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To anyone, who has ever been owned by a cat|itevile as no surprise, that there

are all sort of things about your cat, you will eeyvas long as you live, forget.

(Cleveland Amory)

Meiner Familie
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| EINLEITUNG

Die feline hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) stelldie haufigste
Herzerkrankung der Katze dar (FERASIN et al., 20BESEN et al., 2007a,
2007b). Diese Kardiomyopathie kann sich aulerstfaltig prasentieren.
Betroffene Tiere kbnnen klinisch gesund erscheinghsteigendem Schweregrad
der Krankheit aber auch von Symptomen wie Dyspr®akopen, arteriellen
Thrombembolien betroffen sein oder am Sekunderntrtden (RUSH et al., 2002;
PAYNE et al.,, 2010). Eine sichere Diagnose ist dalerlasslich, um eine
optimale Therapie der erkrankten Tiere zu gewéttdal Zudem wurde fir
bestimmte Rassen die Vererbung von HCM nachgewieseh es wird eine
Hereditat fur weitere Rassen vermutet (MEURS ¢t18197; KITTLESON et al.,
1999; KITTLESON, 2012). Die Identifikation betroffer Katzen gehort daher
auch zu einem verantwortungsvollen Zuchtmanagembtgthoden wie die
klinische Untersuchung, Rontgen oder bisher eingesé&entests besitzen nicht
die ausreichende Sensitivitdt und Spezifitdt, ume etuverlassige Diagnose in
allen Stadien der Erkrankung sicherzustellen (PAY&EI., 2010; WESS et al.,
2010b; SCHOBER et al., 2013a). Die Echokardiograghniaubt eine Beurteilung
der Herzdimensionen sowie der diastolischen untbkgshen Funktion (FOX et
al., 1995; KOFFAS et al., 2006). Diese ist jedodifgeund der diffizilen
Durchfihrung und Interpretation meist nur Spezahs vorbehalten. Die
Entwicklung einer sensitiven und spezifischen Mdthodie sich durch eine
einfache Durchfiihrung auszeichnet und das Poterasitzt, pathologische
Prozesse in einem frihen Stadium anzuzeigen, isterdaerstrebenswert.
Mikro-Ribonukleinsédure rlicro-ribonucleic acid miRNA) weist sich durch eine
oftmals pathologiespezifische Expression, eine hStabilitdt in transzellularen
Flussigkeiten sowie eine Ubertragbarkeit vom Tietelbauf den Menschen aus
(LU et al., 2005; IKEDA et al., 2007; CHEN et £2008; WEBER et al., 2010).
Dies lasst miRNAs als mogliche Kandidaten fur eimeue Generation von
Biomarkern erscheinen (ETHERIDGE et al., 2011; A2012).

Ziel der Studie war es, das miRNA-Muster im Seruom \an HCM erkrankten
Katzen zu bestimmen und zu evaluieren, ob eine Adtweg zu der miRNA-
Signatur herzgesunder Katzen nachweisbar ist.
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Il LITERATURUBERSICHT

1 Die feline hypertrophe Kardiomyopathie

Die feline HCM z&hlt zu den primaren myokardialetkrankungen und zeichnet
sich durch eine milde bis hochgradige konzentrisdHgpertrophie der
Papillarmuskeln und Wande aus, die vorrangig dekeh Ventrikel betrifft
(KIENLE, 2008). Eine HCM kommt in ahnlicher Ausptigy spontan auftretend
auch beim Mensch (LIU et al.,, 1993; MARON et al99%) oder Schwein vor
(LIU et al., 1994). Selten ist diese Form von Kamyopathie auch bei Hunden
zu finden (LIU et al., 1979; LIU et al., 1993).

1.1 Definition und Klassifizierung

Die European Society of Cardiology2008) definiert Kardiomyopathie als
.myokardiale Erkrankung mit einem strukturell undnktionell abnormen
Herzmuskel, in Abwesenheit von Koronararterienerkumg, Hypertension,
Herzklappenerkrankung und kongenitaler Herzerkragkudie eben jene
beobachtete myokardiale Abnormitat verursachen &h(ELLIOTT et al.,
2008). Kardiomyopathien werden anhand des spezaédisenorphologischen und
funktionellen Phanotyps in HCM, dilatative Kardioapathie dilated
cardiomyopathyDCM), restriktive Kardiomyopathigdstrictive cardiomyopathy
RCM), arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomybpatarrhythmogenic right
ventricular cardiomyopathy ARVC) und unklassifizierte Kardiomyopathie
(unclassified  cardiomyopathy UCM) eingeteilt. Fir jede dieser
Herzerkrankungen erfolgt eine Subklassifizierung familiarer/genetischer oder
nicht-familiarer/nicht-genetischer Ursache. Auf esinUnterscheidung von
primaren und sekundaren Kardiomyopathien wird wbtet (ELLIOTT et al.,
2008).

Abweichend von delEuropean Society of Cardiologgefiniert die American
Heart Associatior{2006) primare Kardiomyopathien als solche, die adas Herz
als Organ betreffen. Bei sekundaren Kardiomyopattgei das Herz nur ein
betroffenes Organ einer generalisierten ErkrankiMgRON et al., 2006). Die
Unterteilung der primaren Kardiomyopathien erfalgggenetisch, nicht-genetisch

und erworben, wobei HCM zu den priméren genetiscKandiomyopathien
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gezahlt wird (MARON et al., 2006).

In der Veterinarliteratur erfolgt die Klassifiziarg nach dem morphologischen
Phanotyp. Zu den priméren (idiopathischen) Kardiopathien zahlen HCM,

DCM, RCM, ARVC und UCM, wobei das Kriterium derzggenannten ist, dass
sie keine der anderen Kategorien zuzuordnen i€ENKE, 2008).

Gemall derAmerican Heart Associatiori2006) ist die ,HCM charakterisiert
durch einen hypertrophierten Ventrikel ohne syssetreé oder kardiale
Krankheiten, die eine Wandverdickung verursachennkd“ (MARON et al.,
2006). Die Definition von primarer feliner HCM eptght der
humanmedizinischen (FOX, 1999; KIENLE, 2008). Sakine Kardiomyopathien
konnen z. B. nutritive, metabolische oder inflamonathe Ursachen haben. An
anderer Stelle der Literatur wird der Terminus jseddre Kardiomyopathie®,
durch z.B. Hyperthyreose oder systemische Hypsiden als ungeeignet
bezeichnet. Ein zutreffenderer Begriff sei vielmgkwonzentrische Hypertrophie
sekundar durch Hyperthyreose” (COTE et al., 2011).

1.2 Epidemiologie

Die HCM st bei Katzen die haufigste priméare Kardimpathie und auch die
haufigste Herzerkrankung tberhaupt (FERASIN et 2003; RIESEN et al.,
2007b; PAIGE et al., 2009; SMITH & DUKES-MCEWAN, 29).

Bei klinisch inapparenten Katzen konnten fur HCMatiuechokardiographisches
Screening Préavalenzen zwischen 8 % - 15 % ermitteliden (RIESEN et al.,
2007a; GUNDLER et al., 2008; PAIGE et al., 2009;ABBSTROM et al., 2011).
Zumeist tritt HCM bei der Europdisch Kurzhaar (EKié¢spektive dedomestic
shorthair catauf, wobei bestimmte Rassekatzen, wie Maine CoenseP oder
Sphynx Uberreprasentiert sind (RUSH et al.,, 200BRASIN et al., 2003;
RIESEN et al., 2007b, 2007a; TREHIOU-SECHI et2012).

In verschiedenen HCM-Katzenpopulationen sind etd@nTiere haufiger
mannlichen Geschlechts. Der Anteil ménnlicher Tievariiert dabei zwischen
64 % - 79 % (RUSH et al., 2002; FERASIN et al., Z0BIESEN et al., 2007b;
PAYNE et al., 2010; TREHIOU-SECHI et al., 2012).

1.3 Atiologie
Die humane HCM lasst sich in den meisten Fallen @ine Mutation mit
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autosomal-dominanten Erbgang zurtckfuhren (MARON @&t, 1984b;
SOLOMON et al., 1990). Dabei wird eine HCM grof3&ist durch Mutationen
der Gene verursacht, die fur die kontraktilen Rnateder kardialen Sarkomere
kodieren. Aktuell werden mehrere hundert MutatiomehHCM assoziiert. In den
meisten Fallen einer humanen HCM ist eine MutationGen der schweren
Kettes desp-Myosins (3-myosin heavy chain gen#YH7) oder im Gen des
kardialen Myosin-bindenden Protein €afdiac myosin binding protein C gene
MYBPC3) die Ursache (MARON et al.,, 2006; MARON dt, &2012). Die
Mehrheit der Punktmutationen fuhrt zu nicht-homelogAminoséaurednderungen
im Protein (issenséMutationen). Jedoch kann es auch durch Insertider o
Deletion einer Base zu Verschiebungen des Lesesastemmen, die zu
verkirzten Proteinen oder abnormalem Splei3en voterBRibonukleinsaure
(messenger ribonucleic acihRNA) fihren (MARIAN & ROBERTS, 2001).

Bei der Katze wurde bisher eine familiare HCM mittasomal-dominantem
Erbgang bei einer Maine Coon Kolonie nachgewiess€« I TLESON und
Mitarbeiter (1999) ziichteten eine Kolonie aus anvHé€rkrankten Katzen heran
und konnten durch Kreuzungsversuch den Erbgangweasén (KITTLESON et
al.,, 1999). Die Stammbaumanalyse einer AmericanrtBhio Familie mit 27
Tieren lasst auch fur diese Rasse einen autosoonmalkdnten Erbgang als
wahrscheinlich erscheinen (MEURS et al., 1997)wilse auf einen hereditaren
Ursprung finden sich fur weitere Katzenrassen waser, Britisch Kurzhaar,
Norwegische Waldkatze, Ragdoll, Turkisch Van Ka&ehynx, Sibirische Katze,
die Scottish Fold (COTE et al., 2011; KITTLESON 120 sowie wie fir die EKH
(KRAUS et al., 1999; BATY et al., 2001; FUJII et,&001; NAKAGAWA et al.,
2002).

Als mdgliche Ursachen der felinen primaren HCM shidher bei der Maine
Coon und der Ragdoll spezifische Punktmutationen NFMBPC3 ermittelt
worden (MEURS et al., 2005; MEURS et al., 2007; NBF&5 et al., 2007). Bei
der Maine Coon wurden zwei Polymorphismen im Béredes MYBPC3
entdeckt, die mdglicherweise die Sarkomerproteiftionation- und interaktion
beeinflussen. MEURS und Mitarbeiter (2005) machden A31P-Punktmutation
als mogliche Ursache fir die HCM aus (MEURS et24Q5). In einer Population
von 23 Maine Coon Katzen wiesen séamtliche der aMH&krankten Tiere im
Codon 31 des Exon 3 im MYBP3 ein Austausch von @Guamt Cytosin auf.
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Dies bewirkt einanissensdutation von Alanin zu Prolin. Die Mutation konnte
bei keiner der herzgesunden Kontrollkatzen fesgfjeswerden. Basierend auf
einer errechneten Proteinstrukturanalyse und dermuinmistochemisch

festgestellten Storung der Proteine des Sarkomersje geschlussfolgert, dass
die Punktmutation eine Anderung der Interaktion WaYBPC und anderen

kardialen Proteinen bewirken kann (MEURS et al.05)0 Die Pravalenz der

A31P-Punktmutation bei Maine Coon Katzen lag beeeweltweiten Studie bei

34 % (FRIES et al., 2008) und in einer grol3en diismhen Population von

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

(British Langhaar, Sibirische Katze und Ragdollhkte die A31P-Punktmutation
bisher bei keiner anderen Rasse als der Maine @aohgewiesen werden und
scheint somit fur diese Rasse spezifisch (FRIES.e2008; MEURS et al., 2009;
MARY et al., 2010; WESS et al., 2010b).

Die zweite Punktmutation, die bei der Maine Coonkiausalen Zusammenhang
mit HCM publiziert wurde, liegt ebenfalls auf Ex@) jedoch im Kodon 74
(NYBERG et al., 2007). Durch den Austausch von GQuarch Adenin entsteht
die Aminosaure Threonin anstatt Alanin. Es konrite die A31P- und A74T-
Punktmutationen eine Gesamtpravalenz von weniger58l% bei an HCM
erkrankten Maine Coon Katzen ausgemacht werden @&R@ et al., 2007). Die
A74T-Punktmutation konnte auch bei anderen Katzmema nachgewiesen
werden, jedoch war keine Korrelation zwischen de@M4Genotyp und HCM-
Phanotyp auszumachen (WESS et al., 2010b).

WESS und Mitarbeiter (2010) konnten sowohl fur AiglP-, als auch fir die
A74T-Punktmutation bei dem prozentualen Anteil wonHCM erkrankten Maine
Coon Katzen (verifiziert durch Echokardiographie)rie statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen Mutationen und Wildtypensfiesien. Ebenso war keine

Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp nachzseve{WESS et al., 2010b).

Durch DNA-Sequenzierung von 21 Ragdolls mit HCM dam bei allen
Phanotyp-positiven Katzen eine Punktmutation im &odB20 im MYBPC3
festgestellt, wohingegen Tiere der herzgesundentriiigruppe diese Mutation
nicht aufwiesen (MEURS et al., 2007).

Fur die meisten Katzen bleibt bislang die Ursacke IHCM unbekannt. Uber

maogliche Ursachen wie unentdeckte vererbte Mutatipde novoMutationen
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oder andere atiologische Faktoren, kann bishespekuliert werden (ABBOTT,
2010; COTE et al., 2011).

1.4 Pathogenese
Die humane HCM ist nicht nur genetisch, sondermaa@notypisch eine aul3erst
heterogene Erkrankung (MARON et al., 1984b; SOLOM&MI., 1990).

Die genauen pathogenetischen Mechanismen, die debildung des Phanotyps
zugrunde liegen, sind derzeit noch Gegenstand sivtein Forschung. Basierend
auf den Ergebnissen vieler vivo undin vitro Studien, sind dazu verschiedene
Hypothesen aufgestellt worden. Diese versuchen/dem zu erklaren, wie es von
der einzelnen primaren Mutation der Gene, die fér Rroteine des Sarkomers
kodieren, zu dem entsprechenden Phanotyp kommt TBAUER et al., 1997,
ANDERSEN et al., 2004; MARSTON et al., 2009; THESal., 2009).

Da viele unterschiedliche Mutationen zu dem gleixcRéanotyp fihren kénnen,
wird angenommen, dass sie in einem gemeinsamenogmthtischen Pfad
miinden (BONNE et al., 1998). Jedoch kdnnen glelMhtationen wiederum sehr
variable Phanotypen nach sich ziehen. Daher geft davon aus, dass die
Auspragung nicht nur durch die primare Genmutatisondern auch durch
weitere Faktoren, wie modifizierende Gene, beessiuwird (MARIAN &

ROBERTS, 2001).

Eine Hypothese ist die der dominant negativen ntetieProteine. Algoison
peptideswerden sie stabil in Myofilamente inkorporiert ustéren so Aufbau und
Funktion der Proteine des Sarkomers (HERSKOWITB719HEIS et al., 2009).
Eine weitere Theorie beruht auf der HaploinsuffizieDies bedeutet, dass eine
Mutation dazu fuhrt, dass nicht ausreichend PreteinVerfigung stehen, um der
Funktion der Zelle gerecht zu werden (ANDERSEN lgt2004; MARSTON et
al., 2009).

Es wird vermutet, dass strukturell und funktionediranderte Sarkomere eine
verschlechterte Funktion der kardialen Myozyten migeln (MARIAN &
ROBERTS, 2001). Wie dies letztlich zu einer Myoxytgpertrophie fuhrt ist
unklar: So kdnnte erhohter Stress der MyozytenAtestol3 fur die Aktivierung
verschiedener stressresponsiver mitotischer unphigsoher Faktoren sein. Unter
dem Einfluss dieser Faktoren soll sich dann derchrésbene Phanotyp mit

Myozytenhypertrophie, einer veranderten myozytarednordnung und
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interstitieller Fibrose ausbilden (MARIAN & ROBERTS2001). Eine
Hypertrophie sei also keine primare Manifestatiorsondern eine
kompensatorische Reaktion auf eine gestorte Samfonktion (FATKIN &

GRAHAM, 2002). Auf den Phanotyp soll in den folgendKapiteln eingegangen

werden.

14.1 Makroskopische Pathologie

Das primare pathomorphologische Merkmal einer HGW a@in konzentrisch
hypertropher, nicht dilatierter linker Ventrikel. n I Abhangigkeit des
Schweregrades der Erkrankung sind die Kammerwénii@ lois hochgradig

verdickt (KITTLESON, 1998). Der Phanotyp ist sefarigbel ausgepragt. FOX
und Mitarbeiter (1995) ermittelten mittels Echokagitaphie bei den meisten
Katzen (67 %) eine diffus ausgepragte Hypertroptiej der sowohl das
interventrikulare Septum (IVS) als auch die linkswikulare freie Wand (LVFW)

betroffen waren. Etwa ein Drittel der Katzen mit M@eichnete sich durch eine
segmentale Verdickung des Myokards aus, bei deeiijevder anteriore oder
posteriore Teil des IVS oder der LVFW hypertrophiaren. Bei den meisten
Tieren (57 %) beschrankte sich die Hypertrophie @deri proximalen (basalen)
Anteil des Myokards. Bei den restlichen Tieren wapeoximale und der distale
(apikale) Segmente gleichermalien betroffen (FOXlet1995). Ein ahnliches
Verteilungsmuster der Hypertrophie bestatigten aBRhWZARD und Mitarbeiter

(2009). Sie erstellten eine sechs Phanotypen ueridssKlassifikation fir die
feline HCM, modifiziert aus der Humanmedizin. Eidéfuse Hypertrophie von
IVS und LVFW entsprach Typ D, der bei 61 % der &ieausgepragt war
(MARON et al., 1981; BRIZARD et al., 2009). Eine iteee morphologische
Abnormalitat bei der felinen HCM ist eine Verdickuder Papillarmuskeln, die
mit linksventrikularer Hypertrophie einhergehen L(TEY et al., 1977) oder
isoliert ohne weitere makroskopische Veranderurgdireten kann (BRIZARD

et al.,, 2009). Bei manchen Populationen ist dies @bminierendes und
konstantestes Merkmal auszumachen (KITTLESON et18099). Des Weiteren
liegen das absolute und das relative HerzgewichamédCM erkrankten Katzen
signifikant hoher als bei herzgesunden Kontrok#re(TILLEY et al., 1977; LIU

et al.,, 1981; FOX et al., 1995; KITTLESON et al999; KERSHAW et al.,

2012). In Abhéangigkeit des Schweregrades ist haafige Vergro3erung des
linken Atriums zu finden (TILLEY et al., 1977; FO#t al., 1995; FOX, 1999;
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KITTLESON et al., 1999; BRIZARD et al., 2009). lolsh einem pathologisch
veranderten linken Atrium oder im linken Aurikelrkasich ein Thrombus bilden
(KITTLESON et al., 1999; FERASIN et al., 2003). Bs bedingt bei
Abschwemmung meist als Sattelthrombus eine areridgirombembolie (ATE)
im Bereich der Trifurkation der Aorta (TILLEY et.all977; LIU et al., 1981). Ein
weiterer Befund kann eine zusatzliche VergroRerwles rechten Atriums
und/oder eine konzentrische Hypertrophie des recWentrikels sein (TILLEY et
al., 1977; FOX, 2003a). Wie auch in der Humanmeduaschrieben ist, kann ein
Teil der Patienten mit HCM eirendstageHCM, auch bekannt alsurnoutHCM,
entwickeln. Sie ist gekennzeichnet durch eine Vending der urspringlich
hypertrophierten Kammerwande, einer relativen \Ma&dgrung des initial
verengten linksventrikularen Innendurchmessers @)\Vih der Diastole und einer
reduzierten Kontraktionskraft, was Ublicherweise =iner linksatrialen
VergroRerung fuhrt. Da dies ein dynamischer Prozgtsskann eine definitive
Diagnose nicht allein anhand von postmortem erhebeBefunden erfolgen.
Hierfir ist immer mindestens ein Echokardiogramntigiédas eine vorherige
Hypertrophie des Myokards belegt (BATY et al., 200ESTA et al., 2005).

Im Falle einer dekompensierten HCM koénnen Hinweisé Linksherzversagen
wie Lungenddem, Pleuraerguss oder Perikardergusd seltener auch
Manifestationen des Rechtsherzversagens, wie Asztier Leberkongestion,
gefunden werden (TILLEY et al., 1977; FOX et al99%; FOX, 1999, 2003a;
HALL et al., 2007).

1.4.2 Pathohistologie

Das Hauptcharakteristikum der HCM ist ein Anstiegr dinksventrikularen
myokardialen Masse durch die Vergro3erung kardidfigiozyten (BISHOP,
2004). Ein besonderes zusatzliches Merkmal der Myorist, dass sie nicht nur
normal parallel angeordnet, sondern auch in veeslemen, ungeordneten
Ausrichtungen zueinander liegen konnen. Dieses éthan wird alsmyocyte
disarray oder myofiber disorientationbezeichnet. Weitere Befunde kdnnen
myokardiale Fibrose oder abnormale intramurale Kararterien sein. Auftreten,
Verteilung und Ausmal? genannter Befunde sind sahialvel (TILLEY et al.,
1977; LIU et al., 1993; FOX et al., 1995; KITTLESGM al., 1999; KERSHAW
etal., 2012).
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Das Vorkommen vomyocyte disarrayariiert von 30 % bis 100 % bei an HCM
erkrankten Katzen und reicht von einer milden bis ener hochgradigen
Auspragung (LIU et al., 1993; FOX et al.,, 1995; KIIESON et al., 1999;

TAUGNER, 2001).

In der Humanmedizin sind abnormale intramurale Kararterien durch einen
Anstieg der Grol3e mit Verdickung der Gefaliwand aktarisiert, was meist von
einer Verringerung des intravasalen Lumens begleitel. Die Wandverdickung

ist bedingt durch eine Proliferation glattmuskutadeollagener, elastischer und
mukoider Anteile der Tunica intima und/oder der itanmedia (MARON et al.,

1986). Ahnliche Befunde konnten auch bei der falitdCM nachgewiesen
werden (FOX et al., 1995; KITTLESON et al., 1998gi Katzen proliferiert

insbesondere der bindegewebige Anteil der genaraegalRwandschichten (LIU
et al, 1993). LIU und Mitarbeiter (1993) konntemnarmale intramurale

Koronararterien bei insgesamt 74 % der Katzen m@IVHfeststellen. Funf

Prozent der herzgesunden Kontrollgruppe wiesenicilenBefunde auf (LIU et

al., 1993).

Bereiche von ausgepragter myokardialer Fibrosearierendem Ausmal, lie3en
sich bei 53 % - 100 % der an HCM erkrankten Katmanhweisen (LIU et al.,

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

(2012) hingegen konnten keinen Unterschied der Auggmg einer interstitiellen
Fibrose im Vergleich von feliner HCM mit herzgeden Katzen feststellen
(KERSHAW et al., 2012).

