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l. EINLEITUNG

Die Dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist eine bei der Rasse Dobermann
vererbte Erkrankung (MEURS et al., 2007). Mit einer 58 %igen Préavalenz in
Europa stellt sie die hdufigste Herzerkrankung beim Dobermann dar (WESS et al.,
2010a). Die Dilatative Kardiomyopathie beim Dobermann zeichnet sich durch das
Vorhandensein einer systolischen Dysfunktion und das Auftreten ventrikuldrer
Rhythmusstérungen aus (CALVERT et al., 1982; CALVERT et al., 1997a;
CALVERT et al.,, 2000a). Bevor klinische Symptome auftreten, durchlaufen
betroffene Tiere eine okkulte Phase (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004), deren
Diagnosestellung bislang nur mittels der Kombination von Echokardiographie und
24-Stunden-Elektrokardiogramm (EKG) mdglich ist (CALVERT et al., 1997a;
CALVERT et al., 2000b).

Mikro-Ribonukleinsduren ~ (miRNAs)  sind  kurze, nicht  kodierende
Ribonukleinsduren (RNAs), die intrazelluldr synthetisiert werden und eine
bedeutende Rolle in der Genregulation spielen (LEE et al., 1993; BARTEL,
2004). lhre Expression ist bei zahlreichen pathologischen Zustdnden dereguliert
und kann im Gewebe wie auch im Blut bestimmt und interpretiert werden
(ETHERIDGE et al, 2011; MIZUNO et al, 2011). Veranderte miRNA
Expressionsmuster wurden bei humanen Herzerkrankungen inklusive der DCM
beschrieben und stellen potentielle diagnostische wie auch prognostische Marker
dar (IKEDA et al.,, 2007; SUCHAROQV et al., 2008; SATOH et al., 2010;
VOELLENKLE et al., 2010; ZHOU et al., 2010; SATOH et al., 2011). Bislang
gibt es keine Studien Uber miRNA Expressionsveranderungen bei der caninen
DCM.

Ziel der Studie ist es, miRNAs im Serum von Hunden mittels miRNA Mikroarray
nachzuweisen und zu Gberpriifen, ob an der DCM erkrankte Dobermanner im
Vergleich zu gesunden Kontrollen verdnderte miRNA EXxpressionsmuster
aufweisen.

Nach Anamnese, klinischer Untersuchung, Kurzzeit- und 24-Stunden-EKG sowie
Echokardiographie wurden Dobermanner in verschiedene Gruppen eingeteilt. Es
wurde Serum von je vier gesunden und an der DCM erkrankten Tieren untersucht.
Die extrahierte Gesamt-RNA wurde auf einen miRNA Mikroarray hybridisiert,

der jede Probe fur insgesamt 1368 miRNAs testete.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Die Dilatative Kardiomyopathie beim Dobermann

Die DCM st eine der haufigsten Herzerkrankungen bei mittelgro3en bis grof3en
Hunderassen. Die Rasse Dobermann ist besonders stark betroffen (TIDHOLM &
JONSSON, 1997; TIDHOLM et al., 2001; MARTIN et al., 2009). Hier ist eine
Sonderform der DCM anzutreffen, bei der zusétzlich zu oder schon vor
morphologischen Veranderungen am Herzen auch Rhythmusstérungen auftreten
konnen (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Die Tiere versterben an den
klinischen Folgen eines kongestiven Herzversagens oder auftretenden letalen
Arrhythmien (CALVERT et al., 1982; CALVERT et al., 1997a).

1.1. Allgemeines zur Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann:

Signalement, Pravalenz und Atiologie
Die DCM ist eine der haufigsten Herzerkrankungen beim Hund (TIDHOLM &
JONSSON, 1997; TIDHOLM et al., 2001; MARTIN et al., 2009). Bei der Rasse
Dobermann tritt eine Sonderform der DCM auf (O'GRADY & O'SULLIVAN,
2004), die weltweit verbreitet ist. Verschiedene Studien in Nordamerika zeigten
eine Prévalenz in den Vereinigten Staaten von Amerika von 45 bis 63 %
(O'GRADY, 1998; CALVERT et al., 2000a). Die Prévalenz in Europa liegt bei
58,2 % (WESS et al., 2010a). Obwohl die Geschlechterverteilung in einigen
Studien heterogen erscheint und eine gehédufte Erkrankung der mannlichen Tiere
beschrieben wird (CALVERT et al., 1997b; O'GRADY, 1998), wird in neueren
Veroffentlichungen  wiederum eine gleichmaRige Geschlechterverteilung
geschildert (CALVERT et al., 2000a; MEURS et al., 2007; WESS et al., 2010a).
Allerdings gibt es in der Manifestation und im klinischen Verlauf der Krankheit
einen Unterschied zwischen weiblichen und méannlichen Tieren (WESS et al.,
2010a).

Die DCM tritt typischerweise ab dem mittleren Alter vermehrt auf.
Durchschnittlich manifestiert sich das symptomatische Stadium beim Dobermann
friher als bei anderen Rassen (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). So wurden

die meisten symptomatischen Tiere mit einem Altersdurchschnitt von funf bis
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zehn Jahren diagnostiziert (CALVERT et al., 1997b). Seltener kdnnen die Tiere
aber auch in sehr jungen oder sehr spéten Jahren (zwei bis 15 Jahre) klinisch
symptomatisch werden (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004).

Der Dilatative Kardiomyopathie beim Dobermann liegt eine genetische Atiologie
zugrunde. Eine Studie zeigte ein autosomal dominantes Vererbungsmuster beim
Dobermann (MEURS et al., 2007). Kurzlich konnte mittels Genomanalyse ein fir
die Vererbung der Erkrankung wichtiger Genlokus entschliisselt werden. Es
konnte hierbei ein direkter Zusammenhang zwischen mehreren Einzelnukleotid-
Polymorphismen am caninen Chromosom 5 und den an der DCM erkrankten
Doberménnern gefunden werden. Da das beschriebene Risiko-Allel bei 50 % der
erkrankten Tiere gefunden wurde, konnte somit der Hauptteil der genetischen
Risikofaktoren, die fir die Vererbung der Krankheit zustandig sind, identifiziert
werden. Allerdings sind zusatzlich mehrere kleinere, bislang unentdeckte
genetische Risikofaktoren zu vermuten (MAUSBERG et al., 2011). Kurzlich
wurde in einer Studie aus den Vereinigten Staaten von Amerika eine Deletions-
Mutation an dem Gen der Pyruvat Dehydrogenase Kinase, Isoenzym 4 (PKD4)
mit dem Auftreten der Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann assoziiert
(MEURS et al., 2012). In einer aktuellen Studie mit Doberménnern aus Europa
konnte diese Verbindung allerdings nicht bestétigt werden (OWCZAREK-
LIPSKA et al., 2012). Neben der genetischen Atiologie der DCM gibt es weitere
seltenere Ursachen fir eine reduzierte Kontraktilitit des Herzens, die bei Verdacht
auf eine DCM ausgeschlossen werden sollten. So kénnen nutritive Defizite wie
Taurin- (PION et al., 1987; KRAMER et al., 1995; KITTLESON et al., 1997) und
Carnitin-Mangel (KEENE et al., 1991; KITTLESON et al., 1997), wie auch die
pharmakologische Wirkung bestimmter Medikamente und Toxine zu einer
sekundaren Schadigung der Myozyten fiihren. Desweiteren zdhlen metabolische,
immunologische und infektitése Erkrankungen sowie anhaltende Tachykardien zu
den moglichen Ursachen fiir eine gestorte systolische Funktion des Herzens
(ARMSTRONG et al, 1986; KITTLESON, 1998; SISSON et al., 2000;
TIDHOLM et al., 2001).

1.2. Pathophysiologie

Die DCM beim Hund zeichnet sich primér durch eine abnehmende Kontraktiliat
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des Herzens aus (CALVERT & BROWN, 1986). Als pathophysiologischer
Mechanismus wird eine inadaquate Adenosintriphosphat-Produktion (ATP-
Produktion) in den Mitochondrien der Myozyten angenommen, welche eine
verschlechterte Funktion der Atmungskette bedingt (MCCUTCHEON et al.,
1992). Ferner wurden eine Reduzierung der Myoglobinkonzentration und ein
verminderter mitochondrialer Elektronentransport beschrieben (MCCUTCHEON
et al., 1992; O'BRIEN, 1997).

Uber die Aktivierung verschiedener kérpereigener Mechanismen kommt es
sekundar zu der reduzierten Kontraktion zu einer Volumenuberladung der
Ventrikel. Durch das verminderte endsystolische Volumen fallt das
Schlagvolumen ab. Anfanglich steuert das sympathische Nervensystem dem
abgefallenen Blutdruck entgegen, welches zu einer erhéhten Herzfrequenz und
einer Steigerung der Kontraktiliat fahrt. Allerdings kann dieser Mechanismus
nicht lange aufrecht erhalten werden. Durch die Aktivierung des Renin
Angiotensin Aldosteron Systems wird nun vermehrt Natrium und Wasser in den
Nieren rickresorbiert. Somit wird das Blutvolumen aufgefillt und das
Schlagvolumen normalisiert. Es entsteht eine kardiale VVolumeniberladung, die
das Herz initial mit exzentrischer Hypertrophie kompensieren kann. Durch die
Dehnung des Myokards werden die Sarkomere zum Wachstum angeregt. Dadurch
entstent zusétzlich eine diastolische Volumeniberladung. Bei weiterem
Fortschreiten des Myokardversagens sind die kompensatorischen Mittel des
Herzens ab einem bestimmten Zeitpunkt ausgeschopft. Die Ventrikel kdnnen sich
nicht weiter dehnen und der enddiastolische Druck steigt an. Es kommt zur
Dekompensation mit kongestivem Herzversagen. Andere Faktoren, die zu der
Entwicklung von Herzversagen beitragen, sind zum einen die zusatzliche
diastolische Dysfunktion als Komponenten der DCM, die die Ventrikelftllung
erschweren, und zum anderen die Reduzierung des Schlagvolumens durch
maoglicherweise bestehende Arrhythmien (KITTLESON & KIENLE, 1998).

Die beschriebene Volumeniberladung kann sich uni- oder bilateral manifestieren.
Tiere mit bilateralem Herzversagen haben eine deutlich schlechtere Prognose als
Tiere mit einer einseitigen Volumeniberladung (CALVERT et al., 1997b). Als
Folge der Volumenuberladung und der damit verbundenen Erweiterung des
Mitralannulus oder der Dysfunktion der Papillarmuskeln kann zusétzlich eine

Mitralklappeninsuffizienz  entstehen. Der systolische Klappenschluss ist



Il. Literaturtibersicht 5

verhindert und eine funktionelle Regurgitation ist entstanden (BOLTWOOD et
al., 1983; KONO et al., 1991; KONO et al., 1992).

1.3. Verlauf der Erkrankung, verschiedene Krankheitsstadien
Das Fortschreiten der Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann kann in drei
aufeinander folgende Krankheitsstadien unterteilt werden.

Im ersten, dem subklinischen Stadium (Phase 1), liegt ein Schaden auf zellulérer
Ebene vor. Das Herz ist sowohl morphologisch als auch elektro- und
echokardiographisch unauffallig. Dieses Stadium kann bis zum jetzigen Zeitpunkt

nicht diagnostiziert werden.

Die okkulte Phase (Phase Il) ist durch Rhythmusstoérungen (ventrikulare
Arrhythmien) oder morphologische Veranderungen am Herzen gekennzeichnet.
FUr den Besitzer verhalten sich die Tiere in der okkulten Phase vollkommen
normal. Es sind keine klinischen Anzeichen vorhanden. Es kdnnen elektro- oder
echokardiographisch ~ detektierbare ~ Verdnderungen  vorliegen. Diese
Veranderungen koénnen entweder gleichzeitig auftreten oder sich zeitlich versetzt
entwickeln (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Die echokardiographischen
Veranderungen entwickeln sich meist innerhalb von ein bis zwei Jahren nachdem
Arrhythmien diagnostiziert wurden (CALVERT & MEURS, 2009). Die typischen
elektrokardiographischen Verdnderungen beim Dobermann sind durch das
Auftreten ventrikularer Extrasystolen (VES) gepragt. Weibliche Tiere zeigen
einen langsameren Krankheitsverlauf und das vermehrte VVorhandensein von VES
bevor sie zusatzliche morphologische Veradnderungen am Herzen entwickeln
(WESS et al., 2010a). Einige von den weiblichen Tieren dieser Studie zeigten bis
ins hohe Alter keine echokardiographischen Verénderungen. Mannliche Tiere
konnten in jlngerem Alter als die weiblichen Tiere mit echokardiographischen
Veranderungen diagnostiziert werden (WESS et al., 2010a). Die Diagnose erfolgt
mittels Herzultraschall und 24-Stunden-EKG (CALVERT et al., 1997a;
CALVERT et al., 2000b). Etwa 30 % der Hunde sterben in der okkulten Phase am
plétzlichen Herztod, der durch die Rhythmusstérungen verursacht werden kann.
Hierbei konnen anhaltende ventrikuldre Tachykardien in Kammerflimmern
tbergehen und so zum Sekundentod filhren (CALVERT et al., 1997a; CALVERT
& MEURS, 2009). Die okkulte Phase dauert beim Dobermann durchschnittlich
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zwei bis vier Jahre. Momentan wird eine jahrliche Kontrolle von allen Tieren ab
zwei Jahren empfohlen, um das subklinische Stadium mdoglichst friih zu erkennen
(CALVERT & WALL, 2001; O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004; CALVERT &
MEURS, 2009).

Die symptomatische Phase (Phase I11) prasentiert sich mit zusatzlichen klinischen
Anzeichen. Als Folge der durch die Arrhythmie bedingten Minderperfusion im
Gehirn kdnnen Synkopen auftreten. Desweiteren sind bei Tieren im kongestiven
Herzversagen Tachypnoe bis hin zur Dyspnoe oder Husten zu beobachten.
Klinische Anzeichen entwickeln Doberménner erst spat im Verlauf der
Erkrankung. Studien zeigten eine normale Leistungsbereitschaft bis zu zwei
Wochen vor der Entwicklung eines Herzversagens (O'GRADY & O'SULLIVAN,
2004). Synkopen werden durch schnelle anhaltende Tachykardien verursacht. In
selteneren Fallen kénnen aber auch neurokardiogene Synkopen auftreten, die
durch reflexartige Bradykardie und Vasodilatation bedingt sind. Wird eine durch
eine ventrikuldre Tachykardie verursachte Synkope nicht antiarrhythmisch
therapiert, fuhrt dies bei bis zu 50 % der Tiere innerhalb von sechs Wochen zum
Sekundentod (CALVERT & MEURS, 2009). Mehr als zwei Synkopen bei einem
Patienten werden selten Uberlebt. Die restlichen Tiere versterben durch die
klinischen Folgen des kongestiven Herzversagens im dekompensierten Stadium
(CALVERT & WALL, 2001; OYAMA et al.,, 2007; CALVERT & MEURS,
2009). Es konnte statistisch belegt werden, dass mannliche Tiere Ofter
Herzversagen entwickeln und friher als die weiblichen Tiere sterben (WESS et
al., 2010a). Abbildung 1 stellt den Krankheitsverlauf der Dilatativen

Kardiomyopathie beim Dobermann schematisch dar.

Die Prognose fur Tiere im Herzversagen ist schlecht. Je junger die Tiere sind,
umso kiirzer ist die Uberlebenszeit (TIDHOLM et al., 1997). Bilaterales
Herzversagen oder Vorhofflimmern verschlechtern die Prognose zusétzlich
(CALVERT etal., 1997b).



Il. Literaturtibersicht 7

Typischer zeitlicher Verlanf Genetischer Defekt
(mn Jahren)
Eeine diagnostizierbaren Verinderungen
2-5 VES
3-6 VES

Frithe echokardiographische Verinderungen

4-7 gor. —her. ventrikulare Tachyarrythmien
Moderate echokardiographische Verdnderungen
6— 9 (im Mittel) Plotzlicher Herztod #—  Symkope \
(30-50%) T _
Medianwerte: Eongestives
0-g_ Herzversagen
2:9-10
d:7-8 Tod
(tm Afitral nach
3 — ¢ Monaten)
durch
EKongestives Herzversagen Platzlich
(25 —30 %)

Abbildung 1: schematische Darstellung des typischen Krankheitsverlaufes der
Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann (nach CALVERT & MEURS,
2009). VES: ventrikuldre Extrasystolen, ggr.: geringgradig, hgr.: hochgradig

1.4, Diagnostik

Die Methode der Wahl zur Diagnose der Dilatativen Kardiomyopathie beim
Dobermann ist die Kombination von Echokardiographie und 24-Stunden-EKG
(Holter-EKG). Um zusatzliche internistische Erkrankungen auszuschlieRen,
muissen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden (CALVERT, 1986;
CALVERT et al., 2000b).

1.4.1. Anamnese
In den ersten zwei Stadien der Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann
verhalten sich die Tiere absolut unauffdllig. So sind anamnestisch keine

Auffalligkeiten festzustellen.

Im Klinischen Stadium der Erkrankung sind Synkopen oder klinische Anzeichen
des Herzversagens auffallig. So berichten die Besitzer beispielsweise von

verminderter Leistungsbereitschaft, blassen Schleimhduten bei Belastung,
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vermehrter Atmung (auch in Ruhe), Husten, zunehmendem Bauchumfang oder
Gewichtsverlust. Desweiteren konnen prasynkopale Anzeichen wie Einknicken in
den Hinterlaufen auffallen (CALVERT, 1986; CALVERT et al., 1997Db).

1.4.2.  Allgemeine und spezielle kardiovaskulare Untersuchung

Sofern keine zusatzlichen internistischen Erkrankungen vorliegen, verlauft die
allgemeine klinische Untersuchung bei Tieren bis zum klinischen Stadium ohne
besonderen Befund. In der speziellen kardiovaskuldaren Untersuchung kénnen
Hinweise auf eine Erkrankung des Herz-Kreislauf-Systems gefunden werden. Bei
Auskultation des Herzens kdnnen systolische Herzgerausche im Bereich der Apex
auffallen. Auflerdem konnen Tachykardien, Arrhythmien oder Galopprhythmen
auskultiert werden. Mdglicherweise sind bei gleichzeitiger Palpation des Pulses an
der Vena femoralis Defizite oder eine geschwéchte Qualitat vorhanden. Klinische
Symptome wie blasse Schleimh&ute, eine verldngerte kapillare Ruckfillzeit und
allgemeine Schwaéche sind Anzeichen fiir eine Dekompensation im klinischen
Stadium. Linksherzversagen prasentiert sich mit Tachypnoe, Dyspnoe und/oder
Husten. Husten kann durch Palpation der Trachea ausgelost werden. Bei der
Auskultation der Lunge konnen verschéarfte Atemgerdusche oder Knistern
festgestellt werden. Aszites, Pleuralerguss oder gestaute Jugularvenen sind
hinweisend flr ein bestehendes Rechtsherzversagen. Ein gefilltes bis prall
erscheinendes Abdomen, das in der klinischen Untersuchung undulationspositiv
ist, deutet auf das Vorhandensein von Aszites hin. Ist ausreichend Pleuralerguss
vorhanden, koénnen die Herzténe und die Lungenauskultation nur gedampft
wahrgenommen werden. Gestaute Jugularvenen fallen bei genauerer Betrachtung
eines leicht gestreckten Halses auf (CALVERT, 1986; KITTLESON & KIENLE,
1998).

