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Zusammenfassung

ll. Zusammenfassung

1. Deutsch

Bei Neugeborenen und Kindern, die aufgrund ihres angeborenen Herzfehlers einer
kardiochirurgischen Operation unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine bedurfen,
birgt der operative Eingriff das Risiko einer erhohten Mortalitat aufgrund eines Myo-
kardversagens. Die zugrunde liegenden Pathomechanismen sind bisher weitestge-
hend unbekannt. Die erheblichen physiologischen Veréanderungen unter Einsatz der
Herz-Lungen-Maschine bewirken jedoch eine signifikante Anderung vieler molekula-
rer Prozesse im Myokard. MicroRNAs kdnnen Veranderungen in diesen molekular-
genetischen Prozessen unmittelbar anzeigen. Neueste Studien schreiben microR-
NAs eine zunehmende Bedeutung bei der Entstehung kongenitaler und erworbener
kardiovaskularer Erkrankungen zu. Darlber hinaus sind diese nicht kodierenden
Sequenzen auch an der myokardialen Adaptation und dem Remodeling beteiligt.
Inwieweit die Expression von microRNAs im Myokard von Neugeborenen und Kin-
dern mit angeborenen Herzfehlern im Zusammenhang mit diesen Prozessen steht,
ist jedoch unbekannt. Daher ist das Ziel dieser Studie, die microRNA-Expression im
Myokard von Neugeborenen und Kindern vor und nach kardiochirurgischen Eingrif-
fen unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine zu charakterisieren und zu verglei-
chen.

Diese Studie wird an insgesamt 14 Neugeborenen und Kindern mit angeborenen
Herzfehlern am Universitatsklinikum des Saarlandes durchgefuhrt. Hierzu wird von
jedem Studienteilnehmer eine Myokardprobe aus dem rechten Vorhof jeweils vor
Anschluss und nach Dekonnektion der Herz-Lungen-Maschine entnommen, aus
denen die microRNA-Expression mittels Microarray und RT-qPCR analysiert wird.
AulRerdem wird eine Signalweg Analyse durchgefiihrt, um Signalwege und Zielgene
der verandert exprimierten microRNAs zu identifizieren.

Die Auswertung mittels Microarray ergibt 90 microRNAs im Myokard, die nach Ein-
satz der Herz-Lungen-Maschine verandert exprimiert werden. Von diesen 90
microRNAs werden nach Einsatz der Herz-Lungen-Maschine 29 microRNAs ver-
mehrt und 61 microRNAs vermindert exprimiert. Diese Ergebnisse kdnnen fir sie-
ben microRNAs (miR-210, miR-423, miR-143, miR-564, miR-770, miR-874, miR-93)

mittels RT-qPCR bestatigt werden. Die von uns identifizierten Signalwege werden



Zusammenfassung

u.a. mit dem kardiovaskularen System sowie der Differenzierung und Proliferation
von Kardiomyozyten assoziiert.

Die Ergebnisse unserer Studie stitzen also die Vermutung, dass microRNAs, neben
den bereits bekannten kardiovaskularen Pathologien, auch Veranderungen auf mo-
lekulargenetischer Ebene in Form von Hoch- oder Herunterregulierung anzeigen.
Aufgrund der jedoch nur geringen Teilnehmerzahl und der heterogenen Patienten-
population sind weitere Studien notwendig, um genauere Aussagen Uber Auswir-
kungen der microRNA-Expressionsénderung im Myokard nach Herz-Lungen-

Maschine treffen zu kénnen.
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2. Englisch

Differential expression of microRNAs following cardiopulmonary by-

pass in children with congenital heart diseases

“Children with congenital heart defects (CHDs) are at high risk for myocardial failure
after operative procedures with cardiopulmonary bypass (CPB). Recent studies
suggest that microRNAs (miRNA) are involved in the development of CHDs and
myocardial failure. Therefore, the aim of this study was to determine alterations in
the miRNA profile in heart tissue after cardiac surgery using CPB. In total, 14 tissue
samples from right atrium were collected from patients before and after connection
of the CPB. SurePrint™ 8 x 60K Human v21 miRNA array and quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-qPCR) were employed to determine the
mMiRNA expression profile from three patients before and after connection of the
CPB. Enrichment analyses of altered miRNA expression were predicted using bioin-
formatic tools. According to miRNA array, a total of 90 miRNAs were significantly
altered including 29 miRNAs with increased and 61 miRNAs with decreased expres-
sion after de-connection of CPB (n = 3) compared to before CPB (n = 3). Seven
mMiRNAs had been validated using RT-gPCR in an independent cohort of 11 pa-
tients. Enrichment analyses applying the KEGG database displayed the highest cor-
relation for signaling pathways, cellular community, cardiovascular disease and cir-
culatory system.

Our result identified the overall changes of the miRNome in right atrium tissue of
patients with CHDs after CPB. The differentially altered miRNAs lay a good founda-
tion for further understanding of the molecular function of changed miRNAs in regu-

lating CHDs and after CPB in particular.” *
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IV. Einleitung

Angeborene Herzfehler (AHF) zahlen mit einer Pravalenz von 1% zu den haufigsten
Organfehlbildungen bei Neugeborenen.?® Komplexe Vitien bedurfen dabei haufig
bereits im Neugeborenen- bzw. S&uglingsalter einer korrektiven oder palliativen
Operation unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM). Zwar hat sich das Lang-
zeitiberleben dieser Patienten durch Fortschritte in Diagnostik und Therapie deut-
lich verbessert’~°, aber dennoch ist die Mortalitat bei Neugeborenen nach kardio-
chirurgischen Eingriffen deutlich héher als bei Sauglingen und Kindern jenseits der
Neonatalperiode.'**? Kardiochirurgische Korrekturen von AHF gelten auch heute
noch als einer der Hauptgriinde fir eine erhdhte Sterblichkeit von Neugeborenen.3
Obwohl der Zeitpunkt des kardiochirurgischen Eingriffes wegen erhdhter Mortalitat
in der neonatalen Phase als kritisch betrachtet werden muss, konnte in dieser Pha-
se aber eine ausgepragte proliferative und regenerative Fahigkeit des neonatalen
Myokards nach Ischamie und Stresssituationen nachgewiesen werden.?21 Im
Tiermodel wurde gezeigt, dass sich das neonatale Myokard nach einer Apex-
Teilresektion vollstandig und mit normaler systolischer Pumpfunktion nachbilden
kann. Diese Proliferationsfahigkeit beschréankt sich jedoch auf eine kurze postnatale
Periode und geht danach verloren.t’

Die mit dem Einsatz der HLM assoziierten Risiken und Morbiditaten sind sowohl fr
Erwachsene als auch fur Neugeborene und Kinder in zahlreichen Studien dokumen-
tiert.>>=>® Insbesondere Faktoren wie die nicht-pulsatile Zirkulation der HLM wéahrend
des kardiochirurgischen Eingriffes, die Hypothermie und Perfusion der Koronararte-
rien mit kardioplegischer Losung, aber auch die durch den Eingriff bedingten Verlet-
zungen am Herzen selbst bergen das Risiko eines postoperativen Myokardversa-
gens.’3%2-26 Dje pathophysiologischen Prozesse der Adaptation und des Remode-
lings des neonatalen und kindlichen Myokards nach Stresssituationen und Ischamie
sind bisher weitgehend ungeklart. Deren Kenntnisse und ein besseres Verstandnis
der molekularen und genetischen Mechanismen bei AHF sind jedoch grundlegend
fur eine Verbesserung des Uberlebens nach kardiochirurgischen Eingriffen unter
Einsatz der HLM.

Neuere Studien an Erwachsenen weisen microRNAs (miRNAs, miRs) eine ent-
scheidende Rolle bei der Pathogenese zahlreicher kardiovaskularer Erkrankungen

zu.2”.28 Unter miRNAs versteht man etwa 21-24 nt lange, nicht-kodierende RNAsS,
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welche die Genexpression auf posttranskriptionaler Ebene regulieren und somit
Einfluss auf die Proteinsynthese nehmen.?® Im Zellkern wird zunachst durch die
RNA-Polymerase Il die primary-microRNA (= pri-miRNA) transkribiert. Durch Ab-
spaltung von Nukleotiden durch die Proteine Drosha und DGCRS8 entsteht aus der
pri-miRNA die 60-80 nt lange precursor-microRNA (= pre-miRNA), welche sich in
einer charakteristischen Haarnadelstruktur anlagert und schlie3lich durch Exportin-5
und Ran-GTP aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert wird. Im Zytoplasma
wird die bisher noch doppelstrangige pre-miRNA mittels Dicer in zwei Einzelstrange
zerlegt, wovon ein Strang degradiert wird (miRNA*). Der reife miRNA-Strang wird in
den sogenannten RNA-induced silencing-complex (RISC) eingeschleust und bindet
an die 3’ UTR der mRNA. Ist die miRNA nur teilweise komplementar zur mRNA,
wird die Translation lediglich gehemmt. Ist die miRNA jedoch nahezu vollstéandig
komplementar zur mRNA, wird die jeweilige mMRNA degradiert und es findet keine
weitere Translation bzw. Proteinbiosynthese mehr statt.2%-31

Zahlreiche Studien der vergangenen Jahre liefern einen Uberblick tUber die Bioge-
nese und Funktionen der miRNAs?®, aber auch Uber ihre Beteiligung an der Entste-
hung kongenitaler Herzvitien und ihr Potential als diagnostische Biomarker.3?-3% Zu-
dem konnte ihre Bedeutung fiir Prozesse im Myokard, wie Zellproliferation, Angio-
genese, Fibrosierung, oder Apoptose nachgewiesen werden.?®3-41 Diese miRNA-
regulierten Prozesse sind essentiell flr ein kardiales Remodeling nach Ischamie.
Dennoch ist die Bedeutung von miRNAs im Myokard von Neugeborenen und Kin-
dern mit AHF unter den pathophysiologischen Bedingungen der HLM unbekannt.
Das Ziel dieser Studie ist es daher, die miRNA-Expression im Myokard von Neuge-
borenen und Kindern mit AHF vor und nach Einsatz der HLM zu charakterisieren.
Hierbei soll der Einfluss der HLM auf die miRNA-Expression im neonatalen und

kindlichen Myokard erarbeitet werden.*
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V. Methodik

Die NEOMY-Studie wurde von Februar 2015 bis Oktober 2016 als single-center
Studie am Universitatsklinikum des Saarlandes unter Zustimmung der saarlandi-
schen Ethikkommission (Nr. 156/14) durchgefiihrt. Unterstitzt wurde diese Studie
sowohl vom Kompetenznetz Angeborene Herzfehler als auch von der Foérderge-
meinschaft Deutsche Kinderherzzentren e.V.. Die Teilnahme an der Studie ist frei-
willig. Die Erziehungsberichtigten kénnen nach vorheriger Aufklarung Uber das Ziel
der Studie, aber auch tUber mdgliche Risiken bei der Probengewinnung, durch eine
schriftliche Einwilligung der Teilnahme zustimmen (siehe Anhang). Um den Daten-
schutz zu gewahrleisten, werden alle Teilnehmer mit einem Code (HO-NYxxxXx)

pseudonymisiert.