1.4.3 Pathophysiologie

Die Diastole umfasst die isovolumetrische Relaxgtiaie frihe schnelle
Fullungsphase der Ventrikel, die Diastase und ttiala Kontraktion (LITTLE &
DOWNES, 1990). Einfluss auf diese Phasen der Dmstod damit auf die
diastolische Funktion haben die myokardiale Relaraund die ventrikulare
Compliance (NISHIMURA & TAJIK, 1997). Bei einer HCMerursachen
verschiedene Verdnderungen auf molekularer undkteteller Ebene eine
abnorme Relaxation und eine verminderte Complianeegs in einer
Verschlechterung der diastolischen Funktion resadlti(YAMAKADO &

NAKANO, 1990; GWATHMEY et al, 1991, OHSATO et al.1992;
RAKOWSKI & CARASSO, 2007; COTE et al., 2011). Stfén beispielsweise
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myozytare Hypertrophie, interstitielle Fibrose ueitte gestdrte Anordnung der
Herzmuskelfasern zu einer erhdhten Wandsteifigkeid damit verminderten
passiven Dehnbarkeit des Ventrikels (OHSATO et1492). Schliel3lich kommt
es bei der HCM zu einer Veranderung des diast@iscBDruck-Volumen-

Verhéltnisses dahingehend, dass fir jedes gegeMah@men ein hoherer
linksventrikularer Druck besteht, als in einem nalem Ventrikel bestehen wirde
(MANDINOV et al.,, 2000). Zusammen mit einem durche dverdickten

Kammerwéande reduzierten endsystolischen Volumen airger vermehrten
Natrium- und Wasserretention, die durch Aktivierudgs Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System bedingt ist (TAUGNER, 2001), fihdies zu einer

Druckerh6hung im linken Ventrikel (KITTLESON, 1998)iese setzt sich in das
linke Atrium fort, was wiederum zu erhdhten hydedsichen Dricken in den
Kapillaren von Lunge und Pleura fuhrt. Mit steigend Druck erhéht sich die
Gefahr des kongestiven Linksherzversagens (KITTLESM0998). Dieses kann
sich bei Katzen unterschiedlich manifestieren inmrntceines Lungenddemes,
Thoraxergusses oder Perikardergusses (FERASIN, 08i3; HALL et al., 2007,

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

Neben der humanen HCM ist auch die feline HCM Iltaafit einer dynamischen
Obstruktion des linksventrikularen Ausflusstraktassoziiert, die durch das
systolic anterior motio{fSAM) des anterioren Mitralklappensegels bedingtw

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

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

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

Mechanismus wird unter anderem ein ursachlich cktedir oder versetzter
Papillarmuskel diskutiert. Dieser soll die Chordendineae und damit das
anteriore Mitralsegel im linksventrikularen Ausfiiakt Richtung IVS ziehen
(LEVINE et al.,, 1995; SHERRID et al., 2000; WES$)12). SAM kann in

variierenden Schweregraden den linksventrikulangstoischen Druck erhéhen
und man geht davon aus, dass dies die linksverdriuHypertrophie

verschlimmern kann (SCHOBER & TODD, 2010). Zudentstght durch das
deplatzierte Mitralsegel eine Mitralinsuffizienz,ied moglicherweise zur
linksatrialen Druckerhéhung beitragt (KITTLESON 98).

Die feline HCM bedingt eine Pradisposition erkramkKatzen, Thromben im
linken Atrium oder im linken Aurikel zu bilden. $eher kann ein Thrombus auch
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im linken Ventrikel lokalisiert sein (VENCO, 199FERASIN et al., 2003;
CESTA et al., 2005). Eine Thrombusbildung setzee&ntdrung mindestens einer
der Faktoren der Virchow-Trias voraus, wie Hypeduwabilitat,
Endothelzellschaden und abnorme Strémungsgesclgkigiten des Blutes (LIP
& GIBBS, 1999). Bei der Katze sind die zugrundeyéieden Mechanismen der
kardial bedingten Thrombusbildung noch nicht véltstig aufgeklart. SCHOBER
und MARZ (2006) konnten einen Zusammenhang zwischiatinen
Kardiomyopathien, verlangsamten linksaurikularerutBBissgeschwindigkeiten
und dem Auftreten von spontanem echokardiograpbaisdfontrast nachweisen
(SCHOBER & MAERZ, 2006). Uber Vorliegen und Einflus von
Hyperkoagulabilitat bei an HCM erkrankten Katzebtges kontrdre Ergebnisse
(BEDARD et al.,, 2007; JANDREY et al.,, 2008; STOKO#&t al.,, 2008;
JANDREY et al., 2009). Ein gebildeter Thrombus, ro@leile dessen, kénnen als
Embolus in die Zirkulation gelangen und sich arsehredenen Stellen festsetzen.
Diese Komplikation manifestiert sich zumeist als EATim Bereich der
Aortenaufzweigung. Andere nachgewiesene Lokalisatioftir Thrombembolien
sind Brachial-, Renal-, Mesenterial- oder Zerebtateen (SMITH et al., 2003).

15 Klinik

Betroffene Tiere durchlaufen eine variabel daueradgmptomatische Phase
(FOX et al., 1995; RUSH et al., 2002; RIESEN et 2007a; PAIGE et al., 2009;
PAYNE et al., 2010; TREHIOU-SECHI et al., 2012). 8tadium des kongestiven
Herzversagens congestive heart failure CHF) zeigen Tiere, bedingt durch
Lungentdem oder Thoraxerguss, klinische AnzeichenRelypnoe und Dyspnoe
(FERASIN et al., 2003; PAYNE et al., 2010; SMITH BUKES-MCEWAN,
2012). Eine weitere schwere Komplikation der fatindCM ist eine Lahmung
zumeist im Bereich der Hintergliedmalie, die durote éATE verursacht wird
(SCHOEMAN, 1999; SMITH et al., 2003). Durch HCM kian manche Katzen
supraventrikulare- und ventrikulare Tachyarrhythmisowie Bradyarrhythmien
entwickeln (TILLEY et al., 1977; KANESHIGE et akp06; COTE & JAEGER,
2008). Diese konnen eine mdgliche Ursache fur Syekalarstellen, welche im
Zusammenhang mit HCM auftreten (RUSH et al., 2GBRYNE et al., 2010).
Der plétzliche Herztod ist, neben CHF und ATE, eiu¢enzielle Todesursache,
die mit der felinen HCM einhergeht (TILLEY et all977; FOX et al., 1995;
RUSH et al., 2002).
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1.6 Diagnose

Das wichtigste praktikable diagnostische Mittel, weme frihe und genaue
Diagnose zu stellen, ist die transthorakale Ecli&graphie. Die definitive
Diagnose ,primare feline HCM* basiert auf einerksventrikularen diastolischen
Wanddicke von>6 mm in Abwesenheit einer generalisiertenErkragkudie

eine konzentrische Hypertrophie bedingen kann (F&Xal., 1995; KIENLE,

2008).

1.6.1 Klinische und kardiovaskulare Untersuchung
In der subklinischen und in der symptomatischensPluer felinen HCM kdnnen
ein oder mehrere auffallige Befunde der kliniscHgntersuchung ein erster

Hinweis auf das Vorliegen einer Herzerkrankung sein

Bei der Auskultation ist bei 47 % — 89 % der an H@¥krankten Katzen ein
Herzgerausch wahrnehmbar (RUSH et al., 2002; FERASIal., 2003; PAYNE
et al., 2010; TREHIOU-SECHI et al., 2012). Ein Hpgrdusch, das ein Punctum
maximum parasternal aufweist und oft deutlicher nvahmbar bei hoheren
Herzfrequenzen ist, kann durch SAM bedingt seinffed@ntialdiagnostisch
kommt auch eine dynamische rechtsventrikulare Amsstlaktsobstruktion
(dynamic right ventricular outflow tract obstructiorDR VOTO) in Frage
(RISHNIW & THOMAS, 2002; DIRVEN et al., 2010). D&¥eiteren ist auch ein
Galopprhythmus ein madglicher pathologischer Befumurch Tachy- oder
Bradyarrhythmien kdnnen unregelmaliige Herztoneretaft. Im Stadium des
kongestiven Linksherzversagens kann Tachypnoe uadldémung beobachtet
werden, wobei eine verscharfte Respiration mogtiekese auf ein bestehendes
Lungenddem, eine Dampfung der Herzténe auf Thowder Perikarderguss
hinweisen kann. Seltener tritt Aszites auf, dereeldmfangsvermehrung des
Abdomens verursacht. Haufig sind Katzen im Herzages hypotherm (PAYNE
et al.,, 2010; SMITH & DUKES-MCEWAN, 2012; TREHIOUEEHI et al.,
2012).

Bei einer Aortenthrombose fihrt eine neuromuskuldsehadmie zu einer
Paraparese bis Paraplegie der Hintergliedmal3eerfeelkbnnen eine oder beide
Vordergliedmal3en, isoliert oder in Kombination oh#in Hintergliedmal3en, durch
weitere abgeschwemmte Emboli betroffen sein. Digdaxitaten sind dabei kalt,
verhartet und es ist kein Puls palpierbar. Bei Ust@andiger Okklusion der
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GefalRe kann eventuell noch ein schwacher Puls mdema sein kann. Das

Krallenbett erscheint blass bis zyanotisch undvarust des Tiefenschmerzes ist
maoglich. Die Tiere sind zumeist hochgradig schmaitzh zeigen starke

Vokalisation und haufig auch Tachypnoe, die durchn®erz oder begleitendes
CHF bedingt sein kann. Auch bei dieser klinischemiglikation sind die meisten

Tiere hypotherm (SCHOEMAN, 1999; SMITH et al., 2D03

1.6.2 Radiographie und Elektrokardiographie

Mogliche assoziierte rontgenologische Auffalligeeit der HCM sind

Kardiomegalie, eine linksatriale Vergrol3erung, eingergroRerung der
Pulmonalvenen, ein kardiales Lungenddem, Thorassrgund seltener Aszites.
Anhand dieser Befunde lasst sich eine HCM alleslimycht von anderen
Kardiomyopathien, wie RCM oder DCM, differenzier€RALLEY et al., 1977;

RUSH et al., 2002; FERASIN et al., 2003; HAYWARDat, 2004; RIESEN et
al.,, 2007b; SCHOBER et al.,, 2007a). Die Radiograpt im Vergleich zur
Echokardiographie weniger sensitiv, um beispielseeibei Katzen im
Linksherzversagen ein vergroRertes linkes Atriunfassen zu koénnen
(SCHOBER et al., 2013a).

Bei 74% -79 % an HCM erkrankter Katzen im sympmtisthen Stadium
konnen Abnormalitaten des Elektrokardiogramms (EK&3tgestellt werden
(TILLEY et al., 1977; RIESEN et al., 2007b). Bener Studienpopulation aus
klinisch und subklinisch erkrankten Tieren wird eirPravalenz von 47 %
angegeben (FERASIN et al., 2003). EKG-Abweichungdie, mit einer HCM
einhergehen konnen, sind morphologische Verdnderunge P-pulmonale, P-
mitrale oder Hypervoltage. Auch Uberleitungsstommgwie linksanteriorer
Faszikelblock, Rechts- und Linksschenkelblock undBlock 1. bis Ill. Grades
kobnnen beobachtet werden. Des Weiteren wurden scHolgende
Rhythmusstérungen  dokumentiert:  Sinustachykardie,inusbradykardie,
supraventrikulare Extrasystolen, atriale Tachylgrdivorhofflimmern und
ventrikulare Extrasystolen bis hin zur ventrikul&ireachykardie. Diese Befunde
sind nicht spezifisch fir HCM, sondern werden auimh Zusammenhang mit
anderen Kardiomyopathien beschrieben (TILLEY et H.77; FERASIN et al.,
2003; RIESEN et al., 2007b; COTE & JAEGER, 2008; I8 & DUKES-
MCEWAN, 2012).
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1.6.3 Echokardiographie

Gemall echokardiographischer Standardebenen erfdigt transthorakale
Herzultraschalluntersuchung von rechts, mit einearagternal lokalisierten
Schallkopf fur einen Langs- und Kurzachsenschniid won links mit apikaler
Orientierung (THOMAS et al., 1993).

Die Diagnose einer felinen HCM basiert auf der Vessung der Dimensionen
der LVFW und des IVS jeweils in der maximalen Didet Wenn die Wande oder
Teilbereiche der Wéande mit6 mm gemessen werden kénnen, wird von einem
Vorliegen einer felinen HCM ausgegangen (FOX et #)95). Der Graubereich
ist hingegen noch nicht einheitlich definiert. D@renzwert, ab dem bereits der
Verdacht auf eine HCM bestelgquivoca), wird unterschiedlich angegeben und
variiert zwischen 5,0 mm — 5,5 mm (GUNDLER et &008; BRIZARD et al.,
2009).

Im zweidimensionalen Bild lasst sich im Zusammerghanit einer HCM zumeist
eine Hypertrophie der Papillarmuskeln feststeliopei dies in einem friihen
Stadium der einzige Hinweis auf das Vorliegen didsardiomyopathie sein
kann. Die subjektive Beurteilung der Papillarmusk&bnn von einer milden
VergroRerung bis hin zu einer endsystolischen Karobiigeration reichen, bei
der am Ende der Systole kein Lumen mehr darzust&te(KITTLESON et al.,
1999; ADIN & DILEY-POSTON, 2007; BRIZARD et al.,, P9). Die
Bestimmung der Wanddicken erfolgt bei der Katze aleleveise im
zweidimensionalen Bild. Im M-Mode kann falschliciveise der Papillarmuskel
mitgemessen und so die Wanddicke Uberschatzt weroder eventuell
asymmetrische Hypertrophien nicht erkannt werderONBGURA, 2000;
MACDONALD, 2009). Es sind viele unterschiedliche dAbtypen der
Hypertrophie beschrieben, wie unter dem Punkt ,Makopische Pathologie®

erlautert.

Eine Moglichkeit, die GroRe des linken Atriums zwalkieren, ist im
zweidimensionalen Bild den Durchmesser des linkeniuds (LA) in das
Verhéltnis zu der Aorta (Ao) zu setzen (LA/Ao) (HSSON et al., 2002). Bei
einem Verhaltnis LA/Aoc> 1,5 kann von einem vergréf3erten Vorhof und damit
der Gefahr einer Dekompensation ausgegangen wereBBOTT &
MACLEAN, 2006; SMITH & DUKES-MCEWAN, 2012). Auch &aler

spontaner echokardiographischer Kontrast oder diromibus lassen sich im
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zweidimensionalen Bild nachweisen (FERASIN et &003; SCHOBER &
MAERZ, 2006; STOKOL et al., 2008).

Bei Einteilung der Schwere einer HCM besteht keimheitliches Schema. Nach
WESS und Mitarbeitern (2011) (siehe auch Tabellevityl eine geringgradige
HCM definiert durch eine fokale oder generalisiertgpertrophie der LVFW

und/oder des IVS in der Diastole von 6,0 mm bisngt6 und einem LA/Ao < 1,5.
Eine mittelgradige HCM besteht bei fokaler oderagatfisierter Hypertrophie der
LVFW und/oder des IVS von 6,5 bis 7,0 mm und eineftAo < 1,8 oder bei

fokaler oder generalisierter Hypertrophie der LVRWid/oder des IVS von
6,0 mm bis 6,5 mm und einem LA/Ao zwischen 1,58: Y,on einer hochgradigen
HCM wird ausgegangen, wenn eine fokale oder geisexde Hypertrophie der
LVFW und/oder des IVS von > 7,0 mm oder eine fokaliter generalisierte
Hypertrophie der LVFW und/oder des IVS von > 6,0 rand ein LA/Ao > 1,8

vorliegt (WESS et al., 2011).

Tabelle 1: Schweregrade der felinen hypertrophen Kardiomyopatiasierend
auf Wanddicken in der Diastole und der Gré3e ddseh Atriums (WESS et al.,

2011). LVFW = linksventrikulare freie Wand; IVS aterventrikulares Septum;
LA/Ao = Verhaltnis linkes Atrium zu linkem Vorhof.

fokale oder generalisierte
Hypertrophie der LVFW LA/AO
und/oder des IVS
Geringgradig 6,0 mm — 6,6 mm <15
Mittelgradige 6,5-7,0 mm <18
6,0 mm — 6,5 mm 15-1.8
Hochgradig > 7,0 mm Unabhangig
> 6,0 mm >1,8

Das zweidimensionale Herzultraschallbild einer latait hochgradiger HCM st

in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Rechts parasternale Langsachse einer Katze mitlgachgradigen
hypertrophen  Kardiomyopathie im  kongestiven  Hergagen. Die
linksventrikulare freie Wand, das interventrikul&®eptum und der posteriore
Papillarmuskeln des linken Ventrikels sind hypeghiert. Das linke Atrium ist
hochgradig vergréfRert. Ein Flissigkeitssaum isetnatlb der linkventrikularen
freien Wand sichtbar. VS = interventrikulares Smpt LVFW =
linksventrikulare freie Wand, PM = Papillarmuskel = linkes Atrium, PE =
Perikarderguss.

Mit Hilfe des Blutflussdopplers lasst sich SAM datken. Typischerweise kann
mittels Farbdoppler, bedingt durch die dynamiscloeténstenose, in der Systole
eine Verwirbelung im linksventrikularen Ausflus#traichtbar gemacht werden.
Gleichzeitig besteht eine Mitralinsuffizienz mineim Blutriickfluss vom linken

Ventrikel in den linken Vorhof in der Systole. Mits Spektraldoppler lasst sich
die Geschwindigkeit der Stenose und damit derenw8grad bestimmen

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

Ebenso lasst sich durch Verwendung eines Spekppldo (ber das
Mitraleinflussprofil, welches den Phasen der Dilst@ntspricht, auch die
diastolische Funktion des linken Ventrikels beletei Bei an HCM erkrankten
Katzen konnte im Vergleich zu herzgesunden Tietae abnormale Relaxation
festgestellt werden, die sich durch eine verlamgelisovolumetrische
Relaxationszeit igovolumetric relaxation time IVRT), eine reduzierte

frhdiastolische Geschwindigkeit (E-Welle), eine dueierte E-Wellen



Il Literaturiibersicht 17

Dezeleration, eine erhohte spéatdiastolische Gescligkeit (A-Welle) und ein
reduziertes Verhaltnis von E-Welle zu A-Welle (EFA 1) auszeichnet. In
selteneren Fallen lasst sich auch ein restriktiaster nachweisen mit verkurzter
IVRT, einer hohen spitzen E-Welle und einer kleindAVelle (E/A > 2)
(BRIGHT et al., 1999). Nachteile dieser Methodalsiier Einfluss verschiedener
Faktoren wie Alter, Herzfrequenz und Vor- und Nashl (SANTILLI &
BUSSADORI, 1998; BRIGHT et al., 1999; SCHOBER et @003) oder eine
Fusionierung der E- und A-Wellen bei hohen Herzaimwen (SCHOBER et al.,
2003). Zusatzlich schlief3t ein scheinbar normalésaMinflussprofil eine HCM
nicht aus. Im Ubergang einer abnormalen Relaxatianeinem restriktiven
Muster, durch linksatriale Druckerhéhung, kann @seudonormales Muster
beobachtet werden (BRIGHT et al., 1999).

Eine gute Methode zur direkten Beurteilung der tdigschen und systolischen
Myokardfunktion ist der Gewebedoppldiséue doppler imagingTDI). Durch
verschiedene Gewebedopplerverfahren, wie etwa demlse®Wave-
Gewebedoppler und Farbgewebedoppler, lassen sickardiale Parameter wie
Tissue Velocity Imaging (TVI), Strain und Strain tRabestimmen. Strain und
Strain Rate sind nur Uber den Farbgewebedopplerrmitteln (ABRAHAM et
al., 2007). Veranderte TVI-Parameter im Zusammeghait einer felinen HCM
sind eine reduzierte frih diastolische Geschwingiigk eine reduzierte
Akzeleration und Dezeleration, sowie eine verlatggdVRT (KOFFAS et al.,
2006; SARKAR, 2011). Eine reduzierte Geschwindigkier E-Welle reflektiert
dabei die verschlechterte Relaxation und reduzi€@tenpliance des linken
Ventrikels (NAGUEH et al., 1997; KOFFAS et al., B)0WESS und Mitarbeiter
(2010) konnten erstmals bei Tieren mit HCM mit aiggnder Schwere einer
HCM eine abnehmende longitudinale systolische mrghke Verformung
(longitudinale Strain) nachweisen. Dies ist Aus#rueiner reduzierten
systolischen Funktion (WESS et al., 2010a).

164 Biomarker

Auf der Suche nach einem einfach anzuwendendenezuwerlassigen Test, der
den Herzultraschall ergdnzen oder sogar ersetzen, keurden Biomarker des
Blutes bei HCM zum Forschungsthema verschiedenati&t. Der Schwerpunkt
liegt bisher bei der Untersuchung von kardialemp®ron-I (cardiac troponin I,
cTnl) und B-Typ natriuretisches Peptid-fype natriuretic peptide BNP)
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(HERNDON et al., 2002; CONNOLLY et al., 2003; FOX&., 2009; WESS et
al., 2011).

CTnl ist ein myofibrillares Protein, welches in ske Isoform in der
Herzmuskulatur lokalisiert ist (CUMMINS & PERRY, 718). Aufgrund der
hohen Sensitivitdt und Spezifitat fur myokardialeh&len wird cTnl in der
Humanmedizin als zuverlassiger Laborparameter im ddarktdiagnostik
angewandt (WRIGHT et al., 2011). In der Veterin&limi@ konnte eine erhdhte
Plasma- und Serumkonzentration von cTnl bei an HE&Mrankten Katzen
nachgewiesen werden (HERNDON et al., 2002; CONNOIetél., 2003). Dabei
stellten HERNDON und Mitarbeiter (2002) auch eirsggnifikanten Unterschied
von Katzen im akuten Herzversagen im Vergleich htrdekompensierten
Tieren oder Katzen mit einer vorangegangen Episodes Herzversagens fest
(HERNDON et al., 2002). In einer anderen Studie ritenhingegen kein
Unterschied zwischen Katzen im CHF durch HCM undrdmn mit HCM im
subklinischen Stadium ausgemacht werden (CONNOLLYle 2003). Ebenso
wurde das Potenzial von cTnl evaluiert, kardial ibget Dyspnoe von nicht-
kardialer bedingter Dyspnoe zu unterscheiden. Esenwasignifikant hohere
Konzentration von cTnl bei Katzen mit Dyspnoe kaleli Genese nachzuweisen,
jedoch waren auch groRe Uberlappungen auszumabtieRNDON et al., 2008;
CONNOLLY et al., 2009). Ein cTnl-Test der neuereen@ration wurde als
Screening-Test fur HCM erprobt. Mittels ultraseinsit cTnl-Assays wurden
signifikant unterschiedliche cTnl-Konzentrationemschen herzgesunden Katzen
und Katzen mit HCM der Schweregrade verdéachtighoishgradig festgestellt.
Durch einen Cut-Off-Wert von 0,06 ng/ml lieRen sitlit einer Sensitivat von
91,7 % und einer Spezifitat von 95,4 % Katzen mEM von herzgesunden
Tieren unterscheiden (ROOS & WESS, 2012).

Einer Erhdhung der cTnl-Konzentration liegt jedogitht ausschliel3lich ein
HCM Dbedingter Myozytenuntergang zugrunde. Auch beinderen
Herzerkrankungen wie beispielsweise DCM, Mitraldratdiose, Perikarderguss
oder Myokarditis sowie nicht-kardialen Erkrankungeie feline Hyperthyreose,
Neoplasie oder Nierenerkrankungen sind verdndefiel-Werte beschrieben
(CONNOLLY et al., 2005; SERRA et al., 2010).

BNP ist ein Polypeptid, das durch Dehnung, DruatteroVolumenuberlastung

und neurohormonelle Aktivierung von Myozyten desiwiels in die Zirkulation
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sezerniert wirdin der Zirkulation wird BNP in aktives BNP und irtales N-
terminales pro B-Typ natriuretisches Peptidttérminal pro B-type natriuretic
peptide NT-ProBNP) gespalten. Da letzteres eine langerrurBhalbwertszeit
aufweist, eignet es sich besser zur Diagnostik (NEVet al., 1998;
PALAZZUOLI et al., 2010).

Unter Anwendung unterschiedlicher Fragestellungamdes der diagnostische
Nutzen der NT-proBNP-Konzentration im Plasma beirdi@nyopathien der
Katze evaluiert. Verschiedene Studien attestieenéich NT-ProBNP eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat, um Katzen im Herzvgesa von Katzen mit nicht-
kardial bedingter Dyspnoe zu unterscheiden. Dalsiew bei kardial bedingter
Dyspnoe die Plasmakonzentrationen von NT-ProBNRifgignt hoher. Eine
Unterscheidung, welche Kardiomyopathie dem klingscBild zugrunde liegt, ist
durch NT-proBNP nicht moéglich (WESS et al., 2008)NINOLLY et al., 2009;
FOX et al., 2009). Dekompensierte Katzen, derenpkdBNP-Konzentrationen
oberhalb eines bestimmten Cut-Off-Wertes lagens@ieein hdheres Risiko auf,
den ersten Monat im Herzversagen nicht zu (berlebDber den ersten Monat
hinaus konnte jedoch keine Aussage getroffen wer@d&dX et al., 2013).
Inwiefern sich NT-proBNP eignet, auch mildere Fonnener Kardiomyopathie
zu detektieren, wird kontrar diskutiert. Einige @&n hatten zum Ergebnis, dass
sich durch die Bestimmung der NT-proBNP-Konzentratinildere Formen einer
subklinischen HCM nicht nachweisen liel3en. Ledlgle@ine hochgradige HCM
war mit einer signifikant erhéhten NT-proBNP-Konation assoziiert (HSU et
al., 2009; SINGH et al., 2010). Auch ein SNAP®-Selitest, der auf der Technik
eines Enzyme Linked Immunosorbent Asq&LISA) basiert, bestatigte NT-
ProBNP als zuverlassig im Detektieren von moderaisrhochgradigen Formen
feliner Kardiomyopathien. Jedoch erwies er sich wanig sensitiv in der
Diagnose von geringgradigen Stadien (MACHEN et a012). FOX und
Mitarbeiter (2011) hingegen kamen zu dem Ergebdéss sich auch mildere
okkulte Formen verschiedener feliner Kardiomyopathzuverlassig durch die
Bestimmung der NT-proBNP-Konzentration von herzgeem Katzen
unterscheiden lassen (FOX et al., 2011). Auch WES& Mitarbeiter (2011)
konnten in ihrer Studie milde, moderate und schwesenen einer HCM von
herzgesunden Tieren unterscheiden. Des Weiteretendiir einen Cut-Off-Wert

von 100 pmol/L eine Sensitivitdt von 92,4 % undeelBpezifitdt von 93,9 %
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ermittelt, um HCM erkrankte Katzen von herzgesun@iemen zu unterscheiden.
Ab diesem Wert wird die Empfehlung gegeben einerztiraschall durchfiihren
zu lassen, um die Diagnose HCM zu bestéatigen (WESE, 2011).

