 

Entzündung wurde auch eine eosinophile Infiltration kaniner gastrointestinaler 

Lymphome beschrieben (OZAKI et al., 2006). 

Die Studie von Coyle und Steinberg beschreibt anhand von 44 Fällen ausführlich 

die histopathologischen Veränderungen kaniner gastrointestinaler Lymphome, 

wobei der Dünndarm als häufigste Lokalisation genannt wird. Im Gegensatz zu 

Coutos Forschungsarbeit zeigten 75 % der neoplastischen Lymphozyten – wobei es 

sich ausschließlich um den T-Zell-Immunphänotyp handelte – eine ausgeprägte 

Infiltration der oberflächlichen Schleimhaut und des Drüsengewebes, also ein 

sogenanntes epitheliotropes Verhalten (COYLE & STEINBERG, 2004). Das 

Vorliegen von Epitheliotropismus bei kaninen gastrointestinalen T-Zell-

Lymphomen wurde von zwei weiteren Studien bestätigt. Diese beschrieben eine 

transmurale Ausbreitung der lymphomatösen Zellen von der Schleimhaut bis in die 

Tunica muscularis oder Tunica serosa (FRENCH et al., 1996; OZAKI et al., 2006). 

Einer weiteren Forschungsarbeit zufolge, die endoskopisch gewonnene Proben von 

kaninen Darmlymphomen und chronischen Enteropathie-Patienten (inflammatory 

bowel disease, IBD) untersuchte, liegt bei beiden Entitäten eine schwere lympho- 

und teilweise plasmazytäre Entzündung innerhalb der Lamina propria vor. Diese 

zeigte sowohl ein diffuses als auch ein multifokales Verteilungsmuster. Das 

Vorhandensein innerhalb des Epithels gelegener lymphomatöser Infiltrate des 



II. Literaturübersicht     11 

Oberflächen- und Kryptenepithels wurde als einziger statistisch signifikanter 

morphologischer Parameter zur Unterscheidung der beiden Erkrankungen 

detektiert (CARRASCO et al., 2015). 

Schließlich beschrieben Matsumoto et al. die morphologischen Charakteristika 

unter Berücksichtigung des Schweregrads des Lymphoms. Demnach zeigten 

Large-cell-Lymphome eine flächige Proliferation von großen und mittelgroßen 

neoplastischen Lymphozyten mit wenig klarem Zytoplasma sowie pleomorphen 

Zellkernen mit ausgeprägten Nukleoli und verstreutem Chromatin. Im Gegensatz 

dazu waren Small-cell-Lymphome durch die Vermehrung monomorpher, kleiner 

neoplastischer Lymphozyten gekennzeichnet, begleitet von einer Infiltration durch 

nicht-neoplastische Plasmazellen. Epitheliotropes Verhalten der neoplastischen 

Lymphozyten äußerte sich bei 94 % der Large-cell-Lymphome durch Infiltration 

des Drüsen- und/oder Kryptenepithels. Alle Small-cell-Lymphome zeigten 

Epitheliotropismus: 30 % in Form von intraepithelialen Nestern (≥5 dicht 

zusammenliegende Lymphozyten), 70 % als intraepitheliale Plaques (≥5 

angrenzende Epithelialzellen, überlagert von gebündelten Lymphozyten) 

(MATSUMOTO et al., 2019). 

Zudem existieren Berichte über Sonderformen des primären intestinalen 

Lymphoms. Bei einem irischen Wolfshund wurde ein von natürlichen Killerzellen 

ausgehendes großes granuläres intestinales Lymphom beschrieben, das mit 

Proteinverlust-Enteropathie, Thrombozytopenie und aggressivem klinischem 

Verlauf einherging (SNEAD, 2007). Eine aktuelle Fallserie wies bei 13 Hunden 

anaplastische großzellige T-Zell-Lymphome mit umfangreichen Nekrosen und 

Entzündungen sowie gelegentlicher Gefäßinvasion innerhalb der neoplastischen 

Massen nach, die zur Perforation der Darmwand neigten (STRANAHAN et al., 

2019). 

1.5.2. Immunphänotypisierung 

Die Immunphänotypisierung von Lymphomen wird sowohl diagnostisch als auch 

für die Einschätzung der Therapiewahl und der Prognose genutzt (LADIGES et al., 

1988). Die Immunphänotypisierung von Lymphomen erfolgt mithilfe der 

monoklonalen Antikörper für Cluster of differentiation (CD)-Oberflächenantigene 

der B- und T-Lymphozyten. Während für den Nachweis von B-Zellen meist CD79a 

und CD20 verwendet werden, findet CD3 für den Nachweis von T-Zellen 
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Anwendung (FERRER et al., 1993; MILNER et al., 1996; JUBALA et al., 2005). 

Die Antigen-Antikörperbindung verursacht eine histochemische Reaktion, die dazu 

führt, dass sich positive Zellen verfärben, was mikroskopisch nachweisbar ist 

(BURKHARD & BIENZLE, 2015). Die Immunphänotypisierung kann sowohl mit 

zytologischem als auch histologischem Probenmaterial oder auch mittels 

Durchflusszytometrie durchgeführt werden (CANIATTI et al., 1996; MILNER et 

al., 1996; CULMSEE et al., 2001; GELAIN et al., 2008). 

Unter Verwendung der beiden Marker CD3 und CD20 wurde im Jahr 2004 

Archivmaterial (FFPE) von 44 kaninen gastrointestinalen Lymphomfällen 

untersucht, wobei keine nähere Klassifizierung der Lymphome berücksichtigt 

wurde. Dabei reagierten bis zu 75 % der Tumore positiv für den Marker CD3, also 

für den T-Zell-Phänotyp (COYLE & STEINBERG, 2004). Im Rahmen einer 

weiteren Studie wurden endoskopisch gewonnene Proben aus dem Duodenum – 

unter anderem morphologisch und immunhistochemisch (Marker: CD3, CD20) – 

zur Unterscheidung zwischen Lymphomen sowie benignen 

lymphoplasmazellulären Enteritis-Fällen untersucht. Bei allen morphologisch als 

Lymphom eingestuften Proben konnte die Diagnose mittels Immunhistochemie 

bestätigt werden: Es handelte sich fast ausschließlich um Large-cell-Lymphome. 

Des Weiteren gehörten alle Lymphomproben dem T-Zell-Immunphänotyp an. Den 

höheren Prozentsatz an T-Zell-Lymphomen erklärten sich die Autoren damit, dass 

lediglich Proben aus dem Darm verwendet wurden, da der B-Zell-Immunphänotyp 

vorwiegend in Proben aus dem Magen vorzufinden sein soll (CARRASCO et al., 

2015). Zwei weitere Studien untersuchten Small-cell-Lymphome, wobei eine der 

beiden Arbeitsgruppen Probenmaterial aus Magen und Darmtrakt verwendete, 

während die andere Forschungsgruppe ausnahmslos intestinale Lymphome 

untersuchte. Die gastrointestinalen Lymphome reagierten in 95 % der Fälle für den 

T-Zell-Immunphänotyp. Doch alle intestinalen Lymphome waren T-Zell-

Lymphome (COUTO et al., 2018; LANE et al., 2018). 

In einer Fallserie mit drei kaninen intestinalen großzelligen T-Zell-Lymphomen 

wurde eine Koexpression von CD3 und CD20 beschrieben. Die neoplastischen 

Lymphozyten zeigten eine deutliche perimembranöse bis hin zu einer 

zytoplasmatischen Färbung für den CD3-Marker, und ein hoher Prozentsatz der 

Zellen reagierte für den CD20-Marker ebenfalls positiv. Zur Überprüfung des 

Immunphänotyps der Zellen wurde zudem eine PARR-Analyse durchgeführt, die 
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ein klonales Rearrangement für den T-Zell-Rezeptor gamma bestätigte. Bislang ist 

die therapeutische und prognostische Konsequenz der CD3/CD20-Koexpression 

unklar (NOLAND & KIUPEL, 2018). 

Weitere Erkenntnisse zum immunphänotypischen Verhalten kaniner intestinaler T-

Zell-Lymphome konnten durch deren Vergleich mit humanen EATL-Fällen erlangt 

werden. Dafür wurden endoskopisch gewonnene Proben (17 großzellige und 33 

kleinzellige Lymphome) aus Duodenum und Ileum immunhistochemisch sowie 

mittels Immunfluoreszenz und PARR-Analyse untersucht. Alle neoplastischen 

Lymphozyten reagierten positiv für CD3 und negativ für CD79a und konnten somit 

dem T-Zell-Immunphänotyp zugeordnet werden. Auch in dieser Studie war für 

18 % der großzelligen sowie für 64 % der kleinzelligen Lymphome eine 

Koexpression von CD20 nachvollziehbar, wobei diese im Vergleich mit den im 

Hintergrund innerhalb der Lamina propria gelegenen B-Zellen nur schwach 

ausgeprägt war. Außerdem war eine membranöse CD56-Expression in 12 % der 

großzelligen, jedoch nicht in kleinzelligen kaninen Lymphom-Fällen nachweisbar, 

wodurch diese sich von humanen EATL Typ II-Fällen (CD3 und CD56 positiv) 

unterschieden. Im Gegensatz dazu hatten kanine intestinale großzellige Lymphome 

Ähnlichkeit zu humanen EATL Typ I-Fällen (CD3 positiv, CD56 negativ). 

Zusammenfassend zeigten groß- und kleinzellige intestinale Lymphome des 

Hundes einen homogenen Immunphänotyp auf. Auch gemischte groß- und 

kleinzellige Fälle waren keine Seltenheit, was eine Transformation kleinzelliger 

Lymphome zu großzelligen Lymphomen beim intestinalen T-Zell-Lymphom des 

Hundes denkbar macht (MATSUMOTO et al., 2019). 

1.5.3. Ki-67-Index 

Ki-67 ist ein Kernprotein, das streng mit der zellulären Proliferation, also mit der 

Wachstumsfraktion einer Zellpopulation assoziiert ist. So wird Ki-67 in allen 

aktiven Phasen des Zellzyklus (G1-, S-, G2- und M-Phase) exprimiert, während es 

in ruhenden Zellen (G0) fehlt (BRUNO & DARZYNKIEWICZ, 1992). In der 

Onkologie wird der Ki-67-Index sowohl zur Diagnostik als auch zur Einschätzung 

der Prognose und des Therapieverlaufs verwendet (MELZER et al., 2006; FU et al., 

2016; SCHLOTTER et al., 2017). Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten den 

Ki-67-Index als prognostischen Marker für das maligne Lymphom des Hundes 

(KIUPEL et al., 1999; PHILLIPS et al., 2000; SOKOŁOWSKA et al., 2012; 

SIERRA MATIZ et al., 2018). 
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Als Goldstandard zur Bestimmung des Ki-67-Index gilt die Immunhistochemie, 

gefolgt von einer manuellen Zählung der positiven Tumorzellen in den 

proliferativen Bereichen. Nachteile dieses Verfahrens sind die erforderliche 

invasive Probenentnahme, die fehlende Standardisierung, bedienerbedingte 

Abweichungen sowie hohe Kosten aufgrund des Arbeitsaufwands (PENAULT-

LLORCA & RADOSEVIC-ROBIN, 2017; RIGILLO et al., 2021). 

Im Jahr 2006 wurde die Anwendung des Ki-67-Index bei kaninen intestinalen T-

Zell-Lymphomen erstmals erwähnt. Die Ki-67-Expression der neoplastischen 

Zellen war unabhängig vom Schweregrad über einen weiten Bereich von 4–53 % 

verteilt (OZAKI et al., 2006). Später wurde der Ki-67-Index als mögliches 

Diagnostikum zur Unterscheidung zwischen kaninen intestinalen T-Zell-

Lymphomen und lymphoplasmazellulären Darmentzündungen evaluiert. Die 

Lymphomzellen zeigten einen signifikant höheren Ki-67-Index von 30–62 %, 

verglichen mit den entzündlich veränderten Zellen (25 %). Innerhalb der 

Lymphomgruppe waren außerdem Unterschiede der Ki-67-Expression 

entsprechend des Schweregrads des Lymphoms nachvollziehbar. So war die Ki-67-

Expression bei Large-cell-Lymphom-Fällen höher als bei Small-cell-Lymphom- 

und Enteritis-Fällen. Die Autoren schlussfolgerten, dass sich der Ki-67-Index zwar 

nicht als alleiniger Parameter zur Unterscheidung zwischen Enteritis und Lymphom 

eignet, allerdings in ein Panel diagnostischer Tests integriert werden kann 

(CARRASCO et al., 2015). Übereinstimmend mit den Ergebnissen von Carrasco et 

al. wies eine weitere Studie eine höhere Anzahl an Ki-67-positiven Lymphozyten 

bei kaninen intestinalen Large-cell- als bei Small-cell-Lymphomen nach, wodurch 

ein aggressiveres Verhalten des Large-cell-Lymphoms vermutet wurde 

(MATSUMOTO et al., 2019). 

1.5.4. PARR-Analyse 

Zur Unterscheidung zwischen der T- und der B-Zell-Klonalität des Lymphoms 

sowie zwischen malignen (monoklonalen) und benignen (polyklonalen) 

lymphatischen Erkrankungszuständen wurde in den vergangenen Jahren der 

Nachweis eines klonalen Rezeptor-Gen-Rearrangements mittels PCR eingeführt, 

der sogenannten PCR für Antigenrezeptor-Gen-Rearrangement (PARR) 

(VERNAU & MOORE, 1999; BURNETT et al., 2003). 

Lymphozyten binden mithilfe von Antigenrezeptoren Antigene. Die 
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Antigenrezeptoren – bei B-Lymphozyten Immunglobuline (Ig), bei T-

Lymphozyten T-Zell-Rezeptoren (TCR) – entstehen aus vielen verschiedenen 

variablen (variable, V), diversen (diverse, D) und verbindenden (joining, J) 

Gensegmenten (TONEGAWA, 1983). Während der Reifung der Lymphozyten 

durchlaufen diese Gensegmente Umstrukturierungsprozesse (Rekombinationen), 

wodurch jeder Lymphozyt über eine DNA-Region verfügt, die in ihrer Länge und 

Sequenz einzigartig ist und in der sogenannten Komplementaritäts-

determinierenden Region (complementarity determining region 1-3, CDR 1-3) 

liegt. Es wird zwischen variablen und konstanten Regionen der 

Antikörperrezeptoren unterschieden, wobei die variable Region der 

Antigenerkennung dient (TONEGAWA, 1983; LIPMAN et al., 2005). Zur Bildung 

dieser variablen Region werden drei oder zwei der genannten Gensegmente 

rekombiniert und bilden somit die CDR-Region (RAULET, 1989; SCHATZ et al., 

1992). Die DNA-Abschnitte, die an die CDR-Region angrenzen, sind in allen 

Lymphozyten ähnlich und ermöglichen deren Verwendung als Primer (Startpunkte 

für DNA-replizierende DNAsen, DNA-Polymerasen), sodass der DNA-Abschnitt 

der individuellen CDR-Region vervielfältigt werden kann (BURNETT et al., 2003; 

VAN DONGEN et al., 2003). 

Die entstandenen PCR-Produkte werden mithilfe der Gel-Elektrophorese 

aufgetrennt, wobei deren Wanderungsgeschwindigkeit durch das Gel von der 

Basenlänge der PCR-Produkte abhängt. Da neoplastisch veränderte Lymphozyten 

einen monoklonalen Ursprung haben, besitzt die Mehrzahl der Lymphome 

(> 98 %) identische (klonale) Rearrangements der Antigenrezeptoren. Diese 

wandern mit gleicher Geschwindigkeit durch das Gel und werden anhand der Gel-

Elektrophorese als ein bis zwei Banden dargestellt. Im Kontrast hierzu haben 

entzündlich veränderte Lymphozyten eine polyklonale Zellpopulation. Folglich 

wandern die unterschiedlich großen PCR-Produkte nicht mit einheitlicher 

Geschwindigkeit durch das Gel, wodurch mehrere undeutlich abgrenzbare Banden 

entstehen (VAN DONGEN et al., 2003; BURKHARD & BIENZLE, 2015). 

