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lll. Einleitung

Die humane familidre hypertrophe KardiomyopathieCl gilt als haufigste
genetisch bedingte kardiovaskulare Erkrankung deaddhen und wird bei den
meisten Patienten autosomal dominant vererbt. Bei Dritteln der Patienten
sind HCM oder plotzlicher Herztod innerhalb der Ham bekannt; bei
sporadischen Fallen werden ,de-novo“-Mutationennmuget (NANNI et al,
2003; OLSONet al, 2000). Die feline HCM stellt die haufigste Heka@nkung
der Katze dar. Bei einer Maine-Coon-Kolonie koneite autosomal dominantes
Vererbungsmuster fur die feline familiare HCM naeWwgesen werden
(KITTLESON et al, 1999; MEURSet al, 2005; NAKAGAWA et al, 2002). Sie
ist durch konzentrische Hypertrophie des Herzmgskeld histopathologisch
durch gestorte Muskelfaseranordnung und Fibrose Herzmuskelgewebe
gekennzeichnet (KITTLESONet al, 1999). Aufgrund der diastolischen
Dysfunktion ist ein kongestives Linksherzversagenkblge; pl6tzlicher Herztod
kann ebenfalls bei Katzen mit feliner HCM auftret®ie endgultige Diagnose
einer HCM erfolgt bisher mittels Echokardiographight selten erst dann, wenn
viele der Katzen schon jahrelang in der Zucht esegg wurden (KITTLESON,
2005). Da fur die humane familiare HCM bereits G880 Mutationen in 24
Genen verantwortlich gemacht werden (B&l, 2007; MARONet al, 2006),
wurde auch bei der Katze nach genetischen Ursagbsucht. Bei einer Maine-
Coon-Kolonie mit familiarer HCM konnte ein autosdntwminanter Erbgang
mit variabler Penetranz nachgewiesen werden. Dikset als Tiermodell der
humanen Erkrankungsform (KITTLESO&t al, 1999). Bei Maine-Coon-Katzen
wurden bisher zwei Punktmutationen und bei der Rhligetze eine
Punktmutation in einem kardialen Sarkomergen (Mydsnding protein C) fur
die HCM verantwortlich gemacht (MEUR& al, 2007; MEURSet al, 2005;
NYBERG et al, 2007). Inzwischen wurden von kommerziellen Labaian
Gentests fur Maine-Coon-Katzen und Ragdoll-Katzemviekelt. Genaue Daten
uber die Pravalenz der HCM bei Maine-Coon-KatzerDeutschland und die
klinische Korrelation sowie die Validitat dieser r@ests bezuglich ihrer
Anwendung in der Gesamtpopulation sind nicht beka®awohl flr Zichter als
auch Tierarzte ist derzeit unklar, wie mit positivergebnissen im Gentest bei

herzgesunden Katzen umgegangen werden soll.
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V. Literaturtbersicht

1. Aufbau des Herzmuskels

Im Folgenden wird zundchst der Aufbau des Myokardsschrieben,
anschlieRend wird auf die Ultrastruktur des Sarkemelas sarkomerische

Zytoskelett und das extrasarkomerische Zytoskelatjegangen.

1.1. Struktur der kardialen Muskelfasern

Kardiale Muskelfasern bilden einen Komplex aus iariéh angeordneten
zellularen Einheiten (Myozyten) und Bindegewebes Ddyokard besteht aus
quergestreiften Muskelfasern wie die Skelettmugku)adie sich nicht parallel
anordnen, sondern ein dreidimensionales Netzwédkiti Die Herzmuskelzellen
enthalten jedoch mittelstandige Zellkerne, wielse der glatten Muskulatur zu
finden sind. Die einzelnen Myozyten werden Ubergemannte Glanzstreifen
(Disci intercalati) verbunden, welche sich aus Qapctions (Konnexine) zur
Reizlbertragung, aus Desmosomen (bestehend aus iDefmasmoplakin,
Desmocollin und Desmoglein) zur Stabilisierung desdlverbandes und aus
Adharenzkontakten (N-Cadherin, Katenin und Vinculausammensetzen.
Innerhalb der kardialen Myozyten befinden sich Migofien, welche sich aus
longitudinal angeordneten Sarkomeren zusammenseainedndie kontraktilen
Elemente darstellen. Diese werden von einer duiembran, dem Sarkolemm
(Zellmembran) umhdllt und bilden ein Synzytium. Didyofibrillen werden
teilweise durch Abspaltungen von Zytoplasma, weldigochondrien und
membrandse T-Tubuli enthalten, voneinander sepabas Sarkomer bildet die
kontraktile Einheit des Muskels und besteht ausrairschweren und einem
leichten Filament. Die beiden Filamente werden kludie so genannte Z-
Scheibe, aus Z-Filamenten bestehend, vom nachstdor8er abgetrennt. Die
dinnen Filamente (Aktin) ziehen von den Z-Bandermm zdentrum des
Sarkomers, wahrend sich die dicken Filamente (Myosiim Zentrum des
Sarkomers (M-Banden) langs der duannen Filamentendei. Durch die
Uberlappung der Filamente werden so genannte A-&arsichtbar, welche
typisch fur quergestreifte Muskulatur sind und denlerscheinen, wahrend die
hellere I-Bande nur durch die diinnen Filamenteldebwird (Abbildung 1). Die

A-Bande im Zentrum des Sarkomers, welche ebenfal&er erscheint, wird
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durch die alleinige Prasenz der dicken Filamentgrag (FATKIN &
GRAHAM, 2002).

1
@
u( ()
il
M Z-Disk o
©®
4]
B2 3
:E 5 % M-Line |
'ﬂ': I =
w
=
c 1]..|r'|‘1
E? Z-Disk | —

Abbildung 1: Aufbau der Myofibrille mit (1) Sarkoplasma, (2) Mitarille, (3)
Myosinabschnitt, (4) Aktinabschnitt, (5) Sarkolef@CHWALLER, 2005).

1.2. Ultrastruktur des Sarkomers und des intrasarkanerischen Zytoskeletts

Das Sarkomer ist die strukturelle und funktion@laeheit des Herzmuskels und
bestent wie oben beschrieben aus interdigitierenderken und dinnen
Filamenten. Das dicke Filament besteht auf Probsine hauptsachlich aus
Myosin. Dieses setzt sich aus zwei schweren Ketteynd -Myosin heavy
chain (-MHC und -MHC), und zwei leichten Ketten, ventrikulare edssle
und regulatorische Myosinleichtkette, zusammen. i@sin binding proteins
C, H und X sind ebenfalls Bestandteil des dickefarkénts und bilden
Querbrticken zum dunnen Filament. Das dinne Filamgdtaus dem kardialen
Aktin, -Tropomyosin, den Troponinen C, | und T gebildabljildung 2)
(REDWOODet al, 1999).
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Myosin binding protein C

roponin C .
i/_djkin T :
W

Troponin T

-Tropomyosin

e

Myosinschwanz
: | — —~
— o—

Moysinleichtkette Myosinkopf

Myosinschwerkette

Abbildung 2: Ultrastruktur des Sarkomers; eigene Zeichnungdifizdert nach
REDWOOD und Mitarbeitern (1999).

Das Zytoskelett innerhalb des Sarkomers wird dutEh Proteine Titin und
Myomesin gebildet, welche als Gerust fur die dickerd dinnen Filamente
fungieren. Titin ist mit 3 kDa das grof3te bekanRttypeptid, welches sich von
der Z- zur M-Bande erstreckt. Myomesin 1 und 2 ditidassoziierte Proteine.
Die Z-Scheibe wird durch ein Netzwerk von interdagenden Proteinen
geformt, welche die Myofilamentstruktur stabiligar Letzteres wird durch die
Verbindung antiparallel angeordneter Titin-Protem# den dinnen Filamenten
gewdahrleistet. Durch die Z-Scheibe wird die mecbeam Kopplung der
Sarkomerkontraktion und der Sarkomerdehnung geweigtet. Der Titin/Tcap/
Muskel-LIM-Protein-Komplex dient hierbei als mecksiher Dehnungssensor.
Telethonin (Tcap) interagiert mit Calsarcin-1 (C$-Welches Kalzineurin mit
der Z-Scheibe verbindet (FATKIN & GRAHAM, 2002; HAASHI et al, 2004).
Die einzelnen Proteinbestandteile der Z-Scheibe ww®ien gemeinsame
Interaktion werden in Abbildung 3 schematisch datgié.



IV. Literaturibersicht 5

Z-Scheibe

Abbildung 3: Schematische Darstellung der gemeinsamen Interakter Z-
Scheiben assoziierten Proteine (Tcap = Telethdd8il = Calsarcin-1; MLP =
Muskel-LIM-Protein; PKC = Proteinkinase C; ZASP =bZnd alternatively
spliced PDZ-motif protein, = LIM domain binding 3d®ein); eigene Zeichnung,
modifiziert nach HAYASHI und Mitarbeitern (2004).

1.3. Zytoskelett aul3erhalb des Sarkomers

Das Zytoskelett au3erhalb des Sarkomers stelltkemplexes Netzwerk dar,
welches das Sarkomer mit dem Sarkolemm und demzeitularen Matrix
verbindet. Somit wird einerseits Struktur gewalstiei und andererseits kbnnen
dadurch chemische und mechanische Signale innednallzwischen den Zellen
transferiert werden. Das Zytoskelett aufRerhalb 8&eskomers besteht aus
intermyofibrillaren und subsarkolemmalen KomponanteDie intermyo-
fibrillaren Filamente bestehen wiederum aus intelidren Filamenten,
Mikrofilamenten und Mikrotubuli. Intermediare Desrtilamente formen ein
dreidimensionales Gitter innerhalb des extrasarkistieen Zytoskeletts.
Desminfilamente umgeben die Z-Scheiben und bildeongitudinale
Verbindungen zu den benachbarten Z-Scheiben sateeale Verbindungen zu
den subsarkolemmalen Costameren. Zusatzlich fodi&rofilamente, die aus
nichtsarkomerischem Aktin bestehen (hauptsachliekktin) ein komplexes
Netzwerk, welches das Sarkomer mit verschiedenermpéoenten der
Costamere verbindet. Durch die Veranderung der Saiand der Form von

Tubulin, welches in einer polymerisierten Form weder nicht polymerisierten
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Form existiert, wird die zytoskelettale Steifheibdufolglich die kontraktile
Funktion beeinflusst. Costamere sind subsarkolemminheiten, welche
gitterartig die Z-Linien flankieren und entlang daytoplasmatischen Seite des
Sarkolemms Uber den I[-Banden liegen. Hierbei dies@n als Verbindung
zwischen verschiedenen zytoskelettalen Netzwerkewies dem Sarkomer
einerseits und dem Sarkolemm andererseits. Somidlgdeisten sie zudem eine
Stabilisierungsfunktion sowie eine Kraftibertragsfogktion. Die Costamere
beinhalten drei prinzipielle Komponenten, besteheads dem fokalen
Adhasionstypkomplex, dem Spektrin gestitzten Komplaeind dem
Dystrophin/Dystrophin-assoziierten Glykoproteinkdexp  Der  fokale
Adhéasionstypkomplex besteht aus diversen zytoplasoh@n Proteinen wie
Vinculin, Talin, Tensin, Paxillin und Zyxin, die chi mit zytoskelettalen
Aktinfilamenten und mit den Transmembranproteinen und -Integrin
verbinden. Die extrazellularen Domanen der Integinieragieren wiederum mit
Kollagenen, Laminin und Fibronektin in der extrdziéren Matrix. Der Spektrin
gestutzte Komplex enthalt Ankyrin, welches Aktint8ipektrin verbindet, und
Spektrin, welches mit Ankyrin, Aktin und Desmin emagiert. Der
Dystrophin/Dystrophin-assoziierte  Glykoproteinkoespl besteht aus dem
zytoskelettalen Protein Dystrophin, welches an Ali¢infilamente und an den
Dystrophin/Dystrophin-assoziierten  Glykoproteinkdenp (- und -
Dystroglykane; -, -, - und -Sarkoglykane, Dystrobrevin und Syntrophin)
bindet. Der Dystrophin/Dystrophin-assoziierte Glgkateinkomplex besitzt
zytoplasmatische, transmembrandse und extrazeluléomponenten. Die
zytoplasmatische Komponente bindet an den terrmnaBOOH-Komplex
(COOH = Carboxylgruppe) des Dystrophins. Die exHatare Domane bindet
das Laminin. AuRerdem liegen verschiedene aktirzdisste Proteine (-Aktinin
und Muskel-LIM-Protein MLP) an den Bindungsstellenwischen den
zytoskelettalen Aktinfilamenten und den Kostamergtexren. Eine schematische
Darstellung der kardialen Muskelzelle ist in Ablihdy 4 ersichtlich (FATKIN &
GRAHAM, 2002).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der kardialen Myozyteksir; eigene

Zeichnung, modifiziert nach FATKIN und GRAHAM (2002Das Sarkomer

bildet sich aus interdigitierenden dicken und dimNgosinfilamenten und stellt
die strukturelle und funktionale Einheit des Herzhels dar. Die Sarkomere
werden durch ein komplexes Netzwerk aus zytosleddgtt Proteinen mit dem
Sarkolemm, der extrazellularen Matrix und dem Nugleverbunden. Das
intermyofibrillare Zytoskelett wird aus intermed&r Desminfilamenten, Aktin

enthaltenden Mikrofilamenten und Mikrotubuli geleitd Das subsarkolemmale
Zytoskelett bildet sich aus Costameren, welche wemérschiedliche Weise die
sarkolemmalen Transmembranproteine mit den Sarlemeerbinden. Die

Muskelkontraktion ist ein Energie verbrauchendeszBss, wobei ATP aus den
Mitochondrien verbraucht wird. Die intrazellulareeie Kalziumkonzentration

reguliert die Muskelkontraktion und -relaxation.eDMuskelkontraktion wird

durch einen Anstieg des intrazellularen freien Katspiegels initiiert. Letzteres
resultiert aus einem depolarisationsabhangigeruxnéliner kleinen Menge an
Kalziumionen via spannungsabhangige Dihydropyriiieptoren (DHPR) in die
T-Tubuli, welche die Ausschittung einer grol3en Merg Kalziumionen aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) auslosen.sebieProzess wird
kalziumabhangige Kalziumausschittung genannt. Dieskdlrelaxation wird

durch die Aufnahme von zytosolischen Kalziumionen das SR Uber die
energieabhangige Pumpe SERCA2a und durch die Extreen Kalziumionen

Uber die Na+/Ca2+-Pumpe initiiert.
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2. Mechanismus der Kontraktion

Die hauptsachlich an der Kontraktion beteiligtennmifidexe bestehen aus dem
Aktin-Myosinkomplex und dem Troponin-Tropomyosinidplex. Deren

Funktionen werden nachfolgend beschrieben.

2.1. Aktin-Myosin-Komplex

Die universell akzeptierte Theorie Uber den Prozeéss Muskelkontraktion

wurde 1957 von HUXLEY aufgestellt. Er propagiert diesem Modell des

,Sliding filament“, dass die Kraftentwicklung ausrdgleitenden Bewegung des
dicken Filaments hin zum dinnen Filament und deichkeitigen Bildung von

Myosinquerbriicken zum Aktin resultiert. Diese Quédken bestehen aus
Molekulen der schweren Myosinkette (MHC), die vonickdn Filament

entspringen. Jede MHC besteht aus einem Kopf m#refktinbindungsstelle

und einer ATPase-Bindungsstelle sowie einem Schw@er so genannte
Myosinschwanz ist ein elastisches Element, dasianeithten Myosinketten

(MLC) bindet (FATKIN & GRAHAM, 2002; HUXLEY, 1957).

2.2. Troponin-Tropomyosin-Komplex

Der Troponin-Tropomyosin-Komplex ist eine kalziumsigive Einheit, welche
die Aktin-Myosin-Interaktion reguliert. Die Haupiitte des dunnen Filaments
wird durch die doppelhelikale Anordnung der globei Aktinmolekile
gewahrleistet. Die Tropomyosinmolekile liegen iremntder Aktinfilamente. Der
Troponinkomplex (Troponin I, T, C) wird vor allenbér Troponin T an das
Tropomyosin gebunden. Wahrend der Diastole wird diktin-Myosin-
Interaktion durch die Bindung des Troponin | zumtiAkTropomyosin-Komplex
unterbunden. Die Bindung von Kalziumionen tQaan Troponin C induziert
eine Konformationsanderung, die die Interaktion desponin | zum Aktin-
Tropomyosin-Komplex schwéacht und gleichzeitig dietefaktion zwischen
Troponin | und Troponin C verstarkt. Letztere I@&n inhibierten Status des
dinnen Filaments auf und fordert wiederum die ARfiyosin-Interaktion und
die Kraftentfaltung. Eine Reduktion der intrazedidn Kalziumkonzentration
fuhrt zu einer Dissoziation des €£aom Troponin C (FATKIN & GRAHAM,
2002).
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2.3. Die Rolle des Kalziums

Wahrend des Aktionspotentials steigt die Konzeiumatdes intrazelluléaren
Kalziums [C&"; durch direktem Einstrom von €ain die Zelle iber
spannungsabhangige L-Type-Kanadle und zu einem ggren Teil Uber
Na'/Ca*-Kanale. Dieser Einstrom von &dost wiederum eine Ausschiittung
von C&" aus dem sarkoplasmatischen Retikulum tiber Ryanadith Inositol-1,
4, 5-Triphosphat-Rezeptoren aus. Eine Steigerursg [@=°"]i-Spiegels fordert
die C&"-Bindung an zahlreiche zytosolische Puffer und as @roponin C.
Wiahrend der Relaxation wird €adurch die SR-C&-ATPase (SERCAZ2a),
durch sarkolemmale N&Ca*-Austauscher, die sarkolemmale?GATPase und
mitochondriale C&-Uniporter wieder aus dem Zytosol entfernt (FATKE
GRAHAM, 2002). Abbildung 4 illustriert diesen Medatiamus.

3. Familiare hypertrophe Kardiomyopathie des Mensckn

3.1. Definition und Einteilung

Die erste klinische Beschreibung der HCM geht aa$ dahr 1869 zurlick
(HALLOPEAU, 1869). Der Begriff Kardiomyopathie wwed in der

Humanmedizin zum ersten Mal im Jahr 1957 fur seltenicht koronare
Erkrankungen des Myokards verwendet (BRIGDEN, 196v§len 70er und 80er
Jahren wurden die Kardiomyopathien durch die Weligdheitsorganisation
(WHO) und der International Society and FederabbrCardiology Task Force
(ISFC) noch als primare Herzerkrankungen unbekarurgache definiert und in
dilatative, hypertrophe und restriktive Formen ugliedert (GOODWIN &

OAKLEY, 1972; WHO/ISFC, 1980). Im Jahr 1995 wurdeulie

Kardiomyopathien von der WHO/ISFC neu definiert widgeteilt. Ab diesem
Zeitpunkt bezeichnete man als Kardiomyopathie Hikezmuskelerkrankungen,
welche eine Beeintrachtigung der kardialen Funktemen. Nun wurden in
Anlehnung an hdmodynamische Kriterien folgende fEofmen der primaren
Kardiomyopathien unterschieden: 1. dilatative (DCRI)hypertrophe (HCM), 3.
restriktive (RCM), 4. arrhythmogene rechtsventrikel (ARVC) und 5.
unklassifizierte Kardiomyopathie (UCM). Dadurch kben nun auch primare
Kardiomyopathien von sekundaren Formen wie isch@miKardiomyopathie,
hypertensive Kardiomyopathie, valvulare Kardiomyibpg entzindliche

Kardiomyopathie und metabolische Kardiomyopathie,aft im Zusammenhang
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mit multiorganischen Geschehen assoziiert sind,egi@mzt werden. Die
sekundaren Kardiomyopathien  wurden mitunter  als zifipehe
Kardiomyopathien oder spezifische Herzmuskelerkuagkn bezeichnet. Zudem
sollten die primaren Kardiomyopathien ab diesem tpteikt auch von
allgemeinen  systemischen  Erkrankungen,  muskularenystr@phien,
neuromuskuléren Funktionsstdrungen, sensiblen axidahen Reaktionen sowie
von der peripartalen Kardiomyopathie abgegrenzt demr (FATKIN &
GRAHAM, 2002; MAISCH, 1998; NAKATA & KOGA, 2000; RTHARDSON
et al, 1996). In den spéaten 50er Jahren wurde zum el#dreine genetische
Ursache der HCM vermutet. Auf dieser Vermutung da&sid, wurde auf
genetischer Ebene eingehend geforscht. So konnteen letzten zwei Dekaden
Uber 400 Mutationen in 24 Genen, die fiur unterstitdbe Formen der HCM
verantwortlich sind, entdeckt werden (B@8&al, 2007; FATKIN & GRAHAM,
2002; MARONet al, 2006). Aufgrund der bestehenden Komplexitat wardie
Kardiomyopathien im Jahr 2006 ihrem kausalen Unmsgproach in genetische,
gemischte und erworbene Kardiomyopathien einget@bbildung 5). Der
Begriff ,spezifische Kardiomyopathie® oder ,spesdhe Herzmuskel-
erkrankung“ sollte nun nicht mehr gebraucht werile® & SEIDMAN, 2006;
MARON et al, 2006).
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PRIMARE KARDIOMYOPATHIEN
Definition: der vorhandene Erkrankungprozess findet
nur oder vor allem im Herzmuskel statt

Genetisch Gemischt Erworben
HCM DCM Inflammatorische Myokarditis
ARVCID RCM Stress-induziert
{,.tako-tsubo™)
LVNC
Paripartal
Glykogenspeicher-
arkrankungen Tachykardie-induziert
Leitungsdefekia Kinder insulinabhangiger an

Diabetes erkranktar Mithar
Mitochondriale Myopathien

lonenkanalstdrung

LQTS Asian SUNDS

Brugada oVPT

Abbildung 5: Klassifizierung der Kardiomyopathien, Darstellungpdifiziert
nach MARON und Mitarbeitern, (2006). AbkurzungenCM = hypertrophe
Kardiomyopathie; ARVC/D = arrhythmogene rechtsviéntére Kardio-
myopathie/Dysplasie; LVNC = left ventricular nonngpaction; LQTS = long
QT-syndrome; SQTS = short QT-syndrome; CPVT = c¢aikninergic
polymorphic ventricular tachykardia; Asian SUNDSunexplained nocturnal
death syndrome, eine Erkrankung die in Studasiekomamt und dem Brugada-
Syndrom genetisch, phénotypisch und funktionelsemtht; DCM = dilatative
Kardiomyopathie; RCM = restriktive Kardiomyopathie

3.2. Pravalenz und Klinik

In der Humanmedizin wird die HCM als haufigste gemuhe Herzerkrankung
mit einer Pravalenz von 1/500 angesehen und glgithzeitig die haufigste
Ursache fir den plotzlichen Herztod bei jungen Mbes und Athleten dar
(BOSet al, 2007; MARON, 2002). Die Erkrankung ist durch getisierte oder

asymmetrische Hypertrophie der Kammerwande destinkentrikels (LV), mit

oder ohne Beteiligung des rechten Ventrikels, umgtologisch durch eine
gestorte myofibrillare Faseranordnung sowie intiefe Fibrose charakterisiert.
Dabei kommt es bei einigen der Patienten zu eirduzierten diastolischen

Dysfunktion mit oder ohne linksventrikularer Ausfiiraktsobstruktion durch



IV. Literaturibersicht 12

Kontakt des septalen Mitralklappensegels mit demte (,systolic anterior
motion“ = SAM des septalen MitralklappensegelsheEbbstruktive Form der
HCM mit endsystolischer Kammerobliteration ist bniger als 25% der HCM-
Patienten vorhanden. Einige der Betroffenen blelbbanslang asymptomatisch,
andere entwickeln kongestives Herzversagen, Vdihwffern oder versterben
plotzlich, ohne jemals vorher klinische Symptoméngckelt zu haben (ANAN
et al, 2000; ARADet al, 2002b; BO%et al, 2007; JURYNEC, 2007; MARON,
2002; MARONZet al, 1995). Im Falle offensichtlicher Symptome, werdkese
in Form von Palpitationen, Synkopen, Angina pestowder Dyspnoe
beschrieben. Die Synkopen oder der plotzliche lerkommen durch Brady-
(Reizleitungsanomalien des Sinus- und AV-Knotems) Tlachyarrhythmien (oft
Reentrytachykardien) zustande. Im Endstadium deMH@mmt es haufig vor,
dass sich die Wanddicke des LV aufgrund von Myaayteergang und Fibrose
wieder reduziert (,Burned out*-HCM). Zehn bis 20 &ér Patienten entwickeln
diese Form der dilatativen Kardiomyopathie, die eeuaddurch eine starke
systolische Dysfunktion gekennzeichnet ist. Zeha b6 % der betroffenen
Patienten entwickeln Vorhofflimmern, wobei das Rishierfur bei Patienten mit
vergroRertem Vorhof erhoht ist (FATKIN & GRAHAM, PQ).

3.3. Genetik

Die humane familiare HCM ist eine zumeist autosordaminant vererbte
Herzmuskelerkrankung mit einer starken phé&no- unénotypischen
Heterogenitat. Selten werden auch rezessive Vengdformen beschrieben. Bei
zwei Drittel der Patienten ist eine Familienananeneachvollziehbar, wahrend
beim Rest ,de novo“-Mutationen vermutet werden (NWNet al, 2003). Als
Ursache der humanen familiaren HCM werden grof3ierivkitationen in Genen,
die Proteine des Sarkomers kodieren, angesehese [ierm wird kausal als
Sarkomer- oder Myofilament-HCM bezeichnet. In akare Studien wird diese
Form der HCM von der Z-Scheiben-HCM, der metabbksc und der
Kalziummetabolismus-assoziierten HCM abgegrenztr ZiScheiben-HCM
fuhren Mutationen in Genen, die Proteine der Z-fhehekodieren. Als
metabolische HCM werden nun Herzerkrankungen bbkarei¢c die durch die
Hypertrophie der Kammerwande morphologisch vonrei@M im Ultraschall
nicht zu unterscheiden sind. Eine solche Form déMHann z. B. durch die
Glykogenspeicherkrankheit hervorgerufen werden (RO&, 2007).
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Zumeist sind es Punktmutationen, seltener auch tiDee und
Insertionsmutationen, die bisher als Ursache verdeher Formen der HCM
nachgewiesen wurden. Beim Menschen konnten bidher 400 Mutationen in
24 Genen mit der HCM in Verbindung gebracht werdB@S et al, 2007;
MAISCH, 1998; MARONEet al, 2006; RICHARDSONet al, 1996; WHO/ISFC,
1980). 1990 gelang die Identifikation der ersterdée kausalen Mutationen im
-MHC-Gen (GEISTERFER-LOWRANCEet al, 1990). Nachdem weitere
Mutationen in anderen Sarkomergenen (kfiropomyosin-Gen und im kardialen
Troponin T-Gen) entdeckt wurden, lag die Vermutuafe, dass es sich bei der
familiaren HCM des Menschen um eine Erkrankung 8askomers handelt
(THIERFELDERZet al, 1994; WATKINSet al, 1995b). Diese Hypothese wurde
spater durch die Identifizierung weiterer Punktrtioteen in Genen, die die
folgenden Sarkomerproteine kodieren gefestigt. B fielen das kardiale
Myosin binding protein C (WATKINSet al, 1995a), die ventrikulare essentielle
und regulatorische Myosinleichtkette (POETTER al, 1996), das kardiale
Troponin | (KIMURA et al, 1997) und das kardiale Aktin (MOGENSEN et
al., 1999). Schlie3lich konnten aber auch im neuehrtdasend kausale
Mutationen aulerhalb des Sarkomers detektiert werdeuf die spater
eingegangen wird (BOS&t al, 2007).

Die Mechanismen, die zur Ausbildung einer Hypettwedihren, sind noch nicht
komplett erforscht. In Genotyp-Phénotypstudien kergin Zusammenhang der
variablen Penetranz mit unterschiedlichen Mutatomergestellt werden. So
verursachen zum Beispiel Mutationen ImMHC-Gen schwerwiegendere
Formen der HCM als zum Beispiel Mutationen im kaleln Myosin-binding-
Protein-C-Gen oder im Troponin T-Gen (MOOLMAdt al, 1997; NIIMURA et
al., 1998; WATKINS et al, 1995b). Aufgrund der massiven Anzahl bereits
bekannter kausaler Mutationen, haben BOS und Miteb (2007b) ein neues
Schema zur Einteilung der HCM erstellt. In ihrenudé¢n konnten sie
nachweisen, dass verschiedene anatomische VaridetddCM mit bestimmten
Mutationen korrelieren. So vermuten sie in Verbimglumit der so genannten
.Reverse septal curve“-HCM Mutationen in Sarkomergeund in Verbindung
mit der so genannten sigmoidalen HCM eher MutatioimeZ-Scheiben-Genen
(siehe Abbildung 6).
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-Band
=D

Slgmoidal septal Reverse septal
curvature curvature

Abbildung 6: Darstellung der sigmoidalen HCM und der ,Reversetae
curve“-HCM aufgrund ihres genetischen UrsprungsSarkomergenen oder Z-
Scheiben-Genen (BO& al, 2007).

3.3.1. Sarkomer-/Myofilament-assoziierte hypertrople Kardiomyopathie

Kausale Mutationen der im Folgenden beschriebeneneGverden mit der
Sarkomer/Myofilament-HCM assoziiert. Jedes Kandidgen soll nachfolgend

kurz charakterisiert werden.

3.3.1.1. -Myosin-heavy-chain-Gen

Das Muskelprotein Myosin besteht aus zwei schw@#rC) und zwei leichten
Ketten (MLC). Die kardialen MHCs kommen in zwei figonen vor: als -MHC
und -MHC. Beim Menschen wird die-MHC im embryonalen Herz und im
adulten Atrium exprimiert und bildet die vorherredde Isoform im adulten
Ventrikel. Die die schweren Ketten kodierenden GENH7 ( -Myosin-heavy-
chain-Gen, kodiert-MHC) und MYH6 (kodiert -MHC) liegen hintereinander
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auf Chromosom 14. MYH7 besteht aus 41 Exons. 38m&edieren das Protein
mit 1935 Aminoséuren (FATKIN & GRAHAM, 2002). Biselite konnten weit
Uber 100 Mutationen, meistens in Form von Punkttrartan, mit der HCM in
Verbindung gebracht werden. Somit ist das MYH7 3@i35 % der genetisch
identifizierten HCM-Falle das am haufigsten von ktignen betroffene Gen
(GEISTERFER-LOWRANCE et al, 1990; MARON et al, 1979).
Dreidimensionale Untersuchungen deBIHC-Molekils haben ergeben, dass die
Mutationen sich vorwiegend in kodierenden Domaness dMHC-Kopfes
befinden und nur wenige im Bereich des MHC-Schwanize funktionalen
Konsequenzen daflr sind noch nicht beschrieben (RENT et al, 1995).
Allerdings entwickeln Patienten mit einetMHC-Mutation friihzeitigere (in den
ersten zwei Lebensdekaden) und schwerwiegenderadfoder HCM als z. B.
bei einer MYBPC3- oder TNNT3-Mutation (MOOLMANet al, 1997;
NIIMURA et al, 1998; WATKINSet al, 1995b).

3.3.1.2. Kardiales Myosin-binding-protein-C-Gen

Vom Myosin binding protein C (MYBPC) existieren drisoformen. Zwei
Isoformen befinden sich im Skelettmuskel und eswdrm ist ausschlief3lich im
Herzmuskelgewebe vorhanden. Das MYBPC liegt in deiBanden des
Sarkomers und bildet eine Reihe von transversalam&n im Abstand von 43
nm-Intervallen. Es besitzt Bindungsstellen fir Myosnd Titin. Das kardiale
Myosin-binding-protein-C-Gen (MYBPC3) besteht adskb genomischer DNA
und enthalt 37 Exons, die 1274 Aminosauren kodief@isher konnte im
MYBPC3 eine &hnliche Anzahl kausaler Mutationen wie MYH7-Gen bei
unterschiedlichen Familien und Patienten detektregtden (MARONet al,
1979). Mutationen im MYBPC3-Gen kommen somit bei-180 % der HCM-
Patienten vor. Am haufigsten treten in diesem GenalWonen in der Form von
Insertions-, Deletionsmutationen und Mutationen der Splicingregion auf.
Punktmutationen, die die Myosin- und Titinbindureggon betreffen, kommen
ebenfalls vor (FATKIN & GRAHAM, 2002). In Genotyph@notyp-Studien
konnte nachgewiesen werden, dass die PenetranAH@&t bei MYBPC3-
Mutationen geringer ist als beiMHC-Mutationen und dass die Erkrankung erst
im spateren Lebensalter, vorwiegend in der funftder sechsten Lebensdekade,
auftritt (NIIMURA et al, 1998). Jedoch konnte in einer anderen Studie ein
Einfluss auf die Penetranz der Erkrankung durchiiRAngiotensin-Aldosteron-
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System (RAAS) assoziierte Polymorphismen nachgamieserden. Hierbei
zeigten verwandte Patienten mit einer MYBPC3-Motatund Polymorphismen
in Genen des RAAS eine starkere Penetranz der riklingg und einen
schwerwiegenderen Grad der LV-Hypertrophie als MZBRMutationstrager,
die keine Mutationen im RAAS-Genen aufwiesen (ORPPEEet al, 2002).

Ebenso konnte ein deutlicher modifizierender Esdludes ACE-D/D Genotyps
auf eine vermehrte LV-Hypertrophie bei HCM-Patienteit einer Mutation im
MYBPC3-Gen dargestellt werden (PERKINSal, 2005).

3.3.1.3. Kardiales Troponin T-Gen

Das Sarkomerprotein Troponin T wird im embryonalel adulten Herzmuskel
sowie im sich entwickelnden Skelettmuskel exprimiBas kardiale Troponin T-
Gen (TNNT2) besteht aus 17 kb genomischer DNA. ¥éngE kodieren die
Herzmuskel-Isoform des Proteins, welche aus 288nAsiiuren besteht. Das
kardiale Troponin T besitzt zwei Hauptbindungsdoergndie NH2-terminale
Doméne, welche mit Tropomyosin interagiert und @@0OH-terminale Domaéne,
welche an Tropomyosin, Troponin C und Troponinddat. Weniger als 5 - 10
% der HCM-Patienten zeigen in Screenings eine Mutatm TNNT2-Gen
(MARON et al, 1979). Meistens handelt es sich hierbei um Puatdtionen im
NH2- und COOH-Ende, zudem konnte eine kausale MNtuatin der
Splicingregion und eine kausale Deletionsmutatioachgewiesen werden
(FATKIN & GRAHAM, 2002; THIERFELDER et al, 1994). Troponin T-
Mutationen verursachen generell milde oder kliniscklevante Formen der
HCM (MOOLMAN et al, 1997; WATKINSet al, 1995b).

3.3.1.4. Kardiales Troponin I-Gen

Das kardiale Troponin | wird nur im Herzmuskel @rpert und besteht aus 210
Aminosauren, die durch acht Exons der 6,2 kb larigA kodiert werden. Das
kardiale Troponin | besitzt eine inhibierende Reaegiavobei bei niedrigen
Kalziumkonzentrationen die Kontraktion durch einenkinung der Actomyosin-
ATPase unterbunden wird. Vermehrte Bindung von ikéeth Troponin | an das
dinne Filament fuhrt ebenfalls zu einer Hemmung Kientraktion. Wenn die
inhibierende Region dieses herzspezifischen Pt@n den Troponin C-
Kalzium-Komplex bindet, kommt es zu einer Aktin-Myo-Interaktion und

somit zur Kontraktion. Mehr proximal am Protein ibden sich zudem eine
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Aktin-Tropomyosin-Bindungsstelle und eine zweiteofonin C-Binderegion.
Troponin | bildet ein antiparalleles Dimer mit Tapn C. Nur weniger als 5 %
der humanen HCM werden durch eine Mutation desi&i@m Troponin I-Gens
(TNNI3) hervorgerufen. Bei den bereits fir die HGMdrantwortlich gemachten
Mutationen handelt es sich zumeist um PunktmutehonZwei kausale
Mutationen konnten in der inhibierenden Region lskert werden (DOOLANet
al., 2005; FATKIN & GRAHAM, 2002; KIMURAEet al, 1997; MARONZet al,
1979; MOGENSENet al, 2004).

3.3.1.5. Kardiales Troponin C-Gen

Troponin C kommt einerseits als spezifische IsofaofmHerzmuskel vor. Eine
zweite Isoform ist im Skelettmuskel prasent. Dasdigde Troponin C-Gen
(TNNC1) kodiert die im Herzmuskel und im langsam nkahierenden
Skelettmuskel (rote Fasern) vorhandene Isoform. Kadiale Troponin C-Gen
besteht aus 161 Aminosauren und wird von 3 kb gesadrar DNA, die sechs
Exons enthalt, kodiert. Durch die Bindung diesestdns mit C&" wird eine
Konformationsanderung im Troponin-Tropomyosin-Koexlerzeugt, welche
zur Muskelkontraktion fuhrt (FATKIN & GRAHAM, 2002)Bisher konnte nur
eine HCM-assoziierte Mutation in diesem Gen gefanderden, wobei es sich
um eine Punktmutation handelt (FATKIN & GRAHAM, ZBOHOFFMANN et
al., 2001; MARONEet al, 1979).

3.3.1.6. -Tropomyosin-Gen

-Tropomyosin  wird im ventrikularen Myokardium undmi schnell
kontrahierenden Skelettmuskel (weil3e Fasern) exgrinDas TPM1 besteht aus
15 Exons, wobei mehrere Isoformen dieses Gens daltemierendes Splicing
existieren. Funf Exons sind in allenTropomyosin-Transkripten vorhanden,
wahrend zehn Exons variabel in unterschiedlicheweében prasent sind. Die
kardiale -Tropomyosin-lsoform besteht aus 284 Aminosaurea,ddirch zehn
Exons kodiert werden.-Tropomyosin besitzt zwei Bindungsstellen fur Tropo
T, wobei sich eine kalziumsensitiv und die andeohtrkalziumsensitiv verhalt.
Sechs HCM verursachende Punktmutationen konntdrebisn -Tropomyosin-
Gen (TPM1) bei HCM-Patienten identifiziert werd&rei davon sind in dem flr
die kalziumsensitive Troponin T-Bindungsstelle levdnden DNA-Abschnitt
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lokalisiert (FATKIN & GRAHAM, 2002; MARONet al, 1979; THIERFELDER
et al, 1994).