1.4.3. Rontgen

Die im Verlauf der DCM zunehmende VentrikelvergroRerung kann im Rontgen
als Kardiomegalie beobachtet werden. Aufgrund des langen, schmalen
Brustkorbes des Dobermannes erscheint die HerzgréRe im Thoraxrontgen
subjektiv oft unaufféllig. Die Messung des Vertebral Heart Score (VHS) nach
Buchanan liegt allerdings bei einer vorhandenen Kardiomegalie Uber dem
Referenzbereich (BUCHANAN & BUCHELER, 1995). Je nach Stadium kénnen

zusatzlich die Vorhofe dilatiert erscheinen. Die Trachea kann durch einen
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dilatierten linken Vorhof und die linksventrikuldre VergroRRerung angehoben
werden. Zusatzlich treten bei Lungenddem interstitielle bis alveolare
Lungenmuster und gestaute Pulmonalvenen auf. Bei Rechtsherzversagen kann ein
Detailverlust im Abdomen hinweisend auf Aszites sein. Zusétzlich findet man im
Thoraxrontgen Ergusslinien entlang der Lungenlappengrenzen und abgerundete
Lungenlappenspitzen im kaudodorsalen Bereich, welche Pleuralerguss
identifizieren (CALVERT et al., 1982; CALVERT, 1986; KITTLESON &
KIENLE, 1998).

1.4.4.  Elektrokardiographie

Die Elektrokardiographie wird vor allem zur Identifizierung von fur die
Erkrankung typischen Rhythmusstérungen durchgefiihrt. Das Auftreten von
mono- oder polymorphen VES st ein typischer Befund der Dilatativen
Kardiomyopathie beim Dobermann (CALVERT et al., 1982; CALVERT et al.,
2000b). Neben einem normalen Sinusrhythmus  kdnnen morphologische
Variationen wie Couplets, Triplets, Bi- und Trigemini, Salven, ventrikulére
Tachykardien bis hin zum tddlichen Kammerflimmern diagnostiziert werden
(CALVERT et al., 1982; CALVERT et al., 1997a; CALVERT et al., 2000b;
CALVERT et al., 2000a; CALVERT & WALL, 2001; CALVERT & BROWN,
2004). Auch supraventrikuldre Extrasystolen und Vorhofflimmern kénnen
auftreten (CALVERT et al., 1982; CALVERT et al., 1997b). Zusétzlich zu
Arrhythmien kénnen Abweichungen in der Komplexbreite und -héhe hinweisend
auf KammervergroRerungen sein. Diese sind allerdings recht unspezifisch
(CALVERT etal., 1982).

1.4.4.1. Kurzzeit-Elektrokardiographie

Alle bereits genannten elektrokardiographischen Veranderungen konnen in einem
Kurzzeit-EKG gefunden werden. Es handelt sich hierbei um ein wéhrend des
Tierarztbesuches geschriebenes EKG, das direkt abgelesen, ausgedruckt und
ausgewertet werden kann. Die Aufzeichnungsdauer des Kurzzeit-EKG betragt
zwei bis finf Minuten. Weitere Vorteile eines Kurzzeit-EKG sind die grolie
Verbreitung von EKG-Gerdten in den Praxen und somit deren schnelle
Verfugbarkeit, die einfache Anwendung und Durchfihrung sowie die relativ
niedrigen Kosten. Allerdings zeigten verschiedene Studien, dass die Sensitivitat
deutlich geringer ist als bei einem 24-Stunden-EKG (MEURS et al., 2001; WESS
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et al., 2010c). Die Spezifitat bei mindestens einer vorhandenen VES im Kurzzeit-
EKG war hingegen sehr gut (WESS et al., 2010c). Folglich kann ein Kurzzeit-
EKG zwar Hinweise auf eine Erkrankung geben aber im Umkehrschluss eine
vorhandene Arrhythmie nicht ausschliefen (KITTLESON & KIENLE, 1998;
MEURS et al., 2001; WESS et al., 2010c).

1.4.4.2. 24-Stunden-Elektrokardiographie

Das 24-Stunden-EKG (Holter-EKG) ist die Methode der Wahl um die
Arrhythmien im okkulten Stadium der Dilatativen Kardiomyopathie beim
Dobermann zu diagnostizieren (CALVERT et al., 2000b; CALVERT et al.,
2000a; CALVERT & WALL, 2001; MEURS et al., 2001; CALVERT & MEURS,
2009). Hierbei wird dem Patienten ein ambulantes EKG-Gerdt angebracht,
welches den Rhythmus {ber 24 Stunden aufzeichnet und anschlieRend
ausgewertet werden kann. Wahrend bei gesunden Tieren keine oder nur wenige
Arrhythmien auftreten, kdnnen bei erkrankten Tieren oben genannte EKG-
Verénderungen zu der Diagnose fuhren. Lange Zeit galt der Bereich 50 - 100 VES
in 24 Stunden als Graubereich. Neuere Studien zeigen, dass das zweimalige
Uberschreiten von 50 VES in 24 Stunden innerhalb von einem Jahr diagnostisch
fur eine Dilatative Kardiomyopathie beim Dobermann ist (GERAGHTY, 2011).
Ist ein im Holter-EKG auffalliges Tier echokardiographisch gleichzeitig ohne
Befund, der auf eine DCM hindeutet, so folgen diese Verdnderungen meist
innerhalb von ein bis zwei Jahren (CALVERT & MEURS, 2009). Das vermehrte
Vorkommen von Couplets oder Triplets scheint in Zusammenhang mit einer
héheren Wabhrscheinlichkeit der Entwicklung von zusétzlichen
echokardiographischen Veranderungen zu stehen (CALVERT et al., 2000a). So
weisen in einer Folge-Studie Dobermanner mit bereits verandertem
Herzultraschall im Holter-EKG zu 96 % Couplets, zu 66 % Triplets und zu 64 %
nicht-anhaltende ventrikulare Tachykardien auf. Alle Tiere in dieser Studie, bei
denen anhaltende ventrikuldre Tachykardien mit einer Dauer Uber 30 Sekunden
beobachtet wurden, verstarben spater am Sekundentod (CALVERT et al., 2000b).
Bei Patientengruppen mit echokardiographischen Messungen im Graubereich und
mehr als 100 VES, Couplets, Triplets und ventrikuldren Tachykardien im Holter-
EKG entwickelten die meisten Tiere innerhalb eines Jahres echokardiographisch
eindeutige Abnormalitaten (CALVERT & WALL, 2001).

Zusammenfassend ist das 24-Stunden-EKG in Kombination mit dem
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Herzultraschall das wichtigste prognostische und diagnostische Mittel in der
Befunderhebung der Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann.

1.4.5. Echokardiographie

Mittels Echokardiographie ist es modglich, morphologische Verénderungen am
Herzen ab dem okkulten Stadium der Dilatativen Kardiomyopathie beim
Dobermann zu diagnostizieren. Das okkulte Stadium kann sich allerdings auch
ohne oder mit nur grenzwertigen echokardiographischen Veranderungen
prasentieren, sodass eine sichere Diagnose nicht immer einfach zu stellen ist.
Neben der anfanglichen systolischen Dysfunktion entsteht im Verlauf der
Erkrankung zusétzlich eine diastolische Dysfunktion (O'SULLIVAN et al,
2007a). Echokardiographische Hinweise auf das Vorliegen der Erkrankung sind
eine VergroRerung des endsystolischen und enddiastolischen linksventrikuléren
Durchmessers und Volumens. AulRerdem konnen die linksventrikularen
Wandstarken vermindert sein. Tiere im Herzversagen zeigen, je nach Beteiligung
einer oder beider Ventrikel, eine zusatzliche VergroRerung des linken Vorhofs
oder beider Vorhofe (CALVERT et al., 1982; CALVERT, 1986; CALVERT et
al., 1997a; CALVERT et al., 1998; CALVERT et al., 2000a).

Kurzlich konnten Referenzwerte fiir das linksventrikuldre Volumen beim
Dobermann veroffentlicht werden. Hierbei war die Volumenbestimmung mittels
der Scheibchensummationsmethode nach Simpson zur Friherkennung des
okkulten Stadiums den M-Mode-Messungen als bisherigen Standard Uberlegen
(WESS et al., 2010b). Laut dieser Studie gelten enddiastolische Werte iber 95 ml
bezogen auf die Korperoberflache und endsystolische Werte tiber 55 ml bezogen
auf die Korperoberflache als aufféallig (WESS et al., 2010b). Befinden sich der
enddiastolische linksventrikuldre Innendurchmesser (LVIDd) Uber oder gleich 46
mm beim weiblichen Tier und tUber oder gleich 48 mm beim ménnlichen Tier und
der endsystolische linksventrikulare Innendurchmesser (LVIDs) tber oder gleich
36 mm, gilt dies als eindeutig abnormaler Befund beim Dobermann (WESS et al.,
2010d). Modernere echokardiographische Techniken wie Gewebedoppler kdnnen

zur Unterstiitzung der Diagnose hinzugezogen werden (SIMAK et al., 2011).

1.4.6. Biomarker
Die Kombination von Echokardiographie und Holter-EKG gilt als Gold-Standard

zur Diagnose der Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann. Allerdings
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bieten diese Techniken auch viele Nachteile wie einen hohen finanziellen
Aufwand, die Verwendung von Spezialgeraten, deren geringe Verfugbarkeit und
eine erhohte Variabilitat (vor allem bei den Messungen im Ultraschall) zwischen
verschiedenen Untersuchern. AuBerdem ist es oft schwierig, grenzwertige
Messungen richtig zu beurteilen. Die Verwendung von Biomarkern kdnnte eine
attraktive Alternative zur bisherigen Diagnosestellung darstellen. Biomarker sind
charakteristische biologische Merkmale, die objektiv gemessen werden kénnen
und auf einen normalen biologischen oder krankhaften Prozess im Korper
hinweisen. Ein optimaler Biomarker weist sich durch eine minimalinvasive
Probenentnahme, eine leichte Bestimmbarkeit, eine weit verbreitete
Verfligbarkeit, eine quantitative Schlussaussage und geringe Kosten aus
(OYAMA & SISSON, 2004; OYAMA et al., 2007). Die Erforschung von im Blut
zirkulierenden Biomarkern bei kardialen Erkrankungen in Form von
Neurohormonen und myokardialen Enzymen oder Proteinen erlangte daher in den
letzten Jahren an Bedeutung und Interesse fiir die Wissenschaft (O'SULLIVAN et
al., 2007b). Besonders genau wurden vor allem die natriuretischen Peptide
Atriales Natriuretisches Peptid (ANP), B-Typ Natriuretisches Peptid (BNP) und
das kardiale Troponin I (cTnl) und deren Verbindung zu kardialen Erkrankungen
untersucht. Es handelt sich hierbei um im Blut befindliche Substanzen, die mit der
Herzstruktur und -funktion sowie Verletzung von myokardialem Gewebe
assoziiert sind. Bei erhdhtem Stress an der myokardialen Wand kommt es zu einer
erhéhten Freisetzung von den vasodilatatorischen Peptiden ANP und BNP. CTnl
ist ein Teil der filamentdsen Struktur der kardialen Sarkomere und wird durch
Verletzung oder Absterben der Myozyten freigesetzt. Man geht davon aus, dass
diese Substanzen im Verlauf der Krankheitsentwicklung immer starker freigesetzt
werden und daher auch bei sehr friihen préklinischen Stadien der caninen DCM
schon erhéht sind (OYAMA et al., 2007). In anderen Studien wurden weitere
potenzielle Biomarker bei gesunden und an der Dilatativen Kardiomyopathie
beim Dobermann erkrankten Tieren untersucht (O'SULLIVAN et al., 2007b;
WESS et al., 2011; MAIER & WESS, 2012; SINGLETARY et al., 2012). Bei
erkrankten Dobermannern im okkulten Stadium wurde ein erhdhter ANP Spiegel
gemessen. Plasma Big Endothelin 1, Aldosteron und Norepinephrin waren beim
Fortschreiten der Erkrankung zusatzlich erhéht. Sich innerhalb eines Monats
kontinuierlich erhéhende Plasma Big Endothelin 1- oder Norepinephrin-

Konzentrationen wurden mit einer kirzeren Uberlebenszeit in Verbindung
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gebracht (O'SULLIVAN et al., 2007Db).

Bei Patientengruppen mit einer erhdhten Prévalenz fir DCM konnte eine erhdhte
BNP Konzentration im okkulten Stadium nachgewiesen werden. Die Messungen
von ANP und cTnl entsprachen bezuglich ihrer Sensitivitdt und Spezifitat in
dieser Studie nicht den gewinschten Kriterien (OYAMA et al, 2007). In
vorherigen Studien tber die canine DCM konnte allerdings eine im Vergleich zur
Kontrollgruppe statistisch signifikant erhohte cTnl Konzentration bei erkrankten
Tieren gemessen werden (OYAMA & SISSON, 2004; SPRATT et al., 2005).
Eine aktuelle klinische Studie beim Dobermann bewies kiirzlich eine mogliche
Identifizierung an der DCM erkrankter Tiere mittels eines neuen, hochsensitiven
Troponin-I-Assays (MAIER & WESS, 2012). In dieser Studie konnten bei einem
Grenzwert von 0,104 ng/ml mit einer Sensitivitat von 82,9 % gesunde von an der
DCM erkrankten Doberménnern unterschieden werden (MAIER & WESS, 2012).
Inwieweit die cTnl Werte durch andere Faktoren wie Alter, renale und hepatische
Erkrankungen oder andere internistische krankhafte Umsténde beeinflusst werden,
ist bislang unklar und bedarf weiterer Erforschung (SCHOBER et al., 2002;
OYAMA & SISSON, 2004; SPRATT et al., 2005).

Das N-terminale pro-B-Typ Natriuretische Peptid (NT-proBNP) ist eine Vorstufe
des BNP. Es weist sich durch seine langere Halbwartszeit im Blut aus und kann
somit leichter nachgewiesen werden (PROSEK & ETTINGER, 2009). NT-
proBNP ist bei Dobermannern in allen Krankheitsstadien der Dilatativen
Kardiomyopathie im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren erhoht (WESS et al.,
2011; SINGLETARY et al., 2012). Es konnten sogar Erhdéhungen des NT-
proBNP Wertes festgestellt werden, bevor sich mittels des Goldstandards elektro-
oder echokardiographische Veranderungen einer Dilatativen Kardiomyopathie
diagnostizieren lieBen. Die Diagnose mittels Goldstandard konnte hier bei den
betroffenen Tieren spétestens eineinhalb Jahre nach der erhdéhten NT-proBNP
Messung gestellt werden (WESS et al., 2011). Laut dieser Veroffentlichung sind
bei Tieren mit einem Wert tber 550 pmol/l echokardiographische Verédnderungen
wahrscheinlich und sollten daher unbedingt weiter mit den Goldstandards
untersucht werden. Bei einem Wert unter 400 pmol/l sind Veranderungen im
Herzultraschall unwahrscheinlich. Allerdings kénnen verschiedene Faktoren wie
das Alter der Tiere die Messwerte beeintrachtigen und missen fiir zukinftige
Aussagen noch genauer untersucht werden (WESS et al.,, 2011). Durch die
Messung von NT-proBNP und die gleichzeitige Durchfuhrung eines Holter-EKG
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konnte eine noch genauere Detektion von Dobermannern im okkulten Stadium
erfolgen. Mit einer Sensitivitat von 94,5 % konnten in dieser Verdffentlichung
Doberménner im okkulten Stadium der Dilatativen Kardiomyopathie erkannt
werden (SINGLETARY et al., 2012). Die Bestimmung von NT-proBNP kann
somit als diagnostisches Hilfsmittel, aber nicht zur alleinigen Diagnosestellung
verwendet werden.

Trotz der intensiven Forschung nach einem optimalen Biomarker fiir die
Dilatative Kardiomyopathie beim Dobermann konnte bislang noch keine

Standardempfehlung gegeben werden.

1.4.7. Pathologische und pathohistologische Befunde

Typische pathologische Befunde der Dilatativen Kardiomyopathie beim
Dobermann sind die Dilatation der Ventrikel und Atrien. Genauer genommen
handelt es sich bei der Dilatation um eine exzentrische Hypertrophie, die durch
die Volumeniiberladung entsteht (TIDHOLM & JONSSON, 2005). Zusétzlich
kann eine Verdiunnung der linksventrikuldren freien Wand und des
interventrikularen Septum gefunden werden. Eine pulmondre Kongestion ist
Folge eines eingetretenen Lungenddems, welches als Konsequenz eines
Linksherzversagens entsteht. Bei vorhandenem Rechtsherzversagen konnen
typische sekundéare Befunde wie hepatische Stauungserscheinungen, Aszites oder
Pleuralerguss erhoben werden (CALVERT et al., 1982; CALVERT et al., 1997a;
VOLLMAR et al., 2003).

In der histopathologischen Untersuchung konnen eine interstitielle oder
multifokale Fibrose und eine myokardiale Degeneration und Atrophie festgestellt
werden (CALVERT et al., 1982; HAZLETT et al., 1983; CALVERT et al.,
1997a; EVERETT et al., 1999). Die beschadigten Myozyten werden durch
Bindegewebe oder Fettzellen ersetzt. Histopathologisch unterscheidet man bei der
DCM zwei Formen: zum einen der Ersatz von Myozyten durch wellenférmige
Myozyten und zum anderen den fettig infiltrativen-degenerativen Typ
(TIDHOLM et al., 2001; TIDHOLM & JONSSON, 2005). Ersteres tritt bei den
meisten Riesenrassen und mittelgroen bis groBen Hunden mit DCM auf
(SANDUSKY et al., 1984; TIDHOLM et al., 1998; DAMBACH et al., 1999;
SLEEPER et al, 2002). Diese Veranderungen konnen Klinischen und
echokardiographischen Veranderungen der Erkrankung vorangehen und deuten
somit auf eine friihe Krankheitsform hin (TIDHOLM et al., 2000). Die zweite
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Form, der fettig infiltrative-degenerative Typ, wird vor allem bei den Rassen
Boxer (HARPSTER, 1983) und Dobermann beobachtet (CALVERT et al., 1982;
HAZLETT et al,, 1983; CALVERT et al., 1997a; EVERETT et al., 1999). Diese
zeichnet sich durch ein typisches histopathologisches Bild mit Atrophie der
Myozyten und Ersatz der degenerierten Muskelfasern durch starke Fibrose und
Fettzelleninfiltration aus (CALVERT et al., 1982; HAZLETT et al., 1983,
CALVERT et al., 1997a; EVERETT et al., 1999). Diese Veranderungen konnten
beim Dobermann sowohl im intraventrikuldren Septum, in der linksventrikularen
freien Wand als auch in den Papillarmuskeln des linken Ventrikels gefunden
werden (CALVERT et al.,, 1982; EVERETT et al.,, 1999). Weitere typische
Befunde sind eine mediale oder myointimale Hyperplasie der Koronargeféalie, die
zu einer intramuralen Verengung fuhren (CALVERT et al., 1982; EVERETT et
al., 1999). Teilweise konnten Spuren von chronischen Entzindungsprozessen
beobachtet werden (EVERETT et al., 1999).

