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3 Zusammenfassung
3.1 Deutsche Zusammenfassung

Angeborenene Herzfehler (AHF) gehéren zu den haufigsten angeborenen Organfehl-
bildungen des Neugeborenen. |hre Pathogenese ist bisher weitesgehend ungeklart.
Neben der bereits bekannten genetischen Pradisposition sind dabei in den letzten
Jahren die Bedeutung von miRNAs und des gesamten Bereichs der Epigenetik in den
Fokus der Forschung geruckt.

Das Ziel dieser Arbeit war es, spezifische microRNAs (miRNAs) im Blut von Zwillin-
gen mit AHF zu bestimmen, die im Vergleich zu den herzgesunden Zwillingskindern
verandert exprimiert werden. Zwillinge stellen hierfir aufgrund ihrer gleichen oder
ahnlichen Genetik eine optimale Untersuchungsgruppe dar. Dabei wurden verschie-
dene EinflussgréBen wie Art der Schwangerschaftsentstehung, Zygositat und Reife
der Zwillinge bei Geburt néher betrachtet.

Es handelt sich um eine Pilotstudie, in der im Blut von 19 Zwillingspaaren miRNA-
Analysen mithilfe von MicroArrays durchgefihrt wurden, die anschlieBend mittels
gRT-PCR validiert wurden. Zusatzlich wurden somatische Daten der Zwillinge und
pranatale Daten gesammelt.

Die Auswertung zeigte, dass zahlreiche miRNAs in den verschiedenen Vergleichs-
gruppen signifikant verandert exprimiert werden. Dabei konnten sowohl miRNAs be-
stimmt werden, die bereits in der Literatur mit dem Vorkommen von AHF assoziiert
sind, als auch solche, die in diesem Zusammenhang noch weitesgehend unbeschrie-
ben sind. Bei diesen miRNAs konnten wir neben ihrer Bedeutung bei der Entstehung
von AHF auch einen Zusammenhang mit den Risikofaktoren der Frihgeburt, der
Schwangerschaftsentstehung durch IVF-Behandlung und der Monozygositat feststel-

len.

In der Zukunft missen epigenetische Faktoren mittels Genomsequenzierung im Blut
der Zwillinge untersucht werden und mit dem miRNA-Expressionsprofil korreliert wer-
den, um mdgliche diagnostische Angriffspunkte bestimmen zu kénnen.



Zusammenfassung

3.2 Abstract

Congenital heart diseases (CHD) are one of the most common congenital malforma-
tions. Their developement is not totally understood up to now. In addition to the al-
ready known genetic predisposition, microRNAs (miRNAs) and the whole field of
epigenetics have become the focus of research in the last years. The purpose of this
study was to determine specific miRNAs in the blood of twins with CHD which are
expressed diffenrently compared to their healthy co-twins. Because of their identical
or similar genetics, twins represent an optimal study group.

Different contributing factors like the way of conception, the maturity of the twins at
birth and their zygosity were examined.

This is a pilot study in which miRNA expression-levels in the blood of 19 twin pairs
were analysed using MicroArray and were validated using qRTPCR.

In addition, somatic data of the twins and prenatal data were collected.

We could find numerous miRNAs expressed significantly different in the various coll-
ectives. Some of them are already known to be associated with CHD, whereas
some were largely unknown in the developement of CHD.

In addition to the meaning of these miRNAs in the developement of CHD, we could
observe a connection between the risk factors prematury, monozygosity and In-vitro
fertilisation and the increased occurrence of CHD.

In the future, epigenetics need to be investigated in the blood of the twins by ge-
nome sequencing and correlation with the expression profiles of miRNAs in order to
determine diagnostic targets.
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4 Einleitung
4.1 Vorkommen und Entstehung angeborener Herzfehler

Angeborene Herzfehler (AHF) gehéren mit einer Pravalenz von 0,8 - 1 % aller Le-
bendgeburten zu den haufigsten kongenitalen Malformationen im Neugeborenenen-
alter." Herzfehlbildungen manifestieren sich bereits in der frihen fetalen Entwicklung
und treten in unterschiedlich starker morphologischer Auspragung auf. Das Kompe-
tenznetz Angeborene Herzfehler erfasste wahrend einer einjahrigen prospektiven
Studie deutschlandweit alle Lebendgeburten mit AHF.2 Am haufigsten lag dabei ein
Ventrikelseptumdefekt (VSD) vor (48,9 %).22 Hierbei handelt es sich um einen Defekt
im Septum zwischen den beiden Herzkammern. Die klinische Relevanz solcher sep-
taler Anomalien beruht auf der Tatsache, dass das Herz aus einem rechtskardialen
Niederdruck- und einem linkskardialen Hochdrucksystem besteht.* Bei Vorliegen ei-
ner Verbindung der beiden Herzhalften, flieBt Blut dem Druckgradienten folgend zu-
nachst von der linken in die rechte Herzhalfte, wodurch ein sogenannter Links-
Rechts-Shunt entsteht.* Dieser kann entweder auf Kammerebene (VSD) oder aber
auf Vorhofebene, wo er als Atriumseptumdefekt (ASD) (17,0 %) bezeichnet wird, vor-
liegen.2® Dieser pathologische Blutfluss erfordert eine Mehrarbeit des Herzens, die
zu einer Herzinsuffizienz fihren kann und mit einer entsprechenden Klinik einher-
geht.* Langfristig gesehen flhrt die damit einhergehende vermehrte Lungendurchblu-
tung zu einer Vasokonstriktion und einem irreversiblen Umbau kleinster Lungenge-
faBe und kann somit eine pulmonale Hypertonie zur Folge haben.* Die daraus resul-
tierende Mehrarbeit der rechten Herzhalfte kann zu einer Druckerh6hung und damit
einhergehenden Shuntumkehr (Rechts-Links-Shunt) flihren, was als Eisenmenger-
Syndrom bezeichnet wird.® Ein solcher Blutfluss fordert folglich sauerstoffarmes, ve-
ndses Blut vor Anreicherung mit Sauerstoff direkt in den Kérperkreislauf, sodass trotz
ausreichender Durchblutung keine adéquate Sauerstoffversorgung erreicht wird. Dies
auBert sich klinisch in einer Zyanose. Darauf basierend werden AHF in zyanotische
und azyanotische AHF eingeteilt.®

Obwohl zyanotische Herzfehler seltener auftreten, spielen sie aufgrund ihrer lebens-
bedrohlichen Pathogenese eine wichtige Rolle in der padiatrischen Kardiologie. Zu
den primar zyanotischen Herzvitien zahlen beispielsweise die Fallot’sche Tetralogie
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(TOF) (2,5 %), die Transposition der groBen GefaBe (TGA) (2,2 %) und das univentri-
kuléare Herz (UVH) (2,8 %).23

Zu den wesentlich hdufiger auftretenden, azyanotischen AHF zahlen neben dem VSD
und ASD unter anderem der persistierende Ductus arteriosus Botalli (PDA) (4,3 %),
die Pulmonalstenose (PS) (6,1 %), der Atrioventrikulare Septumdefekt (AVSD) (2,5
%), die Aortenklappenstenose (AS) (2,2 %), die Aortenisthmusstenose (CoA) (3,6 %),
die Mitralklappeninsuffizienz (Ml), die Koronarfistel und die bikuspide Aortenklappe

