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III. Einleitung

Die humane familidre hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) gilt als haufigste
genetisch bedingte kardiovaskulidre Erkrankung des Menschen und wird bei den
meisten Patienten autosomal dominant vererbt. Bei zwei Dritteln der Patienten
sind HCM oder plotzlicher Herztod innerhalb der Familie bekannt; bei
sporadischen Féllen werden ,,de-novo‘-Mutationen vermutet (NANNI er al.,
2003; OLSON et al., 2000). Die feline HCM stellt die hdufigste Herzerkrankung
der Katze dar. Bei einer Maine-Coon-Kolonie konnte ein autosomal dominantes
Vererbungsmuster fiir die feline familiire HCM nachgewiesen werden
(KITTLESON et al., 1999; MEURS et al., 2005; NAKAGAWA et al., 2002). Sie
ist durch konzentrische Hypertrophie des Herzmuskels und histopathologisch
durch gestorte Muskelfaseranordnung und Fibrose im Herzmuskelgewebe
gekennzeichnet (KITTLESON et al., 1999). Aufgrund der diastolischen
Dysfunktion ist ein kongestives Linksherzversagen die Folge; plotzlicher Herztod
kann ebenfalls bei Katzen mit feliner HCM auftreten. Die endgiiltige Diagnose
einer HCM erfolgt bisher mittels Echokardiographie, nicht selten erst dann, wenn
viele der Katzen schon jahrelang in der Zucht eingesetzt wurden (KITTLESON,
2005). Da fiir die humane familidre HCM bereits iiber 400 Mutationen in 24
Genen verantwortlich gemacht werden (BOS et al., 2007; MARON et al., 2006),
wurde auch bei der Katze nach genetischen Ursachen gesucht. Bei einer Maine-
Coon-Kolonie mit familidrer HCM konnte ein autosomal dominanter Erbgang
mit variabler Penetranz nachgewiesen werden. Diese dient als Tiermodell der
humanen Erkrankungsform (KITTLESON et al., 1999). Bei Maine-Coon-Katzen
wurden bisher zwei Punktmutationen und bei der Ragdollkatze eine
Punktmutation in einem kardialen Sarkomergen (Myosin binding protein C) fiir
die HCM verantwortlich gemacht (MEURS et al., 2007; MEURS et al., 2005;
NYBERG et al., 2007). Inzwischen wurden von kommerziellen Laboratorien
Gentests fiir Maine-Coon-Katzen und Ragdoll-Katzen entwickelt. Genaue Daten
iiber die Pridvalenz der HCM bei Maine-Coon-Katzen in Deutschland und die
klinische Korrelation sowie die Validitit dieser Gentests beziiglich ihrer
Anwendung in der Gesamtpopulation sind nicht bekannt. Sowohl fiir Ziichter als
auch Tierdrzte ist derzeit unklar, wie mit positiven Ergebnissen im Gentest bei

herzgesunden Katzen umgegangen werden soll.
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IV. Literaturiibersicht

1. Aufbau des Herzmuskels

Im Folgenden wird zunidchst der Aufbau des Myokards beschrieben,
anschliefend wird auf die Ultrastruktur des Sarkomers, das sarkomerische

Zytoskelett und das extrasarkomerische Zytoskelett eingegangen.

1.1. Struktur der kardialen Muskelfasern

Kardiale Muskelfasern bilden einen Komplex aus in Serien angeordneten
zellularen Einheiten (Myozyten) und Bindegewebe. Das Myokard besteht aus
quergestreiften Muskelfasern wie die Skelettmuskulatur, die sich nicht parallel
anordnen, sondern ein dreidimensionales Netzwerk bilden. Die Herzmuskelzellen
enthalten jedoch mittelstandige Zellkerne, wie sie bei der glatten Muskulatur zu
finden sind. Die einzelnen Myozyten werden iiber so genannte Glanzstreifen
(Disci intercalati) verbunden, welche sich aus Gap Junctions (Konnexine) zur
Reiziibertragung, aus Desmosomen (bestehend aus Desmin, Desmoplakin,
Desmocollin und Desmoglein) zur Stabilisierung des Zellverbandes und aus
Adhérenzkontakten (N-Cadherin, Katenin und Vinculin) zusammensetzen.

Innerhalb der kardialen Myozyten befinden sich Myofibrillen, welche sich aus
longitudinal angeordneten Sarkomeren zusammensetzen und die kontraktilen
Elemente darstellen. Diese werden von einer diinnen Membran, dem Sarkolemm
(Zellmembran) umhiillt und bilden ein Synzytium. Die Myofibrillen werden
teilweise durch Abspaltungen von Zytoplasma, welche Mitochondrien und
membrandse T-Tubuli enthalten, voneinander separiert. Das Sarkomer bildet die
kontraktile Einheit des Muskels und besteht aus einem schweren und einem
leichten Filament. Die beiden Filamente werden durch die so genannte Z-
Scheibe, aus Z-Filamenten bestehend, vom ndchsten Sarkomer abgetrennt. Die
diinnen Filamente (Aktin) ziehen von den Z-Banden zum Zentrum des
Sarkomers, wihrend sich die dicken Filamente (Myosin) im Zentrum des
Sarkomers (M-Banden) ldngs der diinnen Filamente befinden. Durch die
Uberlappung der Filamente werden so genannte A-Banden sichtbar, welche
typisch fiir quergestreifte Muskulatur sind und dunkler erscheinen, wihrend die
hellere I-Bande nur durch die diinnen Filamente gebildet wird (Abbildung 1). Die

A-Bande im Zentrum des Sarkomers, welche ebenfalls heller erscheint, wird
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durch die alleinige Priasenz der dicken Filamente gepriagt (FATKIN &
GRAHAM, 2002).

1
@
l‘! ()
% Z-Disk | I 0
| ®
7 2 =
:E r% % M-Line I
< I =
w
=
n_% Z-Disk I | |1P—m|

Abbildung 1: Aufbau der Myofibrille mit (1) Sarkoplasma, (2) Myofibrille, (3)
Myosinabschnitt, (4) Aktinabschnitt, (5) Sarkolemm (SCHWALLER, 2005).

1.2. Ultrastruktur des Sarkomers und des intrasarkomerischen Zytoskeletts

Das Sarkomer ist die strukturelle und funktionelle Einheit des Herzmuskels und
besteht wie oben beschrieben aus interdigitierenden dicken und diinnen
Filamenten. Das dicke Filament besteht auf Proteinebene hauptsidchlich aus
Myosin. Dieses setzt sich aus zwei schweren Ketten, a- und p-Myosin heavy
chain (a-MHC und B-MHC), und zwei leichten Ketten, ventrikulidre essentielle
und regulatorische Myosinleichtkette, zusammen. Die Myosin binding proteins
C, H und X sind ebenfalls Bestandteil des dicken Filaments und bilden
Querbriicken zum diinnen Filament. Das diinne Filament wird aus dem kardialen
Aktin, a-Tropomyosin, den Troponinen C, I und T gebildet (Abbildung 2)
(REDWOOD et al., 1999).
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Myosin binding protein C

roponin C .
& AKtin - Trononin | 8
/_-VBZ/_J\ o-Tropomyosin

Troponin T

Myosinschwanz
é —

Moysinleichtkette Myosinkopf

Myosinschwerkette

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

Das Zytoskelett innerhalb des Sarkomers wird durch die Proteine Titin und
Myomesin gebildet, welche als Geriist fiir die dicken und diinnen Filamente
fungieren. Titin ist mit 3 kDa das grof3te bekannte Polypeptid, welches sich von
der Z- zur M-Bande erstreckt. Myomesin 1 und 2 sind titinassoziierte Proteine.
Die Z-Scheibe wird durch ein Netzwerk von interdigitierenden Proteinen
geformt, welche die Myofilamentstruktur stabilisieren. Letzteres wird durch die
Verbindung antiparallel angeordneter Titin-Proteine mit den diinnen Filamenten
gewihrleistet. Durch die Z-Scheibe wird die mechanische Kopplung der
Sarkomerkontraktion und der Sarkomerdehnung gewihrleistet. Der Titin/Tcap/
Muskel-LIM-Protein-Komplex dient hierbei als mechanischer Dehnungssensor.
Telethonin (Tcap) interagiert mit Calsarcin-1 (CS-1), welches Kalzineurin mit
der Z-Scheibe verbindet (FATKIN & GRAHAM, 2002; HAYASHI et al., 2004).
Die einzelnen Proteinbestandteile der Z-Scheibe und deren gemeinsame

Interaktion werden in Abbildung 3 schematisch dargestellt.
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Z-Scheibe

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

1.3. Zytoskelett auBBerhalb des Sarkomers

Das Zytoskelett auBlerhalb des Sarkomers stellt ein komplexes Netzwerk dar,
welches das Sarkomer mit dem Sarkolemm und der extrazelluldren Matrix
verbindet. Somit wird einerseits Struktur gewihrleistet und andererseits konnen
dadurch chemische und mechanische Signale innerhalb und zwischen den Zellen
transferiert werden. Das Zytoskelett auBlerhalb des Sarkomers besteht aus
intermyofibrilliren und subsarkolemmalen Komponenten. Die intermyo-
fibrilldiren Filamente bestehen wiederum aus intermedidren Filamenten,
Mikrofilamenten und Mikrotubuli. Intermedidre Desminfilamente formen ein
dreidimensionales Gitter innerhalb des extrasarkomerischen Zytoskeletts.
Desminfilamente umgeben die Z-Scheiben und bilden longitudinale
Verbindungen zu den benachbarten Z-Scheiben sowie laterale Verbindungen zu
den subsarkolemmalen Costameren. Zusitzlich formen Mikrofilamente, die aus
nichtsarkomerischem Aktin bestehen (hauptsdachlich y-Aktin) ein komplexes
Netzwerk, welches das Sarkomer mit verschiedenen Komponenten der
Costamere verbindet. Durch die Verdnderung der Summe und der Form von

Tubulin, welches in einer polymerisierten Form und einer nicht polymerisierten
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Form existiert, wird die zytoskelettale Steifheit und folglich die kontraktile
Funktion beeinflusst. Costamere sind subsarkolemmale Einheiten, welche
gitterartig die Z-Linien flankieren und entlang der zytoplasmatischen Seite des
Sarkolemms iiber den I-Banden liegen. Hierbei dienen sie als Verbindung
zwischen verschiedenen zytoskelettalen Netzwerken sowie dem Sarkomer
einerseits und dem Sarkolemm andererseits. Somit gewéhrleisten sie zudem eine
Stabilisierungsfunktion sowie eine Kraftiibertragungsfunktion. Die Costamere
beinhalten drei prinzipielle Komponenten, bestehend aus dem fokalen
Adhisionstypkomplex, dem  Spektrin  gestiitzten Komplex und dem
Dystrophin/Dystrophin-assoziierten Glykoproteinkomplex. Der  fokale
Adhisionstypkomplex besteht aus diversen zytoplasmatischen Proteinen wie
Vinculin, Talin, Tensin, Paxillin und Zyxin, die sich mit zytoskelettalen
Aktinfilamenten und mit den Transmembranproteinen o- und p-Integrin
verbinden. Die extrazelluliren Dominen der Integrine interagieren wiederum mit
Kollagenen, Laminin und Fibronektin in der extrazelluldren Matrix. Der Spektrin
gestiitzte Komplex enthélt Ankyrin, welches Aktin mit Spektrin verbindet, und
Spektrin, welches mit Ankyrin, Aktin und Desmin interagiert. Der
Dystrophin/Dystrophin-assoziierte ~ Glykoproteinkomplex besteht aus dem
zytoskelettalen Protein Dystrophin, welches an die Aktinfilamente und an den
Dystrophin/Dystrophin-assoziierten ~ Glykoproteinkomplex  (a- und -
Dystroglykane; a-, B-, y- und d-Sarkoglykane, Dystrobrevin und Syntrophin)
bindet. Der Dystrophin/Dystrophin-assoziierte Glykoproteinkomplex besitzt
zytoplasmatische, transmembrandse und extrazellulire Komponenten. Die
zytoplasmatische Komponente bindet an den terminalen COOH-Komplex
(COOH = Carboxylgruppe) des Dystrophins. Die extrazellulare Doméine bindet
das Laminin. AuBlerdem liegen verschiedene aktinassoziierte Proteine (a-Aktinin
und Muskel-LIM-Protein MLP) an den Bindungsstellen zwischen den
zytoskelettalen Aktinfilamenten und den Kostamerkomplexen. Eine schematische
Darstellung der kardialen Muskelzelle ist in Abbildung 4 ersichtlich (FATKIN &
GRAHAM, 2002).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der kardialen Myozytenstruktur; eigene
Zeichnung, modifiziert nach FATKIN und GRAHAM (2002): Das Sarkomer
bildet sich aus interdigitierenden dicken und diinnen Myosinfilamenten und stellt
die strukturelle und funktionale Einheit des Herzmuskels dar. Die Sarkomere
werden durch ein komplexes Netzwerk aus zytoskelettalen Proteinen mit dem
Sarkolemm, der extrazelluliren Matrix und dem Nukleus verbunden. Das
intermyofibrilldre Zytoskelett wird aus intermedidren Desminfilamenten, Aktin
enthaltenden Mikrofilamenten und Mikrotubuli gebildet. Das subsarkolemmale
Zytoskelett bildet sich aus Costameren, welche auf unterschiedliche Weise die
sarkolemmalen Transmembranproteine mit den Sarkomeren verbinden. Die
Muskelkontraktion ist ein Energie verbrauchender Prozess, wobei ATP aus den
Mitochondrien verbraucht wird. Die intrazelluldre freie Kalziumkonzentration
reguliert die Muskelkontraktion und -relaxation. Die Muskelkontraktion wird
durch einen Anstieg des intrazelluldren freien Kalziumspiegels initiiert. Letzteres
resultiert aus einem depolarisationsabhédngigen Influx einer kleinen Menge an
Kalziumionen via spannungsabhingige Dihydropyridinrezeptoren (DHPR) in die
T-Tubuli, welche die Ausschiittung einer grofen Menge an Kalziumionen aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) auslosen. Dieser Prozess wird
kalziumabhiéngige Kalziumausschiittung genannt. Die Muskelrelaxation wird
durch die Aufnahme von zytosolischen Kalziumionen in das SR {iiber die
energieabhingige Pumpe SERCA2a und durch die Extrusion von Kalziumionen
iber die Na+/Ca2+-Pumpe initiiert.
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2. Mechanismus der Kontraktion

Die hauptsichlich an der Kontraktion beteiligten Komplexe bestehen aus dem
Aktin-Myosinkomplex und dem Troponin-Tropomyosin-Komplex. Deren

Funktionen werden nachfolgend beschrieben.

2.1. Aktin-Myosin-Komplex

Die universell akzeptierte Theorie iiber den Prozess der Muskelkontraktion
wurde 1957 von HUXLEY aufgestellt. Er propagiert in diesem Modell des
,»sliding filament®, dass die Kraftentwicklung aus der gleitenden Bewegung des
dicken Filaments hin zum diinnen Filament und der gleichzeitigen Bildung von
Myosinquerbriicken zum Aktin resultiert. Diese Querbriicken bestehen aus
Molekiilen der schweren Myosinkette (MHC), die vom dicken Filament
entspringen. Jede MHC besteht aus einem Kopf mit einer Aktinbindungsstelle
und einer ATPase-Bindungsstelle sowie einem Schwanz. Der so genannte
Myosinschwanz ist ein elastisches Element, das an die leichten Myosinketten

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

2.2. Troponin-Tropomyosin-Komplex

Der Troponin-Tropomyosin-Komplex ist eine kalziumsensitive Einheit, welche
die Aktin-Myosin-Interaktion reguliert. Die Hauptstiitze des diinnen Filaments
wird durch die doppelhelikale Anordnung der globulidren Aktinmolekiile
gewihrleistet. Die Tropomyosinmolekiile liegen inmitten der Aktinfilamente. Der
Troponinkomplex (Troponin I, T, C) wird vor allem iiber Troponin T an das
Tropomyosin gebunden. Wihrend der Diastole wird die Aktin-Myosin-
Interaktion durch die Bindung des Troponin I zum Aktin-Tropomyosin-Komplex
unterbunden. Die Bindung von Kalziumionen (Ca®*) an Troponin C induziert
eine Konformationsénderung, die die Interaktion des Troponin I zum Aktin-
Tropomyosin-Komplex schwicht und gleichzeitig die Interaktion zwischen
Troponin I und Troponin C verstirkt. Letztere 10st den inhibierten Status des
diinnen Filaments auf und fordert wiederum die Aktin-Myosin-Interaktion und
die Kraftentfaltung. Eine Reduktion der intrazelluldren Kalziumkonzentration
fiihrt zu einer Dissoziation des Ca** vom Troponin C (FATKIN & GRAHAM,
2002).
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2.3. Die Rolle des Kalziums

Wihrend des Aktionspotentials steigt die Konzentration des intrazelluldren
Kalziums [Ca’']; durch direktem Einstrom von Ca’' in die Zelle iiber
spannungsabhiingige L-Type-Kanidle und zu einem geringeren Teil {iber
Na*/Ca**-Kanile. Dieser Einstrom von Ca”* 15st wiederum eine Ausschiittung
von Ca®* aus dem sarkoplasmatischen Retikulum iiber Ryanodin- und Inositol-1,
4, 5-Triphosphat-Rezeptoren aus. Eine Steigerung des [Ca**]i-Spiegels fordert
die Ca**-Bindung an zahlreiche zytosolische Puffer und an das Troponin C.
Wihrend der Relaxation wird Ca®* durch die SR-Ca**-ATPase (SERCA2a),
durch sarkolemmale Na+/Ca2+—Austauscher, die sarkolemmale Ca>*-ATPase und
mitochondriale Ca**-Uniporter wieder aus dem Zytosol entfernt (FATKIN &
GRAHAM, 2002). Abbildung 4 illustriert diesen Mechanismus.

3. Familiire hypertrophe Kardiomyopathie des Menschen

3.1. Definition und Einteilung

Die erste klinische Beschreibung der HCM geht auf das Jahr 1869 zuriick
(HALLOPEAU, 1869). Der Begriff Kardiomyopathie wurde in der
Humanmedizin zum ersten Mal im Jahr 1957 fur seltene, nicht koronare
Erkrankungen des Myokards verwendet (BRIGDEN, 1957). In den 70er und 80er
Jahren wurden die Kardiomyopathien durch die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) und der International Society and Federation of Cardiology Task Force
(ISFC) noch als primire Herzerkrankungen unbekannter Ursache definiert und in
dilatative, hypertrophe und restriktive Formen untergliedert (GOODWIN &
OAKLEY, 1972; WHO/ISFC, 1980). Im Jahr 1995 wurden die
Kardiomyopathien von der WHO/ISFC neu definiert und eingeteilt. Ab diesem
Zeitpunkt bezeichnete man als Kardiomyopathie alle Herzmuskelerkrankungen,
welche eine Beeintriachtigung der kardialen Funktion zeigen. Nun wurden in
Anlehnung an hdmodynamische Kriterien folgende fiinf Formen der priméren
Kardiomyopathien unterschieden: 1. dilatative (DCM), 2. hypertrophe (HCM), 3.
restriktive (RCM), 4. arrhythmogene rechtsventrikulire (ARVC) und 5.
unklassifizierte Kardiomyopathie (UCM). Dadurch konnten nun auch primére
Kardiomyopathien von sekundidren Formen wie ischdmische Kardiomyopathie,
hypertensive Kardiomyopathie, valvuldre Kardiomyopathie, entziindliche

Kardiomyopathie und metabolische Kardiomyopathie, die oft im Zusammenhang
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mit multiorganischen Geschehen assoziiert sind, abgegrenzt werden. Die
sekundidren  Kardiomyopathien =~ wurden  mitunter  als spezifische
Kardiomyopathien oder spezifische Herzmuskelerkrankungen bezeichnet. Zudem
sollten die primdren Kardiomyopathien ab diesem Zeitpunkt auch von
allgemeinen  systemischen  Erkrankungen, = muskuldren = Dystrophien,
neuromuskuldren Funktionsstorungen, sensiblen und toxischen Reaktionen sowie
von der peripartalen Kardiomyopathie abgegrenzt werden (FATKIN &
GRAHAM, 2002; MAISCH, 1998; NAKATA & KOGA, 2000; RICHARDSON
et al., 1996). In den spiten 50er Jahren wurde zum ersten Mal eine genetische
Ursache der HCM vermutet. Auf dieser Vermutung basierend, wurde auf
genetischer Ebene eingehend geforscht. So konnten in den letzten zwei Dekaden
iiber 400 Mutationen in 24 Genen, die fiir unterschiedliche Formen der HCM
verantwortlich sind, entdeckt werden (BOS et al., 2007; FATKIN & GRAHAM,
2002; MARON et al., 2006). Aufgrund der bestehenden Komplexitit wurden die
Kardiomyopathien im Jahr 2006 ihrem kausalen Ursprung nach in genetische,
gemischte und erworbene Kardiomyopathien eingeteilt (Abbildung 5). Der
Begriff ,spezifische Kardiomyopathie® oder ,spezifische Herzmuskel-
erkrankung® sollte nun nicht mehr gebraucht werden (HO & 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

LaTS Asian SUNDS

Brugada oVPT

Abbildung 5: Klassifizierung der Kardiomyopathien, Darstellung modifiziert
nach MARON und Mitarbeitern, (2006). Abkiirzungen: HCM = hypertrophe
Kardiomyopathie; ARVC/D = arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardio-
myopathie/Dysplasie; LVNC = left ventricular non compaction; LQTS = long
QT-syndrome; SQTS = short QT-syndrome; CPVT = catecholaminergic
polymorphic ventricular tachykardia; Asian SUNDS = unexplained nocturnal
death syndrome, eine Erkrankung die in Siidasien vorkommt und dem Brugada-
Syndrom genetisch, phidnotypisch und funktionell entspricht; DCM = dilatative
Kardiomyopathie; RCM = restriktive Kardiomyopathie .

3.2. Priavalenz und Klinik

In der Humanmedizin wird die HCM als hiufigste genetische Herzerkrankung
mit einer Prdvalenz von 1/500 angesehen und stellt gleichzeitig die héufigste
Ursache fiir den plotzlichen Herztod bei jungen Menschen und Athleten dar
(BOS et al., 2007; MARON, 2002). Die Erkrankung ist durch generalisierte oder
asymmetrische Hypertrophie der Kammerwinde des linken Ventrikels (LV), mit
oder ohne Beteiligung des rechten Ventrikels, und histologisch durch eine
gestorte myofibrilldre Faseranordnung sowie interstitielle Fibrose charakterisiert.
Dabei kommt es bei einigen der Patienten zu einer reduzierten diastolischen

Dysfunktion mit oder ohne linksventrikuldrer Ausflusstraktsobstruktion durch
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Kontakt des septalen Mitralklappensegels mit dem Septum (,,systolic anterior
motion = SAM des septalen Mitralklappensegels). Eine obstruktive Form der
HCM mit endsystolischer Kammerobliteration ist bei weniger als 25% der HCM-
Patienten vorhanden. Einige der Betroffenen bleiben lebenslang asymptomatisch,
andere entwickeln kongestives Herzversagen, Vorhofflimmern oder versterben
plotzlich, ohne jemals vorher klinische Symptome entwickelt zu haben (ANAN
et al., 2000; ARAD et al., 2002b; BOS et al., 2007; JURYNEC, 2007; MARON,
2002; MARON et al., 1995). Im Falle offensichtlicher Symptome, werden diese
in Form von Palpitationen, Synkopen, Angina pectoris oder Dyspnoe
beschrieben. Die Synkopen oder der plotzliche Herztod kommen durch Brady-
(Reizleitungsanomalien des Sinus- und AV-Knotens) und Tachyarrhythmien (oft
Reentrytachykardien) zustande. Im Endstadium der HCM kommt es héufig vor,
dass sich die Wanddicke des LV aufgrund von Myozytenuntergang und Fibrose
wieder reduziert (,,Burned out“-HCM). Zehn bis 20 % der Patienten entwickeln
diese Form der dilatativen Kardiomyopathie, die zudem durch eine starke
systolische Dysfunktion gekennzeichnet ist. Zehn bis 16 % der betroffenen
Patienten entwickeln Vorhofflimmern, wobei das Risiko hierfiir bei Patienten mit

vergrolertem Vorhof erhoht ist (FATKIN & GRAHAM, 2002).

3.3. Genetik

Die humane familidre HCM ist eine zumeist autosomal dominant vererbte
Herzmuskelerkrankung mit einer starken phidno- wund genotypischen
Heterogenitit. Selten werden auch rezessive Vererbungsformen beschrieben. Bei
zwel Drittel der Patienten ist eine Familienanamnese nachvollziehbar, wihrend
beim Rest ,,de novo“~-Mutationen vermutet werden (NANNI et al., 2003). Als
Ursache der humanen familidiren HCM werden groBtenteils Mutationen in Genen,
die Proteine des Sarkomers kodieren, angesehen. Diese Form wird kausal als
Sarkomer- oder Myofilament-HCM bezeichnet. In aktuellen Studien wird diese
Form der HCM von der Z-Scheiben-HCM, der metabolischen und der
Kalziummetabolismus-assoziierten HCM abgegrenzt. Zur Z-Scheiben-HCM
fiihren Mutationen in Genen, die Proteine der Z-Scheibe kodieren. Als
metabolische HCM werden nun Herzerkrankungen bezeichnet, die durch die
Hypertrophie der Kammerwinde morphologisch von einer HCM im Ultraschall
nicht zu unterscheiden sind. Eine solche Form der HCM kann z. B. durch die

Glykogenspeicherkrankheit hervorgerufen werden (BOS et al., 2007).
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Zumeist sind es Punktmutationen, seltener auch Deletions- und
Insertionsmutationen, die bisher als Ursache verschiedener Formen der HCM
nachgewiesen wurden. Beim Menschen konnten bisher iiber 400 Mutationen in
24 Genen mit der HCM in Verbindung gebracht werden (BOS et al., 2007,
MAISCH, 1998; MARON et al., 2006; RICHARDSON et al., 1996; WHO/ISFC,
1980). 1990 gelang die Identifikation der ersten beiden kausalen Mutationen im
B-MHC-Gen (GEISTERFER-LOWRANCE et al.,, 1990). Nachdem weitere
Mutationen in anderen Sarkomergenen (im a-Tropomyosin-Gen und im kardialen
Troponin T-Gen) entdeckt wurden, lag die Vermutung nahe, dass es sich bei der
familiazren HCM des Menschen um eine Erkrankung des Sarkomers handelt
(THIERFELDER et al., 1994; WATKINS et al., 1995b). Diese Hypothese wurde
spiater durch die Identifizierung weiterer Punktmutationen in Genen, die die
folgenden Sarkomerproteine kodieren gefestigt. Darunter fielen das kardiale
Myosin binding protein C (WATKINS e al., 1995a), die ventrikulidre essentielle
und regulatorische Myosinleichtkette (POETTER et al., 1996), das kardiale
Troponin I (KIMURA et al., 1997) und das kardiale a-Aktin (MOGENSEN et
al., 1999). SchlieBlich konnten aber auch im neuen Jahrtausend kausale
Mutationen auflerhalb des Sarkomers detektiert werden, auf die spiter
eingegangen wird (BOS et al., 2007).

Die Mechanismen, die zur Ausbildung einer Hypertrophie fiihren, sind noch nicht
komplett erforscht. In Genotyp-Phidnotypstudien konnte ein Zusammenhang der
variablen Penetranz mit unterschiedlichen Mutationen hergestellt werden. So
verursachen zum Beispiel Mutationen im B-MHC-Gen schwerwiegendere
Formen der HCM als zum Beispiel Mutationen im kardialen Myosin-binding-
Protein-C-Gen oder im Troponin T-Gen (MOOLMAN et al., 1997; NIIMURA et
al., 1998; WATKINS et al., 1995b). Aufgrund der massiven Anzahl bereits
bekannter kausaler Mutationen, haben BOS und Mitarbeiter (2007b) ein neues
Schema zur Einteilung der HCM erstellt. In ihren Studien konnten sie
nachweisen, dass verschiedene anatomische Varianten der HCM mit bestimmten
Mutationen korrelieren. So vermuten sie in Verbindung mit der so genannten
,Reverse septal curve-HCM Mutationen in Sarkomergenen und in Verbindung
mit der so genannten sigmoidalen HCM eher Mutationen in Z-Scheiben-Genen

(siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Darstellung der sigmoidalen HCM und der ,Reverse septal
curve“-HCM aufgrund ihres genetischen Ursprungs in Sarkomergenen oder Z-
Scheiben-Genen (BOS et al., 2007).

3.3.1. Sarkomer-/Myofilament-assoziierte hypertrophe Kardiomyopathie

Kausale Mutationen der im Folgenden beschriebenen Gene werden mit der
Sarkomer/Myofilament-HCM assoziiert. Jedes Kandidatengen soll nachfolgend

kurz charakterisiert werden.

3.3.1.1. p-Myosin-heavy-chain-Gen

Das Muskelprotein Myosin besteht aus zwei schweren (MHC) und zwei leichten
Ketten (MLC). Die kardialen MHCs kommen in zwei [soformen vor: als f-MHC
und o-MHC. Beim Menschen wird die B-MHC im embryonalen Herz und im
adulten Atrium exprimiert und bildet die vorherrschende Isoform im adulten
Ventrikel. Die die schweren Ketten kodierenden Gene MYH7 (B-Myosin-heavy-
chain-Gen, kodiert -MHC) und MYH6 (kodiert a-MHC) liegen hintereinander
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auf Chromosom 14. MYH7 besteht aus 41 Exons. 38 davon kodieren das Protein
mit 1935 Aminosduren (FATKIN & GRAHAM, 2002). Bis heute konnten weit
iiber 100 Mutationen, meistens in Form von Punktmutationen, mit der HCM in
Verbindung gebracht werden. Somit ist das MYH7 bei 30-35 % der genetisch
identifizierten HCM-Fille das am hidufigsten von Mutationen betroffene Gen
(GEISTERFER-LOWRANCE et al, 1990; MARON et al, 1979).
Dreidimensionale Untersuchungen des f-MHC-Molekiils haben ergeben, dass die
Mutationen sich vorwiegend in kodierenden Doménen des MHC-Kopfes
befinden und nur wenige im Bereich des MHC-Schwanzes. Die funktionalen
Konsequenzen dafiir sind noch nicht beschrieben (RAYMENT et al., 1995).
Allerdings entwickeln Patienten mit einer f-MHC-Mutation friithzeitigere (in den
ersten zwei Lebensdekaden) und schwerwiegendere Formen der HCM als z. B.
bei einer MYBPC3- oder TNNT3-Mutation (MOOLMAN et al.,, 1997,
NIIMURA et al., 1998; WATKINS et al., 1995b).

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

Vom Myosin binding protein C (MYBPC) existieren drei Isoformen. Zwei
Isoformen befinden sich im Skelettmuskel und eine Isoform ist ausschlieBlich im
Herzmuskelgewebe vorhanden. Das MYBPC liegt in den A-Banden des
Sarkomers und bildet eine Reihe von transversalen Banden im Abstand von 43
nm-Intervallen. Es besitzt Bindungsstellen fiir Myosin und Titin. Das kardiale
Myosin-binding-protein-C-Gen (MYBPC3) besteht aus 24 kb genomischer DNA
und enthidlt 37 Exons, die 1274 Aminosduren kodieren. Bisher konnte im
MYBPC3 eine dhnliche Anzahl kausaler Mutationen wie im MYH7-Gen bei
unterschiedlichen Familien und Patienten detektiert werden (MARON er al.,
1979). Mutationen im MYBPC3-Gen kommen somit bei 15 - 20 % der HCM-
Patienten vor. Am héufigsten treten in diesem Gen Mutationen in der Form von
Insertions-, Deletionsmutationen und Mutationen in der Splicingregion auf.
Punktmutationen, die die Myosin- und Titinbindungsregion betreffen, kommen
ebenfalls vor (FATKIN & GRAHAM, 2002). In Genotyp-Phédnotyp-Studien
konnte nachgewiesen werden, dass die Penetranz der HCM bei MYBPC3-
Mutationen geringer ist als bei B-MHC-Mutationen und dass die Erkrankung erst
im spéteren Lebensalter, vorwiegend in der fiinften oder sechsten Lebensdekade,
auftritt (NIIMURA et al., 1998). Jedoch konnte in einer anderen Studie ein

Einfluss auf die Penetranz der Erkrankung durch Renin-Angiotensin-Aldosteron-
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System (RAAS) assoziierte Polymorphismen nachgewiesen werden. Hierbei
zeigten verwandte Patienten mit einer MYBPC3-Mutation und Polymorphismen
in Genen des RAAS eine stirkere Penetranz der Erkrankung und einen
schwerwiegenderen Grad der LV-Hypertrophie als MYBPC3-Mutationstriger,
die keine Mutationen im RAAS-Genen aufwiesen (ORTLEPP et al., 2002).
Ebenso konnte ein deutlicher modifizierender Einfluss des ACE-D/D Genotyps
auf eine vermehrte LV-Hypertrophie bei HCM-Patienten mit einer Mutation im

MYBPC3-Gen dargestellt werden (PERKINS ez al., 2005).

3.3.1.3. Kardiales Troponin T-Gen

Das Sarkomerprotein Troponin T wird im embryonalen und adulten Herzmuskel
sowie im sich entwickelnden Skelettmuskel exprimiert. Das kardiale Troponin T-
Gen (TNNT?2) besteht aus 17 kb genomischer DNA. 17 Exons kodieren die
Herzmuskel-Isoform des Proteins, welche aus 288 Aminosiduren besteht. Das
kardiale Troponin T besitzt zwei Hauptbindungsdoménen, die NH2-terminale
Domaine, welche mit Tropomyosin interagiert und die COOH-terminale Doméne,
welche an Tropomyosin, Troponin C und Troponin I bindet. Weniger als 5 - 10
% der HCM-Patienten zeigen in Screenings eine Mutation im TNNT2-Gen
(MARON et al., 1979). Meistens handelt es sich hierbei um Punktmutationen im
NH2- und COOH-Ende, zudem konnte eine kausale Mutation in der
Splicingregion und eine kausale Deletionsmutation nachgewiesen werden
(FATKIN & GRAHAM, 2002; THIERFELDER et al., 1994). Troponin T-
Mutationen verursachen generell milde oder klinisch irrelevante Formen der

HCM (MOOLMAN et al., 1997; WATKINS et al., 1995b).

3.3.1.4. Kardiales Troponin I-Gen

Das kardiale Troponin I wird nur im Herzmuskel exprimiert und besteht aus 210
Aminosiduren, die durch acht Exons der 6,2 kb langen DNA kodiert werden. Das
kardiale Troponin I besitzt eine inhibierende Region, wobei bei niedrigen
Kalziumkonzentrationen die Kontraktion durch eine Hemmung der Actomyosin-
ATPase unterbunden wird. Vermehrte Bindung von kardialem Troponin I an das
diinne Filament fiihrt ebenfalls zu einer Hemmung der Kontraktion. Wenn die
inhibierende Region dieses herzspezifischen Proteins an den Troponin C-
Kalzium-Komplex bindet, kommt es zu einer Aktin-Myosin-Interaktion und

somit zur Kontraktion. Mehr proximal am Protein befinden sich zudem eine
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Aktin-Tropomyosin-Bindungsstelle und eine zweite Troponin C-Binderegion.
Troponin I bildet ein antiparalleles Dimer mit Troponin C. Nur weniger als 5 %
der humanen HCM werden durch eine Mutation des kardialen Troponin I-Gens
(TNNI3) hervorgerufen. Bei den bereits fiir die HCM verantwortlich gemachten
Mutationen handelt es sich zumeist um Punktmutationen. Zwei kausale
Mutationen konnten in der inhibierenden Region lokalisiert werden (DOOLAN et
al., 2005; FATKIN & GRAHAM, 2002; KIMURA et al., 1997; MARON et al.,
1979; MOGENSEN et al., 2004).

3.3.1.5. Kardiales Troponin C-Gen

Troponin C kommt einerseits als spezifische Isoform im Herzmuskel vor. Eine
zweite Isoform ist im Skelettmuskel priasent. Das kardiale Troponin C-Gen
(TNNC1) kodiert die im Herzmuskel und im langsam Kkontrahierenden
Skelettmuskel (rote Fasern) vorhandene Isoform. Das kardiale Troponin C-Gen
besteht aus 161 Aminosduren und wird von 3 kb genomischer DNA, die sechs
Exons enthilt, kodiert. Durch die Bindung dieses Proteins mit Ca** wird eine
Konformationsidnderung im Troponin-Tropomyosin-Komplex erzeugt, welche
zur Muskelkontraktion fiihrt (FATKIN & GRAHAM, 2002). Bisher konnte nur
eine HCM-assoziierte Mutation in diesem Gen gefunden werden, wobei es sich
um eine Punktmutation handelt (FATKIN & GRAHAM, 2002; HOFFMANN et
al.,2001; MARON et al., 1979).

3.3.1.6. a-Tropomyosin-Gen

a-Tropomyosin  wird im ventrikuliren Myokardium und im schnell
kontrahierenden Skelettmuskel (weille Fasern) exprimiert. Das TPM1 besteht aus
15 Exons, wobei mehrere Isoformen dieses Gens durch alternierendes Splicing
existieren. Fiinf Exons sind in allen o-Tropomyosin-Transkripten vorhanden,
wihrend zehn Exons variabel in unterschiedlichen Geweben prisent sind. Die
kardiale a-Tropomyosin-Isoform besteht aus 284 Aminosduren, die durch zehn
Exons kodiert werden. a-Tropomyosin besitzt zwei Bindungsstellen fiir Troponin
T, wobeli sich eine kalziumsensitiv und die andere nicht kalziumsensitiv verhilt.
Sechs HCM verursachende Punktmutationen konnten bisher im a-Tropomyosin-
Gen (TPM1) bei HCM-Patienten identifiziert werden. Drei davon sind in dem fiir

die kalziumsensitive Troponin T-Bindungsstelle kodierenden DNA-Abschnitt
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lokalisiert (FATKIN & GRAHAM, 2002; MARON et al., 1979; THIERFELDER
et al., 1994).