1.5. Therapie

Es gibt keine einheitlichen Empfehlungen zur Therapie der Dilatativen
Kardiomyopathie beim Dobermann. Die Therapie kann sich je nach
Krankheitsstadium,  vorhandenen echo- oder elektrokardiographischen
Veranderungen und dem Ansprechen auf die Medikation zwischen den einzelnen
Individuen unterscheiden und muss bei jedem Patienten individuell angepasst
werden (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Ziele sind hierbei zum einen die
Aufrechterhaltung der hdmodynamischen Leistung des Herzens, die Reduktion
von malignen Arrhythmien als auch die Behandlung von klinischen Symptomen

des Herzversagens.

Kann die hamodynamische Leistung nicht aufrecht erhalten werden und besteht
eine systolische Dysfunktion, sollten positiv inotrope Medikamente eingesetzt
werden. Pimobendan gilt hier als Mittel der Wahl (FUENTES et al., 2002;
O'GRADY et al., 2008; SUMMERFIELD et al., 2012). Es handelt sich um einen
Inodilatator, der sowohl positiv inotrope wie auch vasodilatative Eigenschaften
besitzt (CALVERT & MEURS, 2009). Die positiv inotrope Wirkung wird tber
zwei Mechanismen gewahrleistet: Zum einen wird die Sensitiviat des

regulierenden Proteins Troponin C zu dem in der Zelle vorhandenen Kalzium
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erhéht. Zum anderen erhfht Pimobendan durch Hemmung der Phosphodiesterase
11 die Kontraktilitdit des Herzens. Durch die zusédtzliche Hemmung der
Phosphodiesertase V entsteht der vasodilatorische Effekt (O'GRADY &
O'SULLIVAN, 2004). Summerfield et al. empfehlen die Therapie mit
Pimobendan bereits ab den friihen Stadien der Dilatativen Kardiomyopathie beim
Dobermann, da kirzlich eine verlangerte Zeitspanne bis zum Auftreten von
klinischen Symptomen und somit eine verlangerte Uberlebenszeit bewiesen wurde
(SUMMERFIELD et al., 2012).

Die Therapie von Herzversagen besteht vor allem in der Beseitigung Kklinischer
Symptome der Stauungserscheinungen und der Wiederherstellung und
Aufrechterhaltung einer addquaten Herzfunktion. Furosemid st ein
Schleifendiuretikum und wird in der Veterindrmedizin als sehr potentes
Entwasserungsmedikament eingesetzt. Sollte seine diuretische Wirkung alleine
nicht ausreichen, kann es mit Aldosteron Rezeptor Antagonisten wie
Spironolakton oder Thiaziden kombiniert werden (KEENE & BONGURA, 2009).
Desweiteren zéhlen die Inhibitoren des Angiotensin Konvertierenden Enzyms
(Angiotensin Converting Enzyme, ACE) zur Standardtherapie des Herzversagens
(COVE, 1995; IMPROVE, 1995; ETTINGER et al., 1998). Durch ihre
Blockierung des Renin Angiotension Aldostern Systems, welches im
Herzversagen aktiviert ist, flhren sie zu einer Vasodilatation, welche den
diastolischen Druck der Ventrikel vermindert. Somit kann die Kkardiale
Auswurfleistung erhoht werden (KITTLESON & KIENLE, 1998). Als dritte
Komponente der Therapie des Herzversagens gilt Pimobendan. Bei
Dobermannern mit Dilatativer Kardiomyopathie im Stadium des Herzversagens
verlangert die Therapie mit Pimobendan zusétzlich zu der konventionellen
Therapie die Uberlebenszeit deutlich und verbessert die Lebensqualitét
(FUENTES et al., 2002; O'GRADY et al., 2008).

Sind elektrokardiographische Veranderungen vorhanden, sollte (ber eine
antiarrhythmische Therapie entschieden werden. Allerdings besitzen die meisten
Antiarrhythmika aber auch Nebenwirkungen, die nicht vernachlassigt werden
sollten. Sie kénnen proarrhythmogene Aktivitat aufweisen, negativ inotrop oder
systemisch toxisch wirken (CALVERT et al., 1996; THOMASON et al., 2008;
KRAUS et al., 2009; GELZER et al., 2010). Bislang fehlen Langzeitstudien zu

den einzelnen Antiarrhythmika. Man geht davon aus, dass durch entsprechende
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Therapie zwar der plotzliche Herztod verzdgert, aber nicht verhindert werden
kann (CALVERT & BROWN, 2004). Ab einem bestimmten Malignitatsgrad der
Arrhythmien Uberwiegt das Risiko des Sekundentodes aber dem der
Nebenwirkungen, sodass eine Therapie gestartet werden sollte (CALVERT &
BROWN, 2004). Ein Therapiestart wird momentan beim Auftreten von VES mit
einer Geschwindigkeit von mehr als 200 Schldgen pro Minute, Synkopen in
Verbindung mit zahlreichen VES und dem Vorhandensein von Couplets oder
Triplets mit einer Anzahl von tiber 6000 — 8000 VES in 24 Stunden empfohlen
(CALVERT & MEURS, 2009). H&ufig werden orale Antiarrhythmika wie
Mexiletin, Sotalol und Amiodaron gegen ventrikuldre Rhythmusstorungen
eingesetzt (CALVERT & MEURS, 2009). Mexiletin wirkt vor allem in
Kombination mit einem beta-adrenergen Rezeptor Blocker sehr gut (MEURS et
al., 2002; GELZER et al., 2010). Amiodaron kann starke gastrointestinale und
hepatotoxische Nebenwirkungen haben und sollte daher vorsichtig verwendet
werden (KRAUS et al., 2009). Zur Therapie-Kontrolle werden regelméfiiige
Holter-Untersuchungen im ein- bis dreimonatigem Abstand empfohlen. Bei der
Behandlung mit Amiodaron sollten regelmaiiige Serumprofile eingeleitet werden,
um eventuelle Organschaden frih zu erkennen (CALVERT & MEURS, 2009;
KRAUS et al., 2009).

Anlehnend an humanmedizinische Studien, wird angenommen, dass ACE-
Inhibitoren das Fortschreiten einer ventrikularen Bindegewebseinlagerung,
welche als Folge der dauerhaften Aktivierung des Renin Angiotensin Aldosteron
Systems auftreten kann, mindern (TAN et al., 1991; KAJSTURA et al., 1997,
UNGER, 2002; BLUMER, 2009). Die Therapie mit Benazepril als ACE-Inhibitor
in der okkulten Phase der Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann
verlangert laut einer retrospektiven Studie die Zeit bis zum Erreichen des
Herzversagens oder des plotzlichen Herztodes (O'GRADY et al., 2009).
Aufllerdem kann Spironolakton als Aldosteron Rezeptor Antagonist zusatzlich zu
einer Therapie mit einem ACE-Hemmer in der okkulten Phase verabreicht
werden. Spironolakton kann durch eine Inhibition der kardialen Fibroblasten
antifibrotische Wirkung auf das Myokard ausiiben und so die voranschreitende
Degeneration verlangsamen (CALVERT & MEURS, 2009).
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1.6. Prognose

Da es sich bei der Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann um eine nicht
heilbare Erkrankung handelt, die zum Tod fihrt, ist die Prognose immer
ungunstig. Prognostisch wichtig sind zum einen der Schweregrad der
Veranderungen im EKG oder Echokardiographie und zum anderen das Stadium
der Erkrankung, in dem sich das Tier befindet. Je junger die betroffenen Tiere
sind, umso schlechter ist die Prognose (TIDHOLM et al., 1997; O'GRADY &
O'SULLIVAN, 2004). Die meisten Tiere haben in einem Alter von drei bis sechs
Jahren die ersten elektro- oder echokardiographischen Abnormalitdten und
befinden sich somit im anfanglichen okkulten Stadium. Innerhalb von
durchschnittlich zwei bis drei Jahren enden diese Tiere im Herzversagen
(CALVERT & MEURS, 2009). Verschlechtern sich die elektro- oder
echokardiographischen Veranderungen zunehmend, kdnnen bei bis zu 50 % der
Tiere gefahrliche Rhythmusstorungen auftreten (CALVERT & MEURS, 2009).
Diese zeigen sich klinisch entweder als Synkope oder enden letal. Bei 30 — 50 %
der betroffenen Dobermanner ist der plotzliche Herztod das erste klinische
Anzeichen fur eine Erkrankung (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Dies tritt
vor allem in einem Alter von sechs bis acht Jahren auf. Tiere, die eine erste
Synkope Uberstehen und nicht behandelt werden, tberleben selten langer als sechs
Wochen, sondern sterben an einer zweiten letalen Arrhythmie (CALVERT &
MEURS, 2009). Bei adaquater Therapie kann die Zeit bis zum Eintreten des
plétzlichen Herztodes verlangert werden, sodass dieser dann meist innerhalb von
einem Jahr nach der ersten Synkope auftritt (CALVERT & BROWN, 2004). Ist
das Stadium des Herzversagens erreicht, betrdgt die durchschnittliche
Uberlebenszeit drei bis vier Monate (CALVERT & MEURS, 2009). 20 — 30 %
der Tiere versterben auch in dieser Phase am plétzlichen Herztod (CALVERT et
al., 1997b; CALVERT et al., 2000a), die restlichen Tiere erliegen den Kklinischen
Folgen des kongestiven Herzversagens (siehe Abbildung 1) (CALVERT et al.,
1997b).

In verschiedenen Studien wurden weitere Faktoren als zusétzliche negative
prognostische Umstande der Krankheitsentwicklung beschrieben. In einer Studie,
die die verschiedenen prognostischen Faktoren der DCM bei verschiedenen
Hunderassen untersuchte, konnte festgestellt werden, dass ein erhdhtes

linksventrikuldres Volumen in der Systole die hdchste prognostische Aussage
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erzielt (MARTIN et al., 2010). Weitere Kriterien in dieser Studie, die mit einer
kiirzeren Uberlebenszeit assoziiert wurden, waren das Vorhandensein von
Lungentdem, das Auftreten von VES, ein erhdhter Kreatinin- und erniedrigter
Proteinspiegel im Plasma. Rassespezifische Unterschiede waren ebenfalls
vorhanden: Hunde der Rasse Great Dane zeigten die kiirzesten Uberlebenszeiten
im Herzversagen, gefolgt von Tieren der Rasse Dobermann (MARTIN et al.,
2010). Der Verlauf des klinischen Stadiums der Erkrankung schreitet laut
O'Grady beim Dobermann schneller als bei anderen Hunderassen voran
(O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004). Auch Vorhofflimmern und bilaterales
Herzversagen konnten mit einer deutlichen kirzeren Uberlebenszeit bei
Doberménnern mit Dilatativer Kardiomyopathie im Endstadium in Verbindung
gebracht werden (CALVERT et al., 1997b).

2. Mikro-Ribonukleinsauren

Mikro-Ribonukleinséuren (miRNAS) sind Kleine, hochkonservierte
Ribonukleinsduren (RNAs), die an der Genregulation beteiligt sind. Sie sind in
zahlreichen Geweben wie auch im Blut nachweisbar und stellen potentiell neue
Biomarker verschiedener Erkrankungen dar. Beim Menschen ergaben sich
Unterschiede im miRNA Expressionsmuster von an der DCM erkrankten

Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen.

2.1. Allgemeines zu Mikro-Ribonukleinsauren
Seit ihrer Entdeckung im Jahr 1993 repréasentieren miRNAs neue Regulatoren der
Genexpression und werden intensiv bei verschiedenen biologischen und
pathologischen Zustanden erforscht (LEE et al., 1993).

2.1.1. Biogenese und Wirkmechanismus

miRNAs sind 18 — 25 Nukleotide lange, nichtkodierende, einzelstrangige RNAs.
Die miRNA Gene sind entweder auf den Introns von Protein-kodierenden Genen
oder als unabhédngige Einheit zwischen den Genen lokalisiert. Aus diesen intra-
und intergenetischen Genomregionen werden sie von dem Enzym Polymerase 11

abgelesen, wodurch lange primare RNA Transkripte (pri-miRNASs) als Vorstufen
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der miRNAs entstehen (AMBROS, 2004; BARTEL, 2004). Diese Vorstufen
werden anschliefend durch zwei weitere Verwandlungsprozesse in adulte
miRNAs umgebaut: Die nukleédre pri-miRNA wird durch einen RNA spaltendes
Enzym (RNase) Il Drosha/Dgcr8 Enzym Komplex zundchst weiter gespalten,
wodurch eine charakteristischerweise haarnadelformige ,,precursor miRNA (pre-
mIiRNA) entsteht. Die pre-miRNA wird mit exportin-5 aus dem Zellkern
geschleust und im Zytoplasma mittels eines Dicer-enthaltenen Komplexes weiter
aufgeteilt. Auf diese Weise entsteht eine doppelstrangige miRNA, die die adulte
miRNA und einen funktionslosen komplementéren Strang enthalt. In seltenen
Fallen kann der Doppelstrang auch aus zwei funktionsfahigen miRNAs bestehen.
Die adulte einstrdangige miRNA bindet mit Hilfe des Dicer an einen ,RNA-
induced silencing complex* (RISC Komplex), wodurch folglich eine Bindung an
die Ziel-messengerRNA (mRNA) mit komplementérer Basenpaarung entsteht
(BERNSTEIN et al., 2001; Y1 et al., 2003; DENLI et al., 2004; HU et al., 2009).
Die Translation von mRNA wird anschlieBend auf zwei verschiedene Arten
verhindert oder gehemmt: Adulte miRNAs induzieren entweder die Degradierung
von MRNA oder sie hemmen die Protein Translation von mRNA Transkripten,
indem sie sich unvollstandig an die 3"-untranslierte Region (UTR) der Ziel-
mRNA heften. (BARTEL, 2004; RODRIGUEZ et al, 2004; VALENCIA-
SANCHEZ et al., 2006). Folglich erfolgt keine Umschreibung der genetischen
Information in Proteine. Eine einzige miRNA kann an mehrere mMRNAs binden
und eine mRNA kann von mehreren synergistisch wirkenden miRNAs erfasst
werden (LIM et al., 2005; RAJEWSKY, 2006). Auf diese Weise werden
vermutlich bis zu 60 % der humanen Gene feinreguliert (FRIEDMAN et al.,
2009).

2.1.2. Freisetzung aus der Zelle

Wahrend sich der Grofteil der miRNAs intrazellular aufhélt, konnten zahlreiche
Studien das Vorhandensein von miRNAs in der Zirkulation beweisen (WANG et
al., 2010c; WEBER et al., 2010; ZEN & ZHANG, 2010; ZUBAKOQOV et al.,
2010). Der genaue Mechanismus und die Funktion der Freisetzung aus der Zelle
konnten allerdings bislang nicht exakt erforscht werden (ETHERIDGE et al.,
2011). Da sich endogene miRNAs in der Zirkulation stabil verhalten, wird
angenommen, dass sie auf verschiedene Weise vor zirkulierenden RNasen

beschiitzt werden. Neben der Verpackung in Lipid-Kérperchen wird auch die
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Bindung an Proteinkomplexe oder eine Kombination aus beiden
Schutzmechanismen vermutet (VALADI et al., 2007; GIBBINGS et al., 2009).
Die Verpackung in Mikrovesikel mit anschlielender aktiver Sekretion aus der
Zelle stellt eine weitere These der Freisetzung zelluldrer miRNAs dar (ZHANG et
al., 2010b). Es wird angenommen, dass 80 % der miRNAs als Protein-gebundene
Form zirkulieren, wohingegen der restliche Teil als Membran-gebundene Vesikel
(in Form von apototischen Korpern, Lipid-Korperchen oder Exosomen)
freigesetzt werden (VALADI et al., 2007; WANG et al., 2010c; ARROYO et al.,
2011; VICKERS et al., 2011; CREEMERS et al., 2012). miRNAs sind in
Exosomen und Mikrovesikeln in Blut, Urin und Speichel vorhanden (HUNTER et
al., 2008; DIMOV et al., 2009; MICHAEL et al., 2010).

miRNAs werden mehrfach als Mediatoren einer Zell-zu-Zell Kommunikation
diskutiert (CAMUSSI et al., 2010; IGUCHI et al., 2010; MURALIDHARAN-
CHARI et al., 2010; WANG et al., 2010c). In manchen Studien konnte bereits
eine regulatorische Funktion der zirkulierenden miRNAs bewiesen werden
(PEGTEL et al., 2010; ZHANG et al., 2010b). Sollte dies der Fall sein, werden
bestimmte miRNAs aus der einen Zelle heraus transportiert, um von einer Ziel-
Zelle bemerkt, aufgenommen und verwendet zu werden. Dies unterstiitzt die
Annahme, dass miRNAs mittels eines spezifischen Systems selektiv in die
Zirkulation freigesetzt und vor dem extrazellularen Milieu beschitzt werden
(OHSHIMA et al., 2010; WANG et al., 2010c). Es sind allerdings weitere Studien
noétig, um die zugrunde liegenden Mechanismen der selektiven Freisetzung, der

Informationsiibertragung und Aufnahme in andere Zellen zu verstehen.

2.1.3. Eigenschaften

miRNAs sind evolutiondr konserviert und besitzen daher eine identische
Nukleotid-Reihenfolge bei verschiedenen Spezies (CHEN et al., 2008b). Einige
miRNAs sind so hoch konserviert, dass sie identische Sequenzen zwischen
primitiven Organismen und dem Menschen aufweisen (GRIMSON et al., 2008).
Diese Homogenitat besteht auch zwischen der Mehrheit der caninen und humanen
miRNAs (BOGGS et al., 2007).

miRNASs zeichnen sich durch eine bemerkenswerte Stabilitidt in der Zirkulation
aus (CHEN et al., 2008b; MITCHELL et al., 2008; Al et al., 2010). Sie sind

widerstandsféhig gegenliber auleren Einflussen wie starken
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Temperaturschwankungen und pH-Wert-Veranderungen. Mehrmaliges Einfrieren
und Auftauen von Blutproben hatte keinen Einfluss auf die miRNA
Expressionshohen (GILAD et al., 2008; KROH et al., 2010). Weil die miRNA
Expression in Blutpraparaten lber ein Jahr stabil war, wurden miRNAs als
Hilfsmittel zur forensischen Identifizierung verschiedener Korperfllssigkeiten
vorgeschlagen. Die  Préparate  wurden bei  Raumtemperatur  unter
Laborbedingungen mit konstanter Luftfeuchte, ohne UV-Belichtung und staubfrei
aufbewahrt und wiesen nach einem Jahr konstante Expressionslevel auf
(ZUBAKOQV et al., 2010).

Die miRNA Expressionshohen im Serum von Mausen, Ratten, Rinder-Feten,
Kélbern und Pferden sind konstant und zeigten keine individuellen Abweichungen
innerhalb einer Spezies (CHEN et al., 2008b).