Bei intestinalen Lymphomen des Hundes wurde die PARR-Analyse mit 

unterschiedlichem Erfolg zur Differenzierung von Lymphomen und benignen 

lymphoplasmazellulären Enteritiden angewendet. Fukushima et al. beschrieben 

unter Verwendung endoskopisch gewonnener Proben von zwölf alimentären 

Lymphom-Fällen lediglich eine Sensitivität von 68 %, die weit unter der zuvor 
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beschriebenen von 91 % bei lymphoiden Neoplasien im Allgemeinen lag 

(BURNETT et al., 2003; FUKUSHIMA et al., 2009). Eine weitere Studie aus dem 

Jahr 2009 untersuchte endoskopisch gewonnene Proben von 78 Hunden, die unter 

gastrointestinalen Symptomen litten. Die Proben wurden morphologisch und 

mittels PARR-Analyse getrennt evaluiert. Während alle Adenokarzinom-Fälle 

negative PARR-Ergebnisse erzielten, waren drei Lymphom-Fälle positiv für den 

TCR-Rezeptor (T-Zell-Lymphom). Bei einem der Lymphome handelte es sich um 

ein B-Zell-Lymphom (IgH-positiv). Unter den Enteritis-Fällen waren sechs dabei, 

die positiv für den TCR-Rezeptor reagierten, von denen zwei später zytologisch als 

Lymphome kategorisiert wurden. Außerdem war die mittlere Überlebenszeit der 

TCR-positiven Enteritis-Fälle signifikant kürzer als die der TCR-negativen 

Enteritiden, sodass davon ausgegangen wurde, dass die PARR-Analyse auch 

latente, morphologisch noch nicht nachweisbare, Lymphom-Fälle detektieren 

konnte (KANEKO et al., 2009). Ein weiteres Forschungsprojekt verglich die 

PARR-Ergebnisse zwischen intestinalen Lymphomen, lymphoplasmazellulären 

Darmentzündungen und gesundem Darm aus Vollschicht-Darmbiopsien. 

Monoklonale Rezeptor Rearrangements wurden bei 76 % der Lymphome 

gefunden, wobei der T-Zell-Rezeptor deutlich überwog (85 %). Alle Enteritis-Fälle 

sowie die Kontrollgruppe zeigten polyklonale Rearrangements (OHMURA et al., 

2017). 

1.6. Prognose 

Hunde, die an einem intestinalen T-Zell-Lymphom erkranken, hatten eine schlechte 

Prognose. Kanine intestinale T-Zell-Lymphome des Magen-Darm-Trakts wiesen 

im Vergleich zu multizentrischen T-Zell-Lymphomen kürzere Überlebenszeiten 

und kürzere progressionsfreie Intervalle auf (DERAVI et al., 2017). Innerhalb der 

Gruppe der primären gastrointestinalen Lymphome zeigten Hunde mit T-Zell-

Lymphomen kürzere mittlere Überlebenszeiten als solche, die unter einem B-Zell-

Lymphom litten (drei Wochen vs. drei Monate), wobei diese Ergebnisse nicht 

statistisch signifikant waren (RASSNICK et al., 2009). 

Verschiedene Arbeitsgruppen beschrieben im Fall eines High-grade-Lymphoms 

(LCL) einen zügig voranschreitenden klinischen Verlauf. Nach Diagnosestellung 

verstarben die Hunde innerhalb von 13–77 Tagen, trotz aggressiver 

Chemotherapie-Protokolle und/oder chirurgischer Tumorexzision (COUTO et al., 

1989; FRANK et al., 2007; RASSNICK et al., 2009; MAEDA et al., 2017). Die 
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Forschungsgruppe um Rassnick et al. untersuchte insgesamt 18 Hunde, die sowohl 

unter primären gastrointestinalen Lymphomen als auch unter gastrointestinalen 

Manifestationen eines multizentrischen Lymphoms litten. Auf die Behandlung mit 

einem Chemotherapie-Protokoll, bestehend aus fünf unterschiedlichen 

Medikamenten (VELCAP = Vincristin, L-Asparaginase, Cyclophosphamid, 

Doxorubicin, Prednisolon), gingen neun Hunde (50 %) zunächst in komplette und 

ein Hund (6 %) in partielle Remission. Jedoch erlitten acht Hunde innerhalb von 86 

Tagen ein Rezidiv oder wiesen einen progressiven Krankheitsverlauf vor. Die 

mittlere Überlebenszeit betrug trotz Chemotherapie lediglich 2,5 Monate, und nur 

18 % der Hunde überlebten länger als zwölf Monate. Innerhalb der 

Studienpopulation wurden Durchfall als initiales klinisches Anzeichen sowie 

fehlendes Ansprechen auf die Chemotherapie mit kürzeren Überlebenszeiten in 

Verbindung gebracht. Für Hunde mit Durchfallsymptomatik betrug die mittlere 

Überlebenszeit 2,5 Monate, für Hunde ohne Durchfallsymptomatik 30 Monate. Bei 

Ansprechen der Chemotherapie (komplette und partielle Remissions-Fälle) 

überlebten die Hunde im Mittel 3,8 Monate, während Tiere ohne Ansprechen auf 

die Therapie lediglich zehn Tage weiterlebten (RASSNICK et al., 2009). Davon 

abgesehen beeinflusste die Lokalisation der neoplastischen Lymphozyten innerhalb 

des Darmtrakts die Überlebenszeit. Fälle mit kolorektalem Ursprung schienen eine 

längere mittlere Überlebenszeit von 61 Tagen zu haben, verglichen mit Magen (17 

Tage) und Dünndarm (13 Tage). Bei multifokaler Verteilung des Lymphoms an 

zwei oder mehr Stellen innerhalb des Magen-Darm-Trakts wurde eine mittlere 

Überlebenszeit von nur 4,5 Tagen beobachtet (COUTO et al., 1989; FRANK et al., 

2007). 

Im Jahr 2015 wurde erstmals von einem Unterschied bei der Prognose von 

gastrointestinalen kaninen High- und Low-grade-Lymphomen berichtet 

(NAKASHIMA et al., 2015). Im Gegensatz zu High-grade-Lymphomen (LCL) 

sprachen Low-grade-Lymphome (SCL) gut (bis zu 70 % der Studienpopulation) 

auf die chemotherapeutische Behandlung an. So wurden mittlere Überlebenszeiten 

von 535–628 Tagen beschrieben. Selbst bei Tieren, die nicht auf die Therapie 

ansprachen, betrug die mittlere Überlebenszeit 279–424 Tage (COUTO et al., 2018; 

LANE et al., 2018). Unter Verwendung von Steroiden in Kombination mit einem 

alkalysierenden Medikament (Chlorambucil, Cyclophosphamid, Lomustine) 

wurden bessere Resultate als allein mit einem Steroid erzielt. Das Vorhandensein 
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einer Anämie und von Gewichtsverlust korrelierte negativ mit der Überlebenszeit 

(COUTO et al., 2018). 

2. Mikro-Ribonukleinsäuren 

Bei Tieren unterscheidet man zwischen drei Gruppen kleiner nicht-kodierender 

Ribonukleinsäuren, die einen hemmenden Einfluss auf die Genexpression haben: 

Mikro-Ribonukleinsäuren (micro-ribonucleic acid, miRNA), kleine interferierende 

Ribonukleinsäuren (small interfering ribonucleic acid, siRNA) und mit PIWI-

Proteinen interagierende Ribonukleinsäuren (PIWI-interacting ribonucleic acid, 

piRNA) (AMBROS & CHEN, 2007). MiRNA kommen in allen eukaryoten Zellen 

vor und sind einzelsträngige, kurze (~22 Nukleotide lange), nicht-kodierende 

Ribonukleinsäuren, die durch posttranskriptionelle Basenpaarung an teilweise 

komplementäre Sequenzen in den 3'-untranslatierten Regionen (UTR) von Ziel-

messengerRNAs (mRNAs) an der Steuerung fast aller biologischer Signalwege 

beteiligt sind (EULALIO et al., 2008; BARTEL, 2009; FABIAN et al., 2010). 

2.1. Entdeckung, Nomenklatur 

Im Jahr 1993 wurden aus dem Gen lin-4 des Fadenwurms Caenorhabditis elegans 

(C. elegans) erstmals kurze RNA-Moleküle nachgewiesen, die durch temporäre 

posttranskriptionelle Hemmung der mRNA lin-14 die Larvenentwicklung dieser 

Nematode steuerten (LEE et al., 1993; WIGHTMAN et al., 1993). Sieben Jahre 

später konnte eine ähnlich vermittelte Steuerung der zeitlichen Abfolge der 

Larvenentwicklung für RNA-Moleküle des Gen-Lokus let-7 von C. elegans belegt 

werden (REINHART et al., 2000; SLACK et al., 2000). Außerdem wurden 

gleichartige let-7 RNA-Moleküle mit ebenfalls temporärer Expression in 

Abhängigkeit des Entwicklungsstandes in einer Bandbreite anderer Tierarten 

erkannt, darunter Wirbeltiere, Manteltiere, Ringel- und Gliederfüßer. Hierdurch 

wurde den let-7 RNA-Molekülen eine regulatorische Rolle in der Entwicklung von 

Metazoa zugesprochen (PASQUINELLI et al., 2000). Bald darauf wurden die 

RNAs lin-4 und let-7 einer umfangreichen Klasse kleiner endogener RNAs 

(genannt miRNAs) zugeordnet. Die miRNAs kommen in Würmern, Fliegen und 

Säugetieren mit teils temporärer, in der Mehrzahl jedoch zeitlich unabhängiger 

Expression vor (LAGOS-QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; LEE & 

AMBROS, 2001). 

Die Datenbank miRBase, zunächst „The microRNA Registry“ genannt, wurde zur 
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Vereinfachung der Namensgebung sowie zur Katalogisierung der miRNAs und 

ihrer Zielsequenzen gegründet. In der 22. Version von September 2018 sind über 

38.000 Einträge zu 271 verschiedenen Spezies vermerkt (KOZOMARA et al., 

2019). Zur Benennung der miRNAs werden die Vorsilbe „miR-“ und eine 

eindeutige Identifikationsnummer verwendet, wobei identische oder nahezu 

identische miRNAs dieselbe Nummer erhalten. Anstelle einer Nummer können 

miRNAs mit sehr ähnlichen Sequenzen auch einen Buchstaben erhalten und einer 

Familie zugeordnet werden. Tierische werden von pflanzlichen miRNAs durch die 

Verwendung eines Bindestrichs unterschieden (wie miR-14 vs. miR172). 

Identische miRNAs aus verschiedenen Organismen werden mit der gleichen 

Identifikationsnummer benannt, erhalten jedoch eine dreistellige Vorsilbe, die den 

Artnamen definiert, gefolgt von einem Bindestrich wie „cfa-“ für Canis lupus 

familiaris und „hsa-“ für Homo sapiens. Gene, die für miRNAs kodieren, erhalten 

ebenfalls eine dreistellige Vorsilbe, wobei Großschreibung, Silbentrennung und 

Kursivschrift den Konventionen des jeweiligen Organismus entsprechen. Jeder 

Genlokus produziert zwei reife miRNAs, ausgehend vom 3'- und 5'-Ende der prä-

miRNA, die mit der Endsilbe „-3p“ oder „-5p“ benannt werden können. 

Ausgenommen von diesen Regeln sind die ersten entdeckten miRNAs lin-4 und let-

7 sowie deren Gene (AMBROS et al., 2003). 

2.2. Biogenese 

Alle miRNAs durchlaufen ein mehrstufiges (kanonisches) Verfahren, beginnend im 

Zellkern und endend im Zytoplasma, welches das primäre miRNA-Transkript in 

die aktive, ~22 Nukleotide lange reife miRNA umwandelt. 

2.2.1. Genomik und Transkription 

Beim Säugetier sind miRNAs in allen Chromosomen, ausgenommen dem Y-

Chromosom, vorhanden (GUO et al., 2009). Innerhalb des Genoms sind sie in 

verschiedenen Bereichen zu finden. Entgegen der ursprünglichen Annahme, dass 

die Mehrheit der miRNAs intergenetisch liegt (LAGOS-QUINTANA et al., 2001; 

LAU et al., 2001; LEE & AMBROS, 2001; THATCHER et al., 2008), befinden 

sich beim Säugetier mehr als die Hälfte (~70 %) der bekannten miRNAs innerhalb 

proteinkodierender und nicht-kodierender definierter Transkriptionseinheiten. So 

werden 40 % der miRNAs durch Introns proteinkodierender, 10 % durch Introns 

nicht-kodierender Transkriptionseinheiten und 10 % durch Exons langer nicht-
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kodierender Transkripte kodiert (RODRIGUEZ et al., 2004; KIM & NAM, 2006; 

KIM et al., 2009; OLENA & PATTON, 2010). Die Transkription kann sowohl 

mono- als auch polycistronisch, also gemeinsam mit anderen miRNAs innerhalb 

eines sogenannten Clusters erfolgen. Etwa 50 % der beim Säugetier bekannten 

miRNAs liegen in unmittelbarer Nähe zu anderen miRNAs in sogenannten Clustern 

(LAGOS-QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; MOURELATOS et al., 

2002). Für die meisten miRNA-Gene wurde die genaue Position der miRNA-

Promotoren noch nicht kartiert (OZSOLAK et al., 2008). Intrinsisch gelegene 

miRNA-Gene haben häufig denselben Transkriptionsstartpunkt wie das Wirtsgen. 

Sie verfügen jedoch oft über mehrere Transkriptionsstartpunkte, weshalb manche 

intrinsisch gelegenen miRNA-Gene dennoch einen anderen Promoter als den des 

Wirtsgens aufweisen (OZSOLAK et al., 2008; MONTEYS et al., 2010). Die 

Transkription der meisten miRNA-Gene erfolgt durch die RNA-Polymerase II 

(LEE et al., 2004), doch es existieren auch Nachweise der Transkription durch die 

RNA-Polymerase III (PFEFFER et al., 2005; BORCHERT et al., 2006). Es entsteht 

das Primärtranskript (primary micro ribonucleic acid, pri-miRNA), das mehrere 

100–1.000 Nukleotide lang ist und innerhalb einer lokalen Haarnadelstruktur die 

reife miRNA-Sequenz enthält (CAI et al., 2004; LEE et al., 2004). 

2.2.2. MiRNA-Reifung 

Die pri-miRNA durchläuft auf dem Weg zur fertiggestellten miRNA zwei 

Reifungsschritte, die durch die beiden Endonukleasen Drosha und Dicer gesteuert 

werden. Dabei handelt es sich um Proteine vom Typ RNase III, die spezifisch an 

doppelsträngiger RNA wirksam werden (KIM et al., 2009). Im ersten Schritt spaltet 

Drosha im Zellkern den Stamm der pri-miRNA-Haarnadelstruktur und setzt eine 

kleine, ~65 Nukleotide lange haarnadelförmige Vorläufer-miRNA (precursor 

micro-ribonucleic acid, pre-miRNA) frei (LEE et al., 2002; LEE et al., 2003). 