3.3.1.7. Regulatorisches Myosinleichtketten-Gen

Die leichten Ketten (MLC) gehoren zu einer Uberfieniler kalziumbindenden
Proteine. lhre Kalziumbindestelle besitzt einenzggdken Helix-Schleifen-Helix-
Aufbau. Im Herzmuskel kommen zwei Isoformen dieBesteins vor. Die so
genannte langsame Isoform befindet sich im Ventriked im langsam
kontrahierenden rotfaserigen Skelettmuskel, wahiirdschnellere Isoform im
atrialen Myokardium prasent ist. Das regulatorisdfigosinleichtketten-Gen
(MYL2) kodiert die langsame Isoform mit 166 Aminosén und besteht aus
sieben Exons. Bei circa 1 % der gescreenten HCM#Rbtpn in verschiedenen
Studien spielt eine Mutation in diesem Gen eineské Rolle (FATKIN &
GRAHAM, 2002; FLAVIGNY et al, 1998; KABAEVA et al, 2002; MARONet
al., 1979; POETTERt al, 1996).

3.3.1.8. Essentielles Myosinleichtketten-Gen

Im Herzmuskel kommen zwei Isoformen der essentidiie.C vor. Die MLC-1-
Isoform wird im ventrikularen Myokard und im rotEgen langsam
kontrahierenden Skelettmuskel exprimiert. Das dsdkn Myosinleichtketten-
Gen (MYL3) besteht aus sieben Exons, wovon sechsada 195 Aminoséuren
zusammengesetzte Protein kodieren. Bisher konnterzwei Punktmutationen
fur die HCM in diesem Gen verantwortlich gemachtrdes (FATKIN &
GRAHAM, 2002; MARONet al, 1979; POETTERet al, 1996).

3.3.1.9. Kardiales Aktin-Gen

Im humanen Genom kommen 20 verschiedene Aktingeme Aber nur vier
Aktinisoformen sind in der Herzmuskulatur, in déefttmuskulatur und in der
glatten Muskulatur anzutreffen. Die Herz- und Skeleskel-Aktinisoformen
sind beide sowohl im Herzmuskel als auch im Skeleskel prasent. Das so
genannte ,-sceletal actin® ist die pradominante Isoform im beyonalen
Herzmuskel und wird im adulten Herzmuskel heruetgutiert. Das kardiale
Aktin-Gen (ACTC) besteht aus sechs Exons, welche Riotein aus 375
Aminosauren kodieren. Das NH2-Ende des kardialentindk bildet die
Bindungsstelle fir die Myosin-Querbricken-Bindubgs COOH-Ende dagegen
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dient als Bindungsstelle fur-Aktinin und Dystrophin. (FATKIN & GRAHAM,
2002; MARONet al, 1979; OLSONet al, 2000).

3.3.1.10. Titin-Gen

Titin stellt mit 3 kDa das grof3te bekannte Polymedar. Es nimmt einen Anteil
von 10 % in der quergestreiften Muskulatur der ®eraten ein. Titin erstreckt
sich Uber die Hélfte des Sarkomers von der Z- zuBaide. Ein dehnbarer
Abschnitt des Titins befindet sich innerhalb déBarde, wahrend ein steiferer
Teil innerhalb der A-Bande liegt. 90 % des Titinserden von 289
Immunglobulin- und Fibronektindomanen umschlosstns gewebespezifisch
exprimierten  Titinisoformen  resultieren unterschidte Grade von
Gewebeelastizitat. Bisher konnte eine Mutation iminiGen (TTN) in der
Binderegion mit der Z-Scheibe identifiziert werdemd mit der HCM in
Verbindung gebracht werden, wobei diese Mutatian Biindungsfahigkeit des
Titins an -Aktinin steigert (FATKIN & GRAHAM, 2002; HAYASHI et al,
2004; SATOHet al, 1999).

3.3.2. Z-Scheiben-assoziierte hypertrophe Kardiomymathie

Im Folgenden werden die Kandidatengene, die Pretéar Z-Scheibe kodieren,

abgehandelt.

3.3.2.1. Kardiales Muskel-LIM-Protein-Gen

Kardiales Muskel-LIM-Protein (MLP) wird im Herzmuskund im rotfaserigen
Skelettmuskel exprimiert. Dieses Protein besitz¢izmtM-Domanen, welche als
sehr cysteinreiche Strukturen mit zwei Zinkfingdyaschrieben werden. Das
MLP kommt im embryonalen Herz vor und tragt zur f&ié&€nzierung des
Muskelgewebes bei. Gleichzeitig dient das MLP aleriGt zwischen den
zytoskelettalen Aktinfilamenten und den Costamenii@xen. Die erste LIM-
Doméne interagiert mit den myofibrillaren Bindungsinen -Aktinin und
.Nebulin-related-anchoring protein“ (N-RAP), wahdedie zweite LIM-Domane
mit den Aktinflamenten und dem Spektrin in Verhimg steht. Das kardiale
Muskel-LIM-Protein-Gen (CSRP3) besteht aus 4 Examelche das aus 194
Aminosauren zusammengesetzte Protein kodieren. eBiskonnten vier
Punktmutationen im Bereich der LIM-1-Domé&ne bei iétdgen mit HCM
gefunden werden. Laut Studien fliihren Mutationeriesem Bereich zu einer
herabgesetzten Bindungsaktivitdat des MLP miAktinin und N-RAP. Die
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Patienten in den Studien zeigten eine typische Bwtnsche septale
Hypertrophie (BOet al, 2007; BOSet al, 2006; FATKIN & GRAHAM, 2002;
GEHMLICH et al, 2004; GEIERet al, 2003).

3.3.2.2. Telethonin-Gen

Telethonin (Tcap) ist ein 19 kDa Protein mit 128 iAoséuren, das von TCAP
mit zwei Exons kodiert wird. Es spielt eine Rollei lWer Sarkomergenese im
quergestreiften Muskel. Tcap weist eine Art inn&gmmetrie auf und kann
dadurch an die N-terminalen Domé&nen zweier Titinldltle binden. AuRerdem
interagiert es mit Calsarcin-2 und Calsarcin-3.hBrskonnten fiinf Mutationen
im Telethonin-Gen (TCAP) mit der HCM assoziiert den (BOSet al, 2007;
BOSet al, 2006; EXPASY, 2007; HAYASHEt al, 2004).

3.3.2.3. LIM-domain-binding-3-Gen

Das vom LIM-domain-binding-3-Gen (LDB3) kodierteNMidomain-binding-3-
Protein (offizielle HUGO-Nomenklatur) wird auch alen ZASP kodiertes ,Z-
band-associated-alternatively-spliced-PDZ-motiftBird bezeichnet und
fungiert als Bestandteil des Z-Scheiben-Kompleksskommt hauptsachlich im
Myokard und im Skelettmuskel vor, wurde aber aus=m®arim Gehirn und in der
Plazenta detektiert. Mit seinen LIM-Doméanen intézggdieses Protein, welches
in sechs Isoformen vorkommt, mit verschiedenen R$dermen und der C-
terminalen Region des Aktinins. Das LIM-domain-bimgd3-Protein besitzt ein
Molekulargewicht von 77 kDa und besteht aus 727 maséuren, die durch 13
Exons des LDB3 kodiert werden (HUBBARE& al, 2007; UNIPROT, 2007).
Funf von sechs HCM-Patienten mit Mutationen im LD&S3gten in einer Studie
eine sigmoidale HCM, wéhrend bei einer Mutationsfoeine apikale HCM
ausgepragt war (THEIS&t al, 2006).

3.3.2.4. -Aktinin-Gen

-Aktinin ist ein weiteres im Z-Scheiben-Komplex olviertes Protein mit einem
molekularen Gewicht von 103 kDa. Es kommt sowohIMiyokard als auch im
Herzmuskel vor. Das-Aktinin-Gen (ACTN2) besitzt 21 Exons, welche di@48
Aminosauren des 4883 bp lange#ktinin-Transkripts kodieren (HUBBARI2t
al., 2007; UNIPROT, 2007). Bisher konnten drei Punkatianen, die zu einem
Aminosaurenaustausch innerhalb des ACTN2 (G1118W5™M4 R759T) fuhren,
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mit der Pathogenese einer sigmoidalen HCM in Vehony gebracht werden
(THEIS et al, 2006).

3.3.2.5. Vinculin/Metavinculin-Gen

VCL liegt auf dem Chromosom 10¢g22.1-g23 und entl2&lt Exons, die ein
ubiquitar im Skelettmuskel vorkommendes Protein mit33 Aminosauren
kodieren (MOISEYEVAet al, 1993). Es kommen drei Isoformen des Proteins
Vinculin vor, wobei durch alternatives Splicing die den Herzmuskel und die
glatte Muskulatur spezifische Isoform Metavincuti@rvorgebracht wird, welche
zusatzliche 68 Aminosauren enthélt (BELK#t al, 1988b; KOTELIANSKY et
al., 1992). Beide Formen, Vinculin und Metavinculimd zwischen derisci
intercalati und den Costameren lokalisiert und fungieren &dwdungsproteine
der Disci intercalatiund der Aktinfilamente (BELKINet al, 1988a). Ihnen wird
auch eine wichtige Rolle fiir die Beschaffenheit Aeimorphologie und fir die
Lokomotion zugesprochen (HUBBARBt al, 2007; UNIPROT, 2007). Bisher
konnten zwei Punktmutationen im Vinculin/MetavinouGen (VCL), R975W
im Metavinculin- und L277M im Vinculin-Gen, mit détCM assoziiert werden
(THEIS et al, 2006; VASILEet al, 2006).

3.3.2.6. Myozenin 2-Gen

Myozenin 2 ist auch unter dem Namen Calsarcin 1-1LC$8ekannt und ist
Bestandteil des Z-Scheiben-Proteinkomplexes. EQ imrHerzmuskel sowie im
Skelettmuskel exprimiert. Myozenine dienen intrhgal der Verbindung von Z-
Scheiben-Proteinen wie-Aktinin, -Filamin, Tcap sowie LBD3/ZASP und
spielen eine wichtige Rolle bei der Modulation vdtalzineurinsignalen.
Zusatzlich soll dieses Protein die Myofibrillogeaekeeinflussen. Bei HCM-
Patienten, die keine Mutationen in den bisher getgan Sarkomergenen
aufwiesen, sollte in einer Studie das kausale GetelsLinkage-Analyse und
anschlieRender Sequenzierung gefunden werden. rifgrofiinf ,Short tandem
repeats” (STRs) auf der Chromosomenregion 4q26ggotypisiert werden,
welche das Z-Scheiben-Protein Myozenin 2 umfasstBer maximale

Logarithmus des ,,O0dds Score” ergab hierbei einemt\Wen 2,03 bei P < 0,05.
Bei allen zehn HCM-Patienten einer Familie konnte der nachfolgenden
Sequenzanalyse eine Punktmutation (S48P) im MyazénGen (MYOZ2)

ausfindig gemacht werden. Bei vier klinisch unalliign Familienmitgliedern
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und 658 Probanden der Kontrollgruppe war dieselb@talbn nicht

nachzuweisen. Um die Frequenz von MYOZ2-MutatiobenHCM-Patienten zu
bestimmen, wurde das MYOZ2-Gen bei 516 HCM-Patresequenziert. Dabei
konnte bei einem Patienten eine weitere Punktnautgi246M) im selben Gen
detektiert werden, die bei keinem Probanden dertigdgruppe vorkam (OSIO
et al, 2007).

3.3.3. Kalziummetabolismus-assoziierte hypertrophEardiomyopathie

In der Herzmuskelzelle spielen €aund die an der Kalzium-induzierten-
Kalziumausschiittung beteiligten Proteine eine gieB8ke bei den Ablaufen der
Reizbildung bis zur Kontraktion. Bei anderen Kardimpathien konnten bereits
ursachliche Defektgene der am Kalziummetabolismeteilgten Proteine
gefunden werden. Der Kalziummetabolismus ist vdmedauch ein grof3es neues
Interessensgebiet in der HCM-Forschung. Somit lemim der letzten Dekade
mehrere Mutationen im Zusammenhang mit dem myo&kmdi Kalzium-
metabolismus fur bestimmte HCM-Formen verantwdrtligemacht werden
(BOSet al, 2007; TSOUTSMANEt al, 2006b).

3.3.3.1. Phospholamban-Gen

Phospholamban ist ein wichtiges Protein im Kalzitofiwechsel, welches die
C&*-ATPase (SERCA2a) des sarkoplasmatischen Retiku([@R$ hemmt. Die
SERCAZ2a ist dafiir zustandig, €aaus dem Zytosol zu entfernen (siehe
Abbildung 4). Phospholamban spielt eine wichtigell®Ram Ablauf der
Kontraktion und Relaxation. Das Phospholamban-GBhN] enthélt zwei
Exons. Die Translationslange betragt 2001 bp ursdTatanskript besteht aus 52
Aminosauren (HUBBARDet al, 2007; UNIPROT, 2007). Im PLN konnten
bisher zwei Punktmutationen mit der HCM assoziwdrden, einerseits die
Punktmutation A77G in der Promotorregion des Pldie in neonatalen
Rattenkardiomyozyten eine Steigerung der der Proraktivitat im PLN
herbeifiihrte. Andererseits die Punktmutation C4@@,bei einem Patienten fur
eine benigne apikale HCM verantwortlich gemachtdeufMEDIN et al, 2007;
MINAMISAWA et al, 2003).

3.3.3.2. Kardiales Ryanodinrezeptor-Gen

Der kardiale Ryanodinrezeptor ist ein Multi-Passabeanprotein. Wahrend des

Aktionspotentials steigt durch direktem Einstromnv8&* in die Zelle tber
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spannungsabhangige L-Type-Kandle und zu einem ggen Teil Uber
Na'/Ca*-Kanale der Gehalt des [E&. Dieser Einstrom von Galést wiederum
eine Ausschiittung von €aaus dem SR iiber Ryanodin- und Inositol-1, 4, 5-
Triphosphat-Rezeptoren aus. Aus alternativem Swligehen zwei Isoformen
dieses Proteins hervor (HUBBAR& al, 2007; UNIPROT, 2007). Im Jahr 2006
konnten erstmals Mutationen im Kkardialen Ryanodieptor-Gen (RyR2)
nachgewiesen werden, die bei den betroffenen Ratieeine HCM-Form mit
massiver Hypertrophie und Arrhythmien hervorriefEdJINO et al, 2006). Das
RyR2 besitzt 105 Exons, die Lange des Transkrippoodukts betragt 14865 bp
genomische DNA. Dadurch wird ein Polypeptid von 4%&minosauren kodiert
(BOS et al, 2007; FATKIN & GRAHAM, 2002; HUBBARDet al, 2007;
UNIPROT, 2007).

3.3.3.3. Junctophilin 2-Gen
Das Junctophilin Typ 2-Protein, welches durch dasctbphilin 2-Gen (JPH2)

kodiert ~wird, gehért zur Junctophilin-Familie  der unktionalen
Membrankomplexproteine und dient der StabilisieruBg tragt dazu bei, die
Plasmamembran und das SR zu verankern. JunctapluBsitzen so genannte
»,multiple membrane occupation and recognition neRosnénen“ (MORN) und
eine SR-Transmembrandomane, die den richtigere®ischen Diadenspalt, den
transversen Tubuli und dem SR erlauben (NIgH&l, 2000; TAKESHIMA et
al., 2000). Zudem spielt es eine essentielle Rolle dexi Entwicklung des
Herzmuskels (ROTTBAUERet al, 2001). Junctophilin 2 kommt sowohl im
Herz- als auch im Skelettmuskel vor. JPH2 bestelt avei Exons mit einer
Transkriptlange von 2408 bp genomischer DNA, woeanit Polypeptid von 129
Aminosauren kodiert wird (HUBBARDet al, 2007; UNIPROT, 2007). In
Genexpressionsstudien bei Knock-in-Mausen war JstRhl bei der DCM als
auch bei der HCM herunterreguliert und wurde saatstneues Kandidatengen
herangezogen (MINAMISAWAet al, 2004). Bisher konnten finf kausale
Punktmutationen bei Patienten mit HCM im JPH2 eckteverden: S101R,
Y141H, S165F, R436C und G505S (B@§E al, 2007; LANDSTROMet al,
2007; MATSUSHITAet al, 2007).
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3.3.4. Metabolische hypertrophe Kardiomyopathie

Die meisten Gene, die an der Pathogenese der HGMligme sind, kodieren
Proteine, die sehr herzmuskelspezifisch sind. Bead 3 % der HCM-Patienten
kann in den Genen der kontraktilen Proteine keinetjscher Defekt gefunden
werden. In Kandidatengenstudien wird oft die Hygsth aufgestellt, dass ein
jeweiliges Gen als Kandidatengen auch deshalb agd=kommen kdnnte, well
das kodierte Protein im Herzmuskel exprimiert wigkit kurzem werden auch
Gendefekte, die mit der Energiehomdéostase im Heskeluassoziiert sind, als
eine weitere Ursache von Herzmuskelhypertrophieeselgen. Diese werden
neuerdings in die Gruppe der zur metabolischen HiGMenden Gendefekte
eingestuft. Bei dieser Form der HCM treten histdoly weder gestorte
Myozytenanordnung noch interstitielle Fibrose aafdern sie kann durch eine
ausgepragte Ausbildung von mit Glykogengranula lgefu Vakuolen in den
Myozyten charakterisiert werden. Im Herzultrascluydlicht diese Form jedoch
der Muskelhypertrophie einer Myofilament-HCM. Sankaeine solche Art der
Hypertrophie eine linksventrikulare Ausflusstralgtioktion hervorrufen oder
gleichzeitig als rechtsventrikulare Hypertrophieftaaten. Diese Form der
Kardiomyopathie kann die typischen Symptome eineyoffament-HCM
(Brustschmerz, Palpitationen, Synkopen) hervorrufiereiner Studie mit HCM-
Patienten, die keine Sarkomermutation aufwiesennt® bei immerhin 46 %
eine PRKAG2 oder LAMP2-Mutation nachgewiesen werdén HCM-
Populationen beherbergen circa 4 - 12 % der Patiegine Mutation in Genen,
die eine Glykogenspeicherkrankheit hervorrufen.dkr ,Framingham Heart
Study* konnte die Lipidspeichererkrankung ,MorbusabRy/” fir die
linksventrikulare Hypertrophie eines Patienten mes@rtlich gemacht werden.
Zudem fuhren auch Mutationen in mitochondrial koie t-RNAs, der ATP-
Synthase und im Cytochrom B zu verschiedenen Symeinp wie das ,Kearns-
Sayre-Syndrom*, die stets von einer Hypertrophis d& begleitet werden
(ARAD et al, 2002a; BLAIRet al, 2001; HO & SEIDMAN, 2006; MORIT Aet
al., 2006).

3.3.4.1. ,-regulatorische Untereinheit der AMP-aktivierten Proteinkinase

Die ,-regulatorische Untereinheit der AMP-aktivierteroteinkinase (AMPK)
ist ein Heterotrimer, welches eine katalytische) iInd zwei regulatorische {

und -) Untereinheiten besitzt. DieUntereinheit kommt in drei Isoformen vor
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(1, 2, 3), welche in Lange und Gewebeexpression variieBda. - und -
Untereinheiten treten jeweils ebenfalls in zwei nigoen auf, wobei alle
erwahnten Isomere im Herzmuskel exprimiert werd®as Gen der »-
regulatorischen Untereinheit der AMP-aktiviertenoteéinkinase (PRKAG?2)
besitzt eine Transkriptionslange von > 280 kb gesoher DNA. Das PRKAG2
kommt in zwei Isoformen vor: PRKAG2a, welches m# Exons ein kirzeres
Transkript von 352 und 328 Aminosauren kodiert BRKAG2b, welches mit
16 Exons ein langeres Transkript von 569 Aminoséweeugt. Das AMPK-
Protein besteht primar aus vier hintereinander eotign Cytathionin-
Synthetase-Domanen (CBS). Es fungiert als metatb@rsSensor in den Zellen,
wobei es bei einem Erschopfungszustand von ATPiegagnd diverse andere
intrazellulare Systeme reguliert, die ATP erzeug@aeim Nichtvorhandensein
von metabolischem Stress wird die AMPK-Aktivitat rvo einer
autoinhibitorischen Region in derUntereinheit unterdriickt. Steigende ATP-
Levels aktivieren die AMPK durch Interaktion zwischder autoinhibitorischen
Region und der -Untereinheit und gleichzeitig wird die UpstreanmKse,
AMPKK aktiviert. Neben der Proteinkinaseaktivitdblls AMPK auf die
Transkription regulierend wirken (SAL&t al, 1998).Mutationen im PRKAG2
fuhren zu einer Erh6hung der AMPK-Aktivitdt und ulieren in einer
Glykogenspeicherung im Herzmuskel, die einer HCMritypisch &hnlich ist.
Bisher konnten sieben Mutationen, davon sechs Punkhd eine
Insertionsmutation mit dieser Art von Glykogenspeikardiomyopathie, die
sich mit einer in der Echographie darstellbarenétypphie des Herzmuskels in
Verbindung mit Arrhythmien oder Leitungsblocks &uf3eassoziiert werden
(ARAD et al, 2002a; ARADet al, 2005; ARADet al, 2002b; BLAIR et al,
2001; FATKIN & GRAHAM, 2002; GOLLOBet al, 2001; OLIVEIRA et al,
2003).

3.3.4.2. Lysosom-assoziiertes Membranprotein 2-Gen

Das Lysosom-assoziierte Membranprotein 2 fungide Blembranprotein,
welches die lysosomale Membran vor Autodigestiohist und die saure
Umgebung der Lysosomen aufrecht halt. Wenn es auf Zklloberflache
(Plasmamembran) exprimiert wird, tragt es zur Adivésler Zellkomponenten
bei und dient der inter- und intrazellularen Sigih@rtragung. Das Protein besitzt
einen kleinen zytoplasmatischen Auslaufer, der en dezeptorvermittelten
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lysosomalen Uptake involviert ist und eine grol3&osominterne Doméne, mit
stark glykosyliertem Anteil. Vom Lysosom-assoziggrtMembranprotein 2-Gen
(LAMP2) sind zwei Isoformen bekannt, LAMP2a und LAR®b. Die Isoform
LAMP2a wird sehr stark in Plazenta, Lunge und Lelemiger stark in Pankreas
und Nieren und sehr wenig in Gehirn und Skelettraugikprimiert, wahrend
LAMP2b sehr stark im Skelettmuskel ausgebildet witdMP2 besitzt zwei
Exons, die zwei isomere Transkripte mit circa 18§%® genomischer DNA
erzeugen, welche ein Polypeptid von 410 Aminosawkedieren. LAMP2-
Mutationen verursachen typischerweise ,Danon’s &8s&, ebenfalls bekannt als
Glykogenspeichererkrankung 2B (GSD2B). Sie wirdcueine X-Chromosom-
gekoppelte Defizienz des ,lysosome associated memebprotein 2“ ausgelost
und prasentiert sich mit einem multisystemischerkrakungsbild. Letzteres
wird durch neuromuskulére Defizite, zentralnerv8s@rungen, abnorme Leber-
und Nierenfunktion und vakuolare kardiale Hypertrepgekennzeichnet. Jedoch
ist ein primares Erscheinungsbild einer Kardiomybjga ebenfalls mdglich.
Patienten, die eine LAMP2-Mutation hatten, zeigten Herzultraschall eine
massive konzentrische Hypertrophie und die typiscBgmptome einer HCM
(Brustschmerz, Palpitationen, Synkopen, Herzversagel Herzstillstand) traten
bereits in der Adoleszenz im Alter von 8 bis 15r@ahauf (ARADet al, 2005;
BALMER et al, 2005; CHARRONet al, 2002; LACOSTE-COLLINet al,
2002; NISHINOet al, 2000; SUGIEet al, 2002).

3.3.4.3. Frataxin-Gen

Frataxin ist ein mitochondriales Protein und nimimt Zellmetabolismus eine
antiapoptotische Rolle ein. Es schitzt die Zelelem es durch mitochondriale
Eisendetoxifikation einer oxidativen Schadigungbeargt (GAKHet al, 2006).
Die Expression von Frataxin erfolgt im Herz, in gesripheren Blutlymphozyten
und in dermalen Fibroblasten. Mutationen im Frate@en (FXN) fuhren zu
einer Erkrankung namens ,Friedreich-Ataxie”, welelosomal rezessiv vererbt
wird und zu einer Defizienz von Frataxin fihrt. ztendlich fuhrt die
.Friedreich-Ataxie” wie auch andere mitochondria@éendefekte zu einer
myokardialen Hypertrophie und zu einer Degeneraties Nervengewebes (LEV
et al, 2004). Gewohnlich manifestiert sich diese Erkrarnk bereits in der
Kindheit und wird durch unkoordinierte GliedmalRenbgung, Dysarthrie,
Nystagmus, verminderte oder ausfallende ZehenmeflBabinski-ZeichenPes
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cavus und Hammerzehen gekennzeichnet. Eine myokardigieettrophie ist
meistens vorhanden und die betroffenen Patientesterben in der Regel an
Herzversagen (ALPER & NARAYANAN, 2003). Bei den rsn Patienten
kommt es durch eine Ausbreitung von ,GAA-Tripletfeats” im ersten Intron
zu dieser Erkrankung, aber bei wenigen Fallen wantsh eine Mutation in der
kodierenden Region gefunden. FXN hat vier kodieeerfeixons und die
Transkriptlange betragt 2608 bp genomische DNA.UDetd wird ein Polypeptid
mit 210 Aminosauren kodiert. In einer Studie wudie Hypothese aufgestellt,
dass eine heterozygote FXN-Mutation entweder eBa@komer-HCM ahnelt
oder eine vorhandene Sarkomer-HCM modifizieren kMOLKENTIN et al,
1998; OLSON & MOLKENTIN, 1999; VAN DRIESEt al, 2005).

3.3.4.4. -Galaktosidase A-Gen

Die -Galaktosidase ist ein Enzym, welches diB-glykosidische Bindung der
so genannten Glykosphingolipide durch Hydrolysenimint reduzierenden -D-
Galaktoseresten spaltet, die somit abgebaut wekdenen. Das Enzym kommt
in den Lysosomen vor. DasGalaktosidase A-Gen (GLA) besitzt sieben Exons
und 1350 bp genomische DNA. Das dadurch kodierteym@nbesteht aus 429
Aminosauren. Durch Mutationen im GLA entsteht eigamismusweiter Mangel
an -Galaktosidase, der zu dem Krankheitsbild des ,Merb-abry“, einer
Lipidspeichererkrankung fuhrt. Dabei kommt es zumeei Anreicherung der
Glykosphingolipide im Plasma und in den zellulatgsosomen, was schliellich
zum Tod der Zelle fuhrt. Dieser Erbfehler wird Xrolmosomal vererbt. Die
Erberkrankung tritt daher bei mannlichen Patienteneinem schlimmeren
Ausmald auf. Sie zeigen charakteristische HautlasiofAngiokeratome) und
Herzmuskelhypertrophie. Der Tod resultiert schiefil aus Herz- oder
Nierenversagen, zerebralen Hypertensionskrisen oderaskularen
Komplikationen. Heterozygote Frauen zeigen die &mwkung in einer
abgeschwachten Form. Eine GLA-Mutation war im Rafmrder ,Framingham
Heart Study” bei der Untersuchung von 50 Patieméreiner linksventrikularen
Hypertrophie von > 13 mm bei einem Patienten (2fd)den HCM-Phanotyp
verantwortlich (HUBBARD et al, 2007; MORITA et al, 2006; UNIPROT,
2007).
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3.3.4.5 -1,4-Glukosidase-Gen

Ein weiteres lysosomales Enzym, welches durch MNartah zu einer
Glykogenspeicherkrankheit Typ 1l namens ,Pompe-&nkung” fuhrt, ist die -
1,4-Glukosidase. Sie ist im Lysosom fur den Abbaun Glykogen zu Glukose
zustandig. Das-1,4-Glukosidase-Gen (GAA) besitzt 19 Exons unacegt eine
Transkriptlange von 2859 bp (HUBBAREX al, 2007; UNIPROT, 2007). Bei
der ,Pompe-Erkrankung” zeigt dieses Enzym eine wadlerte Aktivitat oder
fehlt vollig. So lagert sich Glykogen in den Lysasen der Muskelzellen und in
der Leber ab. Diese Erkrankung hat ein breitesddives Spektrum, was sich vor
allem in muskularer Hypotonie &auf3ert, jedoch ensiet zumeist im ersten
Lebensjahr tédlich aufgrund des durch myokardiaygéttrophie hervorgerufen
Linksherzversagens oder durch Aussetzen der Atekutatar. Eine
Aneurysmabildung durch Glykogeneinlagerungen in @efal3muskulatur kann
zu einem plotzlichen Tod fiihren. Bisher konnten MQOtationen mit dieser
Erkrankung assoziiert werden. Jedoch konnten irti@ahen Screening-Studien
bei Patienten, die nur eine HCM vorwiesen, keineAQWutationen gefunden
werden (ARADet al, 2005; MOLKENTINet al, 1998).

3.3.4.6. Protein-Tyrosinphosphatase-SHP-2-Gen

Mutationen im Protein-Tyrosinphosphatase-SHP-2-@G€PN11) gelten bei 30
% der Patienten mit dem ,Noonan- und dem LEOPARDeBym* als Ursache
der Erkrankung mit autosomal dominantem Vererbungsen. Klassische
Symptome ergeben sich aus dem Wort LEOPARé&ntigo ohne Beteiligung der
Schleimhaute, Erregungsleitungsstérungen, Okularer  Hypertelorismus,
PulmonalstenoseAbnormalitaten der GenitalierRetardation des Wachstums
und Deafness (Taubheit). Die kardialen Missbildungeniddean sich nicht nur
auf die Pulmonalklappe, sondern gehen bei einenfdsi@loder Patienten mit
einer linksventrikularen Hypertrophie einher. Da &enetranz dieses Syndroms
sehr variabel ist, wird bei manchen Patienten aft aine linksventrikulare
Hypertrophie beobachtet und falschlicher WeisdHI#1 diagnostiziert. In einer
Studie sollte evaluiert werden, ob PTPN11-Mutatiohei einer Kohorte von
250 HCM-Patienten (davon 200 ohne Mutationen ink&aergenen) in
Abwesenheit des ,Noonan/LEOPARD-Syndroms* vorkomntes konnte keine
PTPN11-Mutation in dieser Studie als Ursache deokasdialen Hypertrophie
identifiziert werden (LIMONGELLIet al, 2006).
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3.3.4.7. Mitochondriale Gene

Defekte in der mitochondrialen Atmungskette in demdialen Myozyten sind
eine weitere Ursache, die zu einer markanten Hygyarie des Herzmuskels und
letztendlich zum Herzversagen fuhren kann. Bisheonnken einige
Punktmutationen in spezifischen mitochondrialen €ehei Kindern mit vorher
ungeklarter Ursache der HCM gefunden werden. Belispvaren die Gene, die
Komplexe der Atmungskette kodieren (Komplex I-V,3au Komplex 1l und
Cytochrom B). Jedoch kamen diese Mutationen nichteinem isolierten
kardialen Geschehen vor (MARIN-GARCIét al, 1997; MARIN-GARCIA et
al., 2000). Im Rahmen der ,Framingham Heart Study“dear 11 Varianten in
mitochondrialen Genen (t-RNA-Gene, r-RNA-Gene, A3¥hthetase-6-Gen,
ATP-Sythetase-8-Gen und Cytochrom-B-Gen) bei 50 ieR@n mit
linksventrikularer Hypertrophie gefunden. Da keingieser Patienten eine
Mutation in anderen HCM verursachenden Genen agfwverde die Hypothese
aufgestellt, dass diese mitochondrialen GendefdidgeUrsache der kardialen
Hypertrophie waren. In einer Folgestudie wurde ggddewiesen, dass diese
neuen Sequenzvarianten bei 60 zuféllig aus derchmtadrialen Gendatenbank
ausgewahlten Individuen ebenfalls vorkamen. Somitde widerlegt, dass die
linksventrikulare Hypertrophie der Probanden in gaamingham Heart Study”
aus den in derselben Studie gefundenen Polymorghisrasultiert. In einer
zweiten Folgestudie konnte gezeigt werden, dagddlidier und Geschwister der
.Framingham Heart Study“-Teilnehmer dieselben Sequarianten aufwiesen
und nur eine Testperson davon zeigte eine linkskeitdire Hypertrophie des
Herzmuskels (MORITAet al, 2006).

3.3.5. Neuer Genlokus auf Chromosom 7

Bei vier Generationen einer Familie mit autosomamuhant auftretender
linksventrikularer Hypertrophie und Histopatholdggéunden ohne einer
gestdrten Faseranordnung und interstitieller Fidarosurde eine genomweite
Linkage-Analyse durchgefiihrt, um auf neue UrsaaearHCM zu stof3en. Beim
direkten Sequenzieren der Sarkomergene und fUGlyleogenspeicherkrankheit
verantwortlichen Gene konnten keine Mutationen ftifierert werden. Nun

wurde eine Linkage-Analyse unter Verwendung von $¥& Chromosom 1 bis
22 durchgefihrt, um den Genlokus der Erkrankungdeutifizieren. Es wurde

ein ,Maximum LOD score” von 4,11 auf dem Lokus DBS&rreicht. Durch die
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Kopplungsanalyse konnten neun Gene identifiziertdesm, die sich im kritischen
Intervall befanden: SEC61G -Untereinheit des Protein-Transportprotein
SEC61), FKBP9 (FK506-bindendes Protein 9), PHKGho@phorylasekinase
1), POM121 (,nuclear pore membrane protein 121'BLZ (,transducin ()-
like 2 isoform 1Y), WBSCR18 (,Wililams Beuren Symine*-
Chromosomenregion 18), TMPIT (Tumornekrosefaktor-induziertes
Transmembranprotein), POMZP3 (,nuclear pore men@namtein Ap3*) und
GNAI1 ( -Untereinheit des Guanin-Nucleotid-bindenden Prot&i(i)). Diese
wurden anhand der Basis ihres Expressionsprofild iumer Funktion als
maogliche potentielle Kandidatengene angesehen. PpPaentiellen neun
Kandidatengene wurden schlie8lich sequenziert, esnten jedoch keine
krankheitsassoziierten Mutationen identifiziert dem. Dennoch wird vermutet,
dass im identifizierten kritischen Intervall Geniegen, die in die kontraktile
Funktion des Herzmuskels oder in den Glukosestaffiwel der Myozyten
involviert sind. Mit dieser Studie sollte auch gegtewerden, dass nicht alle
Formen von kardialem Remodeling und myokardialepétirophie denselben
Krankheitsursprung haben und dass mit weiteren iggdz molekularen
Techniken dem Krankheitsbild der HCM weiter naclayegen werden muss
(SONGet al, 2006).

3.3.6. Modifizierende Gene und Umwelteinfliisse

In vielen Studien Uber die humane familidre HCMdnaler Aspekt aufgegriffen,
dass es entweder sekundéare Gene gibt, die desdtliam Ph&notyp beeinflussen
oder dass Gen-zu-Gen-Interaktionen mit dem urgéchbetroffenen Gen
bestehen (DOOLAN, A.et al, 2004b; MARIAN, 2002). In diesem
Zusammenhang stellen Gene des Renin-Angiotensiosfdson-Systems
(RAAS) ein breites Forschungsgebiet dar. Eine Sddikomponente des RAAS
ist das Angiotensin converting enzyme (ACE)-Genicives bisher im Rahmen
der Forschung an einigen kardiovaskularen Erkrag&onwie Herzinfarkt,
Bluthochdruck und DCM ein grofRes wissenschaftlicheseressensgebiet
darstellt (CAMBIENet al, 1992; DOOLAN, A.et al, 2004b; LINDPAINTNER
et al, 1996; SCHUNKERTet al, 1994; ZHU et al, 2001). Das ACE-Gen
befindet sich auf Chromosom 17 und besitzt eingrrpolphe Region, in der
entweder eine Insertion oder eine Deletion eineg BB-Fragments, dem so
genannten I/D-Polymorphismus, vorkommt. Das ACE-Gpielt eine enorme
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Rolle im  Zusammenhang mit myokardialem  Wachstum  und
Blutdruckhomdostase. Obwohl in einigen Studien kisammenhang zwischen
ACE-Polymorphismus und linksventrikularer Hypertnap hergestellt werden
konnte, zeigten andere Studien eine signifikanterddation (LINDPAINTNER
et al, 1996). Letztendlich konnte gezeigt werden, dass D/D-Genotyp
signifikant mit dem plotzlichen Herztod und dem tSohreiten der myokardialen
Hypertrophie assoziiert ist. Die Assoziation zwechdem D/D-Genotyp und
plétzlichem Herztod und/oder ventrikularer Hypeptnge scheint mit dem ACE-
Spiegel im Plasma im Zusammenhang zu stehen. H&@EeSpiegel scheinen
auf die lokale ACE-Genexpression und -Aktivitat fitiss zu nehmen. Die
veranderte  ACE-Homoostase in  gleichzeitiger = Anwhsdn eines
Sarkomergendefekts konnte zu abnormalem myokandidiéachstum flhren
(DOOLAN, G. et al, 2004; TSOUTSMANet al, 2006b). Zudem wurden in der
letzten Dekade auch weitere Polymorphismen innbrlak RAAS identifiziert:
im Angiotensinogen-Gen (AGT) (BRUGADAt al, 1997; ISHANOV et al,
1997), im Angiotensin llI-Rezeptor-Typ-1-Gen (AGTRBRUGADA et al,
1997; OSTEROPet al, 1998), im Aldosteronsynthetase-Gen (CYP11B2)
(KUPARI et al, 1998) und im kardialen Chymase-Gen (CMA) (PFEUFERI,
1996). Der AGTR1-Polymorphismus wurde mit einer ér&m Angiotensin Il
Typ | Rezeptor-Responsivitat assoziiert (AMANT al, 1997; VAN GEELet
al., 1998), wahrend der CYB11B2-Polymorphismus mitdiaer Hypertrophie
bei gesunden Individuen in Verbindung gebracht wuiKlUPARI et al, 1998).
Der CMA-Polymorphismus wurde mit der HCM assozii@PFEUFERet al,
1996).