2.1.4. Nachweis

In zahlreichen Studien wurden miRNAs in Geweben, Zelllinien und
verschiedenen Kaorperfliissigkeiten nachgewiesen. Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) basierte Ansatze und Mikroarrays stellen hierbei die am hdaufigsten
verwendeten Techniken dar. Seltener kommen miRNA Nachweismethoden wie
Northern Blotting, Ligation-basierte Messungen oder direkte Sequenzierung durch
,hext generation sequencing® zum Einsatz (ETHERIDGE et al., 2011). Einzelne
mMiRNAs kdnnen mittels PCR Assays bestimmt werden (GILAD et al., 2008;
KROH et al, 2010). miRNA Mikroarray Systeme hingegen koénnen ganze
mMiRNA Expressionsmuster detektieren, indem mehrere hundert mIRNAS
gleichzeitig in einer Probe getestet werden (RESNICK et al., 2009). Die meisten
humanmedizinischen Studien bestehen aus einer miRNA Profil-Analyse mittels
miRNA Mikroarray, deren Ergebnisse mit einzelnen quantitativen Real-Time
PCR (qRT-PCR) Assays verifiziert werden (RESNICK et al., 2009; TIJSEN et al.,
2010; ZHAO et al., 2010; JI et al., 2011; LI et al., 2011; ZAHM et al., 2011;
ZHAO et al., 2011; ZHU et al., 2011). miRNA Expressionsstarken beim Hund
wurden bislang mittels PCR Techniken in verschiedenen Geweben und im Serum
bestimmt (BOGGS et al., 2008; MORTARINO et al., 2010; GIOIA et al., 2011;
MIZUNO et al, 2011). Aufgrund der erwahnten hohen evolutiondren
Konservierung, konnten hierfir humane oder murine Ziel-miRNAs erfolgreich als
Assays verwendet werden (BOGGS et al., 2007). Eine Untersuchung des caninen

MIRNA Expressionsprofiles mittels miRNA Mikroarray ist bisher nicht bekannt.
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2.2. Canine Mikro-Ribonukleinsduren

Obwohl Hunde zur Erforschung vieler humaner Erbkrankheiten ein interessantes
genetisches Modell darstellen, existieren bisher nur wenige Studien Uber canine
mIRNA Expressionsprofile. miRNA Gene zwischen Hund und Mensch sind hoch
konserviert. Die erfolgreiche Verwendung humaner gRT-PCR Assays zur
Bestimmung caniner zelluldrer miRNAs beweist, dass auch die Sequenzen
ausgereifter miRNAs von Mensch und Hund einheitlich sind (BOGGS et al.,
2007).

Die miRNA Expressionsmuster  verschiedener neoplastischer  Gewebe
unterscheiden sich von Gewebeproben gesunder Kontrollen. miRNA
Expressionen von caninen malignen Mamma-Tumoren unterscheiden sich
deutlich von gesunden Kontrollen und gleichen dem miRNA Expressionsmuster,
das bei Menschen mit Brustkrebs gefunden wurde (BOGGS et al., 2008). Proben
aus Lymphknoten von am caninen Lymphom erkrankten Tieren zeigen
Unterschiede in der Expression von miR-17-5p und miR-181a (MORTARINO et
al., 2010). In Blutproben von Hunden mit chronischer lymphatischer Leukémie
(CLL) sind ebenfalls Unterschiede im miRNA Expressionsmuster vorhanden. Im
peripheren Blut sind statistisch signifikant erhdhte miR-125b Expressionen bei
Tieren mit B-Zell CLL vorhanden. Blutproben von B-Zell CLL, T-Zell CLL und
gesunden  Kontrollen lassen sich mittels ihrer spezifischer mMIRNA
Genverhaltnisse differenzieren (GIOIA et al., 2011). Mittels miRNA Expressions-
Assays ist auch eine Unterscheidung von Gewebeproben unauffélliger Harnblasen
und Harnblasen mit infektidser oder neoplastischer Verdnderung moglich
(VINALL et al., 2012).

Auch in caninen Serumproben kdnnen miRNAs nachgewiesen werden. Hunde mit
einer Muskeldystrophie des Typ Duchenne zeigen deutlich messbare
Expressionsveranderungen muskelspezifischer miRNAs im Serum, die mittels
gRT-PCR Assays erfassbar sind (MIZUNO et al., 2011).

Studien zu miRNAs bei caninen Kardiomyopathien wie der DCM existieren

bislang nicht.
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2.3. Herzspezifische Mikro-Ribonukleinsauren

Zahlreiche humanmedizinische Studien untersuchten miRNA
Expressionsunterschiede bei verschiedenen Kardiomyopathien. miRNAs sind
nachweislich an der kardialen Entwicklung, Zelldifferenzierung, dem Myozyten-
Wachstum und dem Auftreten von myokardialen Ischdmien mit folgenden
Rhythmusstérungen beteiligt (VAN ROOIJ & OLSON, 2007; VAN ROOUJ et al.,
2007; YANG et al., 2007; ZHAO et al., 2007; CAI et al., 2010; IKEDA & PU,
2010). Einige miRNAs sind verstarkt im kardialen Gewebe angereichert und
werden daher als herzspezifische miRNAs beschrieben (LAGOS-QUINTANA et
al., 2002; BASKERVILLE & BARTEL, 2005; SATOH et al., 2010).

2.3.1. Mikro-Ribonukleinsduren bei der Dilatativen Kardiomyopathie

Ikeda et al. entdeckten 2007 spezifische miRNA Expressionsmuster in kardialen
Gewebeproben. Die miRNA Expressionsprofile von an der DCM und anderen
Kardiomyopathien erkrankten Patienten unterscheiden sich wvon gesunden
Kontrollen (siehe Tabelle 1, Anhang). Auch die in dieser Studie untersuchten
Kardiomyopathien kénnen mit Hilfe spezifischer Expressionsmuster differenziert
werden (IKEDA et al., 2007). Seitdem wird angenommen, dass jede Form und
jeder Phédnotyp verschiedener Herzerkrankungen ein eigenes miRNA
Expressionsprofil aufweisen. Flhrt die DCM zum Herzversagen, kdnnen - anhand
der spezifischen miRNA Expressionsprofile - auch in diesem Stadium noch
Ruckschlisse auf die zugrunde liegende Erkrankung gezogen und die DCM somit
von anderen kardiologischen Pathomechanismen (wie z. B. der Ischdmischen
Kardiomyopathie) unterschieden werden (SUCHAROQV et al., 2008). Der Toll-
like Rezeptor (TLR) 4 ist nachweislich an der Atiologie der humanen DCM
beteiligt (SATOH et al., 2004). Eine weitere Studie dieser Arbeitsgruppe bestétigt
die Deregulierung bestimmter miRNAs in endomyokardialen Biopsien von an der
DCM erkrankten Menschen im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Bei erkrankten
Proben sind miR-126, miR-155 und let-7i niedriger und miR-21 und TLR4 starker
exprimiert als bei gesunden Kontrollen. Expressionshéhen von let-7i korrelierten
negativ mit Messungen des TLR4 Protein-Levels. Der Bestimmung der let-7i
Expressionshohe wird desweiteren eine prognostische Rolle fur die klinische
Entwicklung der DCM zugeschrieben (SATOH et al., 2011). miR-208 scheint an
der Progression von DCM beim Menschen beteiligt zu sein und eine erhdhte

Expression in kardialen DCM-Gewebeproben steht in Zusammenhang mit
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kiirzeren Uberlebenszeiten (SATOH et al., 2010). Die Deregulierung bestimmter
zellularer miRNAs gibt also Hinweise auf den klinischen Verlauf und die
Prognose der humanen DCM. miR-196a und miR-499 sind an der Entstehung
einer DCM beim Menschen beteiligt: Durch genetische Veranderung an
Vorstufen dieser miRNAs steigt das Risiko, an der DCM zu erkranken, deutlich
an (ZHOU et al., 2010).

Mehrere Studien an Labortieren zeigen, dass spezielle miRNAs an der Kontrolle
des kardialen Wachstums und an Umbauvorgéngen beteiligt sind und durch
Deregulierung dieser miRNAs ein DCM Phéanotyp am Herzen entstent (VAN
ROOLJ et al., 2006; CHEN et al., 2008a; LIU et al., 2008; RAO et al., 2009). Eine
vermehrte kardiale Expression von miR-195 in transgenetischen Mé&usen fihrt zu
einer anfanglichen Fehlanordnung von Myozyten und fehlerhaftem kardialem
Wachstum, welches im Alter von sechs Monaten zu einer echokardiographisch
diagnostizierbaren DCM fortschreitet und im Herzversagen endet (VAN ROOIJ et
al., 2006). Durch gezielte Hemmung der Enzymbestandteile Dicer oder Dgcr8
wird die miRNA Biogenese inhibiert. Betroffene Mause aus diesen Studien zeigen
eine erhohte perinatale Lethargie und Sterblichkeit bedingt durch einen DCM
Phanotyp des Herzens und dessen pathophysiologische Folgen (CHEN et al.,
2008a; RAO et al.,, 2009). Auch miR-133a ist an der kardialen Proliferation
beteiligt: Mutationen an miR-133a-1 und miR-133a-2 bei Mausen fihren zu
groRRen Defekten an der Herzscheidewand, welche mit einer erhdhten perinatalen
Mortalitat in Verbindung gebracht werden. Tiere, die trotz der Mutation adult
werden, entwickeln eine DCM und versterben am Herzversagen. Im Alter von
zwei bis vier Monaten sind bei diesen Tieren starke Fibrose und eine
verschlechterte kardiale Funktion vorhanden. In der Echokardiographie zeigen
diese Mduse eine erniedrigte Verkilrzungsfraktion und einen erhéhten LVIDs. Mit
fortschreitendem Alter treten zusatzlich eine VergréRerung des LVIDd und
verdiinnte Kammerwande auf. Manche Tiere zeigen Thrombenbildung in den
Vorhofen. Die Halfte dieser adulten Mdause sterben am Sekundentod, welcher
vermutlich durch zusatzlich auftretende Rhythmusstérungen verursacht wird (L1U
et al., 2008).

2.3.2. Mikro-Ribonukleinsduren bei anderen Kardiomyopathien
Auch  bei anderen humanen Kardiomyopathien wie  Hypertropher

Kardiomyopathie, Myokard- und Herzversagen sind mMiRNA
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Expressionsunterschiede zwischen erkrankten und gesunden Patienten vorhanden
(JI et al., 2009; Al et al., 2010; TIJSEN et al., 2010; WANG et al., 2010a; DORN,
2011; ELTON et al., 2011).

Van Rooij et al. beschrieb zuerst Dysregulationen von miRNA
Expressionsprofilen bei kardialer Hypertrophie und Herzversagen beim Menschen
(VAN ROOWJ et al., 2006). Zahlreiche Folgestudien unterstitzen die These von
differentiellen miRNA Expressionen bei kardialer Hypertrophie bei Mdusen oder
dem Menschen (CARE et al., 2007; CHENG et al., 2007; SAYED et al., 2007,
TATSUGUCHI et al., 2007; THUM et al., 2007; VAN ROOIJ et al., 2007).
Stress-regulierte miRNAs erzeugen positiven wie auch negativen Einfluss auf das
hypertrophe kardiale Wachstum in Mausmodellen (VAN ROOIJ et al., 2006;
CARE et al., 2007; VAN ROOUJ et al., 2007).

Auch im Herzversagen sind zahlreiche miRNAs dereguliert. miRNAs im
Herzversagen wurden vor allem in experimentellen Modellen und kardialen
Zellkulturen untersucht (VAN ROOIJ et al., 2006; CARE et al., 2007; CHENG et
al., 2007; SAYED et al, 2007; TATSUGUCHI et al., 2007). Auch in
Gewebeproben  von  Patienten  im  Herzversagen  sind mMIRNA
Expressionsunterschiede vorhanden (THUM et al., 2007; NAGA PRASAD et al.,
2009).

In Labortieren ist die Expression von miR-1 in Folge von myokardialen
Ischamien mit anschlielender Wiederdurchblutung (Ischdmie-/Reperfusions-
Syndrom) und myokardialen Infarkten verandert (YANG et al., 2007; SHAN et
al., 2009; TANG et al., 2009). In Mausmodellen ist miR-320 an der Regulation
von ischamisch bedingten kardialen Verletzungen und Dysfunktionen beteiligt.
Indem miR-320 vor Apoptose schitzt, kann die GroRe eines Infarktes vermindert
werden. (REN et al., 2009). Die Expressionsunterschiede zeigen einen zeitlich
unterschiedlichen Verlauf: So unterscheiden sie sich nach kardialer Ischdmie in
Gewebeproben an aufeinander folgenden Tagen (ROY et al., 2009). Auch lokale
Unterschiede sind vorhanden: miRNA Expressionen von Gewebeproben, die aus
den von Infarkten betroffenen Regionen selbst oder aus deren Randgebieten
entnommen werden, sind differentiell. Die Expression von miR-21 ist z. B. in von
Infarkten betroffenem Gewebe deutlich niedriger als im Randgebiet von
ischdmischen Bereichen, wo diese miRNA auffallend hoch reguliert ist (DONG et
al., 2009).
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2.4, Potential von Mikro-Ribonukleinsauren als Biomarker

Aufgrund ihres Vorkommens wund ihrer Stabilitdt in  verschiedenen
Korperflissigkeiten, der hohen evolutiondren Konservierung, der einfachen
Bestimmbarkeit sowie der spezifischen Expression bei bestimmten biologischen
wie auch pathologischen Zustanden, werden miRNAs als wertvolle neue
Biomarker angesehen. Spezifische miRNA Expressionsmuster im Blut wurden bei
unterschiedlichen biologischen und pathologischen Zustdnden beschrieben. Wie
Fingerabdriicke bestimmter Erkrankungen kdnnen sie abgelesen und interpretiert
werden (MITCHELL et al., 2008; WANG et al., 2009; HENEGHAN et al., 2010;
TSUJIURA et al., 2010). Bei manchen Krankheiten geht die Verénderung der
miRNA Expression sogar einer bisherigen Diagnosestellung mittels Goldstandard
voran und scheint dieser somit Uberlegen zu sein (WANG et al., 2009; WANG et
al., 2010a; MIZUNO et al.,, 2011). Einzelne miRNAs stellen prognostische
Marker fur die Progression der Erkrankung dar (HU et al., 2010; SATOH et al.,
2010; KONG et al., 2011).

2.4.1. Mikro-Ribonukleinsauren als Biomarker nicht-kardialer
Erkrankungen

miRNAs gelten als neue Biomarker flr verschiedene humanmedizinische
Tumorarten, Leberschadigungen, Darmerkrankungen und Diabetes Mellitus
(CHEN et al., 2008b; MITCHELL et al., 2008; LODES et al., 2009; WANG et al.,
2009; HENEGHAN et al., 2010; HUANG et al., 2010; ZHANG et al., 2010c;
ZAHM et al.,, 2011; ZHAO et al., 2011). Mitchell et al. bestimmte zuerst miRNAS
im neoplastischen Gewebe und in der Zirkulation gleichzeitig. Ihm gelang hiermit
der Nachweis von Gewebe-spezifischen miRNAs aus Prostata-Gewebe im Serum.
Desweiteren konnten Veranderungen der gewebespezifischen miRNAs des
neoplastischen Gewebes auch im zirkulierenden miRNA Expressionsmuster
widergespiegelt werden (MITCHELL et al., 2008).

In der Veterinarmedizin wurden miRNAs bei Muskeldystrophie des Typ
Duchenne im Hunde- und Mausmodell untersucht und festgestellt, dass der
Nachweis von zirkulierenden Expressionsunterschieden muskelspezifischer
MIiRNAs dem Goldstandard zur Diagnosestellung Gberlegen ist (MIZUNO et al.,
2011).
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2.4.2. Mikro-Ribonukleinsduren als Biomarker kardialer Erkrankungen

Zur Erkennung kardiovaskuldrer Erkrankungen ist die Etablierung eines im Blut
zirkulierenden Biomarkers besonders vorteilhaft. Gerade in der Kardiologie ist
eine Gewebeproben-Entnahme nur unter hohen Risiken und mit grofRem Aufwand
moglich. In der Veterindrmedizin sind myokardiale Biopsien bislang kein
etablierter diagnostischer Standard. Aber auch eine Diagnosestellung mittels
Echokardiographie oder EKG erfordert spezialisiertes Personal und ist zeit- und

kostenaufwendig.

Mehrere Studien bewiesen das Potential von miRNAs als diagnostischer,
prognostischer und therapeutischer Marker fiir kardiovaskuldare Verdnderungen
wie Koronararterien-Erkrankungen, Herzinfarkt, Diabetes Mellitus oder
Hypertension (VAN EMPEL et al., 2012).

Verschiedenen miRNAs (miR-1, miR-208, miR-499) wird Potential als
Biomarker zur Diagnose von akuten myokardialen Infarkten zugesprochen (JI et
al., 2009; ADACHI et al., 2010; Al et al., 2010; CORSTEN et al., 2010; WANG
et al., 2010a; REID et al., 2011). Ihre Préasenz in der Zirkulation nach
myokardialer Schéadigung korreliert mit klinischen Markern einer Myozyten-
Schédigung wie Troponinen und Kreatinin-Kinase-MB Aktivitdt (ADACHI et al.,
2010; CORSTEN et al., 2010). Die Verédnderung im miRNA Muster mag sogar
detektierbaren Troponin-Erhéhungen voranschreiten (WANG et al., 2010a). Ji et
al. bewiesen die Korrelation von miR-208 Expressionsstarken im Plasma zu cTnl
Erhéhungen nach myokardialen Verletzungen. Im Gegensatz zu c¢Tnl ist miR-208
allerdings nicht durch eine mechanisch induzierte renale Schadigung
beeinflussbar, was somit einen klaren Vorteil darstellt (JI et al., 2009). Eine
erhéhte Serumkonzentration der genannten miRNAs zeigt demnach eine erhéhte
Sekretion aus den geschadigten kardialen Myozyten an. miR-1 in der
Blutzirkulation ist ebenfalls nach akuter myokardialer Schéadigung erhéht. Die
Expression von zirkulierendem miR-1 steigt nach mechanisch induzierter akuter
myokardialer Infarzierung schnell bis auf tber 200-fache Werte an (CHENG et
al., 2010). Im Labormodell wie auch beim Menschen sinken die erhdhten Werte
allerdings nach Tagen und unter Therapie wieder auf Normalwerte zuriick, sodass
einst auffallige Patienten nicht mehr von gesunden Kontrollen zu unterscheiden
sind (Al et al., 2010; CHENG et al., 2010).

Bei Patienten mit chronischem stabilem Herzversagen ist die Expression von
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sechs zirkulierenden miRNAs verandert. Unter diesen sechs miRNAs ist die
Deregulierung von miR-423-5p ist am engsten mit der Diagnose Herzversagen
verbunden (TIJSEN et al., 2010). Obwohl der genaue zellulare Ursprung von
dieser miRNA nicht bekannt ist, stellt miR-423-5p daher einen potentiellen neuen

Biomarker fir Herzversagen dar.

In endomyokardialen Biopsien bei Patienten mit DCM konnten Veranderungen in
miRNA Expressionsmustern im Vergleich zu gesunden Kontrollen kirzlich
bestatigt werden. Die Expressionshohen von zelluldaren miRNAs (let-7i und miR-
208) stellen Parameter flr den Verlauf und die Prognose der DCM dar (SATOH
et al, 2010, 2011). Untersuchungen von zirkulierenden miRNA
Expressionsmustern bei der DCM existieren bislang nicht.