1. Patientenpopulation

Teilnehmer der Studie sind alle Kinder zwischen 0 und 18 Jahren, die im Rahmen
ihres angeborenen Herzfehlers eine korrektive oder palliative Operation unter Ein-
satz der HLM bendétigen und deren Erziehungsberechtigten einer Teilnahme schrift-
lich zustimmen (Tabelle 1).

Ausschlusskriterien sind bereits vorausgegangene Herzoperationen, die fehlende
Einwilligung der Erziehungsberechtigten, intraoperative Komplikationen oder ein
madgliches Risiko bei der Probenentnahme.

11
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die klinischen Daten der Studienteilnehmer

Kranken-
Pat. sc:I::ht Alter bei OP | Gewicht | Diagnose OP-Verfahren haus-
aufenthalt
1 m 0,5 Jahre 5,5 kg ASD Il ASD-Verschluss 12 Tage
2 w 0,9 Jahre 8,5 kg VSD VSD-Verschluss 10 Tage
3 w 10,4 Jahre 33,0 kg VSD VSD-Verschluss 10 Tage
4 m 0,5 Jahre 5,2 kg Tr|||21V§\I§D ASD-Verschluss 11 Tage
5 w 2,0 Jahre 11,0 kg ASD Il ASD-Verschluss 9 Tage
6 m 1,1 Jahre 9,4 kg Tri21, ASD | ASD-Verschluss 12 Tage
7 w 1,0 Jahre 6,2 kg Tri21, VSD VSD-Verschluss 13 Tage
8 m 5 Tage 3.3kg HLHS NO”’VOE’S&LQ" BTS 25 Tage
9 m 7 Tage 4,1 kg TGA S‘g{j‘éggségmggd 24 Tage
10 m 11 Tage 2,1 kg i”fﬁg{%""'e Korrektur der TAPVD | 54 Tage
11 m 1,2 Jahre 7,6 kg ASD I ASD-Verschluss 8 Tage
12 m 1,7 Jahre | 101kg ASN'ﬁ :IE““ Mﬁ;ﬁdzs;%hrg’;jng 8 Tage
13 w 3,5 Jahre 13,0 kg ASD I ASD-Verschluss 7 Tage
14 w 1,4 Jahre 10,6 kg ASD I ASD-Verschluss 8 Tage

Abkirzungen: m: mannlich, w: weiblich, ASD Il: Vorhofseptumdefekt vom Sekundum-Typ, VSD:
Ventrikelseptumdefekt, Tri21: Trisomie 21, ASD I: Vorhofseptumdefekt vom Primum-Typ, HLHS: Hy-

poplastisches Linksherzsyndrom, BTS: Blalock-Taussig-Shunt, TGA: Transposition der groRen Arte-

rien, TAPVD: Totale Lungenvenenfehleinmiindung, Ml 11°: Mitralklappeninsuffizienz zweiten Grades

12
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2. Durchfihrung und Probengewinnung
2.1.1. Myokardproben

Die Myokardproben werden jeweils aus dem rechten Vorhof bzw. aus dem rechten
Herzohr enthommen. Die erste Myokardprobe (,vor HLM®) wird bei Anschluss der
HLM, unmittelbar vor Kanulierung des rechten Vorhofes, asserviert. Hierzu wird ein
kleines Stick Myokard mit einem Durchmesser von ca. 2 mm vom Operateur mit
dem Skalpell abgetrennt. Die zweite Probe (,nach HLM®) wird nach der Dekandlie-
rung des Vorhofs in gleicher Vorgehensweise gewonnen.

Die Vorhofmyokardproben werden nach den Richtlinien der Biomaterialbank des
Kompetenznetzes Angeborene Herzfehler e.V. fir Asservierung von Myokardproben
entnommen  (http://www.kompetenznetz-ahf.de/forschung/register-biobank/daten-
und-proben/) und dementsprechend innerhalb von 3 Minuten in ein extra dafir vor-
gesehenes Gefal? gegeben und sofort in fliissigem Stickstoff (-180°C) gelagert. Fur
jede Myokardprobe wird ein zugehdriger Probenbegleitschein ausgefillt (siehe An-
hang).

2.1.2. Anasthesie

Alle Patienten erhalten unmittelbar vor Narkoseinleitung 0,1 mg/kg KG Midazolam
Uber eine periphere Verweilkanile. Nach Praoxygenierung mit 100% Sauerstoff wird
die Anasthesie mit Fentanyl und Thiopental in titrierten Dosen eingeleitet und mit
kontinuierlichen Gaben von Fentanyl und Midazolam aufrechterhalten. Zur Erleichte-
rung der nasotrachealen Intubation mit einem Manschettentubus wird das Muskelre-
laxans Atracurium verabreicht. Wahrend der Anésthesie werden kontinuierlich Herz-
frequenz, Sauerstoffsattigung, mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), zentralvendser
Druck (ZVD), rektale Koérpertemperatur und Urinausscheidung gemessen sowie ein
EKG abgeleitet. Nach systemischer Heparinisierung durch intraventse Bolusgabe

werden die Aorta und der rechte Vorhof kanuliert.

13
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2.1.3. Herz-Lungen-Maschine

Alle in der Studie bertcksichtigten kinderkardiochirurgischen Eingriffe werden mit
dem gleichen HLM-Model, Jostra HL20 von MAQUET, durchgefiihrt. Vor Kantilie-
rung der Aorta und des Vorhofs wird die HLM mit einem fir die Operation angefor-

derten Erythrozytenkonzentrat (EK) und einer Priming Solution aus Sterofundin 1SO,

Gelafundin, Ringer-Laktat und Tranexamséaure beflillt. Die Kardioplegie erfolgt nach

Calafiore,*? wobei die kardioplegische Losung auf 8-10°C temperiert wird. Der Input,

also die Substanzen, die intraoperativ in die HLM und damit auch in das Patienten-

blut gegeben werden, variiert von Patient zu Patient und hangt jeweils vom Operati-

onsverfahren, als auch vom Operationsverlauf ab. Tabelle 2 veranschaulicht die

jeweiligen Perfusionsprotokolle.

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Perfusionsprotokolle

) ) ) Niedrigste | Kardioplegie
. Perfus.lons- Reperfu-smns- I Kr-elslauf- Korperkern- —
zeit zeit stillstand

temperatur volumen
1 45 min 23 min 14 min 0 min 35,1°C 1.441
2 41 min 0 min 24 min 0 min 34,4°C 0,331
3 82 min 27 min 51 min 0 min 34,0°C 0,46 |
4 79 min 35 min 40 min 0 min 29,4°C 0,42 |
5 32 min 0 min 14 min 0 min 34,8°C 0,22 |
6 63 min 20 min 32 min 0 min 33,9°C 0,291
7 87 min 26 min 54 min 4 min 31,8°C 0,47 |
8 136 min 72 min 38 min 20 min 24,2°C 0,11
9 112 min 50 min 51 min 13 min 24,0°C 1,201
10 124 min 58 min 49 min 13 min 22,7°C 0,11
11 34 min 9 min 17 min 0 min 34,5°C 0,151
12 41 min 11 min 28 min 0 min 32,8°C 0,161
13 24 min 7 min 10 min 0 min 34,8°C 0,24 |
14 23 min 11 min 8 min 0 min 35,0°C 0,371

Abkirzungen: min: Minuten

14
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3. Materialien
Alle fur die Studie verwendeten Materialien sind in den untenstehenden Tabellen

aufgelistet.

15
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Sets

Set

Hersteller

Ambion® TURBO DNA-free™ DNAse Set

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Gene Expression Waschpuffer Set

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
land

RNA 6000 Nano Set

Agilent Technologies, California, USA

miRNeasy Mini Set

Qiagen, Hilden, Deutschland

miScript miRNA Primer Assays
QuantiTect MRNAPrimer Assays

Qiagen, Hilden, Deutschland

miScript || Reverse Transkriptase Set

Qiagen, Hilden, Deutschland

miScript SYBR Green PCR Set

Qiagen, Hilden, Deutschland

SurePrint G3 Human V21 miRNA microar-
ray

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
land

Tabelle 4: Ubersicht iiber verwendete Einwegmaterialien

Einwegmaterialien

Hersteller

Eppendorf PCR Gefal3e 0.2ml

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Eppendorf PCR Geféal3e 1.5ml

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Eppendorf PCR Geféal3e 2.0ml

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

MicroAmp™ 96-well optical adhesive film

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

MicroAmp™ fast 8-tube strip

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

MicroAmp™ fast optical 96-well reaction
plate

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

MicroAmp™ optical 8-cap strip

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Sterile Filterspitzen10 pl

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

Sterile Filterspitzen 1000 p

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

Sterile Filterspitzen 20 pl

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

Sterile Filterspitzen 200ul

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

QlIAcube ReagenzgefalRe 30ml

Qiagen, Hilden, Deutschland

QlAcube Gestell fir Reagenzgefalle

Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAcube Rotoradapter (10 x 24)

Qiagen, Hilden, Deutschland

QlAcube ProbengefaRe 2 ml

Qiagen, Hilden, Deutschland

QIlAcube Filterspitzen 200l

Qiagen, Hilden, Deutschland

16
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Tabelle 5: Ubersicht (iber verwendete Apparaturen

Apparaturen

Hersteller

2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
land

Bench-top Zentrifuge

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Bench-top Gefrierzentrifuge

Eppendorf GmbH, Hamburg

Gefrierschrank - 20°C

Sanyo, Osaka, Japan

Gefrierschrank -70°C

Sanyo, Osaka, Japan

Hybridisationskammer

Agilent Technologies, Waldbronn

Hybridisationsofen und Rotator

Agilent Technologies, Waldbronn

Microarray Scanner

Agilent Technologies, Waldbronn

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA

Computer

DELL, USA

PipetmanGilson

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

StepOnePlus™ Real-Time PCR System

Life Technologies, Darmstadt

TProfessionalbasicgradient 96 Thermocyc-
ler

Biometra GmbH, Goéttingen

Tissue-Lyzer

Qiagen, Hilden, Deutschland

VacuumKonzentrator

Uniequip, Martinsried, Deutschland

QIAcube Roboter

Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAgility™

Qiagen, Hilden, Deutschland

Tabelle 6: Ubersicht Uiber verwendete Softwares

Software

Herausgeber

Agilent 2100 Expert Software Version
B.02.02

Agilent Technologies, Inc., USA

Agilent AGW Feature Extraction Software
Version 10.10.1.1

Agilent Technologies, Inc., USA

Agilent Scan Control Software Version 8.5.1

Agilent Technologies, Inc., USA

R Software

R Development Core Team

StepOnePlus™ Software Version 2.2.3

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

17
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Tabelle 7: Ubersicht iiber verwendete online Softwares

Online tools

Website

DIANA-mirPath v.3.0 Software

http://snf-515788.vm.okeanos.grnet.gr/ 43

miRTargetLink Software

https://mpd.bioinf.uni-sb.de/overview.html| 44

Tabelle 8: Ubersicht iiber die im Rahmen der RT-gPCR verwendeten miScript Primersequenzen. Her-

steller: Qiagen, Hilden, Deutschland.