In einer Familie, in der eine MYBPC3-Mutation awiogl dominant vererbt
wurde, wurden gleichzeitiy Gene des RAAS (I/D-Patyphismus, DCP1,
CMA, AGT, CYP11B2 und AGTR1) untersucht. MutationenRAAS-Genen
waren sehr frequent und kamen auch in der gesukaetrollgruppe vor.
Dennoch wiesen Patienten mit gemeinsamem Auftreiear MYBPC3- und
einer RAAS-Mutation eine signifikant schwerwiegeralelinksventrikulare
Hypertrophie auf (ORTLEPRt al, 2002). In einer anderen Studie zeigte das
Vorhandensein des ACE-DD-Polymorphismus eindeutigeodifizierende
Wirkung auf die linksventrikulare Hypertrophie voRCM-Patienten mit
MYBPC3-Mutationen (PERKINSet al, 2005). Es wurde weiterhin bereits

belegt, dass trophische und mitotische Faktorerflusm auf den Kklinischen
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Phanotyp und den Schweregrad der Hypertrophie nehmeispiele hierfir
waren eine Hochregulierung des ,transforming grovidictor-beta 1, des
»Insulin-like growth factor-1* und des Endothelin-dvelche im Zusammenhang
mit der Ausbildung des klinischen Phanotyps gdstellerden konnten
(BRUGADA et al, 1997; HASEGAWAet al, 1996; Llet al, 1997).

Ein weiteres Interessengebiet der HCM-Forschuniif sie Fragestellung nach
dem Einfluss von Umweltfaktoren auf das KklinischesdBeinungsbild der
humanen familidren HCM dar. Umwelteinfliisse wie $parnahrung, Blutdruck
und Korpertemperatur werden als potentielle Eisflalktoren angesehen. Eine
eindeutige klinische Assoziation besteht zwischethkistungssport und dem
plotzlichen Herztod im Rahmen der HCM. 70 % der HeBktienten, die
aufgrund eines plotzlichen Herztodes sterben, waogher oder wahrenddessen
sportlich aktiv (DOOLAN, A.et al, 2004a; LIBERTHSON, 1996; MAROMNt
al., 1996b). Der genaue molekulare oder pathologiZtisammenhang mit Sport
und plétzlichem Herztod ist unbekannt, dennoch isth&n groReres Ausmald
von interstitieller Fibrose, gestorter myofibrigdir Faseranordnung und
Myozytenhypertrophie einen bedeutenden Einflussdauf plétzlichen Herztod
wahrend des Sports darzustellen (MARON, 2003). Bustere Ursache des
familiar gekoppelten plétzlichen Herztodes steifteeDysregulation des €&dar
(BAUCE et al, 2002; ELDARet al, 2003; POSTMAet al, 2002; PRIOREt al,
2001; WEHRENS & MARKS, 2003). Eine spontaneCAusschiittung aus dem
SR wahrend der Diastole endet in spaten Nachdegatli@nen (,delayed
afterdepolarizations“ = DAD). Wenn die Amplituderd®AD grof3er ist als die
des normalen Schwellenpotentials kommt es zur DRejsakion und zur
Auslésung von lebensbedrohlichen Arrhythmien (TSGWRN et al, 2006b).

3.3.7. Genotyp-Phéanotyp-Korrelation

In Genotyp-Phanotyp-Studien werden haufig die Auskie ,variable Penetranz*
und ,variable Expressivitat® genetisch bedingterkrenkungen verwendet,
welche die Korrelation zwischen Geno- und Phanobgeinflussen. Die
Penetranz einer Erkrankung beschreibt den Anteit WRatienten mit einer
kausalen Mutation, die tatséchlich Merkmale der giéigen Erkrankung
entwickeln. Von einer variablen Expressivitat higge spricht man, wenn der
Grad der Merkmalsauspragung bei unterschiedlichatiei®en mit derselben
Mutation betrachtet wird (KRAURLICH & BREM, 1997JJm das Potential
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kausaler Mutationen auf die phanotypische Expresalizuschatzen, wurden in
der Humanmedizin bezlglich der familidaren HCM bisrdiir eine limitierte
Anzahl von Mutationen verschiedener Gene GenotyjnBtyp-Studien
durchgefuhrt (CHARRONet al, 1998; EPSTEINet al, 1992; MARIAN et al,
1995a; TESSOMt al, 1998; WATKINSet al, 1995b; WATKINSet al, 1992).
Einige Faktoren wie die GrolRe der untersuchten kamidie geringe Anzahl
von Familien mit denselben Mutationen, die varigle Expressivitat innerhalb
der Familien und die geringe Frequenz der besobmeth Mutationen sowie der
Einfluss modifizierender Gene oder nicht genetisclieaktoren auf die
phanotypische Expression stellten die Limitatiomden genannter Studien dar
(MARIAN & ROBERTS, 2001). Generell wird jedoch davausgegangen, dass
Mutationen im -MHC-Gen vor allem bei jiungeren Patienten eine HCM
verursachen, welche mit schwerwiegender Hypertophnd haufigerem
Auftreten von plotzlichem Herztod im Vergleich zadaren kausalen Genen
(MYBPC3, TPM1) einhergeht (CHARROGBI al, 1998; NIIMURA et al, 1998).
Mutationen im MYBPC3 und im TPM1 werden generellt miner geringen
Penetranz, milder Hypertrophie und einer geringeridenz von plétzlichem
Herztod in Verbindung gebracht. Dennoch konntemdyisauch bei MYBPC3-
und TPM21-Mutationen maligne Formen beobachtet werdeicht zuletzt
scheinen diese durch modifizierende Faktoren vacltszu werden (ORTLEPP
et al, 2002; TSOUTSMANet al, 2006b). Auch eine Form der hypertensiven
HCM bei alteren Patienten ist mit MYBPC3-Mutationea vergesellschaften
(NIIMURA et al, 1998). Bezlglich Patienten mit Mutationen im MY&Pwird
beschrieben, dass diese erst im Erwachsenenattehl{er zwischen 30 und 40
Jahren) eine phanotypisch offensichtliche HCM eckefin konnen und die
Erkrankung somit eine altersabhéngige Penetranwegstf (MARON et al,
2001; NIIMURA et al, 1998). In einer Langzeit-Follow-up-Studie zeigtién
MYBPC3 Genotyp-positive Patienten im Alter von Uls) Jahren sogar eine
Penetranz von 100 % (KUBQet al, 2005). Eine Einschatzung des
Erkrankungsrisikos von Mutationstragern ohne lirdtgvikularer Hypertrophie
kann laut MARON und Mitarbeitern (2001) nicht gétem werden, jedoch geben
obige Ergebnisse Anlass zu engmaschigeren kardsclogn Screenings
Genotyp-positiver Individuen und derer Verwandtés ms hohe Alter, um
frihzeitig Symptome erkennen und behandeln zu k@nii&enotyp-positive

herzgesunde Individuen werden angehalten, auf ld@mthhgssport zu verzichten
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und ihren Lebensstil dem Risikofaktor ,Mutation“zaipassen (MICHEL®t al,

2007). In Tabelle 1 ist ersichtlich, in welchen @erin der Humanmedizin bis

zum heutigen Tage Mutationen, die mit der HCM inrbiledung gebracht

werden, detektiert werden konnten.

Tabelle 1: Potentielle Kandidatengene
Kardiomyopathie (HCM), modifiziert nach BOS und Btibeiter, 2007a.

fur die familiare hypgohe

Gen Lokus Protein

TTN 2924.3 Titin

MYH7 14911.2-q12 | -Myosinschwerkette

MYH6 14911.2-q12 | -Myosinschwerkette

MYL2 12923-g24.3 | Regulatorische Myosinleichtkette

MYL3 3p21.2-p21.3| Essentielle Myosinleichtkette
Sarkomer-HCM MYBPC3 | 11p11.2 Kardiales Myosin binding protein

C

TNNT2 | 1932 Kardiales Troponin T

TNNI3 19p13.4 Kardiales Troponin |

TPM1 15g22.1 -Tropomyosin

ACTC 15914 Kardiales -Aktin

LDB3 10g22.2- LIM bindende Domane 3 (alias

g23.3 ZASP)
_ CSRP3 | 11pi15.1 Muskel-LIM-Protein

Z-Scheiben-HCM | Tcap | 17q12-21.1 | Telethonin

ACTN2 | 1g42-943 -Aktinin 2

VCL 10g922.1-g23 | Vinculin/Metavinculin

MYOZ2 | 4926-q27 Myozenin 2 (Calsarcin 2)
Kalzium- RyR2 1942.1-g43 | Kardialer Ryanodinrezeptor
metabolismus- JPH2 20q12 Junctophilin-2
assoziierte-HCM | PLN 6922. Phospholamban

PRKAG2 | 79q35-936.36 | AMP-aktivierte Proteinkinase

LAMP2 | Xqg24 Lysosom-assoziiertes
Metabolische Membranprotein 2
HCM GLA Xg22 -Galaktosidase A

FXN 9913 Frataxin

3.4. Pathogenese

Im Bezug auf die Entstehung der Hypertrophie dezidaskels sind bis heute
trotz intensiver Forschung viele Fragen offen gdign. Ob die Hypertrophie
kompensatorisch, pathologisch oder aufgrund von rgwegefiziten des
Herzmuskels entsteht und welche molekularen Abl&tdéfinden, ist bis heute
liwlgehden darauf

eingegangen welche Veranderungen auf pathologisammpathohistologischer

Gegenstand intensiver Forschung. Zunachst wird

Ebene bei der HCM prasent sind.
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3.4.1. Pathologie und Pathohistologie

Die HCM wird makroskopisch durch eine generaligeader asymmetrische
linksventrikulare Hypertrophie gekennzeichnet (DA% & MCKENNA, 1995).
Ein erh6htes Herzgewicht, welches im Verhéltnis zZkdmpergewicht beurteilt
wird, stellt ein erstes typisches pathologischelzlfiir eine HCM dar. Durch die
Hypertrophie der Papillarmuskeln bei der HCM wirdasd septale
Mitralklappensegel in den linksventrikularen Ausfitrakt gezogen. Hierbei
entsteht durch ein stdndiges mechanisches Traumaaeptale Wulst (,,sigmoid
septum®) mit endokardialer Fibroseneigung auf Hdke Herzbasis, welche als
zweites wichtiges Indiz fir eine HCM herangezogeirdw(DAVIES &
MCKENNA, 1995; POMERANCE & DAVIES, 1975; SHAIt al, 1981). Bei
der Autopsie ist es wichtig, dass diese septalest\itht Gberinterpretiert wird.
Letztere liegt auch haufig bei alteren Patiente@QR et al, 1969; WALLER,
1988; WALLER & ROBERTS, 1983), bei systemischer Estpnsion oder bei
Anwesenheit einer Subaortenstenose vor (DALLDORWE.LIS, 1985; GOOR
et al, 1969). Die generalisierte Form der HCM kommt #2i% der Patienten
vor (DAVIES & MCKENNA, 1995), wobei eine Studie ptj dass diese Form
pradominant bei alteren Patienten in Erscheinutigwéhrend jingere Patienten
eher die asymmetrische Form zeigen (LITOVSKY & RQ3B98). Andere
Ultraschallstudien widersprachen dieser Tatsacleedaigs (LAl et al, 1999).
Bei 17,6 % der Patienten mit generalisierter odsmanetrischer HCM konnte
zudem eine Beteiligung der rechten Kammer nachgmmieverden (DAVIES &
MCKENNA, 1995). Die Lokalisation der asymmetrisnhdypertrophie bei der
HCM kann dennoch sehr variieren (DAVIES & MCKENNA995; WIGLE et
al., 1985), wobei einige bestimmte Lokalisationen d&mpertrophie, z. B.
mittkavitar oder apikal eher seltener sind (FALIC@Val, 1976; FIGHALI et
al., 1987; MARON et al, 1996a). Die apikale HCM hielt man flir eine
geographisch abhéngige HCM-Variante und wurde Zwstacin Japan
beschrieben (SAKAMOTCQCet al, 1976). Diese Form konnte dann aber auch
vermehrt bei Patienten westlicher Abstammung gefanderden (WEBRet al,
1990; WIGLE, 2001). Eine asymmetrische Auspraguag lHCM wird in der
Pathologie mittels Querschnitten im 10 mm-Abstanerifiziert und die
Septum/Freie Wand-Ratio sollte nicht gro3er alsskéjid (MARONet al, 1977;
ROSE, 1984). Ein weiteres pathologisches Indizefie HCM sind weil3-graue

narbenartige Verfarbungen, die vor allem im Septaditreten und schon



IV. Literaturibersicht 36

makroskopisch eine Fibrose erkennen lassen (MAR@N al, 1977;
UNVERFERTH et al, 1987). Das morphologische Spektrum der HCM wird
dadurch erweitert, dass eine linksventrikulare tatian in der so genannten
.Burned out“-Phase das makroskopische Bild pragis Wwei circa 10 % der
Patienten vorkommt (HINAet al, 1993; SEILERet al, 1995; YUTANI et al,
1985). Letzteres entsteht durch Zugrundegehen deskaidiums aufgrund von
Ischamie und Ersatzfibrose. Hierbei scheinen gectet Faktoren eine Rolle zu
spielen, z. B. konnte eine K27Z-Punktmutation imdkalen Troponin T-Gen mit
einer Neigung zur Dilatation in Verbindung gebrawrgrden (FUJINOet al,
2002). Ein weiterer und gleichzeitig der wichtigsfspekt, der bei der
pathologischen Diagnosestellung der HCM erfullt degr muss, ist die gestorte
Anordnung der Myozyten, welche aber nur regionakemmt. Diese wird durch
eine windrad- oder fischgratenartige Anordnung (fhing 7) mit entweder
senkrecht oder schrag zueinander stehenden Mus&gifaum zentrale
Kollagenbereiche gekennzeichnet (DAVIES & MCKENNZEQ95; MARON et
al., 1981a; MARONet al, 1992; TANAKA et al, 1986).
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Abbildung 7: Gestdorte Myozytenanordnung bei der hypertrophendika
myopathie um Foki interstitiellen Kollagens in a) indkad- und b)
Fischgratenmuster (HUGHES, 2004).

Diese gestorte Myozytenanordnung ist nicht unbeding der Gegend der
maximalen Hypertrophie lokalisiert, sondern eherniormalen bis nur mild
hypertrophierten Regionen (MARO®&t al, 1992). Die Gegenden der maximalen
Hypertrophie werden viel mehr durch architektonistysorganisierte Zellen
gepragt. Dennoch kann bei Athleten und Kindernen\Wachstumsphase, die oft
strukturelle Abnormalitaten im Herzmuskelgewebenarigen, ein ahnliches Bild
vorhanden sein. Daher kann die Histologie in derthgagischen
Diagnosefindung bei Athleten und Kindern Problemerelien. Ahnliche

Veranderungen kénnen auch bei anderen kongenitdéepnerkrankungen oder
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erworbenen Herzerkrankungen vorkommen (BULKLEtval, 1977; MARON
et al, 1979; MARONet al, 1986a; TANAKA et al, 1986; VAN DER BEL-
KAHN, 1977). Wichtig ist jedoch, dass eine gestdvtgozytenanordnung bei
sekundarer Hypertrophie des Herzens durch systhmiddypertonie oder
Aortenstenose nicht vorkommt. Zu bericksichtigen viiterhin, dass eine
ungeordnete Myozytenanordnung physiologischer Wamsden Stellen, wo sich
die posteriore und anteriore Wand mit dem Septurbinden oder z. B. in der
N&he von BlutgefaRen vorkommt (MARO&t al, 1992). Um einen Konsensus
zu finden, wann die Menge der gestdrten Myozyterdmang die Kriterien fur
die HCM erflllt, missen mindestens 5 % der septdMgozyten eine gestorte
Anordnung aufweisen. Einige Pathologen sprechem ate mindestens 10 %
und halten 5 % fur zu wenig, um eine sichere Diagnou stellen (DAVIES,
1984; MARON & ROBERTS, 1979). Bei den meisten HCEllén zeigen
jedoch mehr als 20 % der septalen Myozyten ein®gesAnordnung (DAVIES
& MCKENNA, 1995). Somit gilt dieses Phdnomen alshtigstes spezifisches
und sensitives pathologisches Indiz fir eine HCMARON et al, 1981a; ST
JOHN SUTTONet al, 1980; TANAKA et al, 1986). Ein zudem wichtiges
pathohistologisches Kriterium, welches fir eine HCBhpricht, ist die
Hypertrophie der Myozyten in der subendokardialeagiBn (MARON &
ROBERTS, 1979; UNVERFERTIHt al, 1987). AuRerdem ist der Zellkern bei
der HCM oft pleomorph, vergroRert und zeigt zudeime eHyperchromasie.
Innerhalb der Myozyten wird die HCM durch eine aaginete myofibrillare
Architektur gepragt. Diese gestorte Ultrastruktank mittels Spezialfarbungen
wie der PTAH-Farbung (,phosphotungstic acid hemgioX nach Mallory
sichtbar gemacht werden (HUGHES, 2004). Weiterkirdie HCM auch durch
eine Zunahme von interstitiellem Bindegewebe mimneei verdnderten
Kollagenfasermorphologie gekennzeichnet (FACT&Ral, 1991; SHIRANIet
al., 2000; ST JOHN SUTTONt al, 1980). Die Fibrose kann perizellular, fokal
oder sehr ausgedehnt stattfinden, wobei das Septumeist schwerer betroffen
ist als die linke freie Wand (MARONMt al, 1977; UNVERFERTHet al, 1987).
In manchen Fallen kann die gestorte Myozytenanaorgndurch die extreme
Fibrose maskiert werden (HUGHES, 2004). Die higidohe Darstellung einer
massiven interstitiellen Fibrose mittels modifitger Massonfarbung ist in
Abbildung 8 ersichtlich.
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Abbildung 8: Darstellung einer massiven interstitiellen Fibroddau) im
Myokard mittels modifizierter Massonfarbung (HUGHE®04).

Auch die intramyokardialen Arterien und Kapillarerfahren im Rahmen der
HCM gewisse histologisch erkennbare Veranderun§®RON et al, 1986b;
1987; TAKEMURA et al, 1998). Viele der intramuralen Koronararteriengeei
ein schmales Lumen aufgrund von Hyperplasie dematund Mediamyozyten
(MARON et al, 1986b). Zudem werden die intramuralen Gefal3edbeiHCM
vermehrt von Kollagen umgeben, wobei ein erhohtellagengehalt auch
innerhalb der Media gesehen werden kann (SHIRANIal, 2000). Die so
genannte ,small vessel disease* scheint mit demoBédgrad bei der HCM zu
korrelieren und fuhrt letztendlich zu Ischamien,ddytenverlust und schlief3lich
zur ,Burned out“-HCM (IIDA et al, 1998; TAKEMURA et al, 1998). Die
Kombination aus gestorter Myozytenanordnung und/éstthamie kann dann zu
lebensgefahrlichen elektrischen Inbalancen fihdés,den plétzlichen Herztod
verursachen (BASS@t al, 2000).

3.4.2. Pathophysiologie

Der Hauptmechanismus, der den klinischen Phéanotgpr eSarkomer-HCM
herbeifiihrt, beruht auf der Theorie des ,poisonypeptide”-Effekts. Es wird
postuliert, dass durch Mutationen fehlerhafte Pepgmle entstehen, die mit
normalen (Wildtyp-) Proteinen interferieren. Did$gpothese beruht darauf, dass
aufgrund der Sarkomermutation ein abnormales Rrotgzeugt wird und

dadurch wiederum malfunktionierende Sarkomere em¢st. Durch den daraus
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resultierenden Stress im Myokardium werden die umdfionierenden
Sarkomere durch intakte Sarkomere ersetzt, es ebntsfolglich eine
kompensatorische Hypertrophie (CUDA al, 1993; LANKFORDet al, 1995;
MARIAN & ROBERTS, 1995; SWEENEYet al, 1994). Ein alternativer
Mechanismus ist die so genannte Haploinsuffizieser gnull allel“-Theorie, bei
welcher in Abwesenheit eines Allels oder desserteifprodukts insuffiziente
Mengen des normalen Wildtypproteins produziert wardDies fuhrt zu einer
Inbalance in der Sarkomerstbchiometrie und zu eimaangelhaften
mechanischen Myozytenfunktion (DALLO£t al, 2001; HUGHES, 2004;
MARIAN & ROBERTS, 2001). So entstehen durch mugédreroteine strukturelle
und funktionale Defekte im Sarkomer, die fur erl@dhiStress der Myozyten
verantwortlich sind. Daraufhin werden stressrespensextrinsische und
intrinsische Faktoren stimuliert, welche die tramstionelle Maschinerie der
Kardiomyozyten aktivieren. Extrinsische Faktorenstbhen aus vasoaktiven
Peptiden (z. B. Angiotensin Il oder Endothelin-1-adrenerge Agonisten (z. B.
Norepinephrin, Epinephrin, Phenylephrin), Aktivaorder Proteinkinase C (z.
B. Tumor produzierende Phorpholester), Peptidwachsfaktoren (z. B.
Jnsulin-like  growth factor*), Zytokinen (z. B. Kadiotrophin-1),
Arachidonmetaboliten (z. B. Prostaglandin 2 sowie mechanischen
Reizfaktoren. Intrinsische Faktoren stellen eindbatar [C&']-Spiegel, das
heterotrimerische  G-Protein  Gq’, aktivierte kleinegs-Proteine und
transkriptionelle Faktoren dar (FATKIN & GRAHAM, PQ; HASEGAWA et
al., 1996; HUGHES, 2004; Lkt al, 1997). Letztendlich kommt es zu einer
kompensatorischen  Hypertrophie, einer gestorten zZyipm- und
Muskelfaseranordnung, zu Verdnderungen der Zellhmdggie und zur Fibrose
(BONNE et al, 1998; HUGHES, 2004; MARIAN, 2000; MARIAN &
ROBERTS, 2001; MARIANet al, 2001; REDWOODet al, 1999). Eine
lllustration der HCM-Pathogenese erfolgt in Abbibdu9. Vor einigen Jahren
konnte beobachtet werden, dass transgene Mausesingt Expression von
aktiviertem Kalzineurin eine linksventrikulare Hypephie entwickelten, der
unter Verabreichung von Kalzineurininhibitoren wiyclosporin oder FK506
vorgebeugt werden konnte (MOLKENTINt al, 1998). Kalzineurin ist eine
zytoplasmatische Proteinphosphatase, die durcRJjGektiviert wird und im
aktivierten Zustand NFAT3-Transkriptionsfaktoremyglear factor of activated

T cells®) dephosphoryliert. Letztere werden in déwnkleus transloziert, wo sie
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mit GATA4 (,cardiac-restricted zinc finger trangation factor”) eine Bindung
eingehen. Schliel3lich resultiert daraus eine Aktiung embryonaler kardialer
Gene, die eine Hypertrophie stimulieren kénnen. ekadStudien bewiesen
jedoch eine zusatzliche Anwesenheit oben beschrebextrinsischer und
intrinsischer Hypertrophiefaktoren. In einer Folyee entwickelten -
MHC*%**-Mause bei der Verabreichung von Cyclosporin paxadeeise einen
dramatisch erhohten Schweregrad linksventrikul&hgpertrophie, welchem bei
zusatzlicher Verabreichung von dem Kalziumkanalkdodiltiazem vorgebeugt
werden konnte. Trotzdem weisen diese Ergebnissaufiahin, dass der
Kalziumhaushalt eine grof3e Rolle bei der Ausbildueg linksventrikuléaren
Hypertrophie im Rahmen der HCM spielen kdnnte. Duviutationen im RAAS,
die die Konzentration des ACE-Spiegels erh6hennkinvia Angiotensin I
zusatzlich Onkogene induziert werden, die in diguRaion des Zellwachstums
involviert sind (MARIAN et al, 1993). Gleichzeitig wird vermutet, dass
Umwelteinflisse ebenfalls Einfluss auf oben genar8ysteme nehmen kdnnen
(HUGHES, 2004; MARIAN, 2002).

Sarkomer- /intrasarkomerische

Proteinmutation AMP-Kinase-Mutation

ATP

t ATP-

f{Ca2+ & Ca2+-ATPase

Ausschopfung
+

IATP-Verfugbarkeit

Linksventrikulare diastolische Dysfunktion ISERCA2a-Aktivitat
Linksventrikulare Hypertrophie tFreies Ca2+ im Zytosol
Remodeling
(Apoptose, _*, | _*  Linksventrikulare Ca2+-Uberschuss
Nekrose Ausflusstraktobstruktion
Fibrose)
Herzversagen Plotzlicher Herztod

Abbildung 9: Hypothese zur Pathogenese der hypertrophen Kardipatlyie
modifiziert nach FATKIN und GRAHAM (2002). SERCAZ2a:
Sarkoendoplasmatische  Retikulum-Ca2+-ATPase, = SNSS&ympathikus-
Aktivitat.



IV. Literaturibersicht 41

3.5. Diagnose

Betroffene Patienten, die an HCM erkrankt sind,geri bei der klinischen
Auspragung dieser Erkrankung eine starke VariailitGenotyp-positive
Individuen konnen lebenslang asymptomatisch bleibder Symptome wie
Palpitationen, Synkopen, kongestives Linksherz\ymsazeigen oder dem
plotzlichen Herztod erliegen. Auch das Alter, inlelem erste Symptome
auftreten, ist selbst unter denselben Genotypeahelr

Das Diagnostikum der Wahl stellt derzeit nach wigr die transthorakale
zweidimensionale Echokardiographie dar. Als wiahtidiagnostische Kenn-
zeichen der HCM werden die asymmetrische Hyperteopliseptale
enddiastolische Wanddicke 13 - 15 mm und Verhéaltnis Septum/posteriore
Wand 1,5:1) des linken und rechten Ventrikels mit od#tne einer
linksventrikularen Ausflusstraktsobstruktion andese (TAM et al, 2002).
Allerdings kann auch eine Hypertrophie der Papilaskeln das einzige
Anzeichen einer HCM sein (KOBASHtt al, 1998; POETTERet al, 1996). Die
asymmetrische septale Hypertrophie kann das argeri®eptum isoliert,
panseptal oder panseptal mit Ausbreitung in dierafdterale Wand betreffen
(MARON et al, 1981b; SHAPIRO & MCKENNA, 1983). Weiterhin kanmed
Hypertrophie symmetrisch sein oder isoliert dieeridre, posterobasale oder
laterale Wand mittventrikular oder apikal betreff@dARON et al, 1981b;
SAKAMOTO, 2001; SHAPIRO & MCKENNA, 1983). Tangenie oder
schrage Bilder miussen bei der echokardiographisthgarsuchung vermieden
werden und kénnen nicht zur Messung herangezogetewdMOVSOWITZet
al., 1993). Die Wanddicken werden in der Humanmedmimmalerweise im M-
Mode und im zweidimensionalen Schallbild gemes#eratomischer M-Mode
bietet die Moglichkeit einer genaueren Platzierwtey M-Mode-Cursors und
sollte generell zusatzlich angewandt werden (PALMES al, 2000;
STROTMANN et al, 1999). In allen Fallen sollte das radiale undgltudinale
Ausmal’d der Hypertrophie in die Beurteilung mit e@nbgen werden. Dennoch
kann bei alleinigem Vorhandensein einer asymméteiscHypertrophie noch
lange nicht auf eine HCM geschlossen werden undidiil@ische Diagnose wird
letztendlich durch Ausschlussdiagnostik von Erkrarden, die sekundar eine
Hypertrophie der linken und rechten Kammerwand tvenfen konnen, z. B.
systemische Hypertension, Aortenstenose, Lungeminock, Pulmonalstenose,
oder Eisenmengersyndrom gestellt (ERIKSS&NI, 2002; TAMet al, 2002).
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Als weiteres diagnostisches Kriterium im Ultrasthvaird die linksventrikulare

Ausflusstraktobstruktion herangezogen, welche dumcfitifaktorielle Ursachen
bei der HCM zustande kommt. Als Ursachen der lieksikularen

Ausflusstraktobstruktion und des so genannten SAdystolic anterior motion
des septalen Mitralklappensegels) werden die ddiehseptale Hypertrophie
hervorgerufene Verengung des linksventrikularen fldastrakts, die anteriore
Platzierung des septalen Mitralklappensegels unbimBtalapparates und die
hyperdynamische systolische Funktion des LV angas€éHENRY et al, 1975;

SPIRITO & MARON, 1983). Es wird kontrovers diskutie ob eine

venturieffektartige Kraft das septale Mitralklappegel in den linksventrikularen
Ausflusstrakt zieht (SHERRIDet al, 2000). SAM kann meistens schon im
zweidimensionalen Schallbild und mittels M-Mode-Btatlung erkannt werden.
Zur genauen Beurteilung der Ausflusstraktobstruktiovird in  der

Ultraschalluntersuchung der Farbdoppler herangezogam die hohe
Geschwindigkeit und die Lokalisation des SAMs ubem linksventrikularen
Ausflusstrakts darzustellen. Zur Bestimmung der hageschwindigkeit wird

dann die Funktion des Blutflussdopplers herangazoganachst wird mit dem
Pulse wave-Doppler (PW) die Lokalisation der Obdtan dargestellt und dann
mittels Continious wave-Doppler (CW) die maximalesGhwindigkeit ermittelt.

Charakteristisch ist der spate Peak im Blutflusptingignal, welches sich in
einer dolchartigen (dagger-shaped) Form darsteAMM et al, 2002). Bei HCM-

Patienten, die nur eine minimale (< 25 mmHg) odein& Ausflusstrakt-

obstruktion zeigen, soll die frequenzabhéngige Wsstraktobstruktion durch
Veranderung der Koérperposition, durch Valsalva-Maantder durch Inhalation
von Amylnitrit provoziert werden (SASSOBt al, 1990). Es wird eine gute
Korrelation zwischen dem Grad der Ausflusstraktaldgion und dem Grad
sowie der Art der Hypertrophie beschrieben (SASSDHI, 1990). Ein weiteres
echokardiographisches Diagnostikum stellt die Bslumg der systolischen und
diastolischen Funktion dar. Im Rahmen der HCM #itfgrund von strukturellen
und funktionalen Abnormalitaten im Herzmuskel eirsystolische und
diastolische Dysfunktion bereits in Stadien ohnevAsenheit morphologischer
Veranderungen im zweidimensionalen Schallbild &AJIV et al, 2004). Bis

vor kurzem galt die echokardiographische Beurtgildar globalen diastolischen
Funktion mittels Blutflussdopplerprofilen (transnaier Blutfluss, Pulmonal-

venenfluss, isovolumische Relaxationszeit) als @Mittder Wahl. Blut-
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flussdopplerprofile werden jedoch stark von Hemidrenz, Vorlast und
Patientenalter beeinflusst. So kann es im RahmerKdankheitsverlaufs durch
die Lastabhangigkeit zu einer so genannten Pseuatatfieation der
Blutflussprofile kommen, wobei eine Unterscheiduvgschen physiologischen
und pathologischen Blutflussprofilen nicht mehr gy ist (GROBAN &
DOLINSKI, 2005; OH et al, 2006; SHIMIZU et al, 1998). Eine moderne
Alternative zur Beurteilung der diastolischen Fumktbietet die Messung der
Gewebegeschwindigkeit (TVI), Strain und Strain Ratelche weniger Vor- und
Nachlast abhangig sind. Hierbei kénnen lokal desttilischen Kurvenverlaufe
auf ihre Maxima sowie Beginn und Dauer der diastblen Zeiten und der
isovolumischen Relaxationszeit untersucht werdeit.diéser Methode kdnnen
auch pseudonormale Einflussprofile von normalerl&ssprofilen unterschieden
werden. Der Grad der Hypertrophie korreliert hierlpeit dem Grad der
Reduktion der Strain-Werte (NAGUEHt al, 2003; RAJIV et al, 2004;
SUTHERLAND et al, 2004; YANGet al, 2003). Die Messung von TVI, Strain
und Strain Rate bietet eine gute Mdglichkeit, dénidgchen Verlauf von HCM-
Patienten zu verfolgen. Zudem stellen diese Messungin wichtiges
Diagnostikum dar, da die genetische Diagnose antyder Vielzahl vermuteter
unbekannter Mutationen nicht immer gestellt werkigmn.

Kommerzielle Gentests erlauben eine akkurate Disgwon Mutationstragern in
Sarkomergenen, im PRKAG2-Gen und im LAMP2-Gen, odtexes eine klinische
Diagnose der HCM vorhanden sein muss. Hierbei werde der Regel
bidirektionale DNA-Sequenzanalysen durchgefuhrt, Wm@usale Sequenz-
varianten zu identifizieren. Genetische Tests bmiem Patienten auf bereits
bekannte Mutationen haben sich als nicht hilfrezclviesen, deshalb soll in der
Regel immer ein systematisches Sequenzscreenimfpgifilihrt werden, wobei
am haufigsten sowohl bei sporadischer als auchfdmeiliarer HCM die Gene
MYH7 und MYBPC3 betroffen sind (RICHARRt al, 2003). Nur so kann die
Diagnose der familiaren HCM (82 % aller genotypigie Familien) definitiv
gestellt werden und bei weiteren Familienmitglieddann so eingeschatzt
werden, ob durch Anwesenheit einer Mutation einikisder Erkrankung
existiert. Familienmitglieder, die keine Mutatiorégjer sind, kbnnen somit von
den teuren kardiologischen Folgeuntersuchungenreaabpssen werden. Bei nur
60 % der Patienten mit einer im Ultraschall offehichen HCM kann eine

Sarkomermutation gefunden werden. Folglich bleiet denetische Status bei
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vielen Patienten undefiniert. Ein genetischer Wragrkann dennoch auch bei

diesen Patienten nicht ausgeschlossen werden (I38IRMAN, 2006).

4. Feline familiare hypertrophe Kardiomyopathie

Die feline HCM stellt die haufigste Herzerkrankuiey Katze dar und ist durch
eine primare Hypertrophie des Myokardiums vorwieben LV gekennzeichnet.
Seit den 70er Jahren wird die feline HCM als héiég Ursache fur
Linksherzversagen, plotzlichen Herztod und systehg@s Thrombembolie
angesehen. In ihrer Vererbung, der Klinik und dedvRlenz gleicht sie der
humanen familiaren HCM (KITTLESOMt al, 1999). In den nachfolgenden
Kapiteln werden Préavalenz, Klinik, genetische Stadiund diagnostische

Maoglichkeiten der felinen familiaren HCM néher bieseben.

4.1. Definition und Klassifizierung

Die feline HCM ist eine priméare myokardiale Erkrank und fallt unter den
Uberbegriff der Kardiomyopathien. ,Primar“ bedeyteiass die myokardiale
Erkrankung nicht sekundar durch andere Erkrankungasteht, z. B. durch
Klappenerkrankungen, kongenitale oder andere systém Erkrankungen. Die
felinen Kardiomyopathien werden nach wie vor alsmgre myokardiale

Erkrankungen angesehen und auf eine kausative ildmge wie in der

Humanmedizin neuerdings angewandt, wird verzichBarzeit werden funf
Formen der priméaren felinen Kardiomyopathien urmaesden: (1) hypertrophe
Kardiomyopathie, (2) dilatative Kardiomyopathie,) (3estriktive Kardio-

myopathie, (4) unklassifizierte Kardiomyopathie uiad arrhythmogene rechts-
ventrikulare Kardiomyopathie (KITTLESON, 2005).

4.2. Pravalenz und Klinik

Die HCM st die haufigste Herzerkrankung der Ka(gdTTLESON, 2005;
RIESEN et al, 2007b). Im Veterinary Teaching Hospital, Universiof
California, Davis wurden in einem Zehnjahresintédrvan 1986 bis 1996 249
Katzen mit mittelgradiger bis hochgradiger HCM westgllt. Die ,School of
Veterinary Medicine® der Tufts University, North &@ton, verzeichnete ebenfalls
in einem Zeitraum von zehn Jahren 260 Falle vomdelHCM. Von einer
ahnlichen Inzidenz in einem kirzeren Zeitraum watds dem Animal Medical
Center in New York berichtet (FO#t al, 1995; KITTLESON, 1998b; RUSIt
al., 2002). In einer neueren Studie wird aber schom &iner fast doppelt so
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hohen Inzidenz berichtet. So wurden in der letZdekade bereits 447 Katzen
mit einer moderaten bis hochgradigen HCM diagn@stizGrinde dafir sind der
wachsende Bekanntheitsgrad der Erkrankung, Durchfigh von Screening-
Programmen und die hohere Genauigkeit der heutigdnaschallgerate
(KITTLESON, 2005). In einer schweizer Multicenterdie wurden in drei Jahren
(2002 bis 2005) insgesamt 144 Zuchtkatzen auf Hleraekungen gescreent,
dabei lag bei 8,3 % der untersuchten RassekatnenHCM vor (RIESENet al,
2007a).

Viele der betroffenen Patienten bleiben lange asgmaptisch. Ein erster
Hinweis fur diese Erkrankung im Herzultraschallhéufig nur eine Verdickung
der Papillarmuskeln. Die Hypertrophie der Kammemig&rkann wie beim
Menschen den Herzmuskel generalisiert betreffener odber auch nur
Teilabschnitte umfassen, also fokal auftreten. Maskulatur des Herzens
wachst somit in den Kammerinnenraum, so dass sashLdmen im Verhaltnis
zur Wandstarke erheblich verkleinert. Es kommt delduhdufig zu einer
endsystolischen Kammerobliteration (KITTLESON, 1BR8 Das primare
Problem bei der HCM stellt eine diastolische Dy&tion der Ventrikel dar, die
sich nicht mehr ausreichend mit Blut fillen kdnnewmgrauf es zu einem
Ruckstau in die Vorhdfe und anschlieBend in dengeankreislauf kommt. Die
Bildung von Lungenddemen oder Pleuralergiissen diadFolge, worauf die
Katzen mit massiver Dys- und Tachypnoe haufig €estn zum ersten Mal
klinisch auffallig werden. Die Dyspnoe aufgrund vioimksherzversagen aul3ert
sich bei Katzen eher mit Maulatmung und normaleseenicht mit Husten.
Zudem sind mit der HCM, wie auch mit anderen Kamdfopathien, h&ufig
Arrhythmien in der Form von ventrikularen oder samantrikularen
Extrasystolen vergesellschaftet. Bei einer massiVengrof3erung des linken
Atriums (LA) kann es zu Vorhofflimmern kommen. Beinem vergrofRerten
Vorhof kann die Verlangsamung des Blutflusses zildudg von Thromben
fuhren. Wie in der Humanmedizin kann diese Herzsrkung auch mit dem
plotzlichen Herztod einhergehen. Mannliche Tienedsvon der felinen HCM
haufiger, bzw. friher betroffen, als weibliche Kaiz Die Diagnose bei
betroffenen Tieren kann im Alter zwischen einembkal Jahr und funf Jahren
gestellt werden (KITTLESON, 2005). Im Jahr 1996idieten KITTLESON
und Mitarbeiter bereits von neun engverwandten Bfy@rpositiven Katzen aus

einer Maine-Coon-Kolonie hinsichtlich der Entwickty und des Fortschreitens



IV. Literaturibersicht 46

der HCM im Herzultraschall. Drei dieser Katzen wadas Kreuzungsprodukt
aus zwei jeweils Phéanotyp-positiven Elterntiererwel dieser drei Katzen
entwickelten bereits im Alter von sechs Monatereenochgradige HCM. Die
dritte Katze zeigte ein hochgradiges SAM-PhanommenrAiter von dreieinhalb
Jahren. Die anderen sechs Katzen waren Kreuzurdigfieo aus einem
Phanotyp-negativen und einem Phanotyp-positiveardier. Keines der Tiere
zeigte eine hochgradige HCM vor Vollendung deseerstebensjahres. Die
Schlussfolgerung der zuletzt erwdhnten Studie wass die HCM bei Maine
Coons zwischen dem ersten und vierten Lebensjaheneihochgradigen
Schweregrad erreicht (KITTLESOBt al, 1996). Bei den meisten betroffenen
Maine-Coon-Katzen ist die HCM im ersten Lebensjahnicht
echokardiographisch prasent. Bei mannlichen MaioenG treten erste deutliche
echokardiographische Veréanderungen jedoch bereitdemn zweiten Lebensjahr
auf. Weibliche Tiere tendieren dazu, die HCM epsiter zu entwickeln. Zumeist
manifestierte sich die HCM bei weiblichen Maine @soim Alter von drei
Jahren. Jedoch zeigen einige wenige echokardiogicEh Anzeichen erst mit
sechs bis sieben Jahren (KITTLESON, 2005). KITTLBRSOnd Mitarbeiter
berichteten im Jahr 1999 wiederum von Kreuzungsstudwischen Phanotyp-
positiven und Phénotyp-negativen Maine Coons (Geuppsowie zwischen zwei
Phanotyp-positiven Maine Coons (Gruppe 2). In Geugpentwickelten zwolf
von 22 Katzenwelpen eine HCM. Bei elf der Phangigpitiven Tiere traten
eindeutige Papillarmuskelverdnderungen bereits itar&wischen neun und 21
Monaten auf. Ein weibliches Tier entwickelte die Mrst mit 38 Monaten.
Dieselben Tiere entwickelten im Alter zwischen I 48 Monaten eine mittel-
bis hochgradige HCM. In Gruppe 2 entwickelten dren acht Uberlebenden
Welpen eine HCM. Bei letzteren wurden phanotypistferanderungen im
Ultraschall bereits im Alter von vier bis sechs Mten prasent (KITTLESONt
al., 1999). Bestimmte Rassen zeigen zudem eine Poailigm fur die HCM im
Vergleich zu anderen Katzenrassen. Am haufigsted gdoch Hauskatzen
betroffen (HAGGSTROM, 2006; KITTLESON, 2005).