Drosha formt zusammen mit seinem essentiellen Kofaktor – dem DiGeorge 

syndrome critical region gene DGCR8 (auch bekannt als Pasha in Drosophila 

melanogaster (D. melanogaster) und als PASH-1 in C. elegans) – den sogenannten 

Mikroprozessorkomplex von 500 Kilodalton (DENLI et al., 2004; GREGORY et 

al., 2004; HAN et al., 2004; LANDTHALER et al., 2004). Typischerweise besteht 

das Primärtranskript (pri-miRNA) aus einem Stamm von ~33 Basenpaaren (bp), 

einer terminalen Schleife sowie flankierenden einzelsträngigen RNA-Abschnitten 

zum 3'-und 5'-Ende. DGCR8 erkennt die pri-miRNA anhand der einzelsträngigen 
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RNA-Segmente sowie des Stamms und unterstützt Drosha bei der Spaltung des 

Substrats etwa elf Basenpaare entfernt von der Verbindung zwischen einzel- und 

doppelsträngiger RNA (ZENG & CULLEN, 2005; HAN et al., 2006). Alternativ 

können bestimmte miRNAs, sogenannte miRtrons, die Prozessierung durch 

Drosha/DGCR8 überspringen, sodass durch Spleißen des Primärtranskripts direkt 

pre-miRNA entsteht (OKAMURA et al., 2007). 

Das Protein Exportin 5 (EXP5) bildet – zusammen mit dem GTP-bindenden 

Kernprotein RAN-GTP und der pre-miRNA – einen Transportkomplex und entlässt 

die pre-miRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma (BOHNSACK et al., 2004; KIM, 

2004; LUND et al., 2004). EXP5 erkennt die pre-miRNA anhand des mehr als 14 

Basenpaare langen doppelsträngigen RNA-Stamms sowie des kurzen 3'-Überhangs 

(1–8 Nukleotide) (GWIZDEK et al., 2003; LUND et al., 2004; ZENG & CULLEN, 

2004). 

Im Zytoplasma wird die Vorläufer-miRNA (pre-miRNA) durch Dicer in der Nähe 

der terminalen Schleife gespalten, wodurch ein kleines, ~22 Nukleotide langes 

miRNA/miRNA* Duplex mit 5'-Phosphatgruppe und zwei Nukleotide langem 3'-

Überhang freigesetzt wird (BERNSTEIN et al., 2001; GRISHOK et al., 2001; 

HUTVÁGNER et al., 2001; KETTING et al., 2001). 

Dicer vereint sich mit doppelsträngigen RNA-bindenden Proteindomänen 

(dsRBD), die zu doppelsträngiger RNA-Helix binden und somit bei deren 

Lokalisation helfen (KIM et al., 2009). So interagiert humanes Dicer für die pre-

miRNA Prozessierung mit zwei eng verwandten Proteinen: TRBP (TAR RNA-

binding protein, auch bekannt als TARBP2) und PACT (auch bekannt als PRKRA) 

(CHENDRIMADA et al., 2005; HAASE et al., 2005; LEE et al., 2006; LEE et al., 

2013). Dicer 1 von D. melanogaster interagiert mit zwei Isoformen des RNA-

bindenden Proteins Loquacious, die je drei dsRBDs enthalten (FÖRSTEMANN et 

al., 2005; JIANG et al., 2005; SAITO et al., 2005). TRBP beeinflusst die 

Prozessierungs-Effizienz einiger pre-miRNAs und bestimmt die Länge der reifen 

miRNAs (CHAKRAVARTHY et al., 2010; FUKUNAGA et al., 2012; LEE & 

DOUDNA, 2012). Dicer bindet die pre-miRNA bevorzugt am zwei Nukleotide 

langen 3'-Überhang, der initial durch Drosha generiert wurde (ZHANG et al., 

2004). Im Allgemeinen liegen die Dicer-Spaltstellen in einem festen Abstand von 

typischerweise 21–25 Nukleotiden Länge zum 3'-Ende des doppelsträngigen RNA-

Terminus (sogenannte 3'-Zählregel) (ZHANG et al., 2002; ZHANG et al., 2004; 
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VERMEULEN et al., 2005; MACRAE et al., 2006; MACRAE et al., 2007). 

Gefolgt von der Prozessierung durch Dicer, wird das miRNA-Duplex auf ein 

Argonauten-Protein (Ago) geladen, um zusammen mit anderen Proteinen zunächst 

den pre-RISC, also den Vorläufer des RNA-induced silencing complex (RISC, oder 

miRNA-induced silencing complex, miRISC) zu bilden (TABARA et al., 1999; 

HAMMOND et al., 2001; MOURELATOS et al., 2002). Dabei verbleibt einer der 

beiden Stränge im Ago-Protein als reife miRNA (Führungsstrang, miRNA), 

während der andere Strang (Passagierstrang, miRNA*) abgebaut wird. Die 

thermodynamische Stabilität der Stränge entscheidet darüber, welcher von ihnen 

abgebaut wird. Der Strang mit verhältnismäßig instabiler Basenpaarung am 5'-Ende 

überlebt typischerweise (wie GU- statt GC-Paar) (KAWAMATA & TOMARI, 

2010). Der andere Strang (miRNA*) wird in der Regel abgebaut und entfernt, 

sodass das Ergebnis aus dem funktionsfähigen RISC mit reifer miRNA besteht 

(KAWAMATA & TOMARI, 2010; HA & KIM, 2014). 

2.3. Wirkmechanismus 

Als Teil des RISC ist die reife miRNA in der Lage, die Genexpression auf 

posttranskriptioneller Ebene zu regulieren, indem sie zum größten Teil durch 

partielle Komplementarität an Ziel-mRNAs bindet und hauptsächlich zur mRNA-

Degradierung oder Translationshemmung führt (EULALIO et al., 2008). Genauer 

ausgedrückt, kann die miRNA-RISC-vermittelte Genhemmung auf drei Wegen 

erfolgen: durch translationale Reprimierung, Destabilisierung der mRNA oder 

direkte mRNA-Spaltung. Eine einzige miRNA kann an mehrere mRNAs binden, 

und eine mRNA kann von mehreren synergistisch wirkenden miRNAs reguliert 

werden (LIM et al., 2005; RAJEWSKY, 2006). Derzeit wird davon ausgegangen, 

dass etwa 30–60 % der humanen proteinkodierenden Gene unter der Kontrolle von 

miRNAs stehen (BARTEL, 2009; FRIEDMAN et al., 2009). 

MiRNAs interagieren mit ihren Ziel-mRNAs durch Basenpaarung. In Pflanzen 

paaren die meisten miRNAs mit nahezu perfekter Komplementarität an mRNAs, 

wobei der mRNA-Abbau durch endonukleolytische Spaltung in der Mitte des 

miRNA-mRNA-Duplexes induziert wird (JONES-RHOADES et al., 2006). Im 

Gegensatz dazu bilden tierische miRNAs mit wenigen Ausnahmen ein 

unvollkommenes Basenpaar mit ihren Ziel-mRNAs. Die sogenannte „Seed“-

Region – ein Bereich am 5'-Ende der miRNAs, der sich über die Nukleotide 2–8 
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ausdehnt –ist für die Zielerkennung essentiell und bildet den Kern der miRNA-

mRNA-Bindung. GU-Paare, Fehlpaarungen und Ausbuchtungen innerhalb des 

„Seed“-Bereichs beeinflussen die Repression deutlich. Ebenfalls wichtig sind 

Ausbuchtungen oder Fehlpaarungen im zentralen Bereich der miRNA-mRNA-

Verbindung, um eine Ago-vermittelte endonukleolytische Spaltung der mRNA zu 

verhindern. Außerdem muss zur Stabilisierung der Interaktion eine angemessene 

Komplementarität zur 3'-Hälfte, insbesondere zu den Basenpaaren 13–16 der 

miRNA bestehen. Für gewöhnlich liegen miRNA-Bindungsstellen bei tierischen 

mRNAs in der 3'-UTR-Region und sind in mehreren Kopien vorhanden. Im 

Allgemeinen sind für eine erfolgreiche Repression mehrere Bindungsstellen für die 

gleiche oder verschiedene miRNAs erforderlich. Liegen diese nahe beieinander 

(10–40 Nukleotide voneinander entfernt), so wirken sie häufig zusammen 

(DOENCH & SHARP, 2004; BRENNECKE et al., 2005; LEWIS et al., 2005; 

GRIMSON et al., 2007; NIELSEN et al., 2007; FILIPOWICZ et al., 2008). 

Die genauen Mechanismen der Translationshemmung sind noch nicht geklärt. 

Generell erfolgt der Translationsvorgang in den drei Schritten Initiation, Elongation 

und Termination. Eine mRNA erfüllt die Voraussetzungen zur Translation, wenn 

sie über eine 5'-cap-Struktur und einen 3'-Poly(A)-Schwanz verfügt (JACKSON et 

al., 2010). Das zytoplasmatische Poly(A)-bindende Protein C (PABPC) interagiert 

mit dem eukaryoten Translations-Initiationsfaktor 4G (eIF4G), der wiederum durch 

Interaktion mit dem cap-bindenden Protein eIF4e mit der cap-Struktur assoziiert ist. 

Es entstehen zirkuläre mRNAs, die vor Abbau geschützt sind und effizient 

translatiert werden können (DERRY et al., 2006). Die Translationshemmung kann 

sowohl während der Initiation als auch danach, also in der Elongation durch 

vorzeitiges Abfallen der Ribosomen (ribosome drop-off) stattfinden 

(HUMPHREYS et al., 2005; PETERSEN et al., 2006). 

In Eukaryoten können mRNAs auf zwei verschiedenen Wegen abgebaut werden, 

die auf der allmählichen Verkürzung des mRNA-Poly(A)-Schwanzes beruhen. 

Entweder wird der mRNA-Körper durch Exosom-katalysierten progressiven 

3'→5'-Zerfall abgebaut, oder es wird, katalysiert durch die Exonuklease XRN, 

zunächst das Cap entfernt und anschließend kommt es zum weiteren 5'→3'-Abbau 

(PARKER & SONG, 2004; FILIPOWICZ et al., 2008). 

Eine direkte mRNA-Spaltung ist nur bei nahezu perfekter miRNA/mRNA-

Komplementarität möglich, tritt folglich bei Tieren nur sehr selten auf und wurde 
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zwischen miR-196 und HOXB8 beschrieben (LLAVE et al., 2002; YEKTA et al., 

2004). 

2.4. Biologische Funktionen von miRNAs 

Die Aufdeckung der biologischen Funktion einzelner miRNAs erfolgt meist durch 

tierische Knockout-Modelle und transgene Überexpressionsversuche, wobei zum 

Nachweis eines phänotypischen Effekts normalerweise die Deaktivierung von 

mehreren Mitgliedern einer miRNA-Familie erforderlich ist (HAMMOND, 2015; 

VIDIGAL & VENTURA, 2015). Obwohl die genetische Inaktivierung einer 

miRNA die Repressionseffekte auf ihre Ziel-mRNA abschwächen könnte, 

tolerieren die meisten Gene des Organismus dies gut (VIDIGAL & VENTURA, 

2015). 

Im Allgemeinen sind miRNAs für die Entwicklung einzelner Gewebe nicht 

notwendig, denn trotz Deletion der kardial-spezifischen miR-208 in Mäusen 

entwickeln diese ein Herz. Dementgegen entwickeln miR-208-defiziente Tiere 

Defekte in der Stressreaktion und eine kardiale Hypertrophie. Da viele 

gewebespezifische miRNAs bei Krankheiten reduziert sind, wird vermutet, dass sie 

für die Aufrechterhaltung des Gewebedifferenzierungszustands erforderlich sein 

könnten (HAMMOND, 2015). 

Gewebespezifische miRNAs werden oft mit Erkrankungen des jeweiligen Gewebes 

in Verbindung gebracht. Durch Analyse der miRNA-Expressionsprofile von 

Gewebsbiopsien verschiedener Organe bei Menschen konnte gezeigt werden, dass 

etwa 17 % der miRNAs und miRNA-Familien in bestimmten Geweben dominant 

exprimiert wurden. So konnte die gewebespezifische Expression von miR-122 in 

der Leber, miR-9 und miR-124 im Gehirn, miR-7 in der Hypophyse, miR-205-5p 

in der Haut, miR-514a-3p in den Hoden und miR-192-5p im Dickdarm 

nachgewiesen werden (LUDWIG et al., 2016). 

Wie bereits erwähnt, regulieren miRNAs etwa 60 % der humanen Gene (BARTEL, 

2009). Dadurch sind sie an der Regulation verschiedenster biologischer Prozesse 

wie der Zellzykluskontrolle, der Entwicklung und Differenzierung von Zellen, der 

Apoptose sowie der Steuerung von Stoffwechselvorgängen maßgeblich beteiligt 

(HARFE, 2005; BOEHM & SLACK, 2006; JOVANOVIC & HENGARTNER, 

2006; CARLETON et al., 2007). Auf diese Weise spielen miRNAs auch bei 

Krankheitsprozessen – darunter neurodegenerativen und Stoffwechselstörungen 
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sowie Krebs – eine wichtige Rolle (JIN et al., 2004; POY et al., 2004; LU et al., 

2005; VOLINIA et al., 2006). Des Weiteren üben sie eine Schlüsselfunktion bei der 

Stammzelldifferenzierung aus (HEINRICH & DIMMELER, 2012). So können 

miRNAs auch die Bildung von Krebsstammzellen regulieren (SHIMONO et al., 

2009; PETER, 2010; SHIMONO et al., 2015). Mittlerweile wurde die miRNA-

Dysregulierung auch als kausaler Faktor bei der Progression verschiedener 

Krankheitsprozesse bestätigt, darunter Diabetes, kardiovaskuläre Erkrankungen, 

Nierenerkrankungen und Krebs (PAUL et al., 2018). 

2.5. Veränderte miRNA-Expression bei Krebserkrankungen 

Im Jahr 2002 wurde während Untersuchungen zur chronischen lymphatischen B-

Zell-Leukämie (B-CLL) erstmals ein Zusammenhang zwischen veränderter 

miRNA-Regulation und Krebs bei Menschen nachgewiesen. Es stellte sich heraus, 

dass die miRNAs des miR-15-a/16-1-Clusters in einer Region auf dem Genom 

(Chromosom 13q14) lagen, die bei mehr als der Hälfte der Patienten fehlte oder 

herunterreguliert war. Dies ließ eine tumorhemmende Wirkung dieser miRNAs 

vermuten (CALIN et al., 2002). Dieselbe Forschungsgruppe kartierte daraufhin alle 

bis dahin bekannten miRNA-Gene und stellte fest, dass sich mehr als 50 % 

innerhalb krebsassoziierter Genomregionen oder an fragilen, für Deletionen oder 

Mutationen anfälligen Stellen innerhalb des Genoms befanden (CALIN et al., 

2004). 

Mittlerweile existieren etliche Belege für die Beteiligung von miRNAs an fast allen 

Krebserkrankungen. Sie beeinflussen die Tumorentstehung entweder durch 

Steuerung der Tumorzelldifferenzierung und -apoptose oder durch die Regulation 

von Krebs-Onkogenen (wie RAS, NYC, p53, c-myc) und Tumorsuppressoren (wie 

PTEN, RB2). Folglich werden miRNAs mit erhöhter Expression in Tumoren als 

Onkogene (daher auch „Onkomirs“ genannt) angesehen. Diese fördern durch die 

negative Regulation von Tumorsuppressor-Genen und/oder Genen, die die 

Zelldifferenzierung oder Apoptose kontrollieren, die Tumorentstehung. 

Demgegenüber ist die Expression einiger miRNAs in Krebszellen vermindert. 

Solche miRNAs gelten als tumorhemmend und werden als Tumorsuppressoren 

bezeichnet (ZHANG et al., 2007). Manche miRNAs haben duale, somit onkogene 

und tumorhemmende regulatorische Wirkungen. Dies ist wahrscheinlich den 

verschiedenen Zelltypen mit ihren individuellen Expressionsprofilen sowie der 

Vielfalt der zu regulierenden Zielgenen geschuldet (BARTEL, 2009; CORTEZ et 
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al., 2011). 

