
Aus dem Zentrum für Klinische Tiermedizin 

der Tierärztlichen Fakultät  

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

Arbeit angefertigt unter der Leitung von Privatdozent Dr. med. vet. Gerhard Wess 

 

 

 

Mikro-Ribonukleinsäuren-Expressionsprofile im Serum von 

Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie 

 

 

 

Inaugural-Dissertation zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwürde der 

Tierärztlichen Fakultät  

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

 

von 

 Nadine Annette Rostert 

aus Heidelberg 

 

München 2014 



Gedruckt mit der Genehmigung der Tierärztlichen Fakultät 

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:  Univ.-Prof. Dr. Joachim Braun 

 

Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. Gerhard Wess 

 

Korreferent:  Univ.-Prof. Dr. Walter Hermanns 

 

 

 

 

 

 

Tag der Promotion: 08. Februar 2014 

 

 



 

To anyone, who has ever been owned by a cat, it will come as no surprise, that there 

are all sort of things about your cat, you will never, as long as you live, forget. 

(Cleveland Amory) 

 

 

 

 

 

 

                                       Meiner Familie 

 

 

 



Inhaltsverzeichnis     IV 

INHALTSVERZEICHNIS  

I  EINLEITUNG ............................................................................................ 1 

II  LITERATURÜBERSICHT ...................................................................... 2 

1 Die feline hypertrophe Kardiomyopathie ................................................2 

1.1 Definition und Klassifizierung .....................................................................2 

1.2 Epidemiologie ..............................................................................................3 

1.3 Ätiologie .......................................................................................................3 

1.4 Pathogenese ..................................................................................................6 

1.4.1 Makroskopische Pathologie .........................................................................7 

1.4.2 Pathohistologie .............................................................................................8 

1.4.3 Pathophysiologie ..........................................................................................9 

1.5 Klinik ..........................................................................................................11 

1.6 Diagnose .....................................................................................................12 

1.6.1 Klinische und kardiovaskuläre Untersuchung............................................12 

1.6.2 Radiographie und Elektrokardiographie ....................................................13 

1.6.3 Echokardiographie .....................................................................................14 

1.6.4 Biomarker ...................................................................................................17 

1.6.5 Differentialdiagnosen .................................................................................20 

1.7 Therapie ......................................................................................................20 

2 Mikro-Ribonukleinsäure .........................................................................22 

2.1 Biogenese ...................................................................................................23 

2.2 Wirkmechanismen ......................................................................................25 

2.3 Die Rolle von Mikro-Ribonukleinsäure bei physiologischen und 

pathologischen Prozessen ...........................................................................26 

2.3.1 Nicht-kardiale Erkrankungen .....................................................................27 

2.3.2 Kardiale Erkrankungen ..............................................................................27 

2.3.2.1 Konzentrische Hypertrophie des Herzens ..................................................28 

2.3.2.2 Kongestives Herzversagen .........................................................................30 

2.4 Mikro-Ribonukleinsäure in der Zirkulation ...............................................32 

2.5 Methoden zum Nachweis von Mikro-Ribonukleinsäuren .........................34 

2.6 Funktionsanalyse von Mikro-Ribonukleinsäuren ......................................35 

2.7 Mikro-Ribonukleinsäuren-basierte Therapie .............................................36 

 



Inhaltsverzeichnis     V 

III  MATERIAL UND METHODEN ........................................................... 38 

1 Material .....................................................................................................38 

1.1 Patienten .....................................................................................................38 

1.1.1 Einschlusskriterien .....................................................................................38 

1.1.2 Ausschlusskriterien ....................................................................................39 

1.2 Geräte .........................................................................................................39 

1.3 Chemikalien ...............................................................................................40 

1.4 Kits .............................................................................................................40 

1.5 Primer .........................................................................................................41 

1.6 Verbrauchsmaterial ....................................................................................41 

1.7 Software und Datenbanken ........................................................................41 

2 Methoden...................................................................................................42 

2.1 Untersuchungen ..........................................................................................42 

2.1.1 Signalement und Anamnese .......................................................................42 

2.1.2 Klinische und kardiovaskuläre Untersuchung............................................42 

2.1.3 Echokardiographie .....................................................................................42 

2.1.4 Radiographie und Elektrokardiographie ....................................................44 

2.1.5 Ausschluss von Differentialdiagnosen und Bestimmung Nierenwerte ......44 

2.2 Mikro-Ribonukleinsäure ............................................................................45 

2.2.1 Blutprobennahme und Probenaufbereitung ................................................45 

2.2.2 Extraktion von Ribonukleinsäure ...............................................................45 

2.2.3 Microarray ..................................................................................................47 

2.2.4 Quantitative Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion ................49 

2.3 Statistik .......................................................................................................50 

2.3.1 Microarray ..................................................................................................50 

2.3.2 Quantitative Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion ................51 

IV  ERGEBNISSE .......................................................................................... 52 

1 Patientencharakteristika .........................................................................52 

1.1 Gruppen für die Microarray-Analyse .........................................................52 

1.2 Gruppen für die Mikro-Ribonukleinsäuren-Analyse mittels quantitativer 

Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion .....................................57 

2 Microarray-Analyse .................................................................................59 

3 Quantitative Reverse-Transkription-Polymerase-kettenreaktion .......63 



Inhaltsverzeichnis     VI 

V DISKUSSION ........................................................................................... 67 

1 Population .................................................................................................67 

2 Analyse der Mikro-Ribonukleinsäure-Expression im Serum ..............68 

3 Limitationen und Ausblick ......................................................................76 

VI  ZUSAMMENFASSUNG ......................................................................... 78 

VII  SUMMARY............................................................................................... 80 

VIII  LITERATURVERZEICHNIS ................................................................ 82 

IX  ANHANG ................................................................................................ 130 

X DANKSAGUNG ..................................................................................... 135 

 



Abkürzungsverzeichnis     VII 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  

ac-pre-miRNA Ago2-cleaved precursor micro-ribonucleic acid 

Ao Aorta 

Argonaut 2 Ago2 

ARVC Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy, 

Arrhythmogene rechtsventrikuläre Kardiomyopathie, 

ATE Arterielle Thrombembolie 

bkv Humanes Polyoma Virus 

BNP B-type natriuretic peptide, B-Typ natriuretisches Peptid 

C. elegans Caenorhabditis elegans 

cDNA Complementary deoxyribonucleic acid,                   

komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CHF Congestive heart failure, kongestives Herzversagen 

CHIEF  Canine Heart Failure International Expert Forum 

CP Crossing Point, Schnittpunkt 

Ct Cycle threshold, Zyklusschwellenwert 

cTnI Cardiac troponin I, kardiales Troponin I 

DCM Dilated cardiomyopathy, dilatative Kardiomyopathie 

DGCR8 DiGeorge syndrome critical region gene 8 

ebv Epstein-Barr-Virus 

EKG Elektrokardiogramm 

FIV Felines Immunschwächevirus 

HBV Hepatitis-B-Virus 

HCL Hierarchische Clusteranalyse 

HCM Hypertrophic cardiomyopathy, Hypertrophe Kardiomyopathie 



Abkürzungsverzeichnis     VIII 

HCMV Humanes Zytomegalievirus 

HIV Humanes Immunschwächevirus 

hsa Homo sapiens 

HSV Herpes-Simplex-Virus 

ICM Ischemic cardiomyopathy, ischämische Kardiomyopathie 

IVRT Isovolumetric relaxation time, isovolumetrische Relaxationszeit 

IVS Interventrikuläres Septum 

JCV Humanes Polyoma Virus 2 

KSHV Kaposi Sarkom-assoziiertes Herpesvirus 

LA Linkes Atrium 

LVFW Linksventrikuläre freie Wand 

LVID Linksventrikulärer Innendurchmesser 

MHz Megahertz 

microRNA, 

miRNA 

Micro-ribonucleic acid, Mikro-Ribonukleinsäure 

miRISC Micro-ribonucleic acid-containing RNA-induced silencing 

complex 

MREs MiRNA recognition elements, miRNA-Erkennungselemente 

mRNA Messenger ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsäure 

MYBPC3 Cardiac myosin binding protein C gene,                                   

Gen des kardialen Myosin-bindenden Protein C  

MYH7 β-myosin heavy chain gene,                                                       

Gen der schweren Kette des β-Myosins 

NT-proBNP N-terminal pro B-type natriuretic peptide,                                  

N-terminales pro B-Typ natriuretisches Peptid 

NYHA New York Heart Association 



Abkürzungsverzeichnis     IX 

PCR Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion 

piRNA Piwi-interacting ribonucleic acid,                                          

PIWI-Protein interagierende Ribonukleinsäure 

pre-miRNA Precursor micro-ribonucleic acid,                                   

Vorläufer Mikro-Ribonukleinsäure 

pri-miRNA Primary micro-ribonucleic acid,                                  

Primärtranskript der Mikro-Ribonukleinsäure 

qPCR Quantitative polymerase chain reaction,                      

Quantitative Polymerasekettenreaktion 

qRT-PCR Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, 

Quantitative Reverse-Transkription Polymerasekettenreaktion 

RISC RNA-induced silencing complex 

RLC RNA-induced silencing complex loading complex 

RNA Ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 

RNA-I Ribonucleic acid interference, Ribonukleinsäure-Interferenz 

RT Reverse Transkription 

SAM Systolic anterior motion 

siRNA Small interfering ribonucleic acid,                                          

kleine interferierende Ribonukleinsäure  

TDI Tissue doppler imaging, Gewebedoppler 

TVI Tissue velocity index, Gewebegeschwindigkeit 

UCM Unclassified cardiomyopathy, unklassifizierte Kardiomyopathie 

UTR Untranslated region, untranslatierter Bereich 

VSN Variance stabilization and calibration for microarray data 

 



I Einleitung     1 

I   EINLEITUNG  

Die feline hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) stellt die häufigste 

Herzerkrankung der Katze dar (FERASIN et al., 2003; RIESEN et al., 2007a, 

2007b). Diese Kardiomyopathie kann sich äußerst vielfältig präsentieren. 

Betroffene Tiere können klinisch gesund erscheinen, mit steigendem Schweregrad 

der Krankheit aber auch von Symptomen wie Dyspnoe, Synkopen, arteriellen 

Thrombembolien betroffen sein oder am Sekundentod sterben (RUSH et al., 2002; 

PAYNE et al., 2010). Eine sichere Diagnose ist daher unerlässlich, um eine 

optimale Therapie der erkrankten Tiere zu gewährleisten. Zudem wurde für 

bestimmte Rassen die Vererbung von HCM nachgewiesen und es wird eine 

Heredität für weitere Rassen vermutet (MEURS et al., 1997; KITTLESON et al., 

1999; KITTLESON, 2012). Die Identifikation betroffener Katzen gehört daher 

auch zu einem verantwortungsvollen Zuchtmanagement. Methoden wie die 

klinische Untersuchung, Röntgen oder bisher eingesetzte Gentests besitzen nicht 

die ausreichende Sensitivität und Spezifität, um eine zuverlässige Diagnose in 

allen Stadien der Erkrankung sicherzustellen (PAYNE et al., 2010; WESS et al., 

2010b; SCHOBER et al., 2013a). Die Echokardiographie erlaubt eine Beurteilung 

der Herzdimensionen sowie der diastolischen und systolischen Funktion (FOX et 

al., 1995; KOFFAS et al., 2006). Diese ist jedoch aufgrund der diffizilen 

Durchführung und Interpretation meist nur Spezialisten vorbehalten. Die 

Entwicklung einer sensitiven und spezifischen Methode, die sich durch eine 

einfache Durchführung auszeichnet und das Potenzial besitzt, pathologische 

Prozesse in einem frühen Stadium anzuzeigen, ist daher erstrebenswert. 

Mikro-Ribonukleinsäure (micro-ribonucleic acid, miRNA) weist sich durch eine 

oftmals pathologiespezifische Expression, eine hohe Stabilität in transzellulären 

Flüssigkeiten sowie eine Übertragbarkeit vom Tiermodell auf den Menschen aus 

(LU et al., 2005; IKEDA et al., 2007; CHEN et al., 2008; WEBER et al., 2010). 

Dies lässt miRNAs als mögliche Kandidaten für eine neue Generation von 

Biomarkern erscheinen (ETHERIDGE et al., 2011; AJIT, 2012). 

Ziel der Studie war es, das miRNA-Muster im Serum von an HCM erkrankten 

Katzen zu bestimmen und zu evaluieren, ob eine Abweichung zu der miRNA-

Signatur herzgesunder Katzen nachweisbar ist. 
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II  L ITERATURÜBERSICHT  

1 Die feline hypertrophe Kardiomyopathie 

Die feline HCM zählt zu den primären myokardialen Erkrankungen und zeichnet 

sich durch eine milde bis hochgradige konzentrische Hypertrophie der 

Papillarmuskeln und Wände aus, die vorrangig den linken Ventrikel betrifft 

(KIENLE, 2008). Eine HCM kommt in ähnlicher Ausprägung spontan auftretend 

auch beim Mensch (LIU et al., 1993; MARON et al., 1995) oder Schwein vor 

(LIU et al., 1994). Selten ist diese Form von Kardiomyopathie auch bei Hunden 

zu finden (LIU et al., 1979; LIU et al., 1993). 

1.1 Definition und Klassifizierung 

Die European Society of Cardiology (2008) definiert Kardiomyopathie als 

„myokardiale Erkrankung mit einem strukturell und funktionell abnormen 

Herzmuskel, in Abwesenheit von Koronararterienerkrankung, Hypertension, 

Herzklappenerkrankung und kongenitaler Herzerkrankung, die eben jene 

beobachtete myokardiale Abnormität verursachen können“ (ELLIOTT et al., 

2008). Kardiomyopathien werden anhand des spezifischen morphologischen und 

funktionellen Phänotyps in HCM, dilatative Kardiomyopathie (dilated 

cardiomyopathy, DCM), restriktive Kardiomyopathie (restrictive cardiomyopathy, 

RCM), arrhythmogene rechtsventrikuläre Kardiomyopathie (arrhythmogenic right 

ventricular cardiomyopathy, ARVC) und unklassifizierte Kardiomyopathie 

(unclassified cardiomyopathy, UCM) eingeteilt. Für jede dieser 

Herzerkrankungen erfolgt eine Subklassifizierung mit familiärer/genetischer oder 

nicht-familiärer/nicht-genetischer Ursache. Auf eine Unterscheidung von 

primären und sekundären Kardiomyopathien wird verzichtet (ELLIOTT et al., 

2008). 

Abweichend von der European Society of Cardiology definiert die American 

Heart Association (2006) primäre Kardiomyopathien als solche, die nur das Herz 

als Organ betreffen. Bei sekundären Kardiomyopathien sei das Herz nur ein 

betroffenes Organ einer generalisierten Erkrankung (MARON et al., 2006). Die 

Unterteilung der primären Kardiomyopathien erfolgt in genetisch, nicht-genetisch 

und erworben, wobei HCM zu den primären genetischen Kardiomyopathien 
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gezählt wird (MARON et al., 2006). 

In der Veterinärliteratur erfolgt die Klassifizierung nach dem morphologischen 

Phänotyp. Zu den primären (idiopathischen) Kardiomyopathien zählen HCM, 

DCM, RCM, ARVC und UCM, wobei das Kriterium der letztgenannten ist, dass 

sie keine der anderen Kategorien zuzuordnen ist (KIENLE, 2008). 

Gemäß der American Heart Association (2006) ist die „HCM charakterisiert 

durch einen hypertrophierten Ventrikel ohne systemische oder kardiale 

Krankheiten, die eine Wandverdickung verursachen können“ (MARON et al., 

2006). Die Definition von primärer feliner HCM entspricht der 

humanmedizinischen (FOX, 1999; KIENLE, 2008). Sekundäre Kardiomyopathien 

können z. B. nutritive, metabolische oder inflammatorische Ursachen haben. An 

anderer Stelle der Literatur wird der Terminus „sekundäre Kardiomyopathie“, 

durch z. B. Hyperthyreose oder systemische Hypertension, als ungeeignet 

bezeichnet. Ein zutreffenderer Begriff sei vielmehr „konzentrische Hypertrophie 

sekundär durch Hyperthyreose“ (COTE et al., 2011).  

1.2 Epidemiologie 

Die HCM ist bei Katzen die häufigste primäre Kardiomyopathie und auch die 

häufigste Herzerkrankung überhaupt (FERASIN et al., 2003; RIESEN et al., 

2007b; PAIGE et al., 2009; SMITH & DUKES-MCEWAN, 2012). 

Bei klinisch inapparenten Katzen konnten für HCM durch echokardiographisches 

Screening Prävalenzen zwischen 8 % - 15 % ermittelt werden (RIESEN et al., 

2007a; GUNDLER et al., 2008; PAIGE et al., 2009; GRANSTRÖM et al., 2011). 

Zumeist tritt HCM bei der Europäisch Kurzhaar (EKH) respektive der domestic 

shorthair cat auf, wobei bestimmte Rassekatzen, wie Maine Coon, Perser oder 

Sphynx überrepräsentiert sind (RUSH et al., 2002; FERASIN et al., 2003; 

RIESEN et al., 2007b, 2007a; TREHIOU-SECHI et al., 2012). 

In verschiedenen HCM-Katzenpopulationen sind erkrankte Tiere häufiger 

männlichen Geschlechts. Der Anteil männlicher Tieren variiert dabei zwischen 

64 % - 79 % (RUSH et al., 2002; FERASIN et al., 2003; RIESEN et al., 2007b; 

PAYNE et al., 2010; TREHIOU-SECHI et al., 2012). 

1.3 Ätiologie  

Die humane HCM lässt sich in den meisten Fällen auf eine Mutation mit 
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autosomal-dominanten Erbgang zurückführen (MARON et al., 1984b; 

SOLOMON et al., 1990). Dabei wird eine HCM größtenteils durch Mutationen 

der Gene verursacht, die für die kontraktilen Proteine der kardialen Sarkomere 

kodieren. Aktuell werden mehrere hundert Mutationen mit HCM assoziiert. In den 

meisten Fällen einer humanen HCM ist eine Mutation im Gen der schweren 

Kettes des β-Myosins (β-myosin heavy chain gene, MYH7) oder im Gen des 

kardialen Myosin-bindenden Protein C (cardiac myosin binding protein C gene, 

MYBPC3) die Ursache (MARON et al., 2006; MARON et al., 2012). Die 

Mehrheit der Punktmutationen führt zu nicht-homologen Aminosäureänderungen 

im Protein (missense-Mutationen). Jedoch kann es auch durch Insertion oder 

Deletion einer Base zu Verschiebungen des Leserasters kommen, die zu 

verkürzten Proteinen oder abnormalem Spleißen von Boten-Ribonukleinsäure 

(messenger ribonucleic acid, mRNA) führen (MARIAN & ROBERTS, 2001). 

Bei der Katze wurde bisher eine familiäre HCM mit autosomal-dominantem 

Erbgang bei einer Maine Coon Kolonie nachgewiesen. KITTLESON und 

Mitarbeiter (1999) züchteten eine Kolonie aus an HCM erkrankten Katzen heran 

und konnten durch Kreuzungsversuch den Erbgang nachweisen (KITTLESON et 

al., 1999). Die Stammbaumanalyse einer American Shorthair Familie mit 27 

Tieren lässt auch für diese Rasse einen autosomal-dominanten Erbgang als 

wahrscheinlich erscheinen (MEURS et al., 1997). Hinweise auf einen hereditären 

Ursprung finden sich für weitere Katzenrassen wie Perser, Britisch Kurzhaar, 

Norwegische Waldkatze, Ragdoll, Türkisch Van Katze, Sphynx, Sibirische Katze, 

die Scottish Fold (COTE et al., 2011; KITTLESON, 2012) sowie wie für die EKH 

(KRAUS et al., 1999; BATY et al., 2001; FUJII et al., 2001; NAKAGAWA et al., 

2002).  

Als mögliche Ursachen der felinen primären HCM sind bisher bei der Maine 

Coon und der Ragdoll spezifische Punktmutationen im MYBPC3 ermittelt 

worden (MEURS et al., 2005; MEURS et al., 2007; NYBERG et al., 2007). Bei 

der Maine Coon wurden zwei Polymorphismen im Bereich des MYBPC3 

entdeckt, die möglicherweise die Sarkomerproteinkonformation- und interaktion 

beeinflussen. MEURS und Mitarbeiter (2005) machten die A31P-Punktmutation 

als mögliche Ursache für die HCM aus (MEURS et al., 2005). In einer Population 

von 23 Maine Coon Katzen wiesen sämtliche der an HCM erkrankten Tiere im 

Codon 31 des Exon 3 im MYBP3 ein Austausch von Guanin mit Cytosin auf. 
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Dies bewirkt eine missense-Mutation von Alanin zu Prolin. Die Mutation konnte 

bei keiner der herzgesunden Kontrollkatzen festgestellt werden. Basierend auf 

einer errechneten Proteinstrukturanalyse und der immunhistochemisch 

festgestellten Störung der Proteine des Sarkomers, wurde geschlussfolgert, dass 

die Punktmutation eine Änderung der Interaktion von MYBPC und anderen 

kardialen Proteinen bewirken kann (MEURS et al., 2005). Die Prävalenz der 

A31P-Punktmutation bei Maine Coon Katzen lag bei einer weltweiten Studie bei 

34 % (FRIES et al., 2008) und in einer großen europäischen Population von 

Maine Coon Katzen bei 42 % (MARY et al., 2010). Bis auf drei einzelne Tiere 

(British Langhaar, Sibirische Katze und Ragdoll) konnte die A31P-Punktmutation 

bisher bei keiner anderen Rasse als der Maine Coon nachgewiesen werden und 

scheint somit für diese Rasse spezifisch (FRIES et al., 2008; MEURS et al., 2009; 

MARY et al., 2010; WESS et al., 2010b).  

Die zweite Punktmutation, die bei der Maine Coon im kausalen Zusammenhang 

mit HCM publiziert wurde, liegt ebenfalls auf Exon 3, jedoch im Kodon 74 

(NYBERG et al., 2007). Durch den Austausch von Guanin durch Adenin entsteht 

die Aminosäure Threonin anstatt Alanin. Es konnte für die A31P- und A74T-

Punktmutationen eine Gesamtprävalenz von weniger als 50 % bei an HCM 

erkrankten Maine Coon Katzen ausgemacht werden (NYBERG et al., 2007). Die 

A74T-Punktmutation konnte auch bei anderen Katzenrassen nachgewiesen 

werden, jedoch war keine Korrelation zwischen dem HCM-Genotyp und HCM-

Phänotyp auszumachen (WESS et al., 2010b). 

WESS und Mitarbeiter (2010) konnten sowohl für die A31P-, als auch für die 

A74T-Punktmutation bei dem prozentualen Anteil von an HCM erkrankten Maine 

Coon Katzen (verifiziert durch Echokardiographie) keine statistisch signifikanten 

Unterschiede zwischen Mutationen und Wildtypen feststellen. Ebenso war keine 

Korrelation zwischen Genotyp und Phänotyp nachzuweisen (WESS et al., 2010b).  

Durch DNA-Sequenzierung von 21 Ragdolls mit HCM wurden bei allen 

Phänotyp-positiven Katzen eine Punktmutation im Kodon 820 im MYBPC3 

festgestellt, wohingegen Tiere der herzgesunden Kontrollgruppe diese Mutation 

nicht aufwiesen (MEURS et al., 2007). 

Für die meisten Katzen bleibt bislang die Ursache der HCM unbekannt. Über 

mögliche Ursachen wie unentdeckte vererbte Mutationen, de novo Mutationen 
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oder andere ätiologische Faktoren, kann bisher nur spekuliert werden (ABBOTT, 

2010; COTE et al., 2011). 

1.4 Pathogenese 

Die humane HCM ist nicht nur genetisch, sondern auch phänotypisch eine äußerst 

heterogene Erkrankung (MARON et al., 1984b; SOLOMON et al., 1990). 

Die genauen pathogenetischen Mechanismen, die der Ausbildung des Phänotyps 

zugrunde liegen, sind derzeit noch Gegenstand intensiver Forschung. Basierend 

auf den Ergebnissen vieler in vivo und in vitro Studien, sind dazu verschiedene 

Hypothesen aufgestellt worden. Diese versuchen den Weg zu erklären, wie es von 

der einzelnen primären Mutation der Gene, die für die Proteine des Sarkomers 

kodieren, zu dem entsprechenden Phänotyp kommt (ROTTBAUER et al., 1997; 

ANDERSEN et al., 2004; MARSTON et al., 2009; THEIS et al., 2009).  

Da viele unterschiedliche Mutationen zu dem gleichen Phänotyp führen können, 

wird angenommen, dass sie in einem gemeinsamen pathogenetischen Pfad 

münden (BONNE et al., 1998). Jedoch können gleiche Mutationen wiederum sehr 

variable Phänotypen nach sich ziehen. Daher geht man davon aus, dass die 

Ausprägung nicht nur durch die primäre Genmutation, sondern auch durch 

weitere Faktoren, wie modifizierende Gene, beeinflusst wird (MARIAN & 

ROBERTS, 2001).  

Eine Hypothese ist die der dominant negativen mutierten Proteine. Als poison 

peptides werden sie stabil in Myofilamente inkorporiert und stören so Aufbau und 

Funktion der Proteine des Sarkomers (HERSKOWITZ, 1987; THEIS et al., 2009). 

Eine weitere Theorie beruht auf der Haploinsuffizienz. Dies bedeutet, dass eine 

Mutation dazu führt, dass nicht ausreichend Proteine zu Verfügung stehen, um der 

Funktion der Zelle gerecht zu werden (ANDERSEN et al., 2004; MARSTON et 

al., 2009). 

Es wird vermutet, dass strukturell und funktionell veränderte Sarkomere eine 

verschlechterte Funktion der kardialen Myozyten vermitteln (MARIAN & 

ROBERTS, 2001). Wie dies letztlich zu einer Myozytenhypertrophie führt ist 

unklar: So könnte erhöhter Stress der Myozyten der Anstoß für die Aktivierung 

verschiedener stressresponsiver mitotischer und trophischer Faktoren  sein. Unter 

dem Einfluss dieser Faktoren soll sich dann der beschriebene Phänotyp mit 

Myozytenhypertrophie, einer veränderten myozytären Anordnung und 
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interstitieller Fibrose ausbilden (MARIAN & ROBERTS, 2001). Eine 

Hypertrophie sei also keine primäre Manifestation, sondern eine 

kompensatorische Reaktion auf eine gestörte Sarkomerfunktion (FATKIN & 

GRAHAM, 2002). Auf den Phänotyp soll in den folgenden Kapiteln eingegangen 

werden. 