mMiRNA

miScript Assay Sequenzen

hsa-miR-328-5p

GGGGGGGCAGGAGGGGCUCAGGG

hsa-miR-4750-5p

CUCGGGCGGAGGUGGUUGAGUG

hsa-miR-210-5p

AGCCCCUGCCCACCGCACACUG

hsa-miR-423-3p

AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU

hsa-miR-564

AGGCACGGUGUCAGCAGGC

hsa-miR-770-5p

UCCAGUACCACGUGUCAGGGCCA

hsa-miR-874-5p

CUGCCCUGGCCCGAGGGACCGA

hsa-miR-93-5p

CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG

hsa-miR-744-5p

UGCGGGGCUAGGGCUAACAGCA

hsa-miR-648

AAGUGUGCAGGGCACUGGU

hsa-miR-193b-3p

AACUGGCCCUCAAAGUCCCGCU

hsa-miR-212-3p

UAACAGUCUCCAGUCACGGCC

hsa-miR-143-3p

UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC

hsa-miR-222-3p

AGCUACAUCUGGCUACUGGGU

hsa-miR-423-3p

AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAGU

hsa-miR-766-3p

ACUCCAGCCCCACAGCCUCAGC

18
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Tabelle 9: Ubersicht tiber die im Rahmen der Signalwegvalidierung verwendeten QuantiTect Primerse-

quenzen. Hersteller: Qiagen, Hilden, Deutschland.

mMRNA QuantiTect Primer Assay Sequenzen
Hs_CDKNI1A QT00062090
Hs_MYC_1 QT00035406
Hs_PTEN_1 QT00086933
Hs_ESR1 QT00044492
Hs ETS1 1 QT00049133
Hs_SOD2_1 QT01008693
Hs_MGMT 1 QT01004416
Hs_KRAS_1 QT00083622
Hs_HNF4A QT00019411
Hs_GAPDH QT00079247

4. RNA-Isolation

Die RNA aus den Vorhofmyokardproben wird mit Hilfe des miRNeasy mini Sets
nach Herstellerangaben isoliert. Die zuvor im Stickstofftank gelagerten Myokardpro-
ben werden durch Schneiden zerkleinert, in 700 pl Qiazol Gberfiihrt und mit Hilfe
einer 5 mm Stahlkugel im Tissue-Lyzer bei einer Frequenz von 50 Hz fir 5 Minuten
homogenisiert. Nach Inkubation fir 5 Minuten bei Raumtemperatur werden 140 pl
Chloroform hinzugefiigt und das Gemisch 15 Sekunden mit Hilfe eines Vortexers
durchmischt. Zur Phasentrennung wird die Lésung bei 4°C zentrifugiert, wodurch
sich 3 Phasen bilden: am Boden des Gefal3es die rétliche organische Phase, die die
Proteine enthalt, darliber die weillliche Interphase mit DNA und die klare wassrige
Phase, welche die RNA enthélt. Die wassrige Phase wird entnommen und die RNA
daraus mittels QlAcube Roboter nach Herstellerangaben extrahiert. Konzentration
und Reinheit der isolierten RNA werden mittels NanoDrop ND-1000 Spectrophoto-
meter gemessen. Die RNA Integritdt wird mittels Agilent 2100 Bioanalyzer unter
Verwendung des RNA 6000 Nano Sets von Agilent bewertet. Um eine Kontaminati-
on der Proben mit DNA auszuschliel3en, wird DNase | nach Herstellerangaben hin-

zugegeben.
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5. miRNA Microarray

Die Microarray Analyse wird mittels SurePrint G3 Human miRNA r21 Array Set von
Agilent nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die miRNA-Expression wird in jeweils
3 Myokardproben vor Anschluss und nach Dekanulierung von der HLM analysiert.
Hierfur werden zunéchst 100 ng der zuvor isolierten RNA auf ein Volumen von 2 pl
eingestellt und im Anschluss durch Zugabe von 2 pl des folgenden Ansatzes
dephosphoryliert: 0,5 pl Calf Intestinal Phosphatase (CIP), 1,1 pl nucleasefreies
Wasser und 0,4 pl Calf Intestinal Phosphatase Puffer.

Nach Inkubation im Thermocycler fir 30 Minuten bei 37°C werden 2,8 yul DMSO
hinzugefiigt und die Temperatur im Thermocycler wird fir 5 min auf 99°C erhdht,
damit die CIP inaktiviert und die RNA denaturiert wird. Danach werden die Proben in
ein Eis-Wasserbad transferiert. Ein Ligations-Master-Mix wird aus 1 pyl RNA Ligase
Puffer, 3 pl Cyanin3-pCp und 0,5 ul RNA Ligase hergestellt und dann zu der denatu-
rierten RNA gegeben. Zur Ligation werden Proben werden fir 2 Stunden bei 16°C
inkubiert. AnschlieBend werden die Proben in einer Vakuumzentrifuge bei 45°C
vollstandig getrocknet und auf die Hybridisierung vorbereitet, indem 17 pl nuclease-
freies Wasser, 1 ul Hyb-Spike-In Lésung, 4,5 ul Blocking Agent und 22,5 pl Hi-RPM
Hybridisation Puffer zugegeben werden. Nach Inkubation bei 100°C fur 5 min wer-
den die Proben erneut in ein Eis-Wasserbad transferiert, anschlie3end auf die Ar-
rays aufgetragen und zur Hybridisierung fiir 20 Stunden bei 55°C und 20 rpm in der
Hybridisierungskammer gelagert. Im néachsten Schritt werden die Arrays gewa-
schen, nach Herstellerangaben getrocknet und im Agilent G2565BA Scanner ge-
scannt. Die Daten werden mit der Agilent AGW Feature Extraction Software Version
10.10.11 erhoben.

6. RT-gPCR

Die Ergebnisse der Microarray Analyse werden durch RT-gPCR (= reverse Tran-
skription — quantitative Polymerasekettenreaktion) im ABI StepOnePlus™ Real-
Time PCR System validiert. Jeweils 200 ng der isolierten RNA werden mit miScript
HiSpec Puffer, miScript Reverse Transcriptase Mix und RNase freiem Wasser zu

einem Gesamtvolumen von 20 pl vermischt und zur cDNA Synthese fir 60 min bei
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37°C inkubiert. Danach wird die Temperatur fir 5 min auf 95°C erhoht und die syn-
thetisierte cDNA kann bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert werden.

Fur die RT-gPCR wird die cDNA 1:10 verdinnt. Das PCR-Reaktionsagenz wird im
QIAgility™, einem System zur automatischen Pipettierung, gemischt und enthalt
jeweils 2 pl cDNA, 10 ul SYBR Green PCR MasterMix, 2 gl miScript Universal Pri-
mer, 4 ul RNAse freies Wasser und 2 pl miScript Primer Assay.

Zur Validierung der Microarray Analyse der Myokardproben werden miScript Primer
Assays fur folgende neun microRNAs gewdahlt: miR-328-5p, miR-4750-5p, miR-210-
5p, miR-423-3p, miR-143-3p, miR-564, miR-770-5p, miR-874-5p und miR-93-5p.
RNUGB dient als endogene Kontrolle. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind
in Tabelle 8 aufgefuhrt.

Die RT-gPCR wird mit dem fluoreszierenden Agenz SYBR Green durchgefihrt.
SYBR Green bindet an alle doppelstrangigen DNA-Molekiile und emittiert ein fluo-
reszierendes Signal einer bestimmten Wellenlange, welches dann wéahrend der
cDNA-Amplifizierung registriert wird. Das Emissionsmaximum von SYBR Green liegt
zwischen 494 und 521 nm. Die Reaktion besteht aus insgesamt 40 Zyklen, wobei
ein Zyklus jeweils folgende Phasen umfasst: Denaturierung (94°C fir 15 Sekunden),
Anlagerung (55°C fur 30 Sekunden) und Extension (70°C fir 30 Sekunden). Nach
jedem Zyklus wird die Fluoreszenz gemessen.

Die Daten werden mit der SDS Relative Quantification Software Version 2.3 analy-

siert.

7. Signalweganalyse

Eine KEGG (= Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Analyse wird mittels
DIANA-mirPath v.3.0 Software*® durchgefiihrt und basiert auf Zielgenen der DIANA-
microT-CDS.*® Zielgene mit einem Score >0,8 werden gesammelt, wobei aber hier-
von nur Zielgene mit einem P-Wert <0,05 und einer false discovery rate (FDR)
<0,05 auch beibehalten werden. Mit Hilfe der miRTargetLink Software wird der Ein-

fluss der miRNAs auf die Zielgene bewertet.**
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8. Validierung der Signalweganalyse

Zur Validierung der Signalweg Analyse wird eine RT-gPCR mit miRNAs und mRNAs
durchgefuhrt. Hierzu werden jeweils 9 miRNA-Primer (miR-744-5p, miR-648, miR-
193-3p, MiR-212-3p, MiR-143-3p, miR-93-5p, miR-222-3p, MiR-423-3p und miR-
766-3p) und 9 QuantiTect Primer fir Zielgene (CDKN1A, MYC, PTEN, ESR1, ETS1,
SOD2, MGMT, KRAS und HNF4A) verwendet. Die Sequenzen der verwendeten
Primer sind in Tabelle 8 und Tabelle 9 aufgelistet.

Zur cDNA-Synthese werden 350 ng der zuvor isolierten RNA mit miScript HiSpec
Puffer, miScript Reverse Transcriptase Mix und RNAse freiem Wasser (miScript Il
Reverse Transcriptase Set) nach Herstellerangaben vermischt. Die aus diesem
Prozess resultierende cDNA wird auf eine miRNA-Konzentration von 1,5 ng/pl und
eine mRNA-Konzentration von 5 ng/pl verdinnt. Das PCR-Reaktionsagenz wird
analog zur oben beschriebenen miRNA-RT-gPCR (siehe 6. miRNA-RT-qPCR) im
QIAgility™ pipettiert und zur RT-gPCR in das StepOnePlus™ Real-Time PCR Sys-
tem dberfihrt. GAPDH und RNU6B werden als Referenzgene verwendet. Aul3er-
dem werden eine no-template control (NTC) und eine no-reverse transcriptase con-
trol (NRT) zugefugt.

