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l. EINLEITUNG

Diabetes mellitus ist eine der haufigsten metabolischen Erkrankungen beim
Menschen mit zurzeit 371 Millionen Betroffenen weltweit (GUARIGUATA,
2012). Bei der Katze ist Diabetes mellitus die zweithdufigste Endokrinopathie mit
einer Prdvalenz von ca. 0,5 % bei Hauskatzen und bis zu 2 % bei Burmesen
(OSTO et al, 2013). Beide Spezies erkranken Uberwiegend am Typ-2-
Diabetes-mellitus (T2DM), der durch eine Insulinresistenz der insulinabhangigen
Gewebe sowie eine B-Zell-Dysfunktion gekennzeichnet ist (REUSCH et al., 2006;
GASTALDELLI, 2011). Solange die B-Zellen noch eine Restfunktion besitzen,
kann eine Insulintherapie bei Katzen mit T2DM zu einer Remission des Diabetes
fuhren (OSTO et al., 2013).

MicroRNAs (MiRNAs) sind kurze, nicht-kodierende Ribonukleinsauren (RNA),
die Uberwiegend repressive Effekte auf die Genexpression vermitteln. Sie sind in
die Steuerung physiologischer Prozesse ebenso involviert wie in die Pathogenese
zahlreicher Krankheiten wie etwa Tumor- und Herzerkrankungen, aber auch
T2DM (HUANG et al.,, 2011a). Wahrend frihe Studien die Verdnderungen
intrazellularer miRNAs untersuchten, riicken seit etwa finf Jahren die miRNA-
Expressionsmuster im Serum und anderen zellfreien Korperflussigkeiten in den
Fokus der Forschung, da zirkulierende miRNAs aufgrund ihrer hohen Stabilitét
ein groRes Potential als diagnostische und prognostische Biomarker aufweisen
(GILAD et al., 2008). Fur Maus, Ratte und Mensch existieren bereits zahlreiche
Assays zum Nachweis von miRNAs. Viele dieser Tests kdnnen fir andere Tier-
arten verwendet werden, da die Sequenzen der miRNAs zwischen verschiedenen
Spezies oft hoch konserviert sind (BOGGS et al., 2008; JOPLING, 2012).

Die Erforschung der miRNAs kdnnte somit entscheidend dazu beitragen, sowohl
die Pathogenese des humanen als auch des felinen T2DM weiter aufzuklaren,
sensitive und spezifische Biomarker flr eine friihzeitige Diagnose und sichere
Prognose zu entwickeln und eine effektivere Therapie zu ermdglichen. Da fur die
Katze bisher keine Studien zum Nachweis von miRNAs existieren, hatte die
vorliegende Arbeit zum Ziel, (i) zirkulierende miRNAs im Katzenserum
nachzuweisen, (ii) miRNA-Expressionsprofile gesunder und diabetischer Katzen
zu erstellen und (iii) zu untersuchen, inwieweit die Remission eines Diabetes die

Expression der Serum-miRNAs verandert.
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1. LITERATURUBERSICHT: MICRORNAS

1. Entdeckung der microRNAs

MiRNAs sind endogene, hoch konservierte, ca. 22 Nukleotide (nt) lange, nicht-
kodierende Ribonukleinsduren, die (berwiegend repressive Effekte auf die
Genexpression auf post-transkriptionaler Ebene vermitteln (BARTEL, 2004;
JOPLING, 2012). Die erste miRNA, lin-4, wurde im Nematoden Caenorhabditis
elegans entdeckt. Lin-4 spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation des
Gens lin-14, dessen Unterdriickung notwendig fur die korrekte Weiterentwicklung
vom Larvenstadium 1 zum Larvenstadium 2 ist (WIGHTMAN et al., 1991;
WIGHTMAN et al., 1993). LEE und Mitarbeiter fanden im Jahr 1993 heraus, dass
das lin-4-Gen nicht, wie Ublich, fur ein Protein, sondern fur zwei kurze RNA-
Molekiile mit einer Ldnge von 22 und 61 nt kodiert. Es wurde angenommen, dass
das langere Transkript eine haarnadelartige Struktur aufweist und den Vorldaufer
der kirzeren RNA darstellt (LEE et al., 1993). Die Sequenz dieser lin-4-RNA
erwies sich als komplementdr zu einer wiederkehrenden Sequenz in der
untranslatierten Region des 3'-Endes (3-UTR) der lin-14-messenger-RNA
(mRNA) (WIGHTMAN et al., 1993). Durch eine Antisense-Basenpaarung war
eine Interaktion zwischen der lin-4-RNA und der lin-14-mRNA somit mdglich,
welche zu einer Unterdrickung der LIN-14-Proteinbiosynthese bei konstanten
lin-14-mRNA-Leveln fiihrte (LEE et al., 1993; WIGHTMAN et al., 1993).

Mit lin-4 war das erste Mitglied einer neuen Klasse von Ribonukleinsduren, den
microRNAs, entdeckt worden. Ihre Existenz sollte das Verstandnis (ber die
Regulation der Genexpression fundamental verandern. Allerdings dauerte es
weitere sieben Jahre, bis die Tragweite dieser Entdeckung klar wurde, da die
Unterdrickung der Translation durch eine nicht-kodierende RNA fir eine
Kuriositat in Caenorhabditis gehalten wurde (AMBROS, 2008). Erst im Jahr
2000 wurde die zweite ca. 21 nt lange miRNA, als let-7 bezeichnet, ebenfalls in
Caenorhabditis elegans entdeckt (REINHART et al., 2000). Let-7 erwies sich in
vielen Spezies, u.a. auch dem Menschen, als evolutiondr konserviert. Diese
Erkenntnis lieR erstmals den Verdacht aufkommen, dass die Genexpression
generell durch kurze, nicht-kodierende Ribonukleinsauren reguliert werden
konnte (PASQUINELLI et al., 2000). Nachdem ein Jahr spéter zahlreiche dieser
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Ribonukleinsduren, aufler in Wirmern und Fliegen, auch in Sdugetieren,
einschliellich dem Menschen, nachgewiesen werden konnten, wurden diese
Ribonukleinsduren — nun als microRNAs bezeichnet — als neue Klasse anerkannt
(LAGOS-QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; LEE & AMBROS, 2001).

Bis zum heutigen Tag wurden miRNAs in zahlreichen Tieren, Pflanzen und sogar
Viren nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass die Sequenzen der einzelnen
mIiRNASs in der Regel auch zwischen weiter entfernten Spezies hoch konserviert
sind (LAGOS-QUINTANA et al., 2002; REINHART et al., 2002; BOGGS et al.,
2008; GRASSMANN & JEANG, 2008; IBANEZ-VENTOSO et al., 2008).
Aktuell werden 24521 Vorldaufer (precursor) und 30424 prozessierte (mature)
miIRNAs in 206 Spezies in der Datenbank mirBase (Version 20,
http://microrna.sanger.ac.uk/) gelistet (GRIFFITHS-JONES, 2004; GRIFFITHS-
JONES et al, 2006; GRIFFITHS-JONES et al, 2008; KOZOMARA &
GRIFFITHS-JONES, 2011). Allein fur den Menschen sind mehr als 1800
precursor und mehr als 2500 mature miRNAs aufgefthrt. In der Datenbank sind
ferner die miRNA-Informationen fur die klassischen Labortiere Maus und Ratte
sowie fur einige Haus- und Nutztiere zu finden (Tabelle 1). Fur die Katze (Felis
catus) wurden bisher noch keine miRNAs experimentell nachgewiesen. Lediglich
eine Studie zur Sequenzierung des Katzengenoms identifizierte Sequenzen, bei
denen es sich potentiell um miRNAs handeln kénnte (PONTIUS et al., 2007).

Tabelle 1: Anzahl (n) der in mirBase Version 20 gelisteten microRNAs
ausgewahlter Spezies

Spezies Precursor microRNAs (n) | Mature microRNAs (n)
Homo sapiens 1872 2578
Mus musculus 1186 1908
Gallus gallus 734 996
Bos taurus 798 783
Rattus norvegicus 449 728
Equus caballus 341 360
Sus scrofa 280 326
Canis familiaris 324 291
Ovis aries 105 153




Il. Literaturtibersicht: MicroRNAs 4

2. Bedeutung von microRNAs

Aktuell wird angenommen, dass ungeféhr 60 % aller humanen protein-
kodierenden Gene miRNA-Ziele darstellen (FRIEDMAN et al., 2009). Die
Genregulation durch miRNAs ist dabei sehr komplex, da auf der einen Seite eine
einzige miIRNA hunderte verschiedener mRNAs beeinflussen und auf der anderen
Seite eine einzelne MRNA durch mehr als eine miRNA reguliert werden kann
(LEWIS et al., 2003; SELBACH et al., 2008). Die Identifizierung aller Ziele einer
miRNA und somit ihrer biologischen Funktionen stellt somit eine grofe
Herausforderung dar (GUARNIERI & DILEONE, 2008; HUANG et al., 2011a).
Gleichzeitig ist aber das detaillierte Verstandnis aller Regulationsmechanismen
die Grundvoraussetzung, um miRNAs diagnostisch, prognostisch und auch
therapeutisch nutzen zu konnen (HUANG et al., 2011a).

MiRNAs sind an der Steuerung von nahezu allen grundlegenden zelluldren
Prozessen, wie Proliferation, Differenzierung oder Apoptose, beteiligt (CHEN et
al., 2010; VERONESE et al., 2010; GAO et al., 2011; LING et al., 2011).
Desweiteren nehmen sie Einfluss auf die Entwicklung von Geweben und Organen
und weisen deshalb haufig ein Gewebetyp- und Entwicklungsstadium-
spezifisches Expressionsmuster auf (LEE & AMBROS, 2001; LAGOS-
QUINTANA et al., 2002; BARTEL, 2004). Die Dysregulation von miRNAs spielt
daher eine entscheidende Rolle bei der Entstehung neoplastischer, metabolischer
oder kardiovaskularer Erkrankungen (PERERA & RAY, 2007; HUANG et al.,
2011a).

Ein Forschungsschwerpunkt der letzten Jahre war die Rolle von miRNAs in der
Pathogenese von Neoplasien. Der erste Hinweis, dass miRNAs in die Onkogenese
involviert sein konnten, kam von CALIN und Mitarbeitern im Jahr 2002. Sie
fanden heraus, dass die miRNAs miR-15 und miR-16 in der Chromosomenregion
13914 lokalisiert sind, die bei Patienten mit chronischer lymphatischer B-Zell-
Leukdmie haufig deletiert ist (CALIN et al., 2002). Inzwischen konnte durch
zahlreiche Studien belegt werden, dass miRNAs sowohl als Tumorsuppressoren
als auch als Onkogene agieren kénnen (ESQUELA-KERSCHER & SLACK,
2006). Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre haben gezeigt, dass miRNASs
(und insbesondere zirkulierende miRNAS) ein grolles Potential besitzen, um

Erkrankungen in Zukunft friiher und sicherer diagnostizieren, besser prognostisch
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einschatzen und gezielter therapieren zu konnen (KRUTZFELDT et al., 2005;
ZAMPETAKI et al., 2010; ZHANG et al., 2012).

3. Vorkommen von microRNAs im Organismus

In den ersten Jahren nach ihrer Entdeckung wurden ausschliel3lich Gewebeproben
zum Nachweis von miRNAs verwendet. Erst im Jahr 2008 bewiesen LAWRIE
und Mitarbeiter die Existenz von zirkulierenden miRNAs in humanem Serum und
Plasma (LAWRIE et al., 2008). Inzwischen wurden miRNAs in nahezu allen
Korpergeweben und -flussigkeiten identifiziert (LAGOS-QUINTANA et al,,
2002; CHEN et al., 2008; WEBER et al., 2010). Obwohl RNA-Molekiile
bekanntermaBen sehr empfindlich auf duBere Einflisse reagieren und
insbesondere durch die auch im Blut ubiquitdr vorhandenen Ribonukleasen
(RNasen) lblicherweise einem raschen Abbau unterliegen, erwiesen sich Serum-
miRNAs als &uferst stabil gegenlber einer enzymatischen Spaltung durch
RNasen, pH-Wert-Verdnderungen, extremen Temperaturschwankungen sowie
ausgedehnter Lagerungsdauer (CHEN et al., 2008; GILAD et al., 2008;
MITCHELL et al., 2008).

MiRNAs erreichen die Zirkulation, indem sie entweder von gesunden oder
erkrankten Zellen aktiv sezerniert oder von zugrunde gehenden Zellen infolge von
Zellnekrose/-lyse passiv freigesetzt werden (VALADI et al., 2007; HUNTER et
al., 2008; SKOG et al., 2008; TAYLOR & GERCEL-TAYLOR, 2008; KOSAKA
et al., 2010; WANG et al.,, 2010; TURCHINOVICH et al., 2011). Je nach
Sekretionsmechanismus  kdnnen  zirkulierende miRNAs vesikelgebunden,
Lipoprotein-assoziiert oder nicht-vesikelgebunden vorliegen (VICKERS &
REMALEY, 2012). Als Vesikel stehen Exosomen, Mikrovesikel und auch
apoptotische Korperchen zur Verfligung (VALADI et al., 2007; HUNTER et al.,
2008; SKOG et al., 2008; TAYLOR & GERCEL-TAYLOR, 2008; ZERNECKE
et al., 2009; KOSAKA et al., 2010; WANG et al., 2010; REID et al., 2011).
Desweiteren kann der Transport von zirkulierenden miRNAs auch innerhalb von
Lipoproteinen, wie etwa High-Density-Lipoproteinen (HDLs), stattfinden
(VICKERS et al., 2011). Nicht-vesikelgebundene miRNAs liegen hingegen mit
Proteinen assoziiert vor, wobei Proteine der Argonaut-Familie (AGO-Familie),
insbesondere AGQO?2, eine entscheidende Rolle zu spielen scheinen (WANG et al.,
2010; TURCHINOVICH et al.,, 2011). Die Stabilitat zirkulierender miRNAs
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konnte flr vesikelgebundene sowie Lipoprotein-assoziierte miRNAs auf die sie
umhullende Lipidschicht zurtickgefihrt werden, wéhrend nicht-vesikelgebundene
miRNAs durch die mit ihnen assoziierten AGO-Proteine vor dem Abbau
geschitzt sind (KOSAKA et al., 2010; WANG et al., 2010; TURCHINOVICH et
al., 2011; VICKERS & REMALEY, 2012).

Passiv freigesetzte miRNAs weisen vermutlich keine biologische Aktivitat auf.
Hingegen existieren inzwischen sowohl in-vitro- als auch in-vivo-Studien, die
nachweisen konnten, dass aktiv sezernierte miRNAs eine entscheidende Rolle in
der interzellularen Kommunikation spielen (VICKERS & REMALEY, 2012). Um
auf die unterschiedlichen Stoffwechselsituationen angemessen reagieren zu
kdnnen, muss die Zelle gezielt die benttigten miRNAs auswahlen, verpacken und
exportieren. Eine derart bedarfsorientierte Selektion konnte bereits fur
vesikelgebundene sowie HDL-assoziierte zirkulierende miRNAs gezeigt werden
(VALADI et al., 2007; KOSAKA et al., 2010; WANG et al., 2010; ZHANG et al.,
2010b; VICKERS et al., 2011; VICKERS & REMALEY, 2012). Nach ihrem
Export werden die miRNAs dann Uber die Zirkulation zur Zielzelle transportiert
und von dieser tber noch nicht ndher charakterisierte Mechanismen aufgenommen
(ZHANG et al., 2010b; VICKERS & REMALEY, 2012). Fur den Import von
HDL-assoziierten ~ miRNAs  scheint eine  Abhangigkeit von  der
Scavenger-Rezeptor-Klasse-B-Typ | zu bestehen (VICKERS et al., 2011). Nach
ihrer Aufnahme sind die transferierten mMiRNAs dann in der Lage, die
Genexpression ihrer Zielzelle spezifisch zu verédndern (ZERNECKE et al., 2009;
IGUCHI et al., 2010; KOSAKA et al., 2010; ZHANG et al., 2010b; VICKERS et
al., 2011). So konnte wu.a. gezeigt werden, dass der zirkulierende
Tumorsuppressor miR-146a von den Zellen der metastatischen Prostatakrebs-
Zelllinie PC-3M-luc aufgenommen wird und dort zu einer Hemmung der
Zellproliferation der Tumorzellen fuhrt (KOSAKA et al., 2010). Endothelzellen,
die durch Atherosklerose zugrunde gehen, sezernieren apoptotische Kérperchen,
in denen miR-126 angereichert ist. Benachbarte Gefal3zellen nehmen diese
miRNA auf, wodurch es uber eine veranderte Chemokin-Expression zur
Rekrutierung von Progenitorzellen und einer Reduzierung der atherosklerotischen
Plagues kommt (ZERNECKE et al., 2009). Ob auch nicht-vesikelgebundene

MIRNAs (ber diese Art der Zell-zu-Zell-Kommunikation eine biologische
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Aktivitét in Zielzellen ausliben kénnen, bleibt zu klaren (TURCHINOVICH et al.,
2011; VICKERS & REMALEY, 2012).

