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1 Einleitung

Die Mitralklappenendokardiose (ME) ist die haufigste Herzerkrankung
beim Hund. Sie betrifft vor allem kleine und alte Hunde und ist durch
degenerative Verdnderungen des Mitralklappenapparates gekennzeichnet
(Abschnitte 2.1 bis 2.3). Diese Verdnderungen kénnen iiber einen langen
praklinischen Zeitraum zu gravierenden hdmodynamischen Verdanderun-
gen, klinischen Symptomen - meist durch kongestives Herzversagen, engl.
congestive heart failure (CHF) — und schlieSlich auch zum Tod fiithren (Ab-
schnitte 2.5 und 2.6). Die ME ist eine klinisch gut untersuchte Erkrankung:
Diagnose, Klassifizierung und Prognose konnen mit einer Kombination
aus klinischer Untersuchung, Echokardiografie und Radiografie vorgenom-
men werden (Abschnitte 2.7 und 2.8). Auch wenn die Erkrankung nicht
geheilt werden kann, so zielt eine medikamentelle Therapie auf die hdmo-
dynamischen Konsequenzen der Erkrankung ab, ist lebensnotwendig und
verlangert die Uberlebenszeit (Abschnitt 2.9). Die molekularen Mechanis-
men und biochemischen Bestandteile, die zu der Erkrankung fiihren, sind
jedoch nicht genau bekannt (Abschnitt 2.4).

Mikro-Ribonukleinsduren, engl. micro ribonucleic acids (miRNAs), sind
kurze einzelstrangige Ribonukleinsauren, engl. ribonucleic acids (RNAs),
die gewebe- und entwicklungsspezifisch die Genexpression auf posttran-
skriptioneller Ebene regulieren. Sie wurden vor iiber zwanzig Jahren als eige-
ne Molekiilgruppe mit regulierenden Funktionen in der Epigenese entdeckt
und ein paar Jahre spéter konnte der Zusammenhang zwischen miRNAs
und pathologischen Prozessen hergestellt werden (Abschnitte 3.1 bis 3.5).
Seitdem wurden zahlreiche Studien tiber miRNA-Expressionsprofile bei
vielen unterschiedlichen Erkrankungen sowohl beim Menschen als auch -
weniger zahlreich - bei Haustieren veréftentlicht. Verdnderte Expressions-
profile zirkulierender miRNAs sind zunachst bei Tumorerkrankungen und
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wenig spéter insbesondere auch bei Herzerkrankungen festgestellt worden
(Abschnitt 3.6). Die hohe Stabilitdt der miRNAs sowie deren Vorkommen in
der Zirkulation ermdglichen einen relativ einfachen Nachweis und haben
ihnen eine Rolle als potentielle Biomarker zukommen lassen (Abschnitt
3.7).

Diese Erkenntnisse lieen fiir die vorliegende Studie die Annahme ent-
stehen, dass mit fortschreitender ME Unterschiede in der Expression zirku-
lierender miRNAs nachgewiesen werden konnen. Diese Studie hatte daher
zum Ziel, zu untersuchen, ob bei Hunden mit ME eine Veranderung der Ex-
pression von zirkulierenden miRNAs im Krankheitsverlauf festgestellt wer-
den kann (Kapitel 4 bis 7).



2 Mitralklappenendokardiose

2.1 Begriff und Pravalenz

Sowohl in der deutschen als auch in der englischen Fachliteratur gibt es eine
Vielzahl an teilweise irrefithrenden Bezeichnungen fiir dieselbe Erkrankung
(BORGARELLI und BucHANAN 2012). Es geht bei allen um eine chronische,
degenerative Veranderung der Mitralklappe, die entweder alleine oder in
Kombination mit entsprechenden Veranderungen an der Trikuspidalklap-
pe (BROMLEY 1921; MUNICH 1935) auftreten kann. In dieser Arbeit wird
die Bezeichnung ME verwendet und bezieht sich auf Verdnderungen an der
Mitralklappe, ohne zusdtzliche Veranderungen an der Trikuspidalklappe -
also eine Trikuspidalklappenendokardiose — auszuschlieflen.

Die ME ist die haufigste Herzerkrankung des Hundes. In einer beschrei-
benden epidemiologischen Studie (DETWEILER und PATTERSON 1965) mit
4831 Hunden wurden bei 11,3% (n = 545) eine Herzerkrankung festge-
stellt, davon 71,7 % (n = 391; bzw. 8,1 % der gesamten Studienpopulation)
mit chronischer Klappenerkrankung. In einer kleineren Studie (BucHAN-
AN 1999) wurde bei 300 Hunden mit Herzerkrankung am haufigsten (40 %,
n = 120) eine ME diagnostiziert. Von 813 Hunden, die in der kardiologi-
schen tiermedizinischen Abteilung der Universitdt Mailand von 1985 bis
1988 vorgestellt wurden, hatten 16,2 % eine ME (FERRO etal. 1990). Mit zu-
nehmendem Alter der Hunde steigt die Pravalenz an (DETWEILER und PAT-
TERSON 1965; WHITNEY 1974). Auflerdem sind kleine Hunde héufiger be-
troffen als grofle Hunde (WHITNEY 1974; THRUSFIELD et al. 1985; BUCHAN-
AN 1999). Eine besondere Pradisposition tritt bei Cavalier King Charles Spa-
niels auf, die frither von der Erkrankung betroffen sind als andere Hunde
(HAGGSTROM etal. 1992).
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2.2 Aufbau der Mitralklappe

Die Mitralklappe befindet sich zwischen linkem Atrium und linkem Ventri-
kel. Sie ist wihrend der Systole geschlossen und wiahrend der Diastole geoft-
net. Zusammen mit den Sehnenfiden, den Papillarmuskeln, dem Kommis-
surgewebe und dem Mitralklappenannulus gehoren die beiden Mitralklap-
pensegel zum Mitralklappenapparat. Das anteriore und das posteriore Mi-
tralklappensegel setzen proximal am Mitralklappenannulus an. Zwischen
diesen Ansitzen am Mitralklappenannulus - in den beiden Kommissuren -
befindet sich das segelartige aber deutlich kiirzere Kommissurgewebe. Dis-
tal im linken Ventrikel sind die Klappensegel iiber die Sehnenfdden mit der
linksventrikuldren Wand und den Papillarmuskeln verbunden, welche ih-
rerseits ebenfalls mit der linksventrikuldren Wand verbunden sind. Die Seh-
nenfdden erster und zweiter Ordnung entspringen aus den Papillarmuskeln,
wobei die der ersten Ordnung diinner und zahlreicher sind als die der zwei-
ten Ordnung. Die Sehnenfiden erster Ordnung setzen am Rand der Klap-
pensegel an, die der zweiten Ordnung setzen ein kurzes Stiick vom Rand des
Klappensegels entfernt an. Die Sehnenfdden dritter Ordnung befinden sich
zwischen linksventrikuldrer Wand und dem posterioren Klappensegel bzw.
dem Kommissurgewebe (FRATER und ELL1s 1961).

Die Mitralklappensegel bestehen nach Gross und KuGeL aus vier Schich-
ten: Atrialis, Ventrikularis, Spongiosa und Fibrosa (Gross und KugeL 1931).
Die ersten beiden bestehen aus Endokard und subendothelialem Gewebe
mit Fibroblasten, vereinzelten Kollagenfasern und einer diinnen Schicht
elastischer Fasern. Die Atrialis ist dem linken Atrium und die Ventrikularis
dem linken Ventrikel zugewandt. Sie gehen am Klappenrand ineinander
tiber. Die Spongiosa besteht aus lockerem Bindegewebe mit interstitiellen
Zellen und wenigen Fasern. Die Fibrosa besteht aus dicht gepacktem Kol-
lagen, das sich in den Sehnenfaden fortsetzt (GrRoss und KuGeL 1931). Im
proximalen Drittel der Mitralklappensegel des Hundes befindet sich statt
der Spongiosa eine Muskelschicht (FENOGLIO etal. 1972). Diese liegt zwi-
schen der Atrialis und der Fibrosa, verliert sich im mittleren Drittel und
ist schliefflich im dufleren Drittel nicht mehr vorhanden (FENOGLIO etal.
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1972). Sie wird dort vor allem durch die Spongiosa ersetzt. Diese Muskel-
schicht wird von kleinen Blutgefidflen und Nerven versorgt (FENOGLIO etal.
1972).

2.3 Histologische und morphologische Veranderungen

Die ME ist durch Verdnderungen sowohl der zelluliren Zusammensetzung
als auch der interzelluliren Matrix des Mitralklappenapparates gekenn-
zeichnet (BLack etal. 2005; R. I. HaN etal. 2008). Kollagenfasern in der
Fibrosa werden hyalinisiert, desorganisiert und kdnnen verschwinden (Sok-
KAR und TRAUTWEIN 1970, 1974). AufSerdem sammeln sich in der Fibrosa
saure Mucopolysaccharide an und die Spongiosa verdickt sich in Folge
der eingelagerten sauren Mucopolysaccharide, Hyaluronsaure und Chon-
droitinsulfat (SOKKAR und TRAUTWEIN 1970, 1971, 1972, 1974). Dadurch
verandert sich der Kollagengehalt und die Anordnung der Kollagenfibrillen
innerhalb der Klappe (HaDIAN etal. 2007). Veranderungen der Endothel-
zellen und subendotheliale Verdickung treten ebenfalls auf (CORCORAN
etal. 2004).

Aus diesen histologischen Verdnderungen resultieren nach WHITNEY ma-
kroskopisch vier Typen, die im Verlauf der Erkrankung durchlaufen werden
(WHITNEY 1967): kleine knotige Verdickungen (Typ 1) am Klappenrand, die
grofler werden und verschmelzen konnen (Typ 2), jeweils ohne Beteiligung
der Sehnenfaden. Bei diesen beiden Typen tritt meist keine Mitralklappen-
insuffizienz auf. Bei Typ 3 sind grof3e Knoten durch weitere Verschmelzung
vorhanden, mit Verdickung der Sehnenfiden am Klappenansatz. Schlief3-
lich sind bei Typ 4 die Klappensegel zusammengezogen und leicht in Rich-
tung linkes Atrium aufgerollt. Die Sehnenfiden sind verdickt und verlangert
sowie moglicherweise rupturiert (WHITNEY 1967).
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2.4 Atiologie

Der initiale Faktor, der die Erkrankung auslost bzw. das Risiko fiir eine Er-
krankung erhoht, ist bisher nicht bekannt. Ebenso ist nicht bekannt, ob es
sich um einen einzelnen oder um mehrere Faktoren handelt. Da vor allem
kleine Hunde und bestimmte Hunderassen héufiger als andere betroffen
sind, geht man von einer genetischen Komponente aus. In zwei Studien wur-
den Familien von Hunderassen - Cavalier King Charles Spaniel (SWENSON
etal. 1996) und Dackel (OLSEN etal. 1999) — untersucht und dabei eine po-
lygenetische Vererbung vorgeschlagen. Beim Cavalier King Charles Spani-
el konnten zwei Genloci entdeckt werden, die mit der Entwicklung einer
ME verbunden sind (MADSEN etal. 2011). Auflerdem gibt es die Annah-
me, dass ein primérer Defekt zu einem Mitralklappenprolaps fithrt (PEDER-
SEN 2000). Dadurch werden die Scherkrifte auf die Klappe direkt durch die
abnormale Klappenbewegung und indirekt durch die erhohte Regurgitati-
on erhoht, was dann zu den beobachteten Veranderungen fiihrt (PEDERSEN
2000; OLSEN, MARTINUSSEN et al. 2003). Eine veranderte Anzahl oder eine
verdanderte Art von Mitogenrezeptoren (d. h. von den Subtypen Serotonin-
, Endothelin- oder Angiotensinrezeptoren) auf Zellmembranen von Fibro-
blasten in den Mitralklappen von erkrankten Hunden konnten eine Rol-
le bei der Entwicklung der Klappenldsionen spielen (Mow und PEDERSEN
1999). Systemische oder lokale Metaboliten, neurohumorale oder entziind-
liche Mediatoren (endogene Katecholamine und Zytokine) konnten eben-
falls das Fortschreiten der Klappenldsionen oder die daraus folgenden myo-
kardialen Umformungen und ventrikuldre Dysfunktion beeinflussen (OL-
SEN, MORTENSEN et al. 2003). Es gibt einen Zusammenhang zwischen dem
Schweregrad der Erkrankung und der Konzentration von Endothelinrezep-
toren und Stickstoffmonoxid-Synthase in erkrankten Mitralklappen (Mow
und PEDERSEN 1999; OLSEN, MORTENSEN et al. 2003). Auflerdem ist die Ex-
pression von Serotoninrezeptoren und Signalmolekiilen der Extrazellular-
matrix in erkrankten Mitralklappen erhoht (Ovyama und CHITTUR 2006;
AUPPERLE etal. 2009).
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2.5 Pathophysiologie

Durch die Veranderungen am Mitralklappenapparat kommt es zundchst
meist zu einem Prolaps der Mitralklappe. Im weiteren Verlauf konnen die
beiden Mitralklappensegel durch die oben beschriebenen Verdnderungen
nicht mehr richtig schlief3en, wodurch sich eine Mitralklappeninsuffizienz,
d.h. ein Blutfluss wiahrend der Systole vom linken Ventrikel in das linke
Atrium, entwickelt. Die Konsequenzen der ME héngen unter anderem von
der Verringerung des Herzauswurfs, dem Regurgitationsvolumen, der Gro-
e und Compliance des linken Atriums und der Lungengefifie sowie dem
Vorhandensein von Tachyarrhythmien ab (BucHANAN 1977; OTTO und Bo-
Now 2014).

Die fortschreitende Mitralklappeninsuffizienz ruft renale, neurohumora-
le und vaskuldre Kompensationsmechanismen zur Erhaltung des Herzaus-
wurfs hervor (SissoN etal. 1999; OtrTo und BoNnow 2014). Der linke Ven-
trikel kompensiert das verringerte Schlagvolumen durch ein erh6htes end-
diastolisches Volumen (exzentrische Hypertrophie). Auflerdem kommt es
durch verschiedene Mechanismen zu einer hyperkinetischen Kontraktions-
bewegung des linken Ventrikels (siehe dazu OLSEN etal. 2010; Komamu-
RA etal. 1993). Die systolische Funktion des Myokards nimmt zwar lang-
sam, durch die chronische Volumeniiberladung und Hypertrophie jedoch
stetig und unaufhaltsam, ab (URABE etal. 1992; Sisson etal. 1999). Das lin-
ke Atrium fingt das Regurgitationsvolumen der Mitralklappeninsuffizienz
auf und verhindert damit, dass dieses direkt an die Pulmonalvenen weiter-
gegeben wird (KiHARA etal. 1988). Im Laufe der Erkrankung dilatiert auch
das linke Atrium, wobei das Ausmaf? insbesondere von der Zunahme des
Regurgitationsvolumens und dieses wiederum vom Fortschreiten der ME
abhéngt. Ein langsam zunehmendes Regurgitationsvolumen kann eine star-
ke Vergrofierung des linken Atriums hervorrufen. Ein erhéhter linksatrial-
er Druck fithrt schliefflich zu einem erhdhten Druck in den Pulmonalve-
nen und damit zu einem Lungenddem. Dieser Zustand wird als kongestives
Herzversagen, engl. congestive heart failure (CHF), bezeichnet. LOrD et al.
zeigten in einer Studie (2010), dass die grofite Anderungsrate des Umbaus
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der kardialen Strukturen zum Zeitpunkt des erstmaligen CHF auftritt. Bei
gleichzeitig auftretender Trikuspidalklappenendokardiose und insbesonde-
re bei (chronischem) kongestivem Linksherzversagen kann es zusitzlich zu
einem kongestiven Rechtsherzversagen kommen (S1sson 2010).

2.6 Krankheitsverlauf

2.6.1 Phasen

Der Verlauf der ME ist fortschreitend, wobei dies meist langsam geschieht.
Die ME hat eine lange préklinische Phase, in der morphologische Verdnde-
rungen an der Mitralklappe meist nur durch eine Sektion festzustellen sind
(DETWEILER etal. 1961; BUCHANAN 1977).

Schreiten die Verdnderungen fort, entwickelt sich progressiv eine Mitral-
klappeninsuffizienz. In dieser Phase, noch immer ohne duf3ere Symptome,
kann die Erkrankung klinisch diagnostiziert werden (BucHANAN 1977). Die
Phase vom Auftreten einer Mitralklappeninsuffizienz bis zum Erreichen des
CHF kann mehrere Jahre dauern oder das CHF wird gar nicht erreicht (DET-
WEILER et al. 1961; BUCHANAN 1977).

Mit fortschreitender ME kann Leistungsintoleranz auftreten. AufSerdem
ist Husten ein haufiges Symptom der weit fortgeschrittenen Erkrankung.
Dieses ist zwar nicht fiir Herzerkrankungen spezifisch, sollte aber in jedem
Fall abgekldrt werden. Im Zusammenhang mit einer ME kann Husten durch
ein vergroflertes linkes Atrium, welches den linken Stammbronchus kompri-
miert, durch ein Lungenédem oder eine Kombination aus beiden hervorge-
rufen werden (ETTINGER 1989).

In der letzten Phase, dem CHF, zeigen Hunde mit ME auch Polypnoe,
Dyspnoe, Inaktivitit und Appetitlosigkeit (OLSEN etal. 2010). Diese letzte
Phase wird nicht immer erreicht, jedoch ist der Grund fiir das Herzversagen
bei etwa dreiviertel aller im CHF vorgestellten Tiere eine ME (DETWEILER
und PATTERSON 1965).
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2.6.2 Komplikationen

Durch Ruptur eines oder mehrerer Sehnenfiden kann es zu einer akuten
Verschlechterung mit plétzlichem Anstieg der Lungenvenenstauung und
daraus folgendem Lungendédem kommen. Bei diesem sogenannten Flail
schlagt die Mitralklappe wahrend der Systole, abhidngig von Anzahl und
Grofle der rupturierten Sehnenfiaden, unterschiedlich weit in das linke Atri-
um durch (ETTINGER und BUERGELT 1969; OLSEN etal. 2010). Bei 16,1 %
(n =114) von 706 Hunden mit ME wurde eine Sehnenfadenruptur diagnos-
tiziert, von denen 92,9 % (n = 106) eine hochgradige Mitralklappeninsuf-
fizienz hatten (SERRES etal. 2007). Die Préivalenz der Sehnenfadenruptur
nahm in eben dieser Studie mit fortschreitender Erkrankung deutlich zu.

Auflerdem konnen durch die Remodellierung des atrialen und ventriku-
laren Myokards supraventrikuldre (Vorhofflimmern) und ventrikulare (sel-
tener) Tachyarrhythmien auftreten. Vorhofflimmern tritt dabei vor allem
bei Hunden mit stark vergrofiertem linken Atrium auf. Auch die Arrhyth-
mien konnen bei einer Frequenz von 180/min hamodynamisch signifikant
werden und ebenfalls die Stauung der Lungenvenen und/oder ein Lungen-
0dem verschlechtern (OLSEN etal. 2010).

Es kann auch zu Beschddigungen des linksatrialen Endokards und auch
Myokards kommen (BucHANAN 1972). Diese konnen im weiteren Verlauf
rupturieren und dadurch - je nach Lokalisation - einen Perikarderguss
(BucHANAN und KELLY 1964; SADANAGA etal. 1990) oder einen erwor-
benen Atriumseptumdefekt (PEDDLE und BucHANAN 2010) hervorrufen
(BUCHANAN 1972).

2.6.3 Mortalitdt und Prognose

Verlauft die ME todlich, so ist in den meisten Fallen ein CHF der Grund,
jedoch kann vereinzelt auch ein plétzlicher Tod auftreten (BORGARELLI
etal. 2008). BORGARELLI et al. (2012) untersuchten die mittlere Uberlebens-
zeit von 256 Hunden in Stadium B1 oder B2 (s. Abschnitt 2.7) und kamen
dabei auf 27,6 Monate. Die Mortalitit lag in dieser Studie (BORGARELLI
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etal. 2012) bei 27 %, bei 11 % der Hunde gab es eine kardiale Todesursache.
In einer Studie von ATKINS etal. (2007) betrug die mittlere Uberlebenszeit
tiir Hunde mit radiografisch bestatigter kardialer Remodellierung (Stadium
B2) und Placebobehandlung etwa 26 Monate (778 Tage). Bei BORGARELLI
etal. (2008) war die mittlere Uberlebenszeit im gering- bis mittelgradigen
CHF (ISACHC-Klasse II, s. Abschnitt 2.7) 33 Monate, im hochgradigen
CHF (ISACHC-Klasse IIT) hingegen 9 Monate. In derselben Studie waren
tiber 70 % der asymptomatischen Hunde mit echokardiografisch bestitigter
ME am Ende des Beobachtungszeitraums von 6,6 Jahren am Leben (BorRGaA-
RELLI et al. 2008). In einer Studie von OLSEN et al. (1999) mit 190 Dackeln
korrelierte der Schweregrad der ME mit dem Alter, auSerdem schritt die
Erkrankung bei Riiden schneller voran als bei Hiindinnen. Bei BORGARELLI
etal. (2008) gab es jedoch keine hohere Sterblichkeit fiir Riiden.

2.7 Klassifikation

Es gibt verschiedene Moglichkeiten eine ME zu klassifizieren. Dabei wer-
den meist allgemeinere Klassifikationen, basierend auf der Einstufung von
Herzerkrankung und Herzversagen, angewendet. Neben der Klassifikation
in der Humanmedizin nach der New York Heart Association (NYHA) gibt
es drei Klassifikationen, die speziell fiir die Tiermedizin erarbeitet wurden:
die Klassifikation des International Small Animal Cardiac Health Council
(ISACHC), des Canine Heart Failure International Expert Forum (CHIEF)
und des American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) - wo-
bei die letzten beiden auch kombiniert werden kénnen.

Bei der NYHA-Klassifikation werden in einer ersten Stufe (NYHA-Klasse
I-1V) die Symptome des Patienten und dessen Leistungsfiahigkeit beurteilt
und in einer zweiten Stufe (NYHA-Klasse A-D) die objektiven Befunde von
Verdanderungen am Herz bewertet (AMERICAN HEART ASSOCIATION 1994).

Als zweite Moglichkeit kann man nach dem ISACHC Kleintiere im
Herzversagen wie folgt einteilen: Asymptomatische Patienten werden in
ISACHC-Klasse 1 zusammengefasst und unterteilt in (1a) Patienten ohne
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Tabelle 2.1 Stadien der modifizierten Klassifikation ¢

Stadium Definition

A keine Herzerkrankung aber Pradisposition
Bl Herzerkrankung ohne Herzvergroflerung
B2 Herzerkrankung mit Herzvergrofierung (echokardiografisch oder

radiografisch nachweisbar)

C1 Herzerkrankung und chronisches Herzversagen, stabil unter
Therapie

C2 Herzerkrankung und mildes oder moderates akutes Herzversagen

C3 Herzerkrankung und schweres akutes Herzversagen

D Herzerkrankung und refraktares, therapieresistentes Herzversagen

% nach dem Canine Heart Failure International Expert Forum und ATkins etal. (2009)

Volumen- oder Druckiiberladung des Herzens und (1b) Patienten mit radio-
grafisch oder echokardiografisch nachweisbarer Volumen- oder Druckiiber-
ladung. Patienten mit gering- bis mittelgradigem CHF werden in Klasse 2
eingeteilt. In Klasse 3 werden Tiere mit hochgradigem CHF zusammen-
gefasst, wobei unterschieden wird zwischen (3a) Patienten, die ambulant
behandelt werden konnen und (3b) Patienten, die stationir aufgenommen
werden miissen (INTERNATIONAL SMALL ANIMAL CARDIAC HEALTH COUN-
CIL 1999).

Als dritte Moglichkeit gibt es die Klassifikation des CHIEF. Diese wur-
de als Erweiterung der einer Klassifikation der Humanmedizin (HUNT etal.
2001) entwickelt. Patienten ohne Herzerkrankung, aber mit einer Pradis-
position dafiir, bilden das Stadium A. Patienten mit einer Herzerkrankung,
aber ohne Anzeichen eines CHF, werden in Stadium B eingeteilt. Stadium
C besteht aus Patienten mit einer Herzerkrankung und klinischen Sympto-
men eines CHF und wird aufgeteilt in: Patienten mit chronischem CHE die
stabil unter Therapie sind (Stadium C1), Patienten mit einem milden oder

11
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moderaten akuten CHF (Stadium C2) und Patienten mit einem schweren
CHF (Stadium C3). Bei Stadium D handelt es sich um Patienten im refrak-
taren, therapieresistenten CHF (Boswoop und MURPHY 2006; STRICKLAND
2008).