3.3.1.7. Regulatorisches Myosinleichtketten-Gen

Die leichten Ketten (MLC) gehoren zu einer Uberfamilie der kalziumbindenden
Proteine. Thre Kalziumbindestelle besitzt einen speziellen Helix-Schleifen-Helix-
Aufbau. Im Herzmuskel kommen zwei Isoformen dieses Proteins vor. Die so
genannte langsame Isoform befindet sich im Ventrikel und im langsam
kontrahierenden rotfaserigen Skelettmuskel, wihrend die schnellere Isoform im
atrialen Myokardium préisent ist. Das regulatorische Myosinleichtketten-Gen
(MYL2) kodiert die langsame Isoform mit 166 Aminosduren und besteht aus
sieben Exons. Bei circa 1 % der gescreenten HCM-Population in verschiedenen
Studien spielt eine Mutation in diesem Gen eine kausale Rolle (FATKIN &
GRAHAM, 2002; FLAVIGNY et al., 1998; KABAEVA et al., 2002; MARON et
al., 1979; POETTER et al., 1996).

3.3.1.8. Essentielles Myosinleichtketten-Gen

Im Herzmuskel kommen zwei Isoformen der essentiellen MLC vor. Die MLC-1-
Isoform wird im ventrikuliren Myokard und im rotfaserigen langsam
kontrahierenden Skelettmuskel exprimiert. Das essentielle Myosinleichtketten-
Gen (MYL3) besteht aus sieben Exons, wovon sechs das aus 195 Aminosduren
zusammengesetzte Protein kodieren. Bisher konnten nur zwei Punktmutationen
fir die HCM in diesem Gen verantwortlich gemacht werden (FATKIN &
GRAHAM, 2002; MARON et al., 1979; POETTER et al., 1996).

3.3.1.9. Kardiales Aktin-Gen

Im humanen Genom kommen 20 verschiedene Aktingene vor. Aber nur vier
Aktinisoformen sind in der Herzmuskulatur, in der Skelettmuskulatur und in der
glatten Muskulatur anzutreffen. Die Herz- und Skelettmuskel-Aktinisoformen
sind beide sowohl im Herzmuskel als auch im Skelettmuskel pridsent. Das so
genannte ,,0-sceletal actin® ist die priddominante Isoform im embryonalen
Herzmuskel und wird im adulten Herzmuskel herunterreguliert. Das kardiale
Aktin-Gen (ACTC) besteht aus sechs Exons, welche ein Protein aus 375
Aminosduren kodieren. Das NH2-Ende des kardialen Aktins bildet die

Bindungsstelle fiir die Myosin-Querbriicken-Bindung. Das COOH-Ende dagegen
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dient als Bindungsstelle fiir a-Aktinin und Dystrophin. (FATKIN & GRAHAM,
2002; MARON et al., 1979; OLSON et al., 2000).

3.3.1.10. Titin-Gen

Titin stellt mit 3 kDa das grof3te bekannte Polypeptid dar. Es nimmt einen Anteil
von 10 % in der quergestreiften Muskulatur der Vertebraten ein. Titin erstreckt
sich tiber die Hilfte des Sarkomers von der Z- zur M-Bande. Ein dehnbarer
Abschnitt des Titins befindet sich innerhalb der I-Bande, wihrend ein steiferer
Teil innerhalb der A-Bande liegt. 90 % des Titins werden von 289
Immunglobulin- und Fibronektindominen umschlossen. Aus gewebespezifisch
exprimierten  Titinisoformen  resultieren  unterschiedliche = Grade von
Gewebeelastizitiat. Bisher konnte eine Mutation im Titin-Gen (TTN) in der
Binderegion mit der Z-Scheibe identifiziert werden und mit der HCM in
Verbindung gebracht werden, wobei diese Mutation die Bindungsfdhigkeit des
Titins an a-Aktinin steigert (FATKIN & GRAHAM, 2002; HAYASHI et al.,
2004; SATOH et al., 1999).

3.3.2. Z-Scheiben-assoziierte hypertrophe Kardiomyopathie

Im Folgenden werden die Kandidatengene, die Proteine der Z-Scheibe kodieren,

abgehandelt.

3.3.2.1. Kardiales Muskel-LIM-Protein-Gen

Kardiales Muskel-LIM-Protein (MLP) wird im Herzmuskel und im rotfaserigen
Skelettmuskel exprimiert. Dieses Protein besitzt zwei LIM-Doménen, welche als
sehr cysteinreiche Strukturen mit zwei Zinkfingern beschrieben werden. Das
MLP kommt im embryonalen Herz vor und trigt zur Differenzierung des
Muskelgewebes bei. Gleichzeitig dient das MLP als Geriist zwischen den
zytoskelettalen Aktinfilamenten und den Costamerkomplexen. Die erste LIM-
Doméne interagiert mit den myofibrilliren Bindungsproteinen o-Aktinin und
,INebulin-related-anchoring protein® (N-RAP), wihrend die zweite LIM-Doméne
mit den Aktinfilamenten und dem Spektrin in Verbindung steht. Das kardiale
Muskel-LIM-Protein-Gen (CSRP3) besteht aus 4 Exons, welche das aus 194
Aminosduren zusammengesetzte Protein kodieren. Bisher konnten vier
Punktmutationen im Bereich der LIM-1-Domine bei Patienten mit HCM
gefunden werden. Laut Studien fithren Mutationen in diesem Bereich zu einer

herabgesetzten Bindungsaktivitit des MLP mit a-Aktinin und N-RAP. Die
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Patienten in den Studien zeigten eine typische asymmetrische septale
Hypertrophie (BOS et al., 2007; BOS et al., 2006; FATKIN & GRAHAM, 2002;
GEHMLICH et al., 2004; GEIER et al., 2003).

3.3.2.2. Telethonin-Gen

Telethonin (Tcap) ist ein 19 kDa Protein mit 128 Aminosduren, das von TCAP
mit zwei Exons kodiert wird. Es spielt eine Rolle bei der Sarkomergenese im
quergestreiften Muskel. Tcap weist eine Art innere Symmetrie auf und kann
dadurch an die N-terminalen Doménen zweier Titin-Molekiile binden. Au3erdem
interagiert es mit Calsarcin-2 und Calsarcin-3. Bisher konnten fiinf Mutationen
im Telethonin-Gen (TCAP) mit der HCM assoziiert werden (BOS et al., 2007,
BOS et al., 2006; EXPASY, 2007; HAYASHI et al., 2004).

3.3.2.3. LIM-domain-binding-3-Gen

Das vom LIM-domain-binding-3-Gen (LDB3) kodierte LIM-domain-binding-3-
Protein (offizielle HUGO-Nomenklatur) wird auch als von ZASP kodiertes ,,Z-
band-associated-alternatively-spliced-PDZ-motif-Protein‘ bezeichnet und
fungiert als Bestandteil des Z-Scheiben-Komplexes. Es kommt hauptsédchlich im
Myokard und im Skelettmuskel vor, wurde aber ausserdem im Gehirn und in der
Plazenta detektiert. Mit seinen LIM-Dominen interagiert dieses Protein, welches
in sechs Isoformen vorkommt, mit verschiedenen PKC-Isoformen und der C-
terminalen Region des Aktinins. Das LIM-domain-binding-3-Protein besitzt ein
Molekulargewicht von 77 kDa und besteht aus 727 Aminosduren, die durch 13
Exons des LDB3 kodiert werden (HUBBARD et al., 2007; UNIPROT, 2007).
Fiinf von sechs HCM-Patienten mit Mutationen im LDB3 zeigten in einer Studie
eine sigmoidale HCM, wihrend bei einer Mutationsform eine apikale HCM

ausgepragt war (THEIS et al., 2006).

3.3.2.4. a-Aktinin-Gen

a-Aktinin ist ein weiteres im Z-Scheiben-Komplex involviertes Protein mit einem
molekularen Gewicht von 103 kDa. Es kommt sowohl im Myokard als auch im
Herzmuskel vor. Das a-Aktinin-Gen (ACTN2) besitzt 21 Exons, welche die 894
Aminosduren des 4883 bp langen a-Aktinin-Transkripts kodieren (HUBBARD et
al., 2007; UNIPROT, 2007). Bisher konnten drei Punktmutationen, die zu einem
Aminosdurenaustausch innerhalb des ACTN2 (G111V, T495M, R759T) fiihren,



IV. Literaturiibersicht 21

mit der Pathogenese einer sigmoidalen HCM in Verbindung gebracht werden

(THEIS et al., 2006).

3.3.2.5. Vinculin/Metavinculin-Gen

VCL liegt auf dem Chromosom 10q22.1-q23 und enthilt 22 Exons, die ein
ubiquitdr im Skelettmuskel vorkommendes Protein mit 1133 Aminosiduren
kodieren (MOISEYEVA et al., 1993). Es kommen drei Isoformen des Proteins
Vinculin vor, wobei durch alternatives Splicing die fiir den Herzmuskel und die
glatte Muskulatur spezifische Isoform Metavinculin hervorgebracht wird, welche
zusitzliche 68 Aminosiuren enthélt (BELKIN ez al., 1988b; KOTELIANSKY et
al., 1992). Beide Formen, Vinculin und Metavinculin, sind zwischen den Disci
intercalati und den Costameren lokalisiert und fungieren als Verbindungsproteine
der Disci intercalati und der Aktinfilamente (BELKIN et al., 1988a). IThnen wird
auch eine wichtige Rolle fiir die Beschaffenheit der Zellmorphologie und fiir die
Lokomotion zugesprochen (HUBBARD et al., 2007; UNIPROT, 2007). Bisher
konnten zwei Punktmutationen im Vinculin/Metavinculin-Gen (VCL), R975W
im Metavinculin- und L277M im Vinculin-Gen, mit der HCM assoziiert werden

(THEIS et al., 2006; VASILE et al., 2006).

3.3.2.6. Myozenin 2-Gen

Myozenin 2 ist auch unter dem Namen Calsarcin 1 (CS-1) bekannt und ist
Bestandteil des Z-Scheiben-Proteinkomplexes. Es wird im Herzmuskel sowie im
Skelettmuskel exprimiert. Myozenine dienen intrazelluldr der Verbindung von Z-
Scheiben-Proteinen wie o-Aktinin, y-Filamin, Tcap sowie LBD3/ZASP und
spielen eine wichtige Rolle bei der Modulation von Kalzineurinsignalen.
Zusitzlich soll dieses Protein die Myofibrillogenese beeinflussen. Bei HCM-
Patienten, die keine Mutationen in den bisher genannten Sarkomergenen
aufwiesen, sollte in einer Studie das kausale Gen mittels Linkage-Analyse und
anschlieender Sequenzierung gefunden werden. Es konnten fiinf ,,Short tandem
repeats® (STRs) auf der Chromosomenregion 4q26-q27 genotypisiert werden,
welche das Z-Scheiben-Protein Myozenin 2 umfassten. Der maximale
Logarithmus des ,,0dds Score* ergab hierbei einen Wert von 2,03 bei P < 0,05.
Bei allen zehn HCM-Patienten einer Familie konnte in der nachfolgenden
Sequenzanalyse eine Punktmutation (S48P) im Myozenin 2-Gen (MYOZ2)

ausfindig gemacht werden. Bei vier klinisch unauffilligen Familienmitgliedern
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und 658 Probanden der Kontrollgruppe war dieselbe Mutation  nicht
nachzuweisen. Um die Frequenz von MY OZ2-Mutationen bei HCM-Patienten zu
bestimmen, wurde das MYOZ2-Gen bei 516 HCM-Patienten sequenziert. Dabei
konnte bei einem Patienten eine weitere Punktmutation (I246M) im selben Gen
detektiert werden, die bei keinem Probanden der Kontrollgruppe vorkam (OSIO

etal.,2007).

3.3.3. Kalziummetabolismus-assoziierte hypertrophe Kardiomyopathie

In der Herzmuskelzelle spielen Ca®* und die an der Kalzium-induzierten-
Kalziumausschiittung beteiligten Proteine eine grof3e Rolle bei den Ablidufen der
Reizbildung bis zur Kontraktion. Bei anderen Kardiomyopathien konnten bereits
ursdchliche Defektgene der am Kalziummetabolismus beteiligten Proteine
gefunden werden. Der Kalziummetabolismus ist von daher auch ein grofles neues
Interessensgebiet in der HCM-Forschung. Somit konnten in der letzten Dekade
mehrere Mutationen im Zusammenhang mit dem myokardialen Kalzium-
metabolismus fiir bestimmte HCM-Formen verantwortlich gemacht werden

(BOS et al., 2007; TSOUTSMAN et al., 2006b).

3.3.3.1. Phospholamban-Gen

Phospholamban ist ein wichtiges Protein im Kalziumstoffwechsel, welches die
Ca**-ATPase (SERCA2a) des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) hemmt. Die
SERCA2a ist dafiir zustindig, Ca® aus dem Zytosol zu entfernen (siche
Abbildung 4). Phospholamban spielt eine wichtige Rolle im Ablauf der
Kontraktion und Relaxation. Das Phospholamban-Gen (PLN) enthilt zwei
Exons. Die Translationsldnge betridgt 2001 bp und das Transkript besteht aus 52
Aminosduren (HUBBARD et al., 2007; UNIPROT, 2007). Im PLN konnten
bisher zwei Punktmutationen mit der HCM assoziiert werden, einerseits die
Punktmutation A77G in der Promotorregion des PLN, die in neonatalen
Rattenkardiomyozyten eine Steigerung der der Promotoraktivitit im PLN
herbeifiihrte. Andererseits die Punktmutation C42G, die bei einem Patienten fiir
eine benigne apikale HCM verantwortlich gemacht wurde (MEDIN et al., 2007,
MINAMISAWA et al., 2003).

3.3.3.2. Kardiales Ryanodinrezeptor-Gen

Der kardiale Ryanodinrezeptor ist ein Multi-Pass-Membranprotein. Wihrend des

Aktionspotentials steigt durch direktem Einstrom von Ca® in die Zelle iiber
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spannungsabhingige L-Type-Kanidle und zu einem geringeren Teil {iber
Na*/Ca**-Kaniile der Gehalt des [Ca**];. Dieser Einstrom von Ca’* 16st wiederum
eine Ausschiittung von Ca®* aus dem SR iiber Ryanodin- und Inositol-1, 4, 5-
Triphosphat-Rezeptoren aus. Aus alternativem Splicing gehen zwei Isoformen
dieses Proteins hervor (HUBBARD et al., 2007; UNIPROT, 2007). Im Jahr 2006
konnten erstmals Mutationen im kardialen Ryanodinrezeptor-Gen (RyR?2)
nachgewiesen werden, die bei den betroffenen Patienten eine HCM-Form mit
massiver Hypertrophie und Arrhythmien hervorriefen (FUJINO et al., 2006). Das
RyR?2 besitzt 105 Exons, die Liange des Transkriptionsprodukts betragt 14865 bp
genomische DNA. Dadurch wird ein Polypeptid von 4954 Aminosduren kodiert
(BOS et al., 2007; FATKIN & GRAHAM, 2002; HUBBARD et al., 2007;
UNIPROT, 2007).

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

kodiert ~ wird, gehort zur  Junctophilin-Familie = der  junktionalen
Membrankomplexproteine und dient der Stabilisierung. Es trigt dazu bei, die
Plasmamembran und das SR zu verankern. Junctophiline besitzen so genannte
,multiple membrane occupation and recognition nexus-Dominen* (MORN) und
eine SR-Transmembrandoméne, die den richtigen Sitz zwischen Diadenspalt, den
transversen Tubuli und dem SR erlauben (NISHI er al., 2000; TAKESHIMA et
al., 2000). Zudem spielt es eine essentielle Rolle bei der Entwicklung des
Herzmuskels (ROTTBAUER et al., 2001). Junctophilin 2 kommt sowohl im
Herz- als auch im Skelettmuskel vor. JPH2 besteht aus zwei Exons mit einer
Transkriptlinge von 2408 bp genomischer DNA, womit ein Polypeptid von 129
Aminosduren kodiert wird (HUBBARD et al.,, 2007; UNIPROT, 2007). In
Genexpressionsstudien bei Knock-in-Médusen war JHP2 sowohl bei der DCM als
auch bei der HCM herunterreguliert und wurde somit als neues Kandidatengen
herangezogen (MINAMISAWA et al., 2004). Bisher konnten fiinf kausale
Punktmutationen bei Patienten mit HCM im JPH2 entdeckt werden: S101R,
Y141H, S165F, R436C und G505S (BOS et al., 2007; LANDSTROM et al.,
2007; MATSUSHITA et al., 2007).
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3.3.4. Metabolische hypertrophe Kardiomyopathie

Die meisten Gene, die an der Pathogenese der HCM beteiligt sind, kodieren
Proteine, die sehr herzmuskelspezifisch sind. Bei circa 13 % der HCM-Patienten
kann in den Genen der kontraktilen Proteine kein genetischer Defekt gefunden
werden. In Kandidatengenstudien wird oft die Hypothese aufgestellt, dass ein
jeweiliges Gen als Kandidatengen auch deshalb in Frage kommen konnte, weil
das kodierte Protein im Herzmuskel exprimiert wird. Seit kurzem werden auch
Gendefekte, die mit der Energiechomdostase im Herzmuskel assoziiert sind, als
eine weitere Ursache von Herzmuskelhypertrophie angesehen. Diese werden
neuerdings in die Gruppe der zur metabolischen HCM fiihrenden Gendefekte
eingestuft. Bei dieser Form der HCM treten histologisch weder gestorte
Myozytenanordnung noch interstitielle Fibrose auf, sondern sie kann durch eine
ausgepridgte Ausbildung von mit Glykogengranula gefiillten Vakuolen in den
Myozyten charakterisiert werden. Im Herzultraschall gleicht diese Form jedoch
der Muskelhypertrophie einer Myofilament-HCM. So kann eine solche Art der
Hypertrophie eine linksventrikuldre Ausflusstraktobstruktion hervorrufen oder
gleichzeitig als rechtsventrikuldre Hypertrophie auftreten. Diese Form der
Kardiomyopathie kann die typischen Symptome einer Myofilament-HCM
(Brustschmerz, Palpitationen, Synkopen) hervorrufen. In einer Studie mit HCM-
Patienten, die keine Sarkomermutation aufwiesen, konnte bei immerhin 46 %
eine PRKAG2 oder LAMP2-Mutation nachgewiesen werden. In HCM-
Populationen beherbergen circa 4 - 12 % der Patienten eine Mutation in Genen,
die eine Glykogenspeicherkrankheit hervorrufen. In der ,,Framingham Heart
Study*“ konnte die Lipidspeichererkrankung ,Morbus Fabry* fiir die
linksventrikuldre Hypertrophie eines Patienten verantwortlich gemacht werden.
Zudem fiithren auch Mutationen in mitochondrial kodierten t-RNAs, der ATP-
Synthase und im Cytochrom B zu verschiedenen Syndromen, wie das ,,Kearns-
Sayre-Syndrom*, die stets von einer Hypertrophie des LV begleitet werden
(ARAD et al., 2002a; BLAIR et al., 2001; HO & SEIDMAN, 2006; MORITA et
al., 2006).

3.3.4.1. y>-regulatorische Untereinheit der AMP-aktivierten Proteinkinase

Die vy,-regulatorische Untereinheit der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK)
ist ein Heterotrimer, welches eine katalytische (a-) und zwei regulatorische (-

und y-) Untereinheiten besitzt. Die y-Untereinheit kommt in drei Isoformen vor
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(Y1, Y2, 73), welche in Linge und Gewebeexpression variieren. Die o- und [-
Untereinheiten treten jeweils ebenfalls in zwei Isomeren auf, wobei alle
erwihnten Isomere im Herzmuskel exprimiert werden. Das Gen der 7v»-
regulatorischen Untereinheit der AMP-aktivierten Proteinkinase (PRKAG2)
besitzt eine Transkriptionsldnge von > 280 kb genomischer DNA. Das PRKAG2
kommt in zwei Isoformen vor: PRKAG2a, welches mit 12 Exons ein kiirzeres
Transkript von 352 und 328 Aminoséduren kodiert und PRKAG2b, welches mit
16 Exons ein ldngeres Transkript von 569 Aminosduren erzeugt. Das AMPK-
Protein besteht primdr aus vier hintereinander folgenden Cytathionin-§3-
Synthetase-Doménen (CBS). Es fungiert als metabolischer Sensor in den Zellen,
wobei es bei einem Erschopfungszustand von ATP reagiert und diverse andere
intrazelluldre Systeme reguliert, die ATP erzeugen. Beim Nichtvorhandensein
von metabolischem  Stress wird die AMPK-Aktivitit von einer
autoinhibitorischen Region in der o-Untereinheit unterdriickt. Steigende ATP-
Levels aktivieren die AMPK durch Interaktion zwischen der autoinhibitorischen
Region und der y-Untereinheit und gleichzeitig wird die Upstream-Kinase,
AMPKK aktiviert. Neben der Proteinkinaseaktivitit soll AMPK auf die
Transkription regulierend wirken (SALT et al., 1998). Mutationen im PRKAG?2
fiihren zu einer Erhohung der AMPK-AKktivitit und resultieren in einer
Glykogenspeicherung im Herzmuskel, die einer HCM phénotypisch dhnlich ist.
Bisher konnten sieben Mutationen, davon sechs Punkt- und eine
Insertionsmutation mit dieser Art von Glykogenspeicherkardiomyopathie, die
sich mit einer in der Echographie darstellbaren Hypertrophie des Herzmuskels in
Verbindung mit Arrhythmien oder Leitungsblocks &duflert, assoziiert werden
(ARAD et al., 2002a; ARAD et al., 2005; ARAD et al., 2002b; BLAIR et al.,
2001; FATKIN & GRAHAM, 2002; GOLLOB et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2003).

3.3.4.2. Lysosom-assoziiertes Membranprotein 2-Gen

Das Lysosom-assoziierte Membranprotein 2 fungiert als Membranprotein,
welches die lysosomale Membran vor Autodigestion schiitzt und die saure
Umgebung der Lysosomen aufrecht hilt. Wenn es auf der Zelloberfliche
(Plasmamembran) exprimiert wird, trigt es zur Adhision der Zellkomponenten
bei und dient der inter- und intrazelluldren Signaliibertragung. Das Protein besitzt

einen kleinen zytoplasmatischen Ausldufer, der in den rezeptorvermittelten
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lysosomalen Uptake involviert ist und eine grofle lysosominterne Domine, mit
stark glykosyliertem Anteil. Vom Lysosom-assoziierten Membranprotein 2-Gen
(LAMP2) sind zwei Isoformen bekannt, LAMP2a und LAMP2b. Die Isoform
LAMP2a wird sehr stark in Plazenta, Lunge und Leber, weniger stark in Pankreas
und Nieren und sehr wenig in Gehirn und Skelettmuskel exprimiert, wéahrend
LAMP2b sehr stark im Skelettmuskel ausgebildet wird. LAMP2 besitzt zwei
Exons, die zwei isomere Transkripte mit circa 1800 bp genomischer DNA
erzeugen, welche ein Polypeptid von 410 Aminoséduren kodieren. LAMP2-
Mutationen verursachen typischerweise ,,Danon’s Disease®, ebenfalls bekannt als
Glykogenspeichererkrankung 2B (GSD2B). Sie wird durch eine X-Chromosom-
gekoppelte Defizienz des ,,lysosome associated membrane protein 2 ausgelOst
und présentiert sich mit einem multisystemischem Erkrankungsbild. Letzteres
wird durch neuromuskulédre Defizite, zentralnervose Storungen, abnorme Leber-
und Nierenfunktion und vakuolére kardiale Hypertrophie gekennzeichnet. Jedoch
ist ein primdres Erscheinungsbild einer Kardiomyopathie ebenfalls moglich.
Patienten, die eine LAMP2-Mutation hatten, zeigten im Herzultraschall eine
massive konzentrische Hypertrophie und die typischen Symptome einer HCM
(Brustschmerz, Palpitationen, Synkopen, Herzversagen und Herzstillstand) traten
bereits in der Adoleszenz im Alter von 8 bis 15 Jahren auf (ARAD et al., 2005;
BALMER et al., 2005; CHARRON et al., 2002; LACOSTE-COLLIN et al.,
2002; NISHINO et al., 2000; SUGIE et al., 2002).

3.3.4.3. Frataxin-Gen

Frataxin ist ein mitochondriales Protein und nimmt im Zellmetabolismus eine
antiapoptotische Rolle ein. Es schiitzt die Zelle, indem es durch mitochondriale
Eisendetoxifikation einer oxidativen Schidigung vorbeugt (GAKH et al., 2006).
Die Expression von Frataxin erfolgt im Herz, in den peripheren Blutlymphozyten
und in dermalen Fibroblasten. Mutationen im Frataxin-Gen (FXN) fithren zu
einer Erkrankung namens ,,Friedreich-Ataxie*, welche autosomal rezessiv vererbt
wird und zu einer Defizienz von Frataxin fiihrt. Letztendlich fiihrt die
,.,Friedreich-Ataxie“ wie auch andere mitochondriale Gendefekte zu einer
myokardialen Hypertrophie und zu einer Degeneration des Nervengewebes (LEV
et al., 2004). Gewohnlich manifestiert sich diese Erkrankung bereits in der
Kindheit und wird durch unkoordinierte GliedmaBenbewegung, Dysarthrie,

Nystagmus, verminderte oder ausfallende Zehenreflexe, Babinski-Zeichen, Pes
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cavus und Hammerzehen gekennzeichnet. Eine myokardiale Hypertrophie ist
meistens vorhanden und die betroffenen Patienten versterben in der Regel an
Herzversagen (ALPER & NARAYANAN, 2003). Bei den meisten Patienten
kommt es durch eine Ausbreitung von ,,GAA-Triplet Repeats* im ersten Intron
zu dieser Erkrankung, aber bei wenigen Fillen wurde auch eine Mutation in der
kodierenden Region gefunden. FXN hat vier kodierende Exons und die
Transkriptldnge betrdgt 2608 bp genomische DNA. Dadurch wird ein Polypeptid
mit 210 Aminosduren kodiert. In einer Studie wurde die Hypothese aufgestellt,
dass eine heterozygote FXN-Mutation entweder einer Sarkomer-HCM &hnelt
oder eine vorhandene Sarkomer-HCM modifizieren kann (MOLKENTIN et al.,
1998; OLSON & MOLKENTIN, 1999; VAN DRIEST et al., 2005).

3.3.4.4. a-Galaktosidase A-Gen

Die a-Galaktosidase ist ein Enzym, welches die a-D-glykosidische Bindung der
so genannten Glykosphingolipide durch Hydrolyse zu nicht reduzierenden o-D-
Galaktoseresten spaltet, die somit abgebaut werden konnen. Das Enzym kommt
in den Lysosomen vor. Das a-Galaktosidase A-Gen (GLA) besitzt sieben Exons
und 1350 bp genomische DNA. Das dadurch kodierte Enzym besteht aus 429
Aminoséduren. Durch Mutationen im GLA entsteht ein organismusweiter Mangel
an o-Galaktosidase, der zu dem Krankheitsbild des ,,Morbus Fabry“, einer
Lipidspeichererkrankung fiihrt. Dabei kommt es zu einer Anreicherung der
Glykosphingolipide im Plasma und in den zelluldren Lysosomen, was schlie3lich
zum Tod der Zelle fiihrt. Dieser Erbfehler wird X-chromosomal vererbt. Die
Erberkrankung tritt daher bei ménnlichen Patienten in einem schlimmeren
Ausmall auf. Sie zeigen charakteristische Hautlidsionen (Angiokeratome) und
Herzmuskelhypertrophie. Der Tod resultiert schlieBlich aus Herz- oder
Nierenversagen, zerebralen Hypertensionskrisen oder vaskuldren
Komplikationen. Heterozygote Frauen zeigen die Erkrankung in einer
abgeschwichten Form. Eine GLA-Mutation war im Rahmen der ,,Framingham
Heart Study* bei der Untersuchung von 50 Patienten mit einer linksventrikuldren
Hypertrophie von > 13 mm bei einem Patienten (2 %) fiir den HCM-Phénotyp
verantwortlich (HUBBARD et al., 2007; MORITA et al., 2006; UNIPROT,
2007).
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3.3.4.5 0-1,4-Glukosidase-Gen

Ein weiteres lysosomales Enzym, welches durch Mutationen zu einer
Glykogenspeicherkrankheit Typ II namens ,,Pompe-Erkrankung* fiihrt, ist die a-
1,4-Glukosidase. Sie ist im Lysosom fiir den Abbau von Glykogen zu Glukose
zustdndig. Das a-1,4-Glukosidase-Gen (GAA) besitzt 19 Exons und erzeugt eine
Transkriptlinge von 2859 bp (HUBBARD et al., 2007; UNIPROT, 2007). Bei
der ,,Pompe-Erkrankung® zeigt dieses Enzym eine verminderte Aktivitdt oder
fehlt vollig. So lagert sich Glykogen in den Lysosomen der Muskelzellen und in
der Leber ab. Diese Erkrankung hat ein breites klinisches Spektrum, was sich vor
allem in muskuldrer Hypotonie duBert, jedoch endet sie zumeist im ersten
Lebensjahr todlich aufgrund des durch myokardiale Hypertrophie hervorgerufen
Linksherzversagens oder durch Aussetzen der Atemmuskulatur. FEine
Aneurysmabildung durch Glykogeneinlagerungen in der GefdBmuskulatur kann
zu einem plotzlichen Tod fiihren. Bisher konnten 150 Mutationen mit dieser
Erkrankung assoziiert werden. Jedoch konnten in genetischen Screening-Studien
bei Patienten, die nur eine HCM vorwiesen, keine GAA-Mutationen gefunden

werden (ARAD et al., 2005; MOLKENTIN et al., 1998).

3.3.4.6. Protein-Tyrosinphosphatase-SHP-2-Gen

Mutationen im Protein-Tyrosinphosphatase-SHP-2-Gen (PTPN11) gelten bei 30
% der Patienten mit dem ,,Noonan- und dem LEOPARD-Syndrom* als Ursache
der Erkrankung mit autosomal dominantem Vererbungsmuster. Klassische
Symptome ergeben sich aus dem Wort LEOPARD: Lentigo ohne Beteiligung der
Schleimhiute,  Erregungsleitungsstorungen,  Okularer ~ Hypertelorismus,
Pulmonalstenose, Abnormalititen der Genitalien, Retardation des Wachstums
und Deafness (Taubheit). Die kardialen Missbildungen beziehen sich nicht nur
auf die Pulmonalklappe, sondern gehen bei einem Grofiteil der Patienten mit
einer linksventrikuldren Hypertrophie einher. Da die Penetranz dieses Syndroms
sehr variabel ist, wird bei manchen Patienten oft nur eine linksventrikuldre
Hypertrophie beobachtet und filschlicher Weise als HCM diagnostiziert. In einer
Studie sollte evaluiert werden, ob PTPN11-Mutationen bei einer Kohorte von
250 HCM-Patienten (davon 200 ohne Mutationen in Sarkomergenen) in
Abwesenheit des ,,Noonan/LEOPARD-Syndroms* vorkommen. Es konnte keine
PTPN11-Mutation in dieser Studie als Ursache der myokardialen Hypertrophie
identifiziert werden (LIMONGELLI et al., 2006).
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3.3.4.7. Mitochondriale Gene

Defekte in der mitochondrialen Atmungskette in den kardialen Myozyten sind
eine weitere Ursache, die zu einer markanten Hypertrophie des Herzmuskels und
letztendlich zum Herzversagen fiihren kann. Bisher konnten einige
Punktmutationen in spezifischen mitochondrialen Genen bei Kindern mit vorher
ungekldrter Ursache der HCM gefunden werden. Beispiele wéren die Gene, die
Komplexe der Atmungskette kodieren (Komplex I-V, aufler Komplex II und
Cytochrom B). Jedoch kamen diese Mutationen nicht in einem isolierten
kardialen Geschehen vor (MARIN-GARCIA et al., 1997; MARIN-GARCIA et
al., 2000). Im Rahmen der ,,Framingham Heart Study* wurden 11 Varianten in
mitochondrialen Genen (t-RNA-Gene, r-RNA-Gene, ATP-Synthetase-6-Gen,
ATP-Sythetase-8-Gen und Cytochrom-B-Gen) bei 50 Patienten mit
linksventrikuldrer Hypertrophie gefunden. Da keiner dieser Patienten eine
Mutation in anderen HCM verursachenden Genen aufwies, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass diese mitochondrialen Gendefekte die Ursache der kardialen
Hypertrophie waren. In einer Folgestudie wurde jedoch bewiesen, dass diese
neuen Sequenzvarianten bei 60 zufillig aus der mitochondrialen Gendatenbank
ausgewdhlten Individuen ebenfalls vorkamen. Somit wurde widerlegt, dass die
linksventrikuldre Hypertrophie der Probanden in der ,,Framingham Heart Study*
aus den in derselben Studie gefundenen Polymorphismen resultiert. In einer
zweiten Folgestudie konnte gezeigt werden, dass 16 Miitter und Geschwister der
,Framingham Heart Study‘“-Teilnehmer dieselben Sequenzvarianten aufwiesen
und nur eine Testperson davon zeigte eine linksventrikuldre Hypertrophie des

Herzmuskels (MORITA et al., 2006).

3.3.5. Neuer Genlokus auf Chromosom 7

Bei vier Generationen einer Familie mit autosomal dominant auftretender
linksventrikuldrer Hypertrophie und Histopathologiebefunden ohne einer
gestorten Faseranordnung und interstitieller Fibrose, wurde eine genomweite
Linkage-Analyse durchgefiihrt, um auf neue Ursachen der HCM zu stoflen. Beim
direkten Sequenzieren der Sarkomergene und fiir die Glykogenspeicherkrankheit
verantwortlichen Gene konnten keine Mutationen identifiziert werden. Nun
wurde eine Linkage-Analyse unter Verwendung von STRs von Chromosom 1 bis
22 durchgefiihrt, um den Genlokus der Erkrankung zu identifizieren. Es wurde

ein ,,Maximum LOD score® von 4,11 auf dem Lokus D7S669 erreicht. Durch die
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Kopplungsanalyse konnten neun Gene identifiziert werden, die sich im kritischen
Intervall befanden: SEC61G (y-Untereinheit des Protein-Transportprotein
SEC61), FKBP9 (FK506-bindendes Protein 9), PHKG1 (Phosphorylasekinase
v1), POM121 (,,nuclear pore membrane protein 121°), TBL2 (,transducin (f3)-
like 2 isoform 1), WBSCRI18 (,,Williams Beuren Syndrome*-
Chromosomenregion  18), TMPIT  (Tumornekrosefaktor-o  induziertes
Transmembranprotein), POMZP3 (,,nuclear pore membrane protein Ap3*) und
GNAIl (o-Untereinheit des Guanin-Nucleotid-bindenden Protein G(i)). Diese
wurden anhand der Basis ihres Expressionsprofils und ihrer Funktion als
mogliche potentielle Kandidatengene angesehen. Die potentiellen neun
Kandidatengene wurden schlieBlich sequenziert, es konnten jedoch keine
krankheitsassoziierten Mutationen identifiziert werden. Dennoch wird vermutet,
dass im identifizierten kritischen Intervall Gene liegen, die in die kontraktile
Funktion des Herzmuskels oder in den Glukosestoffwechsel der Myozyten
involviert sind. Mit dieser Studie sollte auch gezeigt werden, dass nicht alle
Formen von kardialem Remodeling und myokardialer Hypertrophie denselben
Krankheitsursprung haben und dass mit weiteren préazisen molekularen
Techniken dem Krankheitsbild der HCM weiter nachgegangen werden muss

(SONG et al., 2006).

3.3.6. Modifizierende Gene und Umwelteinfliisse

In vielen Studien iiber die humane familiire HCM wird der Aspekt aufgegriffen,
dass es entweder sekundire Gene gibt, die den klinischen Phédnotyp beeinflussen
oder dass Gen-zu-Gen-Interaktionen mit dem ursidchlich betroffenen Gen
bestethen (DOOLAN, A. et al, 2004b; MARIAN, 2002). In diesem
Zusammenhang stellen Gene des Renin-Angiotensin-Alsosteron-Systems
(RAAS) ein breites Forschungsgebiet dar. Eine Schliisselkomponente des RAAS
ist das Angiotensin converting enzyme (ACE)-Gen, welches bisher im Rahmen
der Forschung an einigen kardiovaskuldren Erkrankungen wie Herzinfarkt,
Bluthochdruck und DCM ein groBles wissenschaftliches Interessensgebiet
darstellt (CAMBIEN et al., 1992; DOOLAN, A. et al., 2004b; LINDPAINTNER
et al., 1996; SCHUNKERT et al., 1994; ZHU et al., 2001). Das ACE-Gen
befindet sich auf Chromosom 17 und besitzt eine polymorphe Region, in der
entweder eine Insertion oder eine Deletion eines 287 bp-Fragments, dem so

genannten I/D-Polymorphismus, vorkommt. Das ACE-Gen spielt eine enorme
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Rolle im  Zusammenhang mit  myokardialem  Wachstum  und
Blutdruckhomoostase. Obwohl in einigen Studien kein Zusammenhang zwischen
ACE-Polymorphismus und linksventrikuldrer Hypertrophie hergestellt werden
konnte, zeigten andere Studien eine signifikante Korrelation (LINDPAINTNER
et al., 1996). Letztendlich konnte gezeigt werden, dass der D/D-Genotyp
signifikant mit dem plotzlichen Herztod und dem Fortschreiten der myokardialen
Hypertrophie assoziiert ist. Die Assoziation zwischen dem D/D-Genotyp und
plotzlichem Herztod und/oder ventrikuldrer Hypertrophie scheint mit dem ACE-
Spiegel im Plasma im Zusammenhang zu stehen. Hohere ACE-Spiegel scheinen
auf die lokale ACE-Genexpression und -Aktivitit Einfluss zu nehmen. Die
verdnderte ~ ACE-Homoostase  in  gleichzeitiger =~ Anwesenheit  eines
Sarkomergendefekts konnte zu abnormalem myokardialem Wachstum fiihren
(DOOLAN, G. et al., 2004; TSOUTSMAN et al., 2006b). Zudem wurden in der
letzten Dekade auch weitere Polymorphismen innerhalb des RAAS identifiziert:
im Angiotensinogen-Gen (AGT) (BRUGADA et al., 1997; ISHANOV et al.,
1997), im Angiotensin II-Rezeptor-Typ-1-Gen (AGTR1) (BRUGADA et al.,
1997; OSTEROP et al, 1998), im Aldosteronsynthetase-Gen (CYP11B2)
(KUPARI et al., 1998) und im kardialen Chymase-Gen (CMA) (PFEUFER et al.,
1996). Der AGTRI1-Polymorphismus wurde mit einer hoheren Angiotensin II
Typ I Rezeptor-Responsivitit assoziiert (AMANT et al., 1997, VAN GEEL et
al., 1998), wihrend der CYB11B2-Polymorphismus mit kardialer Hypertrophie
bei gesunden Individuen in Verbindung gebracht wurde (KUPARI et al., 1998).
Der CMA-Polymorphismus wurde mit der HCM assoziiert (PFEUFER et al.,
1996).