2.5. Neue Therapieansatze

Es wird angenommen, dass durch Dysregulation bestimmter miRNAs gewisse
pathologische Verénderungen entstehen konnen. Eine extern steuerbare
Regulation bestimmter miRNAs bietet neue therapeutische Ansatzpunkte und
Maoglichkeiten. Ist die Expression bestimmter miRNAs bei einer Erkrankung
erniedrigt, wére eine Erhéhung dieser miRNAs von Vorteil. Ist eine bestimmte
miRNA bei einer Erkrankung dagegen erhoht, kdnnte eine extern gesteuerte
Erniedrigung ihrer Expression zur Besserung der pathologischen Folgen fihren.
Mehrere Studien evaluierten daher den Effekt der Applikation von synthetisch

hergestellten miRNAs auf bestimmte pathologische Zustande am Herzen.

Wang et al. demonstrierten als erste Arbeitsgruppe, dass die Infusion von miR-9
in vivo zu einer reduzierten (zuvor induzierten) kardialen Hypertrophie und zu
verbesserter kardialer Funktion fuhrt. Die exogen zugefilhrte miRNA reguliert
hierbei das Ziel-Protein der endogenen miR-9, Myocardin (WANG et al., 2010b).
Derartige therapeutische Interventionen sind unspezifisch und erhéhen zusétzlich
die miRNA Level anderer Gewebe. Die Folgen einer solchen unspezifischen
Applikation sind bislang weitgehend unerforscht. Indem die Applikation mit
Adenoviren assoziiert wird, kann die Freisetzung der exogenen mMIRNA
gewebespezifisch erfolgen. Wahrend miRNAs bislang noch nicht spezifisch in
kardialem Gewebe freigesetzt wurden, gelang ein Versuch der Virus-assoziierten
Freisetzung von RNA Interferenzen im kardialen Gewebe mit Verbesserung der

kardialen Funktion bei Ratten mit Kardiomyopathien und Herzversagen
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(FECHNER et al., 2008; SUCKAU et al., 2009; POLLER et al., 2010). RNA
Interferenzen dienen unter anderem der zielgerechten Abschaltung von Genen in
Eukaryoten, indem sie - &hnlich wie miRNAs - posttranskriptionell verschiedene
MRNASs hemmen (FIRE et al., 1998).

Es existieren aulRerdem Ansétze, um die Konzentration von miRNAs, die wéhrend
eines pathologischen Zustandes vermehrt exprimiert werden, zu reduzieren.
Neben der Applikation sogenannter Antagomirs gelten auch miRNA Schwamme
als vielversprechende therapeutische Ansdtze. Antagomirs sind synthetisch
hergestellte, an Cholesterol gebundene miRNA Gegensticke, an die sich die
gewilinschte miRNA heftet und somit ihre Konzentration reduziert wird. miRNA
Schwdmme sind kleine RNA Sticke, die ebenfalls Bindungsstellen fir die
gewiinschte miRNA besitzen und somit ihre Bindung an die eigentliche Ziel-
mRNA vermindern. Durch die Infusion von miR-133 Antagomir und miR-133
Schwdmmen konnte die endogene Wirkung von miR-133 gehemmt werden.
Behandelte Maéuse zeigten folglich eine kardiale Hypertrophie. Mittels
Adenovirus-assoziierter Applikation wurde eine gezielte Freisetzung in
Kardiomyozyten erreicht (CARE et al., 2007). Die erfolgreiche Hemmung von
miR-21 mittels eines spezifischen Antagomirs resultierte in verminderter
interstitieller Fibrose und verbesserter kardialer Funktion in Mausmodellen
(THUM et al., 2008).

Diese Studien beweisen das hohe Potential von miRNAs als neue therapeutische
Ansatzpunkte zur Behandlung verschiedener Kardiomyopathien. Im Gegensatz zu
anderen Arzneimitteln, besitzen miRNAs die Eigenschaft, an mehrere mMRNAs
binden zu kénnen. Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass bei einer Applikation
zusatzlich unerwiinschte Effekte auftreten. Daher ist zundchst die detaillierte
Erforschung der genetischen Ziele, Funktionen und die Verteilung der miRNAs in

verschiedenen Geweben anzustreben.



111. Publikation 31

1. PUBLIKATION

d et al. BMC ry Research 2013, 9:12
http//www.biomedcentral.com/1746-6148/9/12 BMC

Veterinary Research

RESEARCH ARTICLE Open Access

Detection and comparison of microRNA
expression in the serum of Doberman Pinschers
with dilated cardiomyopathy and healthy controls
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Abstract

Background: Dilated cardiomyopathy (DCM) is the most common heart disease in Doberman Pinschers.
MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding RNAs playing important roles in gene regulation. Different miRNA
expression patterns have been described for DCM in humans and might represent potential diagnostic markers.
There are no studies investigating miRNA expression profiles in canine DCM. The aims of this study were to screen
the miRNA expression profile of canine serum using miRNA microarray and to compare expression patterns of a
group of Doberman Pinschers with DCM and healthy controls.

Results: Eight Doberman Pinschers were examined by echocardiography and 24-hour-ECG and classified as healthy
(n = 4) or suffering from DCM (n = 4). Total RNA was extracted from serum and hybridized on a custom-designed
8x60k miRNA microarray (Agilent) containing probes for 1368 individual miRNAs. Although total RNA concentrations
were very low in serum samples, 404 different miRNAs were detectable with sufficient signal intensity on miRNA
microarray. 22 miRNAs were differentially expressed in the two groups (p < 0.05 and fold change (FC) > 1.5), but
did not reach statistical significance after multiple testing correction (false discovery rate adjusted p > 0.05). Five
miRNAs were selected for further analysis using quantitative Real-Time RT-PCR (GPCR) assays. No significant
differences were found using specific miRNA gPCR assays (p > 0.05).

Conclusions: Numerous miRNAs can be detected in canine serum. Between healthy and DCM dogs, miRNA
expression changes could be detected, but the results did not reach statistical significance most probably due to
the small group size. miRNAs are potential new circulating biomarkers in veterinary medicine and should be
investigated in larger patient groups and additional canine diseases.

Keywords: Dobermann Pinscher, Dilated cardiomyopathy, miRNA, Serum, Dog, Microarray

Background

Dilated cardiomyopathy (DCM) is the most common
acquired heart disease in large- and giant-breed dogs.
DCM in dogs is therefore an important cause of cardiac
morbidity and death [1-3]. Doberman Pinschers are
among the most frequently affected breeds. DCM in
Doberman Pinschers is inherited and typically shows a
unique disease progression with a late onset [1,4-8].
Most dogs with clinical signs of heart disease were diag-
nosed at an age of 5 to 10 years [9]. Doberman Pinschers
at an age of 6 to 8 years showed a prevalence of 43.6%
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and older dogs a prevalence of 44.1%. Even if disease man-
ifests itself with an increasing age, younger Doberman
Pinschers are also affected. The cumulative prevalence of
DCM in Doberman Pinschers in Europe was demon-
strated to be 58.2% [8].

The natural progression of DCM can be characterized
by three stages [1,6,9-11]. Stage I is defined by a mor-
phologically and electrically normal heart. There is no
evidence of clinical signs of heart disease in this phase.
None of the currently available diagnostic tests can iden-
tify this stage. In the second stage (also called “occult
stage”), morphologic and/or electrical derangement is
presented in the absence of clinical signs of cardiac dis-
ease. Dogs typically appear absolutely normal to their
owners, despite evidence of abnormalities detectable by
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cardiac examination. Abnormalities consist of left ven-
tricular enlargement and occurrence of ventricular pre-
mature contractions (VPCs). Morphological and electrical
abnormalities may coexist or be of predominantly one
form at the time of occult stage [1,12-15]. The diagnosis
of stage II consists of echocardiographic evaluation of left
ventricular dimensions and function and 24-hour ambula-
tory electrocardiogram (Holter monitoring) evaluating evi-
dence of ventricular arrhythmias. The DCM in Doberman
Pinschers usually starts with VPCs, which can lead to sud-
den cardiac death in about one third of the dogs. Later
morphological changes typical for DCM develop, which
can be detected by echocardiography. Stage III, the overt
stage, is characterized by the presence of clinical signs of
heart failure [1,12-15]. For prognostic and therapeutic but
also for breeding purposes, it is essential to diagnose
DCM before clinical signs develop.

Board-certified cardiologists recommend yearly screen-
ing of Doberman Pinschers for DCM by echocardiography
and Holter examination, starting at two years of age [4,8].
The combination of echocardiography and Holter moni-
toring are considered to be the gold standard for the
diagnosis of DCM in Doberman Pinschers. But both diag-
nostic methods have several disadvantages, including high
financial costs for the owners, the need for specialized
equipment and veterinary training, therefore limited avail-
ability and high interobserver variability [16]. The use of
circulating biomarkers in the diagnostic approach would
offer an attractive alternative because of widespread avail-
ability, quantitative nature, potential cost efficiency and
minimally invasive sample collection [16]. Therefore vari-
ous neurohormones and myocardial enzymes as biomar-
kers of DCM were evaluated [16-20].

MicroRNAs (miRNAs) are short (18 — 25 nucleotide
in length) non-coding RNAs which play important roles
in post-transcriptional gene regulation. miRNAs regulate
gene expression by binding to the 3'-untx d region
of their target mRNA and consequently attenuating pro-
tein translation. miRNAs are involved in multiple bio-
logical processes [21,22]. It is estimated that more than
60% of human genes are fine-tuned by miRNAs [23].

Multiple studies investigated the potential benefit of
circulating miRNAs as noninvasive biomarkers and
discovered a remarkable stability of miRNAs in blood
[24-26]. The levels of miRNAs in serum are stable, re-
producible, and consistent among individuals of the
same species [26]. Endogenous circulating miRNAs are
stably expressed in human serum, whereas synthetic
miRNAs are immediately degraded [24]. However, the
exact mechanism how miRNAs enter into the serum
and how they are protected from enzymeatic degrad-
ation is still unknown [27].

A specific circulating miRNA expression pattern has
been described for various pathological conditions. It is
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presumed that changes in the circulating miRNA expres-
sion pattern represent fingerprints for various diseases
[28-30] and may even precede detectable changes of stand-
ard diagnostic tools [28,31]. Several studies in humans
reported circulating miRNAs to be promising biomarkers
for cancer [24,30,32,33] and liver injury [28,34].

Various studies evaluated differences of miRNA expres-
sion in heart diseases. Several miRNAs were found to be
highly enriched in the heart [35-37]. miRNAs were shown
to be involved in cardiac development, myocyte growth
and arrhythmias following myocardial ischemia [38-43].
Experiments in mice have shown that gain or loss of func-
tion of individual miRNAs may elicit different forms of
heart disease. Cardiac overexpression of miR-195 in trans-
genic mice initially induced pathological cardiac growth
with disorganization of cardiomyocytes and progressed to
an echocardiographically confirmed dilated phenotype at
the age of six month that finally resulted in heart failure
[44]. Inhibition of miRNA biogenesis revealed DCM,
premature lethargy and heart failure in mice [45,46]. Liu
et al. demonstrated the essential role of miR-133a in the
cardiomyocyte proliferation: miR-133a-1 and miR-133a-2
double-mutant mice developed early large septal defects
that led to perinatal death, whereas mice that survived to
adulthood succumbed to DCM and heart failure. About
50% of surviving mice died from sudden death [47]. Find-
ings of these studies support the ption that specific
miRNAs play an essential role in the control of cardiac
growth and remodeling leading to a dilated phenotype of
the heart. In 2007, Ikeda et al. detected different miRNA
expression patterns in human heart samples from control
patients and patients with DCM, aortic stenosis and ische-
mic cardiomyopathy (ICM). Eight miRNAs were differen-
tially expressed in ICM and DCM which indicates that
each form of heart disease is characterized by a specific
miRNA expression profile. Among other miRNAs, let-7c,
miR-21, miR-92 and miR-101 were deregulated in DCM
diseased tissue in contrast to healthy controls [48]. Later
experiments d rated miRNA expression differences
in heart failure either caused by idiopathic or ischemic
DCM and confirmed the aberrant expression of miR-92 in
DCM [49]. Levels of miR-208, miR-208b and miR-499
were higher in human endomyocardial samples of DCM
patients than in controls. Deregulation of individual
miRNA expression was associated with a poor clinical
outcome and therefore represents a potential prognostic
marker of human DCM [37,50]. Satoh et al. found a sig-
nificant difference in the expression of miR-21 in DCM
diseased tissue as well [50]. An increased risk of DCM
was also found in people with genetic polymorphisms in
the pre-stages of miR-196a and miR-499 [51]. In humans
with chronic heart failure caused by nonischemic DCM,
miR-142-3p was found to be upregulated in peripheral
blood cells [52].
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However, circulating miRNAs are only emerging as
potential diagnostic and prognostic biomarkers in car-
diovascular disease. Cardiac hypertrophy, myocardial in-
farction and heart failure were associated with different
expression profiles of circulating miRNA [25,31,53-58].
Several studies have also reported the potential of circu-
lating miRNAs as diagnostic, prognostic and therapeutic
marker for cardiovascular pathologies like coronary ar-
tery disease, stroke, diabetes mellitus or hypertension
[55]. With the exception of one study in humans investi-
gating miRNA expression in peripheral blood cells in
chronic heart failure caused by different cardiomyopa-
thies (including DCM [52]), studies about circulating
miRNA expression patterns in human DCM do not exist
to date.

Because of the increasing interest in canine genetics
and the benefits of using the domestic dog as a model
for h hereditary di investigations on canine
miRNAs were initiated [59-64]. In 2007, a search of
genetic databases revealed significant conservation of
miRNA genes between the domestic dog and the human.
Expression levels of seven miRNAs were analyzed in sev-
eral canine tissues. This was the first study that success-
fully used quantitative Real-Time RT-PCR (qPCR) assays
originally designed for human miRNA detection and
showed full conservation of mature sequences of canine
and human miRNAs [61]. In 2008, Zhou et al. identified
357 miRNA candidates from the dog genome, 300 of
which were orthologous to already characterized human
miRNAs [60]. Deregulation of miRNA expression pat-
terns has been reported in various canine neoplastic tis-
sues and muscular dystrophy [59,62-64].

To our knowledge this is the first study about circulat-
ing miRNAs in canine DCM. The aim of this study was
to investigate whether Doberman Pinschers with DCM
and healthy controls display different serum miRNA ex-
pression patterns in order to evaluate a possible use of
miRNAs as biomarkers in dogs.

Results

Patient characteristics

Eight Doberman Pinschers with a mean age of 8.6 years
were included in the study and assigned to a DCM (n = 4)
and a control group (n = 4). Analysis using the Mann—
Whitney test revealed statistically significant differences
between the two groups for the parameters ‘ventricular
premature contractions’ (VPCs) and ‘left ventricular end-
diastolic volume’ (LVEDV), ‘left ventricular end-systolic
volume’ (LVESV, p = 0.0143) and ‘ejection fraction’ (EF,
p = 0.0286; Table 1).

Sample characteristics
None of the dogs had evidence of renal disease with urea
and creatinine values in reference ranges. Serum samples
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were stored at — 80°C for 240 + 144 days (mean + SD)
prior to analysis. Circulating cardiac troponin I (cTnl)
levels showed significant difference between the two
groups. Total RNA amounts of the serum samples used
did not differ between the two groups (for further base-
line characteristics see Table 1).

miRNA microarray

By employing a highly sensitive and custom-designed
8x60k miRNA microarray (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA), miRNA expression profiles of canine
serum were determined. After subtracting background sig-
nals, a total of 404 individual miRNAs could be detected.

One sample of the DCM group was removed from fur-
ther miRNA microarray analysis because of inconsist-
ency of expression levels compared to other samples
(Figures 1 and 2).

Expression of 22 miRNAs was different between the
two groups (p < 0.05 and fold change (FC) > 1.5, moder-
ated t-test, Software “LIMMA?”). Expression differences
of all miRNAs were relatively small and did not exceed a
2.3-fold change. miR-142-3p showed a 2.18-fold change
(p: 0.0042), miR-144* a 2.20-fold change (p: 0.0016),
miR-21 a 1.67-fold change (p: 0.0089) and let-7c was
negatively 1.53-fold changed (p: 0.0340). Adjusted p-
values of all 22 miRNAs after multiple testing correction
did not reach statistical significance (false discovery rate
adjusted p > 0.05; Table 2). miR-92a was different be-
tween the groups but marginally missed the inclusion
criteria for the definition of differential expression (cfa-
miR-92a: p: 0.0359; FC: - 1.45; mmu-miR-92a: p: 0.0422;
FC: - 1.41;). However, miR-92a was considered for fur-
ther analysis (see qPCR). Hierarchical cluster analysis

Table 1 Baseline and clinical characteristics of study
population in the control and DCM diseased group

Control (n = 4) DCM (n = 4)
Age (years) 9321 79+33
Body weight (kg) 39389 366+ 45
Gender (male/female) 22 n
VPCs/24 hours 1275 £ 1539 2748 + 4842*
LVEDV (ml/m?) 6768 + 11.60 120.30 + 385*
LVESV (ml/m?) 3363+ 745 7250 + 2.85*
EF (%) 4983 + 637 3967 + 3.68*
Urea (mmol/l) 600 + 068 480+ 122
Creatinine (umol/l) 6225 + 640 65.00 + 6.58
cTnl (ng/mi) <020 036 + 0.04*
total RNA (ng/pl) 3634033 423+123

Age, body weight, VPCs, LVEDV, LVESV, EF, urea, creatinine, cTnl and total RNA
values In mean + SD. cTnl < 0.2 representing values under the detectable
limit. DCM: Dilated cardiomyopathy; VPCs/24 hours: ventricular premature
complexes in 24 hours; LVEDV: left ventricular end-diastolic volume; LVESV: left
ventricular end-systolic volume; EF: left ventricular ejection fraction; cTnl:
cardiac troponin |; RNA: Ribonucleic acid. * p < 0.05 vs control.
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Con: Control.

Figure 1 Matrix of pairwise correlations. Red coefficient of correlation = 1, blue = lowest values; 1A: Correlation matrix showing all samples.
Color intensity of DoCM8 is markedly different to other columns indicating strong differences of expression levels compared to other samples.
Strong blue colored boxes are illustrating much lower correlation compared to light colored boxes of the other samples. 1B: Correlation matrix
after exclusion of DoCMS8. All boxes are colored similarly indicating uniform variation between all samples. DoCM: DCM in Doberman Pinschers;

Py 3 1 3 1 1

(HCL support tree) is visualizing differences in miRNA
patterns between healthy and diseased dogs. This ana-
lysis revealed a clear separation of healthy and diseased
samples that was stable with 200 iterations as well as
relatively high variation within both groups (Figure 3).

qPCR

For further analysis, we selected five miRNAs which
have been earlier mentioned in literature as being
involved in cardiovascular pathology and which also
showed a trend for differential expression in the micro-
array (miR-142-3p, miR-144*, miR-21, let-7c and miR-
92a). Five target miRNAs and two endogenous controls
were measured by gPCR in the same serum samples
used previously for the microarray. The endogenous
controls hs RNU6B_2 and hs RNU1A _1 did not show a
difference in average A A threshold cycle (Ct) between
the groups (hs_RNU6B_2: 27.04 + 0.62 vs 27.3 + 0.75;
hs_RNUIA_1: 15.72 + 0.57 vs 15.27 + 0.94; mean + SD).
miR-142-3p and miR-144* showed a trend of upregula-
tion in the diseased group, whereas let-7c was slightly
downregulated in DCM dogs. Differences between the
groups remained very small. Results showed a high inter-
individual variance of expression. While the miRNA
microarray showed small differences in expression of
miR-21 and miR-92a, qPCR revealed almost no differ-
ences of these miRNAs between the two groups (Figure 4).
With p-values > 0.05 for all tested target assays, qPCR

revealed no statistically significant difference between dis-
eased and healthy dogs (mmu-miR-142-3p: p = 0.771;
mmu-miR-144*: p = 0421; cfa-let-7c: p = 0.634; cfa-miR-
21: p = 0.940; cfa-miR-92a: p = 0.873).