(insgesamt 6,8%).23

Mit einem 73% erhohten relativen Risiko an einem AHF zu leiden sind vor allem Zwil-
linge gegenulber Einlingen haufig von solchen vorgeburtlich entstandenen Fehlbildun-
gen betroffen.® Dabei haben monozygote Zwillinge, die stets von nur einer Plazenta
versorgt werden, mit einem 82% hoheren relativen Risiko im Vergleich zu dizygoten
Zwillingen, die jeweils Uber eine eigene Fruchthdhle und Plazenta verfigen, das
hochste Risiko.5® Ebenso konnte beobachtet werden, dass in 81 % der Zwillings-
schwangerschaften mit kongenitalen Malformationen lediglich ein Zwilling von einer
solchen Fehlbildung betroffen ist.®

Das Vorkommen von Mehrlingsschwangerschaften ist heutzutage aufgrund der ver-
mehrten erfolgreichen Durchfiihrung von In-vitro Fertilisationen, bei welchen stets
mehrere Embryos implantiert werden, deutlich angestiegen.”'© Obwohl hierbei meist
dizygote - also dichoriale und diamniale - Zwillingspaare entstehen, konnte ebenso
ein Zusammenhang zwischen der kunstlichen Befruchtung und dem erhdhten Vor-
kommen von monozygoten Zwillingspaaren nachgewiesen werden.!" Das Auftreten
von kongenitalen Malformationen bei kiinstlicher Befruchtung ist dabei unabhangig
von der Chorionizitat erhoht. 1013

AuBerdem bekannt ist der Zusammenhang der Frihgeburtlichkeit, also der Geburt
vor Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche (SSW) und dem vermehrtem Vor-
kommen von AHF." Taksande et al. konnten ein beinahe 3-fach erhéhtes Vorkom-
men von angeborenen Fehlbildungen jeglicher Art bei Frihgeborenen im Vergleich
zu Reifgeborenen feststellen.' Das Schwangerschaftsalter bei Geburt spielt dem-
nach eine entscheidende Rolle bei jeder Art von angeborenen Anomalien.®™

Der molekulare Mechanismus der Entstehung der AHF ist nicht génzlich geklart. Hau-
fig kommen AHF bei Kindern mit chromosomalen Anomalien wie beispielsweise
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Trisomie 21 vor.' Auch Kinder mit Trisomie 13 und 18 leiden mit 80% und 90% haufig
an einem AHF.'® Eine weitere Rolle bei der Entstehung von AHF spielt die familiare
Haufung. Kinder von Eltern mit AHF tragen ein um 3 bis 9% erhdhtes Risiko an einem
AHF zu leiden als Kinder von Eltern ohne AHF.'7-20

4.2 MicroRNAs — Definition, Synthese und Funktion

Der Bedeutung der microRNAs (miRNAs) wurde lange Zeit wenig Aufmerksamkeit
geschenkt. Mittlerweile sind sie als Regulatoren der Genexpression bekannt und ha-
ben an Wichtigkeit in der medizinschen Forschung gewonnen.2'22 Bei miRNAs han-
delt es sich um kleine, nicht-kodierende RNAs mit einer Lange von 22 bis 24 Nukleo-
tiden (nt).2® Sie regulieren die Genexpression auf posttranskriptionaler Ebene, indem
sie an komplementére Sequenzen ihrer jeweiligen Ziel-mRNA binden, die im Rahmen
der Proteinbiosynthese bei der Translation eine entscheidende Rolle spielt.® Dieser
als RNA-Interferenz bezeichnete Vorgang kann die Translation einzelner Gene zum

entsprechenden Protein induzierend bzw. reprimierend beeinflussen.?

Gegenwartig konnten bereits >2000 verschiedene miRNAs im Menschen identifiziert
werden.?* In den letzten Jahren ist die miRNA zudem vermehrt in den Blickpunkt zahl-
reicher Studien gerlickt und wird dabei mithilfe von Microarrays analysiert.2* Obwohl
bisweilen noch kein véllstandiges Verstandnis vieler Funktionen der miRNAs vorliegt,
sind ihre entscheidenden Aufgaben als Regulatoren und Modulatoren zellulérer Pro-
zesse wie Zellentwicklung, Wachstum und Proliferation bereits bekannt.?® So gewin-
nen miRNAs seit einiger Zeit in der medizinischen Forschung besondere Bedeutung
in der Diagnostik als mogliche Biomarker bei Krebs- und Herzerkrankungen, Autoim-
munkrankheiten, Alterungsprozessen, etc. Auch ihre Rolle im Rahmen der therapeu-

tischen Intervention wird in Betracht gezogen.2®

Die Synthese reifer miRNAs ist ein mehrere Schritte umfassender Prozess, welcher
in verschiedenen Kompartimenten der Zelle ablauft.228 Als Teil des menschlichen
Genoms liegen die miRNA-Sequenzen als einzelne Transkriptionseinheiten oder in
Form gréBerer Cluster vor.2® Diese werden zundchst von der RNA-Polymerase Il zu
den mehr als tausend Basen umfassenden primary miRNAs (pri-miRNAs) transkri-
biert.2” AnschlieBend werden die pri-miRNAs im Zellkern durch den Mikroprozessor-

10
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Komplex, welcher aus dem RNAse-llI-Enzym Drosha und dem doppelstréangigen
RNA-Bindeprotein DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8) besteht, zu
sogenannten precursor-miRNAs (pre-miRNAs) mit einer Lange von 70 bis 80 nt pro-
zessiert.?® Die charakteristisch haarnadelférmige pre-miRNA wird daraufhin mithilfe
von Exportin-5 und dessen Kofaktor Ran-GTP aktiv vom Zellkern ins Zytoplasma be-
fordert.2®

Das dort vorhandene Polymerase-IlI-Enzym Dicer interagiert mit den doppelstrangi-
gen RNA-Bindeproteinen TRBP (TAR RNA binding protein) und PACT (PKR activa-
tion protein) und setzt damit die Prozessierung der pre-miRNA fort.282° Hierbei wird
die miRNA-Duplex zunachst geschnitten und im Anschluss entwunden. So entstehen
~22 nt umfassende, einzelstrangige miRNAs.?® Dieser Vorgang beginnt am Duple-
xende mit der geringeren thermodynamischen Aktivitat.2® Der miRNA-Strang, dessen
5-Ende an jener Stelle liegt, bildet die reife miRNA, auch guide RNA genannt.? Die
reifen miRNAs werden in einem Ribonucleoproteinkomplex (miRNP) aufgenom-
men.2® Dieser ist dem RISC (RNA-induced silencing complex) des RNAi-Pathways
(RNA intereference pathway) sehr dhnlich. In Form des Effektorkomplexes RISC
kann die miRNA die Genaktivitat auf zwei Weisen herunterregulieren: 1. durch trans-
lationale Hemmung und 2. durch die direkte Spaltung der mRNA des Ziel-Gens. Der
Grad der Komplementaritat der miRNA und der inhibierenden mRNA des Ziel-Gens
in Kombination mit einem RNA-Bindeprotein der Argonaut-Familie bestimmt das Aus-
maf des regulatorischen Einflusses des RISC.28

4.3 MicroRNA-Veranderung in Zusammenhang mit AHF

Die inhibierende Funktion der miRNAs spielt eine entscheidende Rolle fur viele Pro-
zesse in nahezu allen Zellen des menschlichen Kérpers.®® Auch zur Bedeutung der
miRNA in der kongenitalen Entwicklung gibt es bereits einige Erkenntnisse.® In der
embryonalen Entwicklung des Herzens und der Pathogenese kongenitaler Malforma-
tionen spielt das Verstandnis der miRNA ebenfalls eine immer gréBer werdende
Rolle.?%3! Im Blut schwangerer Frauen konnten vier miRNAs (miR-19b, miR-22, miR-
29c und miR-375) identifiziert werden, die mit fetalen AHF assoziiert werden konnten
und damit als nicht-invasiver pranataler Diagnosemarker Verwendung finden kénn-

ten.32

11
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Li et al. konzentrierten sich in ihrer Studie auf VSDs und konnten spezifische Expres-
sionsveranderungen der miR-1-1 und miR-181c bei Patienten mit VSD beobachten.
Dabei zeigten sie den Zusammenhang der Herabregulation des Expressionsprofils
der miR-1-1 und der Hochregulierung des Expressionsprofil der miR-181c¢ mit der ge-
steigerten Expression der Gene GJA1 und SOX9 und der verminderten Expression
von BMPR2 bei Patienten mit VSD.3® GJA kodiert Connexin 43, den wichtigsten kar-
dialen Leitungskanal zur synchronen Ventrikelkontraktion, wahrend SOX9 eine we-
sentliche Rolle im Signalweg der Herzklappen- und Septumsynthese spielt. 32