Verdnderungen im Expressionsmuster zirkulierender miRNAs konnen somit
einerseits als Folge eines pathologischen Zustandes angesehen werden,
andererseits wird vermutet, dass sie auch eine konkrete biologische Funktion in
der Pathogenese innehaben, da sich ihre Expressionsmuster schon vor dem
Auftreten einer Erkrankung zu &ndern scheinen. Dies wirde bedeuten, dass eine
Erkrankung die direkte Folge dysregulierter miRNAs waére. Zirkulierende
miRNAs hatten somit nicht nur eine Bedeutung als Biomarker fiir verschiedenste
Erkrankungen, sondern konnten auch als Ansatzpunkt fur therapeutische
Interventionen dienen (RAYNER & HENNESSY, 2013).

4, Biogenese der microRNAS

MIRNA Gene sind sehr hdufig in Introns, seltener in Exons von protein-
kodierenden und nicht-kodierenden Genen lokalisiert (intragenisch), kdnnen aber
auch zwischen Genen gelegen sein (intergenisch) (LAU et al, 2001,
RODRIGUEZ et al., 2004; KIM & KIM, 2007; UL HUSSAIN, 2012). Nicht
selten sind mehrere miRNAs zu einem Gen-Cluster zusammengefasst (LAGOS-
QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; UL HUSSAIN, 2012).

Nachfolgend wird die miRNA-Biogenese bei Sdugetieren detailliert beschrieben
(Abbildung 1). Die miRNA-Biogenese bei Wirbellosen verlduft unter
Verwendung homologer Proteine ahnlich, wahrend sie bei Pflanzen deutliche
Unterschiede im Ablauf aufweist (LANDTHALER et al., 2004; AXTELL et al.,
2011).

Die im Zellkern stattfindende Transkription wird durch eine RNA-Polymerase Il
(LEE et al, 2004), seltener durch eine RNA-Polymerase Il realisiert
(BORCHERT et al., 2006). Es entsteht ein bis zu mehrere tausend Nukleotide (nt)
langes Transkript, das als primare miRNA (primary miRNA, pri-miRNA)
bezeichnet wird (LEE et al., 2002; CAl et al., 2004). Dieses besitzt in der Regel
eine  Kopfkappe (7-Methylguanosin  Cap) am 5'-Ende sowie einen
Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende (CAI et al., 2004; LEE et al., 2004). AulRerdem
lagert sich das Transkript zu einer Schleifenstruktur mit einem ca. 33 Basenpaaren

langen, imperfekt gepaarten Stamm mit langen flankierenden Sequenzen
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zusammen (HAN et al., 2006). Bei geclusterten Genen entsteht tiblicherweise ein
polycistronisches pri-miRNA-Transkript (LAU et al., 2001; LEE et al., 2002; CAI
et al., 2004).

N/ NN/ NN
‘ Transkription

i
| Pri-miRNA

(A), Mirtron
\ Prozessierung 6
p|eIBen
\ Pre—mIRNA
\/“ Axportins

Ran-GTP

= Zellkern
= == e

= e =2

Zytoplasma

e

l Prozessierung

Strangselektion und
Enstehung des miRISC

" /—\ CCR4-
Py (/ AGO)4 \> uidd
7 A R\ s i
— D o= T

Endonukleolytische Spaltung Translationale Inhibition
oder Degradierung

Abbildung 1: Schematische Darstellung der microRNA-Biogenese beim
Saugetier (modifiziert nach FILIPOWICZ und Mitarbeitern, 2008)

AGO1-4: Proteine der Argonaut-Familie, CCR4-NOT: ein Deadenylase-
Komplex, DGCR8: DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8, miRISC:
miRNA-induced silencing complex, Pre-miRNA: Vorlaufer-microRNA,
Pri-miRNA: primare microRNA, Ran-GTP: Ran-Guanin Triphosphatase, TRBP:
human immunodeficiency virus-1 transactivating response RNA binding protein.
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Die pri-miRNA wird noch im Zellkern zu einer ca. 70 nt langen, haarnadelartigen
Vorlaufer-miRNA (precursor-miRNA, pre-miRNA) prozessiert (LEE et al., 2002;
LEE et al., 2003). Dies wird durch die RNase 11l Drosha bewerkstelligt, die im
sog. Mikroprozessor-Komplex zusammen mit dem Doppelstrang-RNA-bindenden
Protein DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) vorliegt (LEE et
al., 2003; DENLI et al., 2004; GREGORY et al., 2004; HAN et al., 2004;
LANDTHALER et al., 2004). DGCRS ist hierbei fiir die Bindung der pri-miRNA
und die Markierung der Schnittstelle fiir Drosha essentiell, welche den Stamm
elf Basenpaare von der Vereinigungsstelle der beiden Einzelstrdnge entfernt
spaltet (HAN et al., 2006). Das entstandene Doppelstrangende der
haarnadelartigen pre-miRNA bildet das eine Ende des spateren miRNA/MiRNA*-
Duplex und weist die fur eine Spaltung durch eine RNase Il Endonuklease
typischen Eigenschaften auf, eine Phosphatgruppe am 5-Ende und eine
OH-Gruppe sowie einen ca. 2 nt langen Uberhang am 3'-Ende (BASYUK et al.,
2003; LEE et al., 2003). Das andere Ende des miRNA/miRNA*-Doppelstrangs
entsteht in einem nachfolgenden Schritt aul3erhalb des Zellkerns. Hierzu wird die
pre-miRNA durch Exportin5 in der Gegenwart des Cofaktors Ran-GTP
(Ran-Guanin Triphosphatase) ins Zytoplasma der Zelle exportiert (Y1 et al., 2003;
BOHNSACK et al., 2004; LUND et al., 2004).

Im Zytoplasma erfolgt die Spaltung der pre-miRNA zu einer ca. 22 nt langen,
doppelstrangigen maturen MiRNA, dem mMIRNA/mMiIRNA*-Duplex, durch die
RNase Il Endonuklease Dicer (HUTVAGNER et al., 2001; LEE et al., 2002).
Die Piwi-Argonaut-Zwille-Doméne (PAZ-Domane) von Dicer erkennt hierbei den
3-Uberhang der pre-miRNA, welche nachfolgend durch die beiden das
Reaktionszentrum bildenden RNase-111-Domanen gespalten wird (ZHANG et al.,
2004). Das entstehende Ende des miRNA/MIRNA*-Duplex weist ebenso wie das
durch Drosha prozessierte Ende einen ca. 2 nt langen Uberhang am 3'-Ende auf
(ZHANG et al., 2004). Dicer liegt wahrend der Spaltung in einem ca. 500 kDa
groBen Komplex zusammen mit den beiden Doppelstrang-RNA-bindenden
Proteinen TRBP (human immunodeficiency virus (HIV)-1 transactivating
response (TAR) RNA binding protein) und PACT (protein kinase R (PKR)
activating protein) sowie einem Protein der Argonaut-Familie (AGO-Protein) vor
(CHENDRIMADA et al., 2005; GREGORY et al., 2005; HAASE et al., 2005;
LEE et al.,, 2006). Dieser Multiprotein-Komplex ist dabei nicht nur fur die
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Spaltung der pre-miRNA durch Dicer verantwortlich, sondern stellt auch die
Ausgangsbasis flr die Entstehung und Funktion des miRNA-Effektorkomplexes,
des sog. miRISC (miRNA-induced silencing complex), dar und wird deshalb auch
als ,, miRISC-loading complex* bezeichnet (CHENDRIMADA et al., 2005;
GREGORY et al., 2005; MANIATAKI & MOURELATOS, 2005; LEE et al.,
2006; UL HUSSAIN, 2012). Der miRISC ist ein miRNA-Ribonukleoprotein-
Komplex (miRNP), der uber den Abbau der Ziel-mRNA oder die Hemmung der
Translation far die miRNA-vermittelte Inhibition der Genexpression
verantwortlich ist (FILIPOWICZ et al., 2008; UL HUSSAIN, 2012). Er enthélt als
Schlusselkomponenten den funktionellen miRNA-Strang sowie Proteine der
AGO- und der GW182-Familie (glycine-tryptophan protein of 182 kDa)
(MEISTER et al., 2004; EULALIO et al., 2008; UL HUSSAIN, 2012). Bisher
wurden im miRISC von Sdugetieren vier verschiedene AGO-Proteine (AGO1 bis
AGO4) nachgewiesen, die alle an der Unterdriickung der Translation beteiligt sein
konnen. Allerdings weist von diesen nur AGO2 eine endonukleolytische Aktivitét
auf (MEISTER et al., 2004; UL HUSSAIN, 2012).

Nachdem das miRNA/MiRNA*-Duplex durch Dicer gebildet und anschlieRend
entwunden wurde, wird der funktionelle Strang selektiert und auf das im miRISC
enthaltene AGO-Protein Ubertragen (GREGORY et al., 2005; MANIATAKI &
MOURELATOS, 2005). Die Entscheidung, welcher Strang als funktioneller
Strang erkannt wird, héngt dabei vor allem von den thermodynamischen
Eigenschaften der asymmetrischen Doppelstrang-RNA ab. Der Strang mit der
geringeren internen Stabilitat am 5'-Ende (guide strand, miRNA) bleibt bevorzugt
im miRISC inkorporiert, wahrend der andere Strang (passenger strand, miRNA*)
freigesetzt und degradiert wird (KHVOROVA et al., 2003; SCHWARZ et al.,
2003). Allerdings kann auch der miRNA*-Strang, wenn auch in selteneren Féllen,
im miRISC verbleiben und regulatorische Aktivitat ausiben (OKAMURA et al.,
2008). Weder die Spaltung der pre-miRNA noch der Zusammenbau des miRISC
oder dessen Funktion sind dabei ATP-abhdngig (GREGORY et al.,, 2005;
MANIATAKI & MOURELATOS, 2005). Abbildung 2 stellt die Entstehung eines
miRISC sowie seinen Wirkmechanismus bei perfekter Basenpaarung zwischen
miRNA und ihrer Ziel-mRNA schematisch dar.
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Abbildung 2: Entstehung des miRISC und AGO2-abhangige Degradierung
der Ziel-mRNA (modifiziert nach GREGORY und Mitarbeitern, 2005)

(1) Spaltung der pri-miRNA zur pre-miRNA durch den Mikroprozessor-Komplex
Drosha/DGCRS. (2) Ran-GTP abhangiger Export der pre-miRNA ins Zytoplasma
durch Exportin 5 und Entstehung des ,,miRISC-loading complex*. (3) Spaltung
der pre-miRNA durch Dicer und Entstehung des miRISC. (4) Entwinden des
MIRNA/MIRNA*-Duplex und Identifizierung des funktionellen Strangs.
(5) Ubertragung des funktionellen Strangs innerhalb des miRISC auf AGO2.
(6) Interaktion der mIRNA mit der Ziel-mRNA durch Basenpaarung.
(7) Endonukleolytische Spaltung der Ziel-mRNA durch AGO2 bei perfekter
Komplementaritat zwischen miRNA und Ziel-mRNA. (8) miRISC Recycling.
AGO?2: Protein der Argonaut-Familie, DGCR8: DiGeorge Syndrome Critical
Region Gene 8, miRISC: miRNA-induced silencing complex, miRNA:
microRNA, mRNA: messenger RNA, pre-miRNA: Vorlaufer-microRNA,
pri-miRNA: priméare microRNA, Ran-GTP: Ran-Guanin Triphosphatase, TRBP:
human immunodeficiency virus-1 transactivating response RNA binding protein.

Obwohl die meisten miRNAs durch diesen klassischen Weg generiert werden,
sind in jlngster Vergangenheit auch andere Biogenese-Wege entdeckt worden
(WESTHOLM & LA, 2011; OKAMURA, 2012). Es besteht beispielsweise die
Moglichkeit, dass durch SpleiBen von kurzen Introns sog. ,,mirtrons™ gebildet
werden. Hierbei wandelt ein ,,lariat-debranching*“-Enzym nach dem SpleiRen das
RNA-Molekul in eine lineare, haarnadelartige Struktur um, welche der einer
pre-miRNA ahnelt. Durch den Spleivorgang entsteht das eine Ende des spateren
MIRNA/MiIRNA*-Duplex, so dass mirtrons unter Umgehung des

Drosha/DGCR8-Schrittes in den miRNA-Biogeneseweg eingeschleust werden
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kénnen (Abbildung 1) (OKAMURA et al., 2007; RUBY et al., 2007; SIBLEY et
al., 2012). Desweiteren besteht die Mdglichkeit, dass miRNAs mit bestimmter
Sekundérstruktur unabhdngig von Dicer durch die katalytische Aktivitdt von
AGO?2 prozessiert werden (CIFUENTES et al., 2010).

5. Funktion der microRNAS

MiRNAs vermitteln ihre Ublicherweise repressiven Effekte auf die
Genexpression, indem sie durch Basenpaarung an ihre Ziel-mRNA binden.
Voraussetzung hierflr ist die Inkorporation der einstrangigen maturen miRNA in
den miRISC, wodurch dieser in die Lage versetzt wird, mit der 3'-UTR, seltener
der 5-UTR oder dem offenen Leseraster (ORF), der Ziel-mRNA zu interagieren
(LYTLE et al., 2007; OROM et al., 2008; ZHOU et al., 2009). Fur die korrekte
Identifizierung der Ziel-mRNA ist eine perfekt-komplementdre Basenpaarung
zwischen dieser und der Seed-Region der miRNA entscheidend. Die Seed-Region
besteht aus den Nukleotiden 2 - 8 ausgehend vom 5'-Ende der miRNA und weist
den héchsten Grad an Konservierung auf (LEWIS et al., 2003; LEWIS et al.,
2005; BARTEL, 2009). Inzwischen sind allerdings auch miRNA/mMRNA-
Paarungen mit imperfekter Komplementaritat in der Seed-Region gefunden
worden (DIDIANO & HOBERT, 2006).

Die Regulation der Genexpression kann anschliefend auf verschiedenen Wegen
erfolgen. Das Schicksal der Ziel-mRNA hangt dabei entscheidend von der
Komplementaritat der beiden Interaktionspartner auBerhalb der Seed-Region
sowie der biologischen Aktivitdt des im miRISC integrierten AGO-Proteins ab.
Wenn die Basenpaarung zwischen miRNA und Ziel-mRNA perfekt-
komplementar ist und der miRISC das eine Endonuklease-Aktivitat aufweisende
AGO?2 enthélt, wird die mRNA sequenzunabhangig gespalten (HUTVAGNER &
ZAMORE, 2002; LLAVE et al., 2002; ZENG et al., 2003; MEISTER et al., 2004;
YEKTA et al., 2004). Dies ist der priméare Mechanismus in Pflanzen (RHOADES
et al., 2002). Eine imperfekte Komplementaritét, wie sie in der Regel im Tierreich
vorkommt, flhrt dagegen zu einer Inhibition der Translation und/oder einer
AGO2-unabhéngigen exonukleolytischen Degradierung der Ziel-mRNA. Bisher
konnten die genauen Mechanismen der translationalen Inhibition bei imperfekter
Basenpaarung nicht vollstandig aufgeklart werden (RHOADES et al.,, 2002;
SEGGERSON et al., 2002; BAGGA et al., 2005; LIM et al., 2005; PILLAI et al.,
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2005; FILIPOWICZ et al.,, 2008; CARTHEW & SONTHEIMER, 2009; UL
HUSSAIN, 2012). Dagegen ist inzwischen bekannt, dass miRNAs die Translation
nicht nur unterdriicken, sondern auch aktivieren kénnen (VASUDEVAN et al.,
2007; OROM et al., 2008).