Die Erstellung genomweiter miRNA-Expressionsprofile ermöglichte mit hoher 

Genauigkeit die Unterscheidung verschiedener Krebsarten sowie die 

Identifizierung des Ursprungsgewebes schlecht differenzierter Tumore, 

wohingegen sich mRNA-Profile als sehr ungenaue Gewebeindikatoren 

herausstellten (LU et al., 2005; VOLINIA et al., 2006). So entwickelte eine Studie 

einen Klassifikator – bestehend aus 48 miRNAs – der aus einer Stichprobe von 336 

primären und metastasierenden Tumoren die Herkunft des Gewebes in 86 % 

(einschließlich 77 % der metastasierten Tumoren) genau vorhersagen konnte 

(ROSENFELD et al., 2008). In Anbetracht dessen, dass Krebserkrankungen 

undefinierten Ursprungs etwa 4 % aller malignen Erkrankungen ausmachen und 

mit einer schlechten Prognose verbunden sind, bietet die weitere Entwicklung von 

miRNA-Klassifikatoren eindeutige Vorteile für die klinische Diagnose und 

anschließende frühzeitige Behandlung (OIEN & EVANS, 2008). Darüber hinaus 

sind miRNAs aufgrund ihrer geringen Größe im Vergleich zu langen mRNAs 

stabiler, sodass bei ihnen die Erstellung von Expressionsprofilen auch aus fixiertem 

Gewebe oder anderem biologischem Material möglich ist (LI et al., 2007; HALL et 

al., 2012). MiRNAs können zuverlässig aus gefrorenem und in Paraffin 

eingebettetem Gewebe, aus Blut (Gesamtblut, Plasma oder Serum), aus 

zirkulierenden Exosomen sowie aus verschiedenen biologischen Flüssigkeiten wie 

Urin, Speichel und sogar Sputum extrahiert werden (LI et al., 2007; XI et al., 2007; 

TAYLOR & GERCEL-TAYLOR, 2008; HANKE et al., 2010; MICHAEL et al., 

2010; XIE et al., 2010; YU et al., 2010). Außerdem wurde gezeigt, dass 

Expressionsprofile zirkulierender miRNAs das im Tumorgewebe beobachtete 

Expressionsmuster widerspiegeln und somit eine attraktive Möglichkeit darstellen, 

sie als leicht nachweisbare Tumor-Biomarker zu verwenden (LAWRIE et al., 

2008). 

Im Laufe des vergangenen Jahrzehnts wiesen zahlreiche humanmedizinische 

Studien zirkulierende miRNAs nach, die im Plasma und Serum von Krebspatienten 

verändert reguliert waren und anhand derer eine Unterscheidung zu gesunden 

Individuen möglich war (HO et al., 2022). So waren bei Magenkrebs-Patienten die 

miRNAs miR-20a-5p und miR-221 in Plasma- und Serumproben verstärkt 

exprimiert. Darüber hinaus konnte die Erkrankung anhand der veränderten 

Expression der miRNAs miR-221-3p, miR-378c-3p und miR-744-5p bereits fünf 
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Jahre vor dem Auftreten klinischer Symptome frühzeitig erkannt werden (SONG et 

al., 2012). MiR-21-5p war im Darmgewebe und im Plasma von Patienten mit 

kolorektalen Tumoren erhöht exprimiert, und anhand der Plasmakonzentration von 

miR-21-5p konnte Darmkrebs mit einer Sensitivität und einer Spezifität von 90 % 

diagnostiziert werden (KANAAN et al., 2012). 

2.6. Mechanismen der miRNA-Dysregulierung bei Krebserkrankungen 

Bei Krankheitszuständen, einschließlich Krebserkrankungen, bedingen 

verschiedenste Mechanismen eine Dysregulierung und damit Veränderung der 

miRNA-Expression. Übergeordnet können dabei strukturelle genetische 

Veränderungen und epigenetische Änderungen unterschieden werden (IORIO & 

CROCE, 2012). 

Zu den strukturellen Veränderungen zählen Chromosomenanomalien. Wie bereits 

erwähnt, liegen die miRNAs des miR-15-a/16-1 Clusters in einer Region auf dem 

Genom (Chromosom 13q14), die bei mehr als der Hälfte der B-CLL Patienten fehlt 

oder herunterreguliert ist (CALIN et al., 2004). Bei verschiedenen Tumortypen 

wurde gezeigt, dass die miRNA-Expression als Folge eines Defekts während der 

miRNA-Biogenese, etwa durch abnormale Aktivität der Enzyme Drosha oder Dicer 

verändert ist (THOMSON et al., 2006; NAKAMURA et al., 2007; MERRITT et 

al., 2008). Auch die Dysregulierung verschiedener miRNA-Biogenese-Kofaktoren 

beeinflusst die miRNA-Expression. So zeigen DGCR8-Knockout-Mäuse einen 

frühen Entwicklungsstillstand sowie Defekte in der Proliferation und 

Differenzierung von embryonalen Stammzellen (WANG et al., 2007). Lin-28 ist in 

der Lage die let-7-Biogenese zu blockieren, und ist in 15 % der menschlichen 

Tumore aktiviert, besonders bei weniger differenzierten Krebsformen 

(VISWANATHAN et al., 2008). 

Bei epigenetischen Veränderungen handelt es sich um vererbbare Veränderungen 

der Genexpression, die nicht auf eine Veränderung der DNA-Sequenz 

zurückzuführen sind (HOLLIDAY, 1987). Abweichende miRNA-

Expressionsspiegel können durch epigenetische Veränderungen von miRNA-

Promotoren, deren Methylierungsstatus oder von Histonmustern bedingt sein 

(FABBRI et al., 2013). Bei Tumorerkrankungen können DNA-

Hypomethylierungen, Hypermethylierungen tumorhemmender Gene sowie 

miRNA-Inaktivierungen infolge von DNA-Methylierung beobachtet werden 
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(ESTELLER, 2008). So verursachte die epigenetische Unterdrückung der 

tumorsuppressiven miRNA miR-127 bei primären Prostatakarzinomen und 

Blasentumoren die Hochregulierung des Proto-Onkogens BCL6, das ein direktes 

Ziel von miR-127 ist (SAITO et al., 2006). Die miR-29-Familie ist verantwortlich 

für die Expressionskontrolle ex novo der DNA-Methyltransferasen DNMT3A und 

DNMT3B bei Lungenkrebs – das heißt, miRNAs kontrollieren auch den zellulären 

Methylierungsstatus durch Abwandlung der für die epigenetische Kontrolle 

verantwortlichen Enzyme (FABBRI et al., 2007). 

Ein weiterer wichtiger und komplexer Regulationsmechanismus der miRNA-

Expression ist die Transkriptionskontrolle (LEE et al., 2004). Diese Form der 

miRNA-vermittelten Dysregulierung wurde bei Krebserkrankungen erstmals durch 

die transkriptionelle Aktivierung des miR-17/92-Clusters nachgewiesen, induziert 

durch das MYC-Onkogen. Die Hochregulation des miR-17/92-Clusters modulierte 

die anti-apoptotische Wirkung von E2F1 und vermittelte so die MYC-proliferative 

Wirkung (O'DONNELL et al., 2006). Weiterhin sind Gene, die miRNAs der miR-

34-Familie kodieren, direkte transkriptionelle Ziele von p53. Die exzessive 

Expression von miR-34 induziert einen Zellzyklus-Arrest sowohl in primären als 

auch in aus Tumoren abgeleiteten Zelllinien – das heißt p53 unterdrückt die 

Tumorbildung durch die transkriptionelle Aktivierung von miR-34 (HE et al., 

2007). 

2.7. Veränderte miRNA-Expression im humanen T-Zell-Lymphom 

T-Zell-Lymphome bilden eine heterogene Gruppe von T-Zell-abgeleiteten 

lymphoiden Neoplasien, die 10–15 % der Non-Hodgkin-Lymphome ausmachen. 

Natürliche Killerzellen-(NK)-Lymphome gehören ebenfalls zur T-Zell-Kategorie 

und werden als T-Zell-oder NK-Zell-Lymphome bezeichnet. Gemäß der WHO-

Einteilung werden des Weiteren drei Untergruppen differenziert: kutane T-Zell-

Lymphome, nodale und extranodale Formen (JAFFE et al., 2013; MATUTES, 

2018). 

Beim Menschen wurde die miRNA-Expression in B-Zell-Lymphomen umfassend 

untersucht, bislang ist jedoch wenig über die miRNA-Expression in T-Zell-

Lymphomen bekannt (IKEDA & TAGAWA, 2014; FERNANDEZ-MERCADO et 

al., 2015; SAKI et al., 2015). MiRNAs spielen eine wesentliche Rolle bei der 

Regulation der physiologischen Lymphopoese. Eine Reihe von Studien zeigte, dass 
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verschiedene miRNAs, darunter miR-17~92, miR-155 und miR-181 an der 

Initiierung, Hemmung und Beendigung der T-Zell-Differenzierung beteiligt sind. 

Daher steht eine miRNA-Dysregulierung in Zusammenhang mit der Entwicklung 

von T-Zell-Tumoren, also der Pathogenese von Leukämien und Lymphomen 

(SAKI et al., 2015). 

Bei kutanen T-Zell-Lymphomen (cutaneous T-cell lymphoma, CTCL) gelten 

vorrangig die miRNAs miR-21, miR-155 und miR-214 als onkogen (GLUUD et 

al., 2020). In malignen CTCL-Zellen ist die miR-155-Expression (ebenso wie die 

des Wirtsgens BIC) durch Regulation des Transkriptionsfaktors STAT 5 

hochreguliert. Der STAT5/BIC/miR-155-Signalweg fördert also die Proliferation 

von malignen T-Zellen (KOPP et al., 2013). Es existieren zunehmende Belege, dass 

miRNA-Expressionsanalysen bei CTCL als Biomarker für diagnostische, 

prognostische sowie behandlungsvorhersagende Werkzeuge eingesetzt werden 

können (GLUUD et al., 2020). CTCL ist charakterisiert durch die Proliferation 

neoplastischer T-Zellen innerhalb eines chronisch entzündlich veränderten 

Umfelds. Es werden zwei Untergruppen unterschieden: die häufig auftretende, 

meist indolent verlaufende Form Mycosis fungoides (MF) sowie das seltene 

Sézary-Syndrom (SS), bei dem es sich um eine hoch-aggressive leukämische Form 

des CTCL handelt, die mit extensiven exfoliativen Erythemen einhergeht 

(HRISTOV et al., 2019). Aufgrund der Ähnlichkeit von CTCL mit gutartigen 

entzündlichen Dermatosen stellt die eindeutige Diagnose – vergleichbar jener des 

kaninen intestinalen Lymphoms –eine Herausforderung dar (KIM et al., 2005; 

HRISTOV et al., 2019). Bereits 2011 konnte gezeigt werden, dass sich miRNA-

Expressionsprofile in Hautbiopsien (FFPE) von CTCL-Fällen, gutartigen 

entzündlichen Hautläsionen und normaler Haut deutlich voneinander 

unterschieden. Mittels nur drei verschieden exprimierter miRNAs (miR-155 

hochreguliert; miR-203 und miR-205 herunterreguliert) wurde eine diagnostische 

Genauigkeit von 95 % bei der Differenzierung von malignen und benignen 

Krankheitszuständen erreicht (RALFKIAER et al., 2011). Eine weitere Studie mit 

größerer Fallzahl bestätigte dieses Ergebnis innerhalb einer unabhängigen 

Patientenkohorte mit einer Sensitivität von 90 %, einer Spezifizität von 98 % und 

einer Gesamtgenauigkeit von 94 % (MARSTRAND et al., 2014). Außerdem geht 

das Fortschreiten eines frühen Stadiums von MF zu fortgeschrittenem CTCL mit 

der Überexpression der onkogen wirkenden miRNA-Cluster miR-17/92, miR-



II. Literaturübersicht     30 

106b/25 und miR-106a/363 einher, was neben dem diagnostischen Nutzen auch 

eine Risikovorhersage ermöglichte (RALFKIAER et al., 2014). Schließlich wurde 

der 3-miR-Klassifikator auch in Plasmaproben evaluiert und konnte ebenfalls 

überzeugen (94 % Sensitivität, 100 % Spezifität). Die Ergebnisse (alle fünf 

Monate) wiederholter Plasmakontrollen spiegelten den klinischen Verlauf wider 

und dienten zur Diagnose und Krankheitsüberwachung (DUSÍLKOVÁ et al., 

2017). Ein weiterer prognostischer miRNA-Klassifikator, bestehend aus den 

miRNAs miR-106b-5p, miR-148a-3p und miR-338-3p detektierte bei Patienten im 

frühen MF-Stadium ein hohes Risiko für das Voranschreiten der Erkrankung, 

einhergehend mit einer reduzierten Gesamt-Überlebenszeit (LINDAHL et al., 

2018). Außerdem konnte anhand von miRNA-Expressionsmustern aus peripheren 

mononukleären Blutzellen abgeschätzt werden, inwiefern MF-Patienten auf die 

Therapie mit extrakorporaler Photopherese ansprachen. Dabei zeigten Patienten mit 

raschem Anstieg (drei Monate post Therapie) der Expression der miRNAs miR-

223, miR-191 und miR-342 ein besseres Ansprechen auf die Therapie (MCGIRT 

et al., 2015). Des Weiteren waren miR-125b mit einer gesteigerten Tumorzell-

Resistenz und einem verstärkten Tumorwachstum sowie miR-122 mit einem 

reduzierten Ansprechen der Tumorzellen auf die Chemotherapie verbunden 

(MANFÈ et al., 2012; MANFÈ et al., 2013). Da die detektierten miRNA-Biomarker 

auch einen funktionellen Einfluss auf die Tumorpathologie zu haben scheinen, 

könnten sie als relevante Ziele zukünftiger individueller Therapiestrategien infrage 

kommen (GLUUD et al., 2020). 

2.8. Veränderte miRNA-Expression bei kaninen Lymphomen 

Bislang existieren lediglich vereinzelte Berichte zum miRNA-Expressionsmuster 

bei kaninen Lymphomen. Im Jahr 2010 wurde die miRNA-Expression bei Hunden 

erstmals untersucht, wobei Lymphknoten-Proben von gesunden Tieren mit B-und 

T-Zell-Lymphom-Fällen verglichen wurden. Die Expression unterschied sich 

sowohl zwischen gesunden Tieren und Lymphom-Fällen als auch zwischen den B-

und T-Zell-Lymphomen. Im T-Zell-Lymphom (verglichen zum B-Zell-Lymphom) 

waren miR-181 deutlich überexprimiert und miR-29 signifikant herunterreguliert. 

Des Weiteren wies dieses Forschungsprojekt übereinstimmende Ergebnisse bei der 

Verwendung von zwei verschiedenen Probenmaterialien nach: frisch gefrorene 

sowie FFPE Proben des Lymphknotens. In dieser Studie fiel kein signifikanter 

miRNA-Expressionsunterschied durch den Vergleich von Low-grade- und High-
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grade-Lymphomen auf (MORTARINO et al., 2010). Im Gegensatz dazu konnten 

bei FFPE-Proben primärer kaniner Milzlymphome abweichende miRNA-

Expressionen in Abhängigkeit vom Grad der Erkrankung festgestellt werden. 