Zudem konnten im Vergleich der Patienten mit VSD zu einer gesunden Kontroll-
gruppe 15 hochregulierte und 21 herabregulierte miRNAs bestimmt werden, von de-
nen acht miRNAs (hsa-let-7e-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-222-3p, hsa-miR-379-5p,
hsa-miR-409-3p, hsa-miR-433, hsa-miR-487b, hsa-miR-498) via qRT-PCR validiert

wurden.3

Unsere Arbeitsgruppe um Abu-Halima et al. konnte bereits miRNAs identifizieren, die
bei Patienten mit TOF nach einer Korrekturoperation im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe verandert exprimiert wurden.3® Es wurde zudem eine Unterteilung der
Patienten mit TOF nach Auftreten eines Rechtsherzversagens vollzogen. Hierbei fiel
auf, dass miR-421, miR-1233-3p und miR-625-5p bei TOF-Patienten mit Rechtsherz-
versagen vermindert waren und somit als Marker fiir eine Progression der Erkrankung

verstanden wurden.3®

Studien von O'Brien et al. zeigten ein verandertes miRNA-Expressionsprofil im Herz-
muskelgewebe des rechten Ventrikels bei Kindern, welche mit dem Krankheitsbild der
TOF geboren wurden.® Dabei konnten 61 miRNAs bestimmt werden, welche ein sig-
nifikant verandertes Expressionslevel aufwiesen.® In einer weiterflihrenden Studie
konnte in derselben Patientengruppe vor allem eine erhéhte Expression der miR-421
beobachtet werden, welcher daher eine direkte Wirkung bei der Entstehung der TOF
zugesprochen wurde.®” Im Herzmuskelgewebe des rechtsventrikularen Ausfluss-
trakts (RVOT) von Patienten mit TOF konnten Liang et al. 75 veranderte miRNAs
benennen, von welchen miR-940 die deutlichste Herabregulation zeigte.*® Wie bereits
bekannt reguliert diese miRNA die Proliferation und Migration der menschlichen Kar-
diomyzyotenprogenitorzellen, welche Jumoniji, AT rich interactive domain 2 (JARID2)
als Zielprotein beeinflusst und somit an der Entstehung der TOF beteiligt sein
konnte.®® Erganzend hierzu konnte He et al. die protektive Rolle der hochregulierten

12
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miR-138 im RVOT im Rahmen der myokardialen Adaptation an eine chronische Hy-
poxie darstellen.®

Im Blut erwachsener Patienten mit Dyspnoe konnte die zirkulierende miR-423-5p als
Biomarker identifiziert werden, welche eine Unterscheidung der Patienten mit Links-
herzinsuffizienz von jenen mit anderen Ursachen fiir Dyspnoe ermdglicht.*° Dieselbe
miRNA stellte sich jedoch fir die Einschatzung der funktionellen Herzleistung beim
Vorliegen der TGA nach erfolgter arterieller Switch-Operation als Biomarker als un-
brauchbar heraus.*' Daflir konnten Lai et al. 23 miRNAs mit hochreguliertem Expres-
sionsprofil im Blut von Patienten mit TGA benennen, von welchen elf miRNAs mithilfe
einer qRT-PCR validiert wurden.*?> Das Vorkommen der miR-18a und miR-486-5p

korreliert hierbei mit einer geringeren ventrikularen Kontraktionskraft.*®

Neben der bereits genannten Studie bezlglich des miRNA-Expressionsprofils bei Pa-
tienten mit TOF konnte unsere Arbeitsgruppe in weiteren Patientengruppen ebenfalls
veranderte miRNA-Expressionsprofile analysieren.*+-4

Im Blut von Patienten mit Marfan-Syndrom konnten wir 28 verandert regulierte
miRNA-Expressionsprofile detektieren, von welchen elf miRNAs mittels qRT-PCR va-
lidiert werden konnten.*¢ Dabei konnten wir bereits die potentielle Rolle der miRNA
als Biomarker in der Diagnostik und als Angriffspunkt in der Therapie beschreiben.*

AuBerdem analysierten wir miRNA-Expressionsprofile im Myokardgewebe von Kin-
dern mit AHF vor und nach Korrekturoperation unter Einsatz der Herz-Lungen-Ma-
schine.* Auch dabei fielen miRNA-Expressionsprofilveranderungen auf, welche zum
Verstandnis des haufiger auftretenden Myokardversagens nach Einsatz der Herz-
Lungen-Maschine und der Entstehung von AHF beitragen kénnten.*

4.4 Bedeutung der Epigenetik

Zum Teil konnte die Entstehung angeborener Vitien bereits durch das wachsende
Verstandnis auf genetischer und molekularer Ebene erklart werden.*”#¢ Dennoch sind
die Ursachen noch nicht hinreichend geklart. Neben genetischer Faktoren scheinen
sowohl epigenetische als auch umweltbedingte Einflisse zur Entstehung solcher
Fehlbildungen beizutragen.*** Unter Epigenetik versteht man die veranderte Genex-

13
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pression, welche nicht auf Mutationen der DNA-Sequenz durch &uBerliche Umwelt-
einfliisse selbst beruht.®! Vielmehr handelt es sich um Chromosomen-gebundene Me-
chanismen, welche die Aktivitat ganzer Chromosomen oder Abschnitte derselben be-
einflussen.®" Dennoch kénnen die dabei entstehenden Veranderungen an die Tocht-
erzelle weitergegeben und somit vererbt werden.>? Obwohl es bisweilen keine allge-
meingultige Definition der Epigenetik gibt, z&hlen zu den zentralen Mechanismen Pro-
zesse der DNA-Methylierung, der Histon-Modifikation, die Beschleunigung von Telo-

merabbauprozessen und die damit einhergehende mitotische Instabilitat. 52-57

Um diese epigenetischen und umweltbedingten Einflisse zu untersuchen, eignen
sich insbesondere monozygote, aber auch dizygote Zwillingspaare, welche densel-
ben, bzw. ahnlichen Einflissen unterliegen.>®° Bell et al. konnten diese Mdglichkeit
bereits in einer Rezension ausflihren.®® Eine diskutierte Ursache der erhéhten Inzi-
denz von AHF bei monozygoten Zwillingen ist beispielsweise das Feto-fetale Trans-
fusionssyndrom (FFTS), welches bei 10 - 20 % der monochorialen, diamnioten Zwil-
lingsschwangerschaften eine ernsthafte Komplikation darstellt.®' Hierbei handelt es
sich um Verbindungen der kindlichen Blutkreislaufe Gber Anastomosen. In schwer-
wiegenden Fallen kann es zu einer Unterversorgung mit Blut und Néahrstoffen des
einen (Donor) und einer Uberversorgung des anderen Feten (Akzeptor) wahrend der
Schwangerschaft kommen.®' Das Herz des Akzeptors kann dabei anatomische und
funktionelle Veranderungen durchlaufen, die von der physiologischen Norm abwei-
chen.®'%2 Die intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR) konnte ebenfalls anhand
der Epigenetik néher erklart werden. Dafur wurden Methylierungsprofile von Plazen-
tas aus Zwillingsschwangerschaften mit IUGR eines Zwillings verglichen, bei welchen
acht Gene mit unterschiedlicher Methylierung benannt werden konnten.5?