9. Statistische Analyse

Die statistische Analyse wird in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Andreas Keller vom
Zentrum flr Bioinformatik der Universitat des Saarlandes durchgefiihrt. Die miRNA-
Expression im Myokard vor und nach HLM wird mit der frei erhaltlichen R Software
(R Development Core Team, 2010) analysiert. Fir die statistische Analyse der
Microarray Daten wird eine vom Zentrum fir Bioinformatik entwickelte Software
verwendet.*=47

Die Unterschiede der miRNA-Expression in der RT-qPCR werden mit der 222t Me-
thode nach Livak und Schmittgen*® bestimmt. Hierzu wird fur jede Probe ein Ct-Wert
ermittelt. ACt ist die Differenz aus dem Ct-Wert der jeweiligen miRNA und dem Ct-
Wert der endogenen Kontrolle (RNU6B), also: ACt=Ctmirna) —Ctrnuss). VOn allen
ACt-Werten vor bzw. nach HLM wird der Mittelwert X bestimmt. AACt errechnet sich
dementsprechend folgendermafRen: AACt= X (ACt wor Him)) — X (ACt (nach HLmy). Ab-
schlieRend wird der Fold Change (FC) aus 2-22Ctperechnet.
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Es wird ein t-test flr verbundene Stichproben durchgefuihrt, wobei P-Werte <0,05

als statistisch signifikant definiert werden.
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VI. Ergebnisse

1. Ergebnisse miRNA Microarray

Die miRNA-Expression im Vorhofmyokard von Kindern und Neugeborenen mit AHF
wird vor und nach HLM bei insgesamt drei Patienten (n ,vor v = 3 UNd N nach HLM=
3) charakterisiert. Hierzu wird mittels SurePrint G3 miRNA Microarray die Expressi-
on von 2549 miRNAs analysiert. Die Ergebnisse dieser Microarray Analyse zeigen,
dass die miRNA-Profile im Myokard nach Einsatz der HLM verandert sind. Von den
2549 analysierten miRNAs weisen insgesamt 90 miRNAs (2,94%) nach HLM einen
signifikanten Unterschied mit einem P-Wert <0,05 auf. Von diesen 90 miRNAs wer-
den 29 miRNAs nach HLM vermehrt exprimiert, wahrend 61 miRNAs nach HLM
vermindert expimiert werden (Tabelle 10). Einen Fold Change <1.5 weisen 24 miR-
NAs auf, davon 8 nach HLM hochregulierte miRNAs und 16 nach HLM herunterre-
gulierte miRNAs. Insgesamt zeigen 49 miRNAs einen Fold Change zwischen 1.50
und 1.99 auf und weitere 17 miRNAs, davon 6 hochregulierte und 11 herunterregu-
lierte miRNAs, haben einen Fold Change >2. Fir die 50 miRNAs mit der grof3ten
Varianz wird ein hierarchisches Cluster aufgestellt (Abbildung 1).

Tabelle 10: Mittels Microarray identifizierte, signifikant unterschiedlich exprimierte miRNAs (P-Wert
<0,05) im Vorhofmyokard von Neugeborenen und Kindern mit AHF nach HLM im Vergleich zu vor
HLM. Die miRNAs, die mittels RT-qPCR validiert werden, sind fett markiert.

mMIiRNA X vor X nach SDvor | SD nach Fold Re_gula— P-
HLM HLM HLM HLM change tion Wert
miR-4750-5p 1,67 8,60 2,59 4,24 5,26 Hoch 0,0399
miR-6134 1,00 3,08 0,46 0,78 3,03 Hoch 0,0215
miR-6873-3p 2,49 6,29 0,29 1,31 2,50 Hoch 0,0441
miR-4747-5p 1,07 2,38 0,78 1,05 2,22 Hoch 0,0151
miR-5195-5p 1,48 3,04 0,49 0,91 2,04 Hoch 0,0213
miR-6074 1,50 3,00 1,14 1,52 2,00 Hoch 0,0252
miR-6751-3p 2,89 5,68 0,33 1,12 1,96 Hoch 0,0323
miR-328-5p 15,50 28,90 4,82 3,56 1,85 Hoch 0,0263
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miRNA X vor X nach SDvor | SD nach Fold Re_gula- P-
HLM HLM HLM HLM change tion Wert
miR-6792-5p 2,42 4,40 0,56 1,34 1,82 Hoch 0,0485
miR-4514 1,65 2,93 0,80 0,61 1,79 Hoch 0,0333
miR-4538 3,31 5,83 1,60 1,37 1,75 Hoch 0,0033
miR-6870-5p 2,31 3,91 1,63 1,88 1,69 Hoch 0,0102
miR-7156-5p 1,25 2,12 0,61 0,61 1,69 Hoch 0,0300
miR-4447 1,64 2,73 0,44 0,19 1,67 Hoch 0,0369
miR-6769b-5p 20,56 33,29 3,95 4,51 1,61 Hoch 0,0442
miR-7846-3p 511 8,12 1,69 2,65 1,59 Hoch 0,0398
miR-1261 1,90 2,98 1,58 2,01 1,56 Hoch 0,0353
miR-6740-5p 39,53 61,77 6,38 14,38 1,56 Hoch 0,0489
miR-6746-5p 3,75 5,79 1,03 1,20 1,54 Hoch 0,0265
miR-645 1,56 2,42 0,93 0,70 1,54 Hoch 0,0455
miR-2113 1,46 2,20 0,47 0,74 1,52 Hoch 0,0437
miR-497-3p 1,46 2,14 0,29 0,51 1,47 Hoch 0,0280
miR-648 1,64 2,39 0,55 0,44 1,47 Hoch 0,0497
miR-5088-5p 9,24 13,26 1,59 2,19 1,43 Hoch 0,0379
miR-3945 3,43 4,81 0,97 0,98 1,41 Hoch 0,0342
miR-4468 2,07 2,84 0,55 0,62 1,37 Hoch 0,0289
miR-1471 6,69 9,07 2,16 2,11 1,35 Hoch 0,0464
miR-5006-5p 21,99 28,90 2,45 3,83 1,32 Hoch 0,0108
miR-198 3,59 4,49 1,04 1,32 1,25 Hoch 0,0404
miR-770-5p 9,59 3,17 1,11 1,81 3,03 Herunter | 0,0095
miR-4261 35,83 14,45 1,98 7,10 2,48 Herunter | 0,0183
miR-874-5p 15,30 6,57 1,76 3,12 2,33 Herunter | 0,0102
miR-550a-5p 5,57 2,44 1,67 1,10 2,29 Herunter | 0,0114
miR-3651 53,15 23,24 5,23 9,24 2,29 Herunter | 0,0455
mMiR-6865-3p 8,00 3,55 1,51 1,76 2,26 Herunter | 0,0108
miR-222-3p 14,15 6,51 1,03 2,80 2,17 Herunter | 0,0308
miR-3607-3p 8,69 4,10 0,70 1,25 2,12 Herunter | 0,0424
miR-1304-3p 9,97 4,71 1,98 0,36 2,12 Herunter | 0,0469
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miRNA X vor X nach SDvor | SD nach Fold Re_gula- P-
HLM HLM HLM HLM change tion Wert
miR-6508-5p 9,27 4,41 2,31 1,58 2,10 Herunter | 0,0358
miR-6800-3p 10,18 5,06 2,12 2,07 2,01 Herunter | 0,0182
miR-6861-3p 6,13 3,09 0,74 0,86 1,99 Herunter | 0,0139
miR-212-3p 25,83 13,01 2,76 6,93 1,99 Herunter | 0,0294
miR-6737-3p 11,31 5,76 2,96 1,67 1,96 Herunter | 0,0293
miR-6820-5p 37,19 19,53 0,20 4,42 1,90 Herunter | 0,0238
miR-6792-3p 6,60 3,47 1,06 1,47 1,90 Herunter | 0,0366
miR-3616-3p 6,92 3,68 1,31 1,75 1,88 Herunter | 0,0082
miR-3162-3p 10,75 5,79 2,89 2,53 1,86 Herunter | 0,0029
miR-423-3p 9,21 4,94 1,09 1,21 1,86 Herunter | 0,0056
miR-5190 10,43 5,68 0,59 0,86 1,84 Herunter | 0,0172
miR-4725-5p 8,95 4,90 1,35 2,34 1,83 Herunter | 0,0421
miR-744-5p 9,67 5,32 1,56 1,98 1,82 Herunter | 0,0308
miR-6829-5p 48,68 26,75 3,55 8,52 1,82 Herunter | 0,0360
miR-6889-3p 8,18 4,51 1,73 1,02 1,82 Herunter | 0,0432
miR-4433a-5p 8,38 4,62 2,04 1,02 1,81 Herunter | 0,0276
miR-6813-3p 7,19 4,06 2,29 1,01 1,77 Herunter | 0,0343
miR-4649-3p 9,50 5,47 3,12 2,42 1,74 Herunter | 0,0093
miR-6763-3p 7,94 4,62 1,52 1,52 1,72 Herunter | 0,0434
miR-532-3p 18,58 10,78 0,43 3,99 1,72 Herunter | 0,0487
miR-6769a-5p 11,01 6,45 1,97 1,02 1,71 Herunter | 0,0219
miR-193b-3p 74,91 43,92 26,81 34,56 1,71 Herunter | 0,0341
miR-331-5p 2,64 1,58 0,28 0,62 1,67 Herunter | 0,0446
miR-6858-3p 8,53 5,15 2,59 2,47 1,66 Herunter | 0,0017
miR-564 17,68 10,75 2,27 3,32 1,65 Herunter | 0,0099
miR-6723-5p 26,08 16,14 2,83 6,35 1,62 Herunter | 0,0352
miR-28-3p 4,85 3,02 0,21 0,58 1,61 Herunter | 0,0187
miR-339-3p 13,22 8,22 1,98 2,36 1,61 Herunter | 0,0275
miR-23c 5,83 3,62 1,59 0,81 1,61 Herunter | 0,0378
miR-93-5p 114,26 70,98 9,72 24,81 1,61 Herunter | 0,0488
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miRNA X vor X nach SDvor | SD nach Fold Re_gula- P-
HLM HLM HLM HLM change tion Wert
miR-6752-3p 5,76 3,67 1,11 0,79 1,57 Herunter | 0,0329
miR-766-3p 10,39 6,64 1,38 2,07 1,56 Herunter | 0,0125
miR-1306-5p 4,68 3,05 0,44 0,67 1,54 Herunter | 0,0074
miR-6798-3p 4,49 2,92 0,87 1,04 1,54 Herunter | 0,0141
miR-664a-3p 17,21 11,20 1,39 3,72 1,54 Herunter | 0,0362
miR-208a-5p 45,35 29,37 7,47 13,45 1,54 Herunter | 0,0450
miR-6880-3p 6,55 4,43 2,43 1,74 1,48 Herunter | 0,0272
miR-143-3p 327,88 223,74 43,81 69,68 1,47 Herunter | 0,0425
miR-624-5p 3,66 2,49 0,37 0,53 1,47 Herunter | 0,0447
miR-210-5p 4,05 2,86 0,41 0,39 1,42 Herunter | 0,0101
miR-6073 5,18 3,67 1,17 1,43 1,41 Herunter | 0,0140
miR-374c-5p 11,99 8,54 1,55 2,75 1,40 Herunter | 0,0378
miR-4484 27,73 20,62 1,81 1,80 1,34 Herunter | 0,0000
miR-4664-3p 5,01 3,75 0,50 0,61 1,34 Herunter | 0,0096
miR-6731-3p 4,38 3,26 1,21 1,48 1,34 Herunter | 0,0399
miR-4769-3p 6,46 511 1,50 1,35 1,26 Herunter | 0,0213
miR-15a-3p 3,49 2,79 0,34 0,28 1,25 Herunter | 0,0114
hsa-let-7a-3p 3,24 2,59 0,35 0,29 1,25 Herunter | 0,0172
miR-26b-3p 3,15 2,54 0,72 0,55 1,24 Herunter | 0,0244
miR-940 32,01 26,08 7,78 6,20 1,23 Herunter | 0,0218
miR-3189-3p 3,61 3,01 0,44 0,33 1,20 Herunter | 0,0153
miR-29a-5p 3,05 2,53 0,16 0,28 1,20 Herunter | 0,0166

Abkirzungen: x: Mittelwert, SD: Standardabweichung
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Abbildung 1: Cluster der mittels Microarray analysierten 50 miRNAs mit den gréf3ten Expressionsun-
terschieden nach HLM versus vor HLM (n ,vor Htm=3 und N nach HLM=3). Vermehrte Expression wird in
Blau, verminderte Expression in Rot dargestellt.