1.4.1 Makroskopische Pathologie 

Das primäre pathomorphologische Merkmal einer HCM ist ein konzentrisch 

hypertropher, nicht dilatierter linker Ventrikel. In Abhängigkeit des 

Schweregrades der Erkrankung sind die Kammerwände mild bis hochgradig 

verdickt (KITTLESON, 1998). Der Phänotyp ist sehr variabel ausgeprägt. FOX 

und Mitarbeiter (1995) ermittelten mittels Echokardiographie bei den meisten 

Katzen (67 %) eine diffus ausgeprägte Hypertrophie, bei der sowohl das 

interventrikuläre Septum (IVS) als auch die linksventrikuläre freie Wand (LVFW) 

betroffen waren. Etwa ein Drittel der Katzen mit HCM zeichnete sich durch eine 

segmentale Verdickung des Myokards aus, bei der jeweils der anteriore oder 

posteriore Teil des IVS oder der LVFW hypertrophiert waren. Bei den meisten 

Tieren (57 %) beschränkte sich die Hypertrophie auf den proximalen (basalen) 

Anteil des Myokards. Bei den restlichen Tieren waren proximale und der distale 

(apikale) Segmente gleichermaßen betroffen (FOX et al., 1995). Ein ähnliches 

Verteilungsmuster der Hypertrophie bestätigten auch BRIZARD und Mitarbeiter 

(2009). Sie erstellten eine sechs Phänotypen umfassende Klassifikation für die 

feline HCM, modifiziert aus der Humanmedizin. Eine diffuse Hypertrophie von 

IVS und LVFW entsprach Typ D, der bei 61 % der Tiere ausgeprägt war 

(MARON et al., 1981; BRIZARD et al., 2009). Eine weitere morphologische 

Abnormalität bei der felinen HCM ist eine Verdickung der Papillarmuskeln, die 

mit linksventrikulärer Hypertrophie einhergehen (TILLEY et al., 1977) oder 

isoliert ohne weitere makroskopische Veränderungen auftreten kann (BRIZARD 

et al., 2009). Bei manchen Populationen ist dies als dominierendes und 

konstantestes Merkmal auszumachen (KITTLESON et al., 1999). Des Weiteren 

liegen das absolute und das relative Herzgewicht bei an HCM erkrankten Katzen 

signifikant höher als bei herzgesunden Kontrolltieren (TILLEY et al., 1977; LIU 

et al., 1981; FOX et al., 1995; KITTLESON et al., 1999; KERSHAW et al., 

2012). In Abhängigkeit des Schweregrades ist häufig eine Vergrößerung des 

linken Atriums zu finden (TILLEY et al., 1977; FOX et al., 1995; FOX, 1999; 
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KITTLESON et al., 1999; BRIZARD et al., 2009). In solch einem pathologisch 

veränderten linken Atrium oder im linken Aurikel kann sich ein Thrombus bilden 

(KITTLESON et al., 1999; FERASIN et al., 2003). Dieser bedingt bei 

Abschwemmung meist als Sattelthrombus eine arterielle Thrombembolie (ATE) 

im Bereich der Trifurkation der Aorta (TILLEY et al., 1977; LIU et al., 1981). Ein 

weiterer Befund kann eine zusätzliche Vergrößerung des rechten Atriums 

und/oder eine konzentrische Hypertrophie des rechten Ventrikels sein (TILLEY et 

al., 1977; FOX, 2003a). Wie auch in der Humanmedizin beschrieben ist, kann ein 

Teil der Patienten mit HCM eine endstage-HCM, auch bekannt als burnout-HCM, 

entwickeln. Sie ist gekennzeichnet durch eine Verdünnung der ursprünglich 

hypertrophierten Kammerwände, einer relativen Vergrößerung des initial 

verengten linksventrikulären Innendurchmessers (LVID) in der Diastole und einer 

reduzierten Kontraktionskraft, was üblicherweise zu einer linksatrialen 

Vergrößerung führt. Da dies ein dynamischer Prozess ist, kann eine definitive 

Diagnose nicht allein anhand von postmortem erhobenen Befunden erfolgen. 

Hierfür ist immer mindestens ein Echokardiogramm nötig, das eine vorherige 

Hypertrophie des Myokards belegt (BATY et al., 2001; CESTA et al., 2005). 

Im Falle einer dekompensierten HCM können Hinweise auf Linksherzversagen 

wie Lungenödem, Pleuraerguss oder Perikarderguss und seltener auch 

Manifestationen des Rechtsherzversagens, wie Aszites oder Leberkongestion, 

gefunden werden (TILLEY et al., 1977; FOX et al., 1995; FOX, 1999, 2003a; 

HALL et al., 2007).  

1.4.2 Pathohistologie 

Das Hauptcharakteristikum der HCM ist ein Anstieg der linksventrikulären 

myokardialen Masse durch die Vergrößerung kardialer Myozyten (BISHOP, 

2004). Ein besonderes zusätzliches Merkmal der Myozyten ist, dass sie nicht nur 

normal parallel angeordnet, sondern auch in verschiedenen, ungeordneten 

Ausrichtungen zueinander liegen können. Dieses Phänomen wird als myocyte 

disarray oder myofiber disorientation bezeichnet. Weitere Befunde können 

myokardiale Fibrose oder abnormale intramurale Koronararterien sein. Auftreten, 

Verteilung und Ausmaß genannter Befunde sind sehr variabel (TILLEY et al., 

1977; LIU et al., 1993; FOX et al., 1995; KITTLESON et al., 1999; KERSHAW 

et al., 2012). 
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Das Vorkommen von myocyte disarray variiert von 30 % bis 100 % bei an HCM 

erkrankten Katzen und reicht von einer milden bis zu einer hochgradigen 

Ausprägung (LIU et al., 1993; FOX et al., 1995; KITTLESON et al., 1999; 

TAUGNER, 2001). 

In der Humanmedizin sind abnormale intramurale Koronararterien durch einen 

Anstieg der Größe mit Verdickung der Gefäßwand charakterisiert, was meist von 

einer Verringerung des intravasalen Lumens begleitet wird. Die Wandverdickung 

ist bedingt durch eine Proliferation glattmuskulärer, kollagener, elastischer und 

mukoider Anteile der Tunica intima und/oder der Tunica media (MARON et al., 

1986). Ähnliche Befunde konnten auch bei der felinen HCM nachgewiesen 

werden (FOX et al., 1995; KITTLESON et al., 1999). Bei Katzen proliferiert 

insbesondere der bindegewebige Anteil der genannten Gefäßwandschichten (LIU 

et al., 1993). LIU und Mitarbeiter (1993) konnten abnormale intramurale 

Koronararterien bei insgesamt 74 % der Katzen mit HCM feststellen. Fünf 

Prozent der herzgesunden Kontrollgruppe wiesen ähnliche Befunde auf (LIU et 

al., 1993). 

Bereiche von ausgeprägter myokardialer Fibrose, in variierendem Ausmaß, ließen 

sich bei 53 % - 100 % der an HCM erkrankten Katzen nachweisen (LIU et al., 

1993; FOX et al., 1995; KITTLESON et al., 1999). KERSHAW und Mitarbeiter 

(2012) hingegen konnten keinen Unterschied der Ausprägung einer interstitiellen 

Fibrose im Vergleich von feliner HCM  mit herzgesunden Katzen feststellen 

(KERSHAW et al., 2012). 

1.4.3 Pathophysiologie 

Die Diastole umfasst die isovolumetrische Relaxation, die frühe schnelle 

Füllungsphase der Ventrikel, die Diastase und die atriale Kontraktion (LITTLE & 

DOWNES, 1990). Einfluss auf diese Phasen der Diastole und damit auf die 

diastolische Funktion haben die myokardiale Relaxation und die ventrikuläre 

Compliance (NISHIMURA & TAJIK, 1997). Bei einer HCM verursachen 

verschiedene Veränderungen auf molekularer und struktureller Ebene eine 

abnorme Relaxation und eine verminderte Compliance, was in einer 

Verschlechterung der diastolischen Funktion resultiert (YAMAKADO & 

NAKANO, 1990; GWATHMEY et al., 1991; OHSATO et al., 1992; 

RAKOWSKI & CARASSO, 2007; COTE et al., 2011). So führen beispielsweise 
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myozytäre Hypertrophie, interstitielle Fibrose und eine gestörte Anordnung der 

Herzmuskelfasern zu einer erhöhten Wandsteifigkeit und damit verminderten 

passiven Dehnbarkeit des Ventrikels (OHSATO et al., 1992). Schließlich kommt 

es bei der HCM zu einer Veränderung des diastolischen Druck-Volumen-

Verhältnisses dahingehend, dass für jedes gegebene Volumen ein höherer 

linksventrikulärer Druck besteht, als in einem normalen Ventrikel bestehen würde 

(MANDINOV et al., 2000). Zusammen mit einem durch die verdickten 

Kammerwände reduzierten endsystolischen Volumen und einer vermehrten 

Natrium- und Wasserretention, die durch Aktivierung des Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System bedingt ist (TAUGNER, 2001), führt dies zu einer 

Druckerhöhung im linken Ventrikel (KITTLESON, 1998). Diese setzt sich in das 

linke Atrium fort, was wiederum zu erhöhten hydrostatischen Drücken in den 

Kapillaren von Lunge und Pleura führt. Mit steigendem Druck erhöht sich die 

Gefahr des kongestiven Linksherzversagens (KITTLESON, 1998). Dieses kann 

sich bei Katzen unterschiedlich manifestieren in Form eines Lungenödemes, 

Thoraxergusses oder Perikardergusses (FERASIN et al., 2003; HALL et al., 2007; 

MACDONALD, 2009; PAYNE et al., 2010). 

Neben der humanen HCM ist auch die feline HCM häufig mit einer dynamischen 

Obstruktion des linksventrikulären Ausflusstraktes assoziiert, die durch das 

systolic anterior motion (SAM) des anterioren Mitralklappensegels bedingt wird. 

Das Auftreten in Zusammenhang mit feliner HCM wird mit 28 % - 67 % 

angegeben (FOX et al., 1995; RUSH et al., 2002; BRIZARD et al., 2009; PAYNE 

et al., 2010; TREHIOU-SECHI et al., 2012). Als zugrunde liegender 

Mechanismus wird unter anderem ein ursächlich verdickter oder versetzter 

Papillarmuskel diskutiert. Dieser soll die Chorda tendineae und damit das 

anteriore Mitralsegel im linksventrikulären Ausflusstrakt Richtung IVS ziehen 

(LEVINE et al., 1995; SHERRID et al., 2000; WESS, 2011). SAM kann in 

variierenden Schweregraden den linksventrikulären systolischen Druck erhöhen 

und man geht davon aus, dass dies die linksventrikuläre Hypertrophie 

verschlimmern kann (SCHOBER & TODD, 2010). Zudem entsteht durch das 

deplatzierte Mitralsegel eine Mitralinsuffizienz, die möglicherweise zur 

linksatrialen Druckerhöhung beiträgt (KITTLESON, 1998). 

Die feline HCM bedingt eine Prädisposition erkrankter Katzen, Thromben im 

linken Atrium oder im linken Aurikel zu bilden. Seltener kann ein Thrombus auch 
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im linken Ventrikel lokalisiert sein (VENCO, 1997; FERASIN et al., 2003; 

CESTA et al., 2005). Eine Thrombusbildung setzt eine Störung mindestens einer 

der Faktoren der Virchow-Trias voraus, wie Hyperkoagulabilität, 

Endothelzellschaden und abnorme Strömungsgeschwindigkeiten des Blutes (LIP 

& GIBBS, 1999). Bei der Katze sind die zugrunde liegenden Mechanismen der 

kardial bedingten Thrombusbildung noch nicht vollständig aufgeklärt. SCHOBER 

und MÄRZ (2006) konnten einen Zusammenhang zwischen felinen 

Kardiomyopathien, verlangsamten linksaurikulären Blutflussgeschwindigkeiten 

und dem Auftreten von spontanem echokardiographischen Kontrast nachweisen  

(SCHOBER & MAERZ, 2006). Über Vorliegen und Einfluss von 

Hyperkoagulabilität bei an HCM erkrankten Katzen gibt es konträre Ergebnisse 

(BEDARD et al., 2007; JANDREY et al., 2008; STOKOL et al., 2008; 

JANDREY et al., 2009). Ein gebildeter Thrombus, oder Teile dessen, können als 

Embolus in die Zirkulation gelangen und sich an verschiedenen Stellen festsetzen. 

Diese Komplikation manifestiert sich zumeist als ATE im Bereich der 

Aortenaufzweigung. Andere nachgewiesene Lokalisationen für Thrombembolien 

sind Brachial-, Renal-, Mesenterial- oder Zerebralarterien (SMITH et al., 2003). 

1.5 Klinik 

Betroffene Tiere durchlaufen eine variabel dauernde asymptomatische Phase 

(FOX et al., 1995; RUSH et al., 2002; RIESEN et al., 2007a; PAIGE et al., 2009; 

PAYNE et al., 2010; TREHIOU-SECHI et al., 2012). Im Stadium des kongestiven 

Herzversagens (congestive heart failure, CHF) zeigen Tiere, bedingt durch 

Lungenödem oder Thoraxerguss, klinische Anzeichen wie Polypnoe und Dyspnoe 

(FERASIN et al., 2003; PAYNE et al., 2010; SMITH & DUKES-MCEWAN, 

2012). Eine weitere schwere Komplikation der felinen HCM ist eine Lähmung 

zumeist im Bereich der Hintergliedmaße, die durch eine ATE verursacht wird 

(SCHOEMAN, 1999; SMITH et al., 2003). Durch HCM können manche Katzen 

supraventrikuläre- und ventrikuläre Tachyarrhythmien, sowie Bradyarrhythmien 

entwickeln (TILLEY et al., 1977; KANESHIGE et al., 2006; COTE & JAEGER, 

2008). Diese können eine mögliche Ursache für Synkopen darstellen, welche im 

Zusammenhang mit HCM auftreten (RUSH et al., 2002; PAYNE et al., 2010). 

Der plötzliche Herztod ist, neben CHF und ATE, eine potenzielle Todesursache, 

die mit der felinen HCM einhergeht (TILLEY et al., 1977; FOX et al., 1995; 

RUSH et al., 2002). 
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1.6 Diagnose 

Das wichtigste praktikable diagnostische Mittel, um eine frühe und genaue 

Diagnose zu stellen, ist die transthorakale Echokardiographie. Die definitive 

Diagnose „primäre feline HCM“ basiert auf einer linksventrikulären diastolischen 

Wanddicke von ≥ 6 mm in Abwesenheit einer  generalisiertenErkrankung, die 

eine konzentrische Hypertrophie bedingen kann (FOX et al., 1995; KIENLE, 

2008). 

1.6.1 Klinische und kardiovaskuläre Untersuchung 

In der subklinischen und in der symptomatischen Phase der felinen HCM können 

ein oder mehrere auffällige Befunde der klinischen Untersuchung ein erster 

Hinweis auf das Vorliegen einer Herzerkrankung sein. 

Bei der Auskultation ist bei 47 % – 89 % der an HCM erkrankten Katzen ein 

Herzgeräusch wahrnehmbar (RUSH et al., 2002; FERASIN et al., 2003; PAYNE 

et al., 2010; TREHIOU-SECHI et al., 2012). Ein Herzgeräusch, das ein Punctum 

maximum parasternal aufweist und oft deutlicher wahrnehmbar bei höheren 

Herzfrequenzen ist, kann durch SAM bedingt sein. Differentialdiagnostisch 

kommt auch eine dynamische rechtsventrikuläre Ausflusstraktsobstruktion 

(dynamic right ventricular outflow tract obstruction, DR VOTO) in Frage 

(RISHNIW & THOMAS, 2002; DIRVEN et al., 2010). Des Weiteren ist auch ein 

Galopprhythmus ein möglicher pathologischer Befund. Durch Tachy- oder 

Bradyarrhythmien können unregelmäßige Herztöne auftreten. Im Stadium des 

kongestiven Linksherzversagens kann Tachypnoe und Maulatmung beobachtet 

werden, wobei eine verschärfte Respiration möglicherweise auf ein bestehendes 

Lungenödem, eine Dämpfung der Herztöne auf Thorax- oder Perikarderguss 

hinweisen kann. Seltener tritt Aszites auf, der eine Umfangsvermehrung des 

Abdomens verursacht. Häufig sind Katzen im Herzversagen hypotherm (PAYNE 

et al., 2010; SMITH & DUKES-MCEWAN, 2012; TREHIOU-SECHI et al., 

2012). 

Bei einer Aortenthrombose führt eine neuromuskuläre Ischämie zu einer 

Paraparese bis Paraplegie der Hintergliedmaße. Seltener können eine oder beide 

Vordergliedmaßen, isoliert oder in Kombination mit den Hintergliedmaßen, durch 

weitere abgeschwemmte Emboli betroffen sein. Die Extremitäten sind dabei kalt, 

verhärtet und es ist kein Puls palpierbar. Bei unvollständiger Okklusion der 
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Gefäße kann eventuell noch ein schwacher Puls vorhanden sein kann. Das 

Krallenbett erscheint blass bis zyanotisch und ein Verlust des Tiefenschmerzes ist 

möglich. Die Tiere sind zumeist hochgradig schmerzhaft, zeigen starke 

Vokalisation und häufig auch Tachypnoe, die durch Schmerz oder begleitendes 

CHF bedingt sein kann. Auch bei dieser klinischen Komplikation sind die meisten 

Tiere hypotherm (SCHOEMAN, 1999; SMITH et al., 2003). 

1.6.2 Radiographie und Elektrokardiographie 

Mögliche assoziierte röntgenologische Auffälligkeiten der HCM sind 

Kardiomegalie, eine linksatriale Vergrößerung, eine Vergrößerung der 

Pulmonalvenen, ein kardiales Lungenödem, Thoraxerguss und seltener Aszites. 

Anhand dieser Befunde lässt sich eine HCM allerdings nicht von anderen 

Kardiomyopathien, wie RCM oder DCM, differenzieren (TILLEY et al., 1977; 

RUSH et al., 2002; FERASIN et al., 2003; HAYWARD et al., 2004; RIESEN et 

al., 2007b; SCHOBER et al., 2007a). Die Radiographie ist im Vergleich zur 

Echokardiographie weniger sensitiv, um beispielsweise bei Katzen im 

Linksherzversagen ein vergrößertes linkes Atrium erfassen zu können 

(SCHOBER et al., 2013a). 

Bei 74 % - 79 % an HCM erkrankter Katzen im symptomatischen Stadium 

können Abnormalitäten des Elektrokardiogramms (EKG) festgestellt werden 

(TILLEY et al., 1977; RIESEN et al., 2007b). Bei einer Studienpopulation aus 

klinisch und subklinisch erkrankten Tieren wird eine Prävalenz von 47 % 

angegeben (FERASIN et al., 2003). EKG-Abweichungen, die mit einer HCM 

einhergehen können, sind morphologische Veränderungen wie P-pulmonale, P-

mitrale oder Hypervoltage. Auch Überleitungsstörungen wie linksanteriorer 

Faszikelblock, Rechts- und Linksschenkelblock und AV-Block I. bis III. Grades 

können beobachtet werden. Des Weiteren wurden schon folgende 

Rhythmusstörungen dokumentiert: Sinustachykardie, Sinusbradykardie, 

supraventrikuläre Extrasystolen, atriale Tachykardie, Vorhofflimmern und 

ventrikuläre Extrasystolen bis hin zur ventrikulären Tachykardie. Diese Befunde 

sind nicht spezifisch für HCM, sondern werden auch im Zusammenhang mit 

anderen Kardiomyopathien beschrieben (TILLEY et al., 1977; FERASIN et al., 

2003; RIESEN et al., 2007b; COTE & JAEGER, 2008; SMITH & DUKES-

MCEWAN, 2012). 
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1.6.3 Echokardiographie 

Gemäß echokardiographischer Standardebenen erfolgt die transthorakale 

Herzultraschalluntersuchung von rechts, mit einem parasternal lokalisierten 

Schallkopf für einen Längs- und Kurzachsenschnitt und von links mit apikaler 

Orientierung (THOMAS et al., 1993). 

Die Diagnose einer felinen HCM basiert auf der Vermessung der Dimensionen 

der LVFW und des IVS jeweils in der maximalen Diastole. Wenn die Wände oder 

Teilbereiche der Wände mit ≥ 6 mm gemessen werden können, wird von einem 

Vorliegen einer felinen HCM ausgegangen (FOX et al., 1995). Der Graubereich 

ist hingegen noch nicht einheitlich definiert. Der Grenzwert, ab dem bereits der 

Verdacht auf eine HCM besteht (equivocal), wird unterschiedlich angegeben und 

variiert zwischen 5,0 mm – 5,5 mm (GUNDLER et al., 2008; BRIZARD et al., 

2009). 

Im zweidimensionalen Bild lässt sich im Zusammenhang mit einer HCM zumeist 

eine Hypertrophie der Papillarmuskeln feststellen, wobei dies in einem frühen 

Stadium der einzige Hinweis auf das Vorliegen dieser Kardiomyopathie sein 

kann. Die subjektive Beurteilung der Papillarmuskeln kann von einer milden 

Vergrößerung bis hin zu einer endsystolischen Kammerobliteration reichen, bei 

der am Ende der Systole kein Lumen mehr darzustellen ist (KITTLESON et al., 

1999; ADIN & DILEY-POSTON, 2007; BRIZARD et al., 2009). Die 

Bestimmung der Wanddicken erfolgt bei der Katze idealerweise im 

zweidimensionalen Bild. Im M-Mode kann fälschlicherweise der Papillarmuskel 

mitgemessen und so die Wanddicke überschätzt werden oder eventuell 

asymmetrische Hypertrophien nicht erkannt werden (BONAGURA, 2000; 

MACDONALD, 2009). Es sind viele unterschiedliche Phänotypen der 

Hypertrophie beschrieben, wie unter dem Punkt „Makroskopische Pathologie“ 

erläutert. 

Eine Möglichkeit, die Größe des linken Atriums zu evaluieren, ist im 

zweidimensionalen Bild den Durchmesser des linken Atriums (LA) in das 

Verhältnis zu der Aorta (Ao) zu setzen (LA/Ao) (HANSSON et al., 2002). Bei 

einem Verhältnis LA/Ao ≥ 1,5 kann von einem vergrößerten Vorhof und damit 

der Gefahr einer Dekompensation ausgegangen werden (ABBOTT & 

MACLEAN, 2006; SMITH & DUKES-MCEWAN, 2012). Auch atrialer 

spontaner echokardiographischer Kontrast oder ein Thrombus lassen sich im 
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zweidimensionalen Bild nachweisen (FERASIN et al., 2003; SCHOBER & 

MAERZ, 2006; STOKOL et al., 2008). 

Bei Einteilung der Schwere einer HCM besteht kein einheitliches Schema. Nach 

WESS und Mitarbeitern (2011) (siehe auch Tabelle 1) wird eine geringgradige 

HCM definiert durch eine fokale oder generalisierte Hypertrophie der LVFW 

und/oder des IVS in der Diastole von 6,0 mm bis 6,6 mm und einem LA/Ao < 1,5. 

Eine mittelgradige HCM besteht bei fokaler oder generalisierter Hypertrophie der 

LVFW und/oder des IVS von 6,5 bis 7,0 mm und einem LA/Ao < 1,8 oder bei 

fokaler oder generalisierter Hypertrophie der LVFW und/oder des IVS von 

6,0 mm bis 6,5 mm und einem LA/Ao zwischen 1,5 - 1,8. Von einer hochgradigen 

HCM wird ausgegangen, wenn eine fokale oder generalisierte Hypertrophie der 

LVFW und/oder des IVS von > 7,0 mm oder eine fokale oder generalisierte 

Hypertrophie der LVFW und/oder des IVS von > 6,0 mm und ein LA/Ao > 1,8 

vorliegt (WESS et al., 2011). 

Tabelle 1: Schweregrade der felinen hypertrophen Kardiomyopathie, basierend 
auf Wanddicken in der Diastole und der Größe des linken Atriums (WESS et al., 
2011). LVFW = linksventrikuläre freie Wand; IVS = interventrikuläres Septum; 
LA/Ao = Verhältnis linkes Atrium zu linkem Vorhof. 

 
fokale oder generalisierte 

Hypertrophie der LVFW 

und/oder des IVS 

LA/Ao 

Geringgradig 6,0 mm – 6,6 mm < 1,5 

Mittelgradige 
6,5 – 7,0 mm 

6,0 mm – 6,5 mm 

< 1,8 

1,5 – 1,8 

Hochgradig 
> 7,0 mm 

> 6,0 mm 

Unabhängig 

> 1,8 
 

Das zweidimensionale Herzultraschallbild einer Katze mit hochgradiger HCM ist 

in Abbildung 1 dargestellt. 
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Abbildung 1: Rechts parasternale Längsachse einer Katze mit einer hochgradigen 
hypertrophen Kardiomyopathie im kongestiven Herzversagen. Die 
linksventrikuläre freie Wand, das interventrikuläre Septum und der posteriore 
Papillarmuskeln des linken Ventrikels sind hypertrophiert. Das linke Atrium ist 
hochgradig vergrößert. Ein Flüssigkeitssaum ist unterhalb der linkventrikulären 
freien Wand sichtbar. IVS = interventrikuläres Septum, LVFW = 
linksventrikuläre freie Wand, PM = Papillarmuskel, LA = linkes Atrium, PE = 
Perikarderguss. 

 

Mit Hilfe des Blutflussdopplers lässt sich SAM darstellen. Typischerweise kann 

mittels Farbdoppler, bedingt durch die dynamische Aortenstenose, in der Systole 

eine Verwirbelung im linksventrikulären Ausflusstrakt sichtbar gemacht werden. 

Gleichzeitig besteht eine Mitralinsuffizienz mit einem Blutrückfluss vom linken 

Ventrikel in den linken Vorhof in der Systole. Mittels Spektraldoppler lässt sich 

die Geschwindigkeit der Stenose und damit deren Schweregrad bestimmen 

(SCHOBER & TODD, 2010; BOON, 2011). 

Ebenso lässt sich durch Verwendung eines Spektraldoppler über das 

Mitraleinflussprofil, welches den Phasen der Diastole entspricht, auch die 

diastolische Funktion des linken Ventrikels beurteilen. Bei an HCM erkrankten 

Katzen konnte im Vergleich zu herzgesunden Tieren eine abnormale Relaxation 

festgestellt werden, die sich durch eine verlängerte isovolumetrische 

Relaxationszeit (isovolumetric relaxation time, IVRT), eine reduzierte 

frühdiastolische Geschwindigkeit (E-Welle), eine reduzierte E-Wellen 
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Dezeleration, eine erhöhte spätdiastolische Geschwindigkeit (A-Welle) und ein 

reduziertes Verhältnis von E-Welle zu A-Welle (E/A < 1) auszeichnet. In 

selteneren Fällen lässt sich auch ein restriktives Muster nachweisen mit verkürzter 

IVRT, einer hohen spitzen E-Welle und einer kleinen A-Welle (E/A > 2) 

(BRIGHT et al., 1999). Nachteile dieser Methode sind der Einfluss verschiedener 

Faktoren wie Alter, Herzfrequenz und Vor- und Nachlast (SANTILLI & 

BUSSADORI, 1998; BRIGHT et al., 1999; SCHOBER et al., 2003) oder eine 

Fusionierung der E- und A-Wellen bei hohen Herzfrequenzen (SCHOBER et al., 

2003). Zusätzlich schließt ein scheinbar normales Mitraleinflussprofil eine HCM 

nicht aus. Im Übergang einer abnormalen Relaxation zu einem restriktiven 

Muster, durch linksatriale Druckerhöhung, kann ein pseudonormales Muster 

beobachtet werden (BRIGHT et al., 1999). 