Auch umweltbedingte Einflisse wahrend der Schwangerschaft, wie eine kurzzeitige
Unterversorgung mit Sauerstoff, kbnnen zu Vitien fuhren, indem sie epigenetische

Gegebenheiten mitbestimmen und verandern.®*
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4.5 MicroRNAs und Epigenetik

Es ist bereits bekannt, dass sich miRNAs und epigenetische Vorgange wie Histon-
Modifikation und DNA-Methylierung gegenseitig regulieren.®® MiRNAs haben demzu-
folge sowohl in der Histon-Modifikation als auch im Rahmen der DNA-Methylierung
eine essentielle Bedeutung.%® Auch epigenetische Vorgénge regulieren viele Protein-
kodierende Gene. Da miRNAs durch die Polymerase Il transkribiert werden, liegt die
Vermutung nahe, dass die Epigenetik auch an der miRNA-Expression beteiligt ist.®
Daher lassen sich die beiden Begriffe nur schwer voneinander trennen. In manchen
Studien werden miRNAs sogar als Bestandteil der Epigenetik beschrieben.' Die ur-
springliche Definition der Epigenetik beschreibt lediglich vererbbare, reversible Pha-

nomene, die die Genexpression beeinflussen ohne Basenpaare zu verandern.®!

4.6 Hypothese und Ziel der Arbeit

Unsere Hypothesen flr diese Arbeit lauteten wie folgt:

e Gibt es spezifische miRNAs flr Zwillinge mit AHF?
e Konnen pranatale mutterliche und fetale Risikofaktoren, die fir die Entste-
hung von AHF verantwortlich sind, identifiziert werden?

Welchen Einfluss haben die Art der Schwangerschaftsentstehung, die Zygositat, die
Reife bei Geburt und das Geschlecht auf die Entstehung von AHF und die dazuge-
hérigen miRNA-Expressionsprofile?

Daher waren die Ziele dieser Arbeit in einem ersten Teil der Studie zun&chst den
Zusammenhang zwischen miRNAs und AHF ndher zu betrachten und Daten, die
moglicher Risikofaktoren betreffend, in diesem Zusammenhang zu erheben. Daftr
stellen ein- und zweieiige Zwillingspaare eine ideale Studienpopulation dar.%® Auf-
grund nahezu oder komplett identischer Genetik und gleichen prénatalen Umweltfak-
toren ist es mdglich, die Unterschiede in der Genexpression eines Zwillingspaars
durch epigenetische Einflisse als Fall- und Kontrollgruppen zu betrachten. Tan et al.
nutzten diese Méglichkeit bereits, um den Einfluss von miRNAs bei Vorkommen einer
nichtalkoholischen Fettleber bei monzygoten Zwillingen zu erklaren.®” Trotzdem gibt
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es bisher nur wenige Studien zur Genexpression, die diese hervorragende Mdglich-
keit der Zwillingspaare als Patientenpopulation nutzen.-"3

Eine Studie zur Untersuchung der miRNA-Expressionsprofile und der Epigenetik bei
Zwillingen mit und ohne AHF gibt es bisher nicht.

Aufgrund unterschiedlicher Umwelteinflisse verandert sich das miRNA-Expressions-
profil im Laufe des Lebens.” Daher stellen besonders junge Zwillingskinder, die noch
ahnlichen Umwelteinflissen ausgesetzt sind, eine gute Teilnehmergruppe dar, um
die Unterschiede der miRNA-Expression in Bezug auf das Vorkommen von AHF zu
naher zu betrachten. Da es bisher wenig Erkenntnisse tUber den Einfluss von miRNAs
auf angeborene Herzfehler anhand von Zwillingen gibt, war das Ziel dieser Arbeit die
Entstehung kongenitaler Malformationen des Herzens, die bisweilen weitgehend un-
geklart sind, anhand von Zwillingspaaren weiter zu ergrinden.
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5 Material und Methodik

Die Evaluation der Rolle der miRNA bei Zwillingen wurde als prospektive Pilotstudie
von August 2015 bis April 2017 am Universitatsklinikum des Saarlandes durchgefiihrt.
Die Arbeit wurde durch das Kompetenznetz Angeborene Herzfehler und das Institut
fir Rechtsmedizin der Humboldt-Universitét (Charité) in Berlin unterstitzt. Die Teil-
nahme an der Studie war freiwillig und bedurfte einer schriftlichen Zustimmung der
Studienteilnehmer bzw. derer Erziehungsberechtigten, welche durch vorherige arztli-
che Aufklarung Uber das Ziel der Studie und mdgliche Risiken der Probengewinnung
informiert worden sind (Anlage 1). Der Datenschutz wurde gewahrleistet, indem alle
Teilnehmer mit einem Code (HOAZ_10xx) pseudonymisiert wurden.

Das Ethikvotum flr die Blutentnahmen wurde von der saarlandischen Ethikkommis-
sion erteilt (Nr. 178/14).

5.1 Patientenpopulation

Eingeschlossen wurden alle Zwillingspaare von 2 bis 20 Jahren, von denen jeweils
nur ein Zwilling an einem AHF erkankt war und die sich in 0.g. Zeitraum in unserer
kinderkardiologischen Ambulanz vorgestellt hatten, sofern die Erziehungsberechtig-
ten in die Teilnahme einwilligten. Ausgeschlossen wurden alle Zwillingspaare bei de-
nen beide bzw. keiner an einem AHF erkrankt war oder bei Vorliegen eines PDA oder
persistierenden Foramen ovale im Rahmen einer Frihgeburt. Die fehlende Einwilli-
gung bzw. Entzug der Einwilligung seitens der Eltern fir die genetische und epigene-
tische Untersuchung oder fehlende Einwilligung zur Blutentnahme bei einem der Ge-
schwisterkinder flihrte ebenfalls zum Ausschluss aus der Studie.

Auf der Klassifikation des Auschusses der europaischen padiatrischen Kardiologie
(EPC-Code) basierend wurden die Herzfehler nach Schwedler et al. ihrem Schwere-
grad und ihrer hdmodynamischen Relevanz entsprechend in drei Gruppen eingeteilt,
welche in Tabelle 1 aufgefihrt sind.>” Bei kombinierten AHF erfolgte die Zuteilung
zu jener Fehlbildung, welche von gréBter hamodynamischer Bedeutung war, bzw.
eine Intervention am dringlichsten erforderlich machte. Dem Schweregrad entspre-
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chend gestaltete sich der Krankheitsverlauf und die klinische Vorgehensweise, wel-
che von spontaner Remission bis hin zu einer lebenslangen medikamentdsen Thera-

pie mit interventionellen oder chirurgischen Eingriffen reichen konnte.?