4.3. Genetik

Ein autosomal dominanter Erbgang der felinen HCMrie bisher nur bei den
Rassen Maine Coon und American Shorthair nachgewiesverden.
(KITTLESON et al, 1999; KITTLESONet al, 1997). Katzenrassen, die eine
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Rassepradisposition fur die HCM zeigen, sind Mdau®n-Katzen, American
und British Shorthair, Burmesen, Norwegische Wateka, Perser, Ragdoll-
Katzen, Sibirische Katzen, Turkisch Van, ScottisloldF und Sphynx
(HAGGSTROM, 2006).

KITTLESON und Mitarbeiter konnten 1999 einen autosd dominanten
Erbgang der felinen HCM nachweisen, in dem sieaimér echokardiographisch
Phanotyp-positiven Maine Coon-Katze eine Maine-CKolonie heranziichteten
und Kreuzungen zwischen HCM-betroffenen und nigttdifenen Katzen, aber
auch mit den betroffenen Katzen untereinander dincten. In der Nachzucht
aus der Kreuzung zwischen Phanotyp-positiven uredjativen Maine-Coon-
Katzen entwickelten schlie3lich 55 % (12 von 22)eeHCM. Bei der Kreuzung
von Phanotyp-positiven Katzen untereinander entiek 45 % (4 von 9) der
Nachzucht eine HCM, 22 % (2 von 9) Katzen warennBhg-negativ und 33 %
(3 von 9) wurden totgeboren. Bei den Totgeborenardes angenommen, dass
diese Trager des letalen homozygoten Gens waranit &onnte nachgewiesen
werden, dass sowohl der Erbgang, als auch die playemlogie der felinen
familiaren HCM der humanen familiaren HCM gleicht. Abbildung 10 ist der
Stammbaum der oben beschriebenen Maine-Coon-Kolod&rgestellt
(KITTLESON et al, 1999). Als Ursache der felinen familiaren HCM dem wie
in der Humanmedizin Mutationen in den Sarkomergeresmutet, die zu einer

gestoérten Proteinkonformation fuhren.

4 13*&3 H
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() Unaffected female [ Unaffected male
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Abbildung 10: Stammbaum der Maine-Coon-Kolonie mit familiarer HCM=
mannlich, herzgesund, = mannlich, HCM, = weiblich, herzgesund, =
weiblich, HCM, = totgeboren, = Tod durch HCM, = Verpaarungen,
(KITTLESON et al, 1999)
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4.3.1. Myosin-binding-protein-C-Punktmutationen beider Maine Coon

Die Maine Coon gilt neben der Européisch KurzhamrEuropa als die am
haufigsten an HCM erkrankte Rasse. Bisher wurdeai Bolymorphismen im
MYBPC3 bei dieser Rasse gefunden, die moglichesveidie

Proteinkonformation beeinflussen. Fir beide SNPslere bereits kommerzielle

Gentests angeboten.

4.3.1.1. A31P-Punktmutation im kardialen Myosin-birding-protein-C-Gen

In einer von MEURS und Mitarbeitern (2005) durcliteten Studie wurde das
MYBPC3 als Kandidatengen fir die feline HCM heraragen, nachdem eine
signifikante Reduktion des MYBPC in den Herzmuskabgn phanotypisch
HCM-positiver Maine-Coon-Katzen mittels SDS-PAGEételt werden konnte.
In der Western Blot-Analyse und in der Immunflom&szmikroskopie konnte
eine Reduktion des MYBPC in den Herzmuskelprobethanasierter HCM-
positiver Maine-Coon-Katzen bestatigt werden. Diataen stammten aus der
von KITTLESON und Mitarbeitern (1999) auf HCM sefiekten Maine-Coon-
Kolonie. Bei jeder Phanotyp-positiven Katze dieBamilie konnte im Rahmen
der DNA-Sequenzanalyse ein Basenaustausch (G >mCKaédon 31 des
MYBPC3-Gens  detektiert  werden. Letzterer  fuhrt  zu inem
Aminosaurenaustausch der Aminoséure Alanin zu ®rfA31P). Keine der
Phanotyp-negativen Maine-Coon-Katzen derselben lkamvar Trager der
Mutation. Ebenso war keines der Kontrolltiere fiendA31P-SNP Genotyp-
positiv getestet worden. Unter den 16 Phanotyptpesi Katzen lag die
Mutation bei zehn als heterozygotes und sechsaa®hygotes Allel vor, wobei
in derselben Studie die homozygoten Individuen ssbw und fruher zu
erkranken schienen. Auch in der Humanmedizin widfig von der Hypothese
eines Gendosiseffekt ausgegangen, wobei Individuéneiner homozygoten
Mutation im MYBPC3-Gen eher einen hochgradigen Bhgn der HCM
entwickeln als heterozygote Individuen (NANMt al, 2003). Dennoch wurde
von MEURS und Mitarbeitern (2005) in derselben \ndtlichung diskutiert,
dass die Anzahl der untersuchten Katzen zu geréig wsn eindeutig einen
Gendosiseffekt darzustellen. Bei den betroffenesreni trat die HCM mit einer
variablen Expressivitat in Bezug auf Schweregrad Uberlebenszeit der Tiere
auf. Eine grolRere Anzahl der homozygoten Individeatwickelte die HCM in

einer mittelgradigen bis hochgradigen Form undbstareinem Alter von vier
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Jahren oder weniger. Davon erlagen vier von secdnsohygoten Tieren dem
plotzlichen Herztod. Keines der homozygoten Tiateer finf der heterozygoten
Tiere entwickelten kongestives Herzversagen. Eileetrhomozygoten Probanden
wies keine echokardiographische Auffalligkeit awerstarb aber plotzlich
wahrend einer Anasthesie im Alter von sieben JahBem den heterozygoten
Probanden waren drei von zehn Katzen im Alter \at bis zwdlf Jahren nur im
moderaten Stadium erkrankt. Eine heterozygote Katzle erst im Alter von
sieben Jahren echokardiographisch auffallig (MEU&Sal, 2005). In einer
anderen Studie mit nachgezichteten Katzen aus lioens&amilie wie oben
beschrieben, blieben sechs Katzen mit nachgewieddi&PC3-Mutation im
konventionellen Herzultraschall phanotypisch hesogel und lediglich drei
davon waren in der Gewebedoppleranalyse auffaMl\GDONALD et al,
2007). Studien von Dr. Kathryn Meurs, Washingtoat&tUniversity, zeigen,
dass 33,6 % der Maine-Coon-Population in USA Trégeer A31P-Mutation
sind. 4 % bis 5 % der Genotyp-positiven Tiere lzesitein homozygotes Allel
(MEURS, 2007). In einer Studie der Arbeitsgruppedi@ogie der DKG-DVG
wurde ermittelt, dass 30 % von 119 herzgesundeméA@bon-Katzen Gentest
positiv fur den A31P-SNP waren (TOBIAS, 2007). Daslds Ratio (OR)
bezuglich eines positiven HCM-Phanotyps lag im d=alér fur den A31P-SNP
homozygot getesteten Maine-Coon-Katzen in der Stwain NYBERG und
Mitarbeitern (2007) bei 16,2 (95 % Konfidenzintdh(&l): 4,3 - 61,0). Der oben
beschriebene Aminoséaurenaustausch befindet sicdem Verbindungsregion
zwischen CO und C1 des betroffenen Proteins, fanktle Aspekte dieser
Region sind jedoch nicht genau bekannt, jedoch werdhutet, dass diese Region
in Verbindung mit dem Aktin und/oder dem Myosinhgt¢FLAVIGNY et al,
1999; OAKLEY et al, 2004; SQUIREet al, 2003; WITT et al, 2001). Eine
computergestitzte Proteinstrukturanalyse zeigt alteFder oben beschriebenen
Punktmutation eine Reduktion der Alphahelix undeeiermehrte Anzahl von
regellosen Proteincoils. Obwohl das MYBPC-Protem iSDS-PAGE bei
Phanotyp-positiven Maine Coons vermindert war, W mRNA-Expression
erhoht (MEURS et al, 2005). Erst vor Kkurzem konnte die
Chromosomenlokalisation des MYBPC3-Gens im Rahmess delinen
Genomprojekts bestimmt werden. Das MYBPC3 befirgiet auf Chromosom
D1 (PONTIUSet al, 2007).
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4.3.1.2. A74T-Punktmutation im Myosin-binding-protdan-C-Gen

NYBERG und Mitarbeiter konnten 2007 mittels Sequeratyse eine zweite
genetische Variante im MYBPC3-Gen bei Maine-CoonzKa feststellen,
welche sich durch eine Punktmutation im Kodon 74szaichnet. Die
Punktmutation hat zur Folge, dass ein BasenaustaustG nach Aentsteht, der
zu einem Aminosaurenaustausch von Alanin durch driinefuhrt. Das OR fur
das Risiko an der HCM zu erkranken lag bei Homosgitgbin der untersuchten
Kohorte bei 7,6. Der Altersdurchschnitt der unteldgan Population lag im
Median bei 2,2 Jahren. Die A31P-Mutation und digtA-Mutation im MYBPC3

werden laut dieser Studie fir weniger als 50 %HeM-Falle bei jungen Maine-
Coon-Katzen verantwortlich gemacht (NYBERGal, 2007).

4.3.2. Myosin-binding-protein-C-Punktmutation bei der Ragdoll
Da die Ragdoll-Katze ebenfalls fur die HCM pradisieot ist und nicht mit der

Rasse Maine Coon verwandt ist, liegt es nahe, diab$ dieselben Mutationen
bei diesen Rassen fur die HCM verantwortlich gerhagrden konnen. MEURS
und Mitarbeiter (2007) untersuchten deshalb dienSxand Splice site-Regionen
des MYBPC3 bei 21 Ragdollkatzen mit der DiagnoseVH@ittels DNA-
Sequenzierung. Acht Katzen dieser Kohorte warengliider von zwei
unabhangigen Katzenfamilien. Bei allen Phéanotyptpesn Ragdollkatzen
konnte ein Basenpaaraustausch im von C zu T im Kd&RkD des MYBPC3
festgestellt werden (neun homozygote Tiere undhetérozygote), welches zu
einem Aminosaurenaustausch von Arginin zu Tryptopfiahrt. Keine der
Phanotyp-negativen Kontrollkatzen wies dieselbe kBuatation auf. Das
Ausmald dieser Punktmutation auf das Protein wurdet rmainer
computergestitzten pradiktiven Proteinanalyse dend=PolyPhen durchgefihrt
(http://tux.embl-heidelberg.de/ramensky/PolyPheih.agelche aussagt, dass das
Protein ,wahrscheinlich® durch die diese Punktmotatgeschéadigt wird. Unter
anderem wird in der betroffenen Molekulregion eidaterbrechung der -
Helixstruktur und eine Vermehrung des ,extendedrgtt-Anteils angezeigt. Das
GOR4-Programm zur Proteinstrukturanalyse zeigtsetlen Veranderungen an.
In der Humanmedizin sind Mutationen derselben Regts Ursache HCM
bekannt (MEURSet al, 2007).
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4.3.3. Polymorphismen im -Myosinschwerketten-Gen

MEURS und Mitarbeiter (2000) untersuchten 20 Exgreen zwischen Exon 3
und 23 des MYH7 bei 20 gesunden Katzen unterscbiemt| Rassen, die fur die
feline HCM préadisponiert sind (American Shorthdritish Shorthair, Maine
Coon, Hauskatzen). Das MYH7 ist am haufigsten vd@VHverursachenden
Mutationen in der Humanmedizin betroffen und wurslemit auch in der
Veterinarmedizin als eines der Hauptkandidatengangesehen. Bei der
Sequenzierung konnten neun Polymorphismen in dem€k, 8, 13, 14,15 und
16 ausfindig gemacht werden, davon rief nur einymokphismus eine
Veranderung einer Aminosaure hervor (MEU&Sl, 2000).

4.3.4. Polymorphismen essentiellen Myosinleichtketh-Gen

Via SSCP-Analyse wurden bei gesunden Katzen zwdelédl(A und B)
identifiziert. Im Allel B stellten sich bei der Seenzanalyse letztendlich zwel
SNPs im Intron 5 dar (G > A, C > T). Ein dritter BXonnte alleinig bei Maine-
Coon-Katzen im Exon 5 (A > G) identifiziert werddetzterer konnte allerdings
nicht mittels SSPC-Analyse detektiert werden (MAGWEX al, 2000Db).

4.3.5. Hochpolymorphe Marker im Intron 15 des Tropmin C-Gens

Mittels SSCP-Analyse wurde in einer Studie eine dbgpisierung von 20
Maine-Coon-Katzen aus einer Familie, zwei Ameri&rorthair-Katzen, einer
British Shorthair-Katze und funf Mischlingskatzemrchgefuhrt. Alle waren
herzgesund. Im Intron 15 des Sarkomergens Tropddinkonnten vier
verschiedene Allele (A, B, C, D) identifiziert wend Bei der Maine Coon-
Familie war eine kodominante Vererbung nach den dé&then Regeln
nachvollziehbar (MAGNONet al, 2000a). Bisher konnten aber auch in diesem

Gen keine HCM-relevanten Mutationen gefunden werden

4.3.6. Analyse von Sarkomerproteinen

Mittels Herzmuskelproben von HCM-positiv phanotypiten Maine-Coon-
Katzen, die aufgrund von kongestivem Herzversagathamasiert wurden,
fuhrten MEURS und Mitarbeiter (2005) einen SDS-PA@Ech und verglichen
dabei die Ergebnisse herzkranker und herzgesunidee. THierbei konnte eine
Reduktion des kardialen Myosin binding Proteinsrd des Myomesins bei den
an HCM erkrankten Tieren nachgewiesen werden. futeitg war bei den
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herzkranken Katzen ein abnormes Wanderverhalten dédyosins zu
konstatieren. Mittels Western Blot konnten die Brgese fur das kardiale
MYBPC und -Myosin bestatigt werden, fur Myomesin allerdingshh. Mittels
Immunfloureszenzmikroskopie konnte in derselbendigteine Reduktion von
MYBPC, Myomesin, kardialem Aktin und Titin bei dean HCM erkrankten
Maine-Coon-Katzen dargestellt werden, wéhrend MH@ w&onnexin keine
Reduktion zeigten (MEURSt al, 2005).

4.4. Pathogenese

Lange stellte sich die Frage, ob die feline HCM hayzathologisch und
pathogenetisch der humanen familiaren HCM gleidat, sie im Falle einer
Ubereinstimmung als Tiermodell fir die humane Falen Erkrankung geltend
gemacht werden konnte. Bereits seit den 80er Jakoenten pathologische
Ubereinstimmungen mit der humanen Form gefundemeveund viele Autoren
stellten die Hypothese auf, dass die feline HCM Eiermodell der humanen
Form sei (LIUet al, 1981; LIUet al, 1993; TILLEY et al, 1977; VAN VLEET

& FERRANS, 1986; VAN VLEET et al, 1980). Im Jahre 1999 konnten
KITTLESON und Mitarbeiter zudem einen autosomal dwnten Erbgang
nachweisen und die pathologische Ahnlichkeit zumhonen HCM bestétigen.
Spater wies man die erste fur die feline HCM vexantiche Mutation im
MYBPC3-Gen nach, wahrend fir die humane HCM beréier 200 HCM-
Mutationen in Sarkomergenen gefunden wurden, die glictierweise
verantwortlich sind (MEURSet al, 2005). Im Folgenden wird néher auf die
pathologischen Gegebenheiten der der felinen HGigegjangen.

4.4.1. Pathologie und Pathohistologie

Bei Katzen mit schwerwiegender HCM findet man inr deegel eine
Myokardverdickung (meistens in der linksventrikeldrfreien Wand oder/und im
Septum) im Rahmen von 7 bis 10 mm vor. Die Hypeftre kann sowohl
symmetrisch (global) als auch asymmetrisch vorhegdm Falle der
asymmetrischen Hypertrophie stellt sich bei mancKatzen nur das Septum
hypertroph dar, bei anderen wiederum nur die Wéand (FOXet al, 1995; LIU

et al, 1993; PETERSONMt al, 1993). Einige Katzen zeigen die Hypertrophie
eher in der basalen Septumsregion, andere dagegtn apikalen Region. Eine

isolierte  Verdickung der freien Wand kommt am hgstien in der
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Papillarmuskelregion vor. Bei vielen Katzen, digdis im Echokardiogramm
SAM und eine basoseptale Hypertrophie (septal bubgigen, kann bei der
Autopsie ein fibréses endokardiales Plaque am basaéptum gesehen werden.
Auch das anteriore Mitralklappensegel kann fibrésdickt sein (FOXet al,
1995). Da der Herzmuskel nach dem Tod im RahmerRigs mortis in einen
kontrahierten Zustand tbergeht, ndhert sich diedtfiske post mortem eher der
echokardiographisch gemessenen endsystolischen di¢dadan (FOXet al,
1995). Deshalb sollte bei einer pathologischen tdotghung immer das
Herzgewicht und dessen Verhéltnis zum Koérpergewigtimmt werden. Die
Herzmasse der adulten herzgesunden Katze soll lzevis¢,8 g und 20 g liegen.
Die Herzmasse bei Katzen mit HCM Uberschreitet teessdas Gewicht von 30
g und liegt zwischen 25 g und 38 g (BOLLINGER, 19K8TTLESON, 2005).
Die relative Herzmasse im Verhéltnis zum Korpergédivisoll nicht mehr als
0,51 - 0,47 % betragen (BOLLINGER, 1958). Ein reled Herzgewicht von 4,8
+ 1,2g/kg wird allgemeingultig als normal angesehen (F€al, 1995; LIU et
al., 1981). In einer Studie von FOX und Mitarbeitet@g5) erreichte das relative
Herzgewicht von an HCM erkrankten Katzen 6,0 +dlky. In Abbildung 11ist
der Querschnitt eines hochgradig hypertrophen Hsraner Maine Coon mit

einem Herzgewicht von 37 g dargestellt.

Abbildung 11: Herz einer an hochgradiger HCM erkrankten Maine rCoo
Querschnitt (Herzgewicht 37 g). Das Herz befindeth im Stadium der
postmortalen Kontraktion, was in einer Kammerobditen resultiert. Die
inneren  helleren Muskelmassen stellen die hochgradverdickten
Papillarmuskeln dar (KITTLESOMt al, 1999).
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Das LA ist bei der hochgradigen felinen HCM normalgise vergréfRert, im
frihen schweren Krankheitsstadium kann es im saigenFall noch normal grof3
sein. Gelegentlich befindet sich im LA oder im kmkAurikel ein Thrombus. Bei
geringgradigeren Stadien ist das LA zunachst niehgro3ert. Haufig zeigt sich
hier nur eine PapillarmuskelvergrofRerung als prdadante Lasion
(KITTLESON, 2005). Bei kongestivem Herzversagen @&he pulmonare
Kongestion vorzufinden. Zudem weisen Katzen mitHgpadiger HCM und
vergrolRertem LA bei der pathologischen Untersuchaftgeinen Hydrothorax
auf. Haufig sind bei der Autopsie als Folge derohmbusbildung im LA auch
Aortenthrombose und Niereninfarkte prasent (VAN HIEet al, 1980). Die in
der Humanmedizin oft beschriebene ,Burned out“-HGdkr ,Endstage“-HCM,
welche im Endstadium echokardiographisch eineatils Phase mit systolischer
Dysfunktion zeigt, wurde bereits auch bei der Kdieschrieben (BATet al,
2001; CESTAet al, 2005, MARON & SPIRITO, 1998). Makroskopisch
erscheinen diese Herzen dilatiert, das LA ist meesst vergrofRert. Blasse
Infarktregionen im Myokard sind bei der ,Endstadg¢CM zusatzlich haufig
sichtbar. Die Dilatation kann, muss aber nicht relerDimensionen erreichen.
Die ,Endstage“-HCM der Katze ist zumeist auch niiteen Thrombus im LA
oder bereits mit einer Aortenthrombose und renalefarkt vergesellschaftet
(BATY et al, 2001; CESTAet al, 2005).

Histopathologisch variieren die Veranderungen anMH&krankten Herzmuskel
in einer grof3en Breite. In manchen Fallen ist difyozytenhypertrophie die
einzige pathologische Veradnderung, wahrend in @&@mddderzen ein breites
Spektrum von histologischen Abnormalitaten vorgdlm wird. Interstitielle
Fibrose und Ersatzfibrose stellen neben einer dgkischen Mineralisierung (in
20 bis 40 % der Féalle) eine haufige Veranderung(BrTLESON, 1998b; LIU
et al, 1993; TAUGNER, 2001). Bei 75 % der HCM-Patienlegt zudem eine
intramurale koronare Arteriosklerose vor (F@Xal, 1995; LIU et al, 1993).
Eine intramurale ,small vessel disease” ist nidint die feline HCM spezifisch
und kommt auch bei anderen kardialen Erkrankungsvoll bei Katzen und
Hunden vor (KITTLESON, 2005; TANAKAet al, 1986). Eine gestorte
Anordnung der myokardialen Fasern kommt im Verglezcr humanen HCM
(90 % der humanen HCM-Patienten) bei Katzen nur3fet 60 % der HCM-
Patienten vor. Dennoch sind bei Vorhandensein ejestorten myofibrillaren

Anordnung, wie in Abbildung 12 ersichtlich, diesetb Muster wie beim
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Menschen zu erkennen (KITTLESON, 1998b; L&t al, 1993; MARON &
EPSTEIN, 1980; MARON & ROBERTS, 1981; TAUGNER, 2001Die
beschriebenen histologischen Praparate der ,EnelstdGM-Patienten in der
.Burned out“-Phase zeigen vor allem multifokale ewmdbokardiale und
myokardiale Fibrosen, welche in der Humanmedize far die ,Burned out"-
HCM typisch angesehen werden, gestorte myozytaserkaordnung und bei
einer Katze akute multifokale myokardiale Infarkiea mit mononukledren
Entztindungszellinfiltraten (BATYt al, 2001; CESTAet al, 2005).

Abbildung 12: Histologischer Schnitt mit Hematoxilin-Eosin-Faniy
Herzmuskel einer an HCM erkrankten Maine Coon; kaseist die gestorte
Anordnung der Muskelfasern, die sich wie bei demaonen HCM im
Fischgraten- und Windradmuster darstellt (KITTLESE@MN\l, 1999).

4.4.2. Pathophysiologie

Die exakte Pathophysiologie der felinen HCM ist mambekannt. Bei zwei
Rassen konnte bereits ein autosomal dominanteraBgogufgrund voneinander
unabhangiger Punktmutationen im MYBPC3 nachgewieserden (MEURSet

al., 2007; MEURSet al, 2005). 50 % der humanen HCM-Félle gelten als
autosomal dominant vererbt, die anderen gelterspdsadisch auftretend, ein
genetischer Ursprung kann bei diesen Patientenogénnicht ausgeschlossen
werden. Ahnliches wird schlieRlich auch bei derz¢avermutet (KITTLESON,
2005). In der Tiermedizin herrscht die Meinung,sdasneinander unabhangige
Sarkomermutationen fiir die HCM verantwortlich sittber Mutationen in Z-

Scheiben-Proteinen ist bisher nichts bekannt. Umtederen z&hlen in der
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Humanmedizin auch Glykogenspeichererkrankungen =zn djenetischen
Kardiomyopathien, die von einer HCM echokardiogiaph nicht unbedingt zu
unterscheiden sind. In welchem Ausmal} diese Erkiragleine Rolle bei felinen
HCM-Patienten spielt, ist nicht bekannt, da sieraft durch eine pathologische
Untersuchung zur Sarkomer-HCM abgegrenzt werdenn k@QATTLESON,
2005). Dennoch wird bei Norwegischen Waldkatzen die
Glykogenspeicherkrankheit Typ IV vererbt, wobei lmuglykogenablagerungen
in den Myozyten stattfinden (FYF& al, 2007). Anhand von Expressionsstudien
in transgenen Tiermodellen kann jedoch eindeutigpdaausgegangen werden,
dass humane Mutationen in Sarkomergenen die HCMrs&chen kdnnen, denn
in transgenen Mausen ist die HCM durch Platzier&kabnter humaner
Defektgene eindeutig reproduzierbar (BLANCHARDet al, 1999;
GEISTERFER-LOWRANCE et al, 1996; MUTHUCHAMY et al, 1999;
PRABHAKAR et al, 2003; TSOUTSMANEt al, 2006a). Auch die bei der HCM
eine tragende Rolle spielende diastolische Dysfankwar bei transgenen
Mausen reproduzierbar (SPINDLE& al, 1998). Die Reproduzierbarkeit der
bekannten felinen Mutationen wurden bisher nocthtnio transgenen Tieren
getestet. Die Expression einer der R403Q-MutatmnMYH7, welche beim
Menschen als Ursache der familiaren HCM bekannerzeugte auch in adulten
felinen Kardiomyozyten einen Defekt des Sarkomenglexes und eine gestorte
myofibrillare Anordnung (MARIANet al, 1995b).

Bei Katzen wird generell von derselben Pathophggiel wie bei der humanen
HCM ausgegangen, obwohl es, wie oben erwahnt, biskeine
Expressionsuntersuchungen mit den bisher bekarfeteren Mutationen gibt.
Jedoch wird die Pathophysiologie auch in der Huneinin kontrovers
diskutiert. In den Lehrbuchern der Veterinarmediziird wie in der
Humanmedizin die ,poison polypeptide“-Theorie angamen. Diese
Hypothese beruht darauf, dass durch die Sarkomationt ein abnormales
Protein erzeugt wird und daraus defekte Sarkomeselltieren. Durch den
erzeugten Stress im Myokardium werden die malfumiérenden Sarkomere
durch intakte Sarkomere ersetzt, folglich entstelime kompensatorische
Hypertrophie. Der Herzmuskel kann dabei sogar aag dweifache seiner
herkdbmmlichen Wanddicke hypertrophieren (CUBRal, 1993; KITTLESON,
2005; LANKFORDet al, 1995; MARIAN & ROBERTS, 1995; SWEENE¥t
al., 1994). Diese Theorie ist sehr einfach formuliend es wird auch bei der
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Katze von vielen zusétzlichen in der Humanmedizarelts beschriebenen
Umbauvorgdngen und weiteren extrinsischen und nsthen Faktoren
ausgegangen, die zu den bei der HCM vorzufindenathologischen und
histopathologischen Mustern fihren (FATKIN & GRAHAM 2002;
HASEGAWA et al, 1996; HUGHES, 2004; Lét al, 1997; MOLKENTINet al,
1998). Es wird davon ausgegangen, dass die Aklingerdes RAAS-Systems
einen betrachtlichen Einfluss auf die Hypertropbred die Wandsteifheit des
Myokards nimmt. Erhdhte Aldosteronwerte und erhoReninwerte konnten
bereits bei Katzen mit HCM nachgewiesen werden TKHSON, 1998b;
TAUGNER, 2001). Das im RAAS-System entstehende @éiegisin Il besitzt
nicht nur vasokonstriktorische Effekte, sondernhatrophische Effekte auf das
Myokard (BRILLA & RUPP, 1994; LIJNEN & PETRQOV, 199MAZZOLAI et
al., 1998; TAUGNER, 2001).

Die Pathophysiologie, die letztendlich die ,EndstaglCM (,Burned out"-
Phase) herbeifuhrt, wird bei der Katze wie beim Btdren kontrovers diskutiert.
Die Ursache kdnnte eine Okklusion der Koronar- atlar kleinen Gefal3e sein.
Beides kann durch Muskelhypertrophie, Intima- undedMhypertrophie,
Thrombembolie oder Arteriospasmus hervorgeruferdemr Gleichzeitig kénnen
Apoptose der Muskelzellen oder zuséatzliche Mutaiovorliegen, die zu diesem
Stadium beitragen. Von einer Kombination all diefektoren kann ebenfalls
ausgegangen werden (BATet al, 2001; CESTAet al, 2005).

4.5. Diagnose

Das Diagnostikum der Wabhl fur die feline HCM stal#rzeit nach wie vor die
Ultraschalluntersuchung dar (HAGGSTROM, 2006; KIERON, 2005). Zur
Friherkennung der HCM wird die Gewebedopplerteatgiel auch in der
Veterinarmedizin immer mehr ausgereift. Dennodhisofolgenden Kapitel auf
die kompletten kardiologischen Untersuchungsmogedien bis hin  zum

Gentest eingegangen werden.

4.5.1. Klinische Untersuchung

Ein erster Hinweis auf eine HCM kann ein auskulath systolisches
Herzgerausch sein, welches sénnctum maximunzwischen dem mittleren
Sternum und dem linken Apexschlag hat. Die Diagrigsen nicht anhand des

Herzgerdusches alleine gestellt werden, da nebserfiotedie HCM typischen
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SAMs auch ein gutartiges Gerausch, welches durale eilynamische
rechtsventrikulare Ausflusstraktsobstruktion veagrg wird, existieren kann.
SAM ist ein dynamisches Herzgerdusch und kann bedrigeren

Herzfrequenzen verschwinden. Haufig existiert imhiRan der HCM auch ein
Gallopprhythmus, wobei der 3. oder 4. Herzton zrehast. Arrhythmien stellen
zusatzlich einen Hinweis fur eine Kardiomyopathae. dPatienten im kongestiven
Herzversagen werden zumeist mit massiver Dys- wahypnoe vorgestellt. Ein
typisches Anzeichen fur Dyspnoe stellt bei der Katie Maulatmung dar
(KITTLESON, 2005). Im Falle einer Aortenthromboseerden Katzen

gewohnlich mit einer Paraparese bis hin zur Pagakysr Hintergliedmalien
vorgestellt, manchmal ist auch nur ein Vorder- oHerterbein betroffen. Die
Ballen der HintergliedmalRen werden dabei kalt, dldss blaulich, der
Tiefenschmerz geht verloren, der Femoralispuls chevindet und die innere
Korpertemperatur wird hypotherm (MOISE, 2005).

4.5.2. Radiographie

Die HCM kann rontgenologisch nicht von anderen Kkardopathien

differenziert werden. Bei Katzen mit kongestivenmksherzversagen ist das LA
gewohnlich vergroBert und ein Lungenddem ist anhaims interstitiellen

und/oder alveolaren Musters zu erkennen. Im GegersaHunden kann dieses
allerdings verstreut und mehr ventral auftreten.tzBa im kongestiven
Linksherzversagen kénnen einen Pleuralerguss ekeimic der sich ebenfalls
rontgenologisch darstellt (KITTLESON, 2005).

4.5.3. Echokardiographie

Aufgrund des geringen Fortschritts der HCM-Forschanf genetischer Basis,
stellt die Echokardiographie derzeit das Mittel Wéathl in der HCM-Diagnostik
dar (HAGGSTROM, 2006). Um die Standardschnitte d&nan humanen
Echokardiographienormen zu erhalten, werden digdfain rechter Seitenlage
fur die rechts parasternale Langs- und Kurzachseutinker Seitenlage fur die
linke apikale Sicht geschallt (FOXt al, 1995; GOTTDIENERet al, 2004;
TAJIK et al, 1978). Aufgrund der Heterogenitat der HCM, d.bfgaund der
heterogenen asymmetrischen Hypertrophieformen, beie der felinen HCM
existieren, sollten die Standardmessungen der dlisgdten Wanddicken in

mehreren zweidimensionalen Ebenen gemessen wevdbej die am breitesten
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gemessene Region zahlt. Mit M-Mode-Messungen kénnegionale
Hypertrophien tibersehen werden (HAGGSTROM, 2006 TKESON, 2005).
Die obere Grenze der linksventrikularen enddiastblen Wanddicke bei
herzgesunden Katzen wird traditioneller Weise hé&i fim gesetzt. Bei einer
Wanddickenmessung von (Uber 6 mm wird von einer é&ommischen
Hypertrophie ausgegangen (FO&t al, 1995; KITTLESON, 1998b). Die
Einteilung in Schweregrade erfolgt bisher subjektir eine hochgradige HCM
spricht unter anderem eine VergroBerung des LA TKHSON, 2005).
MACDONALD und Mitarbeiter (2006b) publizierten im aRmen einer
pharmakologischen Studie Messwerte, nach welcheea Einterscheidung der
HCM-Erkrankungsstadien mild, mittelgradig und hoeuig getroffen wurde.
Demnach erfolgte die Einteilung des SchweregradesHCM nach folgenden
enddiastolischen Messwerten im Septum (IVSd) uret/ai@r linksventrikularen
freien Wand (LVPW(d): mild = 6 - 7 mm, mittelgradig7,1 - 8 mm, hochgradig
8,1 mm (MACDONALD et al, 2006b). In Abbildung 13 ist das Herz einer
hochgradig an HCM erkrankten Katze in der rechtagtarnalen Langsachse zu
sehen, wahrend in Abbildung 14 die Kurzachse in #&addiastole und

Endsystole dargestellt ist.

Herzens einer Katze mit hochgradiger HCM. Zu se$ied eine generalisierte
Verdickung des Septums sowie der linken freien Wamdl eine Verdickung der
Papillarmuskeln im linken Ventrikel. Im vergroRerténken Atrium befindet

sich ein Thrombus.
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Abbildung 14: Kurzachse auf HOhe der Papillarmuskelebene; a) iastide:
Hypertrophie des Septums und der freien Wand undiclee Hypertrophie der
Papillarmuskeln ; b) Endsystole: endsystolische Kamobliteration.

Die echokardiographischen Messungen werden bei étumbrmalerweise mit
der Koérpermasse korrigiert, bei Katzen geht man dem enddiastolischen
Messwerten aber von einem vernachlassigbaren Egflas Kérpergewichts aus.
Daher fuhrt man bei Katzen keine Anpassung an dagpéfgewicht durch
(HAGGSTROM, 2006). Da Maine-Coon-Katzen im Allgemasi schwerer als
normale Hauskatzen sind, wurden in einer StudieefRekwerte fir M-Mode-
Messungen speziell fir gesunde adulte Maine-Codaefaerstellt, welche sich
von den Werten bei Hauskatzen teilweise untersenidDROURRet al, 2005).
Die von DROURR und Mitarbeitern (2005) erstellteefé&enzwerte sind in
Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Vergleich der M-Mode-Echoparameter und des Gewizhtschen

Maine-Coon-Katzen und Hauskatzen nach (DROUBRal, 2005); SD =

Standardabweichung, n = Anzahl der Tiere, LVIDd sSastblischer

linksventrikularer innerer Durchmesser, LVIDs =ts¥jischer linksventrikularer
innerer Durchmesser, LVPWd = enddiastolische Warkddider Hinterwand,
LVPWs: endsystolische Wanddicke der Hinterwand, dVS enddiastolische
Wanddicke des Septums, IVSs = endsystolische Wekeldles Septums, Ao =
Durchmesser der Aorta, LA/Ao = Verhaltnis Linkesridm/Aorta, %FS =

prozentuale Verkirzungsfraktion.

Maine Coon (n=105) | Hauskatze (79)
Parameter Mittelwert £ SD Mittelwert £ SD
LVIDd (cm) 1,85+ 0,21 15+0,2
LVIDs (cm) 0,89+0,2 0,72+ 0,15
LVPWd (cm) 0,43 £ 0,06 0,41 + 0,07
LVPWs (cm) 0,8+0,11 0,68 +0,11
IVSd (cm) 0,4 £ 0,07 0,42 + 0,07
IVSs (cm) 0,75+ 0,13 0,67 £ 0,12
Ao (cm) 1,12+ 0,13 0,95+0,14
LA/Ao 1,23+£0,16 1,25+ 0,18
%FS 51,85+ 7,74 52,1+7,11
Gewicht (kg) 55+13 47+172
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Ein weiteres Indiz fir eine HCM stellt die PrAseron SAM dar, wobei das
septal gelegene Mitralklappensegel in den linksvantiren Ausflusstrakt
gezogen wird. Dadurch kommt es zu einer dynamisc8abaortenstenose.
Dieses Phanomen kann oft schon im zweidimensionBlkeherkannt werden.
Mit der Farbdopplerechokardiographie koénnen die 8AM assoziierten

hamodynamischen Abnormalitdten in der Form eineds J&n den

linksventrikularen Ausflusstrakt und nicht zwangdi§ aber meistens, eines
Insuffizienzjets in den linken Vorhof dargestellerden (Abbildung 15). Mit der
Spektraldopplerechokardiographie kann der Druckgradiber der Region der

dynamischen Subaortenstenose ermittelt werden heelnit dem Schweregrad
des SAMs korreliert.