Eine gute Methode zur direkten Beurteilung der diastolischen und systolischen 

Myokardfunktion ist der Gewebedoppler (tissue doppler imaging, TDI). Durch 

verschiedene Gewebedopplerverfahren, wie etwa dem Pulsed-Wave-

Gewebedoppler und Farbgewebedoppler, lassen sich myokardiale Parameter wie 

Tissue Velocity Imaging (TVI), Strain und Strain Rate bestimmen. Strain und 

Strain Rate sind nur über den Farbgewebedoppler zu ermitteln (ABRAHAM et 

al., 2007). Veränderte TVI-Parameter im Zusammenhang mit einer felinen HCM 

sind eine reduzierte früh diastolische Geschwindigkeit, eine reduzierte 

Akzeleration und Dezeleration, sowie eine verlängerte IVRT (KOFFAS et al., 

2006; SARKAR, 2011). Eine reduzierte Geschwindigkeit der E-Welle reflektiert 

dabei die verschlechterte Relaxation und reduzierte Compliance des linken 

Ventrikels (NAGUEH et al., 1997; KOFFAS et al., 2006). WESS und Mitarbeiter 

(2010) konnten erstmals bei Tieren mit HCM mit ansteigender Schwere einer 

HCM eine abnehmende longitudinale systolische myokardiale Verformung 

(longitudinale Strain) nachweisen. Dies ist Ausdruck einer reduzierten 

systolischen Funktion (WESS et al., 2010a). 

1.6.4 Biomarker 

Auf der Suche nach einem einfach anzuwendendem und zuverlässigen Test, der 

den Herzultraschall ergänzen oder sogar ersetzen kann, wurden Biomarker des 

Blutes bei HCM zum Forschungsthema verschiedener Studien. Der Schwerpunkt 

liegt bisher bei der Untersuchung von kardialem Troponin-I (cardiac troponin I, 

cTnI) und B-Typ natriuretisches Peptid (B-type natriuretic peptide, BNP) 
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(HERNDON et al., 2002; CONNOLLY et al., 2003; FOX et al., 2009; WESS et 

al., 2011). 

CTnI ist ein myofibrilläres Protein, welches in dieser Isoform in der 

Herzmuskulatur lokalisiert ist (CUMMINS & PERRY, 1978). Aufgrund der 

hohen Sensitivität und Spezifität für myokardiale Schäden wird cTnI in der 

Humanmedizin als zuverlässiger Laborparameter in der Infarktdiagnostik 

angewandt (WRIGHT et al., 2011). In der Veterinärmedizin konnte eine erhöhte 

Plasma- und Serumkonzentration von cTnI bei an HCM erkrankten Katzen 

nachgewiesen werden (HERNDON et al., 2002; CONNOLLY et al., 2003). Dabei 

stellten HERNDON und Mitarbeiter (2002) auch einen signifikanten Unterschied 

von Katzen im akuten Herzversagen im Vergleich zu nicht-dekompensierten 

Tieren oder Katzen mit einer vorangegangen Episode eines Herzversagens fest 

(HERNDON et al., 2002). In einer anderen Studie konnte hingegen kein 

Unterschied zwischen Katzen im CHF durch HCM und Tieren mit HCM im 

subklinischen Stadium ausgemacht werden (CONNOLLY et al., 2003). Ebenso 

wurde das Potenzial von cTnI evaluiert, kardial bedingte Dyspnoe von nicht-

kardialer bedingter Dyspnoe zu unterscheiden. Es waren signifikant höhere 

Konzentration von cTnI bei Katzen mit Dyspnoe kardialer Genese nachzuweisen, 

jedoch waren auch große Überlappungen auszumachen (HERNDON et al., 2008; 

CONNOLLY et al., 2009). Ein cTnI-Test der neueren Generation wurde als 

Screening-Test für HCM erprobt. Mittels ultrasensitiver cTnI-Assays wurden 

signifikant unterschiedliche cTnI-Konzentrationen zwischen herzgesunden Katzen 

und Katzen mit HCM der Schweregrade verdächtig bis hochgradig festgestellt. 

Durch einen Cut-Off-Wert von 0,06 ng/ml ließen sich mit einer Sensitivät von 

91,7 % und einer Spezifität von 95,4 % Katzen mit HCM von herzgesunden 

Tieren unterscheiden (ROOS & WESS, 2012). 

Einer Erhöhung der cTnI-Konzentration liegt jedoch nicht ausschließlich ein 

HCM bedingter Myozytenuntergang zugrunde. Auch bei anderen 

Herzerkrankungen wie beispielsweise DCM, Mitralendokardiose, Perikarderguss 

oder Myokarditis sowie nicht-kardialen Erkrankungen wie feline Hyperthyreose, 

Neoplasie oder Nierenerkrankungen sind veränderte cTnI-Werte beschrieben 

(CONNOLLY et al., 2005; SERRA et al., 2010). 

BNP ist ein Polypeptid, das durch Dehnung, Druck- oder Volumenüberlastung 

und neurohormonelle Aktivierung von Myozyten des Ventrikels in die Zirkulation 
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sezerniert wird. In der Zirkulation wird BNP in aktives BNP und inaktives N-

terminales pro B-Typ natriuretisches Peptid (N-terminal pro B-type natriuretic 

peptide, NT-ProBNP) gespalten. Da letzteres eine längere Serumhalbwertszeit 

aufweist, eignet es sich besser zur Diagnostik (LEVIN et al., 1998; 

PALAZZUOLI et al., 2010). 

Unter Anwendung unterschiedlicher Fragestellungen wurde der diagnostische 

Nutzen der NT-proBNP-Konzentration im Plasma bei Kardiomyopathien der 

Katze evaluiert. Verschiedene Studien attestieren demnach NT-ProBNP eine hohe 

Sensitivität und Spezifität, um Katzen im Herzversagen von Katzen mit nicht-

kardial bedingter Dyspnoe zu unterscheiden. Dabei waren bei kardial bedingter 

Dyspnoe die Plasmakonzentrationen von NT-ProBNP signifikant höher. Eine 

Unterscheidung, welche Kardiomyopathie dem klinischen Bild zugrunde liegt, ist 

durch NT-proBNP nicht möglich (WESS et al., 2008; CONNOLLY et al., 2009; 

FOX et al., 2009). Dekompensierte Katzen, deren NT-proBNP-Konzentrationen 

oberhalb eines bestimmten Cut-Off-Wertes lagen, wiesen ein höheres Risiko auf, 

den ersten Monat im Herzversagen nicht zu überleben. Über den ersten Monat 

hinaus konnte jedoch keine Aussage getroffen werden (FOX et al., 2013). 

Inwiefern sich NT-proBNP eignet, auch mildere Formen einer Kardiomyopathie 

zu detektieren, wird konträr diskutiert. Einige Studien hatten zum Ergebnis, dass 

sich durch die Bestimmung der NT-proBNP-Konzentration mildere Formen einer 

subklinischen HCM nicht nachweisen ließen. Lediglich eine hochgradige HCM 

war mit einer signifikant erhöhten NT-proBNP-Konzentration assoziiert (HSU et 

al., 2009; SINGH et al., 2010). Auch ein SNAP®-Schnelltest, der auf der Technik 

eines Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) basiert, bestätigte NT-

ProBNP als zuverlässig im Detektieren von moderaten bis hochgradigen Formen 

feliner Kardiomyopathien. Jedoch erwies er sich als wenig sensitiv in der 

Diagnose von geringgradigen Stadien (MACHEN et al., 2012). FOX und 

Mitarbeiter (2011) hingegen kamen zu dem Ergebnis, dass sich auch mildere 

okkulte Formen verschiedener feliner Kardiomyopathien zuverlässig durch die 

Bestimmung der NT-proBNP-Konzentration von herzgesunden Katzen 

unterscheiden lassen (FOX et al., 2011). Auch WESS und Mitarbeiter (2011) 

konnten in ihrer Studie milde, moderate und schwere Formen einer HCM von 

herzgesunden Tieren unterscheiden. Des Weiteren wurden für einen Cut-Off-Wert 

von 100 pmol/L eine Sensitivität von 92,4 % und eine Spezifität von 93,9 % 
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ermittelt, um HCM erkrankte Katzen von herzgesunden Tieren zu unterscheiden. 

Ab diesem Wert wird die Empfehlung gegeben einen Herzultraschall durchführen 

zu lassen, um die Diagnose HCM zu bestätigen (WESS et al., 2011).  

Die NT-Pro-BNP-Sekretion der Katze kann auch durch generalisierte 

Erkrankungen wie Hyperthyreose oder chronische Niereninsuffizienz in 

Kombination mit systemischer Hypertension beeinflusst werden (LALOR et al., 

2009; MENAUT et al., 2012). 

1.6.5 Differentialdiagnosen 

Die Diagnose primäre HCM kann erst sicher gestellt werden, wenn andere 

(klinisch) wahrscheinliche Erkrankungen ausgeschlossen wurden, die eine 

konzentrische Hypertrophie des linken Ventrikels bedingen können. Verschiedene 

Krankheiten können das das echokardiographische Bild einer primären HCM 

imitieren (GLAUS & WESS, 2010), wie beispielsweise systemische Hypertension 

(CHETBOUL et al., 2003; HENIK et al., 2004), feline Hyperthyreose (BOND et 

al., 1988), Myokarditis (MEURS et al., 2000) oder Dehydratation (CAMPBELL 

& KITTLESON, 2007). Sehr selten kann auch ein infiltrativer Prozess (CARTER 

et al., 2008) oder Akromegalie ursächlich für das phänotypische Erscheinen einer 

primären HCM sein (PETERSON et al., 1990; GRECO, 2012). Erst wenn 

wahrscheinliche Differentialdiagnosen für das Vorliegen einer Hypertrophie 

ausgeschlossen wurden, kann  von einer primären felinen HCM gesprochen 

werden. Daher muss bei einer linksventrikulären Myokardverdickung eine 

Blutdruckmessung durchgeführt werden. Zudem sollte bei älteren Katzen die T4-

Konzentration bestimmt werden (KITTLESON, 1998). 

1.7 Therapie 

Ziele der Therapie der felinen HCM sind Reduktion der linksventrikulären 

Hypertrophie, Verbesserung der diastolischen Funktion, Reduktion von SAM, 

Stabilisation des CHF und Verhinderung einer Thrombusbildung 

(MACDONALD, 2009). Randomisierte und kontrollierte Therapiestudien mit 

großen Fallzahlen, die Therapieerfolg und Sicherheit eines Medikamentes 

untersuchen, fehlen jedoch. Daher fundiert die Therapie zumeist auf kleinen 

retrospektiven Studien mit niedrigem Evidenzlevel, theoretischen Vorteilen eines 

Wirkstoffes, Ableitungen aus der Humanmedizin und persönlicher Erfahrung 

(RISHNIW & PION, 2011). 
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Für die Therapie asymptomatischer Katzen konnte noch kein Konsensus erreicht 

werden, wobei dieses Thema in der Praxis sehr unterschiedlich gehandhabt wird. 

MACDONALD und Mitarbeiter (2006) konnten bei Katzen keinen positiven 

Einfluss eines Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer (ACE-Hemmer) auf 

linksventrikuläre Masse, myokardiale Fibrose, diastolische Funktion und 

Blutdruck nachweisen (MACDONALD et al., 2006a). Eine retrospektive Studie 

und eine Studie, bei der zusätzlich allen Studienkatzen Kalziumkanalblocker 

verabreicht wurden, ermittelten hingegen durch Gabe eines ACE-Hemmers eine 

Abnahme der linksventrikulären Wandverdickung mittels Herzultraschall (RUSH 

et al., 1998; AMBERGER et al., 1999). Von einem β-Blocker verspricht man sich, 

dass er durch seine negativ inotrope und chronotrope Wirkung den myokardialen 

Sauerstoffverbrauchs verringert und die diastolische Funktion verbessert. Zudem 

soll die Schwere einer linksventrikulären Ausflusstraktobstruktion verringert und 

mögliche Rhythmusstörungen reduziert werden (LOPEZ-SENDON et al., 2004; 

SCHOBER et al., 2007b). So konnte intravenös verabreichtes Esmolol bei Katzen 

mit hypertropher obstruktiver Kardiomyopathie die Flussgeschwindigkeit im 

linksventrikulären Ausflusstrakt senken und die Herzfrequenz verringern (WEY 

& KITTLESON, 2000). Bei Katzen mit hochgradiger, kompensierter HCM 

konnte jedoch durch die Gabe von Atenolol keine Senkung von NT-ProBNP oder 

cTnI erzielt werden, welche als Marker für Ischämie und Myozytenuntergang 

dienten (JUNG & KITTLESON, 2011). Ebenso wurde bei Katzen, die im CHF 

waren, kein Überlebensvorteil der Therapie Furosemid und Atenolol in 

Kombination im Vergleich zu Furosemid als Monotherapie nachgewiesen (FOX, 

2003b). Des Weiteren wurde der Einfluss von Atenolol auf das 5-Jahres-

Überleben von Katzen mit HCM im subklinischen Stadium untersucht. Es konnte 

kein Unterschied zum Überleben von unbehandelten Tieren festgestellt werden 

(SCHOBER et al., 2013b). Ähnliche Vorteile, welche man sich von einem β-

Blocker verspricht, erhofft man sich von einem Calciumkanalblocker wie 

Diltiazem. Bisher wurde nur in einer kleinen, unkontrollierten Studie ein positiver 

Effekt von Diltiazem auf Klinik, Wanddicke und diastolische Funktion bei Katzen 

mit dekompensierter HCM gesehen (BRIGHT et al., 1991; SCHOBER et al., 

2007b). 

Eine antikoagulatorische Therapie dient dazu, das Risiko einer Thrombusbildung 

und der damit verbundenen Komplikation der ATE zu minimieren. Ab welchem 
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Stadium eine solche Therapie indiziert ist, ist bisher nicht festgelegt. Als Faktoren 

für ein erhöhtes Thromboserisiko werden ein stark vergrößertes LA, spontaner 

echokardiographischer Kontrast, ein bereits gebildeter Thrombus oder vorherige 

Episoden einer ATE gesehen (MACDONALD, 2009; COTE et al., 2011). Häufig 

eingesetzte Wirkstoffe sind Acetylsalicylsäure, Clopidogrel oder 

niedermolekulares Heparin (SMITH et al., 2003; HOGAN et al., 2004; SMITH et 

al., 2004; VARGO et al., 2009). Studien über Wirksamkeit, optimale Dosierung 

und Nebenwirkungen sind bislang unzureichend (SMITH, 2012). Bei einer 

prospektiven doppelt-geblindeten Multicenterstudie wurden die Überlebenszeiten 

von Katzen verglichen, die nach einer Episode einer ATE Clopidogrel oder 

Acetylsalicylsäure erhielten. Es konnte eine signifikant längere Überlebenszeit für 

Tiere der Clopidogrel-Gruppe festgestellt werden (HOGAN et al., 2013). 

Geeignete Mittel, um eine Katze im akuten Herzversagen zu stabilisieren, sind 

Sauerstoffapplikation, Diurese und die Drainage von Körperhöhlenergüssen 

(FUENTES, 2008). Bei Katzen im durch HCM bedingtem Herzversagen konnte 

bisher kein Überlebensvorteil einer Kombinationstherapie aus Furosemid mit 

jeweils einem β-Blocker oder einem ACE-Hemmer im Vergleich zu Furosemid 

alleine aufgezeigt werden (FOX, 2003b). Für Katzen im Herzversagen wird 

jedoch meist eine Kombination aus Furosemid und einem ACE-Hemmer als 

Standardtherapie angesehen (RISHNIW & PION, 2011). Dekompensierten 

Katzen mit systolischer Dysfunktion, wie bei einer burnout-HCM, wurde der 

positiv inotrope Wirkstoff Pimobendan gegeben. Dadurch konnte im Vergleich zu 

Studienpopulationen mit ähnlichen kardiologischen Befunden eine signifikant 

längere Überlebenszeit erzielt werden (FOX et al., 1997; GORDON et al., 2012; 

HAMBROOK & BENNETT, 2012). 

2 Mikro-Ribonukleinsäure 

MiRNA zählt zusammen mit kleiner interferierender Ribonukleinsäure (small 

interfering ribonucleic acid, siRNA) und PIWI-Proteinen interagierender 

Ribonukleinsäure (Piwi-interacting ribonucleic acid, piRNA) zu der Gruppe der 

kleinen, nicht-kodierenden Ribonukleinsäuren (ribonucleic acid, RNA). Diese 

nehmen über RNA-Interferenz (RNA-I) und analoge Mechanismen Einfluss auf 

die Genexpression (AMBROS & CHEN, 2007; JINEK & DOUDNA, 2009; 

SIOMI et al., 2011). MiRNAs sind einsträngige Moleküle, die 18 - 25 Nukleotide 
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umfassen. Sie sind an der posttranskriptionellen Regulation proteinkodierender 

Gene durch Bindung spezifischer Ziel-mRNA beteiligt (AMBROS, 2004; 

BARTEL, 2004). 

1993 wurde die erste miRNA erstmals in Caenorhabditis elegans (C. elegans) 

beschrieben (LEE et al., 1993). 20 Jahre später sind in der elektronischen miRNA-

Datenbank miRBase Version 20 (Juni 2013) 30 424 mature miRNAs in 206 

Spezies erfasst (KOZOMARA & GRIFFITHS-JONES, 2011). 

2.1 Biogenese 

MiRNAs sind beim Säugetier auf allen Chromosomen außer dem Y-Chromosom 

zu finden (GUO et al., 2009). Die Position von miRNAs innerhalb des Genoms 

variiert. MiRNAs können in intergenetischen Regionen, in 

Transkriptionseinheiten nicht-proteinkodierender Exons oder in 

Transkriptionseinheiten proteinkodierender und nicht-kodierender Introns 

lokalisiert sein (RODRIGUEZ et al., 2004; THATCHER et al., 2008; OLENA & 

PATTON, 2010). Bei Säugetieren sind schätzungsweise 50 % der miRNAs in 

Introns proteinkodierender Gene kodiert (RODRIGUEZ et al., 2004). MiRNAs 

können entweder einzeln (monocistronisch) oder zusammen als Cluster von einem 

gemeinsamen Promotor (polycistronisch) transkribiert werden (LAGOS-

QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; LAGOS-QUINTANA et al., 2003; 

OLENA & PATTON, 2010). 

Die Prozessierung zu reifer miRNA findet zu Teilen im Zellkern und im 

Zytoplasma statt. Die Transkription von miRNA Genen erfolgt über die RNA 

Polymerase II (LEE et al., 2004), wobei auch Transkription durch die RNA 

Polymerase III nachgewiesen wurde (PFEFFER et al., 2005; BORCHERT et al., 

2006). Zunächst entsteht ein Primärtranskript (primary micro ribonucleic acid, 

pri-miRNA), dessen Länge mehrere hundert bis tausende Nukleotide erreichen 

kann. Im Nukleus erfolgt die weitere Prozessierung durch Drosha, einer Nuklease 

der RNase III Familie, zu einer Vorläufer-miRNA mit Haarnadelstruktur 

(precursor micro-ribonucleic acid, pre-miRNA) (LEE et al., 2003). Hierfür 

benötigt Drosha den Cofaktor DiGeorge syndrome critical region gene 8 

(DGCR8)-Protein, der bei Drosophila als Pasha bekannt ist. Drosha und DGCR8 

bilden einen Mikroprozessor-Komplex von ungefähr 500 Kilodalton. Während 

DGCR8/Pasha die Haarnadelstruktur erkennt und den Doppelstrang bindet, 



II Literaturübersicht     24 

schneidet Drosha asymmetrisch und spezifisch beide Enden nahe der Basis der 

Stammschleife. Schließlich entsteht pre-miRNA von ungefähr 70 Nukleotiden 

Länge (LEE et al., 2003; DENLI et al., 2004; GREGORY et al., 2004). Bestimmte 

miRNAs, sogenannte miRtrons, überspringen die Prozessierung durch 

Drosha/DGCR8, wenn sie in einem proteinkodierenden Intron kodiert sind. Dabei 

entsteht direkt pre-miRNA durch Spleißen des primären Transkriptes 

(OKAMURA et al., 2007). 

Pre-miRNA wird via des Transport-Rezeptor-Komplexes Exportin-5/Ran-GTP ins 

Zytoplasma exportiert (YI et al., 2003). Im Zytoplasma formiert sich der RNA-

induced silencing complex loading complex (RLC), ein Multiproteinkomplex, der 

zunächst die weitere zytoplasmatische Prozessierung vermittelt. Beim Menschen 

besteht dieser aus Dicer, einer Endonuklease der RNAse II Familie, und seinen 

Cofaktoren TRBP und Argonaut 2 (Ago2) (CHENDRIMADA et al., 2005; 

MANIATAKI & MOURELATOS, 2005; MACRAE et al., 2008). Bei Drosophila 

dient Loquacious/R3D1 als Cofaktor für Dicer-1 (FORSTEMANN et al., 2005). 

Nach Erkennung und Bindung der pre-miRNA durch den RLC, schneidet Dicer 

diese zu einer ungefähr 22 Nukleotiden langen miRNA:miRNA* Duplex mit 

5'-Phosphatgruppe und einem zwei Nukleotiden langen 3'-Überhang 

(HUTVAGNER et al., 2001; ZHANG et al., 2004; HAMMOND, 2005). Bei 

manchen miRNAs wird, vor der Spaltung durch Dicer, der zukünftige *Strang 

(passenger strand) durch Ago2 zuerst zu einer gekerbten Haarnadelstruktur 

gespalten (Ago2-cleaved precursor miRNA, ac-pre-miRNA) (DIEDERICHS & 

HABER, 2007). Nach der Dicer-mediierten Spaltung dissoziieren Dicer und 

TRBP von der miRNA:miRNA* Duplex. Die doppelsträngige miRNA wird 

entwunden und in der Regel wird der *Strang abgebaut (DIEDERICHS & 

HABER, 2007). Der andere mature Strang hat ein 5'-Ende, dass im Vergleich 

weniger stabil gepaart ist (KHVOROVA et al., 2003). Er wird an ein Argonaut-

Protein gebunden und bildet den Kern des miRNA-containing RNA-induced 

silencing complex (miRISC) (LIU et al., 2004b; MEISTER et al., 2004; FABIAN 

& SONENBERG, 2012). MiRISC reprimiert die Expression spezifischer Gene 

durch Ausschaltung von mRNA mittels verschiedener Mechanismen (YEKTA et 

al., 2004; BAGGA et al., 2005; PETERSEN et al., 2006; CHENDRIMADA et al., 

2007; KIRIAKIDOU et al., 2007). Dabei kann miRNA als Sensor beschrieben 

werden, der durch seine komplementäre Struktur bestimmte Nukleotidsequenzen 
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der Ziel-mRNA erkennt, während die beteiligten Proteine die Effektoren der Gen-

Inaktivierung darstellen (FABIAN & SONENBERG, 2012). 

2.2 Wirkmechanismen 

Es wird geschätzt, dass miRNAs 30 % - 60 % der proteinkodierenden Gene des 

Menschen regulieren (BEREZIKOV et al., 2005; LEWIS et al., 2005; 

FRIEDMAN et al., 2009). Unabhängig von den spezifischen Mechanismen erfolgt 

die Regulation der Genexpression auf der posttranskriptionellen Ebene. Die 

genauen zugrunde liegenden Abläufe sind noch nicht vollständig aufgeklärt 

(EULALIO et al., 2008). 

Durch Inkorporation in RISC führt miRNA den Komplex durch Basenpaarung zur 

spezifischen Ziel-mRNA. Bei Tieren findet sich nur sehr selten eine nahezu 

perfekte Komplementarität zwischen mRNA und miRNA, wie sie bei Pflanzen zu 

finden ist (RHOADES et al., 2002). Bei Tieren bindet sich die miRNA an 

spezifische miRNA-Erkennungselemente (miRNA recognition elements, MREs) 

ihrer Ziel-mRNA, die im 3'-untranslatierten Bereich (untranslated region, UTR) 

lokalisiert sind. Dabei bindet miRNA meist nur mit der sich über  2 – 8 

Nukleotide erstreckenden proximalen 5'-Region, die als seed region bezeichnet 

wird. Die restliche miRNA-Sequenz hybridisiert nur unvollkommen mit ihrem 

Ziel (LEWIS et al., 2003). In tierischen Zellen werden drei grundsätzliche Wege 

der miRNA-mediierten post-transkriptionellen Genregulation postuliert, die 

wiederum über verschiedene Mechanismen beeinflusst werden sollen. 

Ein Modell beschreibt, wie miRNAs durch Reprimierung der Translation ihren 

Einfluss auf die Proteinsynthese ausüben. 

Die genauen Vorgänge sind bisher noch nicht hinreichend aufgeklärt 

(CHEKULAEVA & FILIPOWICZ, 2009). Es gibt Studien, die darauf hinweisen, 

dass miRNAs die Translation in der Phase der Initiation blockieren 

(HUMPHREYS et al., 2005; PILLAI et al., 2005; CHENDRIMADA et al., 2007; 

MATHONNET et al., 2007; WAKIYAMA et al., 2007). Die Ergebnisse anderer 

Studien hingegen lassen auf eine Blockierung der Translation nach Initiation 

schließen (SEGGERSON et al., 2002; MARONEY et al., 2006; NOTTROTT et 

al., 2006; PETERSEN et al., 2006). Die Translation wird möglicherweise am cap-

recognition step inhibiert, was Einfluss auf die Initiation ausübt. Dabei 

konkurrieren Argonaut-Proteine mit elF4E an der Cap-Struktur (KIRIAKIDOU et 
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al., 2007). Nach einer Studie von CHENDRIMADA und Mitarbeitern (2007) 

inhibiert miRNA die Translation, indem RISC elF6 rekrutiert. Dies verhindert, 

dass sich große und kleine ribosomale Einheiten verbinden (CHENDRIMADA et 

al., 2007). Ein Modell, das auf den Ergebnissen von PETERSON und 

Mitarbeitern (2006) beruht, beschreibt eine Reprimierung der Translation nach 

Initiation durch ein vorzeitiges Abfallen der Ribosomen (ribosome drop-off) 

(PETERSEN et al., 2006). 

Eine etablierte Vorstellung der miRNA-mediierten post-transkriptionellen 

Genregulation ist die Destabilisierung der Ziel-mRNA durch Deadenylierung und 

Decapping (CHEKULAEVA & FILIPOWICZ, 2009). 

Dieser konnte sowohl durch in vivo (BAGGA et al., 2005; GIRALDEZ et al., 

2006), als auch in vitro Studien nachgewiesen werden (WU et al., 2006). 

Initiierender Schritt ist immer die Kürzung des Poly(A)-Schwanzes der mRNA 

(Deadenylierung) durch RISC. Damit ist die mRNA angreifbar für den Abbau, 

entweder durch progressiven 3' → 5' Abbau durch Exonukleasen des Exosoms 

oder durch Entfernung der 5' Kappe gefolgt von 5' → 3' Abbau durch die 

Exonuklease Xrn1 (FILIPOWICZ et al., 2008). 

Ein bei Tieren sehr seltener Mechanismus ist die direkte mRNA-Spaltung, da 

diese nur bei (nahezu) perfekter Komplementarität auftritt (LLAVE et al., 2002; 

DU & ZAMORE, 2005). Ein Beispiel ist miR-196, welche direkt die 

transkribierte mRNA von HOXB8 spaltet (YEKTA et al., 2004). 

2.3 Die Rolle von Mikro-Ribonukleinsäure bei physiologischen und 

pathologischen Prozessen 

MiRNAs sind an der Steuerung eines breiten Spektrums grundlegender Vorgänge 

wie Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt (BRENNECKE et 

al., 2003; XU et al., 2003; CHEN et al., 2004). 