6. Nachweis von microRNAs

Computer-basierte Methoden werden h&ufig zum Auffinden von potentiellen
miRNA-Strukturen innerhalb des Genoms verwendet. Ihr definitiver Nachweis
erfolgt dann uber experimentelle Verfahren (HUANG et al., 2011b). Um einen
Uberblick tiber die Expression und Regulation der miRNAs eines Gewebes zu
erhalten, werden Hochdurchsatzverfahren wie miRNA-Microarrays oder
Next-Generation-Sequencing-Techniken eingesetzt. Die so gewonnenen Daten
mussen allerdings durch miRNA-spezifische Methoden wie der Reversen-
Transkription-quantitativen-Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion  oder dem
Northern Blot bestatigt werden. In Geweben kommt zusatzlich die In-situ-
Hybridisierung zum Einsatz (VAN ROOIJ, 2011).

6.1. MicroRNA-Microarrays

Die miRNA-Microarray-Technologie basiert auf der Hybridisierung zwischen
markierten miRNAs und den zu ihnen komplementéren Oligonukleotid-Sonden,
die auf einem Glastrager fixiert sind. Die Fluoreszenzsignale konnen entsprechend
lokalisiert, quantifiziert und einer speziellen miRNA zugeordnet werden (LI &
RUAN, 2009; HUANG et al., 2011b). MiRNA-Microarrays gehdren zu den
Hochdurchsatzverfahren und eignen sich, um eine grofRe Anzahl von miRNAs
parallel in einer einzigen Probe nachzuweisen (QAVI et al., 2010; VAN ROOIJ,
2011). Sie benotigen nur geringe Mengen an eingesetzter Gesamt-RNA und
weisen eine exzellente technische Reproduzierbarkeit auf (YENDAMURI &
KRATZKE, 2011). Bei entsprechender Sondenherstellung kénnen sowohl mature
als auch pre-miRNAs, jedoch keine unbekannten miRNAs detektiert werden, da
die miRNA-Sequenzen zur Herstellung der Oligonukleotid-Sonden bekannt sein
mussen (QAVI et al., 2010; VAN ROOIJ, 2011). Schwierigkeiten kénnen bei der
Detektion von niedrig exprimierten miRNAs sowie bei der Abgrenzung von
mMiRNAs entstehen, die sich nur in einer Nukleinsdure unterscheiden (YANG et

al., 2011). MIRNA-Microarrays werden hauptsachlich zur Beurteilung der



Il. Literaturtibersicht: MicroRNAs 14

relativen Expressionsanderung zwischen verschiedenen Proben eingesetzt (QAVI
et al., 2010; VAN ROOIJ, 2011).

6.2. Next-Generation-Sequencing

Der Begriff Next-Generation-Sequencing (NGS) oder auch Deep-Sequencing
fasst methodisch unterschiedliche Technologien zusammen, die eine Massen-
Parallelsequenzierung von miRNAs nach vorangehender Amplifikation erlauben.
NGS-Verfahren weisen im Vergleich zu miRNA-Microarrays eine hohere
Sensitivitat auf. Desweiteren kdnnen sie unbekannte miRNAs sowie miRNAs mit
niedrigen Expressionsleveln nachweisen und miRNAs mit fast identischen
Sequenzen unterscheiden. NGS-Verfahren weisen einen grofien Dynamikbereich
auf und messen absolute H&ufigkeiten. Jedoch missen groRe Mengen an
Gesamt-RNA eingesetzt werden, und die Verfahren sind noch vergleichsweise
teuer. AuBerdem ist die bioinformatische Auswertung der Resultate sowie ihre
korrekte Bewertung aufgrund der Generierung sehr grof3er Datenmengen bei
diesen Verfahren nicht einfach (HUANG et al., 2011b; VAN ROOIJ, 2011,
YENDAMURI & KRATZKE, 2011).

6.3. Reverse-Transkription-quantitative-Real-Time-PCR

Die  Reverse-Transkription-quantitative-Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion
(RT-gPCR) ist das am haufigsten eingesetzte Verfahren, um Resultate aus
Hochdurchsatzverfahren zu bestatigen. Nach Extraktion der Gesamt-RNA wird
diese mittels reverser Transkription (RT) in cDNA umgeschrieben. Hierfur
werden entweder universelle oder miRNA-spezifische RT-Primer verwendet. Der
Einsatz von universellen Primern ist insbesondere fiir den parallelen Nachweis
verschiedener miRNAs aus einem Kkleinen Probenvolumen geeignet. MiRNA-
spezifische Primer liegen entweder in haarnadelartiger (stem-loop) oder linearer
Form vor. Stem-loop-Primer sind zwar schwieriger in ihrer Herstellung, haben
aber den Vorteil, dass ihre Struktur das Annealing des Primers mit pre- und
pri-miRNAs verhindert und hierdurch die Spezifitdt im Vergleich zu linearen
Primern erhoht wird (BENES & CASTOLDI, 2010; QAVI et al., 2010; VAN
ROOIJ, 2011).

In der nachfolgenden gPCR kommen der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green | oder sog. TagMan-Sonden zum Nachweis von miRNAs zum

Einsatz. Da SYBR Greenl| auch nicht-spezifische, doppelstrangige PCR-
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Produkte, wie beispielsweise Primer-Dimere, bindet, ist die Durchflhrung einer
Schmelzkurvenanalyse zur Sicherstellung der Spezifitat der
Amplifikationsprodukte notwendig. TagMan-Sonden besitzen einen Quencher
und einen Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und hybridisieren wéhrend des
gPCR-Zyklus mit ihrem komplementaren Strang. Durch die 5'-3'-Exonuklease-
Aktivitat der Tag-Polymerase kommt es zu einem schrittweisen Abbau der Sonde,
wodurch der Reporter vom Quencher rdumlich getrennt wird und die Fluoreszenz
nachgewiesen werden kann. Diese Methode weist eine hohe Spezifitat auf, ist
aber auch entsprechend teuer (BENES & CASTOLDI, 2010). Die relative
Quantifizierung der miRNAs erfolgt tber die delta-delta-quantification-cycle-
Methode (AACq-Methode) (PFAFFL et al., 2002). Die RT-gPCR ist schnell und
sensitiv, weist einen groBen Dynamikbereich auf, benétigt wenig
Ausgangsmaterial und kann auch niedrig exprimierte miRNAs sicher nachweisen.
Die grofite Schwachstelle der RT-gPCR besteht aktuell im Mangel an validierten
Referenzgenen und in der Uneinigkeit Gber die zu verwendende
Normalisierungsmethode (BENES & CASTOLDI, 2010; YENDAMURI &
KRATZKE, 2011). Desweiteren kann eine Kreuzhybridisierung zwischen
paralogen miRNAs nicht ausgeschlossen werden (VAN ROOIJ, 2011).

6.4. Weitere Nachweismethoden

Northern Blot und In-situ-Hybridisierung konnen ebenfalls zum Nachweis von
miRNAs verwendet werden, kommen aber seltener zum Einsatz. Der methodische
Ablauf beider Verfahren ist analog zum Vorgehen beim Nachweis von mRNAs.
Der Northern Blot liefert Informationen (ber die GroRe der miRNAs und kann
zwischen maturen miRNAs und pre-miRNAs differenzieren. Er ist allerdings
zeitaufwendig und bendtigt groRe Mengen an eingesetzter Gesamt-RNA. Die
In-situ-Hybridisierung wird zur Darstellung der spatio-temporalen Expression
einer miIRNA auf (sub)zellularer Ebene und in Geweben verwendet. Beide
Verfahren sind zum Screening ungeeignet (QAVI et al., 2010; HUANG et al.,
2011b; VAN ROOIJ, 2011).

7. MicroRNAs und Diabetes mellitus Typ 2

MiIRNAs sind an vielen regulatorischen Vorgéangen beteiligt, die in direktem
Zusammenhang mit der Pathogenese des Diabetes mellitus stehen. Sie spielen

eine entscheidende Rolle bei der Organogenese der pankreatischen Inselzellen,
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der Insulinproduktion und -sekretion der [B—Zellen, der Entstehung der
Insulinresistenz sowie der Adipogenese und beim Lipidstoffwechsel (PANDEY et
al., 2009; DEHWAH et al., 2012; SHANTIKUMAR et al., 2012; MAO et al,,
2013).

7.1. Rolle im endokrinen Pankreas und in der p-Zell-Dysfunktion
MiR-375 wird in den Langerhans-Inseln sehr stark exprimiert und steuert
zusammen mit zahlreichen weiteren miRNAs (z. B. miR-7 und miR-124a2) die
embryonale Entwicklung der pankreatischen Inselzellen (BAROUKH et al., 2007,
KLOOSTERMAN et al., 2007; JOGLEKAR et al., 2009). Diese miRNA ist
auBerdem an der Regulation der Glukose-stimulierten Insulinsekretion (GSIS) und
-genexpression der B-Zellen sowie am Erhalt der normalen a- und p-Zell-Masse
beteiligt. Im Jahr 2004 konnten POY und Mitarbeiter erstmals zeigen, dass
mMiR-375 in der murinen B-Zelllinie MING eine Herunterregulation seines Targets
Myotrophin (Mtpn) bewirkt. Mtpn ist in die Insulinexozytose involviert, so dass
eine verstdrkte Expression von miR-375 eine verminderte GSIS zur Folge hatte
(POY et al., 2004; XIA et al., 2011).

In einer weiteren Studie konnten EL OUAAMARI und Mitarbeiter (2008) zeigen,
dass in der Insulinoma-Zelllinie INS-1E erhthte miR-375-Konzentrationen zu
einer Herunterregulation der 3'-Phosphoinositid-abhéngigen Proteinkinase-1
(PDK1), einem Schlusselenzym des Phosphatidylinositol-3-Kinase-(PI13K)-
Signalwegs, fuhren. Hierdurch kommt es letztendlich zu einer verminderten
Glukose-stimulierten Insulingenexpression. Desweiteren wurde in dieser Zelllinie
sowie in Inselzellen der Ratte der Zusammenhang zwischen einer Hyperglykamie
und der miR-375-Expression untersucht. Erhohte Glukosekonzentrationen fiihrten
zu einer reduzierten Expression von miR-375-Vorlaufermolekilen und Uber
PDK1 zu einer erhdhten Insulingenexpression. Erwartungsgemall konnten
verminderte miR-375-Konzentrationen auch in den Inselzellen diabetischer
Goto-Kakizaki-Ratten (GK-Ratten) im Vergleich zu normoglykamischen Wistar-
Kontrolltieren gefunden werden (EL OUAAMARI et al., 2008).

Umgekehrt konnten POY und Mitarbeiter (2009) zeigen, dass normalgewichtige
miR-375-Knockout-Mause (375KO) infolge des Verlustes dieser miRNA eine
chronische Hyperglykdmie entwickeln. Die Hyperglyk&dmie war dabei primar auf

eine erhohte a-Zell-Zahl mit nachfolgender Hyperglukagonamie, gesteigerter
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hepatischer Glukoneogenese sowie verstarkter Abgabe von Glukose ins Blut
zuruckzufuhren. Dagegen wurde die moderate Reduktion der B-Zell-Zahl infolge
einer verminderten Proliferation als nicht urséchlich fir die Hyperglykamie
angesehen, insbesondere da sich die Plasmainsulinkonzentrationen unveréndert

darstellten und auch keine Insulinresistenz zu beobachten war (POY et al., 2009).

Obese Leptin-Knockout-Mé&use (ob/ob), die ein Modell fiir eine erhohte B-Zell-
Masse infolge ausgeprégter Insulinresistenz darstellen, zeigten eine erhthte
Expression von miR-375. Wurde bei diesen Mé&usen jedoch eine genetische
Depletion von miR-375 durchgefiihrt, entwickelten die Tiere (375/ob) einen
Diabetes. Dies konnte durch eine verminderte Proliferationskapazitdt des
endokrinen Pankreas mit Abnahme der [-Zell-Masse und -Zahl und
entsprechender Reduktion der Plasmainsulinkonzentrationen erkléart werden (POY
et al., 2009).

Unklar ist jedoch, wie die Forschungsergebnisse von ZHAO und Mitarbeitern
(2010) einzuordnen sind. Im Gegensatz zu der verminderten Expression von
miR-375 in diabetischen Tiermodellen wiesen Inselzellen von humanen T2DM-
Patienten erhohte miR-375-Konzentrationen auf. Die verstérkte Expression dieser
mMIiRNA war mit der Ablagerung von Amyloid und einer verminderten B-Zell-
Masse assoziiert (ZHAO et al., 2010). MiR-375 ist auf eine sehr komplexe Weise
in die Glukosehomdbostase involviert, und es sind weitere Studien nétig, um die
bisher gewonnen Erkenntnisse zu vervollstandigen und sie in ihrer Gesamtheit zu

verstehen.

Neben den bisher erwahnten miRNAs nehmen weitere miRNAs Einfluss auf die
Insulinsekretion, in dem sie die Expression von Proteinen verandern, die an der
Insulinexozytose beteiligt sind. Fur miR-9, miR-34a und miR-124a konnten
bereits die direkten und indirekten Targets ermittelt werden. Obwohl diese
miRNAs unterschiedliche Proteine reprimieren, bewirkt ihre verstérkte
Expression in allen Fallen eine verminderte GSIS (PLAISANCE et al., 2006;
LOVIS et al., 2008a; LOVIS et al., 2008b). Ubereinstimmend mit diesen
Ergebnissen konnte in Inselzellen diabetischer Leptinrezeptor-Knockout Mause
(db/db) eine verstarkte Expression von miR-34a im Vergleich zu Kontrolltieren
gefunden werden (LOVIS et al., 2008b).
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Eine Hyperglykdmie flihrt zu einem verédnderten miRNA-Expressionsmuster der
B-Zellen, wobei viele der durch Glukose regulierten miRNAs ihrerseits wieder
den Insulinmetabolismus beeinflussen. Bei Inkubation der B-Zelllinie MIN6 mit
hohen Glukosekonzentrationen konnte eine verstarkte Expression von 50 miRNAs
gefunden werden, darunter miR-30d, miR-103, miR-107, miR-132 und miR-212.
Dagegen war eine verminderte Expression lediglich fir elf miRNAs
nachzuweisen (TANG et al., 2009). Eine durch Glukose induzierte Erhéhung von
miR-30d konnte auch in pankreatischen Inselzellen der Maus gezeigt werden.
MiR-30d wirkt hierbei Uber die Herunterregulation ihres direkten Targets, der
Mitogen-aktivierten-Protein-4-Kinase-4 (Map4k4), sowie indirekt Uber die
Erh6hung von MafA, einem B-Zell-spezifischen Transkriptionsfaktor. Als Folge
kommt es zu einer erhdhten Glukose-stimulierten Insulingentranskription (TANG
et al., 2009; ZHAO et al., 2012). Diese physiologische Gegenregulation scheint
jedoch bei Vorliegen eines Diabetes mellitus nicht zu funktionieren, da in
Inselzellen von Leptinrezeptor-Knockout-M&ausen (db/db) mit manifestem
Diabetes mellitus eine verminderte Expression von miR-30d bei erhéhten
Map4k4-Konzentrationen gefunden wurde (ZHAO et al., 2012).