In einer Familie, in der eine MYBPC3-Mutation autosomal dominant vererbt
wurde, wurden gleichzeitig Gene des RAAS (I/D-Polymorphismus, DCPI1,
CMA, AGT, CYP11B2 und AGTR1) untersucht. Mutationen in RAAS-Genen
waren sehr frequent und kamen auch in der gesunden Kontrollgruppe vor.
Dennoch wiesen Patienten mit gemeinsamem Auftreten einer MYBPC3- und
einer RAAS-Mutation eine signifikant schwerwiegendere linksventrikulére
Hypertrophie auf (ORTLEPP et al., 2002). In einer anderen Studie zeigte das
Vorhandensein des ACE-DD-Polymorphismus eindeutige modifizierende
Wirkung auf die linksventrikuldre Hypertrophie von HCM-Patienten mit
MYBPC3-Mutationen (PERKINS er al., 2005). Es wurde weiterhin bereits

belegt, dass trophische und mitotische Faktoren Einfluss auf den klinischen
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Phianotyp und den Schweregrad der Hypertrophie nehmen. Beispiele hierfiir
wiren eine Hochregulierung des ,transforming growth factor-beta 1%, des
,Insulin-like growth factor-1* und des Endothelin-1, welche im Zusammenhang
mit der Ausbildung des klinischen Phéanotyps gestellt werden konnten
(BRUGADA et al., 1997, HASEGAWA et al., 1996; LI et al., 1997).

Ein weiteres Interessengebiet der HCM-Forschung stellt die Fragestellung nach
dem Einfluss von Umweltfaktoren auf das klinische Erscheinungsbild der
humanen familidiren HCM dar. Umwelteinfliisse wie Sport, Erndhrung, Blutdruck
und Korpertemperatur werden als potentielle Einflussfaktoren angesehen. Eine
eindeutige klinische Assoziation besteht zwischen Hochleistungssport und dem
plotzlichen Herztod im Rahmen der HCM. 70 % der HCM-Patienten, die
aufgrund eines plotzlichen Herztodes sterben, waren vorher oder wihrenddessen
sportlich aktiv (DOOLAN, A. et al., 2004a; LIBERTHSON, 1996; MARON et
al., 1996b). Der genaue molekulare oder pathologische Zusammenhang mit Sport
und plotzlichem Herztod ist unbekannt, dennoch scheint ein groBeres Ausmal}
von interstitieller Fibrose, gestorter myofibrillirer Faseranordnung und
Myozytenhypertrophie einen bedeutenden Einfluss auf den plotzlichen Herztod
wihrend des Sports darzustellen (MARON, 2003). Eine weitere Ursache des
familizir gekoppelten plotzlichen Herztodes stellt eine Dysregulation des Ca®* dar
(BAUCE et al., 2002; ELDAR et al., 2003; POSTMA et al., 2002; PRIORI et al.,
2001; WEHRENS & MARKS, 2003). Eine spontane Ca2+—Ausschi'1ttung aus dem
SR wiéhrend der Diastole endet in spidten Nachdepolarisationen (,,delayed
afterdepolarizations® = DAD). Wenn die Amplitude der DAD groer ist als die
des normalen Schwellenpotentials kommt es zur Depolarisation und zur

Auslosung von lebensbedrohlichen Arrhythmien (TSOUTSMAN et al., 2006b).

3.3.7. Genotyp-Phianotyp-Korrelation

In Genotyp-Phénotyp-Studien werden hidufig die Ausdriicke ,,variable Penetranz*
und ,variable Expressivitdt® genetisch bedingter Erkrankungen verwendet,
welche die Korrelation zwischen Geno- und Phinotyp beeinflussen. Die
Penetranz einer Erkrankung beschreibt den Anteil von Patienten mit einer
kausalen Mutation, die tatsdchlich Merkmale der jeweiligen Erkrankung
entwickeln. Von einer variablen Expressivitdt hingegen spricht man, wenn der
Grad der Merkmalsauspriagung bei unterschiedlichen Patienten mit derselben

Mutation betrachtet wird (KRAUBLICH & BREM, 1997). Um das Potential
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kausaler Mutationen auf die phéanotypische Expression abzuschitzen, wurden in
der Humanmedizin beziiglich der familiiren HCM bereits fiir eine limitierte
Anzahl von Mutationen verschiedener Gene Genotyp-Phinotyp-Studien
durchgefiihrt (CHARRON et al., 1998; EPSTEIN et al., 1992; MARIAN et al.,
1995a; TESSON et al., 1998; WATKINS et al., 1995b; WATKINS et al., 1992).
Einige Faktoren wie die Grofe der untersuchten Familien, die geringe Anzahl
von Familien mit denselben Mutationen, die variierende Expressivitidt innerhalb
der Familien und die geringe Frequenz der beschriebenen Mutationen sowie der
Einfluss modifizierender Gene oder nicht genetischer Faktoren auf die
phéanotypische Expression stellten die Limitationen oben genannter Studien dar
(MARIAN & ROBERTS, 2001). Generell wird jedoch davon ausgegangen, dass
Mutationen im B-MHC-Gen vor allem bei jiingeren Patienten eine HCM
verursachen, welche mit schwerwiegender Hypertrophie und héaufigerem
Auftreten von plotzlichem Herztod im Vergleich zu anderen kausalen Genen
(MYBPC3, TPM1) einhergeht (CHARRON et al., 1998; NIIMURA et al., 1998).
Mutationen im MYBPC3 und im TPM1 werden generell mit einer geringen
Penetranz, milder Hypertrophie und einer geringen Inzidenz von plétzlichem
Herztod in Verbindung gebracht. Dennoch konnten bisher auch bei MYBPC3-
und TPMI-Mutationen maligne Formen beobachtet werden; nicht zuletzt
scheinen diese durch modifizierende Faktoren verursacht zu werden (ORTLEPP
et al., 2002; TSOUTSMAN et al., 2006b). Auch eine Form der hypertensiven
HCM bei élteren Patienten ist mit MYBPC3-Mutationen zu vergesellschaften
(NIIMURA et al., 1998). Beziiglich Patienten mit Mutationen im MYBPC3 wird
beschrieben, dass diese erst im Erwachsenenalter (im Alter zwischen 30 und 40
Jahren) eine phénotypisch offensichtliche HCM entwickeln konnen und die
Erkrankung somit eine altersabhingige Penetranz aufweist (MARON et al.,
2001; NIIMURA et al., 1998). In einer Langzeit-Follow-up-Studie zeigten fiir
MYBPC3 Genotyp-positive Patienten im Alter von iiber 50 Jahren sogar eine
Penetranz von 100 % (KUBO et al., 2005). Eine Einschitzung des
Erkrankungsrisikos von Mutationstragern ohne linksventrikuldarer Hypertrophie
kann laut MARON und Mitarbeitern (2001) nicht getroffen werden, jedoch geben
obige Ergebnisse Anlass zu engmaschigeren kardiologischen Screenings
Genotyp-positiver Individuen und derer Verwandter bis ins hohe Alter, um
frithzeitig Symptome erkennen und behandeln zu konnen. Genotyp-positive

herzgesunde Individuen werden angehalten, auf Hochleistungssport zu verzichten
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und ihren Lebensstil dem Risikofaktor ,,Mutation* anzupassen (MICHELS et al.,
2007). In Tabelle 1 ist ersichtlich, in welchen Genen in der Humanmedizin bis

zum heutigen Tage Mutationen, die mit der HCM in Verbindung gebracht

werden, detektiert werden konnten.

Tabelle 1: Potentielle

Kandidatengene fiir

die familidre hypertrophe

Kardiomyopathie (HCM), modifiziert nach BOS und Mitarbeiter, 2007a.

Gen Lokus Protein

TTN 2q24.3 Titin

MYH7 14q11.2-q12 | B-Myosinschwerkette

MYH6 14q11.2-q12 | a-Myosinschwerkette

MYL2 12923-q24.3 | Regulatorische Myosinleichtkette

MYL3 3p21.2-p21.3 | Essentielle Myosinleichtkette
Sarkomer-HCM MYBPC3 111)p1 1.2p Kardiales Mygsin binding protein

C

TNNT2 1q32 Kardiales Troponin T

TNNI3 19p13.4 Kardiales Troponin I

TPM1 15g22.1 a-Tropomyosin

ACTC 15q14 Kardiales a-Aktin

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

q23.3 ZASP)

CSRP3 11p15.1 Muskel-LIM-Protein
Z-Scheiben-HCM | TcAP 17q12-21.1 | Telethonin

ACTN2 1q42-q43 a-Aktinin 2

VCL 10g22.1-g23 | Vinculin/Metavinculin

MYOZ2 | 4926-q27 Myozenin 2 (Calsarcin 2)
Kalzium- RyR2 1q42.1-g43 Kardialer Ryanodinrezeptor
metabolismus- JPH2 20q12 Junctophilin-2
assoziierte-HCM PLN 6q22. Phospholamban

PRKAG?2 | 7q35-q36.36 | AMP-aktivierte Proteinkinase

LAMP2 | Xq24 Lysosom-assoziiertes
Metabolische Membranprotein 2
HCM GLA Xq22 a-Galaktosidase A

FXN 9q13 Frataxin

3.4. Pathogenese

Im Bezug auf die Entstehung der Hypertrophie des Herzmuskels sind bis heute
trotz intensiver Forschung viele Fragen offen geblieben. Ob die Hypertrophie
kompensatorisch, pathologisch oder aufgrund von Energiedefiziten des
Herzmuskels entsteht und welche molekularen Abldufe stattfinden, ist bis heute
Gegenstand intensiver Forschung. Zunidchst wird im Folgenden darauf
eingegangen welche Veridnderungen auf pathologischer und pathohistologischer

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

Die HCM wird makroskopisch durch eine generalisierte oder asymmetrische
linksventrikulidre Hypertrophie gekennzeichnet (DAVIES & MCKENNA, 1995).
Ein erhohtes Herzgewicht, welches im Verhiltnis zum Korpergewicht beurteilt
wird, stellt ein erstes typisches pathologisches Indiz fiir eine HCM dar. Durch die
Hypertrophie der Papillarmuskeln bei der HCM wird das septale
Mitralklappensegel in den linksventrikuldren Ausflusstrakt gezogen. Hierbei
entsteht durch ein stindiges mechanisches Trauma eine septale Wulst (,,sigmoid
septum‘) mit endokardialer Fibroseneigung auf Hohe der Herzbasis, welche als
zweites wichtiges Indiz fiir eine HCM herangezogen wird (DAVIES &
MCKENNA, 1995; POMERANCE & DAVIES, 1975; SHAH et al., 1981). Bei
der Autopsie ist es wichtig, dass diese septale Wulst nicht iiberinterpretiert wird.
Letztere liegt auch hiufig bei ilteren Patienten (GOOR et al., 1969; WALLER,
1988; WALLER & ROBERTS, 1983), bei systemischer Hypertension oder bei
Anwesenheit einer Subaortenstenose vor (DALLDORF & WILLIS, 1985; GOOR
et al., 1969). Die generalisierte Form der HCM kommt bei 42 % der Patienten
vor (DAVIES & MCKENNA, 1995), wobei eine Studie zeigt, dass diese Form
pradominant bei dlteren Patienten in Erscheinung tritt, wihrend jiingere Patienten
eher die asymmetrische Form zeigen (LITOVSKY & ROSE, 1998). Andere
Ultraschallstudien widersprachen dieser Tatsache allerdings (LAI et al., 1999).
Bei 17,6 % der Patienten mit generalisierter oder asymmetrischer HCM konnte
zudem eine Beteiligung der rechten Kammer nachgewiesen werden (DAVIES &
MCKENNA, 1995). Die Lokalisation der asymmetrischen Hypertrophie bei der
HCM kann dennoch sehr variieren (DAVIES & MCKENNA, 1995; WIGLE et
al., 1985), wobei einige bestimmte Lokalisationen der Hypertrophie, z. B.
mittkavitdar oder apikal eher seltener sind (FALICOV et al., 1976; FIGHALI et
al., 1987, MARON et al., 1996a). Die apikale HCM hielt man fiir eine
geographisch abhingige HCM-Variante und wurde zunidchst in Japan
beschrieben (SAKAMOTO et al., 1976). Diese Form konnte dann aber auch
vermehrt bei Patienten westlicher Abstammung gefunden werden (WEBB et al.,
1990; WIGLE, 2001). Eine asymmetrische Auspragung der HCM wird in der
Pathologie mittels Querschnitten im 10 mm-Abstand verifiziert und die
Septum/Freie Wand-Ratio sollte nicht groer als 1,3 sein (MARON et al., 1977,
ROSE, 1984). Ein weiteres pathologisches Indiz fiir eine HCM sind weil3-graue

narbenartige Verfiarbungen, die vor allem im Septum auftreten und schon
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makroskopisch eine Fibrose erkennen lassen (MARON et al, 1977,
UNVERFERTH et al., 1987). Das morphologische Spektrum der HCM wird
dadurch erweitert, dass eine linksventrikuldre Dilatation in der so genannten
,Burned out“-Phase das makroskopische Bild prigt, was bei circa 10 % der
Patienten vorkommt (HINA et al., 1993; SEILER et al., 1995; YUTANI et al.,
1985). Letzteres entsteht durch Zugrundegehen des Myokardiums aufgrund von
Ischidmie und Ersatzfibrose. Hierbei scheinen genetische Faktoren eine Rolle zu
spielen, z. B. konnte eine K27Z-Punktmutation im kardialen Troponin T-Gen mit
einer Neigung zur Dilatation in Verbindung gebracht werden (FUJINO et al.,
2002). Ein weiterer und gleichzeitig der wichtigste Aspekt, der bei der
pathologischen Diagnosestellung der HCM erfiillt werden muss, ist die gestorte
Anordnung der Myozyten, welche aber nur regional vorkommt. Diese wird durch
eine windrad- oder fischgritenartige Anordnung (Abbildung 7) mit entweder
senkrecht oder schrig zueinander stehenden Muskelfasern um zentrale
Kollagenbereiche gekennzeichnet (DAVIES & MCKENNA, 1995; MARON et
al., 1981a; MARON et al., 1992; TANAKA et al., 1986).
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Abblldung 7: Gestorte Myozytenanordnung bel der hypertrophen Kardlo—
myopathie um Foki interstitiellen Kollagens in a) Windrad- und b)
Fischgriatenmuster (HUGHES, 2004).

Diese gestorte Myozytenanordnung ist nicht unbedingt in der Gegend der
maximalen Hypertrophie lokalisiert, sondern eher in normalen bis nur mild
hypertrophierten Regionen (MARON et al., 1992). Die Gegenden der maximalen
Hypertrophie werden viel mehr durch architektonisch dysorganisierte Zellen
geprigt. Dennoch kann bei Athleten und Kindern in der Wachstumsphase, die oft
strukturelle Abnormalititen im Herzmuskelgewebe aufweisen, ein dhnliches Bild
vorhanden sein. Daher kann die Histologie in der pathologischen
Diagnosefindung bei Athleten und Kindern Probleme bereiten. Ahnliche

Veridnderungen konnen auch bei anderen kongenitalen Herzerkrankungen oder
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erworbenen Herzerkrankungen vorkommen (BULKLEY et al., 1977; MARON
et al., 1979; MARON et al., 1986a; TANAKA et al., 1986; VAN DER BEL-
KAHN, 1977). Wichtig ist jedoch, dass eine gestdrte Myozytenanordnung bei
sekunddrer Hypertrophie des Herzens durch systemische Hypertonie oder
Aortenstenose nicht vorkommt. Zu beriicksichtigen ist weiterhin, dass eine
ungeordnete Myozytenanordnung physiologischer Weise an den Stellen, wo sich
die posteriore und anteriore Wand mit dem Septum verbinden oder z. B. in der
Néhe von BlutgefiBen vorkommt (MARON et al., 1992). Um einen Konsensus
zu finden, wann die Menge der gestorten Myozytenanordnung die Kriterien fiir
die HCM erfiillt, miissen mindestens 5 % der septalen Myozyten eine gestorte
Anordnung aufweisen. Einige Pathologen sprechen aber von mindestens 10 %
und halten 5 % fiir zu wenig, um eine sichere Diagnose zu stellen (DAVIES,
1984; MARON & ROBERTS, 1979). Bei den meisten HCM-Fillen zeigen
jedoch mehr als 20 % der septalen Myozyten eine gestorte Anordnung (DAVIES
& MCKENNA, 1995). Somit gilt dieses Phdanomen als wichtigstes spezifisches
und sensitives pathologisches Indiz fiir eine HCM (MARON et al., 1981a; ST
JOHN SUTTON et al., 1980; TANAKA et al., 1986). Ein zudem wichtiges
pathohistologisches Kriterium, welches fiir eine HCM spricht, ist die
Hypertrophie der Myozyten in der subendokardialen Region (MARON &
ROBERTS, 1979; UNVERFERTH et al., 1987). AuBlerdem ist der Zellkern bei
der HCM oft pleomorph, vergrofert und zeigt zudem eine Hyperchromasie.
Innerhalb der Myozyten wird die HCM durch eine ungeordnete myofibrilldre
Architektur geprigt. Diese gestorte Ultrastruktur kann mittels Spezialfarbungen
wie der PTAH-Farbung (,,phosphotungstic acid hematoxylin®) nach Mallory
sichtbar gemacht werden (HUGHES, 2004). Weiterhin ist die HCM auch durch
eine Zunahme von interstitiellem Bindegewebe mit einer verdnderten
Kollagenfasermorphologie gekennzeichnet (FACTOR et al., 1991; SHIRANI et
al., 2000; ST JOHN SUTTON et al., 1980). Die Fibrose kann perizellulir, fokal
oder sehr ausgedehnt stattfinden, wobei das Septum zumeist schwerer betroffen
ist als die linke freie Wand (MARON et al., 1977; UNVERFERTH et al., 1987).
In manchen Fillen kann die gestorte Myozytenanordnung durch die extreme
Fibrose maskiert werden (HUGHES, 2004). Die histologische Darstellung einer
massiven interstitiellen Fibrose mittels modifizierter Massonfiarbung ist in

Abbildung 8 ersichtlich.
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Abbildung 8: Darstellung einer massiven interstitiellen Fibrose (blaﬁ) im
Myokard mittels modifizierter Massonfdarbung (HUGHES, 2004).

Auch die intramyokardialen Arterien und Kapillaren erfahren im Rahmen der
HCM gewisse histologisch erkennbare Verdnderungen (MARON et al., 1986b;
1987; TAKEMURA et al., 1998). Viele der intramuralen Koronararterien zeigen
ein schmales Lumen aufgrund von Hyperplasie der Intima- und Mediamyozyten
(MARON et al., 1986b). Zudem werden die intramuralen Gefille bei der HCM
vermehrt von Kollagen umgeben, wobei ein erhohter Kollagengehalt auch
innerhalb der Media gesehen werden kann (SHIRANI ef al., 2000). Die so
genannte ,,small vessel disease® scheint mit dem Fibrosegrad bei der HCM zu
korrelieren und fiihrt letztendlich zu Ischimien, Myozytenverlust und schlie3lich
zur ,,Burned out“-HCM (IIDA et al., 1998; TAKEMURA et al., 1998). Die
Kombination aus gestorter Myozytenanordnung und/oder Ischdmie kann dann zu
lebensgeféhrlichen elektrischen Inbalancen fiihren, die den plétzlichen Herztod

verursachen (BASSO et al., 2000).

3.4.2. Pathophysiologie

Der Hauptmechanismus, der den klinischen Phinotyp einer Sarkomer-HCM
herbeifiihrt, beruht auf der Theorie des ,,poison polypeptide“-Effekts. Es wird
postuliert, dass durch Mutationen fehlerhafte Polypeptide entstehen, die mit
normalen (Wildtyp-) Proteinen interferieren. Diese Hypothese beruht darauf, dass
aufgrund der Sarkomermutation ein abnormales Protein erzeugt wird und

dadurch wiederum malfunktionierende Sarkomere entstehen. Durch den daraus
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resultierenden Stress im Mpyokardium werden die malfunktionierenden
Sarkomere durch intakte Sarkomere ersetzt, es entsteht folglich eine
kompensatorische Hypertrophie (CUDA et al., 1993; LANKFORD et al., 1995;
MARIAN & ROBERTS, 1995; SWEENEY er al, 1994). Ein alternativer
Mechanismus ist die so genannte Haploinsuffizienz oder ,,null allel*“-Theorie, bei
welcher in Abwesenheit eines Allels oder dessen Proteinprodukts insuffiziente
Mengen des normalen Wildtypproteins produziert werden. Dies fiihrt zu einer
Inbalance in der Sarkomerstochiometrie und zu einer mangelhaften
mechanischen Myozytenfunktion (DALLOZ et al., 2001; HUGHES, 2004;
MARIAN & ROBERTS, 2001). So entstehen durch mutierte Proteine strukturelle
und funktionale Defekte im Sarkomer, die fiir erhohten Stress der Myozyten
verantwortlich sind. Darauthin werden stressresponsive extrinsische und
intrinsische Faktoren stimuliert, welche die transkriptionelle Maschinerie der
Kardiomyozyten aktivieren. Extrinsische Faktoren bestehen aus vasoaktiven
Peptiden (z. B. Angiotensin II oder Endothelin-1, al-adrenerge Agonisten (z. B.
Norepinephrin, Epinephrin, Phenylephrin), Aktivatoren der Proteinkinase C (z.
B. Tumor produzierende Phorpholester), Peptidwachstumsfaktoren (z. B.
»insulin-like  growth  factor), Zytokinen (z. B. Kardiotrophin-1),
Arachidonmetaboliten (z. B. Prostaglandin F2a) sowie mechanischen
Reizfaktoren. Intrinsische Faktoren stellen ein erhohter [Ca2+]i—Spiegel, das
heterotrimerische ~ G-Protein Gq’, aktivierte kleine G-Proteine und
transkriptionelle Faktoren dar (FATKIN & GRAHAM, 2002; HASEGAWA et
al., 1996; HUGHES, 2004; LI et al., 1997). Letztendlich kommt es zu einer
kompensatorischen ~ Hypertrophie, einer  gestdrten = Myozyten-  und
Muskelfaseranordnung, zu Verdnderungen der Zellmorphologie und zur Fibrose
(BONNE er al., 1998; HUGHES, 2004; MARIAN, 2000; MARIAN &
ROBERTS, 2001; MARIAN et al., 2001; REDWOOD et al.,, 1999). Eine
[ustration der HCM-Pathogenese erfolgt in Abbildung 9. Vor einigen Jahren
konnte beobachtet werden, dass transgene Miuse mit einer Expression von
aktiviertem Kalzineurin eine linksventrikulare Hypertrophie entwickelten, der
unter Verabreichung von Kalzineurininhibitoren wie Cyclosporin oder FK506
vorgebeugt werden konnte (MOLKENTIN et al., 1998). Kalzineurin ist eine
zytoplasmatische Proteinphosphatase, die durch [Ca®']; aktiviert wird und im
aktivierten Zustand NFAT3-Transkriptionsfaktoren (,,nuclear factor of activated

T cells®) dephosphoryliert. Letztere werden in den Nukleus transloziert, wo sie
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mit GATA4 (,,cardiac-restricted zinc finger transcription factor*) eine Bindung
eingehen. SchlieBlich resultiert daraus eine Aktivierung embryonaler kardialer
Gene, die eine Hypertrophie stimulieren konnen. Andere Studien bewiesen
jedoch eine zusitzliche Anwesenheit oben beschriebener extrinsischer und
intrinsischer Hypertrophiefaktoren. In einer Folgestudie entwickelten -
MHC***-Miuse bei der Verabreichung von Cyclosporin paradoxerweise einen
dramatisch erhohten Schweregrad linksventrikuldrer Hypertrophie, welchem bei
zusitzlicher Verabreichung von dem Kalziumkanalblocker Diltiazem vorgebeugt
werden konnte. Trotzdem weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass der
Kalziumhaushalt eine grofle Rolle bei der Ausbildung der linksventrikuldren
Hypertrophie im Rahmen der HCM spielen konnte. Durch Mutationen im RAAS,
die die Konzentration des ACE-Spiegels erhohen, konnen via Angiotensin 11
zusitzlich Onkogene induziert werden, die in die Regulation des Zellwachstums
involviert sind (MARIAN et al., 1993). Gleichzeitig wird vermutet, dass
Umwelteinfliisse ebenfalls Einfluss auf oben genannte Systeme nehmen konnen

(HUGHES, 2004; MARIAN, 2002).

Sarkomer- /intrasarkomerische

Proteinmutation AMP-Kinase-Mutation

ATP
t ATP-
f{Ca2+ & Ca2+-ATPase IATP-Verfugbarkeit
Ausschopfung
SNSA ——
Linksventrikulare diastolische Dysfunktion ISERCA2a-Aktivitat
Linksventrikulare Hypertrophie tFreies Ca2+ im Zytosol
Remodeling
(Apoptose, _*, | ,*_ Linksventrikuldre Ca2+-Uberschuss
Nekrose Ausflusstraktobstruktion
Fibrose)
Herzversagen Pl6tzlicher Herztod

Abbildung 9: Hypothese zur Pathogenese der hypertrophen Kardiomyopathie
modifiziert nach FATKIN und GRAHAM (2002). SERCA2a:
Sarkoendoplasmatische ~ Retikulum-Ca2+-ATPase, = SNSA:  Sympathikus-
Aktivitit.
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3.5. Diagnose

Betroffene Patienten, die an HCM erkrankt sind, zeigen bei der klinischen
Auspragung dieser Erkrankung eine starke Variabilitit. Genotyp-positive
Individuen konnen lebenslang asymptomatisch bleiben oder Symptome wie
Palpitationen, Synkopen, kongestives Linksherzversagen zeigen oder dem
plotzlichen Herztod erliegen. Auch das Alter, in welchem erste Symptome
auftreten, ist selbst unter denselben Genotypen variabel.

Das Diagnostikum der Wahl stellt derzeit nach wie vor die transthorakale
zweidimensionale Echokardiographie dar. Als wichtige diagnostische Kenn-
zeichen der HCM werden die asymmetrische Hypertrophie (septale
enddiastolische Wanddicke > 13 - 15 mm und Verhiltnis Septum/posteriore
Wand > 1,5:1) des linken und rechten Ventrikels mit oder ohne einer
linksventrikuldren Ausflusstraktsobstruktion angesehen (TAM et al., 2002).
Allerdings kann auch eine Hypertrophie der Papillarmuskeln das einzige
Anzeichen einer HCM sein (KOBASHI et al., 1998; POETTER et al., 1996). Die
asymmetrische septale Hypertrophie kann das anteriore Septum isoliert,
panseptal oder panseptal mit Ausbreitung in die anterolaterale Wand betreffen
(MARON et al., 1981b; SHAPIRO & MCKENNA, 1983). Weiterhin kann die
Hypertrophie symmetrisch sein oder isoliert die inferiore, posterobasale oder
laterale Wand mittventrikuldr oder apikal betreffen (MARON et al., 1981b;
SAKAMOTO, 2001; SHAPIRO & MCKENNA, 1983). Tangentielle oder
schrige Bilder miissen bei der echokardiographischen Untersuchung vermieden
werden und konnen nicht zur Messung herangezogen werden (MOVSOWITZ et
al., 1993). Die Wanddicken werden in der Humanmedizin normalerweise im M-
Mode und im zweidimensionalen Schallbild gemessen. Anatomischer M-Mode
bietet die Moglichkeit einer genaueren Platzierung des M-Mode-Cursors und
sollte generell zusdtzlich angewandt werden (PALMES et al, 2000;
STROTMANN et al., 1999). In allen Fillen sollte das radiale und longitudinale
Ausmal} der Hypertrophie in die Beurteilung mit einbezogen werden. Dennoch
kann bei alleinigem Vorhandensein einer asymmetrischen Hypertrophie noch
lange nicht auf eine HCM geschlossen werden und die klinische Diagnose wird
letztendlich durch Ausschlussdiagnostik von Erkrankungen, die sekundir eine
Hypertrophie der linken und rechten Kammerwand hervorrufen konnen, z. B.
systemische Hypertension, Aortenstenose, Lungenhochdruck, Pulmonalstenose,

oder Eisenmengersyndrom gestellt (ERIKSSON et al., 2002; TAM et al., 2002).
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Als weiteres diagnostisches Kriterium im Ultraschall wird die linksventrikulédre
Ausflusstraktobstruktion herangezogen, welche durch multifaktorielle Ursachen
bei der HCM zustande kommt. Als Ursachen der linksventrikulidren
Ausflusstraktobstruktion und des so genannten SAMs (systolic anterior motion
des septalen Mitralklappensegels) werden die durch die septale Hypertrophie
hervorgerufene Verengung des linksventrikuldren Ausflusstrakts, die anteriore
Platzierung des septalen Mitralklappensegels und Submitralapparates und die
hyperdynamische systolische Funktion des LV angesehen (HENRY et al., 1975;
SPIRITO & MARON, 1983). Es wird kontrovers diskutiert, ob eine
venturieffektartige Kraft das septale Mitralklappensegel in den linksventrikuldren
Ausflusstrakt zieht (SHERRID et al.,, 2000). SAM kann meistens schon im
zweidimensionalen Schallbild und mittels M-Mode-Darstellung erkannt werden.
Zur genauen Beurteilung der Ausflusstraktobstruktion wird in der
Ultraschalluntersuchung der Farbdoppler herangezogen, um die hohe
Geschwindigkeit und die Lokalisation des SAMs iiber dem linksventrikulidren
Ausflusstrakts darzustellen. Zur Bestimmung der Maximalgeschwindigkeit wird
dann die Funktion des Blutflussdopplers herangezogen. Zunichst wird mit dem
Pulse wave-Doppler (PW) die Lokalisation der Obstruktion dargestellt und dann
mittels Continious wave-Doppler (CW) die maximale Geschwindigkeit ermittelt.
Charakteristisch ist der spidte Peak im Blutflussdopplersignal, welches sich in
einer dolchartigen (dagger-shaped) Form darstellt (TAM et al., 2002). Bei HCM-
Patienten, die nur eine minimale (< 25 mmHg) oder keine Ausflusstrakt-
obstruktion zeigen, soll die frequenzabhingige Ausflusstraktobstruktion durch
Veridnderung der Korperposition, durch Valsalva-Manover oder durch Inhalation
von Amylnitrit provoziert werden (SASSON et al., 1990). Es wird eine gute
Korrelation zwischen dem Grad der Ausflusstraktobstruktion und dem Grad
sowie der Art der Hypertrophie beschrieben (SASSON et al., 1990). Ein weiteres
echokardiographisches Diagnostikum stellt die Beurteilung der systolischen und
diastolischen Funktion dar. Im Rahmen der HCM tritt aufgrund von strukturellen
und funktionalen Abnormalititen im Herzmuskel eine systolische und
diastolische Dysfunktion bereits in Stadien ohne Anwesenheit morphologischer
Veridnderungen im zweidimensionalen Schallbild ein (RAJIV et al., 2004). Bis
vor kurzem galt die echokardiographische Beurteilung der globalen diastolischen
Funktion mittels Blutflussdopplerprofilen (transmitraler Blutfluss, Pulmonal-

venenfluss, isovolumische Relaxationszeit) als Mittel der Wahl. Blut-
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flussdopplerprofile werden jedoch stark von Herzfrequenz, Vorlast und
Patientenalter beeinflusst. So kann es im Rahmen des Krankheitsverlaufs durch
die Lastabhingigkeit zu einer so genannten Pseudonormalisation der
Blutflussprofile kommen, wobei eine Unterscheidung zwischen physiologischen
und pathologischen Blutflussprofilen nicht mehr moglich ist (GROBAN &
DOLINSKI, 2005; OH et al., 2006; SHIMIZU et al., 1998). Eine moderne
Alternative zur Beurteilung der diastolischen Funktion bietet die Messung der
Gewebegeschwindigkeit (TVI), Strain und Strain Rate, welche weniger Vor- und
Nachlast abhédngig sind. Hierbei konnen lokal die diastolischen Kurvenverldufe
auf ihre Maxima sowie Beginn und Dauer der diastolischen Zeiten und der
isovolumischen Relaxationszeit untersucht werden. Mit dieser Methode kdnnen
auch pseudonormale Einflussprofile von normalen Einflussprofilen unterschieden
werden. Der Grad der Hypertrophie korreliert hierbei mit dem Grad der
Reduktion der Strain-Werte (NAGUEH et al.,, 2003; RAJIV et al., 2004;
SUTHERLAND et al., 2004; YANG et al., 2003). Die Messung von TVI, Strain
und Strain Rate bietet eine gute Moglichkeit, den klinischen Verlauf von HCM-
Patienten zu verfolgen. Zudem stellen diese Messungen ein wichtiges
Diagnostikum dar, da die genetische Diagnose aufgrund der Vielzahl vermuteter
unbekannter Mutationen nicht immer gestellt werden kann.

Kommerzielle Gentests erlauben eine akkurate Diagnose von Mutationstrigern in
Sarkomergenen, im PRKAG2-Gen und im LAMP2-Gen, ohne dass eine klinische
Diagnose der HCM vorhanden sein muss. Hierbei werden in der Regel
bidirektionale DNA-Sequenzanalysen durchgefiihrt, um kausale Sequenz-
varianten zu identifizieren. Genetische Tests bei neuen Patienten auf bereits
bekannte Mutationen haben sich als nicht hilfreich erwiesen, deshalb soll in der
Regel immer ein systematisches Sequenzscreening durchgefiihrt werden, wobei
am hiufigsten sowohl bei sporadischer als auch bei familidarer HCM die Gene
MYH?7 und MYBPC3 betroffen sind (RICHARD et al., 2003). Nur so kann die
Diagnose der familiaren HCM (82 % aller genotypisierten Familien) definitiv
gestellt werden und bei weiteren Familienmitgliedern kann so eingeschitzt
werden, ob durch Anwesenheit einer Mutation ein Risiko der Erkrankung
existiert. Familienmitglieder, die keine Mutationstrdger sind, kénnen somit von
den teuren kardiologischen Folgeuntersuchungen ausgeschlossen werden. Bei nur
60 % der Patienten mit einer im Ultraschall offensichtlichen HCM kann eine

Sarkomermutation gefunden werden. Folglich bleibt der genetische Status bei
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vielen Patienten undefiniert. Ein genetischer Ursprung kann dennoch auch bei

diesen Patienten nicht ausgeschlossen werden (HO & SEIDMAN, 2006).

4. Feline familiiire hypertrophe Kardiomyopathie

Die feline HCM stellt die hdufigste Herzerkrankung der Katze dar und ist durch
eine primédre Hypertrophie des Myokardiums vorwiegend im LV gekennzeichnet.
Seit den 70er Jahren wird die feline HCM als héaufigste Ursache fiir
Linksherzversagen, plotzlichen Herztod und systemische Thrombembolie
angesehen. In ihrer Vererbung, der Klinik und der Priavalenz gleicht sie der
humanen familidren HCM (KITTLESON et al., 1999). In den nachfolgenden
Kapiteln werden Prédvalenz, Klinik, genetische Studien und diagnostische

Moglichkeiten der felinen familidren HCM néher beschrieben.

4.1. Definition und Klassifizierung

Die feline HCM ist eine primédre myokardiale Erkrankung und féllt unter den
Uberbegriff der Kardiomyopathien. ,Primir* bedeutet, dass die myokardiale
Erkrankung nicht sekundir durch andere Erkrankungen entsteht, z. B. durch
Klappenerkrankungen, kongenitale oder andere systemische Erkrankungen. Die
felinen Kardiomyopathien werden nach wie vor als primdre myokardiale
Erkrankungen angesehen und auf eine kausative Einteilung, wie in der
Humanmedizin neuerdings angewandt, wird verzichtet. Derzeit werden fiinf
Formen der primiren felinen Kardiomyopathien unterschieden: (1) hypertrophe
Kardiomyopathie, (2) dilatative Kardiomyopathie, (3) restriktive Kardio-
myopathie, (4) unklassifizierte Kardiomyopathie und (5) arrhythmogene rechts-

ventrikuldre Kardiomyopathie (KITTLESON, 2005).

4.2. Pravalenz und Klinik

Die HCM ist die hidufigste Herzerkrankung der Katze (KITTLESON, 2005;
RIESEN et al.,, 2007b). Im Veterinary Teaching Hospital, University of
California, Davis wurden in einem Zehnjahresintervall von 1986 bis 1996 249
Katzen mit mittelgradiger bis hochgradiger HCM vorgestellt. Die ,,School of
Veterinary Medicine* der Tufts University, North Grafton, verzeichnete ebenfalls
in einem Zeitraum von zehn Jahren 260 Fille von feliner HCM. Von einer
dhnlichen Inzidenz in einem kiirzeren Zeitraum wird aus dem Animal Medical
Center in New York berichtet (FOX et al., 1995; KITTLESON, 1998b; RUSH et

al., 2002). In einer neueren Studie wird aber schon von einer fast doppelt so
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hohen Inzidenz berichtet. So wurden in der letzten Dekade bereits 447 Katzen
mit einer moderaten bis hochgradigen HCM diagnostiziert. Griinde dafiir sind der
wachsende Bekanntheitsgrad der Erkrankung, Durchfiithrung von Screening-
Programmen und die hohere Genauigkeit der heutigen Ultraschallgerite
(KITTLESON, 2005). In einer schweizer Multicenterstudie wurden in drei Jahren
(2002 bis 2005) insgesamt 144 Zuchtkatzen auf Herzerkrankungen gescreent,
dabei lag bei 8,3 % der untersuchten Rassekatzen eine HCM vor (RIESEN et al.,
2007a).