Während gemäß der WHO als low-grade klassifizierte Lymphome reduzierte miR-

155-Spiegel vorwiesen, war miR-17-5p bei Medium-/High-grade-Lymphomen 

erhöht, sodass das miR-17-5p/miR-155-Verhältnis als neuer Gradierungsmarker für 

Milzlymphome vorgeschlagen wurde (ALBONICO et al., 2013). Uhl et al. 

verglichen die miRNA-Expression aus Lymphknotenmaterial von B- und T-Zell-

Lymphom-Fällen sowie von kaninen B- und T-Zell-Lymphom-Zelllinien mit 

peripheren mononukleären Zellen und Lymphknoten gesunder Tiere. Beobachtet 

wurde eine Hochregulierung der onkogenen miRNAs miR-19a+b und miR-17-5p 

sowie eine reduzierte Expression der tumorsuppressiven miRNAs miR-203, miR-

218 und miR-181 (UHL et al., 2011). Die Expression zirkulierender miRNAs 

wurde aus dem Serum von an Lymphomen erkrankten sowie gesunden Hunden 

verglichen, wobei die Lymphomproben im Vergleich zu den gesunden Kontrollen 

niedrigere Expressionen der miRNAs let-7b, miR-223, miR-25 und miR-92a sowie 

eine Hochregulation von miR-423a zeigten. Diese Studie klassifizierte die 

Lymphomfälle nach Schweregrad und anatomischer Form, doch der B-/T-Zell-

Immunphänotyp wurde nicht berücksichtigt (FUJIWARA-IGARASHI et al., 

2015). Beim multizentrischen Lymphom des Hundes wurde der Nachweis einer 

Leberbeteiligung aus Serumproben anhand des signifikanten neunfachen miR-122-

Anstiegs im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe beschrieben (RAMADAN et 

al., 2019). Eine umfangreiche Studie aus dem Jahr 2019 bestätigte die miRNA-

Dysregulierung bei Hunden mit multizentrischen B- und T-Zell-Lymphomen im 

Plasma und in Lymphknotenaspiraten. Die Expressionsmuster unterschieden sich 

deutlich zwischen dem B- und dem T-Zell-Immunphänotyp, und das T-Zell-

Lymphom zeigte in Übereinstimmung mit den Ergebnissen vorheriger Studien eine 

erhöhte Expression der miR-181-Familie. Die Expressionen zwischen 

Lymphknoten- und den entsprechenden Plasmaproben wurden verglichen und 

wiesen bei der gesunden Kontrollgruppe lediglich eine verändert exprimierte 

miRNA nach, wohingegen bei der Lymphomgruppe einige miRNAs zwischen den 

beiden Gewebearten anders exprimiert wurden. Die Autoren schlussfolgerten, dass 

die verstärkte miRNA-Produktion und -Freisetzung aus neoplastisch veränderten 

Lymphknoten durch entsprechend veränderte miRNA-Konzentrationen im Plasma 

widergespiegelt werden und folglich einen potentiellen diagnostischen Nutzen als 
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zirkulierende Biomarker darstellen (CRAIG et al., 2019). Abschließend konnte die 

vergleichende miRNA-Expressionsanalyse aus FFPE-Lymphknoten von Hunden 

mit diffusen großzelligen B-Zell-Lymphomen und gesunden Tieren eine 

verminderte Expression von miR-155 und der let-7 Familie sowie eine verstärkte 

Expression von miR-34a nachweisen. Durch Kombination der Expressionslevel 

von miR-34a und let-7f oder aber auch let-7b und let-7f konnten Tumorproben und 

Kontrollen zu 100 % differenziert werden. Let-7f alleine konnte zu 97 % zwischen 

den beiden Entitäten unterscheiden (ELSHAFIE et al., 2021). 
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IV. DISKUSSION 

Die vorliegende Forschungsarbeit liefert erste Erkenntnisse zu miRNA-

Expressionsmustern in FFPE-Proben von intestinalen T-Zell-Lymphomen, 

lymphoplasmazellulären Enteritiden und gesundem Darmgewebe bei Hunden. 

Zunächst wurde der Vorversuch mit miRNA-Arrays durchgeführt, die gleichzeitig 

183 verschiedene reife kanine miRNAs testen. Hiermit konnte gezeigt werden, dass 

mithilfe der Extraktion von Gesamt-RNA aus zwei bis vier Paraffinschnitten 

ausreichende Mengen an miRNA für die weitere Analyse gewonnen werden 

können. Darüber hinaus unterschieden sich die miRNA-Expressionswerte zwischen 

gesundem Kontrollgewebe, Gewebe von Hunden mit lymphoplasmazellulärer 

Enteritis und neoplastischem Gewebe deutlich. Da unterschiedliche 

Normalisierungsmethoden die Expressionsergebnisse erheblich beeinflussen 

können, wurden drei Normalisierungsmethoden für die miRNA-Arrays verwendet. 

Die Richtung der miRNA-Expressionsänderung (Hoch-oder Runterregulierung) 

stimmte unabhängig von der Normalisierungsmethode überein. Dies deckt sich mit 

dem Ergebnis einer Untersuchung zur miRNA-Expression in Proben von 

kolorektalen Tumoren. Demnach waren unter Verwendung verschiedener 

Referenzgene oder von deren Kombinationen signifikante Expressionsunterschiede 

von miRNAs nachvollziehbar (CHANG et al., 2010). Im anschließenden 

Testdurchlauf mit größeren Stichprobengruppen (n = 8) wurde die Expression von 

zwölf verschiedenen miRNAs mithilfe von miRNA-Assays gemessen. Hierdurch 

konnte eine signifikant unterschiedliche miRNA-Expression in der Gruppe der T-

Zell-Lymphome des Hundedarms nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den 

beiden anderen Gruppen war eine Hochregulierung der miRNAs miR-18b, miR-

20b und miR-363 in Verbindung mit einer verminderten Expression von miR-194, 

miR-192, miR-141 und miR-203 zu beobachten. 

Nach aktuellem Kenntnisstand liegen lediglich vereinzelte Berichte zur miRNA-

Expression von kaninen malignen Lymphomen vor. Drei weitere 

Forschungsprojekte befassten sich mit der miRNA-Expression des 

gastrointestinalen Lymphoms (LYNGBY et al., 2022; IRVING et al., 2023; KEHL 

et al., 2023). Der erste Bericht zur miRNA-Expression bei kaninen malignen 

Lymphomen stammt aus dem Jahr 2010. Darin wurde die Expression einer kleinen 

Gruppe von elf miRNAs im Lymphknoten von gesunden Hunden und bei Hunden 
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mit B-und T-Zell-Lymphomen verglichen. Hierzu wurden zwei verschiedene 

Probenmaterialien – frisch gefrorenes Material und FFPE-Proben – verwendet, 

welche übereinstimmende Untersuchungsergebnisse hervorbrachten 

(MORTARINO et al., 2010). FFPE-Proben bieten den Vorteil, dass sie problemlos 

über Jahre archiviert werden können, während frisches Gewebe nur selten zur 

Verfügung steht. Allerdings führt Formalin zur Denaturierung von Nukleinsäuren, 

weshalb die Verwendung von FFPE-Proben anstelle von frischem Gewebe zur 

Isolierung und Quantifizierung von miRNAs als umstritten galt. Doch durch die 

Verwendung eines geeigneten miRNA-Isolierungs- und Normalisierungsprotokolls 

konnten übereinstimmende miRNA-Quantifizierungen aus frisch gefrorenem und 

aus FFPE-Probenmaterial erzielt werden (MORTARINO et al., 2010; LEITE et al., 

2011; VOJTECHOVA et al., 2017; MALNAR & REŽEN, 2019). Unterschiedliche 

Fixierungsprotokolle, der Transport und die Transportzeiten zum Labor sowie 

Archivierungszeiten könnten die Ergebnisse der miRNA-Quantifizierung aus 

FFPE-Proben ebenfalls verfälschen. Bei der miRNA-Quantifizierung aus FFPE-

Darmproben, die bis zu acht Jahre archiviert wurden, waren jedoch keine 

signifikanten Unterschiede in Bezug auf das Alter des FFPE-Materials zu 

beobachten (KEHL et al., 2023). Dies lässt den Rückschluss zu, dass die in der 

vorliegenden Studie erlangten Ergebnisse aus Archivmaterial des Darms auf frisch 

gewonnenes Probenmaterial übertragbar sind. 

Während der Malignitätsgrad – High-grade- oder Low-grade-Lymphome – bei 

Mortarino et al. nicht mit einer signifikanten Änderung der miRNA-Expression 

assoziiert war, zeigten FFPE-Proben primärer kaniner Milzlymphome entsprechend 

dem Schweregrad der Erkrankung abweichende miRNA-Expressionswerte. Gemäß 

der WHO als low-grade klassifizierte Lymphome zeigten reduzierte miR-155-

Spiegel, während Medium-/High-grade-Lymphome eine erhöhte miR-17-5p-

Expression aufwiesen (MORTARINO et al., 2010; ALBONICO et al., 2013). Für 

das vorliegende Forschungsprojekt wurde Archivmaterial aus einer 

vorangegangenen Studie verwendet, die keine Einteilung der Tumorproben 

entsprechend ihres Schweregrads vorgenommen hatte (OHMURA et al., 2017). Im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Tumorproben auf ihre 

morphologischen Kriterien hin erneut untersucht. Folgende Ergebnisse konnten 

erzielt werden: Zwei Proben zeigten große Zellkerne und hochgradige Mitosen; 

zwei Proben zeigten große Zellkerne und mittelgradige Mitosen; eine Probe zeigte 
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große Zellkerne und geringgradige Mitosen; und drei Proben zeigten mittelgroße 

Zellkerne und hochgradige Mitosen. Folgendermaßen konnten alle Tumorproben 

entsprechend ihrer Kerngröße im Verhältnis zu den roten Blutkörperchen oder dem 

Vorliegen hochgradiger Mitosen als Large-cell-Lymphome und somit als High-

grade-Lymphome klassifiziert werden (VALLI et al., 2011; NAKASHIMA et al., 

2015; MATSUMOTO et al., 2019). Abgesehen von Tumorprobe T4, deren 

miRNA-Expressionsmuster sich deutlich von dem der anderen Tumorproben 

unterschied, waren keine Abweichungen der miRNA-Expressionen innerhalb der 

Gruppe der intestinalen T-Zell-Lymphome zu vermerken. Da ausschließlich High-

grade-Lymphome untersucht wurden, war keine Aussage über eine vom 

Schweregrad abhängige miRNA-Expressionsänderung möglich. Der Grund für die 

abweichende miRNA-Expression der Probe T4 ist unklar. 

Craig et al. führten eine miRNA-Expressionsanalyse mit einer Gruppe von 38 

ausgewählten miRNAs in frisch entnommenen und eingefrorenen 

Lymphknotenaspiraten sowie im Plasma von gesunden Hunden und Hunden mit 

multizentrischen B- und T-Zell-Lymphomen durch. Verglichen mit gesunden 

Hunden war in der T-Zell-Lymphomgruppe eine signifikante Hochregulierung der 

miRNAs miR-130b, miR-181c und miR-182 vermerkbar, wohingegen die miRNAs 

miR-21, miR-26b, miR-99a, miR-125b, miR-150 und miR-155 deutlich 

unterexprimiert waren (CRAIG et al., 2019). Übereinstimmend hierzu wurde von 

einer erhöhten Expression der miRNAs miR-130b, miR-181c und miR-182 in 

verschiedenen humanen lymphatischen Neoplasien berichtet (STEINHILBER et 

al., 2015; MALOUF et al., 2021). So war miR-182 in anaplastischen großzelligen 

Lymphomzellen im Vergleich zu gesunden T-Zellen deutlich überexprimiert 

(STEINHILBER et al., 2015). Außerdem war miR-130b im Knochenmark von 

Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukämie (ALL) verstärkt exprimiert und 

zeigte im Mäusemodell bei Hemmung von Tumorsuppressor-Genen einen 

onkogenen Effekt (MALOUF et al., 2021). Ebenfalls im Einklang mit den 

Ergebnissen von Craig et al. war eine verminderte Expression der 

tumorsuppressiven miR-150 bei einer Mehrzahl von humanen Lymphomen 

nachvollziehbar. Da miR-150 in reifen ruhenden B-und T-Lymphozyten von 

Mäusen nachgewiesen wurde, könnte die reduzierte miR-150-Expression in 

neoplastisch veränderten Lymphknoten eine Verminderung des Anteils ruhender 

Lymphozyten widerspiegeln (CRAIG et al., 2019). 
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Bei den Untersuchungsergebnissen von Craig et al. ist hervorzuheben, dass beim 

humanen Lymphom als onkogen geltende miRNAs wie miR-21, miR-99a, miR-

125b und miR-155 in den T-Zell-Lymphomen des Hundes herunterreguliert waren 

(LAWRIE, 2013; CHENG et al., 2018). So waren in humanen NK-Lymphomen 

miR-21 und miR-155 überexprimiert und förderten die Lymphomentstehung durch 

Dysregulierung des AKT-Signalwegs via Hemmung der Tumorsuppressorgene 

PTEN und SHIP1 (YAMANAKA et al., 2009). Außerdem ging die 

Herunterregulierung der onkogenen miRNAs miR-155, miR-130 und miR-21 mit 

einem reduzierten Wachstum von humanen CTCL-Zellen einher (HAN et al., 

2022). Eine Überexpression von miR-125b wurde mit Chromosomenanomalien bei 

verschiedenen lymphatischen Neoplasien des Menschen in Verbindung gebracht. 

Ebenso konnte eine ektopische miR-125b-Expression in hämatopoetischen 

Stammzellen lymphoproliferative Störungen hervorrufen (BOUSQUET et al., 

2010). Im peripheren Blut von humanen T-Zell-Lymphomen war die veränderte 

miR-26b-Expression mit einer erheblichen Dysregulierung von Genen assoziiert, 

die mit dem Zellzyklus, der Zellproliferation und der Signalübertragung 

zusammenhängen (SHADABI et al., 2021). Zusammengefasst deutet die im 

kaninen T-Zell-Lymphom nachgewiesene Herunterregulierung von miRNAs, die 

in der Humanmedizin als onkogen gelten, darauf hin, dass diese bei Hunden eher 

als Tumorsuppressoren agieren. In der vorliegenden Studie konnte anhand des 

Vorversuchs zwar eine verstärkte miR-130b-Expression in der Gruppe der T-Zell-

Lymphome nachgewiesen werden, diese war allerdings nicht statistisch signifikant. 

Ansonsten war in der vorliegenden Arbeit keine Expressionsänderung der von 

Craig et al. beschriebenen verändert exprimierten miRNAs nachvollziehbar. 

Bei der bereits erwähnten Studie von Mortarino et al. unterschied sich die miRNA-

Expression sowohl zwischen gesunden und an Lymphomen erkrankten Tieren als 

auch zwischen dem B- und dem T-Zell-Immunphänotyp innerhalb der 

Lymphomgruppe. Im Vergleich zu B- waren bei T-Zell-Lymphomen miR-181 

deutlich überexprimiert und miR-29 signifikant herunterreguliert (MORTARINO 

et al., 2010). Uhl et al. verglichen die miRNA-Expression im Lymphknoten von B- 

und T-Zell-Lymphomen sowie in kaninen B- und T-Zell-Lymphom-Zelllinien mit 

der Expression im Lymphknoten gesunder Tiere. Dabei wurde eine 

Hochregulierung der onkogenen miRNAs miR-19a+b und miR-17-5p sowie eine 

reduzierte Expression der tumorsuppressiven miRNAs miR-203, miR-218 und 
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miR-181 beobachtet (UHL et al., 2011). Zwischen den verschiedenen Studien zur 

miRNA-Expression bei Hunden wurden widersprüchliche Ergebnisse hinsichtlich 

der miR-181-Expression im Lymphknoten von T-Zell-Lymphomen des Hundes 

erlangt. Während Mortarino et al. und Craig et al. von einer verstärkten Expression 

im Vergleich zu B-Zell-Lymphomen oder zur gesunden Kontrolle berichteten, war 

die miR-181-Expression bei Uhl et al. gegenüber den gesunden Proben signifikant 

vermindert (MORTARINO et al., 2010; UHL et al., 2011; CRAIG et al., 2019). 