Eine veranderte Expression von 30 InselzelllmiRNAs konnte in
hyperglykamischen ~GK-Ratten im  Vergleich zu  normoglykédmischen
Wistar-Kontrolltieren nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass vier dieser
MiRNAs (miR-130a, miR-132, miR-212 und miR-335) durch Hyperglykédmie
reguliert werden und dass miR-335 durch Herunterregulation des
Syntaxin-bindenden-Proteins-1 (Stxbpl) zu einer beeintrachtigten GSIS fuhrt
(ESGUERRA et al., 2011). Auch miR-15a gehort zu den durch Glukose
regulierten mMiRNAs. Eine kurzfristige Erhdhung der Blutglukose fiihrte in
Inselzellen der Maus zu einer verstarkten Expression dieser miRNA. Die
Erhdhung von miR-15a ging in MING6-Zellen mit einer gesteigerten
Insulinbiosynthese einher, die Uber die Herunterregulation des endogenen
Uncoupling-Proteins-2  (UCP2) vermittelt wurde. Dagegen kam es bei
langfristiger Hyperglykamie zu einer verminderten miR-15a-Konzentration und

somit einer reduzierten Insulinbiosynthese (SUN et al., 2011).

Allerdings wird nicht nur die miRNA-Expression der -Zellen, sondern auch die
der insulinabhdngigen Gewebe durch das Vorliegen einer Hyperglykédmie

beeinflusst. Die Untersuchung von Rattenstdmmen mit verschiedenen
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glykamischen Zustéanden zeigte, dass miR-222 und miR-27a im Fettgewebe sowie
miR-195 und miR-103 in der Leber im hyperglykdmischen Zustand verstarkt
exprimiert werden, wahrend die Konzentration von miR-10b im Skelettmuskel bei
Hyperglykamie reduziert ist (HERRERA et al., 2010).

7.2. Rolle bei der Insulinresistenz der insulinabhangigen Gewebe

Einen entscheidenden Faktor in der Pathogenese des T2DM stellt die
Insulinresistenz  der insulinabhéngigen Gewebe (Leber, Fettgewebe und
Skelettmuskulatur) dar. Zu Beginn wird die Insulinresistenz tber eine vermehrte
Insulinbereitstellung kompensiert. Kénnen die f-Zellen den Insulinbedarf jedoch
nicht mehr decken, kommt es zur chronischen Hyperglykdamie und letztendlich
zur Entstehung eines T2DM (KOLFSCHOTEN et al., 2009; GUAY et al., 2011).
Auch an der Entstehung der Insulinresistenz sind miRNAs entscheidend beteiligt.

LING und Mitarbeiter (2009) inkubierten 3T3-L1-Adipozyten mit hohen
Glukose- und Insulinmengen. Die entstandenen insulinresistenten Adipozyten
wiesen ein deutlich verdndertes miRNA-Expressionsmuster im Vergleich zu
insulinsensitiven auf. MiR-320 zeigte dabei eine mehr als 50-fach erhdhte
Expression. Eine Hemmung dieser miRNA bewirkte (ber mehrere
Zwischenschritte eine Erhéhung der Anzahl der GLUT4-Transporter. Dies fiihrte
zu einer Steigerung der Insulin-stimulierten Glukoseaufnahme in die Zelle und

einer Verbesserung der bestehenden Insulinresistenz (LING et al., 2009).

HE und Mitarbeiter (2007) berichteten, dass bei diabetischen GK-Ratten die drei
Paraloge von miR-29 — namlich miR-29a, miR-29b und miR-29c — in allen drei
insulinabhangigen Geweben vermehrt exprimiert werden. In 3T3-L1-Adipozyten
fuhrte die verstarkte Expression dieser miRNAs zu einer reduzierten Insulin-
stimulierten Glukoseaufnahme. Dies kann mit einer Insulinresistenz gleichgesetzt
werden (HE et al., 2007). Auch miR-181a bewirkt tber die Herunterregulation
seines direkten Targets Sirtuin-1 (SIRT1) eine Beeintrachtigung der
Insulinwirkung mit nachfolgender Insulinresistenz. Eine verstarkte Expression
von miR-181a konnte nicht nur in einer Insulin-resistenten Hepatozyten-Zelllinie,
sondern auch im Lebergewebe von Didt-induzierten obesen sowie diabetischen
Mausen und im Serum diabetischer Patienten gefunden werden (ZHOU et al.,
2012).
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In einer Studie konnte auch eine verstarkte Expression von miR-143 und miR-145
in der Leber von genetisch- sowie Diat-induzierten obesen Mausmodellen
nachgewiesen werden. MiR-143 flhrt in der Leber zu einer Verminderung des
Oxysterol-binding-protein-related-Protein-8 (ORP8), infolgedessen die Insulin-
stimulierte Aktivierung der Proteinkinase B (AKT) gehemmt wird. Durch die
reduzierte AKT-Aktivitat kommt es zu einer Beeintrachtigung der
Glukosetoleranz  mit  Entwicklung einer Insulinresistenz, ohne dass
Verdnderungen in der B-Zell-Funktion zu beobachten sind (JORDAN et al., 2011;
ONO, 2011). Die beiden miRNAs miR-103 und miR-107 zeigen ebenfalls eine
erhdhte Expression in der Leber von obesen Mausen. Sie agieren Gber ihr direktes
Target Caveolin-1, einem wichtigen Regulator des Insulinrezeptors, und fiihren
hierdurch zu einer beeintrachtigten Glukosetoleranz und Insulinsensitivitat
(TRAJKOVSKI et al., 2011).

7.3. Rolle als Biomarker beim Diabetes mellitus Typ 2

Feline diabetische Patienten werden in der Regel erst in einem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium diagnostiziert (NELSON, 2003; RAND, 2009; OSTO et al.,
2013). Aber auch bei vielen humanen T2DM-Patienten wird die Diagnose oft erst
beim Auftreten von Komplikationen gestellt (GUARIGUATA, 2012). Biomarker
zur fruhzeitigen Diagnose des T2DM sowie seiner Begleiterkrankungen oder zur
genauen Einschitzung des Status der B-Zellen sowie der Insulinresistenz waren
somit in beiden Spezies von groBem Wert, auch in Hinblick auf Therapie und
Prognose (BAROUKH et al., 2007; GALLAGHER et al., 2010; ZAMPETAKI et
al., 2010).

Bei diabetischen GK-Ratten konnten unterschiedliche miRNA-Expressionsmuster
in den Inselzellen des Pankreas sowie in den insulinabhédngigen Geweben im
Vergleich zu gesunden Kontrolltieren identifiziert werden (HE et al., 2007;
HERRERA et al., 2009; HUANG et al., 2009; HERRERA et al., 2010;
ESGUERRA et al., 2011). Beim Menschen wurde eine verdnderte Expression
zahlreicher miRNAs im Fettgewebe von T2DM-Patienten im Vergleich zu
gesunden Individuen gefunden (KLOTING et al., 2009). Im humanen
Skelettmuskel konnten GALLAGHER und Mitarbeiter (2010) ca. 170 miRNAs
nachweisen, von denen 62 eine verdnderte Expression bei T2DM-Patienten
aufwiesen. Wiederum 15 % dieser miRNAs zeigten bereits zu Beginn des
Diabetes eine veranderte Expression (GALLAGHER et al., 2010).
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Im Hinblick auf die Entwicklung von Biomarkern erscheinen Expressionsprofile
zirkulierender miRNAs allerdings geeigneter, da die Gewinnung von Serum, im
Gegensatz zur Entnahme von Gewebeproben, oft Teil der Routinediagnostik ist.
Im Jahr 2008 wurde erstmals tber abweichende miRNA-Expressionsmuster im
Serum diabetischer Menschen berichtet (CHEN et al., 2008). Inzwischen konnte
im Serum neu-diagnostizierter Diabetiker eine verstarkte Expression von sieben
miRNAs im Vergleich zu T2DM-verddchtigen Menschen mit normaler
Glukosetoleranz gefunden werden. Finf dieser sieben miRNAs waren auch im
Vergleich zu Préadiabetikern mit beeintrachtigter Glukosetoleranz und/oder
erhdhter Nuchternglukose verstarkt exprimiert. Die miRNA-Expressionsprofile
zwischen den T2DM-verdachtigen Menschen und den Pradiabetikern zeigten
dagegen keine Unterschiede (KONG et al., 2011).

KAROLINA und Mitarbeiter (2011) konnten verdnderte  miRNA-
Expressionsmuster in Blut- und Gewebeproben (Pankreas, Fettgewebe, Leber und
Skelettmuskulatur) eines T2DM-Rattenmodells sowie in Blutproben von humanen
diabetischen Patienten nachweisen. Sie identifizierten acht miRNAs, die eine
Unterscheidung zwischen Patienten mit erhéhter Nuchternglukose und
Typ-2-Diabetikern erlaubten. Diese miRNAs kdnnten somit eine miRNA-Signatur
zur Abgrenzung der unterschiedlichen Phasen innerhalb der Diabetesprogression
darstellen (KAROLINA et al., 2011).

In einer Studie von ZAMPETAKI und Mitarbeitern (2010) wurde der Verlauf von
mMiRNA-Expressionsmustern in humanem Plasma Uber einen Zeitraum von zehn
Jahren untersucht. Wéhrend dieser Zeit entwickelten einige der urspriinglich
gesunden Studienteilnehmer einen klinisch-manifesten T2DM. Im Vergleich zu
gesunden Individuen wiesen bei diesen Menschen einige miRNAs bereits eine
veranderte Expression auf, lange bevor der T2DM klinisch-manifest wurde. Auf
Grundlage dieser Ergebnisse entwickelten die Autoren ein Modell aus flnf
miRNAs, das klinisch-manifeste Diabetiker in 70 % der Félle und gesunde
Individuen in 92 % der Félle korrekt klassifizieren konnte. Falsch gruppierte
Diabetiker wiesen dabei deutlich niedrigere Nuchternglukosekonzentrationen oder
einen sehr gut kontrollierten Diabetes auf. Interessanterweise klassifizierte dieses
Modell auch 52 % der normoglykamischen Menschen, die im Verlauf der Studie
einen T2DM entwickelten, bereits im Voraus als Diabetiker. Dartber hinaus

konnte wahrend der Diabetesprogression (von Patienten mit normaler
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Glukosetoleranz uber Patienten mit beeintréchtigter Glukosetoleranz/erhdhter
Nuchternglukose bis hin zu klinisch-manifesten Diabetikern) ein stetiger Abfall
der Plasmakonzentration von miR-126 beobachtet werden (ZAMPETAKI et al.,
2010).

In einer weiteren Studie wurde im Serum von T2DM-Patienten eine erhohte
Expression von miR-181a gefunden. In einem Mausmodell ging die Erh6hung
dieser miRNA mit einer beeintrachtigten hepatischen Insulinsensitivitat einher.
MiR-181a konnte daher auch beim Menschen einen diagnostischen Biomarker fir
Insulinresistenz darstellen (ZHOU et al., 2012).
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MicroRNAs (miRNAs) regulate gene expression and play a role in the pathogenesis of human type 2 dia-
betes mellitus. This study investigated whether miRNA expression profiles differ between healthy and
diabetic cats. Total RNA was extracted from sera of healthy lean cats, newly diagnosed diabetic cats
and cats in diabetic remission. Microarrays representing 1079 mouse miRNA targets were used to mea-
sure miRNA expression in serum samples from eight healthy lean and seven newly diagnosed diabetic
cats; 227 distinct miRNAs could be detected. Nineteen miRNAs were differentially expressed in newly
diagnosed diabetic cats compared to healthy lean cats, with a false discovery rate of 10%. Hierarchical
cluster analysis of these 19 miRNAs grouped healthy lean and newly diagnosed diabetic cats into separate
clusters. After correction for multiple testing, only miR-122 and miR-193b reached statistical significance
(P<0.05), with a false discovery rate of 1%. Specific quantitative real-time PCR assays for three target
miRNAs (miR-122, miR-193b and miR-483") were applied to four samples from each of the three groups.
miR-122 expression was >40-fold higher in newly diagnosed diabetic cats compared to healthy lean cats
and cats in diabetic remission, whereas miR-193b showed >14-fold higher expression. MiR-483" was

Keywords:
Diabetes mellitus
Feline

MicroRNA

expressed sixfold higher in newly diagnosed diabetic cats compared to both other groups.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Diabetes mellitus (DM) is one of the most common metabolic
disorders in humans and cats. In cats, 0.5-2% of the population
are diabetic (Lederer et al., 2009) and the majority of cats develop
type 2 diabetes mellitus (T2DM), which is characterised by inap-
propriate insulin secretion and/or insulin resistance of insulin tar-
get tissues, If treatment is provided in the early stages of disease,
diabetic remission can be achieved (Marshall et al., 2009).

MicroRNAs (miRNAs) are endogenous, short, non-coding RNAs
that negatively regulate gene expression at the post-transcrip-
tional level. They are found in almost all tissues and body fluids,
and a high stability in serum has been reported (Lagos-Quintana
et al.,, 2002; Chen et al., 2008). miRNAs have been associated with
the development of T2DM by affecting glucose homeostasis, insu-
lin secretion, insulin gene expression, maintenance of normal pan-
creatic o- and p-cell mass and insulin signalling in insulin-sensitive
tissues (Dehwah et al., 2012).

Circulating miRNAs are potential diagnostic and prognostic bio-
markers and have been used as a sensitive, non-invasive diagnostic

Preliminary results were presented at the American College of Veterinary
Internal Medicine (ACVIM) 2012 ACVIM Forum, New Orleans, Louisiana, USA, 30
May to 2 June 2012.

* Corresponding author. Tel.: +49 89 21801672.

E-mail address: karin.weber@lmu.de (K. Weber).

1090-0233/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.tvjl.2013.03.027

tool for early disease detection in human malignancies (Chen et al.,
2012; Kanemaru et al.,, 2011; Anindo and Yaginuddin, 2012). In
diabetic rats and humans, changes in miRNA expression have been
detected in blood samples, pancreatic islets and insulin-sensitive
tissues (Karolina et al., 2011; Kong et al., 2011). Expression of miR-
NAs is altered at different stages of diabetes progression (Gallagher
etal., 2010; Zampetaki et al., 2010; Karolina et al., 2011). The avail-
ability of blood-based biomarkers to diagnose T2DM before clinical
signs appear, to assess B-cell function or to predict disease progress
would be beneficial for feline diabetes therapy and prognosis.
The aims of this study were to investigate whether the diabetic
state of cats is reflected in serum miRNA expression profiles.
Expression of three miRNAs was determined in the serum of newly
diagnosed diabetic cats, healthy cats and cats in diabetic remission.

Materials and methods
Animals

Serum samples were collected from 20 privately owned cats presented to the
Clinic of Small Animal Medicine of the Ludwig Maximilian University Munich, Ger-
many. These animals were classified as either healthy lean (n = 8), diabetic (n = 8) or
diabetic in remission (n = 4). Cats were considered to be healthy when history, com-
plete physical examination, complete blood count and serum biochemistry revealed
no abnormal findings. Healthy cats were presented to the clinic for annual health
checks. Cats were classified as lean if their body condition score was 3-5 on a 9-

inary Journal (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.tvjl.2013.03.027
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Table 1
Clinical characteristics of cats included in different groups.