Schweregrad der AHF AHF

Mild VSD (klein oder muskulér)
ASD
PDA

PS

Moderat VSD (alle anderen)
AVSD

AS

CoA

Partielle Anomalie der pulmonal-vendsen

Verbindung

Schwer UVH (alle Typen)

TOF

Pulmonalatresie mit VSD
Pulmonalatresie ohne VSD

Double oulet right ventricle (DORV)
Vollstandige TGA

Prénatal korrigierte TGA

Truncus arteriosus communis
Unterbrochener Aortenbogen

Vollstdéndige Anomalie der pulmonal-vendsen
Verbindung

Ebstein-Anomalie

Tabelle 1: Einteilung der AHF nach Schweregrad entsprechend Lindinger et al. 3
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Allen Studienteilnehmern wurde nach erfolgter Aufklarung durch einen Arzt und der
erfolgten schriftlichen Einwilligung eine Blutprobe entnommen. Der genaue Ablauf ist
dem Methodikteil zu entnehmen. Zudem wurden Daten der somatischen Entwicklung
seit Geburt und den Schwangerschaftsverlauf betreffend erhoben. Dabei wurden die
im Folgenden genannten Daten der Zwillinge durch Recherche vorliegender Patien-
tenakten oder durch telefonische Auskunft der Eltern erfasst:

e Geburtsdatum

e Geschlecht

e Geburtsgewicht

e Geburtslange

e Kopfumfang bei Geburt

e aktuelles Gewicht

e aktuelle GroBe

e Gestationsalter bei Geburt

e Entstehung der Schwangerschaft durch In-vitro Fertilisation oder spon-
tane Konzeption

e pranatale miutterliche Risikofaktoren (Nikotin, Hypertonie, Gestations-
diabetes, HELLP)

o fetale Risiken (FFTS, singulare Umbilikalarterie, Plazentainsuffizienz)

e sonstige Schwangerschaftsauffalligkeiten

Aus den erfassten somatischen Daten wie Geburtsgewicht, Geburtslange, Kopfum-
fang bei Geburt, aktuelles Gewicht und aktuelle GréBe wurden die jeweiligen
Perzentilen bestimmt. Die Geburtsperzentilen wurden anhand der Perzentilen nach
Voigt et al.’®", die aktuellen Perzentilen gemaR der KiGGS-Perzentilen’”’8 ermittelt.

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Rechtsmedizin der Humboldt-Universitét
(Charité) in Berlin konnte auBerdem die Frage der Zygositdt anhand einer DNA-
Analyse im Rahmen der Arbeit des Kompetenznetz Angeborene Herzfehler e.V. si-
cherstellend geklart werden. Auch hierfir wurden die Zwillinge, bzw. deren Erzie-
hungsberechtigten arztlich aufgeklart und es erfolgte eine schriftliche Einwilligung.
Die Einverstédndniserklarungen liegen dem Kompetenznetz Angeborene Herzfehler
e.V. vor. Die Proben wurden anonymisiert bearbeitet. Dabei wurden monozygote von
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dizygoten Zwillingen unterschieden. Von dizygoten Zwillingen spricht man, wenn Zwil-
linge aus einer diamnioten, dichorialen Schwangerschaft hervorgehen, was bedeutet,
dass jeder Embryo seine eigene Fruchthéhle und Plazenta besitzt. Diamniote, dicho-
riale Schwangerschaften, welche 76 % aller Zwillingsschwangerschaften ausmachen,
kénnen aber ebenfalls aus einer Eizelle entstehen und machen damit 20 % aller mo-
nozygoten Zwillingsschwangerschaften aus.” Von Monozygotie spricht man beim
Auftreten nur einer gemeinsamen Fruchthéhle und Plazenta (monoamniot, monocho-
rial) und einer jeweils eigenen Fruchthdhle beim Vorkommen einer gemeinsamer Pla-
zenta (diamniot, monochorial). Diamniote, monochoriale Zwillingsschwangerschaften

stellen dabei mit 70 - 75 % den gréBten Anteil der Monozygotie dar.808!
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5.2 Materialien

Alle Materialien, die flr diese Studie an der Universitatklinik des Saarlandes in Hom-
burg/Saarland verwendet wurden sind in den unten stehenden Tabellen aufgelistet.

Set Hersteller

RNase - Free DNAse Set Qiagen, Hilden, Deutschland

) Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
Gene Expression Wash Buffer Kit

land
PAXgene Blood miRNA Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
Primer Assay Bioline, Luckenwalde, Deutschland
Reverse Transkriptase Kit Bioline, Luckenwalde, Deutschland

SensiSMART™ SYBR Green Master Mix Bioline, Luckenwalde, Deutschland

miScript Primer Assay Qiagen, Hilden, Deutschland
miScript Reverse Transkriptase Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
miScript SYBR Green Master Mix Qiagen, Hilden, Deutschland

. ) . Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
SurePrint G3 Human r21 miRNA microarray and
an

. . Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
Hyb labeling Kit and
an

Tabelle 2: Ubersicht (iber die verwendeten Sets
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Einwegmaterialien

Hersteller

PAXgene blood RNA tubes

PreAnalytiX, A QIAGEN / BD, Schweiz

Fligelvenenpunktionskanilen

Eppendorf PCR tubes 0.2ml

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Eppendorf PCR tubes 1.5ml

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Eppendorf PCR tubes 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 filtertips 10 pl

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

Sterile filtertips 1000 pl

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

Sterile filtertips 20 pl

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

Sterile filtertips 200 pl

Sorenson BioScience, Inc, UT, USA

QlAcube reagent bottles, 30 ml

Qiagen, Hilden, Deutschland

QlAcube reagent bottle rack

Qiagen, Hilden, Deutschland

QIlAcube rotor adapters (10 x 24)

Qiagen, Hilden, Deutschland

QlAcube sample tubes RB (2 ml)

Qiagen, Hilden, Deutschland

QlAcube filtertips 200l

Qiagen, Hilden, Deutschland

Genexpression Wasch-Paket

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-

land

Pack of 5 Backings, 8 HD Arrays/Slide

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-

land

Tabelle 3: Ubersicht iiber verwendete Einwegmaterialien
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Apparaturen

Hersteller

2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-

land

Bench-top Zentrifuge

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Bench-top refrigerated Zentrifuge

Eppendorf GmbH, Hamburg

Gefrierschrank - 20°C

Sanyo, Osaka, Japan

Gefrierschrank -702C

Sanyo, Osaka, Japan

Hybridisationskammer

Agilent Technologies, Waldbronn

Hybridizationovenandrotator

Agilent Technologies, Waldbronn

Microarray Scanner

Agilent Technologies, Waldbronn

NanoDrop ND-2000c Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Computer

DELL, USA

PipetmanGilson

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

StepOnePlus™ Real-Time PCR System

Life Technologies, Darmstadt

TProfessionalbasicgradient 96 thermocycler

Biometra GmbH, Goettingen

Vacuumzentrifuge Uniequip, Martinsried, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
QlAcuberobot

Uniequip, Martinsried

Qiagen, Hilden, Deutschland
QlAgility

Uniequip, Martinsried

Tabelle 4: Ubersicht (iber verwendete Apparaturen
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Software

Herausgeber

Agilent 2100 Expert softwareversionB.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 2.2.2

Life Technologies, Darmstadt, Deutsch-

land

Tabelle 5: Ubersicht iiber verwendete Softwares

miRNAgRT-PCR Primer

miRNA Sequenz: 5'

hsa-miR-432-3p

CUGGAUGGCUCCUCCAUGUCU

hsa-miR-764

GCAGGUGCUCACuUUGuUcCcuccu

hsa-miR-134-3p

CCUGUGGGCCACCUAGUCACCAA

hsa-miR-627-5p

GUGAGUCUCUAAGAAAAGAGGA

hsa-miR-30a-5p

UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG

hsa-miR-454-5p

ACCCUAUCAAUAUUGUCUCUGC

hsa-miR-340-3p

UCCGUCUCAGUUACUUUAUAGC

hsa-miR-766-3p

ACUCCAGCCCCACAGCCUCAGC

hsa-miR-27a-3p

UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC

hsa-miR-148b-3p

UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU

hsa-miR-374b-5p

AUAUAAUACAACCUGCUAAGUG

hsa-miR-29b-3p

UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU

hsa-miR-7-1-3p

CAACAAAUCACAGUCUGCCAUA

hsa-miR-148a-3p

UCAGUGCACUACAGAACUUUGU

hsa-miR-99a-5p

AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG

hsa-miR-361-3p

UCCCCCAGGUGUGAUUCUGAUUU
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miRNAgRT-PCR Primer miRNA Sequenz: 5'
hsa-miR-197-3p UUCACCACCUUCUCCACCCAGC
hsa-miR-328-3p CcuGGCccucucuaGcccuuccau
hsa-miR-625-5p AGGGGGAAAGUUCUAUAGUCC
hsa-miR-183-5p UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU
hsa-miR-144-5p GGAUAUCAUCAUAUACUGUAAG
U6 snRNA Endogene Kontrolle