Dabei fungieren miRNAs beispielsweise in der ontogenetischen Entwicklung als 

essentielle Regulatoren (BERNSTEIN et al., 2003; SUN et al., 2010). So konnte 

nachgewiesen werden, dass miRNAs bei der Differenzierung spezieller 

Organsysteme, wie die des kardiovaskulären Systems, eine wichtige Rolle 

spielen: Mausembryonen, die durch das selektive Ausschalten des Enzyms Dicer 

im Herzen nicht in der Lage waren, reife miRNA zu produzieren, starben früh an 

Herzversagen (ZHAO et al., 2007). 
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Des Weiteren wird miRNA eine zentrale Bedeutung bei der Genese 

unterschiedlicher Krankheitsbilder beigemessen. Die temporäre miRNA-

Expression korreliert hierbei mit dem spezifischen pathologischen Status des 

entsprechenden Organs (SUN et al., 2010). Darauf soll im Folgenden eingegangen 

werden. 

2.3.1 Nicht-kardiale Erkrankungen 

Die erste Arbeit, die einen Zusammenhang zwischen miRNA-Deregulation und 

Krankheit belegen konnte, stammt von CALIN und Mitarbeitern (2002). Hier 

wurde bei der Mehrheit von Fällen chronisch lymphozytärer Leukämie eine 

Deletion oder erniedrigte Expression jener Genregionen nachgewiesen, die für 

miR-15 und miR-16 kodieren (CALIN et al., 2002). Seither wurden diverse 

Studien durchgeführt, die sich mit der Rolle von miRNA bei pathologischen 

Geschehen beschäftigten. Veränderte miRNA-Expressionen konnten bereits bei 

unterschiedlichen neoplastische Erkrankungen (LU et al., 2005), 

Endokrinopathien (HERRERA et al., 2010; MAO et al., 2010), 

Autoimmunerkrankungen (PAULEY et al., 2008; WANG et al., 2012b), viralen 

Infektionen (UMBACH et al., 2008) sowie bei neurodegenerativen Zuständen 

belegt werden (COGSWELL et al., 2008; ASIKAINEN et al., 2010). 

2.3.2 Kardiale Erkrankungen 

MiRNAs sind auch notwendig für die Erhaltung der physiologischen Funktion des 

Herzens. So führt das Ausschalten von myokardialem Dicer und dem damit 

verbundenen Fehlen von maturer miRNA im Myokard bei adulten Mäusen zu 

massivem kardialen Remodeling mit Myozytenhypertrophie und Reaktivierung 

des fetalen Genprogrammes (DA COSTA MARTINS et al., 2008). 

Bisher konnte im Nagermodell (JI et al., 2009; JEONG et al., 2012; ENDO et al., 

2013; VIGNIER et al., 2013), beim Haushund (STEUDEMANN et al., 2013; XU 

et al., 2013) und beim Menschen ein Zusammenhang von deregulierten miRNAs 

und unterschiedlichen Herzerkrankungen beobachtet werden. 

In humanmedizinischen Arbeiten ist bisher eine abweichende miRNA-Expression 

bei kardialer Hypertrophie (PALACIN et al., 2011), Herzversagen (GOREN et al., 

2012), diastolischer Dysfunktion (NAIR et al., 2012), verminderter Kontraktilität 

(LEPTIDIS et al., 2013) und bei ischämischen Kardiomyopathien nachgewiesen 

(ADACHI et al., 2010). Die Expression von miRNA bei felinen 
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Herzerkrankungen wurde bislang nicht untersucht. 

Diverse Studien haben sich mit der Fragestellung beschäftigt, ob eine veränderte 

miRNA-Expression Ursache oder Folge von pathologischen Zuständen ist. 

Sowohl in vitro als auch in vivo ist der Nachweis gelungen, dass die Modulation 

des Expressionslevels spezifischer miRNAs kardiale Hypertrophie und 

Herzversagen zur Folge haben können (VAN ROOIJ et al., 2006; CARE et al., 

2007; TATSUGUCHI et al., 2007; MATKOVICH et al., 2012; WANG et al., 

2012c; XU et al., 2012). Ebenso konnte durch Modifikation der miRNA-

Expression Hypertrophie und Herzversagen verhindert oder reduziert werden 

(CHENG et al., 2007; TATSUGUCHI et al., 2007; CALLIS et al., 2009; SONG et 

al., 2010; WANG et al., 2012c; XU et al., 2012). 

2.3.2.1 Konzentrische Hypertrophie des Herzens 

Eine konzentrische Hypertrophie ist eine Wanddickenzunahme des Herzens, 

wobei das Verhältnis von Wanddicke zu Gesamtkammerdimension ansteigt 

(LORELL & CARABELLO, 2000). Dieses Erscheinungsbild kann nicht nur 

Ausdruck einer primären HCM sein, sondern auch kompensatorisch als Adaption 

des Herzens auf beispielsweise chronische Drucküberlastung auftreten (FREY et 

al., 2004; GLAUS & WESS, 2010; GÖKTEPE et al., 2010). 

An verschiedenen Tiermodellen wurde ein Zusammenhang von erhöht oder 

erniedrigt exprimierten miRNAs und reaktiver konzentrischer 

Myokardhypertrophie demonstriert (VAN ROOIJ et al., 2006; CARE et al., 2007; 

CHENG et al., 2007; SAYED et al., 2007; TATSUGUCHI et al., 2007; SONG et 

al., 2010; XU et al., 2012).  

VAN ROOIJ und Mitarbeiter (2006) erzeugten zwei Modelle von 

kompensatorischer konzentrischer Hypertrophie bei Mäusen. Die Hypertrophie 

wurde durch das Abbinden der thorakalen Aorta oder Calcineurin A induziert. Die 

Analyse der miRNA-Signatur des Myokards ergab übereinstimmend in beiden 

Modellen 21 unterschiedlich exprimierte miRNAs im Vergleich zu 

scheinoperierten Mäusen oder Wurfgeschwistern (VAN ROOIJ et al., 2006). Eine 

erhöhte Expression von fünf dieser miRNAs konnte beim Menschen im 

idiopathischen Herzversagen nachgewiesen werden. Es wurde geschlussfolgert, 

dass diese miRNAs einen Teil der Signatur von kardialem Remodeling 

repräsentieren könnten (VAN ROOIJ et al., 2006). Mittels künstlicher 
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Konstriktion der abdominalen Aorta wurde bei Ratten eine reaktive kardiale 

Hypertrophie erzeugt und es konnte zu verschiedenen Zeitpunkten differierende 

miRNA-Signaturen festgestellt werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass 

spezifische miRNAs bei unterschiedlichen Hypertrophiestadien verändert 

exprimiert werden und als Modulatoren des pathologischen Prozesses wirken 

(SONG et al., 2010). 

SAYED und Mitarbeitern (2007) ist es gelungen, eine Abweichung der miRNA-

Expression auch bereits vor Eintritt von makropathologischen Veränderungen des 

Herzens nachzuweisen. Sie induzierten bei Mäusen ebenfalls durch 

Drucküberlastung eine kompensatorische konzentrische Hypertrophie. Einen Tag 

post-OP waren fünf miRNAs dereguliert, aber noch kein Unterschied des 

relativen Herzgewichtes von Proben-Tieren im Vergleich zu Kontroll-Tieren 

auszumachen (SAYED et al., 2007). 

Auch bei konzentrischer Hypertrophie aufgrund einer primären HCM, konnte 

bereits bei Mäusen und Menschen veränderte miRNA-Expressionen dokumentiert 

werden (CARE et al., 2007; PALACIN et al., 2011; BAGNALL et al., 2012; 

LEPTIDIS et al., 2013; VIGNIER et al., 2013). 

Bei transgenen Mäusen, deren primäre HCM durch eine Mutation von MYBP3 

erzeugt wurde, wurden sieben deregulierte miRNAs gefunden. Beim Vergleich 

mit anderen Erkrankungen der quergestreiften Muskulatur, wie der 

Muskeldystrophie des Typs Duchenne oder der Emery-Dreifuss-

Muskeldystrophie, waren sechs miRNAs exklusiv nur bei dem HCM-Modell 

verändert (VIGNIER et al., 2013). Eine Deregulation von miRNA konnte auch 

schon in sehr frühen Stadien einer primären HCM nachgewiesen werden: Die 

Analyse des myokardialen miRNA-Expressionsprofils von transgenen Mäusen 

mit primärer HCM ergab bereits im pre-disease-Stadium (5. Lebenstag) abnorme 

Mengen von miR-1 und miR-133a (BAGNALL et al., 2012). Eine abweichende 

Expression von miR-1 und miR-133 ließ sich auch im Endomyokard von 

Menschen mit primärer HCM nachweisen (CARE et al., 2007). Anhand humaner 

Myokardproben wurde das miRNA-Expressionsprofil von hypertrophierten 

Herzen mit gesunden Herzen verglichen (PALACIN et al., 2011). Zwei der 

hypertrophierten Herzen entsprachen einer primären HCM und drei Herzen waren 

reaktiv hypertroph sekundär zu Klappenerkrankungen. In der hypertrophen 

Gruppe waren zehn miRNAs signifikant höher und zwei miRNAs signifikant 



II Literaturübersicht     30 

niedriger exprimiert. Nur miR-495 erwies sich als nicht einheitlich innerhalb der 

hypertrophen Gruppe mit einer erniedrigten Expression bei der primären HCM 

und einer erhöhten Expression in der sekundär hypertrophen Untergruppe 

(PALACIN et al., 2011). Beim Vergleich von miR-221 im humanen Myokard bei 

primärer HCM mit einer herzgesunden Kontrollgruppe, konnte eine signifikant 

erhöhte Expression von miR-221 festgestellt werden (WANG et al., 2012a). Die 

Analyse zehn ausgewählter miRNAs im Plasma ergab hingegen keinen 

Unterschied bei primärer HCM gegenüber herzgesunden Patienten (PALACIN et 

al., 2012). 

2.3.2.2 Kongestives Herzversagen 

In der Humanmedizin wird Herzversagen definiert als Zustand, bei dem durch 

eine abnormale kardiale Struktur oder Funktion das Herz nicht mehr in der Lage 

ist, das Gewebe mit ausreichend Sauerstoff zu versorgen. Der Begriff CHF 

beschreibt akutes oder chronisches Herzversagen mit Anzeichen von Kongestion, 

also Blutüberfüllung der Gefäße, durch beispielsweise Natrium- und 

Wasserretention (MCMURRAY et al., 2012). Ursachen für CHF beim Menschen 

sind unter anderem koronare Herzerkrankungen, Hypertension, 

Klappenerkrankungen, ischämische Kardiomyopathien, HCM oder RCM (RICH, 

1997). Bei der Katze ist die häufigste Herzerkrankung, der CHF zugrunde liegt, 

die HCM (FERASIN et al., 2003; RIESEN et al., 2007b; SMITH & DUKES-

MCEWAN, 2012). 

THUM und Mitarbeiter (2007) konnten bei Menschen im Herzversagen die 

Reaktivierung von fetalen Genen aufzeigen. Hierbei verglichen sie die mRNA- 

und miRNA-Expressionsprofile von normalen mit versagenden Herzen anhand 

von Myokardproben. Dabei wurden 67 erhöht- und 43 erniedrigt exprimierte 

miRNAs in versagenden Herzen im Vergleich zu gesunden Herzen identifiziert. 

Dieses spezifische Expressionsmuster korreliert zu mehr als 80 % mit dem im 

fetalen Stadium (THUM et al., 2007). 

Einige klinische Studien in der Humanmedizin konnten bei Herzversagen 

unterschiedliche miRNA-Expressionsmuster in Abhängigkeit ihrer Ätiologie 

nachweisen. 

IKEDA und Mitarbeiter (2010) verglichen das miRNA-Profil von Patienten im 

Herzversagen unterschiedlicher Genese untereinander (Ischämische 
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Kardiomyopathie [ICM], DCM und Aortenstenose) und mit einer herzgesunden 

Kontrollgruppe. Bei Patienten mit Aortenstenose waren 13 miRNAs differierend 

exprimiert gegenüber der herzgesunden Kontrollgruppe und Patienten mit ICM 

und DCM. Bei ICM und DCM waren wiederum acht miRNAs abweichend 

exprimiert, die sich nicht mit Kontrollgruppe und Aortenstenose überschnitten. 

IKEDA und Mitarbeiter kamen zu dem Ergebnis, dass die Proben anhand ihrer 

miRNA Expressionsprofile ihren unterschiedlichen Krankheitsursachen 

zugeordnet werden konnten (IKEDA et al., 2007). SUCHAROV und Mitarbeiter 

(2008) extrahierten miRNA aus Myokardproben von Patienten mit DCM und 

ICM und von Patienten, die nicht im Herzversagen waren. Sie verglichen 

ebenfalls die miRNA-Expressionsprofile mittels Microarray. Es ließen sich einige 

miRNAs nachweisen, die im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe bei DCM 

und ICM ähnlich abweichend exprimiert waren. Zudem erwiesen sich einige 

miRNAs als spezifisch für die jeweilige zugrunde liegende Ursache 

(SUCHAROV et al., 2008). In einer weiteren Studie wurde zirkulierende miRNA 

in peripheren mononukleären Blutzellen bei Patienten, die sich im CHF 

unterschiedlicher Genese befanden, untersucht. Beim Vergleich der miRNA-

Profile von CHF und der herzgesunden Kontrollgruppe, waren sowohl bei ICM, 

als auch bei DCM übereinstimmend miR-107, miR-139 und miR-142-p5 niedriger 

exprimiert. Andere miRNAs waren jeweils nur bei einer bestimmten 

Herzerkrankung abnormal exprimiert im Vergleich zur Kontrollgruppe 

(VOELLENKLE et al., 2010). In einer Arbeit von TIJSEN und Mitarbeitern 

(2010) erwies sich miR-423-5p im Plasma als die sensitivste und spezifischste 

miRNA, um akutes Herzversagen von nicht-kardial bedingter Dyspnoe und einer 

gesunden Kontrollgruppe zu unterscheiden (TIJSEN et al., 2010). CHEN und 

Mitarbeiter (2010) konnten eine signifikant erniedrigte Expression von 

miR-361-5p bei Menschen im CHF im Vergleich zur herzgesunden 

Kontrollgruppe feststellen (CHEN et al., 2010). Bei 50 Patienten, die sich durch 

eine DCM im Herzversagen befanden, konnte bei acht miRNAs ein signifikanter 

Unterschied im Vergleich zu herzgesunden Personen nachgewiesen werden 

(NAGA PRASAD et al., 2009). 

Durch die Analyse des miRNA-Musters lassen sich nicht nur Hinweise auf die 

zugrunde liegende Ursache von CHF finden. Darüber hinaus belegen einige 

Studien auch eine dynamisch alternierende miRNA-Expression in Abhängigkeit 
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des Krankheitsstadiums. 

In einer humanmedizinischen Studie wurden miRNA-Signaturen des Myokards 

bei Patienten im Herzversagen mit einer herzgesunden Kontrollgruppe und mit 

Patienten mit einem linksventrikulären Herzunterstützungssystem (left ventricular 

assist device) verglichen. In der behandelten Gruppe normalisierten sich 20 der 28 

miRNAs, die bei Patienten im Herzversagen erhöht exprimiert waren 

(MATKOVICH et al., 2009). Des Weiteren konnten in humanmedizinischen 

Studien für verschiedene zirkulierende miRNAs gezeigt werden, dass deren 

Expressionsstärke mit der Schwere des Herzversagens (gemäß New York Heart 

Association (NYHA)-Klassifikation) korreliert (TIJSEN et al., 2010; 

FUKUSHIMA et al., 2011). Die NYHA-Klassifikation ist ein System, um 

Herzversagen zu beurteilen und beruht auf der Schwere der klinischen Symptome 

und der körperlicher Leistungsfähigkeit des Patienten (MCMURRAY et al., 

2012). Zudem wurde auch ein Zusammenhang zwischen Höhe der miRNA-

Expression und klinischen Parametern wie der Durchmesser des linken Atriums 

beschrieben (GOREN et al., 2012). 

2.4 Mikro-Ribonukleinsäure in der Zirkulation 

MiRNAs sind intrazellulär in dem Organ ihrer Synthese lokalisiert und aus 

Gewebeproben extrahierbar (LAGOS-QUINTANA et al., 2002; LIU et al., 

2004a). Zudem sind sie auch in verschiedenen transzellulären Körperflüssigkeiten 

nachzuweisen (WEBER et al., 2010). Dadurch ist die Voraussetzung einer 

schnellen und einfachen Probengewinnung gegeben. 

Neben humanem Serum und Plasma sind miRNAs in unterschiedlicher 

Konzentration und Anzahl auch aus Muttermilch, Speichel, Tränenflüssigkeit, 

Sperma, Urin oder Zerebrospinalflüssigkeit isolierbar (WEBER et al., 2010). Die 

Anwesenheit von miRNAs in Serum konnte beim Menschen, Mäusen, Ratten, 

Kälbern, Pferden (CHEN et al., 2008) und Haushunden nachgewiesen werden 

(STEUDEMANN et al., 2013). Eine klinische Studie aus der Veterinärmedizin 

hat das miRNA-Expressionsmuster im Serum von an Diabetes mellitus erkrankten 

und gesunden Katzen analysiert. Dabei konnten Signale von mehr als 200 

miRNAs detektiert werden (FLEISCHHACKER et al., 2013). 

Trotz der Anwesenheit von Ribonukleasen in Serum und anderen 

Körperflüssigkeiten (WEICKMANN & GLITZ, 1982) zeichnen sich miRNAs 
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durch eine hohe Stabilität aus. Selbst bei experimenteller Zugabe von RNase A, 

erwiesen sich miRNAs als resistent gegen den Abbau (CHEN et al., 2008). Auch 

beim Vergleich nativer Serumproben mit Serumproben, die gekocht, lange 

gelagert oder extremen pH-Werten und Temperaturen ausgesetzt waren, war ein 

signifikanter Unterschied der miRNA-Signatur nicht festzustellen (CHEN et al., 

2008). Beim Vergleich verschiedener Blutfraktionen wie Vollblut, Serum, 

Plasma, Blutplättchen oder mononukleäre Zellen wurde eine Überlappung der 

detektierten miRNAs festgestellt. In Abhängigkeit des Aliquots variierten einige 

miRNAs in Höhe ihrer Expression oder waren sogar spezifisch für dieses 

(FREEDMAN et al., 2012). Eine gute Korrelation wurde beim Vergleich der 

miRNA-Profile zwischen Serum und Plasma nachgewiesen (MITCHELL et al., 

2008; D'ALESSANDRA et al., 2010). 

Diese beschriebenen Eigenschaften (hoher Stabilität in Körperflüssigkeiten und 

Variation der miRNA-Expression in Abhängigkeit der Blutbestandteile) legen die 

Vermutung nahe, dass miRNAs nicht nur passiv durch Zelluntergang austreten 

können, sondern auch über selektive Mechanismen in die Zirkulation gelangen 

(ZHU & FAN, 2011). So konnten extrazelluläre miRNAs auch in Mikrovesikeln 

(HUNTER et al., 2008), Exosomen (VALADI et al., 2007), apoptotischen 

Körpern (ZERNECKE et al., 2009) und in Komplexen mit Proteinen 

nachgewiesen werden (WANG et al., 2010b). 

Für verschiedene Krankheitsbilder konnte eine Korrelation zwischen der 

Konzentration und Konstellation extrazellulärer miRNA gezeigt werden 

(MITCHELL et al., 2008; RABINOWITS et al., 2009; KONG et al., 2011). So 

wiesen MITCHELL und Mitarbeiter (2008) nach, dass miRNA im menschlichen 

Plasma bemerkenswert stabil ist und dass mittels zirkulierender miR-141 

Menschen mit Prostatakrebs von einer gesunden Kontrollgruppe unterschieden 

werden können (MITCHELL et al., 2008). In weiteren Studien wurden auch für 

andere Neoplasien Hinweise darauf gefunden, dass zirkulierende miRNAs den 

pathologischen Status des erkrankten Gewebes reflektieren (TAYLOR & 

GERCEL-TAYLOR, 2008; LODES et al., 2009; ZHAO et al., 2010). 

Auch für kardiovaskuläre Erkrankungenkonnte bereits ein Zusammenhang der 

Qualität und Quantität verschiedener extrazellulärer miRNA-Signaturen belegt 

werden. Es wurden signifikante Abweichungen des miRNA-Musters im Blut bei 

ischämischen Herzerkrankungen, akutem oder chronischem Herzversagen 
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verschiedener Genese und primärer HCM nachgewiesen (ADACHI et al., 2010; 

AI et al., 2010; CHEN et al., 2010; CORSTEN et al., 2010; D'ALESSANDRA et 

al., 2010; FICHTLSCHERER et al., 2010; TIJSEN et al., 2010; VOELLENKLE 

et al., 2010; WANG et al., 2010a; FUKUSHIMA et al., 2011; WIDERA et al., 

2011; GOREN et al., 2012; MATSUMOTO et al., 2012; VIGNIER et al., 2013). 

2.5 Methoden zum Nachweis von Mikro-Ribonukleinsäuren 

Es sind verschiedene Techniken beschrieben, die der Detektion von miRNA aus 

gewonnenem Probenmaterial dienen. Die meisten Techniken setzen voraus, dass 

die Sequenzen der zu untersuchenden miRNAs bereits bekannt sind (DE 

PLANELL-SAGUER & RODICIO, 2011). Häufig verwendete Methoden sind 

beispielsweise Microarray-Analysen (LIU et al., 2004a; NELSON et al., 2004; 

THOMSON et al., 2004; BEUVINK et al., 2007) oder Variationen der 

Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) (MESTDAGH et al., 

2008; KROH et al., 2010; KANG et al., 2012). Weitere Verfahren stellen der 

Northern Blot (LAGOS-QUINTANA et al., 2001; AMBROS et al., 2003), in-situ-

Hybridisierung (CHEN, 2004) oder die jüngst eingeführte Technologie des deep 

sequencing dar, die auch die Ermittlung neuer miRNA-Sequenzen erlaubt 

(LEPTIDIS et al., 2013). 

Für den Nachweis und die Quantifizierung von miRNA aus Serum, Plasma oder 

Gewebeproben durch quantitative Reverse-Transkription-Polymerase-

kettenreaktion (quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, 

qRT-PCR) sind unterschiedliche Protokolle beschrieben (CHEN et al., 2005; 

RAYMOND et al., 2005; MESTDAGH et al., 2008; YANG et al., 2009; KROH 

et al., 2010). Dabei kann die qRT-PCR sowohl zum Erstellen eines miRNA-

Profils durch Analyse vieler miRNAs gleichzeitig (MESTDAGH et al., 2008), als 

auch zur Validierung anderer Methoden eingesetzt werden (D'ALESSANDRA et 

al., 2010). 

Die parallele Ermittlung der Expression hunderter miRNAs aus einer Probe ist 

durch die Analyse mittels Microarray möglich. Der Nachweis basiert auf der 

Hybridisierung von Nukleinsäuren zwischen Ziel-miRNA und komplementären 

Sonden (LI & RUAN, 2009). Dem Schema eines Microarrays entsprechend 

werden Sonden (probes), wie DNA-Oligonukleotide (BARAD et al., 2004; 

NELSON et al., 2004) oder andere Nukleinsäuren (CASTOLDI et al., 2006) auf 
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dem Trägermaterial immobilisiert. Die miRNAs des Probenmaterials werden 

direkt (BABAK et al., 2004; THOMSON et al., 2004) oder nach Umschreiben in 

komplementäre Desoxyribonukleinsäure (complementary deoxyribonucleic acid, 

cDNA) indirekt mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert (BARAD et al., 

2004; LIU et al., 2004a). Anschließend werden sie zur Hybridisierung mit den 

Sonden auf den präparierten Microarray verbracht. Nach der Auswaschung von 

ungebundener miRNA oder cDNA wird die Intensität der Fluoreszenz jeder 

einzelnen Lokalisation (feature) gemessen (LI & RUAN, 2009). 

Die Präzision der Methoden zum Nachweis von miRNA, wie der Microarray oder 

die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (quantitative real-time PCR, 

qPCR), ist auch abhängig von adäquater Normalisierung der miRNA-Daten. 

Bisher konnte jedoch noch keine einheitliche Methode etabliert werden. Eine 

mögliche Herangehensweise ist die Nutzung von kleinen, nicht-kodierende RNAs, 

wie 5S (TAKAMIZAWA et al., 2004), U6 (CHOONG et al., 2007), 18S (IORIO 

et al., 2007) oder Referenz-miRNAs, wie miR-191 oder miR-103 (PELTIER & 

LATHAM, 2008). Möglich ist auch die Zugabe synthetischer miRNA, 

korrespondierend zu bekannten miRNAs von C. elegans wie cel-miR-39, cel-

miR-54 oder cel-miR-238 (MITCHELL et al., 2008; FICHTLSCHERER et al., 

2010). Alternative Methoden zur Normalisierung von qRT-PCR-Daten ist die 

Berechnung des mittleren Expressionswertes (mean expression value) (PELTIER 

& LATHAM, 2008; MESTDAGH et al., 2009) oder die Quantil-Normalisierung 

(MAR et al., 2009). 

2.6 Funktionsanalyse von Mikro-Ribonukleinsäuren 

Durch Identifikation von miRNA und deren Einordnung in biologische Prozesse 

erhofft man sich neue Erkenntnisse und Einblicke in die pathophysiologischen 

Vorgänge verschiedenster Krankheiten (IKEDA et al., 2009; SU et al., 2009; 

ZHANG et al., 2012b; SHWETHA et al., 2013). Für die Bestimmung der genauen 

Funktion von miRNAs sind diverse Ansätze beschrieben. Eine Möglichkeit ist die 

Identifikation der Zielgene, an die man sich über bioinformatische Methoden 

(LEWIS et al., 2003; KIRIAKIDOU et al., 2004; KREK et al., 2005; LEWIS et 

al., 2005), biochemische Untersuchungen (CHI et al., 2009), 

Transkriptomanalysen (SELBACH et al., 2008) und in vitro UTR-Analyse 

annähern kann (VAN ROOIJ, 2011). Zudem kann der Phänotyp einer Zelle oder 

eines Organismus über die Funktionen einer spezifischen miRNA Aufschluss 
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geben, auf die über in vivo oder in vitro Einfluss genommen werden kann (VAN 

ROOIJ, 2011). Hierfür sind verschiedene gain-of–function-Verfahrensweisen 

beschrieben, wie z. B. die Erschaffung transgener Tiere (HATLEY et al., 2010) 

oder der Einsatz von miRNA-Imitaten (TRANG et al., 2011a). Loss-of-function-

Methoden umfassen den Einsatz von Knockout-Mäusen (PARK et al., 2010), 

miRNA-Schwämmen (EBERT et al., 2007) oder eine Inhibierung von 

spezifischen miRNA durch Antagomire (KRUTZFELDT et al., 2005; 

STENVANG et al., 2012). 

2.7 Mikro-Ribonukleinsäuren-basierte Therapie 

Das Bestreben miRNAs in der Medizin einsetzen zu können, gründet auch auf 

deren therapeutischen Potenzial. Dieses wurde bereits durch verschiedene Ansätze 

geprüft (KRUTZFELDT et al., 2005; CARE et al., 2007; HU et al., 2010). 

Das Prinzip des therapeutischen Ansatzes ist eine Normalisierung der 

Gewebeexpression spezifischer miRNAs (WANG et al., 2008; TOPKARA & 

MANN, 2010). Antagomire sind einsträngige Nukleotidsequenzen komplementär 

zur Ziel-miRNA, die sie durch Bindung inhibieren (KRUTZFELDT et al., 2005). 