Die NT-Pro-BNP-Sekretion der Katze kann auch durgeneralisierte
Erkrankungen wie Hyperthyreose oder chronische ddiesuffizienz in
Kombination mit systemischer Hypertension beeirsluserden (LALOR et al.,
2009; MENAUT et al., 2012).

1.6.5 Differentialdiagnosen

Die Diagnose primdre HCM kann erst sicher gestelrden, wenn andere
(klinisch) wahrscheinliche Erkrankungen ausgesddos wurden, die eine
konzentrische Hypertrophie des linken Ventrikeldibgen konnen. Verschiedene
Krankheiten kénnen das das echokardiographischeé @&ier primaren HCM
imitieren (GLAUS & WESS, 2010), wie beispielswegsgstemische Hypertension
(CHETBOUL et al., 2003; HENIK et al., 2004), felittyperthyreose (BOND et
al., 1988), Myokarditis (MEURS et al., 2000) odesHydratation (CAMPBELL
& KITTLESON, 2007). Sehr selten kann auch ein trdifiver Prozess (CARTER
et al., 2008) oder Akromegalie ursachlich fur daanwtypische Erscheinen einer
primaren HCM sein (PETERSON et al.,, 1990; GRECO1220 Erst wenn
wahrscheinliche Differentialdiagnosen fir das \egkn einer Hypertrophie
ausgeschlossen wurden, kann von einer priméranefelHCM gesprochen
werden. Daher muss bei einer linksventrikularen kéydverdickung eine
Blutdruckmessung durchgefuhrt werden. Zudem sbliedlteren Katzen die T4-
Konzentration bestimmt werden (KITTLESON, 1998).

1.7 Therapie

Ziele der Therapie der felinen HCM sind Reduktioar dinksventrikularen

Hypertrophie, Verbesserung der diastolischen FonktReduktion von SAM,
Stabilisation des CHF und Verhinderung einer Throshildung

(MACDONALD, 2009). Randomisierte und kontrollierfEherapiestudien mit
gro3en Fallzahlen, die Therapieerfolg und Sichérrenes Medikamentes
untersuchen, fehlen jedoch. Daher fundiert die dpier zumeist auf kleinen
retrospektiven Studien mit niedrigem EvidenzleWiegoretischen Vorteilen eines
Wirkstoffes, Ableitungen aus der Humanmedizin uretspnlicher Erfahrung
(RISHNIW & PION, 2011).
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Fur die Therapie asymptomatischer Katzen konntén ik@in Konsensus erreicht
werden, wobei dieses Thema in der Praxis sehragaftedlich gehandhabt wird.
MACDONALD und Mitarbeiter (2006) konnten bei Katzéwinen positiven
Einfluss eines Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemn{&iCE-Hemmer) auf
linksventrikulare Masse, myokardiale Fibrose, diksthe Funktion und
Blutdruck nachweisen (MACDONALD et al., 2006a). &iretrospektive Studie
und eine Studie, bei der zusatzlich allen Studier@a Kalziumkanalblocker
verabreicht wurden, ermittelten hingegen durch Gaibhes ACE-Hemmers eine
Abnahme der linksventrikularen Wandverdickung nsttderzultraschall (RUSH
et al., 1998; AMBERGER et al., 1999). Von einp+Blocker verspricht man sich,
dass er durch seine negativ inotrope und chronetWwkung den myokardialen
Sauerstoffverbrauchs verringert und die diastoksEbnktion verbessert. Zudem
soll die Schwere einer linksventrikularen Ausfluaktobstruktion verringert und
maogliche Rhythmusstérungen reduziert werden (LOBERDON et al., 2004;
SCHOBER et al., 2007b). So konnte intravents veiabtes Esmolol bei Katzen
mit hypertropher obstruktiver Kardiomyopathie didugsgeschwindigkeit im
linksventrikularen Ausflusstrakt senken und die zimguenz verringern (WEY
& KITTLESON, 2000). Bei Katzen mit hochgradiger, rapensierter HCM
konnte jedoch durch die Gabe von Atenolol keinekBag von NT-ProBNP oder
cTnl erzielt werden, welche als Marker fir Ischamied Myozytenuntergang
dienten (JUNG & KITTLESON, 2011). Ebenso wurde Kaitzen, die im CHF
waren, kein Uberlebensvorteil der Therapie Furodemind Atenolol in
Kombination im Vergleich zu Furosemid als Monotipeeanachgewiesen (FOX,
2003b). Des Weiteren wurde der Einfluss von Atehaaf das 5-Jahres-
Uberleben von Katzen mit HCM im subklinischen Ssadiuntersucht. Es konnte
kein Unterschied zum Uberleben von unbehandeltenefi festgestellt werden
(SCHOBER et al., 2013b). Ahnliche Vorteile, welchran sich von einenf-
Blocker verspricht, erhofft man sich von einem @aldkanalblocker wie
Diltiazem. Bisher wurde nur in einer kleinen, unkotlierten Studie ein positiver
Effekt von Diltiazem auf Klinik, Wanddicke und dtafische Funktion bei Katzen
mit dekompensierter HCM gesehen (BRIGHT et al.,1199CHOBER et al.,
2007D).

Eine antikoagulatorische Therapie dient dazu, da&k&einer Thrombusbildung

und der damit verbundenen Komplikation der ATE zaimieren. Ab welchem
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Stadium eine solche Therapie indiziert ist, ishbrsnicht festgelegt. Als Faktoren
fir ein erhbhtes Thromboserisiko werden ein stakgrolRertes LA, spontaner
echokardiographischer Kontrast, ein bereits getald€hrombus oder vorherige
Episoden einer ATE gesehen (MACDONALD, 2009; COTHle 2011). Haufig
eingesetzte  Wirkstoffe  sind  Acetylsalicylsdure, p@dlmgrel oder
niedermolekulares Heparin (SMITH et al., 2003; HOG#t al., 2004; SMITH et
al., 2004; VARGO et al., 2009). Studien Uber Wirk&ait, optimale Dosierung
und Nebenwirkungen sind bislang unzureichend (SMIT812). Bei einer
prospektiven doppelt-geblindeten Multicenterstudigden die Uberlebenszeiten
von Katzen verglichen, die nach einer Episode ei&€E Clopidogrel oder
Acetylsalicylsaure erhielten. Es konnte eine sigaiit Iangere Uberlebenszeit fir
Tiere der Clopidogrel-Gruppe festgestellt werde@@AN et al., 2013).

Geeignete Mittel, um eine Katze im akuten Herzvgesazu stabilisieren, sind
Sauerstoffapplikation, Diurese und die Drainage Jarperhdhlenergissen
(FUENTES, 2008). Bei Katzen im durch HCM bedingtel®@rzversagen konnte
bisher kein Uberlebensvorteil einer Kombinationstpée aus Furosemid mit
jeweils einemB-Blocker oder einem ACE-Hemmer im Vergleich zu Remid

alleine aufgezeigt werden (FOX, 2003b). Fur Kataen Herzversagen wird
jedoch meist eine Kombination aus Furosemid uncémirACE-Hemmer als
Standardtherapie angesehen (RISHNIW & PION, 20IDgkompensierten
Katzen mit systolischer Dysfunktion, wie bei eifairnoutHCM, wurde der

positiv inotrope Wirkstoff Pimobendan gegeben. Dabikonnte im Vergleich zu
Studienpopulationen mit ahnlichen kardiologischeafuBden eine signifikant
langere Uberlebenszeit erzielt werden (FOX etl®97; GORDON et al., 2012;
HAMBROOK & BENNETT, 2012).

2 Mikro-Ribonukleinsaure

MIRNA z&hlt zusammen mit kleiner interferierendeibé&hukleinsaure gmall
interfering ribonucleic acigd siRNA) und PIWI-Proteinen interagierender
RibonukleinsaureHRiwi-interacting ribonucleic acidpiRNA) zu der Gruppe der
kleinen, nicht-kodierenden Ribonukleinsaureibdnucleic acid RNA). Diese
nehmen tber RNA-Interferenz (RNA-I) und analoge Maudsmen Einfluss auf
die Genexpression (AMBROS & CHEN, 2007; JINEK & DODNA, 2009;
SIOMI et al., 2011). MiRNAs sind einstrangige Maléd, die 18 - 25 Nukleotide
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umfassen. Sie sind an der posttranskriptionelleguR¢ion proteinkodierender
Gene durch Bindung spezifischer Ziel-mRNA beteilidMBROS, 2004,
BARTEL, 2004).

1993 wurde die erste miRNA erstmals @aenorhabditis eleganfC. elegans)
beschrieben (LEE et al., 1993). 20 Jahre spéatdrisider elektronischen miRNA-
Datenbank miRBas&/ersion 20 (Juni 2013) 30 424 mature miRNAs in 206
Spezies erfasst (KOZOMARA & GRIFFITHS-JONES, 2011).

2.1 Biogenese

MiRNAs sind beim Saugetier auf allen Chromosomeiieawdem Y-Chromosom
zu finden (GUO et al., 2009). Die Position von mi#Ninnerhalb des Genoms
variiert. MiRNAs kdnnen in intergenetischen Regione in
Transkriptionseinheiten nicht-proteinkodierender  oBx oder in
Transkriptionseinheiten proteinkodierender und tniddierender Introns
lokalisiert sein (RODRIGUEZ et al., 2004; THATCHER al., 2008; OLENA &
PATTON, 2010). Bei Saugetieren sind schatzungswg®eéo der miRNAs in
Introns proteinkodierender Gene kodiert (RODRIGU&Zal., 2004). MiRNAs
konnen entweder einzeln (monocistronisch) odermusen als Cluster von einem
gemeinsamen Promotor (polycistronisch) transkribieverden (LAGOS-
QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; LAGOS-QUMMNA et al., 2003;
OLENA & PATTON, 2010).

Die Prozessierung zu reifer miRNA findet zu Teilen Zellkern und im
Zytoplasma statt. Die Transkription von miRNA Genexfiolgt Uber die RNA
Polymerase Il (LEE et al., 2004), wobei auch Traipsion durch die RNA
Polymerase Il nachgewiesen wurde (PFEFFER e2@05; BORCHERT et al.,
2006). Zunachst entsteht ein Primartranskrginjary micro ribonucleic acid
pri-miRNA), dessen Lange mehrere hundert bis tailesexukleotide erreichen
kann. Im Nukleus erfolgt die weitere Prozessierdagch Drosha, einer Nuklease
der RNase Ill Familie, zu einer Vorlaufer-miRNA mHiaarnadelstruktur
(precursor micro-ribonucleic acidpre-miRNA) (LEE et al., 2003). Hierfur
bendtigt Drosha den CofaktobiGeorge syndrome critical region gene 8
(DGCRS8)-Protein, der bédrosophilaals Pasha bekannt ist. Drosha und DGCRS8
bilden einen Mikroprozessor-Komplex von ungefaho SGlodalton. Wahrend
DGCR8/Pasha die Haarnadelstruktur erkennt und deppé&lstrang bindet,



Il Literaturiibersicht 24

schneidet Drosha asymmetrisch und spezifisch beréen nahe der Basis der
Stammschleife. Schlie3lich entsteht pre-miRNA vorgefahr 70 Nukleotiden

Lange (LEE et al., 2003; DENLI et al., 2004; GREGO#& al., 2004). Bestimmte

mMiRNAs, sogenannte miRtrons, Uberspringen die Rsring durch

Drosha/DGCRS8, wenn sie in einem proteinkodiererid&non kodiert sind. Dabei

entsteht direkt pre-miRNA durch Spleilen des prenar Transkriptes

(OKAMURA et al., 2007).

Pre-miRNA wird via des Transport-Rezeptor-Komplekaportin-5/Ran-GTP ins
Zytoplasma exportiert (YI et al., 2003). Im Zytogphaa formiert sich deRNA-
induced silencing compldmading compleXRLC), ein Multiproteinkomplex, der
zunachst die weitere zytoplasmatische Prozessierangittelt. Beim Menschen
besteht dieser aus Dicer, einer Endonuklease dé&sBNl Familie, und seinen
Cofaktoren TRBP und Argonaut 2 (Ago2) (CHENDRIMADét al., 2005;
MANIATAKI & MOURELATOS, 2005; MACRAE et al., 2008)Bei Drosophila
dient Loquacious/R3D1 als Cofaktor fur Dicer-1 (F®IHEMANN et al., 2005).
Nach Erkennung und Bindung der pre-miRNA durch B&€C, schneidet Dicer
diese zu einer ungeféahr 22 Nukleotiden langen miRNRNA* Duplex mit
5-Phosphatgruppe und einem zwei Nukleotiden lang8hUberhang
(HUTVAGNER et al.,, 2001; ZHANG et al.,, 2004; HAMMQN 2005). Bei
manchen miRNAs wird, vor der Spaltung durch Diar zukinftige *Strang
(passenger stranddurch Ago2 zuerst zu einer gekerbten Haarnadedksir
gespalten Ago2-cleaved precursor miRNAc-pre-miRNA) (DIEDERICHS &
HABER, 2007). Nach der Dicer-mediierten Spaltungsdeiieren Dicer und
TRBP von der miRNA:miRNA* Duplex. Die doppelstraggi miRNA wird
entwunden und in der Regel wird der *Strang abge@IEDERICHS &
HABER, 2007). Der andere mature Strang hat einnflek: dass im Vergleich
weniger stabil gepaart ist (KHVOROVA et al., 200B). wird an ein Argonaut-
Protein gebunden und bildet den Kern defRNA-containing RNA-induced
silencing complexmiRISC) (LIU et al., 2004b; MEISTER et al., 2004ABIAN

& SONENBERG, 2012). MiRISC reprimiert die Expressispezifischer Gene
durch Ausschaltung von mRNA mittels verschiedenechanismen (YEKTA et
al., 2004; BAGGA et al., 2005; PETERSEN et al., Z00HENDRIMADA et al.,
2007; KIRIAKIDOU et al., 2007). Dabei kann miRNAsaEensor beschrieben

werden, der durch seine komplementare Struktuirbege Nukleotidsequenzen
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der Ziel-mRNA erkennt, wahrend die beteiligten Bno¢ die Effektoren der Gen-
Inaktivierung darstellen (FABIAN & SONENBERG, 2012)

2.2 Wirkmechanismen

Es wird geschétzt, dass miRNAs 30 % - 60 % dereprkodierenden Gene des
Menschen regulieren (BEREZIKOV et al., 2005; LEWK al.,, 2005;

FRIEDMAN et al., 2009). Unabhé&ngig von den speeifen Mechanismen erfolgt
die Regulation der Genexpression auf der posttrgigkiellen Ebene. Die
genauen zugrunde liegenden Ablaufe sind noch mdiistandig aufgeklart

(EULALIO et al., 2008).

Durch Inkorporation in RISC fuhrt miRNA den Kompldyrch Basenpaarung zur
spezifischen Ziel-mRNA. Bei Tieren findet sich nsehr selten eine nahezu
perfekte Komplementaritat zwischen mRNA und miRNe sie bei Pflanzen zu
finden ist (RHOADES et al., 2002). Bei Tieren bihdgch die miRNA an
spezifische miRNA-ErkennungselementaiRNA recognition elementRES)
ihrer Ziel-mRNA, die im 3'-untranslatierten Bereifimtranslated regionUTR)
lokalisiert sind. Dabei bindet miRNA meist nur nuer sich tber 2-8
Nukleotide erstreckenden proximalen 5'-Region, aleseed regiornbezeichnet
wird. Die restliche miRNA-Sequenz hybridisiert numvollkommen mit ihrem
Ziel (LEWIS et al., 2003). In tierischen Zellen wen drei grundsatzliche Wege
der miRNA-mediierten post-transkriptionellen Gendagion postuliert, die
wiederum uber verschiedene Mechanismen beeinflussten sollen.

Ein Modell beschreibt, wie miRNAs durch Reprimieguder Translation ihren

Einfluss auf die Proteinsynthese austben.

Die genauen Vorgange sind bisher noch nicht hihexid aufgeklart
(CHEKULAEVA & FILIPOWICZ, 2009). Es gibt Studien,iel darauf hinweisen,
dass miRNAs die Translation in der Phase der tiota blockieren
(HUMPHREYS et al., 2005; PILLAI et al., 2005; CHERIMADA et al., 2007;
MATHONNET et al., 2007; WAKIYAMA et al., 2007). Di&rgebnisse anderer
Studien hingegen lassen auf eine Blockierung dendlation nach Initiation
schlielen (SEGGERSON et al., 2002; MARONEY et2006; NOTTROTT et
al., 2006; PETERSEN et al., 2006). Die Translatam moglicherweise amap-
recognition stepinhibiert, was Einfluss auf die Initiation ausibbDabei
konkurrieren Argonaut-Proteine mit elF4E an der-Gapktur (KIRIAKIDOU et
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al., 2007). Nach einer Studie von CHENDRIMADA undt&beitern (2007)

inhibiert miRNA die Translation, indem RISC elF6kmatiert. Dies verhindert,
dass sich gro3e und kleine ribosomale Einheitebiveéen (CHENDRIMADA et

al., 2007). Ein Modell, das auf den Ergebnissen VOBTERSON und
Mitarbeitern (2006) beruht, beschreibt eine Repmng der Translation nach
Initiation durch ein vorzeitiges Abfallen der Rilomsen (ibosome drop-off

(PETERSEN et al., 2006).

Eine etablierte Vorstellung der miRNA-mediierten sptranskriptionellen
Genregulation ist die Destabilisierung der Ziel-m/Rbturch Deadenylierung und
Decapping (CHEKULAEVA & FILIPOWICZ, 2009).

Dieser konnte sowohl durcim vivo (BAGGA et al., 2005; GIRALDEZ et al.,
2006), als auchin vitro Studien nachgewiesen werden (WU et al., 2006).
Initiierender Schritt ist immer die Kirzung des W#8l)-Schwanzes der mRNA
(Deadenylierung) durch RISC. Damit ist die mRNA m@aififpar fur den Abbau,
entweder durch progressiven-3'5' Abbau durch Exonukleasen des Exosoms
oder durch Entfernung der 5'Kappe gefolgt von-53' Abbau durch die
Exonuklease Xrnl (FILIPOWICZ et al., 2008).

Ein bei Tieren sehr seltener Mechanismus ist diektk mRNA-Spaltung, da
diese nur bei (nahezu) perfekter Komplementariwdtrit (LLAVE et al., 2002;

DU & ZAMORE, 2005). Ein Beispiel ist miR-196welche direkt die
transkribierte mMRNA von HOXB8 spaltet (YEKTA et,@004).

2.3 Die Rolle von Mikro-Ribonukleinsaure bei physiologschen und
pathologischen Prozessen

MiRNAs sind an der Steuerung eines breiten Speldrgrandlegender Vorgéange

wie Zellproliferation, Differenzierung und Apoptoseteiligt (BRENNECKE et

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

Dabei fungieren miRNAs beispielsweise in der ontegeschen Entwicklung als
essentielle Regulatoren (BERNSTEIN et al., 2003NS#0 al., 2010). So konnte
nachgewiesen werden, dass mMiRNAs bei der Diffeegznrg spezieller
Organsysteme, wie die des kardiovaskularen Systenme wichtige Rolle
spielen: Mausembryonen, die durch das selektiveséhaten des Enzyms Dicer
im Herzen nicht in der Lage waren, reife miRNA zoguzieren, starben frih an
Herzversagen (ZHAO et al., 2007).
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Des Weiteren wird miRNA eine zentrale Bedeutung logr Genese
unterschiedlicher Krankheitsbilder beigemessen. Dampordre miRNA-
Expression korreliert hierbei mit dem spezifischesthologischen Status des
entsprechenden Organs (SUN et al., 2010). Dardluhséolgenden eingegangen

werden.

2.3.1 Nicht-kardiale Erkrankungen

Die erste Arbeit, die einen Zusammenhang zwischéNA-Deregulation und
Krankheit belegen konnte, stammt von CALIN und kb&tern (2002). Hier
wurde bei der Mehrheit von Fallen chronisch lympharer Leukamie eine
Deletion oder erniedrigte Expression jener Genregnonachgewiesen, die fur
miR-15 und miR-16 kodieren (CALIN et al., 2002).it8er wurden diverse
Studien durchgefihrt, die sich mit der Rolle vonRIMA bei pathologischen
Geschehen beschaftigten. Veranderte miRNA-Expressikonnten bereits bei
unterschiedlichen  neoplastische  Erkrankungen (LU eal., 2005),
Endokrinopathien (HERRERA et al, 2010; MAO et al2010),
Autoimmunerkrankungen (PAULEY et al., 2008; WANGatt, 2012b), viralen
Infektionen (UMBACH et al.,, 2008) sowie bei neurgdaerativen Zustanden
belegt werden (COGSWELL et al., 2008; ASIKAINENagt 2010).

2.3.2 Kardiale Erkrankungen

MiRNAs sind auch notwendig fur die Erhaltung deygiblogischen Funktion des
Herzens. So fuhrt das Ausschalten von myokardial@oer und dem damit
verbundenen Fehlen von maturer miRNA im Myokard dailten Mausen zu
massivem kardialen Remodeling mit Myozytenhypetifepund Reaktivierung
des fetalen Genprogrammes (DA COSTA MARTINS et24(8).

Bisher konnte im Nagermodell (JI et al., 2009; JED&t al., 2012; ENDO et al.,
2013; VIGNIER et al., 2013), beim Haushund (STEUDEWN et al., 2013; XU
et al., 2013) und beim Menschen ein Zusammenhanglecegulierten miRNAs
und unterschiedlichen Herzerkrankungen beobachasden.

In humanmedizinischen Arbeiten ist bisher eine abiwende miIRNA-Expression
bei kardialer Hypertrophie (PALACIN et al., 201Herzversagen (GOREN et al.,
2012), diastolischer Dysfunktion (NAIR et al., 20,1%erminderter Kontraktilitat

(LEPTIDIS et al., 2013) und bei ischdmischen Kamtyopathien nachgewiesen
(ADACHI et al., 2010). Die Expression von miRNA befelinen
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Herzerkrankungen wurde bislang nicht untersucht.

Diverse Studien haben sich mit der Fragestellursghutigt, ob eine veranderte
miRNA-Expression Ursache oder Folge von patholdgiac Zustanden ist.
Sowohlin vitro als auchn vivo ist der Nachweis gelungen, dass die Modulation
des Expressionslevels spezifischer miRNAs kardidiigpertrophie und
Herzversagen zur Folge haben kénnen (VAN ROOIJ.e2@06; CARE et al.,
2007; TATSUGUCHI et al., 2007; MATKOVICH et al., 20; WANG et al.,
2012c; XU et al., 2012). Ebenso konnte durch Médifion der miRNA-
Expression Hypertrophie und Herzversagen verhindeer reduziert werden
(CHENG et al., 2007; TATSUGUCHI et al., 2007; CAI9_kt 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 Wanddiecke@ahme des Herzens,
wobei das Verhdltnis von Wanddicke zu Gesamtkammemsion ansteigt
(LORELL & CARABELLO, 2000). Dieses Erscheinungsbilcann nicht nur
Ausdruck einer primaren HCM sein, sondern auch lemsptorisch als Adaption
des Herzens auf beispielsweise chronische Drucldagieng auftreten (FREY et
al., 2004; GLAUS & WESS, 2010; GOKTEPE et al., 2010

An verschiedenen Tiermodellen wurde ein Zusammenham erhoht oder
erniedrigt exprimierten MIiRNAs und reaktiver kontzesther
Myokardhypertrophie demonstriert (VAN ROOIJ et ab06; CARE et al., 2007,
CHENG et al., 2007; SAYED et al., 2007; TATSUGUG#ilal., 2007; SONG et
al., 2010; XU et al., 2012).