- - - - _. 7 o
—— y — 215

T 7:40 HR

Abbildung 15: Darstellung des SAM-Phanomens mittels Farbdoppler.

Zudem kann SAM auch mittels der M-Mode-Einstellutaggestellt werden, was
sich aufgrund der GroRRe der Katzenherzen aber sciger gestaltet. Nicht alle
an HCM erkrankten Katzen weisen diese abnormaleeBang der Mitralklappe
auf. Manche Katzen konnen dieses Phanomen jedotlonswor dem
Vorhandensein einer sichtbaren Wandhypertrophiegerei wenn deren
Papillarmuskeln entweder zu dick oder zu lang S{KUTTLESON, 2005).
Letzteres ist oft das erste und manchmal auch idagye Anzeichen einer HCM
und stellt fir den Untersucher eine grol3e Heradsfoing dar (ADIN & DILEY-
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POSTON, 2007; KITTLESON, 2005). ADIN und DILEY-POSN (2007)

verwendeten in einer Studie verschiedene MessudgeRapillarmuskelgréfde in
der rechts parasternalen Kurzachse auf Hohe deillgdPayuskelebene und
konnten einen signifikanten Grof3enunterschied dasilRrmuskeln zwischen
herzgesunden und an HCM erkrankten Katzen zeigee. gool3te Heraus-
forderung fur den untersuchenden Kardiologen stait Zuchtuntersuchungen
die Entscheidung dar, ob eine Katze noch als hewrgkeoder als ,equivocal®
(grenzwertig fur HCM) eingestuft wird. Bei im Grévereich liegenden
Messwerten oder Papillarmuskelgrof3en sollen vorhteiischer Seite derzeit
laut HAGGSTROM (2006) die in Tabelle 3 ersichtliohZuchtempfehlungen

bertcksichtigt werden:

Tabelle 3: Zuchtempfehlungen fiur ,equivocal“ befundete Katzemodifiziert
nach HAGGSTROM (2006).
Alter mit dem Befund: | Zuchtempfehlungen

~equivocal”

< 2 Jahre Kein Zuchteinsatz bis zu einer Folgeuntersuchung
nach zwei Jahren.

2 - 3 Jahre Ein Wurf kann geplant werden, insofern bejde

Elternteile nicht mit bekannten HCM-Patienten

naher verwandt sind. Ein Elternteil sollte

herzgesund sein. Die Wurfgeschwister sollten| bis
zum sicheren Ausschluss der Erkrankung njcht
verpaart werden. Dasselbe gilt wenn die Katze im
Alter von drei Jahren immer noch als ,equivocal*

eingestuft wird.
> 3 Jahre Die Katze kann in der Zucht eingesetzt werden,
muss aber mit einem herzgesunden Partner
verpaart werden. Zudem sollte keines (der
Elterneteile beider Geschlechtspartner an HCM
erkrankt sein.

Bei der HCM stellt die beeintrachtigte RelaxatioesdHerzmuskels und die
diastolische Dysfunktion das Hauptproblem der Hrkwng dar, welches
letztendlich zum Herzversagen fiihrt (BRIGHTal, 1999; GAVAGHAN et al,
1999). Die momentan beste Moglichkeit zur Einsaddz der diastolischen
Funktion des Herzens besteht im Gewebedoppler (B4ERIL et al, 2006;
MACDONALD et al, 2006a). Da konventionelle Ultraschallmethoden nur
indirekt Uber morphologisché/eranderungen, veranderte Flussprofile oder
Druckverhéltnisse auf eine gestoHerzmuskelfunktion schliel3en lassen, kann
anhand der Gewebedopplermethode (TDI) die Myokaidfan direkt beurteilt
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werden. TDI hat sich in der Humanmedizin als eirex densitivsten und
spezifischsten Methoden flir eine nicht invasive rBelung der diastolischen
Dysfunktion herausgestellt (SOHBt al, 1997). Mittels den TDI-Messgrof3en
TVI (Tissue Velocity Imaging), Strain (Verformungs Myokards) und Strain
Rate (Verformungsrate) kdnnen Funktionsstorungen tderzmuskels, wie sie
bei der HCM auftreten sensitiv und differenziertutteilt werden. In zwei
Dissertationsschriften wurden hierzu fur die Kasgeezifische Referenzwerte
erstellt und unterschiedliche Analyseverfahren adhaon grof3en Fallzahlen
bewertet (SCHILLER, 2007; WAGNER, 2006). Zumeistrdvdie diastolische
Dysfunktion mit der Messung der frihdiastolischeresGhwindigkeit am
Mitralannulus (Em) beurteilt und ist bei Katzen nHCM im Vergleich zu
herzgesunden Katzen reduziert. Zudem konnte nachgew werden, dass die
isovolumische Relaxationszeit bei Katzen mit HCMlamegert ist. Katzen mit
HCM zeigen nicht nur eine diastolische, sondernhawne systolische
Dysfunktion (GAVAGHAN et al, 1999; KOFFASet al, 2006). In einer am
Kardiologie-Service der Medizinischen Kleintierkkn Lehrstuhl fir Innere
Medizin der kleinen Haustiere und Heimtiere derrdietlichen Fakultat der
Ludwig-Maximilian-Universitadt Minchen, durchgefiént Studie nahmen die
Werte der frihdiastolischen E-Welle der Gewebegesutigkeit wie auch der
Strain Rate bei an HCM erkrankten Katzen mit zunefolem Schweregrad im
Vergleich zu herzgesunden Katzen signifikant ab RBAR et al, 2007). In
einer Gewebedopplerstudie bei fur die A31P-MutatrmerMYBPC3-Gen positiv
getesteten Phanotyp-negativen und positiven Mam@itKatzen konnte gezeigt
werden, dass die diastolische Dysfunktion eine drilibnormalitat im Rahmen
der HCM vor Eintritt einer Muskelhypertrophie dai#t Dennoch war diese
Methode nicht sehr sensitiv fur die Erkennung vam@yp-positiven Katzen mit
herzgesundem Phanotyp (MACDONALégD al, 2007).

4.5.4. Magnetic Resonance Imaging

Magnetic Resonance ImagirilyIRI) wird in der Humanmedizin erfolgreich zur
Untersuchung der kardialen anatomischen Einheitedd kardialen Funktion
eingesetzt. Die Quantifizierung der linksventrikeli Masse betreffend, kann der
MRI-Technik nicht nur beim Menschen, sondern aueh Katzen ein hoheres
Mald an Genauigkeit zugerechnet werden (DEVEtNI, 1999; MACDONALD

et al, 2005a). Zudem kann in der Humanmedizin die disstoe Dysfunktion
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ebenfalls mit der MRI-Technik beurteilt werden. W&ind mit der TDI-Technik
signifikante Unterschiede der Em zwischen herzggsanund an HCM
erkrankten Katzen gefunden werden konnten, warlubesler derselben Kohorte
mittels MRI-Technik nicht méglich (MACDONALDet al, 2006a). In der
Humanmedizin wird die MRI zudem zur Beurteilung é@sdegewebsanteils im
Myokard mittels Kontrastmittelanreicherung heraraggn, jedoch konnten auch
mit dieser Technik keine signifikanten Unterschiedeschen herzgesunden und
an HCM erkrankten Katzen dargestellt werden (MACDXDR et al, 2005b;
MCCROHONet al, 2003; VARGHESE & PENNELL, 2004).

4.5.5. Andere Ursachen fur Myokard-Hypertrophie

Die haufigsten Ursachen einer sekundaren Hyperigoges Myokards bei der
Katze sind Hyperthyreose und systemischer Bluthaaid Wenn keine
Moglichkeit besteht, den systemischen Blutdruck eualuieren, sollten
Niereninsuffizienz und Hyperthyreose als mdglichsdd¢hen von systemischem
Bluthochdruck ausgeschlossen werden (KITTLESON,520@elten kdnnen
infiltrative Geschehen einer konzentrischen Hypgftie gleichen. Bisher konnte
in dieser Kategorie erst ein Fall in Form eines plwoms als Ursache einer
infiltrativen Kardiomyopathie bei der Katze beselmen werden (BRUMMER &
MOISE, 1989). Weiterhin kdnnen Katzen mit Akromegaine schwerwiegende
konzentrische Hypertrophie des LV aufweisen (PETEBRSt al, 1990). Eine
Erh6éhung des somatotropen Hormons war aber in &nadie bei 60 % der
Katzen mit HCM vorhanden (KITTLESOMNt al, 1992). Ob die Erh6hung des
somatotropen Hormons die Ursache einer HCM seim kiah nicht bekannt
(KITTLESON, 1998b). Katzen, die an der x-chromosbmearerbten felinen
muskuléaren Dystrophie leiden, welche der humanerucfi@nne muscular
dystrophy* (DMD) entspricht, zeigen ebenfalls -eirerdicktes, allerdings
hypoechoisches Myokard und verdickte PapillarmuskgbASCHEN et al,
1999). Eine weitere vielleicht derzeit noch untbétete Differentialdiagnose zur
HCM kann wie beim Menschen die Glykogenspeichelnait sein. Die
Glykogenspeicherkrankheit Typ IV wurde vor kurzefa autosomal rezessiv
vererbte Erkrankung bei der Norwegischen Waldkbtsehrieben. Hierbei kann
sich Glykogen in den Myozyten ablagern und dem Bty@neiner HCM &hneln
(FYFE et al, 2007). Echokardiographische FehleinschatzungemMé@eaddicken
konnten bei Katzen mit alternierendem Hydratatitatss nachgewiesen werden.
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Bei vier von zehn dehydrierten Katzen wurden ireeitudie die diastolischen
Wanddicken mit > 6 mm gemessen (Pseudohypertraphiag Dehydratation
kann dem zufolge eine Kammerwandhypertrophie vedden und zu
Fehldiagnosen fihren (CAMPBELL & KITTLESON, 2007).

4.5.6. Gentests

Fir die A31P- und die A74T-Mutation bei Maine-Co¢atzen sowie fur die
C820T-Mutation bei Ragdoll-Katzen im MYBPC3, werdeon kommerziellen
Laboratorien Gentests angeboten. Die kommerzidl&oratorien benétigen far
den Gentest lediglich eine Blutprobe in Form von TEBlut oder einen
Backenabstrich, der mit einer vom Labor erhltlichspeziellen Birste vom
Besitzer selbst durchgefuhrt werden kann. Fur deADest wird zunachst aus
einer Blutprobe oder den Backenschleimhautabstmictie DNA der Katze
isoliert. Mittels PCR wird dann das betroffene Gaillionenfach vervielfaltigt
und anschlieBend wird automatisch mit Hilfe einesn@&@ic Analyzers die
Erbsequenz gelesen. Somit kann die Mutation aektim Weg mit sehr hoher
Testsicherheit nachgewiesen werden (LABOKLIN, 200Xhgaben Uber die

klinische Validitat dieser Tests existieren bishieht.
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V. Material und Methodik

1. Material

In die Studie wurden prospektiv 198 Katzen aufgemem. Die Katzen waren
Patienten der Medizinischen Kleintierklinik, Ludwidaximilians-Universitat
Minchen, oder gesunde Katzen im Privatbesitz, diereggelméafiigen HCM-

Screenings teilnahmen.

1.1. Alters- und Geschlechtsverteilung

Das Alter der Katzen lag bei Vorstellung in der i im Mittel bei 75,5
Monaten mit einer Spanne von 3 - 216 Monaten (Me@ia Monate). Das in die
Kalkulation einbezogene Alter entsprach dem Alier idatzen bei Erstdiagnose.
Aufgrund der Tatsache, dass Katzen erst im spatdiem HCM entwickeln
konnen, wurden alle herzgesunden weiblichen KaitzeAlter unter 36 Monaten
und alle herzgesunden mannlichen Katzen im Alteéerud4 Monaten gesondert
in eine Gruppe ,jung & herzgesund”“ eingeteilt. Bmteilung in oben genannte
Altersgruppen erfolgte anhand der in der Literdteschriebenen Altersangaben,
wann erste sonographische Anzeichen einer HCM abl@nsind. Demnach
beschreibt KITTLESON (1996, 1999, 2005), dass ke dheisten betroffenen
Maine-Coon-Katzen die HCM im ersten Lebensjahr nethokardiographisch
prasent ist. Bei mannlichen Maine Coons treten eerstieutliche
echokardiographische Veranderungen jedoch bereitteen zweiten Lebensjahr
auf. Weibliche Tiere tendieren dazu, die HCM epstter zu entwickeln. Zumeist
manifestiert sich die HCM bei weiblichen Maine Ceom Alter von drei Jahren.
Bei grenzwertig eingestuften und zu jungen Katzemde der Herzultraschall
nach einem Jahr wiederholt. In diesen Fallen zahdi@s Alter der
Zweituntersuchung. Die Studienpopulation setzté sias 95 méannlichen und

103 weiblichen Tieren zusammen.

1.2. Rassen

Im Rahmen des HCM-Screening-Programms wurden liffassige Maine-
Coon-Katzen in die Studie aufgenommen. Die Katzearden zunachst
phanotypisiert und anschlieBend dem Genotyp bezugler SNPs (A31P und
A74T im MYBPC3) zugeordnet. Zusatzlich wurden anNH@rkrankte Katzen

anderer Rassen (AR), in die Studie einbezogen, @ diesen ebenfalls
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Vorkommen und Haufigkeit der als Main Coon-spezligjeltenden SNPs zu
evaluieren. Fur die herzgesunde Kontrollgruppe gzt der AR konnten 21
vorberichtlich gesunde Katzen aus Privatbesitz phénd genotypisiert werden
(Tabelle 4).

Tabelle 4: Patientengut: alle untersuchten Rassen exklusiané/ Coons
wurden der Gruppe ,andere Rassen” (AR) zugetei€. #Maine Coon, NWK =
Norwegische Waldkatze, EKH = Européisch Kurzhaar.

AR

Rasse MC NWK Perser EKH Andere
Anzahl 115 20 11 49 2

2. Methoden

Die Phanotypisierung erfolgte an der Medizinischi€leintierklinik, LMU
Minchen, Abteilung fur Kardiologie, unter der Leiguvon Dr. Gerhard Wess.
Alle Laborarbeiten wurden, falls nicht anders aredgEm, im Forschungslabor der
Medizinischen Kleintierklinik der LMU Munchen untéritung von Dr. Karin
Weber, Institut fur Tierphysiologie, durchgefiihiDie statistische Betreuung
erfolgte durch das Stablab Minchen, Institut fiatiStik der LMU Munchen,
unter der Anleitung von Herrn Prof. Dr. Kiichenhaffd Frau Monja Mahling.

2.1. Phéanotypisierung der Katzen

Zur Phanotypisierung wurden die Katzen jeweils rinkompletten
kardiovaskularen Untersuchung unterzogen. Anscbhidld wurde die
Studienpopulation in die Phanotyp-Gruppen ,adulthé&zgesund® (méannliche
Tiere > 24 Monate und weibliche Tiere > 36 Monate)CM*, ,equivocal” und
.Jung & herzgesund” (méannliche Tiere < 24 Monated umeibliche Tiere < 36

Monate) unterteilt.

2.1.1. Anamnese und Klinische Untersuchung

Bei jeder Katze erfolgte eine komplette Anamnesesibhtlich des Auftretens
von HCM in der Familie und hinsichtlich frihererkEankungen der Katze. Den
Besitzern wurden gezielt Fragen Uber Auftreten \mdétzlichem Herztod,
Linksherzversagen oder HCM bei verwandten Tiererstalje Von allen
Rassekatzen wurde eine Kopie des Stammbaums fir tergpa
Stammbaumanalysen einbehalten. Jede Katze wurde plém klinisch
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untersucht, besonderer Wert wurde dabei auf dag-Kesislaufsystem gelegt.
Zusatzlich erfolgte bei jeder Katze eine Palpatien Schilddrisengegend. Bei
einer palpierbaren hypertrophierten Schilddrisedeuder Laborparameter T4
eingeleitet, ebenso bei Katzen mit Verdacht odezefehen einer Hypertrophie
des Herzmuskels ab einem Alter von Uber 3 Jahran Awsschluss einer
Hyperthyreose. Als Referenzbereich von T4 wird ier dMedizinischen

Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-UniversitaMunchen ein Wert zwischen

12 und 37 nmol/l angesehen.

2.1.2. Blutdruckmessung

Mit dem Gerat ,Ultrasonic Doppler Flow Detector“afiRs Medical Electronics,
Aloha, Oregon, USA) wurde bei allen Studienpatientait Verdacht oder
Anzeichen einer Hypertrophie des Herzmuskels einehtn invasive
Blutdruckmessung durchgefuhrt. Die Messung wurde jedem Patienten
viermal wiederholt. Ein systolischer Blutdruck veveniger als 160 mmHg

wurde als physiologisch angesehen.

2.1.3. Echokardiographie
Bei allen Studienpatienten wurde ein Herzultradamél dem Gerat Vivid 7 (GE

Medical Systems, Horten, Norway) unter Verwenduniger 7,5 MHz-
Sektorschallsonde durchgefuhrt. Die Ultraschallisutehung erfolgte unsediert
jeweils in rechter und linker Seitenlage auf einBlaxiglastisch. Wéahrend der
Ultraschalluntersuchung zeichnete dasselbe Gerat ankanaliges EKG
(Ableitung II) auf. Bei jeder Katze wurden Standananittebenen aufgenommen
(KITTLESON, 1998a). Die Standardaufnahmen beinkatte die rechts
parasternale Kurzachse und Langsachse sowie dks é&pikale und links
kraniale Sichtfenster. Die Standardmessungen égiolgn zweidimensionalen
Bild mit der Bestimmung der enddiastolischen Waokiglides Septums (IVSd)
und der linksventrikularen freien Wand (LVPWd) sewdes enddiastolischen
inneren Durchmessers des linken Ventrikels (LVIDdnterhalb der
Mitralklappen. Das LA und der Querschnitt der Ada) wurden auf Hohe der
Herzbasis dargestellt und anschlieend der Durctenegon LA und Ao
gemessen. Zudem wurde nachfolgend das Verhaltniad Aalkuliert. Als HCM
wurde eine enddiastolische Wanddicke ab 6 mm ued/dds Vorhandensein

einer deutlichen Papillarmuskelhypertrophie angeseler Bereich zwischen
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55 mm und 5,9 mm wurde als ,equivocal® (Grauzoweiszhen normaler
Wanddicke und als hypertrophiert geltender Wandgi@ngesehen, ebenso eine
geringgradige Papillarmuskelvergréf3erung. Die Belung der
PapillarmuskelgroRe erfolgte subjektiv. Zusatzlietiolgte eine Einteilung in
Schweregrade der HCM. Dazu wurden die Messungenedddiastolischen
Wanddicke an der breitesten Stelle im IVSd oder WP in der rechts
parasternalen Kurzachse und Langsachse im zweidiorealen Bild
herangezogen. Bei Messwerten zwischen 6 mm undnf)5vurden die Katzen
in den Schweregrad ,milde* HCM* eingeteilt, bei 6pdm bis 7 mm galt die
HCM als ,moderat”. Lag die Wanddicke im IVSd undéod_VPWd in einem
Bereich Uber 7 mm, so wurde dies als ,hochgradid€M befundet. Auch bei
einem Verhaltnis von LA/Ao Uber 1,5 mit verdickt&ammerwanden und/oder
einer endsystolischen Kammerobliteration wurde gorer hochgradigen HCM
ausgegangen. Eine Beurteilung des Blutflusses ileer Herzklappen fand
mittels Farbdopplerechokardiographie statt, um d&#égurgitationen oder
Turbulenzen ruckzuschlief3en. Mittels PW-Doppler @W-Doppler wurden die
Blutflussgeschwindigkeiten tber Aorten- und Pulmkiag@pe sowie die Mitral-
und Trikuspidaleinflussprofile gemessen. Bei Vouhamsein von Insuffizienzjets
erfolgte eine genaue Beurteilung der Jetgeschwkedignittels PW- und CW-
Doppler.

2.1.4. Einschlusskriterien

Alle in die Studie aufgenommenen Maine-Coon-Katagaren reinrassig.
Letzteres wurde durch Einsicht in die Papiere isikle Stammbaum und durch
eine eindeutige Identifizierung (Ablesung von Coger Tatowierung) des Tieres
gewahrleistet. Der Herzultraschall wurde bei jed8tadienpatienten von dem
erfahrenen Kardiologen (Dr. Gerhard Wess) durchgefiBeziglich der
phanotypisch herzgesunden Kontrollgruppe (Grupeult & herzgesund®)
wurden nur mannliche Tiere, die alter als 24 Monatd weibliche Tiere, die
alter als 36 Monate waren, in die statistischen eBanungen, die
Pravalenzbestimmung sowie die Berechnungen fiurt3ekée der klinischen

Validitat der beiden Gentests einbezogen.
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2.1.5. Ausschlusskriterien

Ein Ausschluss aus der Studie erfolgte bei Katzeih Wberfunktion der

Schilddrise oder systemischer Hypertonie.

2.2. Genotypisierung der Katzen

Zur Genotypisierung der Katzen erfolgte eine Untelnsing von herzgesunden
und herzkranken Maine-Coon-Katzen sowie verschiedemderen Katzenrassen
auf die bei Maine Coons bekannten SNPs (A31P- uiETAIm felinen kardialen
MYBPC3-Gen.

2.2.1. Isolierung und quantitative Bestimmung felier DNA

Die feline genomische DNA wurde mittels eines komaredl erhaltlichen Test
Kits: QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germanygus Leukozyten von
frischem oder bei -80 °C tiefgefrorenem EDTA-Blutewgpnnen. Die DNA-
Isolierung erfolgte unter der Anwendung des folgan&tandardprotokolls der
Firma Qiagen (Hilden, Germany). 20 ul Proteas® Wwurden in ein 1,5 ml
Mikrozentrifugenréhrchen pipettiert. Dazu wurder®20 EDTA-BIlut und 200 pl
Puffer AL® hinzu gegeben und 15 sec mit dem Vortex-Mixer igeht, um die
DNA aus den Zellen zu l6sen. Es folgte eine Inkamaties Gemisches fur 10
min bei 56 °C und danach eine Zentrifugation firs@c bei maximaler
Geschwindigkeit. Nun wurden der Probe 200 ul Ethé9® %) hinzugeftigt, und
die Probe wiederum mit dem Vortex-Mixer gemischtd uanschlielend bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Als nadgfender Schritt wurde eine
QlAamp Spin Columfi in ein 2 ml Sammelrdhrchen platziert, und das
Flissigkeitsgemisch auf zwei Teile in die Spin @mugegeben und jeweils bei
8000 rpm fur 1 min zentrifugiert, damit sich die BNwuf dem Filter binden
konnte. Die abzentrifugierte Fllssigkeit wurde wverfien, um in die Spin
Column 500 pl Puffer AW zu geben und diese wiederum bei 8000 rpm fiir 1
min zu zentrifugieren und die gebundene DNA voreihRestbestandteilen zu
waschen. Nun wurde die sich im Sammelréhrchen befide Flissigkeit
ebenfalls verworfen und die Spin Column mit 500Pufffer AWZ® gefiillt und
fur 3 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Das Zentgét dieses Schrittes wurde
wiederum verworfen. Die Zentrifugation wurde beDQ8 rpm fur 1 min erneut
durchgefuhrt. Die Spin Column wurde anschlieBendein neues 1,5 mi

Sammelréhrchen gegeben. Die sich auf dem Filteindbehde DNA mit dem
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Puffer AE® wurde 1 min lang inkubiert und anschlieBend mitmde
Zentrifugationsvorgang fur 1 min bei 8000 rpm voitteF geldst und zusammen
mit dem Puffer AE im Sammelrdhrchen aufgefangen. Die mit Puffer®AE
versehene DNA wurde direkt im Anschluss auf Konmgidn und Reinheit
mittels photometrischer Messung bei Wellenlangen 260 nm und 280 nm
bestimmt und bei -20°C gelagert (QIAGEN, 2003).

2.2.2. Primerauswahl

Die Konstruktion der Primersequenzen fur das Exode felinen MYBPC3

erfolgte an homologen Sequenzen von Mensch, MausdHRatte und Rind
(felines MYBPC3-Transkript: Ensembl ID ENSFCAT 00002530). Der GC-

Anteil sollte hierbei relativ hoch sein. Die Schatemperatur (Tm) der beiden
Primer musste in einem ahnlichen Bereich liegem.T4n-Berechnung wurde der
woligo-calculator* der Firma Metabion GmbH (Marthesd, Germany,

www.metabion.com/biocalc/index.html) herangezogé&s. wurde jeweils ein

Vorwarts- und ein Ruckwartsprimer konstruiert (Tiéb®), so dass das PCR-
Produkt eine GroRe von 260 Basenpaaren (bp) eeeicbtzteres stellt eine
optimale Lange fur das anschlielende SequenziesenDide Herstellung der
Primer erfolgte durch die Firma Metabion GmbH (Nfestied, Germany).

Tabelle 5: Primerauswahl
Vorwartsprimer: 5-AGT CTC AGC CTT CAG CAA GAA GCC-Z

Ruckwartsprimer: 5'-GGT CAA ACT TGA CCT TGG AGG AGC C-3

2.2.3. Polymerasekettenreaktion

Im nachsten Schritt wurden die gesuchten Sequeginen vorberichtlich auf die
MYBPC3-Mutation negativ, zweier heterozygot undegihomozygot getesteten
Maine-Coon-Katzen mittels Polymerase Chain ReactiACR) unter

Verwendung des Gerates MastercyRlefEppendorf, Hamburg, Germany)
amplifiziert. Fur die Durchfuhrung der PCR erfolgthe Anwendung des
folgenden Standardprotokolls der Firma Qiagen @fldGermany). Zunéchst
wurden die DNA-Proben so verdinnt, dass jedes Reegemisch weniger als 1
g genomische DNA enthielt. Hierbei erfolgte einerdinnung der mit Puffer

AE® versetzten DNA-Proben in einem Verhaltnis von I®Aqua bidestillata
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Anschlie3end folgte die Herstellung eines Reaktiensisches auf Eis unter
Verwendung des Tagq PCR Master MiXQiagen, Hilden, Germany) laut
Empfehlung des Herstellers. Die in Tabelle 6 alfgaen Reagenzien wurden
nacheinander in PCR Tulfes(Eppendorf, Hamburg, Germany) pipettiert.
Schlief3lich konnte eine PCR unter Optimierung der @ind der Anzahl der

Zyklen ebenfalls laut Empfehlung des Herstellers imiTabelle 7 aufgeflhrten

Reaktionsschritten durchgefuhrt werden (QIAGEN, 200

Tabelle 6: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsgemisches.

Komponente Volumen/Reaktion
Tag PCR Master Mix® 50 pl
Vorwartsprimer 20 pl
Ruckwartsprimer 20 pl

Aqua bidestillata 5 ul

DNA 1:49 verdinnt 5ul

Totalvolumen 100 pl

Tabelle 7: Reaktionsschritte der PCR und Programmierung dete€y

Reaktionsschritt Zeit Temperatur

Initiale Denaturierung | 3 min 94°C

3-step cycling:

Denaturierung 1 min 94°C

Annealing 30 sec 60°C 30
Zyklen

Extension 1 min 72°C <l/

Finale Extension 10 min 72°C

Kihlung 4°C

2.2.4. Qualitative Bestimmung der PCR-Produkte

Die Qualitdat der PCR-Produkte wurde mittels Agageselektrophorese im
Labor des Instituts fur Tierphysiologie, LMU Mineheestimmt. Dies erfolgte
unter Herstellung eines 1-%igen Agarosegels aug @garosepulver und 50 mi
TBE-Puffer. Die Losung wurde in der Mikrowelle m&uh erwarmt, bis die
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Schlierenbildung stoppte. AnschlielRend erfolgtee éiokiihlung auf 60°C. Der
Gellésung wurde 1 pl Ethidiumbromid (GIBCO BRL, §lay, Grol3britannien)
beigefuigt und vermischt. Nun wurde die GelldsundgeurVermeidung von
Luftblasenbildung in die Spannungskammer gegebed dar Kamm zur
Taschenbildung auf die negative Seite der Kamnatwarze Markierung) in die
Losung gesteckt werden. Nach 15 min wurde dem geteér Gel der Kamm
entzogen. Das Gel wurde anschlieend mit TBE-Puffiberdeckt. Die
Herstellung des DNA-Leiter-Gemisches erfolgte mit il TBE Puffer, 1 pl
DNA-Leiter und 2 ul Farbstoff (6x Loading Dye, Prega, Madison, USA) unter
anschlieBender Vermischung auf einer Parafilmfalachfolgend wurden das
DNA-Leiter-Gemisch und das PCR-Produkt-Gemischien@eltaschen pipettiert
und die Spannungskammer auf 78 Volt fur 40 min esbglt. Das
Elektrophoreseergebnis konnte anschlieRend untdravidlletem Licht
dargestellt werden. Bei jeder PCR-Probe durfte @ine Bande entstehen. Die
Wanderstrecke des PCR-Produktes wurde anhand des-LBiters, der als
Referenz diente, beurteilt und musste bei 260 loleren

2.2.5. Reinigung der PCR-Produkte

Um das PCR-Produkt sequenzieren zu kénnen, mussteréer aufgereinigt
werden. Hierzu wurde das MinElute PCR Purificatiéit® (Qiagen, Hilden,
Germany) angewandt und die Reinigung der Produkie Herstellerprotokoll
durchgefiihrt. Es wurden 500 pl Puffer Bdu 100 pl PCR-Produkt-Gemisch
pipettiert. AnschlieRend wurde die MinElute Coldim das 2 ml Sammel-
réhrchen gegeben und das vorherige Gemisch in @i&Me Columff platziert.
Damit die DNA an den Filter bindet, wurde die sich Sammelréhrchen
befindende Column bei 13000 rpm fir 1 min zentidug Nach der Verwerfung
des Zentrifugats wurde die MinElute Colufhnnochmals in dasselbe
Sammelréhrchen gesetzt. Zur Reinigung der DNA vastBestandteilen der
PCR, erfolgte eine Zugabe von 750 pl Puffer®Pdiirekt auf dem Filter.
Anschlie3end folgte eine erneute Zentrifugation Bé&rchens samt MinElute
Columr® fiir 1 min bei 13000 rpm. Das Zentrifugat wurde Amschluss noch
einmal verworfen und die MinElute Colufinin ein sauberes 1,5
Sammelréhrchen platziert. Anschlielend wurde, uen@NA aus dem Filter zu
l6sen, 10 pl Puffer EBin das Zentrum der Filtermembran gegeben und 10 mi
inkubiert. Mittels Zentrifugation (13000 rpm fur fnin) konnte die DNA
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schlie3lich aus dem Filter gelést und im Sammetién aufgefangen werden
(QIAGEN, 2006).

2.2.6. Sequenzierung

Die Sequenzierung der gereinigten PCR-Produktenaben die Firma Qiagen
(Hilden, Germany). Es wurde ein ,single read” jetRobe mit Vorwarts- und
Ruckwartsprimer durchgefuhrt. Um die Qualitdt undichigkeit der
sequenzierten Einzelstrange zu Uberprufen, wurden Sééquenzen der drei
Genotypen (GG, GC, CC beziglich A31P) gegenseitigd umit der
veroffentlichten Sequenz von MEURS und Mitarbeité2005) sowie mit dem
humanen, bovinen und caninen Pendant verglichen
(www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)/).

2.2.7. Real Time PCR mittels Primer-Probe-Assay

Die Detektion und die Allelunterscheidung der SNHslgten unter Anwendung
des TagmahPrinzips. Die Real time quantitative PCR wird natetweise zur
Quantifizierung von PCR-Produkten mittels Flourezasggnalen herangezogen,
sie kann aber auch fur andere Zwecke verwendetenem B. Genotypisierung.
Hierzu bietet sich der Einsatz von so genanntenT=R&hden an, welche vom
Forster resonance energy transfer (FRET)-Prinzipr&@eh machen. Hierbei
wird ein Donor-Flourochrom (Reporter) angeregt,chies sodann seine Energie
an ein in ausreichender Nahe befindliches Akzeploorochrom (bzw. einen
~dunklen“ Quencher) abgibt. Wird der Abstand zwischAkzeptor und Donor
gréRer, so nimmt FRET und somit das Fluoreszenabkiges Akzeptors ab,
wahrend das des Donors zunimmt. Diese Methode izeictich durch eine hohe
Spezifitat aus. Beim Primer-Probe-Assay wird dien@gpisierung durch
komplementdre DNA-Sonden nach dem FRET-Prinzip emogimen, hier
wurde speziell das TagM&Prinzip angewandt. Die TagM&Bonde besitzt an
einem Ende einen Quencher und wird an ihrem andé&mhe mit einem
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff z. B. TAMRA oder FAhrkiert. Durch die Tag-
Polymerase, die zusatzlich Enukleaseaktivitat besitird die Sonde wahrend
der Synthese des Gegenstranges am 5'-Ende abgeloauir,ch sich Quencher
und Fluorophor voneinander entfernen. Dadurch kaine steigende Reporter-
Fluoreszenz gemessen werden. Eine bildliche Damstees TagmahPrinzips
ist in Abbildung 16 gegeben.
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Abbildung 16: Tagmarf-Prinzip (LIVAK et al, 1995)

Zur Genotypisierung der Katzen hinsichtlich der R3Lnd A74T-SNPs wurde
ein kommerzieller Assay-by-Design-Service (AppliBobsystems, Foster City,
USA) genutzt, der sowohl Primer- und Sondendesigraach Herstellung eines
fertigen Assaymixes mit Primer und Sonden in dehtigen Konzentration
iibernahm. Dieser TagM&nSNP Genotyping Assay enthalt zwei Tagfan
Reportersequenzen (Sonden) mit dem Farbstoff FAMdé&s Allel X und mit
dem Farbstoff VIC fur das Allel Y. Durch den Zusames ,minor groove
binders* (MGB) wird eine Erhéhung der Tm erhalt@hne dass die Sonde
verlangert wird, wodurch es mdglich wird, kiirzean8en zu gestalten. Letzterer
resultiert in grol3eren Tm-Unterschieden zwischess@aden und unpassenden
Proben und garantiert eine genauere Allelunterdcingl. Zusatzlich sind im
TagMarf SNP Genotyping Assay ein Vorwartsprimer und eirckRizrtsprimer
zur Amplifikation der Interessensregion und einhhifoureszierender Quencher
(NFQ) vorhanden, welcher ebenfalls eine genauetekiden des Floureszenz-
signals gewahrleistet (AB, 2003). In Tabelle 8 uidbelle 9 sind die
angewandten Reporter- und Primersequenzen des Btyping Assay Mix
fur die SNPs A31P und A74T des felinen MYBPC3 drtich.
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Tabelle 8: Reporter- und Primersequenzen des TadVBINP Genotyping Assay
Mix fur den A31P-SNP; SNP-Lokalisation im Kodon féttgedruckt.

Sonde VIC A31P: 5-TGTCTCGGECTCGAA-3’
Sonde FAM A31P: 5-CTGTCTCGQCCTCGAA-3
Vorwartsprimer: 5-GGCAGCCAGCAGCTCT-3
Ruckwartsprimer: 5-GCCAGCGCACCTTTACTC-3

Tabelle 9: Reporter- und Primersequenzen des TadVBNP Genotyping Assay
Mix fur den A74T-SNP; SNP-Lokalisation im Kodon f&ttgedruck.

Sonde FAM A74T: 5-CGTGGGCCC@CC-3
Sonde VIC A74T: 5-CGTGGGCCCGCC-3
Vorwartsprimer: 5-CGAGGCACACTCTGACAGT-3’
Ruckwartsprimer: 5- GAGGAGCCAGCGATGACT-3

Der RT-PCR Master Mix wurde wie folgt hergestellt:

Bei jeder PCR erfolgte die Verwendung von 96-Locikdfgkiter-Platten (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Die DNA-Proben wurdso mit Aqua
bidestillata verdiinnt, dass sie insgesamt 1-20 ng genomisch& &ihielten.
Anschlieend wurden jeweils 11,9 pl verdinnte DNAf alie 96-Loch-
Mikrotiter-Platte verteilt, wobei sechs Wells olDBIA verblieben, und somit die
Negativprobe (NTC) darstellten. Zu jeder DNA-Praobassten jeweils 0,625 pl
TagMarf SNP Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems, EosEity, USA)
und 12,5 pl TagMan Universal PCR Master Mix, No Amgs€ (Applied
Biosystems, Foster City, USA), welcher die AmpliTagld DNA Polymeras®
enthalt, hinzu pipettiert werden. Nun wurde die RCR und
Allelunterscheidung in folgenden Schritten mit d&werat Applied Biosystems
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, dfostity, USA)
durchgefuhrt. Zunéachst erfolgte ein ,Pre-read ri@i, dem das Gerét kurzzeitig
auf 60°C erhitzte, dann folgten die Schritte derpAfizierung und des ,Post-
read runs“ (AB, 2003). Die Konditionen des PCR-Pangms sind in Tabelle 10

dargestellt.
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Tabelle 10:Schritte und Konditionen der RT-PCR

Pre- Initiale Schritte PCR (40 Zyklen) Post-
read read
run run

Aktivierung der| Denaturation | Annealing/Extensior
AmpliTaq Gold
DNA Polymeras@

60°C 95°C 92°C 60°C 60°C
10 min 15 sec 1 min

Die Analyse der Floureszenzsignale erfolgte schékl3mit der ABI Prism
7300/7500 SDS Softwate(Applied Biosystems, Foster City, USA). Mittels
dieser Software wurden die Floureszenzmessungeredes$ einzelne Well der
96-Loch-Mikrotiter-Platte (Applied Biosystems, FestCity, USA), bezogen
kalkuliert. Mittels ABI Prism 7300/7500 SDS-Softe8r(Applied Biosystems,
Foster City, USA) konnte anschlieBend eine Alletustheidung getroffen
werden. Die unterschiedlichen Allele wurden in &aftware je nach Farbstoff
farblich markiert. In Abbildung 17 ist die Zuordrgirdes Farbstoffes fir die
jeweiligen Allele der zwei verschiedenen SNPs alRA8ind b) A74T ersichtlich.

a) B Well Inspector El
‘Wells)
Sample Name: |
Use | Detector | Reporter | Ouencher | Task |  ouantity Color
[ |Aa_sne FAM (ruane) Lpikricia
[ G_am VIC (none) Unknonn 3
r Ot el
Pazsive Relerence:
Add Detector... Hemove Cloza RO -
) Wells} Al
Sample Mame: |2, MC, herzgezund
use | Marker | petector | Reporter | ouencher | Task | Cotor |
¥ Mybp3_Kaize
Allel G ViC ([nane) Uniknicran
ARl C FAM (rane) urincwn [
™ Omitwel ;
Passive Fefersnce:
AddMarker.. | AddDetector.. | Femave | Close | RO -

Abbildung 17: Farbstoffzuordnung fur a) SNP A74T: Allel G = VI8llel A =
FAM; b) SNP A31P: Allel G = VIC, Allel C = FAM.
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Um den Genotyp fiur jede Probe zu bestimmen, wudienAllele mittels der
verwendeten Software in ein Diagramm mit zwei Achsngetragen (siehe
Abbildung 18). Die Trager des Wildtypallels (G/Ggfanden sich bei unserer
Gruppierung unten rechts auf der X-Achse (rote $&@gi die homozygoten
Alleltrager (C/C bei A31P oder A/A bei A74T) dertgsteten SNPs befanden
sich oben an der Y-Achse (blaue aufgestellte Quedrdie heterozygoten
Alleltrager (G/C bei A31P oder G/A bei A74T) waremttig angeordnet (griine
Dreiecke). In der linken unteren Ecke wurden dig&eproben (NTC) als gelbe
Quadrate dargestellt, wahrend sich undeterminiealep nicht erfolgreich
getestete Probanden, willkirlich im Diagramm véeei (Kreuz). Bei jedem
Probanden wurden zusétzlich die Spektren einzedfuert (Abbildung 19). Erst
dann wurde das Ergebnis als glaubwiirdig angeséhsgesamt wurde nach der
Anleitung des Herstellers vorgegangen (AB, 2004).
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Abbildung 18: Allelunterscheidung in der ABI Prism 7300/7500 SB&twaré
(Applied Biosystems, Foster City, USA); rote Kreise homozygot fur das
Wildtypallel (G/G); grine Dreiecke = heterozygoteeré (G/C bei A31P oder
G/A bei A74T); blaue Quadrate = homozygote Mutattoiiger (C/C bei A31P
oder A/A bei A74T); gelbe Quadrate = Negativprobkreuz = undeterminierte
Probe.
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Abbildung 19: Spektralleistung tber die gesamte PCR-Dauer hinBegspiel
eines fur den A31P-Polymorphismus homozygot getesstProbanden; grine
Linie = C-Allel mit Farbstoff VIC; rote Linie = G-Kel mit Farbstoff FAM;
blaue Linie = Schwellenwert; nur die griine Liniegteesin Floureszenzsignal
Uber dem Schwellenwert.