Die vierte Moglichkeit ist die des ACVIM (ATKINS et al. 2009). Sie ist der
Klassifikation des CHIEF dhnlich, mit zwei Unterschieden: Zum einen wird
Stadium C nicht unterteilt und beinhaltet die Stadien C1, C2 und C3 der
CHIEF-Klassifikation (ATKINS etal. 2009). Zum anderen wird Stadium B
unterteilt in Stadium B1 - Patienten mit Herzerkrankung und ohne Herzver-
grofierung — und Stadium B2 - Patienten mit Herzerkrankung und echokar-
diografisch oder radiografisch nachweisbarer Herzvergroflerung (ATKINS
etal. 2009). Stadium A und Stadium D entsprechen der CHIEF-Klassifika-
tion. In der Klassifikation des ACVIM gibt es also die Stadien A, B1, B2, C
und D (ATkINs et al. 2009).

Und schliefilich ist es auch mdglich, die Klassifikationen nach CHIEF -
mit der detaillierteren Aufteilung im Bereich des CHF - und ACVIM - mit
der detaillierteren Aufteilung im Bereich der préklinischen Erkrankung -
zu kombinieren. Dies fithrt dann zu der in Tabelle 2.1 dargestellten modi-
fizierten Klassifikation. Deren Vorteil liegt in der detaillierteren Aufteilung,
auflerdem werden im Vergleich zur Klassifikation des ISACHC bereits Pa-
tienten beriicksichtigt, die gesund sind, aber ein erhohtes Risiko fiir eine
Herzerkrankung haben. Im Verlauf einer Erkrankung werden die Stadien
der modifizierten Klassifikation von A iiber B1 zu B2 und dann C2 oder C3
durchschritten. Danach erst werden durch Therapie stabilisierte Hunde in
das Stadium C1 zuriickgestuft. Von dort aus konnen die Stadien C2 oder C3
erneut erreicht werden sowie im weiteren Verlauf das Endstadium D.

2.8 Diagnostik

2.8.1 Klinische Untersuchung

Bei der Auskultation des Herzens kann im frithen Stadium ein systolischer
Klick auffallen, welcher auf einen Mitralklappenprolaps hindeutet (S1sson
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etal. 1999). Im weiteren Verlauf entwickelt sich dann ein leises systolisches
Herzgerdausch, welches links apikal am besten zu horen ist, zu einem meist
holosystolischen, lauten Herzgerausch (HAGGSTROM etal. 1995; PEDERSEN
etal. 1999). Die Intensitdt des Herzgerdausches wird nach FREEMAN und LEe-
VINE (1933) eingeteilt (siche dazu Abschnitt 5.2.2), wobei die Intensitét kei-
ne sichere Aussage tiber den Schweregrad der ME geben kann (Sisson et al.
1999). Bei der Auskultation der Lunge von Hunden mit ME und ohne Lun-
genddem sollte es keine Auffilligkeiten geben. Bei Hunden mit Lungen-
6dem konnen je nach Schweregrad Knister-, Knack-, und Rasselgerdusche,
vor allem bei der Inspiration, auskultiert werden (OLSEN et al. 2010).

2.8.2 Elektrokardiografie

Die Befunde im Elektrokardiogramm (EKG) sind bei Hunden in frithen Sta-
dien der ME hiufig normal (Sisson etal. 1999). Mit zunehmend vergrof3er-
tem linken Atrium kann eine Verbreiterung der P-Welle (sog. P mitrale) auf-
treten (BucCHANAN 1977) sowie bei hochgradig vergréfiertem linken Ven-
trikel auch eine Vergroflerung der Amplitude der R-Zacke (TiLLEY 1992,
S.62). Sobald ein CHF auftritt, ist meist die Herzfrequenz erhoht und die
Herzfrequenzvariabilitdt reduziert (HAGGSTROM etal. 1996). Die haufigs-
ten Rhythmusstorungen sind ventrikuldre und supraventrikuldre Extrasys-
tolen (BUCHANAN 1965). Vorhofflimmern kann insbesondere bei Hunden
mit hochgradiger Mitralklappenendokardiose und stark vergrofiertem lin-
ken Atrium auftreten und ist ein Anzeichen fiir eine deutliche klinische Ver-
schlechterung (BuCHANAN 1977; S1ssoN et al. 1999).

2.8.3 Radiografie

Der Nutzen einer Rontgenaufnahme des Thorax liegt in der Beurteilung
der himodynamischen Konsequenzen der ME, welche sich radiografisch
durch eine Vergroflerung des Herzschattens, eine Stauung der Lungenve-
nen oder insbesondere ein Lungenddem darstellen. Eine Vergrofierung des
Herzschattens ist fiir die Klassifizierung asymptomatischer Patienten niitz-
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lich und kann zur Unterscheidung zwischen Stadium B1 (keine Herzver-
groflerung) und Stadium B2 (Herzvergréfierung vorhanden) herangezogen
werden (ATKINS etal. 2009). AufSerdem konnen mit einer radiografischen
Untersuchung andere kardiale und vor allem nichtkardiale Ursachen fiir die
klinischen Symptome ein- oder ausgeschlossen werden (OLSEN et al. 2010).
Zwei Aufnahmen in orthogonalen Ebenen, eine davon laterolateral, soll-
ten zur Beurteilung von linkem Atrium, linkem Ventrikel, Stammbronchen,
Lungengefdflen und Lungenfeld gemacht werden (OLSEN etal. 2010). Hun-
de in frithen Stadien der ME haben eine normale Herzgrofle, ein unauffalli-
ges Lungenfeld und nicht gestaute Lungenvenen (OLSEN et al. 2010).

Um eine Aussage iiber das Vorliegen eines CHF zu treffen, kann eine
Rontgenbewertung nach SCHOBER etal. (2010) erstellt werden. Dabei wer-
den bestimmten Parametern nach festgelegten Kriterien Punkte zugeteilt,
die eine Gesamtpunktzahl ergeben. Anhand der Gesamtpunktzahl kann
ScHOBER etal. (2010) nun eine Aussage iiber das Vorliegen eines CHF
getroffen werden. Siehe dazu Tabelle 5.1 und Abschnitt 5.2.4.

Fiir eine objektive Bestimmung der Herzgrof3e gibt es die Moglichkeit, die
Herzdimensionen in Relation zur Grofie des Tieres zu setzen. Dafiir wird die
Grofe des Herzschattens [yyg in der laterolateralen Rontgenaufnahme aus
der Linge und der Breite des Herzschattens addiert in Wirbelkdrpern ange-
geben (vgl. BucHANAN und BUCHELER 1995; BUCHANAN 2000), siehe dazu
auch Gleichung 5.4 in Abschnitt 5.2.4. Der von BUCHANAN und BUCHELER
(1995) vorgeschlagene obere Referenzwert von 9,7 (+0,5) Brustwirbelkor-
pern erwies sich als rasseabhdngig: JEPSEN-GRANT etal. (2013) zeigten ei-
nen signifikant grofleren Normalbereich insbesondere bei brachyzephalen
und chondrodystrophischen Hunderassen.

Auflerdem hat die radiografische Untersuchung einen prognostischen
Nutzen (REYNOLDS etal. 2012): lyys > 12 gilt dabei als Vorhersage fiir die
Entwicklung eines CHF - vor der nichsten Kontrolluntersuchung mit einer
Genauigkeit von 69,2% - in asymptomatischen Hunden mit ME (REy-
NOLDS etal. 2012).
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2.8.4 Echokardiografie

Die echokardiografische Untersuchung ist ein wichtiger Bestandteil der
Diagnostik, wenn es um eine umfassende und frithzeitige Einschiatzung der
morphologischen Veranderungen und himodynamischen Konsequenzen
geht (S1sson et al. 1999). Auflerdem hilft sie, den Krankheitsstatus bei Kon-
trolluntersuchungen einzuschitzen (Sisson etal. 1999). Sie wird neben der
radiografischen Untersuchung auch zur Klassifizierung der ME verwendet,
insbesondere zur Unterscheidung zwischen asymptomatischen Patienten
ohne bzw. mit Herzvergréf3erung — also Stadium B1 bzw. B2 der modifizier-
ten Klassifikation oder der ACVIM-Klassifikation (ATKINS et al. 2009). Fiir
diese Unterscheidung werden die Grof3e des linken Ventrikels und des lin-
ken Atriums beurteilt (ATKINS et al. 2009). Insbesondere bei geringgradigen
Vergroflerungen ist die echokardiografische genauer als die radiografische
Untersuchung (LoMBARD und SPENCER 1985).

Zur echokardiografischen Beurteilung der ME sollten mindestens folgen-
de Modalititen verwendet werden (ZoGHBI1 et al. 2003; BooN 2011): Der 2D-
Echtzeitmodus wird zur Beurteilung der Klappenmorphologie - insbeson-
dere Verdickung (Abbildung 5.1 A auf Seite 42) - und Vorhandensein von
Mitralklappenprolaps und Flail herangezogen. Im M-Mode kann die Grof3e
der Herzkammern, insbesondere des linken Ventrikels wahrend der Systole
und der Diastole, gemessen werden. Mit dem Farbdoppler kann eine Mitral-
klappeninsuffizienz dargestellt werden und mit deren Flache im Farbdopp-
ler mit der Grof3e des linken Atriums im 2D-Echtzeitmodus ins Verhiltnis
gesetzt werden. Mit dem continuous-wave Doppler (CW-Doppler) und dem
pulsed-wave Doppler (PW-Doppler) kann der himodynamische Schwere-
grad beurteilt werden (ZoGHBI etal. 2003; Boon 2011).

Ein Mitralklappenprolaps ist eine Verlagerung eines oder beider Mitral-
klappensegel basal der Ebene des Mitralklappenannulus wahrend der Systo-
le (SHAH 1994; PEDERSEN, LORENTZEN etal. 1996) - siehe Abbildung 5.1 B
auf Seite 42. Ein Mitralklappenprolaps kann auch ohne Mitralklappeninsuf-
fizienz auftreten (Boon 2011) und kommt gehauft bei Cavalier King Charles
Spaniels (BEARDOW und BUCHANAN 1993; PEDERSEN etal. 1995) und Da-
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ckeln (PEDERSEN, KRISTENSEN etal. 1996) vor. Ein Flail der Mitralklappe
ist das Durchschlagen der Mitralklappe (meist das anteriore Klappensegel)
wiahrend der Systole in das linke Atrium aufgrund eines oder mehrerer rup-
turierten Sehnenfiden (OLIVIER etal. 1984; JaocoBs etal. 1995) — siehe Ab-
bildung 5.1 C auf Seite 42. Hunde mit Flail haben meist auch eine hoch-
gradige Mitralklappeninsufhizienz (SERREs et al. 2007). Die Mitralklappen-
insuffizienz kann anhand des Verhiltnisses der Fliche des Insuffizienzjets
im Farbdoppler zur Fliche des linken Atriums in Schweregrade eingeteilt
werden: Ist die Fliche des Insuffizienzjets kleiner als ein Drittel der Fliche
des Atriums, so ist der Schweregrad geringgradig. Ein Drittel bis die Half-
te der Flache des Atriums entspricht mittelgradig und mehr als die Halfte
entspricht hochgradig (HELMCKE etal. 1987; Muzzi et al. 2003) - sieche Ab-
bildung 5.1 D.

Als Parameter fiir die Grofle des linken Ventrikels konnen dessen Durch-
messer in der Systole Dys und in der Diastole Dyyp im M-Mode gemessen
werden (BONAGURA 1983; Abbildung 5.2). Fiir die Ausfithrung dieser Mes-
sungen gibt es Empfehlungen der American Society of Echocardiography
(SAHN etal. 1978). Auf das Korpergewicht normalisierte Referenzwerte fiir
Diyp und D;ys wurden in einer Studie von CORNELL et al. (2004) veroftent-
licht (siehe dazu auch Abschnitt 5.2.3 mit den Gleichungen 5.1 und 5.2).

Die Grof3e des linken Atriums kann sowohl in Standbildern des 2D-Echt-
zeitmodus sowie im M-Mode gemessen werden (HANssoN et al. 2002; Boon
2011), wobei sich die Messung im 2D-Echtzeitmodus (Standbild) der Herz-
basis in der Kurzachse etabliert hat. Der Durchmesser des linken Atriums
Dy wird zum Durchmesser der Aorta Dy, im selben Standbild ins Verhilt-
nis gesetzt (HANSSON etal. 2002; s. a. Abbildung 5.3). Das linke Atrium gilt
nach einer Studie von RisuNiw und ERB als vergrofiert, wenn dieses Ver-
haltnis Dys/Da, = 1,6 ist (RisuNTw und ErB 2000).

Ein Risikofaktor fiir asymptomatische Patienten, ein CHF vor dem nichs-
ten Kontrollbesuch zu entwickeln, ist das Verhiltnis des Durchmessers des
linken Ventrikels in der End-Diastole (Abbildung 5.2) zum Durchmesser
der Aorta (Abbildung 5.3) Dyyp/Dao > 3,0 (REYNOLDS etal. 2012).
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2.8.5 Laborbefunde

Blutbild und Serumchemie sollten bei geringgradiger ME normal sein. Mit
fortschreitender Erkrankung kann sich jedoch eine priarenale Azotamie ent-
wickeln (OLseN etal. 2010). Die Konzentration des Biomarkers Troponin
I im Serum ist normal bei geringgradiger ME und leicht bis moderat er-
hoht bei mittel- bis hochgradiger ME (Ovama und Sisson 2004). Wenn die
Troponin-I-Konzentration stark erhoht ist, weist dies auf eine myokardiale
Ischdmie oder auch auf eine Myokarditis hin (Ovyama und Sisson 2004).

Die Konzentrationen von natriuretischen Peptiden sind bei geringgradi-
ger ME meist nicht erh6ht, wobei eine mittelgradige bis hochgradige Erkran-
kung mit einer Erhohung der Konzentration natriuretischer Peptide einher-
geht, im chronischen CHF um so mehr (HAGGSTROM et al. 2000; TARNOW
etal. 2009; WoLr et al. 2013). Das natriuretische Peptid Typ B kann niitzlich
sein, um bei Hunden mit Dyspnoe eine kardiale Ursache von einer nicht-
kardialen zu unterscheiden (PROSEK et al. 2007; Boswoob etal. 2008). Au-
lerdem wurde eine erhohte Konzentration des natriuretischen Peptids Typ
B im Blut bei Hunden mit symptomatischer ME mit einer schlechteren Pro-
gnose in Verbindung gebracht (SERRES et al. 2009; WoOLF etal. 2012). Eine
Konzentration des natriuretischen Peptids Typ B im Blutplasma von mehr
als 1500 pmol/l stellt bei asymptomatischen Hunden mit ME ein Risiko-
faktor dar, vor der nichsten Kontrolluntersuchung ein CHF zu entwickeln
(REYNOLDS etal. 2012).

2.8.6 Richtlinien

ATKINS etal. (2009) haben Richtlinien zur Untersuchung von Hunden mit
ME, basierend auf deren Einteilung nach dem ACVIM (s. Abchnitt 2.7),
erarbeitet. Hunde im Stadium A und kleine Hunderassen mit bekannter
Pradisposition (Cavalier King Charles Spaniel, Dackel, Zwergpudel) sollten
routineméflig zumindest einmal jahrlich auskultiert werden. Im Stadium B
werden Thoraxrontgen und Blutdruckmessung fiir alle Patienten empfoh-
len. Eine echokardiografische Untersuchung wird fiir kleine Hunderassen
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empfohlen, falls die radiografische Untersuchung fraglich bleibt. Bei grofen
Hunden wird eine echokardiografische Untersuchung angeraten, da auch ei-
ne andere Ursache (dilatative Kardiomyopathie) fiir die Mitralklappeninsuf-
fizienz wahrscheinlich ist. AufSerdem sollten Labortests (zumindest Hima-
tokrit, Totalprotein und Kreatinin) bei allen Patienten durchgefithrt werden.
In Stadium C und D wird eine Kombination aus Radiografie, Echokardiogra-
fie und Labortests (grofies Blutbild, Serumchemie, Urinanalyse und eventu-
ell natriuretisches Peptid Typ B) empfohlen, um die Ursache der klinischen
Symptome zu identifizieren (ATKINS etal. 2009).

2.9 Therapie

ATkINS etal. (2009) haben Empfehlungen fiir die Therapie einer ME, ba-
sierend auf den Stadien der ACVIM-Klassifikation, verdffentlicht. Fiir die
Stadien A und B1 ist darin keine Therapie empfohlen, fiir letzteres jedoch
eine jdhrliche Kontrolluntersuchung. Fiir Stadium B2 gibt es keine iiber-
einstimmende Meinung der Autoren. Einige empfehlen keine Therapie in
diesem Stadium, andere empfehlen insbesondere bei Hunden mit stark
vergroflertem linken Atrium einen Angiotensin-konvertierendes-Enzym--
Hemmer (ACE-Hemmer). In zwei klinischen prospektiven randomisierten
multizentrischen Studien, die die Wirksamkeit von ACE-Hemmern unter-
suchten, gab es keinen Unterschied zur Placebogruppe (KvArT etal. 2002;
ATxiINs etal. 2002). In einer retrospektiven Studie (POUCHELON et al. 2008)
wurde ein schwacher positiver Effekt eines ACE-Hemmers beim Verzogern
des erstmaligen akuten CHF festgestellt. Ebenso kann nach ATKINS etal.
(2009) unter bestimmten Voraussetzungen Pimobendan, Digoxin, Amlo-
dipin und Spironolacton verabreicht werden. Aufgrund der Wirkung von
Pimobendan bei Hunden im CHF gibt es die Hypothese, dass Pimobendan
auch schon vor dem CHF einen positiven Effekt haben konnte. Dazu wurde
eine randomisierte kontrollierte multizentrische Doppelblindstudie (Bos-
wooD etal. 2016) durchgefiihrt, die bei Hunden mit ME in Stadium B2 die
Zeit bis zum erstmaligen akuten CHF um etwa 15 Monate im Vergleich zur
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Placebogruppe verlidngerte (Boswoob etal. 2016).

Das erstmalige akute CHF - in der CHIEF-Klassifikation in Stadium C2
(mildes oder moderates akutes CHF) und C3 (schweres akutes CHF) unter-
teilt — erfordert eine Stabilisierung des Patienten, mit dem CHIEF-Stadium
Cl1 als Ziel. Hierzu wird von ATKINS et al. (2009) Furosemid in Dosierungen
von 1 mg/kg bis 4 mg/kg i. v., abhdngig vom Schweregrad des CHF, empfoh-
len. Bei schweren Fillen ist eine Dauertropfinfusion (1 mg/kg/h) sowie in
jedem Fall eine Sauerstoftfgabe in Betracht zu ziehen. Ebenso sollte Pimoben-
dan (einmalig 0,15 mg/kg i. v., danach zweimal taglich 0,25-0,3 mg/kg p. 0.)
verabreicht werden (ATKINS etal. 2009), da dieses einen positiven Effekt auf
die Kontraktion in experimentellen Studien (POULEUR et al. 1988; POULEUR
etal. 1989) zeigte. Von ATKINS et al. (2009) wurde keine Ubereinstimmung
im Bezug auf eine Therapie mit ACE-Hemmern im akuten Herzversagen
gefunden. Die Verabreichung wird teilweise empfohlen, jedoch ist die Kom-
bination mit Furosemid und Pimobendan hinsichtlich Wirksamkeit und Si-
cherheit nicht bekannt (ATKINS et al. 2009).

Nachdem der Patient stabilisiert ist, d.h. fiir das CHIEF-Stadium Cl,
wird eine Dreifachtherapie aus Furosemid, Pimobendan und einem ACE-
Hemmer angestrebt (ATkINs etal. 2009): Die Furosemiddosis sollte im
Hinblick auf Symptome eines CHF, Nierenfunktion und Elektrolytstatus so
niedrig wie moglich eingestellt werden (2-6 mg/kg, zwei- bis dreimal tig-
lich). Pimobendan (0,25-0,3 mg/kg, zweimal téglich) zeigte im Vergleich
zu Benazepril, jeweils in Kombination mit Furosemid bei Hunden im CHE,
eine Steigerung der Uberlebenszeit (LOMBARD et al. 2006; HAGGSTROM et al.
2008) sowie einen positiven Effekt auf die Herzgrofie, kurzfristig (HAGGs-
TROM, LORD etal. 2013) sowie langfristig (HAGGSTROM etal. 2013). Fiir die
Wahl des ACE-Hemmers gibt es keine spezielle Empfehlung. Diesbeziig-
lich wurde in der kardiologischen Abteilung der tiermedizinischen Fakultat
an der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen eine prospektive rando-
misierte klinische Studie durchgefiihrt, die Daten sind jedoch noch nicht
veroffentlicht. Auflerdem kann zusitzlich die Gabe von Spironolacton als
Aldosteronantagonist (ein- bis zweimal téglich 0,25-2,0 mg/kg p.o.) in
Betracht gezogen werden. Stadium D ist erreicht, wenn in Stadium C die
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Therapie (insbesondere Furosemid) in den hochsten Dosierungen nicht
mehr anspricht. Es gibt dann nur noch wenige Optionen die Therapie zu
verstarken, vor allem bei gleichzeitig eingeschrankter Nierenfunktion (siehe
ATKINS etal. 2009, S. 1148f).

Bei gleichzeitig auftretendem Vorhofflimmern ist Digoxin indiziert, das
mit seiner negativ chronotropen Wirkung die ventrikuldre Fiillung und da-
mit das Schlagvolumen vergroflert (Moise 1999; SissoN etal. 1999).

Neben der medikamentésen Therapie gibt es die Moglichkeit des Mitral-
klappenersatzes, wie er vor allem beim Mensch (CoLoN und FRAZIER 1996;
OtTo und BoNnow 2014) durchgefithrt wird oder auch der Mitralklappen-
reparatur (S1ssoN etal. 1999). Dazu gehoren Plastiken des Mitralklappenan-
nulus (ANDRADE et al. 2011), Resektion prolabierter Klappensegmente und
Verkiirzung, Verbindung oder Ersetzung von verldngerten oder rupturier-
ten Sehnenfiaden (UecHI etal. 2012; UecH1 2012). Aufgrund der hohen Kos-
ten und der eher geringen Anzahl an Chirurgen, die eine solche Mitralklap-
penreparatur durchfiithren, ist diese Therapiemoglichkeit limitiert.
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3.1 Allgemeines

Bei miRNA handelt es sich um einzelstrangige RNA mit einer Lange von
etwa 22 Nukleotiden (AMBROS et al. 2003). MiRNAs codieren nicht fir ein
Protein (R. C. LEE et al. 1993), sie werden nicht translatiert, sondern regulie-
ren die Genexpression (WIGHTMAN etal. 1993) durch spezifische Bindung
an Boten-RNA, engl. messenger RNA (mRNA). Man geht davon aus, dass
die meisten Protein-codierenden Gene durch miRNAs kontrolliert werden
(FRIEDMAN etal. 2009), und dass Verdnderungen in der miRNA-Expression
mit vielen Erkrankungen zusammenhingen (Krov etal. 2010).

Nach der Entdeckung der miRNA aus dem Gen lin-4 in Caenorhabdi-
tis elegans durch R. C. LEE etal. (1993) und deren Funktion bei der post-
transkriptionellen Hemmung einer fiir die Larvenentwicklung in diesem
Organismus wichtigen mRNA durch WiGHTMAN etal. (1993) wurde sie-
ben Jahre spdter eine weitere miRNA aus dem Gen let-7 in C. elegans und
deren Funktion durch REINHART etal. (2000) und SLAck etal. (2000) ent-
deckt. Es stellte sich heraus, dass let-7 ebenso bei Wirbeltieren (Mensch,
Maus, Huhn u. a.) wie bei Weichtieren, Ringelwiirmern, Fadenwiirmern (C.
elegans) und Gliederfiilern (Drosophila melanogaster) vorkommt (PAsQui-
NELLI et al. 2000). Auflerdem konnte gezeigt werden, dass die Nukleotidse-
quenzen der miRNAs zwischen den Spezies teilweise hochkonserviert sind
(LAGOs-QUINTANA etal. 2001; LAau et al. 2001; R. C. LEE und AMBROS 2001).
Weitere Entdeckungen waren unter anderem die Beteiligung von miRNAs
an der Zellproliferation und am Zelltod bei D. melanogaster (BRENNECKE
etal. 2003; Xu etal. 2003), an der neuronalen Strukturierung bei C. elegans
(JounsToN und HOBERT 2003), bei der Regulierung himatopoetischer Zell-
differenzierung bei Mausen (C.-Z. CHEN et al. 2004) sowie bei der Kontrolle
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der Blatt- und Bliitenentwicklung bei Pflanzen (AUKERMAN und SAka12003;
EMERY etal. 2003; X. CHEN 2004).