VAN ROOIJ und Mitarbeiter (2006) erzeugten zwei Mbe von

kompensatorischer konzentrischer Hypertrophie béusén. Die Hypertrophie
wurde durch das Abbinden der thorakalen Aorta @#dcineurin A induziert. Die
Analyse der miRNA-Signatur des Myokards ergab Ubstenmend in beiden
Modellen 21 unterschiedlich exprimierte miRNAs im ergleich zu

scheinoperierten Mausen oder Wurfgeschwistern (\RDOIJ et al., 2006). Eine
erhohte Expression von funf dieser miRNAs konntambeéMenschen im
idiopathischen Herzversagen nachgewiesen werdemwutde geschlussfolgert,
dass diese mMiRNAs einen Teil der Signatur von kéedi Remodeling
reprasentieren koénnten (VAN ROOIJ et al., 2006).tté&l8 kinstlicher
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Konstriktion der abdominalen Aorta wurde bei Rat&ne reaktive kardiale
Hypertrophie erzeugt und es konnte zu verschied@e#ipunkten differierende
mMiRNA-Signaturen festgestellt werden. Dies legt 8ermutung nahe, dass
spezifische mMIRNAs bei unterschiedlichen Hypertieptadien verandert
exprimiert werden und als Modulatoren des pathsldgn Prozesses wirken
(SONG et al., 2010).

SAYED und Mitarbeitern (2007) ist es gelungen, eimveichung der miRNA-
Expression auch bereits vor Eintritt von makropktgischen Veranderungen des
Herzens nachzuweisen. Sie induzierten bei Mauserenfals durch
Druckuberlastung eine kompensatorische konzengistypertrophie. Einen Tag
post-OP waren finf miRNAs dereguliert, aber nochnk&nterschied des
relativen Herzgewichtes von Proben-Tieren im Veojlezu Kontroll-Tieren
auszumachen (SAYED et al., 2007).

Auch bei konzentrischer Hypertrophie aufgrund eipamaren HCM, konnte
bereits bei Mausen und Menschen veréanderte miRNgrdssionen dokumentiert
werden (CARE et al., 2007; PALACIN et al., 2011; GNALL et al., 2012;
LEPTIDIS et al., 2013; VIGNIER et al., 2013).

Bei transgenen Mausen, deren primare HCM durch kiagtion von MYBP3
erzeugt wurde, wurden sieben deregulierte miRNAsingken. Beim Vergleich
mit anderen Erkrankungen der quergestreiften Muadkyl wie der
Muskeldystrophie des Typs Duchenne oder der Emeejfids-
Muskeldystrophie, waren sechs miRNAs exklusiv nei dem HCM-Modell
verandert (VIGNIER et al., 2013). Eine Deregulatmon miRNA konnte auch
schon in sehr frihen Stadien einer primaren HCVhgewiesen werden: Die
Analyse des myokardialen miRNA-Expressionsprofite vtransgenen Mausen
mit primarer HCM ergab bereits ipre-diseaseStadium (5. Lebenstag) abnorme
Mengen von miR-1 und miR-133a (BAGNALL et al., 201Eine abweichende
Expression von miR-1 und miR-133 liel? sich auch Endomyokard von
Menschen mit primarer HCM nachweisen (CARE et200Q7). Anhand humaner
Myokardproben wurde das miRNA-Expressionsprofil vdwypertrophierten
Herzen mit gesunden Herzen verglichen (PALACIN kf 2011). Zwei der
hypertrophierten Herzen entsprachen einer priméi@w und drei Herzen waren
reaktiv hypertroph sekundar zu Klappenerkrankungken.der hypertrophen
Gruppe waren zehn miRNAs signifikant héher und zwe@RNAs signifikant
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niedriger exprimiert. Nur miR-495 erwies sich alsht einheitlich innerhalb der
hypertrophen Gruppe mit einer erniedrigten Expoesdiei der primaren HCM
und einer erhohten Expression in der sekundar bygpdren Untergruppe
(PALACIN et al., 2011). Beim Vergleich von miR-2&h humanen Myokard bei
primarer HCM mit einer herzgesunden Kontrollgrupgennte eine signifikant
erhohte Expression von miR-221 festgestellt wer®ANG et al., 2012a). Die
Analyse zehn ausgewahlter miRNAs im Plasma ergahgelgen keinen
Unterschied bei primarer HCM gegenuber herzgesur@ienten (PALACIN et
al., 2012).

2.3.2.2 Kongestives Herzversagen

In der Humanmedizin wird Herzversagen definiert Alstand, bei dem durch
eine abnormale kardiale Struktur oder Funktion ldasz nicht mehr in der Lage
ist, das Gewebe mit ausreichend Sauerstoff zu kggao Der Begriff CHF
beschreibt akutes oder chronisches HerzversageAmméichen von Kongestion,
also Blutuberfullung der Gefalle, durch beispielseei Natrium- und
Wasserretention (MCMURRAY et al., 2012). Ursachen@HF beim Menschen
sind unter anderem koronare Herzerkrankungen, Hisppsion,
Klappenerkrankungen, ischamische Kardiomyopatht#diM oder RCM (RICH,
1997). Bei der Katze ist die haufigste Herzerkrangkuder CHF zugrunde liegt,
die HCM (FERASIN et al., 2003; RIESEN et al., 200BMITH & DUKES-
MCEWAN, 2012).

THUM und Mitarbeiter (2007) konnten bei Menschen kerzversagen die
Reaktivierung von fetalen Genen aufzeigen. Hiestwzglichen sie die mRNA-

und miRNA-Expressionsprofile von normalen mit vegesaden Herzen anhand
von Myokardproben. Dabei wurden 67 erhoht- und 4A3edrigt exprimierte

mMiRNAs in versagenden Herzen im Vergleich zu gesaniderzen identifiziert.

Dieses spezifische Expressionsmuster korreliertneir als 80 % mit dem im
fetalen Stadium (THUM et al., 2007).

Einige Klinische Studien in der Humanmedizin komntbei Herzversagen
unterschiedliche miRNA-Expressionsmuster in Abhgkeit ihrer Atiologie

nachweisen.

IKEDA und Mitarbeiter (2010) verglichen das miRNAefl von Patienten im

Herzversagen unterschiedlicher  Genese  untereinand@schamische
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Kardiomyopathie [ICM], DCM und Aortenstenose) und miner herzgesunden
Kontrollgruppe. Bei Patienten mit Aortenstenoseemat3 miRNAs differierend
exprimiert gegentber der herzgesunden Kontrollgguppd Patienten mit ICM
und DCM. Bei ICM und DCM waren wiederum acht miRNAabweichend
exprimiert, die sich nicht mit Kontrollgruppe undoenstenose Uberschnitten.
IKEDA und Mitarbeiter kamen zu dem Ergebnis, damgs Rroben anhand ihrer
mMIiRNA  Expressionsprofile  ihren  unterschiedlichen akkheitsursachen
zugeordnet werden konnten (IKEDA et al., 2007). $IARO0V und Mitarbeiter
(2008) extrahierten miRNA aus Myokardproben vonidPéen mit DCM und
ICM und von Patienten, die nicht im Herzversagenrewa Sie verglichen
ebenfalls die miRNA-Expressionsprofile mittels Miarray. Es lie3en sich einige
MiRNAs nachweisen, die im Vergleich zur gesundemtkmigruppe bei DCM
und ICM ahnlich abweichend exprimiert waren. Zudemwviesen sich einige
mMiRNAs als spezifisch fur die jeweilige zugrundeegknde Ursache
(SUCHAROV et al., 2008). In einer weiteren Studierge zirkulierende miRNA
in peripheren mononukleédren Blutzellen bei Patmentdie sich im CHF
unterschiedlicher Genese befanden, untersucht. Béimgleich der miRNA-
Profile von CHF und der herzgesunden Kontrollgrypparen sowohl bei ICM,
als auch bei DCM Ubereinstimmend miR-107, miR-188 miR-142-p5 niedriger
exprimiert. Andere miRNAs waren jeweils nur bei e¥in bestimmten
Herzerkrankung abnormal exprimiert im Vergleich zu€ontroligruppe
(VOELLENKLE et al., 2010). In einer Arbeit von TIESI und Mitarbeitern
(2010) erwies sich miR-423-5p im Plasma als diesisieste und spezifischste
MIRNA, um akutes Herzversagen von nicht-kardialihgigér Dyspnoe und einer
gesunden Kontrollgruppe zu unterscheiden (TIJSENl.et2010). CHEN und
Mitarbeiter (2010) konnten eine signifikant ernigtke Expression von
miR-361-5p bei Menschen im CHF im Vergleich zur Zgesunden
Kontrollgruppe feststellen (CHEN et al., 2010). B& Patienten, die sich durch
eine DCM im Herzversagen befanden, konnte bei stRINAS ein signifikanter
Unterschied im Vergleich zu herzgesunden Persornechgewiesen werden
(NAGA PRASAD et al., 2009).

Durch die Analyse des miRNA-Musters lassen sichhtniur Hinweise auf die
zugrunde liegende Ursache von CHF finden. Darlbeaus belegen einige

Studien auch eine dynamisch alternierende miRNAr&sgIon in Abhangigkeit
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des Krankheitsstadiums.

In einer humanmedizinischen Studie wurden miRNAa8igren des Myokards
bei Patienten im Herzversagen mit einer herzgesumdmtrollgruppe und mit
Patienten mit einem linksventrikularen Herzunteamitigssysteml€ft ventricular
assist deviceyerglichen. In der behandelten Gruppe normalisresich 20 der 28
MiRNAs, die bei Patienten im Herzversagen erhohpriexert waren
(MATKOVICH et al., 2009). Des Weiteren konnten imrhanmedizinischen
Studien fir verschiedene zirkulierende miRNAs ggizeverden, dass deren
Expressionsstarke mit der Schwere des HerzversggensaliNew York Heart
Association (NYHA)-Klassifikation) korreliert (TIJSEN et al., 2010;
FUKUSHIMA et al.,, 2011). Die NYHA-Klassifikation isein System, um
Herzversagen zu beurteilen und beruht auf der Sehder klinischen Symptome
und der korperlicher Leistungsfahigkeit des Patien{MCMURRAY et al.,
2012). Zudem wurde auch ein Zusammenhang zwisch@&me Hler miRNA-
Expression und klinischen Parametern wie der Dueds®r des linken Atriums
beschrieben (GOREN et al., 2012).

2.4 Mikro-Ribonukleins&ure in der Zirkulation

MiRNAs sind intrazellular in dem Organ ihrer Syrdbelokalisiert und aus
Gewebeproben extrahierbar (LAGOS-QUINTANA et alQ02; LIU et al.,
2004a). Zudem sind sie auch in verschiedenen tetlnkren Korperfllissigkeiten
nachzuweisen (WEBER et al., 2010). Dadurch ist dmaussetzung einer

schnellen und einfachen Probengewinnung gegeben.

Neben humanem Serum und Plasma sind miRNAs in softedlicher

Konzentration und Anzahl auch aus Muttermilch, Epeli, Tranenfllssigkeit,
Sperma, Urin oder Zerebrospinalfliissigkeit isoleer@VEBER et al., 2010). Die
Anwesenheit von miRNAs in Serum konnte beim Menschdausen, Ratten,
Kalbern, Pferden (CHEN et al., 2008) und Haushundachgewiesen werden
(STEUDEMANN et al., 2013). Eine klinische Studiesader Veterinarmedizin
hat das miRNA-Expressionsmuster im Serum von abd&s mellitus erkrankten
und gesunden Katzen analysiert. Dabei konnten &igman mehr als 200
mMiRNAs detektiert werden (FLEISCHHACKER et al., 301

Trotz der Anwesenheit von Ribonukleasen in Serumd uanderen
Korperflissigkeiten (WEICKMANN & GLITZ, 1982) zeicten sich miRNAs
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durch eine hohe Stabilitat aus. Selbst bei experietier Zugabe von RNase A,
erwiesen sich miRNAs als resistent gegen den AKB&EN et al., 2008). Auch
beim Vergleich nativer Serumproben mit Serumprobéie, gekocht, lange
gelagert oder extremen pH-Werten und Temperatwsgesetzt waren, war ein
signifikanter Unterschied der miRNA-Signatur nidastzustellen (CHEN et al.,
2008). Beim Vergleich verschiedener Blutfraktionene Vollblut, Serum,
Plasma, Blutplattchen oder mononukledre Zellen wugthe Uberlappung der
detektierten miRNAs festgestellt. In AbhangigkegsdAliquots variierten einige
mMiRNAs in Hohe ihrer Expression oder waren sogaezsisch fur dieses
(FREEDMAN et al., 2012). Eine gute Korrelation wertbeim Vergleich der
MIiRNA-Profile zwischen Serum und Plasma nachgewigd®TCHELL et al.,
2008; D'ALESSANDRA et al., 2010).

Diese beschriebenen Eigenschaften (hoher Stahitit&orperflissigkeiten und
Variation der miRNA-Expression in Abhéngigkeit ddutbestandteile) legen die
Vermutung nahe, dass miRNAs nicht nur passiv duteluntergang austreten
kénnen, sondern auch Uber selektive MechanismetieirZirkulation gelangen
(ZHU & FAN, 2011). So konnten extrazellulare miRNAsch in Mikrovesikeln

(HUNTER et al.,, 2008), Exosomen (VALADI et al., 200 apoptotischen
Korpern (ZERNECKE et al, 2009) und in Komplexen t nfProteinen

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

Fur verschiedene Krankheitsbilder konnte eine HKatien zwischen der
Konzentration und Konstellation extrazellularer MNR gezeigt werden
(MITCHELL et al., 2008; RABINOWITS et al., 2009; @G et al., 2011). So
wiesen MITCHELL und Mitarbeiter (2008) nach, das&RIMA im menschlichen
Plasma bemerkenswert stabil ist und dass mittefkul@render miR-141
Menschen mit Prostatakrebs von einer gesunden #ltgrirppe unterschieden
werden kénnen (MITCHELL et al., 2008). In weiterStudien wurden auch fur
andere Neoplasien Hinweise darauf gefunden, dakslizrende miRNAs den
pathologischen Status des erkrankten Gewebes tieflek (TAYLOR &
GERCEL-TAYLOR, 2008; LODES et al., 2009; ZHAO et, &010).

Auch fir kardiovaskulare Erkrankungenkonnte bereits Zusammenhang der
Qualitat und Quantitat verschiedener extrazellulantRNA-Signaturen belegt
werden. Es wurden signifikante Abweichungen desNwiRVusters im Blut bei

ischamischen Herzerkrankungen, akutem oder chioemsc Herzversagen
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verschiedener Genese und primarer HCM nachgewi@®ACHI et al., 2010;
Al et al., 2010; CHEN et al., 2010; CORSTEN et 2010; D'ALESSANDRA et
al., 2010; FICHTLSCHERER et al., 2010; TIJSEN et 2010; VOELLENKLE
et al.,, 2010; WANG et al., 2010a; FUKUSHIMA et é&2011; WIDERA et al.,
2011; GOREN et al., 2012; MATSUMOTO et al., 2012GNMIER et al., 2013).

2.5 Methoden zum Nachweis von Mikro-Ribonukleinsauren

Es sind verschiedene Techniken beschrieben, di®dektion von miRNA aus
gewonnenem Probenmaterial dienen. Die meisten Tlersetzen voraus, dass
die Sequenzen der zu untersuchenden miRNAs bebakannt sind (DE
PLANELL-SAGUER & RODICIO, 2011). Haufig verwendetdethoden sind
beispielsweise Microarray-Analysen (LIU et al., 280 NELSON et al., 2004;
THOMSON et al., 2004; BEUVINK et al., 2007) oder ridionen der
Polymerasekettenreaktiopdlymerase chain reactipi?CR) (MESTDAGH et al.,
2008; KROH et al.,, 2010; KANG et al., 2012). Wegteverfahren stellen der
Northern Blot (LAGOS-QUINTANA et al., 2001; AMBRO& al., 2003), in-situ-
Hybridisierung (CHEN, 2004) oder die jingst eindeté Technologie dedeep
sequencingdar, die auch die Ermittlung neuer miRNA-Sequenzztaubt
(LEPTIDIS et al., 2013).

Fur den Nachweis und die Quantifizierung von miRh#s Serum, Plasma oder
Gewebeproben durch guantitative Reverse-Trans@ngiolymerase-
kettenreaktion quantitative reverse transcription polymerase chagaction
gRT-PCR) sind unterschiedliche Protokolle besclemeCHEN et al., 2005;
RAYMOND et al., 2005; MESTDAGH et al., 2008; YANG al., 2009; KROH
et al., 2010). Dabei kann die qRT-PCR sowohl zumatdden eines miRNA-
Profils durch Analyse vieler miRNAs gleichzeitig B3 TDAGH et al., 2008), als
auch zur Validierung anderer Methoden eingesetztieve(D'ALESSANDRA et
al., 2010).

Die parallele Ermittlung der Expression hunderteRNAs aus einer Probe ist
durch die Analyse mittels Microarray mdglich. Deadliweis basiert auf der
Hybridisierung von Nukleinsauren zwischen Ziel-miRNind komplementaren
Sonden (LI & RUAN, 2009). Dem Schema eines Micragsr entsprechend
werden Sondenp(obeg, wie DNA-Oligonukleotide (BARAD et al., 2004,
NELSON et al., 2004) oder andere Nukleinsauren (0AIDI et al., 2006) auf
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dem Tragermaterial immobilisiert. Die miRNAs desolBnmaterials werden
direkt (BABAK et al., 2004; THOMSON et al., 20049ler nach Umschreiben in
komplementére Desoxyribonukleinsaumriplementarydeoxyribonucleic acid

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

2004; LIU et al.,, 2004a). AnschlieRend werden sie Eybridisierung mit den
Sonden auf den praparierten Microarray verbrachichNder Auswaschung von
ungebundener miRNA oder cDNA wird die Intensitatr dduoreszenz jeder
einzelnen Lokalisatiorféaturg gemessen (LI & RUAN, 2009).

Die Prazision der Methoden zum Nachweis von miRiN#&, der Microarray oder
die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreak{iguantitative real-time PCR
gPCR), ist auch abhangig von adaquater Normalisgerder miRNA-Daten.
Bisher konnte jedoch noch keine einheitliche Methadabliert werden. Eine
maogliche Herangehensweise ist die Nutzung von &leinicht-kodierende RNAs,
wie 5S (TAKAMIZAWA et al., 2004), U6 (CHOONG et ak007), 18S (IORIO
et al.,, 2007) oder Referenz-miRNAs, wie miR-191rochR-103 (PELTIER &
LATHAM, 2008). Mdoglich ist auch die Zugabe syntlsetier miRNA,
korrespondierend zu bekannten miRNAs \©n eleganswie cel-miR-39, cel-
miR-54 oder cel-miR-238MITCHELL et al., 2008; FICHTLSCHERER et al.,
2010). Alternative Methoden zur Normalisierung vQRT-PCR-Daten ist die
Berechnung des mittleren Expressionswenesan expression valuéPELTIER
& LATHAM, 2008; MESTDAGH et al., 2009) oder die Qui#-Normalisierung
(MAR et al., 2009).

2.6 Funktionsanalyse von Mikro-Ribonukleinsauren

Durch Identifikation von miRNA und deren Einordnummgbiologische Prozesse
erhofft man sich neue Erkenntnisse und Einblickalim pathophysiologischen
Vorgange verschiedenster Krankheiten (IKEDA et a009; SU et al., 2009;
ZHANG et al., 2012b; SHWETHA et al., 2013). Fur @estimmung der genauen
Funktion von miRNAs sind diverse Ansatze beschneli@ne Moglichkeit ist die
Identifikation der Zielgene, an die man sich Ubairtformatische Methoden
(LEWIS et al., 2003; KIRIAKIDOU et al., 2004; KREKt al., 2005; LEWIS et
al., 2005), biochemische Untersuchungen (CHI et , al2009),
Transkriptomanalysen (SELBACH et al.,, 2008) uimd vitro UTR-Analyse
anndhern kann (VAN ROOIJ, 2011). Zudem kann den&y@ einer Zelle oder
eines Organismus Uber die Funktionen einer speb#is miRNA Aufschluss
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geben, auf die Uben vivo oderin vitro Einfluss genommen werden kann (VAN
ROOIJ, 2011). Hierfur sind verschiedemmin-of-functiorVerfahrensweisen
beschrieben, wie z. B. die Erschaffung transgenereTHATLEY et al., 2010)
oder der Einsatz von miRNA-Imitaten (TRANG et &011a).Loss-of-function
Methoden umfassen den Einsatz von Knockout-Maus&RK et al., 2010),
MiRNA-Schwammen (EBERT et al.,, 2007) oder eine bm@rung von
spezifischen mIRNA durch Antagomire (KRUTZFELDT eal., 2005;
STENVANG et al., 2012).

2.7 Mikro-Ribonukleinsduren-basierte Therapie

Das Bestreben miRNAs in der Medizin einsetzen zank®, grindet auch auf
deren therapeutischen Potenzial. Dieses wurdetbehaich verschiedene Ansatze
geprift (KRUTZFELDT et al., 2005; CARE et al., 200HU et al., 2010).

Das Prinzip des therapeutischen Ansatzes ist eirmmalisierung der
Gewebeexpression spezifischer miRNAs (WANG et 2008; TOPKARA &
MANN, 2010). Antagomire sind einstrdngige Nuklesgduenzen komplementar
zur Ziel-miRNA, die sie durch Bindung inhibierenRKTZFELDT et al., 2005).
KRUTZFELDT und Mitarbeiter (2005) berichteten alssteé von einer miRNA-
Ausschaltung beim Saugetiervivo durch Antagomire. Diese bindentravenos
bei Mausen verabreicht, die leberspezifische miR-1thd senken so den
Serumcholesterolspiegel (KRUTZFELDT et al., 20@&n Anstieg der Aktivitat
spezifischer miRNAs, die sich bei bestimmten Kraeitdbildern als erniedrigt
exprimiert erwiesen, kann durch Applikation von NilRImitaten erreicht
werden (TRANG et al., 2011b). Diese sind als dogtpéhgige Oligonukleotide
aufgebaut, die die mature mMiRNA-Sequenz sowie g&ssenger strand
beinhalten. Sie konnen durch Inkorporation in RI®&& endogene miRNAs
Einfluss auf Genexpression nehmen (VAN ROOIJ et &008) Eine
vielversprechende Losung fur das Erreichen von h@®vebespezifitat und das
Vermeiden von Nebenwirkungen ist, Viren als Vektorezu nutzen
(GREGOREVIC et al., 2004).

Auch fur kardiale Erkrankungen wurde ein erfolgheicEinsatz von Antagomiren
und miRNA-Imitaten beschrieben. THUM und Mitarbeif@008) verabreichten
Mausen mit Kkardialer Hypertrophie systemisch Antage, die miR-21

inhibierten. Ergebnis war ein Rickgang von kardi&lgpertrophie und Fibrose
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mit Verbesserung der kardialen Funktion (THUM et d@D08). Bei Ratten mit
hypertensiv-induziertem Herzversagen verhindertgarenteral verabreichte
Antagomire kardiale Umbauvorgange, verbessertenkdreiale Funktion und
verlangerten die  Uberlebenszeit im  Vergleich zu tdieren
(MONTGOMERY et al., 2011). SUCKAU und Mitarbeite2009) verabreichten
Ratten mit kardialer Hypertrophie und Herzversageittels viralem Vektor
miRNA-Imitate. Dadurch konnten Hypertrophie undrBde signifikant reduziert
werden. Durch die hohe Affinitat des Vektors fur okgrdiales Gewebe wurde
keine miRNA-Deregulation oder Hepatotoxizitat festgllt (SUCKAU et al.,
2009).
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1 MATERIAL UND METHODEN

1 Material

1.1 Patienten

Die Studienpopulation umfasst Katzen, die in dedikdogischen Abteilung der

Medizinischen-Kleintierklinik der Ludwig-MaximiliagtUniversitat zwischen

2009 — 2012 untersucht wurden. Von jedem Tier wurdinische Parameter
erfasst und fur die Bestimmung der miRNA-Expresss@mumproben gesammelt

und aufbereitet.

Fur die Untersuchung des miRNA-Serumprofils durchcrbhrray-Technik

wurden an HCM erkrankte Katzen im CHF und herzgdeuriere gewahlt.

In einem weiteren Schritt wurden auf Grundlage &#croarray-Ergebnisse
mMiRNAs ausgewaéhlt und durch qRT-PCR quantifizi@ei diesem Analyse-
Abschnitt wurden jeweils Tiere der bekannten GruppgeéHF durch HCM* und

.herzgesund” sowie weitere Katzen, die sich in girechgradigen subklinischen

Stadium einer HCM befanden, miteinander verglichen.