Healthy lean Newly diagnosed diabetic Diabetic in remission

n 8 8 4
Sex (n)

Male 2 5 3

Female 6 3 1
Breed (n)

European shorthair 3 7 2

British shorthair - 2

Maine Coon 4 - -

Siberian forest cat - 1 -

Turkish Angora 1 - -
Age (years)

Range 5.00-15.00 3.00-14.75 6.00-13.00

Median 1225 1150 9.63

Mean +SD 10.84 £3.50 11.06 £3.61 9.56 + 3.00
Weight (kg)

Range 4.10-6.00 2.90-7.50 5.05-6.90

Median 464 4.60 5.75

Mean £ SD 489+0.68 4.98 £+ 1.50 5.860.77
Body condition score (points®)

Range 3.00-5.00 2.00-7.50 6.00-7.50

Median 450 5.50 6.50

Mean £ SD 438074 475+2.14 6632075
Blood glucose (mmol/L)

Range 3.81-7.08 16.00-54.55 4.83-6.10

Median 4384 2481 5.76

Mean £ SD 5.17£136 28811331 5.612056
Diabetes-associated diseases (n)

Hepatic lipidosis - 6 -

Diabetic ketoacidosis - 5 -

Pancreatitis - 4 -

Cholangitis - 1 -

Bacterial cystitis - 1 -

Mild, non-diabetes-associated diseases (n)
Hypertrophic cardiomyopathy _

SD, standard deviation.
? Nine-point scale with 1 =emaciated; 9 = obese.

point scale (1 = emaciated: 9 = obese; Table 1). For diabetic cats, a complete physi-
cal examination, complete blood count and serum biochemistry were performed at
the time of blood collection.

Diabetic cats were newly diag; d at the time of [ ion and had not re-
ceived prior treatment. DM diagnosis was based on clinical signs, fasting hyper-
glycaemia, elevated serum fructosamine concentrations and glucosuria. Diabetic
cats in remission had been treated with insulin for 2-9 months and remained nor-
moglycaemic for at least 2 weeks after insulin administration was discontinued.
The diabetic remission state was regularly controlled for at least 2 months. Of dia-
betic cats in remission, one cat was treated with ramipril due to mild hypertrophic
cardiomyopathy.

Diabetic cats with diabetes-associated or mild, non-diabetes-associated, con-
current diseases were included and consecutively enrolled (Table 1). Diabetic cats
with moderate to severe non-diabetes-: iated concurrent di Were ex-
cluded. Since age is known to influence miRNA expression, age-matching of all
groups was performed (median of all 20 cats 11.4 years, range 3-15 years; Table 1).

Sample processing and RNA extraction from serum

Blood samples (2 mL) were allowed to clot and serum was processed within 1 h
after blood collection by centrifugation at 2500 g for 5 min and stored at —20 °C un-
til further analysis. Total RNA (138-432 ng), including miRNA, was extracted from
400 pL serum from eight healthy lean and seven newly diagnosed diabetic cats
using the miRNeasy Mini kit (Qiagen). Samples were evaluated for quality and
quantity using the NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Thermo
Fisher Scientific). Total RNA was stored at —80 °C until further analysis.

MicroRNA microarrays and data analysis

miRNA expression profiling was performed on serum samples of eight healthy
lean and eight newly diagnosed diabetic cats. RNA samples were labelled using the
miRNA Labeling and Hyb Kit (Agilent Technologies) according to the turer's

arrays (Agilent) containing 1079 mouse miRNAs (miRBase v.17), each of them rep-
resented by 40 features (see Appendix A: Supplementary data). Scanning was
performed with the Agilent Technologies Scanner G2505C. Agilent’s Feature Extrac-
tion Software version 10.7.3.1 was used to quantify signal intensities. A feature was
listed as detectable if >50% of the signals in at least one of the two groups were
above the detection limit (‘well above background’ flag = 1) and a probe was consid-
ered to be detectable if >50% of the replicated features were detectable. All miRNA
microarray data of this study are ‘Minimum Information About a Microarray Exper-
iment’ (MIAME)-compliant {(Brazma et al., 2001) and have been deposited in the Na-
tional Center for Biotechnology Information (NCBI)'s Gene Expression Omnibus
(GEQ) Database.” The data are accessible through GEO accession number GSE37177.

Reverse transcription

Total RNA was extracted from serum samples of healthy lean, newly diagnosed
diabetic cats and cats in diabetic remission (n =4 each) and reverse transcribed to
cDNA using the miScript Reverse Transcription Kit (Qiagen) (see Appendix A: Sup-
plementary data).

Quantitative real-time PCR

To confirm the miRNA microarray results, three target miRNAs (mmu-miR-122,
mmu-miR-193b, mmu-miR-483") and two small nuclear RNAs (snRNAs)
(hs_RNU1A_1, hs_RNUGB_2) were selected for quantitative real-time PCR (gPCR)
validation. Mouse specific primer assays for all target and reference genes were pur-
chased from Qiagen (catalogue numbers MS00024010, MS00011368, MS00008022,
MS00013986 and MS00014000). qPCR was performed on an Applied Biosystems
7500 Real Time PCR System (Life Technologies) using the miScript SYBR Green

protocol with minor modifications and hybridised to custom 8x60K miRNA micro-

! See: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo].
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PCR Kit (Qiagen). Melting curve analyses were performed to validate the specific
generation of the expected PCR products (see Appendix A: Supplementary data).
Data were analysed using the 7500 System Software (Applied Biosystems).

Fixed input volumes were used for RNA extraction (400 uL), reverse transcrip-
tion (RT) (5 pL) and qPCR (2 pL) reactions, and RT-qPCR results were normalised
using RNUTA_1 and RNU6B_2 as references. Both snRNAs were pre-validated to
generate single PCR products in feline serum and have been successfully used for
normalisation in human plasma samples (Ng et al., 2009; Yaman Agaoglu et al.,
2011).

Statistical analysis

miRNA microarray expression data (mean expression values of detectable
probes) were normalised using the BioConductor package Variance Stabilization
Normalization (VSN), which uses affine transformation and variance-stabilising
generalised log; transformation to remove systematic array biases and to make var-
iance independent of the mean intensity (Huber et al., 2002). Statistical analysis
was performed on the level of detectable probes using the ‘Limma’ package. Correc-
tion for multiple testing was performed using Limma decideTests (equivalent to the
Benjamini-Hochberg method to control the false discovery rate) and adjusted P val-
ues <0.05 were considered to be statistically significant (Smyth, 2004). Relative
expression values (VSN normalised value of a sample - mean of VSN values of all
samples) of miRNAs with a nominal P value <0.01 (before correction for multiple
testing) were used for explorative hierarchical cluster analysis. Hierarchical cluster
analysis was performed using Multi Experiment Viewer 4.7.3 (Saeed et al., 2003).

Statistical analyses of RT-qPCR data to determine miRNA expression differences
between the distinct groups and between males and females were performed with
Relative Expression Software Tool (REST) 2009 V2.0.13 (Pfaffl et al., 2002). The lev-
els of expression of RNUTA_1 and RNUGB_2 were comparable between the groups
and both were used as references for normalization of expression. P values <0.05
were considered to be statistically significant.

Results
Clinical data

Characteristics of the cats are summarised in Table 1. Of 20 cats
included in the study, 12 (60%) were crossbred (European short-
hair) and 8 (40%) were purebred (Maine Coon, British shorthair,
Siberian forest cat, Turkish Angora). Of 20 cats, 10 (50%) cats were
speyed female and 10 (50%) were neutered male. Among the eight
newly diagnosed diabetic cats, five (63%) had diabetic ketoacidosis
(DKA) at the time of blood collection. Hepatic lipidosis was diag-
nosed in all DKA cats, pancreatitis in three and cholangitis and bac-
terial cystitis each in one DKA cats. One cat in diabetic remission
had mild hypertrophic cardiomyopathy (Table 1).

miRNA profile in feline serum

miRNA microarray expression profiles were determined for ser-
um samples from eight healthy lean and seven newly diagnosed
diabetic cats. Of the 1079 miRNAs on the microarray, 227 miRNAs
were detectable (see Appendix A: Supplementary Table 1). miR-
122 and miR-193b were upregulated in newly diagnosed diabetic
cats compared to healthy lean cats after correction for multiple
testing (adjusted P values <0.05). All miRNAs with nominal P val-
ues <0.01 (before correction for multiple testing) are shown in Ta-
ble 2. Relative expression values of the miRNAs listed in Table 2
were used for hierarchical cluster analysis. On the basis of these
19 miRNAs, healthy lean cats and newly diagnosed diabetic cats
were clearly divided into two groups with distinct miRNA profiles
(Fig. 1).

Validation by reverse transcriptase gPCR

Three miRNAs (miR-122, miR-193b and miR-483") were se-
lected to validate the results of the microarray by RT-qPCR using
serum samples from healthy lean cats (n = 4), newly diagnosed dia-
betic cats (n=4) and cats in diabetic remission (n=4). Melting
curve analyses confirmed that all primers were specific for their
respective transcript. No PCR products were generated in the neg-

Table 2
MicroRNA expression ratios and microarray data.

Systematic name Expression Nominal Pvalue Adjusted P value
ratio
mmu-miR-122 45.5 <0.001 0.003
mmu-miR-193b 10.2 <0.001 0.007
mmu-miR-1892 -3.1 0.001 0.069
mmu-miR-23a* -2.4 0.001 0.069
mmu-miR-1894-3p  -2.1 0.002 0.077
mmu-miR-378b 4.1 0.003 0.078
mmu-miR-351" =29 0.003 0.085
mmu-miR-3085-5p 2.3 0.003 0.085
mmu-miR-344f-3p 5.0 0.003 0.085
mmu-miR-1971 -22 0.003 0.089
mmu-miR-1896 1.8 0.004 0.089
mmu-miR-139-3p 1.8 0.005 0.093
mmu-miR-375 23 0.006 0.094
mmu-miR-483" 22 0.006 0.095
mmu-miR-129-2- 28 0.006 0.095
3p
mmu-miR-1907 -19 0.007 0.098
mmu-miR-598" -2.6 0.009 0.103
mmu-miR-3474 =27 0.009 0.105
mmu-miR-1188 1.7 0.009 0.107

Nineteen microRNAs with differential expression were detected by microarrays
(nominal P values <0.01, false discovery rate 10%) in newly diagnosed diabetic cats
compared to healthy lean cats. Adjusted P values <0.05 are considered to be sta-
tistically significant. Expression ratio between newly diagnosed diabetic cats
compared to healthy lean cats.

ative controls. RNUTA_1 and RNUGB_2 were detectable in all ser-
um samples, with high levels of expression of RNUTA_1 (mean
quantification cycle, Cq, value 16.3) and low levels of expression
of RNUGB_2 (mean Cq value 27.4) in all groups (see Appendix A:
Supplementary Table 2). There was no significant difference in lev-
els of expression levels of these snRNAs between groups. miR-122
was upregulated ~100-fold in newly diagnosed diabetic cats com-
pared to healthy lean cats and ~40-fold in newly diagnosed dia-
betic cats compared to cats in diabetic remission. miR-193b was
upregulated ~20-fold in newly diagnosed diabetic cats compared
to healthy lean cats and ~14-fold in newly diagnosed diabetic cats
compared to cats in diabetic remission (Table 2; Fig. 2; see Appen-
dix A: Supplementary Table 3). miR-483" was upregulated ~six-
fold in newly diagnosed diabetic cats compared to both healthy
lean cats and cats in diabetic remission. Sex did not influence the
expression levels of miR-122, miR-193b or miR-483" (P> 0.05).

Discussion

There are few studies of miRNA expression in the serum of
domestic animals (Chen et al, 2008; Mizuno et al., 2011). This
study demonstrated that miRNA profiling is feasible in cats using
a small sample volume that can be easily obtained in a clinical set-
ting. Since the sequences of most miRNAs are highly conserved (La-
gos-Quintana et al., 2002; Ibanez-Ventoso et al., 2008), methods for
detection of human or rodent miRNAs may be used in domestic
animals (Barrey et al., 2010; Jin et al., 2010; Zhu et al., 2010). Boggs
et al. (2008) demonstrated that canine and human mature miRNAs
were 100% homologous. High sequence identities among verte-
brates have been reported for miR-193b (Unno et al., 2009). In
the present study, the murine precursor and mature miRNA se-
quences of miR-122, miR-193b and miR-483" were tested for
homology with the feline genome using ENSEMBL,? and sequence
identities from 90% to 100% were found. Therefore, miRNA micro-
arrays and RT-qPCR primer assays designed for the detection of
mouse miRNAs were used. Nevertheless, it cannot be excluded that

2 see: http://www.ensembl.org/index.html.
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Fig. 1. Hierarchical cluster analysis of miRNA expression in serum of healthy lean and newly diagnosed diabetic cats based on 19 miRNAs with a nominal P value <0.01. Each
row represents an individual miRNA and each column represents an individual serum sample. CON1-8, serum samples of healthy lean cats; DIAB12-18, serum samples of
newly diagnosed diabetic cats. Serum samples are arranged based on the similarity of their miRNA expression profile. Blue and red colours indicate low and high relative
miRNA expression levels (mean-centred VSN-normalised values), respectively. The sample support tree is at the top and the miRNA support tree on the left. The sample
support tree shows that healthy lean and newly diagnosed diabetic cats were clearly grouped into separate clusters based on the similarity of their miRNA expression profiles.
The reliability of the support tree branching is represented by colours: black 100%; grey 90-100%; blue 80-90%; green 70-80%; yellow 60-70%; orange 50-60%: pink 0-50%;
red 0%,

Relative expression

Expression ratio
.
>

miR-122 miR-193b miR-483"

Fig. 2. Whisker-box plot showing the expression ratios of miR-122, miR-193b and miR-483" for newly diagnosed diabetic cats (sample group) compared to healthy lean cats
(control group). The expression levels of the three illustrated miRNAs were measured by reverse transcriptase quantitative real-time PCR. Data were normalised to the small
nuclear RNAs RNU1A_1 and RNU6B_2 and statistically analysed using the REST software. The expression ratio indicates the mean factor by which the miRNA expression in the
sample group is upregulated in comparison to that of the control group. The box area encompasses 50% of all observations, the dashed line represents the sample median and
the whiskers represent the outer 50% of observations. All three illustrated miRNAs are statistically significantly upregulated in serum of newly diagnosed diabetic cats.

some feline specific miRNAs were not detected due to a lack of In this study, miR-122 displayed the largest difference between
homology of these miRNAs between mice and cats. healthy lean and newly diagnosed diabetic cats, with ~100-fold

Of the 1079 miRNA targets on the array, approximately a quar- higher expression in serum samples of newly diagnosed diabetic
ter of the analysed miRNAs was detectable in feline serum. This is cats. This miRNA is highly expressed in the liver and the sequence
in agreement with studies using serum samples of humans or dif- of the mature miRNA is conserved among all vertebrate species in
ferent mice strains, in which up to 154 or 277 miRNAs were de- which it has been examined (Jopling, 2012). In liver diseases, circu-

tected, respectively (Chen et al., 2008; Ji et al, 2011; Mi et al., lating levels of this miRNA are typically increased, while liver tis-
2012). miRNAs play an important role in insulin secretion, insulin sue levels are decreased (Wang et al., 2009). Since miR-122 is
resistance, pancreatic development, adipogenesis and lipid metab- highly liver-specific, the observed increase of miR-122 in the ser-
olism in humans (Pandey et al., 2009). Altered miRNA expression um of newly diagnosed diabetic cats might be the result of hepato-
patterns in serum have been described in patients with DM (Chen cyte damage related to DKA or hepatic lipidosis. However,
et al.,, 2008; Kong et al., 2011). In our study, healthy lean and newly circulating miRNAs are also actively secreted by intact hepatocytes
diagnosed diabetic cats could be distinguished by hierarchical clus- (Vickers and Remaley, 2012).

ter analysis based on the expression of 19 miRNAs with nominal P Expression of miR-193b was ~20-fold higher in newly diag-
values <0,01. Nevertheless, using expression data before correction nosed diabetic cats than healthy cats. miR-193b acts as a tumor
for multiple testing runs the risk of including false positive results, suppressor and inhibits cell proliferation, migration and invasion
and further studies with larger group sizes are required to confirm (Xu et al, 2010). Some of the predicted mRNA-targets of miR-
the presented data.miR-375 is upregulated in humans with T2DM 193b are transcription factors that exhibit lower expression in pan-

(Kong et al., 2011), in agreement with our findings in newly diag- creatic islets isolated from humans with T2DM or have been linked
nosed feline diabetic patients. Confirmation by qPCR was not pos- to endocrine pancreatic development, survival and function (Gun-
sible in our study, since the mouse assay for this miRNA did not ton et al., 2005; Caramuta et al., 2010). The cellular origin and the
yield reliable results with feline serum. MiR-375 is abundant in role of miR-193b in feline diabetes mellitus are uncertain, but this
pancreatic islets and suppresses glucose-induced insulin secretion miRNA may be related to transcription factors that are vital for is-
when overexpressed (Pandey et al., 2009; Poy et al., 2009). In new- let cell function and survival.

ly diagnosed diabetic cats, high expression of miR-375 may con- The miRNA miR-483" was also upregulated in newly diagnosed
tribute to impaired insulin secretion. diabetic cats. miR-483 is an anti-apoptotic oncogene (Veronese
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et al,, 2010). In a rat model of maternal protein restriction and in
low birth weight humans, miR-483-3p expression was upregulated
~twofold in adipose tissue (Ferland-McCollough et al., 2012). In
newly diagnosed diabetic cats, high levels of miR-483" might be
connected to insulin resistance or metabolic changes in adipose
tissue, but further studies are required to uncover a possible role
of this miRNA in the pathogenesis of diabetes mellitus.