2.3 Auswirkung der A31P- und A74T-Polymorphismen atidas Protein

Mit dem Programm PolyPhen (http://genetics.bwh.aahedu/pph/index.html)
wurde die wahrscheinliche Auswirkung der Punktmaten bezuglich einer
Schadigung des kodierten Proteins evaluiert. DasgrBmm bendtigt hierzu
lediglich die Proteinsequenz des betroffenen Gens FASTA-Format, die
Kodoninformation und eine Information Uber die Awmséduren (im Programm
PolyPhen als AA abgekurzt), die durch die Mutatisgetauscht werden, z. B.
Position 74, AA1 = A, AA2 =T (siehe Abbildung 2@as Programm kalkuliert
hierbei die so genannten ,PSIC scores"” (,positipaesfic independent counts”),
um eine Profilmatrix (,profile score®) zu errechnerDiese stellt ein
logarithmisches Verhéltnis der Wahrscheinlichkaitee an einer bestimmten
Stelle auftretenden Aminosaure in das Verhaltnis\@ahrscheinlichkeit, wenn
die Aminosaure an irgendeiner Stelle auftritt (ldngrundfrequenz). PolyPhen
berechnet den absoluten Wert der Differenz derfijprecores beider getesteten
Allele. ,PSIC score“-Differenzen zwischen 1,5 und&yen aus, dass die Amino-
saurensubstitution moglicherweise eine SchadigwesgRioteins verursacht, ein
Wert > 2 sagt aus, dass eine Proteinschadigung weetnrscheinlich ist
(RAMENSKY et al, 2002).
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Abbildung 20: Ausschnitt aus dem Programm PolyPhen
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/index.html) teun Eingabe der Amino-
saurensequenz des MYBPC im Fasta-Format und AusdehlPosition der
Aminosaurensubstitution; hier als Beispiel: A74T.

2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS fur \Wims, Version 13,01 (SPSS
Inc., Chicago, USA) vorgenommen.

2.4.1. Pravalenzbestimmung

Die geschéatzte Pravaler{P) der Erkrankung errechnet sich wie in Formel 1
ersichtlich. Die Berechnung dieser Kennzahl eriolgiiter der Berilicksichtigung,
dass die untersuchten Tiere zuféllig aus der Papualderausgegriffen wurden
und nicht aufgrund von Symptomen in der Klinik vestellt worden sind. Hierzu
wurden die Maine-Coon-Katzen aus dem an der Medaen Kleintierklinik,
Abteilung fir Kardiologie, durchgefihrtem HCM-Scngsg-Programm
herangezogen. Katzen, die in die Gruppe ,jung &besund” (weibliche Tiere <
36 Monate und mannliche Tiere < 24 Monate) eingeteirden, konnten bei der
Berechnung der geschatzten Pravalenz nicht beditlgti werden, da sie nicht
als eindeutig herzgesund angesehen werden koénneens& wurden die
grenzwertigen Tiere aus der Gruppe ,equivocal” bleemicht betrachtet. Die

Unsicherheit bei der Schatzung der wahren Pravalemde mittels eines 95 %
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Kl ausgedriuckt (siehe Formel 3). Das Kl wurde undem Einschluss des
Standardfehlers (SE) wie in Formel 2 dargesteditebhnet.

Formel 1: Geschéatzte Pravalen)( n = Anzahl der Tiere.

P = n Kranke / n aller Untersuchten

Formel 2: Berechnung des Standardfehlers (SE} Schatzgro3e, n = Anzahl
der Tiere.

SEC )= [ @- )/n]

Formel 3: Berechnung des 95 %igen Konfidenzintervalls (KI)z Schatzgrolie,
SE = Standardfehler.

95 % Kl =+ (SE x 1,96)

2.4.2. Allelfrequenzbestimmung

Die Allelfrequenz stellt die prozentuale Haufigkeihes Alles dar und wird in
der vorliegenden Studie in Prozent angegeben. felAkelfrequenzberechnung
wurden die Phanotypgruppen (,adult & herzgesuntfCM“, ,,equivocal”“ und
.jung & herzgesund”) den Genotypgruppen (WildtyphlIGG, heterozygot: G/C
bei A31P oder G/A bei A74T, homozygot: C/C bei A3dder A/A bei A74T)
gegeniber gestellt. Hierbei wurden Maine-Coon-Katzed andere Rassen (AR)
separat betrachtet. Den Allelfrequenzen der veesidnen Genotypen
entsprechend wurde das Alter der Tiere in Form wWaittelwert, Median,

Standardabweichung, Minimum und Maximum beschrieben

2.4.3. Statistische Tests

Zum Vergleich der der Allelfrequenzen zwischen ddranotypgruppen wurde
der exakte Test nach Fischer durchgefuhrt. Das aBkkngsrisiko bei
Vorhandensein eines jeweiligen Phénotyps wurdeelsittier Berechnung von

Odds Ratios eingeschatzt.
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2.4.3.1. Exakter Test nach Fisher

Zunachst wurde der exakte Test nach Fisher aud ee2-Tafel gerechnet. Dieser
wurde dem Chi-Quadrat-Test vorgezogen, da die Gaggthl zum Teil sehr
klein war. Hierbei sollte ermittelt werden, ob sicle Allelfrequenzen der
Gruppen ,adult & herzgesund“ und ,HCM* signifikantterschiedlich verhalten.

Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 gesetzt.

2.4.3.2. Odds Ratio

So wurden ORs im Falle des A31P-SNPs fir die ddetammenfassung von
G/G + G/C (Genotyp: nicht HCM-assoziiert) versusC(Q(Genotyp: HCM-
assoziiert) oder G/G (Genotyp: nicht HCM-assoziieversus G/C + C/C
(Genotyp: HCM-assoziiert) jeweils entstehenden2afeln (und dazugehorige
95 % KIs) bestimmt. In Tabelle 11 wird die obendbegebene 2 x 2- Feldertafel
als Beispiel illustriert. Dabei wurde evaluiert, ¢datzen mit Mutation ein
hoheres Risiko hatten, an der HCM zu erkranken, Kds¢zen, die keine
Mutationstrager waren. Fur den A74T-SNP wurdenpathend die Allele G/G
+ G/A (Genotyp: nicht HCM-assoziiert) versus A/Agi@dtyp: HCM-assoziiert)
oder G/G (Genotyp: nicht HCM-assoziiert) versus GIAd A/A (Genotyp:
HCM-assoziiert) zusammengefasst. Sobald aber imeiKMWert 1,0 enthalten ist,
wobei kein unterschiedliches Risiko zwischen daddye Genotypgruppen an der
HCM zu erkranken bestlinde, reflektiert das OR ketagistische Signifikanz.

Tabelle 11: Angewandte 2 x 2- Feldertafel zur Berechnung dedsCHatios; (n)
= Anzahl der Tiere; ,adult & herzgesund“ = mannéchiiere > 24 Monate,
weibliche Tiere > 36 Monate.

Genotyp: Genotyp:

nicht HCM-assoziiert HCM-assoziiert
Phanotyp:
adult & herzgesund | (n) adult & herzgesund (n) adult & herzgesund
Phanotyp:
HCM (n) HCM (n) HCM

2.4.4. Bestimmung der klinischen Validitat der Gergsts

Die SchatzgroRen () der klinischen Validitat fur beide Gentests bbste aus
Sensitivitat, Spezifitat, positivem pradiktiven We(PPW) und negativem
pradiktiven Wert (NPW). Zur Berechnung dieser Wevigden Tabelle 12 und
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die Formel 4-7 angewandt. errechnet sich allgemein betrachtet der Formel 8.
wurde zunachst fur den Fall berechnet, wenn heggaie (G/C oder G/A)
und homozygote (C/C oder A/A) Tiere als Gentestitpobetrachtet werden.
AnschlieRend wurde fur den Fall bestimmt, wenn nur homozygot getestet
Tiere als Gentest positiv betrachtet werden. Datgiden die Genotypen im
selben Schema wie bei der Berechnung des ORs zusagefasst, so dass auch
eine separate Betrachtung der homozygoten (C/C AdEy Tiere stattfinden
konnte. Die 95 % Kls wurden so bestimmt, dass Zustaein Kl fur die logit-

Transformation (), siehe Formel 9 berechnet wurde, welches auf di§kala
(die Sensitivskala) zurtick transformiert wurde. Rigcktransformation geschah,
indem die untere und obere Grenze des K)aufter Anwendung von Formel 10
zurtick transformiert wurden. Diese Vorgehensweisede zur Kl-Berechnung
bevorzugt, da die Schatzwerte haufig in der Nahe %Yooder O lagen. Die
Konstruktion des  Kl-Intervalls  von erhielt man aus der
Standardfehlerberechnung (Formel 11) und der aiefd@rniden Anwendung von
Formel 12. Letztere Berechnungen wurden mit denisBkaProgrammpaket R
(http://www.r-project.org), Version 2.3.1 durchgkefti

Tabelle 12: Tabelle zur Erstellung der pradiktiven Werte; ,aduind
herzgesund” = m > 24 Monate und w > 36 Monate=(Anzahl der Tiere; RP =
richtig positiv; FP = falsch positiv; FN = falsclegativ; RN = richtig negativ, TP
= Test positiv; TN = Test negativ; AN = Anzahl alRhé&notyp-negativen Tiere;
AP = Anzahl aller Phanotyp-positiven Tiere; N = @Gmsanzahl der Tiere.

Genotyp : Genotyp : Total
A31P HCM-assoziiert nicht HCM-
assoziiert
Phanotyp: (n) RP (n) EN ( n)AP
HCM
Phanotyp: (n) FP (n) RN ( n)AN
adult &
herzgesund
Total ( nTP ( n)TN N

Formel 4: Berechnung der Sensitivitat; RP = Anzahl der rgghpositiv
getesteten Tiere; AP = Anzahl aller Phanotyp-pesitiTiere.

Sensitivitat = RP / AP
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Formel 5: Berechnung der Spezifitdt; RN = Anzahl der riclmégativ getesteten
Tiere; AN = Anzahl aller Phanotyp-negativen Tiere.

Spezifitat = RN / AN

Formel 6: Berechnung depositiven pradiktiven Werts (PPW); RP = Anzahl der
richtig positiv getesteten Tiere; TP = Anzahl ajpesitiv getesteten Tiere.

PPW =RP /TP

Formel 7: Berechnung desegativen pradiktiven Werts (NPW); RN = Anzahl
der richtig negativ getesteten Tiere; TN = Anzdldranegativ getesteten Tiere.

NPW =RN /TN

Formel 8: Berechnung der Schétzgrolie.

=nl/(n1+n2)=nl/(n)

Formel 9: Berechnung deltogit-Transformation .

=logit( )=log( /(1- )

Formel 10: Berechnung der Ricktransformation voau

=exp ()/(1+exp())

Formel 11: Standardfehlerberechnung von

Formel 12: Berechnung des Kl-Intervalls von

95%KI( )= + 1,96 x SE()
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VI. Ergebnisse

1. Phanotypisierung
Nachfolgend wird die phanotypische Charakterisigraier Studienpopulation

dargestellt.

1.1. Einteilung der klinischen Phanotypen

Die Katzen wurden Uber eine Periode von zwei Japrespektiv phéanotypisch
evaluiert und wie in Tabelle 13 ersichtlich eingoigst. Die Phanotyp-positiven
Tiere wurden zusatzlich ihrem Schweregrad nach ed@ig Letzteres ist in
Tabelle 14 ersichtlich. Die Gruppen ,adult und lggisund” und ,HCM* kénnen
eindeutig einem Phanotyp zugeordnet werden, wahiten&ruppen ,equivocal®
und ,jung und herzgesund® keinem eindeutigen Phgnaugeordnet werden

konnen, da sie womaoglich noch im spateren Altee &M entwickeln kdnnen.

Tabelle 13: Einteilung der Katzen nach Phanotyp und Untemegjlin Rassen
(MC = Maine Coon; AR = andere Rassen exklusive El&@oon; n = Anzahl der
Tiere; adult & herzgesund = m > 24 Monate, w > 3éniske; jung & herzgesund
= m < 24 Monate, w < 36 Monate).

adult & . ) jung &
herzgesund HCM ~equivocal herzgesund
n (MC) 71 12 5 27
n (AR) 23 45 8 7

Tabelle 14: Einteilung der Ph&notyp-positiven Katzen nach desthw®regrad
der Erkrankung und Unterteilung in Rassen. (MC drndaCoon; AR = andere

Rassen exklusive Maine Coon; n = Anzahl der Tiere).

. mittelgradige hochgradige
milde HCM HCM HCM
n (MC) 7 4 1
n (AR) 13 17 15

1.2. Altersverteilung in den Phanotypgruppen

Tabelle 15 stellt die Altersverteilung der Phangryppen bei den Maine-Coon-
Katzen dar, wéhrend in Tabelle 16 die Altersveutayl der anderen Rassen
beschrieben wird.
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Tabelle 15: Altersverteilung der einzelnen Phanotypgruppen den Maine-

= mannlich, w = weiblich. Fiedg Phéanotypgruppe
Anzahl der jeweiligen Tiare der Gruppe (n), des
Mittelwerts (MW), der Standardabweichung (SD), diésdians, des Minimums

Coon-Katzen (MC); m
erfolgt die Angabe der

(Min) und des Maximum

s (Max) in Monaten.

Alter (MC)

Phanotyp eindeutig zuzuordnen:

adult & herzgesund n 71
(m > 24 Monate, w > 36 MW 70,2
Monate) SD 26,8
Median 64
Min 24
Max 146
HCM n 12
MW 81,8
SD 51,3
Median 80,5
Min 15
Max 171
Phanotyp nicht zuzuordnen:
~equivocal® n 5
MW 89,8
SD 34,6
Median 106
Min 38
Max 124
jung & herzgesund n 27
(m < 24 Monate, w < 36 MW 19,1
Monate) SD 7,3
Median 18
Min 8
Max 35
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Tabelle 16: Altersverteilung der einzelnen Phanotypgruppen den anderen
Rassen (AR); m = mannlich, w = weiblich. Fir jed&Rotypgruppe erfolgt die
Angabe der Anzahl der jeweiligen Tiere in der Gripm), des Mittelwerts
(MW), der Standardabweichung (SD), des Medians, Mesmums (Min) und

des Maximums (Max) in Monaten.

Alter (AR) Phanotyp eindeutig zuzuordnen:
adult & herzgesund n 23
(m > 24 Monate, w > 36 MW 91,4
Monate) SD 41,7
Median 87
Min 28
Max 177
HCM n 45
MW 108,1
SD 53,0
Median 129
Min 3
Max 190
Phanotyp nicht zuzuordnen:
~equivocal* n 8
MW 123,2
SD 81,2
Median 121,5
Min 16
Max 216
jung & herzgesund n 7
(m < 24 Monate, w < 36 MW 14,9
Monate) SD 8,89
Median 13
Min 5
Max 33

1.3. Geschlechterverteilung in den Phanotypgruppen

Auch die Geschlechterverteilung ergab in den veesiedmen Gruppen

Unterschiede. So befanden sich in der adulten kstaglen Gruppe (méannliche
> 24 Monate und weibliche > 36 Monate) 60 weiblicimel 34 mannliche Tiere,

in der an HCM erkrankten Gruppe 16 weibliche undwHnnliche Tiere und in

der als ,equivocal” befundeten Gruppe funf weibéiadlmd acht méannliche Tiere.
In der Gruppe der herzgesunden jungen Katzen (ncéienk 24 Monate und

weibliche < 36 Monate) waren 22 Tiere weiblich ut@l ménnlich. Prozentual

gesehen waren in den nach Rassen unterteilten @i el&€rankten Gruppen

mehr mannliche Tiere vertreten als in der herzgdsnnGruppe. 58,3 % der
HCM-kranken Maine-Coon-Katzen und 75,6 % der an H&ktankten anderen

Katzenrassen waren mannlich (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Unterscheidung des Geschlechteranteils innerhalb vier
verschiedenen Phanotypgruppen in Rassen unterteilt.

1.4. Pravalenz

In einer Zeitperiode von zwei Jahren (August 20354ugust 2007) konnten im
Rahmen von Zuchtuntersuchungen und des HCM-Scrgéhiogramms 115
Maine-Coon-Katzen aus unterschiedlichen Zuchten die Untersuchung
eingeschlossen werden. Von der Berechnung der leriarate wurden die als
.equivocal® eingestuften Katzen und nicht evaluggdn zu jungen Katzen
(mannlich < 24 Monate, weiblich < 36 Monate) auspésssen. Von den
restlichen 83 Maine-Coon-Katzen wurde bei zwolfeeiHCM diagnostiziert.
Dies ergibt aus oben angegebener Formel eine dgeseliavalenz von 14,5 %
(95 % Kl = 6,89 % - 22,02 %).
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2. Genotypisierung

Die Studienpopulation konnte wie nachfolgend basblen genotypisiert
werden.

2.1. Qualitative Uberpriifung des PCR-Produkts
In Abbildung 22 wird das Ergebnis der qualitativeiberprifung der PCR-

Produkte mittels Agarosegelelektrophorese dardestel

500 bp———

Leiter Probe1 Probe2 Pr8beProbe4 Neg
100 bp

Abbildung 22: Darstellung der Agarosegelelektrophorese unter Wbkt Neg =
Negativprobe; bei jeder Probe ist jeweils nur ddamde auf der Hohe von circa
260 bp entsprechend des Leiters sichtbar, die Negabe hat keine Bande.

2.2. Sequenzierung

Die PCR-Produkte wurden anschlieRend vom Gel geteinnd in einem
kommerziellen Labor sequenziert. In Abbildung 28dsdie Sequenzausschnitte
der drei verschiedenen Allele bei Maine-Coon-Katzersichtlich. Die
Sequenzergebnisse entsprachen dem vorberichtli@enotyp der getesteten
Tiere.
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Abbildung 23: Sequenzausschnitt des MYBPC3-Gen; Kodon 31 isteeatnt;
der Pfeil kennzeichnet die Lokalisation des Basstausches im Rahmen des
A31P-Polymorphismus; a) Sequenz eines Probandenihityp-Allel G; b)
Sequenz eines heterozygoten Probanden fir den R8IPRorphismus: ein
blauer und ein schwarzer Floureszenzausschlag ajipenh sich; c) Sequenz
eines homozygoten Probanden fir den A31P-Polymsmuis: an Kodon 31 hat
ein Basenaustausch von Guanin (G) durch Cytosist@igefunden.

2.3. Genotypisierung und Allelunterscheidung mitted Tagmar®-Sonde

In den unten ersichtlichen Tabellen werden die acleeslenen Phanotypgruppen
den Genotypgruppen bezlglich beider untersuchtétsigeordnet. Der A31P-
SNP im MYBPC3 kam nur bei Maine-Coon-Katzen vor.rNy6 % der 115
Maine-Coon-Katzen wurden homozygot (Allel C/C) uB@,9 % heterozygot
(Allel G/C) fur den A31P-Polymorphismus getestesgesamt wiesen also 23,5
% der Maine-Coon-Katzen den A31P-SNP auf. In ddrokardiographisch
herzgesunden Maine Coon-Gruppe ,adult und herzgésum= 71) waren 18,3
% der untersuchten Maine-Coon-Katzen heterozygoté 248 % homozygote
Trager des A31P-SNPs. In der an HCM erkrankten @wparen 75,0 % Trager
des Wildtypallels, 16,7 % heterozygot und 8,3 % bmygot fur den oben
genannten SNP getestet worden. Die genaue Anzafliee in den jeweiligen
Geno- und Phanotypgruppen beziglich des A31P-SNPsni Tabelle 17
ersichtlich.
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Tabelle 17: Phano- und Genotypgruppen beziglich des A31P-Rwlyinismus;
m = mannlich, w = weiblich; dargestellt wird die Zahl (n) der Maine-Coon-
Katzen (MC) in den jeweiligen Geno- und Phanotypgan. Andere
Katzenrassen werden hier nicht bericksichtigt, @@aA®1P-SNP nur bei Maine-
Coon-Katzen vorkam. G/G = Wildtyp-Allel; G/C = heteygotes Allel fir SNP

A31P; C/C = homozygotes Allel fur SNP A31P.
G/G G/IC C/C
MC Wildtyp Heterozygot | Homozygot | n (MC)
A31P A31P
adult & herzgesund
(m > 24 Monate, 56 13 2 71
w > 36 Monate)
HCM
mild 5 2 0 12
mittelgradig 4 0 0
hochgradig 0 0 1
~equivocal* 3 2 0 5
jung &herzgesund
(m > 24 Monate, 20 7 0 27
w > 36 Monate)

Der urspringlich bei Maine-Coon-Katzen fir spetzliisgehaltene A74T-
Polymorphismus kam in der vorliegenden Studie nebkine-Coon-Katzen
auch bei Europadisch Kurzhaarkatzen, Perserkatzed orwegischen
Waldkatzen vor. Diese wurden den Maine-Coon-Kat&dsrandere Rassen (AR)
gegeniber gestellt. Auch bezuglich des A74T-Polyhiemus wurden die
Phanotypgruppen den Genotypgruppen nach Rasseteilhtgegeniber gestellt.
5,6 % von insgesamt 108 getesteten Maine-Coon-Katwerden homozygot
(Allel A/A), 25,0 % wurden heterozygot (Allel G/A)ur den A74T-
Polymorphismus genotypisiert. In der Gruppe ,adulil herzgesund“ waren 26,9
% der untersuchten Maine-Coon-Katzen heterozygoté 60 % homozygote
Trager des A74P-SNPs. In der an HCM erkrankten @ruparen 50,0 % der
Maine-Coon-Katzen Tréager des gesunden WildtypalB2s3 % heterozygot und
16,7 % homozygot fir den A74T-SNP getestet wordeenaue Zahlen dazu
werden in Tabelle 18 dargestellt.
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Tabelle 18:Phano- und Genotypgruppen bezuglich des A74T-Palgmsmus;

m = mannlich, w = weiblich; dargestellt wird die Zahl (n) der Maine-Coon-
Katzen (MC) in den jeweiligen Geno- und Phanotypgen. G/G = Wildtyp-
Allel; G/A = heterozygotes Allel fir SNP A74T; A/A homozygotes Allel fur

ATAT.
G/A A/A
G/G n
MC ) Heterozygot | Homozygot

Wildtyp A74T A74T (MC)
adult & herzgesund
(m > 24 Monate,
w > 36 Monate) 45 18 4 65
HCM 6 4 2 12
~equivocal* 3 2 0 5
jung & herzgesund
(m < 24 Monate,
w < 36 Monate) 21 3 0 24

Die herzgesunden Katzen der anderen Rassen (AR)ntda EKH, Perser,

Norwegische Waldkatzen, Langhaar-Mix, trugen zul3% das Wildtypallel

(G/G), zu 42,9 % ein heterozygotes Allel (G/A) und19,1 % ein homozygotes
(A/A) Allel bezuglich des A74T-SNPs. In der an HCbftkrankten Gruppe
wurden 35,0 % der Tiere heterozygot und 25,0 % raygat fur den A74T-SNP

getestet, wahrend

40,0

% das

Wildtypallel G/G
Gruppenzugehdrigkeiten der Rassen (AR) sind in l&af8 ersichtlich.

truge Die

Tabelle 19: Phano- und Genotypgruppen bezlglich des A74T-Palghismus;
m = mannlich, w = weiblich; dargestellt wird die Zahl (n) der anderen Rassen
exklusive Maine Coon (AR) in den jeweiligen GenadWPhanotypgruppen. G/G
= Wildtyp-Allel; G/A = heterozygotes Allel fir SNR74T; A/A = homozygotes

Allel fir A74T.
G/A A/A
G/IG n
AR ) Heterozygot | Homozygot

Wildtyp ATAT A7AT (AR)
adult & herzgesund
(m > 24 Monate, 8 9 4 21
w > 36 Monate)
HCM 16 14 10 40
~equivocal* 1 3 2 6
jung & herzgesund
(m < 24 Monate, 0 3 2 5
w < 36 Monate)
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2.4. Auswirkung der A31P- und A74T-Polymorphismen af das Protein
Das Programm PolyPhen (http://genetics.bwh.hargdtdpph/index.html)

evaluierte das theoretische Ausmal} beider unteiesuBINPs auf das Protein als
benigne. Die errechneten Daten der Software wendeibbildung 24 und 25
dargestellt. Die vom Programm PolyPhen angezeigibereinstimmenden
Sequenzen anderer Spezies mit der Katze werdeabgll€ 20 aufgefiihrt. Die
Sequenzen anderer Spezies stimmen an dieser Sielteer Sequenz der Katze
gut Uberein. Somit ist Vorhersage der Proteinb&esating durch den SNP auch

fur die Katze anwendbar.

Tabelle 20: Partielle Aminosaurensequenz des MYBPC3-Transkript
verschiedener Spezies inklusive Katze; DarstelligrgAminosduren des Kodons
31 (rot) und des Kodons 74 grin); modifiziert naldn PolyPhen-Ergebnissen
fur A31P und A74T, http://genetics.bwh. harvard/goeh/index.html.

Hund VAAGSPAVFE A ETERSGVKVRWQRGGSDISASDKYGLAAEGTRHTLTVRDVGP A DQGSYA

Mensch VAAGSPAVFE A ETERAGVKVRWQRGGSDISASNKYG LATEGTRHTLTVREVGP A DQGSYA

Maus VTAGSAAVFE A ETERSGVKVRWQRDGSDITANDKYG LAAEGKRHTLTVRDASP D DQGSYA

Rind VAAGSSAVFE A ETERAGLKVRWQRAGSDISASDKYS LAAEGTRHTLTVRDVGP A DQGSYA

Katze normal | VAASSSAVFE A ETERSGVKVRWQRGGSDISASDKYG LAAEGTRHTLTVRDVGP A DQGPYA

Katze SNP VAASSSAVFE P ETERSGVKVRWQRGGSDISASDKYG LAAEGTRHTLTVRDVGP T DQGPYA
31 74

Abbildung 24: Originalausschnitt aus der ,PSIC-score-DifferenZ&hnung
mit PolyPhen fur den A31P-SNP; pradiktive AussageAuswirkung des SNPs
auf das Protein: benigne (griine Zeile).
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Abbildung 25: Originalausschnitt aus der ,PSIC-score-DifferenZr&hnung
mit PolyPhen fir den A74T-SNP; pradiktive Aussage Auswirkung des SNPs
auf das Protein: benigne (griine Zeile).

3. Vergleich von Geno- und Phanotypen

Im folgenden Abschnitt erfolgt ein Vergleich von ride und Phanotypen
hinsichtlich ihrer Korrelation.

3.1. Allelfrequenzen

Im Folgenden werden die Allelfrequenzen beziglieh A31P- und A74T-SNPs
in den unterschiedlichen Phanotypgruppen darggstalie errechneten
Allelfrequenzen flr Maine-Coon-Katzen sind in Tabe21 ersichtlich, die der
anderen Rassen in Tabelle 22. Anhand der Tabedkenui erkennen, dass der
A31P-Polymorhismus nur bei Maine-Coon-Katzen vorkarahrend der A74T-
Polymorphismus auch bei anderen Katzenrassen présen Insgesamt waren
23,5 % der untersuchten Maine-Coon-Katzen TragerA84dP-Polymorphismus
und 30,6 % der untersuchten Maine-Coon-Katzen Trades A74T-
Polymorphismus. Eine genaue Aufteilung der Maineor@o bezlglich ihrer
Geno- und Phanotypen wird in Abbildung 26 fur de&8i1R-Polymorphismus und
in Abbildung 27 fir den A74T-Polymorphismus illustt. Bei den anderen
Rassen (AR) waren 65,3 % Trager des A74T-Polymerphs.
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Tabelle 21: Errechnete Allelfrequenzen in % in den untersdiekdn Phanotyp-
Gruppen bei Maine-Coon-Katzen (MC); m = mannlich=wveiblich; SNP =

»single nucleotide polymorphism*; G/G = Wildtyp-All; G/C = heterozygotes
Allel fur SNP A31P; C/C = homozygotes Allel fur SNR31P; G/A =

heterozygotes Allel fir SNP A74T; A/A = homozygodtel fur A74T.

SNP adult & HCM ~equivocal” jung &herzgesund
herzgesund (m < 24 Monate,
(m > 24 Monate, w < 36 Monate)

w > 36 Monate)

A31P| G/IG| G/IC | C/IC| GIG| GIC|CIC|GIG| GIC|CIC|GIG|GIC|CIC
78,7183 | 2,8 | 750 16,7| 83 | 60,0| 40,0 | - 741|259 | -

A74T | GIG | G/IA | AIA | GIG | GIA | AIA | GIG | GIA | AIA | GIG | G/A | AIA
67,2| 269| 6,0 | 50,0 | 33,3 | 16,7| 60,0 | 40,0 | - 875| 125| -

A31P-SNP im MYBPC3-Gen
115 MAINE-COON-KATZEN

eindeutiger
Phéanotyp
23,5 % Gentest positiv PN 76,5 % Gentest negativ
(n=27) jung & jung & (n =88)

herzgesund:  herzgesund:
(n=7), (n = 20),

equivocal: equivocat
(n=2) (n=3)

Eindeutige Phénotypisierung:66,7 % (n = 18) Eindeutige Phénotypisierung:73,9 % (n = 65)

7N\ 7\

adult &herzgesund

adult & herzgesund
(m > 24 Monate, HCM

(m > 24 Monate, HCM
w > 36 Monate) 16,7 % w > 36 Monatg 13,9 %
83,3 % (n=3) 86,2 % (n=9)
(n=15) / \ (n =56)
G/C c/C G/C c/C
86,7 % 13,3 % 66,7 % 33,3% jung & herzgesund: m < 24 Monate, w < 36 Monate
(n =13) (n =2) n=2) (n=1) C/C: Homozygotes Allel fur A31H

G/C: Heterozygotes Allel fur A31P
Abbildung 26: Aufteilung der untersuchten Maine-Coon-Populatimziglich
ihrer Geno- und Phénotypen fur den A31P-SNP.




VI. Ergebnisse 96

A74T-SNP im MYBPC3-Gen
108 MAINE COON-KATZEN

/ Kein eindeutiger \
W

Phéanotyp
30,6 % Gentest positiv b 69,4 % Gentest negativ

(n=33) jung & jung & (n=75)
herzgesund: herzgesund:
l (h=3), (n=21), l

equivocal: equivocal:
n=2) (n=3)

Eindeutige Phénotypisierung:84,9 % (n = 28) Eindeutige Phénotypisierung:68,0 % (n =51)

7N\ 7\

adult &herzgesund adult & herzgesund
(m > 24 Monate, HCM (m > 24 Monate, HCM
w > 36 Monate) 21,4 % w > 36 Monatg 11,8 %
78,6 % (n=6) 88,2 % (n=6)

(n=22) / \ (n = 45)

G/A AJIA G/A AlA
81,8 % 18,2 % 66,7 % 33,3% jung & herzgesund: m < 24 Monate, w < 36 Monate
(n =18) (n =4) (n=14) (n=2) A/A: Homozygotes Allel fir A74T)|

G/A: Heterozygotes Allel fur A747

Abbildung 27: Aufteilung der untersuchten Maine-Coon-Populatimziglich
ihrer Geno- und Phénotypen fur den A74T-SNP.

Tabelle 22: Errechnete Allelfrequenzen in den unterschiedhchhé&notyp-
Gruppen bei den Rassen exklusive Maine Coons (AR} mannlich, w =
weiblich; SNP = ,single nucleotide polymorphism“/&= Wildtyp-Allel; G/C =
heterozygotes Allel fir SNP A31P; C/C = homozygotdel fir SNP A31P;
G/A = heterozygotes Allel fir SNP A74T; A/A = homaptes Allel fir A74T.

SNP adult & HCM ~equivocal” jung &herzgesund
herzgesund (m < 24 Monate,
(m > 24 Monate, w < 36 Monate)

w > 36 Monate)

A3lP| G/IG| G/IC| CIC|GIG|GIC|CIC|GIG|GIC|CIC|GIG|GIC|CIC
100 - - 100 - - 100 - - 100 - -

A7AT | GIG | G/IA | AIA | G/IG | G/IA | AIA | GIG | GIA | AIA | GIG | GIA | AIA
38,1| 429 19,1 | 40,0| 350 25,0| 16,7 | 50,0 | 33,3 | 84,6 | 154 | -

3.3. Vergleich der Allelfrequenzen beider Phanotypgippen

Bezlglich des A31P-SNPs wurden nur Maine-Coon-Kairedie Berechnung
einbezogen, da ein Polymorphismus (G > C) an di&efle bei anderen
Katzenrassen nicht vorkam (siehe Tabelle 23). ir A74T-Polymorphismus
wurden Maine-Coon-Katzen (MC), siehe Tabelle 24 andere Rassen (AR),
siehe Tabelle 25, getrennt betrachtet. Bei keineen 8NPs konnte ein

signifikanter Unterschied der Allelfrequenzen zwise adulten herzgesunden
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(méannliche Tiere > 24 Monate alt, weibliche Tier86>Monate alt) und an HCM

erkrankten Katzen dargestellt werden.

Tabelle 23:3 x 2-Feldertafel fur die Anwendung desakten Tests nach Fisher

fur SNP A31P: Maine Coon (MC). G/G = Wildtyp-AlleG/C = heterozygotes

Allel fir SNP A31P; C/C =

homozygotes Allel fur SNR31P; G/A

heterozygotes Allel fir SNP A74T; A/A = homozygodtel fur A74T.

Exakter
MC G/G Allel | G/C Allel C/C Allel Total Test nach
Wildtyp | heterozygot| homozygot Fisher
p < 0,05
adult &
herzgesund 56 13 2 71
HCM 9 2 1 12 1,47
Total 65 15 3 83

Tabelle 24:3 x 2-Feldertafel fur die Anwendung des exaktent§ each Fisher
fur SNP A74T: Maine Coon (MC).

Exakter
MC G/G Allel | G/A Allel A/A Allel Total Test nach
Wildtyp | heterozygot| homozygot Fisher
p < 0,05
adult &
herzgesund 45 18 4 67
HCM 6 4 2 12 2,48
Total 51 22 6 79

Tabelle 25:3 x 2-Feldertafel fur die Anwendung des exaktentd each Fisher
fur SNP A74T: andere Katzenrassen (AR).

Exakter
A G/G Allel G/A Allel A/A Allel Total Test nach
Wildtyp heterozygot | homozygot Fisher
p <0,05
adult &
herzgesund 8 9 4 21
HCM 16 14 10 40 0,47
Total 24 23 14 61

3.3. Gepaartes Auftreten der A31P- und A74T-Polymgohismen

Ein gepaartes Auftreten der beiden untersuchtens3{am bei keiner der Maine
Coon-Katzen mit phanotypischer HCM vor. Keine dar A31P homozygot
(C/C) getesteten Katzen trug zugleich einen A74TwRorphismus. Drei Tiere
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der phanotypisch herzgesunden Maine-Coon-Katzegetrubeide SNPs als
heterozygotes Allel (G/C und G/A).

3.4. Risiko der verschiedenen Genotypen

Im Folgenden sind die ORs fir die beiden untergrcl8NPs bei Maine-Coon-
Katzen (MC) in Tabelle 26 und andere Katzenras8®&®) (n Tabelle 27 getrennt
dargestellt. Alle der in den Tabellen 26 und 27atiihrten ORs enthalten im 95

% Kl den Wert 1,0 und reflektieren keine statistesSignifikanz.

Tabelle 26: Odds Ratios fur die SNPs A31P und A74T des MYBPE@BsGhei
Maine-Coon-Katzen (MC); n = Anzahl der Tiere; ORGdds Ratio; Kl =
Konfidenzintervall.

MC Phéanotyp Genotyp: Genotyp: n OR | KI=95%
nicht HCM-
HCM- assoziiert
assoziiert
G/IG+G/C | C/C
adult &
A31P | herzgesund | 69 2 71 | 3,14 | 0,25 - 35,96
HCM 11 1 12
G/IG G/C + C/C
adult & 15 71
A31P | herzgesund | 56 3 12 | 1,24} 0,30-5,18
HCM 9
G/IG +G/A | AIA
adult &
A74T | herzgesund | 63 4 67 | 3,15| 0,51 —-19,52
HCM 10 2 12
G/IG G/A + AIA
adult &
A74T | herzgesund | 45 22 67 | 2,05| 0,59 -7,08
HCM 6 6 12
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Tabelle 27:0dds Ratios fur den A74T-SNP des MYBPC3-Gens beiRiassen
aulBer Maine Coon (AR); n = Anzahl der Tiere; OR dd® Ratio, Kl =
Konfidenzintervall.