KRUTZFELDT und Mitarbeiter (2005) berichteten als Erste von einer miRNA-

Ausschaltung beim Säugetier in vivo durch Antagomire. Diese binden, intravenös 

bei Mäusen verabreicht, die leberspezifische miR-122 und senken so den 

Serumcholesterolspiegel (KRUTZFELDT et al., 2005). Ein Anstieg der Aktivität 

spezifischer miRNAs, die sich bei bestimmten Krankheitsbildern als erniedrigt 

exprimiert erwiesen, kann durch Applikation von miRNA-Imitaten erreicht 

werden (TRANG et al., 2011b). Diese sind als doppelsträngige Oligonukleotide 

aufgebaut, die die mature miRNA-Sequenz sowie den passenger strand 

beinhalten. Sie können durch Inkorporation in RISC wie endogene miRNAs 

Einfluss auf Genexpression nehmen (VAN ROOIJ et al., 2008). Eine 

vielversprechende Lösung für das Erreichen von hoher Gewebespezifität und das 

Vermeiden von Nebenwirkungen ist, Viren als Vektoren zu nutzen 

(GREGOREVIC et al., 2004). 

Auch für kardiale Erkrankungen wurde ein erfolgreicher Einsatz von Antagomiren 

und miRNA-Imitaten beschrieben. THUM und Mitarbeiter (2008) verabreichten 

Mäusen mit kardialer Hypertrophie systemisch Antagomire, die miR-21 

inhibierten. Ergebnis war ein Rückgang von kardialer Hypertrophie und Fibrose 
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mit Verbesserung der kardialen Funktion (THUM et al., 2008). Bei Ratten mit 

hypertensiv-induziertem Herzversagen verhinderten parenteral verabreichte 

Antagomire kardiale Umbauvorgänge, verbesserten die kardiale Funktion und 

verlängerten die Überlebenszeit im Vergleich zu Kontrolltieren 

(MONTGOMERY et al., 2011). SUCKAU und Mitarbeiter (2009) verabreichten 

Ratten mit kardialer Hypertrophie und Herzversagen mittels viralem Vektor 

miRNA-Imitate. Dadurch konnten Hypertrophie und Fibrose signifikant reduziert 

werden. Durch die hohe Affinität des Vektors für myokardiales Gewebe wurde 

keine miRNA-Deregulation oder Hepatotoxizität festgestellt (SUCKAU et al., 

2009). 
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III  MATERIAL UND METHODEN  

1 Material 

1.1 Patienten 

Die Studienpopulation umfasst Katzen, die in der kardiologischen Abteilung der 

Medizinischen-Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universität zwischen 

2009 – 2012 untersucht wurden. Von jedem Tier wurden klinische Parameter 

erfasst und für die Bestimmung der miRNA-Expression Serumproben gesammelt 

und aufbereitet. 

Für die Untersuchung des miRNA-Serumprofils durch Microarray-Technik 

wurden an HCM erkrankte Katzen im CHF und herzgesunde Tiere gewählt. 

In einem weiteren Schritt wurden auf Grundlage der Microarray-Ergebnisse 

miRNAs ausgewählt und durch qRT-PCR quantifiziert. Bei diesem Analyse-

Abschnitt wurden jeweils Tiere der bekannten Gruppen „CHF durch HCM“ und 

„herzgesund“ sowie weitere Katzen, die sich in einem hochgradigen subklinischen 

Stadium einer HCM befanden, miteinander verglichen. 

Im Folgenden werden Katzen im CHF durch HCM auch als dekompensiert 

bezeichnet. 

1.1.1  Einschlusskriterien 

Jede der Katzen musste eine vollständige klinische, kardiovaskuläre und 

echokardiographische Untersuchung erhalten haben. Neben herzgesunden Katzen 

wurden Katzen mit einer primären hochgradigen HCM im subklinischen und im 

dekompensierten Stadium in die Studie aufgenommen.  

Von einer hochgradigen HCM im subklinischen Stadium wurde ausgegangen, 

wenn in der Diastole eine fokale oder generalisierte Hypertrophie der LVFW 

und/oder des IVS von > 7,0 mm oder eine fokale oder generalisierte Hypertrophie 

der LVFW und/oder des IVS von > 6,0 mm und ein LA/Ao > 1,8 in gleichzeitiger 

Abwesenheit von klinischen Anzeichen einer Dekompensation vorlag. 

In die Gruppe hochgradig dekompensierter Katzen wurden jene Tiere 

aufgenommen, die neben einer fokalen oder generalisierten Hypertrophie der 

LVFW und/oder des IVS von ≥ 6,0 mm, klinisch, echokardiographisch und/oder 
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röntgenologisch evidentes kongestives Linksherzversagen aufwiesen. 

Voraussetzung für die Aufnahme gesunder Katzen in die Studie war, dass sie 

anamnestisch, klinisch und echokardiographisch unauffällig waren und 

mindestens das 6. Lebensjahr erreicht hatten. 

Bei allen Tieren wurden Harnstoff- und Kreatininkonzentration bestimmt und bei 

Vorliegen einer konzentrischen Hypertrophie durch Blutdruckmessung und 

Bestimmung des Gesamt-T4 mögliche sekundäre Ursachen untersucht. 

1.1.2 Ausschlusskriterien 

Von der Analyse ausgeschlossen wurden Katzen, deren konzentrische 

Hypertrophie durch eine sekundäre Ursache bedingt hätte sein können, wie z. B. 

eine vorliegende systemische Hypertension, Hyperthyreose, fixe Aortenstenose 

oder Myokarditis. Zudem führte der Verdacht auf eine Niereninsuffizienz oder 

eine andere generalisierteErkrankung ebenso zum Ausschluss. 

1.2 Geräte 

GeneChip® Hybridization Oven 640 Affymetrix, Santa 
Clara, USA 

Cardiovit® Schiller 
Medizintechnik, 
Ottobrunn 

Centrifuge 5417 R Eppendorf AG, 
Hamburg 

Eppendorf® twin.tec PCR Plates Eppendorf AG, 
Hamburg 

Heraeus® Multifuge® 3 L-R Thermo Sientific, 
Waltham, USA 

Hybridization Chamber Kit Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA 

Hybridization Gasket Slides Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA  

Röntgen XSTAR-14 COMET AG, 
Liebefeld, Schweiz 

SureScan DNA Microarray Scanner G2505C Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA 

TaqMan 7500 Real Time PCR System Applied Biosystems 
Deutschland GmbH, 
Darmstadt 
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Thermocycler Eppendorf Mastercycler® ep gradient S  Eppendorf AG, 
Hamburg 

Thermomixer® comfort Eppendorf AG,  
Hamburg 

Thermowell®Gold PCR 96 Well Plates Corning Incooperated, 
Corning, USA 

Universal 32 R Zentrifuge Hettich GmbH & Co. 
KG, Tuttlingen 

Vakuumkonzentrator Infors HT AG, 
Bottmingen, Schweiz 

Vivid 7®  General Electric 
Medical Systems, 
Horten, Norwegen 

VTX-3000L       LMS, Tokyo, Japan 

Vortex-Genie 2  Scientific Industries, 
New York, USA 

Wärmeschrank KENDRO 
LABORATORY 
PRODUCTS GmbH, 
Langenselbold 

Wasserbad    Bachofer, Reutlingen 

1.3 Chemikalien 

Chloroform Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH, Steinheim 

Ethanol 100 % Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH, Steinheim 

1.4 Kits 

Custom microRNA Microarrays, 8x60k  Agilent Technologies, 

Santa Clara, USA 

miRNA Microarray System with miRNA Complete  Agilent Technologies, 

Labeling and Hyb Kit (Version 2.4)    Santa Clara,USA 

miRNeasy mini Kit      QIAGEN, Hilden 

miScript II RT Kit      QIAGEN, Hilden 

miScript SYBR® Green PCR Kit    QIAGEN, Hilden 
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1.5 Primer 

miScript Primer Assay hs_miR-1246_2   QIAGEN, Hilden 

miScript Primer Assay hs_miR-208b_1   QIAGEN, Hilden 

miScript Primer Assay hs_miR-320e_1   QIAGEN, Hilden 

miScript Primer Assay hs_miR-368_1   QIAGEN, Hilden 

miScript Primer Assay hs_miR-381_1   QIAGEN, Hilden 

miScript Primer Assay hs_miR-486-3p_2   QIAGEN, Hilden 

miScript Primer Assay hs_RNU1A_1   QIAGEN, Hilden 

miScript Primer Assay hs_RNU6B_2   QIAGEN, Hilden 

1.6 Verbrauchsmaterial 

Eppendorf LoBind® tubes Eppendorf AG, 
Hamburg 

Eppendorf Safe-Lock Gefäße™  Eppendorf AG, 
Hamburg 

Micro Bio-Spin® 6 Chromatography Columns Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, USA 

Probenröhren zur Serumgewinnung Sarstedt, Nürnbrecht  

Sterican®-Einmalkanüle (G 20 x 1 ½ / Ø 0,90 x 40 mm) B. Braun Melsungen 
AG, Melsungen 

1.7 Software und Datenbanken 

7500 System SDS Software Applied Biosystems 
Deutschland GmbH, 
Darmstadt 

EchoPAC General Electric 
Medical Systems, 
Horten, Norwegen 

ENSEMBL Version 69 www.ensembl.org 

Feature Extraction Software Version 10.7.3.1 Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA 

Linear Models for Microarray Data (LIMMA) BioConductor, 
www.bioconductor.org 

miRBase: the microRNA database Version 19 www.mirbase.org/ 

Multiexperiment Viewer (MEV) 4.7.3 Open-source Software, 
www.tm4.org/mev/ 

PASW® (Predictive Analytics Software) Statistics SPSS Inc., Chicago, 
USA 
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REST© (Relative Expression Software Tool) 2009 QIAGEN, Hilden, 
Germany & M. W. 
Pfaffl, TU München 

Variance stabilization and calibration for microarray data BioConductor, 
www.bioconductor.org 

2 Methoden 

2.1 Untersuchungen 

Zur Evaluation des Gesundheitsstatus und der genauen kardiologischen Diagnose 

wurden bei jeder Katze eine allgemeine klinische, kardiovaskuläre und 

echokardiographische Untersuchung durchgeführt. Weitere spezielle 

Untersuchungen, die im Folgenden beschrieben werden, wurden in Abhängigkeit 

des Falles durchgeführt. Bei allen Untersuchungen waren die Tiere wach und 

standen nicht unter dem Einfluss von Sedativa. 

2.1.1 Signalement und Anamnese 

Das Signalement jeder Katze mit Rasse, Alter, Geschlecht und Gewicht wurde 

erfasst. Klinische Parameter, die auf das Vorliegen einer Dekompensation 

hinweisen können, wie Dyspnoe oder Polypnoe, ebenso wie der Zeitpunkt, 

seitdem diese ersichtlich waren, wurden erfragt. Zudem wurde eine bestehende 

medikamentelle Therapie notiert. 

2.1.2 Klinische und kardiovaskuläre Untersuchung 

Die klinische Untersuchung umfasste die Begutachtung der Schleimhäute. Zudem 

wurden die peripheren Lymphknoten ertastet, das Abdomen durchgetastet und die 

Körpertemperatur rektal gemessen. Des Weiteren wurde bei jeder Katze der 

Bereich der Schilddrüse palpiert und das Lungenfeld auskultiert. 

Neben der Beurteilung der Frequenz, der Intensität und Regelmäßigkeit der 

Herztöne durch Auskultation des Herzens wurde ebenso auf Herznebengeräusche 

geachtet. Parallel zur Auskultation erfolgte die Pulsbeurteilung an der 

A. femoralis. 

2.1.3 Echokardiographie 

Die transthorakalen Herzultraschalluntersuchungen wurden mit dem Gerät 

Vivid 7® der Firma General Electric Medical Systems (Horten, Norwegen) unter 

Verwendung eines 7 Megahertz (MHz) Schallkopfes durchgeführt. Hierfür 
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wurden die Tiere in Seitenlage verbracht. Den Tieren wurden für die komplette 

Dauer der echokardiographischen Untersuchung zwei EKG-Elektroden angelegt, 

die mit dem Ultraschallgerät gekoppelt waren und der Erfassung der II. Ableitung 

dienten. Gemäß echokardiographischer Standardebenen (THOMAS et al., 1993) 

erfolgten die Aufnahmen sowohl von rechts mit einem parasternal lokalisierten 

Schallkopf für Längs- und Kurzachsenschnitte und von links mit apikaler 

Orientierung. Anhand des zweidimensionalen Bildes sowie mit Hilfe von Blut- 

und Gewebedopplertechniken wurde der kardiale Phänotyp der Katzen bestimmt. 

Die Aufnahmen wurden zur Auswertung als Bildsequenzen, die mindestens drei 

Herzzyklen umfassen, gespeichert. 

Die Beurteilung der linksventrikulären Dimensionen erfolgte im 

zweidimensionalen Bild in Längs-und Kurzachse. Diese umfasste die mehrfache 

Messung und Mittelwertbestimmung von LWFW, IVS und LVID jeweils in 

Systole und Diastole. Zudem wurde die frühdiastolische Größe des linken 

Atriums im rechts parasternalen Kurzachsenblick, auf Höhe der Aorta, in das 

Verhältnis zum Durchmesser der Aorta gesetzt (HANSSON et al., 2002). 

Ab 7,0 mm diastolischer Wanddicke oder 6,0  mm diastolischer Wanddicke in 

Kombination mit LA/Ao ≥ 1,8 wurde in Abwesenheit einer fixen Aortenstenose, 

systemischen Hypertension oder Hyperthyreose, die Diagnose hochgradige 

primäre feline HCM gestellt (WESS et al., 2011). 

In Fällen, in denen durch klinische Untersuchung, Echokardiographie und 

Thoraxröntgen Anzeichen von CHF festgestellt wurden, wurde bereits ab einer 

Hypertrophie von 6,0 mm die HCM als hochgradig bewertet. 

Der Blutfluss im Bereich der Atrioventrikular- und Semilunarklappen wurde 

mittels Farbdoppler auf das Vorliegen von Turbulenzen untersucht, welches eine 

Beurteilung vorliegender Insuffizienzen oder Stenosen erlaubt. So wurde bei 

HCM von dem Vorliegen eines SAM ausgegangen, wenn in der Systole 

gleichzeitig eine Turbulenz in Aorta (Stenose) und über der Mitralklappe 

(Insuffizienz) im LA sichtbar war. Genaue Blutflussgeschwindigkeiten des links- 

und rechtsventrikulären Ausflusstraktes sowie des Mitraleinflusses wurden mittels 

der Spektraldoppler-Modi Continuous-Wave- oder Pulsed-Wave-Doppler 

ermittelt. Geschwindigkeiten des Aorten- und Pulmonalarterienflusses über 

2,25 m/s wurden als abnormal gewertet (BUSSADORI et al., 2000). 
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Eine Beurteilung der diastolischen Funktion erfolgte über den Farbgewebedopple. 

Die longitudinalen Gewebegeschwindigkeiten von LVFW und IVS wurden 

gemessen, in dem zunächst der linksapikale Vierkammerblick und jede Wand 

einzeln als Graubild und mit Farbgewebedoppler aufgenommen wurden. Die 

Auswertung der gespeicherten Zyklen wurde im Anschluss Off-Line unter 

Verwendung der Q-Analyse von EchoPAC (General Electric Medical Systems, 

Horten, Norwegen) durchgeführt. Hierfür wurde die Messzelle (Region Of 

Interest, ROI) mit einer Größe von 3 mm in das basale Segment der LWFW und 

des IVS gesetzt. Die ROI wurde dann manuell so korrigiert, dass sich diese in 

allen Phasen des Herzzyklus innerhalb des Myokards befand. Das Programm 

berechnete im Anschluss die TVI-Kurven mit den Maxima von S-Welle, E-Welle, 

A-Welle und ggf. der Fusionierung von E- und A-Welle (EA-Welle). Die Maxima 

von S-, E-, A- oder EA-Welle aller TVI-Kurven, die als qualitativ ausreichend 

erachtet wurden, wurden gemessen und der Mittelwert berechnet. 

2.1.4 Radiographie und Elektrokardiographie 

Bei dem klinischen Verdacht auf Linksherzversagen einhergehend mit einem 

Lungenödem oder Pleuralerguss wurden zur Verifizierung Röntgenaufnahmen des 

Thorax in zwei Ebenen durchgeführt.  

Wenn bei der kardiovaskulären Untersuchung unregelmäßige Herztöne oder im 

mitlaufenden EKG des Herzultraschalls Arrhythmien auffielen, wurde ein 

ausführliches EKG durchgeführt. Hierzu wurden die Katzen in rechte Seitenlage 

verbracht und in der distalen Region der Gliedmaßen sowie im Bereich des 

Herzspitzenstoßes Elektroden angebracht. Mit dem Gerät Cardiovit® (Schiller 

Medizintechnik GmbH, Ottobrunn) wurden die bipolaren Ableitungen I, II und III 

nach Einthoven, die unipolaren Ableitungen aVR, aVL und aVF nach Goldberger 

und die Brustwandableitung V1 erfasst. Anhand der aufgezeichneten Ableitungen 

wurden Herzfrequenz, die mittlere elektrische Herzachse, der Rhythmus und die 

Morphologie der einzelnen Komplexe beurteilt. 

2.1.5 Ausschluss von Differentialdiagnosen und Bestimmung Nierenwerte 

Der systemische Blutdruck wurde nicht-invasiv durch das oszillometrische 

Blutdruckmessgerät MDS® (S + B medVet GmbH, Babenhausen) gemessen. Die 

Blutdruckmanschette wurde dem liegenden Tier an der Schwanzwurzel 

angebracht und der diastolische und systolische Blutdruck aus mindestens vier 
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Messungen ermittelt. Systolische Werte zwischen 100 – 160 mmHg wurden als 

normotensiv eingestuft. 

Zum Ausschluss einer Hyperthyreose wurde die Schilddrüse palpiert und die 

Konzentration des Gesamt-T4 extern durch IDEXX Laboratories (Ludwigsburg, 

Deutschland) bestimmt, wobei Tiere in einem Bereich zwischen 0,8 – 4,7 µg/dl 

als euthyreot galten. Zur Beurteilung, ob eine Niereninsuffizienz vorliegt, wurden 

Harnstoff und Kreatinin des Serums herangezogen. Konzentrationen von 

5,0 mmol/l bis 11,3 mmol/l (Harnstoff) und bis 169 µmol/l (Kreatinin) galten als 

physiologisch. 

2.2 Mikro-Ribonukleinsäure 

Durch die Microarray-Analyse von Serumproben wurde die miRNA-Signatur 

herzgesunder Katzen mit Tieren im CHF verglichen. Basierend auf den Resultaten 

des Microarrays wurden einige miRNAs ausgewählt, um deren Expression mittels 

qRT-PCR sowohl an genannten Patientengruppen, als auch an einer weiteren 

Kohorte (HCM, hochgradig, subklinisches Stadium) zu validieren.  

Die Probenaufbereitung, die Extraktion der miRNA und die Validierung der 

Microarray-Ergebnisse mittels qRT-PCR wurden im PCR-Labor der 

Medizinischen Kleintierklinik der LMU München unter der Leitung von Frau Dr. 

Karin Weber durchgeführt. Die Analyse der miRNA-Signatur durch Microarray-

Technik ist im Laboratory for Functional Genome Analysis (LAFUGA) in 

Großhadern unter der Leitung von Herrn Dr. Stefan Bauersachs erfolgt. 

2.2.1 Blutprobennahme und Probenaufbereitung 

Die Blutentnahme wurde an der V. cephalicae antibrachii, V. femoralis oder 

V. jugularis externa, unter Verwendung einer Sterican®-Einmalkanüle (B. Braun 

Melsungen AG, Melsungen) durchgeführt. Das Blut wurde in Probenröhren zur 

Serumgewinnung (Sarstedt, Nürnbrecht) aufgefangen. Das Serum wurde 

innerhalb von 15 Minuten durch Zentrifugation über fünf Minuten bei 25°C und 

4000 Umdrehungen pro Minute vom Koagulum getrennt. Das Serum wurde zur 

Quantifizierung von Harnstoff, Kreatinin und Gesamt-T4 verwendet und der Rest 

unverzüglich bei -80°C eingefroren. 

2.2.2 Extraktion von Ribonukleinsäure 

Bei dem im Rahmen dieser Studie angewandten Prinzip der RNA-Extraktion 
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wurde die Serumprobe durch Guanidinthiocyanat denaturiert und die Proteine und 

DNA in Phenol gelöst. Durch Chloroform wurden die Phasen RNA, DNA und 

Proteine getrennt und die RNA schließlich durch Ethanol ausgefällt 

(CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987). Die RNA wurde durch das Prinzip der 

Festphasenextraktion an beschichtete Säulen gebunden und schließlich mit 

RNase-freiem Wasser gelöst. Mit der gewählten Extraktionsmethode wurde die 

gesamte RNA mit der miRNA-Fraktion aus dem Serum extrahiert. 

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus dem Serum ging allen weiteren 

molekularbiologischen Analysen voraus. 

Das Serum wurde bei Zimmertemperatur aufgetaut. RNA wurde nach dem 

Protokoll des Herstellers „Purification of total RNA, including small RNAs, from 

serum or plasma using the miRNeasy Mini Kit“ durch das miRNeasy mini Kit 

(QIAGEN, Hilden) extrahiert. Von jedem Probanden wurden doppelte 

Lösungsansätze ausgehend von je 200 µl Serum hergestellt. Zu 200 µl Serum 

wurden 1000 µl QIAzol Lysis Reagent pipettiert. Das Lysat wurde mit einem 

Vortex-Gerät gemischt und fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dem 

Lysat wurden 200 µl Chloroform hinzugefügt. Das Gemisch wurde 15 Sekunden 

durch das Vortex-Gerät gemischt und drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die Proben wurden anschließend bei 4°C für 15 Minuten mit 12 000 g 

zentrifugiert. Die obere wässrige Phase wurde in neue Polypropylenröhrchen 

(Eppendorf AG, Hamburg) pipettiert und mit der 1,5-fachen Menge Ethanol (~ 

600 µl) vermischt. 700 µl des Probengemischs wurden im Anschluss auf die 

RNeasy MinElute spin column, die sich in einem 2 ml Polypropylenröhrchen 

befand, pipettiert. Nach Zentrifugation bei Raumtemperatur für 15 Sekunden bei 

10 000 Umdrehungen pro Minute wurde der Überstand verworfen und diese 

Schritt mit dem Rest des Probengemisches wiederholt. Unter Verwendung der 

gleichen Säule wurde die beschriebene Zentrifugation mit dem 2. Lösungsansatz 

wiederholt und so die Ansätze wieder zusammengeführt. Durch die Verwendung 

zweier Ansätze sollte die Gesamtmenge von extrahierter miRNA erhöht werden. 

Nach Zugabe von 700 µl RWT Puffer wurde für 15 Sekunden bei 10 000 

Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und nach Verwerfen des Überstandes 

wurde dieser Schritt zweifach mit 500 µl RPE Puffer wiederholt. Auf die Säule 

wurde 500 µl Ethanol (80 %) gegeben und für zwei Minuten bei 10 000 

Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Die Säule wurde nun in ein neues 
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Mikrozentrifugenröhrchen gegeben, für fünf Minuten bei höchster 

Umdrehungszahl zentrifugiert und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 30 µl 

RNase-freies Wasser wurde auf die Säule gegeben und für eine Minute bei voller 

Umdrehungszahl zentrifugiert. Das Zentrifugat enthielt die gelöste RNA. 

2.2.3 Microarray 

Die miRNA wurde gemäß den Herstellerangaben durch das „miRNA Microarray 

System with miRNA Complete Labeling and Hyb Kit“ (Agilent Technologies, 

Santa Clara, USA) mit dem fluoreszierenden Farbstoff Cyanine3-pCp markiert 

und auf drei individuell gefertigte 8x60k Agilent Custom microRNA Microarrays 

hybridisiert. Grundlage für die Microarrays waren 1887 humane und 150 virale 

miRNAs nach der miRBase Version 19 (GRIFFITHS-JONES et al., 2008). Jede 

miRNA wurde durch mehrere Oligonukleotide (probes, Sonden) repräsentiert, die 

sich wiederum für jede miRNA auf insgesamt 30 Lokalisationen (features) 

verteilten. Die miRNAs der Probe konnten nach dem Auftragen auf den 

Microarray mit den entsprechenden komplementären Sequenzen hybridisieren. 

Dies erzeugte je nach Menge der gebundenen miRNA ein Fluoreszenzsignal mit 

bestimmter Intensität. Die gewaschenen Microarrays wurden im Anschluss 

gescannt und die gespeicherten Daten analysiert. 

Als Grundlage für die Microarray-Analyse diente extrahierte miRNA aus dem 

Serum von an HCM erkrankten Katzen im CHF und herzgesunden Tieren. 

Die gelöste RNA wurde zunächst in einer Vakuumzentrifuge für 60 Minuten bei 

55°C getrocknet, in 2 µl RNase freiem Wasser gelöst und in einem 1,5 ml 

Mikrozentrifugenröhrchen auf Eis gestellt. Alle Proben wurde dephosphoryliert, 

in dem jedem Ansatz 2 µl des Calf Intestinal Alkaline Phosphatase Master Mix 

hinzugefügt und 30 Minuten in einem Heizblock bei 37°C inkubiert wurden. 

Durch die Zugabe von je 2,8 µl DMSO (100 %) und anschließender Inkubation in 

einem auf 100°C erhitzten Wasserbad wurden die Proben denaturiert und 

anschließend sofort auf Eis verbracht. 

Die nun vorbereitete RNA wurde nun mit Cyanine3-pCp markiert, indem zu jeder 

Probe 4,5 µl des Ligation Master Mix für T4 RNA Ligase pipettiert wurde. Dieser 

entsprechende Master Mix wurde aus den Komponenten 27 µl 10X T4 RNA 

Ligase Buffer, 81 µl Cyanine3-pCp und 13,5 µl T4 RNA Ligase hergestellt. Nach 

Vermischung der Proben mit dem Mastermix wurden diese für zwei Stunden bei 
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16°C in einem Kühlblock inkubiert. 

Die markierte RNA wurde durch Micro Bio-Spin® 6 Chromatography Columns 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) von freiem Farbstoff und DMSO 

gereinigt. Hierfür wurden zu jeder Probe 38,7 µl RNase freies Wasser gegeben, 

das gesamte Volumen auf das Gelbett der vorbereiteten Säulen pipettiert und für 

vier Minuten bei 1000 g zentrifugiert. Der Überstand entsprach der markierten 

und gereinigten RNA und wurde auf Eis gegeben.  

Die Trocknung der Proben erfolgte in einer Vakuumzentrifuge für 45 Minuten bei 

55°C. 

Zur Vorbereitung der Hybridisierung der Microarrays wurde die getrocknete RNA 

jeweils wieder in 17 µl RNase freiem Wasser gelöst und zu jedem Ansatz 1,0 µl 

Hyb Spike-In Lösung in dreifacher Verdünnung, 4,5 µl 10X GE Blocking Agent 

und 22,5 µl 2X Hi-RPM Hybridisierungs Puffer gegeben und durch ein Vortex-

Gerät vermischt. Die Proben wurden für fünf Minuten in einem 100°C heißen 

Wasserbad inkubiert und im Anschluss umgehend für fünf Minuten auf Eis gelegt. 