Mit wachsender Anzahl entdeckter miRNAs entstand unter anderen die
Datenbank miRBase (KozoMARA und GRIFFITHS-JONES 2014b), zunachst
unter dem Namen The microRNA Registry (GRIFFITHS-JONES 2004). Ziel
dieser Datenbank ist, die miRNAs und deren Zielsequenzen zu katalogi-
sieren und deren Namensgebung zu vereinfachen (GRIFFITHS-JONES etal.
2006; KozoMARA und GRIFFITHS-JONES 2014a). Sie enthilt in der 21. Ver-
sion vom Juni 2014 iiber 35000 Eintrage fiir 223 Spezies (KozoMARA und
GRIFFITHS-JONES 2014Db).

MiRNAs werden mit dem Kiirzel »miR-«, gefolgt von einer Nummer, be-
nannt, wobei identische oder nahezu identische miRNAs die gleiche Num-
mer erhalten (AMBROS etal. 2003). MiRNAs mit sehr dhnlichen Sequen-
zen konnen statt einer neuen Nummer zusétzlich einen Buchstaben enthal-
ten und in einer Familie zusammegefasst werden (AMBRoOS et al. 2003), z. B.
»miR-181a«. Eine Ausnahme bei der Benennung bilden unter anderen die
ersten entdeckten miRNAs lin-4 und let-7 sowie deren Gene lin-4 und let-7.
Die Gene, die fiir die jeweilige miRNA codieren, werden nach den Konven-
tionen des jeweiligen Organismus benannt (AMBROS et al. 2003). Auflerdem
kann der Arm der pra-miRNA, aus dem die miRNA entstammt (s. Abschnitt
3.3), angegeben werden, indem »-5p« fiir den 5’-Arm oder »-3p« fiir den
3’-Arm angehéngt wird (z. B. »miR-181a-5p«). Schliefslich kann die Spezi-
es, aus der die miRNA isoliert wurde, durch eine Vorsilbe angezeigt werden,
wobei z. B. »cfa« fiir Canis lupus familiaris, »hsa« fiir Homo sapiens und »cel«
tiir C. elegans steht (ROMAINE etal. 2015).

3.2 Genomik

Die meisten miRNA-Sequenzen liegen im Genom weit von der Region der
mit ihnen in Verbindung gebrachten Zielsequenzen entfernt, was darauf
schlieflen ldsst, dass sie durch eine andere Transkriptionseinheit hervorge-
bracht werden (LAGOS-QUINTANA etal. 2001; Lavu etal. 2001; R. C. LEE und
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AMBROs 2001). Einige miRNA-Sequenzen liegen jedoch in den Introns von
pra-mRNA, welche meist auch die Ziel-mRNA ist, und werden somit durch
die Transkriptionseinheit dieses Gens erfasst (ARAVIN etal. 2003; LaGos-
QUINTANA etal. 2003; Lar etal. 2003; Lim, Lau, WEINSTEIN etal. 2003).
Beim Mensch gibt es einige miRNA-Gene mit einer Promotorregion dhn-
lich den Protein-codierenden Genen, womit eine von der Ziel-mRNA un-
abhéngige Transkription und Regulation gegeben ist (OzsoLAk etal. 2008).
Etwa die Halfte aller miRNA-Gene liegen in der Ndhe von anderen miRNA-
Genen, was eine polycistronische Transkription ermdglicht (LAGos-QUIN-
TANA etal. 2001; LAv etal. 2001; Kim 2005). Nahezu alle miRNAs sind zwi-
schen nahe verwandten Spezies, wie z. B. Mensch und Maus oder C. elegans
und C. briggsae, konserviert und es gibt einige miRNAs, die eine breite Kon-
servierung zwischen Spezies aufweisen (ARAVIN et al. 2003; LAGOS-QUINTA-
NA etal. 2003; LiMm, LAU, WEINSTEIN et al. 2003; LiM, GLASNER et al. 2003).

MiRNAs haben unterschiedliche Expressionsmuster. So sind beispiels-
weise die miRNAs lin-4 und let-7 in C. elegans je nach Entwicklungsstadium
unterschiedlich stark exprimiert (PASQUINELLI etal. 2000; LAu etal. 2001;
Lim, Lau, WEINSTEIN et al. 2003). Auflerdem gibt es eine gewebespezifische
Expression. So ist beim Sdugetier z. B. miR-1 tiberwiegend im Herz zu finden
(R. C. LEe und AMBROS 2001; LAGOS-QUINTANA etal. 2002), miR-122 vor
allem in der Leber (LAGOS-QUINTANA etal. 2002) und miR-223 in Granu-
lozyten und Makrophagen (C.-Z. CHEN etal. 2004). Die durchschnittliche
Anzahl an Kopien je miRNA und Zelle liegt bei C. elegans dabei zwischen
800 von miR-124 und uber 50 000 von miR-2, miR-52 und miR-58 (Lim,
Lau, WEINSTEIN et al. 2003).

3.3 Biogenese

3.3.1 Transkription und Reifung

Die meisten miRNAs werden von der RNA-Polymerase II in ein langes Pri-
martranskript, die sogenannte pri-miRNA, transkribiert (Y. LEE etal. 2004;
Car etal. 2004). Eine Ausnahme bilden wenige miRNAs, die bestimmte

23



Mikro-Ribonukleinsaure

Voraussetzungen fiir eine Transkription durch die RNA-Polymerase III
erfilllen (BORCHERT etal. 2006). Die pri-miRNAs bilden Haarnadelstruktu-
ren (LAGOS-QUINTANA etal. 2001; LAu etal. 2001; R. C. LEE und AMBROS
2001), besitzen eine 5’-Cap-Struktur, sind polyadenyliert (BRACHT etal.
2004; Car et al. 2004) und kénnen mono- oder polycistronisch sein (Y. LEE
etal. 2002). Im Zellkern werden sie durch das Enzym Drosha, einer RNase
I1I, nahe der Basis der Haarnadelstruktur in die etwa 70 Nukleotide lange
Vorlaufer-miRNA, die pre-miRNA, gespalten (Y. LEE etal. 2002; Y. LEE
etal. 2003). Aus einer polycistronischen pri-miRNA entstehen also meh-
rere pre-miRNAs. Drosha gehort zum Mikroprozessorkomplex, welcher
auch Doppelstrang-RNA-bindende Proteine enthdlt und fiir die miRNA-
Reifung benotigt wird (DENLI et al. 2004; GREGORY etal. 2004). Es gibt ei-
nen alternativen Reifungsweg von der Transkription zur pre-miRNA, der
den Mikroprozessorkomplex durch direktes Spleifien von Introns umgeht
(RuBy etal. 2007).

Die pre-miRNA besteht weiterhin aus einer Haarnadelstruktur und wird
aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert (Y1 et al. 2003; BOHNSACK
etal. 2004). Dort wird sie durch das Enzym Dicer, ebenfalls eine RNase
111, nahe der Schleife der Haarnadelstruktur gespalten (KETTING etal. 2001;
KNIGHT und Bass 2001). Daraus entsteht eine instabile, doppelstringige
miRNA, wovon ein Strang dem 5’-Arm und der andere Strang dem 3’-Arm
der Haarnadelstruktur entspricht (Y. LEE etal. 2002). Dieser miRNA-Dop-
pelstrang bindet an ein Argonautenprotein (HAMMOND etal. 2001; Mou-
RELATOS etal. 2002) und bildet zusammen mit anderen Proteinen einen
Vorldufer des RNA-induced silencing complex (RISC), den pre-RISC (Kawa-
MATA und TomAR1 2010). In einem letzten Schritt wird einer der beiden
miRNA-Stringe als reife miRNA ausgewéhlt (Kawamarta etal. 2009). Wel-
cher der beiden Striange das ist, hdngt von der thermodynamischen Stabilitdt
der beiden Enden des Doppelstrangs ab: Es wird fast immer der Strang mit
den schwicheren Basenpaarbindungen am 5’-Ende bevorzugt (KHVOROVA
etal. 2003; ScHWARZ et al. 2003). Der andere Strang wird entfernt und abge-
baut (HA und Kim 2014). Das Resultat ist der funktionsfahige RISC mit der
reifen miRNA (KawaMATA und ToMARI 2010).
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3.3.2 Regulation der Biogenese

Die Biogenese der miRNAs kann bei jedem der oben beschriebenen Schrit-
te reguliert werden. Auf der Ebene der Transkription kann dies zum einen
durch Transkriptionsfaktoren geschehen, die die RNA-Polymerase II ent-
weder hemmen oder aktivieren konnen (CAr1 etal. 2004; Y. LEE et al. 2004).
Zum anderen spielen epigenetische Mechanismen, wie DNA-Methylierung
und Histonmodifizierung, eine Rolle bei der transkriptionellen Regulation
der miRNA-Gene (Davis-DUsSeENBERY und Hata 2010).

Es gibt mehrere Mechanismen, welche die Expression, die Aktivitat oder
die Spezifitit des Enzyms Drosha regulieren (Ha und Kim 2014). Ein Bei-
spiel ist die gegenseitige Regulation von Drosha und einem Protein des
Mikroprozessorkomplexes, wobei letzteres Drosha stabilisiert, im Gegen-
zug aber Drosha die mRNA dieses Proteins destabilisiert (J. HAN etal.
2009). Eine weitere Moglichkeit sind posttranslationale Modifikationen,
die die Stabilitit (HERBERT etal. 2013), die Lokalisation im Zellkern (X.
TANG etal. 2011) und die Aktivitat (WADA etal. 2012) des Mikroprozessor-
komplexes beeinflussen. Auflerdem wird die Spaltung durch Drosha héufig
durch RNA-bindende Proteine kontrolliert, die selektiv an Drosha und/
oder pri-miRNAs binden (HA und Kim 2014).

Das Enzym Dicer interagiert mit einigen Proteinen, die doppelstringige
RNA binden. Dies sind z. B. bei D. melanogaster und beim Menschen zwar
unterschiedliche Proteine aber dhnliche Mechanismen (Ha und Kim 2014).
Ebenso konnen die Argonautenproteine durch eine Vielzahl an Modifika-
tionen reguliert werden.

Es sind auch verschiedene Regulationen der miRNAs selbst oder ihrer
Vorstufen beschrieben: Modifikation der Nukleotidsequenz der pri-miRNA
(W. YanG etal. 2006), Addition von Nukleotiden an das 3’-Ende der (pre-
)miRNA (AMERES und ZAMORE 2013), single nucleotide polymorphisms in
miRNA-Genen (Ryan et al. 2010), Methylierung von pre-miRNA (XHEMAL-
CE etal. 2012) oder durch Beeinflussung der miRNA-Stabilitdt (RUEGGER
und GrossHANS 2012). Eine Ubersicht iiber die komplexen Regulationsme-
chanismen der miRNA-Biogenese findet sich bei Ha und Kim (2014).
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3.4 Mechanismen und Zielerkennung

Der Hauptmechanismus des RISC mit der reifen miRNAs ist die posttran-
skriptionelle Hemmung der Genexpression durch die Bindung an eine Ziel-
mRNA. In manchen Fillen kann es auch zu einer Aktivierung der Gen-
expression kommen (VASUDEVAN etal. 2007). Zur Regulierung bindet die
miRNA im RISC gew6hnlich am 3’ untranslatierten Bereich der Ziel-mRNA
(LA12002; BARTEL 2009), seltener im 5’ untranslatierten Bereich (DA Sacco
und MAsoTTI 2012).

Fiir die posttranskriptionelle Hemmung gibt es zwei Moglichkeiten der
Beeinflussung: Bei nahezu perfekter Komplementaritit zur miRNA kommt
es zur Spaltung der mRNA, andernfalls wird deren Transkription unter-
driickt (DoeNCH etal. 2003; HUTVAGNER und ZAMORE 2002; ZENG etal.
2002; ZENG etal. 2003). Bei Tieren gibt es nur wenige miRNA-Ziele, die
gespalten werden (YEKTA etal. 2004), weil die meisten Paarungen nicht per-
fekt komplementér sind (BusHATI und S. M. CoHEN 2007). Bei der Unter-
driickung der Transkription wird die mRNA nicht aktiv abgebaut, sondern
wird durch Deadenylierung destabilisiert (GIRALDEZ et al. 2006; L. Wu et al.
2006). Fir den Zeitpunkt der Unterdriickung wahrend der Transkription
gibt es sowohl Hinweise fiir die Initiation (HUMPHREYS et al. 2005) als auch
tiir die Elongation (PETERSEN et al. 2006).

Entscheidende Faktoren der Zielerkennung und der miRNA-mRNA Bin-
dung sind die priméire Nukleotidsequenz der miRNA, die komplementa-
re Sequenz und die Struktur (d. h. die Zugénglichkeit fiir die miRNA) der
mRNA sowie die Menge an miRNA und mRNA (DorN und MATKOVICH
2014). Fir die Zielerkennung ist es nicht notwendig, dass die Sequenzen
komplett komplementér sind, vielmehr spielt eine Region der miRNA von
Nukleotid 2 bis 8 (seed region) eine wichtige Rolle bei der Erkennung (LA1
2002; LEwis et al. 2003; STARK et al. 2003; BRENNECKE et al. 2005).

BusHATI und S. M. COHEN ziehen aus mehreren Studien (FARH et al. 2005;
Lim etal. 2005; Soop etal. 2006; STARK etal. 2005) folgende Schliisse im
Hinblick auf Mechanismen und Funktionen (BusHATI und S. M. COHEN
2007, S. 182):
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(a) Die durchschnittliche miRNA hat Zielsequenzen in hunderten von
Genen.

(b) Nur wenige Ziel-mRNAs haben Bindungsstellen fiir nur eine einzige
miRNA, was darauf hindeutet, dass die Regulation einer Ziel-mRNA
durch eine einzige miRNA eher eine Ausnahme ist.

(c) mRNAs, die in grofier Anzahl vorhanden sind, stehen unter dem se-
lektiven Druck, die Regulation durch koexprimierte miRNAs zu ver-
meiden.

(d) Gene fiir grundlegende Zellvorgéinge sind auf weniger Zielsequenzen
und kiirzeren 3’ untranslatierten Bereichen selektiert, wohingegen
Gene fiir Entwicklungsprozesse eher eine Anreicherung der Zielse-
quenzen aufweisen.

3.5 Funktionen: Entwicklung und Gewebe

Die Funktion von miRNAs hdngt vom Organismus, von dessen Entwick-
lungsstadium und von der Gewebeart ab (BusHAaTI und S. M. COHEN 2007).
Manche miRNAs funktionieren als Schalter der Entwicklung: So verhindert
z.B. die Deletion von lin-4 (R. C. LEE etal. 1993; WIGHTMAN etal. 1993)
oder let-7 (REINHART etal. 2000) den Ubergang von der Larve zum adul-
ten Wurm von C. elegans. Dabei sind einige miRNAs Teil einer regulatori-
schen Riickkopplungsschleife: Fiir die Kontrolle der neuronalen Asymme-
trie in C. elegans wurden zwei miRNAs (Isy-6 und miR-273) identifiziert,
die in einer doppelten negativen Riickkopplungsschleife gegenseitigen Ein-
fluss auf zwei Transkriptionsfaktoren nehmen (JoHNSTON et al. 2005). An-
dere miRNAs sind durch Vernetzung mit mehreren Zielsequenzen an der
Feinabstimmung und der Robustheit in verschiedenen Entwicklungsphasen
beteiligt (GIRALDEZ etal. 2005; GIRALDEZ etal. 2006; BusHATI und S. M.
COHEN 2007).

Auch fiir verschiedene Gewebe wurden unterschiedliche Funktionen der
miRNAs festgestellt. In den Zellen der pankreatischen Inseln ist miR-375
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ein Inhibitor der Glukose-stimulierten Insulinsekretion (Poy etal. 2004).
Ein weiteres Beispiel ist miR-134, welche in kultivierten Hippocampuszel-
len die Grofle dendritischer Dornenfortsitze durch Hemmung eines Faktors
reguliert (SCHRATT et al. 2006). Im Gegensatz zu undifferenzierten Myoblas-
ten sind im ausdifferenzierten Herz- und Skelettmuskel miR-1 und miR-133
stark hochreguliert, sie werden koexprimiert und sind an der muskulédren
Differenzierung beteiligt (Y. ZHAO et al. 2005; J.-F. CHEN etal. 2006; Boutz
etal. 2007). AufSerdem konnen miR-1 und miR-133 direkt und indirekt kar-
dialer Fibrose vorbeugen (KARAKIKES et al. 2013; MATKOVICH et al. 2010).

3.6 Herzerkrankungen und miRNAs

Beim Mensch hat sich unter anderen neben Tumorerkrankungen (D. TANG
etal. 2013; D. G. WEBER etal. 2012; ZHENG etal. 2011), neurodegenerati-
ven Erkrankungen (MoLasy etal. 2016) und Infektionskrankheiten (VER-
MA etal. 2016) auch bei Herzerkrankungen (CORSTEN etal. 2010; FukusHI-
MA etal. 2011; SHEHADEH und HARE 2013) ein Zusammenhang zwischen
Erkrankung und zirkulierenden miRNAs gezeigt. MiRNAs wird daher eine
Rolle als potentieller Biomarker bei Erkrankungen zugesprochen.

Bei fibrotischen Herzerkrankungen haben sich vor allem zwei miRNAs
mit verandertem Expressionsmuster herausgestellt: miR-21, welche profi-
brotisch wirkt (LIANG etal. 2012; Roy etal. 2009), und miR-29, welche an-
tifibrotisch wirkt (Rooij etal. 2008). MiR-21 ist in kardialen Fibroblasten
angereichert und an deren Proliferation und Aktivierung beteiligt (GHOSH
etal. 2012; BRoNNUM etal. 2013). MiR-21 hat einen starken Effekt auf die
Homdostase der Extrazellularmatrix: Im Herzversagen ist miR-21 hochre-
guliert und korreliert positiv mit dem Ausmafi der Fibrose im linken Ven-
trikel (THUM et al. 2008). MiR-29 hat einige Ziel-mRNAs, die fiir Kompo-
nenten der Extrazellularmatrix (verschiedene Kollagentypen, Fibrillin und
Elastin) kodieren (CUSHING et al. 2011; RODERBURG et al. 2011). MiR-29 ist
im umgebenden Gewebe von Infarktzonen herunterreguliert, was auf einen
Verlust der antifibrotischen Wirkung hindeutet (Rooij etal. 2008).
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Obwohl miR-499 fast ausschliefllich im Herz exprimiert wird, waren
die Konzentrationen von miR-499 im Blutplasma bei allen Patienten mit
akutem Herzinfarkt erh6ht, wahrend diese bei den anderen Patienten nicht
messbar war (ADACHI etal. 2010).

In der Tiermedizin gibt es bisher wenige Studien, die sich mit der Ex-
pression von miRNAs und Herzerkrankungen befassen. STEUDEMANN et al.
(2013) untersuchten im Serum von acht Dobermiannern, mit (n = 4) und
ohne (n = 4) dilatativer Kardiomyopathie, 1368 verschiedene miRNAs mit-
tels Microarray, ohne signifikante Unterschiede zu finden. K. WEBER etal.
(2015) verglichen mittels Microarray miRNA-Profile aus dem Serum von
11 Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie mit 12 gesunden Katzen und
fanden 7 miRNAs (miR-381-3p, miR-486-3p, miR-4751, miR-476¢-3p, miR-
5700, miR-513a-3p und miR-320e) mit einer hoheren Expression bei den
Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie. Eine weitere Studie (Y. CHEN
etal. 2014) tiber zeitabhdngige miRNA-Expressionsunterschiede in Kardio-
myozyten und Fibroblasten bei Hunden mit Tachykardie-induziertem Herz-
versagen zeigte Unterschiede bei 10 miRNAs aus Proben des linken Atri-
ums und keine Unterschiede in Proben des linken Ventrikels. ZHANG etal.
(2015) berichteten in einer Studie - mit Hunden mit Schrittmacher-indu-
zierter atrialer Tachykardie und einer Kontrollgruppe - von 16 miRNAs, die
zwischen den Gruppen signifikant unterschiedlich exprimiert waren.

Es gibt zwei Studien tiber die Expression von miRNAs bei Hunden mit
ME: HuLANIcKA et al. fanden in Blutplasmaproben von 23 Dackeln mit ME
aus drei verschiedenen Stadien der ACVIM-Klassifikation zwei miRNAs mit
unterschiedlicher Expression: miR-30b war herunterreguliert in Stadium B
im Vergleich zu Stadium A und miR-133b war herrunterreguliert in Stadi-
um Cim Vergleich zu Stadium A (HuLANICKA etal. 2014). Q. L1 et al. fanden
11 miRNAs mit unterschiedlicher Expression bei 18 Hunden mit ME, eben-
falls aus drei verschiedenen Stadien der Erkrankung: Zwischen ACVIM-Sta-
dium A und B1/B2 oder C/D waren 7 miRNAs herunterreguliert (cfa-miR-
302d, cfa-miR-380, cfa-miR-874, cfa-miR-582, cfa-miR-490, cfa-miR-329b
und cfa-miR-487b) und 4 miRNAs hochreguliert (cfa-miR-103, cfa-miR-98,
cfa-let-7b und cfa-let-7¢c). Von diesen 11 miRNAs waren 6 (cfa-miR-582, cfa-
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miR-487b, cfa-miR-103, cfa-miR-98, cfa-let-7b und cfa-let-7c) signifikant
unterschiedlich zwischen Stadium B1/B2 und C/D (Q. L1 etal. 2015).

3.7 Nachweis von miRNAs

MiRNAs sind in Korperfliissigkeiten wie Blutplasma und -serum, Zerebro-
spinalfliissigkeit oder Urin leicht nachzuweisen (X. CHEN etal. 2008; MiT-
CHELL etal. 2008; J. A. WEBER etal. 2010; LORENZEN etal. 2011). Insbeson-
dere eignen sich Blutplasma und -serum fiir den Nachweis dieser zirkulie-
renden miRNAs (McDoNALD etal. 2011). MiRNAs konnen aktiv aus Zellen
ausgeschleust werden und dabei in Mikrovesikel eingeschlossen oder an Ar-
gonautenproteine und Lipoproteinkomplexe gebunden sein (VICKERs et al.
2011). Auf3erdem gibt es einige miRNAs, die durch passives Austreten in die
Zirkulation gelangen (X. CHEN et al. 2012). Die genauen Mechanismen sind
jedoch bisher noch nicht ganz geklért. Zirkulierende miRNAs sind in den
Vesikeln vor dem Abbau durch RNasen geschiitzt und relativ stabil (Hun-
TER et al. 2008; SKOG et al. 2008; VALADI et al. 2007).

MiRNAs kénnen mit verschiedenen Methoden nachgewiesen werden
(Kong etal. 2009). Dazu gehoren der Northern Blot (VALOczI et al. 2004),
die Durchflusszytometrie (Lu et al. 2005), der Microarray (FICHTLSCHERER
etal. 2010; H. ZHAO etal. 2010), die Reverse-Transkription-qPCR (RT-
qPCR) - eine Kombination aus Reverser Transkription und quantitativer
Echtzeit-PCR (qPCR) - (BEnEs und CastoLp1 2010; C. CHEN etal. 2005;
H. YANG etal. 2009) und das deep sequencing (Hu etal. 2010; Q. Wu etal.
2011). Von diesen Methoden ist die RT-qPCR zur gleichzeitigen Bestim-
mung der Expressionsprofile vieler bekannter miRNAs durch die Kombina-
tion von hoher Sensitivitat, hoher Spezifitit und guter Reproduzierbarkeit
den anderen tiberlegen (Y. CHEN etal. 2009; Kong etal. 2009; KaANG etal.
2012). Innerhalb der Methode konnte die Sensitivitat erhoht werden, indem
die komplementdre Desoxyribonukleinsdure, engl. complementary deoxyri-
bonucleic acid (cDNA), praamplifiziert wurde (Y. CHEN etal. 2009). Die
Effizienz der miRNA-Aufreinigung kann durch Hinzufiigen einer syntheti-
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schen miRNA kontrolliert werden (KANG etal. 2012).