AR Phanotyp Genotyp: Genotyp: n OR Kl =95 %
nicht HCM- | HCM-
assoziiert assoziiert
G/IG + G/A | AIA
adult &
A74T | herzgesund| 17 4 21 | 1,42 | 0,39 -5,22
HCM 30 10 40
G/IG GI/A + A/IA
adult &
A74T | herzgesund| 8 13 21 | 092 | 0,31-2,73
HCM 16 24 40

3.5. Alter der Geno- und Phanotypgruppen

Im Folgenden wird die Altersverteilung in den ustdrnedlichen Geno- und
Median, ré@rdabweichung,

Minimum und Maximum beschrieben. Hierflir werdendien Tabellen 28 - 30

Phanotypgruppen in Form von Mittelwert,
nur die Phanotypgruppen herzgesund und HCM betadBéfinden sich in einer
Gruppe nur zwei Patienten oder ein Patient, erfolgt eine Altersangabe und
eine Angabe des Mittelwerts.
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Tabelle 28: Darstellung der Altersverteilung der betrachtetemind-Coon-
Katzen (MC) in den verschieden Genotyp- und Phgestybeziiglich des A31P-
Polymorphismus. Die Altersangaben erfolgen in Menatinter Angabe der
Anzahl der Tiere (n), des Mittelwerts (MW), Mediaents (Median), der
Standardabweichung (SD), des Minimums (Min) und Meximums (Max).

SNP =

»Single nucleotide polymorphism*; G/G =

WildtAllel: G/C

heterozygotes Allel fir SNP A31P; C/C = homozygdiisl fir SNP A31P.

A!tesrsgr Al\gcl:P W%? Hetcgf)cz:ygot Horr(l:(ggygot
m natyp A31P A31P
adult & herzgesund
n:| 56 13 2
MW: | 71,4 66,3 61,0
Median:| 67 60 -
SD: | 26,2 31,6 -
Min: | 24 25 58
Max: | 146 131 64
HCM
n: |9 2 1
MW: | 79,0 64,5 -
Median:| 71 - -
SD: | 49,8 - -
Min: | 18 15 Alter:
Max: | 171 114 141,00

Tabelle 29: Darstellung der Altersverteilung der betrachtetemind-Coon-
Katzen (MC) in den verschieden Genotyp- und Phirestybezlglich des A74T-
Polymorphismus. Die Altersangaben erfolgen in Menatinter Angabe der
Anzahl der Tiere (n), des Mittelwerts (MW), Mediaents (Median), der
Standardabweichung (SD), des Minimums (Min) und Meximums (Max).

SNP =

»single nucleotide polymorphism®; G/G = WigtAllel; G/A

heterozygotes Allel fir SNP A74T; A/A = homozygodtel fur A74T.

A]tt(esr I\?Sr AI\%,:T W%? Het(g{)Azygot HOI"TAI\(/)ngOt
Ml natyp ATAT ATAT
adult & herzgesund
n: | 45 18 4
MW: | 70,8 66,9 88,0
Median:| 64 66 89
SD: | 28,0 27,4 9,6
Min: | 25 24 77
Max: | 146 108 97
HCM
n:.| 6 4 2
MW: | 87,3 81,5 65,5
Median:| 112,5 68,5 -
SD: | 54,0 64,3 -
Min: | 15 18 41
Max: | 141 171 90
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Tabelle 30: Darstellung der Altersverteilung der betrachtetedesen Rassen
(AR) in den verschieden Genotyp- und Phanotypenlidleeh des A74T-
Polymorphismus. Die Altersangaben erfolgen in Menatinter Angabe der
Anzahl der Patienten (n), des Mittelwerts (MW), Madverts (Median), der
Standardabweichung (SD), des Minimums (Min) und Meximums (Max).

SNP =  single nucleotide polymorphism®; G/G = WigtAllel; G/A
heterozygotes Allel fir SNP A74T; A/A = homozygodtel fur A74T.

Alttesrl\tljs rAA%IZT WCI;d/? Het(gééyg ot Hor'rbl‘cl)éygot
Ml natyp A74T ATAT
adult & herzgesund
n: |8 9 4
MW: | 99,0 98,0 70,5
Median: | 107 107 75,5
SD: | 40,4 47,9 19,2
Min: | 48 33 44
Max: | 163 177 87
HCM
n: |16 14 10
MW: | 122,8 83,4 112,3
Median:| 137,5 76 122,5
SD: | 46,3 53,3 66,1
Min: | 18 3 3
Max: | 178 157 190

3.6. Klinische Validitat der Gentests

Aus den in Tabelle 31 und Tabelle 32 dargestelt#erten wurden die

SchatzgroRen der Sensitivitat, der Spezifitat, des PPW und NIBSV sowohl
fur den A31P-Gentest, als auch fur den A74T-Gerkkalstuliert. Die Ergebnisse

der SchatzgréRen bezuglich der klinischen Validitat der Gentestsrdea in
Tabelle 33 und 34 illustriert. Zu werden die 95 % Kls angegeben, die jeweils

aus SE (logit ) errechnet wurden.
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Tabelle 31: Tabelle zur Erstellung der Schatzgrof3en fur dieikthe Validitat

des A31P-Gentests: RP = richtig positiv; FP = falgositiv; FN = falsch

negativ; RN = richtig negativ; TP = Summe der Gsnhfmsitiven Tiere; TN =
Summe der Gentest negativen Tiere; AP = Summe limd®yp-positiven Tiere;
AN = Summe der Phanotyp-negativen Tiere; N = Suraliee beurteilten Tiere;

Fall 1 = Betrachtung der heterozygoten (G/C) unchdwygoten (C/C) Tiere als
Genotyp-positiv (Zahlen schwarz); Fall 2 = Betraeiy der homozygoten (C/C)
Tiere als Genotyp-positiv (Zahlen grun, fettgedtiick

Genotyp: Genotyp: Total
A31P HCM-assoziiert nicht HCM-assoziiert
G/C +C/C G/G (Wildtyp)
C/C GIC + GIG
HCM 3 (RP) 9 (FN) 12 (AP)
1 11
adult & 15 (FP) 56 (RN) 71 (AN)
herzgesund 2 69
Total 18 (TP) 65 (TN) 83 (N)
3 80

Tabelle 32: Tabelle zur Erstellung der Schéatzgrof3en fur dieikthe Validitat
des A74T-Gentests: RP = richtig positiv; FP = fhalgwositiv; FN = falsch
negativ; RN = richtig negativ; TP = Summe der Genfmsitiven Tiere; TN =
Summe der Gentest negativen Tiere; AP = Summe ltiand®yp-positiven Tiere;
AN = Summe der Phanotyp-negativen Tiere; N = Surahies beurteilten Tiere;
Fall 1 = Betrachtung der heterozygoten (G/A) unchbpygoten (A/A) Tiere als
Genotyp-positiv (Zahlen schwarz); Fall 2 = Betraciy der homozygoten (A/A)
Tiere als Genotyp-positiv (Zahlen griun, fettgedtiick

Genotyp: Genotyp: Total
A74T HCM-assoziiert nicht HCM-assoziiert
G/IA + AIA G/G (Wildtyp)
A/A G/A + G/G
HCM 6 (RP) 6 (FN) 12 (AP)
2 10
adult & 22 (FP) 45 (RN) 67 (AN)
herzgesund 4 63
Total 28 (TP) 51 (TN) 79 (N)
6 73
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Tabelle 33: Werte der klinischen Validitat fur den A31P-GemteBall 1:
heterozygot (G/C) und homozygot (C/C) = HCM-assti(Zahlen schwarz);
Fall 2: homozygot = HCM-assoziiert (Zahlen grin,ttdedruckt); =
Schatzgrol3e; 95 % Kl = 95 % Konfidenzintervall.

G/C + C/C = Genotyp: C/C = Genotyp:
A31P HCM-assoziiert HCM-assoziiert
95 % Ki 95 % Ki
Sensitivitat 0,25 0,08 - 0,55 0,08 0,01-0,41
Spezifitat 0,80 0,68 — 0,87 0,97 0,89 - 0,99
PPW 0,17 0,06 -0,41 0,33 0,20 - 0,86
NPW 0,86 0,76 — 0,93 0,86 0,77- 0,92

Tabelle 34 Werte der klinischen Validitat fur den A74T-Gestte Fall 1:
heterozygot (G/A) und homozygot (A/A) = HCM-asseri (Zahlen schwarz);

Fall 2: homozygot = HCM-assoziiert (Zahlen grun,ttdedruckt); =
Schatzgrol3e; 95 % Kl = 95 % Konfidenzintervall.

G/A + A/A = Genotyp: A/A = Genotyp:
A74T HCM-assoziiert HCM-assoziiert
95 % Ki 95 % Ki
Sensitivitat 0,50 0,24 - 0,75 0,17 0,04 - 0,48
Spezifitat 0,67 0,55-0,77 0,94 0,85-0,98
PPW 0,21 0,01 -0,40 0,33 0,08 - 0,73
NPW 0,88 0,76 — 0,95 0,86 0,76 — 0,93
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VII. Diskussion

1. Methodik
Der Herzultraschall ist derzeit das Diagnostikum d&hl fiur die feline HCM.

Als Goldstandard zur Diagnostik gelten die im zwmeiehsionalen Bild
gemessenen Maximalwerte des IVSd und des LVPWdesdigi Beurteilung der
PapillarmuskelgroRe (HAGGSTROM, 2006; KITTLESON,08). Fur Maine-
Coon-Katzen wurden die speziell fir diese Rasseelten Referenzwerte
bertcksichtigt (DROURRet al, 2005). Die Papillarmuskeln wurden in der
vorliegenden Studie durch den erfahrenen Untersu@e G. Wess) subjektiv
eingeschatzt, was derzeit ebenso dem diagnostis@tandard entspricht
(HAGGSTROM, 2006). Wenn eine Katze im Herzultragicladgs herzgesund
beurteilt wird, bedeutet dies nicht, dass sie Isla@m herzgesund bleibt. In der
vorliegenden Studie wurden deshalb Altersgrenzen dié Kontrollgruppe
(herzgesunde Gruppe) herangezogen, wonach manrliehe Gber 24 Monate
und weibliche Tiere Uber 36 Monate alt sein mussiemese Altersgrenzen
wurden deshalb so gewahlt, weil sich laut KITTLES(005) bei den meisten
betroffenen Maine-Coon-Katzen die HCM im ersten drefjahr noch nicht
echokardiographisch prasentiert. Bei méannlichen nglaCoons treten erste
deutliche echokardiographische Verédnderungen jedabkits ab dem zweiten
Lebensjahr auf. Weibliche Tiere tendieren dazu, HEM erst spater zu
entwickeln. Zumeist manifestiert sich die HCM begiblichen Maine Coons im
Alter von drei Jahren. Die Schlussfolgerung einem VKITTLESON und
Mitarbeitern im Jahr 1996 durchgeflhrten Studie ,wass die HCM bei der
damals untersuchten Maine-Coon-Kolonie zwischen desten und vierten
Lebensjahr einen hochgradigen Schweregrad erreidbhs Erfahrungen in
weiteren Kreuzungsstudien beschreiben KITTLESON Withrbeiter (1999),
dass zwei von drei Tieren aus Verpaarungen mit zRle&notyp-positiven
Elterntieren die HCM bereits im Alter von sechs Mten hochgradig
auspragten. Einige wenige Maine-Coon-Katzen zeigehokardiographische
Anzeichen erst mit sechs bis sieben Jahren (KITTRES 2005). Die
Altersgrenzen fur die Kontrollgruppe wurden anhaser Erfahrungen von
KITTLESON und Mitarbeitern (1996, 1999) festgele@tas Alter der in der

vorliegenden Studie als phanotypisch herzgesunddiken Tiere (herzgesund +
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Wildtyp-Allel: Medianalter = 67 Monate; herzgesuads/C (heterozygot A31P):
Medianalter = 60 Monate; herzgesund + C/C (homozpgdiP): Alter = 58 und
64 Monate) relativ hoch war, kann zwar nicht ausgkessen werden, dass einige
Tiere noch zu einem spateren Zeitpunkt eine HCMviekeln kbnnten, aber es
erscheint aufgrund des Alters unwahrscheinlichsdiises flr viele der Katzen
der Fall sein wird.

Die Anwendung des Primer-Probe-Assays zur Genagrpisg wurde als bereits
validiert aus der Literatur (ibernommen. Die Taqft&onden zeichnen sich
durch eine hohe Spezifitat aus. Sie sind wenig lepf&lr veranderte
Reaktionsbedingungen und andere Storfaktoren (Priger-Dimere). Die PCR
muss folglich weniger etabliert werden (BOELHAUVE)O07). Das Design der
Primer und Sonden dieses Assays wurde von derrdde Firma dbernommen.
Die DNA musste hierbei nur mit zwei Komponentenmdglastermix und dem
vorgefertigten Assay-Mix, zusammen pipettiert werdeie Auswertung erfolgte
fur alle Individuen mit einer Software. Die vorhesequenzierten
Positivkontrollen (sowohl homozygot als auch hetggot) brachten immer
dasselbe Ergebnis wie die Primer-Probe-Assays. aflderen Proben haben
einwandfreie Cluster gebildet. Die Allelfrequenzisr homo- und heterozygoten
Tiere bezuglich des A31P-SNPs entsprechen im Wedem den auf der
Homepage der Washington State University des ,\edey Cardiac Genetics
Laboratory” veroffentlichten Daten (WSU, 200Die Sensitivitat und Spezifitat
von TagMaf! Genotyping Assays werden in der Virologie als &fmnhoch wie
bei der Standard-PCR eingestuft (WALKERal, 2007). Diese Methode gilt als
schnellste und einfachste, jedoch auch teurere ddetim Vergleich zur ARMS-
PCR oder Meltingcurve-PCR.

2. Limitationen dieser Studie

Diese Studie wurde im Rahmen einer prospektiverdiStder Abteilung flr
Kardiologie der Medizinischen Kleintierklinik, LMWtnchen, durchgefihrt.
Die Anzahl der untersuchten Tiere war folglich daabhangig, wie viele Tiere
seit August 2005 vorstellig wurden. Studien, diechhi an Labortieren
durchgefuhrt werden, sondern an Klinikpatientezgdin einigen Beschrankungen
zu Grunde, die eingehend diskutiert werden sollen.

Fur die Untersuchung, ob die untersuchten Polymenpén auch bei anderen

Rassen vorkommen, wurden unterschiedliche Katzsenasierangezogen, die
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zufallig in der Abteilung fur Kardiologie untersuchvurden. Unterschiede
beziglich des A74T-Polymorphismus innerhalb der sBaswurden nicht
untersucht, da lediglich der Gesichtspunkt, ob &h am Maine-Coon-
spezifische Polymorphismen handelt, fir die Studiieressant war. Als Maine-
Coon-Katzen wurden nur reinrassige Katzen in Besitzes Stammbaumes
angesehen.

Betroffene Katzen konnen erste Verdnderungen deznieskels im Alter
zwischen einem halben Jahr und fiinf Jahren zeigBkGGSTROM, 2006;
KITTLESON, 2005). Das vorgeschlagene Alter fir Zuwechersuchungen liegt
fur mannliche Tiere bei 24 Monaten und fur weibéichiere bei 36 Monaten, da
Studien zeigen, dass bei den meisten betroffenendvidoons ab dem dritten
Lebensjahr echokardiographische Veranderungen mirésad. Anhand einer
Studie mit Kreuzungsversuchen innerhalb einer M&pen-Kolonie mit
familiarer HCM berichten KITTLESON und Mitarbeitén Jahr 1996, dass bei
den untersuchten Maine Coon-Katzen die HCM zwisalen ersten und vierten
Lebensjahr bereits einen hochgradigen Schweregnaiclet. Bei Kreuzungen
aus Phanotyp-positiven Elterntieren entwickelterdén oben genannten Studie
zwei von drei Katzenwelpen sogar eine hochgradi@MHmM Alter von nur
sechs Monaten. Im Jahr 1999 berichteten KITTLESOMN Wwitarbeiter
wiederum von Kreuzungsstudien zwischen Phéanotygipes und Phanotyp-
negativen Maine-Coon-Katzen (Gruppe 1) sowie zwasctzwei Phanotyp-
positiven Elterntieren (Gruppe 2). In Gruppe 1 eckelten zwolf von 22 Tieren
der folgenden Generation eine HCM. Bei elf der Pityimpositiven Tiere traten
eindeutige Papillarmuskelveranderungen bereits Itar&wischen neun und 21
Monaten auf. Ein weibliches Tier entwickelte die Mrst mit 38 Monaten.
Dieselben Tiere entwickelten im Alter zwischen 1148 Monaten eine mittel-
bis hochgradige HCM. In Gruppe 2 entwickelten dren acht tberlebenden
Welpen eine HCM. Bei letzteren wurden phanotypis&feranderungen im
Ultraschall bereits im Alter von vier bis sechs Mtn prasent.
Zusammenfassend beschreibt KITTLESON (2005), dass den meisten
betroffenen Maine-Coon-Katzen die HCM im ersten dmtjahr nicht
echokardiographisch prasent ist. Bei ménnlichen nglaCoons treten erste
deutliche echokardiographische Veranderungen jedabkits ab dem zweiten
Lebensjahr auf. Weibliche Tiere tendieren dazu, HEM erst spater zu

entwickeln. Zumeist manifestiert sich die HCM beaikblichen Maine Coons im
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Alter von drei Jahren. Jedoch zeigten einige wenlgere von Kittlesons
Studienpopulation echokardiographische Anzeichest st sechs bis sieben
Jahren. Anhand der oben genannten Studien mit Maamn-Katzen wurde das
Mindestalter fur die Kontrollgruppe in der vorliegken Studie festgelegt.
Sicherlich kann nicht ausgeschlossen werden, daggdangerer Anteil der Tiere
im hoheren Alter eine HCM entwickeln koénnte. Jeddaj das berechnete
Medianalter der vorliegenden herzgesunden Populat@t Uber der festgelegten
Altersgrenze. So lag das Alter der beiden fur deBlPAPolymorphismus
homozygot getesteten phanotypisch herzgesundee b&r58 und 64 Monaten
bei der Erstuntersuchung. Die 58 Monate alte Katzar bei einer
echokardiographischen Kontrolluntersuchung nackreidahr im Alter von 70
Monaten immer noch echokardiographisch herzgeslvas Medianalter der
echokardiographisch herzgesunden homozygot fur Agyetésteten Maine Coons
lag sogar bei 89 Monaten. Das Medianalter der beygot fur A31P getesteten
phanotypisch herzgesunden Tiere lag bei 60 Monatas,Medianalter der flr
A74T heterozygot getesteten herzgesunden Katze6®onaten. Auch dieser
Wert liegt weit Uber der festgelegten Altersgremie weibliche Tiere von 36
Monaten. Da laut KITTLESON (2005) sich die HCM ba#gr Maine Coon
zumeist im Alter von drei Jahren entwickelt, kachlassfolgernd gesagt werden,
dass das Medianalter der vorliegenden PhéanotyptimegaStudienpopulation
drei Jahre weit Ubersteigt und somit die Chancss dikese Katzen im spateren
Alter eine HCM entwickeln kénnten, relativ geringt,ijedoch nicht ignoriert
werden sollte. Aus diesem Grund wurden in der ggdnden Studie alle
herzgesunden mannlichen Tiere im Alter unter 24 &lem und alle
herzgesunden weiblichen Tiere im Alter unter 36 Bten aus den statistischen
Berechnungen ausgeschlossen, da diese eventuéllimospateren Lebensalter
eine HCM entwickeln. Ein Ausschluss von zu jungegrdn erfolgte scheinbar in
der Studie von NYBERG und Mitarbeitern (2007) njdntwelcher der Median
der gesunden Kontrollgruppe bei einem Alter vonIgBren lag.

Die Geschlechtsverteilung innerhalb der gesamteandi&tpopulation war
ausgeglichen. Von 198 untersuchten Katzen ware(d®®8 %) mannlich und
103 (52,02 %) weiblich. Jedoch waren in der naclssBa untergliederten
,HCM-kranken“ Gruppe 58,33 % der Maine-Coon-Kataemd 75,56 % der
anderen Rassen (AR) mannlich. In den Studien voATKESON und
Mitarbeitern (1999), RIESEN und Mitarbeitern (20p&wie in Studien mit
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HCM exprimierenden transgenen Mausen erkranktembicéyie Tiere friher als
weibliche. Ebenso entwickelten in der zuletzt emtéh Studie mehr mannliche
als weibliche Mause eine gestorte Myozytenanordn(@EISTERFER-
LOWRANCE et al, 1996). Hierbei wird vermutet, dass das mannliche
Geschlecht die phanotypische Expression modifinideann. Letzteres konnte
aufgrund von bekannten geschlechtsspezifischenrsaftieden beztglich des
kardialen Muskelumsatzes zustande kommen (CAPA®S@I, 1983). Eine
Mehrheit des ménnlichen Geschlechts innerhalb d&vikbositiven Gruppe wird
auch innerhalb der vorliegenden Studienpopulatpnésentiert.

Die Allelfrequenzen der Gruppen ,herzgesund” undCM' beziglich der SNPs
A31P und A74T des MYBPC3-Gens unterschieden sichtrsignifikant. Ein
Grund hierfir kann sein, dass tatséchlich keinenifskginten Unterschiede
zwischen Allelfrequenzen in den untersuchten Gropgestieren. Andererseits
konnte auch die untersuchte Tierzahl zu klein sem, vorhandene geringe
Unterschiede nachzuweisen. Anstatt einer Powerbeusg wurden in der
vorliegenden Studie ein 95 % KI fur die OR und 8iehatzwerte der klinischen
Validitdt bestimmt. Im 95 % KI kommt der Umfang d&tichprobe zum
Ausdruck, denn es wirde mit steigendem Stichpraimégng enger, also genauer
werden. Dadurch wird die vorliegende Situation igsdr Arbeit gut beschrieben.
Da in einigen Fallen der untersuchten Gruppen dmwvexdung eines Chi-
Quadrat-Test als unangemessen erschien (wenn eirerwarteten Haufigkeiten
kleiner als 1 bzw. mehr als 20 % Kkleiner als 5 wgrewurden die
Allelfrequenzen mittels des exakten Test nach Fisle¢rachtet. Dieser ist zwar
undblicher, erschien aber in einigen Fallen angeerex. Hierbei wurde das
Signifikanzniveau bei g 0,05 gesetzt.

Der festgelegte Zeitrahmen der Studie von zweielalie3 es nicht zu, die
Katzen auf Langzeitbasis zu evaluieren. Eine Laitgizelie ware sicherlich
genauer, Phanotyp-positive Tiere kdnnten hinsicintlder Progression ihrer
Erkrankung besser beurteilt werden und Phanotyptheg Tiere kénnten zum
Teil bis ins hohe Alter verfolgt werden, um sicter gehen, dass keine HCM
auftritt. Mit einer Langzeitstudie konnten die Pbgpen eindeutig bestimmt
werden. Demnach besteht die Maoglichkeit, dass i derliegenden
Studienpopulation derzeit herzgesunde Tiere im espét Alter eine HCM
entwickeln. Da die vorliegende herzgesunde Studipulation aber ein relativ

hohes Medianalter (siehe oben) aufweist, bestet# gewisse Sicherheit, dass
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die in der hiesigen Studie als herzgesund beeteiliere auch in Zukunft keine
HCM entwickeln. Letzteres kann durch oben bescknebStudien bezlglich des
Alters, in welchem eine HCM bei Maine Coons am Igaién auftritt
(KITTLESON 1996, 1999, 2005), bekraftigt werden.

Die Studie erfolgte im Rahmen einer Fall-Kontraltie beziglich der
genetischen Polymorphismen A31P und A74T im MYBR&S3 und deren
Assoziation mit dem Risiko an der HCM zu erkrankeAuf ein
familienbezogenes Screening wurde verzichtet, da Wer Homepage der
Washington State University (WSU), ,Veterinary GadGenetics Laboratory*,
circa ein Drittel der Maine-Coon-Population Tragies A31P-Polymorphismus
ist (WSU, 2007) und da keine eng verwandten MainerzFamilien komplett
zur Verfigung standen. Zusatzlich kann mit groR3eah¥§cheinlichkeit davon
ausgegangen werden, dass innerhalb der Rasse le#n Werwandtschaftsgrad
zugrunde liegt. In der Humanmedizin werden Kandidgéen-Fall-Kontroll-
Studien als ntzliche und auch wichtige erganzehlternativen zu Familien-
Screenings angesehen (DALY & DAY, 2001). Ein Fatifroll-Studien-Design
wurde auch fur die Untersuchungen von NYBERG undaMdeitern (2007)
angewandt, die den A74T-SNP bei der Maine Coonkdeteen und als die
zweite kausale Mutation fur die feline HCM bei déiaine Coon ansahen.
Weiterhin evaluierte dieselbe Arbeitsgruppe auch die Haufigkeit und das
Risiko der A31P-Mutation des MYBPC3-Gens bei deiidaCoon anhand einer
Fall-Kontroll-Studie.

3. Klinische Relevanz der Studie und Vergleich zu &gangerstudien

Aufgrund des kommerziellen Angebots von Gentests die mit HCM-
assoziierten Polymorphismen bei der Maine CoonfliisZtchter und Tierarzte
haufig unklar, wie sie mit den Testergebnissen uddn bisherigen
Veréffentlichungen zu den angeblich kausalen Maten verfahren sollen. Im
Folgenden werden insbesondere die Schwachpunkte disherigen
Veroffentlichungen aufgezeigt, um die klinische &&nz und die Ergebnisse der
vorliegenden Studie zu bekraftigen.

KITTLESON und Mitarbeiter (1999) gehen bei ihrerf 2dCM selektierten
Kolonie mit autosomalem Erbgang von einer 100-%igenetranz der HCM aus.
Diese Gegebenheit trifft weder fur den A31P- nochir fden A74T-
Polymorphismus zu. Dass die homozygoten Tieredbbren werden, wie es von
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KITTLESON und Mitarbeitern (1999) in derselben Seutlypothetisiert wurde,
trifft weder flr den A31P-SNP noch fur den A74T-Aobrphismus zu. MEURS
und Mitarbeiter (2005) konnten in ihrer Studie derselben Katzenkolonie sechs
lebende homozygote Tiere vorweisen, welche eine-%i@d@ Penetranz der
Erkrankung aufwiesen. In der hiesigen Studie weisaei der homozygoten
Tiere (56 und 64 Monate alt) auch bei der FolgagntEhung nach 12 Monaten
noch keinerlei echokardiographische Auffalligkeiterauf. Bei der
Folgeuntersuchung waren die Tiere bereits 68 untM@6ate alt. Auch Katzen,
die homozygote Trager des A74T-Polymorphismus swerden nicht tot
geboren und entwickelten in der vorliegenden Stumieeinem grof3en Tell
keinen klinischen Phanotyp. In der Studie von MEURSE Mitarbeitern (2005)
wurde von den Autoren angedeutet, dass alle MaoméKatzen, die Trager des
SNPs A31P waren, auch phéanotypisch eine HCM zeigiedoch war ein
homozygot getestetes Tier, welches plotzlich wathreiner Andsthesie verstarb,
nie im Herzultraschall auffallig geworden, Angabeaor Pathologie dieses
bestimmten Tieres gibt es im zugehdrigen Artikelchhi Die anderen
homozygoten Tiere entwickelten im Gegenzug dazae eergleichsweise rasant
verlaufende und schwerwiegendere Form der HCM wiiteh Expressivitat. Die
Frage, ob die HCM bei der von MEURS und Mitarb&it¢2005) untersuchten
Familie aufgrund von erhdhten Inzuchtfaktoren salewausgepragt war, bleibt
offen, jedoch waren andere angeborene Defekte decWerpaarung innerhalb
der Familie prasent. Keines der 100 herzgesundenréltiiere wies in derselben
Veroffentlichung einen A31P-Polymorphismus auf, geld wird nicht darauf
eingegangen, ob die Kontrolltiere ebenfalls MairmKatzen waren oder
herzgesunde Katzen anderer Rassen. In der vortlegeStudie konnte gezeigt
werden, dass der A31P-Polymorphismus nur bei denéM&oon prasent ist.
Nach derzeitigem Wissensstand sind 33,6 % der Maown-Population Trager
des A31P-Polymorphismus, infolgedessen waren di@ Kéntrolltiere in der
Studie von MEURS und Mitarbeitern (2005) mit groR&ahrscheinlichkeit
keine Maine-Coon-Katzen. In einer Folgestudie kennMACDONALD und
Mitarbeiter (2007) bei sechs Genotyp-positiven kataus Nachzuchten der von
MEURS und Mitarbeitern (2005) beschriebenen Koldkame HCM detektieren.
Zudem wurde von MEURS und Mitarbeitern (2005) imetheStudie nicht darauf
eingegangen, ob die Mdglichkeit bestiinde, dassKitaskheitsbild und eine
unabhangige kausale Mutation kosegregieren, ohnéinekten Zusammenhang
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miteinander zu stehen. In derselben Verdffentlichwird davon ausgegangen,
dass der detektierte A31P-SNP im kardialen MYBP@® &ausale Mutation
darstellt. Zudem wird in derselben Studie von MEURTfS Mitarbeitern (2005)
immer wieder propagiert, dass die festgestellteuRieoh des MYBPC-Proteins
und des Myomesins im SDS-PAGE und bei der Immumnéiszenzmikroskopie
der Mutation zuzuschreiben sind. Es wird dabei mis@ricksichtigt, ob die
Pathologie des Herzversagens zu den Proteinredwektioder zum Anstieg der
MRNA in den verwendeten Herzmuskelproben gefuhtehakénnte. In der
vorliegenden Studie konnte zumindest mit dem PrograPolyPhen die
theoretische Auswirkung des A31P- und des A74T-SHifsdas Protein als
benigne eingestuft werden.

Der klinischen Erfahrung nach steht seitens anddnerkardiologen zur
Diskussion, dass die Ultraschallergebnisse beistgtn Maine Coons nicht
unbedingt mit dem festgestellten Genotyp der Katzemelieren (NYBERGet
al., 2007; TOBIAS, 2007). Fur diese Tatsache stehetersechiedliche
Interpretationsmoglichkeiten im Raum. In zahlreithbumanmedizinischen
Studien wird bezuglich kausaler Mutationen flr HEM eine stark variierende
Penetranz und Expressivitat innerhalb von Familrit familiarer HCM
beschrieben (MARONet al, 2001). Die klinische Variabilitat lasst den Eurgs
von additiven und synergistischen Effekten bestietnRisikofaktoren vermuten
(MICHELS et al, 2007), zudem konnten modifizierende Gene ebemsene
Einfluss auf eine bereits bestehende Mutation ha@@@OUTSMAN et al,
2006b). Ausserdem ist beschrieben, dass die HCMMigationstragern erst im
spateren Lebensalter auftreten kann. Bei MutatiomeMYBPC3 tritt die HCM
beispielsweise vergleichsweise im spateren Lebwmsaks bei MHC-Mutationen
auf (MARON et al, 2001). Jedoch wiesen in einer anderen Studiemati mit
einer MYBPC3-Mutation und einem zusatzlichen Polyphtssmus im ACE-Gen
eine vergleichsweise friher auftretende und schiwegemdere HCM-Form auf.
Bei Patienten mit multiplen HCM-Gen-Mutationen wimlidem von einem
schwerwiegenderen Phanotyp ausgegangen, also sifwkeren Expressivitét
(MICHELS et al, 2007). Hierbei stellt sich die Frage, ob die &zilerwahnten
Tatsachen auch auf die Katzenkolonie von KITTLES@Nd Mitarbeitern
zutreffen  konnten.  Obengenannte  Gegebenheiten erstell multiple
Interpretationsmoglichkeiten fir die schlechte Ggpd?hanotyp-Korrelation der

untersuchten Population dar. Die Penetranz undeg@essivitat waren in der
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Kolonie von KITTLESON und Mitarbeitern (1999) sicheh in hoherem Mal3e
ausgepragt als in der vorliegenden Population. Bigge, warum Tiere mit
derselben Mutation nicht dieselbe Expressivitdt wiei KITTLESON und
Mitarbeitern (1999) und MEURS und Mitarbeitern (8)&eigen, bleibt somit
ungeklart. Wenn letztendlich eine oder multiple emed Mutationen im
Zusammenhang mit der starken Penetranz bei KITTIES@d Mitarbeitern
(2005) im Zusammenhang stehen wirden, waren dige&snnur begrenzt zur
Zuchtauslese anwendbar. Uber die Expressivitat everth der Studie von
NYBERG und Mitarbeitern (2007) keine Angaben genmtadie Penetranz war
jedoch sowohl fir A31P als auch A74T unvollstandig.

Wird mittels Echokardiographie bei einem Menscheime e hypertrophe
Kardiomyopathie diagnostiziert, wird in der Regein esystematisches
Sequenzscreening der Sarkomergene und diverserrean#&ndidatengene
durchgefuhrt, um auf Mutationssuche zu gehen. Seyagiationen kdnnen
mittels Restriktionsenzymanalyse bestatigt werdéfeiterhin kdnnen mittels
reverser Transkriptase aus aberranten RNA-TrartskripNA-Produkte erzeugt,
amplifiziert und sequenziert werden. In der Regetrden anschliel3end
Stammbaumanalysen durchgefuhrt, der Penetraticshagmd die Expressivitat
beurteilt (GEISTERFER-LOWRANCEet al, 1996; JAMES et al, 2000;
KONNO et al, 2006; LUTUCUTA et al, 2004; MARIAN et al, 1999;
MCCONNELL et al, 2001; TARDIFFet al, 1998; VIKSTROMet al, 1996;
YANG et al, 1998). Letztendlich muss auf molekularer Ebengtiedt werden,
welche Regionen von dem betreffenden Genabschwoitiek werden und
welchen Einfluss die Mutation auf die Funktion odex Ausbildung des Proteins
hat (KONNOet al, 2006). Die meisten kausalen Mutationen der humai@M
befinden sich im MYBPC3-Gen oder im MYH7-Gen. Gésghie Tests auf
bereits bekannte Mutationen haben sich in der Humealizin als nicht hilfreich
erwiesen (RICHARDet al, 2003), da im Zweifelsfall jede betroffene Familie
eine andere Mutation tragt. Mithilfe der Sequenzsnings kann die
molekularbiologische Diagnose der familiaren HCMimav gestellt werden
und bei weiteren Familienmitgliedern kann so eiobészt werden, ob durch
Anwesenheit einer Mutation ein Risiko der Erkrandexistiert. Bei nur 60 %
der Patienten mit einer im Ultraschall offensiatiietn HCM kann eine
Sarkomermutation gefunden werden. Folglich bleibt denetische Status bei

vielen Patienten undefiniert. Ein genetischer UWragrkann dennoch auch bei
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diesen Patienten nicht ausgeschlossen werden (HGEDMAN, 2006).
Penetranz und Expressivitat einer vermuteten kansklutation kénnen auch
mittels transgenen Tieren beurteilt werden, waseatieneren Fallen bisher in
humanmedizinischen Studien durchgefihrt wurde, ondie Kausalitat einer
Mutation zu beweisen (TSOUTSMA®#L al, 2006b).

NYBERG und Mitarbeiter (2007) fuhrten ebenfalls wierliegend prasentiert
eine Fall-Kontroll-Studie durch und konnten nebes ¥orkommens des A31P-
SNPs das Vorhandensein eines anderen Polymorphig/kiéT) bei einer
Kohorte von 204 Maine Coons nachweisen. lhre gesuidbntrolltiere weisen
eine Allelfrequenz von 20 % bezlglich des A31P-Buyphismus und von 13 %
bezuglich des A74T-Polymorphismus auf. Dennoch Wakien NYBERG und
Mitarbeiter (2007) fur die Entwicklung des Phanatyginer HCM ein OR von
16,2 bei Homozygotie des A31P-Allels und von 7,6H@mozygotie des A74T-
Allels. Obwohl eine sehr umfangreiche Studienpaojaiavon 204 Maine-Coon-
Katzen zur Verfigung stand, wurde dafiir ein seleités 95 % KI errechnet.
Dabei muss zudem berucksichtigt werden, dass det tliée ORs, welches eine
Approximation zum relativen Risiko darstellt, miteggender Pravalenz vom
relativen Risiko abweicht (BICKEBOLLER & FISCHER,0@6). Davon
abgesehen, geben NYBERG und Mitarbeiter (2007)hnenn Abstract keine
nadhere  Auskunft Uber die Phanotypisierungsmethodend u tber
Ausschlusskriterien. Bezlglich des A74T-Polymorphuis gibt es im Gegensatz
zum A31P-Polymorphismus keinen Bericht, dass dieganals familiar
zusammen mit einem Kklinischen Phanotyp zusammegetiefen ist. Um zu
beweisen, dass es sich hierbei ebenfalls um eitenpelle kausale Mutation
handeln konnte, waren familiengenetische Aspekezlasslich.

So zeigen viele Genotyp-positive Tiere auch im moA&er noch keine HCM,
wéahrend an HCM erkrankte Tiere nicht sehr haufigpmsitives Ergebnis in den
beiden Gentests aufweisen. Deshalb wurde diese ieStah einem
Patientenkollektiv im siddeutschen Raum durchgéfiihm einen Eindruck der
vorhandenen Geno- und Phéanotypen zu bekommen unddiamklinische
Korrelation statistisch zu interpretieren. Letztekennte bisher in keiner
vorhergehenden Fall-Kontroll-Studie beweisend dstedik werden. Zudem sollte
die Klinische Validitat der beiden Gentests, dierelis in kommerziellen
Laboratorien angeboten werden, beurteilt werdengide Beurteilung dieser
Werte bisher nicht existierte. Da in der von NYBER®@d Mitarbeitern (2007)
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untersuchten Kohorte das Alter im Median nur 2 Brd@etrug, wurden in der
vorliegenden Studie die jungen herzgesunden Tieme Beginn an aus der
statistischen Berechnung ausgeschlossen, um dies@fainlichkeit zu erhéhen,
dass herzgesund eingestufte Katzen im Alter niddhdin das kranke Lager
wechseln. So lag wie bereits erwahnt, das Alter leiden fir den A31P-
Polymorphismus homozygot getesteten phénotypisctghsunden Tiere bei 58
und 64 Monaten. Das Medianalter der echokardiogsaph herzgesunden
homozygot fur A74T getesteten Maine Coons lag b®8i Monaten, der
herzgesunden heterozygot fir A31P getesteten Maao&s bei 60 Monaten und
der herzgesunden fur A74T heterozygot getestetemeéMi@oons 66 Monaten.
Mittels Langzeitstudien koénnten, wie ebenfalls mrwahnt, die klinischen
Phanotypen eindeutig bestimmt werden. Jedoch ist MNBedianalter der

vorliegenden herzgesunden Kontrollgruppe bereigtivenoch.