Viele der betroffenen Patienten bleiben lange asymptomatisch. Ein erster
Hinweis fiir diese Erkrankung im Herzultraschall ist hdufig nur eine Verdickung
der Papillarmuskeln. Die Hypertrophie der Kammerwinde kann wie beim
Menschen den Herzmuskel generalisiert betreffen, oder aber auch nur
Teilabschnitte umfassen, also fokal auftreten. Die Muskulatur des Herzens
wichst somit in den Kammerinnenraum, so dass sich das Lumen im Verhiltnis
zur Wandstirke erheblich verkleinert. Es kommt dadurch héufig zu einer
endsystolischen Kammerobliteration (KITTLESON, 1998b). Das primére
Problem bei der HCM stellt eine diastolische Dysfunktion der Ventrikel dar, die
sich nicht mehr ausreichend mit Blut fiillen konnen, worauf es zu einem
Riickstau in die Vorhofe und anschlieend in den Lungenkreislauf kommt. Die
Bildung von Lungenddemen oder Pleuralergiissen sind die Folge, worauf die
Katzen mit massiver Dys- und Tachypnoe haufig erst dann zum ersten Mal
klinisch auffillig werden. Die Dyspnoe aufgrund von Linksherzversagen duflert
sich bei Katzen eher mit Maulatmung und normalerweise nicht mit Husten.
Zudem sind mit der HCM, wie auch mit anderen Kardiomyopathien, hiufig
Arrhythmien in der Form von ventrikuldiren oder supraventrikulidren
Extrasystolen vergesellschaftet. Bei einer massiven Vergroerung des linken
Atriums (LA) kann es zu Vorhofflimmern kommen. Bei einem vergroBerten
Vorhof kann die Verlangsamung des Blutflusses zur Bildung von Thromben
fiihren. Wie in der Humanmedizin kann diese Herzerkrankung auch mit dem
plotzlichen Herztod einhergehen. Minnliche Tiere sind von der felinen HCM
hiufiger, bzw. frither betroffen, als weibliche Katzen. Die Diagnose bei
betroffenen Tieren kann im Alter zwischen einem halben Jahr und fiinf Jahren
gestellt werden (KITTLESON, 2005). Im Jahr 1996 berichteten KITTLESON
und Mitarbeiter bereits von neun engverwandten Phinotyp-positiven Katzen aus

einer Maine-Coon-Kolonie hinsichtlich der Entwicklung und des Fortschreitens
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der HCM im Herzultraschall. Drei dieser Katzen waren das Kreuzungsprodukt
aus zwei jeweils Phédnotyp-positiven Elterntieren. Zwei dieser drei Katzen
entwickelten bereits im Alter von sechs Monaten eine hochgradige HCM. Die
dritte Katze zeigte ein hochgradiges SAM-Phidnomen im Alter von dreieinhalb
Jahren. Die anderen sechs Katzen waren Kreuzungsprodukte aus einem
Phinotyp-negativen und einem Phénotyp-positiven Elterntier. Keines der Tiere
zeigte eine hochgradige HCM vor Vollendung des ersten Lebensjahres. Die
Schlussfolgerung der zuletzt erwihnten Studie war, dass die HCM bei Maine
Coons zwischen dem ersten und vierten Lebensjahr einen hochgradigen
Schweregrad erreicht (KITTLESON et al., 1996). Bei den meisten betroffenen
Maine-Coon-Katzen ist die HCM im ersten Lebensjahr nicht
echokardiographisch prisent. Bei médnnlichen Maine Coons treten erste deutliche
echokardiographische Veridnderungen jedoch bereits ab dem zweiten Lebensjahr
auf. Weibliche Tiere tendieren dazu, die HCM erst spiter zu entwickeln. Zumeist
manifestierte sich die HCM bei weiblichen Maine Coons im Alter von drei
Jahren. Jedoch zeigen einige wenige echokardiographische Anzeichen erst mit
sechs bis sieben Jahren (KITTLESON, 2005). KITTLESON und Mitarbeiter
berichteten im Jahr 1999 wiederum von Kreuzungsstudien zwischen Phénotyp-
positiven und Phinotyp-negativen Maine Coons (Gruppe 1) sowie zwischen zwei
Phénotyp-positiven Maine Coons (Gruppe 2). In Gruppe 1 entwickelten zwolf
von 22 Katzenwelpen eine HCM. Bei elf der Phéanotyp-positiven Tiere traten
eindeutige Papillarmuskelverdnderungen bereits im Alter zwischen neun und 21
Monaten auf. Ein weibliches Tier entwickelte die HCM erst mit 38 Monaten.
Dieselben Tiere entwickelten im Alter zwischen 13 und 48 Monaten eine mittel-
bis hochgradige HCM. In Gruppe 2 entwickelten drei von acht iiberlebenden
Welpen eine HCM. Bei letzteren wurden phénotypische Veridnderungen im
Ultraschall bereits im Alter von vier bis sechs Monaten prasent (KITTLESON et
al., 1999). Bestimmte Rassen zeigen zudem eine Pradisposition fiir die HCM im
Vergleich zu anderen Katzenrassen. Am hiufigsten sind jedoch Hauskatzen

betroffen (HAGGSTROM, 2006; KITTLESON, 2005).

4.3. Genetik

Ein autosomal dominanter Erbgang der felinen HCM konnte bisher nur bei den
Rassen Maine Coon und American Shorthair nachgewiesen werden.

(KITTLESON et al., 1999; KITTLESON et al., 1997). Katzenrassen, die eine
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Rassepridisposition fiir die HCM zeigen, sind Maine-Coon-Katzen, American
und British Shorthair, Burmesen, Norwegische Waldkatzen, Perser, Ragdoll-
Katzen, Sibirische Katzen, Tiirkisch Van, Scottish Fold und Sphynx
(HAGGSTROM, 2006).

KITTLESON und Mitarbeiter konnten 1999 einen autosomal dominanten
Erbgang der felinen HCM nachweisen, in dem sie mit einer echokardiographisch
Phinotyp-positiven Maine Coon-Katze eine Maine-Coon-Kolonie heranziichteten
und Kreuzungen zwischen HCM-betroffenen und nicht betroffenen Katzen, aber
auch mit den betroffenen Katzen untereinander durchfiihrten. In der Nachzucht
aus der Kreuzung zwischen Phinotyp-positiven und -negativen Maine-Coon-
Katzen entwickelten schlieBlich 55 % (12 von 22) eine HCM. Bei der Kreuzung
von Phinotyp-positiven Katzen untereinander entwickelten 45 % (4 von 9) der
Nachzucht eine HCM, 22 % (2 von 9) Katzen waren Phédnotyp-negativ und 33 %
(3 von 9) wurden totgeboren. Bei den Totgeborenen wurde angenommen, dass
diese Triger des letalen homozygoten Gens waren. Somit konnte nachgewiesen
werden, dass sowohl der Erbgang, als auch die Pathophysiologie der felinen
familiaren HCM der humanen familidaren HCM gleicht. In Abbildung 10 ist der
Stammbaum der oben beschriebenen Maine-Coon-Kolonie dargestellt
(KITTLESON et al., 1999). Als Ursache der felinen familidaren HCM werden wie
in der Humanmedizin Mutationen in den Sarkomergenen vermutet, die zu einer

gestorten Proteinkonformation fiihren.
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Abbildung 10: Stammbaum der Maine-Coon-Kolonie mit familidrer HCM: o =
minnlich, herzgesund, m = minnlich, HCM, o = weiblich, herzgesund, ® =
weiblich, HCM, A = totgeboren, / = Tod durch HCM, — = Verpaarungen,
(KITTLESON et al., 1999)
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4.3.1. Myosin-binding-protein-C-Punktmutationen bei der Maine Coon

Die Maine Coon gilt neben der Europdisch Kurzhaar in Europa als die am
hiufigsten an HCM erkrankte Rasse. Bisher wurden zwei Polymorphismen im
MYBPC3 bei dieser Rasse gefunden, die moglicherweise die
Proteinkonformation beeinflussen. Fiir beide SNPs werden bereits kommerzielle

Gentests angeboten.

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

In einer von MEURS und Mitarbeitern (2005) durchgefiihrten Studie wurde das
MYBPC3 als Kandidatengen fiir die feline HCM herangezogen, nachdem eine
signifikante Reduktion des MYBPC in den Herzmuskelproben phinotypisch
HCM-positiver Maine-Coon-Katzen mittels SDS-PAGE ermittelt werden konnte.
In der Western Blot-Analyse und in der Immunfloureszenzmikroskopie konnte
eine Reduktion des MYBPC in den Herzmuskelproben euthanasierter HCM-
positiver Maine-Coon-Katzen bestitigt werden. Die Katzen stammten aus der
von KITTLESON und Mitarbeitern (1999) auf HCM selektierten Maine-Coon-
Kolonie. Bei jeder Phinotyp-positiven Katze dieser Familie konnte im Rahmen
der DNA-Sequenzanalyse ein Basenaustausch (G > C) im Kodon 31 des
MYBPC3-Gens  detektiert  werden. Letzterer  filhrt zu  einem
Aminosdurenaustausch der Aminosdure Alanin zu Prolin (A31P). Keine der
Phinotyp-negativen Maine-Coon-Katzen derselben Familie war Trédger der
Mutation. Ebenso war keines der Kontrolltiere fiir den A31P-SNP Genotyp-
positiv getestet worden. Unter den 16 Phinotyp-positiven Katzen lag die
Mutation bei zehn als heterozygotes und sechs als homozygotes Allel vor, wobei
in derselben Studie die homozygoten Individuen schwerer und frither zu
erkranken schienen. Auch in der Humanmedizin wird hédufig von der Hypothese
eines Gendosiseffekt ausgegangen, wobei Individuen mit einer homozygoten
Mutation im MYBPC3-Gen eher einen hochgradigen Phénotyp der HCM
entwickeln als heterozygote Individuen (NANNI et al., 2003). Dennoch wurde
von MEURS und Mitarbeitern (2005) in derselben Veroffentlichung diskutiert,
dass die Anzahl der untersuchten Katzen zu gering sei, um eindeutig einen
Gendosiseffekt darzustellen. Bei den betroffenen Tieren trat die HCM mit einer
variablen Expressivitit in Bezug auf Schweregrad und Uberlebenszeit der Tiere
auf. Eine grofere Anzahl der homozygoten Individuen entwickelte die HCM in

einer mittelgradigen bis hochgradigen Form und starb in einem Alter von vier
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Jahren oder weniger. Davon erlagen vier von sechs homozygoten Tieren dem
plotzlichen Herztod. Keines der homozygoten Tiere, aber fiinf der heterozygoten
Tiere entwickelten kongestives Herzversagen. Einer der homozygoten Probanden
wies keine echokardiographische Auffilligkeit auf, verstarb aber plotzlich
wihrend einer Anédsthesie im Alter von sieben Jahren. Bei den heterozygoten
Probanden waren drei von zehn Katzen im Alter von acht bis zwdlf Jahren nur im
moderaten Stadium erkrankt. Eine heterozygote Katze wurde erst im Alter von
sieben Jahren echokardiographisch auffillig (MEURS et al., 2005). In einer
anderen Studie mit nachgeziichteten Katzen aus derselben Familie wie oben
beschrieben, blieben sechs Katzen mit nachgewiesener MYBPC3-Mutation im
konventionellen Herzultraschall phénotypisch herzgesund und lediglich drei
davon waren in der Gewebedoppleranalyse auffillig (MACDONALD et al.,
2007). Studien von Dr. Kathryn Meurs, Washington State University, zeigen,
dass 33,6 % der Maine-Coon-Population in USA Tréiger einer A31P-Mutation
sind. 4 % bis 5 % der Genotyp-positiven Tiere besitzen ein homozygotes Allel
(MEURS, 2007). In einer Studie der Arbeitsgruppe Kardiologie der DKG-DVG
wurde ermittelt, dass 30 % von 119 herzgesunden Maine-Coon-Katzen Gentest
positiv fiir den A31P-SNP waren (TOBIAS, 2007). Das Odds Ratio (OR)
beziiglich eines positiven HCM-Phénotyps lag im Falle der fiir den A31P-SNP
homozygot getesteten Maine-Coon-Katzen in der Studie von NYBERG und
Mitarbeitern (2007) bei 16,2 (95 % Konfidenzintervall (KI): 4,3 - 61,0). Der oben
beschriebene Aminosidurenaustausch befindet sich in der Verbindungsregion
zwischen CO und C1 des betroffenen Proteins, funktionelle Aspekte dieser
Region sind jedoch nicht genau bekannt, jedoch wird vermutet, dass diese Region
in Verbindung mit dem Aktin und/oder dem Myosin steht (FLAVIGNY et al.,
1999; OAKLEY et al., 2004; SQUIRE et al., 2003; WITT et al., 2001). Eine
computergestiitzte Proteinstrukturanalyse zeigt im Falle der oben beschriebenen
Punktmutation eine Reduktion der Alphahelix und eine vermehrte Anzahl von
regellosen Proteincoils. Obwohl das MYBPC-Protein im SDS-PAGE bei
Phénotyp-positiven Maine Coons vermindert war, war die mRNA-Expression
erhoht (MEURS et al, 2005). Erst vor kurzem konnte die
Chromosomenlokalisation des MYBPC3-Gens im Rahmen des felinen
Genomprojekts bestimmt werden. Das MYBPC3 befindet sich auf Chromosom
D1 (PONTIUS et al., 2007).
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4.3.1.2. A74T-Punktmutation im Myosin-binding-protein-C-Gen

NYBERG und Mitarbeiter konnten 2007 mittels Sequenzanalyse eine zweite
genetische Variante im MYBPC3-Gen bei Maine-Coon-Katzen feststellen,
welche sich durch eine Punktmutation im Kodon 74 auszeichnet. Die
Punktmutation hat zur Folge, dass ein Basenaustausch von G nach A entsteht, der
zu einem Aminosiurenaustausch von Alanin durch Threonin fiihrt. Das OR fiir
das Risiko an der HCM zu erkranken lag bei Homozygositit in der untersuchten
Kohorte bei 7,6. Der Altersdurchschnitt der untersuchten Population lag im
Median bei 2,2 Jahren. Die A31P-Mutation und die A74T-Mutation im MYBPC3
werden laut dieser Studie fiir weniger als 50 % der HCM-Fille bei jungen Maine-

Coon-Katzen verantwortlich gemacht (NYBERG et al., 2007).

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

Rasse Maine Coon verwandet ist, liegt es nahe, dass nicht dieselben Mutationen
bei diesen Rassen fiir die HCM verantwortlich gemacht werden konnen. MEURS
und Mitarbeiter (2007) untersuchten deshalb die Exons und Splice site-Regionen
des MYBPC3 bei 21 Ragdollkatzen mit der Diagnose HCM mittels DNA-
Sequenzierung. Acht Katzen dieser Kohorte waren Mitglieder von zwei
unabhédngigen Katzenfamilien. Bei allen Phinotyp-positiven Ragdollkatzen
konnte ein Basenpaaraustausch im von C zu T im Kodon 820 des MYBPC3
festgestellt werden (neun homozygote Tiere und elf heterozygote), welches zu
einem Aminosdurenaustausch von Arginin zu Tryptophan fiihrt. Keine der
Phinotyp-negativen Kontrollkatzen wies dieselbe Punktmutation auf. Das
AusmalBl  dieser Punktmutation auf das Protein wurde mit einer
computergestiitzten priadiktiven Proteinanalyse der Firma PolyPhen durchgefiihrt
(http://tux.embl-heidelberg.de/ramensky/PolyPhen.cgi), welche aussagt, dass das
Protein ,,wahrscheinlich® durch die diese Punktmutation geschéadigt wird. Unter
anderem wird in der betroffenen Molekiilregion eine Unterbrechung der o-
Helixstruktur und eine Vermehrung des ,,extended strand“-Anteils angezeigt. Das
GOR4-Programm zur Proteinstrukturanalyse zeigte dieselben Verianderungen an.
In der Humanmedizin sind Mutationen derselben Region als Ursache HCM

bekannt (MEURS et al., 2007).
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4.3.3. Polymorphismen im p-Myosinschwerketten-Gen

MEURS und Mitarbeiter (2000) untersuchten 20 Exonregionen zwischen Exon 3
und 23 des MYH7 bei 20 gesunden Katzen unterschiedlicher Rassen, die fiir die
feline HCM pridisponiert sind (American Shorthair, British Shorthair, Maine
Coon, Hauskatzen). Das MYH7 ist am hédufigsten von HCM verursachenden
Mutationen in der Humanmedizin betroffen und wurde somit auch in der
Veterinirmedizin als eines der Hauptkandidatengene angesehen. Bei der
Sequenzierung konnten neun Polymorphismen in den Exons 5, 8, 13, 14,15 und
16 ausfindig gemacht werden, davon rief nur ein Polymorphismus eine

Veridnderung einer Aminosdure hervor (MEURS et al., 2000).

4.3.4. Polymorphismen essentiellen Myosinleichtketten-Gen

Via SSCP-Analyse wurden bei gesunden Katzen zwei Allele (A und B)
identifiziert. Im Allel B stellten sich bei der Sequenzanalyse letztendlich zwei
SNPs im Intron 5 dar (G > A, C > T). Ein dritter SNP konnte alleinig bei Maine-
Coon-Katzen im Exon 5 (A > G) identifiziert werden, letzterer konnte allerdings

nicht mittels SSPC-Analyse detektiert werden (MAGNON et al., 2000b).

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

Mittels SSCP-Analyse wurde in einer Studie eine Genotypisierung von 20
Maine-Coon-Katzen aus einer Familie, zwei American Shorthair-Katzen, einer
British Shorthair-Katze und fiinf Mischlingskatzen durchgefiihrt. Alle waren
herzgesund. Im Intron 15 des Sarkomergens Troponin C konnten vier
verschiedene Allele (A, B, C, D) identifiziert werden. Bei der Maine Coon-
Familie war eine kodominante Vererbung nach den Mendelschen Regeln
nachvollziehbar (MAGNON et 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 phénotypisierten Maine-Coon-
Katzen, die aufgrund von kongestivem Herzversagen euthanasiert wurden,
fiihrten MEURS und Mitarbeiter (2005) einen SDS-PAGE durch und verglichen
dabei die Ergebnisse herzkranker und herzgesunder Tiere. Hierbei konnte eine
Reduktion des kardialen Myosin binding Proteins C und des Myomesins bei den

an HCM erkrankten Tieren nachgewiesen werden. Gleichzeitig war bei den
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herzkranken Katzen ein abnormes Wanderverhalten des [-Myosins zu
konstatieren. Mittels Western Blot konnten die Ergebnisse fiir das kardiale
MYBPC und B-Myosin bestitigt werden, fiir Myomesin allerdings nicht. Mittels
Immunfloureszenzmikroskopie konnte in derselben Studie eine Reduktion von
MYBPC, Myomesin, kardialem Aktin und Titin bei den an HCM erkrankten
Maine-Coon-Katzen dargestellt werden, wihrend MHC und Konnexin keine

Reduktion zeigten (MEURS et al., 2005).

4.4. Pathogenese

Lange stellte sich die Frage, ob die feline HCM auch pathologisch und
pathogenetisch der humanen familidren HCM gleicht, da sie im Falle einer
Ubereinstimmung als Tiermodell fiir die humane Form der Erkrankung geltend
gemacht werden konnte. Bereits seit den 80er Jahren konnten pathologische
Ubereinstimmungen mit der humanen Form gefunden werden und viele Autoren
stellten die Hypothese auf, dass die feline HCM ein Tiermodell der humanen
Form sei (LIU et al., 1981; LIU et 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 dominanten Erbgang
nachweisen und die pathologische Ahnlichkeit zur humanen HCM bestitigen.
Spiter wies man die erste fiir die feline HCM verantwortliche Mutation im
MYBPC3-Gen nach, wihrend fiir die humane HCM bereits iiber 200 HCM-
Mutationen in Sarkomergenen gefunden wurden, die moglicherweise
verantwortlich sind (MEURS et al., 2005). Im Folgenden wird niher auf die
pathologischen Gegebenheiten der der felinen HCM eingegangen.

4.4.1. Pathologie und Pathohistologie

Bei Katzen mit schwerwiegender HCM findet man in der Regel eine
Myokardverdickung (meistens in der linksventrikuldren freien Wand oder/und im
Septum) im Rahmen von 7 bis 10 mm vor. Die Hypertrophie kann sowohl
symmetrisch (global) als auch asymmetrisch vorliegen. Im Falle der
asymmetrischen Hypertrophie stellt sich bei manchen Katzen nur das Septum
hypertroph dar, bei anderen wiederum nur die freie Wand (FOX et al., 1995; LIU
et al., 1993; PETERSON et al., 1993). Einige Katzen zeigen die Hypertrophie
eher in der basalen Septumsregion, andere dagegen in der apikalen Region. Eine

isolierte Verdickung der freien Wand kommt am hiufigsten in der
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Papillarmuskelregion vor. Bei vielen Katzen, die bereits im Echokardiogramm
SAM und eine basoseptale Hypertrophie (septal bulge) zeigen, kann bei der
Autopsie ein fibroses endokardiales Plaque am basalen Septum gesehen werden.
Auch das anteriore Mitralklappensegel kann fibros verdickt sein (FOX et al.,
1995). Da der Herzmuskel nach dem Tod im Rahmen des Rigor mortis in einen
kontrahierten Zustand iibergeht, nihert sich die Wanddicke post mortem eher der
echokardiographisch gemessenen endsystolischen Wanddicke an (FOX et al.,
1995). Deshalb sollte bei einer pathologischen Untersuchung immer das
Herzgewicht und dessen Verhiltnis zum Ko&rpergewicht bestimmt werden. Die
Herzmasse der adulten herzgesunden Katze soll zwischen 7,8 g und 20 g liegen.
Die Herzmasse bei Katzen mit HCM iiberschreitet meistens das Gewicht von 30
g und liegt zwischen 25 g und 38 g (BOLLINGER, 1958; KITTLESON, 2005).
Die relative Herzmasse im Verhiltnis zum Korpergewicht soll nicht mehr als
0,51 - 0,47 % betragen (BOLLINGER, 1958). Ein relatives Herzgewicht von 4,8
+ 1,2 g/kg wird allgemeingiiltig als normal angesehen (FOX et al., 1995; LIU et
al., 1981). In einer Studie von FOX und Mitarbeitern (1995) erreichte das relative
Herzgewicht von an HCM erkrankten Katzen 6,0 + 1,4 g/kg. In Abbildung 11 ist
der Querschnitt eines hochgradig hypertrophen Herzens einer Maine Coon mit

einem Herzgewicht von 37 g dargestellt.

Abbildung 11: Herz einer an hochgradiger HCM erkrankten Maine Coon im
Querschnitt (Herzgewicht 37 g). Das Herz befindet sich im Stadium der
postmortalen Kontraktion, was in einer Kammerobliteration resultiert. Die
inneren  helleren = Muskelmassen stellen die hochgradig verdickten
Papillarmuskeln dar (KITTLESON et al., 1999).
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Das LA ist bei der hochgradigen felinen HCM normalerweise vergroflert, im
frithen schweren Krankheitsstadium kann es im selteneren Fall noch normal grof3
sein. Gelegentlich befindet sich im LA oder im linken Aurikel ein Thrombus. Bei
geringgradigeren Stadien ist das LA zundchst nicht vergroflert. Hiufig zeigt sich
hier nur eine Papillarmuskelvergrolerung als priddominante Léasion
(KITTLESON, 2005). Bei kongestivem Herzversagen ist eine pulmonire
Kongestion vorzufinden. Zudem weisen Katzen mit hochgradiger HCM und
vergrolertem LA bei der pathologischen Untersuchung oft einen Hydrothorax
auf. Hiufig sind bei der Autopsie als Folge der Thrombusbildung im LA auch
Aortenthrombose und Niereninfarkte prasent (VAN VLEET et al., 1980). Die in
der Humanmedizin oft beschriebene ,,Burned out“-HCM oder ,,Endstage*“-HCM,
welche im Endstadium echokardiographisch eine dilatative Phase mit systolischer
Dysfunktion zeigt, wurde bereits auch bei der Katze beschrieben (BATY et al.,
2001; CESTA et al, 2005; MARON & SPIRITO, 1998). Makroskopisch
erscheinen diese Herzen dilatiert, das LA ist meistens vergroBert. Blasse
Infarktregionen im Myokard sind bei der ,,Endstage“-HCM zusitzlich héufig
sichtbar. Die Dilatation kann, muss aber nicht normale Dimensionen erreichen.
Die ,,Endstage*-HCM der Katze ist zumeist auch mit einem Thrombus im LA
oder bereits mit einer Aortenthrombose und renalem Infarkt vergesellschaftet
(BATY et al., 2001; CESTA et al., 2005).

Histopathologisch variieren die Verdnderungen am HCM erkrankten Herzmuskel
in einer groBen Breite. In manchen Fillen ist eine Myozytenhypertrophie die
einzige pathologische Verdnderung, wihrend in anderen Herzen ein breites
Spektrum von histologischen Abnormalititen vorgefunden wird. Interstitielle
Fibrose und Ersatzfibrose stellen neben einer dystrophischen Mineralisierung (in
20 bis 40 % der Fille) eine hiufige Verdanderung dar (KITTLESON, 1998b; LIU
et al., 1993; TAUGNER, 2001). Bei 75 % der HCM-Patienten liegt zudem eine
intramurale koronare Arteriosklerose vor (FOX et al., 1995; LIU et al., 1993).
Eine intramurale ,,small vessel disease ist nicht fiir die feline HCM spezifisch
und kommt auch bei anderen kardialen Erkrankungen sowohl bei Katzen und
Hunden vor (KITTLESON, 2005; TANAKA et al, 1986). Eine gestorte
Anordnung der myokardialen Fasern kommt im Vergleich zur humanen HCM
(90 % der humanen HCM-Patienten) bei Katzen nur bei 30 - 60 % der HCM-
Patienten vor. Dennoch sind bei Vorhandensein einer gestorten myofibrilldren

Anordnung, wie in Abbildung 12 ersichtlich, dieselben Muster wie beim
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Menschen zu erkennen (KITTLESON, 1998b; LIU et al., 1993; MARON &
EPSTEIN, 1980; MARON & ROBERTS, 1981; TAUGNER, 2001). Die
beschriebenen histologischen Priparate der ,,Endstage‘-HCM-Patienten in der
,Burned out“-Phase zeigen vor allem multifokale subendokardiale und
myokardiale Fibrosen, welche in der Humanmedizin als fiir die ,,Burned out*-
HCM typisch angesehen werden, gestorte myozytidre Faseranordnung und bei
einer Katze akute multifokale myokardiale Infarktzonen mit mononukleédren

Entziindungszellinfiltraten (BATY et al., 2001; CESTA et al., 2005).

Abbildung 12: Histologischer Schnitt mit Hematoxilin-Eosin-Farbung;
Herzmuskel einer an HCM erkrankten Maine Coon; zusehen ist die gestorte
Anordnung der Muskelfasern, die sich wie bei der humanen HCM im
Fischgriten- und Windradmuster darstellt (KITTLESON et al., 1999).

4.4.2. Pathophysiologie

Die exakte Pathophysiologie der felinen HCM ist noch unbekannt. Bei zwei
Rassen konnte bereits ein autosomal dominanter Erbgang aufgrund voneinander
unabhéngiger Punktmutationen im MYBPC3 nachgewiesen werden (MEURS et
al., 2007; MEURS et al., 2005). 50 % der humanen HCM-Fille gelten als
autosomal dominant vererbt, die anderen gelten als sporadisch auftretend, ein
genetischer Ursprung kann bei diesen Patienten dennoch nicht ausgeschlossen
werden. Ahnliches wird schlieBlich auch bei der Katze vermutet (KITTLESON,
2005). In der Tiermedizin herrscht die Meinung, dass voneinander unabhingige
Sarkomermutationen fiir die HCM verantwortlich sind. Uber Mutationen in Z-

Scheiben-Proteinen ist bisher nichts bekannt. Unter anderen zdhlen in der
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Humanmedizin auch Glykogenspeichererkrankungen zu den genetischen
Kardiomyopathien, die von einer HCM echokardiographisch nicht unbedingt zu
unterscheiden sind. In welchem Ausmal3 diese Erkrankung eine Rolle bei felinen
HCM-Patienten spielt, ist nicht bekannt, da sie oft nur durch eine pathologische
Untersuchung zur Sarkomer-HCM abgegrenzt werden kann (KITTLESON,
2005). Dennoch wird bei Norwegischen Waldkatzen die
Glykogenspeicherkrankheit Typ IV vererbt, wobei auch Glykogenablagerungen
in den Myozyten stattfinden (FYFE et al., 2007). Anhand von Expressionsstudien
in transgenen Tiermodellen kann jedoch eindeutig davon ausgegangen werden,
dass humane Mutationen in Sarkomergenen die HCM verursachen konnen, denn
in transgenen Madusen ist die HCM durch Platzieren bekannter humaner
Defektgene eindeutig reproduzierbar (BLANCHARD et al.,, 1999;
GEISTERFER-LOWRANCE et al., 1996, MUTHUCHAMY et al, 1999;
PRABHAKAR et al., 2003; TSOUTSMAN et al., 2006a). Auch die bei der HCM
eine tragende Rolle spielende diastolische Dysfunktion war bei transgenen
Mausen reproduzierbar (SPINDLER et al., 1998). Die Reproduzierbarkeit der
bekannten felinen Mutationen wurden bisher noch nicht in transgenen Tieren
getestet. Die Expression einer der R403Q-Mutation im MYH?7, welche beim
Menschen als Ursache der familiaren HCM bekannt ist, erzeugte auch in adulten
felinen Kardiomyozyten einen Defekt des Sarkomerkomplexes und eine gestorte
myofibrillire Anordnung (MARIAN et al., 1995b).

Bei Katzen wird generell von derselben Pathophysiologie wie bei der humanen
HCM ausgegangen, obwohl es, wie oben erwihnt, bisher keine
Expressionsuntersuchungen mit den bisher bekannten felinen Mutationen gibt.
Jedoch wird die Pathophysiologie auch in der Humanmedizin kontrovers
diskutiert. In den Lehrbiichern der Veterindrmedizin wird wie in der
Humanmedizin die ,poison polypeptide“-Theorie angenommen. Diese
Hypothese beruht darauf, dass durch die Sarkomermutation ein abnormales
Protein erzeugt wird und daraus defekte Sarkomere resultieren. Durch den
erzeugten Stress im Myokardium werden die malfunktionierenden Sarkomere
durch intakte Sarkomere ersetzt, folglich entsteht eine kompensatorische
Hypertrophie. Der Herzmuskel kann dabei sogar auf das zweifache seiner
herkommlichen Wanddicke hypertrophieren (CUDA et al., 1993; KITTLESON,
2005; LANKFORD et al., 1995; MARIAN & ROBERTS, 1995; SWEENEY et

al., 1994). Diese Theorie ist sehr einfach formuliert und es wird auch bei der
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Katze von vielen zusitzlichen in der Humanmedizin bereits beschriebenen
Umbauvorgidngen und weiteren extrinsischen und intrinschen Faktoren
ausgegangen, die zu den bei der HCM vorzufindenden pathologischen und
histopathologischen Mustern fiihren (FATKIN & GRAHAM, 2002;
HASEGAWA et al., 1996; HUGHES, 2004; LI et al., 1997; MOLKENTIN et al.,
1998). Es wird davon ausgegangen, dass die Aktivierung des RAAS-Systems
einen betrdchtlichen Einfluss auf die Hypertrophie und die Wandsteitheit des
Myokards nimmt. Erhohte Aldosteronwerte und erhdhte Reninwerte konnten
bereits bei Katzen mit HCM nachgewiesen werden (KITTLESON, 1998b;
TAUGNER, 2001). Das im RAAS-System entstehende Angiotensin II besitzt
nicht nur vasokonstriktorische Effekte, sondern auch trophische Effekte auf das
Myokard (BRILLA & RUPP, 1994; LIJNEN & PETROV, 1999; MAZZOLAI et
al., 1998; TAUGNER, 2001).

Die Pathophysiologie, die letztendlich die ,,Endstage“-HCM (,,Burned out*-
Phase) herbeifiihrt, wird bei der Katze wie beim Menschen kontrovers diskutiert.
Die Ursache konnte eine Okklusion der Koronar- oder der kleinen Gefille sein.
Beides kann durch Muskelhypertrophie, Intima- und Mediahypertrophie,
Thrombembolie oder Arteriospasmus hervorgerufen werden. Gleichzeitig kénnen
Apoptose der Muskelzellen oder zusétzliche Mutationen vorliegen, die zu diesem
Stadium beitragen. Von einer Kombination all dieser Faktoren kann ebenfalls

ausgegangen werden (BATY et al., 2001; CESTA et al., 2005).

4.5. Diagnose

Das Diagnostikum der Wahl fiir die feline HCM stellt derzeit nach wie vor die
Ultraschalluntersuchung dar (HAGGSTROM, 2006; KITTLESON, 2005). Zur
Fritherkennung der HCM wird die Gewebedopplertechnologie auch in der
Veterindrmedizin immer mehr ausgereift. Dennoch soll im folgenden Kapitel auf
die kompletten kardiologischen Untersuchungsmoglichkeiten bis hin zum

Gentest eingegangen werden.

4.5.1. Klinische Untersuchung

Ein erster Hinweis auf eine HCM kann ein auskultatorisch systolisches
Herzgerdusch sein, welches sein Punctum maximum zwischen dem mittleren
Sternum und dem linken Apexschlag hat. Die Diagnose kann nicht anhand des

Herzgerdusches alleine gestellt werden, da neben des fiir die HCM typischen
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SAMs auch ein gutartiges Gerdusch, welches durch eine dynamische
rechtsventrikuldare Ausflusstraktsobstruktion verursacht wird, existieren kann.
SAM ist ein dynamisches Herzgerdausch und kann bei niedrigeren
Herzfrequenzen verschwinden. Haufig existiert im Rahmen der HCM auch ein
Gallopprhythmus, wobei der 3. oder 4. Herzton zu horen ist. Arrhythmien stellen
zusitzlich einen Hinweis fiir eine Kardiomyopathie dar. Patienten im kongestiven
Herzversagen werden zumeist mit massiver Dys- und Tachypnoe vorgestellt. Ein
typisches Anzeichen fiir Dyspnoe stellt bei der Katze die Maulatmung dar
(KITTLESON, 2005). Im Falle einer Aortenthrombose werden Katzen
gewohnlich mit einer Paraparese bis hin zur Paralyse der Hintergliedmalien
vorgestellt, manchmal ist auch nur ein Vorder- oder Hinterbein betroffen. Die
Ballen der HintergliedmaBen werden dabei kalt, blass bis bldulich, der
Tiefenschmerz geht verloren, der Femoralispuls verschwindet und die innere

Korpertemperatur wird hypotherm (MOISE, 2005).

4.5.2. Radiographie

Die HCM kann rontgenologisch nicht von anderen Kardiomyopathien
differenziert werden. Bei Katzen mit kongestivem Linksherzversagen ist das LA
gewohnlich vergrofert und ein Lungenddem ist anhand eines interstitiellen
und/oder alveoldren Musters zu erkennen. Im Gegensatz zu Hunden kann dieses
allerdings verstreut und mehr ventral auftreten. Katzen im kongestiven
Linksherzversagen konnen einen Pleuralerguss entwickeln, der sich ebenfalls

rontgenologisch darstellt (KITTLESON, 2005).

4.5.3. Echokardiographie

Aufgrund des geringen Fortschritts der HCM-Forschung auf genetischer Basis,
stellt die Echokardiographie derzeit das Mittel der Wahl in der HCM-Diagnostik
dar (HAGGSTROM, 2006). Um die Standardschnitte gemiB den humanen
Echokardiographienormen zu erhalten, werden die Katzen in rechter Seitenlage
fiir die rechts parasternale Lings- und Kurzachse und in linker Seitenlage fiir die
linke apikale Sicht geschallt (FOX er al., 1995; GOTTDIENER et al., 2004;
TAJIK et al., 1978). Aufgrund der Heterogenitit der HCM, d.h. aufgrund der
heterogenen asymmetrischen Hypertrophieformen, die bei der felinen HCM
existieren, sollten die Standardmessungen der diastolischen Wanddicken in

mehreren zweidimensionalen Ebenen gemessen werden, wobei die am breitesten
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gemessene Region zdhlt. Mit M-Mode-Messungen konnen regionale
Hypertrophien iibersehen werden (HAGGSTROM, 2006; KITTLESON, 2005).
Die obere Grenze der linksventrikuldren enddiastolischen Wanddicke bei
herzgesunden Katzen wird traditioneller Weise bei 5,5 mm gesetzt. Bei einer
Wanddickenmessung von iiber 6 mm wird von einer konzentrischen
Hypertrophie ausgegangen (FOX et al., 1995; KITTLESON, 1998b). Die
Einteilung in Schweregrade erfolgt bisher subjektiv, fiir eine hochgradige HCM
spricht unter anderem eine Vergroferung des LA (KITTLESON, 2005).
MACDONALD und Mitarbeiter (2006b) publizierten im Rahmen einer
pharmakologischen Studie Messwerte, nach welchen eine Unterscheidung der
HCM-Erkrankungsstadien mild, mittelgradig und hochgradig getroffen wurde.
Demnach erfolgte die Einteilung des Schweregrades der HCM nach folgenden
enddiastolischen Messwerten im Septum (IVSd) und/oder der linksventrikuldren
freien Wand (LVPWd): mild = 6 - 7 mm, mittelgradig = 7,1 - 8 mm, hochgradig
> 8,1 mm (MACDONALD et al., 2006b). In Abbildung 13 ist das Herz einer
hochgradig an HCM erkrankten Katze in der rechts parasternalen Lingsachse zu
sehen, wihrend in Abbildung 14 die Kurzachse in der Enddiastole und

Endsystole dargestellt ist.