Im Folgenden werden Katzen im CHF durch HCM auch dékompensiert

bezeichnet.

1.11 Einschlusskriterien

Jede der Katzen musste eine vollstandige klinisdkerdiovaskulare und
echokardiographische Untersuchung erhalten habebeiNherzgesunden Katzen
wurden Katzen mit einer primaren hochgradigen H@Msubklinischen und im

dekompensierten Stadium in die Studie aufgenommen.

Von einer hochgradigen HCM im subklinischen Stadiwmrde ausgegangen,
wenn in der Diastole eine fokale oder generaligigttypertrophie der LVFW
und/oder des IVS von > 7,0 mm oder eine fokale gaeeralisierte Hypertrophie
der LVFW und/oder des IVS von > 6,0 mm und ein LA/A 1,8 in gleichzeitiger

Abwesenheit von klinischen Anzeichen einer Dekonspénon vorlag.

In die Gruppe hochgradig dekompensierter Katzen demr jene Tiere
aufgenommen, die neben einer fokalen oder generadis Hypertrophie der
LVFW und/oder des IVS vor 6,0 mm, klinisch, echokardiographisch und/oder
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réntgenologisch evidentes kongestives Linksheraggns aufwiesen.

Voraussetzung fur die Aufnahme gesunder KatzenienSdudie war, dass sie
anamnestisch, Kklinisch und echokardiographisch figlig waren und

mindestens das 6. Lebensjahr erreicht hatten.

Bei allen Tieren wurden Harnstoff- und Kreatininkentration bestimmt und bei
Vorliegen einer konzentrischen Hypertrophie durchutdduckmessung und

Bestimmung des Gesamt-T4 mogliche sekundare Ursagtitersucht.

1.1.2 Ausschlusskriterien

Von der Analyse ausgeschlossen wurden Katzen, détenzentrische

Hypertrophie durch eine sekundare Ursache bedi@ige Isein kdnnen, wie z. B.
eine vorliegende systemische Hypertension, Hypestise, fixe Aortenstenose
oder Myokarditis. Zudem fuhrte der Verdacht aufeeMiereninsuffizienz oder

eine andere generalisierteErkrankung ebenso zurecAluss.

1.2 Gerate
GeneChip® Hybridization Oven 640

Cardiovit®

Centrifuge 5417 R

Eppendorf® twin.tec PCR Plates

Heraeus® Multifuge® 3 L-R

Hybridization Chamber Kit

Hybridization Gasket Slides

Rontgen XSTAR-14

SureScan DNA Microarray Scanner G2505C

TagMan 7500 Real Time PCR System

Affymetrix, Santa
Clara, USA

Schiller
Medizintechnik,
Ottobrunn

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Thermo Sientific,
Waltham, USA

Agilent Technologies,
Santa Clara, USA

Agilent Technologies,
Santa Clara, USA

COMET AG,
Liebefeld, Schweiz

Agilent Tietbgies,
Santa Clara, USA

Applied Biosystems
Deutschland GmbH,
Darmstadt
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Thermocycler Eppendorf Mastercycler® ep gradient EEppendorf AG,

Thermomixer® comfort

Thermowell®Gold PCR 96 Well Plates

Universal 32 R Zentrifuge

Vakuumkonzentrator

Vivid 7®

VTX-3000L

Vortex-Genie 2

Warmeschrank

Wasserbad

1.3 Chemikalien
Chloroform

Ethanol 100 %

14 Kits

Custom microRNA Microarrays, 8x60k

MIiRNA Microarray System with miRNA Complete
Labeling and Hyb Kit (Version 2.4)

miRNeasy mini Kit
miScript Il RT Kit

miScript SYBR® Green PCR Kit

Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Corning Incoagped,
Corning, USA

Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen

Infors HT AG,
Bottmingen, Schweiz

General Electric
Medical Systems,
Horten, Norwegen

LMS, Tokyo, Japan

Scientific Industries,
New York, USA

KENDRO
LABORATORY
PRODUCTS GmbH,
Langenselbold

Bachofer, Reutlingen

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Agilent Techogikes,
Santa Clara, USA

Agikefiechnologies,
Santa ClaraAJ

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden
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15 Primer

miScript Primer Assay hs_miR-1246_2 QIAGEN, Hiide

miScript Primer Assay hs_miR-208b_1 QIAGEN, Hriide

miScript Primer Assay hs_miR-320e_1 QIAGEN, Hilde

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,dgih

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 Gefalle™ Eppendorf AG,
Hamburg

Micro Bio-Spin® 6 Chromatography Columns Bio-Radbeatories,
Hercules, USA

Probenrdhren zur Serumgewinnung Sarstedt, Nurnbrech

Sterican®-Einmalkantle (G 20 x 1 ¥2/ @ 0,90 x 40)mrB. 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 Adileechnologies,
Santa Clara, USA

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

miRBase: the microRNA database Version 19 www. nsiebar g/

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

PASW® (Predictive Analytics Software) Statistics SSPInc., Chicago,

USA
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RESTO (Relative Expression Software Tool) 2009 QEAG Hilden,
Germany & M. W.
Pfaffl, TU Midnchen

Variance stabilization and calibration for micr@grdata BioConductor,
www.bioconductor.org

2 Methoden

2.1 Untersuchungen

Zur Evaluation des Gesundheitsstatus und der garkardiologischen Diagnose
wurden bei jeder Katze eine allgemeine Kklinischardiovaskulare und
echokardiographische  Untersuchung  durchgefuihrt. teié&ei  spezielle
Untersuchungen, die im Folgenden beschrieben wemderden in Abhangigkeit
des Falles durchgefiihrt. Bei allen Untersuchunganew die Tiere wach und

standen nicht unter dem Einfluss von Sedativa.

2.1.1 Signalement und Anamnese

Das Signalement jeder Katze mit Rasse, Alter, Gesbh und Gewicht wurde
erfasst. Klinische Parameter, die auf das Vorliegegner Dekompensation
hinweisen kénnen, wie Dyspnoe oder Polypnoe, ebemigo der Zeitpunkt,
seitdem diese ersichtlich waren, wurden erfragdefn wurde eine bestehende

medikamentelle Therapie notiert.

2.1.2 Klinische und kardiovaskulare Untersuchung

Die klinische Untersuchung umfasste die Begutaahtler Schleimh&ute. Zudem
wurden die peripheren Lymphknoten ertastet, dasoAtsh durchgetastet und die
Korpertemperatur rektal gemessen. Des Weiteren evinel jeder Katze der

Bereich der Schilddriise palpiert und das Lungerdakkultiert.

Neben der Beurteilung der Frequenz, der Intensitid Regelmaliigkeit der
Herztdone durch Auskultation des Herzens wurde eban$ Herznebengerausche
geachtet. Parallel zur Auskultation erfolgte die IsPaurteilung an der

A. femoralis

2.1.3 Echokardiographie

Die transthorakalen Herzultraschalluntersuchungearden mit dem Geréat
Vivid 7® der Firma General Electric Medical Syste(hrten, Norwegen) unter
Verwendung eines 7 Megahertz (MHz) Schallkopfesclagefiihrt. Hierfur
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wurden die Tiere in Seitenlage verbracht. Den Tieseirden fur die komplette
Dauer der echokardiographischen Untersuchung zWé-Elektroden angelegt,
die mit dem Ultraschallgerat gekoppelt waren undEtéassung der II. Ableitung
dienten. Gemal echokardiographischer Standardel{@hDMAS et al., 1993)
erfolgten die Aufnahmen sowohl von rechts mit eineanasternal lokalisierten
Schallkopf fir Langs- und Kurzachsenschnitte und Jimks mit apikaler
Orientierung. Anhand des zweidimensionalen Bildewis mit Hilfe von Blut-
und Gewebedopplertechniken wurde der kardiale Rijarder Katzen bestimmit.
Die Aufnahmen wurden zur Auswertung als Bildsegeenzlie mindestens drei

Herzzyklen umfassen, gespeichert.

Die  Beurteilung der linksventrikularen  Dimensionenrerfolgte im
zweidimensionalen Bild in Langs-und Kurzachse. Piamfasste die mehrfache
Messung und Mittelwertbestimmung von LWFW, IVS ub¥ID jeweils in
Systole und Diastole. Zudem wurde die frihdiastbks Grol3e des linken
Atriums im rechts parasternalen KurzachsenblicK, lddhe der Aorta, in das
Verhéltnis zum Durchmesser der Aorta gesetzt (HAQIS &t al., 2002).

Ab 7,0 mm diastolischer Wanddicke oder 6,0 mm tdisesher Wanddicke in
Kombination mit LA/Ao> 1,8 wurde in Abwesenheit einer fixen Aortenstenose
systemischen Hypertension oder Hyperthyreose, diagridse hochgradige
primare feline HCM gestellt (WESS et al., 2011).

In Fallen, in denen durch klinische Untersuchunghdkardiographie und
Thoraxrontgen Anzeichen von CHF festgestellt wurdearde bereits ab einer

Hypertrophie von 6,0 mm die HCM als hochgradig beete

Der Blutfluss im Bereich der Atrioventrikular- un8emilunarklappen wurde
mittels Farbdoppler auf das Vorliegen von Turbu@nmntersucht, welches eine
Beurteilung vorliegender Insuffizienzen oder Stemowrlaubt. So wurde bei
HCM von dem Vorliegen eines SAM ausgegangen, wemndeér Systole

gleichzeitig eine Turbulenz in Aorta (Stenose) udber der Mitralklappe

(Insuffizienz) im LA sichtbar war. Genaue Blutflgeschwindigkeiten des links-
und rechtsventrikularen Ausflusstraktes sowie désaldinflusses wurden mittels
der Spektraldoppler-Modi Continuous-Wave- oder &dHg/ave-Doppler

ermittelt. Geschwindigkeiten des Aorten- und Pulalarterienflusses Uber
2,25 m/s wurden als abnormal gewertet (BUSSADORI.eR000).
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Eine Beurteilung der diastolischen Funktion erfelgber den Farbgewebedopple.
Die longitudinalen Gewebegeschwindigkeiten von LVRWid IVS wurden
gemessen, in dem zunachst der linksapikale Vierkamoiok und jede Wand
einzeln als Graubild und mit Farbgewebedoppler enfgrmen wurden. Die
Auswertung der gespeicherten Zyklen wurde im Ansshl Off-Line unter
Verwendung der Q-Analyse von EchoPAC (General Htedfledical Systems,
Horten, Norwegen) durchgefihrt. Hierfur wurde dieeddzelle (Region Of
Interest, ROI) mit einer Grof3e von 3 mm in das leaSagment der LWFW und
des IVS gesetzt. Die ROI wurde dann manuell soidiert, dass sich diese in
allen Phasen des Herzzyklus innerhalb des Myokbaefand. Das Programm
berechnete im Anschluss die TVI-Kurven mit den Maxivon S-Welle, E-Welle,
A-Welle und ggf. der Fusionierung von E- und A-VéglEA-Welle). Die Maxima
von S-, E-, A- oder EA-Welle aller TVI-Kurven, deds qualitativ ausreichend

erachtet wurden, wurden gemessen und der Mittelezdchnet.

2.1.4 Radiographie und Elektrokardiographie

Bei dem klinischen Verdacht auf Linksherzversagarhergehend mit einem
Lungenddem oder Pleuralerguss wurden zur VerifimgrRontgenaufnahmen des
Thorax in zwei Ebenen durchgefuhrt.

Wenn bei der kardiovaskularen Untersuchung unredfgéige Herzténe oder im
mitlaufenden EKG des Herzultraschalls Arrhythmienffialen, wurde ein
ausfiuhrliches EKG durchgeftihrt. Hierzu wurden degtzen in rechte Seitenlage
verbracht und in der distalen Region der GliedmaBewie im Bereich des
Herzspitzenstol3es Elektroden angebracht. Mit demétGeardiovit® (Schiller
Medizintechnik GmbH, Ottobrunn) wurden die bipotasbleitungen I, Il und Il
nach Einthoven, die unipolaren Ableitungen aVR, a¥id aVF nach Goldberger
und die Brustwandableitung V1 erfasst. Anhand dégezeichneten Ableitungen
wurden Herzfrequenz, die mittlere elektrische Hensa, der Rhythmus und die

Morphologie der einzelnen Komplexe beurteilt.

2.1.5  Ausschluss von Differentialdiagnosen und Bestimmunijierenwerte

Der systemische Blutdruck wurde nicht-invasiv durdhs oszillometrische
Blutdruckmessgerat MDS® (S + B medVet GmbH, Babesbha) gemessen. Die
Blutdruckmanschette wurde dem liegenden Tier an &shwanzwurzel

angebracht und der diastolische und systolischédBlok aus mindestens vier
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Messungen ermittelt. Systolische Werte zwischen-1060 mmHg wurden als

normotensiv eingestuft.

Zum Ausschluss einer Hyperthyreose wurde die Sdhikk palpiert und die
Konzentration des Gesamt-T4 extern durch IDEXX lrabaries (Ludwigsburg,
Deutschland) bestimmt, wobei Tiere in einem Bereiehschen 0,8 — 4,7 pg/dl
als euthyreot galten. Zur Beurteilung, ob eine &lansuffizienz vorliegt, wurden
Harnstoff und Kreatinin des Serums herangezogennz&uatrationen von
5,0 mmol/l bis 11,3 mmol/l (Harnstoff) und bis 1g&ol/l (Kreatinin) galten als
physiologisch.

2.2 Mikro-Ribonukleinséaure

Durch die Microarray-Analyse von Serumproben wurde miRNA-Signatur
herzgesunder Katzen mit Tieren im CHF verglicheasi8end auf den Resultaten
des Microarrays wurden einige miRNAs ausgewéhltdemen Expression mittels
gRT-PCR sowohl an genannten Patientengruppen, uals an einer weiteren
Kohorte (HCM, hochgradig, subklinisches Stadiumyalidieren.

Die Probenaufbereitung, die Extraktion der miRNAdudie Validierung der
Microarray-Ergebnisse mittels gRT-PCR wurden im HGRor der
Medizinischen Kleintierklinik der LMU Minchen unteer Leitung von Frau Dr.
Karin Weber durchgefuhrt. Die Analyse der miRNA+&tur durch Microarray-
Technik ist im Laboratory for Functional Genome Analys(EAFUGA) In

GroRRhadern unter der Leitung von Herrn Dr. StefandBsachs erfolgt.

221 Blutprobennahme und Probenaufbereitung

Die Blutenthahme wurde an dé&f. cephalicae antibrachii V. femoralis oder
V. jugularis externaunter Verwendung einer Sterican®-Einmalkanile BBaun
Melsungen AG, Melsungen) durchgefiihrt. Das Blut deum Probenrdhren zur
Serumgewinnung (Sarstedt, Nurnbrecht) aufgefangbas Serum wurde
innerhalb von 15 Minuten durch Zentrifugation Ufi@nf Minuten bei 25°C und
4000 Umdrehungen pro Minute vom Koagulum getrebats Serum wurde zur
Quantifizierung von Harnstoff, Kreatinin und Gesardtverwendet und der Rest

unverzuglich bei -80°C eingefroren.

2.2.2 Extraktion von Ribonukleinséure

Bei dem im Rahmen dieser Studie angewandten Prideip RNA-Extraktion
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wurde die Serumprobe durch Guanidinthiocyanat dereat und die Proteine und
DNA in Phenol gel6ést. Durch Chloroform wurden dieaBen RNA, DNA und
Proteine getrennt und die RNA schlieBlich durch afti ausgefallt
(CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987). Die RNA wurde durchad Prinzip der
Festphasenextraktion an beschichtete S&ulen gebundd schlieZlich mit
RNase-freiem Wasser geldst. Mit der gewdahlten Ektrasmethode wurde die
gesamte RNA mit der miRNA-Fraktion aus dem Seruiraéiert.

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus dem Serum gindenalweiteren

molekularbiologischen Analysen voraus.

Das Serum wurde bei Zimmertemperatur aufgetaut. RM#&de nach dem
Protokoll des HerstellersPurification of total RNA, including small RNAsoffn
serum or plasma using the miRNeasy Mini‘ Kitrch das miRNeasy mini Kit
(QIAGEN, Hilden) extrahiert. Von jedem Probanden réden doppelte
Lésungsansétze ausgehend von je 200 pul Serum tediigedu 200 pl Serum
wurden 1000 pl QIAzol Lysis Reagent pipettiert. Dasat wurde mit einem
Vortex-Gerat gemischt und funf Minuten bei Raumteragur inkubiert. Dem
Lysat wurden 200 pl Chloroform hinzugefigt. Das @& wurde 15 Sekunden
durch das Vortex-Gerat gemischt und drei MinuterRaimtemperatur inkubiert.
Die Proben wurden anschlielend bei 4°C fur 15 Minuimit 12 000g
zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde inenBolypropylenréhrchen
(Eppendorf AG, Hamburg) pipettiert und mit der 1a6hen Menge Ethanol (~
600 pl) vermischt. 700 pul des Probengemischs wuiderAnschluss auf die
RNeasy MinElute spin column, die sich in einem 2Rdlypropylenréhrchen
befand, pipettiert. Nach Zentrifugation bei Raunpenatur fir 15 Sekunden bei
10 000 Umdrehungen pro Minute wurde der Uberstaadverfen und diese
Schritt mit dem Rest des Probengemisches wiederboiter Verwendung der
gleichen Saule wurde die beschriebene Zentrifugatid dem 2. Lésungsansatz
wiederholt und so die Ansatze wieder zusammengefDlurch die Verwendung
zweier Ansatze sollte die Gesamtmenge von extrignieniRNA erhoht werden.
Nach Zugabe von 700 ul RWT Puffer wurde fur 15 $elem bei 10 000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und nach Vefare des Uberstandes
wurde dieser Schritt zweifach mit 500 pl RPE Puffeederholt. Auf die Séaule
wurde 500 pl Ethanol (80 %) gegeben und fir zwenw®n bei 10 000

Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Die S&ule a#eurnun in ein neues
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Mikrozentrifugenréhrchen gegeben, fur funf Minuterbei hochster
Umdrehungszahl zentrifugiert und in ein neues Reaggefall tberfuhrt. 30 pl
RNase-freies Wasser wurde auf die Saule gegebefiumihe Minute bei voller
Umdrehungszahl zentrifugiert. Das Zentrifugat egltidie geldste RNA.

2.2.3 Microarray

Die miRNA wurde gemal den Herstellerangaben duash,@iiRNA Microarray
System with miRNA Complete Labeling and Hyl KAgilent Technologies,
Santa Clara, USA) mit dem fluoreszierenden Farbstgfinine3-pCp markiert
und auf drei individuell gefertigte 8x60k Agilenu§tom microRNA Microarrays
hybridisiert. Grundlage fur die Microarrays wareB8T humane und 150 virale
mMiRNAs nach der miRBase Version 19 (GRIFFITHS-JON&ESI., 2008). Jede
miRNA wurde durch mehrere Oligonukleotidqadbes Sonden) reprasentiert, die
sich wiederum fir jede miRNA auf insgesamt 30 Ladalonen featured
verteilten. Die miRNAs der Probe konnten nach demnaftrAgen auf den
Microarray mit den entsprechenden komplementarequ&een hybridisieren.
Dies erzeugte je nach Menge der gebundenen miRNAcleoreszenzsignal mit
bestimmter Intensitat. Die gewaschenen Microarraygden im Anschluss
gescannt und die gespeicherten Daten analysiert.

Als Grundlage fur die Microarray-Analyse diente rakierte miRNA aus dem

Serum von an HCM erkrankten Katzen im CHF und hesagden Tieren.

Die geléste RNA wurde zunachst in einer Vakuumziergee fir 60 Minuten bei
55°C getrocknet, in 2 ul RNase freiem Wasser geldsl in einem 1,5 ml
Mikrozentrifugenréhrchen auf Eis gestellt. Alle Pem wurde dephosphoryliert,
in dem jedem Ansatz 2 ul des Calf Intestinal AlkaliPhosphatase Master Mix
hinzugefiigt und 30 Minuten in einem Heizblock b&°@G inkubiert wurden.
Durch die Zugabe von je 2,8 pul DMSO (100 %) undchhelR3ender Inkubation in
einem auf 100°C erhitzten Wasserbad wurden die dProenaturiert und

anschlieRend sofort auf Eis verbracht.

Die nun vorbereitete RNA wurde nun mit Cyanine3-p@grkiert, indem zu jeder
Probe 4,5 pl des Ligation Master Mix fir T4 RNA &agg pipettiert wurde. Dieser
entsprechende Master Mix wurde aus den Kompone2fepl 10X T4 RNA

Ligase Buffer, 81 pl Cyanine3-pCp und 13,5 pl T4ARNgase hergestellt. Nach

Vermischung der Proben mit dem Mastermix wurdesali@r zwei Stunden bei
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16°C in einem Kuhlblock inkubiert.

Die markierte RNA wurde durch Micro Bio-Spin® 6 ©hmatography Columns
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) von freiemridstoff und DMSO
gereinigt. Hierfir wurden zu jeder Probe 38,7 ulaRél freies Wasser gegeben,
das gesamte Volumen auf das Gelbett der vorbexrit®tulen pipettiert und fir
vier Minuten bei 100@ zentrifugiert. Der Uberstand entsprach der matdaer

und gereinigten RNA und wurde auf Eis gegeben.

Die Trocknung der Proben erfolgte in einer Vakuuntziige fur 45 Minuten bei
55°C.

Zur Vorbereitung der Hybridisierung der Microarraysrde die getrocknete RNA
jeweils wieder in 17 pul RNase freiem Wasser geligt zu jedem Ansatz 1,0 pl
Hyb Spike-In L6sung in dreifacher Verdinnung, 430X GE Blocking Agent

und 22,5 ul 2X Hi-RPM Hybridisierungs Puffer gegehend durch ein Vortex-
Gerat vermischt. Die Proben wurden fur finf Minuianeinem 100°C heil3en

Wasserbad inkubiert und im Anschluss umgehendifiir Minuten auf Eis gelegt.

Nun wurde fir je acht Proben die Agilent Microarrdybridization Chamber
vorbereitet und die Proben aufgebracht. Hierfirdeye ein SureHyb gasket slide
in die Agilent SureHyb Basis gelegt. Fir die achtidarrays, die auf jedem
Slide aufgebracht waren, wurde eine Legende angetiEgnit spater jedem
Microarray eine Probe zugeordnet werden konntet Rebben wurden auf einen
Slide pipettiert. Mit der aktiven Seite nach unteuarde ein Microarray-Slide auf
den SureHyb gasket slide verbracht und in der Kamreeschlossen. Die drei
praparierten Agilent Microrarray Kammern wurden zdgbridisierung der
Microarrays fur 20 Stunden bei 55°C und 20 Umdrgjemnpro Minute in einen

Hybridisierungsofen verbracht.

Anschlie3end wurden die Microarray-Slides gewaschetem diese in GE Wash
Buffer 1 aus den Agilent Microrarray Kammern enttewurden. Die Slides
wurden nun je funf Minuten in GE Wash Buffer 1 umdGE Wash Buffer 2

(37°C) gewaschen.

Die fluoreszierenden 8 x 60 OGBatureswurden durch den Agilent SureScan
DNA Microarray Scanner mit 2 um Auflosung erfasatilals Bild festgehalten.

Die unterschiedlich starken Signale des gespeieheBildes wurden durch die
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Feature Extraction Software Version 10.7.3.1 (Agil€echnologies, Santa Clara,
USA) verarbeitet. Schlie3lich wurde unter BerlckSgung des Hintergrundes
die mittlere Intensitat jedes einzelnfeaturesals Wert wiedergegeben.

2.2.4  Quantitative Reverse-Transkription-Polymerasekettemeaktion

Fur die PCR-basierte Validierung einzelner miRNAsrden diese zunachst
mittels reverser Transkription (RT) in cDNA umgesehen. AnschlielRend wurde
die Menge der cDNA durch qPCR bestimmt.

Die miRNA wurde aus dem Serum von Katzen der Grapperzgesund®, ,CHF
durch HCM*“ und ,hochgradige HCM im subklinischera&um® extrahiert.

Die RT wurde durch das miScript® Il RT Kit (QIAGEN)emarn des Protokolls
des Herstellers durchgefihrt. Ein Reaktionsansatzpeach je 4 pl 5X miScript
HiSpec Buffer, 2 pul 10X miScript Nucleics Mix, 2 pmiScript Reverse
Transcriptase Mix und 12 pl der gelésten RNA. Ban dNegativkontrollen wurde
statt Reverse Transcriptase 2 |l RNase freies Whssaugefigt io RT contrgl.
Im Thermocycler Eppendorf Mastercycler® ep gradiéht(Eppendorf AG,
Hamburg) wurden die Reaktionsansatze fir 60 Minltein37°C inkubiert und
durch Erhitzen auf 95°C (funf Minuten) inaktivie®ie cDNA wurde mit 20 pl
RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von Agerdinnt und bis zur

weiteren Bearbeitung bei —20°C gelagert.