2. Ergebnisse RT-qPCR

Um die Daten der Microarray Analyse zu bestétigen, werden insgesamt 9 miRNAs,
miR-328-5p, miR-4750-5p, miR-210-5p, miR-423-3p, miR-143-3p, miR-564, miR-
770-5p, MmiR-874-5p und miR-93-5p, mittels RT-qPCR validiert. Die RT-gPCR wird
mit den Myokardproben von 11 neuen Studienteilnehmern durchgefiihrt (n vor Hwe =
11 und N pach vuwe = 11). Zur Validierung werden jeweils die miRNAs mit dem héchs-
ten (miR-4750-5p bei den hochregulierten, miR-770-5p bei den herunter regulierten
miRNAs) und einem mittleren (miR-328-5p bei den hochregulierten, miR-564 bei
den herunter regulierten microRNAs) Fold Change ausgewahlt. AuRerdem werden
sechs miRNAs (miR-328-5p, miR-210-5p, miR-423-3p, miR-143-3p, miR-874-5p
und miR-93-5p) aufgrund ihrer bereits bekannten Assoziation zu kardiovaskularen
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Erkrankungen zur Validierung ausgewahlt.333849-54 |nsgesamt zeigen sieben der
oben genannten neun miRNAs die gleiche Expressionsrichtung wie im Microarray
(MiR-210-5p, miR-423-3p, MiR-143-3p, MmiR-564, miR-770-5p, miR-874-5p und miR-
93-5p, siehe Abbildung 2). Die Signifikanz dieser sieben miRNAs kann mit P-Werten
<0,05 bestatigt werden (Abbildung 3).

Relative Expression Level

n
TIpuppygye

4

miR-328-5p miR-4750-5p miR-210-5p miR-423-3p miR-143-3p miR-564 miR-770-5p miR-874-5p miR-93-5p

[ rT-gPCrR Microarray

Abbildung 2: Vergleich der Expression von neun miRNAs analysiert mittels RT-gPCR (blau) versus
analysiert mittels Microarray (grau). Sieben der neun ausgewéahlten miRNAs zeigen im Microarray und
in der RT-gPCR die gleiche Expressionsrichtung.

29



Ergebnisse

14,00
*

*
——

12,00
10,00
*x
—— ——
8,00
*k *
6,00 * i -
—

4,00
2,00 .

——
0,00 L '—L-' — — —— — —_— — ——

poll

miR-328-5p miR-4750-5p miR-210-5p miR-423-3p miR-143-3p miR-564 miR-770-5p miR-874-5p miR-93-5p

*k

Delta Ct

f

[ vorHim nach HLM

Abbildung 3: Vergleich der Expression von neun ausgewahlten miRNAs im Myokard vor versus nach
Einsatz der HLM analysiert mittels RT-gPCR. Zur Bestatigung der Signifikanz wird ein t-Test fiir ver-
bundene Stichproben + SD durchgefihrt. Fir alle neun miRNAs kann ein signifikanter Unterschied mit
P-Werten <0.05 bestéatigt werden. Die Kennzeichnung * zeigt einen signifikanten Unterschied an; **

bedeutet hochsignifikant.

In einem nachsten Schritt wird die Expression der oben genannten neun miRNAs
bei Neugeborenen mit der Expression bei Kleinkindern und Kindern verglichen (Ab-
bildung 4). Somit soll das Alter bei Korrekturoperation als mdglicher Einflussfaktor
auf die myokardiale miRNA-Expression erarbeitet werden.

Im neonatalen Myokard zeigt sich hierbei eine signifikant unterschiedliche Expressi-
on von miR-874-5p (P-Wert = 0,04) nach Einsatz der HLM. MiR-423-3p und miR-93-
5p kénnen mit P-Werten von 0,06 und 0,07 als grenzwertig beurteilt werden. Im My-
okard von Kleinkindern und Kindern hingegen ist die Anzahl der signifikant unter-
schiedlich exprimierten miRNAs nach Einsatz der HLM deutlich hoher. Insgesamt
sechs miRNAs werden nach HLM verandert exprimiert, darunter miR-210-5p (P-
Wert = 0,014), miR-423-3p (P-Wert = 0,034), miR-143-3p (P-Wert = 0,018), miR-
564 (P-Wert = 0,024), miR-770-5p (P-Wert = 0,025) und miR-874-5p (P-Wert =
0,04). Abbildung 5 zeigt die relativen Expressionslevel (2"22¢) der neun analysierten
miRNAs in Abhangigkeit vom Alter bei Operation.
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Abbildung 4: Vergleich der neonatalen und der kindlichen miRNA-Expression im Myokard nach Einsatz
der HLM versus vor Einsatz der HLM. Die Kennzeichnung * steht fir eine signifikante miRNA-
Expressionsénderung nach HLM (P-Wert <0.05). Zur statistischen Analyse wird ein t-Test fur verbun-
dene Stichproben + SD durchgefiihrt.
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Abbildung 5: Einfluss des Alters bei Operation auf die Expression von neun ausgewahlten miRNAs.
Expressionslevel werden auf der y-Achse, das Alter zum Zeitpunkt der Operation auf der x-Achse
dargestellt.
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3. Ergebnisse Signalweganalyse

Mittels DIANA-mirPath algorithm wird eine Signalweganalyse durchgefihrt, um Aus-
sagen Uber die biologischen Funktionen und Sighalwege der von uns analysierten
mMiRNAs im Myokard von Neugeborenen und Kindern nach Einsatz der HLM treffen
zu koénnen. Hierfur werden die im Microarray herunterregulierten miRNAs ausge-
wahlt. Fir diese 61 miRNAs kdnnen 70 signifikant erhdhte KEGG Signalwege
(P<0,05) mittels DIANA-mirPath algorithm identifiziert werden (siehe Anhang). Ziel-
gene der im Myokard nach Einsatz der HLM herunterregulierten miRNAs werden
u.a. mit Prozessen der Signaltransduktion und Zellinteraktion, aber auch mit dem
Herz-Kreislauf-System und kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert (Tabelle 11).
Abbildung 6 zeigt die mittels miRTargetLink erstellte schematische Darstellung der
Signalweganalyse.

Tabelle 11: Signifikant erhdhte KEGG Signalwege fir Zielgene der herunterregulierten miRNAs im
Myokard nach Einsatz der HLM.

KEGG Signalweg P-Wert ZieT;éne migﬁl.As
Hippo Signalweg 1,11E+05 114 70
Phosphatidylinositol Signalweg | 1,23E+06 66 63
TGF-beta Signalweg 3,29E+06 64 53
cGMP-PKG Signalweg 3,29E+06 128 74
FoxO Signalweg 0,001 98 72
ErbB Signalweg 0,0027 67 62
MAPK Signalweg 0,003 179 77

Signaltransduktion
Ras Signalweg 0,0035 155 76
Sphingolipid Signalweg 0,0145 85 64
Calcium Signalweg 0,0174 124 71
AMPK Signalweg 0,0189 86 67
cAMP Signalweg 0,019 137 71
TNF Signalweg 0,0229 76 63
Rap1 Signalweg 0,0243 143 70
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. No. No.
KEGG Signalweg P-Wert Zielgene | miRNAs
' ) A_drenerger Signalweg in Kar- 1,20E+06 112 71
Kardiovaskuléare diomyozyten
Erkranku'ngen und Dilatative Kardiomyopathie 0,0154 65 57
Herz-Kreislauf-
System Arrhythmogene rechtsven- 0.0174 53 54
trikulare Kardiomyopathie '
Kontraktion glatter Gefalimus- 0.0196 83 65
kelzellen
Adherens junction 3,20E-03 56 58
Fokale Adhasion 0,0044 146 74
Cellular community
Gap junction 0,0106 65 61
Zelladhasionsmolekiile 0,0248 98 68

hsa-miR-648

hsa-miR-766-3p hsa-miR-143-3p

hsa-miR-193b-3p hsa-miR-222-3p hsa-miR-212-3p

hsa-miR-744-5p hsa-miR-93-5p hsa-miR-423-3p

Abbildung 6: Netzwerk der nach Einsatz der HLM vermindert exprimierten miRNAs (braun) und deren
zugehorige Zielgene (blau). Nur Zielgene zweier oder mehrerer miRNAs werden abgebildet. Die griine

Verbindungslinie zeigt eine starke Interaktion zwischen miRNAs und Zielgenen an.
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4. Ergebnisse Signalweg Validierung

Um die unterschiedliche Expression von miRNAs und deren Ziel-mRNAs im Myo-
kard nach HLM im Vergleich zu vor HLM zu bestatigen, werden acht herunterregu-
lierte miRNAs, eine hochregulierte miRNA sowie neun mRNAs mittels RT-gPCR
validiert.

Mit Ausnahme von miR-222-3p zeigen alle miRNAs in der RT-gPCR die gleiche
Expressionsanderung wie im Microarray (Abbildung 7). Von diesen insgesamt acht
MiRNAs mit gleicher Expressionsrichtung im Microarray und in der RT-gPCR wird
nur eine miRNA, miR-648, nach HLM vermehrt exprimiert. Die restlichen sieben
MiRNAs (miR-744-5p, miR-193b-3p, MiR-212-3p, MiR-143-3p, MiR93-5p, miR-423-
3p und miR-766-3p) sind nach Einsatz der HLM herunterreguliert.