Discussion

To date, the role of miRNAs in human DCM has only
been studied using cardiac tissue samples [44,48,50,65,66).
These samples are difficult to obtain and studies on circu-
lating serum miRNAs present a much less invasive ap-
proach, although the origin and circumstances of miRNA
release into the circulation are currently unknown. Myo-
cardium specific miRNAs have been found to be signifi-
cantly increased in the serum as soon as one hour after
myocardial infarction in humans and mice [31,67]. The
spontaneous disease model of canine DCM in the
Doberman Pinschers may represent a useful target for
translational research. We limited the sample volume to
approximately 2 ml of whole blood to complete both
microarray and qPCR analysis, which can safely be
acquired even from small veterinary patients without
adverse effects.

According to manufacturer’s protocols, most micro-
array sy require a I amount of 100 ng total
RNA of each sample to be examined. We used in
average 117 ng (84-162 ng) total RNA per sample and
more than 400 miRNAs showed a sufficient intensity for
evaluation. However, higher RNA concentrations may
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Table 2 miRNAs with different expression in the miRNA
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Figure 2 Whisker-Box Plot showing normalized data after
exclusion of DoCMS8. Y-axis: vsn normalized signal intensities (log2
values). The bar near the middle of the box represents the median,
the bottom and the top of the box are representing the 25 and
the 75" percentile. Circles are displaying outliers. DOCM: DCM in
Doberman Pinschers. Con: Control.

have resulted in more miRNAs to be detected. A stand-
ard normalization for miRNA expression analysis of
serum samples using microarrays has not been estab-
lished so far, but normalization of serum volume is
reported to be the best method to determine quantity of
miRNAs in blood using qPCR [67]. Using the same
amount of total RNA in each sample could have pro-
duced less interindividual variation in microarray and

Y

miRNA FC P p adjusted
mmu-miR-1950 -2.14 00225 06331
mu-miR-744 -1.87 00117 05949
cfa-miR-30c -1.81 00141 05856
mmu-miR-5109 -1.75 00185 05903
mmu-miR-423-3p -1.74 00043 05558
mmu-miR-5115 -1.66 00110 05856
cfa-miR-376a -1.62 00141 05968
mmu-miR-1968 -1.58 00251 06331
cfa-miR-188 -1.57 00365 06405
mmu-miR-18a* -1.56 00159 06093
cfa-let-7c -153 00340 06331
mmu-miR-32 150 00476 06468
cfa-let-7f 153 00130 05968
mmu-miR-3104-3p 159 00226 06331
mmu-miR-5124 1.65 00468 06399
cfa-miR-21 167 0.0089 05856
cfa-miR-101 168 0.0402 06331
mmu-miR-101¢ 1.70 00394 06331
mmu-miR-5136 1.82 00409 06331
mmu-miR-144 202 00067 05640
mmu-miR-142-3p 218 00042 05640
mmu-miR-144* 220 00016 05476

p < 0.05, FC > 1.5; p adjusted with FDR. FC: fold change, FDR: false discovery
rate, cfa: canis familiaris, mmu: mus musculus, miR: microRNA.

PCR analysis and should be investigated in further
experiments.

We excluded one sample of the diseased group from
further analysis of microarray data since miRNA expres-
sion levels were extremely different to others even after
normalization. This sample was taken from a young dog
and had the longest storage time. Total RNA yield from
this sample was very low compared to the other samples,
whereas signals of miRNAs were intensified in this
sample. Patient age is described not to influence miRNA
levels in plasma [25] and miRNAs are claimed to be
robust against long freezing time [24,68]. Reasons for
the difference of this sample remain unexplained.

Since the miRNA database contains more murine and
human miRNAs than canine sequences we chose to use
both canine and murine targets for our microarray.
Sequences have been found to be highly conserved among
species with many mature miRNA sequences displaying
100% homology [36,61,63]. The microarray results confirm
that canine miRNAs hybridize with multiple murine tar-
gets, which facilitates studies using veterinary samples. The
phylogenetic relationship of mouse, dog and human is a
matter of debate and not unequivocally determined
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Figure 3 Hierarchical cluster analysis (HCL support tree)

microRNA,

samples, each row represents 1 of 22 miRNAs with nominal p-values <0.05. Samples were reproducibly grouped in DoCM and controls after
unsupervised hierarchical clustering (MeV 4.7.1, Pearson correlation, HCL support tree, 200 iterations). The different colors of the tree visualize the
reliability of branching (black: 100%, grey: 90-100%, blue: 80-90%, green: 70-80%, yellow: 60-70%, ocher. 50-60%, magenta: 0-50%, red: 0%
support). Red and blue (rectangles) indicating higher and lower expression levels, respectively, relative to the mean of all samples (log2 mean-
centered expression values); DoCM: Dilated Cardiomyopathy in Doberman Pinschers; Con: Control; cfa: canis familiaris, mmu: mus musculus, miR:

[69,70]. Homology in coding genes might not reflect the
situation of noncoding DNA, some miRNA clusters have
been found to be unique to primates. In a pilot study we
tested mouse serum as positive controls for gPCR detec-
tion of several miRNAs vs canine serum and detected the
same PCR products in both samples using murine assays.

Notably for miRNA studies of cardiac tissue, more infor-
mation is available for murine samples, including studies
on knockout mice. Additionally, a recent analysis of the
heart transcriptome shows a higher similarity between dog
and mouse than between dog and human [71]. As stated in
the manuscript it cannot be ruled out that some murine

Relative Expression

0.125 |

"R2%p R

Figure 4 Whisker-Box Plots showing expression ratios of miRNAs in the gPCR. Expression ratios in the diseased group were compared to
healthy control and normalized to the control assays hs_RNU6B and hs_RNU1A. miR-142-3p and miR-144* were up regulated about two-fold in
the DCM group compared to the control group, while let-7c appears to be slightly down regulated. The long whiskers represent the high
interindividual variance of expression. Expression ratio of miR-92a and miR-21 is nearly 1. No statistically significant differences between the
groups are evident. The dotted line in the box are representing the sample median, the bottom and the top of the box are representing the 25
and 75" percentile and the whiskers are displaying the outer 50% of observations. miR: microRNA.
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probes on the array do not match the canine miRNAs, but
this would also be the case for human probes. Whether
human or murine miRNAs as a whole are more closely
related to dog miRNAs and which one would be the ‘bet-
ter’ model so far remains an open question.

In our study, the differences in miRNA expression be-
tween the two groups were not large and consistent
enough to reach statistical significance when the results
were adjusted for multiple testing. Although single miR-
NAs were not statistically significant between the two
groups, hierarchical cluster analysis of several miRNAs
showed a clear separation of diseased and control sam-
ples and enabled a reliable differentiation between healthy
and diseased dogs. Therefore, a combined expression ana-
lysis of several miRNAs may be a new diagnostic tool for
the detection of DCM in Doberman Pinschers and should
be further investigated in future studies. This study with
its comparatively small patient cohort should be consid-
ered as a pilot study requiring confirmation and validation
of results in larger sample groups.

A microarray study comparing miRNA expression in
heart tissue samples from several human heart diseases
revealed let-7c to be significantly upregulated and miR-
101 to be significantly downregulated in human DCM,
although the changes were less than two-fold [48]. In
contrast, our study detected a downregulation of let-7¢c
and an upregulation of miR-101, but the changes were
quite subtle.

The let-7 family has been shown to be one of the most
abundant miRNAs in murine heart tissue [46]. Recently,
a decrease of myocardial let-7i was associated with se-
verity of left ventricular dysfunction and poor clinical
outcome in human DCM patients and therefore sup-
posed to be a potential prognostic marker [50]. Let-7i
was reported to target for toll-like receptor 4 (TLR4)
in vitro, a critical transcription factor in the myocardium
of DCM in humans [72,73]. In the presented study of ca-
nine DCM of Doberman Pinschers, expression changes
of let-7i were not evident, but it is not known to date
whether TLR4 is a critical transcription factor in canine
DCM.

miR-101 has been addressed in several studies as a po-
tent tumor suppressor and inhibitor of autophagy and is
obviously expressed in many different tissues [74,75]. A
specific regulating effect on the cardiovascular system
has not been detected to date.

miR-21 is universally expressed in various organs like
spleen, small intestine, colon and the heart [36]. Several
studies demonstrated the overexpression of miR-21 in
tumor tissues [76,77]. It is also highly expressed in
vascular smooth muscle cells, endothelial cells, cardio-
myocytes and cardiac fibroblasts [66,78-81]. Deregulated
expression of miR-21 has been described for proliferative
vascular disease, cardiac hypertrophy, heart failure and
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ischemic heart disease [44,78,80,82-85]. Myocardial de-
generation with cardiac fibrosis and myointimal hyper-
plasia of the coronary vessels are common histologic
findings in the DCM of Doberman Pinschers [6,10,86,87].
miR-21 is upregulated during cardiac remodeling in re-
sponse to cardiac stress and leads to fibroblast prolifera-
tion and fibrosis in humans [66,88]. In the Doberman
Pinschers suffering from DCM, miR-21 appeared to be
slightly upregulated in the microarray, but the trend could
not be confirmed using qPCR assays. In human DCM
heart tissue samples, one study group found a subtle and
non-significant downregulation of miR-21 [48], while an-
other study claimed miR-21 to be significantly upregulated
about two-fold compared to healthy controls [50]. Re-
cently, experimental studies demonstrated an increase of
miR-21 expression in right ventricular cells induced by
drug therapy. Due to the increase of miR-21, right ven-
tricular function during right heart failure improved as
well [89].

In miRNA microarray, miR-92a was slightly downre-
gulated in DCM diseased Doberman Pinschers, but this
could not be confirmed using the qPCR assay. As men-
tioned above, a related miRNA, miR-92, was shown to
be downregulated in human DCM tissues [48,49]. Over-
expression of miR-92a inhibits angiogenesis in ischemic
myocardial tissues in mice and is involved in the control
of cardiomyocyte survival. Experiments of external in-
hibition of miR-92a led to improved left ventricular func-
tion [90]. Since all of the diseased dogs received positive
inotropic therapy (Pimobendan), this may influence miR-
92a expression. So far, very little is known about the
effects of cardiovascular therapy on miRNA expression.

For miR-142-3p and miR-144*, we found a trend for
upregulation in DCM diseased dogs both in the microar-
rays and the gPCR results, although interindividual vari-
ation was very high. miR-144 was also upregulated in
the microarray analysis. miR-144 and miR-144* are the
two strands of the double stranded precursor miRNA
(mir-144). miR-144 is known to be expressed in a cluster
with miR-451. The miR-144/451 promoter is activated
by GATA-4, a critical transcription factor in the heart.
Both partners of the cluster are supposed to confer pro-
tection against stimulated ischemia/reperfusion-induced
cardiomyocyte death and may therefore represent pos-
sible therapeutic agents for the treatment of ischemic
heart disease in humans [91]. The left ventricular dila-
tion, which is a characteristic sign of DCM, leads to
myocardial stress. The upregulation of miR-144 might
be a stress response of affected myocytes and an attempt
to protect the cells against this stimulus. Recruitment of
a larger canine patient cohort may allow further valid-
ation of these findings.

In accordance with our findings, miR-142-3p has been
shown previously to be upregulated in human patients




111. Publikation

38

d et al. BMCV Research 2013, 9:12
http//www.biomedcentral.com/1746-6148/9/12

with chronic heart failure caused by nonischemic DCM
[52]. This miRNA is one of five negatively regulating
cardiac hypertrophy in recent experimental models.
Therefore, miR-142-3p is currently discussed as a part of
potential therapeutic targets for the treatment of cardiac
hypertrophy [92].

The mechanism and exact circumstances of miRNA
release into the serum are not fully understood to date
[27]. Protected by protein-bound complexes or incorpo-
rated into lipid carriers, miRNAs are resistant to RNases
in circulation. It is estimated that about 80% of circulat-
ing miRNAs are secreted in protein complexes. The other
part of circulating miRNAs is released in membrane-
bound vesicles (apoptotic bodies, microvesicles, exo-
somes) [93-97]. It is suspected that the release of miRNAs
into the circulation occurs selectively and the existence of
a specific packaging mechanism is therefore suggested.
For example, in a metastatic gastric cancer cell line, mem-
bers of the let-7 family are selectively released into the cir-
culation [98]. Similarly, different human cell lines secrete
certain miRNAs upon serum deprivation as part of a
stress response [93]. The correlation between circulating
and tissue miRNA expressions is still controversial. Dis-
eased cells might not be the only origin of ch in
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therapy (Pimobendan and ACE-inhibitors), but antiar-
rhythmic therapy was individualized [15,101]. Antiar-
rhythmic therapy was adjusted according to the patient’s
individual electrocardiographic changes and was there-
fore not completely homogenous. In some cases, antiar-
rhythmic therapy was changed in later visits (after
serum sampling) because of inadequate response to the
administered medication (change from Sotalol to Amio-
darone, combination of Amiodarone and Mexiletin or
combination of Sotalol and Mexiletin).

Conclusions

In conclusion, this study demonstrates that miRNA ex-
pression profiling is technically feasible in a clinical set-
ting, revealing its potential as a possible new diagnostic
approach in veterinary medicine. Standardized protocols
for normalization and larger group sizes for different
diseases are needed to confirm whether circulating miR-
NAs may serve as biomarkers in dogs in the future and
whether canine disease models display changes similar
to human heart diseases.

Methods
Ethic

circulating miRNAs. It is also possible that currently un-
known signals, e.g. stress signals, are sent from the dis-
eased tissue to other organs in the body and cause a
specific release of miRNAs into the circulation. Several ex-
perimental studies have suggested that circulating miR-
NAs can be transferred to target cells and regulate gene
expression [99,100]. Circulating miRNA expression pat-
terns might therefore differ from expression patterns
extracted from the diseased organ itself. This could ex-
plain the discrepancies of circulating miRNA expression
patterns found in this study to cellular miRNA expression
patterns found in other studies.

All dogs in the DCM group received a background
therapy consisting of ACE-Inhibitors and Pimobendan
and either Sotalol or Amiodarone as antiarrhythmic
therapy. It is possible that medication did not only im-
prove cardiac abnormalities but also influenced miRNA
expression changes. The elevated cTnl levels of diseased
dogs in this study reflect ongoing myocardial injury.
Studies comparing circulating miRNA expression in dif-
ferent disease stages of DCM are needed to verify tem-
poral changes in the course of this disease. No studies
are published about a possible influence of the drugs
used to treat the dogs in this study on the miRNA
expression. For the purpose of this study only dogs with
unequivocal echocardiographic in addition to unequivo-
cal electrocardiographic changes were selected. There-
fore, only patients in advanced disease stages were
selected and it would have been unethical not to treat
those dogs. All dogs received the same background

The dogs in this study were examined during preventive
diagnostic procedures with the written consent of their
owners (to participate in a study in which remaining blood
samples not used for necessary diagnostic procedures are
stored and used for genetic, miRNA and other diagnostic
research procedures). All local regulations (Germany)
were strictly observed. The study was approved by the
University of Munich Committee on Research Ethics.
There is no permit number as this study is not based on
an invasive animal experiment. The data were obtained
during routine diagnostic procedures. As the data are
from client-owned dogs that underwent normal veterinary
exams, there was no "animal experiment” according to the
legal definitions in Germany. Nonetheless, the study was
reviewed and approved by the local ethics review boards.

Study population

Eight purebred Doberman Pinschers were retrospect-
ively selected from a large study cohort of the Ludwig-
Maximilians-Universitit Miinchen (LMU Munich) with
a longitudinal study design starting in 2004. Each exam-
ination included a questionnaire completed by the
owner, recording of body weight, physical examination,
short-time electrocardiogram (ECG), Holter monitoring
and echocardiography. Echocardiography included M-
Mode and Simpson’s method of disc measurements as
well as color and spectral Doppler measurements. Ven-
ous blood was collected from each patient for screening
of serum parameters and the samples were stored for
further analysis with the owner’s consent. We included
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only purebred Doberman Pinschers without evidence of
systemic disease. Exclusion criteria were evidence of
concomitant congenital heart diseases or mitral valvular
disease in echocardiography. We retrospectively chose
eight dogs which met selection criteria of groups as
defined below.

ECG

Dogs were positioned in right lateral recumbency. ECG
was performed according to standard technique with a
twelve channel ECG machine (Schiller Cardiovit AT-10,
SCHILLER Medizintechnik GmbH, Germany). Electrical
activity was recorded for about 30 seconds and printed
for evaluation of any electrical abnormalities. A concur-
rent ECG was recorded during echocardiography with-
out getting printed.

Echocardiography

Echocardiography was performed without sedation in
right and following left lateral positions. Examinations
were performed with a high frame rate ultrasound system
with 2.0/4.3 MHz probes and simultaneous ECG record-
ings (Vivid 7 dimension, General Electric Medical System,
Waukesha, W1). Simpson’s method of disc measurements
were recorded in right parasternal long-axis and left apical
four chamber views. All valves were examined by color
Doppler technique. Spectral Doppler was used for velocity
measurement over the aortic and pulmonic valves and
had to reveal no evidence of abnormalities.

Holter examinations

Holter monitoring was performed following echocardi-
ography. The electrical activity was recorded for 24
hours in the normal environment of the dogs without
clinical habitation. Monitor was removed after 24 hours
and commercially available Holter analysis sy were
used for analysis of the digitally recorded ECGs (Custo
tera, Arcon Systems GmbH, Starnberg, Germany; Amed-
tech ECGpro Holter software, EP 810 digital recorder,
Medizintechnik Aue GmbH, Aue, Germany). Manual
adjustments and verification of accuracy of sy ically
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Four dogs each were grouped into two different
groups according to the results of the electrocardio-
graphic and echocardiographic examination:

— Control group: Dogs in this group had an age of
seven years or older and no clinical signs of systemic
or cardiac disease. Renal parameters had to be in the
reference range (Urea: 3.3 — 8.3 mmol/l, Creatinine:
31.8 — 117 pumol/l) and c¢Tnl levels had to be < 0.2
ng/ml. There were no electrical abnormalities in the
ECG: all amplitudes, duration of PQ-interval and
mean electrical axis were in normal ranges, dogs had
< 50 VPCs in the Holter examination.
Echocardiographic measurements were considered
to be normal. This includes no or only trivial
insufficiencies of the valves. Simpson’s method of
disc was used for calculation of the left ventricular
end-diastolic (LVEDV) and end-systolic (LVESV)
volume normalized to the body surface area (BSA).
LVEDV/BSA < 100 ml/m? and LVESV/BSA < 55
ml/m? were considered as normal [102). The ratio
of the left atrium to the aorta (LA/Ao) was 1.5 or
less. We are in frequent communication by phone
with all owners. We perform yearly screenings to
monitor healthy dogs and to detect even early
changes. All healthy dogs are alive and healthy at
the time of reviewing this paper. We already
performed follow-up evaluations in 2012 and could
not detect any evidence of DCM in these dogs.