Diabetic cats in remission are in a subclinical diabetic state in
which they display no clinical signs of DM but in which the insulin
secretory capacity of B-cells may be compromised. MiRNA expres-
sion adapts quickly to changes in metabolic conditions (Granjon
et al., 2009). Therefore, a change in the expression of miRNAs that
are altered in T2DM can be expected if diabetic cats achieve remis-
sion. In this study, the upregulation of miR-122, miR-193b and
miR-483" detected in newly diagnosed diabetic cats could not be
detected in diabetic cats in remission. These miRNAs might be
interesting targets to follow during the transition of diabetic cats
into remission.

The limitations of this pilot study were the small group sizes
and the heterogeneity in clinical parameters. Our groups were
large enough to result in unambiguous separation of healthy lean
and newly diagnosed diabetic cats using hierarchical cluster anal-
ysis. In addition, targets that exhibited large differences between
groups by microarray analysis could be validated by qPCR. An ef-
fect of breed on miRNA expression may exist, but the slight breed
imbalances among the groups are unlikely to have influenced miR-
NA expression to such a large degree as was found in this study.
Further investigations with larger group sizes are required to con-
firm the described changes of miRNA expression in newly diag-
nosed diabetic cats.

In addition, the results obtained in this study are not sufficient
to determine if the upregulated miRNAs in newly diagnosed dia-
betic cats are causally involved in feline T2DM pathogenesis or if
they merely display secondary effects owing to the ketoacidotic
or hyperglycaemic state or other concurrent diseases. Therefore,
identification of target genes would be desirable to unravel the ex-
act role of the upregulated miRNAs in the pathogenesis of feline
T2DM.

Conclusions

This study investigated miRNA expression in the serum of
healthy and diabetic cats. Small volumes of serum samples yield
sufficient material to permit miRNA expression profiling in cats.
More than 200 miRNAs could be detected by miRNA microarray
and newly diagnosed diabetic cats exhibited an altered miRNA
expression profile. The upregulation of several miRNA targets is
specific to diabetic cats and is not detected in cats in diabetic
remission. Further studies are required to uncover the involvement
of miRNAs in feline T2DM pathogenesis.
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Appendix A: Supplementary data

Supplementary materials and methods

MicroRNA microarrays

Total RNA from each sample was dephosphorylated with calf intestinal alkaline
phosphatase. Samples were heat denatured in the presence of dimethyl sulphoxide, ligated
with cyanine 3-cytidine biphosphate and purified using Micro Bio-Spin Chromatography
Columns (Bio-Rad). Labelled samples were hybridised at 55 °C for 20 h to 8x60K microRNA
microarrays (Agilent), then washed in GE Wash Buffer 1 and 2 (Agilent).

Reverse transcription

Each reverse transcription (RT) reaction contained 1x miScript RT Buffer, 1 pL miScript
Reverse Transcriptase Mix, 10 pLL RNase-free water and 5 pL total RNA. RT reactions were
performed on an Eppendorf Mastercycler ep gradient S (Eppendorf) at 37 °C for 60 min and
at 95 °C for 5 min. Negative controls containing total RNA and RT buffer without reverse
transcriptase were included (no RT controls). Reaction products were diluted with 20 pL

RNase-free water and the cDNA was stored at -80 °C until further analysis.

Quantitative real-time PCR

Each amplification reaction of quantitative real-time PCR was performed in a final
volume of 20 puL containing 1x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 1x miScript
Universal Primer, 1x miScript Primer Assay, 2 uL cDNA and 4 pL RNase-free water. The
PCR conditions were 95 °C for 15 min and 40 cycles of 94 °C for 15 s, 55 °C for 30 s and
70 °C for 35 s. Melting curve analyses were performed at 95 °C for 15 s, 60 °C for 1 min and
95 °C for 15 s (1 cycle). All PCR reactions were run in duplicate on a 96-well plate. Negative
controls without RT reaction (no RT control) and without template (no template control) were

also performed.
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Supplementary Table 1

MicroRNAs (n =227) detected in feline serum by microRNA microarray.

mmu-let-7b
mmu-let-7i
mmu-miR-101a
mmu-miR-101¢
mmu-miR-106b
mmu-miR-107
mmu-miR-10b
mmu-miR-1187
mmu-miR-1188
mmu-miR-1198-5p
mmu-miR-122
mmu-miR-1224
mmu-miR-1249
mmu-miR-125a-3p
mmu-miR-126-3p
mmu-miR-128
mmu-miR-129-1-3p
mmu-miR-129-2-3p
mmu-miR-1306-3p
mmu-miR-130a
mmu-miR-130b
mmu-miR-133b
mmu-miR-134
mmu-miR-135a-1*
mmu-miR-135b*
mmu-miR-138
mmu-miR-138-1%
mmu-miR-139-3p
mmu-miR-140*
mmu-miR-142-3p
mmu-miR-142-5p
mmu-miR-144
mmu-miR-145
mmu-miR-146a
mmu-miR-148a
mmu-miR-149*
mmu-miR-150*
mmu-miR-151-3p
mmu-miR-15a
mmu-miR-15b
mmu-miR-16
mmu-miR-181a
mmu-miR-186
mmu-miR-186*

mmu-miR-187*
mmu-miR-188-5p

mmu-miR-1892
mmu-miR-1894-3p
mmu-miR-1895
mmu-miR-1896
mmu-miR-1897-5p
mmu-miR-1901
mmu-miR-1904
mmu-miR-1906
mmu-miR-1907
mmu-miR-192
mmu-miR-193
mmu-miR-1931
mmu-miR-1934%*
mmu-miR-193b
mmu-miR-193b*
mmu-miR-1940
mmu-miR-1941-5p
mmu-miR-1943
mmu-miR-1955-3p
mmu-miR-1964-3p
mmu-miR-1966
mmu-miR-1967
mmu-miR-196a
mmu-miR-196b
mmu-miR-1971
mmu-miR-1982*
mmu-miR-19a
mmu-miR-19b
mmu-miR-202-3p
mmu-miR-208a-5p
mmu-miR-20a
mmu-miR-21
mmu-miR-211#
mmu-miR-212-3p
mmu-miR-2137
mmu-miR-2182
mmu-miR-22
mmu-miR-221
mmu-miR-223
mmu-miR-23a
mmu-miR-23a*
mmu-miR-23b
mmu-miR-24
mmu-miR-25
mmu-miR-26a

mmu-miR-27a

mmu-miR-27b
mmu-miR-2861

mmu-miR-290-5p
mmu-miR-292-5p
mmu-miR-296-5p
mmu-miR-29a
mmu-miR-29b
mmu-miR-29¢
mmu-miR-3058%
mmu-miR-3059*
mmu-miR-3065*
mmu-miR-3067*
mmu-miR-3070a
mmu-miR-3072*
mmu-miR-3075
mmu-miR-3077*
mmu-miR-3081*
mmu-miR-3082-5p
mmu-miR-3085-3p
mmu-miR-3085-5p
mmu-miR-3091-5p
mmu-miR-3092
mmu-miR-3093-3p
mmu-miR-3095-3p
mmu-miR-3098-5p
mmu-miR-3099
mmu-miR-30a
mmu-miR-30¢-2*
mmu-miR-30d
mmu-miR-30e
mmu-miR-3102*
mmu-miR-3102-3p.2
mmu-miR-3102-5p.2
mmu-miR-3104-5p
mmu-miR-3106
mmu-miR-3107
mmu-miR-320
mmu-miR-324-3p
mmu-miR-326
mmu-miR-327
mmu-miR-328
mmu-miR-328*
mmu-miR-339-3p
mmu-miR-342-3p
mmu-miR-344f-3p
mmu-miR-344f-5p

mmu-miR-344g-3p
mmu-miR-3472
mmu-miR-3473b
mmu-miR-3473¢
mmu-miR-3474
mmu-miR-34a
mmu-miR-350%*
mmu-miR-351*
mmu-miR-361
mmu-miR-3635
mmu-miR-365-1*
mmu-miR-370
mmu-miR-375
mmu-miR-378
mmu-miR-378b
mmu-miR-3960
mmu-miR-3963
mmu-miR-3968
mmu-miR-412-3p
mmu-miR-423-5p
mmu-miR-425
mmu-miR-431%*
mmu-miR-451
mmu-miR-452-5p
mmu-miR-466h-3p
mmu-miR-466i-5p
mmu-miR-466q
mmu-miR-467f
mmu-miR-470
mmu-miR-483
mmu-miR-483*
mmu-miR-484
mmu-miR-490-5p
mmu-miR-494
mmu-miR-505-3p
mmu-miR-5097
mmu-miR-5100
mmu-miR-5103
mmu-miR-5105
mmu-miR-5107
mmu-miR-5108
mmu-miR-5109
mmu-miR-5110
mmu-miR-5112

mmu-miR-5113
mmu-miR-5115

mmu-miR-5119
mmu-miR-5122

mmu-miR-5124
mmu-miR-5126
mmu-miR-5128
mmu-miR-5130
mmu-miR-5131
mmu-miR-5132
mmu-miR-5135
mmu-miR-574-5p
mmu-miR-598*
mmu-miR-652
mmu-miR-652*
mmu-miR-666-5p
mmu-miR-671-3p
mmu-miR-671-5p
mmu-miR-677*
mmu-miR-678
mmu-miR-680
mmu-miR-691
mmu-miR-696
mmu-miR-705
mmu-miR-708
mmu-miR-709
mmu-miR-710
mmu-miR-711
mmu-miR-712
mmu-miR-714
mmu-miR-718
mmu-miR-720
mmu-miR-721
mmu-miR-760-3p
mmu-miR-760-5p
mmu-miR-762
mmu-miR-770-3p
mmu-miR-874
mmu-miR-877
mmu-miR-877*
mmu-miR-882
mmu-miR-883a-5p
mmu-miR-92a
mmu-miR-92a-2*

mmu-miR-99a
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Supplementary Table 2

Reverse transcriptase quantitative real-time PCR results for target miRNAs and small nuclear

RNAs.
Quantification cycle (Cq) values

Sample RNUIA 1 RNU6B_2 miR-122 miR-193b miR-483%*
HL 1 17.645 28.015 37.980 31.815 35.060
HL 2 16.925 27.775 37.320 30.490 34.110
HL 3 16.920 27.610 34.800 30.365 33.510
HL 4 16.230 26.550 35.955 29.790 33.555
D1 15.400 26.935 29.505 26.775 30.555
D2 12.255 26.210 26.915 23.950 29.825
D3 17.030 27.320 31.380 25.810 31.490
D4 15.805 27.290 27.065 24.465 29.085
DR 1 15.215 26.960 35475 29.570 33.055
DR 2 16.855 27.800 33.570 30.110 33.420
DR 3 16.625 27.230 36.310 30.965 34.990
DR 4 18.195 27.450 34.830 29.830 34.725

Cq values are mean of duplicates.

HL, Healthy lean cats; D, Newly diagnosed diabetic cats; DR, Cats in diabetic remission.
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Supplementary Table 3

Comparison of expression levels of three microRNAs between healthy lean cats, newly

diagnosed diabetic cats and cats in diabetic remission using reverse transcriptase quantitative

real-time PCR.

miR-122 miR-193b miR-483*
Sample Control Expression Expression Expression
) P value . P value ) P value
group group ratio ratio ratio
D HL 98.3 0.005 18.2 0.000 6.2 0.001
D DR 39.9 0.017 14.5 0.023 7.0 0.009
DR HL 2.5 0.144 1.3 0.556 0.9 0.847

Results are normalised to two reference microRNAs using REST software.

P < 0.05 is considered to be statistically significant.

HL, Healthy lean cats; D, Newly diagnosed diabetic cats; DR, Cats in diabetic remission.
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IV.  DISKUSSION

Diabetes mellitus ist eine der héaufigsten metabolischen Erkrankungen beim
Menschen und nach der Hyperthyreose die zweithdufigste Endokrinopathie der
Katze (REUSCH et al., 2006; WHITING et al., 2011; GUARIGUATA, 2012).
Trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung sind die zugrunde liegenden
pathogenetischen Mechanismen des Diabetes mellitus auf molekularer Ebene
noch immer nicht vollistandig entschliisselt (ISMAIL-BEIGI, 2012).

Bei Katzen bleiben die klinischen Symptome wie Polyurie/Polydipsie und auch
Polyphagie oft lange Zeit unentdeckt und nicht selten werden diese Katzen erst
beim Tierarzt vorgestellt, wenn es zu einer lebensbedrohlichen Entgleisung des
Diabetes mellitus in Form einer diabetischen Ketoazidose gekommen ist. Durch
diese Problematik wird die Diagnose T2DM oft erst gestellt, wenn bereits eine
irreversible Schiadigung der B-Zellen eingetreten ist. Im Gegensatz zum humanen
T2DM ist deshalb beim T2DM der Katze eine Insulintherapie in der Regel
unvermeidbar (NELSON, 2003; RAND, 2009; OSTO et al, 2013). Eine
frihzeitige Diagnose noch vor dem Auftreten von irreversiblen [B-Zell-
Dysfunktionen kénnte die Therapie deutlich vereinfachen und ein Fortschreiten
der Krankheit moéglicherweise verhindern oder zumindest verzdgern. Auch ein
Biomarker, der die Remission eines Diabetes prognostizieren kdnnte, ware von

groRem Wert, um Hypoglyk&mien infolge der Insulintherapie zu vermeiden.

FUr die Spezies Mensch, Maus und Ratte wurde bereits gezeigt, dass miRNAs
direkt in die Pathogenese des T2DM involviert sind und somit potentielle
diagnostische Biomarker sowie Zielstrukturen fir neue Therapieansétze darstellen
(DEHWAH et al., 2012; SHANTIKUMAR et al.,, 2012; ROME, 2013). Die
vorliegende Studie hatte deshalb zum Ziel, (i) eine Methode zum Nachweis
zirkulierender miRNAs in felinem Serum zu entwickeln, (ii) mMIRNA-
Expressionsmuster gesunder normalgewichtiger sowie neu-diagnostizierter
diabetischer Katzen zu erstellen und (iii) potentielle Unterschiede zwischen den
miRNA-Expressionsmustern gesunder normalgewichtiger Katzen,
neu-diagnostizierter diabetischer Katzen und diabetischer Katzen in Remission zu

bestimmen.
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Trotz intensiver Forschungstatigkeiten wahrend der letzten Dekade wurden
mMIRNAS bisher hauptsachlich beim Menschen sowie bei den klassischen
Labortieren Maus und Ratte untersucht. Studien zu miRNAs bei Haus- und
Nutztieren sind dagegen nur in geringem Umfang in der wissenschaftlichen
Literatur zu finden (BOGGS et al., 2007; GU et al., 2007; BOGGS et al., 2008;
REDDY et al., 2009; JIN et al., 2010; ZHU et al., 2010; GIOIA et al., 2011),
wobei Expressionsstudien im Serum die Ausnahme darstellen (CHEN et al., 2008;
BARREY et al., 2010; MIZUNO et al., 2011; STEUDEMANN et al., 2013). In
einer Sequenzierungsstudie des Katzengenoms wurden 179 potentielle feline
miRNA-Sequenzen aufgrund ihrer Homologien zu miRNA-Sequenzen anderer
Spezies sowie ihrer Haarnadelstruktur identifiziert, jedoch nicht naher beschrieben
(PONTIUS et al., 2007). MiRNA-Expressionsstudien bei der Katze fehlen bisher.
Die vorliegende Studie zeigte daher zum ersten Mal, dass mMIRNAs in
Katzenserum vorhanden und nachweisbar sind und dass ein mMiRNA-
Expressionsmuster erstellt werden kann, selbst wenn nur kleine Volumina an
Serum (400 ul) vorliegen. Die dafiir bendtigte Menge an Vollblut kann bei
adulten Katzen problemlos wahrend einer routineméliigen Blutentnahme

gewonnen werden.