Nun wurde für je acht Proben die Agilent Microarray Hybridization Chamber 

vorbereitet und die Proben aufgebracht. Hierfür wurde je ein SureHyb gasket slide 

in die Agilent SureHyb Basis gelegt. Für die acht Microarrays, die auf jedem 

Slide aufgebracht waren, wurde eine Legende angelegt, damit später jedem 

Microarray eine Probe zugeordnet werden konnte. Acht Proben wurden auf einen 

Slide pipettiert. Mit der aktiven Seite nach unten wurde ein Microarray-Slide auf 

den SureHyb gasket slide verbracht und in der Kammer verschlossen. Die drei 

präparierten Agilent Microrarray Kammern wurden zur Hybridisierung der 

Microarrays für 20 Stunden bei 55°C und 20 Umdrehungen pro Minute in einen 

Hybridisierungsofen verbracht. 

Anschließend wurden die Microarray-Slides gewaschen, indem diese in GE Wash 

Buffer 1 aus den Agilent Microrarray Kammern entfernt wurden. Die Slides 

wurden nun je fünf Minuten in GE Wash Buffer 1 und in GE Wash Buffer 2 

(37°C) gewaschen. 

Die fluoreszierenden 8 x 60 000 features wurden durch den Agilent SureScan 

DNA Microarray Scanner mit 2 µm Auflösung erfasst und als Bild festgehalten. 

Die unterschiedlich starken Signale des gespeicherten Bildes wurden durch die 
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Feature Extraction Software Version 10.7.3.1 (Agilent Technologies, Santa Clara, 

USA) verarbeitet. Schließlich wurde unter Berücksichtigung des Hintergrundes 

die mittlere Intensität jedes einzelnen features als Wert wiedergegeben. 

2.2.4 Quantitative Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion 

Für die PCR-basierte Validierung einzelner miRNAs wurden diese zunächst 

mittels reverser Transkription (RT) in cDNA umgeschrieben. Anschließend wurde 

die Menge der cDNA durch qPCR bestimmt. 

Die miRNA wurde aus dem Serum von Katzen der Gruppen „herzgesund“, „CHF 

durch HCM“ und „hochgradige HCM im subklinischen Stadium“ extrahiert. 

Die RT wurde durch das miScript® II RT Kit (QIAGEN) gemäß des Protokolls 

des Herstellers durchgeführt. Ein Reaktionsansatz entsprach je 4 µl 5X miScript 

HiSpec Buffer, 2 µl 10X miScript Nucleics Mix, 2 µl miScript Reverse 

Transcriptase Mix und 12 µl der gelösten RNA. Bei den Negativkontrollen wurde 

statt Reverse Transcriptase 2 µl RNase freies Wasser hinzugefügt (no RT control). 

Im Thermocycler Eppendorf Mastercycler® ep gradient S (Eppendorf AG, 

Hamburg) wurden die Reaktionsansätze für 60 Minuten bei 37°C inkubiert und 

durch Erhitzen auf 95°C (fünf Minuten) inaktiviert. Die cDNA wurde mit 20 µl 

RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 40 µl verdünnt und bis zur 

weiteren Bearbeitung bei –20°C gelagert. 

Die relative Quantifizierung einzelner miRNAs durch qPCR unter Verwendung 

von miScript SYBR® Green PCR Kit (QIAGEN, Hilden) und homo sapiens (hs) 

miScript Primer Assays (QIAGEN, Hilden) erfolgte nach den Angaben des 

Herstellers. Hierfür wurden die miScript primer Assays hs_miR-208b_1, hs_miR-

320e_1, hs_miR-381_1, hs_miR-1246_2, hs_miR-486-3p_2 und hs_miR-368_1 

verwendet. MiR-368 entspricht der früheren Nomenklatur von miR-376c-3p. Zur 

Normalisierung wurden hs_RNU6B_2 und hs_RNU1A_1 gewählt. Pro jeweiliger 

Probe wurde für jeden miScript Primer Assay ein Doppelansatz auf Thermowell® 

Gold PCR 96-well Plates (Corning Incooporated, Corning, New York, USA) 

pipettiert. Ein Ansatz enthielt die Reaktionskomponenten 4 µl RNase-freies 

Wasser, 2 µl miScript Primer Assay, 2 µl 10X miScript Universal Primer, 10 µl 

Quantitect Sybr Green PCR MasterMix und 2 µl der verdünnten cDNA 

(templates) mit einem Gesamtvolumen von 20 µl. Die Negativkontrollen 

enthielten RNase-freies Wasser (no template control) oder extrahierte RNA (no 
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RT control) statt cDNA. Mit dem TaqMan 7500 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems, Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA) wurden pro Assay 

40 PCR-Zyklen durchgeführt. Den Zyklen ging die initiale Aktivierung der 

HotStar DNA Polymerase durch eine Inkubation bei 95°C (15 Minuten) voraus. 

Die Denaturierung erfolgte bei 94°C für 15 Sekunden mit folgender 

Primerhybridisierung bei 55°C für 30 Sekunden und Elongation bei 70°C für 35 

Sekunden. Nach den PCR-Zyklen wurde eine Schmelzkurvenanalyse unter den 

Bedingungen 95°C für 15 Sekunden, 60°C für 60 Sekunden und 95°C für 15 

Sekunden durchgeführt. Für jede cDNA wurde die Anzahl der Zyklen (cycle 

threshold, Zyklusschwellenwert, Ct) bestimmt, die nötig sind, um Fluoreszenz 

über einen definierten Grenzwert steigen zu lassen. Je höher der Ct war, desto 

mehr Zyklen waren nötig, um diesen Grenzwert zu erreichen. 

2.3 Statistik 

Die Deskription und Datenanalyse von Signalement und klinischen Parametern 

wurden mit PASW® Statistics (SPSS Inc., Chicago, USA) durchgeführt. Mit dem 

Kolmogorow-Smirnow-Test und der graphischen Darstellung durch Histogramme 

wurde geprüft, ob die Parameter normal verteilt waren. Beim Vergleich der 

Gruppen miteinander wurde bei nichtparametrischer Verteilung ein Mann-

Whitney-U-Test gewählt. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet. Die 

Auswertung der molekularbiologischen Messungen erfolgte unter Verwendung 

bioinformatischer Software. Dies wird im Folgenden erläutert. 

2.3.1 Microarray 

Die durch die „Feature Extraction Software Version 10.7.3.1“ (Agilent 

Technologies, Santa Clara, USA ) ermittelte mittlere Expression jeder messbaren 

Lokalisation (feature) wurde durch die Software „Variance stabilization and 

calibration for microarray data“ (VSN) (BioConductor) normalisiert (HUBER et 

al., 2002). Die weitere statistische Analyse erfolgte mit dem Programm „Linear 

Models for Microarray Data“ (LIMMA) (BioConductor) unter Verwendung des 

„moderated t-test“. Nominale p-Werte wurden durch „LIMMA decideTests“ 

mittels false discovery rate für multiples Testen adjustiert (SMYTH, 2004). 

Korrigierte p-Werte (p-value adjusted) < 0,05 galten als signifikant. Basierend auf 

den relativen Expressionen der miRNAs mit nominalem p-Wert  < 0,01, wurde 

mit dem „Multiexperiment Viewer 4.7.3“ des Microarray-Daten Analyse und 
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Management Systems „TM4“ eine hierarchische Clusteranalyse (HCL) 

durchgeführt (SAEED et al., 2003). 

2.3.2 Quantitative Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion 

Unter Verwendung des Relative Expression Software Tool (REST©) 2009 

(QIAGEN®, Hilden, & M. W. Pfaffl, Physiologie Weihenstephan, Technische 

Universität, München) wurde die Berechnung der mittleren  Expressionsdifferenz 

(R) der einzelnen miRNAs zwischen den Patientengruppen durchgeführt. 

Normalisiert wurde über Referenz-miRNAs (PFAFFL, 2001; PFAFFL et al., 

2002; PFAFFL, 2004). RNU6B und RNU1A dienten dabei als endogene 

Kontrollen. Mittels dem von der Verteilung unabhängigen „Pair Wise Fixed 

Reallocation Randomisation Test“© wurden die p-Werte kalkuliert (PFAFFL et 

al., 2002). P < 0,05 galt als statistisch signifikant. 
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IV   ERGEBNISSE 

1 Patientencharakteristika 

Insgesamt erfüllten 31 Katzen die Einschlusskriterien. Diese wurden entsprechend 

ihrer Krankheitsstadien als „herzgesund“ (n = 12), „CHF durch HCM“ (n = 11) 

oder „hochgradige HCM im subklinischen Stadium“ (n = 8) klassifiziert. Als 

Rassen der untersuchten Katzen waren die Norwegische Waldkatze (n = 9), EKH 

(n = 8), Maine Coon (n = 7), British Kurzhaar (n = 3), Perser (n = 2), Scottish 

Fold (n = 1) und Sibirisch Langhaar (n =1) vertreten. 

In die einzelnen miRNA-analytischen Abschnitte (Microarray und qRT-PCR) 

wurden jeweils unterschiedliche Teilpopulationen miteinbezogen:  

Durch Microarray-Technik wurde das miRNA-Muster von zwölf herzgesunden 

Katzen und elf Katzen im CHF durch HCM analysiert und verglichen. Für die 

Quantifizierung einzelner miRNAs durch qRT-PCR wurden acht herzgesunde 

Katzen und acht Katzen im CHF durch HCM ausgewählt, deren miRNA-Profil 

bereits durch den Microarray untersucht wurde. Zusätzlich wurden acht weitere 

Katzen, die sich im subklinischen Stadium einer hochgradigen HCM befanden, in 

die qRT-PCR-Analyse eingeschlossen. Da sich die Teilpopulationen für 

Microarray und qRT-PCR überschnitten, jedoch unterschiedlich zusammengesetzt 

waren, wurden sie hinsichtlich ihrer klinischen Charakteristika getrennt betrachtet. 

1.1 Gruppen für die Microarray-Analyse 

Das Signalement und die echokardiographischen Parameter der Patientengruppen, 

die in die miRNA-Microarray-Analyse miteinbezogen wurden, sind in Tabelle 2 

und Tabelle 3 dargestellt. 
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Tabelle 2: Signalement der Katzen, deren Mikro-Ribonukleinsäuren-Profil mittels 
Microarray-Analyse verglichen wurde. HCM = hypertrophe Kardiomyopathie, 
CHF = congestive heart failure, kongestives Herzversagen, EKH = Europäisch 
Kurzhaar, BKH = Britisch Kurzhaar, NWK = Norwegische Waldkatze. 

 Herzgesund                     
(n = 12) 

HCM CHF                      
(n = 11) 

Signalement 

Alter (Jahre) Median 8,08 5,41  

Spannweite 5,76 – 10,19 1,05 – 11,90 

Geschlecht (Anzahl männlich/weiblich) 3/9 9/2 

Rasse (Anzahl) EKH 1 4 

BKH / 2 

NWK 7 / 

Perser / 1 

Scottish Fold / 1 

Maine Coon 4 2 

Sibirisch Langhaar / 1 

 

Herzgesunde Katzen waren signifikant älter als Tiere, die sich im CHF befanden 

(p = 0,042). 

Weibliche und männliche Tiere waren in den Patientengruppen ungleichmäßig 

verteilt. Während in der herzgesunden Gruppe mit 75 % mehr weibliche Tiere 

waren, überwog in den Gruppen „CHF durch HCM“ (81,8 %) der Anteil 

männlicher Tiere. 
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Tabelle 3: Zusammenstellung der echokardiographischen Parameter der Katzen, 
deren Mikro-Ribonukleinsäuren-Profil mittels Microarray-Analyse verglichen 
wurde. HCM = hypertrophe Kardiomyopathie, CHF = congestive heart failure, 
kongestives Herzversagen, LA = linkes Atrium, Ao = Aorta, TVI = tissue velocity 
imaging, Gewebegeschwindigkeit, E = frühdiastolische E-Welle, A = 
spätdiastolische A-Welle, EA = fusionierte E- und A-Welle. 

 Herzgesund                     
(n = 12) 

HCM CHF                      
(n = 11) 

Zweidimensionale Echokardiographie 

maximale Wanddicke in 
der Diastole in mm 

Median 4,69 8,35 

Spannweite 3,71 – 4,94 6,06 – 11,97 

LA/Ao  Median 1,37 2,48 

Spannweite 1,23 – 1,49 1,98 – 3,11 

TVI-Parameter in Meter pro Sekunde 

In
te
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E Median -5,05 -2,44 

Spannweite -4,54 - -5,55 -1,66 - -3,45 

A Median -4,91 -3,08 

Spannweite -3,95 - -6,06 -2,41 - -3,23 

EA Median -8,71 -4,76 

Spannweite -6,58 - -10,62 -1,91 - -8,30 

Li
nk

sv
en
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ik

ul
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e 
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W
an
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E Median -7,59 -3,28 

Spannweite -5,81 - -8,03 -2,40 - -4,16 

A Median -3,76 -1,82 

Spannweite -3,08 - -4,21 -1,39 - -2,26 

EA Median -6,85 -2,93 

Spannweite -6,67 - -11,93 -2,56 - -6,06 

 

Beim Vergleich der Gruppen hinsichtlich zweidimensionaler 

echokardiographischer Parameter unterschieden sich Katzen im CHF durch HCM 

von der herzgesunden Kontrollgruppe durch signifikant höhere Werte für die 

LVFW (p < 0,001) und das IVS (p < 0,001) in der Diastole sowie für LA/Ao 

(p < 0,001). 

Die Unterschiede der kardialen Phänotypen „herzgesund“ und „CHF durch HCM“ 

wird in Abbildung 2 und Abbildung 3 veranschaulicht. 
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Abbildung 2: Die Verteilung der maximalen Wandstärken in Millimetern der 
Gruppen herzgesund (n = 12) und kongestives Herzversagen durch hypertrophe 
Kardiomyopathie (n = 11). Die maximale Wandstärke entspricht dabei der 
maximalen diastolischen Wanddicke des interventrikulären Septums oder der 
linksventrikulären freien Wand. Eingeblendet ist der Cut-off-Wert von 
6 Millimetern. HCM = hypertrophe Kardiomyopathie, CHF = congestive heart 
failure, kongestives Herzversagen. 
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Abbildung 3: Die Verteilung des Verhältnisses des linken Vorhofs zur Aorta der 
Gruppen herzgesund und kongestives Herzversagen durch hypertrophe 
Kardiomyopathie. Eingeblendet ist der Cut-off-Wert von 1,5. HCM = hypertrophe 
Kardiomyopathie, CHF = congestive heart failure, kongestives Herzversagen. 

 

Beim Vergleich der diastolischen Gewebeparameter wurde bei Katzen im CHF 

durch HCM signifikant geringere Geschwindigkeiten der E-Welle des IVS 

(p = 0,014), der fusionierten EA-Welle des IVS (p = 0,018) und der A-Welle des 

IVS (p = 0,014) sowie der fusionierten EA-Welle der LVFW (p = 0,003) 

gemessen. Jeweils zwei herzgesunde Katzen und ein an HCM erkranktes Tier 

konnten aufgrund fehlender Gewebedoppler-Aufnahmen nicht in die Auswertung 

miteingeschlossen werden. 

Alle Katzen im CHF (n = 11) waren in einem klinisch stabilen Stadium, welches 

mit der Klasse C1 der Canine Heart Failure International Expert Forum 

(CHIEF)-Klassifikation zu vergleichen ist (STRICKLAND, 2008). Eine Übersicht 

dieses Systems ist in Tabelle 8 im Anhang zu finden. Zum Zeitpunkt der 

Untersuchung und Blutprobennahme befanden sich die Tiere zwischen einem und 

284 Tagen im CHF mit einem Medianwert von 30 Tagen. Alle Tiere dieser 

Gruppe erhielten Diuretika (Furosemid) und individuell zusätzlich weitere 
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Medikamente wie Thrombozytenaggregationshemmer (Clopidogrel), 

nichtsteroidale Antiphlogistika (Acetylsalicylsäure), Beta-Blocker (Atenolol) oder 

ACE-Hemmer. 

1.2 Gruppen für die Mikro-Ribonukleinsäuren-Analyse mit tels 

quantitativer Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion 

Eine Zusammenstellung von Signalement und echokardiographischer 

Charakteristika der Gruppen, die mittels qRT-PCR verglichen wurden, ist in 

Tabelle 4 und Tabelle 5 zu finden. 

Tabelle 4: Signalement der Katzen, die in die Quantifizierung einzelner Mikro-
Ribonukleinsäuren mittels quantitativer Reverser-Transkription 
Polymerasekettenreaktion miteinbezogen wurden. HCM = hypertrophe 
Kardiomyopathie, CHF = congestive heart failure, kongestives Herzversagen, 
kongestives Herzversagen, EKH = Europäisch Kurzhaar, BKH = Britisch 
Kurzhaar, NWK = Norwegische Waldkatze. 

 Herzgesund        
(n = 8) 

HCM CHF         
(n = 8) 

HCM subkl. 
(n = 8) 

Signalement 

Alter (Jahre) Median 8,32 3,57 5,66 

Spannweite 5,76 – 10,19 1,05 - 9,80 1,19 – 13,11 

Geschlecht (Anzahl männlich/weiblich) 2/6 7/1 7/1 

Rasse EKH / 2 3 

BKH / 2 1 

NWK 5 / 2 

Perser / 1 1 

Scottish Fold / 1 / 

Maine Coon 3 1 1 

Sibirisch Langhaar / 1 / 

 

Wie bei den Gruppen des Microarrays waren herzgesunde Katzen signifikant älter 

als an HCM erkrankte Tiere im CHF (p = 0,021). Der Vergleich von 

herzgesunden Tieren mit Katzen im subklinischen Stadium einer hochgradigen 

HCM und der HCM-Gruppen untereinander erbrachte keinen Unterschied. 

Ähnlich war auch die Verteilung des Alters mit einem Überwiegen männlicher 

Tiere in beiden HCM-Gruppen (je 87,5 %). 
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Tabelle 5: Zusammenstellung der echokardiographischen Parameter der Katzen, 
die in die Quantifizierung einzelner Mikro-Ribonukleinsäuren mittels 
quantitativer Reverser-Transkription Polymerasekettenreaktion miteinbezogen 
wurden. HCM = hypertrophe Kardiomyopathie, CHF = congestive heart failure, 
kongestives Herzversagen, LA = linkes Atrium, Ao = Aorta, TVI = tissue velocity 
imaging, Gewebegeschwindigkeit, E = frühdiastolische E-Welle, A = 
spätdiastolische A-Welle, EA = fusionierte E- und A-Welle. 

 Herzgesund        
(n = 8) 

HCM CHF         
(n = 8) 

HCM subkl. 
(n = 8) 

Zweidimensionale Echokardiographie 

maximale Wanddicke 

in der Diastole (mm) 

Median 4,75 8,14 7,32 

Spannweite 3,71 – 4,94 6,12 – 11,97 7,12 – 9,35 

LA/Ao Median 1,37 2,53 1,43 

Spannweite 1,31 – 1,49 1,98 – 3,11 1,20 – 1,72 

TVI-Parameter in Meter pro Sekunde 

In
te
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E Median -5,05 -2,44 -2,88 

Spannweite -4,54 - -5,55 -1,66 - -3,45 -1,48 - -4,43 

A Median -5,42 -3,08 -3,13 

Spannweite -4,78 - -6,06 -2,41 - -3,23 -2,88 - -3,39 

EA Median -7,66 -5,96 -6,02 

Spannweite -6,58 – 10,46 -3,62 - -8,30 -3,35 - -8,41 

Li
nk
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e 
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W
an

d 

E Median -8,01 -3,28 -6,85 

Spannweite -5,81 - -8,03 -2,40 - -4,16 -6,85 - -6,85 

A Median -3,45 -1,82 -3,34 

Spannweite -3,08 - -4,21 -1,39 - -2,26 -3,34 - -3,34 

EA Median -6,92 -4,03 -3,97 

Spannweite -6,73 - -11,93 -2,56 - -6,56 -1,68 - -5,99 

 

Die vergleichende Betrachtung von Kammerwanddimensionen und der Größe des 

LA ergab bei Katzen im CHF durch HCM eine signifikant dickere LVFW 

(p = 0,005) und IVS (p = 0,001) in der Diastole gegenüber herzgesunden Katzen. 

Zusätzlich war LA/Ao bei herzgesunden Katzen signifikant kleiner (p < 0,001). 

Auch Katzen mit hochgradiger HCM im subklinischen Stadium wiesen gegenüber 

herzgesunden Katzen höhere Werte für LVFW (p < 0,001) und IVS (p = 0,009) 

auf. Beim Vergleich von LA/Ao war kein signifikanter Unterschied festzustellen. 

Die Gruppen „CHF durch HCM“ und „hochgradige HCM im subklinischen 

Stadium“ unterschieden sich nur hinsichtlich des Verhältnisses von LA/Ao 

(p < 0,001). 

Die Geschwindigkeit der fusionierten EA-Welle der LVFW bei Katzen im CHF 

war signifikant niedriger als bei herzgesunden Tieren (p = 0,025). Der Vergleich 

der Gruppen „herzgesund“, „CHF durch HCM“ und „hochgradige HCM im 
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subklinischen Stadium“ untereinander ergab hinsichtlich der weiteren 

diastolischen Gewebegeschwindigkeiten keine Unterschiede signifikanten 

Ausmaßes. Von zwei herzgesunden Katzen, eine Katze im CHF durch HCM und 

eine Katze im hochgradigen subklinischen Stadium einer HCM lagen keine 

Gewebedoppleraufnahmen zur Auswertung vor. 

2 Microarray-Analyse 

In den felinen Serumproben konnte für 970 miRNAs eine Signalintensität 

oberhalb zufälliger Signalschwankungen (background noise) nachgewiesen 

werden. 

Beim Vergleich der Gruppen „CHF durch HCM“ (n = 11) und „herzgesund“ 

(n = 12), wiesen 25 miRNAs einen nominalen p-Wert ≤ 0,01 mit einem 

Expressionsunterschied (fold change) von -1,58 bis +4,05 auf, repräsentiert durch 

ein bis vier Sonden (probes). Von diesen miRNAs waren in der erkrankten 

Gruppe 21 höher und vier niedriger exprimiert. Eine Zusammenfassung der 

einzelnen miRNAs findet sich in Tabelle 6. 
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Tabelle 6: Darstellung der abweichenden Expression 25 verschiedener Mikro-
Ribonukleinsäuren von Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie im kongestiven 
Herzversagen im Vergleich zu herzgesunden Katzen. Repräsentiert werden die 
Mikro-Ribonukleinsäuren durch insgesamt 36 Sonden (probes) mit nominalem 
p-Wert ≤ 0,01. MiR = Mikro-Ribonukleinsäure, FC = fold change, Reg. = 
Regulation, hsa = homo sapiens, kshv = Kaposi Sarkom-assoziiertes Herpesvirus. 

 Log2 FC Reg. p-Wert nominal p-Wert korrigiert 

hsa-miR-381-3p 1,35 2,55 ↑ < 0,001 0,019 

hsa-miR-381-3p 1,38 2,60 ↑ < 0,001 0,022 

hsa-miR-486-3p 1,03 2,04 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-4751 1,06 2,08 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-376c-3p 1,48 2,78 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-5700 1,00 2,00 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-513a-3p 1,11 2,16 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-5700 1,05 2,07 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-4751 1,02 2,02 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-320e 0,82 1,76 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-513a-3p 1,15 2,22 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-513a-3p 1,13 2,18 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-513a-3p 1,09 2,13 ↑ < 0,001 0,038 

hsa-miR-5700 1,03 2,04 ↑ < 0,001 0,0560 

kshv-miR-K12-5-5p -1,16 -2,24 ↓ < 0,001 0,0560 

hsa-miR-376c-3p 2,02 4,05 ↑ 0,001 0,1279 

kshv-miR-K12-10b 0,98 1,98 ↑ 0,001 0,1279 

hsa-miR-320e 0,72 1,65 ↑ 0,002 0,1786 

hsa-miR-3177-3p -1,11 -2,15 ↓ 0,002 0,1786 

hsa-miR-486-3p 0,87 1,83 ↑ 0,002 0,1824 

hsa-miR-1246 1,18 2,27 ↑ 0,002 0,1824 

hsa-miR-371a-5p 0,77 1,70 ↑ 0,003 0,2391 

hsa-miR-548x-3p 0,74 1,67 ↑ 0,003 0,2391 

hsa-miR-4641 -1,00 -2,00 ↓ 0,003 0,2391 

hsa-let-7a-5p -0,66 -1,58 ↓ 0,003 0,2391 

kshv-miR-K12-5-5p -1,09 -2,13 ↓ 0,004 0,2504 

hsa-miR-548ae 0,64 1,56 ↑ 0,007 0,4228 

hsa-miR-4746-3p 0,63 1,55 ↑ 0,007 0,4248 

hsa-miR-4668-5p 1,00 2,00 ↑ 0,007 0,4248 

hsa-miR-548aj-3p 0,62 1,53 ↑ 0,008 0,4264 

hsa-miR-629-3p 0,53 1,44 ↑ 0,008 0,4264 

hsa-miR-409 0,56 1,48 ↑ 0,009 0,4264 

hsa-miR-4497 0,48 1,40 ↑ 0,009 0,4264 

hsa-miR-4721 0,66 1,58 ↑ 0,009 0,4465 

hsa-miR-4327 0,79 1,73 ↑ 0,010 0,4513 
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Eine HCL wurde durchgeführt, um die Katzen auf Grundlage der Ähnlichkeit 

ihres miRNA-Expressionen in Gruppen („Cluster“) darzustellen. Hierfür wurden 

die relativen Expressionen der miRNAs mit nominalem p-Wert ≤ 0,01 gewählt. 

Zur Bestimmung der Ähnlichkeit diente als Proximitätsmaß der Pearson-

Korrelationskoeffizient. Die Klassen wurden dann nach ihrer geringsten Distanz 

zusammengefasst, beginnend mit einzelnen Proben (entsprechend den einzelnen 

Patienten), z. B. „HCM-5“ und „HCM-12“ in Abbildung 4. Zur weiteren 

Zusammenfassung von entstandenen Gruppen („Clustern“), die dann mehrere 

Patienten enthielten, wurde das Average-Linkage Verfahren verwendet. Hierfür 

wurde in jedem Cluster der Durchschnitt aller Distanzen gebildet und wiederum 

mit dem Cluster mit der geringsten Distanz fusioniert. Z. B. das Cluster „HCM-

5/HCM-12“ mit dem Cluster „HCM-9/HCM-8“. Letztlich wurden alle Tiere in 

zwei Gruppen zusammengefasst. Diese Cluster stimmen mit den entsprechenden 

kardialen Phänotypen der Katzen überein, d.h., in einem Cluster befinden sich alle 

herzgesunden Katzen und in dem anderen Cluster alle Tiere im CHF durch HCM. 

Die HCL mit Heatmap ist in Abbildung 4 dargestellt. 
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Abbildung 4: Hierarchische Clusteranalyse (Pearson-Korrelation, Average-
Linkage) dargestellt als Heatmap von 25 Mikro-Ribonukleinsäuren des 
Expressionsprofils der Gruppen „herzgesund“ und „kongestives Herzversagen 
durch hypertrophe Kardiomyopathie“. Jede Spalte entspricht einer der Proben und 
jede Zeile entspricht einer Mikro-Ribonukleinsäure.Die Farben stimmen mit dem 
Expressionslevel überein, wobei Rot einer Hochregulierung und Blau einer 
Runterregulierung in Relation zum Mittelwert aller Proben entspricht.. HCM = 
hypertrophe Kardiomyopathie, HG = herzgesund, miR = Mikro-Ribonukleinsäure, 
hsa = homo sapiens, kshv = Kaposi Sarkom-assoziiertes Herpesvirus. 