— DCM group (occult stage): Dogs in this group had no
clinical signs of systemic disease. Owners did not
observe any events of syncope or exercise
intolerance. Clinical signs of cardiovascular
abnormalities (pale mucosal color, weak pulse, pulse
deficit or arrhythmic pulse, heart murmur) were
acceptable. Renal parameters had to be in reference
range and circulating ¢Tnl levels were elevated
(> 0.2 ng/ml). Electrical and morphological
abnormalities existed in the current visit or in one of
the earlier visits (partly normal under therapy in the
current visit): Dogs had > 100 VPCs in the Holter

detected arrhythmias were performed by veterinarians
with experience in Holter analysis. Total numbers of
VPCs were tabulated.

Blood preparation

Blood (5 ml) was drawn from jugular vein of each pa-
tient and allowed to clot at room temperature for at
least 20 minutes. The sample was centrifuged at 600 g
RCF for five minutes at room temperature and the
serum was transferred to 0.5 ml polypropylene tubes
(Eppendorf, Hamburg, Germany) and stored at - 80°C
until RNA isolation.

ion and echocardiographic changes
including LVEDV/BSA > 100 ml/m? and LVESV/
BSA > 55 ml/m? [102]. LA/Ao had to be 1.5 or less.
We performed frequent control examinations every
1 — 6 months to monitor development of disease.
After the diagnosis of DCM, we performed 4 — 6
follow-up examinations of dogs in this group. The
time course of electrocardiographic and
echocardiographic changes is listed in Table 3. Due
to the severe existing changes, all dogs received
therapy at the time of serum sampling. Dosing of
drugs was standardized. Further characteristics of
diseased dogs are listed in Table 4.
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Table 3 Time course of electrocardiographic and ech di phic ch of dogs with DCM starting from time of
diagnosis
Sample name  Number of visits ~ VPCs/24 hours  Maximal velocity of VPCs (bpm)  LVEDV (mI/m?)  LVESV (mi/m?)  EF (%)
DoCM 5 1% visit 254 240 11920 6580 4467
2™ visit 107 203 9460 56.70 4008
3" visit* 161 200 11680 73.10 3741
4™ visit 199 214 11090 6240 4372
DoCM 6 1% visit 13641 300 105.70 6340 3997
2™ visit 10355 319 12420 7940 3606
3 visit* 10005 300 12250 6840 421
4" visit 14 1% 11230 7760 3093
5™ visit 2 230 13250 7820 4101
6™ visit 24 300 14250 9450 3373
DoCM 7 1% visit 1940 230 11270 7290 3531
2% visit 2478 275 121.70 8240 3231
3 visit 17 273 11640 7990 31.40
4™ visit* 616 180 11730 7500 3604
5™ visit 3010 250 15120 10850 2824
6™ visit 135 300 143.70 12330 1419
DoCM 8 1% visit 302 300 11600 7230 3768
2™ visit 9 265 10990 59.80 4562
3 visit* 209 202 12460 7350 4101
4™ visit 7295 300 9900 5050 4893

DCM: Dilated cardiomyopathy, DoCM: Dilated Cardiomyopathy in Doberman Pinschers, VPCs: Ventricular premature complexes, VPCs/24 hours: ventricular
premature complexes in 24 hours; bpm: beats per minute; LVEDV: left ventricular end-diastolic volume; LVESV: left ventricular end-systolic volume; EF: left

ventricular ejection fraction, *: visit of serum sampling for microRNA analysis.

RNA extraction

Total RNA was isolated using the miRNeasy Mini Kit
(QIAGEN, Valencia, CA, USA) according to the supple-
mentary protocol “Purification of total RNA, including
small RNAs, from serum or plasma using the miRNeasy
Mini Kit”. Briefly, 400 pl serum were mixed with 2 ml of
QIAzol Lysis Reagent and 400 pl Chloroform. The sam-
ple was centrifuged and the upper aqueous phase was
transferred to a collection tube and mixed with 975 pl
100% ethanol. The mixture was applied to RNeasy Mini
spin columns and purified according to the protocol.
Total RNA was eluted using 50 pl of RNAse free water.
RNA concentrations were determined using a NanoDrop
ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA). Samples were stored at -80°C.

miRNA microarray

The miRNA Microarray System with miRNA Complete
Labeling and hybridization Kit (Agilent Technologies)
was used according to the manufacturer’'s recom-
mended protocol. The Agilent microRNA Spike-In Kit
was used for in-process control to measure labeling and
hybridization efficiency. The RNA samples were dried
in a Vacuum Contractor (Bachofer Plumbing Heating &

Air Conditioning, Salina, KA, USA) for one hour. All
samples were dephosphorylated by incubation with calf
intestinal phosphatase at 37°C in a heat block for 30
minutes and incubated in 100% DMSO at 100°C for
seven minutes for denaturation. All samples were la-
beled with pCp-Cy3 using T4 ligase by incubation at
16°C for two hours. Micro Bio-Spin 6 chromatography
columns (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
were used for purification of the labeled RNA. After
drying the samples completely, samples were prepared
for hybridization by adding nuclease-free water, Hyb
Spike-In solution, 10X GE Blocking Agent and 2X
Hi-RPM Hybridization Buffer. Samples were hybridized
to a custom-designed 8x60k Agilent microarray. The
custom microarray covered all murine and canine
miRNAs from miRBASE version 17.0 [103] and con-
tained probes for 1386 individual miRNAs with each
miRNA covered by 40 different features. Hybridizations
were performed in hybridization chambers (Agilent) for
20 hours at 55°C and the slides were washed as
described in the protocol. Arrays were scanned at a
resolution of 2 um using an Agilent G2505C Scanner.
The microarray data discussed in this publication have
been deposited in NCBIs Gene Expression Omnibus
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Table 4 Further characteristics of DCM diseased dogs
Sample Age of Age at the date of Time of treatment Drug therapy administered Outcome Age at the time
name diagnosis of serum sampling prior to serum until the time of serum of death (years)
DCM (years) (years) sampling (days) sampling
DoCM5 112 15 140 Pimobendan, ACE Inhibitor, ~ Other systemic disease 19
Sotalol (gastric volvulus)
DoCM6 75 78 19 Pimobendan, ACE Inhibitor, ~ Sudden cardiac death 86
Amiodarone
DoCM7 74 85 397 Pimobendan, ACE Inhibitor,  Euthanasia because of 9.2
Sotalo! non-responsive congestive
heart failure
DoCM 8 30 36 321 Pimobendan, ACE Inhibitor,  Euthanasia because of 43
Amiodarone* non-responsive congestive
heart failure
DoCM: Dilated Cardiomyopathy In Doberman Pinschers. ACE: Anglotensin Converting Enzyme. *: The was not because of

Incompliance of the owner.

(GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) and are access-
ible through GEO Series accession number GSE36976.

Microarray data analysis

Feature Extraction Software Version 10.7.3.1. was used
for grid alignment and data extraction. Signal intensities
for each feature were scanned and calculated by
subtracting the background. The flag “is well above
background” (WABG) produced by the Feature Extrac-
tion Software was used to filter signals above back-
ground noise. Features had to contain a minimum of
two WABG flags “1” in at least one of the experimental
groups (detectable in at least two samples of the control
or the DCM group) to be included in the further ana-
lysis. Mean signal intensities were calculated for each de-
tectable miRNA probe and subsequently normalized
between samples using the BioConductor package “vsn”
[104]. For quality control, normalized data were analyzed
with a heatmap based on pair-wise distances (BioCon-
ductor package geneplotter). Software ,LIMMA“(Bio-
conductor) [105] was used for significance analysis
(function “decideTests”) and assessment of miRNA ex-
pression changes.

Quantitative real-time RT-PCR (qPCR)

After total RNA purification, reverse transcription was
performed using the miScript Reverse Transcription Kit
(Qiagen) according to manufacturer’s protocol. The
miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen) was used for
qPCR according to the manufacturer’s protocol. The
miScript Primer Assays c¢f miR-92a 1, mm_miR-142-
3p 1, cf let-7c_ 1, mm_miR _144* 1 and c¢f miR-21_1
were used as target miRNAs. hs RNU6B_2 and
hs_RNUIA_1 were used as endogenous control assays.
All samples were run as duplicates. To account for
spurious PCR amplification of contaminating genomic
DNA, a control containing total RNA without reverse
transcription was included. As negative controls, the

amplification mixture of each assay was run without
adding the reverse transcribed RNA. Relative quantifica-
tion was carried out using the A A threshold cycle (Ct)
method with hs RNU6B 2 and hs RNUIA_1 as en-
dogenous controls. The TagMan 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems, Life Technologies Corpor-
ation, Carlsbald, CA, USA) was used for qPCR.

Statistical analysis

Study population

The software GraphPad Prism version 5.04 for Windows
(GraphPad Software, La Jolla, CA) was used for statis-
tical analysis of the cohort. Mann—Whitney one-way test
was used to calculate differences for all parameters in
Table 1.

miRNA microarray

A “moderated ttest” (Software “LIMMA”) was used for
statistical analysis of the mean miRNA expression differ-
ences in the miRNA microarray. Multiple testing correc-
tion was performed using the parameter “FDR” (false
discovery rate) in the function “decideTests” for adjust-
ment of p-values. A p-value < 0.05 was considered to be
statistically significant. FC was calculated (Software
“LIMMA”) and included into the assessment of expres-
sion ratios (FC at least 1.5-fold was considered to be sig-
nificant). Software program Multi Experiment Viewer
(MeV v.4.7.1) was used for hierarchical clustering of 22
different miRNAs using HCL support trees, Pearson cor-
relation and 200 iterations.

qPCR

Target assays were normalized to internal controls
hs_RNU6B_2 and hs_ RNUIA_1 which had been found
to be suitable as controls in dog serum in a preliminary
test. The software “REST 2009” was used for analysis of
relative expression in PCR assays [106,107]. Mean values
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of twice prepared approaches were used. A p-value
< 0.05 was considered to be statistically significant.
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IV.  DISKUSSION

Die Rolle von miRNAs bei der humanen DCM wurde bislang in
endomyokardialen Gewebeproben untersucht (VAN ROOUJ et al., 2006; IKEDA
et al., 2007; THUM et al, 2007; THUM et al., 2008; SATOH et al., 2011).
Aufgrund der diffizilen Gewinnung von kardialen Biopsien, existieren allerdings
nur wenige Studien. Zirkulierende miRNA Expressionsprofile wurden bei der
humanen DCM bislang nicht erforscht. Obwohl die Umstande und der genaue
Mechanismus der Freisetzung von miRNAs in die Zirkulation bislang nicht
eindeutig geklart sind, stellt die Bestimmung von zirkulierenden miRNAs im
Serum einen weitaus weniger invasiven Ansatz dar. Bereits eine Stunde nach
myokardialen Infarkten beim Menschen und in Mausmodellen konnte eine
erhdhte Expression von myokard-spezifischen miRNAs im Serum nachgewiesen
werden (CHENG et al., 2010; WANG et al., 2010a). Die DCM beim Dobermann
konnte als spontanes Krankheitsmodell einen interessanten Ansatz fur
translationale Forschung bieten. Fir die Durchfiihrung des Mikroarray und der
guantitativen PCR (qPCR) Analysen minimierten wir das verwendete
Vollblutvolumen auf 2 ml. Diese ProbengroBe kann auch wvon Kleinen
veterindrmedizinischen Patienten sicher und ohne Nebenwirkungen gewonnen

werden.

Laut Hersteller ist fir die meisten Mikroarray-Systeme eine minimale Menge von
100 ng Gesamt-RNA notig. In den verwendeten Serumproben waren
durchschnittlich 117 ng (84 - 162 ng) Gesamt-RNA enthalten. Trotz dieser
geringen Mengen konnten dennoch ber 400 miRNAs in den Proben detektiert
werden. Dies belegt, dass das verwendete, geringe Serumvolumen als
diagnostischer Ansatz verwendet werden kann. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass eine erhohte Gesamt-RNA-Menge zu einer hdheren
Zahl lesbarer miRNAs geflihrt hétte. Bis heute gibt es keine standardisierte
Normalisierung fur eine miRNA Expressionsanalyse aus dem Serum mittels
Mikroarray. Bei der Bestimmung zirkulierender miRNAs mittels qPCR wird die
Normalisierung am Serumvolumen als beste Methode beschrieben (CHENG et
al., 2010). Eine Normalisierung der Gesamt-RNA Menge hatte interindividuelle
Unterschiede dieser Studie vermindern kénnen und sollte in Folgestudien weiter

evaluiert werden.
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Eine Probe wurde im miRNA Mikroarray von der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Diese Probe wies starke Abweichungen aller Expressionshdhen
zu den ubrigen Proben aus der gleichen Gruppe auf, welche auch nach der
Normalisierung noch vorhanden waren. Diese Probe wies einige Besonderheiten
im Vergleich zu den anderen Proben auf: Sie wurde von dem jungsten Tier in der
Gruppe gewonnen, war am langsten eingefroren und der Gesamt-RNA Gehalt
war, im Vergleich zu allen anderen Proben, am geringsten. Erstaunlicherweise
waren die Signal-Intensitaten bei dieser Probe allerdings starker ausgepragt als bei
den anderen Proben. Alter beeinflusst den miRNA Gehalt im Plasma nicht (Al et
al., 2010). Da miRNAs sich sehr stabil nachweisen lassen und auch von
mehrfachen Einfrier- und Auftauvorgéngen nicht beschédigt werden, sollte auch
die langere Gefrierzeit keinen Einfluss auf die Expressionslevel haben
(MITCHELL et al., 2008; KROH et al., 2010). Die Grunde fir die Abweichungen
in der genannten Probe bleiben demnach ungeklart.

Da die miRNA Datenbank mehr murine und humane miRNAs als canine
Sequenzen enthalt, entschieden wir uns bei dem Design des Mikroarray sowohl
canine wie auch murine Ziel-Sequenzen zu verwenden. miRNAs sind evolutionar
hoch konserviert und zeigen homologe Sequenzen maturer miRNAs (LAGOS-
QUINTANA et al., 2002; BOGGS et al., 2007; BOGGS et al., 2008). Die
Ergebnisse des Mikroarray bestatigen, dass eine Detektion caniner miRNAs durch
die Verwendung vieler muriner Oligonukleotid-Sonden im miRNA Mikroarray
maglich ist. Dies vereinfacht die Verwendung veterindrmedizinischer Proben flr

weitere Studien.

Die Unterschiede der miRNA Expression zwischen den beiden getesteten
Gruppen waren in dieser Studie nicht grof3 und einheitlich genug, um nach einer
Korrektur fiir multiples Testen statistische Signifikanz zu erreichen. Auch wenn
einzelne miRNAs sich nicht statistisch signifikant darstellten, konnte mittels
Hierarchischer Cluster Analyse mehrerer miRNAs eine klare Unterscheidung
gesunder und kranker Tiere erfolgen. Eine kombinierte Expressionsanalyse
mehrerer mMiRNAs konnte ein neues diagnostisches Mittel fiir die Erkennung der
Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann darstellen und sollte in
Folgestudien genauer evaluiert werden. Diese Studie stiitzt sich auf eine relativ
kleine Patientenanzahl und sollte daher als Pilot-Studie betrachtet werden, deren

Ergebnisse mittels Folgestudien mit hoheren Patientenzahlen bestatigt werden
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sollten.

Eine Studie, die mittels Mikroarray zellulare miRNAs bei verschiedenen
Herzerkrankungen des Menschen untersuchte, zeigte eine erhdhte Expression von
let-7c und eine niedrigere Expression von miR-101 bei humaner DCM. Die
Unterschiede waren zwar gering, erreichten aber dennoch statistische Signifikanz
(IKEDA et al., 2007). Im Gegensatz hierzu konnte in der hier présentierten Studie
eine erniedrigte Expression von let-7c und eine erhdhte Expression von miR-101
bei erkrankten Tieren gezeigt werden. Die gefundenen Unterschiede sind
allerdings sehr gering.

Die miRNA Familie let-7 ist bei Mausen vor allem in kardialem Gewebe
angereichert (RAO et al., 2009). Kiirzlich wurde ein erniedrigter let-7i-Spiegel bei
humanen DCM Patienten mit dem Schweregrad der vorhandenen
linksventrikuldaren Dysfunktion und der Progression der Erkrankung in
Verbindung gebracht. let-7i wird daher als potentieller prognostischer Marker bei
der humanen DCM beschrieben (SATOH et al., 2011). Es konnte gezeigt werden,
dass let-7i in vitro den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) reguliert. Bei Menschen mit
DCM stellt dieser einen wichtigen Transkriptionsfaktor im Myokard dar. Der
genaue Mechanismus der Aktivierung von TLR4 bei der DCM ist allerdings noch
ungeklart (SATOH et al., 2004; CHENG et al., 2007). Bei den Doberménnern mit
DCM in der vorliegenden Studie konnten keine Unterschiede in der Expression
von let-7i gefunden werden. Bislang ist allerdings nicht bekannt, ob TLR4 auch

bei der caninen DCM einen wichtigen Transkriptionsfaktor darstellt.

In mehreren Studien wird miR-101 als potenter Tumor- und Autophagie-Inhibitor
beschrieben und wird in vielen verschiedenen Geweben exprimiert (SU et al.,
2009; FRANKEL et al., 2011). Ein spezifischer regulatorischer Effekt auf das

kardiovaskuldre System wurde bis heute nicht beschrieben.

miR-21 wird von mehreren Organen wie Milz, Dinndarm, Kolon und dem
Herzen exprimiert (LAGOS-QUINTANA et al., 2002). In verschiedenen Tumor-
Geweben konnte eine verstarkte Expression von miR-21 belegt werden
(KRICHEVSKY & GABRIELY, 2009; SELCUKLU et al., 2009). Die héchsten
Expressionslevel werden allerdings in kardiovaskuldren Zellen wie Gefél3-
Muskelzellen, Endothelzellen, Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten
gemessen (CHENG et al., 2007; JI et al., 2007; SUAREZ et al., 2007; THUM et
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al., 2008; ROY et al., 2009). Erkrankte Tiere dieser Studie zeigten im miRNA
Mikroarray eine leicht erh6hte Expression von miR-21, welche in der gPCR nicht
belegt werden konnte. Eine unterschiedliche Expression von miR-21 wurde neben
der DCM bereits bei GeféaBerkrankungen, Hypertropher Kardiomyopathie,
Herzversagen und Ischamischer Kardiomyopathie beschrieben (VAN ROOIJ et
al., 2006; CHENG et al., 2007; JI et al, 2007; SAYED et al, 2007,
TATSUGUCHI et al., 2007; VAN ROOLJ et al., 2008; DONG et al., 2009).
Myokardiale Degeneration mit kardialer Fibrose und myointimale Hyperplasie der
Koronargefélie gelten als typische histologische Befunde bei der DCM des
Dobermanns (CALVERT et al., 1982; CALVERT et al., 1997a; EVERETT et al.,
1999; TIDHOLM & JONSSON, 2005). Beim Menschen ist die miR-21
Expression in Folge von Kkardialem Stress erhoht und fiihrt  zur
Fibroblastenproliferation und Fibrose von Herzgewebe (THUM et al., 2008;
ORENES-PINERO et al., 2012). In humanen DCM-Gewebeproben fand eine
Studiengruppe eine leichte, nicht signifikante niedrigere Expression vom miR-21
(IKEDA et al., 2007), wahrend eine andere Arbeitsgruppe eine zweifach erhohte,
statistisch signifikante Regulation von miR-21 in erkranktem Herzgewebe
feststellte (SATOH et al., 2011). Experimentelle Studien zeigten kirzlich eine
medikamentés induzierte Erhéhung von miR-21 in Zellen der rechten
Herzkammer, welche in einer verbesserten rechtsventrikuldren Funktion im

Rechtsherzversagen resultierte (LIU et al., 2012).