Herzens einer Katze mit hochgradiger HCM. Zu sehen sind eine generalisierte
Verdickung des Septums sowie der linken freien Wand und eine Verdickung der
Papillarmuskeln im linken Ventrikel. Im vergroferten linken Atrium befindet
sich ein Thrombus.
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Abbildung 14: Kurzachse auf Hohe der Papillarmuskelebene; a) Enddiastole:
Hypertrophie des Septums und der freien Wand und deutliche Hypertrophie der
Papillarmuskeln ; b) Endsystole: endsystolische Kammerobliteration.

Die echokardiographischen Messungen werden bei Hunden normalerweise mit
der Korpermasse korrigiert, bei Katzen geht man bei den enddiastolischen
Messwerten aber von einem vernachlédssigbaren Einfluss des Korpergewichts aus.
Daher fithrt man bei Katzen keine Anpassung an das Korpergewicht durch
(HAGGSTROM, 2006). Da Maine-Coon-Katzen im Allgemeinen schwerer als
normale Hauskatzen sind, wurden in einer Studie Referenzwerte fiir M-Mode-
Messungen speziell fiir gesunde adulte Maine-Coon-Katzen erstellt, welche sich
von den Werten bei Hauskatzen teilweise unterschieden (DROURR et al., 2005).
Die von DROURR und Mitarbeitern (2005) erstellten Referenzwerte sind in
Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Vergleich der M-Mode-Echoparameter und des Gewichts zwischen
Maine-Coon-Katzen und Hauskatzen nach (DROURR et al., 2005); SD =
Standardabweichung, n = Anzahl der Tiere, LVIDd = diastolischer
linksventrikuldrer innerer Durchmesser, LVIDs = systolischer linksventrikulédrer
innerer Durchmesser, LVPWd = enddiastolische Wanddicke der Hinterwand,
LVPWs: endsystolische Wanddicke der Hinterwand, IVSd = enddiastolische
Wanddicke des Septums, IVSs = endsystolische Wanddicke des Septums, Ao =
Durchmesser der Aorta, LA/Ao = Verhiltnis Linkes Atrium/Aorta, %FS =
rozentuale Verkiirzungsfraktion.

Maine Coon (n=105) Hauskatze (79)

Parameter Mittelwert + SD Mittelwert + SD
LVIDd (cm) 1,85+ 0,21 1,5+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+1,3 4,7+1,2
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Ein weiteres Indiz fiir eine HCM stellt die Priasenz von SAM dar, wobei das
septal gelegene Mitralklappensegel in den linksventrikuldren Ausflusstrakt
gezogen wird. Dadurch kommt es zu einer dynamischen Subaortenstenose.
Dieses Phianomen kann oft schon im zweidimensionalen Bild erkannt werden.
Mit der Farbdopplerechokardiographie konnen die mit SAM assoziierten
himodynamischen ~Abnormalititen in der Form eines Jets in den
linksventrikuldren Ausflusstrakt und nicht zwangsldufig aber meistens, eines
Insuffizienzjets in den linken Vorhof dargestellt werden (Abbildung 15). Mit der
Spektraldopplerechokardiographie kann der Druckgradient iiber der Region der

dynamischen Subaortenstenose ermittelt werden, welcher mit dem Schweregrad

des SAMs korreliert.

Abbildung 15: Darstellung des SAM-Phédnomens mittels Farbdoppler.

Zudem kann SAM auch mittels der M-Mode-Einstellung dargestellt werden, was
sich aufgrund der GroBe der Katzenherzen aber schwieriger gestaltet. Nicht alle
an HCM erkrankten Katzen weisen diese abnormale Bewegung der Mitralklappe
auf. Manche Katzen konnen dieses Phénomen jedoch schon vor dem
Vorhandensein einer sichtbaren Wandhypertrophie zeigen, wenn deren
Papillarmuskeln entweder zu dick oder zu lang sind (KITTLESON, 2005).
Letzteres ist oft das erste und manchmal auch das einzige Anzeichen einer HCM

und stellt fiir den Untersucher eine grofle Herausforderung dar (ADIN & DILEY-
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POSTON, 2007; KITTLESON, 2005). ADIN und DILEY-POSTON (2007)
verwendeten in einer Studie verschiedene Messungen der Papillarmuskelgrofe in
der rechts parasternalen Kurzachse auf Hohe der Papillarmuskelebene und
konnten einen signifikanten GroBenunterschied der Papillarmuskeln zwischen
herzgesunden und an HCM erkrankten Katzen zeigen. Die grofite Heraus-
forderung fiir den untersuchenden Kardiologen stellt bei Zuchtuntersuchungen
die Entscheidung dar, ob eine Katze noch als herzgesund oder als ,,equivocal*
(grenzwertig fir HCM) eingestuft wird. Bei im Grenzbereich liegenden
Messwerten oder Papillarmuskelgroen sollen von ziichterischer Seite derzeit
laut HAGGSTROM (2006) die in Tabelle 3 ersichtlichen Zuchtempfehlungen

beriicksichtigt werden:

Tabelleﬂ 3: Zuch!;pmpfehlungen fiir ,,equivocal® befundete Katzen, modifiziert
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 beide

Elternteile nicht mit bekannten HCM-Patienten
ndher verwandt sind. Ein Elternteil sollte
herzgesund sein. Die Wurfgeschwister sollten bis
zum sicheren Ausschluss der Erkrankung nicht
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 Relaxation des Herzmuskels und die
diastolische Dysfunktion das Hauptproblem der Erkrankung dar, welches
letztendlich zum Herzversagen fithrt (BRIGHT et al., 1999; GAVAGHAN et al.,
1999). Die momentan beste Moglichkeit zur Einschidtzung der diastolischen
Funktion des Herzens besteht im Gewebedoppler (CHETBOUL et al., 2006;
MACDONALD et al., 2006a). Da konventionelle Ultraschallmethoden nur
indirekt iiber morphologische Verdnderungen, veridnderte Flussprofile oder
Druckverhiltnisse auf eine gestorte Herzmuskelfunktion schlieBen lassen, kann

anhand der Gewebedopplermethode (TDI) die Myokardfunktion direkt beurteilt
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werden. TDI hat sich in der Humanmedizin als eine der sensitivsten und
spezifischsten Methoden fiir eine nicht invasive Beurteilung der diastolischen
Dystunktion herausgestellt (SOHN ez al., 1997). Mittels den TDI-Messgroflen
TVI (Tissue Velocity Imaging), Strain (Verformung des Myokards) und Strain
Rate (Verformungsrate) konnen Funktionsstorungen des Herzmuskels, wie sie
bei der HCM auftreten sensitiv und differenziert beurteilt werden. In zwei
Dissertationsschriften wurden hierzu fiir die Katze spezifische Referenzwerte
erstellt und unterschiedliche Analyseverfahren anhand von groien Fallzahlen
bewertet (SCHILLER, 2007; WAGNER, 2006). Zumeist wird die diastolische
Dysfunktion mit der Messung der friihdiastolischen Geschwindigkeit am
Mitralannulus (Em) beurteilt und ist bei Katzen mit HCM im Vergleich zu
herzgesunden Katzen reduziert. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die
isovolumische Relaxationszeit bei Katzen mit HCM verlidngert ist. Katzen mit
HCM zeigen nicht nur eine diastolische, sondern auch eine systolische
Dysfunktion (GAVAGHAN et al., 1999; KOFFAS et al., 2006). In einer am
Kardiologie-Service der Medizinischen Kleintierklinik, Lehrstuhl fiir Innere
Medizin der kleinen Haustiere und Heimtiere der Tierdrztlichen Fakultit der
Ludwig-Maximilian-Universitit Miinchen, durchgefiihrten Studie nahmen die
Werte der friihdiastolischen E-Welle der Gewebegeschwindigkeit wie auch der
Strain Rate bei an HCM erkrankten Katzen mit zunehmendem Schweregrad im
Vergleich zu herzgesunden Katzen signifikant ab (SARKAR et al., 2007). In
einer Gewebedopplerstudie bei fiir die A31P-Mutation im MYBPC3-Gen positiv
getesteten Phinotyp-negativen und positiven Maine-Coon-Katzen konnte gezeigt
werden, dass die diastolische Dysfunktion eine friilhe Abnormalitit im Rahmen
der HCM vor Eintritt einer Muskelhypertrophie darstellt. Dennoch war diese
Methode nicht sehr sensitiv fiir die Erkennung von Genotyp-positiven Katzen mit

herzgesundem Phénotyp (MACDONALD et al., 2007).

4.5.4. Magnetic Resonance Imaging

Magnetic Resonance Imaging (MRI) wird in der Humanmedizin erfolgreich zur
Untersuchung der kardialen anatomischen Einheiten und kardialen Funktion
eingesetzt. Die Quantifizierung der linksventrikuldren Masse betreffend, kann der
MRI-Technik nicht nur beim Menschen, sondern auch bei Katzen ein hoheres
Mal an Genauigkeit zugerechnet werden (DEVLIN et al., 1999; MACDONALD

et al., 2005a). Zudem kann in der Humanmedizin die diastolische Dysfunktion
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ebenfalls mit der MRI-Technik beurteilt werden. Wihrend mit der TDI-Technik
signifikante Unterschiede der Em zwischen herzgesunden und an HCM
erkrankten Katzen gefunden werden konnten, war dies bei der derselben Kohorte
mittels MRI-Technik nicht moglich (MACDONALD et al., 2006a). In der
Humanmedizin wird die MRI zudem zur Beurteilung des Bindegewebsanteils im
Myokard mittels Kontrastmittelanreicherung herangezogen, jedoch konnten auch
mit dieser Technik keine signifikanten Unterschiede zwischen herzgesunden und
an HCM erkrankten Katzen dargestellt werden (MACDONALD et al., 2005b;
MCCROHON et al., 2003; VARGHESE & PENNELL, 2004).

4.5.5. Andere Ursachen fiir Myokard-Hypertrophie

Die hédufigsten Ursachen einer sekundidren Hypertrophie des Myokards bei der
Katze sind Hyperthyreose und systemischer Bluthochdruck. Wenn keine
Moglichkeit besteht, den systemischen Blutdruck zu evaluieren, sollten
Niereninsuffizienz und Hyperthyreose als mogliche Ursachen von systemischem
Bluthochdruck ausgeschlossen werden (KITTLESON, 2005). Selten konnen
infiltrative Geschehen einer konzentrischen Hypertrophie gleichen. Bisher konnte
in dieser Kategorie erst ein Fall in Form eines Lymphoms als Ursache einer
infiltrativen Kardiomyopathie bei der Katze beschrieben werden (BRUMMER &
MOISE, 1989). Weiterhin konnen Katzen mit Akromegalie eine schwerwiegende
konzentrische Hypertrophie des LV aufweisen (PETERSON et al., 1990). Eine
Erh6hung des somatotropen Hormons war aber in einer Studie bei 60 % der
Katzen mit HCM vorhanden (KITTLESON et al., 1992). Ob die Erhohung des
somatotropen Hormons die Ursache einer HCM sein kann ist nicht bekannt
(KITTLESON, 1998b). Katzen, die an der x-chromosomal vererbten felinen
muskuldren Dystrophie leiden, welche der humanen ,,Duchenne muscular
dystrophy*“ (DMD) entspricht, zeigen ebenfalls ein verdicktes, allerdings
hypoechoisches Myokard und verdickte Papillarmuskeln (GASCHEN et al.,
1999). Eine weitere vielleicht derzeit noch unterschitzte Differentialdiagnose zur
HCM kann wie beim Menschen die Glykogenspeicherkrankheit sein. Die
Glykogenspeicherkrankheit Typ IV wurde vor kurzem als autosomal rezessiv
vererbte Erkrankung bei der Norwegischen Waldkatze beschrieben. Hierbei kann
sich Glykogen in den Myozyten ablagern und dem Phénotyp einer HCM &dhneln
(FYFE et al., 2007). Echokardiographische Fehleinschitzungen der Wanddicken

konnten bei Katzen mit alternierendem Hydratationsstatus nachgewiesen werden.
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Bei vier von zehn dehydrierten Katzen wurden in einer Studie die diastolischen
Wanddicken mit > 6 mm gemessen (Pseudohypertrophie). Eine Dehydratation
kann dem zufolge eine Kammerwandhypertrophie vortduschen und zu

Fehldiagnosen fithren (CAMPBELL & KITTLESON, 2007).

4.5.6. Gentests

Fiir die A31P- und die A74T-Mutation bei Maine-Coon-Katzen sowie fiir die
C820T-Mutation bei Ragdoll-Katzen im MYBPC3, werden von kommerziellen
Laboratorien Gentests angeboten. Die kommerziellen Laboratorien benotigen fiir
den Gentest lediglich eine Blutprobe in Form von EDTA-Blut oder einen
Backenabstrich, der mit einer vom Labor erhiltlichen speziellen Biirste vom
Besitzer selbst durchgefiihrt werden kann. Fiir den DNA-Test wird zunéchst aus
einer Blutprobe oder den Backenschleimhautabstrichen die DNA der Katze
isoliert. Mittels PCR wird dann das betroffene Gen millionenfach vervielfiltigt
und anschliefend wird automatisch mit Hilfe eines Genetic Analyzers die
Erbsequenz gelesen. Somit kann die Mutation auf direktem Weg mit sehr hoher
Testsicherheit nachgewiesen werden (LABOKLIN, 2007). Angaben iiber die

klinische Validitit dieser Tests existieren bisher nicht.
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V. Material und Methodik

1. Material

In die Studie wurden prospektiv 198 Katzen aufgenommen. Die Katzen waren
Patienten der Medizinischen Kleintierklinik, Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen, oder gesunde Katzen im Privatbesitz, die an regelmidBigen HCM-

Screenings teilnahmen.

1.1. Alters- und Geschlechtsverteilung
Das Alter der Katzen lag bei Vorstellung in der Klinik im Mittel bei 75,5

Monaten mit einer Spanne von 3 - 216 Monaten (Median 67 Monate). Das in die
Kalkulation einbezogene Alter entsprach dem Alter der Katzen bei Erstdiagnose.
Aufgrund der Tatsache, dass Katzen erst im spiteren Alter HCM entwickeln
konnen, wurden alle herzgesunden weiblichen Katzen im Alter unter 36 Monaten
und alle herzgesunden ménnlichen Katzen im Alter unter 24 Monaten gesondert
in eine Gruppe ,,jung & herzgesund* eingeteilt. Die Einteilung in oben genannte
Altersgruppen erfolgte anhand der in der Literatur beschriebenen Altersangaben,
wann erste sonographische Anzeichen einer HCM erkennbar sind. Demnach
beschreibt KITTLESON (1996, 1999, 2005), dass bei den meisten betroffenen
Maine-Coon-Katzen die HCM im ersten Lebensjahr nicht echokardiographisch
prasent ist. Bei miannlichen Maine Coons treten erste deutliche
echokardiographische Veridnderungen jedoch bereits ab dem zweiten Lebensjahr
auf. Weibliche Tiere tendieren dazu, die HCM erst spiter zu entwickeln. Zumeist
manifestiert sich die HCM bei weiblichen Maine Coons im Alter von drei Jahren.
Bei grenzwertig eingestuften und zu jungen Katzen wurde der Herzultraschall
nach einem Jahr wiederholt. In diesen Fillen =zidhlte das Alter der
Zweituntersuchung. Die Studienpopulation setzte sich aus 95 minnlichen und

103 weiblichen Tieren zusammen.

1.2. Rassen

Im Rahmen des HCM-Screening-Programms wurden 115 reinrassige Maine-
Coon-Katzen in die Studie aufgenommen. Die Katzen wurden zunichst
phénotypisiert und anschlieBend dem Genotyp beziiglich der SNPs (A31P und
A74T im MYBPC3) zugeordnet. Zusitzlich wurden an HCM erkrankte Katzen

anderer Rassen (AR), in die Studie einbezogen, um bei diesen ebenfalls
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Vorkommen und Haufigkeit der als Main Coon-spezifisch geltenden SNPs zu
evaluieren. Fiir die herzgesunde Kontrollgruppe beziiglich der AR konnten 21
vorberichtlich gesunde Katzen aus Privatbesitz phino- und genotypisiert werden

(Tabelle 4).

Tabelle 4: Patientengut: alle untersuchten Rassen exklusive Maine Coons
wurden der Gruppe ,,andere Rassen* (AR) zugeteilt. MC = Maine Coon, NWK =
Norwegische Waldkatze, EKH = Europiisch Kurzhaar.

AR

Rasse MC NWK Perser EKH Andere

Anzahl 115 20 11 49 2

2. Methoden

Die Phinotypisierung erfolgte an der Medizinischen Kleintierklinik, LMU
Miinchen, Abteilung fiir Kardiologie, unter der Leitung von Dr. Gerhard Wess.
Alle Laborarbeiten wurden, falls nicht anders angegeben, im Forschungslabor der
Medizinischen Kleintierklinik der LMU Miinchen unter Leitung von Dr. Karin
Weber, Institut fiir Tierphysiologie, durchgefiihrt. Die statistische Betreuung
erfolgte durch das Stablab Miinchen, Institut fiir Statistik der LMU Miinchen,
unter der Anleitung von Herrn Prof. Dr. Kiichenhoff und Frau Monja Mahling.

2.1. Phéanotypisierung der Katzen

Zur Phanotypisierung  wurden die Katzen jeweils einer kompletten
kardiovaskuldren = Untersuchung unterzogen. AnschlieBend wurde die
Studienpopulation in die Phédnotyp-Gruppen ,,adult & herzgesund* (ménnliche
Tiere > 24 Monate und weibliche Tiere > 36 Monate), ,,HCM*, ,,equivocal* und
,jung & herzgesund* (ménnliche Tiere < 24 Monate und weibliche Tiere < 36

Monate) unterteilt.

2.1.1. Anamnese und klinische Untersuchung

Bei jeder Katze erfolgte eine komplette Anamnese hinsichtlich des Auftretens
von HCM in der Familie und hinsichtlich fritherer Erkrankungen der Katze. Den
Besitzern wurden gezielt Fragen {iiber Auftreten von plotzlichem Herztod,
Linksherzversagen oder HCM bei verwandten Tieren gestellt. Von allen
Rassekatzen = wurde eine Kopie des Stammbaums fiir  spitere

Stammbaumanalysen einbehalten. Jede Katze wurde komplett klinisch
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untersucht, besonderer Wert wurde dabei auf das Herz-Kreislaufsystem gelegt.
Zusitzlich erfolgte bei jeder Katze eine Palpation der Schilddriisengegend. Bei
einer palpierbaren hypertrophierten Schilddriise wurde der Laborparameter T4
eingeleitet, ebenso bei Katzen mit Verdacht oder Anzeichen einer Hypertrophie
des Herzmuskels ab einem Alter von iiber 3 Jahren zum Ausschluss einer
Hyperthyreose. Als Referenzbereich von T4 wird in der Medizinischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen ein Wert zwischen

12 und 37 nmol/l angesehen.

2.1.2. Blutdruckmessung

Mit dem Geriit ,,Ultrasonic Doppler Flow Detector* (Parks Medical Electronics,
Aloha, Oregon, USA) wurde bei allen Studienpatienten mit Verdacht oder
Anzeichen einer Hypertrophie des Herzmuskels eine nicht invasive
Blutdruckmessung durchgefiihrt. Die Messung wurde bei jedem Patienten
viermal wiederholt. Ein systolischer Blutdruck von weniger als 160 mmHg

wurde als physiologisch angesehen.

2.1.3. Echokardiographie

Bei allen Studienpatienten wurde ein Herzultraschall mit dem Gerit Vivid 7 (GE
Medical Systems, Horten, Norway) unter Verwendung einer 7,5 MHz-
Sektorschallsonde durchgefiihrt. Die Ultraschalluntersuchung erfolgte unsediert
jeweils in rechter und linker Seitenlage auf einem Plexiglastisch. Wihrend der
Ultraschalluntersuchung zeichnete dasselbe Gerdt ein einkanaliges EKG
(Ableitung II) auf. Bei jeder Katze wurden Standardschnittebenen aufgenommen
(KITTLESON, 1998a). Die Standardaufnahmen beinhalteten die rechts
parasternale Kurzachse und Lingsachse sowie das links apikale und links
kraniale Sichtfenster. Die Standardmessungen erfolgten im zweidimensionalen
Bild mit der Bestimmung der enddiastolischen Wanddicke des Septums (IVSd)
und der linksventrikuldren freien Wand (LVPWd) sowie des enddiastolischen
inneren Durchmessers des linken Ventrikels (LVIDd) unterhalb der
Mitralklappen. Das LA und der Querschnitt der Aorta (Ao) wurden auf Hohe der
Herzbasis dargestellt und anschlieBend der Durchmesser von LA und Ao
gemessen. Zudem wurde nachfolgend das Verhiltnis LA/Ao kalkuliert. Als HCM
wurde eine enddiastolische Wanddicke ab 6 mm und/oder das Vorhandensein

einer deutlichen Papillarmuskelhypertrophie angesehen. Der Bereich zwischen
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5,5 mm und 5,9 mm wurde als ,,equivocal (Grauzone zwischen normaler
Wanddicke und als hypertrophiert geltender Wanddicke) angesehen, ebenso eine
geringgradige Papillarmuskelvergroferung. Die Beurteilung der
Papillarmuskelgrofe erfolgte subjektiv. Zusitzlich erfolgte eine Einteilung in
Schweregrade der HCM. Dazu wurden die Messungen der enddiastolischen
Wanddicke an der breitesten Stelle im IVSd oder LVPWd in der rechts
parasternalen Kurzachse und Léngsachse im zweidimensionalen Bild
herangezogen. Bei Messwerten zwischen 6 mm und 6,5 mm wurden die Katzen
in den Schweregrad ,,milde’ HCM* eingeteilt, bei 6,5 mm bis 7 mm galt die
HCM als ,,moderat”. Lag die Wanddicke im IVSd und/oder LVPWd in einem
Bereich iiber 7 mm, so wurde dies als ,,hochgradige* HCM befundet. Auch bei
einem Verhdltnis von LA/Ao iiber 1,5 mit verdickten Kammerwinden und/oder
einer endsystolischen Kammerobliteration wurde von einer hochgradigen HCM
ausgegangen. Eine Beurteilung des Blutflusses iiber den Herzklappen fand
mittels Farbdopplerechokardiographie statt, um auf Regurgitationen oder
Turbulenzen riickzuschlieBen. Mittels PW-Doppler und CW-Doppler wurden die
Blutflussgeschwindigkeiten iiber Aorten- und Pulmonalklappe sowie die Mitral-
und Trikuspidaleinflussprofile gemessen. Bei Vorhandensein von Insuffizienzjets
erfolgte eine genaue Beurteilung der Jetgeschwindigkeit mittels PW- und CW-
Doppler.

2.1.4. Einschlusskriterien

Alle in die Studie aufgenommenen Maine-Coon-Katzen waren reinrassig.
Letzteres wurde durch Einsicht in die Papiere inklusive Stammbaum und durch
eine eindeutige Identifizierung (Ablesung von Chip oder Tatowierung) des Tieres
gewihrleistet. Der Herzultraschall wurde bei jedem Studienpatienten von dem
erfahrenen Kardiologen (Dr. Gerhard Wess) durchgefiihrt. Beziiglich der
phéanotypisch herzgesunden Kontrollgruppe (Gruppe: ,,adult & herzgesund*)
wurden nur ménnliche Tiere, die ilter als 24 Monate und weibliche Tiere, die
dlter als 36 Monate waren, in die statistischen Berechnungen, die
Privalenzbestimmung sowie die Berechnungen fiir Schitzwerte der klinischen

Validitét der beiden Gentests einbezogen.
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2.1.5. Ausschlusskriterien

Ein Ausschluss aus der Studie erfolgte bei Katzen mit Uberfunktion der

Schilddriise oder systemischer Hypertonie.

2.2. Genotypisierung der Katzen

Zur Genotypisierung der Katzen erfolgte eine Untersuchung von herzgesunden
und herzkranken Maine-Coon-Katzen sowie verschiedenen anderen Katzenrassen
auf die bei Maine Coons bekannten SNPs (A31P- uns A74T) im felinen kardialen
MYBPC3-Gen.

2.2.1. Isolierung und quantitative Bestimmung feliner DNA

Die feline genomische DNA wurde mittels eines kommerziell erhiltlichen Test
Kits: QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) aus Leukozyten von
frischem oder bei -80 °C tiefgefrorenem EDTA-Blut gewonnen. Die DNA-
Isolierung erfolgte unter der Anwendung des folgenden Standardprotokolls der
Firma Qiagen (Hilden, Germany). 20 ul Protease K® wurden in ein 1,5 ml
Mikrozentrifugenrohrchen pipettiert. Dazu wurden 200 ul EDTA-Blut und 200 ul
Puffer AL® hinzu gegeben und 15 sec mit dem Vortex-Mixer gemischt, um die
DNA aus den Zellen zu 16sen. Es folgte eine Inkubation des Gemisches fiir 10
min bei 56 °C und danach eine Zentrifugation fiir 9 sec bei maximaler
Geschwindigkeit. Nun wurden der Probe 200 ul Ethanol (96 %) hinzugefiigt, und
die Probe wiederum mit dem Vortex-Mixer gemischt und anschlieBend bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Als nachfolgender Schritt wurde eine
QIAamp Spin Column® in ein 2 ml Sammelrdhrchen platziert, und das
Flissigkeitsgemisch auf zwei Teile in die Spin Column gegeben und jeweils bei
8000 rpm fiir 1 min zentrifugiert, damit sich die DNA auf dem Filter binden
konnte. Die abzentrifugierte Fliissigkeit wurde verworfen, um in die Spin
Column 500 pl Puffer AWI® zu geben und diese wiederum bei 8000 rpm fiir 1
min zu zentrifugieren und die gebundene DNA von ihren Restbestandteilen zu
waschen. Nun wurde die sich im Sammelrohrchen befindende Fliissigkeit
ebenfalls verworfen und die Spin Column mit 500 pl Puffer AW2® gefiillt und
fiir 3 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Das Zentrifugat dieses Schrittes wurde
wiederum verworfen. Die Zentrifugation wurde bei 14000 rpm fiir 1 min erneut
durchgefiihrt. Die Spin Column wurde anschlieBend in ein neues 1,5 ml

Sammelrohrchen gegeben. Die sich auf dem Filter befindende DNA mit dem
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Puffer AE® wurde 1 min lang inkubiert und anschlieBend mit dem
Zentrifugationsvorgang fiir 1 min bei 8000 rpm vom Filter gelost und zusammen
mit dem Puffer AE® im Sammelrdhrchen aufgefangen. Die mit Puffer AE®
versechene DNA wurde direkt im Anschluss auf Konzentration und Reinheit
mittels photometrischer Messung bei Wellenldingen von 260 nm und 280 nm

bestimmt und bei -20°C gelagert (QIAGEN, 2003).

2.2.2. Primerauswahl

Die Konstruktion der Primersequenzen fiir das Exon 2 des felinen MYBPC3
erfolgte an homologen Sequenzen von Mensch, Maus, Hund, Ratte und Rind
(felines MYBPC3-Transkript: Ensembl ID ENSFCAT 00000002530). Der GC-
Anteil sollte hierbei relativ hoch sein. Die Schmelztemperatur (Tm) der beiden
Primer musste in einem dhnlichen Bereich liegen. Zur Tm-Berechnung wurde der
,oligo-calculator der Firma Metabion GmbH (Martinsried, Germany,
www.metabion.com/biocalc/index.html) herangezogen. Es wurde jeweils ein
Vorwirts- und ein Riickwirtsprimer konstruiert (Tabelle 5), so dass das PCR-
Produkt eine Grofle von 260 Basenpaaren (bp) erreiche. Letzteres stellt eine
optimale Linge fiir das anschlieBende Sequenzieren dar. Die Herstellung der

Primer erfolgte durch die Firma Metabion GmbH (Martinsried, Germany).

Tabelle 5: Primerauswahl

Vorwirtsprimer: 5’-AGT CTC AGC CTT CAG CAA GAA GCC-3°

Riickwirtsprimer: 5’-GGT CAA ACT TGA CCT TGG AGG AGC C-3’

2.2.3. Polymerasekettenreaktion

Im néchsten Schritt wurden die gesuchten Sequenzen einer vorberichtlich auf die
MYBPC3-Mutation negativ, zweier heterozygot und einer homozygot getesteten
Maine-Coon-Katzen mittels Polymerase Chain Reaction (PCR) unter
Verwendung des Geriites Mastercycler® (Eppendorf, Hamburg, Germany)
amplifiziert. Fiir die Durchfiihrung der PCR erfolgte die Anwendung des
folgenden Standardprotokolls der Firma Qiagen (Hilden, Germany). Zunichst
wurden die DNA-Proben so verdiinnt, dass jedes Reaktionsgemisch weniger als 1
pug genomische DNA enthielt. Hierbei erfolgte eine Verdiinnung der mit Puffer

AE® versetzten DNA-Proben in einem Verhiltnis von 1:49 mit Aqua bidestillata.
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AnschlieBend folgte die Herstellung eines Reaktionsgemisches auf Eis unter
Verwendung des Taq PCR Master Mix® (Qiagen, Hilden, Germany) laut
Empfehlung des Herstellers. Die in Tabelle 6 aufgefiihrten Reagenzien wurden
nacheinander in PCR Tubes® (Eppendorf, Hamburg, Germany) pipettiert.
Schlielich konnte eine PCR unter Optimierung der Tm und der Anzahl der
Zyklen ebenfalls laut Empfehlung des Herstellers mit in Tabelle 7 aufgefiihrten
Reaktionsschritten durchgefiihrt werden (QIAGEN, 2002).

Tabelle 6: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsgemisches.

Komponente Volumen/Reaktion
Taq PCR Master Mix® 50 ul
Vorwirtsprimer 20 ul
Riickwirtsprimer 20 ul

Aqua bidestillata Sul

DNA 1:49 verdiinnt Sul

Totalvolumen 100 ul

Tabelle 7: Reaktionsschritte der PCR und Programmierung des Cyclers.

Reaktionsschritt Zeit Temperatur

Initiale Denaturierung | 3 min 94°C

3-step cycling:

Denaturierung 1 min 94°C D

Annealing 30 sec 60°C 30
Zyklen

Extension 1 min 72°C

Finale Extension 10 min 72°C

Kiihlung 4°C

2.2.4. Qualitative Bestimmung der PCR-Produkte

Die Qualitit der PCR-Produkte wurde mittels Agarosegelelektrophorese im
Labor des Instituts fiir Tierphysiologie, LMU Miinchen, bestimmt. Dies erfolgte
unter Herstellung eines 1-%igen Agarosegels aus 0,5 g Agarosepulver und 50 ml

TBE-Puffer. Die Losung wurde in der Mikrowelle mehrfach erwérmt, bis die
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Schlierenbildung stoppte. AnschlieBend erfolgte eine Abkiihlung auf 60°C. Der
Gellosung wurde 1 pl Ethidiumbromid (GIBCO BRL, Paisley, Grof3britannien)
beigefiigt und vermischt. Nun wurde die Gellosung unter Vermeidung von
Luftblasenbildung in die Spannungskammer gegeben und der Kamm zur
Taschenbildung auf die negative Seite der Kammer (schwarze Markierung) in die
Losung gesteckt werden. Nach 15 min wurde dem gehirteten Gel der Kamm
entzogen. Das Gel wurde anschlieBend mit TBE-Puffer iiberdeckt. Die
Herstellung des DNA-Leiter-Gemisches erfolgte mit 17 pul TBE Puffer, 1 pl
DNA-Leiter und 2 ul Farbstoff (6x Loading Dye, Promega, Madison, USA) unter
anschlieBender Vermischung auf einer Parafilmfolie. Nachfolgend wurden das
DNA-Leiter-Gemisch und das PCR-Produkt-Gemisch in die Geltaschen pipettiert
und die Spannungskammer auf 78 Volt fiir 40 min eingestellt. Das
Elektrophoreseergebnis konnte anschlieBend unter ultraviolletem Licht
dargestellt werden. Bei jeder PCR-Probe durfte nur eine Bande entstehen. Die
Wanderstrecke des PCR-Produktes wurde anhand des DNA-Leiters, der als

Referenz diente, beurteilt und musste bei 260 bp enden.

2.2.5. Reinigung der PCR-Produkte

Um das PCR-Produkt sequenzieren zu konnen, musste es vorher aufgereinigt
werden. Hierzu wurde das MinElute PCR Purification Kit® (Qiagen, Hilden,
Germany) angewandt und die Reinigung der Produkte laut Herstellerprotokoll
durchgefiihrt. Es wurden 500 ul Puffer PBI® zu 100 pul PCR-Produkt-Gemisch
pipettiert. AnschlieBend wurde die MinElute Column® in das 2 ml Sammel-
rohrchen gegeben und das vorherige Gemisch in die MinElute Column® platziert.
Damit die DNA an den Filter bindet, wurde die sich im Sammelrohrchen
befindende Column bei 13000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Nach der Verwerfung
des Zentrifugats wurde die MinElute Column® nochmals in dasselbe
Sammelrohrchen gesetzt. Zur Reinigung der DNA von Restbestandteilen der
PCR, erfolgte eine Zugabe von 750 ul Puffer PE® direkt auf dem Filter.
AnschlieBend folgte eine erneute Zentrifugation des Rohrchens samt MinElute
Column® fiir 1 min bei 13000 rpm. Das Zentrifugat wurde im Anschluss noch
einmal verworfen und die MinElute Column® in ein sauberes 1,5
Sammelrohrchen platziert. AnschlieBend wurde, um die DNA aus dem Filter zu
16sen, 10 ul Puffer EB® in das Zentrum der Filtermembran gegeben und 10 min

inkubiert. Mittels Zentrifugation (13000 rpm fiir 1 min) konnte die DNA
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schlieBlich aus dem Filter gelost und im Sammelrohrchen aufgefangen werden

(QIAGEN, 2006).

2.2.6. Sequenzierung

Die Sequenzierung der gereinigten PCR-Produkte iibernahm die Firma Qiagen
(Hilden, Germany). Es wurde ein ,,single read* jeder Probe mit Vorwirts- und
Riickwirtsprimer durchgefiihrt. Um die Qualitit und Richtigkeit der
sequenzierten Einzelstringe zu iiberpriifen, wurden die Sequenzen der drei
Genotypen (GG, GC, CC beziiglich A31P) gegenseitig und mit der
verOffentlichten Sequenz von MEURS und Mitarbeitern (2005) sowie mit dem
humanen, bovinen und caninen Pendant verglichen

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

2.2.7. Real Time PCR mittels Primer-Probe-Assay

Die Detektion und die Allelunterscheidung der SNPs erfolgten unter Anwendung
des Tagman®-Prinzips. Die Real time quantitative PCR wird normalerweise zur
Quantifizierung von PCR-Produkten mittels Floureszenzsignalen herangezogen,
sie kann aber auch fiir andere Zwecke verwendet werden, z. B. Genotypisierung.
Hierzu bietet sich der Einsatz von so genannten FRET-Sonden an, welche vom
Forster resonance energy transfer (FRET)-Prinzip Gebrauch machen. Hierbei
wird ein Donor-Flourochrom (Reporter) angeregt, welches sodann seine Energie
an ein in ausreichender Néhe befindliches Akzeptor-Fluorochrom (bzw. einen
»dunklen Quencher) abgibt. Wird der Abstand zwischen Akzeptor und Donor
grofer, so nimmt FRET und somit das Fluoreszenzsignal des Akzeptors ab,
wihrend das des Donors zunimmt. Diese Methode zeichnet sich durch eine hohe
Spezifitdt aus. Beim Primer-Probe-Assay wird die Genotypisierung durch
komplementire DNA-Sonden nach dem FRET-Prinzip vorgenommen, hier
wurde speziell das TagMan®-Prinzip angewandt. Die TagMan®-Sonde besitzt an
einem Ende einen Quencher und wird an ihrem anderen Ende mit einem
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff z. B. TAMRA oder FAM markiert. Durch die Taqg-
Polymerase, die zusitzlich Enukleaseaktivitit besitzt, wird die Sonde wéhrend
der Synthese des Gegenstranges am 5'-Ende abgebaut, wodurch sich Quencher
und Fluorophor voneinander entfernen. Dadurch kann eine steigende Reporter-
Fluoreszenz gemessen werden. Eine bildliche Darstellung des Taqman®—Prinzips

ist in Abbildung 16 gegeben.
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Abbildung 16: Tagman®-Prinzip (LIVAK et al., 1995)

Zur Genotypisierung der Katzen hinsichtlich der A31P- und A74T-SNPs wurde
ein kommerzieller Assay-by-Design-Service (Applied Biosystems, Foster City,
USA) genutzt, der sowohl Primer- und Sondendesign als auch Herstellung eines
fertigen Assaymixes mit Primer und Sonden in der richtigen Konzentration
iibernahm. Dieser TagMan® SNP Genotyping Assay enthilt zwei TaqMan®-
Reportersequenzen (Sonden) mit dem Farbstoff FAM fiir das Allel X und mit
dem Farbstoff VIC fiir das Allel Y. Durch den Zusatz eines ,,minor groove
binders“ (MGB) wird eine Erhohung der Tm erhalten, ohne dass die Sonde
verlidngert wird, wodurch es moglich wird, kiirzere Sonden zu gestalten. Letzterer
resultiert in groBeren Tm-Unterschieden zwischen passenden und unpassenden
Proben und garantiert eine genauere Allelunterscheidung. Zusitzlich sind im
TaqMan® SNP Genotyping Assay ein Vorwirtsprimer und ein Riickwiirtsprimer
zur Amplifikation der Interessensregion und ein nicht floureszierender Quencher
(NFQ) vorhanden, welcher ebenfalls eine genauere Detektion des Floureszenz-
signals gewihrleistet (AB, 2003). In Tabelle 8 und Tabelle 9 sind die
angewandten Reporter- und Primersequenzen des SNP Genotyping Assay Mix

fiur die SNPs A31P und A74T des felinen MYBPC3 ersichtlich.
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Tabelle 8: Reporter- und Primersequenzen des TalqMaln® SNP Genotyping Assay
Mix fiir den A31P-SNP; SNP-Lokalisation im Kodon 31 fettgedruckt.