Die mRNA-RT-gPCR zeigt fur sechs der neun analysierten mRNAs die zu erwar-
tenden Expressionsédnderungen. Fur funf herunterregulierte miRNAs werden die
entsprechenden mRNAs vermehrt exprimiert, wahrend die Ziel-mRNA fir miR-222-
3p (MGMT) herunterreguliert wird. Die Zielgene SOD2 und KRAS zeigen keine Ex-
pressionsanderung nach HLM im Vergleich zu vor HLM. Fir HNF4A kann kein Fold
Change ermittelt werden. Aufgrund der nur geringen Anzahl an Myokardproben
kann die Signifikanz der von uns analysierten Expressionsanderungen nicht be-

stimmt werden.
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miR-766-3p miR-143-3p miR-193b-3p miR-222-3p miR-212-3p miR-744-5p

miR-93-5p miR-423-3p
FC=1.14 FC=1.13 FC=1.10 FC=1.05 FC=1.10 FC=1.22

FC=1.10 FC=1.10

HNF4A ESR1 S0D2 Myc CDKN1A
Undetermined FC=1.07 FC=1.00 FC=1.85 FC=1.50

Abbildung 7: Validierung des Netzwerks aus miRNAs und Zielgenen mittels RT-gPCR. miRNAs wer-
den in braun, Zielgene in blau dargestellt. Die griinen Pfeile zeigen eine vermehrte Expression nach
HLM im Vergleich zu vor HLM, die roten Pfeile eine verminderte Expression. Zielgene ohne Kenn-
zeichnung mittels Pfeil zeigen keine Expressionséanderung nach HLM im Vergleich zu vor HLM.
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VII. Diskussion

Diese Studie dient der Charakterisierung der miRNA-Expression im Myokard von
Neugeborenen und Kindern mit angeborenen Herzfehlern, die eines kardiochirurgi-
schen Eingriffes unter Einsatz der HLM bedurfen. Die miRNA-Profile im Vorhofmyo-
kard werden dazu vor und nach Einsatz der HLM charakterisiert und verglichen.
Unsere Daten zeigen eine signifikante Ver&nderung der myokardialen miRNA-
Expression nach Einsatz der HLM im Rahmen des kardiochirurgischen Eingriffes.
Mittels Microarray kénnen insgesamt 90 veranderte miRNAs nach HLM identifiziert
werden. Von diesen 90 miRNAs werden 29 miRNAs vermehrt und 61 miRNAs ver-
mindert exprimiert. Diese Ergebnisse werden fiir sieben miRNAs (miR-210-5p, miR-
423-3p, MiR-143-3p, MmiR-564, miR-770-5p, miR-874-5p und miR-93-5p) durch RT-
gPCR validiert.

mMiRNAs, die in Kardiomyozyten oder glatten Muskelzellen exprimiert werden und
Einfluss auf die physiologische Herzentwicklung und -funktion nehmen, werden als
Myo-miRs bezeichnet.®® Einige der von uns analysierten miRNAs und deren Zielge-
ne sind in Prozesse wie kardiale Hypertrophie, Proliferation der Kardiomyozyten
oder kardiale Kontraktilitat involviert.®36-58 Zudem ist fiir einige miRNAs eine Betei-
ligung an der Entstehung angeborener Herzfehler bekannt.°

In unserer Studie wird miR-208a, ein Mitglied der miR-208-Familie, nach Einsatz der
HLM vermindert im Vorhofmyokard exprimiert. Die gesamte miR-208-Familie ist
essentiell fir eine physiologische kardiale Erregungsleitung.®>%° Sowohl eine ver-
mehrte als auch eine verminderte Expression von miR-208 ist mit Arrhythmien® und
mit Apoptose in ischamischen Kardiomyozyten assoziiert.®2 Herzrhythmusstérungen
sind haufige Komplikationen nach kardiochirurgischen Eingriffen. Ob und inwiefern
die Expressionsanderungen der miR-208-Familie dafiir eine urséchliche Rolle spie-
len, ist anhand der vorliegenden Daten nicht zu beurteilen.

MiR-143 reguliert die Morphologie der Kardiomyozyten und nimmt somit Einfluss auf
die physiologische Formation und Funktion der Ventrikel.>® Eine, wie auch in unse-
rer Studie gezeigte, verminderte Expression von miR-143 kann sich demnach nega-
tiv auf die Zellmorphologie und Kontraktilitdt der Kardiomyozyten auswirken und ein
Versagen der Ventrikel verursachen.¢ Als Zielgen fir miR-143 kann der ETS Tran-
skriptionsfaktor (Elk1) bestimmt werden, welcher die Proliferation glatter Gefalimus-

kelzellen anregt.®® Durch die Regulierung der Proliferation von glatten GefaBmus-
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kelzellen ist miR-143 auch mit der Pathogenese der pulmonalen Hypertonie assozi-
iert.** Neben der Assoziation zu kardiovaskularen Pathologien kommt miR-143 auch
noch eine Bedeutung als diagnostischer Biomarker, u.a. fir Erkrankungen wie arte-
rielle Hypertonie, KHK oder Myokardinfarkt, zu.%®

MiR-222 scheint einen entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung und Prolife-
ration der glatten GefaRmuskelzellen zu nehmen.®® AuRerdem induziert miR-222 die
Proliferation und Hypertrophie neonataler Kardiomyozyten und inhibiert gleichzeitig
die Einleitung von Apoptose nach Ischamie.>” Eine Studie von Li et al. zeigt zudem
eine verminderte Expression von miR-222 in Patienten mit ventrikularem Septumde-
fekt im Vergleich zu gesunden Kontrollen.®” Somit kann eine Beteiligung von miR-
222 an der Entstehung kardialer Fehlbildungen diskutiert werden. Die Assoziation
zu kardialen Pathologien kann auch in einer Studie von Zhang et al. bestatigt wer-
den. MiR-222 wird im Myokard des rechtsventrikularen Ausflusstraktes von Patien-
ten mit Trisomie 21 vermindert exprimiert.% AuRerdem ist die Expression von miR-
222 im Myokard von Patienten mit Mitralstenose aufgrund rheumatischen Fiebers
verandert.®® Neben miR-222 wird auch eine Vielzahl anderer, auch in unserer Studie
identifizierter, miRNAs im Myokard von Patienten mit Mitralstenose aufgrund rheu-
matischen Fiebers verandert exprimiert, darunter miR-4484 und miR-940 im linken®
sowie miR-23c und miR-5190 im rechten Herzohr.

Bisherige Studien zeigen eher eine geringe Expression von miRNAs unter physiolo-
gischen Bedingungen und einen Anstieg der miRNA-Expression im Zusammenhang
mit unterschiedlichen pathologischen Zustdnden. Dementsprechend verhalt sich
auch die Expression der Kardiomyozyten-spezifischen miRNA miR-212. Diese
mMiRNA wird bei Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert und induziert die Entstehung
einer myokardialen Hypertrophie.® Zudem vermindert miR-212 die Expression des
Transkriptionsfaktors FoxO3, der normalerweise in Kardiomyozyten antihypertroph
und proautophagisch wirkt.*®"® Eine, wie in unserer Studie gezeigte, verminderte
Expression von miR-212 kénnte demnach der Entstehung einer myokardialen Hy-
pertrophie vorbeugen. MiR-212, miR-423 und miR-210 werden stark im fetalen My-
okard exprimiert.” Darliber hinaus kann miR-423, neben miR-193b-3p und miR-
550a-5p, als eine der veranderten miRNAs bei Herzinsuffizienz identifiziert’>”® und
als diagnostischer Biomarker bei Herzinsuffizienz suggeriert werden.’* AuRerdem

korreliert die Expression von miR-423 mit dem Plasmaspiegel von NT-proBNP und
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dem Schweregrad der Herzinsuffizienz bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopa-
thie.”

Fur miR-210 kann eine entscheidende Rolle bei Prozessen wie zellularer Hypoxie,
Angiogenese und Apoptose erarbeitet werden’? und auch miR-93 fordert die Angio-
genese in ischamischem Gewebe Uber die Regulierung von Zellproliferation und
Apoptose.”

Die Expression von miR-328 und miR-874 in Blutzellen von Patienten mit akutem
Myokardinfarkt ist signifikant hoher als in gesunden Kontrollgruppen.’®-’® Die ver-
mehrte Expression von miR-328 unterdrickt SERCA2a (ATPase Sarcoplas-
mic/Endoplasmic Reticulum Ca?* Transporting 2) in den Kardiomyozyten und indu-
ziert die Entstehung kardialer Hypertrophie.®® Eine miR-328-Antagonisierung kann
also als Therapieansatz fur die kardiale Hypertrophie diskutiert werden.*® Dariber
hinaus wird miR-328 im Vorhofmyokard von Patienten mit Vorhofflimmern vermehrt
exprimiert.”

Die Ergebnisse unsere Studie zeigen einen bemerkenswerten Unterschied zwi-
schen der neonatalen und der kindlichen miRNA-Expression im Myokard nach Ein-
satz der HLM auf. Das Alter zum Zeitpunkt der Korrekturoperation scheint also Ein-
fluss auf die myokardiale miRNA-Expression zu nehmen. Neonatale Kardiomyozy-
ten besitzen eine ausgepragte Proliferations-und Regenerationskapazitat nach Is-
chamie.'*2! Die Fahigkeit zur Regeneration beruht unter anderem auf einer, im
Vergleich zum adulten Myokard, héheren Anzahl von Stammzellen und angiogene-
tischen Zytokinen.*'> Auch miRNAs spielen nachweislich eine wichtige Rolle bei
der Regeneration des neonatalen Myokards.*® Dies bestarkt die Annahme, dass
auch die von uns identifizierten miRNAs im neonatalen Myokard, insb. miR-874, im
Zusammenhang mit der Proliferations- und Regenerationskapazitat neonataler Kar-
diomyozyten stehen kdnnten. Wie genau miRNAs Einfluss auf diese Prozesse neh-
men und welche Rolle die Anderung der myokardialen miRNA-Expression nach
Einsatz der HLM spielt, bleibt anhand der bisher erhobenen Daten jedoch noch un-
geklart.

Die durchgefuihrte DIANA-mirPath Analyse ergibt mehrere KEGG Signalwege fur die
im Myokard vermindert exprimierten miRNAs nach Einsatz der HLM. Die identifizier-
ten Signalwege stehen in Beziehung zum kardiovaskularen System, zu glatten Ge-

fakmuskelzellen sowie zur Proliferation, Differenzierung und Apoptose der Kardio-
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myozyten.8-8 Beispielsweise wird die Kardiomyozytenproliferation tUiber den Hippo
Signalweg reguliert.®58” Der ErbB Signalweg spielt in allen Stadien der Herzentwick-
lung eine wichtige Rolle und ist essentiell fur die Entwicklung der physiologischen
Herzmorphologie.®® Die Ergebnisse der DIANA-miRPath Analyse bestarken unsere
Annahme, dass miRNAs im Myokard, die nach Einsatz der HLM herunterreguliert
sind, Uber die identifizierten Signalwege einen entscheidenden Einfluss auf die
Herzfunktion nehmen. Auch die fir die herunterregulierten miRNAs identifizierten
Zielgene werden mit kardialen Pathologien assoziiert. Die Expression von MGMT
und SOD?2 ist bei kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz gesteigert.8>®° Im Ge-
gensatz dazu wirkt sich PTEN protektiv auf die Entstehung einer kardialen Hyper-
trophie und Herzinsuffizienz aus und induziert die Regeneration von Kardiomyozy-
ten.®>-%2 Die Proliferation der Kardiomyozyten und Differenzierung wéhrend der feta-
len Entwicklung wird auBerdem von dem Transkriptionsfaktor c-Myc reguliert.®*

Limitation der Studie:

Limitierend muss angemerkt werden, dass die Anzahl der Studienteilnehmer gering
ist und es sich um eine sehr heterogene Gruppe von Neugeborenen und Kindern
mit angeborenen Herzfehlern handelt. Das Alter bei Korrekturoperation variiert von 5
Tagen bis 10,4 Jahre. Die angeborenen Herzfehler kbnnen nur schwer miteinander
verglichen werden, weil deren Schwere von einem unkomplizierten ASD Il bis hin zu
einem komplexen HLHS reicht. Aufgrund der nur geringen Anzahl von 14 Stu-
dienteilnehmern erfolgt auch keine Unterscheidung hinsichtlich des Geschlechts.
Trotzdem konnen in unserer Studie miRNAs identifiziert werden, die in dieser hete-
rogenen Patientenpopulation eine veranderte myokardiale Expression aufweisen.
Zudem sollte die Gewinnung der Myokardproben kritisch betrachtet werden. Alle fur
die Studie verwendeten Myokardproben stammen aus dem rechten Vorhof und
werden unmittelbar vor Kanulierung und nach Dekanilierung des rechten Vorhofes
asserviert. Zum Zeitpunkt der ersten Probengewinnung ist also bereits eine Sterno-
tomie mit Eroffnung des Perikards erfolgt. Welchen Einfluss diese Manipulationen
und die bereits im Rahmen der Andasthesie verabreichten Medikamente auf die
MiRNA-Expression im Myokard nehmen, bleibt ungeklart. Das Myokard unterliegt
wahrend der Korrekturoperation unter Einsatz der HLM verschiedenen Stressfakto-

ren, wie Ischamie, Kiihlung und Reperfusionsschadigung. Weitere Faktoren, wie die
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durch den chirurgischen Eingriff bedingten Verletzungen am Herzen selbst, der Kon-
takt des Patientenblutes zu Fremdoberflachen, Spenderblut, und kardioplegischer
Ldsung, miussen neben dem Einfluss der HLM als Stressausloser fur die Verande-
rung der myokardialen miRNA-Expression bedacht werden. Eine Probengewinnung
zu einem anderen Zeitpunkt des kardiochirurgischen Eingriffes oder aus den Ventri-
keln oder dem linken Vorhof wurde nicht durchgefuhrt, da das Risiko flr intraopera-
tive Komplikationen als zu grol3 angesehen wurde.

Um prazisere Aussagen uber die microRNA-Profile im Myokard von Neugeborenen
und Kindern mit angeborenen Herzfehlern vor und nach Einsatz der HLM treffen zu
konnen, mussen zukinftig mehr Patienten in die Studie eingeschlossen werden.
Diese sollen dann je nach Alter, Diagnose und Geschlecht kategorisiert und mitei-
nander verglichen werden. Hierzu soll die NEOMY-Studie in einer zweiten Phase
auf weitere kinderherzchirurgische Zentren in Deutschland ausgeweitet werden.
Trotz dieser Limitationen unterstreichen die Ergebnisse unserer Studie bereits jetzt
die Vermutung, dass miRNAs im Zusammenhang mit Pathologien nach Einsatz der
HLM stehen. Die Anderung der miRNA-Expression konnte demnach neue Einblicke
in die molekularen Vorgange und in die pathophysiologischen Bedingungen unter

Einsatz der HLM liefern.

Schlussfolgerung:

Der Einsatz der HLM bei kardiochirurgischen Korrektureingriffen angeborener Herz-
fehler bewirkt Anderungen der miRNA-Expression im Vorhofmyokard von Neugebo-
renen und Kindern. Die Ergebnisse dieser Studie bilden eine Grundlage fiir weitere
Forschung bezuglich molekularer Funktionen der verandert exprimierten miRNAs
sowie pathophysiologischer Veranderungen durch den Einsatz der HLM bei Neuge-

borenen und Kindern mit angeborenen Herzfehlern.
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X. Anhang

1.Patienteninformation

enznetz
Angeborene Herzfehler

Universitatsklinikum des Saarlandes
Kliniken fiir Kinder- und Jugendmedizin

Klinik fur Padiatrische Kardiologie

Direktor: Prof. Dr. med. Hashim Abdul-Khaliq

Aufkldrung fiir Patienten und Eltern

zur Teilnahme an der NEOMY-Studie
(Regenerative Fihigkeit des neonatalen Myokards)

Sehr geehrte Patienten, Eltern und Erziehungsberechtigte,

angeborene Herzfehler sind mit einer Haufigkeit von 0,8 — 1% eine der haufigsten angeborenen Fehlbildungen des
Neugeborenenalters. Die Halfte dieser angeborenen Herzfehler ist jedoch mild und bedarf keiner Korrektur im
Neugeborenalter. Im Falle einer Korrekturoperation komplexer angeborener Herzfehler stellt in der Folge
auftretendes Herzmuskelversagen jedoch weiterhin ein Risiko fiir eine erhchte Sterblichkeit dar.

Die besondere Struktur und regenerative Fahigkeit des Herzmuskels innerhalb der ersten 4 Lebenswochen
beeinflusst den Verlauf nach Operation. Es ist seit Idngerer Zeit bekannt, dass der unreife embryonale Herzmuskel
im Gegensatz zum Herzmuskel des Erwachsenen eine ausgepragte Fahigkeit besitzt sich zu erholen. Diese Fahigkeit
scheint er tber die Zeit im Mutterleib hinaus bis in die Neugeborenenphase bei zu behalten.

Inwieweit auch die Unreife des Herzmuskels mit der dazugehdrigen strukturellen und funktionellen Anpassung
wiahrend der Ubergangsphase von der Zeit im Mutterleib zur Neugeborenenphase eine erhohte Verletzbarkeit und
Risiko bei einer friihen Herzoperation darstellt, ist unklar. Daher kénnten die neu gewonnenen Daten hinsichtlich
der regenerativen Fahigkeit und Anpassungsprozesse wahrend der Herzoperation mit Hilfe der Herz-Lungen-
Maschine die Behandlung des Herzmuskelversagens bei diesen Kindern in der Zukunft positiv beeinflussen.

Im Gegensatz zur extensiven Forschung auf dem Bereich der koronaren Herzerkrankung und des
Herzmuskelversagen beim Erwachsenen sind die Ursachen der Herzmuskelschwéche beim Neugeborenen und
Kleinkindern mit angeborenen Herzfehlern noch nicht untersucht.

In einer Pilotstudie am Universitdtsklinikum des Saarlandes, fiir die ein positives Votum von der Ethikkommission
der Arztekammer des Saarlandes vorliegt, sollen kleine Herzmuskelproben (kleiner als eine Erbse) des rechten
Herzohres am rechten Vorhof zu Beginn des Einsatzes und Anschlusses an die Herz-Lungen-Maschine und nach
Beendigung und Entfernung der Kanilen aus dem Vorhof entnommen werden. Diese Lokalisation hat sich als
ausreichend représentativ fir die Evaluation von Einflussfaktoren auf das Myokard bewdhrt. Parallel zur
Gewebeprobenentnahme erfolgt zudem die Entnahme einer kleinen, an das Alter angepassten, Menge Blut (2-4
ml).

Sowohl die Myokardproben und Blutproben werden pseudonymisiert und zur weiteren Untersuchung mit Code
versehen.

Die Herzmuskelproben werden hinsichtlich der regenerativen Fahigkeiten mit Hilfe histologischer Untersuchungen
(Zellschddigung, Zellteilung, Ansiedlung von Stammzellen) und Zell-Signalveranderungen auf genetischer Ebene
(DNA, microRNA) mit etablierten Methoden am Universitatsklinikum des Saarlandes untersucht. Um eine
ausfihrliche und umfassende Untersuchung der gewonnen Proben zu erreichen, werden ggf. Proben unter
Beibehaltung der Datenschutzrichtlinien zu auswartigen Labors versendet. In der Blutprobe werden ebenfalls
Marker fiir Zellschadigung, Stress und Signalveranderungen ausfihrlich untersucht.

Diese Pilotstudie soll eine Vorlage fiir eine groRere bundesweite multizentrische Studie unter Beteiligung anderer
Kinderherzzentren im Rahmen des Kompetenznetzes fir angeborene Herzfehler darstellen. Daher bitten wir Sie, der
Nutzung von ggf. entstandenen wissenschaftlichen Daten und von Restmaterialien aus dieser Pilotstudie in
zukiinftigen Studien des Kompetenznetzes zusétzlich zuzustimmen (siehe auRerdem die gesonderte Einwilligung fiir
die Biomaterialbank im Kompetenznetz Angeborene Herzfehler).
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Seite 2

lhre Teilnahme an der Studie ist selbstverstédndlich freiwillig. Sie konnen die Teilnahme ohne Angabe von
Griinden ablehnen, oder Ihre Zustimmung auch spater widerrufen, ohne dass lhnen hierdurch Nachteile fiir Ihre
weitere Behandlung entstehen.

Datenschutz

Teilnahme: Zur Teilnahme ist es notwendig fiir jede beteiligte Person einen entsprechenden Einwilligungsbogen zur
Studienteilnahme vollstandig auszufillen und zu unterzeichnen. Bei minderjahrigen Patienten: Grundsatzlich sind
die Unterschriften beider Sorgerechtinhaber notwendig. Liegt nur die Unterschrift eines Sorgerechtinhabers vor,
versichert dieser gleichzeitig, dass dieser im Einverstandnis des anderen handelt oder das alleinige Sorgerecht
innehat.

Erzeugung eines Pseudonyms und Speicherung der Daten: Aus den personlichen Daten eines Patienten wird ein
eindeutiges Pseudonym (PID) generiert. Die erhobenen Daten und gesammelten Proben werden unter Verwendung
dieser PID in verschlisselter Form gespeichert.

Auswertung von Daten und Proben in der Forschung: Die Proben werden ohne Kenntnis tiber die Identitat der
Probenspender ausgewertet. Die Veréffentlichung der Daten erfolgt ausschlieBlich in anonymisierter Form; ein
Bezug zu den Probenspendern kann nicht hergestellt werden.

Loschen von Daten und Vernichtung von Proben: Probenspender kénnen jederzeit der Aufbewahrung und Nutzung
ihrer Daten/Proben widersprechen. In diesem Fall werden keine neuen Daten mehr gesammelt, samtliche Proben
vernichtet und die gespeicherten personlichen Angaben sowie der dazugehdorige Schltssel geloscht.

Probenentnahme

Blutentnahme: Es ist vorgesehen die notwendigen Blutproben (max. 4 ml) aus dem fiir die Operation notwendigen
zentralen Venenkatheter (ZVK) zu entnehmen, sodass zur Probenentnahme keine gesonderte Punktion erfolgen
muss. Wahrend der Entnahme werden die fiir den Umgang mit zentralen GefaRzugangen tblichen Hygiene- und
VorsichtsmaRnahmen verfolgt.

Gewebeproben: Im Falle einer Operation am Herzen miissen gelegentlich Gewebe-Anteile des rechten Vorhofs
entfernt werden, die normalerweise entsorgt werden. Dieses Gewebe wird von uns zu Studienzwecken verwendet.
Fur die zweite Gewebeprobe nach Beendigung der Herz-Lungen-Maschine kann es notwendig sein, eine extra ganz
kleine Gewebeprobe zu entnehmen, sollten nicht routinemaRig Gewebe-Anteile entfernt werden.