Tabelle 6: Ubersicht iiber verwendete miRNA-Primer fiir die gRT-PCR

5.3 Methodik

5.3.1 DNA-Analyse

Am Institut fir Rechtsmedizin der Humboldt-Universitét (Charité) in Berlin wurde von
16 Zwillingspaaren unter Verwendung des AmpFISTR Identifiler/NGMSElect PCR-
Kits (Fa. Applied Biosystems, Forster City, California, USA) und dem Amelogenin-
System die Zygositat geklart. Hierfir erfolgte die Extraktion der DNA aus Probanden-
blut unter Verwendung des ReliaPrepTM Large Volume HAT gDNA-Isolierungssys-
tems (Promega, Mannheim, Deutschland). Die Integritat, Reinheit und Konzentration
der DNA wurde durch eine 0,8%ige-Agarosegel-Elektrophorese und eine anschlie-
Bende Spektrophotometrie bei 230 nm, 260 nm und 280 nm bewertet. AnschlieBend
wurde die Zygositat mittels der 22 short tandem repeat (STR) Loci D10S1248, VWA,
D16S539, D2S1338, D8S11, D1179, D21S11, D18S51, D22S1045, D19S433, THO1,
FGA, D2S441, D3S1358, D1S1656, D12S391, SE33, D7S820, CSF1PO, D13S317,
TPOX und D5S818 bestétigt. Die PCR-Produkte wurden durch einen ABI capillary
sequenzer aufgetrennt und mithilfe der GeneMapper ID Software (Applied Biosys-

tems) bestimmt.

Von drei Zwillingspaaren, die an der Studie teilnahmen, lagen keine entsprechenden
Blutproben zur DNA-Analyse vor.
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5.3.2 Probengewinnung

Zur Bestimmung der microRNA (miRNA) wurde den Zwillingen jeweils 2,5 ml Vollblut
mithilfe einer Fligelvenenpunktionskandle in eine Einmalspritze entnommen und in
ein PAXgene™ Blood RNA Tube von PreAnalytiX GmbH gegeben. AnschlieBend
wurde das PAXgene Blood RNA Tube exakt nach Herstelleranweisungen unter Ver-
wendung des PAXgene Blood miRNA Kits weiterverarbeitet. Das PAXgene Blood
RNA Tube enthélt eine Lésung zur Stabilisierung und Aufreinigung qualitativ-hoch-
wertiger RNA bestehend aus >18 Nukleotiden, zu welchen auch die miRNA zahlt. So
konnte der Abbau von RNA-Molekilen durch RNasen verhindert und die ex-vivo-Ver-
anderungen der Genexpression minimiert werden. Nach der Blutentnahme wurde das
PAXgene RNA Tube 10 x geschwenkt, um die Stabilisierungslésung mit dem Proban-
denblut zu vermischen. Die Proben wurden aufrechtstehend 24 - 72 Stunden bei
Raumtemperatur gelagert, um eine vollstdndige Lyse der Blutzellen sicherzustellen,
bevor sie bei -20 °C eingefroren wurden, wodurch die zellulare RNA bis zu acht Jahre
verfigbar gemacht wird.

5.3.3 Isolation von RNA, inklusive der microRNA

Fir die Isolierung der RNA wurden die Proben zun&chst wie empfohlen bei Raum-
temperatur fiir 16 Stunden aufgetaut, um bessere Ergebnisse zu erhalten. Anschlie-
Bend wurden die Proben bei 3000 x g zentrifugiert und der Uberstand dekantiert, be-
vor 4 ml RNAse-freies Wasser auf die Pellets pipettiert wurde. Die vollstandige Auf-
l6sung der Pellets erfolgte mithilfe des Vortexmixers. Im Folgenden wurde nach er-
neutem Zentrifugieren bei 3000 x g der entstehende Uberstand entfernt. Nach Zu-
gabe von 350 pl Resuspendierungspuffer und erneuter Durchmischung mithilfe des
Vortexers wurde die nun geléste Probe in ein 2 ml Reaktionsréhrchen pipettiert und
im QIAcube™ Roboter (Qiagen, Hilden) platziert. Der weitere Vorgang der RNA Iso-
lation wurde entsprechend der Herstellerangaben, die im PAXgene miRNA Blood Kit
zu finden sind, durchgeflihrt. Der QlAcube™ Roboter (Qiagen, Hilden) Gbernahm da-
bei die vollautomatisierte Filtration und Pipettierung. Die Mikrozentrifugenréhrchen
mit der aufgereinigten RNA wurden nach Abschluss der Isolierung umgehend auf Eis
gelagert.
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5.3.4 Validierung der Qualitat und Quantitat der RNA

Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde beurteilt, um sicherzustellen, dass
die isolierte RNA Uber eine ausreichende Qualitdt und Quantitat zum spateren La-
beling und zur Hybridisierung im Rahmen der miRNA-Profilanalyse und der anschlie-
Bend folgenden gRT-PCR-Validierungsanalyse verflgte. Dies erfolgte unter Verwen-
dung des NanoDrop-2000/2000c Spectrophotometers (ThermoScientific). Dabei
wurde die Absorption der Wellenldangen 260 nm und 280 nm gemessen und das pho-
tospektrometrische Verhaltnis detektiert. Im ersten Schritt erfolgte hierbei die Eichung
des Gerats anhand einer ersten Messung mit RNAse-freiem Wasser. Die Bestim-
mung der RNA-Konzentration folgte in einer zweiten Messung in der Einheit ng/pl.
Zudem wurde mithilfe des Agilent 2100 Bioanalyzers die Qualitat der RNA validiert.
Auch hier wurde entsprechend der Herstellerangaben vorgegangen, die im Folgen-
den zusammengefasst sind. Die Gesamt-RNA wurde zunachst auf eine Konzentra-
tion von 1 ng/ul mit Nuklease-freiem Wasser angepasst. 1 pl der entstandenen Probe
wurde auf einen RNA-Nano-Chip pipettiert. Mittels gelgefullter Mikrokapilarelektro-
phorese wurde die RNA-Qualitat anschlieBend anhand der laserinduzierten Fluores-
zenz mit dem Agilent-2100-Bioanalyzer analysiert. Die Analyse der RNA-Integritat
wurde unter Verwendung der 2100 Expert Software Version B.02.02 durchgefiihrt.
Nach etwa 30 Minuten wurden die RNA-Konzentration und die RNA-Integritatszahl
(RIN) fur jede Probe angezeigt. Die RIN wurde von 1 bis 10 quantifiziert und zeigte
das AusmafB der RNA-Fragmentierung.

5.3.5 Analyse des microRNA Microarray Assays

Die Expressionsprofile von 2549 miRNAs wurden mithilfe des SurePrint G3 Human
miRNA r21 MicroArray Kits von Agilent gemafB den Empfehlungen des Herstellers in
den folgenden Analysen gemessen.

Es wurden in allen Vergleichen allein die miRNAs aufgefihrt, die einen signifikanten
Unterschied mit einem p-Wert <0,05 und einem Fold Change (FC) >1,5 aufwiesen.