 

Nach multiplem Testen bestätigten sich die statistisch signifikant erhöhte 

Expression von miR-381-3p, miR-486-3p, miR-4751, miR-376c-3p, miR-5700, 

miR-513a-3p und miR-320e in der Gruppe „CHF durch HCM“ im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (korrigierter p-Wert < 0,05). 

Neben humanen miRNAs waren auch die folgenden miRNAs humaner Viren 

nachzuweisen: Humane Polyoma Viren 1 und 2, Epstein-Barr-Virus, Hepatitis-B-

Virus, humanes Zytomegalievirus, humanen Immundefizienz-Virus, Herpes-

Simplex-Viren 1 und 2 und das Kaposi Sarkom-assoziierte Herpesvirus. Eine 

Übersicht der viralen miRNAs kann der im Anhang beigefügten Tabelle 9 

entnommen werden. 
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3 Quantitative Reverse-Transkription-Polymerase-

kettenreaktion 

Aufgrund der Ergebnisse der Microarray-Analyse und der Beschreibung in 

bisherigen Studien im Zusammenhang mit kardialen Erkrankungen wurden 

folgende sechs miRNAs für eine Analyse mittels qRT-PCR ausgewählt: 

miR-381-3p, miR-486-3p, miR-376c-3p, miR-320e, miR-1246 und miR-208b. 

Eine Validierung genannter miRNAs erfolgte jeweils für jene acht Tiere aus den 

Gruppen „herzgesund“ und „CHF durch HCM“, bei denen ausreichend 

Serummaterial für einen weiteren analytischen Schritt zur Verfügung stand, sowie 

zusätzlich für acht Katzen mit hochgradiger HCM im subklinischen Stadium. 

MiR-208b und miR-376c-3p konnten mit den qPCR-miRNA Assays nicht in 

ausreichendem Maß amplifiziert werden. Sie wurden daher von der weiteren 

statistischen Analyse ausgeschlossen. 

Ein signifikanter Unterschied der Expression konnte für miR-1246 nachgewiesen 

werden. In der Gruppe „CHF durch HCM“ war miR-1246 sowohl im Vergleich 

zu Gruppe „herzgesund“ (Expressionsverhältnis 3,19, p < 0,001) als auch zur 

Gruppe „hochgradige HCM im subklinischen Stadium“ (Expressionsverhältnis 

1,98, p = 0,048) signifikant erhöht exprimiert (siehe Abbildung 5 und Abbildung 

6). Für die endogenen Kontrollen RNU1A und RNU6B sowie für die miRNAs 

miR-320e, miR-381 und miR-486-3p konnte beim Vergleich der Gruppen kein 

signifikanter Unterschied festgestellt werden. Eine Zusammenfassung der 

Expressionsverhältnisse und der p-Werte findet sich in Tabelle 7. 
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Tabelle 7: Darstellung des Expressionverhältnisses spezifischer humaner Mikro-
Ribonukleinsäuren beim Vergleich verschiedener Patientengruppen untereinander 
durch relative Quantifizierung nach quantitativer Reverser-Transkription 
Polymerasekettenreaktion. Eine Normalisierung erfolgte über RNU6B und 
RNU1A. MiRNA = mikro-Ribonukleinsäure, hsa = homo sapiens, HCM = 
hypertrophe Kardiomyopathie, CHF = congestive heart failure, kongestives 
Herzversagen, subkl. = subklinisch, Expression = Expressionsverhältnis. 

 
Herzgesund versus 

CHF durch HCM 

Herzgesund versus 

HCM im subkl. Stadium 

HCM im subkl. Stadium 

versus CHF durch HCM 

miRNA Expression p-Wert Expression p-Wert Expression p-Wert 

miR-320e 1,30 0,584 0,89 0,851 1,46 0,481 

miR-381 2,04 0,285 0,75 0,762 2,73 0,14 

miR-1246 3,19 <0,001 1,61 0,341 1,98 0,048 

miR-486-3p 0,94 0,928 0,35 0,206 2,71 0,199 
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Abbildung 5: Darstellung des Expressionsverhältnisses von miR-1246 von 

Katzen im kongestiven Herzversagen durch hypertrophe Kardiomyopathie im 

Vergleich zur herzgesunden Kontrollgruppe mittels Whisker-Box-Plot. Eine 

Normalisierung erfolgte auf RNU6B und RNU1A. MiR-1246 ist in der Gruppe 

„kongestiven Herzversagen durch hypertrophe Kardiomyopathie“ um den 

mittleren Faktor 3,19-fach erhöht exprimiert im Vergleich zur Gruppe 

„herzgesunden“ mit p < 0,001. In der Box liegen die mittleren 50 % der Daten, die 

waagrechte Linie in der Box entspricht dem Median. Die Whisker repräsentieren 

die anderen 50 % der Daten. 
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Abbildung 6: Darstellung des Expressionsverhältnisses von miR-1246 von 
Katzen im kongestiven Herzversagen durch hypertrophe Kardiomyopathie im 
Vergleich zu Katzen mit hochgradiger hypertropher Kardiomyopathie im 
subklinischen Stadium mittels Whisker-Box-Plot. Eine Normalisierung erfolgte 
auf RNU6B und RNU1A. MiR-1246 ist in der Gruppe „kongestiven 
Herzversagen durch hypertrophe Kardiomyopathie“ um den mittleren Faktor 
1,98-fach erhöht exprimiert im Vergleich zur Gruppe „hochgradige hypertrophe 
Kardiomyopathie im subklinischen Stadium“ mit p = 0,048. In der Box liegen die 
mittleren 50 % der Daten, die waagrechte Linie in der Box entspricht dem 
Median. Die Whisker repräsentieren die anderen 50 % der Daten. 
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V DISKUSSION 

Eine zunehmende Anzahl von Studien untersucht derzeit die Rolle von miRNA in 

der Pathophysiologie unterschiedlichster Krankheitsbilder. Die Evaluierung des 

Potenzials von miRNAs als Biomarker des Blutes zur verbesserten Diagnose von 

kardialen Erkrankungen, wie beispielsweise eines Myokardinfarktes, rückt dabei 

immer mehr in den Fokus (ADACHI et al., 2010; AI et al., 2010; 

D'ALESSANDRA et al., 2010). Die miRNA-Expression im Zusammenhang mit 

HCM oder CHF wurden bislang zumeist nur am Maus- oder Ratten-Modell oder 

in humanmedizinischen Arbeiten untersucht. Zur Diagnose von feliner HCM wäre 

die Entwicklung eines blutbasierten-Biomarkers von großem Wert, der nicht mit 

den Nachteilen bildgebender Diagnoseverfahren, wie grenzwertigen Befunde, 

hohen Kosten oder schwieriger Durchführung behaftet ist. 

Die hier beschriebene Arbeit ist nach aktuellem Kenntnisstand die erste 

Abhandlung, welche die miRNA-Signatur im Serum der Katze im 

Zusammenhang mit HCM und CHF untersucht. Ziel der Studie war es, das 

miRNA-Muster von Katzen mit HCM im CHF und herzgesunden Katzen durch 

Microarray-Technik zu bestimmen und miteinander zu vergleichen. In einem 

zweiten Schritt wurden auf Grundlage der Microarray-Ergebnisse einzelne 

auffällige miRNAs mittels qRT-PCR validiert. Hierfür wurde, neben Katzen die 

bereits in die Microarray-Analyse eingeschlossen wurden, eine neue Gruppe 

miteinbezogen, die ein weiteres HCM-Stadium repräsentierte. Dies waren Katzen, 

die sich im subklinischen Stadium einer hochgradigen HCM befanden. 

1 Population 

Die Katzen der vorliegenden Studie wurden anhand klinischer und 

echokardiographischer unterschiedlichen Patientengruppen zugeordnet. Die 

kardialen Phänotypen „herzgesund“ sind dabei im Herzultraschall klar 

voneinander abgrenzbar. Herzgesunde Katzen waren signifikant älter als Tiere, 

die an HCM litten. Dies kann darauf zurückgeführt werden, dass ein 

Einschlusskriterium der herzgesunden Gruppe das Erreichen des 6. Lebensjahres 

war. Dieses sollte die Wahrscheinlichkeit erhöhen, dass eine Kardiomyopathie bei 

diesen Tieren auch im fortgeschrittenen Alter nicht mehr entsteht und diese 

tatsächlich herzgesund bleiben. In die HCM-Gruppe, kompensiert oder 
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dekompensiert, wurden Katzen jeglichen Alters aufgenommen. In den HCM-

Gruppen war das Geschlechterverhältnis inhomogen, wobei männliche Tiere 

überrepräsentiert waren. In vorangegangenen größeren Studien wurde ebenfalls 

festgestellt, dass mehr männliche als weibliche Katzen an HCM erkranken. 

(RUSH et al., 2002; FERASIN et al., 2003; RIESEN et al., 2007b; PAYNE et al., 

2010; TREHIOU-SECHI et al., 2012). Auch beim Menschen sind die betroffene 

Patienten häufiger männlich (MARON et al., 1984a; GREAVES et al., 1987). In 

der Humanmedizin wird vermutet, dass geschlechtsabhängige genetische und 

endokrine Faktoren die phänotypische Expression von HCM oder reaktiver 

Hypertrophie beeinflussen könnten (SCHWARTZBAUER & ROBBINS, 2001; 

VAN EICKELS et al., 2001; OLIVOTTO et al., 2005). Für die Katze gibt es in 

dieser Hinsicht noch keine Erkenntnisse. 

Die Patientengruppen in dieser Studie wiesen eine unterschiedliche Alters- und 

Geschlechtsstruktur auf, was die miRNA-Expressionsmuster beeinflussen könnte. 

In verschiedenen humanmedizinischen Studien konnte jedoch, bis auf wenige 

Ausnahmen, kein Einfluss von Alter oder Geschlecht auf die Qualität und 

Quantität der miRNA-Expression nachgewiesen werden (IKEDA et al., 2007; AI 

et al., 2010; CORSTEN et al., 2010; FICHTLSCHERER et al., 2010; GOREN et 

al., 2012). 

2 Analyse der Mikro-Ribonukleinsäure-Expression im 

Serum 

Für die Hauskatze wurden bisher keine spezifischen felinen miRNA-Sequenzen 

veröffentlicht (miRBase Version 19) (KOZOMARA & GRIFFITHS-JONES, 

2011). Daher standen auch der vorliegenden Studie keine spezifischen felinen 

miRNA-Sonden zur Verfügung. Stattdessen wurden hier die Microarrays mit 

humanen miRNA-Sonden bestückt. Ebenso wurden für die qRT-PCR humane 

miRNA-Assays verwendet. Jedoch konnte eine hohe Homologie vieler miRNA-

Sequenzen zwischen einigen Vertebraten, darunter der homo sapiens, 

nachgewiesen werden (LAGOS-QUINTANA et al., 2002). SATHJYAMURTHY 

und SWAMY (2010) berichten von 405 möglichen miRNAs der Hauskatze, die 

sie anhand von in silico Methoden ermittelten (SATHYAMURTHY & SWAMY, 

2010). Grundlage waren alle bekannten miRNA-Sequenzen der Wirbeltiere der 

miRBase Version 13 (GRIFFITHS-JONES et al., 2008), die mit einem 
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Katzengenom verglichen wurden (DAVIS et al., 2009). Sie berechneten, dass 53 

der vorausgesagten miRNAs zu 100 % homolog mit denen des Menschen seien 

(SATHYAMURTHY & SWAMY, 2010). Ebenso konnten PONTIUS und 

Mitarbeiter (2007) bei der Sequenzierung eines Katzengenoms durch den 

Vergleich mit der miRNA-Datenbank miRBase insgesamt 201 feline miRNAs als 

homolog zu humanen miRNAs identifizieren (GRIFFITHS-JONES, 2004; 

PONTIUS et al., 2007). Auch in der vorliegenden Studie wurden durch die 

Online-Datenbank ENSEMBL Version 69 676 mögliche feline miRNA-

Stammschleifen ausgemacht. Dabei wurden beim Vergleich mit miRBase Version 

19 321 humane miRNAs identifiziert, die zu 100 % homolog zu den 

vorausgesagten Sequenzen der Katze waren (FLICEK et al., 2013) (GRIFFITHS-

JONES, 2004). Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass einige nicht-

homologe feline miRNAs nicht mit den humanen miRNA-Sonden hybridisieren 

konnten und so der Analyse entgingen.  

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass eine Vielzahl unterschiedlicher 

miRNA-Signale auch im Serum von an HCM erkrankten Katzen erfassbar ist. Des 

Weiteren ergab der Vergleich des miRNA-Musters von Katzen im CHF durch 

HCM mit dem miRNA-Muster herzgesunder Tiere unterschiedliche Expressionen 

verschiedener miRNAs. Die hier erzielten Ergebnisse konnten also demonstrieren, 

dass die miRNA-Signatur des Serums von Katzen mit HCM verändert ist. Ob die 

dokumentierten Deregulationen ursächlicher oder reaktiver Natur sind und welche 

Rolle die miRNAs bei der Pathophysiologie einer HCM spielen, wurde durch 

diese Studie nicht evaluiert. 

Beim Vergleich von Microarray und qRT-PCR waren die Expressionen einzelner 

miRNAs nicht deckungsgleich. So konnten miR-208b und miR-376c-3p mit den 

verwendeten Assays nicht amplifiziert werden. MiR-381-3p, miR-320e und 

miR-486-3p waren bei Katzen im CHF durch HCM im Microarray signifikant 

höher exprimiert. Dieses signifikante Ergebnis konnte durch qRT-PCR nicht 

validiert werden, wobei für miR-381-3p und miR-320e eine Regulation in die 

gleiche Richtung auszumachen war. Die Quantifizierung von miR-486-3p durch 

qRT-PCR ergab keinen Unterschied der Expression zwischen den Gruppen „CHF 

durch HCM“ und „herzgesund“ mit einem Expressionsverhältnis von 0,94. 

MiR-1246 war signifikant erhöht exprimiert bei der Verifizierung durch qRT-

PCR. Bei der Microarray-Analyse war ebenfalls eine Expressionsänderung in die 
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gleiche Richtung festzustellen, jedoch war diese nicht signifikant. Die Ursache für 

Differenzen zwischen Microarray und qRT-PCR könnte in der unterschiedlichen 

Sensitivität der genannten Methoden liegen. Auf dem Microarray wurde jede 

miRNA über mehrere Oligonukleotide (probes) repräsentiert, die in ihrer Länge 

voneinander abweichen. Bei der qRT-PCR wurde hingegen für jede miRNA nur 

ein humaner Primer Assay mit einer Sequenz verwendet. Bedingt durch die 

variierenden Oligonukleotide  erscheint beim Microarray  die Wahrscheinlichkeit 

höher, eine spezifische feline miRNA-Sequenz detektieren zu können. Zudem 

haben der Ausmaß des fold change, die Richtung der Regulation, der 

Signifikanzwert und die Höhe des Ct Einfluss auf die Korrelation der Ergebnisse 

von Microarray und qRT-PCR (MOREY et al., 2006). Auch die Wahl der 

Normalisierungsmethode kann sich auf Sensitivität und Spezifität der Methode 

auswirken (WANG et al., 2011). In der vorliegenden Studie kann des Weiteren 

ein Effekt der Gruppengröße nicht ausgeschlossen werden, da bei der Validierung 

durch qRT-PCR mit kleineren Gruppen als bei der Microarray-Analyse gearbeitet 

wurde. Die genauen Gründe für die hier vorliegenden Abweichungen sind jedoch 

unbekannt und bedürfen der Überprüfung durch größere Studienpopulationen. 

In humanmedizinischen Studien, welche die miRNA-Expression des Myokards 

bei primärer HCM analysierten, sind einige miRNAs als verändert beschrieben 

worden, die nicht mit den hier erzielten Ergebnissen übereinstimmen (CARE et 

al., 2007; PALACIN et al., 2011; WANG et al., 2012a; LEPTIDIS et al., 2013). 

Eine mögliche Ursache für die ungleiche miRNA-Expression von Gewebe und 

extrazellulärem Raum könnte sein, dass miRNAs, die im Myokard exprimiert und 

nachgewiesen werden, bei einer HCM nicht ausreichender Menge in die 

Zirkulation entlassen werden. Somit entspricht die miRNA-Signatur des Herzens 

nicht dem Muster der Zirkulation. Die Mechanismen, welche einer Entlassung 

von miRNA aus den Zellen zugrunde liegen, sind Thema eingehender Studien 

(VALADI et al., 2007; HUNTER et al., 2008; MITCHELL et al., 2008; 

ZERNECKE et al., 2009). Ein möglicher Vorgang ist die Freisetzung von miRNA 

durch Zelluntergang. Es ist denkbar, dass der Myozytenuntergang bei einer HCM 

nicht ausreicht, um ein miRNA-Muster in der Zirkulation zu erzeugen, welches 

dem des Gewebes entspricht. Abweichungen der miRNA-Zusammensetzung im 

Serum oder Plasma könnten also bei dieser Erkrankung das Ergebnis einer 

reaktiven selektiven miRNA-Freisetzung von extrakardialen Geweben sein, die 
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von pathophysiologischen Vorgängen einer HCM oder CHF betroffen sind. So 

konnte beispielsweise eine abweichende Konzentration von 

endothelzellspezifischen miRNAs in der Zirkulation bei verschiedenen kardialen 

Pathologien wie Herzversagen oder stabiler koronarer Herzkrankheit 

nachgewiesen werden (FICHTLSCHERER et al., 2010; FUKUSHIMA et al., 

2011). Für einige zirkulierende miRNAs, deren Expression bei bestimmten 

Muskel- oder Tumorererkrankungen verändert ist, konnte eine Korrelation mit 

dem Blutbild der Patienten nachgewiesen werden. Daher wird vermutet, dass die 

spezifische miRNA-Expression im Serum oder Plasma bei bestimmten 

Erkrankungen auch durch die sekundär veränderte Zusammensetzung der 

zellulären Blutfraktion beeinflusst wird (PRITCHARD et al., 2012; VIGNIER et 

al., 2013). Auch PALACIN und Mitarbeiter (2012) konnten beim Vergleich zehn 

ausgesuchter miRNAs im Plasma von Patienten mit HCM versus herzgesunde 

Kontrollen keine signifikanten Ergebnisse erzielen. Sie wählten hierfür miRNAs, 

welche sich bereits als auffällig im Myokard von HCM-Patienten erwiesen haben 

und miRNAs, welche im Zusammenhang mit ischämischen Herzerkrankungen in 

Plasma oder Serum beschrieben worden sind (PALACIN et al., 2012). Daher ist 

zu vermuten, dass auch bei Katzen mit HCM die miRNA-Expression von Serum 

und Endomyokard nicht verglichen werden können. Dies könnte durch eine 

miRNA-Analyse myokardialer Proben von Katzen mit HCM verifiziert werden. 

Eine Entnahme von Myokardproben war im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich, 

da dies eine klinische Studie war. 

In der vorliegenden Studie konnten auch einige Ergebnisse von Arbeiten, welche 

die miRNA-Zusammensetzung im Serum, Plasma oder mononukleären Zellen 

von Patienten im CHF analysierten, nicht bestätigt werden. Möglicherweise ist 

dies auf die unterschiedlichen kardialen Pathologien zurückzuführen, die in diesen 

Studien dem CHF zugrunde lagen, wie Klappendefekte, koronare 

Herzerkrankungen, artherosklerotische Erkrankungen, DCM oder ICM 

(CORSTEN et al., 2010; TIJSEN et al., 2010; VOELLENKLE et al., 2010; 

GOREN et al., 2012). 

Ein Einfluss des Krankheitsstadiums oder der zur Therapie der Krankheit 

verwendeten Medikamente auf die miRNA-Expression ist ebenfalls nicht 

auszuschließen. So waren signifikant erhöhte Mengen an miR-210 in 

mononukleären Zellen von Patienten im CHF der NYHA Klasse III und IV, nicht 
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aber bei Patienten der NYHA Klasse II, nachweisbar (ENDO et al., 2013). Es 

wurde bereits dokumentiert, dass miR-210 im Zusammenhang mit Hypoxie 

verstärkt exprimiert wird (KULSHRESHTHA et al., 2007), ein Zustand, der nicht 

auf die klinisch stabilen Katzen der vorliegenden Studienpopulation zutrifft. Auch 

andere Studien konnten Unterschiede von miRNA-Expressionen in Abhängigkeit 

des Stadiums des Herzversagens feststellen (TIJSEN et al., 2010; FUKUSHIMA 

et al., 2011).  

Unter Therapie konnte zwei Wochen bis zwei Monate post akutem myokardialem 

Infarkt eine Verringerung der zirkulierenden miRNA-Menge bis hin zur 

Normalisierung dokumentiert werden (AI et al., 2010; WANG et al., 2010a). 

Ebenso konnte bei Ratten bei induziertem hypertensiven Herzversagen ein 

Unterschied der miRNA-Plasmakonzentration bei ACE-Hemmer-Therapie im 

Vergleich zu Placebo-Gabe festgestellt werden (DICKINSON et al., 2013). Daher 

kann auch bei den Katzen im CHF durch HCM der vorliegenden Studie, die durch 

Diuretika und individuell weitere Medikamente stabilisiert wurden, ein Einfluss 

von Therapieart- und dauer auf die miRNA-Expression nicht ausgeschlossen 

werden. 

Ferner sind miRNA-Nachweismethoden bis dato nicht standardisiert und in 

Abhängigkeit der Studie wurden unterschiedliche Verfahren und Protokolle 

verwendet. So kann auch der verwendete Microarray-Typ (SATO et al., 2009) 

und die Normalisierungsmethode (DEO et al., 2011) die miRNA-Analyse 

beeinflussen. 

Einige der miRNAs, anhand derer in der vorliegenden Studie mittels HCL eine 

klare Differenzierung der Patientengruppen herzgesund und CHF durch HCM 

möglich war, wurden hingegen bereits zuvor im Zusammenhang mit kardialen 

Erkrankungen und weiteren Pathologien beschrieben. Eine Zusammenfassung der 

miRNAs mit entsprechenden Studien ist im Anhang in Tabelle 10 dargestellt. 

Im Folgenden soll im Detail auf miRNAs eingegangen werden, die sich bei der 

Analyse mittels Microarray oder qRT-PCR als signifikant erhöht exprimiert 

erwiesen haben. 

THUM und Mitarbeiter (2007) verglichen die miRNA-Expressionsprofile von 

Menschen im CHF durch DCM, fetalen Herzen und herzgesunden Kontrollen 

anhand von Myokardproben. MiR-381, welche die ältere Nomenklatur 
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miR-381-3p darstellt, war sowohl in versagenden, als auch in fetalen Herzen im 

Vergleich zu gesunden Kontroll-Herzen verstärkt exprimiert (THUM et al., 2007). 

Auch bei anderen Krankheiten, wie bei der myotonen Dystrophie Typ 2 (GRECO 

et al., 2012), welche auch das Herz betreffen kann, oder bei verschiedenen 

Krebserkrankungen konnte eine abweichende Expression von miR-381(-3p) 

nachgewiesen werden (TANG et al., 2011; ROTHSCHILD et al., 2012)  

MiR-486-3p konnte im Gewebe von gesunden Herzen und Herzen der 

Phänotypen HCM oder DCM mittels deep sequencing nachgewiesen werden. 

Sowohl in der HCM-, als auch in der DCM-Gruppe war miR-486-3p tendenziell 

erhöht exprimiert, jedoch waren die Unterschiede nicht signifikant (LEPTIDIS et 

al., 2013). Des Weiteren zeigten Patienten mit Mitralstenose, mit oder ohne 

Vorhofflimmern, eine veränderte Expression von miR-486-3p im rechtsatrialem 

Gewebe. Dabei wurde im Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen eine 

erniedrigte Expression nachgewiesen (XIAO et al., 2011). Ebenso wurden 

veränderte Regulationen von miR-486-3p bei hepatozellulären (HUANG et al., 

2012) oder kolorektalen Karzinomen (MOSAKHANI et al., 2012) und 

intraepithelialen Veränderungen des Pankreas (YU et al., 2012) beschrieben. 

Ein Nachweis von miR-4751, miR-5700 und miR-513a-3p bei Herzerkrankungen 

ist bisher nicht dokumentiert. Sie wurden jedoch in Zusammenhang mit 

verschiedenen Neoplasien beschrieben, wie Brustkrebs (miR-4751) (PERSSON et 

al., 2011), Brustkrebs und Lungenadenokarzinom (miR-513a-3p) (COCHRANE 

et al., 2012; ZHANG et al., 2012a) oder Prostatakrebs (miR-5700) (WATAHIKI 

et al., 2011). 

Im veränderten rechten Atrium von Patienten mit Klappenerkrankung konnten 

COOLEY und Mitarbeiter (2012) eine signifikante verstärkte Expression von 

miR-376c, welche miR-376c-3p entspricht, feststellen (COOLEY et al., 2012). 

Ähnlich wie miR-486-3p konnte beim Vergleich von Patienten mit HCM oder 

DCM mit herzgesunden Menschen eine tendenziell erhöhte Expression von 

miR-376c-3p festgestellt werden (LEPTIDIS et al., 2013).  

Erhöhte Konzentration von miR-320 konnte sowohl im Myokard von Patienten im 

CHF, als auch in fetalen Herzen nachgewiesen werden (THUM et al., 2007). Im 

Maus-Modell mit induzierter Ischämie des Myokards ließ sich in vivo und ex vivo 

ebenso eine Deregulation von miR-320 nachweisen (REN et al., 2009). In diesen 
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genannten Studien wurde jedoch die Nomenklatur von miR-320 nicht weiter 

spezifiziert, so dass unklar ist, ob diese Ergebnisse mit miR-320e gleichzusetzen 

sind. Eine veränderte Expression von miR-320e konnte in der zellulären 

Blutfraktion von Glioblastom-Patienten festgestellt werden (ROTH et al., 2011). 

Der Beleg einer Deregulation von miR-1246 bei kardialen Pathologien ist bereits 

NAIR und Mitarbeitern (2012) gelungen (NAIR et al., 2012). Sie analysierten die 

miRNA-Zusammensetzung der Leukozytenfraktion. Sowohl bei Patienten mit 

isolierter diastolischer Dysfunktion als auch bei kompensierten oder 

dekompensierten Patienten mit zusätzlicher systolischer Dysfunktion konnte eine 

signifikant höhere Expression von miR-1246 festgestellt werden. Die diastolische 

Funktion wurde anhand der Gewebedoppler-Parametern „Ea“ 

(Gewebegeschwindigkeit in der frühen Diastole auf Höhe des Mitralannulus) und 

„E/Ea“ (Verhältnis der Geschwindigkeit der frühen Diastole im Mitraleinfluss zu 

Ea) evaluiert (NAIR et al., 2012). Eine reduzierte frühdiastolische 

Gewebegeschwindigkeit, die Ausdruck einer reduzierten diastolische Funktion ist, 

konnte in verschiedenen Studien bei Katzen mit HCM nachgewiesen werden 

(KOFFAS et al., 2006; MACDONALD et al., 2006b). Auch bei der Gruppe „CHF 

durch HCM“ (n = 8) der vorliegenden Studie konnte durch qRT-PCR-Analyse 

eine signifikant erhöhte miR-1246-Expression gegenüber herzgesunden Tieren 

(n = 8) dokumentiert werden. Zur Beurteilung, ob auch hier eine erhöhte 

Expression von miR-1246 mit einer reduzierten diastolischen Funktion verknüpft 

ist, wurden die ermittelten diastolischen Gewebegeschwindigkeiten herangezogen. 