Hingegen war in der zugrundeliegenden Studie in keiner der Gruppen eine 

Expressionsänderung für miR-181 nachweisbar. Die miR-181-Familie gilt als 

essentiell für die Entwicklung von B- und T-Zellen und ist an der Differenzierung 

des Thymus beteiligt (DOOLEY et al., 2013). Im peripheren Blut und im 

Knochenmark von Menschen mit akuter myeloider Leukämie (AML) war die 

verstärkte miR-181-Expression mit einem spezifischen Tumorphänotyp assoziiert, 

was einen regulatorischen Einfluss auf die Tumorentwicklung und -differenzierung 

und somit eine onkogene Wirkung vermuten ließ (DEBERNARDI et al., 2007). 

Außerdem war miR-181 in verschiedenen Leukämiezelllinien wie auch in 

zytogenetisch normalen, jedoch auf molekularer Ebene als Hochrisiko (bei 

Vorliegen folgender Mutationen: FLT3-ITD positiv und/oder NPM1-Wildtyp) 

eingeschätzten AML-Fällen hochreguliert, und die verstärkte miR-181-Expression 

war mit einer schlechteren Prognose assoziiert (RAMKISSOON et al., 2006; 

MARCUCCI et al., 2008; JINLONG et al., 2015). Auf der anderen Seite agierte 

miR-181 in humanen chronischen lymphozytären Leukämien (CLL) durch 

Hemmung des Onkogens TCL-1 als Tumorsuppressor (PEKARSKY et al., 2006). 

Es wird davon ausgegangen, dass diese duale – sowohl onkogene als auch 

tumorsuppressive – Wirkung auf unterschiedliche Zelltypen mit individuellen 

Expressionsprofilen und damit mit einer Vielzahl von zu unterdrückenden 

Zielgenen einhergeht (BARTEL, 2009). 

Eine Reihe von Gründen kommt infrage, weshalb die Ergebnisse von miRNA-

Expressionsanalysen der vorliegenden Resultate von den verschiedenen bereits 

existierenden Berichten abweichen. Es wurde nachgewiesen, dass miRNA-

Expressionsprofile gewebespezifisch sind. Daher ist bei unterschiedlichen Studien 

unter Verwendung verschiedener Probenmaterialien (Lymphknoten, Milz, Darm, 

Plasma, Zelllinien) mit gewissen Abweichungen im miRNA-Expressionsmuster zu 

rechnen (LUDWIG et al., 2016). Des Weiteren handelte es sich um verschiedene 
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Lymphom-Subtypen mit unterschiedlich ausgeprägten Schweregraden, die nicht 

vereinheitlicht zwischen den Studien definiert waren (UHL et al., 2011). Die 

Verwendung unterschiedlicher miRNA-Assays (humaner MicroRNA-Taqman-

Assay oder SYBR-Green-basierter Assay) könnte ebenfalls mit experimentell 

bedingten Abweichungen einhergehen (BENES & CASTOLDI, 2010). Darüber 

hinaus müssen die gewonnenen Daten aus der RT-PCR zur Erlangung präziser und 

reproduzierbarer Ergebnisse im Sinne einer relativen Quantifizierung normalisiert 

werden. Dadurch werden Faktoren korrigiert, die andernfalls zu einer ungenauen 

Quantifizierung führen könnten (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001; MEYER et al., 

2010; SCHWARZENBACH et al., 2015). Zu diesen Faktoren gehören 

Schwankungen in der Menge der Eingangs-RNA, möglicher RNA-Abbau oder das 

Vorhandensein von Inhibitoren in den RNA-Proben sowie Unterschiede in der 

Handhabung der Proben (GINZINGER, 2002). Hierzu stehen verschiedene 

Möglichkeiten zur Verfügung. Derzeit existieren jedoch keine einheitlichen 

Normalisierungsmethoden für Studien zur miRNA-Quantifizierung (MEYER et al., 

2010). 

Die Normalisierung wird regelmäßig auf der Grundlage von vordefinierten 

konstanten endogenen Kontrollen durchgeführt. Hierzu dienen entweder 

sogenannte Referenz-miRNAs, welche mithilfe von programmierten Algorithmen 

wie geNorm und NormFinder bestimmt werden. Alternativ können andere kleine 

und nicht-kodierende RNAs wie kleine nukleäre, kleine nukleoläre RNA oder 5-s-

rRNA verwendet werden (PELTIER & LATHAM, 2008; MESTDAGH et al., 

2009; PRADERVAND et al., 2009; BENES & CASTOLDI, 2010). Diese kleinen 

RNA-Moleküle ähneln miRNAs hinsichtlich ihrer RNA-Stabilität und -Größe. 

Zudem werden sie häufig exprimiert. Obwohl diese Transkripte in einzelnen 

Analysen eine konstante Expression zeigen, können ihre Expressionsspiegel unter 

veränderten Versuchsbedingungen sowie durch das Vorliegen verschiedener 

Erkrankungsformen beeinflusst werden (MAHDIPOUR et al., 2015). Die 

Verwendung von mehr als einem Referenzgen erhöht die Genauigkeit der 

Quantifizierung im Vergleich zur Verwendung eines einzigen Referenzgens 

(VANDESOMPELE et al., 2002). Die kleinen nicht-kodierenden RNA-Gene 

RNU6A und RNU6B werden am häufigsten angewendet. Es handelt sich jedoch 

nicht um miRNAs. Folglich spiegeln sie nicht den biochemischen Charakter der 

miRNA-Moleküle in Bezug auf ihre Transkription, ihre Prozessierung und ihre 
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gewebsspezifischen Expressionsmuster wider. Hierdurch könnten Sie vor allem bei 

vorliegenden Krankheitsprozessen fälschlich abweichende miRNA-

Expressionsergebnisse herbeiführen (GEE et al., 2011; BENZ et al., 2013). Auch 

die miRNA miR-16 eignet sich aufgrund ihrer konstanten Expression in 

verschiedenen Probenmaterialien als Normalisierungsfaktor (MCDERMOTT et al., 

2013; MÜLLER et al., 2014). Zudem können synthetische sogenannte „Spike-in“-

miRNAs wie die miRNA cel-miR-39 von C. elegans zur Normalisierung 

analysebedingter Schwankungen eingesetzt werden (XU et al., 2014; DONG et al., 

2015; WANG et al., 2015). 

Für die vorliegende miRNA-Array-Analyse erfolgte die relative Quantifizierung 

mit der Software miScript miRNA PCR Array Data Analysis (Qiagen). Dabei 

wurde die Normalisierung mithilfe von drei verschiedenen Methoden durchgeführt: 

mit SNORD95 und RNU6-6P, mit dem globalen Ct-Mittelwert aller exprimierten 

miRNAs sowie mit den vier miRNAs cfa-miR-631/cfa-miR-23b/cfa-miR-320/cfa-

miR-125a, welche von der Software automatisch ausgewählt wurden. Die relative 

Quantifizierung der miRNA-Assays wurde ebenfalls mit der Software miScript 

miRNA PCR Array Data Analysis (Qiagen) durchgeführt, wobei SNORD95 und 

RNU6 2 als endogene Kontrollen dienten. 

Neben der Normalisierung stellen die verwendeten Kontrollen einen weiteren 

entscheidenden Faktor bei der vergleichenden miRNA-Expressionsanalyse dar. So 

verglich die Studiengruppe von Uhl et al. B- und T-Zell-Lymphom-Zelllinien und 

Lymphknotenproben von Lymphomfällen mit peripheren mononukleären Zellen 

und Lymphknotenzellen gesunder Hunde, wobei isolierte Populationen reiner 

nicht-neoplastischer B- und T-Lymphozyten des Hundes besser geeignet gewesen 

wären, aber laut den Autoren nicht zur Verfügung standen (UHL et al., 2011). 

In der vorliegenden Untersuchung zeigten die T-Zell-Lymphomproben eine leicht 

erhöhte Expression von miR-106a sowie eine deutlich erhöhte Expression der 

miRNAs miR-18b, miR-20b und miR-363. Übereinstimmend hierzu konnten Uhl 

et al. eine signifikante miR-106a-Überexpression bei T-Zell-Lymphomen 

verglichen mit gesundem Lymphknotengewebe bei Hunden nachweisen (UHL et 

al., 2011). Die sechs miRNAs miR-106a, miR-18b, miR-19b-2, miR-20b, miR-92a-

2 und miR-363 werden innerhalb des polycistronischen Clusters miR-106a~363 

kodiert, der bei Menschen und Mäusen auf dem X-Chromosom liegt (VENTURA 

et al., 2008; KHUU et al., 2016). Für den miR-106a~363-Cluster und seine beiden 
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Paralogons miR-17~92 und miR-106b~25 konnten in einer Reihe von Tumoren 

proonkogene Wirkungen festgestellt werden, was auf ihre entscheidende Rolle bei 

der Krebsentstehung hinweist (LUM et al., 2007; KHUU et al., 2016). So waren 

miRNAs des miR-106a~363-Clusters bei T-Zell-Lymphomen von transgenetisch 

modifizierten Mäusen im Vergleich zur miRNA-Expression im Thymus 

überexprimiert. Darüber hinaus führte die verstärkte Expression des miR-

106a~363-Clusters während der Thymozytenreifung zur Entstehung von T-Zell-

Lymphomen (KUPPERS et al., 2011; KUPPERS et al., 2017). Durch den Vergleich 

von akuten und chronischen T-Zell-Leukämiefällen mit gesunden peripheren 

mononukleären Blutzellen aus Blut- und Knochenmarksproben konnte eine 

Überexpression des miR-106a~363-Clusters in 46 % der humanen T-Zell-

Leukämien detektiert werden (LANDAIS et al., 2007). Eine weitere Studie verglich 

FFPE-Proben von gesunden Lymphknoten mit Proben von humanen anaplastischen 

großzelligen Lymphomen – einem aggressiven T-Zell-Lymphom – und zeigte hohe 

Expressionswerte von miR-20b und miR-106a (MERKEL et al., 2010). Bei 

Menschen handelt es sich bei der akuten lymphoblastischen T-Zell-Leukämie (T-

ALL) um eine aggressive, von Thymozyten ausgehende Tumorform. Durch 

Sequenzierung kleiner RNAs aus dem Knochenmark von pädiatrischen T-ALL-

Patienten war eine Überexpression von miR-363, miR-20b und miR-18b im 

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe nachvollziehbar. Weiterhin deutete eine 

Analyse in silico darauf hin, dass die beiden miRNAs miR-363 und miR-20b durch 

Hemmung der Apoptose einen onkogenen Effekt hatten (DAWIDOWSKA et al., 

2019). Dieselbe Forschungsgruppe bestätigte daraufhin, dass eine Hochregulierung 

von miR-363 und miR-20b in T-ALL-Zellen (in vitro) mittels posttranskriptioneller 

Hemmung der beiden Tumorsuppressor-Gene PTEN und BIM zum einen die 

leukämischen Zellen vor Apoptose schützte und zum anderen deren Proliferation 

verstärkte (DROBNA et al., 2020). Des Weiteren war das Fortschreiten eines 

frühen Stadiums von MF zu fortgeschrittenem CTCL mit der Überexpression der 

onkogen wirkenden miRNA-Cluster miR-17/92, miR-106b/25 und miR-106a/363 

verbunden, wodurch die Autoren zu dem Schluss kamen, dass miRNA-

Expressionsprofile zu diagnostischen als auch zu Zwecken der Risikovorhersage 

angewandt werden können (RALFKIAER et al., 2014). Übereinstimmend hierzu 

wurden zur Einschätzung der Prognose von chronischen lymphozytären 

Leukämiefällen (B-und T-Zell-Immunphänotyp) periphere mononukleäre 

Blutproben anhand eines Expressions-Cut-offs als positiv oder negativ für miR-
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20b-5p eingeteilt. Dabei wiesen miR-20b-5p-positive Fälle prognostisch einen 

günstigeren Verlauf auf (PAPAGEORGIOU et al., 2018). Zusammenfassend 

stimmt die in der vorliegenden Studie nachgewiesene miR-106a~363-

Dysregulierung in FFPE-Proben von intestinalen T-Zell-Lymphomen bei Hunden 

mit ähnlichen Untersuchungen bei Menschen und Mäusen überein. Dies lässt den 

Rückschluss zu, dass in T-Zell-Lymphomen speziesübergreifende miRNA-

Regulationswege vorliegen. 

Ähnlich dem Design der vorliegenden Studie erforschten zwei aktuelle 

Forschungsprojekte aus dem Jahr 2023 miRNA-Expressionsunterschiede zwischen 

entzündlich und neoplastisch verändertem Darmgewebe bei Hunden (IRVING et 

al., 2023; KEHL et al., 2023). Irving et al. untersuchten endoskopisch gewonnene 

FFPE-Proben des Duodenums. Diese Proben wurden in drei Gruppen – gesunder 

Darm/geringgradige lymphoplasmazelluläre Enteritis, schwere 

lymphoplasmazelluläre Enteritis und T-Zell-Lymphome – unterteilt, deren 

miRNA-Expressionen verglichen wurden. Anhand des miRNA-

Expressionsmusters konnte zwischen geringgradig ausgeprägter Enteritis sowie 

schweren Enteritiden und T-Zell-Lymphomen unterschieden werden. Eine 

eindeutige Unterscheidung zwischen hochgradig ausgeprägten Enteritis-Fällen und 

T-Zell-Lymphomen war allerdings nicht festzustellen. Im Gegensatz zu den 

Ergebnissen der vorliegenden Studie war die miR-363-Expression zwar bei 

schweren im Vergleich zu milden Enteritis-Fällen signifikant erhöht, doch in der T-

Zell-Lymphomgruppe war keine deutliche Expressionsänderung für miR-363 

nachweisbar. Obwohl miR-20b eine veränderte Expression in den schweren 

Enteritis-Fällen sowie den T-Zell-Lymphomen im Vergleich zu mild ausgeprägten 

Darmentzündungen zeigte, war diese nicht signifikant (IRVING et al., 2023). Kehl 

et al. verglichen die miRNA-Expression zwischen entzündlich verändertem 

Darmgewebe (lymphoplasmazelluläre Enteritis, transmurale Enteritis), 

Darmtumoren (Karzinome, B-und T-Zell-Lymphome) und gesundem Darmgewebe 

aus Dünn- und Dickdarmproben (FFPE) bei Hunden. Innerhalb der 

Lymphomgruppe handelte es sich bei allen Dünndarmproben um T-Zell-

Lymphome und bei allen Dickdarmproben um B-Zell-Lymphome. In 

Übereinstimmung mit den vorliegenden Untersuchungsergebnissen war im 

Dünndarm eine Differenzierung der verschiedenen Gruppen (entzündlich, 

neoplastisch oder gesund) anhand des miRNA-Expressionsmusters möglich. Doch 
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anders als in der vorliegenden Studie war keine abweichende miR-18b-Expression 

im T-Zell-Lymphom des Dünndarms feststellbar. Darüber hinaus war die miR-20b-

Expression im T-Zell-Lymphom sowie bei lymphoplasmazellulären Enteritis-

Fällen herunterreguliert (KEHL et al., 2023). 

Eine mögliche Erklärung für diese widersprüchlichen Ergebnisse ist, dass die 

Wirkweise der miRNAs des miR-106a~363-Clusters noch nicht zur Gänze geklärt 

ist und dass diese auch tumorsuppressiv sein kann. Dafür spricht, dass die 

Expression von miR-20b in verschiedenen humanen Kolorektaltumoren 

herunterreguliert war und die Transfektion von humanen 

Mundhöhlenkarzinomzellen mit miR-20b zu einer verringerten Proliferation der 

Tumorzellen führte (KHUU et al., 2014; YAMAGUCHI et al., 2014). Obwohl miR-

20b Bestandteil des miR-106a~363-Clusters ist, wird sie bei humanen T-Zell-

Leukämien im Gegensatz zu den anderen miRNAs des Clusters nicht übermäßig 

exprimiert (LANDAIS et al., 2007). Des Weiteren war die miR-363-Expression in 

FFPE-Proben von extranodalen nasalen NK/T-Zell-Lymphomen (NKTL) 

verglichen zu gesunden NK-Zellen erniedrigt. Eine verstärkte miR-363-Expression 

in NKTL-Tumorzelllinien führte zu einem verringerten Wachstum der Tumorzellen 

(NG et al., 2011). Diese widersprüchlichen Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

miRNAs gewebespezifische und manchmal widersprüchliche Funktionen ausüben 

können (CORTEZ et al., 2011). 