4. Gentestergebnisse

Die Gentestergebnisse der vorliegenden Studie wentie Folgenden fur den
A31P-SNP und dem A74T-SNP des kardialen MYBPC3-Geasheinander
betrachtet. Von einer Verstarkung des Erkrankundsbi wenn beide
Mutationen zugleich bei einem Tier auftreten, kamcht ausgegangen werden,
da ein gemeinsames Auftreten beider SNPs nur baéngiiipisch gesunden
Tieren zu verzeichnen war.

Bei den in der vorliegenden Studie untersuchten olamidiographisch
herzgesunden Maine-Coon-Katzen waren 20,87 % Imtgote und 2,61 %
homozygote Trager des A31P-SNPs. Die homozygotemgbsunden Trager
befanden sich in einem Alter, in dem die HCM eigient schon
echokardiographisch offensichtlich sein sollte (8& 64 Monate). Insgesamt
waren 21,13 % der eindeutig als herzgesund phéissyien Katzen Trager des
A31P-Polymorphismus. 76,52 % der an HCM erkrankiaine-Coon-Katzen
trugen das gesunde Allel G/G, was darauf hinwelass von weiteren oder
anderen kausalen Mutationen oder zusatzlichen (Sisdin ausgegangen werden
muss. Durch die bereits von MEURS und Mitarbeit¢2005) dargestellte
variable Expressivitat der Erkrankung, wird detitidass von einer komplexen
Erkrankung auszugehen ist. Letztere definiert sitsh genetische Erkrankung,
deren Erkrankungsrisiko, durch verschiedene Allgdwdaen oder sogar durch

eine Kombination von Allelen an multiplen Loki sieiund nicht immer in der
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Erkrankung resultiert (YANGt al, 2000). Mittels des exakten Tests nach Fisher
konnte in der vorliegenden Studie kein signifikant&nterschied der
Allelfrequenzen des A31P-SNPs zwischen den Phagaippen ,herzgesund®
und ,HCM" bei der untersuchten Kohorte dargesteldrden. Grinde hierfur
wurden bereits bei den Limitationen dieser Stuthgetandelt. Einerseits konnte
die Gruppengrol3e in der vorliegenden Studie zungesein, um signifikante
Unterschiede mit engen 95 % KI zu kalkulieren, aedwits besteht die
Moglichkeit, dass die Kkalkulierten Ergebnisse teltah der Realitat
entsprechen. In der vorliegenden Studie wurde figr ibmozygoten Tiere
bezuglich des A31P-SNPs nur ein 3,1 fach héherkesikungsrisiko berechnet,
wobei zuséatzlich angemerkt werden muss, dass da% 99 dabei von 0,25
<OR> 35,96 reichte. Dass die OR keine statistisSgnifikanz reflektiert,
spiegelt sich im 95 % KI wider, welches bei allender vorliegenden Studie
berechneten ORs den Wert 1,0 enthielt. Ein Wert ¥nhsagt aus, dass kein
Unterschied bezlglich des Risikos mit oder ohne atloln besteht. Wie im
Kapitel der Limitationen dieser Studie schon bespem, wirde sich mit einem
groReren Patientengut das Kl enger darstellen. \Didiegenden 95 % Ki
reflektierten folglich auch die Unsicherheit desstBebeziiglich der untersuchten
Patientenzahl. Im Falle des A31P-SNPs konnte alsb der vorliegenden
untersuchten Population kein Zusammenhang zwiscB&P und HCM
dargestellt werden. Die Frage, ob ein Zusammenhangchen SNP und
Erkrankung bei einer gréReren Population hergeéstedrden konnte, bleibt
offen. Genauso bleibt weiterhin ungeklart, ob soile Ergebnisse in einer
anderen Maine-Coon-Population ahnlich verhaltendefir Da die untersuchten
Katzen aber aus verschiedenen Zuchten kamen,estvdhrscheinlichkeit nicht
sehr grol3, dass sich andere Populationen beziudgctklinischen Korrelation
abweichend verhalten. Bei TOBIAS und Koautoren, 720@er mit der
Arbeitsgruppe Kardiologie der DGK-DVG vorwiegend i@ Coon-Katzen aus
dem mittel- und norddeutschen Raum untersuchtvealalt sich die Verteilung
in den Genotyp- und Phanotypgruppen ahnlich widan vorliegenden Studie.
Ebenso war bei der Studie von NYBERG und Mitarlei{f2007) ein A31P-SNP
bei 20 % der Kontrollkatzen vorhanden. Jedoch rdreféNYBERG und
Mitarbeiter (2007) keine Angaben Uber die Herkuidt Tiere, es bleibt daher
offen, ob es sich dabei um eine danische Popul&tmdelt, oder ob Blutproben

aus dem gesamteuropaischen Raum per Postweg zuoty@isrerung
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herangezogen wurden. Ebenso wurden bei der zuwetzihnten Studie auch
keine Angaben zur Phanotypisierung gemacht. Nuclduangzeitstudien kann
mit Sicherheit beantwortet werden, ob die Tierg&elilich im Alter eine HCM
entwickeln. Andererseits ist das Medianalter deti@genden Kontrollpopulation
bereits sehr hoch und lberschreitet den festgelélfert des Mindestalters weit,
in welchem bei den meisten Tieren eine HCM echakgrdphisch erkannt
werden kann. Auch pathologische und histopathobbgis sowie weitere
molekularbiologische Untersuchungen  waren  zusé#éitizliczu  den
echokardiographischen Studien bei einer grof3en Wnzan Tragern des A31P-
Polymorphismus nétig, um zu beweisen, dass die Siodache letztendlich eine
HCM war. Auch Tiere mit plotzlichem Herztod missemiter pathologisch
differenziert werden um mit Sicherheit zu sagerssdesine HCM zugrunde liegt.
Angenommen KITTLESON und Mitarbeiter haben Rechhd ualle ihre
homozygoten Tiere entwickeln letztendlich eine H@Mnn bleiben immer noch
Fragen offen, ob diese Tatsache in Europa odeeintdahland ebenfalls gegeben
ist. Zum einen konnte die amerikanische PopulationLaufe der Zeit einen
komplett differenzierten Genpool besitzen, andéjemweltfaktoren unterliegen,
oder dem Einfluss anderer modifizierender Gene rliagen. Zum anderen
wurde von KITTLESON und Mitarbeitern (1999) und MEB und Mitarbeitern
(2005) nur eine engverwandte Katzenkolonie untértsweobei bedacht werden
muss, dass die Vorkommnisse in dieser Kolonie waditibgnicht auf die
Gesamtpopulation oder die européische Populatiertifigbar sind. Letzteres
zeigt sich bereits in der Expressivitat und der ddamz in der Kolonie von
KITTLESON und Mitarbeitern (1999) und MEURS und Bfibeitern (2005) im
Vergleich zur vorliegenden und zu anderen Studiendem europaischen Raum
(NYBERG et al, 2007; TOBIAS, 2007).

Aufgrund der Tatsache, dass der A74T-Polymorphisdess MYBPC3-Gens in
der vorliegenden Studie auch bei allen anderersggtés Rassen vorkam, konnte
die Hypothese, dass es sich hierbei um eine MaowmGpezifische kausale
Mutation handelt, widerlegt werden. Die Allelfrequzen, das heil3t die
prozentuale Haufigkeit des Vorkommens dieses Palghismus, verhielten sich
sowohl in der herzkranken als auch in der herzgd=muiGGruppe &hnlich. Mittels
der statistischen Uberprifung konnte kein signiftea Unterschied der
Allelfrequenzen zwischen den herzgesunden und hamkkn Populationen

dargestellt werden. Ebenfalls lieferten die Schattevder klinischen Validitat
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bezuglich des A74T-Gentests keine brauchbaren lgnéein Werte. Auch von
NYBERG und Mitarbeiter (2007) wurde bezuglich deg4A-SNPs ein haufiges
Vorkommen bei gesunden Kontrollkatzen beschrieb@amy zwar mit einer
prozentualen Haufigkeit von 13 %. In der vorliegemdStudie konnte kein
signifikant erhohtes Erkrankungsrisiko bei Vorhamgkn des A74T
Polymorphismus ermittelt werden, da in jedem de#®Kl der berechneten ORs
immer der Wert 1,0 enthalten war. Ob der A74T-Pagphismus eine kausale
Mutation darstellt oder nicht, ist daher fragwirdiips Vererbungsmuster dieses
SNPs konnte in keiner Katzenfamilie nachgewieserdere Zumindest wird die
Auswirkung des SNPs auf das Protein im ProgramnyArmn ebenfalls wie
beim anderen untersuchten SNP (A31P) als benigrgestuft, was somit nicht
dafir spricht, dass es sich um eine kausale Mutatiandelt. Bezlglich des
A74T-SNPs hatten die homozygoten Maine-Coon-Ka&an3,15 fach hoheres
Risiko an HCM zu erkranken als die anderen. Jediaghauch bei diesem Test
das Kl bei 0,51 <OR> 19,52. Das Erkrankungsrisiko Worliegen des A74T-
Polymorphismus bezuglich der homozygoten Tiereatheleren Rassen (AR) lag
bei OR = 1,42 (KI von 0,39 <OR> 5,22), was wiederanzeigt, dass keine
statistische  Signifikanz der berechneten ORs \gilie Somit st
zusammenfassend zu sagen, dass anhand der siagistiaten bei der
vorliegenden suddeutschen Katzenpopulation nickbrlausgegangen werden
kann, dass es sich hierbei um eine kausale Muté@mdelt. Wie im Falle des
A31P-Polymorphismus, kann nicht definitiv gesagtrdem, ob eine grof3ere
Tierzahl, Langzeitstudien oder eine andere Zusamsateang der
Studienpopulation die statistischen Ergebnissenekmdn konnten.

5. Einsatz von Gentests fur die A31P- und A74T-Pamgorphismen

Der Einsatz der untersuchten Gentests ist nichDagnostikum fir die HCM
geeignet. So wird es auch auf der Homepage degivate Cardiac Genetics
Laboratory, Washington State University und den kwrziellen Laboratorien
propagiert (LABOKLIN, 2007; WSU, 2007). Dennoch wen die Gentests ,,zum
Nachweis der HCM bei Maine-Coon-Katzen* in kommellen Laboratorien
angeboten (LABOKLIN, 2007). Von den Laboratorienrden die A31P- und
A74T-SNPs als ,genetische Ursache der HCM bei dassB MaineCoorf
vermarktet (BIOFOCUS, 2007). Demnach stellte smmhRahmen dieser Arbeit
die Frage, ob die Gentests uUberhaupt fir die ziishkee Auslese eingesetzt
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werden sollen. Ein Zusammenhang zwischen der Btkram HCM und den
beiden untersuchten SNPs konnte bisher in keinkKBatroll-Studie, sondern
nur bei einer Maine-Coon-Kolonie in Verbindung midem A31P-
Polymorphismus dargestellt werden (KITTLESGH al, 1999), wodurch die
Anwendbarkeit der Gentests bei einer Gesamtpopuldiereits in Frage gestellt
werden muss. Daten uber die klinische ValiditaseigGentests existierten bisher
nicht. Vorhersagewerte, wie Sensitivitéat, Spedifithositiver und negativer
pradiktiver Wert sind jedoch unabdingbar, bevor Einsatz von genetischen
Tests zur Pravention und Diagnostik bei einer Gésapulation erfolgt
(BICKEBOLLER & FISCHER, 2006; YANGet al, 2000). Aus diesem Grund
wurde die Kklinische Validitat der Gentests fur dA&B31P- und A74T-
Polymorphismen in der vorliegenden Studie evalui€ir die zichterische
Auslese sind vor allem der positive pradiktive WEPW) und die Sensitivitat
der Tests von Interesse. Mit einem PPW von 0,16 Hdmozygote und
heterozygote Tiere zusammengefasst und 0,33 fUrohggote Tiere, konnte
keine Eignung des A31P-Gentests zur Zuchtauslebanander vorliegenden
Studienpatienten demonstriert werden. Auch die iBeitét zeigte sich in der
vorliegenden Studie beziglich des A31P-SNPs als geiting (0,25 fiir hetero-
und homozygote Tiere und 0,08 wenn nur homozygaesTbetrachtet werden).
Der PPW und die Sensitivitdt verhielten sich bei Betrachtung des A74T-
Gentests in der vorliegenden Studienpopulation gtbenhlecht wie die klinische
Validitat des A31P-Gentests. Zusammenfassend kasagy werden, dass beide
evaluierten Gentests keine klinisch geeigneten iktidgen Werte bei der
vorliegenden Studienpopulation zeigten. Einschradkauss festgestellt werden,
dass es sich bei der vorliegenden Studie nur um Kiamentanaufnahme der
aktuellen Situation einer vorwiegend siuddeutschami@npopulation handelt
und dass Langzeitstudien und Untersuchungen in evesit betroffenen
Katzenkolonien fur eine endglltige Aussage unalimhngsind. Vor allem
homozygote Tiere, die die HCM laut MEURS und Mittbrn (2005) meist
friher und hochgradiger entwickeln, waren als Wuehungsgut bei einer
Langzeitstudie sehr interessant, da heterozygo&e Taufgrund der bereits
vermuteten niedrigeren Expressivitat im européisdRaum eventuell gar nicht
echokardiographisch auffallig werden und homozygdatee eventuell spater und
mit in einem geringeren Schweregrad. Pathologisamed vor allem

histopathologische Untersuchungen wéaren in Folgestuweitere wichtige und
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nicht zu vernachlassigende Diagnostika, um die tiggehe Kardiomyopathie

von einer sekundar hervorgerufenen Hypertrophierzarscheiden.

6. Humane versus feline hypertrophe Kardiomyopathie

Im Folgenden sollen die Ahnlichkeiten der feline@M zum humanen Pendant
dargestellt werden, um die Eignung der Katze alsrriiodell der humanen
familiaren HCM zu demonstrieren. Gleichzeitig sgpéirechtfertigt werden, dass
die Forschungsansatze der humanen HCM auch flEriegschung der felinen
HCM brauchbar sind.

Bereits im Jahr 1999 stellten KITTLESON und Mitateeausfihrlich dar, dass
die feline HCM sowohl pathologisch als auch klimister humanen familiaren
Form &hnelt. Auch bei Katzen fuhrt die Erkrankungtztendlich zum
Linksherzversagen oder zum plétzlichen Herztodh®agisch gesehen konnten
die Veranderungen des Menschen auch bei der Katzeigy werden. Auch die
variierende Penetranz tritt sowohl bei der Katzeaaich beim Menschen auf. In
einer Kolonie von Maine-Coon-Katzen konnte letztedauch ein autosomal
dominanter Erbgang nachgewiesen werden. Im Gegensat Schwein und zum
Hund wurde somit bei der Katze zum ersten Mal demiliare Form der
Krankheit bestétigt. Dadurch kann die Katze alsmaell fir die humane Form
der familiaren HCM geltend gemacht werden (KITTLE$®t al, 1999). Bei
derselben Katzenkolonie wurde schliel3lich eine &adrmutation nachgewiesen
(MEURS et al, 2005). Mit den Ergebnissen der vorliegenden $tudinnte,
jedoch zumindest mit der hier untersuchten Patnzatel, keine Kklinische
Korrelation zur Erkrankung festgestellt werden. faass folglich hinterfragt
werden, ob MEURS und Mitarbeiter (2005) tatsachkthe kausale Mutation
detektiert haben, und welcher genetische Hintedyrorhanden ist. Wie bereits
diskutiert, konnen multiple additive und synergistie Effekte und
modifizierende Gene einen klinischen Phanotyp Blesisen. Weiterhin ist zu
hinterfragen, wieso bei den betroffenen Katzenen 8tudie von MEURS und
Mitarbeitern (2005) im SDS-PAGE neben dem MYBPChadas Myomesin
reduziert war, und das-Myosin im Gegenzug dazu erhoht war, was die
Sensitivitat des SDS-PAGE, eine kausale Mutatiochmaweisen, ebenfalls in
Frage stellt. In der Immunofloureszenzanalyse derzkuskelproben der
betroffenen Katzen von MEURS und Mitarbeitern (200&aren neben den
MYBPC auch Myomesin, Titin und das kardiale Aktin ihrer Intensitat
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reduziert, wahrend die Summe der mRNA des MYBPQBoffener Katzen in
der RT-PCR erhoht war. Zudem ist weiterhin unklamlcher genetische
Hintergrund bei HCM-positiven Katzen ohne A31P- rod€74T-SNP eine
tragende Rolle spielt, da diese Katzen in der ggdhden Studie die Mehrzahl
HCM-kranker Tiere darstellten.

Circa 200 genetische Erkrankungen der Katze vealich ahnlich zu humanen
Erkrankungen. Die Katze fungiert mit den felinennéants wie dem felinen
Immundefizienzvirus, dem felinen Coronavirus undandglinen Leukosevirus
bereits als Tiermodell fur infektiocse humane Erkramgen, wie Aids, SARS und
Leukadmie (GRIFFIN & BAKER, 2000; PONTIUSt al, 2007). Ziel fur Studien
in der Tiermedizin wére, die feline HCM auf die®asis des Tiermodells noch

besser zu ergrinden.

7. Ausblick

GrolRRere Studien mit noch strikter angewandten Aussskriterien (z. B. Katzen
im Alter unter funf Jahren) und einer ausreichendesststarke waren als
Folgestudie dieser Arbeit denkbar. Zudem waren kaitgfudien mit jahrlichen
Kontrolluntersuchungen nitzlich, um den Phéanotyp Katzen rickblickend
sicherer einstufen zu koénnen. Besonders wichtigewdie Information, ob
homozygote Tiere in Europa oder Deutschland aufyjder hiesigen niedrigen
Expressivitat tatsachlich erst im hohen Alter phgpische Anzeichen einer
HCM entwickeln. Um zu evaluieren, ob die beiden Muanen tatsachlich eine
HCM verursachen konnen, ware eine Studie mit tramsg Versuchstieren
vorstellbar, die die bereits bekannten Katzen-Mom&n exprimieren. Jedoch
deutet die Proteinanalyse mit dem Programm PolyPeegits theoretisch darauf
hin, dass die bei der Maine Coon bekannten Mutatiokeine funktionelle
Schadigung des Proteins hervorrufen. Laut der Hagpeples Veterinary Cardiac
Genetics Laboratory der Washington State University
(http://www.vetmed.wsu.edu/deptsVCGL/FAQ.aspx#scanist ein Drittel der
Maine-Coon-Population Trager der A31P-Mutation. rSeiele dieser Katzen
entwickeln nie eine HCM. Folglich kann bei den Rivdnand Genotyp-positiven
Katzen von zusatzlichen oder anderen kausaleniSsegh auf die Auspragung
der Erkrankung ausgegangen werden. Letzteres kdonrmem Beispiel
kodominant vererbte Mutationen in anderen GenenEd#luss modifizierender
Gene oder Umwelteinflisse sein. Nicht zuletzt ssetih die Frage, ob es sich bei
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der HCM nicht vielleicht doch um eine multifaktdreeErkrankung handelt und
es dadurch zu unterschiedlicher Penetranz und Esipréit sogar innerhalb einer
Familie kommen kann. In einer humanmedizinischdikantrollstudie mit 811
Patienten und 650 Kontrollen, in der 85 Polymorptaa getestet wurden, die als
kausal fur das akute Koronarsyndrom gehalten wyrdiatite sich heraus, dass
nicht einmal ein einziger dieser Polymorphismemigigant mit der Erkrankung
korreliert (MORGAN et al, 2007). Auf der Homepage des Journals ,Nature®
(http://www.nature.com/index.html) wird anhand &udie von MORGAN und
Mitarbeitern ausdricklich gewarnt, dass genetiscAests fur das
Herzerkrankungsrisiko irrefihren koénnen. LEDFORDgumentiert, dass
komplexen  Erkrankungen wie Diabetes mellitus, [oetis oder
Herzerkrankungen kein einzelnes verdndertes Genr dden einzelner
genetischer Pfad zugeordnet werden darf, da vorerandEinflissen, wie
Umweltfaktoren und anderen genetisch pradispondener-aktoren ausgegangen
werden muss. Oft wirden in kleineren Studien falsokitive Gentestergebnisse
auftauchen, welche mit Studien an grol3eren Populkati widerlegt werden
kénnen (LEDFORD, 2007). Da Maine-Coon-Katzen alsdekatzen gut fur
Stammbaumanalysen und angewandte Familiengenegigrge waren, sollten
weitere Kandidatengenuntersuchungen anhand vonliEamin welchen die
HCM und plétzlicher Herztod nachgewiesen vermehuttridgt, durchgefuhrt
werden. Ob dort gefundene Polymorphismen in datdsréopulation testwirdig
sind, misste anschlie3end evaluiert werden. AudeirHumanmedizin wird die
Meinung vertreten, dass es nicht sinnvoll ist, &dMHerkrankte Patienten auf
bereits bekannte Mutationen zu testen, sonderns das systematisches
Sequenzscreening der Kandidatengene bei jeder iEachifchgefuhrt werden
sollte (RICHARD et al, 2003). Als Kandidatengene fir die Katze dienen
weiterhin die in der Humanmedizin bereits herangeren Kandidatengene, da
die feline Form sowohl bezuglich des Vererbungserssals auch klinisch und
pathophysiologisch mit der humanen Form UbereimatifKITTLESON et al,
1999). Im Rahmen des felinen Genomprojekts wur@efeline Genomsequenz
kirzlich zu 65 % entschltsselt. Im selben Projekirke eine grof3e Anzahl von
SNPs, Deletions- und Insertionspolymorphismen (D&l STRs fiur die Katze
charakterisiert werden, die fur weitere Studien B. Kopplungsanalysen)
bezuglich feliner Erbkrankheiten eine sehr wichtiRgesis darstellen (PONTIUS
et al, 2007). Bereits existierende ,Radiation-Hybrid“#&@en koénnten dann
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zum ,Fine-Mapping“ herangezogen werden, wie es Bamspiel bei einer Studie
der spinalen muskularen Atrophie bei der Katzelgido(FYFEet al, 2006). In
den letzten vier Jahren wurden bei der Katze samehrere Mutationen in
Kandidatengenen im Zusammenhang mit Fellfarbe ukdaBkungsphanotypen
mittels Kopplungsanalysen detektiert, indem aufeldigerexistierende ,Genome
Mapping“-Resourcen (http://www.ncbi.nim.nih.gov/g@eme/guide/cat/index.
html) zuriickgegriffen wurde (EIZIRIKet al, 2003; FYFEet al, 2007; FYFEet
al., 2006; IMES et al, 2006; LYONS et al, 2004; LYONS et al, 2005;
SCHMIDT-KUNTZEL et al, 2005; YOUNGet al, 2005).

8. Zuchtempfehlungen

Eine Empfehlung, anhand des A74T-Polymorphismussdbeidungen zur
Zuchtauslese zu treffen, kann aus folgenden Gringieht ausgesprochen
werden. Beziglich des A74T-Polymorphismus existiekeine ausreichenden
wissenschaftlich veroffentlichten Daten, die bekgé&h, dass trotz der in der
vorliegenden Studie nicht vorhandenen klinischenrrélation eine kausale
Mutation vorliegen kdonnte. Zudem konnte bisher nigbzeigt werden, dass
dieser Polymorphismus famili&r in Kolonien mit HCMuftritt. Da der A74T-

Polymorphismus neben Maine Coon-Katzen bei einigemderen Rassen
vorkommt, handelt es sich hierbei auch nicht une éaine-Coon-spezifische
Mutation, wie vorher propagiert wurde (NYBER&S al, 2007). Zudem lag bei
einer grofl3en Anzahl der vorliegenden herzgesundainé/Coon-Population ein
homozygoter Genotyp vor. Diese Gegebenheit lasstethen vermuten, dass
keine kausale Mutation vorliegt. Aufgrund diesetsBahen wird im Folgenden
vor allem auf den A31P-Polymorphismus eingegangen.

Auf der Homepage der ,Maine Coon Breeders & Faschssociation* werden

folgende Zuchtempfehlungen ausgesprochen. Als ®loignalinahme sollte eine
heterozygote Katze nur mit einer negativ getest&imize verpaart werden. Die
Nachkommen sollten anschlieBend wieder getestetdemer Nur mit den

negativen Individuen sollte dann weitergezichtetrdee (MEURS, 2007).

KITTLESON empfiehlt in einer personlichen Mitteilgran Dr. Gerhard Wess
(2008) jedoch folgendes Vorgehen in der Zucht: gAfuchtkatzen sollten
hinsichtlich der A31P-Mutation getestet werden. Biwmozygoter Trager der
A31P-Mutation sollte nie verpaart werden. Heteratgg Tiere sollten im

Idealfall ebenso nicht verpaart werden. Wenn egterozygote Katze mit einem
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enormen zichterischen Wert Vorteile fir die Gesapmpation liefern sollte,
dann kann sie verpaart werden, aber nur ein eisazMal. Zudem sollte ein
Genotyp-positives Tier nie verkauft werden.” In exim Beitrag auf der
Homepage der ,Maine Coon Breeders & Fanciers Aaton“ aussert sich
Jerold S. Bell, DVM, Clinical Associate Professor Genetics, dass durch eine
radikale Zuchtauslese und Eingrenzung des genetisétools das Risiko fur
andere genetisch bedingte Erkrankungen extremigest&tnnte (BELL, 2007).
Anhand der vorliegenden Untersuchungen muss desaEindes genetischen
Tests zur Zuchtauslese grundsatzlich kritisch bbted werden. In der
vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal eine &tine Validitat der beiden
Gentests bestimmt. Aufgrund der Ergebnisse und fdklenden Kklinischen
Validitdt der Gentests fur den A31P-SNP und den TABAP im felinen
kardialen MYBPC3-Gen, scheint eine Eignung obenagater Tests zur
Zuchtauslese anhand der vorliegenden siuddeutschedieiopulation bei
Maine-Coon-Katzen fraglich zu sein. Keiner der eiaten Gentests konnte
einen brauchbaren pradiktiven Hinweis bezuglich H&M liefern. Um eine
Einengung des genetischen Pools der Maine-Cooni&apu zu vermeiden,
ware es hochstens sinnvoll, dass vor allem homdeyg§81P-Gentest positive
Tiere, die immerhin einen geringeren Anteil der MaCoon-Population
darstellen, weiterhin aus der Zucht genommen werdéis mittels
Langzeitstudien und weiteren Studien bisherige &iiditen bezuglich der
Penetranz und Expressivitat in der Gesamtpopulaindeutiger charakterisiert
werden konnen. Die klinische Variabilitat der HCHlie auch innerhalb von
Familien beobachtet werden kann, lasst vermutess dg/nergistische und
additive Effekte weiterer Risikofaktoren, seien asdere modifizierende
Mutationen oder Umwelteinflisse, eine gro3e Rofieelen. Trotzdem wird in
der Humanmedizin ein positiver Genotyp ernst genemnmnd als Risikofaktor
betrachtet. Familienmitglieder, die denselben Risktor (positiver Genotyp)
tragen, werden regelmaRigen und engmaschigen kagdiohen Screenings
unterzogen, um frihzeitig die Krankheit zu erkennamd Symptome wie
Arrhythmien symptomatisch zu behandeln. Zusatzigid Patienten, die den
Risikofaktor des positiven Genotyps tragen, geratesitere Risikofaktoren wie
Hochleistungssport zu unterlassen und den Lebéasstierandern (MICHELS
et al, 2007). So sollte auch die vorhandene Genotyptipeskatzenpopulation

engmaschig echokardiographisch gescreent werdeht nur um Material fur
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weitere wichtige Studien zu bekommen, sondern auchfrihzeitig in die mit
der Krankheit verbundenen Symptome (z. B. Arrhygmhi einzugreifen.
Demnach sollten homozygote Tiere fur den A31P-Gé#ntke laut MEURS und
Mitarbeitern (2005) und KITTLESON (2005) eine datlil hdhere Penetranz
aufweisen, unbedingt einer jahrlichen Ultraschaéusuchung bis ins hohe Alter
unterzogen werden. Zudem sollte in Zukunft groRertdluf das genetische und
jahrliche echokardiographische Screening von vediaanGeno- oder Phanotyp-
positiven Tieren bis ins hohe Alter gelegt werddnmane Studien zeigen, dass
MYBPC3-Mutationen auch zu einer HCM fiihren kanrg drst im hohen Alter
echokardiographisch prasent wird und dann auchniene kiirzeren Zeitrahmen
eine schwerwiegende Erkrankung hervorrufen kann BRUet al, 2005;
MARON et al, 2001; NIIMURA et al, 1998). Heterozygote getestete Tiere
sollten weiterhin nur mit A31P-Gentest negativeer&n verpaart werden, bis
aussagekraftige Langzeitstudien verfigbar sind Nfgine-Coon-Katzen, die mit
den Tieren der ,KITTLESON- & MEURS-Population® veawdt sind, ist der
Einsatz des A31P-Gentests mdglicherweise anwendbar, ein &hnlicher
genetischer Hintergrund besteht. Die regelméaligeighe echokardiographische
Zuchtuntersuchung stellt im Moment die einzig srehddglichkeit dar, an HCM

erkrankte Katzen zu erkennen und von der Zuchtumastiel3en.
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VIIl. Zusammenfassung

Genetische Assoziation der A31P- und A74T-Polymorpsmen im kardialen
Myosin-binding-protein-C-Gen mit der felinen familidren hypertrophen
Kardiomyopathie bei Maine-Coon-Katzen

Die feline familiare hypertrophe Kardiomyopathie GM) ist die haufigste
Herzerkrankung bei der Katze. Bei der Maine Coordwon einem autosomal
dominanten Erbgang mit variierender Penetranz uutdsSsivitat ausgegangen.
Zwei Punktmutationen, A31P und A74T, im Sarkomeu8urprotein-Gen
MYBPC3 werden derzeit als Ursache der HCM bei Md&o®n-Katzen
angesehen. Bei der Ragdoll-Katze wird bisher eimekinutation (C820T) im
selben Gen fur die HCM verantwortlich gemacht. Maine-Coon-Katzen und
Ragdoll-Katzen werden Gentests fur die erwahntennzdtnukleotid-
polymorphismen (SNPs) kommerziell angeboten. In Beaxis weicht der
Phanotyp aber haufig vom Genotyp der Tiere ab.sEbislang unklar, wie mit
herzgesunden Gentest positiven Katzen verfahrenemesoll. Ziel der Studie
war deshalb die Evaluation der genetischen Assonmiater A31P- und A74T-
SNPs im MYBPC3 zur HCM sowie die Evaluation demnidchen Validitat der
A31P- und A74T-Gentests fur die Anwendung in derrdaCoon-Population.
Im Rahmen dieser Studie wurde ausserdem gete$tatjeofiir Maine Coons
spezifischen SNPs auch bei anderen Katzenrasskamoren.

115 Maine-Coon-Katzen und 82 Katzen verschiederR&ssen wurden in die
Studie aufgenommen und prospektiv hinsichtlich @& =no- und Phanotyps
evaluiert. Die Phanotypisierung erfolgte mittelsinidcher Untersuchung,
Herzultraschall und Ausschluss diverser Differddisgnosen. Fir die
Genotypisierung wurde DNA aus peripheren Blutleykea isoliert.
Anschlie3end wurde ein Teil des MYBPC3-Gens vom Vieren mit bekanntem
Genotyp fur den A31P-SNP mittels PCR amplifiziendusequenziert, um den
Genotyp zu verifizieren und einen Gentest zu etadti. Die Genotypisierung der
Tiere beziiglich der A31P und A74T-SNPs erfolgtetefst eines Tagmé&n
Genotyping Assays. Schlie3lich wurden fur die Phygmgruppen ,adult &
herzgesund® (m > 24 Monate, w > 36 Monate), ,HCMquivocal* und ,jung
& herzgesund“ (m < 24 Monate, w < 36 Monate) dideldequenzen beider
SNPs bestimmt. In die statistische Berechnung wurde in die Gruppen ,adult
& herzgesund® oder ,HCM“ einzuordnende Tiere eiraiggssen. 21,1 % der
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echokardiographisch ~ herzgesunden  Maine-Coon-Katzd€padult  und
herzgesund®) waren bezuglich des A31P-SNPs im Geptasitiv (heterozygot
G/C: Alter im Median = 60 Monate; homozygot C/Ctekl= 58 und 64 Monate).
Bezlglich des A74T-SNPs waren 32,8 % (heterozygét @lter im Median =
66 Monate; homozygot A/A: Alter im Median = 89 Mdep der
echokardiographisch herzgesunden Maine-Coon-Katre@Gentest positiv. 75,0
% der HCM-Gruppe trugen das Wildtypallel G/G im A31lund 50,0 % im
A74T-Gentest. Es wurden keine signifikanten Unteiessie der Allelfrequenzen
beider Polymorphismen zwischen der Gruppe ,adulh&zgesund“ und der
Gruppe ,HCM* nachgewiesen. Die Genotyp-positiven3{R und A74T)
herzgesunden Maine-Coon-Katzen (Gruppe: ,adult &desund®) zeigten keine
signifikant erhohte Erkrankungspravalenz. Eine cotemestitzte Analyse
ordnete die Auswirkung der Punktmutationen auf Bladein als strukturell und
funktionell bedeutungslos ein.

Der A31P-Polymorphismus ist fur Maine-Coon-Katz@ezfisch, wahrend der
A74T-Polymorphismus auch bei anderen Katzenrassewmmmt. Die jahrliche
echokardiographische Untersuchung stellt weiterdien Goldstandard zur
Zuchtauslese dar. Langzeitstudien und Untersuchungé einer grof3eren
Population werden nétig sein, um zu beurteilendiebT ests fiir eine Anwendung
an der Maine-Coon-Gesamtpopulation sinnvoll singr. Dangzeitstudien kdnnen
eine definitive Aussage liefern, ob alle homozygotfgere jemals eine HCM
entwickeln. Das Alter der hier untersuchten heragden homozygoten (C/C)
Tiere war jedoch mit 58 und 64 Monaten relativ hoend die
Wahrscheinlichkeit, dass viele solcher Tiere nothspaten Alter eine HCM
entwickeln, ist relativ gering. Da der A74T-SNP bederen Katzenrassen aul3er
Maine Coons vorkommt und bisher kein familiarer @msnenhang
nachgewiesen werden konnte, kann dieser SNP nishtkausale Mutation
eingestuft werden. Es ist von additiven und syrstigghen Einflissen
modifizierender Gene oder Umwelteinflisse auszugehdie die variable

Penetranz und Expressivitat der HCM bei der Kagrgdrrufen.
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IX. Summary

Genetic association of A31P and A74T polymorphismsa the cardiac myosin
binding protein C gene with hypertrophic cardiomyopathy in Maine Coon
cats

Feline familial hypertrophic cardiomyopathy (HCM) the most common heart
disease in cats and was shown to be inherited asu@msomal dominant trait.
Disease outcome is heterogenous in Maine Coon Tatspoint mutations in the
cardiac MYBPC3 gene (A31P and A74T) are reportedaiase HCM in Maine
Coon cats, one point mutation in the same gene U8B supposed to cause
HCM in Ragdoll cats. Commercial laboratories arerently providing genetic
tests for the above-mentioned mutations. In theegpce of many investigators,
the clinical phenotype, however often differs frtime genotype of the cats and it
is not clear if phenotype-negative and genotypeatipescats should be used for
breeding. The goal of this study was to evaluate génetic association of the
A31P and A74T single nucleotide polymorphisms (SNRgh the clinical
outcome of HCM in Maine Coon cats. The clinicaligation by calculating
sensitivity, specificity, positive, and negativeegictive value for testing both
SNPs in the Maine Coon population was also asse3$edpresence of the two
above-named SNPs was evaluated in other breedsllas w

One hundred and fifteen Maine Coon cats and 82 afatifferent breeds were
prospectively examined by physical examination actocardiography. Other
diseases causing concentric ventricular hypertropigre excluded. The
prevalence of HCM in Maine Coon cats was determimnisthg randomly
screened Maine Coon cats without overt clinical ptms. To verify the
genotype, DNA was extracted from peripheral blosmukbcytes. Subsequently, a
part of the MYBPC3 gene was amplified by PCR witNAof four cats with
known genotypes for the A31P-SNP. The PCR produa$ wequenced, and
commercial TagmahGenotyping Assays for the A31P and A74T were tsed
further processing. The cats were divided into fguoups according to the
echocardiographic results: “adult & healthy” (mat@dder than 24 months and
females older than 36 months), “HCM”, “equivocaliica“young & healthy”
(males younger than 24 months and females youhgar36 months). The allele
frequencies of point mutations were calculated dach of these groups. The

“equivocal” and the “young and healthy” groups werecluded from further
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statistical analysis because it could not be exadud these cats, that they might
develop HCM later. Of the phenotypically “adult &dithy” Maine Coon cats,
21.1 % had a positive genetic test result whenededor the A31P SNP
(heterozygous G/C: median age = 60 months, homazy@dC age = 58 and 64
months). Of the phenotypically “adult & healthy” ©Ma Coon cats
(heterozygous: median age = 66 months, homozygdAs redian age = 89
months) 32.5 % were tested positive with A74T gengdst. Of the “HCM*
group 75.0 % carried the wild type allele G/G whested for A31P and 50.0 %
when tested for A74T. There were no significanfedénces in frequencies of
point mutations between cats in the “HCM” and “adlhealthy” group for the
two SNPs. The risk for developing HCM was not digantly higher in genotype
positives than in genotype negatives. Sensitivithath tests was very low. The
potential impact of the amino acid substitution sedi by the A31P and A74T
SNPs was evaluated with the program PolyPhen wipckdicted both
substitutions to be “benign”.

The A74T SNP is present in other purebred and mbreéd cats.
Echocardiography remains the gold standard fordibgnosis of feline HCM.
Extended duration of follow up and a bigger studypuydation of Maine Coon
cats are needed because of the heterogeneity nessigty and penetrance of
this disease. Cats that are homozygous (C/C) ®rABLP SNP should not be
bred because only long term evaluation could gelable indication about the
relevance of the genotype for development of HCMwever, the homozygous
cats of the present study population were old ehdhgt cardiac abnormalities
should be present in cats proned to develop theaslés It seems very unlikely
that these cats would develop HCM later at an elder age. As the A74T SNP
occurs in healthy cats of other breeds as wellvaasl never proven to occur in
families, it should not be categorized as a causatiutation. Modifier genes or
environmental factors may play an additional andsiee role causing HCM in

cats.
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