Zur Erstellung globaler miRNA-Expressionsmuster werden am héufigsten
miRNA-Microarrays eingesetzt, die in der Lage sind, Uber 1000 miRNAs
gleichzeitig aus einer einzelnen Probe nachzuweisen. Die Bestétigung der
miRNA-Microarray-Ergebnisse erfolgt dann Ublicherweise mittels einer
RT-gPCR. Beide Nachweismethoden setzen jedoch voraus, dass die zu
detektierenden miRNA-Sequenzen bekannt sind. Ist dies, wie in der vorliegenden
Arbeit, nicht der Fall, kann auf bekannte miRNA-Sequenzen anderer Spezies
zurlickgegriffen werden. Diese Vorgehensweise ist moglich, da mIiRNAS
zwischen verschiedenen Spezies hoch konserviert sind (PASQUINELLI et al.,
2000; LAGOS-QUINTANA et al., 2002; SONG & WANG, 2009; JOPLING,
2012). Fir mehrere humane und canine mature miRNAs wurde bereits eine
Sequenzubereinstimmung von 100 % nachgewiesen (BOGGS et al.,, 2007,
BOGGS et al.,, 2008). Auch fur miR-122 und miR-193b konnte eine hohe
Homologie zwischen verschiedenen Vertebratenspezies gezeigt werden (UNNO et
al., 2009; JOPLING, 2012). Zur Detektion von miRNAs in Haus- und Nutztieren

werden deshalb hdufig Assays eingesetzt, die flr die Detektion von humanen oder
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murinen miRNAs entwickelt wurden (BOGGS et al., 2007; BARREY et al., 2010;
JIN et al., 2010; ZHU et al., 2010). Auch fir feline miRNAs sind derzeit keine
spezifischen Nachweismethoden erhéltlich, so dass in der vorliegenden Studie
miRNA-Microarrays und RT-gPCR-Assays der Maus verwendet wurden. Zur
Bestatigung, dass die in der RT-gqPCR untersuchten miRNAs zwischen Maus und
Katze konserviert sind, wurde das Katzengenom nach Homologien mit den
precursor und maturen miRNA-Sequenzen von mmu-miR-122, mmu-miR-193b
und mmu-miR-483* unter Verwendung des Ensembl Genome Browsers
(http://www.ensembl.org) durchsucht. Es konnten Sequenzibereinstimmungen
zwischen 90,9 % und 100 % gefunden werden. Nichtsdestotrotz ist nicht
auszuschlieBen, dass einige Katzen-spezifische miRNAs aufgrund einer fehlenden

Homologie zwischen Maus und Katze nicht detektierbar waren.

Von den 1079 auf dem miRNA-Microarray enthaltenen miRNAs konnte ca. ein
Viertel (227) im felinen Serum nachgewiesen werden. Die Anzahl der detektierten
miRNAs steht in Einklang mit den Ergebnissen von Expressionsstudien im Serum
anderer Spezies. In humanen Serumproben gesunder Individuen sowie von
Patienten mit Lungenkrebs, kolorektalen Tumoren oder Diabetes mellitus wurden
insgesamt mehr als 180 verschiedene miRNAs gefunden (CHEN et al., 2008).
Eine andere Studie identifizierte 154 unterschiedliche miRNAs im Serum von
gesunden Probanden sowie mit dem Hepatitis-B-Virus infizierten Patienten (JI et
al., 2011). Im Serum verschiedener Mauslinien wurden 277 mIiRNAS
nachgewiesen (Ml et al, 2012), wahrend in Serumproben von Hunden
(Dobermann  Pinscher) mit dilatativer Kardiomyopathie sowie gesunden
Kontrolltieren 404 miRNAs detektierbar waren (STEUDEMANN et al., 2013).

Obwohl der Fokus der miRNA-Forschung nach wie vor auf dem Gebiet der
Tumorerkrankungen liegt, konnte die Relevanz von miRNAs in der Pathogenese
des humanen T2DM durch die Ergebnisse zahlreicher Studien der letzten Jahre
unterstrichen werden. MiIRNAs sind nicht nur in die Organogenese der
pankreatischen Inselzellen, in die Insulinproduktion und -sekretion der B-Zellen
und die Entstehung der Insulinresistenz involviert, sondern spielen auch eine
wichtige Rolle in der Adipogenese und dem Lipidstoffwechsel (DEHWAH et al.,
2012; SHANTIKUMAR et al., 2012; MAO et al., 2013). Desweiteren mehren
sich die Hinweise, dass sich die miRNA-Expressionsprofile bereits in einem

frihen Krankheitsstadium verdndern, so dass sich ein miRNA-Profiling zur
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Frihdiagnose eines T2DM eignen konnte (ROME, 2013). In der vorliegenden
Studie waren zwei (miR-122 und miR-193b) der 227 mittels miRNA-Microarray
identifizierten mMiRNAs im Serum neu-diagnostizierter diabetischer Katzen
statistisch signifikant hochreguliert. Weitere fiinf miRNAs (miR-129-2-3p,
miR-139-3p, MiR-375, miR-378b und miR-483*) zeigten eine Tendenz zu einer
verstarkten und zwolf miRNAs (miR-1188, miR-1892, miR-1894-3p, miR-1896,
miR-1907, miR-1971, miR-23a*, miR-3085-5p, mIiR-344f-3p, mIiR-3474,
miR-351* und miR-598*) zu einer verminderten Expression. Eine hierarchische
Clusteranalyse, bei der diese 19 miRNAs bericksichtigt wurden, konnte die
gesunden normalgewichtigen Katzen eindeutig von den neu-diagnostizierten
diabetischen trennen. Es konnte somit gezeigt werden, dass auch bei Katzen ein

Diabetes mellitus mit einem veranderten miRNA-Expressionsprofil einhergeht.

Bisher wurden nur wenige Studien durchgefuhrt, um die Expressionsmuster
zirkulierender miRNAs bei Diabetes mellitus zu bestimmen. ZHOU und
Mitarbeiter (2012) berichteten, dass miR-181a im Serum von humanen T2DM-
Patienten verstérkt exprimiert wird und die Erh6hung dieser miRNA sowohl in
der Zellkultur als auch im Mausmodel mit hepatischer Insulinresistenz assoziiert
ist (ZHOU et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit konnte miR-181a zwar
detektiert werden, zeigte aber Kkeine veranderte Expression in den
neu-diagnostizierten diabetischen Katzen. Im Vergleich zu T2DM-verdéachtigen
Menschen mit normaler Glukosetoleranz wurde eine verstarkte Expression von
sieben MIRNAs (miR-9, miR-29a, miR-30d, miR-34a, miR-124a, miR-146a und
miR-375) im Serum neu-diagnostizierter Diabetiker gefunden (KONG et al.,
2011). MiR-124a war in der vorliegenden Arbeit nicht auf dem miRNA-
Microarray enthalten und miR-9 konnte nicht nachgewiesen werden. Die
restlichen finf miRNAs waren zwar detektierbar, aber nur miR-375 zeigte eine
erhéhte Expression bei den neu-diagnostizierten diabetischen Katzen. Dieses
Resultat konnte allerdings nicht mittels RT-gPCR bestétigt werden, da der
Maus-spezifische-Assay mit dem Probenmaterial Katzenserum keine validen
Ergebnisse lieferte. MiR-375 wird in den Inselzellen des Pankreas sehr stark
exprimiert und ist durch Regulierung der Insulin- und Glukagonsekretion, der
Insulingenexpression, der a- und B-Zell-Zahl sowie der Pankreasentwicklung
entscheidend an der Glukosehomoostase beteiligt (POY et al., 2004;
KLOOSTERMAN et al., 2007; EL OUAAMARI et al., 2008; POY et al., 2009).
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Es konnte unter anderem gezeigt werden, dass die verstarkte Expression von
miR-375 zu einer verminderten GSIS fuhrt (POY et al., 2004). Die mittels
miRNA-Microarray in neu-diagnostizierten diabetischen Katzen gefundene
erhdhte Expression von miR-375 konnte demnach urséchlich an der
beeintréchtigten Insulinsekretion beim felinen T2DM beteiligt sein.

MiR-122 ist die am stérksten exprimierte miRNA in der Leber mit einem Anteil
von mehr als 70 % am miRNA-Gesamtpool. Ihre mature Sequenz ist in allen
Vertebratenspezies, in denen diese mIiRNA bisher nachgewiesen wurde,
vollstandig konserviert (JOPLING, 2012). MiR-122 spielt eine entscheidende
Rolle in der Regulation des Lipidstoffwechsels. Die Suppression dieser miRNA
durch den Einsatz von antisense Oligonukleotiden oder Antagomirs fuhrte im
Plasma normalgewichtiger M&use zu reduzierten Cholesterol- und
Triglyzeridkonzentrationen. AuBerdem wurde in der Leber ein Anstieg der
Fettsdurenoxidation sowie eine Reduktion der Fettsduren- und der
Cholesterolsynthese beobachtet. Entsprechend fiihrte die Inhibition von miR-122
in Diat-induzierten obesen Maéausen durch die Hemmung der Expression
zahlreicher lipogener Gene zu einer Reduktion der Plasmacholesterol-
konzentrationen sowie einer Verbesserung der vorhandenen hepatischen Steatose
(KRUTZFELDT et al, 2005, ESAU et al., 2006). Desweiteren wird eine
veranderte  Expression von miR-122  bei  Lebererkrankungen  der
unterschiedlichsten Atiologien, wie etwa Neoplasien und Infektionen mit dem
Hepatitis-C-Virus, beobachtet (ZHANG et al., 2010a; CERMELLI et al., 2011;
STARKEY LEWIS et al., 2011; XU et al., 2011; ZHANG et al., 2011). So
konnten im Serum von Patienten mit nicht-alkoholinduzierter Fettlebererkrankung
signifikant erhdhte miR-122-Konzentrationen gemessen werden, die mit dem
Schweregrad der Erkrankung (von einer einfachen hepatischen Steatose hin zu
einer  Steatohepatitis)  korreliert waren (CERMELLI et al, 2011).
Interessanterweise waren die Serum- und Plasmalevel von miR-122 bei
Lebererkrankungen typischerweise erhoht, wahrend die Level im Lebergewebe
selbst erniedrigt sind (WANG et al., 2009). In einer Studie von ZAMPETAKI und
Mitarbeitern (2010) konnte eine erhdhte miR-122-Expression im Plasma von
humanen T2DM-Patienten mittels TagMan-miRNA-Array identifiziert werden. In
die nachfolgende Quantifizierung von 13 miRNAs mittels gPCR wurde miR-122

allerdings aufgrund der Ergebnisse einer durchgefuhrten miRNA-
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Netzwerkanalyse nicht mehr eingeschlossen (ZAMPETAKI et al., 2010). In der
vorliegenden Arbeit wies miR-122 in der RT-gPCR mit einer nahezu 100-fach
erhohten Expression den groften Unterschied zwischen neu-diagnostizierten
diabetischen Katzen und gesunden Kontrolltieren auf. Die beobachtete Erhdhung
von miR-122 im Serum neu-diagnostizierter diabetischer Katzen kdnnte einerseits
Folge einer Hepatozytenschédigung aufgrund des Vorliegens einer diabetischen
Ketoazidose oder einer Hepatolipidose sein. Andererseits besteht aber auch die
Maoglichkeit, dass miR-122 von intakten Hepatozyten aktiv in die Zirkulation
freigesetzt wurde, um Uber den Weg der interzellularen Kommunikation die

Genexpression in anderen Zellen zu beeinflussen.

In der vorliegenden Studie zeigte miR-193b in der RT-gPCR eine ca. 20-fach
héhere Expression im Serum neu-diagnostizierter diabetischer Katzen im
Vergleich zu gesunden Tieren. Bisher wurde eine verdnderte Expression von
miR-193b hauptsachlich im Zusammenhang mit verschiedenen neoplastischen
Erkrankungen beschrieben, wobei in der Regel eine verminderte Expression
dieser miRNA im jeweiligen Tumorgewebe zu beobachten war (CHEN et al.,
2010; XU et al., 2010; GAO et al., 2011; YOSHIMOTO et al., 2011). MiR-193b
agiert als Tumorsuppressor und inhibiert durch Beeinflussung von Onkogenen
(z. B. Transkriptionsfaktoren und Genen, die an der Regulierung des Zellzyklus
beteiligt sind) die Zellproliferation sowie die Zellmigration und -invasion (XU et
al., 2010). Einige der mutmalilichen Ziel-mRNAs von miR-193b kdnnen mit
Diabetes mellitus in Zusammenhang gebracht werden, darunter der
Transkriptionsfaktor ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) und
die Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit (CARAMUTA et al., 2010). Es ist bekannt, dass
ARNT die Transkription einiger Gene reguliert, die in die Pathogenese des
Diabetes mellitus involviert sind. Im Vergleich zu Menschen mit normaler
Glukosetoleranz wurde eine verminderte Expression von ARNT in Inselzellen des
Pankreas von T2DM-Patienten gefunden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
der Knockout von ARNT in kultivierten B-Zellen sowie im Mausmodell zu einer
beeintrachtigten Glukosetoleranz, einer verminderten Glukose-stimulierten
Insulinsekretion sowie zu Veranderungen in der Genexpression der Inselzellen
fuhrt, welche denen in humanen T2DM-Inselzellen &hneln (GUNTON et al.,
2005). Eine verstarkte Expression von miR-193b koénnte somit durch eine

Inhibition von ARNT eine entscheidende Rolle in der Entstehung der B-Zell-
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Dysfunktion beim T2DM spielen. Die Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit ist an der
Entwicklung, dem Erhalt und der Funktion der pankreatischen -Zellen beteiligt.

Mause mit heterozygoter c-Kit-Rezeptor-Mutation (c-Kit" ™"

) zeigen ein frihes
Einsetzen von Diabetes mellitus, welcher u. a. durch erhéhte Nichternglukose-
konzentrationen, beeintrachtigte Glukosetoleranz, herabgesetzte Insulinsekretion,
reduzierte PB-Zell-Masse und p-Zell-Proliferation sowie einen verminderten
Insulingehalt gekennzeichnet ist (KRISHNAMURTHY et al, 2007). Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass miR-193b in die
Pathogenese des felinen T2DM involviert sein kdnnte, indem es Proteine, wie
Transkriptionsfaktoren oder Rezeptor-Tyrosinkinasen, hemmt, die essentiell fir

die Funktion und den Erhalt der pankreatischen 3-Zellen sind.