Im miRNA Mikroarray dieser Studie konnte eine geringe Verminderung der miR-
92a Expression bei an der DCM erkrankten Tieren festgestellt werden. Die
Verminderung der Expression einer verwandten miRNA, miR-92, wurde bereits
in humanen DCM-Gewebeproben bewiesen (IKEDA et al., 2007; SUCHAROQV et
al., 2008). Im ischamischen myokardialen Gewebe von Mausen hemmt eine
verstérkte Expression von miR-92a die Angiogenese und ist an der Kontrolle des
Uberlebens der Kardiomyozyten beteiligt. Eine externe Inhibition der miR-92a
fuhrte zu verbesserter linksventrikularer Funktion und zeigte zusétzliche positive
Effekte in der Heilung der ischamischen Bereiche (BONAUER et al., 2009). Alle
erkrankten Tiere dieser Studie erhielten eine positiv inotrope Therapie
(Pimobendan). Die beobachtete verminderte Expression von miR-92a koénnte in
Zusammenhang mit der durch die Therapie verbesserte linksventrikulare Funktion

stehen. Die Effekte dieser Therapie auf die Expression von miRNAs wurde bisher
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nicht untersucht.

Sowohl im miRNA Mikroarray wie auch in der g°PCR Analyse dieser Studie
konnte - trotz hoher interindividueller Variation - eine leicht erhdhte Regulation
von miR-142-3p und miR-144* gefunden werden. Die Expression von miR-144
war im Mikroarray ebenfalls erhoht. miR-144* und miR-144 sind die beiden
Einzelstrange der doppelstrangigen Vorlaufer-miRNA mir-144. miR-144 wird in
Verbindung mit miR-451 exprimiert. Der miR-144/451 Promoter wird von
GATA-4 aktiviert, einem wichtigen Transkriptionsfaktor im Herzen. Beiden
miRNAs wird eine Schutzfunktion gegen (durch Ischdmie induzierte) Schadigung
der Kardiomyozyten mit folgendem Zelluntergang zugeschrieben. Sie
reprasentieren demnach einen mdglichen neuen Ansatzpunkt in der Therapie von
ischdmischen Kardiomyopathien beim Menschen (ZHANG et al., 2010a). Durch
die bei der DCM typischerweise vorhandenen linksventrikuldren Dilatation
entsteht ebenso myokardialer Stress. Mdoglicherweise ist die beobachtete
differentielle Expression von miR-144 bei den erkrankten Tieren als Antwort auf
diesen vorhandenen myokardialen Stress und als Versuch der folgenden
Kardioprotektion zu verstehen. Die Untersuchung gréRerer Patientengruppen

sollte diese Erkenntnisse bestatigen.

In Einklag mit den Ergebnissen der prasentierten Studie, war miR-142-3p in einer
anderen Studie bei Menschen im chronischen Herzversagen, welches durch nicht-
ischamische DCM entstanden ist, ebenfalls vermehrt exprimiert (VOELLENKLE
et al., 2010). Durch die Erhéhung von miR-142-3p (und anderen miRNAs) konnte
eine experimentell induzierte kardiale Hypertrophie vermindert werden. Diese
miRNAs werden derzeit als potentielle Ziele zur Therapie der kardialen
Hypertrophie diskutiert (JEONG et al., 2012).

Der Mechanismus der Freisetzung von miRNAs in das Serum ist bis heute nicht
eindeutig geklart. Es ist denkbar, dass nicht alleine die erkrankten Zellen als
Ursprungsort der zirkulierenden miRNAs anzusehen sind. Madglicherweise
werden von dem erkrankten Gewebe bislang unbekannte Signale, wie z. B. Stress-
Signale, an andere Organe im Korper gesendet, die dort eine spezifische
Freisetzung von miRNAs verursachen. Zirkulierende miRNA Expressionsmuster
konnten sich daher von den miRNA Expressionsmustern, die aus dem erkrankten
Organ gewonnen wurden, unterscheiden. Dies konnte die Diskrepanzen zwischen

den in dieser Studie gefundenen zirkulierenden miRNA Expressionen zu den
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zellularen Expressionsmustern vorheriger Studien erklaren.

Alle Tiere in der erkrankten Gruppe erhielten die gleiche Grund-Therapie
(Pimobendan und ACE-Hemmer) und eine individuell angepasste,
antiarrhythmische Medikation (Sotalol, Amiodaron). Es ist mdglich, dass die
Medikation nicht nur die kardialen Abnormalititen verbesserte, sondern auch die
mIiRNA Expression beeinflusst hat. Die erhohten cTnl Werte bei den erkrankten
Tieren reflektieren die bestehende myokardiale Verletzung. Studien, die die
zirkulierenden miRNA Expressionsmuster in verschiedenen Krankheitsstadien der
Dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann vergleichen, sind zukiinftig nétig,
um einen zeitlichen Unterschied im Krankheitsverlauf zu verifizieren. Uber einen
Einfluss der verwendeten Medikamente auf die miRNA-Expression existieren
bislang keine Studien. Fir die prasentierte Studie wurden nur Tiere mit (sowohl
echokardiographisch ~ wie  auch  elektrokardiographisch)  eindeutigen
Veranderungen und somit im fortgeschrittenen Stadium gewahlt. Es waére
unethisch gewesen, diese Tiere keiner Medikation zu unterziehen. Daher erhielten
sie die gleiche Grund-Therapie, aber unterschiedliche, individuell angepasste,
antiarrhythmische Therapien mit Sotalol oder Amiodaron (O'GRADY et al., 2009;
SUMMERFIELD et al.,, 2012). Die antiarrhythmische Therapie wurde den
jeweiligen elektrokardiographischen Verédnderungen angepasst. Traten in spéteren
Kontroll-Untersuchungen weiterhin maligne Arrhythmien auf, wurde die Therapie
als nicht ausreichend wirksam betrachtet und gedndert (Wechsel von Sotalol zu
Amiodaron, Kombinationen von Sotalol mit Mexiletin, Kombinationen von

Amiodaron mit Mexiletin).

Zusammenfassend beweist diese Studie die technische Durchfuhrbarkeit der
Bestimmung von zirkulierenden miRNAs in einer klinischen Fragestellung.
Zirkulierende miRNAs besitzen somit auch in der Veterindrmedizin groRes
Potential als neue Biomarker. Standardisierte Normalisierungs-Protokolle und
erhéhte GruppengroRen sind zukinftig ndtig, um dieses Potential zu bestatigen

und Unterschiede zwischen den Gruppen zu belegen.



V. Zusammenfassung 51

V. ZUSAMMENFASSUNG

Die Dilatative Kardiomyopathie ist die h&ufigste Herzerkrankung beim
Dobermann. Sie zeichnet sich durch das einzelne oder gemeinsame Auftreten
einer systolischen Dysfunktion und ventrikularer Arrhythmien aus. Klinische
Symptome zeigen betroffene Tiere erst im spéten Verlauf der Erkrankung. Zuvor
durchlaufen sie eine okkulte Phase, in denen keine klinischen Symptome
auftreten, und deren Diagnosestellung bislang nur mittels der Kombination von
Echokardiographie und 24-Stunden-Elektrokardiogramm madglich ist.

Mikro-Ribonukleinsduren sind kurze, nicht kodierende Ribonukleinséuren, die
eine bedeutende Rolle in der Genregulation spielen. Sie kénnen in der Zirkulation
nachgewiesen werden und verhalten sich &uRerst stabil gegen &ul3ere Einfliisse.
Bei bestimmten pathologischen Zustanden ist die Expression einzelner Mikro-
Ribonukleinséuren dereguliert und kann im Gewebe wie auch im Blut abgelesen
und interpretiert werden. Veradnderte miRNA Expressionsmuster wurden bereits
bei humanen Herzerkrankungen wie der Dilatativen Kardiomyopathie beschrieben
und stellen potentielle, neue Biomarker dar. Bislang gibt es weder Studien Uber
den Nachweis von Mikro-Ribonukleinsdure Expressionsprofilen im caninen
Serum, noch Studien Uber den Vergleich von Mikro-Ribonukleinsdure
Expressionsprofilen bei gesunden und an der Dilatativen Kardiomyopathie

erkrankten Hunden.

Ziel dieser Studie war daher, Mikro-Ribonukleinsduren im Serum von Hunden
mittels miIRNA Mikroarray nachzuweisen und zu Uberprifen, ob an der
Dilatativen Kardiomyopathie erkrankte Doberménner - ahnlich wie Menschen -
im Vergleich zu gesunden Kontrollen verdnderte Mikro-Ribonukleinséure

Expressionsmuster aufweisen.

Nach Anamnese, Klinischer Untersuchung, Kurzzeit- und 24-Stunden-
Elektrokardiogramm sowie Echokardiographie wurden Doberménner in
verschiedene Gruppen eingeteilt. Gesunde Tiere waren sieben Jahre oder &lter und
zeigten in keiner der durchgefuhrten Untersuchungen Anzeichen einer
bestehenden Erkrankung. Das Echokardiographie zeigte bei diesen Tieren keine

Abnormalitten und im 24-Stunden- Elektrokardiogramm wurden weniger als 50
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ventrikulare Rhythmusstorungen gefunden. Erkrankte Tiere befanden sich im
okkulten Stadium der Dilatativen Kardiomyopathie. Diese Tiere hatten sowohl
eindeutige  elektrokardiographische ~ wie  auch  echokardiographische
Auffalligkeiten, die mit einer Dilatativen Kardiomyopathie im Einklang stehen,
ohne jemals zuvor Symptome dieser Erkrankung gezeigt zu haben. Es wurde
Serum von je vier gesunden und an der Dilatativen Kardiomyopathie erkrankten
Tieren untersucht. Die aus 400 pl Serum extrahierte Gesamt-Ribonukleinsaure
wurde auf einen individuell designten 8x60k Mikro-Ribonukleinséure Mikroarray
hybridisiert, der Gegenstiicke muriner und caniner Mikro-Ribonukleinséuren
enthielt und somit jede Probe fiir insgesamt 1368 Mikro-Ribonukleinséuren
testete. Funf Mikro-Ribonukleinsduren wurden fur eine weitere Analyse mittels

quantitativer Polymerasekettenreaktion ausgewéhlt.

Trotz einer sehr niedrigen Gesamt-Ribonukleinsdure Konzentration in den
Serumproben konnten (iber 400 Mikro-Ribonukleinsauren mit ausreichender
Signalintensitat detektiert werden. Bei 22 Mikro-Ribonukleinséuren zeigten sich
Unterschiede zwischen den gesunden wund den an der Dilatativen
Kardiomyopathie erkrankten Tieren. Diese Unterschiede waren allerdings gering
und erreichten nach Korrektur fir multiples Testen keine statistische Signifikanz.
Mittels Hierarchischer Clusteranalyse der auffalligen Mikro-Ribonukleinsduren
konnten die Unterschiede zwischen den Gruppen dennoch deutlich
veranschaulicht werden und ermdglichten eine klare Einteilung in die gesunde
oder erkrankte Gruppe. Die Analyse mittels quantitativer
Polymerasekettenreaktion ergab keine signifikanten Unterschiede der getesteten

Mikro-Ribonukleinsauren und bestatigte somit die Ergebnisse des Mikroarray.

Die vorgestellte Studie beweist die technische Durchfiihrbarkeit der Bestimmung
von Mikro-Ribonukleinsduren im caninen Serum in einer Kklinischen
Fragestellung. Zirkulierende Mikro-Ribonukleinséduren besitzen somit auch in der
Veterindrmedizin groRRes Potential als neue Biomarker. Weitere Untersuchungen
mit einer erhéhten Fallzahl sind zukinftig notig, um die gefundenen
Auffalligkeiten bei der Dilatativen Kardiomyopathie des Dobermanns statistisch

zu belegen.
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VI. SUMMARY

The dilated cardiomyopathy is the most common heart disease in Doberman
Pinschers. Abnormalities like systolic dysfunction and ventricular arrhythmias
may coexist or be of predominantly one form at the time of occult stage. In this
stage, abnormalities concerning echocardiographic changes or arrhythmias are
present. The diagnosis consists of a combination of echocardiography and 24-hour
ambulatory electrocardiogram.

Micro ribonucleic acids are short, non-coding ribonucleic acids playing important
roles in gene regulation. They can be detected in circulation and are remarkably
stable against external impacts. The presence of particular pathological conditions
can change the expression of individual micro ribonucleic acids which can be
determined in tissues as well as in the blood circulation. Earlier studies show a
specific micro ribonucleic acids expression pattern for human heart diseases like
dilated cardiomyopathy and are discussed as potential new biomarkers. To our
knowledge, there have been no previous studies profiling micro ribonucleic acids
in canine serum and comparing micro ribonucleic acid expression profiles of dogs

with dilated cardiomyopathy to those of healthy controls.

Therefore, the aim of this study was to determine micro ribonucleic acids in
canine serum and to investigate whether Doberman Pinschers with dilated
cardiomyopathy and healthy controls display different micro ribonucleic acid

expression patterns like humans.

According to anamnesis, clinical, echocardiographic, short-term and 24-hour
electrocardiographic examination, Doberman Pinschers were classified into
different groups. Healthy dogs had an age of seven years or older and did not
show evidence of systemic or cardiac disease in any of the performed
examinations. Echocardiography did not show any abnormalities and
electrocardiographic analysis revealed less than 50 ventricular arrhythmias in 24
hours in these dogs. Dog of the diseased group were suffering from dilated
cardiomyopathy and were graded to be in the occult stage of the disease. Without
having shown any symptoms of cardiac disease, unequivocal echocardiographic
and electrocardiographic findings were consistent with diagnosis of dilated

cardiomyopathy. We analyzed serum of four dogs in each group. Total
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ribonucleic acid was extracted from 400 ul serum, was labeled and hybridized on
a custom-designed 8x60k micro ribonucleic acid microarray containing canine
and murine micro ribonucleic acid targets. Each probe was therefore tested for
1368 individual micro ribonucleic acids. Five micro ribonucleic acids were

selected for further analysis using quantitative polymerase chain reaction.

Even though total ribonucleic acid concentrations were very low in the serum
samples, more than 400 micro ribonucleic acids with sufficient signal intensity
were detectable on microarray analysis. 22 miRNAs were differentially expressed
in the two groups, but did not reach statistical significance after multiple testing
correction. Hierarchical cluster analysis is visualizing differences in micro
ribonucleic acid patterns between healthy and diseased dogs. This analysis
revealed a clear separation of healthy and diseased samples. No significant
differences were found using specific micro ribonucleic acid quantitative

polymerase chain reaction assays confirming the results of microarray analysis.

In conclusion, this study demonstrates that micro ribonucleic acid expression
profiling in canine serum is technically feasible in a clinical setting, revealing
their potential as a possible new biomarkers in veterinary medicine. Further
studies with larger patient cohorts are needed in the future to statistically verify
differences in the micro ribonucleic acid pattern of Doberman Pinschers with

dilated cardiomyopathy found in this study.
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Tabelle 1: Darstellung der bisher belegten Expressionsunterschiede bestimmter

miRNAs (erhohte (1) oder erniedrigte (]) Expression) bei der Dilatativen

Kardiomyopathie.

miRNA 1/| Regulation | Referenz
bei der DCM
let-7b 1 (IKEDA et al., 2007)
let-7¢ 1 (IKEDA et al., 2007)
let-7i ! (SATOH et al., 2011)
miR-1 ! (IKEDA et al., 2007)
miR-10b ! (SUCHAROQV et al., 2008)
miR-15b 0 (IKEDA et al., 2007)
miR-17-5p | | (IKEDA et al., 2007)
miR-19a ! (IKEDA et al., 2007)
miR-19b ! (IKEDA et al., 2007)
miR-20a ! (IKEDA et al., 2007; SUCHAROQV et al., 2008)
miR20b ! (IKEDA et al., 2007)
miR-21 1 (SATOH et al., 2011)
miR-22 ! (SUCHAROQV et al., 2008)
miR-23a 1 (IKEDA et al., 2007; SUCHAROQV et al., 2008)
miR-28 ! (IKEDA et al., 2007)
miR-30c ! (SUCHAROQV et al., 2008)
miR-30e-5p | | (IKEDA et al., 2007)
miR-92 1 (SUCHAROQV et al., 2008)
miR-99b 1 (IKEDA et al., 2007)
miR-100 1 (IKEDA et al., 2007; SUCHARQV et al., 2008)
miR-101 ! (IKEDA et al., 2007)
miR-103 ! (IKEDA et al., 2007)
miR-106a ! (IKEDA et al., 2007)
miR-125b 1 (IKEDA et al., 2007; SUCHARQV et al., 2008)
miR-126 ! (SATOH et al., 2011)
miR-126* ! (IKEDA et al., 2007)
miR-133a ! (L1U et al., 2008; SUCHAROV et al., 2008)
miR-133b ! (SUCHAROQV et al., 2008)
miR-139 ! (SUCHAROQV et al., 2008)
miR-140* 0 (IKEDA et al., 2007)
miR-150 ! (SUCHAROQV et al., 2008)
miR-155 ! (SATOH et al., 2011)
miR-181b 0 (SUCHAROQV et al., 2008)
miR-195 1 (VAN ROOWJ et al., 2006; IKEDA et al., 2007;
SUCHAROV et al., 2008)
miR-197 ! (SUCHAROQV et al., 2008)
miR-199a* | 1 (IKEDA et al., 2007)
miR-208 0 (SATOH et al., 2010)
miR-208b 0 (SATOH et al., 2010)
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miR-214 1 (IKEDA et al., 2007)

miR-221 ! (SUCHAROQV et al., 2008)

miR-222 ! (IKEDA et al., 2007)

miR-342 1 (IKEDA et al., 2007)

miR-382 1 (SUCHAROQV et al., 2008)

miR-422b ! (IKEDA et al., 2007; SUCHAROQV et al., 2008)
miR-483 ! (SUCHAROQV et al., 2008)

miR-486 ! (SUCHAROQV et al., 2008)

miR-499 1 (SATOH et al., 2010)

miR-594 ! (SUCHAROQV et al., 2008)
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