MiR-194 und miR-192, die zu den verwandten miRNA-Clustern miR-194-2~miR-

192 und miR-194-1~miR-215 zählen, waren bei einigen Tumorformen des 

Menschen – darunter kolorektalen Adenokarzinomen, Nierenzellkarzinomen und 

multiplen Myelomen – herunterreguliert und übten eine gemeinsame 

tumorsuppressive Wirkung aus (BRAUN et al., 2008; PICHIORRI et al., 2010; 

KHELLA et al., 2013). In den humanen kolorektalen Tumorzelllinien wurde die 

tumorsuppressive Wirkung mittels p53-abhängiger Hochregulierung von miR-192 

und miR-215 und daraus resultierendem Stillstand des Zellzyklus vermittelt 

(BRAUN et al., 2008; GEORGES et al., 2008; SCHETTER et al., 2008). In 

peripheren Blut- oder Knochenmarksproben von Menschen mit ALL wurden die 

miRNAs miR-194 und miR-192 im Vergleich zu gesunden Kontrollen vermindert 

exprimiert (SCHOTTE et al., 2011). Weiterhin führte die miR-192-Überexpression 

in einer ALL-Zelllinie zu einem Stopp der Tumorzellproliferation, das heißt, miR-

192 wirkte durch Störung des Zellzyklus tumorsuppressiv (SAYADI et al., 2017). 
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In Übereinstimmung dazu wurden verringerte miR-192-Spiegel in 

Knochenmarksproben von Patienten mit AML im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen sowie eine miR-192-abhängige tumorsuppressive Zellzyklusregulation 

in zwei Zelllinien der akuten myeloiden Leukämie beobachtet (KE et al., 2017). 

Ähnliche Berichte existieren zu miR-194. Während miR-194-5p in 

Knochenmarkszellen von Patienten mit AML herunterreguliert war, bewirkte die 

miR-194-5p-Überexpression eine Unterdrückung der Tumorzellproliferation, 

induzierte deren Apoptose und hemmte die Migration sowie Invasion der AML-

Zellen (DUAN et al., 2020). In einer weiteren Studie konnte miR-194-5p durch 

negative Regulierung von BCLAF1 auf das Überleben und die Differenzierung 

gesunder hämatopoetischer Vorläuferzellen des Menschen Einfluss nehmen, und 

das miR-194-5p/BCLAF1-Gleichgewicht war bei Patienten mit AML gestört 

(DELL'AVERSANA et al., 2017). Vaira et al. verglichen die miRNA-

Expressionsmuster von intestinalen T-Zell-Lymphomen mit anderen peripheren T-

Zell-Lymphomen bei Menschen. Die intestinalen T-Zell-Lymphome konnten 

deutlich anhand ihres Expressionsprofils differenziert werden. Darüber hinaus 

gelang mithilfe des miRNA-Expressionsprofils eine Unterscheidung zwischen 

Vorstufen des intestinalen T-Zell-Lymphoms (Zöliakie, refraktäre Erkrankung Typ 

2) und intestinalen T-Zell-Lymphomen, da entsprechend dem Schweregrad der 

Erkrankung eine progressive Abnahme der Expression der miR-192/215-Familie 

zu vermerken war (VAIRA et al., 2020). In Übereinstimmung mit den bisherigen 

Berichten bei Menschen zeigte die vorliegende Arbeit, dass miR-192 und miR-194 

im malignen Gewebe im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen 

herunterreguliert waren. Obwohl miR-215 in dem vorliegenden Projekt nicht mit 

einem einzelnen miRNA-Assay getestet wurde, war die miR-215-Expression in der 

miRNA-Array-Analyse (Vorversuch) im intestinalen T-Zell-Lymphom verglichen 

zu den beiden anderen Gruppen sehr gering. Dies steht im Einklang mit der 

Herunterregulierung von miR-192 und miR-194. Ebenso wurde festgestellt, dass 

diese drei miRNAs übereinstimmende Genabschnitte regulieren und ein Netzwerk 

von Tumorsuppressoren bilden (SENANAYAKE et al., 2012; KHELLA et al., 

2013; NAKAOKA et al., 2017). Neben den genannten Berichten zur miR-192- und 

miR-194-Expression bei Menschen wies das bereits erwähnte Forschungsprojekt 

von Kehl et al. eine erniedrigte miR-194-Expression bei intestinalen Neoplasien (T-

Zell-Lymphome und Karzinome) sowie entzündlichen Darmveränderungen 
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(lymphoplasmazelluläre Enteritis und transmurale Enteritis) im Vergleich mit 

gesundem Hundedarm nach. Im Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen war 

eine miR-192-Runterregulierung im intestinalen T-Zell-Lymphom verglichen zu 

gesundem Darm, entzündlich verändertem Darm sowie intestinalen Karzinomen 

nachvollziehbar. Zudem gelang Kehl et al. eine klare Unterscheidung zwischen den 

beiden Enteritis-Gruppen, da miR-20b, miR-126 und miR-194 in Fällen von 

lymphoplasmazellulärer Enteritis herunterreguliert waren. Diese Runterregulierung 

war in der Gruppe der T-Zell-Lymphome noch stärker ausgeprägt, und zudem 

waren die beiden miRNAs miR-214 und miR-192 vermindert exprimiert. Beide 

Erkrankungen sind dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der Mehrheit der 

vorhandenen Zellen um Lymphozyten handelt, was eine ähnliche Veränderung in 

der miRNA-Expression erklären könnte. Außerdem geben diese ähnlichen 

Expressionsänderungen Grund zu der Annahme, dass es sich bei der 

lymphoplasmazellulären Enteritis um ein Vorstadium des T-Zell-Lymphoms 

handeln könnte. Folglich könnten miRNA-Analysen dabei helfen, die Erkrankung 

im Frühstadium zu erkennen (KEHL et al., 2023). 

Verglichen zu den beiden anderen Gruppen war in der vorliegenden Arbeit eine 

verminderte miR-141-Expression im intestinalen T-Zell-Lymphom zu vermerken. 

Passend dazu war die miR-141-Expression gemäß einer miRNA-Array-Studie (mit 

937 verschiedenen reifen miRNAs) in humanen CTCL-Fällen verglichen mit 

entzündlichen Hauterkrankungen erniedrigt (SANDOVAL et al., 2015). Bei 

Mäusen mit bestrahlungsinduzierten lymphoblastischen T-Zell-Lymphomen (T-

LBL) sowie im Mediastinum und Lymphknoten von humanen T-LBL-Fällen war 

eine erniedrigte miR-141-Expression mit der Hochregulierung des Onkogens SMO 

assoziiert. SMO beeinflusste als Teil des GLI/Hh-Signalwegs das Überleben und 

die Proliferation der Tumorzellen (GONZÁLEZ-GUGEL et al., 2013). In 

hepatozellulären Karzinomzellen des Menschen verhinderte miR-141 durch 

Regulation des T-Lymphom-Invasions-und Metastasierungsgens (Tiam1) die 

Invasion und Migration der Tumorzellen (LIU et al., 2014). Daraus lässt sich 

schließen, dass es sich bei miR-141 um einen Tumorsuppressor handelt. 

Bei Hunden wurde in Lymphknoten von B- und T-Zell-Lymphomen sowie kaninen 

B- und T-Zell-Lymphom-Zelllinien verglichen zu gesunden Lymphkoten von einer 

verminderten Expression des Tumorsuppressors miR-203 berichtet (UHL et al., 

2011). Ähnlich zum Aufbau der zugrundeliegenden Studie wurden beim Menschen 
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die miRNA-Expressionsprofile zwischen CTCL-Fällen, gutartigen entzündlichen 

Hautläsionen und normaler Haut verglichen und wichen deutlich voneinander ab. 

Wie bereits erwähnt, gelang mit Hilfe von nur drei verschieden exprimierten 

miRNAs (miR-155 hochreguliert; miR-203 und miR-205 herunterreguliert) eine 

Differenzierung von malignen und benignen Erkrankungsformen mit 95 % 

diagnostischer Genauigkeit (RALFKIAER et al., 2011). Übereinstimmende 

Resultate konnten später auch aus Plasmaproben gewonnen werden, weshalb die 

Nutzung des 3-miR-Klassifikators als Möglichkeit zur Diagnostik und zur 

Überwachung des Krankheitsverlaufs in Betracht gezogen wurde (DUSÍLKOVÁ 

et al., 2017). In der vorliegenden Arbeit war ebenfalls eine signifikant verminderte 

miR-203-Expression in der Gruppe der intestinalen T-Zell-Lymphome verglichen 

mit den anderen beiden Gruppen nachweisbar. Hingegen zeigte miR-205 keine 

auffälligen Expressionsänderungen zwischen den verschiedenen Gruppen. In 

bestrahlungsinduzierten T-Zell-Lymphomen von Mäusen sowie verschiedenen 

humanen malignen Tumoren des hämatopoetischen Systems konnte eine 

verminderte miR-203-Expression mit der Hochregulierung von Onkogenen 

(darunter ABL-1) in Verbindung gebracht werden (BUENO et al., 2008). Die 

veränderte miR-203-Expression war sowohl auf genetische als auch auf 

epigenetische (Methylierung) Mechanismen zurückzuführen, wobei eine 

epigenetische Unterdrückung häufiger bei lymphoiden als bei myeloiden Tumoren 

auftrat. Nach Wiederherstellung der miR-203-Expression in den Lymphomzellen 

waren eine verminderte Zellproliferation und ein verstärkter Zelltod der 

Tumorzellen aufgefallen, weshalb miR-203 eine tumorsuppressive Wirkung 

zugesprochen wurde (BUENO et al., 2008; CHIM et al., 2011). 

Im Jahr 2015 wurde erstmals über die Expression zirkulierender miRNAs im Serum 

von kaninen Lymphomen berichtet. Die miRNA-Expression von verschiedenen 

Lymphomfällen, darunter 31 multizentrische und 16 alimentäre Fälle, wurde mit 

der von gesunden Hunden verglichen. Der Schweregrad und die anatomische Form 

des Lymphoms wurden bei der Auswertung der Ergebnisse berücksichtigt, 

allerdings nicht der B- oder T-Zell-Immunphänotyp. Verglichen zu den gesunden 

Kontrollen war miR-25 in Serumproben der Lymphomgruppe signifikant 

herunterreguliert (FUJIWARA-IGARASHI et al., 2015). Im Kontrast hierzu zeigte 

miR-25 keine signifikante Expressionsänderung in kaninen Lymphomzellen 

verglichen zu gesunden peripheren mononukleären Blut- und gesunden 
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Lymphknotenzellen (UHL et al., 2011). Auch in der vorliegenden Arbeit war miR-

25 in keiner der Gruppen deutlich verändert exprimiert. Bei Menschen wurde von 

einer miR-25-Überexpression in hepatozellulären Karzinomen und 

Plattenepithelkarzinomen des Ösophagus berichtet. Des Weiteren ist miR-25 an 

verschiedenen Regulationswegen von Genen beteiligt, die für die Tumorentstehung 

relevant sind (wie p53, E-cadherin) (LI et al., 2009; POLISENO et al., 2010; SUH 

et al., 2012; XU et al., 2012). Die Autoren vermuteten, dass der verringerte miR-

25-Spiegel im Serum kaniner Lymphome auf einen erhöhten lokalen Verbrauch zur 

Regulation von für die Tumorentstehung relevanten Genen zurückzuführen sein 

könnte (CHEN et al., 2012; FUJIWARA-IGARASHI et al., 2015). Wie bereits 

erwähnt, verglichen Craig et al. die miRNA-Expression aus Lymphknotenaspiraten 

und Plasmaproben von multizentrischen B- und T-Zell-Lymphomen sowie 

gesunden Hunden. Dabei fiel auf, dass sich die Expressionsspiegel der meisten 

miRNAs in Abhängigkeit vom untersuchten Gewebe unterschieden. Während in 

der Gruppe der gesunden Hunde lediglich eine miRNA eine korrelierende 

Expression zwischen den Lymphknotenaspiraten und den Plasmaproben zeigte, 

war eine gleichartige Expressionsänderung für acht miRNAs in der Gruppe der T-

Zell-Lymphome sowie für sechs miRNAs in der Gruppe der B-Zell-Lymphome zu 

vermerken. Dies lässt vermuten, dass die verstärkte miRNA-Produktion und -

Freisetzung aus neoplastisch veränderten Lymphozyten mit entsprechend 

veränderten miRNA-Spiegeln im Plasma verbunden ist. Dies lässt die 

Schlussfolgerung zu, dass miRNAs ein potentieller diagnostischer Nutzen als 

zirkulierende Biomarker zugeschrieben werden kann (CRAIG et al., 2019). 

Schließlich wurde das diagnostische Potential von miRNAs zur Unterscheidung 

zwischen gesunden Hunden und Hunden mit lymphoplasmazellulären 

Darmentzündungen sowie gastrointestinalen Neoplasien (darunter Lymphome, 

Sarkome, Karzinome, Mastzelltumore) in frisch gewonnenen Kot- und 

Serumproben untersucht. Im Kot konnte anhand der miRNAs miR-451 und miR-

223 mit einer Sensitivität von 96 % und einer Spezifität von 90 % zwischen 

malignen und benignen gastrointestinalen Erkrankungen unterschieden werden. In 

den Serumproben gelang eine Unterscheidung zwischen Darmtumoren und 

lymphoplasmazellulären Enteritiden mithilfe der miRNAs miR-20b, miR-148-3p 

und miR-652 mit einer Sensitivität von 86–91 % sowie einer Spezifität von 90 % 

(LYNGBY et al., 2022). Bei Menschen wurde bereits Serum-miR-20b als 



IV. Diskussion     54 

Biomarker sowohl für Magenkrebs als auch für entzündliche Darmerkrankungen 

vorgeschlagen (IBORRA et al., 2013; YANG et al., 2017). Während bei Hunden 

signifikant erhöhte Mengen von miR-20b in der Gruppe der gastrointestinalen 

Tumore verglichen zu jener der entzündlichen Darmerkrankungen nachgewiesen 

wurden, fielen keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen 

entzündlichen Darmveränderungen und gesunden Hunden auf. Hieraus lässt sich 

schließen, dass miR-20b, anders als beim Menschen, als spezifischer Biomarker für 

Magen-Darm-Krebs fungieren könnte (LYNGBY et al., 2022). 

Neben der Anwendung von miRNAs als diagnostische Biomarker untersuchten 

Craig et al. deren Nutzen zur Einschätzung der Prognose und 

Therapieüberwachung. Hierzu wurden neun B-Zell-Lymphom-Fälle mit dem 25-

wöchigen Chemotherapie-Protokoll CHOP (Cyclophosphamid, Doxorubicin, 

Vincristine, Prednisolon) behandelt, und die miRNA-Expression zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung sowie zum Zeitpunkt eines Rückfalls – definiert als Wiederkehr 

der peripheren Lymphknotenvergrößerung – verglichen. Beim B-Zell-Lymphom 

waren die Hochregulierung der miR-181-Familie und die Herunterregulierung von 

miR-29b und miR-150 mit einem schlechteren Ansprechen auf Therapie und 

Überleben assoziiert. Sowohl bei B- als auch bei T-Zell-Lymphomen stand eine 

höhere Expression von miR-155 und miR-222 mit einer schlechteren Prognose in 

Verbindung (CRAIG et al., 2019). 