Das Hyb Labeling Kit generierte fluoreszenzmarkierte miRNA aus 100 ng Gesamt-
RNA. Diese Methode beinhaltete die Ligation eines Cyanin-3-pCp-Molekils an das
3'-Ende eines RNA-Molekils und wird im Folgenden kurz erlautert.
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Zunéachst erfolgte die Dephosphorylierung von 100 ng RNA durch Zugabe von 2 pl
100 %iger Dimethylsulfoxid (DMSQO) und 2 pl der MasterMix-Lésung. AnschlieBBend
wurde die Probe im Thermocycler bei 37 °C inkubiert und es wurde erneut 2,8 pl
DMSO hinzugeflgt. Fur die Denaturierung der RNA wurde die Temperatur im Ther-
mocycler auf 99 °C erhéht. Zur denaturierten RNA wurde ein Ligations-Master-Mix
gegeben, welcher RNA Ligase Puffer, Cyanin3-pCp und RNA Ligase enthielt. Nach
Trocknung der Proben in der Vacuumzentrifuge wurden die Proben mit 1 pl Hyb-
Spike-In Lésung, 17 pl Nuklease-freiem Wasser, 4,5 pl Blocking Agent und 22,5 pl
Hi-RPM Hybridisationspuffer versetzt, um sie auf die Hybridisation vorzubereiten. Die
Proben wurden fir 20 Stunden in der Hybridisierungskammer bei 55 °C inkubiert,
bevor die Arrays verschiedene Waschgange nach Herstellerangaben durchliefen. An-
schlieBend wurden sie getrocknet und im Agilent G2565BA Scanner gescannt. Die
Erhebung der Daten wurde mit der Agilent AGW Feature Extraction Software Version
10.10.11 durchgeflhrt.

5.3.6 Reverse Transkription und gRT-PCR der signifikanten
microRNAs verschiedener Vergleichsgruppen

Die Validierung der Ergebnisse der MicroArray Analyse erfolgte durch die qRT-PCR

(= quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion) im StepOnePlus™ Real-Time

PCR System. Hierflr wurden solche miRNAs ausgewahlt, die im MicroArray signifi-

kante Ergebnisse zeigten oder deren Bedeutung in der kongenitalen Herzentwicklung

bereits bekannt ist.

Da DNA das Substrat der Polymerasekettenreaktion darstellt, wurde die extrahierte
RNA erst in komplementédre cDNA-Sequenzen umgeschrieben. Dieser Vorgang
wurde durch die Reverse Transkription ermdglicht, bei der das Enzym Reverse Tran-
skriptase als Katalysator dient. Hierzu wurde die isolierte RNA zuné&chst aufgetaut
und die erforderliche RNA-Konzentration durch erneute Messung mithilfe des Nano-
Drop ND-2000c Spectrophotometers bestatigt. AnschlieBend wurden je 125 ug
Template-RNA zu 4 ul EPIK 5x RT Puffer, je 0,4 ul der Reverse Transcriptase Primer
Assays und 1 ul EPIK RT Enzyme gegeben und mit Nuklease-freiem Wasser auf ein
Volumen von 20 pl verdunnt. Die Reagenzien wurden durch Vortexen gemischt, an-
schlieBend zentrifugiert und fir 30 Minuten bei 42 °C inkubiert. Daraufhin erfolgte eine
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5-minltige Temperaturerhéhung auf 90 °C, bevor die synthetisierte cDNA (comple-
mentary DNA) bis zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert wurde.

Ziel der anschlieBend folgenden qRT-PCR war es wie bei allen Polymerasekettenre-
aktionen durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotide (= Primer, Sonden) genau
definierte Genabschnitte durch Amplifikation dieser nachzuweisen. In dieser Studie
wurden die Primer der folgenden miRNAs zur Validierung der entsprechenden
microArray-Ergebnisse verwendet: miR-432-3p, miR-764, miR-134-3p, miR-627-5p,
miR-30a-5p, miR-454-5p, miR-340-3p, miR-766-3p, miR-27a-3p, miR-148b-3p, miR-
374b-5p, miR-29b-3p, miR-7-1-3p, miR-148a-3p, miR-99a-5p, miR-361-3p, miR-197-
3p, miR-328-3p, MiR-625-5p, MiR-183-5p und miR-144-5p. U6 snRNA wurde als

Kontrolle verwendet.

Zur Durchfthrung der gRT-PCR wurde die cDNA zunachst aufgetaut und mit DEPC-
Wasser 1:10 verdlinnt. Mithilfe des Systems QIAgility, das der automatischen Pipet-
tierung dient, wurden 10 pl 2x SensiSMART™ PCR MasterMix, 5 ul verdiinnte cDNA,
2 ul PCR Primers und 3 pl Nuklease-freies Wasser auf die Reaktionsplatten pipettiert.
AnschlieBend wurde die Reaktionsplatte bei 200 x g fir 30 Sekunden zentrifugiert
und im StepOnePlus™ Real-Time PCR System platziert.

Der Mastermix enthielt das Agenz SYBR Green, welches in ungebundener Form in
der Reaktionslésung nur eine sehr schwache Fluoreszenz aufweist, die sich jedoch
bei Interaktion mit doppelstrangiger DNA im Laufe der Amplifikation deutlich verstérkt.
Das dabei fluoreszierende Signal, welches eine bestimmte Wellenlange emittiert
wurde registriert. Das Agenz SYBR Green besitzt sein Emissionsmaximum zwischen
494 und 521 nm.

Die PCR startete mit einem Aktivierungszyklus, bei welchem die Reagenzien erst auf
95 °C fur 10 min erhitzt wurden und anschlieBend auf 40 °C fir 5 min abgekinhlt wur-
den. Die anschlieBenden 40 Zyklen umfassten jeweils folgende Schritte: Denaturie-
rung (95 °C fiir 10 Sekunden), Anlagerung und Extension (60 °C fir 30 Sekunden).

Die Signaldetektion der dabei emittierten Fluoreszenz konnte bei jeder PCR in vier
Phasen unterteilt werden. Bei der ersten Phase handelt es sich um die baseline, in
welcher noch keine fluoreszierenden Signale wahrgenommen werden kénnen. Der

Anfang der exponentiellen Wachstumsphase wird als Ct (cycle threshold) bezeichnet.
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Ab diesem theoretisch festgelegten Startpunkt kann ein deutlicher Fluoreszenzsig-
nalanstieg detektiert werden, welcher in der folgenden linearen Phase durch Mangel
an verbleibenden Reagenzien schwécher wird und in der Plateauphase schlieBlich
stagniert. Die Besonderheit der qRT-PCR besteht darin, dass die Quantifizierung der
dabei entstehenden DNA durch Einsatz der fluoreszierenden Farbstoffe bereits wéh-
rend der exponentiellen Phase ermdglicht wird und damit in Echtzeit erfolgt. Her-
kdmmliche PCRs lassen diese Messung erst nach Abschluss der Amplifikation an-
hand einer gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Fragmente zu, welche im
Rahmen der qRT-PCR bei Bedarf ebenfalls durchgefiihrt werden kann. Die Fluores-
zenzmessungen, die bereits wahrend der Amplifizierung durchgefihrt werden, geben
proportional zu lhrer Intensitat Aufschluss lber die Anzahl der PCR-Produkte.

Die anschlieBende Analyse der Daten erfolgte mit der SDS Relative Quantification
Software Version 2.3.

Bei gleicher Expressionsrichtung der miRNA in der gRT-PCR wie im MicroArray und
signifikantem p-Wert und Fold Change (p <0,05, FC >1,5) gilt die miRNA als signifi-
kant validiert.