Die relative Quantifizierung einzelner miRNAs durgRCR unter Verwendung
von miScript SYBR® Green PCR Kit (QIAGEN, Hildenphdihomosapiens(hs)
miScript Primer Assays (QIAGEN, Hilden) erfolgte chaden Angaben des
Herstellers. Hierfir wurden die miScript primer Ags hs_miR-208b_1, hs miR-
320e_1, hs_miR-381_1, hs_miR-1246_2, hs_miR-48&3nd hs_miR-368_1
verwendet. MiR-368 entspricht der friheren Nometklaon miR-376c¢-3p. Zur
Normalisierung wurden hs_ RNU6B_2 und hs_ RNU1A 1 &dtv Pro jeweliliger
Probe wurde fiir jeden miScript Primer Assay ein [peansatz auf Thermowell®
Gold PCR 96-well Plates (Corning Incooporated, @mnNew York, USA)
pipettiert. Ein Ansatz enthielt die Reaktionskomgoten 4 pl RNase-freies
Wasser, 2 pl miScript Primer Assay, 2 pl 10X mifctiniversal Primer, 10 pl
Quantitect Sybr Green PCR MasterMix und 2 pl derdirenten cDNA
(templatey mit einem Gesamtvolumen von 20 ul. Die Negatitkalien

enthielten RNase-freies Wassao (template contrploder extrahierte RNAnE
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RT contro) statt cDNA. Mit dem TagMan 7500 Real Time PCRt8ys(Applied
Biosystems, Life Technologies Corporation, Carlsdd8A) wurden pro Assay
40 PCR-Zyklen durchgefuhrt. Den Zyklen ging dietiale Aktivierung der
HotStar DNA Polymerase durch eine Inkubation b&iC®%15 Minuten) voraus.
Die Denaturierung erfolgte bei 94°C fur 15 Sekundemt folgender
Primerhybridisierung bei 55°C fur 30 Sekunden utahgation bei 70°C fiur 35
Sekunden. Nach den PCR-Zyklen wurde eine Schmelekanalyse unter den
Bedingungen 95°C fiur 15 Sekunden, 60°C fur 60 Seé&nnund 95°C fir 15
Sekunden durchgefuhrt. Fur jede cDNA wurde die Ahzter Zyklen ¢ycle
threshold Zyklusschwellenwert, Ct) bestimmt, die noétig sinon Fluoreszenz
Uber einen definierten Grenzwert steigen zu las3erhdher der Ct war, desto

mehr Zyklen waren nétig, um diesen Grenzwert zeiehnen.

2.3 Statistik

Die Deskription und Datenanalyse von Signalemertt kiimischen Parametern
wurden mit PASW® Statistics (SPSS Inc., ChicagoAJ&urchgefiihrt. Mit dem
Kolmogorow-Smirnow-Test und der graphischen Dalstel durch Histogramme
wurde gepruft, ob die Parameter normal verteilt emarBeim Vergleich der
Gruppen miteinander wurde bei nichtparametrischartédung ein Mann-
Whitney-U-Test gewahlt. P-Werte < 0,05 wurden agmifkant gewertet. Die
Auswertung der molekularbiologischen Messungenlgtdounter Verwendung

bioinformatischer Software. Dies wird im Folgendel@utert.

2.3.1 Microarray

Die durch die ,Feature Extraction Software Versid®.7.3.1" (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA ) ermittelte migtlExpression jeder messbaren
Lokalisation (eature) wurde durch die Software ,Variance stabilizationda
calibration for microarray data“ (VSN) (BioConduntamormalisiert (HUBER et
al., 2002). Die weitere statistische Analyse et®Imit dem Programm ,Linear
Models for Microarray Data“ (LIMMA) (BioConductoninter Verwendung des
.moderated t-test”. Nominale p-Werte wurden durddMMA decideTests”
mittels false discovery ratdir multiples Testen adjustiert (SMYTH, 2004).
Korrigierte p-Werte [§-value adjusted< 0,05 galten als signifikant. Basierend auf
den relativen Expressionen der miRNAs mit nominaj@wWert < 0,01, wurde

mit dem ,Multiexperiment Viewer 4.7.3“ des Microay-Daten Analyse und
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Management Systems ,TM4“ eine hierarchische Clasigyse (HCL)
durchgefuhrt (SAEED et al., 2003).

2.3.2 Quantitative Reverse-Transkription-Polymerasekettemeaktion

Unter Verwendung des Relative Expression Softwao®l TRESTO) 2009

(QIAGEN®, Hilden, & M. W. Pfaffl, Physiologie Weilmstephan, Technische
Universitat, Minchen) wurde die Berechnung derlergh Expressionsdifferenz
(R) der einzelnen miRNAs zwischen den Patientenggop durchgefihrt.

Normalisiert wurde Uber Referenz-miRNAs (PFAFFL,020 PFAFFL et al.,

2002; PFAFFL, 2004). RNU6B und RNU1A dienten dalz$ endogene
Kontrollen. Mittels dem von der Verteilung unabhiéyen ,Pair Wise Fixed

Reallocation Randomisation Test"© wurden die p-Wedalkuliert (PFAFFL et

al., 2002). P < 0,05 galt als statistisch signifitkka
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|V ERGEBNISSE

1 Patientencharakteristika

Insgesamt erfullten 31 Katzen die EinschlussketerDiese wurden entsprechend
ihrer Krankheitsstadien als ,herzgesund” (n = 1@HF durch HCM* (n = 11)
oder ,hochgradige HCM im subklinischen Stadium® £n8) klassifiziert. Als
Rassen der untersuchten Katzen waren die Norwegltidkatze (n = 9), EKH
(n = 8), Maine Coon (n = 7), British Kurzhaar (n33 Perser (n = 2), Scottish
Fold (n = 1) und Sibirisch Langhaar (n =1) vertrete

In die einzelnen miRNA-analytischen Abschnitte (Migrray und qRT-PCR)
wurden jeweils unterschiedliche Teilpopulationenembezogen:

Durch Microarray-Technik wurde das miRNA-Muster vewoIf herzgesunden
Katzen und elf Katzen im CHF durch HCM analysiend werglichen. Fir die
Quantifizierung einzelner miRNAs durch qRT-PCR wemdacht herzgesunde
Katzen und acht Katzen im CHF durch HCM ausgewadtdten miRNA-Profil
bereits durch den Microarray untersucht wurde. #Zlish wurden acht weitere
Katzen, die sich im subklinischen Stadium einermgoadigen HCM befanden, in
die gRT-PCR-Analyse eingeschlossen. Da sich dielpdulationen fir
Microarray und gRT-PCR Uberschnitten, jedoch ueteesllich zusammengesetzt

waren, wurden sie hinsichtlich ihrer klinischen Glideristika getrennt betrachtet.

1.1 Gruppen fur die Microarray-Analyse

Das Signalement und die echokardiographischen Réeamer Patientengruppen,
die in die miRNA-Microarray-Analyse miteinbezogemnden, sind in Tabelle 2
und Tabelle 3 dargestelit.
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Tabelle 2: Signalement der Katzen, deren Mikro-Ribonukleinsaurofil mittels
Microarray-Analyse verglichen wurde. HCM = hypephe Kardiomyopathie,
CHF = congestive heart failurekongestives Herzversagen, EKH = Europdisch

Kurzhaar, BKH = Britisch Kurzhaar, NWK = NorwegisckivValdkatze.

Herzgesund HCM CHF
(n=12) (n=11)
Signalement
Alter (Jahre) Median 8,08 541
Spannweite 5,76 — 10,19 1,05-11,90
Geschlecht (Anzahl mannlich/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 alter alselidre sich im CHF befanden
(p = 0,042).

Weibliche und ménnliche Tiere waren in den Patiegrieppen ungleichmalig
verteilt. Wahrend in der herzgesunden Gruppe mito7Behr weibliche Tiere
waren, Uberwog in den Gruppen ,CHF durch HCM* (8%B der Anteil

mannlicher Tiere.
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Tabelle 3: Zusammenstellung der echokardiographischen ParameteKatzen,
deren Mikro-Ribonukleinsauren-Profil mittels Microay-Analyse verglichen
wurde. HCM = hypertrophe Kardiomyopathie, CHFcengestive heart failure
kongestives Herzversagen, LA = linkes Atrium, Aderta, TVI =tissue velocity
imaging Gewebegeschwindigkeit, E = fruhdiastolische EJ{&/elA =
spatdiastolische A-Welle, EA = fusionierte E- und\elle.

Herzgesund HCM CHF
(n=12) (n=11)
Zweidimensionale Echokardiographie
maximale Wanddicke in Median 4,69 8,35
der Diastole in mm 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
E Median -5,05 -2,44

1‘33 Spannweite -4,54 - 555 -1,66 - -3,45
= e A Median -4,91 -3,08

§ % Spannweite -3,95 - -6,06 -2,41 - -3,23
c 0 EA Median -8,71 -4,76

£ 9 Spannweite 6,58 - -10,62 1,91 --8,30
o E Median -7,59 -3,28

g - Spannweite 5,81 - -8,03 2,40 - -4,16
T & A Median -3,76 -1,82

GC>J % Spannweite -3,08 - 4,21 -1,39--2,26
20 EA Median -6,85 -2,93

£+ .

- o Spannweite -6,67 - -11,93 -2,56 - -6,06

Beim Vergleich der Gruppen hinsichtlich zweidimemsler

echokardiographischer Parameter unterschiederKsitzen im CHF durch HCM
von der herzgesunden Kontrollgruppe durch signifikhbhere Werte fir die
LVFW (p <0,001) und das IVS (p <0,001) in der fi@e sowie fur LA/A0

(p < 0,001).

Die Unterschiede der kardialen Phanotypen ,heragg'sund ,,CHF durch HCM*
wird in Abbildung 2 und Abbildung 3 veranschaulicht
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Abbildung 2: Die Verteilung der maximalen Wandstarken in Milliee der
Gruppen herzgesund (n = 12) und kongestives Hesagen durch hypertrophe
Kardiomyopathie (n = 11). Die maximale Wandstark@spricht dabei der
maximalen diastolischen Wanddicke des interveniiilan Septums oder der
linksventrikularen freien Wand. Eingeblendet istr d€ut-off-Wert von
6 Millimetern. HCM = hypertrophe KardiomyopathieHE = congestive heart
failure, kongestives Herzversagen.
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Abbildung 3: Die Verteilung des Verhaltnisses des linken Vorhafs Aorta der
Gruppen herzgesund und kongestives Herzversagerch durypertrophe
Kardiomyopathie. Eingeblendet ist der Cut-off-WAaash 1,5. HCM = hypertrophe
Kardiomyopathie, CHF songestive heart failurgkongestives Herzversagen.

Beim Vergleich der diastolischen Gewebeparameted&ibei Katzen im CHF
durch HCM signifikant geringere Geschwindigkeiteer dE-Welle des IVS
(p = 0,014), der fusionierten EA-Welle des IVS (p,818) und der A-Welle des
IVS (p=0,014) sowie der fusionierten EA-Welle deVFW (p =0,003)

gemessen. Jeweils zwei herzgesunde Katzen undneldCM erkranktes Tier
konnten aufgrund fehlender Gewebedoppler-Aufnahmeint in die Auswertung

miteingeschlossen werden.

Alle Katzen im CHF (n = 11) waren in einem klinisstabilen Stadium, welches
mit der Klasse C1 defCanine Heart Failure International Expert Forum
(CHIEF)-Klassifikation zu vergleichen ist (STRICKIND, 2008). Eine Ubersicht
dieses Systems ist in Tabelle 8 im Anhang zu findéam Zeitpunkt der
Untersuchung und Blutprobennahme befanden sicfiidie zwischen einem und
284 Tagen im CHF mit einem Medianwert von 30 Tagalke Tiere dieser
Gruppe erhielten Diuretika (Furosemid) und indialuzusatzlich weitere
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Medikamente wie Thrombozytenaggregationshemmer  piGégrel),
nichtsteroidale Antiphlogistika (Acetylsalicylsayr8eta-Blocker (Atenolol) oder
ACE-Hemmer.

1.2 Gruppen fur die Mikro-Ribonukleinsduren-Analyse mittels
quantitativer Reverse-Transkription-Polymerasekettareaktion

Eine Zusammenstellung von Signalement und echakgwaphischer

Charakteristika der Gruppen, die mittels qRT-PCRghehen wurden, ist in

Tabelle 4 und Tabelle 5 zu finden.

Tabelle 4: Signalement der Katzen, die in die Quantifizierwngzelner Mikro-
Ribonukleinsduren mittels quantitativer ReverseaarBKription
Polymerasekettenreaktion miteinbezogen wurden. HCM hypertrophe
Kardiomyopathie, CHF =congestive heart failurekongestives Herzversagen,
kongestives Herzversagen, EKH = Europaisch Kurzh#&{H = Britisch
Kurzhaar, NWK = Norwegische Waldkatze.

Herzgesund | HCM CHF HCM subkl.
(n=8) (n=8) (n=18)
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 mannlich/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 herzgisiatzen signifikant alter
als an HCM erkrankte Tiere im CHF (p=0,021). D¥ergleich von
herzgesunden Tieren mit Katzen im subklinischerdi8ta einer hochgradigen

HCM und der HCM-Gruppen untereinander erbrachteekeiJnterschied.

Ahnlich war auch die Verteilung des Alters mit emd&Jberwiegen mannlicher
Tiere in beiden HCM-Gruppen (je 87,5 %).
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Tabelle 5: Zusammenstellung der echokardiographischen Pagardet Katzen,
die in die Quantifizierung einzelner Mikro-Ribonekisduren mittels
quantitativer Reverser-Transkription Polymeraseketaktion miteinbezogen
wurden. HCM = hypertrophe Kardiomyopathie, CHEangestive heart failure
kongestives Herzversagen, LA = linkes Atrium, Aderta, TVI =tissue velocity
imaging Gewebegeschwindigkeit, E = frihdiastolische EJ{&/elA =
spatdiastolische A-Welle, EA = fusionierte E- und\elle.

Herzgesund | HCM CHF HCM subkil.
(n=8) (n=8) (n=8)
Zweidimensionale Echokardiographie
maximale Wanddicke Median 4,75 8,14 7,32
in der Diastole (mn | Spannweite 3,71-4,94 6,12-11,97 7,12 -9,3"
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
E Median -5,05 -2,44 -2,88
LE Spannweite -4,54 - -555| -1,66 - -3,45 -1,48 -34,4
= e A Median -5,42 -3,08 -3,13
% é Spannweite -4,78 - -6,06 -2,41 - -3,24 -2,88 -93,3
59 [ea Median 7,66 5,96 -6,02
£ 9 Spannweite -6,68 -10,46 -3,62--8,30 -3,35-18/4
o E Median -8,01 -3,28 -6,85
% - Spannweite -5,81--8,03| -2,40 - -4,16 -6,85 -56,8
= 5 A Median -3.45 1,82 3,34
0C>J % Spannweite -3,08 - -4,21 -1,39 - -2,26 -3,34 -43,3
L0 EA Median -6,92 -4,03 -3,97
-1 o Spannweite -6,73--11,98 -2,56--6,56  -1,68995,

Die vergleichende Betrachtung von Kammerwanddinmeresi und der GroRRe des
LA ergab bei Katzen im CHF durch HCM eine signifikadickere LVFW
(p = 0,005) und IVS (p = 0,001) in der Diastole geigper herzgesunden Katzen.
Zusatzlich war LA/Ao bei herzgesunden Katzen sigairit kleiner (p < 0,001).
Auch Katzen mit hochgradiger HCM im subklinischeaadtum wiesen gegentber
herzgesunden Katzen hohere Werte fur LVFW (p <D,@0hd IVS (p = 0,009)
auf. Beim Vergleich von LA/Ao war kein signifikamt&nterschied festzustellen.
Die Gruppen ,CHF durch HCM* und ,hochgradige HCM isubklinischen
Stadium*® unterschieden sich nur hinsichtlich desrhd#nisses von LA/Ao
(p < 0,001).

Die Geschwindigkeit der fusionierten EA-Welle devAW bei Katzen im CHF
war signifikant niedriger als bei herzgesunden @nefp = 0,025). Der Vergleich
der Gruppen ,herzgesund®, ,CHF durch HCM* und ,hgddige HCM im
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subklinischen Stadium® untereinander ergab hinBatht der weiteren
diastolischen Gewebegeschwindigkeiten keine Untézde signifikanten
Ausmaldes. Von zwei herzgesunden Katzen, eine KatzeHF durch HCM und
eine Katze im hochgradigen subklinischen StadiumereiHCM lagen keine

Gewebedoppleraufnahmen zur Auswertung vor.

2 Microarray-Analyse

In den felinen Serumproben konnte fur 970 miRNAseeiSignalintensitét
oberhalb zufélliger Signalschwankungemagkground noige nachgewiesen

werden.

Beim Vergleich der Gruppen ,CHF durch HCM* (n = 1aipd ,herzgesund*
(n=12), wiesen 25 mIiRNAs einen nominalen p-WerD,01 mit einem
Expressionsunterschietbld changé von -1,58 bis +4,05 auf, reprasentiert durch
ein bis vier Sondenptobeg. Von diesen miRNAs waren in der erkrankten
Gruppe 21 hoéher und vier niedriger exprimiert. Eiigsammenfassung der

einzelnen miRNAs findet sich in Tabelle 6.
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Tabelle 6: Darstellung der abweichenden Expression 25 verdeher Mikro-
Ribonukleinsduren von Katzen mit hypertropher Kamtyopathie im kongestiven
Herzversagen im Vergleich zu herzgesunden Katzeprd®entiert werden die
Mikro-Ribonukleinsduren durch insgesamt 36 Sondmohbed mit nominalem
p-Wert < 0,01. MiR = Mikro-Ribonukleinsaure, FC fold change Reg. =
Regulation, hsa homo sapienkshv = Kaposi Sarkom-assoziiertes Herpesvirus.

Log2 FC Reg. p-Wert nomingl  p-Wert korrigiert
hsa-miR-381-3p 1,35 255 |1 < 0,001 0,019
hsa-miR-381-3p 1,38 2,60 |1 < 0,001 0,022
hsa-miR-486-3p 1,03 2,04 |1 < 0,001 0,038
hsa-miR-4751 1,06 2,08 |1 < 0,001 0,038
hsa-miR-376¢-3p 1,48 2,78 | 1 < 0,001 0,038
hsa-miR-5700 1,00 2,00 |1 < 0,001 0,038
hsa-miR-513a-3p 1,11 2,16 | 1 < 0,001 0,038
hsa-miR-5700 1,05 2,07 |1 < 0,001 0,038
hsa-miR-4751 1,02 2,02 |1 < 0,001 0,038
hsa-miR-320e 0,82 1,76 | 1 < 0,001 0,038
hsa-miR-513a-3p 1,15 222 |1 < 0,001 0,038
hsa-miR-513a-3p 1,13 2,18 | 1 < 0,001 0,038
hsa-miR-513a-3p 1,09 2,13 | 1 < 0,001 0,038
hsa-miR-5700 1,03 2,04 |1 < 0,001 0,0560
kshv-miR-K12-5-5p -1,16 -2,24 | | < 0,001 0,0560
hsa-miR-376¢-3p 2,02 4,05 |1 0,001 0,1279
kshv-miR-K12-10b 0,98 1,98 1 0,001 0,1279
hsa-miR-320e 0,72 1,65 |1 0,002 0,1786
hsa-miR-3177-3p -1,11 -2,15 | | 0,002 0,1786
hsa-miR-486-3p 0,87 1,83 |1 0,002 0,1824
hsa-miR-1246 1,18 2,27 |1 0,002 0,1824
hsa-miR-371a-5p 0,77 1,70 | 1 0,003 0,2391
hsa-miR-548x-3p 0,74 1,67 |1 0,003 0,2391
hsa-miR-4641 -1,00 -2,00 | | 0,003 0,2391
hsa-let-7a-5p -0,66 -158 | | 0,003 0,2391
kshv-miR-K12-5-5p -1,09 -2,13 | | 0,004 0,2504
hsa-miR-548ae 0,64 1,56 | 1 0,007 0,4228
hsa-miR-4746-3p 0,63 1,55 | 1 0,007 0,4248
hsa-miR-4668-5p 1,00 2,00 |1 0,007 0,4248
hsa-miR-548aj-3p 0,62 1,53 | 1 0,008 0,4264
hsa-miR-629-3p 0,53 1,44 |1 0,008 0,4264
hsa-miR-409 0,56 1,48 |1 0,009 0,4264
hsa-miR-4497 0,48 1,40 |1 0,009 0,4264
hsa-miR-4721 0,66 1,58 |1 0,009 0,4465
hsa-miR-4327 0,79 1,73 |1 0,010 0,4513
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Eine HCL wurde durchgefiihrt, um die Katzen auf Gitage der Ahnlichkeit
ihres miRNA-Expressionen in Gruppen (,Cluster”) igstellen. Hierfir wurden
die relativen Expressionen der miRNAs mit nominaleiWert < 0,01 gewahlt.
Zur Bestimmung der Ahnlichkeit diente als Proxirtstdal der Pearson-
Korrelationskoeffizient. Die Klassen wurden danmchméhrer geringsten Distanz
zusammengefasst, beginnend mit einzelnen Probdsp(enhend den einzelnen
Patienten), z.B. ,HCM-5* und ,HCM-12" in Abbildungd. Zur weiteren
Zusammenfassung von entstandenen Gruppen (,Cltisteti®@ dann mehrere
Patienten enthielten, wurde das Average-LinkagefaWieen verwendet. Hierflr
wurde in jedem Cluster der Durchschnitt aller Digeen gebildet und wiederum
mit dem Cluster mit der geringsten Distanz fusianig. B. das Cluster ,HCM-
5/HCM-12* mit dem Cluster ,HCM-9/HCM-8“. Letztlictwurden alle Tiere in
zwei Gruppen zusammengefasst. Diese Cluster stimmieden entsprechenden
kardialen Phanotypen der Katzen tberein, d.h.inene Cluster befinden sich alle
herzgesunden Katzen und in dem anderen Clustefialle im CHF durch HCM.
Die HCL mit Heatmap ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Hierarchische Clusteranalyse (Pearson-KorrelatiBngrage-
Linkage) dargestellt als Heatmap von 25 Mikro-Ribkleinsauren des
Expressionsprofils der Gruppen ,herzgesund® undngestives Herzversagen
durch hypertrophe Kardiomyopathie®. Jede Spaltspitht einer der Proben und
jede Zeile entspricht einer Mikro-Ribonukleinsélie. Farben stimmen mit dem
Expressionslevel uberein, wobei Rot einer Hochieguhg und Blau einer
Runterregulierung in Relation zum Mittelwert alleroben entspricht.. HCM =
hypertrophe Kardiomyopathie, HG = herzgesund, miRikro-Ribonukleinsaure,
hsa =homo sapienskshv = Kaposi Sarkom-assoziiertes Herpesvirus.

Nach multiplem Testen bestéatigten sich die stathti signifikant erhohte
Expression von miR-381-3p, miR-486-3p, miR-4751RBi76¢c-3p, miR-5700,
miR-513a-3p und miR-320e in der Gruppe ,,CHF durcdMi im Vergleich zur

Kontrollgruppe (korrigierter p-Wert < 0,05).

Neben humanen miRNAs waren auch die folgenden miRNAmaner Viren
nachzuweisen: Humane Polyoma Viren 1 und 2, Ep&am-Virus, Hepatitis-B-
Virus, humanes Zytomegalievirus, humanen ImmundefizVirus, Herpes-
Simplex-Viren 1 und 2 und das Kaposi Sarkom-assdeii Herpesvirus. Eine
Ubersicht der viralen miRNAs kann der im Anhanggeéiigten Tabelle 9
entnommen werden.
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3 Quantitative Reverse-Transkription-Polymerase-

kettenreaktion

Aufgrund der Ergebnisse der Microarray-Analyse wel Beschreibung in
bisherigen Studien im Zusammenhang mit kardialekRraBkungen wurden
folgende sechs miRNAs fur eine Analyse mittels RIR ausgewahlt:
miR-381-3p, MiR-486-3p, MiR-376c¢-3p, miR-320e, niiR46 und miR-208b.