Die geringe Probenanzahl und die Verwendung von Archivmaterial grenzte die 

Aussagekraft des zugrundeliegenden Projekts ein, wenngleich die Ergebnisse von 

FFPE-Proben auf frisch gefrorenes Probenmaterial übertragbar sein sollten. 

Neoplastisch veränderte Areale wurden nicht aus dem Objektträgermaterial von 

gesundem und entzündlich verändertem Darm separiert, weshalb die gewonnenen 

miRNA-Expressionsmuster Mischungen aus verschiedenen Geweben 

repräsentieren. Dies könnte zu einer Maskierung tumorspezifischer Veränderungen 

geführt haben. Entzündliche Prozesse – sowohl in Enteritis- als auch in entzündlich 

überlagerten Tumorproben – könnten zu fälschlich übereinstimmenden 

Verschiebungen bei einigen miRNAs geführt haben. Wie bereits erwähnt, zeigte 

die Tumorprobe T4 ein miRNA-Expressionsmuster, welches sich deutlich von dem 

der anderen Tumorproben unterschied. Da weder Informationen über die 

Vorbehandlung oder Behandlung der Tiere noch über die Aggressivität und das 

klinische Verhalten der Tumore vorlagen, bestand eine große Variabilität bei den 
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Ergebnissen, und der Grund für die unterschiedlichen Expressionsmuster bleibt 

unklar. Da wir uns auf hochgradig differentiell exprimierte miRNAs konzentrierten, 

wurden miRNAs mit mittleren und geringen Expressionsunterschieden nicht 

analysiert, die jedoch ebenfalls wichtige biologische Effekte in den T-Zell-

Lymphomen haben könnten. 

Zusammenfassend konnte anhand dieser Forschungsarbeit ein charakteristisches 

miRNA-Expressionsmuster bei intestinalen T-Zell-Lymphomen des Hundes 

nachgewiesen werden. Insbesondere die erhöhte Expression der onkogenen 

miRNAs miR-18b, miR-20b und miR-363 sowie die Herunterregulierung der 

tumorsuppressiven miRNAs miR-192, miR-194, miR-141 und miR-203 wurden 

festgestellt. Durch Aufklärung von miRNAs, die für die Lymphomentstehung und 

-entwicklung verantwortlich sind, könnten die miRNA-gezielte Therapie oder die 

Wiederherstellung physiologischer Spiegel als neue Strategien für eine 

individualisierte Behandlung dienen (JARDIN & FIGEAC, 2013). Die sich spontan 

entwickelnden Tumore des Hundes teilen viele Merkmale der Erkrankung beim 

Menschen. Hunde könnten deshalb als Tiermodell für die Erforschung 

menschlicher Krebserkrankungen dienen, da sie in der gleichen Umgebung leben 

und ähnlichen, potentiell die Krebsentwicklung fördernden Faktoren ausgesetzt 

sind (RODNEY L. PAGE et al., 2013; WAGNER et al., 2013). 
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V.          ZUSAMMENFASSUNG 

Das maligne Lymphom gehört zu den häufigsten Tumorerkrankungen des 

blutbildenden Systems bei Hunden. Nach der multizentrischen Form zählen 

Lymphome des Magen-Darm-Trakts mit 5–7 % aller Lymphomfälle zur 

zweithäufigsten Lymphomform. Meist handelt es sich um den T-Zell-

Immunphänotyp. Die Prognose von intestinalen Lymphomen ist verglichen mit 

dem multizentrischen Lymphom schlecht. Trotz Chemotherapie und/oder 

chirurgischer Tumorexzision beträgt die mediane Überlebenszeit 13–77 Tage. Eine 

frühe Diagnosestellung und ein frühzeitiger Therapiebeginn könnten erheblich zu 

deren Verlängerung beitragen. Allerdings ist die eindeutige Diagnosestellung von 

intestinalen Lymphomen mitunter schwierig, da die neoplastischen lymphatischen 

Läsionen häufig durch begleitende gutartige Entzündungsreaktionen in der 

Schleimhaut, insbesondere durch eine lymphoplasmazelluläre Enteritis verdeckt 

werden. Zur korrekten Diagnosestellung wird derzeit ein aufwändiges Vorgehen – 

bestehend aus morphologischer Untersuchung, Immunphänotypisierung, 

Bestimmung des Ki-67-Index und Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur 

Antigenrezeptor-Gen-Rearrangement-Analyse (PARR-Analyse) zwecks 

Charakterisierung der B- oder der T-Zell-Klonalität  

– unter Verwendung von invasiv entnommenen Vollschicht-Darmbiopsien 

empfohlen. 

Mikro-Ribonukleinsäuren (miRNAs) gehören zu einer Klasse von kleinen (~22 

Nukleotide langen), einzelsträngigen, nicht-kodierenden RNA-Molekülen, die in 

fast allen eukaryoten Zellen zu finden sind. Sie steuern durch posttranskriptionelle 

Basenpaarung an teilweise komplementäre Sequenzen in den 3'-untranslatierten 

Regionen von Ziel-messengerRNAs (mRNAs) die Proteinsynthese. Bei 

verschiedenen Krebserkrankungen, darunter auch Lymphomen, werden miRNAs 

verändert exprimiert. Durch Steuerung der Tumorzelldifferenzierung und -apoptose 

können verstärkt exprimierte miRNAs als Onkogene die Tumorentstehung fördern, 

während in Tumoren vermindert exprimierten miRNAs eine tumorsuppressive 

Wirkung zugesprochen wird. 

Bereits 2011 zeigte ein Forschungsprojekt, dass sich miRNA-Expressionsprofile in 

Hautbiopsien von kutanen T-Zell-Lymphomen, gutartigen entzündlichen 
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Hautläsionen und gesunder Haut deutlich voneinander unterscheiden. Anhand von 

lediglich drei verändert exprimierten miRNAs (miR-155 hochreguliert; miR-203 

und miR-205 herunterreguliert) konnte mit einer diagnostischen Genauigkeit von 

über 95 % zwischen benignen und malignen Hauterkrankungen differenziert 

werden. Zur miRNA-Expression bei Lymphomen des Hundes liegen bislang 

lediglich vereinzelte Berichte vor, wovon lediglich drei Forschungsprojekte sich 

auf die miRNA-Analyse des gastrointestinalen Lymphoms konzentrierten. 

Ziel der vorliegenden Arbeit waren die Darstellung und der Vergleich des miRNA-

Expressionsmusters in Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten (FFPE) 

Vollschicht-Darmproben von gesunden Hunden, Hunden mit intestinalen T-Zell-

Lymphomen und Hunden mit lymphoplasmazellulären Darmentzündungen. 

Für das zugrundeliegende Forschungsprojekt wurden FFPE-Vollschicht-

Dünndarmproben von Hunden verwendet. Das Probenmaterial wurde in drei 

Gruppen – gesundes Darmgewebe, lymphoplasmazelluläre Enteritiden und 

intestinale T-Zell-Lymphome – unterteilt. Die endgültige Diagnose des T-Zell-

Lymphoms war im Rahmen einer vorangegangenen Studie durch eine Kombination 

aus morphologischer Untersuchung, immunhistochemischer Untersuchung mit den 

Antikörpern CD3, CD20 und CD79a sowie durch eine PARR-Analyse bestätigt 

worden. Zunächst wurde im Rahmen eines Vorversuchs mit zwei Proben pro 

Gruppe die Gesamt-RNA aus zwei bis vier 10µm dicken Gewebeschnitten 

extrahiert (RNEasy FFPE Kit, Qiagen), revers transkribiert (miScript II RT Kit, 

Qiagen) und präamplifiziert (miScript PreAmp PCR Kit, Qiagen). Auf miRNA-

PCR-Array-Platten (Qiagen) mit vorgefertigten Reaktionen für 183 verschiedene 

reife kanine miRNAs wurde eine vergleichende quantitative PCR durchgeführt. 

Anhand der Ergebnisse des Vorversuchs wurden zwölf miRNAs mit auffälligen 

Expressionsveränderungen in der Lymphomgruppe für den folgenden Versuch 

ausgewählt. Im darauffolgenden Testdurchlauf wurde die miRNA-Expression aller 

Proben (n = 8) pro Gruppe mithilfe von individuellen miRNA-Assays (miScript 

Primer Assays, Qiagen) an der revers transkribierten RNA ohne Präamplifikation 

analysiert. 

Anhand des durchgeführten Vorversuchs konnte belegt werden, dass mithilfe der 

Extraktion von Gesamt-RNA aus zwei bis vier Paraffinschnitten ausreichende 

Mengen an miRNA für die weitere Analyse gewonnen werden können. Darüber 

hinaus unterschieden sich die miRNA-Expressionswerte zwischen gesundem 
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Kontrollgewebe, Gewebe von Hunden mit lymphoplasmazellulärer Enteritis und 

neoplastisch verändertem Gewebe deutlich. Obwohl unterschiedliche 

Normalisierungsmethoden die Expressionsergebnisse erheblich beeinflussen 

können, stimmte die Richtung der miRNA-Expressionsänderung (Hoch- oder 

Runterregulierung) unabhängig von der Normalisierungsmethode überein. 

Der anschließende Testdurchlauf mit größeren Stichprobengruppen (n = 8) wies ein 

für das intestinale T-Zell-Lymphom charakteristisches Expressionsmuster nach. 

Dabei hervorzuheben war die verminderte Expression der tumorsuppressiven 

miRNAs miR-194, miR-192, miR-141 und miR-203 sowie die Hochregulierung 

der onkogenen miRNAs miR-18b, miR-20b und miR-363, die dem miR-106a~363-

Cluster angehören. Darüber hinaus konnten keine signifikanten miRNA 

Expressionsänderungen beim Vergleich von gesundem Darmgewebe und 

lymphoplasmazellulären Enteritiden festgestellt werden. 

Zusammenfassend konnte anhand der vorliegenden Forschungsarbeit ein 

charakteristisches miRNA Expressionsmuster für das intestinale T-Zell-Lymphom 

des Hundes nachgewiesen werden. Die vergleichende miRNA-Expressionsanalyse 

ermöglichte eine Unterscheidung zwischen malignen und benignen 

Krankheitszuständen in FFPE-Darmproben des Hundes. Durch die Aufklärung von 

miRNAs, die für die Lymphomentstehung und -entwicklung verantwortlich sind, 

könnte die miRNA-gezielte Therapie oder die Wiederherstellung physiologischer 

Spiegel als neue Strategien für eine individualisierte Behandlung dienen. Des 

Weiteren teilen die sich spontan entwickelnden Tumore des Hundes viele 

Merkmale der Erkrankung beim Menschen. Hunde könnten deshalb als Tiermodell 

für die Erforschung menschlicher Krebserkrankungen dienen, da sie in der gleichen 

Umgebung leben und ähnlichen, potentiell die Krebsentwicklung fördernden 

Faktoren ausgesetzt sind. 
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VI. SUMMARY 

Malignant lymphoma is one of the most frequent malignancies of the hematopoietic 

system in dogs. Following multicentric lymphoma, gastrointestinal lymphoma 

represents the second commonest lymphoma form, accounting for 5–7 % of all 

lymphoma cases. Neoplastic cells show predominantly T-cell origin. In comparison 

to multicentric lymphoma, prognosis of intestinal lymphoma is poor, with median 

survival times of 13–77 days despite chemotherapy and/or surgical tumor excision. 

Early diagnosis and initiation of therapy could be beneficial in order to prolong 

survival. The definite diagnosis of canine intestinal lymphoma remains challenging, 

since concomitant benign inflammatory reactions in the mucosa, especially 

lymphoplasmacellular enteritis often mask neoplastic lymphomatous lesions. To 

achieve accurate results, a stepwise diagnostic approach using full-thickness 

biopsies – consisting of morphological examination, immunophenotyping, 

determination of the Ki67 index and polymerase chain reaction (PCR) for antigen 

receptor gene rearrangement analysis (PARR) to characterize B- or T- cell clonality 

– is recommended. 

Micro-ribonucleic acids (miRNAs) are a class of small (~22 nucleotides), single-

stranded, non-coding RNA molecules found in almost all eukaryotic cells, which 

post-transcriptionally regulate protein synthesis through base pairing to partially 

complementary sequences in the 3'-untranslated regions (UTRs) of target 

messenger RNAs (mRNAs). In various cancers, including lymphoma, miRNAs 

show aberrant expression. Through regulation of tumor cell differentiation and 

apoptosis, overexpressed miRNAs function as oncogenes and promote cancer 

development, while underexpressed miRNAs act as tumor suppressors and inhibit 

carcinogenesis. 

In a study analyzing human cutaneous T-cell lymphoma, miRNA expression 

patterns differed significantly from both benign inflammatory skin diseases and 

normal skin. A set of only three differentially expressed miRNAs (miR-155 

upregulated; miR-203 and miR-205 downregulated) achieved a diagnostic accuracy 

of over 95 % in the differentiation benign/malignant. To date, few studies have 

investigated miRNA expression patterns in canine lymphoma, of which only three 

research projects focused on miRNA analysis in gastrointestinal lymphoma. 
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The purpose of our study was to characterize miRNA expression in well-defined 

groups of formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) full-thickness intestinal 

samples from healthy intestinal tissue, canine intestinal T-cell lymphoma and 

lymphoplasmacellular enteritis. 

For this study, we used FFPE full-thickness tissue specimens of canine small 

intestine. We divided the samples into three groups – healthy controls, 

lymphoplasmacellular enteritis and intestinal T-cell lymphoma. The final diagnosis 

T-cell lymphoma had been confirmed in a previous study via a combination of 

morphologic examination, immunohistochemistry using CD3, CD20 and CD79a 

antibody staining and PARR analysis. In a preliminary test with two samples per 

group, total RNA was extracted from two to four 10µm thick tissue sections 

(RNEasy FFPE Kit, Qiagen), reverse transcribed (miScript II RT Kit, Qiagen) and 

pre-amplified (miScript PreAmp PCR Kit, Qiagen). We performed comparative 

quantitative PCR on miRNA PCR Array plates (Qiagen) with pre-fabricated 

reactions for 183 different mature canine miRNAs. Subsequently, twelve miRNAs 

with conspicuous expression changes in the lymphoma group were selected and 

miRNA expression of all samples (n = 8 per group) was analyzed with individual 

miRNA Assays (miScript Primer Assays, Qiagen) on the reverse transcribed RNA 

without pre-amplification. 

The initial screening with arrays for canine miRNA revealed high amounts of 

detectable miRNAs in enteric tissue and differences in miRNA expression levels 

between healthy control tissue, tissue from dogs with lymphoplasmacellular 

enteritis and neoplastic tissue. Although different normalization methods can 

significantly affect the expression results, the trends for up- or downregulation were 

concordant regardless of the normalization method used. 

The subsequent test with larger sample groups (n = 8 per group) showed a T-cell 

lymphoma characteristic expression pattern. In particular, we noted downregulation 

of the tumor suppressive miRNAs miR-194, miR-192, miR-141 and miR-203 as 

well as increased expression of the oncogenic miRNAs miR-18b, miR-20b and 

miR-363. In addition, we detected only slight expression alterations between 

healthy intestinal tissue and lymphoplasmacellular enteritis cases. 

Taken together, our study revealed a distinct miRNA expression pattern in canine 

intestinal T-cell lymphoma. Comparative miRNA expression analysis enabled 



VI. Summary      61 

differentiation of malignant and benign diseases in FFPE intestinal samples. The 

spontaneously developing tumors of the dog may serve as an additional model for 

the role of miRNAs in tumor pathophysiology and as diagnostic biomarkers, or can 

even be used to test the effectiveness of miRNA-based tumor therapeutics, which 

may benefit both dogs and humans. 
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