Wir hoffen, dass Sie uns in unserem Vorhaben, die regenerative Fahigkeit der Herzmuskeln bei Kindern mit
angeborenen Herzfehlern zu erforschen, unterstitzen und an unserer Studie teilnehmen werden. Dafiir méchten
wir uns schon im Voraus herzlich bedanken. Fiir Riickfragen stehen wir gerne zur Verfiigung.

Mit freundlichen GriiRen

Prof. Dr. med. H. Abdul-Khaliq Universitatsklinikum des Saarlandes
Direktor der Klinik fiir Klinik fir Padiatrische Kardiologie
Pédiatrische Kardiologie Kirrberger Str., 66421 Homburg/Saar
Tel 06841-162-8306, abdul-khalig@uniklinikum-saarland.de
Dr. med. M. Poryo Tel 06841-162-8390, martin.poryo@uniklinikum-saarland.de

Studienbetreuer
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2. Einwilligungserklarung

Seite 3
.
Nf

mene Herzfehler Clé)
I:)
&

Universitatsklinikum des Saarlandes
Klinik fiir Padiatrische Kardiologie
Direktor: Prof. Dr. med. Abdul-Khaliq

neomycode

Einwilligungserkldrung zur Teilnahme an der NEOMY-Studie

Ich bin Giber den Inhalt und Zweck der NEOMY-Studie ausreichend informiert worden. Uber den méglichen Nutzen
und etwaige Risiken bin ich aufgeklart und habe keine weiteren Fragen dazu.

Meine Einwilligung kann ich jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, widerrufen. Daraus entstehen keine
Nachteile bzgl. der weiteren arztlichen und pflegerischen Betreuung. Durch die wissenschaftlichen Untersuchungen
entsteht kein besonderes Risiko. Trotzdem kénnen auf meinen Wunsch, auch ohne Angabe von Griinden, die von
mir/meinem Kind entnommenen Proben vernichtet werden.

Ich stimme der Teilnahme/der Teilnahme meines Kindes an der NEOMY Studie zu. Ich bin damit einverstanden, dass
mir bzw. meinem Kind Blutproben zu den genannten Forschungszwecken entnommen werden.

Ich bin damit einverstanden, dass im Falle meiner Operation bzw. der Operation meines Kindes die aus
operationstechnischen Griinden anfallenden und normalerweise entsorgten Gewebeproben fiir die Studie genutzt
werden.

Ich bin damit einverstanden, dass Daten iber mich/Uber mein Kind in pseudonymisierter Form zur
Datenauswertung im Rahmen der Studie gespeichert werden. Einer Veroffentlichung der Studienergebnisse in
anonymisierter Form, die keinen Riickschluss auf meine Person/die Person meines Kindes zulassen, stimme ich zu.

bitte ankreuzen:

Ich bin dariiber hinaus damit einverstanden, dass im Falle meiner Operation bzw. der O ja O Nein
Operation meines Kindes zusatzlich (studienbedingt) eine kleine Probe im Bereich des
er6ffneten Herzohres nach Ende der Operation entnommen und fiir den genannten
Forschungszweck verwendet wird. Mir ist das Risiko dieser zusatzlichen Probenentnahme
bekannt.

Ich bin damit einverstanden, dass die wissenschaftlichen Daten aus der Studie sowie O Ja O Nein
Restmaterialien meiner Probe bzw. der Probe meines Kindes tiber die Studie hinaus auch
dauerhaft in der Biomaterialbank des Registers fiir angeborene Herzfehler in
pseudonymisierter (verschlisselter) Form gelagert und in zukinftigen Studien des
Kompetenznetzes Angeborene Herzfehler genutzt werden.

Uber die Biomaterialbank des Registers wurde ich aufgeklart. Der Teilnahme habe ich schriftlich
zugestimmt.

KNAHF EWE-Code:

Persénliche Daten des Patienten, bitte in Druckbuchstaben
Name ‘
Vorname
Geburtsdatum Geburtsname ‘
Geschlecht | mannlich [J | weiblich (]

StraRe, Nummer

PLZ Wohnort
Telefon
email
Ort, Datum Unterschrift Patient Unterschrift
Bei Minderjihrigen sind die Unterschriften beider des/der aufklarenden Arztes/Arztin

Sorgerechtinhaber notwendig. Liegt nur die
Unterschrift eines Sorgerechtinhabers vor, versichert
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3. Probenbegleitschein Myokard

Kompe

tenznetz
Angeborene Herzfehler

Probenbegleitschein
Gewebe - HO

(1] ]

Einwilligungs-Code:

Patient Name
bzw. Etikett

2SELL INSEd

g8 g > 3 = : = £
T g =] Q o = =)
$ ¢ : z R : = 2
= = = o = @ O
oP 0 HK [ Datum
Gewebetyp durch Ankreuzen der Farbe des verwendeten R6hrchens dokumentieren
(Wahl des Rohrchens bzw. der Farbe ist beliebig, max. 5 Proben)
ceweserve | Fgmme | tbsbin | A 11 2 3 4 s
1 |SVc |Obere Hohlvene O O O ® ® O
2 |IVC  |Untere Hohlvene O O O ® ® O
3 |RA  |Rechter Vorhof O O O ® ® O
3a |NEOMY: Rechter VH VOR HLM @ (@3 e ® ® O
3b [NEOMY: Rechter VH NACH HLM ES = ® ® O
4 |/AS  |Interatriales Septum O O O ® ® O
5 |TVa | Trikuspidalklappe O O O ® ® O
6 |/VS |Interventr. Septum 0o O 0O ® ® O
7 |RV  |Rechter Ventrikel O O O ® ®O
8 |RVOT |Rechtsventr. Ausflusstrakt L O ® ® O
9 |PVa |Pulmonalklappe O O O ® ® O
10 |PA  |Pulmonalart. GefaBe O O O ® ® O
11 |PV  |Pulmonalvenen O O O ® ® O
12 |LA Linker Vorhof O O O ® O
13 [MVa |Mitralklappe O O 0O ® ® O
14 LV |Linker Ventrikel O O O ® ® O
15 |LVOT |Linksventr. Ausflusstrakt O O O ® ® O
16 |Tend |Sehnenfiden O O O ® ® O
17 |AVa |Aortenklappe B & O ® ® O
18 | CorArt | Koronarien & Ostium O O O ® ® O
19 |40  |Aorta O O O ® ® O
20 |DAO |Deszend. Aorta O O 0O ® ® O
21 |CoA  |Isthmusgewebe o O 0O ® ® O
22 |PDA  |Ductusgewebe o O 0O ® ® O
23 | MAPCA| Aortopulm. Koll. Arterie o O O ® ® O
24 |Freitext O O O ® ® O

Uberfiihrung in L-Tank: IIII]I‘ Bearbeiter. Uberfiihrung in Histol.m Bearbeiter.

Kompetenznetz Angeborene Herzfehler e. V. - Biomaterialbank - bei Ruckfragen: PD Dr. Thomas Pickardt, Tel.: +49 30 4593 7279, pickardt@kompetenznetz-ahf.de
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4. KEGG Sighalweganalyse

KEGG Signalwege P-Wert Zielgene | miRNAs
Hippo Signalweg 1,11E+05 114 70
Glutamaterge Synapse 2,62E+05 88 66
Signalwege bei Malignomen 2,62E+05 286 79
Adrenerger Signalweg in Kardiomyozyten 1,20E+06 112 71
Phosphatidylinositol Signalweg 1,23E+06 66 63
Morphinabhangigkeit 3,20E+06 72 62
TGF-beta Signalweg 3,29E+06 64 53
cGMP-PKG Signalweg 3,29E+06 128 74
N-Glycan Biosynthese 0,0001 35 37
Proteoglycans in Malignomen 0,0001 142 71
Chronisch myeloische Leukamie 0,0003 58 56
Estrogen Signalweg 0,0003 74 65
Endozytose 0,0003 147 70
Gliome 0,0005 50 58
Retrograder endocannabinoid Signalweg 0,0007 78 66
axonale Wegfindung 0,0009 95 70
Kolorektales Karzinom 0,0010 49 53
FoxO Signalweg 0,0010 98 72
Mucin type O-Glycan Biosynthese 0,0018 22 36
Nierenzellkarzinom 0,0018 51 49
Depression 0,0027 47 54
ErbB Signalweg 0,0027 67 62
Oxytocin Signalweg 0,0029 115 72
MAPK Signalweg 0,0030 179 77
Glycosaminoglycan Biosynthese 0,0032 15 24
Adherens junctions 0,0032 56 58
HTLV-I Infektion 0,0032 182 74
Melanom 0,0035 54 56
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Anhang

KEGG Signalwege P-Wert Zielgene | miRNAs
Schilddrisenhormon Signalweg 0,0035 86 67
Ras Signalweg 0,0035 155 76
Prostatakarzinom 0,0041 67 66
Fokale Adhasion 0,0044 146 74
Zirkadianer Rhythmus 0,0046 26 38
Dopaminerge Synapsen 0,0050 96 73
Kleinzelliges Bronchialkarzinom 0,0060 65 57
Endokrine Calcium Reabsorption 0,0061 35 54
Amphetaminabhangigkeit 0,0065 48 61
Bakterielle Invasion der Epithelzellen 0,0074 58 55
Ubiquitin abhangige Proteolyse 0,0079 101 65
Hepatitis B 0,0085 100 69
Schilddrisenhormon Synthese 0,0086 51 51
GABAerge Synapsen 0,0089 67 62
Gap junction 0,0106 65 61
zirkadiane Einstellung 0,0107 73 67
Sphingolipid Signalweg 0,0145 85 64
Cholin Metabolismus in Malignomen 0,0151 74 69
Insulinsekretion 0,0154 64 57
Dilatative Kardiomyopathie 0,0154 65 57
Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie 0,0174 53 54
Calcium Signalweg 0,0174 124 71
GnRH Signalweg 0,0178 67 61
Neurotrophin Signalweg 0,0178 85 69
AMPK Signalweg 0,0189 86 67
cAMP Signalweg 0,0190 137 71
Kontraktion glatter Gefaimuskelzellen 0,0196 83 65
Endometriumkarzinom 0,0201 39 57
Pankreaskarzinom 0,0211 51 57
TNF Signalweg 0,0229 76 63
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KEGG Signalwege P-Wert Zielgene | miRNAs
Nikotinabhangigkeit 0,0242 27 55
Rap1 Signalweg 0,0243 143 70
Langzeitpotenzierung 0,0248 50 59
Zelladhasionsmolekile 0,0248 98 68
Regulation des Aktinzytoskeletts 0,0248 144 73
Thrombozytenaktivierung 0,0297 88 62
Regulation der Pluripotenz von Stammzellen 0,0334 97 69
Inositol phosphate Metabolismus 0,0369 44 49
Regulation der TPR-Kanéle 0,0399 70 59
Shigellose 0,0458 46 49
Kokainabhangigkeit 0,0479 33 51
Cholinerge Synapsen 0,0479 80 61
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