Die Normalisierung der RT-qPCR-Daten ist ein wichtiger Schritt, der
durch das Fehlen verifizierter Haushaltsgene in Serum- oder Plasmaproben
erschwert wird (KANG etal. 2012). Es gibt drei Ansitze, die bisher fiir zirku-
lierende miRNAs vorgeschlagen wurden, wovon jedoch keiner eine ideale
Losung darstellt (KANG etal. 2012).

Erstens konnen einzelne Gene als Referenz verwendet werden, die auf-
grund der bisherigen Datenlage als stabil exprimiert gelten, sogenannte
Haushaltsgene (VANDESOMPELE etal. 2002; PELTIER und LaTHAM 2008),
oder die zur Kontrolle der Aufreinigung (s.o.) hinzugefiigt wurden (Mrt-
CHELL etal. 2008; BRASE etal. 2011). Zum Beispiel wurden beim Mensch
unter anderem RNU-6 und miR-520d-5p als Haushaltsgene fiir miRNA-Stu-
dien von Blutplasmaproben vorgeschlagen (RIcCE et al. 2015). Eine konstante
Expression unter allen experimentellen Bedingungen ist fiir Haushaltsgene
jedoch nicht gegeben (VANDESOMPELE et al. 2002).

Der zweite Ansatz besteht darin, dass fiir die jeweilige Studie passende
Referenzen ausgesucht werden. Dabei werden verschiedene miRNAs durch
einen Algorithmus miteinander verglichen und eine Kombination aus den
stabilsten miRNAs ausgewdhlt (VANDESOMPELE et al. 2002; R1CE et al. 2015).
Diese Methode kann sehr arbeitsaufwindig sein, da zundchst moglicherwei-
se mehrere Proben auf mégliche Referenz-miRNAs untersucht werden miis-
sen (KANG etal. 2012).

Und drittens besteht der neueste Ansatz darin, die Normalisierung mit
dem Mittelwert aller untersuchten miRNAs durchzufithren (MESTDAGH
etal. 2009). Dieser Ansatz geht davon aus, dass der Mittelwert der Ex-
pressionswerte aller miRNAs bei allen untersuchten Proben konstant ist.
MESTDAGH etal. zeigten, dass diese Methode im Vergleich zu den bei-
den anderen technische Schwankungen besser reduzierte und biologische
Schwankungen besser aufrechterhielt (MESTDAGH et al. 2009). Diese Metho-
de ist einfach in der Durchfiihrung und eignet sich gut, wenn viele miRNAs
gleichzeitig analysiert werden (KANG etal. 2012).
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4 Material

Die Gerite, die fiir die Durchfiihrung der vorliegenden Studie verwendet
wurden, sind in Tabelle 4.1 gelistet. Das fiir die Untersuchung der Hunde
und der Proben verwendete Verbrauchsmaterial findet sich in Tabelle 4.2.
Bei der RNA-Extraktion wurden Chloroform zur Analyse (Merck KGaA,
Darmstadt, DE) und Ethanol > 99,8 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, US) ver-
wendet. Fiir die Untersuchung der Proben wurden kommerzielle Kits ver-
wendet. Diese sowie deren Inhalt sind in Tabelle 4.3 aufgefiihrt.

Es wurden auflerdem benutzerdefinierte Mikrotestplatten mit 384 Ver-
tiefungen (Custom miScript miRNA PCR Array) und die dazu passenden
Primer (miScript PreAmp Custom Primer Mix) der Qiagen GmbH, Hilden
(DE) verwendet. Die 384 Vertiefungen der Mikrotestplatten waren mit einer
Buchstabenkoordinate (A...P) und einer Zahlenkoordinate (1...24) versehen.
Fiir die Belegung der Mikrotestplatten mit zwei Proben wurden die Vertie-
fungen in zwei identische Hilften aufgeteilt: A1 bis H24 (erste Halfte) und
I1 bis P24 (zweite Halfte). In Tabelle A.1 sind die Zielprodukte der Primer
fiir jede Vertiefung der Mikrotestplatte aufgelistet, zusammen mit der zu-
gehorigen Nummer der Datenbank miRBase (KozoMARA und GRIFFITHS-
JoNEs 2014b). In Tabelle A.1 finden sich auflerdem zweimal je Probe die
Positivkontrolle der gPCR (PPC), zweimal je Probe die Kontrolle fiir die Ef-
fizienz der Reversen Transkription (miRTC) sowie vier weitere Kontrollen
(SNORD61, -68 und -95 und RNU6-6P).

Fiir die Rekrutierung der Patienten wurde die Software EchoPAC (Versi-
on 112; Entwickler: GE Medical Systems, Horten, NO) und Vetera.net (Ent-
wickler: GP Software, Eltville, DE) eingesetzt. Die Betrachtung der digitalen
Rontgenbilder erfolgte mit Horos (Version 1.1.7; Entwickler: Horos Project).
Fiir die Bedienung des Echtzeit-PCR-Gerdts sowie fiir die Auswertung der
Rohdaten der qPCR wurde die Software SDS (Version 2.4.1; Entwickler: Ap-
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plied Biosystems, Waltham, US) verwendet. Auflerdem wurde zur Daten-
analyse Excel 2013 (Version 14.0; Entwickler: Microsoft Corporation, Red-
mond, US), das internetbasierte Data Analysis Center (QIAGEN 2013) und
GenEx (Version 6; Entwickler: Multid Analysis AB, Goteborg, SE) verwen-
det.
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Vortex-Gerit

Mixer Uzusio
VTX-3000L

Tabelle 4.1 Liste der verwendeten Gerite
Bezeichnung im Text Produktbezeichnung Hersteller
Echtzeit-PCR-Gerat ~ ABI PRISM 7900HT Applied Biosystems,
Sequence Detection Waltham (US)
System
Mehrkanalpipette Eppendorf Research, Eppendorf AG,
variabel (10-100 pl) Hamburg (DE)
Mikrozentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf AG,
Hamburg (DE)
Pipette (einkanalig) Eppendorf Research, Eppendorf AG,
variabel (verschiedene Hamburg (DE)
Volumina: 0,1-2,5 pl,
0,5-10 pl, 2-20 pl,
10-100 ul, 20-200 pul und
100-1000 pl)
Reagenzreservoir Tip-Tub Eppendorf AG,
Hamburg (DE)
Rontgengerat XSTAR-14 Comet Holding AG,
Wiinnewil-Flamatt (CH)
Thermozykler Mastercycler EP Gradient Eppendorf AG,
S Hamburg (DE)
Tischzentrifuge Universal 320 R Andreas Hettich
GmbH & Co. KG,
Tuttlingen (DE)
Ultraschallgerat Vivid 7 GE Medical Systems,
Horten (NO)
Ultraschallsonde M3S (1,5-4,0 MHz GE Medical Systems,
Bandbreite) und 7S Horten (NO)
(3-8 MHz Bandbreite)
Universalzentrifuge =~ Heraeus Multifuge 3 L-R Thermo Fisher Scientific

Inc., Waltham (US)
LMS, Tokio (JP)
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Tabelle 4.2 Liste des verwendeten Verbrauchsmaterials

Bezeichnung im Text Produktbezeichnung Hersteller

15-ml-Rohrchen Polypropylen Rohrchen, Greiner Bio-One
konischer Boden und GmbH,
Schraubverschluss, Frickenhausen (DE)
15ml

Aluminiumfolie Rotilabo- Carl Roth
Aluminiumfolie GmbH & Co. KG,

EDTA-haltige
Probenrohrchen

Kaniile
Mikrozentrifugen-

Rohrchen
PCR-Rohrchen

Ultraschall-Kontaktgel

Tube 5ml, K3 EDTA

BD Microlance 3
(0,9 mm x 40 mm)

Safe-Lock Tubes 2,0 ml

Quali-PCR-Tubes mit
anhdngendem Deckel,
0,2ml

Aquasonic Clear

epT.LPS.
(Pipettenspitzen,
verschiedene Grofien)

Karlsruhe (DE)

Sarstedt AG & Co. KG,
Nimbrecht (DE )

Becton Dickinson S. A.,
Fraga (ES)

Eppendorf AG,
Hamburg (DE)

Kisker Biotech
GmbH & Co. KG,
Steinfurt (DE)

Parker Laboratories,
Fairfield (US)

Eppendorf AG,
Hamburg (DE)
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Tabelle4.3 Liste der verwendeten Kits (Hersteller: Qiagen GmbH, Hilden (DE))

Name

Inhalt (Herstellerbezeichnung)

miRNeasy Serum/Plasma Kit

miRNeasy Serum/Plasma Spike-In
Control

miScript II RT Kit

miScript PreAMP PCR Kit

miScript SYBR Green PCR Kit

RNeasy MinElute Spin Columns
Collection Tubes (1,5 ml und 2 ml)
QIAzol Lysis Reagent

Ce_miR-39_1 miScript Primer Assay
Buffer RWT

Buffer RWE

RNase-free Water (RNase-freies
Wasser)

lyophilized C. elegans miR-39 miRNA
mimic (gefriergetrocknete
synthetische cel-miR-39:
Syn-cel-miR-39)

miScript Reverse Transkriptase Mix
10x miScript Nucleics Mix

5x miScript HiSpec Buffer

5x miScript HiFlex Buffer (nicht
verwendet)

RNase-free Water (RNase-freies
Wasser)

5x miScript PreAmp Buffer
HotStarTaq DNA Polymerase (2 U/pl)
miScript PreAmp Universal Primer
miScript Primer Assays

RNase-free Water (RNase-freies
Wasser)

2x QuantiTect SYBR Green PCR
Master Mix

10x miScript Universal Primer
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Abbildung 4.1 Schema der Mikrotestplatten

Die 384 Vertiefungen der Platte sind in zwei Halften geteilt (hellgriin und dun-
kelblau). Auf jede Hilfte wird jeweils eine Probe aufgetragen. Die Vertiefungen
sind auflerdem mit einer Buchstabenkoordinate (A...P) und einer Zahlenkoordi-
nate (1...24) versehen. Die beiden Halften sind deckungsgleich mit den gleichen

Primern belegt (A1 entspricht dabei I1 usw.). Siehe dazu auch Tabelle A.1.
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5 Methoden

5.1 Patientenauswahl

Die Einteilung in die Stadien der modifizierten CHIEF-Klassifikation erfolg-
te prospektiv fiir Hunde mit ME wéhrend einer klinisch indizierten Untersu-
chung in der kardiologischen Abteilung der Medizinischen Kleintierklinik
der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen. Die Auswahl der Hunde er-
folgte retrospektiv aus den Datenbanken der Software EchoPac und Vete-
ra.net. Die Hunde wurden in die Studienpopulation aufgenommen, wenn
sie alle Einschlusskriterien erfiillten. Ein Ausschluss aus der Studie erfolgte,
wenn mindestens ein Ausschlusskriterium gegeben war. Die Durchfiihrung
dieser Studie wurde von der Ethikkommission der Tierdrztlichen Fakultit
der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen genehmigt.

Die Einschlusskriterien waren wie folgt: Die Hunde mussten an ME er-
krankt sein. Auflerdem mussten sie in den Stadien B1, B2 und C2 bzw. C3
der modifizierten CHIEF-Klassifikation (Definition s. Tabelle 2.1) unter-
sucht worden sein. Bei diesen Untersuchungen war jeweils eine klinische
Aufarbeitung, eine echokardiografische Untersuchung sowie eine Blutplas-
maprobe fiir den Studieneinschluss notwendig. Die echokardiografischen
Einschlusskriterien in Stadium B1 waren eine Mitralklappenverdickung
sowie eine Mitralklappeninsuffizienz (Schweregrad mindestens geringgra-
dig), ohne Vergroflerung des linken Atriums oder des linken Ventrikels. In
Stadium B2 musste zusdtzlich echokardiografisch eine Vergroflerung des
linken Atriums oder des linken Ventrikels oder beides vorhanden sein. Das
Stadium C2 oder C3, d.h. akutes erstmaliges CHF, musste radiografisch
und/oder klinisch diagnostiziert werden. Falls es von einem Hund mehrere
Untersuchungen in einem Stadium gab, wurde jeweils folgende Untersu-
chung ausgewdhlt: in Stadium B1 die erste Untersuchung, in Stadium B2
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die letzte Untersuchung vor erstmaligem CHF (d. h. vor Stadium C2 bzw.
C3) und in Stadium C2 oder C3 die erste Untersuchung.

Zum Ausschluss aus der Studie fithrten alle kardialen Erkrankungen, mit
Ausnahme der ME und einer zusitzlich auftretenden degenerativen Tri-
kuspidalklappenerkrankung. AufSerdem wurden die Hunde ausgeschlossen,
wenn zum Zeitpunkt der Untersuchung schwere systemische Erkrankungen
oder Tumorerkrankungen dokumentiert waren.

5.2 Untersuchung der Patienten

5.2.1 Signalement, Anamnese und Vorbericht

Bei jedem Hund wurde vor jeder Untersuchung das Signalement (Rasse,
Korpergewicht, Alter und Geschlecht) ermittelt und protokolliert. Es wur-
den auflerdem Anamnese und Vorbericht des Tieres beim Besitzer erfragt
und in die Datenbanken von Vetera.net und EchoPac (Kapitel 4) aufgenom-
men. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf Symptome gelegt, die auf
ein CHF hinweisen (Husten, Polypnoe, Dyspnoe und Leistungsintoleranz).
Polypnoe war als erhohte Ruheatemfrequenz von mehr als 40 Atemziigen
pro Minute definiert, Dyspnoe als angestrengte oder schwerfillige Atmung.
Auch die aktuelle Medikation der Tiere wurde notiert. Dabei wurden Me-
dikamente beriicksichtigt, die innerhalb von vier Wochen vor der Untersu-
chung tiber mindestens eine Woche verabreicht wurden.

5.2.2 Klinische und kardiovaskuldre Untersuchung

Jeder Patient wurde einer vollstindigen klinischen Untersuchung unterzo-
gen. Fir die kardiovaskuldre Untersuchung wurden Herzfrequenz, Herz-
rhythmus, Herztone, Herzgerausche, Pulsqualitit und ein mégliches Pulsde-
fizit beurteilt. Dafiir wurde das Herz beidseits mindestens eine Minute aus-
kultiert sowie gleichzeitig der Puls an der Arteria femoralis palpiert. Herz-
gerdusche wurden nach Lokalisation des Punctum maximum (links basal,
links apikal oder rechts), Intensitét (Grad 1 bis 6) und Phase (systolisch, di-
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astolisch oder kontinuierlich) bewertet. Bei der Herzgerduschintensitit ent-
spricht Grad 1 einem sehr leisen Herzgerdusch, das nicht immer hérbar ist.
Grad 2 ist ein leises Herzgerdusch, das immer zu horen und leiser als die
Herztone ist. Grad 3 ist ein Herzgerdusch, das etwa so laut wie die Herzto-
ne ist. Grad 4 - sowie Grad 5 und 6 - sind Herzgerdusche, die lauter als die
Herztone sind. Grad 5 ist auferdem als ein Vibrieren an der Thoraxwand zu
spiiren. Grad 6 kann zusitzlich mit dem leicht von der Thoraxwand abgeho-
benen Stethoskop auskultiert werden (FREEMAN und LEVINE 1933). Bei Auf-
falligkeiten im Herzrhythmus wurde im Anschluss ein EKG durchgefiihrt.

5.2.3 Echokardiografie

Fiir die transthorakale echokardiografische Untersuchung wurde das Ultra-
schallgerit und die Ultraschallsonde aus Tabelle 4.1 verwendet. Die Unter-
suchung wurde von einem zertifizierten Kardiologen (Priv.-Doz. Dr. GER-
HARD WEss) oder von einem Kardiologie-Resident unter dessen Aufsicht
durchgefiihrt. Das unsedierte Tier war in Seitenlage auf einem Tisch mit
Aussparung positioniert, um den Zugang zum Brustkorb von unten zu er-
moglichen. Durch Verwendung von 70%igem Alkohol und Ultraschallkon-
taktgel wurde auf ein Scheren des Brustkorbes verzichtet. Wahrend der echo-
kardiografischen Untersuchung waren zwei EKG-Klemmen fiir ein einkana-
liges EKG am Tier angelegt. Die Aufnahmen erfolgten in rechter Seitenlage
in den Ebenen der parasternalen Langs- und Kurzachse sowie in linker Sei-
tenlage in der Ebene des linksapikalen Vier- bzw. Fliinfkammerblicks (nach
THOMAS 1984). Von jeder Aufnahme wurde eine Bildsequenz aus mindes-
tens drei aufeinander folgenden Herzzyklen zur Analyse gespeichert.

Die Mitralklappe wurde auf moégliche Verdnderungen - Verdickung (Ab-
bildung 5.1 A), Prolaps und Flail - im 2D-Echtzeitmodus des rechtsparas-
ternalen und des linksapikalen Vierkammerblicks beurteilt. Ein Mitralklap-
penprolaps war als Verlagerung eines oder beider Mitralklappensegel basal
der Ebene des Mitralklappenannulus wahrend der Systole definiert (Abbil-
dung 5.1 B). Flail der Mitralklappe war vorhanden, wenn ein Mitralklappen-
segel in das linke Atrium wiahrend der Systole durchschlug (OLIVIER etal.
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Abbildung 5.1 Echokardiografische Verdnderungen an der Mitralklappe
Linksapikaler Vierkammerblick des Herzens im 2D-Echtzeitmodus (Standbilder)
mit Vergroflerung der Mitralklappe (A-C: Hund 3 in Stadium C2) bzw. Farbdopp-
ler iber Mitralklappe und linkem Atrium (D: Hund 5 in Stadium B1). Links un-
ten in den Abbildungen sind jeweils die Ausschldge des einkanaligen Elektrokar-
diogramms zu erkennen, die rote Markierung gibt die Position des Standbilds an.
(A) Verdickung des anterioren und posterioren Mitralklappensegels. (B) Mitral-
klappenprolaps: Das anteriore (gelber Pfeilkopf) und das posteriore (gelber Pfeil)
Mitralklappensegel wolben sich wiahrend der Systole in das linke Atrium (unterhalb
der gelben gestrichelten Linie) vor. Die gelbe gestrichelte Linie stellt die Ebene des
Mitralklappenannulus schematisch dar. (C) Flail: Ein Teil des posterioren Mitral-
klappensegels wird wiahrend der Systole in das linke Atrium verlagert (gelbe Pfeil-
kopfe). (D) Mitralklappeninsufhzienz, mittelgradig: Der blau-gelbe Bereich zeigt
einen turbulenten Blutfluss (Insuffizienzjet) durch die Mitralklappe in das linke
Atrium wiahrend der Systole an. Die Fliche des Insuffizienzjets betragt etwas mehr
als ein Drittel der Flache des linken Atriums.
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1984; Jacoss etal. 1995; s.a. Abbildung 5.1 C). Die Mitral- und Trikuspi-
dalklappeninsuffizienzen wurden im Farbdoppler des rechtsparasternalen
und des linksapikalen Vierkammerblicks nach Schweregrad eingeteilt (Ab-
bildung 5.1 D). Dabei wurde das Verhiltnis der Fliche des Insufhizienzjets
im Farbdoppler zur Fliche des Atriums im 2D-Echtzeitmodus im gleichen
Herzzyklus herangezogen. Betrug die Fliche des Insuffizienzjets im Farb-
doppler weniger als ein Drittel der Fliche des Atriums, so war der Schwe-
regrad geringgradig. Ein Drittel bis die Halfte der Flache des Atriums ent-
sprach mittelgradig und mehr als die Halfte entsprach hochgradig (modifi-
ziert nach HELMCKE et al. 1987; Muzzi et al. 2003).

Die echokardiografischen Messungen wurden nach der Leading-Edge-
Methode aus den Empfehlungen der American Society of Echocardiography
durchgefiihrt (SAHN et al. 1978). Der linke Ventrikel wurde im M-Mode der
rechtsparasternalen Lingsachse gemessen (BONAGURA 1983): Dazu wurden
die Durchmesser des interventrikuldren Septums, des linken Ventrikels und
der linksventrikuldren freien Wand jeweils fiir die Systole und fiir die Dias-
tole als Mittelwert aus drei aufeinanderfolgenden Herzzyklen bestimmt. Fiir
die Beurteilung der linksventrikuldren Dimensionen waren der Durchmes-
ser des linken Ventrikels in der End-Diastole Dyyp und der Durchmesser
des linken Ventrikels in der Systole Dyys entscheidend (Abbildung 5.2). Da-
tiir wurden auf das Kérpergewicht my normalisierte Grenzwerte verwendet.
Fiir den normalisierten Wert Nyyp des Durchmessers des linken Ventrikels
in der End-Diastole Dyyp gibt es nach CorNELL etal. (2004) folgenden
Zusammenhang:

D LVD

e (51)

NLVD =

mit einem oberen Referenzwert von 1,85 cm/kg. Entsprechend gilt fiir den
normalisierten Wert Nys des Durchmessers des linken Ventrikels in der
Systole Dy ys nach CORNELL etal. (2004):

D LVS

mKo,315 > (5'2)

Nrys =

mit einem oberen Referenzwert von 1,26 cm/kg. Das linke Atrium wurde in
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Abbildung 5.2 Schema der echokardiografischen Messung des linken Ventrikels
Rechtsparasternale Langsachse mit M-Mode orthogonal zur Langsachse des linken
Ventrikels von Hund 5 (Stadium C2). Im oberen Viertel der Abbildung ist der Sek-
tor des 2D-Echtzeitmodus mit einer gestrichelten Linie zu sehen. Darunter ist das
Signal entlang dieser gestrichelten Linie gegen die Zeit (3 s) sowie gegen ein einka-
naliges EKG (ganz unten im Bild) aufgetragen. Rechts daneben ist die Eindringtiefe
(cm) angegeben. Rechts unten in der Abildung ist die durchschnittliche Herzfre-
quenz der Bildsequenz zu erkennen. Der Durchmesser des linken Ventrikels in der
End-Diastole Dy yp und der Durchmesser des linken Ventrikels in der Systole Dyys
sind als gelbe Balken symbolisch in den dritten (von sechs) vollstandig abgebildeten
Herzzyklen eingezeichnet.
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Standbildern des 2D-Echtzeitmodus der rechtsparasternalen Kurzachse auf
Hohe der Herzbasis evaluiert (Abbildung 5.3). Als Zeitpunkt wurde in der
frithen Diastole das erste Bild mit geschlossener Aortenklappe und symme-
trischer Darstellung der Aortenklappensegel gewéhlt (HaNssoN et al. 2002).
Der Durchmesser des linken Atriums Dy, und der Durchmesser der Aorta
Dy, wurden gepaart im selben Standbild als Mittelwert aus drei Messungen
aufeinanderfolgender Herzzyklen ermittelt. Das linke Atrium wurde nach
Risaniw und ErB (2000) als vergroflert betrachtet, wenn fiir das Verhéltnis
des Durchmessers des linken Atriums Dy, zum Durchmesser der Aorta Dy,
galt:
Dy

DAO

>1,6. (5.3)

Eine Herzvergrofierung war echokardiografisch dann gegeben, wenn ent-
weder der linke Ventrikel in der Diastole (Npyp > 1,85 cm/kg) oder daslinke
Atrium vergroflert war, oder wenn beide Werte iiber der Norm waren. Der
systolische Durchmesser des linken Ventrikels konnte zusitzlich jeweils ver-
groflert (Npys > 1,26 cm/kg) oder nicht vergroflert sein.