Sonde VIC A31P: 5’-TGTCTCGGGCTCGAA-3’
Sonde FAM A31P: 5’-CTGTCTCGGCCTCGAA-3’
Vorwirtsprimer: 5’-GGCAGCCAGCAGCTCT-3
Riickwirtsprimer: 5’-GCCAGCGCACCTTTACTC-3’

Tabelle 9: Reporter- und Primersequenzen des TagMan® SNP Genotyping Assay
Mix fiir den A74T-SNP; SNP-Lokalisation im Kodon 74 fettgedruckt.

Sonde FAM A74T: 5’-CGTGGGCCCCACC-3’
Sonde VIC A74T: 5’-CGTGGGCCCCGCC-3
Vorwirtsprimer: 5’-CGAGGCACACTCTGACAGT-3’
Riickwirtsprimer: 5’- GAGGAGCCAGCGATGACT-3’

Der RT-PCR Master Mix wurde wie folgt hergestellt:

Bei jeder PCR erfolgte die Verwendung von 96-Loch-Mikrotiter-Platten (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Die DNA-Proben wurden so mit Aqua
bidestillata verdiinnt, dass sie insgesamt 1-20 ng genomische DNA enthielten.
AnschlieBend wurden jeweils 11,9 ul verdinnte DNA auf die 96-Loch-
Mikrotiter-Platte verteilt, wobei sechs Wells ohne DNA verblieben, und somit die
Negativprobe (NTC) darstellten. Zu jeder DNA-Probe mussten jeweils 0,625 ul
TagMan® SNP Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA)
und 12,5 pl TagMan Universal PCR Master Mix, No Amperase® (Applied
Biosystems, Foster City, USA), welcher die AmpliTaq Gold DNA Polymerase®
enthdlt, hinzu pipettiert werden. Nun wurde die RT-PCR und
Allelunterscheidung in folgenden Schritten mit dem Geridt Applied Biosystems
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA)
durchgefiihrt. Zunichst erfolgte ein ,,Pre-read run®, bei dem das Gerit kurzzeitig
auf 60°C erhitzte, dann folgten die Schritte der Amplifizierung und des ,,Post-
read runs (AB, 2003). Die Konditionen des PCR-Programms 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/Extension
AmpliTaq Gold

DNA Polymerase®
60°C 95°C 92°C 60°C 60°C
10 min 15 sec 1 min

Die Analyse der Floureszenzsignale erfolgte schlieBlich mit der ABI Prism
7300/7500 SDS Software® (Applied Biosystems, Foster City, USA). Mittels
dieser Software wurden die Floureszenzmessungen auf jedes einzelne Well der
96-Loch-Mikrotiter-Platte (Applied Biosystems, Foster City, USA), bezogen
kalkuliert. Mittels ABI Prism 7300/7500 SDS-Software® (Applied Biosystems,
Foster City, USA) konnte anschlieBend eine Allelunterscheidung getroffen
werden. Die unterschiedlichen Allele wurden in der Software je nach Farbstoff
farblich markiert. In Abbildung 17 ist die Zuordnung des Farbstoffes fiir die
jeweiligen Allele der zwei verschiedenen SNPs a) A31P und b) A74T ersichtlich.

a) M Well Inspector El
‘Wellz}
Sample Name: |
Use | Detector | Reporter | Quencher | Task | duantity Color
[T A_sme FAM (ruone) LInknic
™ |G s VIC {none) Unknown
r Clenit el
Pazzive Aelerence:
Add Detector... Remowe Cloze RO -
b)__ well inspeclor
Wells} Al
Sample Mame: |2, MC, herzgezund
use | Marker | petector | Reporter | ouencher | Task | Cotor |
¥ Mybp3_Kaize
Allel G ViC ([nane) Uniknicran
Aol C FAM  tone) urknown [
= Ot fell
Passive Reference:
Add Markes... | Add Dedectar... ] Remowe | Cloze I A0 >

Abbildung 17: Farbstoffzuordnung fiir a) SNP A74T: Allel G = VIC, Allel A =
FAM; b) SNP A31P: Allel G = VIC, Allel C = FAM.
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Um den Genotyp fiir jede Probe zu bestimmen, wurden die Allele mittels der
verwendeten Software in ein Diagramm mit zwei Achsen eingetragen (siehe
Abbildung 18). Die Triger des Wildtypallels (G/G) befanden sich bei unserer
Gruppierung unten rechts auf der X-Achse (rote Kreise), die homozygoten
Alleltrager (C/C bei A31P oder A/A bei A74T) der getesteten SNPs befanden
sich oben an der Y-Achse (blaue aufgestellte Quadrate). Die heterozygoten
Alleltriger (G/C bei A31P oder G/A bei A74T) waren mittig angeordnet (griine
Dreiecke). In der linken unteren Ecke wurden die Negativproben (NTC) als gelbe
Quadrate dargestellt, wihrend sich undeterminierte, also nicht erfolgreich
getestete Probanden, willkiirlich im Diagramm verteilten (Kreuz). Bei jedem
Probanden wurden zusitzlich die Spektren einzeln evaluiert (Abbildung 19). Erst
dann wurde das Ergebnis als glaubwiirdig angesehen. Insgesamt wurde nach der

Anleitung des Herstellers vorgegangen (AB, 2004).
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Abbildung 18: Allelunterscheidung in der ABI Prism 7300/7500 SDS-Software”
(Applied Biosystems, Foster City, USA); rote Kreise = homozygot fiir das
Wildtypallel (G/G); griine Dreiecke = heterozygote Tiere (G/C bei A31P oder
G/A bei A74T); blaue Quadrate = homozygote Mutationstriager (C/C bei A31P
oder A/A bei A74T); gelbe Quadrate = Negativproben; Kreuz = undeterminierte
Probe.
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Abbildung 19: Spektralleistung iiber die gesamte PCR-Dauer hinweg; Beispiel
eines fiir den A31P-Polymorphismus homozygot getesteten Probanden; griine
Linie = C-Allel mit Farbstoff VIC; rote Linie = G-Allel mit Farbstoff FAM;
blaue Linie = Schwellenwert; nur die griine Linie zeigt ein Floureszenzsignal
tiber dem Schwellenwert.

2.3 Auswirkung der A31P- und A74T-Polymorphismen auf das Protein
Mit dem Programm PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/index.html)

wurde die wahrscheinliche Auswirkung der Punktmutationen beziiglich einer
Schidigung des kodierten Proteins evaluiert. Das Programm bendtigt hierzu
lediglich die Proteinsequenz des betroffenen Gens im FASTA-Format, die
Kodoninformation und eine Information iiber die Aminosiduren (im Programm
PolyPhen als AA abgekiirzt), die durch die Mutation ausgetauscht werden, z. B.
Position 74, AA1 = A, AA2 =T (siehe Abbildung 20). Das Programm kalkuliert
hierbei die so genannten ,,PSIC scores* (,,position-specific independent counts*),
um eine Profilmatrix (,,profile score®) zu errechnen. Diese stellt ein
logarithmisches Verhiltnis der Wahrscheinlichkeit einer an einer bestimmten
Stelle auftretenden Aminosdure in das Verhiltnis zur Wahrscheinlichkeit, wenn
die Aminosdure an irgendeiner Stelle auftritt (Hintergrundfrequenz). PolyPhen
berechnet den absoluten Wert der Differenz der ,,profile scores beider getesteten
Allele. ,,PSIC score“-Differenzen zwischen 1,5 und 2 sagen aus, dass die Amino-
sdaurensubstitution moglicherweise eine Schidigung des Proteins verursacht, ein
Wert > 2 sagt aus, dass eine Proteinschidigung sehr wahrscheinlich ist

(RAMENSKY et al., 2002).
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QUERY DATA

Protein identifier (ACC or ID) from the SWALL database
OR

Amino acid sequence in FASTA format
>ENSFCATO0000002530 peptide:ENSFCAPOO000002328 LY

pep:NOVEL protein co&iﬁ& ............
MPEPGEEPVSLFSKEPRSVEVALSSSAVFEARTERSGVEVRNQRGESDISE
GTRHTLIVRDVGPADQGPYAVIAGS SKVEFDLEVIEAEKAEPVEGEPAPAPT

LTSTTEEEGGSPSPKGSSSRAPDGSGASDDPIGLFVMRPQDGEVTRGGSIﬂv]

s] | (2]

Position 74 Substitution AA1 A [v| AA2 | T v/

Description

| Submit Query . _. Check Status |

Abbildung 20: Ausschnitt aus dem Programm PolyPhen
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/index.html) unter Eingabe der Amino-
saurensequenz des MYBPC im Fasta-Format und Auswahl der Position der
Aminosdurensubstitution; hier als Beispiel: A74T.

2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit SPSS fiir Windows, Version 13,01 (SPSS

Inc., Chicago, USA) vorgenommen.

2.4.1. Privalenzbestimmung

Die geschitzte Privalenz (P) der Erkrankung errechnet sich wie in Formel 1
ersichtlich. Die Berechnung dieser Kennzahl erfolgte unter der Beriicksichtigung,
dass die untersuchten Tiere zufillig aus der Population herausgegriffen wurden
und nicht aufgrund von Symptomen in der Klinik vorgestellt worden sind. Hierzu
wurden die Maine-Coon-Katzen aus dem an der Medizinischen Kleintierklinik,
Abteilung fiir Kardiologie, durchgefiihrtem HCM-Screening-Programm
herangezogen. Katzen, die in die Gruppe ,,jung & herzgesund‘ (weibliche Tiere <
36 Monate und ménnliche Tiere < 24 Monate) eingeteilt wurden, konnten bei der
Berechnung der geschitzten Privalenz nicht beriicksichtigt werden, da sie nicht
als eindeutig herzgesund angesehen werden konnen. Ebenso wurden die
grenzwertigen Tiere aus der Gruppe ,.equivocal® hierbei nicht betrachtet. Die

Unsicherheit bei der Schitzung der wahren Privalenz wurde mittels eines 95 %
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KI ausgedriickt (sieche Formel 3). Das KI wurde unter dem Einschluss des

Standardfehlers (SE) wie in Formel 2 dargestellt, berechnet.

Formel 1: Geschitzte Privalenz (P); n = Anzahl der Tiere.

P =n Kranke / n aller Untersuchten

Formel 2: Berechnung des Standardfehlers (SE); T = SchitzgroBe, n = Anzahl
der Tiere.

SE(7)=N[ & (1-7)/n]

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

95% KI= T +(SEx 1,96)

2.4.2. Allelfrequenzbestimmung

Die Allelfrequenz stellt die prozentuale Haufigkeit eines Alles dar und wird in
der vorliegenden Studie in Prozent angegeben. Fiir die Allelfrequenzberechnung
wurden die Phéanotypgruppen (,,adult & herzgesund®, ,HCM®, ,.equivocal* und
,jung & herzgesund*) den Genotypgruppen (Wildtypallel: GG, heterozygot: G/C
bei A31P oder G/A bei A74T, homozygot: C/C bei A31P oder A/A bei A74T)
gegeniiber gestellt. Hierbei wurden Maine-Coon-Katzen und andere Rassen (AR)
separat betrachtet. Den Allelfrequenzen der verschiedenen Genotypen
entsprechend wurde das Alter der Tiere in Form von Mittelwert, Median,

Standardabweichung, Minimum und Maximum beschrieben.

2.4.3. Statistische Tests

Zum Vergleich der der Allelfrequenzen zwischen den Phédnotypgruppen wurde
der exakte Test nach Fischer durchgefiihrt. Das Erkrankungsrisiko bei
Vorhandensein eines jeweiligen Phidnotyps wurde mittels der Berechnung von

Odds Ratios eingeschitzt.
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2.4.3.1. Exakter Test nach Fisher

Zunachst wurde der exakte Test nach Fisher auf der 3 x 2-Tafel gerechnet. Dieser
wurde dem Chi-Quadrat-Test vorgezogen, da die Gruppenzahl zum Teil sehr
klein war. Hierbei sollte ermittelt werden, ob sich die Allelfrequenzen der
Gruppen ,,adult & herzgesund* und ,,HCM* signifikant unterschiedlich verhalten.

Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 gesetzt.

2.4.3.2. Odds Ratio

So wurden ORs im Falle des A31P-SNPs fiir die durch Zusammenfassung von
G/G + G/C (Genotyp: nicht HCM-assoziiert) versus C/C (Genotyp: HCM-
assoziiert) oder G/G (Genotyp: nicht HCM-assoziiert) versus G/C + C/C
(Genotyp: HCM-assoziiert) jeweils entstehenden 2 x 2-Tafeln (und dazugehorige
95 % Kls) bestimmt. In Tabelle 11 wird die oben beschriebene 2 x 2- Feldertafel
als Beispiel illustriert. Dabei wurde evaluiert, ob Katzen mit Mutation ein
hoheres Risiko hatten, an der HCM zu erkranken, als Katzen, die keine
Mutationstrager waren. Fiir den A74T-SNP wurden entsprechend die Allele G/G
+ G/A (Genotyp: nicht HCM-assoziiert) versus A/A (Genotyp: HCM-assoziiert)
oder G/G (Genotyp: nicht HCM-assoziiert) versus G/A und A/A (Genotyp:
HCM-assoziiert) zusammengefasst. Sobald aber im KI der Wert 1,0 enthalten ist,
wobei kein unterschiedliches Risiko zwischen den beiden Genotypgruppen an der

HCM zu erkranken bestiinde, reflektiert das OR keine statistische Signifikanz.

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

Genotyp: Genotyp:

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

2.4.4. Bestimmung der klinischen Validitit der Gentests

Die Schitzgrofien (ﬁ' ) der klinischen Validitit fiir beide Gentests bestehen aus
Sensitivitdt, Spezifitdt, positivem pradiktiven Wert (PPW) und negativem

pradiktiven Wert (NPW). Zur Berechnung dieser Werte wurden Tabelle 12 und
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die Formel 4-7 angewandt. T errechnet sich allgemein betrachtet der Formel 8.
T wurde zunichst fiir den Fall berechnet, wenn heterozygote (G/C oder G/A)
und homozygote (C/C oder A/A) Tiere als Gentest positiv betrachtet werden.
AnschlieBend wurde 7 fiir den Fall bestimmt, wenn nur homozygot getestete
Tiere als Gentest positiv betrachtet werden. Dabei wurden die Genotypen im
selben Schema wie bei der Berechnung des ORs zusammengefasst, so dass auch
eine separate Betrachtung der homozygoten (C/C oder A/A) Tiere stattfinden

konnte. Die 95 % Kls wurden so bestimmt, dass zunichst ein KI fiir die logit-

Transformation (¢), sieche Formel 9 berechnet wurde, welches auf die T -Skala
(die Sensitivskala) zuriick transformiert wurde. Die Riicktransformation geschah,
indem die untere und obere Grenze des KIs (¢) unter Anwendung von Formel 10
zuriick transformiert wurden. Diese Vorgehensweise wurde zur KI-Berechnung
bevorzugt, da die Schitzwerte hiufig in der Nihe von 1 oder O lagen. Die
Konstruktion des  Kl-Intervalls von ¢ erhielt man aus der
Standardfehlerberechnung (Formel 11) und der anschlieBenden Anwendung von
Formel 12. Letztere Berechnungen wurden mit dem Statistik-Programmpaket R

(http://www.r-project.org), Version 2.3.1 durchgefiihrt.

Tabelle 12: Tabelle zur Erstellung der pridiktiven Werte; ,,adult und
herzgesund* = m > 24 Monate und w > 36 Monate; (n) = Anzahl der Tiere; RP =
richtig positiv; FP = falsch positiv; FN = falsch negativ; RN = richtig negativ, TP
= Test positiv; TN = Test negativ; AN = Anzahl aller Phanotyp-negativen Tiere;
AP = Anzahl aller Phinotyp-positiven Tiere; N = Gesamtanzahl der Tiere.

Genotyp : Genotyp : Total
A31P HCM-assoziiert nicht HCM-
assoziiert
Phénotyp: (n) RP (n) FN (3. n) AP
HCM
Phénotyp: (n) FP (n) RN (3. n) AN
adult &
herzgesund
Total Q. n) TP Q.n) TN N

Formel 4: Berechnung der Sensitivitit; RP = Anzahl der richtig positiv

getesteten Tiere; AP = Anzahl aller Phidnotyp-positiven Tiere.

Sensitivitit = RP / AP
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Formel 5: Berechnung der Spezifitit; RN = Anzahl der richtig negativ getesteten
Tiere; AN = Anzahl aller Phinotyp-negativen Tiere.

Spezifitit = RN / AN

Formel 6: Berechnung des positiven priadiktiven Werts (PPW); RP = Anzahl der
richtig positiv getesteten Tiere; TP = Anzahl aller positiv getesteten Tiere.

PPW =RP /TP

Formel 7: Berechnung des negativen priadiktiven Werts (NPW); RN = Anzahl
der richtig negativ getesteten Tiere; TN = Anzahl aller negativ getesteten Tiere.

NPW =RN /TN

Formel 8: Berechnung der Schitzgrofie .

T =nl/(@l+n2)=nl/(n)

Formel 9: Berechnung der Logit-Transformation ¢.

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

Formel 10: Berechnung der Riicktransformation von ¢ zu g

T =exp (¢)/ (1 +exp (9))

Formel 11: Standardfehlerberechnung von ¢.

SE(p)=v(/x+ (1/{n—x)

Formel 12: Berechnung des Kl-Intervalls von .

95 % KlI(p) = ¢ +1,96 x SE(p)
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VI. Ergebnisse

1. Phianotypisierung

Nachfolgend wird die phénotypische Charakterisierung der Studienpopulation
dargestellt.

1.1. Einteilung der Kklinischen Phinotypen

Die Katzen wurden iiber eine Periode von zwei Jahren prospektiv phidnotypisch
evaluiert und wie in Tabelle 13 ersichtlich eingruppiert. Die Phidnotyp-positiven
Tiere wurden zusitzlich ihrem Schweregrad nach eingeteilt. Letzteres ist in
Tabelle 14 ersichtlich. Die Gruppen ,,adult und herzgesund* und ,,HCM* kénnen
eindeutig einem Phénotyp zugeordnet werden, wihrend die Gruppen ,,equivocal*
und ,,jung und herzgesund*“ keinem eindeutigen Phénotyp zugeordnet werden

konnen, da sie womdglich noch im spiteren Alter eine HCM entwickeln kdnnen.

Tabelle 13: Einteilung der Katzen nach Phénotyp und Unterteilung in Rassen
(MC = Maine Coon; AR = andere Rassen exklusive Maine Coon; n = Anzahl der
Tiere; adult & herzgesund = m > 24 Monate, w > 36 Monate; 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 Phénotyp-positiven Katzen nach dem Schweregrad
der Erkrankung und Unterteilung in Rassen. (MC = Maine Coon; 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 Phiinotypgruppen

Tabelle 15 stellt die Altersverteilung der Phinotypgruppen bei den Maine-Coon-
Katzen dar, wihrend in Tabelle 16 die Altersverteilung der anderen Rassen

beschrieben wird.
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Tabelle 15: Altersverteilung der einzelnen Phinotypgruppen bei den Maine-

Coon-Katzen (MC); m =

minnlich, w = weiblich. Fiir jede Phénotypgruppe

erfolgt die Angabe der Anzahl der jeweiligen Tiere in der Gruppe (n), des
Mittelwerts (MW), der Standardabweichung (SD), des Medians, des Minimums
(Min) und des Maximums (Max) in Monaten.

Alter (MC) Phiinotyp 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
Phénotyp 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 Phinotypgruppen bei den anderen
Rassen (AR); m = minnlich, w = weiblich. Fiir jede Phianotypgruppe erfolgt die
Angabe der Anzahl der jeweiligen Tiere in der Gruppe (n), des Mittelwerts
(MW), der Standardabweichung (SD), des Medians, des Minimums (Min) und
des Maximums (Max) in Monaten.

Alter (AR) Phéinotyp 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
Phénotyp 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 Phinotypgruppen

Auch die Geschlechterverteilung ergab in den verschiedenen Gruppen
Unterschiede. So befanden sich in der adulten herzgesunden Gruppe (minnliche
> 24 Monate und weibliche > 36 Monate) 60 weibliche und 34 ménnliche Tiere,
in der an HCM erkrankten Gruppe 16 weibliche und 41 ménnliche Tiere und in
der als ,,equivocal* befundeten Gruppe fiinf weibliche und acht minnliche Tiere.
In der Gruppe der herzgesunden jungen Katzen (ménnliche < 24 Monate und
weibliche < 36 Monate) waren 22 Tiere weiblich und 12 ménnlich. Prozentual
gesehen waren in den nach Rassen unterteilten an HCM erkrankten Gruppen
mehr ménnliche Tiere vertreten als in der herzgesunden Gruppe. 58,3 % der
HCM-kranken Maine-Coon-Katzen und 75,6 % der an HCM erkrankten anderen

Katzenrassen waren ménnlich (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Unterscheidung des Geschlechteranteils innerhalb der vier
verschiedenen Phinotypgruppen in Rassen unterteilt.

1.4. Pravalenz

In einer Zeitperiode von zwei Jahren (August 2005 bis August 2007) konnten im
Rahmen von Zuchtuntersuchungen und des HCM-Screening-Programms 115
Maine-Coon-Katzen aus unterschiedlichen Zuchten in die Untersuchung
eingeschlossen werden. Von der Berechnung der Pridvalenzrate wurden die als
»equivocal® eingestuften Katzen und nicht evaluierbaren zu jungen Katzen
(médnnlich < 24 Monate, weiblich < 36 Monate) ausgeschlossen. Von den
restlichen 83 Maine-Coon-Katzen wurde bei zwolf eine HCM diagnostiziert.
Dies ergibt aus oben angegebener Formel eine geschitzte Privalenz von 14,5 %

(95 % KI=6,89 % - 22,02 %).
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2. Genotypisierung

Die Studienpopulation konnte wie nachfolgend beschrieben genotypisiert
werden.

2.1. Qualitative Uberpriifung des PCR-Produkts

In Abbildung 22 wird das Ergebnis der qualitativen Uberpriifung der PCR-
Produkte mittels Agarosegelelektrophorese dargestellt.

500 bp

Leiter Probe 1 Probe2 Probe3 Probe4 Neg
100 bp

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

2.2. Sequenzierung

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend vom Gel gereinigt und in einem
kommerziellen Labor sequenziert. In Abbildung 23 sind die Sequenzausschnitte
der drei verschiedenen Allele bei Maine-Coon-Katzen ersichtlich. Die
Sequenzergebnisse entsprachen dem vorberichtlichen Genotyp der getesteten

Tiere.
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Abbildung 23: Sequenzausschnitt des MYBPC3-Gen; Kodon 31 ist eingerahmt;
der Pfeil kennzeichnet die Lokalisation des Basenaustausches im Rahmen des
A31P-Polymorphismus; a) Sequenz eines Probanden mit Wildtyp-Allel G; b)
Sequenz eines heterozygoten Probanden fiir den A31P-Polymorphismus: ein
blauer und ein schwarzer Floureszenzausschlag iiberlappen sich; c¢) Sequenz
eines homozygoten Probanden fiir den A31P-Polymorphismus: an Kodon 31 hat
ein Basenaustausch von Guanin (G) durch Cytosin (C) stattgefunden.

2.3. Genotypisierung und Allelunterscheidung mittels Taqman®-Sonde

In den unten ersichtlichen Tabellen werden die verschiedenen Phénotypgruppen
den Genotypgruppen beziiglich beider untersuchter SNPs zugeordnet. Der A31P-
SNP im MYBPC3 kam nur bei Maine-Coon-Katzen vor. Nur 2,6 % der 115
Maine-Coon-Katzen wurden homozygot (Allel C/C) und 20,9 % heterozygot
(Allel G/C) fiir den A31P-Polymorphismus getestet. Insgesamt wiesen also 23,5
% der Maine-Coon-Katzen den A31P-SNP auf. In der echokardiographisch
herzgesunden Maine Coon-Gruppe ,,adult und herzgesund* (n = 71) waren 18,3
% der untersuchten Maine-Coon-Katzen heterozygote und 2,8 % homozygote
Triager des A31P-SNPs. In der an HCM erkrankten Gruppe waren 75,0 % Triger
des Wildtypallels, 16,7 % heterozygot und 8,3 % homozygot fiir den oben
genannten SNP getestet worden. Die genaue Anzahl der Tiere in den jeweiligen
Geno- und Phénotypgruppen beziiglich des A31P-SNPs ist in Tabelle 17

ersichtlich.
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Tabelle 17: Phéno- und Genotypgruppen beziiglich des A31P-Polymorphismus;
m = mainnlich, w = weiblich; dargestellt wird die Anzahl (n) der Maine-Coon-
Katzen (MC) in den jeweiligen Geno- und Phénotypgruppen. Andere
Katzenrassen werden hier nicht beriicksichtigt, da der A31P-SNP nur bei Maine-
Coon-Katzen vorkam. G/G = Wildtyp-Allel; G/C = heterozygotes Allel fiir SNP
A31P; C/C = homozygotes Allel fiir SNP A31P.

G/G G/C 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 urspriinglich bei Maine-Coon-Katzen fiir spezifisch gehaltene A74T-
Polymorphismus kam in der vorliegenden Studie neben Maine-Coon-Katzen
auch bei Europdisch Kurzhaarkatzen, Perserkatzen und Norwegischen
Waldkatzen vor. Diese wurden den Maine-Coon-Katzen als andere Rassen (AR)
gegeniiber gestellt. Auch beziiglich des A74T-Polymorphismus wurden die
Phinotypgruppen den Genotypgruppen nach Rassen unterteilt gegeniiber gestellt.
5,6 % von insgesamt 108 getesteten Maine-Coon-Katzen wurden homozygot
(Allel A/A), 25,0 % wurden heterozygot (Allel G/A) fiir den A74T-
Polymorphismus genotypisiert. In der Gruppe ,,adult und herzgesund* waren 26,9
% der untersuchten Maine-Coon-Katzen heterozygote und 6,0 % homozygote
Triger des A74P-SNPs. In der an HCM erkrankten Gruppe waren 50,0 % der
Maine-Coon-Katzen Triger des gesunden Wildtypallels, 33,3 % heterozygot und
16,7 % homozygot fiir den A74T-SNP getestet worden. Genaue Zahlen dazu
werden in Tabelle 18 dargestellt.
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Tabelle 18: Phino- und Genotypgruppen beziiglich des A74T-Polymorphismus;
m = mainnlich, w = weiblich; dargestellt wird die Anzahl (n) der Maine-Coon-
Katzen (MC) in den jeweiligen Geno- und Phénotypgruppen. G/G = Wildtyp-
Allel; G/A = heterozygotes Allel fiir SNP A74T; A/A = homozygotes Allel fiir

A74T.

G/A A/A
MC W(;/j(t} Heterozygot | Homozygot N}l C
rap 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), darunter EKH, Perser,
Norwegische Waldkatzen, Langhaar-Mix, trugen zu 38,1 % das Wildtypallel
(G/G), zu 42,9 % ein heterozygotes Allel (G/A) und zu 19,1 % ein homozygotes
(A/A) Allel beziiglich des A74T-SNPs. In der an HCM erkrankten Gruppe
wurden 35,0 % der Tiere heterozygot und 25,0 % homozygot fiir den A74T-SNP
wihrend 40,0 % das Wildtypallel G/G
Gruppenzugehorigkeiten der Rassen (AR) sind in Tabelle 19 ersichtlich.

getestet, trugen. Die

Tabelle 19: Phino- und Genotypgruppen beziiglich des A74T-Polymorphismus;
m = ménnlich, w = weiblich; dargestellt wird die Anzahl (n) der anderen Rassen
exklusive Maine Coon (AR) in den jeweiligen Geno- und Phinotypgruppen. G/G
= Wildtyp-Allel; G/A = heterozygotes Allel fiir SNP A74T; A/A = homozygotes
Allel fiir A74T.

G/A A/A
AR WGlflG Heterozygot | Homozygot AnR
tdtyp A74T A74T (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 auf das Protein
Das Programm PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/index.html)

evaluierte das theoretische Ausmal beider untersuchter SNPs auf das Protein als
benigne. Die errechneten Daten der Software werden in Abbildung 24 und 25
dargestellt. Die vom Programm PolyPhen angezeigten iibereinstimmenden
Sequenzen anderer Spezies mit der Katze werden in Tabelle 20 aufgefiihrt. Die
Sequenzen anderer Spezies stimmen an dieser Stelle mit der Sequenz der Katze
gut iiberein. Somit ist Vorhersage der Proteinbeeinflussung durch den SNP auch

fiir die Katze anwendbar.

Tabelle 20: Partielle Aminosdurensequenz des MYBPC3-Transkripts
verschiedener Spezies inklusive Katze; Darstellung der Aminosduren des Kodons
31 (rot) und des Kodons 74 griin); modifiziert nach den PolyPhen-Ergebnissen
fiir A31P und A74T, http://genetics.bwh. harvard.edu/ pph/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

Acc number Position AA1 AA; Description
ENSFCAT00000002530 31 A P peptide ENSFCAP0O0000002329 pep'NOVEL_protein_coding

This variant is predicted to be benign

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data
benign alignment alignment N/A PSIC score difference: 1.452

PSIC PROFILE SCORES FOR TWO AMINO ACID VARIANTS

Scorel Score2 |Scorei-Score2| Observations Diagnostics Multiple alignment around substitution position
+1.149 0303 1.452 4 calculated  Sequences: al |v| Flanks: 25

Abbildung 24: Originalausschnitt aus der ,,PSIC-score-Differenz“-Berechnung
mit PolyPhen fiir den A31P-SNP; pradiktive Aussage der Auswirkung des SNPs
auf das Protein: benigne (griine Zeile).



X

VI. Ergebnisse 9

Query
Acc number Position AA1 AAz Description
ENSFCAT00000002530 74 A T  peptide ENSFCAP00000002329 pep:NOVEL _protein_coding

Prediction

This variant is predicted to be benign

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data
benign alignment alignment N/A PSIC score difference: 0.970

PSIC PROFILE SCORES FOR TWO AMINO ACID VARIANTS

Score1 Score2 |Score1-Score2| Observations Diagnostics Multiple alignment around substitution position

+0.732 0238 0.970 4 calculated  Sequences: all |v| Flanks: 25

Abbildung 25: Originalausschnitt aus der ,,PSIC-score-Differenz“-Berechnung
mit PolyPhen fiir den A74T-SNP; priadiktive Aussage der Auswirkung des SNPs
auf das Protein: benigne (griine Zeile).

3. Vergleich von Geno- und Phinotypen

Im folgenden Abschnitt erfolgt ein Vergleich von Geno- und Phinotypen

hinsichtlich ihrer Korrelation.

3.1. Allelfrequenzen
Im Folgenden werden die Allelfrequenzen beziiglich der A31P- und A74T-SNPs

in den unterschiedlichen Phinotypgruppen dargestellt; die errechneten
Allelfrequenzen fiir Maine-Coon-Katzen sind in Tabelle 21 ersichtlich, die der
anderen Rassen in Tabelle 22. Anhand der Tabellen ist zu erkennen, dass der
A31P-Polymorhismus nur bei Maine-Coon-Katzen vorkam, wihrend der A74T-
Polymorphismus auch bei anderen Katzenrassen priasent war. Insgesamt waren
23,5 % der untersuchten Maine-Coon-Katzen Triger des A31P-Polymorphismus
und 30,6 % der untersuchten Maine-Coon-Katzen Triager des A74T-
Polymorphismus. Eine genaue Aufteilung der Maine Coons beziiglich ihrer
Geno- und Phénotypen wird in Abbildung 26 fiir den A31P-Polymorphismus und
in Abbildung 27 fiir den A74T-Polymorphismus illustriert. Bei den anderen
Rassen (AR) waren 65,3 % Triager des A74T-Polymorphismus.
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Tabelle 21: Errechnete Allelfrequenzen in % in den unterschiedlichen Phénotyp-
Gruppen bei Maine-Coon-Katzen (MC); m = ménnlich, w = weiblich; SNP =
,»single nucleotide polymorphism*; G/G = Wildtyp-Allel; G/C = heterozygotes
Allel fir SNP A31P; C/C homozygotes Allel fir SNP A31P; G/A
heterozygotes Allel fiir SNP A74T; A/A = homozygotes Allel fiir A74T.

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

w > 36 Monate)

A31P | G/G | G/IC | C/C | G/G | G/IC | C/IC | G/IG | G/IC | C/IC | G/G | G/C | C/C
78,7 | 183 | 2,8 | 75,0 | 16,7 | 83 | 60,0 | 40,0 - 74,1 | 25,9 -

A74T | G/G | G/A | AIA | G/IG | G/IA | A/IA | G/G | G/A | A/IA | G/IG | G/A | A/A
67,2 | 26,9 | 6,0 | 50,0 | 33,3 | 16,7 | 60,0 | 40,0 - 87,5 | 12,5 -

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

/ Kein eindeutiger \

Phinotyp

Eindeutige Phéinotypisierung: 66,7 % (n = 18)

/N

adult &herzgesund

23,5 % Gentest positiv PN 76,5 % Gentest negativ
(n=27) _ Jjung & _ jung & (n = 88)
Twe, (n=20),
equivocal: equivocal:
(n=2) (n=3)

Eindeutige Phéinotypisierung: 73,9 % (n = 65)

/N

adult & herzgesund

(> 22 WD, HCM (m > 24 Monate, HCM
w7 2 20 hiloisiie) 16,7 % w > 36 Monate) 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 fiir A31P

G/C: Heterozygotes Allel fiir A31P

Abbildung 26: Aufteilung der untersuchten Maine-Coon-Population beziiglich
ihrer Geno- und Phénotypen fiir den A31P-SNP.
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A74T-SNP im MYBPC3-Gen
108 MAINE COON-KATZEN

o e N

in eindeutiger
Phénotyp
30,6 % Gentest positiv O\ 69,4 % Gentest negativ
(Il = 33) jung & jung & (Il = 75)
lm(n°= und: ..c(.n oy
equivocal: equivocal:
(n=2) (n=3)
Eindeutige Phéinotypisierung: 84,9 % (n = 28) Eindeutige Phéinotypisierung: 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 Monate) 11.8 %
78,6 % (n=6) 88,2 % (n=6)
(n=22) / \ (n =45)
G/A/ \A4/A G/A A/A
81,8 % 18,2 % 66,7 % 33,3 % jung & herzgesund: m < 24 Monate, w < 36 Monate
(n =18) (n =4) n=4) n=2) A/A: Homozygotes Allel fiir A74T

G/A: Heterozygotes Allel fiir A74T

Abbildung 27: Aufteilung der untersuchten Maine-Coon-Population beziiglich
ihrer Geno- und Phénotypen fiir den A74T-SNP.

Tabelle 22: Errechnete Allelfrequenzen in den unterschiedlichen Phénotyp-
Gruppen bei den Rassen exklusive Maine Coons (AR); m = ménnlich, w =
weiblich; SNP =, single nucleotide polymorphism*; G/G = Wildtyp-Allel; G/C =
heterozygotes Allel fiir SNP A31P; C/C = homozygotes Allel fiir SNP A31P;
G/A = heterozygotes Allel fiir SNP A74T; A/A = homozygotes Allel fiir A74T.

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

w > 36 Monate)

A31P | G/G | G/C | C/C | G/G | G/IC | C/IC | G/G | G/IC | C/C | G/G | G/C | C/C
100 - - 100 - - 100 - - 100 - -

A74T | G/G | G/IA | A/A | G/IG | G/A | A/A | G/G | G/A | A/IA| G/IG | G/A | A/A
38,1 | 42,9 | 19,1 | 40,0 | 35,0 | 25,0 | 16,7 | 50,0 | 33,3 | 84,6 | 154 -

3.3. Vergleich der Allelfrequenzen beider Phinotypgruppen

Beziiglich des A31P-SNPs wurden nur Maine-Coon-Katzen in die Berechnung
einbezogen, da ein Polymorphismus (G > C) an dieser Stelle bei anderen
Katzenrassen nicht vorkam (siehe Tabelle 23). Fiir den A74T-Polymorphismus
wurden Maine-Coon-Katzen (MC), siehe Tabelle 24 und andere Rassen (AR),
sieche Tabelle 25, getrennt betrachtet. Bei keinem der SNPs konnte ein

signifikanter Unterschied der Allelfrequenzen zwischen adulten herzgesunden
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(minnliche Tiere > 24 Monate alt, weibliche Tiere > 36 Monate alt) und an HCM

erkrankten Katzen dargestellt werden.

Tabelle 23: 3 x 2-Feldertafel fiir die Anwendung des exakten Tests nach Fisher
fir SNP A31P: Maine Coon (MC). G/G = Wildtyp-Allel; G/C = heterozygotes

Allel fiir SNP A31P; C/C =

homozygotes Allel fir SNP A31P; G/A =

heterozygotes Allel fiir SNP A74T; A/A = homozygotes Allel fiir 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 fiir die Anwendung des exakten Tests nach Fisher
fiir 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 fiir die Anwendung des exakten Tests nach Fisher

fiir 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-Polymorphismen

Ein gepaartes Auftreten der beiden untersuchten SNPs kam bei keiner der Maine
Coon-Katzen mit phénotypischer HCM vor. Keine der fiir A31P homozygot
(C/C) getesteten Katzen trug zugleich einen A74T-Polymorphismus. Drei Tiere
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der phinotypisch herzgesunden Maine-Coon-Katzen trugen beide SNPs als
heterozygotes Allel (G/C und G/A).

3.4. Risiko der verschiedenen Genotypen

Im Folgenden sind die ORs fiir die beiden untersuchten SNPs bei Maine-Coon-
Katzen (MC) in Tabelle 26 und andere Katzenrassen (AR) in Tabelle 27 getrennt
dargestellt. Alle der in den Tabellen 26 und 27 aufgefiihrten ORs enthalten im 95
% KI den Wert 1,0 und reflektieren keine statistische Signifikanz.

Tabelle 26: Odds Ratios fiir die SNPs A31P und A74T des MYBPC3-Gens bei
Maine-Coon-Katzen (MC); n = Anzahl der Tiere; OR = Odds Ratio; KI =
Konfidenzintervall.