Eine Validierung genannter miRNAs erfolgte jewdils jene acht Tiere aus den
Gruppen ,herzgesund“ und ,CHF durch HCM", bei denamsreichend
Serummaterial flr einen weiteren analytischen &chur Verfigung stand, sowie

zusatzlich fur acht Katzen mit hochgradiger HCMsunbklinischen Stadium.

MiR-208b und miR-376¢c-3p konnten mit den gPCR-miRMAsays nicht in
ausreichendem Mal3 amplifiziert werden. Sie wurdahed von der weiteren

statistischen Analyse ausgeschlossen.

Ein signifikanter Unterschied der Expression korfiitemiR-1246 nachgewiesen
werden. In der Gruppe ,CHF durch HCM* war miR-12d@vohl im Vergleich

zu Gruppe ,herzgesund“ (Expressionsverhéltnis 3[14,0,001) als auch zur
Gruppe ,hochgradige HCM im subklinischen StadiurExgressionsverhéaltnis
1,98, p = 0,048) signifikant erhéht exprimiert fgeAbbildung 5 und Abbildung
6). Fur die endogenen Kontrollen RNU1A und RNU6Bvsoflr die miRNAs

miR-320e, MiR-381 und miR-486-3p konnte beim Vaoyleder Gruppen kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Ei@@sammenfassung der

Expressionsverhéltnisse und der p-Werte findetisidrabelle 7.
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Tabelle 7: Darstellung des Expressionverhaltnisses spezifischmaner Mikro-
Ribonukleinsduren beim Vergleich verschiedenereRgtngruppen untereinander
durch relative Quantifizierung nach quantitativerevBrser-Transkription
Polymerasekettenreaktion. Eine Normalisierung gtéol iber RNU6B und
RNU1A. MIRNA = mikro-Ribonukleinsaure, hsa komo sapiensHCM =
hypertrophe Kardiomyopathie, CHF eongestive heart failufe kongestives
Herzversagen, subkl. = subklinisch, Expression pr&ssionsverhaltnis.

Herzgesund versus Herzgesund versus HCM im subkl. Stadium

CHF durch HCM HCM im subkl. Stadium | versus CHF durch HCM
miRNA Expression p-Wert Expression p-Wert Expression ptWe
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 Expressionsverhéltnisses von rdslvon

Katzen im kongestiven Herzversagen durch hyper&roldardiomyopathie im
Vergleich zur herzgesunden Kontrollgruppe mittelshisMer-Box-Plot. Eine
Normalisierung erfolgte auf RNU6B und RNU1A. MiR4®R ist in der Gruppe
.kongestiven Herzversagen durch hypertrophe Kargiapathie® um den
mittleren Faktor 3,19-fach erhdht exprimiert im Wyleich zur Gruppe
-herzgesunden® mit p < 0,001. In der Box liegen mig¢tleren 50 % der Daten, die
waagrechte Linie in der Box entspricht dem Mediaie Whisker reprasentieren

die anderen 50 % der Daten.
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Abbildung 6: Darstellung desExpressionsverhaltnisses von miR-1246 von
Katzen im kongestiven Herzversagen durch hypergoldardiomyopathie im
Vergleich zu Katzen mit hochgradiger hypertropheardiomyopathie im
subklinischen Stadium mittels Whisker-Box-Plot. &iNormalisierung erfolgte
auf RNU6B und RNU1A. MiR-1246 ist in der Gruppe rigestiven
Herzversagen durch hypertrophe Kardiomyopathie* dem mittleren Faktor
1,98-fach erhéht exprimiert im Vergleich zur Grupp®chgradige hypertrophe
Kardiomyopathie im subklinischen Stadium* mit p £48. In der Box liegen die
mittleren 50 % der Daten, die waagrechte Linie s8r @&ox entspricht dem
Median. Die Whisker reprasentieren die anderen SefDaten.
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V DISKUSSION

Eine zunehmende Anzahl von Studien untersucht defizeRolle von miRNA in
der Pathophysiologie unterschiedlichster Krankbédsr. Die Evaluierung des
Potenzials von miRNAs als Biomarker des Blutesvarbesserten Diagnose von
kardialen Erkrankungen, wie beispielsweise eine®Rdydinfarktes, rickt dabei
immer mehr in den Fokus (ADACHI et al., 2010; Al eai., 2010;
D'ALESSANDRA et al., 2010). Die miRNA-Expression idlusammenhang mit
HCM oder CHF wurden bislang zumeist nur am Mausr dgiatten-Modell oder
in humanmedizinischen Arbeiten untersucht. Zur DBasg von feliner HCM ware
die Entwicklung eines blutbasierten-Biomarkers gpaRem Wert, der nicht mit
den Nachteilen bildgebender Diagnoseverfahren, gvenzwertigen Befunde,

hohen Kosten oder schwieriger Durchfihrung behédtet

Die hier beschriebene Arbeit ist nach aktuellem mdeisstand die erste
Abhandlung, welche die miRNA-Signatur im Serum dé&atze im

Zusammenhang mit HCM und CHF untersucht. Ziel derdi® war es, das
miRNA-Muster von Katzen mit HCM im CHF und herzgedan Katzen durch
Microarray-Technik zu bestimmen und miteinander vaugleichen. In einem
zweiten Schritt wurden auf Grundlage der MicroatEagebnisse einzelne
auffallige miRNAs mittels gRT-PCR validiert. Hierfivurde, neben Katzen die
bereits in die Microarray-Analyse eingeschlosserrden, eine neue Gruppe
miteinbezogen, die ein weiteres HCM-Stadium repréisee. Dies waren Katzen,

die sich im subklinischen Stadium einer hochgradig€M befanden.

1 Population

Die Katzen der vorliegenden Studie wurden anhandniskher und
echokardiographischer unterschiedlichen Patientgapugn zugeordnet. Die
kardialen Phanotypen ,herzgesund“ sind dabei im ztlgaschall klar
voneinander abgrenzbar. Herzgesunde Katzen waggnfilsant alter als Tiere,
die an HCM litten. Dies kann darauf zurlckgefuhrergen, dass ein
Einschlusskriterium der herzgesunden Gruppe dasidBen des 6. Lebensjahres
war. Dieses sollte die Wahrscheinlichkeit erhdliass eine Kardiomyopathie bei
diesen Tieren auch im fortgeschrittenen Alter niomehr entsteht und diese

tatsdchlich herzgesund bleiben. In die HCM-Grupp@mmpensiert oder
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dekompensiert, wurden Katzen jeglichen Alters aondgemen. In den HCM-
Gruppen war das Geschlechterverhéltnis inhomogesheivmannliche Tiere
Uberreprasentiert waren. In vorangegangenen gnof&iedien wurde ebenfalls
festgestellt, dass mehr mannliche als weiblichez&atan HCM erkranken.
(RUSH et al., 2002; FERASIN et al., 2003; RIESENlet2007b; PAYNE et al.,
2010; TREHIOU-SECHI et al., 2012). Auch beim Merettsind die betroffene
Patienten haufiger mannlich (MARON et al., 19848KAVES et al., 1987). In
der Humanmedizin wird vermutet, dass geschlech&sajbe genetische und
endokrine Faktoren die phanotypische Expression M&M oder reaktiver

Hypertrophie beeinflussen kdonnten (SCHWARTZBAUERROBBINS, 2001,

VAN EICKELS et al., 2001; OLIVOTTO et al., 2005)uFdie Katze gibt es in
dieser Hinsicht noch keine Erkenntnisse.

Die Patientengruppen in dieser Studie wiesen emerschiedliche Alters- und
Geschlechtsstruktur auf, was die miRNA-Expressiarger beeinflussen konnte.
In verschiedenen humanmedizinischen Studien kojedech, bis auf wenige
Ausnahmen, kein Einfluss von Alter oder Geschleabf die Qualitdt und
Quantitat der miRNA-Expression nachgewiesen we(tleBDA et al., 2007; Al
et al., 2010; CORSTEN et al., 2010; FICHTLSCHERERIe 2010; GOREN et
al., 2012).

2 Analyse der Mikro-Ribonukleinsdure-Expression im

Serum

Fur die Hauskatze wurden bisher keine spezifisdbknen miRNA-Sequenzen
veroffentlicht (miRBase Version 19) (KOZOMARA & GRFITHS-JONES,
2011). Daher standen auch der vorliegenden Stueiiee kspezifischen felinen
mMiRNA-Sonden zur Verfugung. Stattdessen wurden Hier Microarrays mit
humanen miRNA-Sonden bestlickt. Ebenso wurden f@rgiRT-PCR humane
miRNA-Assays verwendet. Jedoch konnte eine hohe dmgre vieler miRNA-

Sequenzen zwischen einigen Vertebraten, darunter RlEmo sapiens
nachgewiesen werden (LAGOS-QUINTANA et al.,, 20@ATHIYAMURTHY

und SWAMY (2010) berichten von 405 mdoglichen miRNdex Hauskatze, die
sie anhand vom silico Methoden ermittelten (SATHYAMURTHY & SWAMY,
2010). Grundlage waren alle bekannten miRNA-Secererder Wirbeltiere der
miRBase Version 13 (GRIFFITHS-JONES et al.,, 2008)¢ mit einem
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Katzengenom verglichen wurden (DAVIS et al., 20@ig berechneten, dass 53
der vorausgesagten miRNAs zu 100 % homolog mit meles Menschen seien
(SATHYAMURTHY & SWAMY, 2010). Ebenso konnten PONTSJ und
Mitarbeiter (2007) bei der Sequenzierung eines é&@enoms durch den
Vergleich mit der miRNA-Datenbank miRBase insgesafi feline miRNAs als
homolog zu humanen miRNAs identifizieren (GRIFFITBISNES, 2004,
PONTIUS et al.,, 2007). Auch in der vorliegenden dituwurden durch die
Online-Datenbank ENSEMBL Version 69 676 moglichelinf2 miRNA-
Stammschleifen ausgemacht. Dabei wurden beim Melgiait miRBase Version
19 321 humane miRNAs identifiziert, die zu 100 % miodog zu den
vorausgesagten Sequenzen der Katze waren (FLICEK, &013) (GRIFFITHS-
JONES, 2004). Dennoch kann nicht ausgeschlossedewerdass einige nicht-
homologe feline miRNAs nicht mit den humanen miRBAnden hybridisieren

konnten und so der Analyse entgingen.

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass eindz&fé unterschiedlicher
mMiRNA-Signale auch im Serum von an HCM erkranktexizén erfassbar ist. Des
Weiteren ergab der Vergleich des miRNA-Musters ¥atzen im CHF durch
HCM mit dem miRNA-Muster herzgesunder Tiere unteisdliche Expressionen
verschiedener miRNAs. Die hier erzielten Ergebnigsmten also demonstrieren,
dass die miRNA-Signatur des Serums von Katzen r@iMH/erandert ist. Ob die
dokumentierten Deregulationen ursachlicher odettinesr Natur sind und welche
Rolle die miRNAs bei der Pathophysiologie einer HGgielen, wurde durch
diese Studie nicht evaluiert.

Beim Vergleich von Microarray und gRT-PCR waren Higressionen einzelner
miRNAs nicht deckungsgleich. So konnten miR-2080d unR-376c-3p mit den
verwendeten Assays nicht amplifiziert werden. Mi&t3p, miR-320e und
miR-486-3p waren bei Katzen im CHF durch HCM im Migrray signifikant

hoher exprimiert. Dieses signifikante Ergebnis kendurch gRT-PCR nicht
validiert werden, wobei fur miR-381-3p und miR-328me Regulation in die
gleiche Richtung auszumachen war. Die Quantifizigruon miR-486-3p durch
gRT-PCR ergab keinen Unterschied der Expressioschen den Gruppen ,,CHF
durch HCM* und ,herzgesund® mit einem Expressiombé@énis von 0,94.

MiR-1246 war signifikant erhoht exprimiert bei d¥erifizierung durch gRT-

PCR. Bei der Microarray-Analyse war ebenfalls dix@ressionsanderung in die
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gleiche Richtung festzustellen, jedoch war dies@trsignifikant. Die Ursache flr
Differenzen zwischen Microarray und gRT-PCR koninteler unterschiedlichen
Sensitivitat der genannten Methoden liegen. Auf ddimroarray wurde jede

mMiRNA Uber mehrere Oligonukleotid@rbbeg reprasentiert, die in ihrer Lange
voneinander abweichen. Bei der gqRT-PCR wurde hiegd{r jede miRNA nur

ein humaner Primer Assay mit einer Sequenz verweri8iedingt durch die

variierenden Oligonukleotide erscheint beim Micrag die Wahrscheinlichkeit
hoher, eine spezifische feline miRNA-Sequenz detedt zu konnen. Zudem
haben der Ausmall defold change die Richtung der Regulation, der
Signifikanzwert und die Hohe des Ct Einfluss aw Horrelation der Ergebnisse
von Microarray und gRT-PCR (MOREY et al., 2006). cAudie Wahl der

Normalisierungsmethode kann sich auf Sensitivitéd Spezifitat der Methode
auswirken (WANG et al., 2011). In der vorliegendgtudie kann des Weiteren
ein Effekt der GruppengréfRe nicht ausgeschlossedemeda bei der Validierung
durch qRT-PCR mit kleineren Gruppen als bei derrbéicray-Analyse gearbeitet
wurde. Die genauen Griinde fur die hier vorliegendleweichungen sind jedoch

unbekannt und bedirfen der Uberpriifung durch ge8ardienpopulationen.

In humanmedizinischen Studien, welche die miRNA+€gpion des Myokards
bei primarer HCM analysierten, sind einige miRNAs @erandert beschrieben
worden, die nicht mit den hier erzielten Ergebmsébereinstimmen (CARE et
al., 2007; PALACIN et al., 2011; WANG et al., 2012&PTIDIS et al., 2013).

Eine mogliche Ursache fur die ungleiche miRNA-Exsien von Gewebe und
extrazellularem Raum konnte sein, dass miRNAsindidyokard exprimiert und

nachgewiesen werden, bei einer HCM nicht ausremdrerMenge in die

Zirkulation entlassen werden. Somit entspricht di&NA-Signatur des Herzens
nicht dem Muster der Zirkulation. Die Mechanismearelche einer Entlassung
von MiRNA aus den Zellen zugrunde liegen, sind Taexmgehender Studien
(VALADI et al.,, 2007; HUNTER et al., 2008; MITCHELLet al., 2008;

ZERNECKE et al., 2009). Ein mdglicher Vorgang i Breisetzung von miRNA
durch Zelluntergang. Es ist denkbar, dass der Mgmayntergang bei einer HCM
nicht ausreicht, um ein miRNA-Muster in der Zirkiibs zu erzeugen, welches
dem des Gewebes entspricht. Abweichungen der miRbdgsmmensetzung im
Serum oder Plasma konnten also bei dieser Erkranldas Ergebnis einer
reaktiven selektiven miRNA-Freisetzung von extrdi@en Geweben sein, die
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von pathophysiologischen Vorgangen einer HCM odeiF BWetroffen sind. So
konnte beispielsweise eine abweichende Konzentratio von
endothelzellspezifischen miRNAs in der Zirkulatibei verschiedenen kardialen
Pathologien wie Herzversagen oder stabiler koranaigerzkrankheit
nachgewiesen werden (FICHTLSCHERER et al., 2010KBGSHIMA et al.,
2011). Fur einige zirkulierende miRNAs, deren Espren bei bestimmten
Muskel- oder Tumorererkrankungen verandert ist,nkereine Korrelation mit
dem Blutbild der Patienten nachgewiesen werdenebDalird vermutet, dass die
spezifische mMIRNA-Expression im Serum oder Plasma bestimmten
Erkrankungen auch durch die sekundar veranderteardimensetzung der
zellularen Blutfraktion beeinflusst wird (PRITCHAR& al., 2012; VIGNIER et
al., 2013). Auch PALACIN und Mitarbeiter (2012) kuen beim Vergleich zehn
ausgesuchter miRNAs im Plasma von Patienten mit H@kéus herzgesunde
Kontrollen keine signifikanten Ergebnisse erziel8ie wahlten hierfir miRNAs,
welche sich bereits als auffallig im Myokard von M@atienten erwiesen haben
und miRNAs, welche im Zusammenhang mit ischamisdHerzerkrankungen in
Plasma oder Serum beschrieben worden sind (PALA&IAI., 2012). Daher ist
zu vermuten, dass auch bei Katzen mit HCM die miRBvression von Serum
und Endomyokard nicht verglichen werden koénnen.sDkénnte durch eine
miRNA-Analyse myokardialer Proben von Katzen mit M@erifiziert werden.
Eine Entnahme von Myokardproben war im Rahmen di@deeit nicht moglich,

da dies eine klinische Studie war.

In der vorliegenden Studie konnten auch einige lmgse von Arbeiten, welche
die miRNA-Zusammensetzung im Serum, Plasma oderomdieadren Zellen
von Patienten im CHF analysierten, nicht bestatigtden. Moglicherweise ist
dies auf die unterschiedlichen kardialen Pathologigrtickzufiihren, die in diesen
Studien dem CHF zugrunde Ilagen, wie Klappendefekigronare
Herzerkrankungen, artherosklerotische ErkrankungddCM oder ICM
(CORSTEN et al.,, 2010; TIJSEN et al., 2010; VOELLEANE et al., 2010;
GOREN et al., 2012).

Ein Einfluss des Krankheitsstadiums oder der zuerdpie der Krankheit
verwendeten Medikamente auf die mIRNA-Expressioh ebenfalls nicht
auszuschlieBen. So waren signifikant erhdhte Mengen miR-210 in
mononukledren Zellen von Patienten im CHF der NYklasse Il und 1V, nicht
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aber bei Patienten der NYHA Klasse Il, nachweisfi@dDO et al., 2013). Es
wurde bereits dokumentiert, dass miR-210 im Zusanimaeg mit Hypoxie

verstarkt exprimiert wird (KULSHRESHTHA et al., 200 ein Zustand, der nicht
auf die klinisch stabilen Katzen der vorliegendéemd&npopulation zutrifft. Auch

andere Studien konnten Unterschiede von miRNA-Ego@en in Abhangigkeit
des Stadiums des Herzversagens feststellen (TIZF3EN, 2010; FUKUSHIMA

et al., 2011).

Unter Therapie konnte zwei Wochen bis zwei Monatst pkutem myokardialem
Infarkt eine Verringerung der zirkulierenden miRMAenge bis hin zur
Normalisierung dokumentiert werden (Al et al., 20MWANG et al., 2010a).
Ebenso konnte bei Ratten bei induziertem hypenensiHerzversagen ein
Unterschied der miRNA-Plasmakonzentration bei AGC&riher-Therapie im
Vergleich zu Placebo-Gabe festgestellt werden (ONMION et al., 2013). Daher
kann auch bei den Katzen im CHF durch HCM der egdnden Studie, die durch
Diuretika und individuell weitere Medikamente stadert wurden, ein Einfluss
von Therapieart- und dauer auf die miRNA-Expressiocht ausgeschlossen

werden.

Ferner sind miRNA-Nachweismethoden bis dato nidaindardisiert und in
Abhangigkeit der Studie wurden unterschiedliche fateren und Protokolle
verwendet. So kann auch der verwendete Microarsgy{BATO et al., 2009)
und die Normalisierungsmethode (DEO et al., 201l ohiRNA-Analyse

beeinflussen.

Einige der miRNAs, anhand derer in der vorliegen8&ndie mittels HCL eine
klare Differenzierung der Patientengruppen herzggsund CHF durch HCM
madglich war, wurden hingegen bereits zuvor im Zus&mhang mit kardialen
Erkrankungen und weiteren Pathologien beschriebere Zusammenfassung der

mMIiRNAs mit entsprechenden Studien ist im Anhan@abelle 10 dargestellt.

Im Folgenden soll im Detail auf miRNAs eingegangegrden, die sich bei der
Analyse mittels Microarray oder gRT-PCR als sidw@fit erhbht exprimiert

erwiesen haben.

THUM und Mitarbeiter (2007) verglichen die miRNA-gnessionsprofile von
Menschen im CHF durch DCM, fetalen Herzen und hesagden Kontrollen

anhand von Myokardproben. MiR-381, welche die d&lteNomenklatur
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miR-381-3p darstellt, war sowohl in versagendes,aaich in fetalen Herzen im
Vergleich zu gesunden Kontroll-Herzen verstarktrewert (THUM et al., 2007).
Auch bei anderen Krankheiten, wie bei der myotoDgstrophie Typ 2 (GRECO
et al., 2012), welche auch das Herz betreffen kauter bei verschiedenen
Krebserkrankungen konnte eine abweichende Expressan miR-381(-3p)
nachgewiesen werden (TANG et al., 2011; ROTHSCHétRl., 2012)

MiR-486-3p konnte im Gewebe von gesunden Herzen etzen der
Phanotypen HCM oder DCM mitteldeep sequencingachgewiesen werden.
Sowohl in der HCM-, als auch in der DCM-Gruppe waR-486-3p tendenziell
erhoht exprimiert, jedoch waren die Unterschiedadnsignifikant (LEPTIDIS et
al., 2013). Des Weiteren zeigten Patienten mit &lBtenose, mit oder ohne
Vorhofflimmern, eine verénderte Expression von mM#8-3p im rechtsatrialem
Gewebe. Dabei wurde im Gegensatz zu den hier gerigen Ergebnissen eine
erniedrigte Expression nachgewiesen (XIAO et aD113. Ebenso wurden
veranderte Regulationen von miR-486-3p bei hepdtddeen (HUANG et al.,
2012) oder kolorektalen Karzinomen (MOSAKHANI et.,al2012) und

intraepithelialen Veranderungen des Pankreas (Yal.,e2012) beschrieben.

Ein Nachweis von miR-4751, miR-5700 und miR-513ab8pHerzerkrankungen
ist bisher nicht dokumentiert. Sie wurden jedoch Znmsammenhang mit
verschiedenen Neoplasien beschrieben, wie BrustKraiiR-4751) (PERSSON et
al., 2011), Brustkrebs und Lungenadenokarzinom (fiRa-3p) (COCHRANE
et al., 2012; ZHANG et al., 2012a) oder ProstatagrgniR-5700) (WATAHIKI
et al., 2011).

Im veranderten rechten Atrium von Patienten mitpgkenerkrankung konnten
COOLEY und Mitarbeiter (2012) eine signifikante sirkte Expression von
miR-376¢, welche miR-376¢-3p entspricht, feststel€OOLEY et al., 2012).
Ahnlich wie miR-486-3p konnte beim Vergleich vontiBaten mit HCM oder
DCM mit herzgesunden Menschen eine tendenziell eendExpression von
miR-376c¢-3p festgestellt werden (LEPTIDIS et ad13).

Erh6hte Konzentration von miR-320 konnte sowohMiyokard von Patienten im
CHF, als auch in fetalen Herzen nachgewiesen weftidi/M et al., 2007). Im
Maus-Modell mit induzierter Ischamie des Myokan@gIsichin vivo undex vivo

ebenso eine Deregulation von miR-320 nachweiserN(BiEal., 2009). In diesen



V Diskussion 74

genannten Studien wurde jedoch die Nomenklatur noR-320 nicht weiter
spezifiziert, so dass unklar ist, ob diese Ergedeniait miR-320e gleichzusetzen
sind. Eine verédnderte Expression von miR-320e lenm der zellularen
Blutfraktion von Glioblastom-Patienten festgesteléirden (ROTH et al., 2011).