5.2.4 Radiografie

Bei Verdacht auf CHF wurden Rontgenaufnahmen des Thorax angefertigt
(Rontgengerit s. Tabelle 4.1). Es wurden Aufnahmen in mindestens zwei
Ebenen (rechtsanliegender laterolateraler Strahlengang und ventrodorsaler
Strahlengang), bei Bedarf in einer dritten Ebene (linksanliegender laterola-
teraler Strahlengang), belichtet. Folgende Parameter wurden in der Ront-
gen-Bewertung beurteilt: linksatriale Vergrofierung, Position der Trachea,
Pulmonalvenenstauung, Lungeninfiltrate und Pleuraerguss. Diesen Parame-
tern wurden nach SCHOBER etal. (2010) je nach Ausprigung Punkte zuge-
teilt, deren Gesamtpunktzahl eine Aussage iiber das Vorhandensein eines
CHFs ermoglicht (Tabelle 5.1). Eine linksatriale Vergroéf3erung war in der
laterolateralen Rontgenaufnahme definiert als eine Vergrofierung des Herz-
schattens im Bereich des linken Atriums, kaudal der Bifurcatio tracheae —
sowie zusatzlich als ein steilerer (nach dorsal gerichteter) Verlauf der kauda-
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Abbildung 5.3 Schema der echokardiografischen Messung des linken Atriums
Herzbasis in der rechtsparasternalen Kurzachse von Hund 8 (Stadium C2) im 2D-
Echtzeitmodus (Standbild). Der Durchmesser der Aorta Dy, und der Durchmesser
des linken Atriums Dy 4 sind schematisch eingezeichnet (gelbe Balken). AufSerdem
in der Abbildung: das einkanalige Elektrokardiogramm mit der roten Markierung
als Position des Standbilds (links unten), die Eindringtiefe (cm) als Skala links des
Sektors und die durchschnittliche Herzfrequenz (1/min; rechts unten).
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Tabelle 5.1 Beurteilung der Rontgenaufnahmen *

Parameter Beurteilung Punktzahl
Trachea nicht angehoben 0
angehoben 1
linksatriale Vergrofierung keine 0
geringgradig 1
mittelgradig-hochgradig 3
Pulmonalvenenstauung nicht vorhanden 0
vorhanden 3
Lungeninfiltrate (kompatibel keine 0
mit
kardiogenem Lungen6dem) mild interstitiell 1
diffus interstitiell 2
alveolar 3
Pleuraerguss nicht vorhanden 0
vorhanden 1
Gesamtpunktzahl CHE ? unwahrscheinlich 0-2
CHF moglich 3-4
CHF wahrscheinlich 5-11

% nach ScHoBER etal. (2010)  ® kongestives Herzversagen (engl. congestive heart failure)
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len Herzsilhouette im Bereich des Ubergangs von linkem Ventrikel zu lin-
kem Atrium. Die Trachea galt als angehoben, wenn der thorakale Teil der
Trachea durch die Vergrofierung des Herzens nach dorsal verdringt wur-
de (iber einen parallelen Verlauf zur Wirbelsdule bis hin zur maximalen
Verdriangung an die dorsale Brustkorbwand). Die Pulmonalvenen wurden
als gestaut gewertet, wenn der Durchmesser der kranialen Pulmonalvenen
grofler als der Durchmesser des oberen Drittels des vierten Rippenbogens
war (THRALL und LosoNsky 1976; Out etal. 2015). Lungeninfiltrate (kom-
patibel mit kardiogenem Lungenddem) wurden als mild interstitiell, diffus
interstitiell oder alveoldr nach SUTER und CHAN (1968) sowie nach BURK
(1983) definiert.

Zusatzlich wurde in der laterolateralen Rontgenaufnahme die Grofie des
Herzschattens in Brustwirbelkorpern Iy bestimmt. Die Linge des Herzens
Iy (gemessen von der Bifurcatio tracheae zum Apex cordis) wird dabei mit
der Breite des Herzens by (gemessen an der breitesten Stelle apikal der Herz-
basis, orthogonal zu lyy) addiert. Der Wert von

lVHS = ZH + bH (54)

wird in Anzahl an Brustwirbeln angegeben: Beginnend vom vierten Brust-
wirbelkorper werden die Wirbelkorper gezahlt, tiber die sich lyys erstreckt
(vgl. BucHANAN und BUCHELER 1995; BUCHANAN 2000). Der von BuCHAN-
AN und BUCHELER (1995) vorgeschlagene obere Referenzwert von 9,7
(£0,5) Brustwirbelkorpern erwies sich als rasseabhingig: JEPSEN-GRANT
etal. (2013) zeigten einen signifikant grofieren Normalbereich insbeson-
dere bei brachyzephalen und chondrodystrophischen Hunderassen. Der
Wert von lyys war keine notwendige oder hinreichende Bedingung fiir die
Klassifikation der ME.
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5.3 Untersuchung der Proben

5.3.1 Blutplasmagewinnung

Die Blutentnahme erfolgte nach klinischer Indikation durch Punktion
der linken oder rechten Vena jugularis externa, Vena cephalica antebra-
chii oder Vena saphena lateralis. Das Blut wurde direkt aus der Kaniile in
EDTA-haltige Probenréhrchen gewonnen und innerhalb weniger Minuten
zentrifugiert (Tischzentrifuge: relative Zentrifugalbeschleunigung azs =
3600 g, Zentrifugentemperatur 9; = 4°C, Zentrifugationszeit ¢, = 5min).
Der Uberstand, das Blutplasma, wurde in ein Mikrozentrifugen-Rohrchen
pipettiert und umgehend bei —20°C fiir 24 h bis 72h, anschliefSend bei
—80 °C bis zur RNA-Extraktion gelagert.

5.3.2 RNA-Extraktion

Das Prinzip der RNA-Extraktion beruht auf der Lyse der in den Proben
enthaltenen Proteine durch Phenol und Guanidinthiocyanat. Anschlieflend
erfolgt eine Aufreinigung der gesamten RNA, einschliefdlich miRNA, durch
Sdulen mit Silica-Membranen. Ausgangsmaterial fiir die RNA-Extraktion
waren die tiefgefrorenen Blutplasmaproben aus Abschnitt 5.3.1. Fir die
Durchfithrung wurde das miRNeasy Serum/Plasma Kit verwendet und
das dazugehorige Protokoll (QIAGeN 2012c¢) befolgt. Auflerdem wurde der
Probe bei der RNA-Extraktion die synthetische miRNA Syn-cel-miR-39
hinzugefiigt (miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control, s. Kapitel 4).

Vor Beginn wurden die beiden Puffer Buffer RWT und Buffer RPE ver-
diinnt und eine Losung (5 nM) der Syn-cel-miR-39 hergestellt. Die Blutplas-
maproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Von jedem Hund wur-
den je Stadium 200 pl als Probenmenge in ein Mikrozentrifugen-Rohrchen
pipettiert und mit 1000 pl QIAzol Lysis Reagent auf dem Vortex-Gerét ver-
mischt. Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fiir 5min. Von der
Loésung der Syn-cel-miR-39 wurden 2 pl dazugegeben und mit Hilfe der Pi-
pette vermischt. Im néchsten Schritt wurden 200 ul Chloroform hinzugege-
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ben, auf dem Vortex-Gerit fiir 15 s vermischt und anschliefSend bei Raum-
temperatur fiir 3 min inkubiert. Anschlielend wurde das Gemisch zentrifu-
giert (Mikrozentrifuge: azs =12000g, 9 = 4°C, tz = 15 min), wodurch ei-
ne Auftrennung in drei Phasen erfolgte: eine obere, RNA enthaltende Phase
(wiéssrig und farblos), eine DNA und Proteine enthaltende Zwischenphase
(weifl) und eine untere, Proteine enthaltende, organische Phase (rot).

Die obere Phase wurde sorgfaltig ohne Anteile der Zwischenphase ent-
nommen und mit der 1,5-fachen Menge Ethanol > 99,8 % in einem neuen
Mikrozentrifugen-Roéhrchen mit einer Pipette vermischt. Die Menge der
oberen Phase kann bei diesem Schritt je nach Ausgangsprobe variieren
und lag bei den bearbeiteten Proben bei ca. 650 ul (600 pl bis 700 ul). Nun
folgte die Auftrennung von RNA und Kontaminanten. Bei diesem Schritt
bindet RNA an die Sdulenmembran. Kontaminanten werden dann durch
Waschen von der RNA getrennt. Vom Obere-Phase-Ethanol-Gemisch wur-
den zunidchst 700 pl auf eine Sdule (RNeasy MinElute spin column) in ei-
nem 2-ml-Sammelrohrchen pipettiert und mit geschlossenem Saulende-
ckel zentrifugiert (Mikrozentrifuge: az =12000g, 9, = 22°C, t; = 155).
Der Durchfluss wurde verworfen. Mit dem Rest des Gemisches wurde das
Laden der Sdule mit der gleichen Zentrifugationskonfiguration (Mikrozen-
trifuge: azs = 12000 g, 97 = 22°C, t; = 15s) wiederholt und der Durchfluss
verworfen.

Auf die Sdule wurden 700 pl Buffer RWT gegeben und ebenfalls mit ge-
schlossenem Sédulendeckel zentrifugiert (Mikrozentrifuge: azs = 12000g,
9z = 22°C, t; = 155s), der Durchfluss verworfen. Diese Zentrifugation wur-
de zweimal wiederholt und der entstandene Durchfluss jeweils verworfen:
zunidchst mit 500 ul Buffer RWE, dann mit 500 ul Ethanol 80 % (hergestellt
aus Ethanol > 99,8 % und RNase-freiem Wasser). Das Sammelrohrchen
wurde danach verworfen. In einem neuen 2-ml-Sammelréhrchen wurde
die Sdule mit gedftnetem Sdulendeckel trocken zentrifugiert (Mikrozen-
trifuge: az =22000g, 9 =22°C, tz = 5min). Der Durchfluss und das
Sammelrohrchen wurden verworfen. Nun wurde die Sdule in einem 1,5-ml-
Sammelrohrchen platziert, 14 ul Elution (RNase-freies Wasser) direkt auf
die Mitte der Sdulenmembran pipettiert und mit geschlossenem Séulende-
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ckel zentrifugiert (Mikrozentrifuge: azs = 22000 g, 97 = 22°C, t; = 1 min).
Durch das Totraumvolumen der Sdule von 2 pl entstanden 12 pl Eluat im
Sammelréhrchen. Dieses Eluat wurde fiir die Reverse Transkription direkt
weiterverwendet.

5.3.3 Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription wird durch das Enzym Reverse Transkripta-
se aus RNA, einschliefSlich miRNA, cDNA synthetisiert. Ausgangsmaterial
war das Eluat (Abschnitt 5.3.2). Fiir die Durchfithrung wurde das miScript I
RT Kit verwendet und das dazugehorige Protokoll (QiaGen 2012e) befolgt.

Die Vorbereitung erfolgte auf Eis. Fiir den Mastermix der Reversen Tran-
skription wurden 2 pl 5x miScript HiSpec Buffer, 1 ul 10x miScript Nucleics
Mix, 1 pl RNase-freies Wasser und 1 pl miScript Reverse Transkriptase Mix
in ein PCR-Rohrchen je Probe pipettiert und vermischt. Vom Eluat wurden
5 ul zum Mastermix der Reversen Transkription hizugegeben, vorsichtig mit
der Pipette vermischt und fiir 15 s abzentrifugiert (Gesamtvolumen je Pro-
be: 10 ul). Dieses wurde zunéchst fiir 60 min bei 37 °C und anschlief}end fiir
5min bei 95 °C inkubiert. In einem letzten Schritt wurde das Gemisch mit
40 pl RNase-freiem Wasser verdiinnt, auf Eis platziert und mit der Praam-
plifikation direkt weiterbearbeitet.

5.3.4 Praamplifikation

Ausgangsmaterial fiir die Praamplifikation war das cDNA enthaltende ver-
diinnte Gemisch aus der Reversen Transkription (Abschnitt 5.3.3). Fiir die
Durchfithrung wurde das miScript PreAMP PCR Kit verwendet und das da-
zugehorige Protokoll (QIAGEN 2012b) befolgt.

Fiir den Mastermix der Praamplifikation wurden 5 pl miScript PreAMP
Buffer, 2 ul HotStarTaq DNA Polymerase, 5 ul miScript PreAMP Primer Mix,
7 ul RNase-freies Wasser und 1 pl miScript PreAMP Universal Primer Mix in
ein PCR-Rohrchen je Probe pipettiert, vermischt und auf Eis platziert. Fiir
jede Probe wurden 5 pl vom verdiinnten Gemisch der Reversen Transkrip-
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Tabelle 5.2 Konfiguration des Thermozyklers

Stufe Bezeichnung Wiederholungen der Stufen Zeit Temperatur
(Zyklen) (°C)

1 Aktivierung 1 I5min 95
der DNA-
Polymerase

2 Denaturierung 2 30s 94
Anlagerung 60s 55
Extension 60s 70

3 Denaturierung 10 30s 94
Anlagerung/Extension 3min 60

tion zum Mastermix der Praamplifikation pipettiert, vorsichtig vermischt
und 15 s zentrifugiert (Gesamtvolumen je Probe: 25 pl). Die PCR-Réhrchen
wurden in den Thermozykler verbracht und durchliefen das in Tabelle 5.2
dargestellte Programm.

Im Anschluss wurden die Ansétze mit 100 ul RNase-freiem Wasser je Pro-
be verdiinnt, vorsichtig mit einer Pipette vermischt und auf Eis gelagert. Die
Ansitze wurden mit den Arbeitsschritten der gPCR umgehend weiterbear-
beitet.

5.3.5 Quantitative Echtzeit-PCR

Ausgangsmaterial fiir die QPCR waren die verdiinnten Ansétze aus der Pra-
amplifikation (Abschnitt 5.3.4). Fiir die Durchfithrung wurden das miScript
SYBR Green PCR Kit und die Mikrotestplatten des Custom miScript miRNA
PCR Array (Kapitel 4) mit dem Protokoll (QI1AGeN 2012d) verwendet.

Fiir den Reaktionsansatz der qPCR wurden 1075 pl 2x QuantiTect SYBR
Green PCR Master Mix, 215 pl 10x miScript Universal Primer, 807 ul RNAse-
freies Wasser und 53 ul von den verdiinnten Ansétzen in ein 15-ml-Réhrchen
pipettiert und vorsichtig vermischt. Die Mengenangaben weichen von de-
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Tabelle 5.3 Konfiguration des Echtzeit-PCR-Gerits

Stufe Bezeichnung Wiederholungen d. Stufen Zeit Temperatur
(Zyklen) (°C)

1 Aktivierung der 1 I5min 95
DNA-
Polymerase

2 Denaturierung 40 15s 94
Anlagerung 30s 55
Extension 30s 70

3 Dissoziationsphase 1 155 95
Teil I
Dissoziationsphase 15s 60
Teil 11

nen im Handbuch des Kits ab. Sie wurden angepasst, um die Platten aus-
reichend zu beladen. Dabei wurden - statt den zu beladenden 192 Ver-
tiefungen pro Probe — 215 Vertiefungen als Berechnungsgrundlage heran-
gezogen. Der Reaktionsansatz der qPCR wurde in ein Reagenzreservoir
verbracht, um die Mikrotestplatten mit Hilfe einer Mehrkanalpipette zu
beladen. Dabei wurden in jede Vertiefung 10 pl des Reaktionsansatzes der
qPCR pipettiert. Anschlieflfend wurden die beladenen Mikrotestplatten
mit durchsichtigem Klebefilm (dem Kit beiliegend) verschlossen und in
Aluminiumfolie verpackt. Um Luftblasen zu entfernen, wurden die Mikro-
testplatten zentrifugiert (Universalzentrifuge: azs = 1000 g, 97 = 22°C, t; =
1 min). Nach diesem Schritt wurden die Mikrotestplatten bei —20 °C fiir ein
bis zwei Tage bis zur Weiterverwendung gelagert.

Das Echtzeit-PCR-Gerdt wurde mit den Mikrotestplatten beladen und
mit der Software SDS auf das in Tabelle 5.3 dargestellte Programm und ei-
nen zum Fluoreszenzfarbstoft SYBR Green passenden Detektor konfiguriert.
Nachdem die qPCR durchlaufen war, wurden die Rohdaten im Dateiformat
.sds gespeichert. Durch das benutzerdefinierte Design der Mikrotestplatten
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waren in jeder .sds-Datei die vollstindigen Rohdaten von jeweils zwei Pro-
ben vorhanden.

5.3.6 Datenanalyse

Die Rohdaten aus der qPCR wurden analysiert, nachdem die qPCRs fiir alle
Proben abgeschlossen waren. Fiir die Erstellung der Cy-Gesamttabelle (s. u.)
und zur Beurteilung der Qualitdtskontrolle diente das Protokoll »Data Anal-
ysis for miScript miRNA PCR Arrays Used with Preamplified cDNA«im Be-
nutzerhandbuch des Kits (QIAGeN 2012a). Um die Qualitatskontrolle durch-
zufithren, wurde das internetbasierte Data Analysis Center (QIAGEN 2013)
verwendet. Die folgenden Schritte - Behandlung der fehlenden Datenpunk-
te, Normalisierung, Varianzanalyse und Folgetests - wurden mit der Soft-
ware GenEx durchgefiihrt.

Mit der Software SDS und den Rohdaten der qPCR (Dateiendung .sds)
wurde im ersten Schritt die Grundlinie in der linear skalierten Amplifika-
tionskurve von Zyklus zwei bis Zyklus dreizehn festgelegt. Die Grundlinie
ist der Bereich der frithen qPCR-Zyklen, der keinen Anstieg der Fluores-
zenz durch Amplifikation erkennen ldsst. Die Grundlinie sollte bei diesem
Verfahren im Bereich vom zweiten Zyklus bis zwei Zyklen vor dem ersten
Anstieg der Kurve festgelegt werden und nicht ldnger als fiinfzehn Zyklen
sein. Im zweiten Schritt wurde der Schwellenwert in der unteren Halfte der
logarithmisch skalierten Amplifikationskurve platziert. Die anschlieflend
von der Software errechneten Quantifizierungszyklen C; wurden in der
Cy-Gesamttabelle (Excel-Datei, Dateiformat .xls) zusammengefasst.

Zur Qualititskontrolle wurde fiir jede Probe die Differenz der C;-Werte
der qPCR-Kontrollen (AC(If") aus den Mittelwerten der beiden Cy-Werte

von PPC (Cg*¢) und der beiden C;-Werte von miRTC (CéniRTC) errechnet:
Ko _ (mi
ACK = CIRTC _ CPPC. (5.5)

Bei der verwendeten fiinffachen Verdiinnung sollte der Wert von AC{° <0
sein. Ebenso sollte C;’ PC = 19 + 2 sein, wenn die Probe von hoher Qualitit
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war, die qPCR fehlerfrei durchgefithrt und die Schwellenwerte richtig defi-
niert wurden (QIAGEN 2012a).

Anschlielend wurden die fehlenden Datenpunkte der miRNAs (ohne
PPC und miRTC) behandelt. Dafiir wurden alle nicht detektierten C,-
Werte und alle Cy > 30 als solche eingestuft. Wenn eine miRNA iiber alle
Proben betrachtet mehr als 25% fehlende Datenpunkte hatte, wurde sie
von der Analyse ausgeschlossen. Bei den verbliebenen miRNAs mit maxi-
mal 25 % fehlenden Datenpunkten wurden die fehlenden Datenpunkte mit
dem Maximalwert von C4 der jeweiligen miRNA aus allen Proben plus ein
PCR-Zyklus aufgefiillt.

Es folgte die Normalisierung aller nicht ausgeschlossenen miRNAs nach
MESTDAGH et al. (2009): Der Mittelwert der C,-Werte fiir jede Probe m des
Stadiums i (almi) wurde berechnet und vom C,-Wert der miRNA j dieser
Probe m,i (Cy;,,;) abgezogen. Das ergab den normalisierten Expressionswert

E=C (5.6)

Umi CClmi '

Der Wert von E ist log -skaliert, wobei y die Basis einer exponentiellen Am-
plifikationskurve ist und y = 2 bei einer Polymerase-Kettenreaktion, engl.
polymerase chain reaction (PCR), als gute Schitzung angenommen wird. Je
kleiner E ist, desto grof3er ist die Expression der miRNA in der Probe. Zwei
Proben werden durch einen linear skalierten Faktor verglichen, indem der
Expressionsunterschied U aus deren E-Werten, E; und E;, berechnet wird:

U=2EE) (5.7)

Nach der Normalisierung wurden die Daten auf Normalverteilung getes-
tet und fiir jede miRNA eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Messwieder-
holungen durchgefiihrt. Die unabhéngige Variable (Faktor) war das Krank-
heitsstadium der ME (mit k = 3 Faktorstufen: Stadium B1, B2 und C2), die
abhingige Variable war jeweils der Expressionswert der miRNA in einem
Umfang von n = 10 Hunden je Faktorstufe i. Die Nullhypothese H, wurde
so aufgestellt, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Mit-
telwertparametern y; der drei Faktorstufen gab (Hp: y; = p» = p3). Bei den
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Daten wurde eine Verletzung der Zirkularititsannahme vermutet und daher
keine Sphirizitit angenommen. Dies wurde durch die Verwendung modifi-
zierter Freiheitsgrade fiir den F-Wert (s. u.) kompensiert (Box 1954). Dazu
wurden die Freiheitsgrade mit dem Faktor e gewichtet, wobei gilt: /5 < e < 1
(GE1sSER und GREENHOUSE 1958). Zur Schitzung von ¢ siche GREENHOUSE
und GEISSER (1959).

Im ersten Schritt wurde die Faktorvarianz of ,, aus der Faktorquadrat-
summe Qg dividiert durch deren korrigierte Freiheitsgrade fr.x berechnet
(Gleichung 5.8). Im zweiten Schritt wurde die Residualvarianz o3 aus der
Residualquadratsumme Qg dividiert durch deren korrigierte Freiheitsgra-

de fres ermittelt (Gleichung 5.9):

> Qrax (%éﬁf)_(%)

OFakt = ¢ frae e (k—1) und (5.8)
fipe | (LS E) (L) (G
2 _ QRes _ (mZ::li‘Z:IEmi) (I’l l—z:IEl) (k rrizzzlpm)+(kn) (5 9)
O'Res_g-fRes_ 8'(1’1—1)-(](—1) ’ )

mit G als Gesamtsumme aller Expressionswerte je miRNA,

P,, als Summe aller Expressionswerte von Hund m,

E; als Mittelwert aller Expressionswerte in Faktorstufe i,
i als Laufindex von k = 3 Faktorstufen und

m als Laufindex von #n = 10 Hunden.

Im dritten Schritt wurde dann der empirische F-Wert Fep,, fiir jede miRNA
als Quotient aus Faktorvarianz und Residualvarianz bestimmt:

2
o
Fopyp = —23K (5.10)
P 0.2
Res

Femp wurde im vierten Schritt mit dem kritischen F-Wert (bei 2 - ¢ Zéhler-
freiheitsgraden, 18 - ¢ Nennerfreiheitsgraden und einem Signifikanzniveau
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von 5 %) Fiit(o5%) verglichen und der Signifikanzwert p ausgegeben. Wenn
Femp(2€;18¢) > Fiuie(os%)» also p < 0,05, dann wurde die Nullhypothese ver-
worfen, d. h. die normalisierten Expressionswerte einer miRNA waren dann
zwischen mindestens zwei Faktorstufen (Krankheitsstadien) signifikant un-
terschiedlich. Fiir diese miRNAs wurden fiir die Varianzanalyse die partielle
Effektgrofie 2,
2 _ QFakt
1 QFakt + QRes ’

und die Effektstarke d nach J. COHEN (1988) berechnet:

1,]2
d= /m . (5.12)

Fiirletztere gilt 0 < d < oo und es entsprichtd < 0,1 einem schwachen Effekt,
d = 0,25 einem mittleren Effekt und d > 0,4 einem starken Effekt (J. COHEN
1988).

Wenn die Nullhypothese bei einer miRNA verworfen wurde, wurden als
Folgetests ¢-Tests fiir abhdngige Stichproben durchgefiihrt, in denen die Fak-
torstufen paarweise miteinander verglichen wurden:

(5.11)

- all , (5.13)
En: (um _}u)Z
m=1
n-(n-1)

mit X, als Mittelwert aller u,,,
u, als Differenz des Messwertpaares m und
m  als Laufindex von n = 10 Hunden.

Fir die ¢-Tests wurden nach BENjaMINI und HOCHBERG (1995) korrigier-
te Signifikanzwerte p (Berechnung siehe dort; Signifikanzniveau: p < 0,05)
und die Effektstirke r bestimmt:

12
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Fiir diese gilt 0 < 7 < 1 und es entspricht r < 0,1 einem schwachen Effekt,
r = 0,3 einem mittleren Effekt und r > 0,5 einem starken Effekt (J. COHEN
1992).
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6 Ergebnisse

6.1 Studienpopulation

Zehn Hunde erfiillten die Einschlusskriterien. Sie wurden zwischen August
2007 und Juni 2015 in der kardiologischen Abteilung der Medizinischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen untersucht.
Davon waren 5 Hunde weiblich (alle Hindinnen waren kastriert) und
5 Hunde minnlich (ein Riide war kastriert). In der Studienpopulation
waren 6 Mischlingshunde, 3 Dackel und ein Jack Russell Terrier vertre-
ten. Acht Hunde waren klein (mx < 13kg) und 2 Hunde waren mittelgrof3
(20 < mg < 25Kkg, s. Tabelle 6.3). Die Verteilung von Alter und Korperge-
wicht der Tiere in den verschiedenen Stadien sind in Tabelle 6.1 dargestellt.
Von jedem Hund war jeweils eine Untersuchung in den Stadien B1, B2 und
C2 vorhanden, kein Hund wurde im akuten CHF in das Stadium C3 ein-
gestuft. Die Zeit zwischen den Untersuchungen (n = 10) von Stadium B1
und B2 betrug zwischen 138 d und 972 d (Median: 646 d, Mittelwert (MW):
618 d) und die Zeit zwischen den Untersuchungen (n = 10) von Stadium B2
und C2 betrug zwischen 54 d und 1137 d (Median: 148 d, MW: 311d).