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

AR Phénotyp Genotyp: Genotyp: n OR | KI=95%
nicht HCM- | HCM-
assoziiert assoziiert
G/G+G/A | A/A
adult &
A74T | herzgesund | 17 4 21 1,42 | 0,39 -5,22
HCM 30 10 40
G/G G/A + A/A
adult &
A74T | herzgesund | 8 13 21 | 0,92 [ 0,31 -2,73
HCM 16 24 40

3.5. Alter der Geno- und Phéinotypgruppen

Im Folgenden wird die Altersverteilung in den unterschiedlichen Geno- und
Phianotypgruppen in Form von Mittelwert, Median, Standardabweichung,
Minimum und Maximum beschrieben. Hierfiir werden in den Tabellen 28 - 30
nur die Phinotypgruppen herzgesund und HCM betrachtet. Befinden sich in einer
Gruppe nur zwei Patienten oder ein Patient, erfolgt nur eine Altersangabe und

eine Angabe des Mittelwerts.
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Tabelle 28: Darstellung der Altersverteilung der betrachteten Maine-Coon-
Katzen (MC) in den verschieden Genotyp- und Phéanotypen beziiglich des A31P-
Polymorphismus. Die Altersangaben erfolgen in Monaten unter Angabe der
Anzahl der Tiere (n), des Mittelwerts (MW), Medianwerts (Median), der
Standardabweichung (SD), des Minimums (Min) und des Maximums (Max).
SNP = ,single nucleotide polymorphism*; G/G = Wildtyp-Allel; G/C =
heterozygotes Allel fiir SNP A31P; C/C = homozygotes Allel fiir SNP A31P.

Alttesrl\?lfl;g[ﬁ) W(itl:l(t; Het(gf)gygot Hon(ljtfngt
mi 1dtyp 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 - B
SD: | 49,8 - B
Min: | 18 15 Alter:
Max: | 171 114 141,00

Tabelle 29: Darstellung der Altersverteilung der betrachteten Maine-Coon-
Katzen (MC) in den verschieden Genotyp- und Phinotypen beziiglich des A74T-
Polymorphismus. Die Altersangaben erfolgen in Monaten unter Angabe der
Anzahl der Tiere (n), des Mittelwerts (MW), Medianwerts (Median), der
Standardabweichung (SD), des Minimums (Min) und des Maximums (Max).
SNP = ,single nucleotide polymorphism*; G/G = Wildtyp-Allel;, G/A =
heterozygotes Allel fiir SNP A74T; A/A = homozygotes Allel fiir A74T.

Alttesl‘l\?lflx;/{l(i' W(iil (t; Het(g{;:ygot Hon?é?ngt
mi 1dtyp A74T A74T
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 05,5
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 betrachteten anderen Rassen
(AR) in den verschieden Genotyp- und Phinotypen beziiglich des A74T-
Polymorphismus. Die Altersangaben erfolgen in Monaten unter Angabe der
Anzahl der Patienten (n), des Mittelwerts (MW), Medianwerts (Median), der
Standardabweichung (SD), des Minimums (Min) und des Maximums (Max).
SNP = ,single nucleotide polymorphism*; G/G = Wildtyp-Allel;, G/A =
heterozygotes Allel fiir SNP A74T; A/A = homozygotes Allel fiir A74T.

Alttgli\l(i)e?;ﬁ W(ifict} Hetgﬁygot Hon?:z&ygot
m rap A74T A74T
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: | 1228 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 Validitit der Gentests

Aus den in Tabelle 31 und Tabelle 32 dargestellten Werten wurden die

SchitzgroBen T der Sensitivitit, der Spezifitidt, des PPW und des NPW sowohl

fiir den A31P-Gentest, als auch fiir den A74T-Gentest kalkuliert. Die Ergebnisse

der Schitzgrofen T beziiglich der klinischen Validitit der Gentests werden in

Tabelle 33 und 34 illustriert. Zu T werden die 95 % KIs angegeben, die jeweils

aus SE (logit 0 ) errechnet wurden.
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Tabelle 31: Tabelle zur Erstellung der Schitzgroen fiir die klinische Validitit
des A31P-Gentests: RP = richtig positiv; FP = falsch positiv; FN = falsch
negativ; RN = richtig negativ; TP = Summe der Gentest positiven Tiere; TN =
Summe der Gentest negativen Tiere; AP = Summe der Phianotyp-positiven Tiere;
AN = Summe der Phénotyp-negativen Tiere; N = Summe aller beurteilten Tiere;
Fall 1 = Betrachtung der heterozygoten (G/C) und homozygoten (C/C) Tiere als
Genotyp-positiv (Zahlen schwarz); Fall 2 = Betrachtung der homozygoten (C/C)

Tiere als Genotyp-positiv (Zahlen griin, fettgedruckt).
Genotyp: Genotyp: Total
A31P HCM-assoziiert nicht HCM-assoziiert

G/C +C/C G/G (Wildtyp)
C/C G/C + G/G

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 Schitzgroflen fiir die klinische Validitit
des A74T-Gentests: RP = richtig positiv; FP = falsch positiv; FN = falsch
negativ; RN = richtig negativ; TP = Summe der Gentest positiven Tiere; TN =
Summe der Gentest negativen Tiere; AP = Summe der Phinotyp-positiven Tiere;
AN = Summe der Phéanotyp-negativen Tiere; N = Summe aller beurteilten Tiere;
Fall 1 = Betrachtung der heterozygoten (G/A) und homozygoten (A/A) Tiere als
Genotyp-positiv (Zahlen schwarz); Fall 2 = Betrachtung der homozygoten (A/A)

Tiere als Genotyp-positiv (Zahlen griin, fettgedruckt).
Genotyp: Genotyp: Total
A74T HCM-assoziiert nicht HCM-assoziiert

G/A + A/A 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 Validitit fiir den A31P-Gentest; Fall 1:
heterozygot (G/C) und homozygot (C/C) = HCM-assoziiert (Zahlen schwarz);

Fall 2: homozygot = HCM-assoziiert (Zahlen griin, fettgedruckt); T =
SchiitzgroBe; 95 % KI =95 % Konfidenzintervall.

G/C + C/C = Genotyp: C/C = Genotyp:
A31P HCM-assoziiert HCM-assoziiert
i 95 % KI i 95 % KI
Sensitivitét 0,25 0,08 — 0,55 0,08 0,01 - 0,41
Spezifitit 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 Validitiat fiir den A74T-Gentest; Fall 1:
heterozygot (G/A) und homozygot (A/A) = HCM-assoziiert (Zahlen schwarz);

Fall 2: homozygot = HCM-assoziiert (Zahlen griin, fettgedruckt); 7 =
SchitzgroBe; 95 % KI =95 % Konfidenzintervall.

G/A + A/A = Genotyp: A/A = Genotyp:
A74T HCM-assoziiert HCM-assoziiert
i 95 % KI i 95 % KI
Sensitivitét 0,50 0,24 - 0,75 0,17 0,04 — 0,48
Spezifitit 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 der Wabhl fiir die feline HCM.
Als Goldstandard zur Diagnostik gelten die im zweidimensionalen Bild
gemessenen Maximalwerte des IVSd und des LVPWd sowie die Beurteilung der
Papillarmuskelgroe (HAGGSTROM, 2006; KITTLESON, 2005). Fiir Maine-
Coon-Katzen wurden die speziell fiir diese Rasse erstellten Referenzwerte
beriicksichtigt (DROURR et al., 2005). Die Papillarmuskeln wurden in der
vorliegenden Studie durch den erfahrenen Untersucher (Dr. G. Wess) subjektiv
eingeschitzt, was derzeit ebenso dem diagnostischen Standard entspricht
(HAGGSTROM, 2006). Wenn eine Katze im Herzultraschall als herzgesund
beurteilt wird, bedeutet dies nicht, dass sie lebenslang herzgesund bleibt. In der
vorliegenden Studie wurden deshalb Altersgrenzen fiir die Kontrollgruppe
(herzgesunde Gruppe) herangezogen, wonach minnliche Tiere iiber 24 Monate
und weibliche Tiere iiber 36 Monate alt sein mussten. Diese Altersgrenzen
wurden deshalb so gewihlt, weil sich laut KITTLESON (2005) bei den meisten
betroffenen Maine-Coon-Katzen die HCM im ersten Lebensjahr noch nicht
echokardiographisch présentiert. Bei ménnlichen Maine Coons treten erste
deutliche echokardiographische Veridnderungen jedoch bereits ab dem zweiten
Lebensjahr auf. Weibliche Tiere tendieren dazu, die HCM erst spiter zu
entwickeln. Zumeist manifestiert sich die HCM bei weiblichen Maine Coons im
Alter von drei Jahren. Die Schlussfolgerung einer von KITTLESON und
Mitarbeitern im Jahr 1996 durchgefiihrten Studie war, dass die HCM bei der
damals untersuchten Maine-Coon-Kolonie zwischen dem ersten und vierten
Lebensjahr einen hochgradigen Schweregrad erreicht. Aus Erfahrungen in
weiteren Kreuzungsstudien beschreiben KITTLESON und Mitarbeiter (1999),
dass zwei von drei Tieren aus Verpaarungen mit zwei Phénotyp-positiven
Elterntieren die HCM bereits im Alter von sechs Monaten hochgradig
ausprigten. Einige wenige Maine-Coon-Katzen zeigen echokardiographische
Anzeichen erst mit sechs bis sieben Jahren (KITTLESON, 2005). Die
Altersgrenzen fiir die Kontrollgruppe wurden anhand der Erfahrungen von
KITTLESON und Mitarbeitern (1996, 1999) festgelegt. Das Alter der in der

vorliegenden Studie als phéanotypisch herzgesund beurteilten Tiere (herzgesund +
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Wildtyp-Allel: Medianalter = 67 Monate; herzgesund + G/C (heterozygot A31P):
Medianalter = 60 Monate; herzgesund + C/C (homozygot A31P): Alter = 58 und
64 Monate) relativ hoch war, kann zwar nicht ausgeschlossen werden, dass einige
Tiere noch zu einem spiteren Zeitpunkt eine HCM entwickeln konnten, aber es
erscheint aufgrund des Alters unwahrscheinlich, dass dies fiir viele der Katzen
der Fall sein wird.

Die Anwendung des Primer-Probe-Assays zur Genotypisierung wurde als bereits
validiert aus der Literatur iibernommen. Die TagMan®-Sonden zeichnen sich
durch eine hohe Spezifitit aus. Sie sind wenig anfillig fiir veridnderte
Reaktionsbedingungen und andere Storfaktoren (z. B. Primer-Dimere). Die PCR
muss folglich weniger etabliert werden (BOELHAUVE, 2007). Das Design der
Primer und Sonden dieses Assays wurde von der liefernden Firma tibernommen.
Die DNA musste hierbei nur mit zwei Komponenten, dem Mastermix und dem
vorgefertigten Assay-Mix, zusammen pipettiert werden. Die Auswertung erfolgte
fir alle Individuen mit einer Software. Die vorher sequenzierten
Positivkontrollen (sowohl homozygot als auch heterozygot) brachten immer
dasselbe Ergebnis wie die Primer-Probe-Assays. Alle anderen Proben haben
einwandfreie Cluster gebildet. Die Allelfrequenzen der homo- und heterozygoten
Tiere beziiglich des A31P-SNPs entsprechen im Wesentlichen den auf der
Homepage der Washington State University des ,,Veterinary Cardiac Genetics
Laboratory* verdffentlichten Daten (WSU, 2007). Die Sensitivitit und Spezifitit
von TaqMan® Genotyping Assays werden in der Virologie als dhnlich hoch wie
bei der Standard-PCR eingestuft (WALKER et al., 2007). Diese Methode gilt als
schnellste und einfachste, jedoch auch teurere Methode im Vergleich zur ARMS-

PCR oder Meltingcurve-PCR.

2. Limitationen dieser Studie

Diese Studie wurde im Rahmen einer prospektiven Studie der Abteilung fiir
Kardiologie der Medizinischen Kleintierklinik, LMU Miinchen, durchgefiihrt.
Die Anzahl der untersuchten Tiere war folglich davon abhéngig, wie viele Tiere
seit August 2005 vorstellig wurden. Studien, die nicht an Labortieren
durchgefiihrt werden, sondern an Klinikpatienten, liegen einigen Beschriankungen
zu Grunde, die eingehend diskutiert werden sollen.

Fiir die Untersuchung, ob die untersuchten Polymorphismen auch bei anderen

Rassen vorkommen, wurden unterschiedliche Katzenrassen herangezogen, die
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zufillig in der Abteilung fiir Kardiologie untersucht wurden. Unterschiede
beziiglich des A74T-Polymorphismus innerhalb der Rassen wurden nicht
untersucht, da lediglich der Gesichtspunkt, ob es sich um Maine-Coon-
spezifische Polymorphismen handelt, fiir die Studie interessant war. Als Maine-
Coon-Katzen wurden nur reinrassige Katzen in Besitz eines Stammbaumes
angesehen.

Betroffene Katzen konnen erste Verdnderungen des Herzmuskels im Alter
zwischen einem halben Jahr und fiinf Jahren zeigen (HAGGSTROM, 2006;
KITTLESON, 2005). Das vorgeschlagene Alter fiir Zuchtuntersuchungen liegt
fir mannliche Tiere bei 24 Monaten und fiir weibliche Tiere bei 36 Monaten, da
Studien zeigen, dass bei den meisten betroffenen Maine Coons ab dem dritten
Lebensjahr echokardiographische Veridnderungen prisent sind. Anhand einer
Studie mit Kreuzungsversuchen innerhalb einer Maine-Coon-Kolonie mit
familidrer HCM berichten KITTLESON und Mitarbeiter im Jahr 1996, dass bei
den untersuchten Maine Coon-Katzen die HCM zwischen dem ersten und vierten
Lebensjahr bereits einen hochgradigen Schweregrad erreicht. Bei Kreuzungen
aus Phinotyp-positiven Elterntieren entwickelten in der oben genannten Studie
zwei von drei Katzenwelpen sogar eine hochgradige HCM im Alter von nur
sechs Monaten. Im Jahr 1999 berichteten KITTLESON und Mitarbeiter
wiederum von Kreuzungsstudien zwischen Phénotyp-positiven und Phénotyp-
negativen Maine-Coon-Katzen (Gruppe 1) sowie zwischen zwei Phénotyp-
positiven Elterntieren (Gruppe 2). In Gruppe 1 entwickelten zwolf von 22 Tieren
der folgenden Generation eine HCM. Bei elf der Phidnotyp-positiven Tiere traten
eindeutige Papillarmuskelverdnderungen bereits im Alter zwischen neun und 21
Monaten auf. Ein weibliches Tier entwickelte die HCM erst mit 38 Monaten.
Dieselben Tiere entwickelten im Alter zwischen 13 und 48 Monaten eine mittel-
bis hochgradige HCM. In Gruppe 2 entwickelten drei von acht iiberlebenden
Welpen eine HCM. Bei letzteren wurden phénotypische Verdnderungen im
Ultraschall bereits im Alter von vier bis sechs Monaten prisent.
Zusammenfassend beschreibt KITTLESON (2005), dass bei den meisten
betroffenen Maine-Coon-Katzen die HCM im ersten Lebensjahr nicht
echokardiographisch prisent ist. Bei minnlichen Maine Coons treten erste
deutliche echokardiographische Veridnderungen jedoch bereits ab dem zweiten
Lebensjahr auf. Weibliche Tiere tendieren dazu, die HCM erst spiter zu

entwickeln. Zumeist manifestiert sich die HCM bei weiblichen Maine Coons im
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Alter von drei Jahren. Jedoch zeigten einige wenige Tiere von Kittlesons
Studienpopulation echokardiographische Anzeichen erst mit sechs bis sieben
Jahren. Anhand der oben genannten Studien mit Maine-Coon-Katzen wurde das
Mindestalter fiir die Kontrollgruppe in der vorliegenden Studie festgelegt.
Sicherlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein geringerer Anteil der Tiere
im hoheren Alter eine HCM entwickeln konnte. Jedoch lag das berechnete
Medianalter der vorliegenden herzgesunden Population weit iiber der festgelegten
Altersgrenze. So lag das Alter der beiden fiir den A31P-Polymorphismus
homozygot getesteten phénotypisch herzgesunden Tiere bei 58 und 64 Monaten
bei der Erstuntersuchung. Die 58 Monate alte Katze war bei -einer
echokardiographischen Kontrolluntersuchung nach einem Jahr im Alter von 70
Monaten immer noch echokardiographisch herzgesund. Das Medianalter der
echokardiographisch herzgesunden homozygot fiir A74T getesteten Maine Coons
lag sogar bei 89 Monaten. Das Medianalter der heterozygot fiir A31P getesteten
phénotypisch herzgesunden Tiere lag bei 60 Monaten, das Medianalter der fiir
AT74T heterozygot getesteten herzgesunden Katzen bei 66 Monaten. Auch dieser
Wert liegt weit iiber der festgelegten Altersgrenze fiir weibliche Tiere von 36
Monaten. Da laut KITTLESON (2005) sich die HCM bei der Maine Coon
zumeist im Alter von drei Jahren entwickelt, kann schlussfolgernd gesagt werden,
dass das Medianalter der vorliegenden Phinotyp-negativen Studienpopulation
drei Jahre weit iibersteigt und somit die Chance, dass diese Katzen im spiteren
Alter eine HCM entwickeln konnten, relativ gering ist, jedoch nicht ignoriert
werden sollte. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Studie alle
herzgesunden ménnlichen Tiere im Alter unter 24 Monaten und alle
herzgesunden weiblichen Tiere im Alter unter 36 Monaten aus den statistischen
Berechnungen ausgeschlossen, da diese eventuell noch im spéteren Lebensalter
eine HCM entwickeln. Ein Ausschluss von zu jungen Tieren erfolgte scheinbar in
der Studie von NYBERG und Mitarbeitern (2007) nicht, in welcher der Median
der gesunden Kontrollgruppe bei einem Alter von 2,2 Jahren lag.

Die Geschlechtsverteilung innerhalb der gesamten Studienpopulation war
ausgeglichen. Von 198 untersuchten Katzen waren 95 (47,98 %) ménnlich und
103 (52,02 %) weiblich. Jedoch waren in der nach Rassen untergliederten
,HCM-kranken* Gruppe 58,33 % der Maine-Coon-Katzen und 75,56 % der
anderen Rassen (AR) minnlich. In den Studien von KITTLESON und
Mitarbeitern (1999), RIESEN und Mitarbeitern (2007a) sowie in Studien mit
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HCM exprimierenden transgenen Miausen erkrankten ménnliche Tiere friiher als
weibliche. Ebenso entwickelten in der zuletzt erwédhnten Studie mehr ménnliche
als weibliche Miuse eine gestorte Myozytenanordnung (GEISTERFER-
LOWRANCE et al., 1996). Hierbei wird vermutet, dass das minnliche
Geschlecht die phinotypische Expression modifizieren kann. Letzteres konnte
aufgrund von bekannten geschlechtsspezifischen Unterschieden beziiglich des
kardialen Muskelumsatzes zustande kommen (CAPASSO et al., 1983). Eine
Mehrheit des ménnlichen Geschlechts innerhalb der HCM-positiven Gruppe wird
auch innerhalb der vorliegenden Studienpopulation reprisentiert.

Die Allelfrequenzen der Gruppen ,,herzgesund* und ,,HCM* beziiglich der SNPs
A31P und A74T des MYBPC3-Gens unterschieden sich nicht signifikant. Ein
Grund hierfiir kann sein, dass tatsdchlich keine signifikanten Unterschiede
zwischen Allelfrequenzen in den untersuchten Gruppen existieren. Andererseits
konnte auch die untersuchte Tierzahl zu klein sein, um vorhandene geringe
Unterschiede nachzuweisen. Anstatt einer Powerberechnung wurden in der
vorliegenden Studie ein 95 % KI fiir die OR und die Schitzwerte der klinischen
Validitdt bestimmt. Im 95 % KI kommt der Umfang der Stichprobe zum
Ausdruck, denn es wiirde mit steigendem Stichprobenumfang enger, also genauer
werden. Dadurch wird die vorliegende Situation in dieser Arbeit gut beschrieben.
Da in einigen Fillen der untersuchten Gruppen die Anwendung eines Chi-
Quadrat-Test als unangemessen erschien (wenn eine der erwarteten Haufigkeiten
kleiner als 1 bzw. mehr als 20 % kleiner als 5 waren), wurden die
Allelfrequenzen mittels des exakten Test nach Fisher betrachtet. Dieser ist zwar
uniiblicher, erschien aber in einigen Fillen angemessener. Hierbei wurde das
Signifikanzniveau bei p < 0,05 gesetzt.

Der festgelegte Zeitrahmen der Studie von zwei Jahren liel es nicht zu, die
Katzen auf Langzeitbasis zu evaluieren. Eine Langzeitstudie wére sicherlich
genauer, Phédnotyp-positive Tiere konnten hinsichtlich der Progression ihrer
Erkrankung besser beurteilt werden und Phinotyp-negative Tiere konnten zum
Teil bis ins hohe Alter verfolgt werden, um sicher zu gehen, dass keine HCM
auftritt. Mit einer Langzeitstudie konnten die Phédnotypen eindeutig bestimmt
werden. Demnach besteht die Moglichkeit, dass in der vorliegenden
Studienpopulation derzeit herzgesunde Tiere im spiteren Alter eine HCM
entwickeln. Da die vorliegende herzgesunde Studienpopulation aber ein relativ

hohes Medianalter (sieche oben) aufweist, besteht eine gewisse Sicherheit, dass
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die in der hiesigen Studie als herzgesund beurteilten Tiere auch in Zukunft keine
HCM entwickeln. Letzteres kann durch oben beschriebene Studien beziiglich des
Alters, in welchem eine HCM bei Maine Coons am hiufigsten auftritt
(KITTLESON 1996, 1999, 2005), bekriftigt werden.

Die Studie erfolgte im Rahmen einer Fall-Kontrollstudie beziiglich der
genetischen Polymorphismen A31P und A74T im MYBPC3-Gen und deren
Assoziation mit dem Risiko an der HCM zu erkranken. Auf ein
familienbezogenes Screening wurde verzichtet, da laut der Homepage der
Washington State University (WSU), ,,Veterinary Cardiac Genetics Laboratory*,
circa ein Drittel der Maine-Coon-Population Triager des A31P-Polymorphismus
ist (WSU, 2007) und da keine eng verwandten Maine-Coon-Familien komplett
zur Verfiigung standen. Zusitzlich kann mit groer Wahrscheinlichkeit davon
ausgegangen werden, dass innerhalb der Rasse ein hoher Verwandtschaftsgrad
zugrunde liegt. In der Humanmedizin werden Kandidatengen-Fall-Kontroll-
Studien als niitzliche und auch wichtige ergidnzende Alternativen zu Familien-
Screenings angesehen (DALY & DAY, 2001). Ein Fall-Kontroll-Studien-Design
wurde auch fiir die Untersuchungen von NYBERG und Mitarbeitern (2007)
angewandt, die den A74T-SNP bei der Maine Coon detektierten und als die
zweite kausale Mutation fiir die feline HCM bei der Maine Coon ansahen.
Weiterhin evaluierte dieselbe Arbeitsgruppe auch die die Hiaufigkeit und das
Risiko der A31P-Mutation des MYBPC3-Gens bei der Maine Coon anhand einer
Fall-Kontroll-Studie.

3. Klinische Relevanz der Studie und Vergleich zu Vorgingerstudien

Aufgrund des kommerziellen Angebots von Gentests fiir die mit HCM-
assoziierten Polymorphismen bei der Maine Coon, ist fiir Ziichter und Tierdrzte
hiufig wunklar, wie sie mit den Testergebnissen und den bisherigen
Veroffentlichungen zu den angeblich kausalen Mutationen verfahren sollen. Im
Folgenden werden insbesondere die Schwachpunkte der bisherigen
Veroffentlichungen aufgezeigt, um die klinische Relevanz und die Ergebnisse der
vorliegenden Studie zu bekriftigen.

KITTLESON und Mitarbeiter (1999) gehen bei ihrer auf HCM selektierten
Kolonie mit autosomalem Erbgang von einer 100-%igen Penetranz der HCM aus.
Diese Gegebenheit trifft weder fiir den A31P- noch fiir den A74T-

Polymorphismus zu. Dass die homozygoten Tiere tot geboren werden, wie es von
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KITTLESON und Mitarbeitern (1999) in derselben Studie hypothetisiert wurde,
trifft weder fiir den A31P-SNP noch fiir den A74T-Polymorphismus zu. MEURS
und Mitarbeiter (2005) konnten in ihrer Studie bei derselben Katzenkolonie sechs
lebende homozygote Tiere vorweisen, welche eine 100-%ige Penetranz der
Erkrankung aufwiesen. In der hiesigen Studie weisen zwei der homozygoten
Tiere (56 und 64 Monate alt) auch bei der Folgeuntersuchung nach 12 Monaten
noch keinerlei echokardiographische  Auffilligkeiten auf. Bei der
Folgeuntersuchung waren die Tiere bereits 68 und 76 Monate alt. Auch Katzen,
die homozygote Triger des A74T-Polymorphismus sind, werden nicht tot
geboren und entwickelten in der vorliegenden Studie zu einem grofen Teil
keinen klinischen Phénotyp. In der Studie von MEURS und Mitarbeitern (2005)
wurde von den Autoren angedeutet, dass alle Maine-Coon-Katzen, die Tréager des
SNPs A31P waren, auch phinotypisch eine HCM zeigten. Jedoch war ein
homozygot getestetes Tier, welches plotzlich wihrend einer Anésthesie verstarb,
nie im Herzultraschall auffillig geworden, Angaben zur Pathologie dieses
bestimmten Tieres gibt es im zugehorigen Artikel nicht. Die anderen
homozygoten Tiere entwickelten im Gegenzug dazu eine vergleichsweise rasant
verlaufende und schwerwiegendere Form der HCM mit hoher Expressivitit. Die
Frage, ob die HCM bei der von MEURS und Mitarbeitern (2005) untersuchten
Familie aufgrund von erhohten Inzuchtfaktoren schwerer ausgeprigt war, bleibt
offen, jedoch waren andere angeborene Defekte nach der Verpaarung innerhalb
der Familie préasent. Keines der 100 herzgesunden Kontrolltiere wies in derselben
Veroffentlichung einen A31P-Polymorphismus auf, jedoch wird nicht darauf
eingegangen, ob die Kontrolltiere ebenfalls Maine-Coon-Katzen waren oder
herzgesunde Katzen anderer Rassen. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt
werden, dass der A31P-Polymorphismus nur bei der Maine Coon prisent ist.
Nach derzeitigem Wissensstand sind 33,6 % der Maine-Coon-Population Tréger
des A31P-Polymorphismus, infolgedessen waren die 100 Kontrolltiere in der
Studie von MEURS und Mitarbeitern (2005) mit groer Wahrscheinlichkeit
keine Maine-Coon-Katzen. In einer Folgestudie konnten MACDONALD und
Mitarbeiter (2007) bei sechs Genotyp-positiven Katzen aus Nachzuchten der von
MEURS und Mitarbeitern (2005) beschriebenen Kolonie keine HCM detektieren.
Zudem wurde von MEURS und Mitarbeitern (2005) in deren Studie nicht darauf
eingegangen, ob die Moglichkeit bestiinde, dass das Krankheitsbild und eine

unabhiingige kausale Mutation kosegregieren, ohne im direkten Zusammenhang
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miteinander zu stehen. In derselben Veroffentlichung wird davon ausgegangen,
dass der detektierte A31P-SNP im kardialen MYBPC3 eine kausale Mutation
darstellt. Zudem wird in derselben Studie von MEURS und Mitarbeitern (2005)
immer wieder propagiert, dass die festgestellte Reduktion des MYBPC-Proteins
und des Myomesins im SDS-PAGE und bei der Immunfloureszenzmikroskopie
der Mutation zuzuschreiben sind. Es wird dabei nicht beriicksichtigt, ob die
Pathologie des Herzversagens zu den Proteinreduktionen oder zum Anstieg der
mRNA in den verwendeten Herzmuskelproben gefiihrt haben konnte. In der
vorliegenden Studie konnte zumindest mit dem Programm PolyPhen die
theoretische Auswirkung des A31P- und des A74T-SNPs auf das Protein als
benigne eingestuft werden.

Der klinischen Erfahrung nach steht seitens anderer Tierkardiologen zur
Diskussion, dass die Ultraschallergebnisse bei getesteten Maine Coons nicht
unbedingt mit dem festgestellten Genotyp der Katzen korrelieren (NYBERG et
al., 2007; TOBIAS, 2007). Fir diese Tatsache stehen unterschiedliche
Interpretationsmoglichkeiten im Raum. In zahlreichen humanmedizinischen
Studien wird beziiglich kausaler Mutationen fiir die HCM eine stark variierende
Penetranz und Expressivitit innerhalb von Familien mit familidrer HCM
beschrieben (MARON et al., 2001). Die klinische Variabilitit 14sst den Einfluss
von additiven und synergistischen Effekten bestimmter Risikofaktoren vermuten
(MICHELS et al., 2007), zudem konnten modifizierende Gene ebenso einen
Einfluss auf eine bereits bestehende Mutation haben (TSOUTSMAN et al.,
2006b). Ausserdem ist beschrieben, dass die HCM bei Mutationstrigern erst im
spiteren Lebensalter auftreten kann. Bei Mutationen im MYBPC3 tritt die HCM
beispielsweise vergleichsweise im spiteren Lebensalter als bei MHC-Mutationen
auf (MARON et al., 2001). Jedoch wiesen in einer anderen Studie Patienten mit
einer MYBPC3-Mutation und einem zusitzlichen Polymorphismus im ACE-Gen
eine vergleichsweise frither auftretende und schwerwiegendere HCM-Form auf.
Bei Patienten mit multiplen HCM-Gen-Mutationen wird zudem von einem
schwerwiegenderen Phidnotyp ausgegangen, also einer stirkeren Expressivitit
(MICHELS et al., 2007). Hierbei stellt sich die Frage, ob die zuletzt erwdhnten
Tatsachen auch auf die Katzenkolonie von KITTLESON und Mitarbeitern
zutreffen  konnten.  Obengenannte  Gegebenheiten  stellen  multiple
Interpretationsmoglichkeiten fiir die schlechte Genotyp-Phéinotyp-Korrelation der

untersuchten Population dar. Die Penetranz und die Expressivitdt waren in der
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Kolonie von KITTLESON und Mitarbeitern (1999) sicherlich in héherem Male
ausgepridgt als in der vorliegenden Population. Die Frage, warum Tiere mit
derselben Mutation nicht dieselbe Expressivitit wie bei KITTLESON und
Mitarbeitern (1999) und MEURS und Mitarbeitern (2005) zeigen, bleibt somit
ungekldrt. Wenn letztendlich eine oder multiple andere Mutationen im
Zusammenhang mit der starken Penetranz bei KITTLESON und Mitarbeitern
(2005) im Zusammenhang stehen wiirden, wiren die Gentests nur begrenzt zur
Zuchtauslese anwendbar. Uber die Expressivitit werden in der Studie von
NYBERG und Mitarbeitern (2007) keine Angaben gemacht, die Penetranz war
jedoch sowohl fiir A31P als auch A74T unvollstindig.

Wird mittels Echokardiographie bei einem Menschen eine hypertrophe
Kardiomyopathie diagnostiziert, wird in der Regel ein systematisches
Sequenzscreening der Sarkomergene und diverser anderer Kandidatengene
durchgefiihrt, um auf Mutationssuche zu gehen. Sequenzvariationen koénnen
mittels Restriktionsenzymanalyse bestitigt werden. Weiterhin konnen mittels
reverser Transkriptase aus aberranten RNA-Transkripten DNA-Produkte erzeugt,
amplifiziert und sequenziert werden. In der Regel werden anschliefend
Stammbaumanalysen durchgefiihrt, der Penetrationsgrad und die Expressivitit
beurteilt (GEISTERFER-LOWRANCE et al., 1996; JAMES et al, 2000;
KONNO et al.,, 2006; LUTUCUTA et al., 2004; MARIAN et al, 1999;
MCCONNELL et al., 2001; TARDIFF et al., 1998; VIKSTROM et al., 1996;
YANG et al., 1998). Letztendlich muss auf molekularer Ebene beurteilt werden,
welche Regionen von dem betreffenden Genabschnitt kodiert werden und
welchen Einfluss die Mutation auf die Funktion oder die Ausbildung des Proteins
hat (KONNO et al., 2006). Die meisten kausalen Mutationen der humanen HCM
befinden sich im MYBPC3-Gen oder im MYH7-Gen. Genetische Tests auf
bereits bekannte Mutationen haben sich in der Humanmedizin als nicht hilfreich
erwiesen (RICHARD et al., 2003), da im Zweifelsfall jede betroffene Familie
eine andere Mutation trigt. Mithilfe der Sequenzscreenings kann die
molekularbiologische Diagnose der familiaren HCM definitiv gestellt werden
und bei weiteren Familienmitgliedern kann so eingeschitzt werden, ob durch
Anwesenheit einer Mutation ein Risiko der Erkrankung existiert. Bei nur 60 %
der Patienten mit einer im Ultraschall offensichtlichen HCM kann eine
Sarkomermutation gefunden werden. Folglich bleibt der genetische Status bei

vielen Patienten undefiniert. Ein genetischer Ursprung kann dennoch auch bei
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diesen Patienten nicht ausgeschlossen werden (HO & SEIDMAN, 2006).
Penetranz und Expressivitit einer vermuteten kausalen Mutation konnen auch
mittels transgenen Tieren beurteilt werden, was in selteneren Féllen bisher in
humanmedizinischen Studien durchgefiihrt wurde, um so die Kausalitidt einer
Mutation zu beweisen (TSOUTSMAN et al., 2006b).

NYBERG und Mitarbeiter (2007) fiihrten ebenfalls wie vorliegend prisentiert
eine Fall-Kontroll-Studie durch und konnten neben des Vorkommens des A31P-
SNPs das Vorhandensein eines anderen Polymorphismus (A74T) bei einer
Kohorte von 204 Maine Coons nachweisen. Thre gesunden Kontrolltiere weisen
eine Allelfrequenz von 20 % beziiglich des A31P-Polymorphismus und von 13 %
beziiglich des A74T-Polymorphismus auf. Dennoch kalkulierten NYBERG und
Mitarbeiter (2007) fiir die Entwicklung des Phédnotyps einer HCM ein OR von
16,2 bei Homozygotie des A31P-Allels und von 7,6 bei Homozygotie des A74T-
Allels. Obwohl eine sehr umfangreiche Studienpopulation von 204 Maine-Coon-
Katzen zur Verfligung stand, wurde dafiir ein sehr breites 95 % KI errechnet.
Dabei muss zudem beriicksichtigt werden, dass der Wert des ORs, welches eine
Approximation zum relativen Risiko darstellt, mit steigender Prdvalenz vom
relativen Risiko abweicht (BICKEBOLLER & FISCHER, 2006). Davon
abgesehen, geben NYBERG und Mitarbeiter (2007) in ihrem Abstract keine
nihere  Auskunft iiber die  Phénotypisierungsmethode und  iiber
Ausschlusskriterien. Beziiglich des A74T-Polymorphismus gibt es im Gegensatz
zum A3I1P-Polymorphismus keinen Bericht, dass dieser jemals familidr
zusammen mit einem klinischen Phénotyp zusammen aufgetreten ist. Um zu
beweisen, dass es sich hierbei ebenfalls um eine potentielle kausale Mutation
handeln konnte, wéren familiengenetische Aspekte unerlésslich.

So zeigen viele Genotyp-positive Tiere auch im hohen Alter noch keine HCM,
withrend an HCM erkrankte Tiere nicht sehr hiufig ein positives Ergebnis in den
beiden Gentests aufweisen. Deshalb wurde diese Studie an einem
Patientenkollektiv im siiddeutschen Raum durchgefiihrt, um einen Eindruck der
vorhandenen Geno- und Phinotypen zu bekommen und um die klinische
Korrelation statistisch zu interpretieren. Letztere konnte bisher in keiner
vorhergehenden Fall-Kontroll-Studie beweisend dargestellt werden. Zudem sollte
die klinische Validitit der beiden Gentests, die bereits in kommerziellen
Laboratorien angeboten werden, beurteilt werden, da eine Beurteilung dieser

Werte bisher nicht existierte. Da in der von NYBERG und Mitarbeitern (2007)
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untersuchten Kohorte das Alter im Median nur 2,2 Jahre betrug, wurden in der
vorliegenden Studie die jungen herzgesunden Tiere von Beginn an aus der
statistischen Berechnung ausgeschlossen, um die Wahrscheinlichkeit zu erhohen,
dass herzgesund eingestufte Katzen im Alter nicht doch in das kranke Lager
wechseln. So lag wie bereits erwéhnt, das Alter der beiden fiir den A31P-
Polymorphismus homozygot getesteten phidnotypisch herzgesunden Tiere bei 58
und 64 Monaten. Das Medianalter der echokardiographisch herzgesunden
homozygot fiir A74T getesteten Maine Coons lag bei 89 Monaten, der
herzgesunden heterozygot fiir A31P getesteten Maine Coons bei 60 Monaten und
der herzgesunden fiir A74T heterozygot getesteten Maine Coons 66 Monaten.
Mittels Langzeitstudien konnten, wie ebenfalls oben erwihnt, die klinischen
Phinotypen eindeutig bestimmt werden. Jedoch ist das Medianalter der

vorliegenden herzgesunden Kontrollgruppe bereits relativ hoch.

4. Gentestergebnisse

Die Gentestergebnisse der vorliegenden Studie werden im Folgenden fiir den
A31P-SNP und dem A74T-SNP des kardialen MYBPC3-Gens nacheinander
betrachtet. Von einer Verstirkung des Erkrankungsbildes, wenn beide
Mutationen zugleich bei einem Tier auftreten, kann nicht ausgegangen werden,
da ein gemeinsames Auftreten beider SNPs nur bei phidnotypisch gesunden
Tieren zu verzeichnen war.