Alle Geschwindigkeiten der Gruppe „CHF durch HCM“ (n = 8) waren, mit 

Ausnahme einer Gewebegeschwindigkeitsmessung, niedriger als die angegebenen 

Referenzwerte für TVI bei Katzen (WAGNER, 2006; SCHILLER, 2007). Im 

direkten Vergleich mit den herzgesunden Tieren (n= 8) wies die Gruppe „CHF 

durch HCM“ (n =8) auch tendenziell geringere Geschwindigkeiten von E-, A- und 

EA-Wellen auf. Bis auf die fusionierte EA-Welle der LVFW waren die 

Unterschiede jedoch nicht von signifikantem Ausmaß. Dies könnte durch die 

geringe Gruppengröße bedingt sein. Der Vergleich der Microarray-Gruppen 

„CHF durch HCM“ (n = 11) und „herzgesund“ (n = 12), erbrachte, mit Ausnahme 

der isolierten E-Welle und A-Welle in der LVFW, signifikant geringere 

diastolische Gewebegeschwindigkeiten in der HCM-Gruppe. 

MiR-1246 war bei Menschen mit Herzerkrankung in der Leukozytenfraktion ca. 
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30 000-fach höher exprimiert als bei der herzgesunden Kontrollgruppe (NAIR et 

al., 2012). Die Expressionserhöhung von miR-1246 im Serum von an HCM 

erkrankten Katzen im Vergleich zu gesunden Katzen fiel jedoch recht gering aus. 

Interessant wäre in diesem Zusammenhang die Untersuchung der Expression von 

miR-1246 in der Leukozytenfraktion von Katzen mit HCM im Vergleich zu 

gesunden Katzen. 

In einer weiteren humanmedizinischen Studie konnte im Gewebe von hochgradig 

vergrößerten linken Atrien eine höhere Expression von miR-1246 im Vergleich zu 

Gewebe von rechten Atrien mit zugrunde liegender Klappenerkrankung 

dokumentiert werden. Damit gelang auch ein direkter Nachweis von miR-1246 in 

verändertem endomyokardialen Gewebe (COOLEY et al., 2012). Weder bei der 

Analyse des miRNA-Profils von Myokardproben, die von gesunden oder von 

HCM-erkrankten Menschen stammen (LEPTIDIS et al., 2013), noch in Ventrikeln 

von Mäusen, die sich in unterschiedlichen Stadien von primärer HCM befanden 

(BAGNALL et al., 2012), wurde miR-1246 nachgewiesen. Dies könnte dadurch 

bedingt sein, dass die Gewebeproben von unterschiedlichen Lokalisationen des 

Herzens stammen. Während bei COOLEY und Mitarbeitern (2012) atriales 

Gewebe analysiert wurde, entnahmen sowohl LEPTIDIS und Mitarbeiter (2013), 

als auch BAGNALL und Mitarbeiter (2012) ventrikuläres Gewebe (BAGNALL et 

al., 2012; COOLEY et al., 2012; LEPTIDIS et al., 2013). 

Eine Erhöhung der im Serum zirkulierenden Menge von miR-1246 konnte auch 

bei Patienten mit unterschiedlichen neoplastischen Erkrankungen wie etwa bei 

einem ösophagealen Plattenepithelkarzinom (TAKESHITA et al., 2013) oder bei 

einem Ovarialkarzinom festgestellt werden (KUHLMANN et al., 2012). Zudem 

ist eine höhere Expression von miR-1246 in Gewebeproben von Patienten mit 

kolorektalem Karzinom dokumentiert (PIEPOLI et al., 2012). 

Überraschenderweise wurden bei der Microarray-Analyse Signale verschiedener 

miRNAs angezeigt, die mit Sonden für die Sequenzen humaner Viren 

hybridisierten. Dabei wurden miRNAs der humanen Polyoma Viren 1 und 2, des 

Epstein-Barr-, Hepatitis-B-, humanem Zytomegalie-, humanem Immundefizienz- 

und Kaposi Sarkom-assoziierten Herpes-Virus, sowie die Herpes-Simplex-Viren 1 

und 2 detektiert. 

Eine mögliche Erklärung hierfür könnte eine Kreuzreaktion entsprechender feliner 
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Viren-miRNA mit den Sequenzen der miRNA humaner Viren sein. Das feline 

Immunschwächevirus (FIV) und das humane Immunschwächevirus (HIV) 

gehören beide zur Gattung der Lentiviren (KAADEN, 2002). Eine begrenzte 

Ähnlichkeit der Genome ist beschrieben, wobei einige akzessorische Gene nicht 

übereinstimmen (TALBOTT et al., 1989; ELDER et al., 2010). Daneben scheint 

es möglich, dass die Katzen tatsächlich Träger humaner Viren sind. Bei der 

Untersuchung von Katzen-Serumproben auf Antikörper gegen Epstein-Barr-Virus 

(EBV) im Vereinten Königreich wurde eine Prävalenz von EBV-Antikörper-

positiven Katzen von 38,6% ermittelt (MILMAN et al., 2011). Mit welchen 

Sequenzen die Sonden des Microarrays hier hybridisierten, lässt sich aber nicht 

eindeutig sagen. Eine Untersuchung der verwendeten Katzenseren auf EBV-

Antikörper könnte zur Klärung dieser Frage beitragen. 

3 Limitationen und Ausblick 

Eine Limitation dieser als Pilotstudie konzipierten Arbeit ist die geringe Größe 

der Gruppen. Des Weiteren unterschieden sich die Patientengruppen hinsichtlich 

Alter und Geschlecht, wobei in verschiedenen humanmedizinischen Studien, mit 

Ausnahme einzelner weniger miRNAs, kein Auswirkung von Alter oder 

Geschlecht auf die miRNA-Expression festgestellt werden konnte (IKEDA et al., 

2007; AI et al., 2010; CORSTEN et al., 2010; FICHTLSCHERER et al., 2010; 

GOREN et al., 2012). Da dies eine klinische Studie mit Patienten der Abteilung 

für Kardiologie der Medizinischen Kleintierklinik war, nahmen Katzen 

unterschiedlicher Rassen teil. Auch dies ist ein Faktor mit möglichem Einfluss auf 

die miRNA-Expression  

Um die Bedeutung und das diagnostische Potenzial von miRNA bei der felinen 

HCM intensiver zu beleuchten, sind weitere Studien mit größeren Fallzahlen 

nötig. Es wäre sinnvoll, dass künftige Studien auch akut dekompensierte Katzen 

einbeziehen, sodass ein Einfluss von Medikamenten auf die miRNA-Expression 

ausgeschlossen werden kann. Interessant wäre auch die Durchführung von 

Longitudinalstudien, die Katzen einschließen, die initial mildere Formen einer 

HCM aufweisen. Bei Folgeuntersuchungen sollte dann kontrolliert werden, ob die 

Krankheit fortschreitet und sich in abhängig des Krankheitsstadiums die miRNA-

Expression ändert.  

Zudem wäre es aufschlussreich zu überprüfen, ob die dokumentierten 
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Abweichungen des miRNA-Musters bei Katzen mit HCM Ursache oder Folge 

einer HCM sind und inwiefern diese miRNAs in die Pathogenese dieser 

Erkrankung einzuordnen sind. Hierfür sind Analysen erforderlich, die die 

Funktion der spezifischen miRNAs beleuchten. Dies ist durch die Identifikation 

von Zielgenen erreichbar. Eine mögliche Methode hierfür wäre beispielsweise die 

Verwendung von bioinformatischen Vorhersagesystemen (KIRIAKIDOU et al., 

2004; KREK et al., 2005). Zudem könnte auch über induzierte miRNA-

Deregulation der Einfluss einer spezifischen miRNA auf den Phänotyp einer Zelle 

untersucht werden (MATKOVICH et al., 2012; XU et al., 2012). 

Diese Arbeit gewährte erstmals Einblicke in die miRNA-Expression von Katzen 

mit primärer HCM. Die erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass zirkulierende 

miRNAs möglicherweise auch bei Katzen ein Potenzial als minimal-invasiver 

Biomarker zur Diagnose einer HCM und Herzversagen haben und bisher 

eingesetzte Methoden ergänzen könnten. 
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VI   ZUSAMMENFASSUNG 

Die feline hypertrophe Kardiomyopathie stellt die häufigste Herzerkrankung der 

Katze dar. Sie präsentiert sich klinisch mit einer variabel andauernden 

asymptomatischen Phase. Auf diese können Symptome folgen, die durch 

kongestives Herzversagen, arterielle Thrombembolien oder Rhythmusstörungen 

verursacht werden. Derzeit gilt die Echokardiographie als sicherste Methode zur 

Diagnosefindung. Deren Einsatz ist durch hohe Kosten, die Erfordernis eines 

hochqualifizierten Untersuchers und die schwierige Interpretation grenzwertiger 

Ultraschallbefunde limitiert. Eine Methode, die den genauen pathologischen 

Status reflektiert und einfach in der Handhabung ist, könnte dieses Manko in der 

Diagnostik der hypertrophen Kardiomyopathie ausgleichen. 

Mikro-Ribonukleinsäuren sind kleine, einsträngige, nicht-kodierende 

Ribonukleinsäuren. Über verschiedene Mechanismen sind sie beteiligt an der 

Regulation von Genen und steuern grundlegende Prozesse wie 

Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Apoptose. Eine spezifische Expression 

von Mikro-Ribonukleinsäuren ist auch im Zusammenhang mit Krankheitsbildern 

wie Neoplasien, Endokrinopathien und kardiovaskulären Erkrankungen 

beschrieben. Sie können nicht nur im Gewebe ihrer Synthese nachgewiesen 

werden, sondern sie zeigen sich auch stabil in verschiedenen transzellulären 

Flüssigkeiten. Bislang wurde die Mikro-Ribonukleinsäuren-Zusammensetzung im 

Serum von Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie nicht untersucht. 

Ziel der vorliegenden Studie „Mikro-Ribonukleinsäuren-Expressionsprofile im 

Serum von Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie“ war es, die Qualität 

und Quantität der Mikro-Ribonukleinsäuren-Zusammensetzung im Serum von 

Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie im kongestiven Herzversagen und im 

subklinischen Stadium zu analysieren. Durch den Vergleich mit herzgesunden 

Tieren sollte auf mögliche abweichende Expressionen hin geprüft werden. 

Insgesamt konnten 31 Katzen durch eine klinische Untersuchung, 

Echokardiographie und Radiographie einem kardialem Phänotyp zugeordnet und 

deren Mikro-Ribonukleinsäuren im Serum analysiert werden. Die Population 

setzte sich aus Katzen mit hochgradiger hypertropher Kardiomyopathie im 

kongestiven Herzversagen, Katzen mit hochgradiger hypertropher 
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Kardiomyopathie im subklinischen Stadium sowie herzgesunden Tieren 

zusammen. Zunächst wurde durch individuell gefertigte Microarrays die Mikro-

Ribonukleinsäuren-Zusammensetzung von Katzen der Gruppen herzgesund und 

hypertrophe Kardiomyopathie im dekompensierten Stadium bestimmt und 

miteinander verglichen. Anschließend erfolgte eine relative Quantifizierung 

ausgesuchter Mikro-Ribonukleinsäuren mittels quantitativer Reverse-

Transkription-Polymerasekettenreaktion. In die Analyse wurden Teile der 

Kohorten herzgesund und hypertrophe Kardiomyopathie im kongestiven 

Herzversagen sowie Katzen mit hochgradiger hypertropher Kardiomyopathie im 

subklinischen Stadium miteinbezogen. 

Im Serum der Katzen konnten Signale von 970 verschiedenen Mikro-

Ribonukleinsäuren nachgewiesen werden. Der Vergleich von Katzen mit 

hypertropher Kardiomyopathie im kongestiven Herzversagen mit herzgesunden 

Tieren ergab eine signifikant höhere Expression der Mikro-

Ribonukleinsäuren-381-3p, -486-3p, -4751, -376c-3p, -5700, -513a-3p und -320e. 

Auf Grundlage der Expression der 25 Mikro-Ribonukleinsäuren mit der 

deutlichsten Deregulation war durch hierarchische Clusteranalyse eine korrekte 

Trennung der Katzen in ihre phänotypischen Gruppen möglich. Die signifikant 

deregulierten Mikro-Ribonukleinsäuren-381-3p, -486-3p, -376c-3p, -320e sowie 

zusätzlich -1246 und -208b wurden für die Validierung ausgewählt. Dabei 

konnten im Serum von Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie im 

dekompensierten Stadium signifikant höhere Mengen von Mikro-

Ribonukleinsäure-1246 sowohl gegenüber herzgesunden Katzen, als auch Tieren 

mit hypertropher Kardiomyopathie im subklinischen Stadium ausgemacht werden. 

Eine erhöhte Expression dieser Mikro-Ribonukleinsäure wurde bereits beim 

Menschen im Zusammenhang mit diastolischer Dysfunktion beschrieben. 

Diese Arbeit gewährte erstmals Einblicke in die Mikro-Ribonukleinsäuren-

Expression von Katzen mit primärer hypertropher Kardiomyopathie. Die erzielten 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass zirkulierende Mikro-Ribonukleinsäuren auch 

bei Katzen ein Potenzial als minimal-invasiver Biomarker zur Diagnose einer 

hypertrophen Kardiomyopathie und Herzversagen haben. Um die Eignung von 

Mikro-Ribonukleinsäuren als sensitiven und spezifischen Test intensiver zu 

evaluieren, sind weitere Studien mit größeren Fallzahlen nötig. Diese sollten auch 

weitere Krankheitsstadien und andere feline Kardiomyopathien miteinbeziehen. 
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VII  SUMMARY  

Hypertrophic cardiomyopathy is the most common cardiac disease in cats. This 

type of cardiomyopathy is characterized by a variable period without clinical 

signs. Symptoms are caused by congestive heart failure, arterial 

thromboembolism or arrhythmias. Echocardiography is the best way to verify the 

diagnosis. However, this method is limited by high costs and the need for of a 

qualified examiner. A specific and easy applicable test would be very helpful in 

the diagnosis of hypertrophic cardiomyopathy. 

Micro-ribonucleic acids are small, single-stranded, non-coding ribonucleic acids. 

Micro-ribonucleic acids regulate genes by different mechanisms and control cell 

differentiation, proliferation and apoptosis. Specific expression profiles of micro-

ribonucleic acids have been described for different pathologic processes like 

neoplasia, endocrinopathies and cardiovascular diseases. They are detected in all 

tissues and also in transcellular fluids. So far, the micro-ribonucleic acids profile 

in the serum of cats with hypertrophic cardiomyopathy has not yet been 

determined. 

The aim of the study “Micro-ribonucleic acids expression profiles in serum of 

cats with hypertrophic cardiomyopathy” was to compare the micro-ribonucleic 

acids composition in serum of cats with hypertrophic cardiomyopathy with 

congestive heart failure, HCM cats without clinical signs, and healthy control cats. 

31 cats were included and their micro-ribonucleic acids in serum samples were 

analyzed. Cats were assessed by clinical examination, echocardiography and 

radiography. According to these findings they were categorized in various 

phenotypes (“severe hypertrophic cardiomyopathy with congestive heart failure”, 

“severe hypertrophic cardiomyopathy without clinical signs” and “healthy”). The 

micro-ribonucleic acids signature in serum of cats with hypertrophic 

cardiomyopathy with congestive heart failure was determined using a custom-

made miRNA microarray. The results were compared to the micro-ribonucleic 

acid expression of healthy cats. A quantitative reverse-transcription polymerase 

chain reaction for six selected micro-ribonucleic acids was performed on samples 

from all phenotypes. 

The microarray analysis detected signals of 970 different micro-ribonucleic acids 
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in feline serum. The micro-ribonucleic 

acids-381-3p, -486-3p, -4751, -376c-3p, -5700, -513a-3p were upregulated in cats 

with hypertrophic cardiomyopathy. The 25 micro-ribonucleic acids with the 

highest expression difference were used to perform a hierarchical cluster analysis, 

which separated the group of healthy cats from cats with severe hypertrophic 

cardiomyopathy with congestive heart failure. 

The micro-ribonucleic acids-381-3p, -486-3p, -376c-3p, -320e and 

additionaly -1246 und -208b were selected for validation. Micro-ribonucleic acid-

1246 was upregulated in the serum of cats with severe hypertrophic 

cardiomyopathy with congestive heart failure compared to healthy cats and cats 

with hypertrophic cardiomyopathy without clinical signs. An upregulation of 

micro-ribonucleic acid--1246 was previously reported for humans with diastolic 

dysfunction. 

This study provides first insights of the micro-ribonucleic acid expression of cats 

with primary hypertrophic cardiomyopathy. The obtained results indicate that 

circulating micro-ribonucleic acids might be potentially useful as biomarkers to 

diagnose hypertrophic cardiomyopathy and congestive heart failure. Further 

studies will be needed to evaluate the applicability of micro-ribonucleic acid as a 

sensitive and specific test. Future studies should include a larger number of cases, 

additional disease stages and various types of cardiomyopathies. 
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IX   ANHANG  

Tabelle 8: Klassifikation von Herzerkrankungen vorgeschlagen durch das Canine 
Heart Failure International Expert Forums (STRICKLAND, 2008). 

Klasse Beschreibung 

A Patienten mit dem Risiko eine Herzerkrankung zu 

entwickeln durch Rasseprädisposition. 

B  Patienten mit diagnostizierter Herzerkrankung, 

jedoch noch keine Anzeichen von Herzversagen. 

C 1 Patient, die im Herzversagen sind, jedoch unter 

Therapie keine klinischen Anzeichen präsentieren. 

2 Milde bis moderate Symptome durch 

Herzversagen. 

3 Patienten mit schweren oder lebensbedrohlichen 

Symptomen durch Herzversagen. 

D Patienten mit Herzversagen im Endstadium, 

welches refraktär auf die Standard-Therapie 

erscheint. 
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Tabelle 9: Zusammenfassung der viralen Mikro-Ribonukleinsäure-Sequenzen, 
die durch Microarray-Analyse im Serum von herzgesunden Katzen und Katzen 
mit hypertropher Kardiomyopathie im Herzversagen nachgewiesen werden 
konnten. MiRNA, miR = Mikro-Ribonukleinsäure, bkv = Humanes Polyoma 
Virus, jcv = Humanes Polyoma Virus 2, ebv = Epstein-Barr-Virus, hbv = 
Hepatitis-B-Virus, hcmv = Humanes Zytomegalievirus, hiv = Humanes 
Immundefizienz-Virus, hsv1 = Herpes-Simplex-Virus, hsv2 = Herpes-Simplex-
Virus 2, kshv = Kaposi Sarkom-assoziierte Herpesvirus. 

miRNA Virus 

bkv-miR-B1-5p humanes Polyoma Virus 1  

jcv-miR-J1-5p humanes Polyoma Virus 2 

ebv-miR-BART12, ebv-miR-BART13-3p, ebv-miR-BART1-3p, ebv-miR-

BART14-3p, ebv-miR-BART16, ebv-miR-BART17-3p, ebv-miR-BART19-3p, 

ebv-miR-BART21-3p, ebv-miR-BART2-5p, ebv-miR-BART3-3p, ebv-miR-

BART3-5p, ebv-miR-BART6-3p, ebv-miR-BART7-3p, ebv-miR-BHRF1-1 

Epstein-Barr-Virus,         

Humanes Herpesvirus 4 

hbv-miR-B20, hbv-miR-B2RC, hbv-miR-B4 Hepatitis-B-Virus 

hcmv-miR-UL112, hcmv-miR-UL148D, hcmv-miR-UL36-5p, hcmv-miR-UL70-

3p, hcmv-miR-US25-1-5p, hcmv-miR-US25-2-5p, hcmv-miR-US33-5p, hcmv-

miR-US4 

humanes Zytomegalievirus, 

humanes Herpesvirus 5 

hiv1-miR-H1, hiv1-miR-N367, hiv1-miR-TAR-5p humanes Immundefizienz-Virus 

hsv1-miR-H13, hsv1-miR-H1-3p, hsv1-miR-H14-3p, hsv1-miR-H15, hsv1-miR-

H1-5p, hsv1-miR-H16, hsv1-miR-H17, hsv1-miR-H18, hsv1-miR-H2-5p, hsv1-

miR-H3-3p, hsv1-miR-H3-5p, hsv1-miR-H5-3p, hsv1-miR-H6-3p, hsv1-miR-H6-

5p, hsv1-miR-H7-3p, hsv1-miR-H8-5p 

Herpes-Simplex-Virus 1 

hsv2-miR-H10, hsv2-miR-H2, hsv2-miR-H20, hsv2-miR-H22, hsv2-miR-H24, 

hsv2-miR-H25, hsv2-miR-H3, hsv2-miR-H4-5p, hsv2-miR-H5, hsv2-miR-H6-3p, 

hsv2-miR-H6-5p, hsv2-miR-H7-3p, hsv2-miR-H7-5p, hsv2-miR-H9-3p, hsv2-

miR-H9-5p 

Herpes-Simplex-Virus 2 

kshv-miR-K12-10b, kshv-miR-K12-2-3p, kshv-miR-K12-3-5p, kshv-miR-K12-5-

5p, kshv-miR-K12-7-3p, kshv-miR-K12-8-3p, kshv-miR-K12-9-5p 

Kaposi Sarkom-assoziiertes 

Herpesvirus,                    

Humanes Herpesvirus 8 

 

 

 



IX Anhang    
 132 

Tabelle 10: Übersicht der Mikro-Ribonukleinsäuren, die sich bei der Analyse 
mittels Microarray oder quantitativer Reverser-Transkription-
Polymerasekettenreaktion bei Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie als 
signifikant abweichend erwiesen haben. Studien, die bereits eine Deregulation 
dieser Mikro-Ribonukleinsäuren bei verschiedenen Krankheitsbildern 
nachgewiesen haben, werden kurz erläutert. „*“ = p < 0,05, miR = Mikro-
Ribonukleinsäure, Patho. = Pathologie, Regu. = Regulation, DCM = dilatative 
Kardiomyopathie, HCM = hypertrophe Kardiomyopathie, RA = Rechtes Atrium, 
RV = Rechter Ventrikel, LA = Linkes Atrium, NSR = Normaler Sinusrhythmus, 
qRT-PCR = quantitative Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion. 

miR Patho. Beschreibung Spezies Regu. Probe Methode Referenz 

m
iR

-3
81

-3
p 

kardial 
Herzversagen durch 

DCM vs. herzgesund 
Mensch ↑ Myokard Microarray 

(THUM et 

al., 2007) 

andere 

Myotone Dystrophie 

Typ 2 vs. gesund 
Mensch ↑* 

Skelettmus

kel 

Microarray 

qRT-PCR 

(GRECO 

et al., 

2012) 

Lungenadenokarzinom 

vs. gesund 
Mensch ↓* Lunge qRT-PCR 

(ROTHSC

HILD et 

al., 2012) 

Glioblastom vs. 

gesund 
Mensch ↑* 

Gehirn 

Peripheres 

Blut 

qRT-PCR 

(SKALSK

Y & 

CULLEN, 

2011; 

TANG et 

al., 2011) 

m
iR

-4
86

-3
p 

kardial 

HCM/DCM vs. 

gesund 
Mensch ↑ Myokard 

deep 

sequencing 

(LEPTIDI

S et al., 

2013) 

Herzgesund,  RA vs. 

RV 
Mensch ↑* Myokard Microarray 

(ZHANG 

et al., 

2012c) 

Vorhofflimmern mit 

Mitralstenose vs. 

gesund, Mitralstenose 

Vorhofflimmern vs. 

NSR 

Mensch ↓* Myokard Microarray 
(XIAO et 

al., 2011) 
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Fortsetzung Tabelle 10:  

miR Patho. Beschreibung Spezies Regu. Probe Methode Referenz 

m
iR

-4
86

-3
p 

andere 

Hepatozelluläres 

Karzinom, kürzere 

redizivfreie 

Überlebenszeit 

Mensch ↓* Leber qRT-PCR 

(HUANG 

et al., 

2012) 

Kolorektales 

Karzinom KRAS-

Mutation vs. wildtyp 

Mensch ↑* Kolon Microarray 

(MOSAKH

ANI et al., 

2012) 

Intraepitheliale 

Neoplasien des 

Pankreas vs.gesund 

Mensch ↑* Pankreas 
Microarray 

qRT-PCR 

(YU et al., 

2012) 

m
iR

-4
75

1 

kardial /      

andere Brustkrebs Mensch 
nicht 

angegeben 

Mammage

webe 

deep 

sequencing 

(PERSSON 

et al., 2011) 

m
iR

-3
76

c-
3p

 

kardial 

Mitralklappenerkranku

ng (RA) vs. 

Herzgesund (RA) 

Mensch ↑* 
Myokard 

(RA) 
Microarray 

(COOLEY 

et al., 2012) 

HCM/DCM vs. 

gesund 
Mensch ↑ Myokard 

deep 

sequencing 

(LEPTIDIS 

et al., 2013) 

andere /      

m
iR

-5
70

0 

kardial /      

andere Prostatakrebs Mensch 
nicht 

angegeben 

prostatisch

esXenograf

t-Gewebe 

deep 

sequencing 

(WATAHI

KI et al., 

2011) 

m
iR

-5
13

a-
3p

 

kardial /      

andere 

Humane 

Lungenadenokarzinom 

Zelllinien: Cisplatin-

resistent vs. nicht 

resistent 

Mensch ↓* Zellkultur qRT-PCR 

(ZHANG 

et al., 

2012a) 

Veränderung der 

miRNA-Expression 

bei Brustkrebs unter 

Progestagen-Einfluss 

Mensch ↑ Zellkultur 
Microarray 

qRT-PCR 

(COCHRA

NE et al., 

2012) 
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Forsetzung Tabelle 10: 

miR Patho. Beschreibung Spezies Regu. Probe Methode Referenz 

m
iR

-3
20

e 

kardial 

Herzversagen durch 

DCM vs. herzgesund 
Mensch ↑* Myokard Microarray 

(THUM et 

al., 2007) 

Ischämie/Reperfusions

schaden 
Maus ↓* Myokard 

Microarray 

qRT-PCR 

(REN et 

al., 2009) 

andere 
Glioblastom vs. 

gesund 
Mensch ↓ 

Zelluläre 

Fraktion 

Blut 

Microarray 
(ROTH et 

al., 2011) 

m
iR

-1
24

6 

kardial 

Diastolische 

Dysfunktion 

±systolische 

Dyfunktion ± CHF 

Mensch ↑* Buffycoat 
Microarray 

qRT-PCR 

(NAIR et 

al., 2012) 

Mitralklappenerkranku

ng LA vs. RA 
Mensch ↓* Myokard Microarray 

(COOLEY 

et al., 

2012) 

andere 

Peridontitis Mensch ↓* Gingiva 
Microarray 

qRT-PCR 

(STOECK

LIN-

WASMER 

et al., 

2012) 

Ösophageales 

Plattenepithelkarzinom 
Mensch ↑ Serum Microarray 

(TAKESHI

TA et al., 

2013) 

Kolorekales Karzinom Mensch ↑ 
Kolorektal

es Gewebe 
Microarray 

(PIEPOLI 

et al., 

2012) 
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