Tabelle 6.1 Alter und Gewicht der Hunde (n = 10)

Alter (a) Korpergewicht (kg)
Stadium MedianMW ¢ SA®  Spanne MedianMW  SA  Spanne
B1 10,8 10,5 1,80 7,4-12,8 10,1 12,1 +524 7,0-23,8
B2 13,1 12,2 1,77 9,2-143 10,3 12,1 4,83 7,1-23,0
C2 13,4 13,1 1,92 10,3-16,4 104 11,9 =+5,57 5,9-24,6

2 MW, Mittelwert ? SA, Standardabweichung
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Alle Hunde hatten bei jeder Untersuchung ein systolisches Herzgerdusch
mit links apikal lokalisiertem Punctum maximum. Die Intensitdt der Herz-
gerdusche schwankte zwischen Grad 3 und Grad 5. Bei den Untersuchungen
war der Herzrhythmus in den Stadien B1 und B2 tiberwiegend ein norma-
ler Sinusrhythmus sowie teilweise eine respiratorische Sinusarrhythmie und
in Stadium C2 eine Sinustachykardie oder ein Sinusrhythmus. Zwei Hunde
hatten in Stadium B2, bzw. B2 und C2, einen Sinusrhythmus mit ventriku-
laren Extrasystolen (Tabelle 6.2). Die bei diesen beiden Hunden auskulta-
torisch festgestellten Arrhythmien wurden wihrend der weiteren Untersu-
chung mittels EKG iiberpriift. Alle Hunde zeigten in Stadium C2 vorbericht-
lich Leistungsintoleranz und in der klinischen Untersuchung Husten und
Polypnoe, sowie teilweise zusétzlich Dyspnoe (n = 3). Diese Symptome bes-
serten sich bei allen Hunden mit der initialen diuretischen Therapie in Sta-
dium C2 (s. u.). Zwei Hunde zeigten auch bei der Untersuchung zu Stadium
B2 Husten, worauthin eine Rontgenaufnahme des Thorax angefertigt wur-
de (Tabelle 6.2). In Stadium B1 waren bei keinem Hund Symptome einer
kardialen Dekompensation vorhanden.

Bei der echokardiografischen Untersuchung wiesen alle Hunde in jedem
Stadium eine Mitralklappenverdickung, einen Prolaps der Mitralklappe
und eine Mitralklappeninsufhizienz (Schweregrad s. Tabelle 6.3) auf. Zu-
sdtzlich hatten 8 Hunde bei mindestens einer Untersuchung eine Trikuspi-
dalklappeninsuffizienz (zu deren Schweregraden s. Tabelle 6.3). Das linke
Atrium und die normalisierten Durchmesser des linken Ventrikels in der
End-Diastole bzw. Systole, Ny yp bzw. Nyys, waren bei allen Hunden in der
Untersuchung zu Stadium B1 normal. In den Untersuchungen zu Stadium
B2 war das linke Atrium bei allen Hunden, Nivp bei 7 Hunden und Niysg
bei 2 Hunden vergroflert. In Stadium C2 war das linke Atrium und Nyyp bei
allen Hunden und Nyys bei 4 Hunden vergrofiert. Die Messwerte dazu sind
in Tabelle 6.3 aufgefiihrt. Bei 4 Hunden (Hund 2, 6, 9 und 10) wurde in Sta-
dium C2 eine geringgradige pulmonale Hypertonie festgestellt. Diese war
als systolischer Pulmonalarteriendruck von 31-50 mmHg, abgeleitet vom
Maximum des Blutflussprofils der Trikuspidalklappeninsuffizienz im CW-
Doppler definiert (SCHOBER und BAADE 2006; KELLUM und STEPIEN 2007).
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Tabelle 6.2 Befunde der klinischen und kardiovaskuldren Untersuchungen

Hund Stadium Husten Polypnoe Dyspnoe LI HGI” HF¢ Rhythmus

1 Bl nein nein nein nein 4 128 NSR
B2 nein nein nein nein 4 120 NSR
C2 ja ja nein ggr. 4 168 STa

2 Bl nein nein nein nein 3 80 RSA
B2 nein nein nein nein 4 96 RSA
C2 ja ja mgr. mgr. 4 140 NSR

3 Bl nein nein nein nein 4 150 NSR
B2 nein nein nein nein 4 160 STa
C2 ja ja ggr. ggr. 4 160 STa

4 Bl nein nein nein nein 3 84 RSA
B2 nein nein nein nein 4 108 RSA
C2 ja ja nein mgr. 5 156 NSR

5 Bl nein nein nein nein 3 92 RSA
B2 ja nein nein ggr. 4 100 NSR
C2 ja ja nein mgr. 4 144  NSR

6 Bl nein nein nein nein 4 108  NSR
B2 ja nein nein nein 4 128  VES
C1 ja ja nein ggr. 4 140 NSR

7 Bl nein nein nein nein 4 104 NSR
B2 nein nein nein nein 4 128 NSR
C2 ja ja nein mgr. 4 160  STa

8 Bl nein nein nein nein 3 120 RSA
B2 nein nein nein nein 4 128  RSA
C2 ja ja nein mgr. 4 164 STa

9 Bl nein nein nein nein 4 128  NSR
B2 nein nein nein nein 5 120 VES
C1 ja ja mgr. mgr. 5 160  STa

10 B1 nein nein nein nein 4 120 NSR
B2 nein nein nein nein 4 100 RSA
C2 ja ja nein mgr. 4 160  STa

% Leistungsintoleranz b Herzgerausch-Intensitat (Grad) nach FREEMAN und LEVINE (1933) € Herzfre-
quenz (min~1)

ggr., geringgradig; mgr., mittelgradig; NSR, normaler Sinusrhythmus; RSA, respiratorische Sinusarrhyth-
mie; STa, Sinustachykardie; VES, Sinusrhythmus, ventrikuldre Extrasystolen
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Tabelle 6.3 Echokardiografische Messwerte und Befunde

Hund Sta- MI“ MF g TIC mg @ DLVD ¢ NLVDf DLVS g NLVS i h '
dium (kg) (cm) (cm/kg) (cm) (cm/kg) Dao

1 Bl mgr. nein nein 10,5 3,64 1,82 2,23 1,06 1,47
B2 hgr. nein nein 10,2 3,73 1,88 2,04 0,98 1,65
C2 hgr. nein nein 10,3 3,75 1,89 2,09 1,00 1,95

2 Bl ggr. nein nein 11,0 3,15 1,56 23 1,00 1,31
B2 hgr. nein ggr. 10,6 4,75 2,37 2,40 1,14 2,26
C2 hgr. ja ggr. 10,4 4,75 2,39 2,78 1,33 2,97

3 Bl ggr. nein  ggr. 9,1 3,28 1,71 2,06 1,03 1,49
B2 mgr. ja ggr. 9,1 3,27 1,71 1,73 0,86 1,63
C2 hgr. ja mgr. 8,3 3,49 1,87 2,18 1,12 2,19

4 Bl mgr. ja nein 9,6 3,13 1,61 1,72 0,84 1,46
B2 mgr. ja ggr. 10,0 3,18 1,62 1,62 0,78 1,75
C2 hgr. ja ggr. 9,4 4,00 2,07 1,84 0,91 2,20

5 BI mgr. nein mgr. 23,8 4,07 1,60 3,10 1,14 1,09
B2 hgr. nein mgr. 23,0 5,31 2,11 3,53 1,31 1,66
C2 hgr. ja mgr. 24,6 5,46 2,13 4,00 1,46 2,12

6 Bl mgr. nein  ggr. 7,0 3,26 1,84 1,92 1,04 1,46
B2 hgr. ja ggr. 7,1 3,35 1,88 1,97 1,04 1,79
C2 hgr. ja mgr. 59 4,05 2,40 1,93 1,10 2,61

7 Bl mgr. nein nein 12,2 3,80 1,82 2,26 1,03 1,47
B2 hgr. ja ggr. 12,2 4,48 2,15 2,68 1,22 2,20
C2 hgr. ja ggr. 11,0 4,80 2,37 2,70 1,27 2,68

8 Bl mgr. nein nein 20,0 4,44 1,84 3,11 1,21 1,50
B2 hgr. ja nein 19,2 5,38 2,26 3,42 1,35 2,52
C2 hgr. ja nein 20,0 5,82 2,41 3,98 1,55 2,72

9 Bl mgr. nein nein 8,9 3,39 1,78 2,24 1,13 1,48
B2 mgr. nein nein 9,3 3,91 2,03 2,34 1,16 1,83
C2 hgr. ja ggr. 89 4,27 2,25 2,41 1,21 1,84

10 B1 mgr. nein  ggr. 84 2,80 1,50 1,94 0,99 1,34
B2 hgr. nein mgr. 10,4 3,51 1,76 1,92 0,92 1,98
C2 hgr. ja mgr. 10,4 4,01 2,01 2,37 1,13 2,38

@ Mitralklappeninsuffizienz ~ ® Mitralklappen-Flail ¢ Trikuspidalklappeninsuffizienz ¢ Korpergewicht
¢ enddiastolischer Durchmesser des linken Ventrikels / normalisierter Diyp & systolischer Durchmes-
ser des linken Ventrikels " normalisierter Diys ! Verhiltnis vom Durchmesser des linken Atriums zum
Durchmesser der Aorta

ggr., geringgradig; hgr., hochgradig; mgr., mittelgradig
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Eine radiografische Untersuchung - mit mindestens einer laterolateralen
Rontgenaufnahme des Thorax - wurde im Stadium C2 bei 9 Hunden durch-
gefithrt. In diesen Aufnahmen waren jeweils das linke Atrium mittelgradig
bis hochgradig vergroflert, die Trachea angehoben, die Pulmonalvenen ge-
staut, und interstitielle Lungeninfiltrate vorhanden. Bei keiner Rontgenauf-
nahme gab es einen Hinweis auf Pleuraerguss. Zusitzlich lag die Gesamt-
punktzahl der Rontgen-Bewertung (Schliissel in Tabelle 5.1) im Stadium
C2 bei 8 bzw. 9 Punkten (Tabelle 6.4). Zwei Hunde (Hund 5 und 6) wur-
den im Stadium B2 gerdntgt, da sie vorberichtlich und bei der klinischen
Untersuchung Husten zeigten. Bei diesen Aufnahmen war das linke Atrium
ebenfalls vergroflert, es gab jedoch keine Anzeichen fiir eine angehobene
Trachea, gestaute Pulmonalvenen oder Lungeninfiltrate. Die Gesamtpunkt-
zahl der Rontgenbewertung lag bei diesen beiden Hunden bei einem Punkt
bzw. 3 Punkten (Tabelle 6.4).

In Stadium B1 erhielt keiner der Hunde Medikamente. In Stadium B2
erhielten 4 Hunde Pimobendan (Dosierungen: 0,26-0,5 mg/kg, je zweimal
taglich). Zwei Hunden wurden aufgrund von ventrikularen Extrasystolen
in Stadium B2 und C2 bis zur Untersuchung von Stadium C2 mit Atenolol
(Dosierung: 0,68-1,05 mg/kg, je zweimal tiglich) therapiert. Alle Hunde er-
hielten wahrend der Untersuchung oder im Anschluss an die Untersuchung
zu Stadium C2 Furosemid und Pimobendan. Andere Medikamente waren
im Zeitraum von jeweils 4 Wochen vor den Untersuchungsterminen nicht
dokumentiert.

Bei 2 Hunden wurde an je einer Untersuchung Durchfall festgestellt, bei
einem Hund wurde an einer Untersuchung Zystitis diagnostiziert und ein
Hund war zusitzlich an Demodikose erkrankt. Diese Erkrankungen wurden
behandelt, die Hunde waren bei Folgeuntersuchungen symptomfrei.

6.2 Proben und miRNA-Expression

Von 10 Hunden konnten aus je 3 Krankheitsstadien jeweils eine Blutplas-
maprobe mit einem Volumen von mindestens 200 ul verwendet werden.
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Tabelle 6.4 Radiografische Befunde

Sta- Trachea linksatriale Pleura- Gesamt-
Hund dium Iyygs angehoben Vergroflerung PVS? Lungeninfiltrate erguss punktz.©

1 C2 1,7 ja mgr.-hgr. ja mild interstitiell  nein 8
2 C2 12,6 ja mgr.-hgr. ja diffus interstitiell nein 9
3 C2 1,1 ja mgr.-hgr. ja mild interstitiell — nein 8
4 C2 13,1  ja mgr.-hgr. ja mild interstitiell  nein 8
5 B2 10,0 nein mgr.-hgr. nein  nein nein 3
G2 - = — — — — —
6 B2 9,8 nein ggr. nein  nein nein 1
C2 12,1  ja mgr.-hgr. ja mild interstitiell  nein 8
7 C2 13,8  ja mgr.-hgr. ja mild interstitiell — nein 8
8 C2 134  ja mgr.—hgr. ja mild interstitiell  nein 8
9 C2 10,5  ja mgr.-hgr. ja mild interstitiell  nein 8
10 C2 12,7 ja mgr.-hgr. ja mild interstitiell  nein 8

Ergebnisse

¢ GrofSe des Herzschattens in der laterolateralen Rontgenaufnahme (in Brustwirbelkorpern), s. a. Gleichung 5.4
b Pulmonalvenenstauung

¢ Gesamtpunktzahl der Rontgen-Bewertung; 0-2 Punkte: kongestives Herzversagen (CHF) unwahrscheinlich; 3-4
Punkte: CHF moglich; 5-11 Punkte: CHF wahrscheinlich (Schliissel s. Tabelle 5.1)

ggr., geringgradig; hgr., hochgradig; mgr., mittelgradig
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Die Lagerzeit der Blutplasmaproben (n = 30) bei —80 °C betrug zwischen
7,9 Monaten und 102,8 Monaten (Median: 58,4 Monate). Fiir jede dieser
Proben wurden nach Prdamplifikation und Reverser Transkription in der
quantitative Echtzeit-PCR, engl. quantitative real-time PCR (QPCR) 192 Da-
tenpunkte, davon 183 hundespezifische miRNAs, erhoben. Die Cy-Werte
aus der qPCR erfiillten die Kriterien der Qualitatskontrolle des Data Analy-
sis Center (QIAGEN 2013). Es wurden 69 miRNAs von der Normalisierung
und weiteren Analyse ausgeschlossen, weil bei diesen mehr als 25 % der Da-
tenpunkte fehlten (Tabelle A.2). Auch wurden die Gene miRTC und PPC
(jeweils doppelt belegt) nicht zur Normalisierung und weiteren Analyse
verwendet. Die Normalisierung wurde daher mit 119 Genen mit hochstens
25 % fehlenden Datenpunkten durchgefiihrt (Tabelle A.3). Die normalisier-
ten Expressionswerte waren normalverteilt, mit Ausnahme von 11 miRNAs,
welche von der Varianzanalyse und den Folgetests ausgeschlossen wurden
(Tabelle A.3, mit * markiert).

Die einfaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung (keine Sphari-
zitdt angenommen) zeigte bei 6 miRNAs einen signifikanten Unterschied
der Expressionswerte zwischen mindestens zwei Krankheitsstadien (Tabel-
le 6.5): cfa-miR-92b (Femp(26;18¢) = 7,49, p = 0,005, n* = 0,454), cfa-miR-
1306 (Femp(2£;18¢) = 4,60, p = 0,030, 7> = 0,338), cfa-miR-92a (Femp(26;18¢)
=4,52,p = 0,030, > = 0,334), cfa-miR-129 (Ferp(2¢;18¢) = 4,98, p = 0,031,
7 = 0,356), cfa-miR-503 (Femp(26;18¢) = 4,85, p = 0,031, 12 = 0,350) und
cfa-miR-371 (Femp(26;18¢) = 5,25, p = 0,035, #* = 0,368). Bei cfa-miR-129
und cfa-miR-503 fehlten 7 von 30 Datenpunkten und wurden ersetzt, bei
cfa-miR-371 wurde ein Datenpunkt ersetzt und bei cfa-miR-1306, cfa-miR-
92a und cfa-miR-92b fehlten keine Datenpunkte. Die Verteilung der nor-
malisierten Expressionswerte ist fiir diese 6 miRNAs in Abbildung 6.1 als
Boxplots fiir jedes Stadium dargestellt.

Nach BENjamINI und HOCHBERG (1995) korrigierte paarweise Vergleiche
zwischen den Krankheitsstadien zeigten, dass von den 6 miRNAs mit ver-
worfener Nullhypothese aus der Varianzanalyse nur noch bei 3 miRNAs ein
signifikanter Unterschied der Expressionswerte zwischen den Krankheits-
stadien bestand (Tabelle 6.6). Bei cfa-miR-92b gibt es einen signifikanten
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Tabelle 6.5 MiRNAs mit statistisch signifikanter Varianzanalyse (n = 10 Proben)

miRNA F-Wert Faktor ¢ Signifi- Effekt- Effekt-
Femp(2€18¢) kanz- grofe n*  stirked
wert p
cfa-miR-129 4,98 0,79 0,031 0,356 0,744
cfa-miR-1306 4,60 0,86 0,030 0,338 0,715
cfa-miR-371 5,25 0,66 0,035 0,368 0,764
cfa-miR-503 4,85 0,83 0,031 0,350 0,734
cfa-miR-92a 4,52 0,92 0,030 0,334 0,708
cfa-miR-92b 7,49 0,98 0,005 0,454 0,912

Unterschied zwischen Stadium B1 und C2 (¢t = 3,502, p = 0,020, n = 10) so-
wie zwischen B2 und C2 (t = -2,833, p = 0,029, n = 10). Einen signifikanten
Unterschied zwischen Stadium B1 und C2 gibt es jeweils bei cfa-miR-1306
(t =-3,435, p = 0,022, n = 10) und bei cfa-miR-92a (¢t = -3,335, p = 0,026,
n =10). Zwischen den anderen Stadien dieser miRNAs gibt es keinen signifi-
kanten Unterschied. Bei cfa-miR-92b ist der normalisierte Expressionswert
E in Stadium C2 (MW: 0,775; SA: 0,760) signifikant hoher als in Stadium B1
(MW: -0,180; SA: 1,248) und B2 (MW: 0,062; SA: 0,917). Bei cfa-miR-92a
ist der Expressionswert in Stadium C2 (MW: —6,032; SA: 0,750) hoher als
in Stadium B1 (MW: —6,758; SA: 1,102). Ebenso ist der Expressionswert bei
cfa-miR-1306 in Stadium C2 (MW: —2,175; SA: 0,781) hoher als in Stadium
B1 (MW: -3,089; SA: 0,778). Wird E in den linear skalierten Expressions-
unterschied U umgerechnet (Gleichung 5.7), so ergibt sich fiir cfa-miR-92b,
dass deren Expression in Stadium C2 um den Faktor U = 0,52 niedriger ist
als in Stadium B1 und in Stadium C2 um den Faktor U = 0,61 niedriger
ist als in Stadium B2. Entsprechend ist cfa-miR-92a in Stadium C2 um den
Faktor U = 0,60 niedriger exprimiert als in Stadium B1 und cfa-miR-1306
in Stadium C2 um den Faktor U = 0,53 niedriger exprimiert als in Stadium
BI.
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Abbildung 6.1 Boxplots der Expressionswerte der miRNAs mit statistisch signi-
fikanter Varianzanalyse
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Tabelle 6.6 Ergebnisse der ¢-Tests mit normalisierten Expressionswerten E

Paar ¢ Mittelwert Standard- t-Wert Signifikanz- Effekt-
abweichung wert p? starke r
cfa-miR-129
B1-B2 -1,283 1,789 -2,269 0,074 0,603
B2-C2 -0,333 1,222 -0,863 0,411 0,276
B1-C2 -1,617 2,024 -2,527 0,074 0,644
cfa-miR-1306
B1-B2 -0,685 0,936 -2,316 0,069 0,611
B2-C2 -0,230 1,170 -0,620 0,550 0,202
B1-C2 -0,915 0,842 -3,435 0,022 0,753
cfa-miR-371
B1-B2 -0,335 0,739 —1,433 0,186 0,431
B2-C2 -0,787 1,069 -2,329 0,067 0,613
B1-C2 -1,122 1,451 —2,446 0,067 0,632
cfa-miR-503
B1-B2 -0,924 1,227 -2,381 0,062 0,622
B2-C2 -0,278 1,034 -0,851 0,417 0,273
B1-C2 -1,203 1,525 -2,494 0,062 0,639
cfa-miR-92a
B1-B2 -0,131 0,854 -0,484 0,640 0,159
B2-C2 —-0,595 0,886 -2,125 0,094 0,578
B1-C2 -0,726 0,688 -3,335 0,026 0,743
cfa-miR-92b
B1-B2 -0,242 0,773 -0,991 0,348 0,314
B2-C2 -0,713 0,796 -2,833 0,029 0,687
B1-C2 —-0,955 0,863 -3,502 0,020 0,759

# drei Paare aus drei Stadien (B1, B2 und C2) fiir jede miRNA mit statistisch signifikanter
Varianzanalyse
b nach BEnjamiNT und HOCHBERG (1995) korrigiert
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7 Diskussion

Fir die vorliegende Studie bestand die Annahme, dass mit fortschreitenden-
der ME Verianderungen der Expression von zirkulierenden miRNAs auftre-
ten konnen. Das Ziel dieser Studie war, zu untersuchen, ob es bei Hunden
in verschiedenen Stadien der ME einen signifikanten Unterschied in der Ex-
pression von miRNAs im Blutplasma gibt. Nach aktuellem Kenntnisstand
ist dies die erste Studie iiber zirkulierende miRNAs bei der ME, in der ei-
ne Gruppe von Hunden im Verlauf iiber drei Krankheitsstadien untersucht
wurde. Dazu wurden Hunde ausgewihlt, die im frithen préklinischen Stadi-
um (Stadium B1 der modifizierten CHIEF-Klassifikation), im spaten prak-
linischen Stadium (Stadium B2) und zum Zeitpunkt des ersten akuten CHF
(Stadium C2 oder C3) untersucht wurden. Auf ein fortgeschritteneres Sta-
dium - also chronisches CHF - wurde verzichtet, weil die Hunde in diesem
Stadium mit mindestens drei Medikamenten therapiert werden. Der Ansatz
des Studiendesigns besteht darin, einen moglichen Effekt von Medikamen-
ten auf die miRNA-Expression zu minimieren. Ebenso wurde das Stadium
A nicht in den Studienverlauf aufgenommen. Als gesundes Kontrollstadium
des Krankheitsverlaufs wire dies gut geeignet, jedoch ist ein Studiendesign,
in dem herzgesunde Hunde tiber die Entwicklung einer ME in allen prakli-
nischen Stadien bis hin zum Erreichen eines akuten oder chronischen CHF
begleitet werden, sehr aufwindig. Um ausreichend Patienten zu erfassen,
die den Endpunkt akutes oder chronisches CHF (Stadium C/D) erreichen,
miisste eine grofie Grundgesamtheit an herzgesunden Hunden (Stadium A)
rekrutiert und jeweils iiber einen Zeitraum von mehreren Jahren begleitet
werden.

Die Studienpopulation bestand aus 10 Hunden, die aufgrund klinischer
und echokardiografischer sowie radiografischer Untersuchungen in drei
aufeinanderfolgende Stadien (B1, B2 und C2/C3) der ME (s. Tabelle 2.1)
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eingeteilt und in jedem dieser Stadien untersucht wurden. Die Hunde waren
zwischen 7 und 16 Jahre alt und klein oder mittelgrofi. Dies steht im Ein-
klang mit bisherigen Préavalenzstudien (DETWEILER etal. 1961; WHITNEY
1974; BORGARELLI und BucHANAN 2012). Die Verteilung des Geschlechts
war ausgeglichen, wobei nur ein Riide aber alle Hiindinnen kastriert wa-
ren. Die Hunde waren alle schon vor Studienbeginn kastriert, ein direkter
Einfluss auf die miRNA-Expression wird daher nicht angenommen.