Der Beleg einer Deregulation von miR-1246 bei kaleh Pathologien ist bereits
NAIR und Mitarbeitern (2012) gelungen (NAIR et &Q12). Sie analysierten die
mMiRNA-Zusammensetzung der Leukozytenfraktion. Sdwdi Patienten mit
isolierter diastolischer Dysfunktion als auch beiompensierten oder
dekompensierten Patienten mit zusatzlicher systodis Dysfunktion konnte eine
signifikant hohere Expression von miR-1246 festg#ésiverden. Die diastolische
Funktion wurde anhand der Gewebedoppler-Parametersk ;"
(Gewebegeschwindigkeit in der friihen Diastole aghéldes Mitralannulus) und
-E/Eq" (Verhaltnis der Geschwindigkeit der friihen Didstam Mitraleinfluss zu
E,) evaluiert (NAIR et al, 2012). Eine reduzierte UHdiastolische
Gewebegeschwindigkeit, die Ausdruck einer redueiediastolische Funktion ist,
konnte in verschiedenen Studien bei Katzen mit H@Athgewiesen werden
(KOFFAS et al., 2006; MACDONALD et al., 2006b). Aubei der Gruppe ,,CHF
durch HCM* (n = 8) der vorliegenden Studie konntgath gRT-PCR-Analyse
eine signifikant erhdhte miR-1246-Expression gegentherzgesunden Tieren
(n =8) dokumentiert werden. Zur Beurteilung, obclauhier eine erhéhte
Expression von miR-1246 mit einer reduzierten digsthen Funktion verknipft
ist, wurden die ermittelten diastolischen Gewebelgesdigkeiten herangezogen.
Alle Geschwindigkeiten der Gruppe ,CHF durch HCMAi £ 8) waren, mit
Ausnahme einer Gewebegeschwindigkeitsmessung,igeeds die angegebenen
Referenzwerte fur TVI bei Katzen (WAGNER, 2006; SCEHER, 2007). Im
direkten Vergleich mit den herzgesunden Tieren@nwies die Gruppe ,CHF
durch HCM* (n =8) auch tendenziell geringere Gedalavgkeiten von E-, A- und
EA-Wellen auf. Bis auf die fusionierte EA-Welle de®vVFW waren die
Unterschiede jedoch nicht von signifikantem AusmBfes kdnnte durch die
geringe GruppengrofRe bedingt sein. Der Vergleich Mécroarray-Gruppen
»,CHF durch HCM* (n = 11) und ,herzgesund” (n = 12)prachte, mit Ausnahme
der isolierten E-Welle und A-Welle in der LVFW, gifikant geringere
diastolische Gewebegeschwindigkeiten in der HCMppeu

MiR-1246 war bei Menschen mit Herzerkrankung in Heukozytenfraktion ca.
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30 000-fach héher exprimiert als bei der herzgesarifontrollgruppe (NAIR et
al., 2012). Die Expressionserh6hung von miR-1246 Sarum von an HCM
erkrankten Katzen im Vergleich zu gesunden Katzgnddoch recht gering aus.
Interessant ware in diesem Zusammenhang die Ucterag der Expression von
miR-1246 in der Leukozytenfraktion von Katzen miCM im Vergleich zu

gesunden Katzen.

In einer weiteren humanmedizinischen Studie kormt&ewebe von hochgradig
vergroRRerten linken Atrien eine hohere Expressimm miR-1246 im Vergleich zu
Gewebe von rechten Atrien mit zugrunde liegenderaplienerkrankung
dokumentiert werden. Damit gelang auch ein direki@chweis von miR-1246 in
verandertem endomyokardialen Gewebe (COOLEY e8ll2). Weder bei der
Analyse des miRNA-Profils von Myokardproben, dienvgesunden oder von
HCM-erkrankten Menschen stammen (LEPTIDIS et &11,3), noch in Ventrikeln
von Mausen, die sich in unterschiedlichen Stadiem primarer HCM befanden
(BAGNALL et al., 2012), wurde miR-1246 nachgewiesBies kdonnte dadurch
bedingt sein, dass die Gewebeproben von unterdidtied Lokalisationen des
Herzens stammen. Wahrend bei COOLEY und Mitarbeit¢2012) atriales
Gewebe analysiert wurde, entnahmen sowohl LEPTUM& Mitarbeiter (2013),
als auch BAGNALL und Mitarbeiter (2012) ventrikugsrGewebe (BAGNALL et
al., 2012; COOLEY et al., 2012; LEPTIDIS et al.12].

Eine Erh6hung der im Serum zirkulierenden Menge noR-1246 konnte auch
bei Patienten mit unterschiedlichen neoplastiscBetrankungen wie etwa bei
einem 0sophagealen Plattenepithelkarzinom (TAKE@SHET al., 2013) oder bei
einem Ovarialkarzinom festgestellt werden (KUHLMANS al., 2012). Zudem
ist eine héhere Expression von miR-1246 in Gewedispr von Patienten mit
kolorektalem Karzinom dokumentiert (PIEPOLI et 2D]12).

Uberraschenderweise wurden bei der Microarray-Asel8ignale verschiedener
mMiRNAs angezeigt, die mit Sonden fir die Sequenzemmaner Viren
hybridisierten. Dabei wurden miRNAs der humanerny®ola Viren 1 und 2, des
Epstein-Barr-, Hepatitis-B-, humanem Zytomegalfeimanem Immundefizienz-
und Kaposi Sarkom-assoziierten Herpes-Virus, saidgéHerpes-Simplex-Viren 1
und 2 detektiert.

Eine mogliche Erklarung hierfir kbnnte eine Kreaktéon entsprechender feliner
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Viren-miRNA mit den Sequenzen der miRNA humanereXirsein. Das feline
Immunschwachevirus (FIV) und das humane Immunschexdws (HIV)
gehdren beide zur Gattung der Lentiviren (KAADEN)O2). Eine begrenzte
Ahnlichkeit der Genome ist beschrieben, wobei @riffzessorische Gene nicht
Ubereinstimmen (TALBOTT et al., 1989; ELDER et @010). Daneben scheint
es moglich, dass die Katzen tatsachlich Trager hem&iren sind. Bei der
Untersuchung von Katzen-Serumproben auf Antikdgegren Epstein-Barr-Virus
(EBV) im Vereinten Konigreich wurde eine Pravaleman EBV-Antikorper-
positiven Katzen von 38,6% ermittelt (MILMAN et al2011). Mit welchen
Sequenzen die Sonden des Microarrays hier hylertisi, l1asst sich aber nicht
eindeutig sagen. Eine Untersuchung der verwenditemenseren auf EBV-
Antikorper kdnnte zur Klarung dieser Frage beitrage

3 Limitationen und Ausblick

Eine Limitation dieser als Pilotstudie konzipiertArbeit ist die geringe Grolde
der Gruppen. Des Weiteren unterschieden sich dierf@ngruppen hinsichtlich
Alter und Geschlecht, wobei in verschiedenen hunshzmischen Studien, mit
Ausnahme einzelner weniger miRNAs, kein Auswirkumgn Alter oder

Geschlecht auf die miRNA-Expression festgestelltdea konnte (IKEDA et al.,
2007; Al et al., 2010; CORSTEN et al., 2010; FICKSCHERER et al., 2010;
GOREN et al., 2012). Da dies eine klinische StudiePatienten der Abteilung
fur Kardiologie der Medizinischen Kleintierklinik av, nahmen Katzen
unterschiedlicher Rassen teil. Auch dies ist eiktdtamit moglichem Einfluss auf

die miRNA-Expression

Um die Bedeutung und das diagnostische Potenzialmi®RNA bei der felinen
HCM intensiver zu beleuchten, sind weitere Studmei groReren Fallzahlen
notig. Es ware sinnvoll, dass kinftige Studien aaktt dekompensierte Katzen
einbeziehen, sodass ein Einfluss von Medikamentérdia miRNA-Expression
ausgeschlossen werden kann. Interessant ware aectDuchfihrung von
Longitudinalstudien, die Katzen einschliel3en, digial mildere Formen einer
HCM aufweisen. Bei Folgeuntersuchungen sollte damtrolliert werden, ob die
Krankheit fortschreitet und sich in abhangig deartkheitsstadiums die miRNA-
Expression andert.

Zudem ware es aufschlussreich zu uUberpriufen, ob didumentierten
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Abweichungen des miRNA-Musters bei Katzen mit HCMsathe oder Folge
einer HCM sind und inwiefern diese miRNAs in dietlR@genese dieser
Erkrankung einzuordnen sind. Hierfur sind Analyserforderlich, die die
Funktion der spezifischen miRNAs beleuchten. Dstsdurch die Identifikation
von Zielgenen erreichbar. Eine mégliche Methodeftiavare beispielsweise die
Verwendung von bioinformatischen Vorhersagesyste(@RIAKIDOU et al.,
2004; KREK et al.,, 2005). Zudem konnte auch uUbeduanerte miRNA-
Deregulation der Einfluss einer spezifischen miR&NA den Phanotyp einer Zelle
untersucht werden (MATKOVICH et al., 2012; XU et, &012).

Diese Arbeit gewdahrte erstmals Einblicke in die MARExpression von Katzen
mit primarer HCM. Die erzielten Ergebnisse deutaradf hin, dass zirkulierende
mMiRNAs moglicherweise auch bei Katzen ein Potenalal minimal-invasiver

Biomarker zur Diagnose einer HCM und Herzversageteh und bisher

eingesetzte Methoden erganzen konnten.
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VI ZUSAMMENFASSUNG

Die feline hypertrophe Kardiomyopathie stellt di@ufigste Herzerkrankung der
Katze dar. Sie prasentiert sich klinisch mit eineariabel andauernden
asymptomatischen Phase. Auf diese kdnnen Symptootgeni die durch

kongestives Herzversagen, arterielle Thrombembadder Rhythmusstérungen
verursacht werden. Derzeit gilt die Echokardiograpdis sicherste Methode zur
Diagnosefindung. Deren Einsatz ist durch hohe Kuystke Erfordernis eines
hochqualifizierten Untersuchers und die schwielligferpretation grenzwertiger
Ultraschallbefunde limitiert. Eine Methode, die dgenauen pathologischen
Status reflektiert und einfach in der Handhabungkidnnte dieses Manko in der

Diagnostik der hypertrophen Kardiomyopathie ausgien.

Mikro-Ribonukleinsduren  sind  kleine,  einstrangige,nicht-kodierende
Ribonukleinsauren. Uber verschiedene Mechanismed sie beteiligt an der
Regulation von Genen und steuern grundlegende §%eze wie
Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Apoptosgéine spezifische Expression
von Mikro-Ribonukleinsauren ist auch im Zusammermhart Krankheitsbildern
wie Neoplasien, Endokrinopathien und kardiovaslanar Erkrankungen
beschrieben. Sie kénnen nicht nur im Gewebe ihngrtHeése nachgewiesen
werden, sondern sie zeigen sich auch stabil incliezdenen transzellularen
Flassigkeiten. Bislang wurde die Mikro-Ribonukléinsen-Zusammensetzung im

Serum von Katzen mit hypertropher Kardiomyopathahitnuntersucht.

Ziel der vorliegenden Studjdikro-Ribonukleinsduren-Expressionsprofile im

Serum von Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie* war es, die Qualitat
und Quantitdt der Mikro-Ribonukleinsauren-Zusammeénsg im Serum von
Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie im kongesti Herzversagen und im
subklinischen Stadium zu analysieren. Durch dengdeh mit herzgesunden

Tieren sollte auf mdgliche abweichende Expressidnemeprift werden.

Insgesamt konnten 31 Katzen durch eine klinische tetdochung,
Echokardiographie und Radiographie einem kardig®ranotyp zugeordnet und
deren Mikro-Ribonukleinsduren im Serum analysiedgrden. Die Population
setzte sich aus Katzen mit hochgradiger hypertnoghardiomyopathie im

kongestiven  Herzversagen, Katzen mit hochgradigerypettropher
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Kardiomyopathie im subklinischen Stadium sowie pesunden Tieren
zusammen. Zunachst wurde durch individuell gefegtidicroarrays die Mikro-
Ribonukleinsduren-Zusammensetzung von Katzen depgé&n herzgesund und
hypertrophe Kardiomyopathie im dekompensierten i8tad bestimmt und
miteinander verglichen. Anschliel3end erfolgte eimdative Quantifizierung
ausgesuchter  Mikro-Ribonukleinsduren  mittels  quatiwer Reverse-
Transkription-Polymerasekettenreaktion. In die Amal wurden Teile der
Kohorten herzgesund und hypertrophe Kardiomyopathie kongestiven
Herzversagen sowie Katzen mit hochgradiger hypehneo Kardiomyopathie im

subklinischen Stadium miteinbezogen.

Im Serum der Katzen konnten Signale von 970 veesidmnen Mikro-
Ribonukleinsduren nachgewiesen werden. Der Velglelon Katzen mit
hypertropher Kardiomyopathie im kongestiven Hergagen mit herzgesunden
Tieren ergab eine signifikant hohere  Expression  dévlikro-
Ribonukleinsauren-381-3p, -486-3p, -4751, -376¢-8ip00, -513a-3p und -320e.
Auf Grundlage der Expression der 25 Mikro-Ribonutdéuren mit der
deutlichsten Deregulation war durch hierarchischest€ranalyse eine korrekte
Trennung der Katzen in ihre phéanotypischen Gruppéglich. Die signifikant
deregulierten Mikro-Ribonukleinsduren-381-3p, -8§6--376c¢-3p, -320e sowie
zusatzlich -1246 und -208b wurden fur die Validreguausgewéhlt. Dabei
konnten im Serum von Katzen mit hypertropher Kardiopathie im
dekompensierten  Stadium  signifikant hohere  Mengeron v Mikro-
Ribonukleinséure-1246 sowohl gegenuber herzgesudderen, als auch Tieren
mit hypertropher Kardiomyopathie im subklinischeaadtum ausgemacht werden.
Eine erhohte Expression dieser Mikro-Ribonukleinsdwurde bereits beim

Menschen im Zusammenhang mit diastolischer Dysfankieschrieben.

Diese Arbeit gewdahrte erstmals Einblicke in die MH#Ribonukleinsauren-

Expression von Katzen mit primarer hypertropherdi@nyopathie. Die erzielten
Ergebnisse deuten darauf hin, dass zirkulierendadvRibonukleinsduren auch
bei Katzen ein Potenzial als minimal-invasiver Baker zur Diagnose einer
hypertrophen Kardiomyopathie und Herzversagen hablem die Eignung von

Mikro-Ribonukleinsduren als sensitiven und spedifen Test intensiver zu
evaluieren, sind weitere Studien mit gré3eren Balen notig. Diese sollten auch
weitere Krankheitsstadien und andere feline Kargmpathien miteinbeziehen.
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VII SUMMARY

Hypertrophic cardiomyopathy is the most common ieardlisease in cats. This
type of cardiomyopathy is characterized by a véeigteriod without clinical
signs. Symptoms are caused by congestive hearturdail arterial
thromboembolism or arrhythmias. Echocardiographiypésbest way to verify the
diagnosis. However, this method is limited by higysts and the need for of a
qualified examiner. A specific and easy applicaielst would be very helpful in

the diagnosis of hypertrophic cardiomyopathy.

Micro-ribonucleic acids are small, single-strandedn-coding ribonucleic acids.
Micro-ribonucleic acids regulate genes by differergchanisms and control cell
differentiation, proliferation and apoptosis. Sfiecexpression profiles of micro-
ribonucleic acids have been described for diffengathologic processes like
neoplasia, endocrinopathies and cardiovasculaasise They are detected in all
tissues and also in transcellular fluids. So flag, micro-ribonucleic acids profile
in the serum of cats with hypertrophic cardiomybgathas not yet been

determined.

The aim of the studyMicro-ribonucleic acids expression profiles in serm of
cats with hypertrophic cardiomyopathy’ was to compare the micro-ribonucleic
acids composition in serum of cats with hypertrapbardiomyopathy with

congestive heart failure, HCM cats without clinisajns, and healthy control cats.

31 cats were included and their micro-ribonuclae@s in serum samples were
analyzed. Cats were assessed by clinical examma#gohocardiography and
radiography. According to these findings they weaegorized in various
phenotypes (“severe hypertrophic cardiomyopathy widngestive heart failure”,
“severe hypertrophic cardiomyopathy without clinisegns” and “healthy”). The
micro-ribonucleic acids signature in serum of catgth hypertrophic
cardiomyopathy with congestive heart failure wasedsined using a custom-
made mIiRNA microarray. The results were compareth& micro-ribonucleic
acid expression of healthy cats. A quantitativeersg-transcription polymerase
chain reaction for six selected micro-ribonucleitda was performed on samples

from all phenotypes.

The microarray analysis detected signals of 97f@miht micro-ribonucleic acids
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in feline serum. The micro-ribonucleic
acids-381-3p, -486-3p, -4751, -376¢-3p, -5700, a85383 were upregulated in cats
with hypertrophic cardiomyopathy. The 25 micro-nibgleic acids with the
highest expression difference were used to perfohierarchical cluster analysis,
which separated the group of healthy cats from watls severe hypertrophic

cardiomyopathy with congestive heart failure.

The micro-ribonucleic acids-381-3p, -486-3p, -3Bf;- -320e and
additionaly -1246 und -208b were selected for \alah. Micro-ribonucleic acid-
1246 was upregulated in the serum of cats with reevkypertrophic
cardiomyopathy with congestive heart failure coregato healthy cats and cats
with hypertrophic cardiomyopathy without clinicaigss. An upregulation of
micro-ribonucleic acid--1246 was previously repdrfer humans with diastolic

dysfunction.

This study provides first insights of the microatucleic acid expression of cats
with primary hypertrophic cardiomyopathy. The ob& results indicate that
circulating micro-ribonucleic acids might be potalty useful as biomarkers to
diagnose hypertrophic cardiomyopathy and congeshieart failure. Further
studies will be needed to evaluate the applicgbiftmicro-ribonucleic acid as a
sensitive and specific test. Future studies shmdidide a larger number of cases,

additional disease stages and various types oforaydpathies.
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IX ANHANG

Tabelle 8:Klassifikation von Herzerkrankungen vorgeschlagerckd dasCanine
Heart Failure International Expert Forum{STRICKLAND, 2008).

Klasse

Beschreibung

A

Patienten mit dem Risiko eine Herzerkrankung

entwickeln durch Rassepradisposition.

Patienten mit diagnostizierter Herzerkranku

jedoch noch keine Anzeichen von Herzversagen.

Patient, die im Herzversagen sind, jedoch u

Therapie keine klinischen Anzeichen prasentiere

ZU

Milde bis moderate @ Symptome  dur

Herzversagen.

Patienten mit schweren oder lebensbedrohlic

Symptomen durch Herzversagen.

Patienten mit Herzversagen im Endstadi
welches refraktdr auf die Standard-Thers

erscheint.




IX Anhang
131

Tabelle 9: Zusammenfassung der viralen Mikro-Ribonukleinsdeguenzen,
die durch Microarray-Analyse im Serum von herzgesmnKatzen und Katzen
mit hypertropher Kardiomyopathie im Herzversagenchggwiesen werden
konnten. MiIRNA, miR = Mikro-Ribonukleinsdure, bkv Humanes Polyoma
Virus, jcv = Humanes Polyoma Virus 2, ebv = Eps®air-Virus, hbv =

Hepatitis-B-Virus, hcmv = Humanes Zytomegalievirubjv = Humanes
Immundefizienz-Virus, hsvl = Herpes-Simplex-Virdgsv2 = Herpes-Simplex-
Virus 2, kshv = Kaposi Sarkom-assoziierte Herpesvir

miRNA Virus
bkv-miR-B1-5p humanes Polyoma Virus 1
jev-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, ebvRABART19-3p,
ebv-miR-BART21-3p, ebv-miR-BART2-5p, ebv-miR-BART},
BART3-5p, ebv-miR-BART6-3p, ebv-miR-BART7-3p, ebvRABHRF1-1

ebv-miR-

Epstein-Barr-Virus,

Humanes Herpesvirus 4

hbv-miR-B20, hbv-miR-B2RC, hbv-miR-B4

Hepatitis-Br\Ws

hecmv-miR-UL112, hemv-miR-UL148D, hcmv-miR-UL36-5pcmv-miR-UL70-
3p, hecmv-miR-US25-1-5p, hcmv-miR-US25-2-5p, hcmRaS33-5p, hcmv-
miR-US4

humanes Zytomegalievirus,

humanes Herpesvirus 5

hivl-miR-H1, hivl-miR-N367, hivl-miR-TAR-5p

humansmundefizienz-Virus

hsvl-miR-H13, hsvl-miR-H1-3p, hsvl-miR-H14-3p, hswiR-H15, hsvl-miR-
H1-5p, hsvl-miR-H16, hsvl-miR-H17, hsvl-miR-H18yhsiR-H2-5p, hsvl-
miR-H3-3p, hsvl-miR-H3-5p, hsvl-miR-H5-3p, hsv1-rti8-3p, hsvl-miR-H6-
5p, hsvl-miR-H7-3p, hsvl-miR-H8-5p

Herpes-Simplex-Virus 1

hsv2-miR-H10, hsv2-miR-H2, hsv2-miR-H20, hsv2-miRZ hsv2-miR-H24,
hsv2-miR-H25, hsv2-miR-H3, hsv2-miR-H4-5p, hsv2-ntiR, hsv2-miR-H6-3p,
hsv2-miR-H6-5p, hsv2-miR-H7-3p, hsv2-miR-H7-5p, PsuiR-H9-3p, hsv2-
miR-H9-5p

Herpes-Simplex-Virus 2

kshv-miR-K12-10b, kshv-miR-K12-2-3p, kshv-miR-K1258, kshv-miR-K12-5-
5p, kshv-miR-K12-7-3p, kshv-miR-K12-8-3p, kshv-mi2-9-5p

Kaposi Sarkom-assoziiertg
Herpesvirus,

Humanes Herpesvirus 8
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Tabelle 10: Ubersicht der Mikro-Ribonukleinsauren, die sich der Analyse

mittels Microarray oder quantitativer Reverser-Hiaiption-

Polymerasekettenreaktion bei Katzen mit hypertropKardiomyopathie als
signifikant abweichend erwiesen haben. Studien, b#ieeits eine Deregulation
dieser  Mikro-Ribonukleinsduren  bei  verschiedenen ankheitsbildern
nachgewiesen haben, werden kurz erlautert. ,** =<@®,05, miR = Mikro-

Ribonukleinsaure, Patho. = Pathologie, Regu. = Réign, DCM = dilatative

Kardiomyopathie, HCM = hypertrophe Kardiomyopath® = Rechtes Atrium,
RV = Rechter Ventrikel, LA = Linkes Atrium, NSR =dNmaler Sinusrhythmus,
gRT-PCR = quantitative Reverse-Transkription-Polsasekettenreaktion.

miR Patho. Beschreibung Spezies Regu. Probe Methode Referenz
) Herzversagen durch ) (THUM et
kardial Mensch 1 Myokard Microarray
DCM vs. herzgesund al., 2007)
; GRECO
Myotone Dystrophie Skelettmus Microarray (
Tvp 2 d Mensch 1* el etal,
Vs. gesun e
yp 9 GRT-PCR | 5012)
Q.
@ ] (ROTHSC
b Lungenadenokarzinon
3 Mensch 1* Lunge gRT-PCR HILD et
24 vs. gesund
g al., 2012)
andere
(SKALSK
Gehirn Y&
Glioblastom vs. M h ) RT-PCR CULLEN,
ensc ) :
gesund T Peripheres q 2011
Blut TANG et
al., 2011)
(LEPTIDI
HCM/DCM vs. deep
Mensch 1 Myokard ) Setal.,
gesund sequencing
2013)
(ZHANG
Herzgesund, RA vs. )
=3 RV Mensch 1* Myokard Microarray etal.,
Q kardial 2012¢)
N
x
IS Vorhofflimmern mit
Mitralstenose vs.
) ) (XIAO et
gesund, Mitralstenosg Mensch 1* Myokard Microarray 1, 2011)
al.,
Vorhofflimmern vs.
NSR
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Fortsetzung Tabelle 10:
miR Patho. Beschreibung Spezies Regu. Probe Methode¢ Referenz
Hepatozellulares
i (HUANG
Karzinom, kirzere
o Mensch 1* Leber gRT-PCR etal,
redizivfreie
y 2012)
Uberlebenszeit
[oR
@ Kolorektales (MOSAKH
QS andere ) )
5 Karzinom KRAS- Mensch 1* Kolon Microarray | ANl et al.,
o
€ Mutation vs. wildtyp 2012)
Intraepitheliale ;
p . Microarray |y et al.,
Neoplasien des Mensch 1* Pankreas 2012)
Pankreas vs.gesund QRT-PCR
kardial /
—
2
N nicht Mammage deep (PERSSON
[0 andere Brustkrebs Mensch )
£ angegeben webe sequencing| et al., 2011)
Mitralklappenerkranku
Myokard . (COOLEY
ng (RA) vs. Mensch 1* Microarray
(RA) etal., 2012)
% kardial Herzgesund (RA)
Q
o
5 HCM/DCM vs. deep (LEPTIDIS
s Mensch 1 Myokard .
z gesund sequencing| et al., 2013)
andere /
kardial /
o
R , prostatisch (WATAHI
Lo nicht deep
x andere Prostatakrebs Menscl esXenograf ) Kl etal.,
1S angegeben sequencing
t-Gewebe 2011)
kardial /
Humane
Lungenadenokarzinon (ZHANG
a Zelllinien: Cisplatin- Mensch 1* Zellkultur gRT-PCR etal,
E resistent vs. nicht 2012a)
— .
) andere resistent
2
E Veranderung der (COCHRA
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Forsetzung Tabelle 10:
miR Patho. Beschreibung Spezies Regu. Probe Methode Referenz
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+systolische gRT-PCR al., 2012)
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2012)
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§ Microarray LIN-
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g gRT-PCR etal,
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