Bei den in der vorliegenden Studie untersuchten echokardiographisch
herzgesunden Maine-Coon-Katzen waren 20,87 % heterozygote und 2,61 %
homozygote Triger des A31P-SNPs. Die homozygoten herzgesunden Triger
befanden sich in einem Alter, in dem die HCM eigentlich schon
echokardiographisch offensichtlich sein sollte (58 und 64 Monate). Insgesamt
waren 21,13 % der eindeutig als herzgesund phinotypisierten Katzen Triger des
A31P-Polymorphismus. 76,52 % der an HCM erkrankten Maine-Coon-Katzen
trugen das gesunde Allel G/G, was darauf hinweist, dass von weiteren oder
anderen kausalen Mutationen oder zusitzlichen Einfliissen ausgegangen werden
muss. Durch die bereits von MEURS und Mitarbeitern (2005) dargestellte
variable Expressivitit der Erkrankung, wird deutlich, dass von einer komplexen
Erkrankung auszugehen ist. Letztere definiert sich als genetische Erkrankung,
deren Erkrankungsrisiko, durch verschiedene Allelvarianten oder sogar durch

eine Kombination von Allelen an multiplen Loki steigt und nicht immer in der
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Erkrankung resultiert (YANG et al., 2000). Mittels des exakten Tests nach Fisher
konnte in der vorliegenden Studie kein signifikanter Unterschied der
Allelfrequenzen des A31P-SNPs zwischen den Phinotypgruppen ,herzgesund*
und ,,HCM* bei der untersuchten Kohorte dargestellt werden. Griinde hierfiir
wurden bereits bei den Limitationen dieser Studie abgehandelt. Einerseits konnte
die GruppengroBle in der vorliegenden Studie zu gering sein, um signifikante
Unterschiede mit engen 95 % KI zu kalkulieren, andererseits besteht die
Moglichkeit, dass die kalkulierten Ergebnisse tatsdchlich der Realitit
entsprechen. In der vorliegenden Studie wurde fiir die homozygoten Tiere
beziiglich des A31P-SNPs nur ein 3,1 fach hoheres Erkrankungsrisiko berechnet,
wobei zusitzlich angemerkt werden muss, dass das 95 % KI dabei von 0,25
<OR> 35,96 reichte. Dass die OR keine statistische Signifikanz reflektiert,
spiegelt sich im 95 % KI wider, welches bei allen in der vorliegenden Studie
berechneten ORs den Wert 1,0 enthielt. Ein Wert von 1,0 sagt aus, dass kein
Unterschied beziiglich des Risikos mit oder ohne Mutation besteht. Wie im
Kapitel der Limitationen dieser Studie schon besprochen, wiirde sich mit einem
groBBeren Patientengut das KI enger darstellen. Die vorliegenden 95 % KI
reflektierten folglich auch die Unsicherheit des Tests beziiglich der untersuchten
Patientenzahl. Im Falle des A31P-SNPs konnte also bei der vorliegenden
untersuchten Population kein Zusammenhang zwischen SNP und HCM
dargestellt werden. Die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen SNP und
Erkrankung bei einer groBeren Population hergestellt werden konnte, bleibt
offen. Genauso bleibt weiterhin ungekldrt, ob sich die Ergebnisse in einer
anderen Maine-Coon-Population dhnlich verhalten wiirden. Da die untersuchten
Katzen aber aus verschiedenen Zuchten kamen, ist die Wahrscheinlichkeit nicht
sehr grof}, dass sich andere Populationen beziiglich der klinischen Korrelation
abweichend verhalten. Bei TOBIAS und Koautoren, 2007, der mit der
Arbeitsgruppe Kardiologie der DGK-DVG vorwiegend Maine-Coon-Katzen aus
dem mittel- und norddeutschen Raum untersucht hat, verhilt sich die Verteilung
in den Genotyp- und Phinotypgruppen dhnlich wie in der vorliegenden Studie.
Ebenso war bei der Studie von NYBERG und Mitarbeitern (2007) ein A31P-SNP
bei 20 % der Kontrollkatzen vorhanden. Jedoch liefern NYBERG und
Mitarbeiter (2007) keine Angaben iiber die Herkunft der Tiere, es bleibt daher
offen, ob es sich dabei um eine didnische Population handelt, oder ob Blutproben

aus dem gesamteuropdischen Raum per Postweg zur Genotypisierung
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herangezogen wurden. Ebenso wurden bei der zuletzt erwihnten Studie auch
keine Angaben zur Phénotypisierung gemacht. Nur durch Langzeitstudien kann
mit Sicherheit beantwortet werden, ob die Tiere tatsiachlich im Alter eine HCM
entwickeln. Andererseits ist das Medianalter der vorliegenden Kontrollpopulation
bereits sehr hoch und iiberschreitet den festgelegten Wert des Mindestalters weit,
in welchem bei den meisten Tieren eine HCM echokardiographisch erkannt
werden kann. Auch pathologische und histopathologische sowie weitere
molekularbiologische =~ Untersuchungen  wédren  zusitzlich zu  den
echokardiographischen Studien bei einer groBen Anzahl von Trigern des A31P-
Polymorphismus notig, um zu beweisen, dass die Todesursache letztendlich eine
HCM war. Auch Tiere mit plotzlichem Herztod miissen weiter pathologisch
differenziert werden um mit Sicherheit zu sagen, dass eine HCM zugrunde liegt.
Angenommen KITTLESON und Mitarbeiter haben Recht, und alle ihre
homozygoten Tiere entwickeln letztendlich eine HCM, dann bleiben immer noch
Fragen offen, ob diese Tatsache in Europa oder in Deutschland ebenfalls gegeben
ist. Zum einen konnte die amerikanische Population im Laufe der Zeit einen
komplett differenzierten Genpool besitzen, anderen Umweltfaktoren unterliegen,
oder dem Einfluss anderer modifizierender Gene unterliegen. Zum anderen
wurde von KITTLESON und Mitarbeitern (1999) und MEURS und Mitarbeitern
(2005) nur eine engverwandte Katzenkolonie untersucht, wobei bedacht werden
muss, dass die Vorkommnisse in dieser Kolonie womdoglich nicht auf die
Gesamtpopulation oder die europdische Population iibertragbar sind. Letzteres
zeigt sich bereits in der Expressivitit und der Penetranz in der Kolonie von
KITTLESON und Mitarbeitern (1999) und MEURS und Mitarbeitern (2005) im
Vergleich zur vorliegenden und zu anderen Studien aus dem europdischen Raum
(NYBERG et al., 2007; TOBIAS, 2007).

Aufgrund der Tatsache, dass der A74T-Polymorphismus des MYBPC3-Gens in
der vorliegenden Studie auch bei allen anderen getesteten Rassen vorkam, konnte
die Hypothese, dass es sich hierbei um eine Maine-Coon-spezifische kausale
Mutation handelt, widerlegt werden. Die Allelfrequenzen, das heilit die
prozentuale Haufigkeit des Vorkommens dieses Polymorphismus, verhielten sich
sowohl in der herzkranken als auch in der herzgesunden Gruppe dhnlich. Mittels
der statistischen Uberpriifung konnte kein signifikanter Unterschied der
Allelfrequenzen zwischen den herzgesunden und herzkranken Populationen

dargestellt werden. Ebenfalls lieferten die Schitzwerte der klinischen Validitit
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beziiglich des A74T-Gentests keine brauchbaren priadiktiven Werte. Auch von
NYBERG und Mitarbeiter (2007) wurde beziiglich des A74T-SNPs ein hiufiges
Vorkommen bei gesunden Kontrollkatzen beschrieben, und zwar mit einer
prozentualen Hiufigkeit von 13 %. In der vorliegenden Studie konnte kein
signifikant erhohtes Erkrankungsrisiko bei Vorhandensein des A74T
Polymorphismus ermittelt werden, da in jedem der 95 % KI der berechneten ORs
immer der Wert 1,0 enthalten war. Ob der A74T-Polymorphismus eine kausale
Mutation darstellt oder nicht, ist daher fragwiirdig. Das Vererbungsmuster dieses
SNPs konnte in keiner Katzenfamilie nachgewiesen werden. Zumindest wird die
Auswirkung des SNPs auf das Protein im Programm PolyPhen ebenfalls wie
beim anderen untersuchten SNP (A31P) als benigne eingestuft, was somit nicht
dafiir spricht, dass es sich um eine kausale Mutation handelt. Beziiglich des
A74T-SNPs hatten die homozygoten Maine-Coon-Katzen ein 3,15 fach hoheres
Risiko an HCM zu erkranken als die anderen. Jedoch lag auch bei diesem Test
das KI bei 0,51 <OR> 19,52. Das Erkrankungsrisiko bei Vorliegen des A74T-
Polymorphismus beziiglich der homozygoten Tiere der anderen Rassen (AR) lag
bei OR = 1,42 (KI von 0,39 <OR> 5,22), was wiederum anzeigt, dass keine
statistische ~ Signifikanz der berechneten ORs vorliegt. Somit ist
zusammenfassend zu sagen, dass anhand der statistischen Daten bei der
vorliegenden siiddeutschen Katzenpopulation nicht davon ausgegangen werden
kann, dass es sich hierbei um eine kausale Mutation handelt. Wie im Falle des
A31P-Polymorphismus, kann nicht definitiv gesagt werden, ob eine groflere
Tierzahl, Langzeitstudien oder eine andere Zusammensetzung der

Studienpopulation die statistischen Ergebnisse verindern konnten.

5. Einsatz von Gentests fiir die A31P- und A74T-Polymorphismen

Der Einsatz der untersuchten Gentests ist nicht als Diagnostikum fiir die HCM
geeignet. So wird es auch auf der Homepage des Veterinary Cardiac Genetics
Laboratory, Washington State University und den kommerziellen Laboratorien
propagiert (LABOKLIN, 2007; WSU, 2007). Dennoch werden die Gentests ,,zum
Nachweis der HCM bei Maine-Coon-Katzen* in kommerziellen Laboratorien
angeboten (LABOKLIN, 2007). Von den Laboratorien werden die A31P- und
A74T-SNPs als ,,genetische Ursache der HCM bei der Rasse Maine Coon*
vermarktet (BIOFOCUS, 2007). Demnach stellte sich im Rahmen dieser Arbeit

die Frage, ob die Gentests iiberhaupt fiir die ziichterische Auslese eingesetzt
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werden sollen. Ein Zusammenhang zwischen der Erkrankung HCM und den
beiden untersuchten SNPs konnte bisher in keiner Fall-Kontroll-Studie, sondern
nur bei einer Maine-Coon-Kolonie in Verbindung mit dem A3IP-
Polymorphismus dargestellt werden (KITTLESON et al., 1999), wodurch die
Anwendbarkeit der Gentests bei einer Gesamtpopulation bereits in Frage gestellt
werden muss. Daten iiber die klinische Validitét dieser Gentests existierten bisher
nicht. Vorhersagewerte, wie Sensitivitit, Spezifitit, positiver und negativer
pradiktiver Wert sind jedoch unabdingbar, bevor ein Einsatz von genetischen
Tests zur Priavention und Diagnostik bei einer Gesamtpopulation erfolgt
(BICKEBOLLER & FISCHER, 2006; YANG et al., 2000). Aus diesem Grund
wurde die klinische Validitit der Gentests fiir die A31P- und A74T-
Polymorphismen in der vorliegenden Studie evaluiert. Fiir die ziichterische
Auslese sind vor allem der positive pradiktive Wert (PPW) und die Sensitivitit
der Tests von Interesse. Mit einem PPW von 0,16 fiir homozygote und
heterozygote Tiere zusammengefasst und 0,33 fiir homozygote Tiere, konnte
keine Eignung des A31P-Gentests zur Zuchtauslese anhand der vorliegenden
Studienpatienten demonstriert werden. Auch die Sensitivitit zeigte sich in der
vorliegenden Studie beziiglich des A31P-SNPs als sehr gering (0,25 fiir hetero-
und homozygote Tiere und 0,08 wenn nur homozygote Tiere betrachtet werden).
Der PPW und die Sensitivitdt verhielten sich bei der Betrachtung des A74T-
Gentests in der vorliegenden Studienpopulation ebenso schlecht wie die klinische
Validitit des A31P-Gentests. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass beide
evaluierten Gentests keine klinisch geeigneten priadiktiven Werte bei der
vorliegenden Studienpopulation zeigten. Einschrinkend muss festgestellt werden,
dass es sich bei der vorliegenden Studie nur um eine Momentanaufnahme der
aktuellen Situation einer vorwiegend siiddeutschen Studienpopulation handelt
und dass Langzeitstudien und Untersuchungen in weiteren betroffenen
Katzenkolonien fiir eine endgiiltige Aussage unabdingbar sind. Vor allem
homozygote Tiere, die die HCM laut MEURS und Mitarbeitern (2005) meist
frither und hochgradiger entwickeln, wéren als Untersuchungsgut bei einer
Langzeitstudie sehr interessant, da heterozygote Tiere aufgrund der bereits
vermuteten niedrigeren Expressivitidt im europédischen Raum eventuell gar nicht
echokardiographisch auffillig werden und homozygote Tiere eventuell spater und
mit in einem geringeren Schweregrad. Pathologische und vor allem

histopathologische Untersuchungen wiren in Folgestudien weitere wichtige und
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nicht zu vernachlédssigende Diagnostika, um die hypertrophe Kardiomyopathie

von einer sekundér hervorgerufenen Hypertrophie zu unterscheiden.

6. Humane versus feline hypertrophe Kardiomyopathie

Im Folgenden sollen die Ahnlichkeiten der felinen HCM zum humanen Pendant
dargestellt werden, um die Eignung der Katze als Tiermodell der humanen
familiaren HCM zu demonstrieren. Gleichzeitig soll gerechtfertigt werden, dass
die Forschungsansitze der humanen HCM auch fiir die Erforschung der felinen
HCM brauchbar sind.

Bereits im Jahr 1999 stellten KITTLESON und Mitarbeiter ausfiihrlich dar, dass
die feline HCM sowohl pathologisch als auch klinisch der humanen familidiren
Form #hnelt. Auch bei Katzen fiihrt die Erkrankung letztendlich zum
Linksherzversagen oder zum plotzlichen Herztod. Pathologisch gesehen konnten
die Veridnderungen des Menschen auch bei der Katze gezeigt werden. Auch die
variierende Penetranz tritt sowohl bei der Katze als auch beim Menschen auf. In
einer Kolonie von Maine-Coon-Katzen konnte letztendlich auch ein autosomal
dominanter Erbgang nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum Schwein und zum
Hund wurde somit bei der Katze zum ersten Mal eine familidre Form der
Krankheit bestétigt. Dadurch kann die Katze als Tiermodell fiir die humane Form
der familidaren HCM geltend gemacht werden (KITTLESON et al., 1999). Bei
derselben Katzenkolonie wurde schlieBlich eine Sarkomermutation nachgewiesen
(MEURS et al., 2005). Mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie konnte,
jedoch zumindest mit der hier untersuchten Patientenzahl, keine klinische
Korrelation zur Erkrankung festgestellt werden. Es muss folglich hinterfragt
werden, ob MEURS und Mitarbeiter (2005) tatsdchlich eine kausale Mutation
detektiert haben, und welcher genetische Hintergrund vorhanden ist. Wie bereits
diskutiert, konnen multiple additive und synergistische Effekte und
modifizierende Gene einen klinischen Phidnotyp beeinflussen. Weiterhin ist zu
hinterfragen, wieso bei den betroffenen Katzen in der Studie von MEURS und
Mitarbeitern (2005) im SDS-PAGE neben dem MYBPC auch das Myomesin
reduziert war, und das B-Myosin im Gegenzug dazu erhoht war, was die
Sensitivitdt des SDS-PAGE, eine kausale Mutation nachzuweisen, ebenfalls in
Frage stellt. In der Immunofloureszenzanalyse der Herzmuskelproben der
betroffenen Katzen von MEURS und Mitarbeitern (2005) waren neben den
MYBPC auch Myomesin, Titin und das kardiale Aktin in ihrer Intensitét
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reduziert, wihrend die Summe der mRNA des MYBPC3 betroffener Katzen in
der RT-PCR erhoht war. Zudem ist weiterhin unklar, welcher genetische
Hintergrund bei HCM-positiven Katzen ohne A31P- oder A74T-SNP eine
tragende Rolle spielt, da diese Katzen in der vorliegenden Studie die Mehrzahl
HCM-kranker Tiere darstellten.

Circa 200 genetische Erkrankungen der Katze verhalten sich dhnlich zu humanen
Erkrankungen. Die Katze fungiert mit den felinen Pendants wie dem felinen
Immundefizienzvirus, dem felinen Coronavirus und dem felinen Leukosevirus
bereits als Tiermodell fiir infektiose humane Erkrankungen, wie Aids, SARS und
Leukidmie (GRIFFIN & BAKER, 2000; PONTIUS et al., 2007). Ziel fiir Studien
in der Tiermedizin wire, die feline HCM auf dieser Basis des Tiermodells noch

besser zu ergriinden.

7. Ausblick

GroBere Studien mit noch strikter angewandten Ausschlusskriterien (z. B. Katzen
im Alter unter fiinf Jahren) und einer ausreichenden Teststirke wiren als
Folgestudie dieser Arbeit denkbar. Zudem wiren Langzeitstudien mit jahrlichen
Kontrolluntersuchungen niitzlich, um den Phénotyp der Katzen riickblickend
sicherer einstufen zu konnen. Besonders wichtig wire die Information, ob
homozygote Tiere in Europa oder Deutschland aufgrund der hiesigen niedrigen
Expressivitit tatsdachlich erst im hohen Alter phéanotypische Anzeichen einer
HCM entwickeln. Um zu evaluieren, ob die beiden Mutationen tatsidchlich eine
HCM verursachen konnen, wire eine Studie mit transgenen Versuchstieren
vorstellbar, die die bereits bekannten Katzen-Mutationen exprimieren. Jedoch
deutet die Proteinanalyse mit dem Programm PolyPhen bereits theoretisch darauf
hin, dass die bei der Maine Coon bekannten Mutationen keine funktionelle
Schidigung des Proteins hervorrufen. Laut der Homepage des Veterinary Cardiac
Genetics Laboratory der Washington State University
(http://www.vetmed.wsu.edu/deptsVCGL/FAQ.aspx#science) ist ein Drittel der
Maine-Coon-Population Triager der A31P-Mutation. Sehr viele dieser Katzen
entwickeln nie eine HCM. Folglich kann bei den Phéno- und Genotyp-positiven
Katzen von zusitzlichen oder anderen kausalen Einfliissen auf die Auspriagung
der Erkrankung ausgegangen werden. Letzteres konnten zum Beispiel
kodominant vererbte Mutationen in anderen Genen, der Einfluss modifizierender

Gene oder Umwelteinfliisse sein. Nicht zuletzt stellt sich die Frage, ob es sich bei
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der HCM nicht vielleicht doch um eine multifaktorielle Erkrankung handelt und
es dadurch zu unterschiedlicher Penetranz und Expressivitit sogar innerhalb einer
Familie kommen kann. In einer humanmedizinischen Fall-Kontrollstudie mit 811
Patienten und 650 Kontrollen, in der 85 Polymorphismen getestet wurden, die als
kausal fiir das akute Koronarsyndrom gehalten wurden, stellte sich heraus, dass
nicht einmal ein einziger dieser Polymorphismen signifikant mit der Erkrankung
korreliert (MORGAN et al., 2007). Auf der Homepage des Journals ,,Nature*
(http://www .nature.com/index.html) wird anhand der Studie von MORGAN und
Mitarbeitern  ausdriicklich  gewarnt, dass genetische Tests fiir das
Herzerkrankungsrisiko irrefiihren konnen. LEDFORD argumentiert, dass
komplexen  Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Fettsucht oder
Herzerkrankungen kein einzelnes verdndertes Gen oder kein einzelner
genetischer Pfad zugeordnet werden darf, da von anderen Einfliissen, wie
Umweltfaktoren und anderen genetisch pradisponierenden Faktoren ausgegangen
werden muss. Oft wiirden in kleineren Studien falsch positive Gentestergebnisse
auftauchen, welche mit Studien an groBeren Populationen widerlegt werden
konnen (LEDFORD, 2007). Da Maine-Coon-Katzen als Rassekatzen gut fiir
Stammbaumanalysen und angewandte Familiengenetik geeignet wiren, sollten
weitere Kandidatengenuntersuchungen anhand von Familien, in welchen die
HCM und plétzlicher Herztod nachgewiesen vermehrt auftritt, durchgefiihrt
werden. Ob dort gefundene Polymorphismen in der breiten Population testwiirdig
sind, miisste anschlieBend evaluiert werden. Auch in der Humanmedizin wird die
Meinung vertreten, dass es nicht sinnvoll ist, an HCM erkrankte Patienten auf
bereits bekannte Mutationen zu testen, sondern, dass ein systematisches
Sequenzscreening der Kandidatengene bei jeder Familie durchgefiihrt werden
sollte (RICHARD et al., 2003). Als Kandidatengene fiir die Katze dienen
weiterhin die in der Humanmedizin bereits herangezogenen Kandidatengene, da
die feline Form sowohl beziiglich des Vererbungsmusters als auch klinisch und
pathophysiologisch mit der humanen Form iibereinstimmt (KITTLESON et al.,
1999). Im Rahmen des felinen Genomprojekts wurde die feline Genomsequenz
kiirzlich zu 65 % entschliisselt. Im selben Projekt konnte eine groe Anzahl von
SNPs, Deletions- und Insertionspolymorphismen (DIPs) und STRs fiir die Katze
charakterisiert werden, die fiir weitere Studien (z. B. Kopplungsanalysen)
beziiglich feliner Erbkrankheiten eine sehr wichtige Basis darstellen (PONTIUS

et al., 2007). Bereits existierende ,,Radiation-Hybrid*“-Karteien konnten dann
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zum ,,Fine-Mapping* herangezogen werden, wie es zum Beispiel bei einer Studie
der spinalen muskulidren Atrophie bei der Katze erfolgte (FYFE et al., 2006). In
den letzten vier Jahren wurden bei der Katze schon mehrere Mutationen in
Kandidatengenen im Zusammenhang mit Fellfarbe und Erkrankungsphénotypen
mittels Kopplungsanalysen detektiert, indem auf bereits existierende ,,Genome
Mapping*“-Resourcen (http://www .ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/cat/index.
html) zuriickgegriffen wurde (EIZIRIK et al., 2003; FYFE et al., 2007; FYFE et
al., 2006; IMES et al., 2006; LYONS et al, 2004; LYONS et al., 2005;
SCHMIDT-KUNTZEL et al., 2005; YOUNG et al., 2005).

8. Zuchtempfehlungen
Eine Empfehlung, anhand des A74T-Polymorphismus Entscheidungen zur

Zuchtauslese zu treffen, kann aus folgenden Griinden nicht ausgesprochen
werden. Beziiglich des A74T-Polymorphismus existieren keine ausreichenden
wissenschaftlich veroffentlichten Daten, die bekriftigen, dass trotz der in der
vorliegenden Studie nicht vorhandenen klinischen Korrelation eine kausale
Mutation vorliegen konnte. Zudem konnte bisher nicht gezeigt werden, dass
dieser Polymorphismus familidr in Kolonien mit HCM auftritt. Da der A74T-
Polymorphismus neben Maine Coon-Katzen bei einigen anderen Rassen
vorkommt, handelt es sich hierbei auch nicht um eine Maine-Coon-spezifische
Mutation, wie vorher propagiert wurde (NYBERG et al., 2007). Zudem lag bei
einer groen Anzahl der vorliegenden herzgesunden Maine-Coon-Population ein
homozygoter Genotyp vor. Diese Gegebenheit ldsst weiterhin vermuten, dass
keine kausale Mutation vorliegt. Aufgrund dieser Tatsachen wird im Folgenden
vor allem auf den A31P-Polymorphismus eingegangen.

Auf der Homepage der ,,Maine Coon Breeders & Fanciers Association* werden
folgende Zuchtempfehlungen ausgesprochen. Als Vorsichtsma3nahme sollte eine
heterozygote Katze nur mit einer negativ getesteten Katze verpaart werden. Die
Nachkommen sollten anschlieBend wieder getestet werden. Nur mit den
negativen Individuen sollte dann weitergeziichtet werden (MEURS, 2007).
KITTLESON empfiehlt in einer personlichen Mitteilung an Dr. Gerhard Wess
(2008) jedoch folgendes Vorgehen in der Zucht: ,,Alle Zuchtkatzen sollten
hinsichtlich der A31P-Mutation getestet werden. Ein homozygoter Trager der
A31P-Mutation sollte nie verpaart werden. Heterozygote Tiere sollten im

Idealfall ebenso nicht verpaart werden. Wenn eine heterozygote Katze mit einem
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enormen ziichterischen Wert Vorteile fiir die Gesamtpopulation liefern sollte,
dann kann sie verpaart werden, aber nur ein einziges Mal. Zudem sollte ein
Genotyp-positives Tier nie verkauft werden.” In einem Beitrag auf der
Homepage der ,,Maine Coon Breeders & Fanciers Association® dussert sich
Jerold S. Bell, DVM, Clinical Associate Professor for Genetics, dass durch eine
radikale Zuchtauslese und Eingrenzung des genetischen Pools das Risiko fiir
andere genetisch bedingte Erkrankungen extrem ansteigen konnte (BELL, 2007).
Anhand der vorliegenden Untersuchungen muss der Einsatz des genetischen
Tests zur Zuchtauslese grundsitzlich kritisch betrachtet werden. In der
vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal eine klinische Validitdt der beiden
Gentests bestimmt. Aufgrund der Ergebnisse und der fehlenden klinischen
Validitidt der Gentests fiir den A31P-SNP und den A74T-SNP im felinen
kardialen MYBPC3-Gen, scheint eine Eignung oben genannter Tests zur
Zuchtauslese anhand der vorliegenden siiddeutschen Studienpopulation bei
Maine-Coon-Katzen fraglich zu sein. Keiner der evaluierten Gentests konnte
einen brauchbaren pridiktiven Hinweis beziiglich der HCM liefern. Um eine
Einengung des genetischen Pools der Maine-Coon-Population zu vermeiden,
wire es hochstens sinnvoll, dass vor allem homozygote A31P-Gentest positive
Tiere, die immerhin einen geringeren Anteil der Maine-Coon-Population
darstellen, weiterhin aus der Zucht genommen werden, bis mittels
Langzeitstudien und weiteren Studien bisherige Unklarheiten beziiglich der
Penetranz und Expressivitit in der Gesamtpopulation eindeutiger charakterisiert
werden konnen. Die klinische Variabilitit der HCM, die auch innerhalb von
Familien beobachtet werden kann, ldsst vermuten, dass synergistische und
additive Effekte weiterer Risikofaktoren, seien es andere modifizierende
Mutationen oder Umwelteinfliisse, eine grofle Rolle spielen. Trotzdem wird in
der Humanmedizin ein positiver Genotyp ernst genommen und als Risikofaktor
betrachtet. Familienmitglieder, die denselben Risikofaktor (positiver Genotyp)
tragen, werden regelmifigen und engmaschigen kardiologischen Screenings
unterzogen, um frithzeitig die Krankheit zu erkennen und Symptome wie
Arrhythmien symptomatisch zu behandeln. Zusitzlich wird Patienten, die den
Risikofaktor des positiven Genotyps tragen, geraten, weitere Risikofaktoren wie
Hochleistungssport zu unterlassen und den Lebensstil zu verdndern (MICHELS
et al., 2007). So sollte auch die vorhandene Genotyp-positive Katzenpopulation

engmaschig echokardiographisch gescreent werden, nicht nur um Material fiir
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weitere wichtige Studien zu bekommen, sondern auch um friithzeitig in die mit
der Krankheit verbundenen Symptome (z. B. Arrhythmien) einzugreifen.
Demnach sollten homozygote Tiere fiir den A31P-Gentest, die laut MEURS und
Mitarbeitern (2005) und KITTLESON (2005) eine deutlich hohere Penetranz
aufweisen, unbedingt einer jahrlichen Ultraschalluntersuchung bis ins hohe Alter
unterzogen werden. Zudem sollte in Zukunft groBer Wert auf das genetische und
jahrliche echokardiographische Screening von verwandten Geno- oder Phénotyp-
positiven Tieren bis ins hohe Alter gelegt werden. Humane Studien zeigen, dass
MYBPC3-Mutationen auch zu einer HCM fiithren kann, die erst im hohen Alter
echokardiographisch priasent wird und dann auch in einem kiirzeren Zeitrahmen
eine schwerwiegende Erkrankung hervorrufen kann (KUBO et al, 2005;
MARON et al., 2001; NIIMURA et al., 1998). Heterozygote getestete Tiere
sollten weiterhin nur mit A31P-Gentest negativen Tieren verpaart werden, bis
aussagekriftige Langzeitstudien verfiigbar sind. Fiir Maine-Coon-Katzen, die mit
den Tieren der ,,KITTLESON- & MEURS-Population* verwandt sind, ist der
Einsatz des A31P-Gentests moglicherweise anwendbar, da ein &hnlicher
genetischer Hintergrund besteht. Die regelmafige jahrliche echokardiographische
Zuchtuntersuchung stellt im Moment die einzig sichere Moglichkeit dar, an HCM

erkrankte Katzen zu erkennen und von der Zucht auszuschlieBBen.
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VIII. Zusammenfassung

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

Die feline familidre hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist die héaufigste
Herzerkrankung bei der Katze. Bei der Maine Coon wird von einem autosomal
dominanten Erbgang mit variierender Penetranz und Expressivitiit ausgegangen.
Zwei Punktmutationen, A31P und A74T, im Sarkomer-Strukturprotein-Gen
MYBPC3 werden derzeit als Ursache der HCM bei Maine-Coon-Katzen
angesehen. Bei der Ragdoll-Katze wird bisher eine Punktmutation (C820T) im
selben Gen fiir die HCM verantwortlich gemacht. Fiir Maine-Coon-Katzen und
Ragdoll-Katzen werden Gentests fiir die erwédhnten Einzelnukleotid-
polymorphismen (SNPs) kommerziell angeboten. In der Praxis weicht der
Phénotyp aber hidufig vom Genotyp der Tiere ab. Es ist bislang unklar, wie mit
herzgesunden Gentest positiven Katzen verfahren werden soll. Ziel der Studie
war deshalb die Evaluation der genetischen Assoziation der A31P- und A74T-
SNPs im MYBPC3 zur HCM sowie die Evaluation der klinischen Validitit der
A31P- und A74T-Gentests fiir die Anwendung in der Maine-Coon-Population.
Im Rahmen dieser Studie wurde ausserdem getestet, ob die fiir Maine Coons
spezifischen SNPs auch bei anderen Katzenrassen vorkommen.

115 Maine-Coon-Katzen und 82 Katzen verschiedenster Rassen wurden in die
Studie aufgenommen und prospektiv hinsichtlich des Geno- und Phénotyps
evaluiert. Die Phénotypisierung erfolgte mittels klinischer Untersuchung,
Herzultraschall und Ausschluss diverser Differentialdiagnosen. Fiir die
Genotypisierung wurde DNA aus peripheren Blutleukozyten isoliert.
Anschlieend wurde ein Teil des MYBPC3-Gens von vier Tieren mit bekanntem
Genotyp fiir den A31P-SNP mittels PCR amplifiziert und sequenziert, um den
Genotyp zu verifizieren und einen Gentest zu etablieren. Die Genotypisierung der
Tiere beziiglich der A31P und A74T-SNPs erfolgte mittels eines Tagman®
Genotyping Assays. SchlieBlich wurden fiir die Phédnotypgruppen ,adult &
herzgesund* (m > 24 Monate, w > 36 Monate), ,,HCM®, ,,equivocal* und ,,jung
& herzgesund“ (m < 24 Monate, w < 36 Monate) die Allelfrequenzen beider
SNPs bestimmt. In die statistische Berechnung wurden nur in die Gruppen ,,adult

& herzgesund* oder ,,HCM* einzuordnende Tiere eingeschlossen. 21,1 % der
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echokardiographisch ~ herzgesunden = Maine-Coon-Katzen  (,,adult  und
herzgesund) waren beziiglich des A31P-SNPs im Gentest positiv (heterozygot
G/C: Alter im Median = 60 Monate; homozygot C/C: Alter = 58 und 64 Monate).
Beziiglich des A74T-SNPs waren 32,8 % (heterozygot G/A: Alter im Median =
66 Monate; homozygot A/A: Alter im Median = 89 Monate) der
echokardiographisch herzgesunden Maine-Coon-Katzen im Gentest positiv. 75,0
% der HCM-Gruppe trugen das Wildtypallel G/G im A31P- und 50,0 % im
A74T-Gentest. Es wurden keine signifikanten Unterschiede der Allelfrequenzen
beider Polymorphismen zwischen der Gruppe ,,adult & herzgesund* und der
Gruppe ,,HCM* nachgewiesen. Die Genotyp-positiven (A31P und A74T)
herzgesunden Maine-Coon-Katzen (Gruppe: ,,adult & herzgesund*) zeigten keine
signifikant erhohte Erkrankungsprivalenz. Eine computergestiitzte Analyse
ordnete die Auswirkung der Punktmutationen auf das Protein als strukturell und
funktionell bedeutungslos ein.

Der A31P-Polymorphismus ist fiir Maine-Coon-Katzen spezifisch, wihrend der
A74T-Polymorphismus auch bei anderen Katzenrassen vorkommt. Die jihrliche
echokardiographische Untersuchung stellt weiterhin den Goldstandard zur
Zuchtauslese dar. Langzeitstudien und Untersuchungen mit einer gréBeren
Population werden notig sein, um zu beurteilen, ob die Tests fiir eine Anwendung
an der Maine-Coon-Gesamtpopulation sinnvoll sind. Nur Langzeitstudien kénnen
eine definitive Aussage liefern, ob alle homozygoten Tiere jemals eine HCM
entwickeln. Das Alter der hier untersuchten herzgesunden homozygoten (C/C)
Tiere war jedoch mit 58 und 64 Monaten relativ hoch und die
Wahrscheinlichkeit, dass viele solcher Tiere noch im spidten Alter eine HCM
entwickeln, ist relativ gering. Da der A74T-SNP bei anderen Katzenrassen aufler
Maine Coons vorkommt wund bisher kein familidrer Zusammenhang
nachgewiesen werden konnte, kann dieser SNP nicht als kausale Mutation
eingestuft werden. Es ist von additiven und synergistischen Einfliissen
modifizierender Gene oder Umwelteinfliisse auszugehen, die die variable

Penetranz und Expressivitat der HCM bei der Katze hervorrufen.
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IX. Summary

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

Feline familial hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is the most common heart
disease in cats and was shown to be inherited as an autosomal dominant trait.
Disease outcome is heterogenous in Maine Coon cats. Two point mutations in the
cardiac MYBPC3 gene (A31P and A74T) are reported to cause HCM in Maine
Coon cats, one point mutation in the same gene (C820T) is supposed to cause
HCM in Ragdoll cats. Commercial laboratories are currently providing genetic
tests for the above-mentioned mutations. In the experience of many investigators,
the clinical phenotype, however often differs from the genotype of the cats and it
is not clear if phenotype-negative and genotype-positive cats should be used for
breeding. The goal of this study was to evaluate the genetic association of the
A31P and A74T single nucleotide polymorphisms (SNPs) with the clinical
outcome of HCM in Maine Coon cats. The clinical validation by calculating
sensitivity, specificity, positive, and negative predictive value for testing both
SNPs in the Maine Coon population was also assessed. The presence of the two
above-named SNPs was evaluated in other breeds as well.

One hundred and fifteen Maine Coon cats and 82 cats of different breeds were
prospectively examined by physical examination and echocardiography. Other
diseases causing concentric ventricular hypertrophy were excluded. The
prevalence of HCM in Maine Coon cats was determined using randomly
screened Maine Coon cats without overt clinical symptoms. To verify the
genotype, DNA was extracted from peripheral blood leukocytes. Subsequently, a
part of the MYBPC3 gene was amplified by PCR with DNA of four cats with
known genotypes for the A31P-SNP. The PCR product was sequenced, and
commercial Tagman® Genotyping Assays for the A31P and A74T were used for
further processing. The cats were divided into four groups according to the
echocardiographic results: “adult & healthy” (males older than 24 months and
females older than 36 months), “HCM”, “equivocal” and “young & healthy”
(males younger than 24 months and females younger than 36 months). The allele
frequencies of point mutations were calculated for each of these groups. The

“equivocal” and the “young and healthy” groups were excluded from further
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statistical analysis because it could not be excluded in these cats, that they might
develop HCM later. Of the phenotypically “adult & healthy” Maine Coon cats,
21.1 % had a positive genetic test result when tested for the A31P SNP
(heterozygous G/C: median age = 60 months, homozygous C/C age = 58 and 64
months). Of the phenotypically “adult & healthy” Maine Coon cats
(heterozygous: median age = 66 months, homozygous A/A: median age = 89
months) 32.5 % were tested positive with A74T genetic test. Of the “HCM*
group 75.0 % carried the wild type allele G/G when tested for A31P and 50.0 %
when tested for A74T. There were no significant differences in frequencies of
point mutations between cats in the “HCM” and “adult & healthy” group for the
two SNPs. The risk for developing HCM was not significantly higher in genotype
positives than in genotype negatives. Sensitivity of both tests was very low. The
potential impact of the amino acid substitution caused by the A31P and A74T
SNPs was evaluated with the program PolyPhen which predicted both
substitutions to be “benign”.

The A74T SNP is present in other purebred and mixed-breed cats.
Echocardiography remains the gold standard for the diagnosis of feline HCM.
Extended duration of follow up and a bigger study population of Maine Coon
cats are needed because of the heterogeneity in expressivity and penetrance of
this disease. Cats that are homozygous (C/C) for the A31P SNP should not be
bred because only long term evaluation could give reliable indication about the
relevance of the genotype for development of HCM. However, the homozygous
cats of the present study population were old enough that cardiac abnormalities
should be present in cats proned to develop the disease. It seems very unlikely
that these cats would develop HCM later at an even older age. As the A74T SNP
occurs in healthy cats of other breeds as well and was never proven to occur in
families, it should not be categorized as a causative mutation. Modifier genes or
environmental factors may play an additional and decisive role causing HCM in

cats.
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