MiR-483* zeigte im miRNA-Microarray einen Trend zu einer verstarkten
Expression, jedoch konnte nach Durchfiihrung der Korrektur fir multiple
Vergleiche keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden. Mittels
sensitiverer RT-gPCR liel? sich auch fur miR-483* eine statistisch signifikante, ca.
6-fach erhohte, Expression in neu-diagnostizierten diabetischen Katzen
demonstrieren. MiR-483 ist in proliferative und neoplastische Prozesse involviert
und agiert als antiapoptotisches Onkogen (VERONESE et al., 2010; HAO et al.,
2011; MA et al., 2012). Auch fur miR-483 kann eine Verbindung zum Diabetes
mellitus hergestellt werden. Ein pradiabetischer Phénotyp mit Insulinresistenz und
verminderter Glukosetoleranz l&sst sich bei den Nachkommen eines Rattenmodels
mit maternaler Proteinrestriktion ebenso wie bei erwachsenen Menschen mit zu
niedrigem Geburtsgewicht nachweisen. In beiden Fallen konnte eine ca. 2-fach
erhéhte Expression von miR-483-3p im Fettgewebe identifiziert werden, welche
durch  Hemmung der Adipozytendifferenzierung und Reduktion der
Fettgewebsmasse und FettzellgroRe zu einer langanhaltenden Verminderung der
Fettspeicherkapazitat fuhrte. Die Autoren schlussfolgerten, dass es infolgedessen
zu einer ektopischen Fettablagerung mit nachfolgender Lipotoxizitat und
Insulinresistenz kommt, wodurch der pradiabetische Phéanotyp in Ratten und
Menschen mit einer suboptimalen prénatalen Ernahrung zu erklaren waére
(FERLAND-MCCOLLOUGH et al., 2012). Bei neu-diagnostizierten diabetischen
Katzen kdnnte die erhéhte Expression von miR-483* somit einen Marker fir

Insulinresistenz darstellen.
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Weitere 15 miRNAs zeigten vor Durchfiihrung der Korrektur fur multiple
Vergleiche eine  statistisch  signifikant  veranderte  Expression  in
neu-diagnostizierten diabetischen Katzen. Auf welche Art und Weise sie in die
Pathogenese des T2DM involviert sein konnten, l&sst sich fir die meisten dieser
miRNAs aufgrund von fehlenden Informationen uber ihre Funktion zurzeit kaum
abschatzen. Lediglich fir miR-1907 kann ein direkter Zusammenhang mit
Diabetes mellitus hergestellt werden. In einem Streptozotocin-induzierten
Diabetesmodell der Maus zur Simulation des Fruhstadiums einer diabetischen
Nephropathie wurde eine verminderte Expression von miR-1907 in den Glomeruli
der Niere im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren gefunden (CHEN et al.,
2012b). Auch miR-23a konnte eine Rolle in der Pathogenese des T2DM spielen,
da diese miRNA im Skelettmuskel an der Regulation der Insulin-stimulierten
Glukoseaufnahme beteiligt zu sein scheint (Raychaudhuri, 2012). Allerdings
zeigte miR-23a lediglich in Patienten mit metabolischem Syndrom oder
Hypercholesteroldmie, nicht jedoch bei T2DM-Patienten eine veranderte
Expression (KAROLINA et al., 2012). MiR-351 scheint an der Regulation
zellularer Differenzierungs- und Proliferationsprozesse beteiligt zu sein, wéhrend
die miRNAs miR-344 und miR-378 vermutlich speziell in die Adipogenese
involviert sind (QIN et al., 2010; CHEN et al., 2012a; LI et al., 2012; SACCO &
ADELLI, 2012). Uberwiegend bei neoplastischen Erkrankungen wurden bisher die
MIiRNAs miR-129-2, miR-139-3p, miR-378 und miR-598 nachgewiesen (ZHAO
et al., 2009; LIN et al., 2011; QIAN et al., 2013; YU et al., 2013; ZHAO et al.,
2013). Fir die miRNAs miR-1188, miR-1892, miR-1894 miR-1896, miR-1971,
miR-3085-5p und miR-3474 liegen bisher keine oder nur vereinzelt Studien vor
(HUPPI et al., 2011; GUO et al., 2012; SCHMIDT et al., 2013).

Katzen mit T2DM kdnnen eine Remission des Diabetes erreichen, vorausgesetzt,
dass die B-Zellen noch eine ausreichende Restfunktion besitzen und mit einer
frihzeitigen und individuell angepassten Therapie eine gute glykdamische
Kontrolle erreicht werden kann. Fast immer ist dafur die Verabreichung eines
Insulins erforderlich. Die dauerhafte Senkung der Blutglukose fiihrt zu einem
Rickgang der Glukotoxizitat und somit einer Verbesserung der Insulinsensitivitat
sowie der Insulinsekretionskapazitat der B-Zellen. Infolgedessen sind die Tiere
trotz Absetzens der Insulintherapie wieder in der Lage, ihre Blutglukose-

konzentrationen im physiologischen Bereich zu halten. Obwohl diabetische
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Katzen wéhrend der Remission normoglykémisch sind und auch keine klinischen
Symptome eines Diabetes mellitus mehr aufweisen, befinden sie sich
nichtsdestotrotz in einem subklinischen diabetischen Zustand, in dem die
Insulinsekretionskapazitit der B-Zellen nach wie vor beeintréchtigt sein kann und
auch das Fortbestehen einer peripheren Insulinresistenz moglich ist (RAND,
1999; REUSCH et al., 2006; GOTTLIEB & RAND, 2013; OSTO et al., 2013).
Bisher existieren keine Studien, die untersucht haben, inwieweit sich das miRNA-
Expressionsmuster durch das Auftreten einer Remission veréndert. In der
vorliegenden Arbeit konnte eine 7- bis 40-fach erhdhte Expression fir miR-122,
miR-193b und miR-483* in neu-diagnostizierten diabetischen Katzen im
Vergleich zu diabetischen Katzen in Remission gefunden werden. Zwischen den
gesunden Katzen und den normoglykamischen diabetischen Tieren in Remission
waren jedoch keine Expressionsunterschiede fur diese drei miRNAs nachweisbar.
Dies konnte darauf hindeuten, dass die verstarkte Expression dieser miRNAs mit
der Hyperglyk&mie der neu-diagnostizierten Diabetiker und nicht etwa mit einer
Insulinresistenz oder einer B-Zell-Dysfunktion in Verbindung steht. Unterstiitzt
wird dieses Hypothese dadurch, dass fur einige miRNAs bereits gezeigt werden
konnte, dass ihre Expressionshdhe durch erhéhte Blutglukosekonzentrationen
beeinflusst wird (TANG et al., 2009; ESGUERRA et al., 2011; SUN et al., 2011).
Da bei 63 % der neu-diagnostizierten diabetischen Katzen zum Zeitpunkt der
Serumentnahme eine diabetische Ketoazidose vorgelegen hat, lasst sich jedoch
nicht ausschlielen, dass die erhdhte Expression dieser miRNAs den

ketoazidotischen Zustand der neu-diagnostizierten Diabetiker widerspiegelt.

Die kleine GruppengrolRe sowie die Heterogenitat der klinischen Parameter
innerhalb der einzelnen Gruppen kénnen als Limitationen der vorliegenden Arbeit
angesehen werden. Die Gruppen waren jedoch gro3 und homogen genug, so dass
eine hierarchische Clusteranalyse eindeutig die gesunden normalgewichtigen von
den neu-diagnostizierten diabetischen Katzen separieren konnte. Zurzeit gibt es
keine einheitlichen Richtlinien, auf welche Art und Weise die Normalisierung bei
mMiRNAs durchzuftihren ist. Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit
gleichbleibend von jeder Probe 400 pl Serum zur Extraktion der Gesamt-RNA
eingesetzt. Die Ergebnisse der RT-gPCR wurden an zwei small nuclear RNAs
(snRNAs) (RNU1A1 und RNU6B2) mit hohem oder mittlerem Expressionslevel

normalisiert. Beide verwendeten snRNAs sind in friheren Studien bereits
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erfolgreich zur Normalisierung von mIiRNAs in humanen Plasmaproben
eingesetzt worden (NG et al., 2009; YAMAN AGAOGLU et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die miRNA-Expression im Serum von
gesunden normalgewichtigen, neu-diagnostizierten diabetischen Katzen und
diabetischen Katzen in Remission untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass ein
globales miRNA-Expressionsprofil auch mit kleinen Volumina von Katzenserum
realisierbar ist. Mittels Maus-spezifischer miRNA-Microarrays wurden mehr als
200 miRNAs nachgewiesen. Wie beim Menschen zeigten neu-diagnostizierte
diabetische Katzen ein veréndertes miRNA-Expressionsprofil im Serum. Die
Signatur aus den 19 verdndert exprimierten miRNAs konnte diese Katzen
eindeutig von den gesunden normalgewichtigen Tieren separieren. Die
hochregulierte Expression von drei miRNAs (miR-122, miR-193b und miR-483%)
wurde anschlieBend mittels RT-qPCR bestatigt. Die verandert exprimierten
miRNAs konnten in die Pathogenese des felinen T2DM involviert sein, indem sie
die B-Zell-Funktion und die Insulinsensitivitat beeintrachtigen. MiRNA-Profiling
ist eine vielversprechende Methode, nicht nur um die zugrundeliegenden
Mechanismen der Diabetes-mellitus-Pathogenese zu entschliisseln, sondern auch
um Biomarker fur eine friihzeitige Diagnose oder zur Stellung einer Prognose zu
entwickeln und um neue therapeutische Ansatze zu finden. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit kénnen somit als Ausgangspunkt fur weitere Studien zur
Untersuchung der Rolle von miRNAs in der Pathogenese des felinen T2DM, in
den verschiedenen Diabetesstadien, wie etwa der Remission eines Diabetes, sowie
bei Pradispositionen, wie Obesitas, dienen. Da die Hauskatze als spontanes
Tiermodell fir den humanen T2DM angesehen werden kann, kénnten gewonnene

Erkenntnisse auch fiir die humanmedizinische Forschung von Interesse sein.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Diabetes mellitus ist die zweithaufigste Endokrinopathie bei Katzen und geht in
vielen Féllen mit schwerwiegenden, teils lebensbedrohlichen Komplikationen
einher. MicroRNAs (MIRNAs) vermitteln Gberwiegend repressive Effekte auf die
Genexpression, und es ist bekannt, dass sie in die Pathogenese des humanen
Typ-2-Diabetes-mellitus involviert sind und ein groRes Potential als diagnostische
Biomarker aufweisen. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob
miRNAs in Katzenserum nachweisbar sind und ob, wie beim Menschen,
Unterschiede in den miRNA-Expressionsmustern zwischen gesunden und

diabetischen Katzen bestehen.

Aus jeweils 400 ul Serum von gesunden normalgewichtigen Katzen (n =38),
neu-diagnostizierten diabetischen Katzen (n =8) sowie diabetischen Katzen in
Remission (n = 4) wurde Gesamt-RNA extrahiert. Die Serumproben der gesunden
normalgewichtigen und der neu-diagnostizierten diabetischen Katzen wurden zur
Erstellung globaler miRNA-Expressionsprofile verwendet. Hierfir wurden
miRNA-Microarrays eingesetzt, die 1079 verschiedene murine mMIRNAS
detektieren kénnen. Zur Bestatigung der miRNA-Microarray-Ergebnisse wurde
anschlieBend eine Reverse-Transkription-quantitative-Real-Time-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-gPCR) mit Maus-spezifischen-Assays fir drei Ziel-miRNAs
(miR-122, miR-193b und mIiR-483*) durchgefihrt. In der RT-gPCR wurden

Serumproben aller drei Gruppen (jeweils n = 4) verwendet.

Es konnte gezeigt werden, dass feline Serum-miRNAs mittels Maus-spezifischer
Detektionsmethoden nachgewiesen werden konnen. Lediglich der RT-gqPCR-
Assay fir miR-375 lieferte mit felinem Serum keine validen Ergebnisse.
Insgesamt wurden 227 verschiedene miRNAs mittels miRNA-Microarray im
Katzenserum detektiert. Neunzehn miRNAs wiesen eine verdnderte Expression
bei neu-diagnostizierten diabetischen Katzen auf (p-Wert < 0,01). Obwohl nach
der Durchfuhrung der Korrektur fur multiple Vergleiche die verénderte
Expression nur fur zwei miRNAs (miR-122 und miR-193b) statistisch signifikant
(p-Wert < 0,05) blieb, konnte eine hierarchische Clusteranalyse auf Grundlage
dieser 19 miRNAs die gesunden normalgewichtigen Katzen eindeutig von der

Gruppe der neu-diagnostizierten diabetischen separieren. Unter Verwendung
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muriner RT-gPCR-Assays wurde fur miR-122 eine 100-fach und fir miR-193b
eine 18-fach erhohte Expression in neu-diagnostizierten diabetischen Katzen im
Vergleich zu gesunden normalgewichtigen Katzen nachgewiesen, wahrend der
Vergleich mit diabetischen Katzen in Remission fur miR-122 eine 40-fach und fur
miR-193b eine 15-fach verstarkte Expression zeigte. MIiR-483* wurde in
neu-diagnostizierten diabetischen Katzen ca. 6-fach starker exprimiert als in den
beiden anderen Gruppen (alle p-Werte < 0,05).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass auch kleine Volumina an
Serum ausreichend Material enthalten, um ein globales miRNA-Expressionsprofil
bei Katzen zu erstellen. Genau wie beim Menschen weisen neu-diagnostizierte
diabetische Katzen ein verandertes miRNA-Expressionsmuster auf. Zirkulierende
mMiRNAs besitzen somit auch beim felinen Typ-2-Diabetes-mellitus ein groRes
Potential als Biomarker. Die verstérkt exprimierten miRNAs kdnnten auf3erdem in
Prozesse involviert sein, die eine entscheidende Rolle in der Pathogenese des
Typ-2-Diabetes-mellitus spielen, wie die Entstehung einer Insulinresistenz oder

einer 3-Zell-Dysfunktion.



VI. Summary 47

VI. SUMMARY

Diabetes mellitus is the second most common endocrinopathy in cats and is often
accompanied by severe, sometimes life-threatening complications. MicroRNAs
(MIRNAS) predominantly repress gene expression and are known to be involved
in the pathogenesis of human type 2 diabetes mellitus. Furthermore, they have
great potential as diagnostic biomarkers for this disease. The purpose of this study
was to investigate whether miRNAs are detectable in feline serum and whether,
like in humans, miRNA expression profiles differ between healthy and diabetic

cats.

Total RNA was extracted from 400 pl serum of healthy lean cats (n = 8), newly
diagnosed diabetic cats (n =8), and cats in diabetic remission (n =4). Serum
samples of healthy lean and newly diagnosed diabetic cats were used to generate
global miRNA expression profiles using miRNA microarrays, which represented
1079 mouse mMIRNA targets. To validate the results, reverse transcriptase
quantitative real-time PCR (RT-gPCR) with mouse-specific assays for three target
mMiRNAs (miR-122, miR-193b, and miR-483*) was performed using serum

samples of all three groups (n = 4 each).

Feline serum miRNAs were detectable using mouse specific detection methods.
Only the RT-gPCR assay for miR-375 did not yield reliable results with feline
serum. A total of 227 distinct miRNAs were detected by miRNA microarrays.
Nineteen miRNAs were differentially expressed in newly diagnosed diabetic cats
(p-values <0.01). Although the differential expression of only two miRNAS
(miR-122 and miR-193b) was significantly different after correction for multiple
testing (p-values < 0.05), hierarchical cluster analysis of these 19 miRNAs clearly
grouped healthy lean and newly diagnosed diabetic cats into separate clusters.
Using specific RT-gPCR assays, miR-122 expression was found to be 100- and
40-fold higher in newly diagnosed diabetic cats compared to healthy lean cats and
cats in diabetic remission, while miR-193b expression was found to be 18- and
15-fold higher. MiR-483* was expressed about 6-fold higher in newly diagnosed

diabetic cats compared to both other groups (all p-values < 0.05).

The results of this study demonstrate that small volumes of serum samples yield

sufficient material to permit global miRNA expression profiling in cats. Just like
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in humans, newly diagnosed diabetic cats show an altered miRNA expression
profile. Therefore, circulating miRNAs can be considered potential biomarkers for
feline type 2 diabetes mellitus. Furthermore, the upregulated miRNAs might be
involved in processes, which are known to play a decisive role in the pathogenesis
of type 2 diabetes mellitus, such as the development of insulin resistance or -cell

dysfunction.
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