Zum Zeitpunkt des ersten akuten CHF wurden alle 10 Hunde in das Sta-
dium C2 (mildes oder moderates akutes CHF) eingeteilt, keiner der Hunde
wurde in Stadium C3 (schweres akutes CHF) eingeteilt. Dies konnte dar-
an liegen, dass die Erkrankung bei diesen Tieren schon im praklinischen
Stadium diagnostiziert wurde und die Hunde zu regelmafigen Kontrollun-
tersuchungen vorgestellt wurden. Auf diese Weise konnte das Fortschreiten
der Erkrankung auf ein bevorstehendes CHF bewertet werden (BORGARELLI
etal. 2008; SCHOBER et al. 2010; BORGARELLI et al. 2012). AufSerdem waren
die Tierbesitzer auf eine mogliche Verschlechterung und die klinische Sym-
ptomatik vorbereitet und konnten vermutlich ein beginnendes CHF friih-
zeitig erkennen, wodurch die Hunde friith genug vorgestellt wurden.

Bei 2 Hunden (Nummer 6 und 9) wurden bei den Untersuchungen zu
Stadium B2 bzw. C2 ventrikuldre Extrasystolen festgestellt. Aufgrund deren
Malignitit wurden sie mit dem Betablocker Atenolol (0,52-1,0 mg/kg/d) be-
handelt (s. Moisg 1999, S. 3471f). In einer experimentellen Studie (YE etal.
2013), in der bei Ratten durch eine salzhaltige Diét Bluthochdruck und da-
mit linksventrikuldre konzentrische Hypertrophie verursacht wurde, waren
miR-27a, miR-29a und miR-133a in der Gruppe ohne Medikamente her-
unterreguliert. Von diesen Ratten erhielt eine Gruppe zusitzlich Atenolol
(50 mg/kg/d). In dieser Gruppe war die Herunterregulierung von miR-133a
abgeschwicht, nach YE etal. vermutlich durch die weniger schlechte systo-
lische Funktion, die reduzierte linksventrikuldare Hypertrophie und die ver-
minderte Fibrose im Vergleich zur Kontrollgruppe (YE etal. 2013). Dass die
Atenolol-Therapie in der vorliegenden Studie auch bei den Hunden einen
Einfluss auf die miRNA-Expression hatte, kann nicht ausgeschlossen wer-
den, jedoch war die Dosis deutlich niedriger als in der Studie von YE etal.
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In Stadium B2 erhielten 4 Hunde Pimobendan sowie alle Hunde vor, wih-
rend oder nach der Untersuchung zu Stadium C2 Furosemid und Pimoben-
dan. Uber direkte Einfliisse dieser Wirkstoffe auf die miRNA-Expression
gibt es bisher keine Veroffentlichungen, jedoch konnen auch hier Einfliisse
nicht ausgeschlossen werden.

Zwei Hunde (Nummer 5 und 6) zeigten auch in Stadium B2 vorbericht-
lich Husten. Dies kann ein Hinweis auf ein CHF sein, jedoch gibt es auch
andere Ursachen, die Husten auslésen konnen (s. Abschnitt 2.6.1 und ETTIN-
GER 1989). Um ein beginnendes CHF auszuschliefen, wurde eine Thoraxra-
diografie bei diesen beiden Tiere durchgefiihrt. Ein CHF war aufgrund der
Aufnahme bei beiden Hunden unwahrscheinlich (s. Tabelle 6.4). Eine mog-
liche Ursache fiir den Husten war eine Kompression des linken Stammbron-
chus, es gab keinen Hinweis auf eine andere Ursache des vorberichtlichen
Hustens. Bei einem Hund wurde in Stadium C2 keine radiografische Unter-
suchung durchgefiihrt. Die Diagnose des CHF basierte auf der klinischen,
kardiologischen und echokardiografischen (SCHOBER etal. 2010) Untersu-
chung sowie auf der Besserung der Symptomatik durch die Therapie mit
Furosemid.

Die echokardiografischen Einschlusskriterien wurden von allen Hunden
in allen Stadien erfiillt. Bei vier Hunden wurde in Stadium C2 zusitzlich
eine geringgradige pulmonale Hypertonie festgestellt. Diese war als systoli-
scher Pulmonalarteriendruck von 31-50 mmHg, abgeleitet vom Maximum
des Blutflussprofils der Trikuspidalklappeninsuffizienz im CW-Doppler, de-
finiert (SCHOBER und BAADE 2006; KELLUM und STEPIEN 2007). Neben ME
mit kongestivem Linksherzversagen kommen auch verschlieflende Gefédfler-
krankungen wie pulmonale Thrombembolie und Dirofilariose, strukturelle
Lungenerkrankungen wie Lungenfibrose, chronisch obstruktive Lungen-
erkrankung und Neoplasien, reaktive Konstriktion der Pulmonalarterien
sowie eventuell angeborene Herzerkrankungen als Differentialdiagnosen in
Frage (KELLIHAN 2012). Die wahrscheinlichste Ursache fiir die pulmonale
Hypertonie blieb aufgrund des klinischen Gesamtbildes jedoch die ME mit
CHF und Lungenédem (SERRES etal. 2006). Im Zusammenhang mit pul-
monaler arterieller Hypertonie wurden beim Menschen Veranderungen in
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der miRNA-Expression festgestellt (BIENERTOVA-VASKU et al. 2015). Unter
anderem wurden miR-21 (SEssA und Hata 2013), der miR-17/92-Cluster
(PuLLAMSETTI etal. 2012), miR-124 (Tu etal. 2011), der miR-143/145-
Cluster (W. L1 etal. 2010; DRAKE etal. 2011), miR-204 (L1u et al. 2009) und
der miR-424/503-Cluster (CHANDRA et al. 2011) als verdndert beschrieben,
die vor allem die Proliferation und Differenzierung von glatten GefafSmus-
kelzellen beeinflussen (ZHOU etal. 2015). Von diesen genannten miRNAs
wiesen in der vorliegenden Studie cfa-miR-503 sowie cfa-miR-92a und
cfa-miR-92b aus dem miR-424/503-Cluster bzw. dem miR-17/92-Cluster
eine statistisch signifikante Verdnderung der Expression in der Varianz-
analyse auf. Die anderen genannten miRNAs waren in der vorliegenden
Studie nicht signifikant verdndert (miR-21, miR-143/145-Cluster) oder
wurden nicht untersucht (miR-124 und miR-204). Nach den paarweisen
Vergleichen blieben in der vorliegenden Studie nur noch cfa-miR-92a und
cfa-miR-92b statistisch signifikant verdndert, cfa-miR-503 wurde dadurch
als falsch positiv gewertet. Bei der vorliegenden Studie kann ein Einfluss
der pulmonalen Hypertonie auf die miRNA-Expression nicht ausgeschlos-
sen werden. Vielmehr konnten die oben genannten Ahnlichkeiten sogar
ein Hinweis auf einen Einfluss der pulmonalen Hypertonie auf die miRNA-
Expression sein. Jedoch wurde — im Hinblick auf die Vergleichbarkeit zu
den frithen Verdnderungen einer pulmonalen Hypertonie in der vorliegen-
den Studie - die veranderte miRNA-Expression in den oben genannten
Studien beim Menschen meist in fortgeschrittenen, durch Remodellierung
der Gefiflwinde gepragten, Stadien der pulmonalen Hypertonie untersucht.
Auflerdem wurde in der vorliegenden Studie nur bei 4 von 10 Hunden eine
pulmonale Hypertonie diagnostiziert, die zudem geringgradig war. Hinzu
kommt, dass es sich bei der pulmonalen Hypertonie sehr wahrscheinlich
um eine Folge des CHF handelt und sie damit bei diesen Hunden Teil der
Erkrankung war.

Bei keinem der Hunde gab es wihrend des Studienzeitraums Hinweise
auf eine schwerwiegende systemische Erkrankung. Aufgrund des Alters der
Hunde ist eine Tumorerkrankung nicht unwahrscheinlich. Bei keinem der
Hunde gab es wihrend oder vor des Studienzeitraums Anzeichen auf eine
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Neoplasie, jedoch kann eine solche Erkrankung nicht ausgeschlossen wer-
den. Ebenso wenig kann ein Einfluss einer méglichen Tumorerkrankung auf
die miRNA-Expression ausgeschlossen werden.

Die Gewinnung und Handhabung der Proben war, mit Ausnahme der La-
gerzeit der Proben bei —80 °C, bei allen Proben gleich. Die Lagerzeit betrug
zwischen 7,9 und 102,8 Monaten und unterschied sich damit betréchtlich.
Ein Einfluss dieses Unterschieds auf die miRNA-Expression kann nicht aus-
geschlossen werden, doch sind miRNAs sehr stabil und iiberstehen auch
mehrmaliges Auftauen und Einfrieren (MITCHELL et al. 2008).

Fiir die vorliegende Studie wurden Blutplasmaproben verwendet. Zirku-
lierende miRNAs sind ebenso im Serum nachweisbar (X. CHEN etal. 2008;
J. A. WEBER etal. 2010). Serum hat gegeniiber Plasma den Vorteil, dass es
weniger durch Thrombozyten und Erythrozyten kontaminiert wird (McDo-
NALD etal. 2011). Die Proben der vorliegenden Studie wurden sorgfiltig be-
arbeitet und es wurden keine hamolytischen Proben verwendet.

Bislang gibt es keine standardisierte Methode zur Normalisierung von
RT-qPCR-Daten aus miRNA-Expressionsanalysen (MESTDAGH etal. 2009).
Neben der Methode, einzelne Gene als Referenz zu wihlen, und der Me-
thode, bestimmte Referenzgene innerhalb eines Versuchsplans mittels Algo-
rithmus zu ermitteln (VANDESOMPELE etal. 2002), gibt es die Moglichkeit,
den Mittelwert aller detektierten miRNAs zur Normalisierung zu verwen-
den (MESTDAGH etal. 2009). Mit letzterer wurde fiir die vorliegende Studie
eine Methode gewihlt, die technische Schwankungen besser reduziert als
die beiden anderen Methoden und sich gut fiir Versuchspliane eignet, die
viele miRNAs gleichzeitig messen (MESTDAGH etal. 2009). Ebenso werden
biologische Schwankungen besser erhalten. Diese Methode geht davon aus,
dass der Mittelwert der Expressionswerte aller miRNAs bei allen Proben
gleich ist. Somit ist diese umso verldsslicher, je mehr miRNAs untersucht
werden (MESTDAGH etal. 2009). Da es keine einheitliche Normalisierung
gibt und verschiedene Studien unterschiedliche Methoden und Referenzge-
ne verwenden, liegt es nahe, dass die Vergleichbarkeit der Ergebnisse einge-
schrénkt ist. Es ist nicht auszuschliefien, dass eine andere Normalisierungs-
methode bei der vorliegenden Studie zu anderen Ergebnissen gefiithrt hatte.
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Die relative Quantifizierung der miRNAs erfolgte indirekt durch RT-
qPCR. Ein direkter quantitativer Nachweis der miRNAs erfolgte nicht.
Die direkte quantitative Analyse von Oligonukleotiden, zu denen auch die
miRNAs gehoren, kann durch verschiedene spektroskopische Methoden
erreicht werden (BATkal und THUM 2014). Jedoch sind diese eher fiir syn-
thetische miRNAs als fiir klinische Proben geeignet, da die untere Nachweis-
grenze in den meisten Féllen nicht niedrig genug ist und die Konzentration
von zirkulierenden miRNAs in klinischen Proben gering ist (BATKAI und
THUM 2014).

Von 183 mit hundespezifischen Primern quantifizierten miRNAs hatten 6
miRNAs (cfa-miR-129, cfa-miR-1306, cfa-miR-371, cfa-miR-503, cfa-miR-
92a und cfa-miR-92b) ein signifikantes Ergebnis in der Varianzanalyse. Die
Signifikanzwerte p der anschlieflenden paarweisen Vergleiche (t-Tests) zwi-
schen den Stadien wurden nach BENjaAMINTI und HOCHBERG (1995) korri-
giert. Dadurch wurden die Tests konservativer den mehrfachen Vergleichen
angepasst und die signifikante Verdnderung in der Varianzanalyse von cfa-
miR-129, cfa-miR-371 und cfa-miR-503 als falsch positiv eingestuft. Die an-
deren 3 miRNAs wiesen beim paarweisen Vergleich der Stadien eine signi-
fikant veranderte Expression auf: cfa-miR-1306, cfa-miR-92a und cfa-miR-
92b. Bei allen drei miRNAs konnte ein Unterschied zwischen Stadium B1
und C2 festgestellt werden, bei cfa-miR-92b zusitzlich zwischen Stadium
B2 und C2. Diese Unterschiede waren gering: Der Expressionsunterschied
U als linearer Faktor lag zwischen 0,52 und 0,61, d. h. keine dieser drei si-
gnifikant verdnderten miRNAs war in Stadium C2 im Vergleich zu Stadium
B1 um mehr als die Halfte herunterreguliert.

Die miRNA-Expression im Zusammenhang mit ME ist bisher in zwei
verOffentlichten Studien (HULANICKA etal. 2014; Q. L1 etal. 2015) unter-
sucht worden. Die Studienpopulation von HULANICKA et al. bestand aus 23
Dackeln, die entweder in Stadium A (n = 8), Stadium B1 oder B2 (n =
8) oder Stadium C (n = 7) der ACVIM-Klassifikation eingestuft wurden.
Neun miRNAs wurden ausgewdhlt und mittels RT-qPCR aus dem Blutplas-
ma quantifiziert (HuLANICKA et al. 2014). Davon waren hsa-miR-30b in Sta-
dium B2 und hsa-miR-133b in Stadium C, jeweils verglichen mit Stadium A,
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signifikant herunterreguliert (HuLANICKA et al. 2014). Diese Ergebnisse un-
terscheiden sich von denen der vorliegenden Studie. Laut der Datenbank
miRBase (KozoMARA und GRIFFITHS-JONES 2014b) unterscheiden sich die
Nukleotidsequenzen von hsa-miR-133b und cfa-miR-133b sowie hsa-miR-
30b und cfa-miR-30b jeweils nicht voneinander. In der vorliegenden Studie
konnte cfa-miR-133b nur in 5 von 30 Proben nachgewiesen werden und
wurde deshalb von der Analyse ausgeschlossen, wohingegen cfa-miR-30b
in allen Proben und ohne signifikanten Expressionsunterschied nachgewie-
sen werden konnte (s. Tabellen A.2 und A.3). Mégliche Griinde fiir die un-
terschiedlichen Ergebnisse konnen sein: Die verglichenen Gruppen (Stadi-
en) bestanden bei HuLANICKA et al. aus verschiedenen Hunden. AufSerdem
waren die Stadien so gewdhlt, dass die Unterschiede im Krankheitsverlauf
grofier waren, einschlief8lich einer gesunden Kontrollgruppe. Die Normali-
sierung der qPCR-Daten erfolgte bei HuLANICKA etal. auf eine als Haus-
haltsgen festgelegte miRNA (miR-16-5p). Und schlieSlich unterschieden
sich auch verschiedene Labormethoden im Detail, wie z. B. die verwendeten
Kits, was einen zwar geringen, aber moglichen Unterschied machen konnte.

Q. L1 etal. untersuchten im Serum von 6 gesunden Hunden in Stadium
A nach dem ACVIM (Gruppe 1), 6 Hunden mit ME in Stadium B1 oder B2
(Gruppe 2) und 6 Hunden mit ME in Stadium C oder D (Gruppe 3) die Ex-
pression von 277 miRNAs mittels RT-qPCR (Q. L1 etal. 2015). Elf miRNAs
waren in Gruppe 3 im Vergleich zu Gruppe 1 signifikant unterschiedlich
exprimiert: 7 miRNAs (cfa-miR-302d, cfa-miR-329b, cfa-miR-380, cfa-miR-
487b, cfa-miR-490, cfa-miR-582 und cfa-miR-874) hatten eine verminderte
Expression und 4 miRNAs (cfa-let-7b, cfa-let-7c, cfa-miR-103 und cfa-miR-
98) eine erhohte Expression (Q. L1 etal. 2015). Sechs miRNAs davon (cfa-
let-7b, cfa-let-7c, cfa-miR-103, cfa-miR-487b, cfa-miR-582 und cfa-miR-98)
waren auch zwischen Gruppe 2 und Gruppe 3 signifikant unterschiedlich
(Q. L1 etal. 2015). Diese Ergebnisse unterscheiden sich ebenfalls von de-
nen der vorliegenden Studie. Von den bei Q. L1 etal. verdnderten miRNAs
wurden auch 7 miRNAs in der vorliegenden Studie untersucht und in 30
(cfa-let-7b, cfa-let-7c und cfa-miR-98), 23 (cfa-miR-874), 20 (cfa-miR-103),
4 (cfa-miR-487b) und einer (cfa-miR-302d) von 30 Proben detektiert. Die
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drei zuletzt genannten miRNAs wurden daher von der Analyse ausgeschlos-
sen, bei den anderen vier konnte keine signifikante Veranderung festgestellt
werden. Die Griinde fiir die Differenz kénnen dhnliche sein wie die im Ver-
gleich zu HuLANICKA et al. (2014) aufgefithrten. Die Gruppen bei Q. L1 etal.
wurden ebenfalls aus verschiedenen Hunden mit grofieren Unterschieden
im Krankheitsverlauf zusammengesetzt — einer gesunden Kontrollgruppe,
dem préklinischen Stadium und dem klinisch fortgeschrittenen Stadium
mit medikamenteller Therapie. In die RT-qPCR waren bei Q. L1 etal. eine
grofiere Anzahl an verschiedenen miRNAs integriert, die Normalisierung
erfolgte jedoch ebenfalls wie bei der vorliegenden Studie auf den Mittelwert
aller miRNAs nach MESTDAGH et al. (2009).

Die Ergebnisse und Beobachtungen zusammenfassend kann man fol-
gendes festhalten: In der vorliegenden Studie war die Anzahl (n = 3) der
miRNAs, die eine signifikant unterschiedliche Expression aufwiesen, gering.
Ebenso waren die Unterschiede der Expression dieser miRNAs gering. Als
Ursache fiir diese Beobachtung gibt es zum einen die Moglichkeit, dass die
Expressionsunterschiede in den untersuchten Proben gering waren. Dies
wiederum kann daran liegen, dass die Expressionsunterschiede in den un-
tersuchten Stadien gering sind oder dass die Expressionsunterschiede bei
Hunden mit ME generell gering sind.

Zum anderen gibt es die Moglichkeit, dass es tatsichlich Expressionsun-
terschiede im Krankheitsverlauf bei Hunden mit ME gibt, aber der Versuchs-
plan nicht so aufgebaut war, dass diese Unterschiede in den Ergebnissen
deutlich wurden. Ein méglicher Grund dafiir kann sein, dass die Unterschie-
de in den untersuchten Krankheitsstadien nicht grof$ genug sind, um nach-
gewiesen zu werden, und dass die Grundgesamtheit fiir diesen Nachweis
zu klein war. Ebenso kann eine zu geringe Sensitivitidt der Quantifizierung
ein Grund sein. Letzterem muss jedoch gegeniiber gestellt werden, dass fiir
die Quantifizierung von vielen miRNAs die RT-qPCR den anderen Metho-
den (s. Abschnitt 3.7) durch eben eine hohe Sensitivitiat und auch eine hohe
Spezifitit iiberlegen ist.

Verglichen mit den Ergebnissen der beiden Studien von HuLANICKA etal.
(2014) bzw. Q. L1 etal. (2015) ergeben sich Unterschiede im Hinblick auf die
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Expression der miRNAs. Bei allen drei Studien gibt es keine signifikanten
Expressionsunterschiede, die sich iberschneiden. Jedoch sind insbesonde-
re bei Q. L1 etal. deutlichere Unterschiede hervorgetreten. Die Unterschiede
im Vergleich zu den beiden anderen Studien kénnten durch die Auswahl der
Stadien zustande gekommen sein. Fiir die vorliegende Studie wurden Hunde
aus dem frithen préklinischen (Stadium B1) und dem spéten priklinischen
Stadium (B2) ergénzt durch ein frithes klinisches Stadium (C2 oder C3). Die
beiden anderen Studien (HuLANICKA et al. 2014; Q. L1et al. 2015) untersuch-
ten jeweils auch drei Gruppen, allerdings wurden dafiir eine gesunde Kon-
trollgruppe (Stadium A), eine »praklinische« Gruppe (Stadium B1 und B2)
und eine Gruppe mit klinischen Symptomen (Stadium C1, C2, C3 oder D)
verwendet. Der Einfluss von Medikamenten in dieser letzten Gruppe konn-
te bei beiden Studien nicht ausgeschlossen werden (HUuLANICKA etal. 2014;
Q. Lretal. 2015) und ist ebenfalls ein moglicher Grund fiir die Unterschiede.
Auflerdem wurden bei den beiden anderen Studien jeweils unterschiedliche
Hunde fiir die Gruppen ausgewéhlt.

Im Hinblick auf das Ziel dieser Studie konnte gezeigt werden, dass es Un-
terschiede in der Expression von miRNAs gibt. Diese waren jedoch bei allen
drei signifikant herunterregulierten miRNAs gering. Im Vergleich mit dhn-
lichen Studien traten unterschiedliche Ergebnisse auf. Die Aussagekraft der
vorliegenden Studie im Hinblick auf die Rolle von miRNAs als potentiel-
le Biomarker ist eingeschriankt. Bei der vorliegenden Studie handelt es sich
um eine Pilotstudie. Limitationen dieser Studie waren eine kleine Gruppen-
grofle sowie die teilweise medikamentelle Therapie. Weitere Studien sind
notwendig, um die Expression zirkulierender miRNAs im Krankheitsver-
lauf der ME zu beurteilen. Diese Studien sollten optimalerweise grof3ere Ver-
laufsgruppen, mehr Krankheitsstadien sowie ein gesundes Kontrollstadium
beinhalten.
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A Erganzende Tabellen

Tabelle A.1 Belegung der Mikrotestplatten

Vertiefungen Primer

Zielprodukt Datenbank-Nr. “ Katalog-Nr. b
Al/T1 cfa-let-7a MIMAT0006594 MS00029288
A2/12 cfa-let-7b MIMAT0009836 MS00029295
A3/13 cfa-let-7¢ MIMAT0006669 MS00029302
A4/14 cfa-let-7e MIMAT0006608 MS00029309
A5/15 cfa-let-7f MIMAT0006610 MS00029316
Ao6/16 cfa-let-7g MIMAT0006637 MS00029323
A7/17 cfa-let-7j MIMAT0006763 MS00029330
A8/18 cfa-miR-1 MIMAT0006656 MS00029337
A9/I9 cfa-miR-101 MIMAT0006600 MS00029351
A10/110 cfa-miR-103 MIMATO0006687 MS00029358
Al1/111 cfa-miR-106a MIMAT0006749 MS00029379
Al12/112 cfa-miR-106b MIMAT0006695 MS00029386
A13/113 cfa-miR-758 MIMAT0009925 MS00031087
Al4/114 cfa-miR-10a MIMAT0006737 MS00029344
A15/115 cfa-miR-10b MIMAT0009837 MS00029393
Al6/116 cfa-miR-122 MIMAT0006619 MS00029400
Al17/117 cfa-miR-125a MIMAT0006609 MS00029414
A18/118 cfa-miR-125b MIMAT0006670 MS00029421
A19/119 cfa-miR-126 MIMAT0006730 MS00029428
A20/120 cfa-miR-1271 MIMATO0006685 MS00029442
A21/121 cfa-miR-128 MIMAT0006633 MS00029449
A22/122 cfa-miR-129 MIMAT0006623 MS00029456
A23/123 cfa-miR-1306 MIMAT0006661 MS00029463

(Fortsetzung auf der nichsten Seite)
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Tabelle A.1 (Fortsetzung)

Vertiefungen Primer

Zielprodukt Datenbank-Nr. Katalog-Nr. ¥
A24/124 cfa-miR-1307 MIMAT0006665 MS00029470
B1/]1 cfa-miR-130a MIMAT0006631 MS00029477
B2/]J2 cfa-miR-130b MIMAT0006659 MS00029484
B3/]3 cfa-miR-132 MIMAT0006732 MS00029491
B4/]4 cfa-miR-133a MIMAT0009834 MS00029498
B5/]5 cfa-miR-133a MIMAT0009834 MS00029281
B6/]6 cfa-miR-133b MIMAT0009835 MS00029505
B7/]7 cfa-miR-134 MIMAT0009883 MS00029512
B8/]8 cfa-miR-135b MIMAT0009839 MS00029533
B9/J9 cfa-miR-138a MIMAT0006654 MS00029554
B10/J10 cfa-miR-139 MIMAT0006645 MS00029568
B11/]11 cfa-miR-140 MIMAT0006689 MS00029575
B12/J12 cfa-miR-141 MIMAT0009876 MS00029582
B13/]13 cfa-miR-142 MIMAT0006736 MS00029589
B14/]14 cfa-miR-143 MIMAT0006682 MS00029596
B15/]J15 cfa-miR-144 MIMAT0006734 MS00029603
B16/]J16 cfa-miR-145 MIMATO0009863 MS00029610
B17/J17 cfa-miR-146a MIMAT0006684 MS00029617
B18/J18 cfa-miR-148a MIMAT0006622 MS00029631
B19/J19 cfa-miR-148b MIMAT0006663 MS00029638
B20/]J20 cfa-miR-149 MIMAT0009884 MS00029645
B21/]21 cfa-miR-150 MIMAT0006602 MS00029652
B22/]22 cfa-miR-151 MIMAT0006615 MS00029659
B23/]J23 cfa-miR-152 MIMAT0006738 MS00029666
B24/]24 cfa-miR-155 MIMAT0006671 MS00029680
C1/K1 cfa-miR-15a MIMAT0006647 MS00029687
C2/K2 cfa-miR-15b MIMAT0006676 MS00029694
C3/K3 cfa-miR-16 MIMAT0006648 MS00037373
C4/K4 cfa-miR-17 MIMAT0006649 MS00029708
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Tabelle A.1 (Fortsetzung)

Vertiefungen Primer

Zielprodukt Datenbank-Nr. “ Katalog-Nr. b
C5/K5 cfa-miR-181a MIMAT0006707 MS00029715
C6/K6 cfa-miR-181b MIMAT0006708 MS00029722
C7/K7 cfa-miR-181c¢ MIMAT0006635 MS00029729
C8/K8 cfa-miR-181d MIMAT0006636 MS00029736
C9/K9 cfa-miR-1835 MIMAT0006596 MS00029757
C10/K10 cfa-miR-1837 MIMAT0006630 MS00029771
C11/K11 cfa-miR-1839 MIMATO0006677 MS00029785
C12/K12 cfa-miR-184 MIMAT0009842 MS00029792
C13/K13 cfa-miR-802 MIMAT0009928 MS00031115
C14/K14 cfa-miR-1842 MIMAT0006701 MS00029806
C15/K15 cfa-miR-1844 MIMAT0006740 MS00029813
C16/K16 cfa-miR-185 MIMAT0006660 MS00029820
C17/K17 cfa-miR-186 MIMAT0006694 MS00029827
C18/K18 cfa-miR-187 MIMAT0009843 MS00029834
C19/K19 cfa-miR-188 MIMAT0009880 MS00029841
C20/K20 cfa-miR-18a MIMATO0009832 MS00029848
C21/K21 cfa-miR-18b MIMAT0009831 MS00029855
C22/K22 cfa-miR-191 MIMATO0006638 MS00037387
C23/K23 cfa-miR-192 MIMAT0006632 MS00029883
C24/K24 cfa-miR-193a MIMATO0006735 MS00029890
D1/L1 cfa-miR-193b MIMAT0006699 MS00029897
D2/L2 cfa-miR-194 MIMAT0006681 MS00029904
D3/L3 cfa-miR-195 MIMAT0006692 MS00029911
D4/1L4 cfa-miR-196a MIMAT0006662 MS00029918
D5/L5 cfa-miR-197 MIMAT0006698 MS00029932
D6/L6 cfa-miR-199 MIMAT0006642 MS00029939
D7/L7 cfa-miR-19a MIMAT0006650 MS00029946
D8/L8 cfa-miR-19b MIMAT0006652 MS00029953
D9/L9 cfa-miR-200a MIMATO0009865 MS00029960

(Fortsetzung auf der nichsten Seite)
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Tabelle A.1 (Fortsetzung)

Vertiefungen Primer

Zielprodukt Datenbank-Nr. Katalog-Nr. ¥
D10/L10 cfa-miR-202 MIMAT0009844 MS00029981
D11/L11 cfa-miR-203 MIMAT0009866 MS00029988
D12/L12 cfa-miR-205 MIMAT0009845 MS00030002
D13/L13 cfa-miR-206 MIMAT0006606 MS00030009
D14/L14 cfa-miR-20a MIMATO0006651 MS00030037
D15/L15 cfa-miR-20b MIMAT0009830 MS00030044
D16/L16 cfa-miR-21 MIMAT0006741 MS00037380
D17/L17 cfa-miR-210 MIMAT0009846 MS00030058
D18/L18 cfa-miR-211 MIMAT0009867 MS00030065
D19/L19 cfa-miR-212 MIMAT0006731 MS00030072
D20/L20 cfa-miR-214 MIMAT0009847 MS00030079
D21/L21 cfa-miR-215 MIMAT0009848 MS00030086
D22/1.22 cfa-miR-218 MIMAT0006672 MS00030114
D23/L23 cfa-miR-219-3p MIMAT0006729 MS00030128
D24/1.24 cfa-miR-219-5p MIMAT0006611 MS00030121
E1/M1 cfa-miR-22 MIMAT0006733 MS00030135
E2/M2 cfa-miR-221 MIMATO0006757 MS00030142
E3/M3 cfa-miR-222 MIMAT0009851 MS00030149
E4/M4 cfa-miR-223 MIMAT0009852 MS00030156
E5/M5 cfa-miR-23a MIMAT0006640 MS00030170
E6/M6 cfa-miR-23b MIMAT0006612 MS00030177
E7/M7 cfa-miR-24 MIMAT0006614 MS00030184
E8/MS8 cfa-miR-25 MIMAT0006697 MS00030191
E9/M9 cfa-miR-26a MIMAT0006595 MS00030198
E10/M10 cfa-miR-26b MIMAT0006678 MS00030205
E11/M11 cfa-miR-27a MIMAT0006641 MS00030212
E12/M12 cfa-miR-27b MIMAT0006613 MS00030219
E13/M13 cfa-miR-28 MIMATO0006675 MS00030226
E14/M14 cfa-miR-29a MIMAT0006626 MS00030240
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Tabelle A.1 (Fortsetzung)

Vertiefungen Primer

Zielprodukt Datenbank-Nr. “ Katalog-Nr. b
E15/M15 cfa-miR-29b MIMAT0006625 MS00030247
El16/M16 cfa-miR-29¢c MIMAT0006705 MS00030254
E17/M17 cfa-miR-301a MIMAT0009853 MS00030268
E18/M18 cfa-miR-301b MIMAT0009854 MS00030275
E19/M19 cfa-miR-302d MIMAT0009858 MS00030296
E20/M20 cfa-miR-30a MIMAT0006604 MS00030303
E21/M21 cfa-miR-30b MIMATO0006617 MS00030310
E22/M22 cfa-miR-30c MIMAT0006605 MS00030317
E23/M23 cfa-miR-30d MIMAT0006616 MS00030324
E24/M24 cfa-miR-30e MIMAT0006627 MS00030331
F1/N1 cfa-miR-32 MIMAT0006597 MS00030345
F2/N2 cfa-miR-320 MIMAT0006658 MS00030352
F3/N3 cfa-miR-324 MIMAT0009896 MS00030359
F4/N4 cfa-miR-326 MIMAT0009894 MS00030373
F5/N5 cfa-miR-328 MIMAT0006688 MS00030380
F6/N6 cfa-miR-330 MIMAT0009893 MS00030408
F7/N7 cfa-miR-331 MIMATO0009895 MS00030415
F8/N8 cfa-miR-33a MIMAT0006593 MS00030401
F9/N9 cfa-miR-340 MIMAT0009892 MS00030436
F10/N10 cfa-miR-342 MIMAT0006709 MS00030443
F11/N11 cfa-miR-345 MIMAT0006710 MS00030450
F12/N12 cfa-miR-34a MIMAT0006690 MS00030457
F13/N13 cfa-miR-350 MIMAT0006704 MS00030478
F14/N14 cfa-miR-361 MIMAT0006751 MS00030485
F15/N15 cfa-miR-362 MIMAT0009886 MS00030492
F16/N16 cfa-miR-363 MIMAT0006750 MS00030499
F17/N17 cfa-miR-365 MIMAT0001540 MS00030506
F18/N18 cfa-miR-371 MIMATO0007747 MS00030527
F19/N19 cfa-miR-374a MIMATO0006753 MS00030534

(Fortsetzung auf der nichsten Seite)
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Tabelle A.1 (Fortsetzung)

Vertiefungen Primer

Zielprodukt Datenbank-Nr. Katalog-Nr. ¥
F20/N20 cfa-miR-374b MIMAT0006754 MS00030541
F21/N21 cfa-miR-375 MIMAT0009871 MS00030548
F22/N22 cfa-miR-376a MIMAT0006722 MS00030555
F23/N23 cfa-miR-378 MIMAT0006683 MS00030583
F24/N24 cfa-miR-383 MIMAT0006629 MS00030618
G1/01 cfa-miR-421 MIMATO0006755 MS00030653
G2/02 cfa-miR-423a MIMAT0006742 MS00030660
G3/03 cfa-miR-425 MIMAT0006639 MS00030674
G4/04 cfa-miR-432 MIMAT0009904 MS00030688
G5/05 cfa-miR-450a MIMAT0001548 MS00030716
G6/06 cfa-miR-451 MIMAT0009870 MS00030730
G7/07 cfa-miR-452 MIMAT0009900 MS00030737
G8/08 cfa-miR-454 MIMAT0009927 MS00030744
G9/09 cfa-miR-483 MIMAT0009901 MS00030758
G10/010 cfa-miR-485 MIMAT0006725 MS00030765
G11/011 cfa-miR-487b MIMAT0006723 MS00030779
G12/012 cfa-miR-497 MIMAT0006691 MS00030842
G13/013 cfa-miR-499 MIMAT0006655 MS00030849
G14/014 cfa-miR-500 MIMAT0006759 MS00030856
G15/015 cfa-miR-502 MIMAT0006761 MS00030863
G16/016 cfa-miR-503 MIMAT0006746 MS00030870
G17/017 cfa-miR-505 MIMAT0009908 MS00030884
G18/018 cfa-miR-532 MIMAT0006758 MS00030898
G19/019 cfa-miR-542 MIMATO0006747 MS00030912
G20/020 cfa-miR-551b MIMAT0009913 MS00030947
G21/021 cfa-miR-574 MIMAT0006673 MS00030961
G22/022 cfa-miR-590 MIMAT0006700 MS00030989
G23/023 cfa-miR-631 MIMAT0009922 MS00043456
G24/024 cfa-miR-652 MIMAT0006743 MS00031024
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Tabelle A.1 (Fortsetzung)

Vertiefungen Primer

Zielprodukt Datenbank-Nr. “ Katalog-Nr. b
H1/P1 cfa-miR-660 MIMAT0006760 MS00031038
H2/P2 cfa-miR-671 MIMAT0009926 MS00031059
H3/P3 cfa-miR-7 MIMAT0006634 MS00031073
H4/P4 cfa-miR-708 MIMAT0006643 MS00031080
H5/P5 cfa-miR-95 MIMAT0009878 MS00031185
H6/P6 cfa-miR-874 MIMAT0009930 MS00031129
H7/P7 cfa-miR-885 MIMAT0009933 MS00031150
H8/P8 cfa-miR-92a MIMAT0006653 MS00031164
H9/P9 cfa-miR-92b MIMAT0006703 MS00031171
H10/P10 cfa-miR-93 MIMAT0006696 MS00031178
H11/P11 cfa-miR-98 MIMAT0006756 MS00031199
H12/P12 cfa-miR-99a MIMAT0006668 MS00031206
H13/P13 cfa-miR-99b MIMAT0006607 MS00031213
H14/P14 cfa-miR-875 MIMAT0009931 MS00031136
H15/P15 cfa-miR-9 MIMAT0006674 MS00031157
H16/P16 cel-miR-39-3p MIMAT0000010 MS00019789
H17/P17 SNORDG61 = MS00033705
H18/P18 SNORD68 = MS00033712
H19/P19 SNORD95 = MS00033726
H20/P20 RNU6-6P = MS00033740
H21/P21 miRTC SA_miRNA_005 MS00000001
H22/P22 miRTC SA_miRNA_005 MS00000001
H23/P23 PPC SA_00104 MS00000002
H24/P24 PPC SA_00104 MS00000002

a

b

Nummer der Datenbank miRBase (KozoMARA und GRIFFITHS-JONES 2014b)
Katalog-Nummer des miScript Primer Assay der Qiagen GmbH, Hilden (DE)
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Tabelle A.2 Von der Normalisierung und Analyse ausgeschlossene Gene (n =
73)

Gen FD? (%) | Gen FD (%) | Gen FD (%)
cfa-let-7j 93,3 | cfa-miR-196a 80,0 | cfa-miR-432 83,3
cfa-miR-103 36,7 | cfa-miR-200a 53,3 | cfa-miR-452 66,7
cfa-miR-10b 30,0 | cfa-miR-202 96,7 | cfa-miR-454 40,0
cfa-miR-132 76,7 | cfa-miR-205 36,7 | cfa-miR-485 86,7
cfa-miR-133a 80,0 | cfa-miR-20b 43,3 | cfa-miR-487b 86,7
cfa-miR-133a 76,7 | cfa-miR-211 26,7 | cfa-miR-497 66,7
cfa-miR-133b 83,3 | cfa-miR-212 100,0 | cfa-miR-500 26,7
cfa-miR-134 96,7 | cfa-miR-215 50,0 | cfa-miR-532 43,3
cfa-miR-135b 80,0 | cfa-miR-218 36,7 | cfa-miR-542 46,7
cfa-miR-138a 63,3 | cfa-miR-219-3p 100,0 | cfa-miR-551b 36,7
cfa-miR-139 70,0 | cfa-miR-219-5p 73,3 | cfa-miR-590 36,7
cfa-miR-141 56,7 | cfa-miR-301a 30,0 | cfa-miR-671 50,0
cfa-miR-144 33,3 | cfa-miR-301b 36,7 | cfa-miR-708 90,0
cfa-miR-149 76,7 | cfa-miR-302d 96,7 | cfa-miR-758 100,0
cfa-miR-151 30,0 | cfa-miR-324 53,3 | cfa-miR-875 86,7
cfa-miR-17 76,7 | cfa-miR-330 86,7 | cfa-miR-9 100,0
cfa-miR-181c¢ 40,0 | cfa-miR-331 36,7 | cfa-miR-95 46,7
cfa-miR-1835 90,0 | cfa-miR-33a 83,3 | miRTC 00T
cfa-miR-1837 40,0 | cfa-miR-340 26,7 | miRTC 0,0f
cfa-miR-1839 40,0 | cfa-miR-345 30,0 | PPC 00"
cfa-miR-184 63,3 | cfa-miR-34a 56,7 | PPC 0,0°
cfa-miR-1842 46,7 | cfa-miR-362 60,0 | RNU6-6P 46,7
cfa-miR-187 76,7 | cfa-miR-363 33,3 | SNORD61 60,0
cfa-miR-188 43,3 | cfa-miR-376a 90,0

cfa-miR-18b 63,3 | cfa-miR-383 36,7

? FD, fehlende Datenpunkte in Prozent von n = 30
T Kontrollgen
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Tabelle A.3 Zur Normalisierung verwendete Gene (n = 119)

Gen FD? (%) | Gen FD (%) | Gen ED (%)
cel-miR-39-3p 0,0* | cfa-miR-148b 0,0 cfa-miR-214 0,0
cfa-let-7a 0,0 cfa-miR-150 0,0 cfa-miR-22 13,3
cfa-let-7b 0,0 cfa-miR-152 10,0 cfa-miR-221 0,0
cfa-let-7¢ 0,0 cfa-miR-155 0,0 cfa-miR-222 0,0*
cfa-let-7e 0,0 cfa-miR-15a 0,0 cfa-miR-223 0,0
cfa-let-7f 0,0 cfa-miR-15b 0,0 cfa-miR-23a 0,0
cfa-let-7g 0,0 | cfa-miR-16 0,0 | cfa-miR-23b 0,0
cfa-miR-1 10,0 cfa-miR-181a 0,0* | cfa-miR-24 0,0*
cfa-miR-101 10,0 cfa-miR-181b 3,3 cfa-miR-25 0,0
cfa-miR-106a 0,0 cfa-miR-181d 3,3 cfa-miR-26a 0,0
cfa-miR-106b 23,3 cfa-miR-1844 0,0* | cfa-miR-26b 0,0
cfa-miR-10a 0,0 cfa-miR-185 23,3 cfa-miR-27a 0,0
cfa-miR-122 0,0* | cfa-miR-186 3,3 cfa-miR-27b 0,0
cfa-miR-125a 0,0 cfa-miR-18a 3,3 cfa-miR-28 6,7
cfa-miR-125b 0,0 cfa-miR-191 0,0 cfa-miR-29a 0,0
cfa-miR-126 0,0 cfa-miR-192 0,0 cfa-miR-29b 23,3
cfa-miR-1271 6,7 cfa-miR-193a 0,0 cfa-miR-29c¢ 0,0
cfa-miR-128 0,0 cfa-miR-193b 0,0 cfa-miR-30a 0,0
cfa-miR-129 23,3 cfa-miR-194 6,7 cfa-miR-30b 0,0
cfa-miR-1306 0,0 cfa-miR-195 0,0* | cfa-miR-30c 0,0
cfa-miR-1307 20,0 cfa-miR-197 0,0 cfa-miR-30d 0,0
cfa-miR-130a 13,3 cfa-miR-199 3,3 cfa-miR-30e 0,0%
cfa-miR-130b 3,3 cfa-miR-19a 0,0 cfa-miR-32 0,0
cfa-miR-140 3,3 cfa-miR-19b 0,0 cfa-miR-320 0,0
cfa-miR-142 0,0 cfa-miR-203 3,3 cfa-miR-326 16,7
cfa-miR-143 23,3 cfa-miR-206 3,3 cfa-miR-328 0,0
cfa-miR-145 0,0 cfa-miR-20a 0,0 cfa-miR-342 0,0
cfa-miR-146a 0,0* | cfa-miR-21 0,0 cfa-miR-350 6,7
cfa-miR-148a 0,0* | cfa-miR-210 0,0 | cfa-miR-361 0,0

(Fortsetzung auf der ndchsten Seite)
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Tabelle A.3 (Fortsetzung)

Gen FD* (%) | Gen FD (%) | Gen ED (%)
cfa-miR-365 0,0 | cfa-miR-483 16,7 | cfa-miR-874 23,3
cfa-miR-371 3,3 | cfa-miR-499 10,0 | cfa-miR-885 0,0
cfa-miR-374a 0,0 | cfa-miR-502 16,7 | cfa-miR-92a 0,0
cfa-miR-374b 0,0 | cfa-miR-503 23,3 | cfa-miR-92b 0,0
cfa-miR-375 0,0 | cfa-miR-505 0,0 | cfa-miR-93 3,3%
cfa-miR-378 6,7 | cfa-miR-574 0,0 | cfa-miR-98 0,0
cfa-miR-421 0,0 | cfa-miR-631 0,0 | cfa-miR-99a 6,7
cfa-miR-423a 0,0 | cfa-miR-652 0,0 | cfa-miR-99b 13,3
cfa-miR-425 6,7 | cfa-miR-660 3,3 | SNORD68 3,3
cfa-miR-450a 3,3 | cfa-miR-7 0,0 | SNORDY5 16,7
cfa-miR-451 0,0 | cfa-miR-802 16,7

% FD, fehlende Datenpunkte in Prozent von n = 30

* Expressionswerte nicht normalverteilt
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C Zusammenfassung

Die Mitralklappenendokardiose (ME) ist die hdufigste Herzerkrankung bei
Hunden. Die progressiven degenerativen Verdnderungen an der Mitralklap-
pe fithren zu einer exzentrischen Hypertrophie des linken Ventrikels und
des linken Atriums, worauf nach einer langen priklinischen Phase ein kon-
gestives Herzversagen mit Lungenddem folgen kann.

Mikro-Ribonukleinsduren (miRNAs) sind kurze einzelstringige RNA-
Molekiile, die gewebe- und entwicklungsspezifisch die Genexpression auf
posttranskriptioneller Ebene regulieren. Sie binden dabei an Boten-RNA
und verandern dadurch deren Stabilitét in vielen physiologischen zelluliren
Prozessen. Sie weisen auflerdem bei vielen Erkrankungen eine verdnderte
Expression auf. Der Nachweis von miRNAs ist relativ einfach, da auch gewe-
bespezifische miRNAs in der Zirkulation vorkommen und diese eine hohe
Stabilitdt aufweisen. Sie spielen deswegen auch als potentielle Biomarker
eine Rolle.

Die Hypothese lautet, dass mit fortschreitender ME Veranderungen der
miRNA-Expression im Blutplasma nachzuweisen sind. Das Ziel dieser Stu-
die war, zu untersuchen ob es bei Hunden in verschiedenen Stadien der ME
Verdnderungen in der Expression zirkulierender miRNAs gibt. Dazu wur-
den im Blutplasma von 10 Hunden, die jeweils drei Stadien der ME durch-
liefen (modifizierte CHIEF-Klassifikation: B1, B2 und C2/C3), jeweils 183
miRNAs mittels RT-qPCR quantifiziert.

Einfaktorielle Varianzanalysen mit Messwiederholung und nach BEen-
jaMINI und HoCHBERG Korrigierte paarweise Vergleiche zwischen den
Krankheitsstadien zeigten, dass bei 3 miRNAs ein signifikanter Unterschied
(p < 0,05) der Expressionswerte zwischen den Krankheitsstadien bestand:
cfa-miR-92b war in Stadium C2 0,52-fach im Vergleich zu Stadium B1 und
0,61-fach im Vergleich zu Stadium B2 herunterreguliert. cfa-miR-92a und
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cfa-miR-1306 waren in Stadium C2 0,60-fach bzw. 0,53-fach herunterregu-
liert im Vergleich zu Stadium B1. Zwischen den anderen Stadien konnte
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass es im Blutplasma bei Hunden im Krankheits-
verlauf der ME zirkulierende miRNAs mit veranderter Expression gibt. Die
Anzahl der unterschiedlich exprimierten miRNAs und die Unterschiede in
deren Expressionswerten waren jedoch gering. Um miRNAs als geeignete
Biomarker bei dieser Erkrankung zu bewerten, sind weitere Studien, mit
einer grofieren Population und mehr Krankheitsstadien sowie einem gesun-
den Kontrollstadium, notwendig.
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D Summary

Degenerative mitral valve disease (DMVD) is the most common cardiac dis-
ease in dogs. In the long preclinical stage, progressive degenerating alter-
ations of the mitral valve lead to eccentric hypertrophy of the left ventricle
and left atrium. This remodeling can be succeeded by congestive heart fail-
ure with pulmonary edema.

Micro ribonucleic acids (miRNAs) are short single-stranded RNA mol-
ecules which regulate gene expression on a post-transcriptional level with
tissue- and developmental specificity. They bind to messenger RNAs and
alter their stability in many physiological cellular processes. Furthermore,
they show a varying expression in many diseases. Detection of miRNAs is
relatively easy as they are very stable. Moreover, tissue specific miRNAs are
also found in blood and other body fluids. Therefore, they have a role as
potential biomarkers.

The hypothesis was, that progressing DMVD would show differences in
expression of circulating miRNAs. This study aimed to investigate the ex-
pression of miRNAs in blood plasma of dogs in various stages of DMVD.
One hundred and eighty-three miRNAs were quantified from blood plasma
using RT-qPCR in 10 dogs passing 3 stages of DMVD (modified Canine
Heart Failure International Expert Forum stage B1, B2, and C2 or C3).

One-way repeated measures analyses of variance and pairwise compar-
isons using Benjamini-Hochberg-correction showed significant differences
(p < 0,05) in expression values in 3 miRNAs: cfa-miR-92b was downregu-
lated in stage C2 compared to stage B1 and B2 by the factor of 0.52 and 0.61
, respectively. cfa-miR-92a and cfa-miR-1306 were downregulated in stage
C2 compared to stage B1 by the factor of 0.60 and 0.53, respectively. There
was no significant difference between any other stages.

The results show that there are miRNAs in canine blood plasma that differ

123



Summary

in expression with progressing DMVD. However, the number of miRNAs
varying and the difference between stages were small. To evaluate the role
of miRNAs as potential biomarkers, further studies are needed—with a big-
ger population and eventually including more stages of disease and healthy
control subjects.
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