5.3.7 Reverse Transkription und gRT-PCR der signifikanten
microRNAs in monozygoten Zwillingen

Die signifkanten Ergebnisse der monozygoten Zwillinge wurden aufgrund der groB3en
Bedeutung der Zygositat beim Vorkommen von AHF separat unter Verwendung des
miScript PCR Systems (Qiagen, Hilden) erneut validiert. Auch diese Validierung er-
folgte durch die gRT-PCR im StepOnePlus™ Real-Time PCR System. Zur reversen
Transkription wurde das miScript Reverse Transcriptase Set nach Herstellerangaben
verwendet. Zunachst wurde aus 200 ng RNA mithilfe des miScript RT Il Kits komple-
mentére DNA (= cDNA) generiert. Dazu wurden 200 ng RNA, welche die miRNA ent-
hielt, mit 4 yl HiSpec Puffer, 2 pul miScript Reverse Transcriptase Mix und RNase-
freiem Wasser zu einem Gesamtvolumen von 20 pl vermischt. Die entstehende cDNA
wurde 1:10 verdiinnt und mit 10 pl QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 2 pl
miScript Universal Primer und 2 yl miScript Primer Assay fir die die elf ausgewahlten
miRNAs miR-511-3p, miR-1306-5p, miR-421, miR-134-3p, miR-4707-3p, miR-4732-
3p, miR-1281, miR-6511a-3p, miR-5189-3p, miR-943, miR-890 und RNU6B snRNA
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als endogene Kontrolle (Qiagen) und RNase-freiem Wasser zu einem Gesamtvolu-
men von 20 pl versetzt. Die genannten miRNAs wurden aufgrund ihres unterschied-
lichen Expressionsniveaus im Vergleich monozygoter Zwillinge mit und ohne AHF
ausgewahlt.

Alle qRT-PCR-Experimente wurden unter Verwendung des QlAgility™ automatisier-
ten PCR-Setup-Roboters (Qiagen) durchgeflihrt, bevor die gRT-PCR-Analyse mittels
StepOnePlus™-Real-Time-PCR-System (Applied Biosystems, Foster City, USA) er-
folgt.

5.3.8 Statistische Analyse

Die Unterschiede der miRNA-Expression im Blut der verschiedenen Probandenkol-
lektive wurden mit der frei erhaltlichen R Software v.2.14.2 (R Development Core
Team, 2010) analysiert. Dabei wurden Unterschiede in der microRNA-Expression der
ausgewahlten miRNAs mit der 222¢a Methode wie von Livak et al.®? dargestellt, ge-
messen. Dabei wurde fir alle Proben je der Ct-Wert (threshold cycle) ermittelt. Die
Differenz ACt des Ct-Werts jeder miRNA und des Ct-Werts der endogenen Kontrolle
(U6 snRNA) wurde berechnet, also: ACt = Ctzie-mirna) — Ctus snrna). Im ndchsten Schritt
wurde von allen ACt-Werten der Mittelwert X ermittelt. Der Wert AACt wurde anhand
der folgenden Formel bestimmt: AACt = X (ACt(Gruppet)) — X (ACt(Gruppe2))- Im Anschluss
konnte der Fold Change (FC) aus 2722¢ bestimmt werden. Lag der Fold Change bei
>1,5 wurde ein t-Test flr verbundene Stichproben durchgefihrt, welcher die Signifi-
kanz bei p <0,05 sicherte.

5.3.9 Pradiktion von Zielgenen und funktionelle Analyse

Unter Verwendung der DIANA-miRPath v.3.0 Software wurden KEGG-Pathway-
Analysen durchgefiihrt, wodurch die Zielgene der miRNAs anhand des DIANAmicroT-
CDS-Algorithmus vorhergesagt werden konnten (in CDS oder 3-UTR-Regionen).8
Zielgene mit einem threshold >0,8 wurden ausgewahlt. Nur KEGG-Pathways mit ei-
nem p-Wert <0,05 und einer False discovery rate (FDR) <0,05 wurden herangezogen.
Die Wirkung der miRNAs auf ihre Zielgene wurde mit der miRTarget Link Software

ausgewertet.?*
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5.3.10 Analyse klinischer Daten

Die Analyse der klinischen Daten erfolgte rein deskriptiv. Die Daten wurden mit der
Statistiksoftware IBM SPSS Statistics (IBM® Corp., Released 2016 IBM SPSS Sta-
tistics for Windows, Version 24.0. Armonk, NY: IBM Corp., USA) ausgewertet. Die
Ergebnisse wurden als absolute Zahl, Mittelwert und Standardabweichung (SD) an-
gegeben. Vergleiche zwischen Variablen erfolgten durch den t-Test flir unabhéngige

Variablen.
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6 Ergebnisse
6.1 Klinische Daten

In den folgenden Tabellen 7 - 17 sind die klinischen Merkmale der Patientenpopula-
tion aufgefthrt.

Geschlecht
Haufigkeit Prozent
weiblich 22 57,9
mannlich 16 421
Gesamt 38 100,0

Tabelle 7: Haufigkeit von weiblichen und ménnlichen Probanden

Altersklassen

Haufigkeit Prozent
Kleinkind 12 31,6
Kind 20 52,6
Jungendliche(r) 4 10,5
Erwachsene(r) 2 5,3
Gesamt 38 100,0

Tabelle 8: Einteilung in Altersklassen (Kleinkind: 1 bis 5 Jahre alt, Kind: 6 bis 13 Jahre alt,
Jugendliche(r): 14 bis 17 Jahre alt, Erwachsene(r): ab 18 Jahren)

Schweregrade der AHF
Haufigkeit Prozent
kein AHF 19 50,0
milder AHF 7 18,4
moderater AHF 6 15,8
schwerer AHF 6 15,8
Gesamt 38 100,0

Tabelle 9: Haufigkeit der verschiedenen Schweregrade der AHF
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Wie bereits im Methodikteil beschrieben wurden die AHF anhand des EPC-Codes nach
Schwedler et al. eingeteilt. 375 Zur Gruppe der milden AHF z&htlen in unserer Studie neben
PDA, ASD und PS zusétzlich die Koronarfistel und die bikuspide Aortenklappe. Aus der
Gruppe der moderaten AHF kamen in unserer Studie VSD, AVSD, CoA und AS vor und zu-
dem die Mitralklappeninsuffizienz (MI). Als schwere AHF traten TOF, UVH und TGA auf.

Konzeption
Haufigkeit Prozent
spontane Konzeption 26 68,4
In-vitro Fertilisation 12 31,6
Gesamt 38 100,0

Tabelle 10: Haufigkeit der Schwangerschaftsentstehung unterteilt in spontane Konzeption

und in-vitro Fertilisation (IVF)

Reife bei Geburt

Haufigkeit Prozent
Reifgeburt* 6 15,8
Frihgeburt* 32 84,2
Gesamt 38 100,0

Tabelle 11: Haufigkeit der Friih- und Reifgeburten (*Reifgeburt: 37 + 0 bis 42 + 6 SSW;
Friihgeburt: < 37 + 0 SSW)

Bei Betrachtung der Geburtsperzentilen fiel auf, dass mehr Kinder mit angeborene-
nem Herzfehler dystroph (<10. Perzentile) geboren wurden als jene ohne angebore-
nen Herzfehler (Tabelle 12). Der GroBteil der Kinder ohne angeborenen Herzfehler
befand sich zwischen der 10. — 90. Perzentile sowohl das Geburtsgewicht als auch
die Geburtslange betreffend, wahrend sich die Kinder mit angeborenem Herzfehler
das Gewicht betreffend zu beinahe gleichen Teilen auf die dystrophe Gruppe (<10.
Perzentile) und die im Mittelfeld liegende Gruppe (10. — 90. Perzentile) aufteilten.

Die Geburtslange der Zwillinge mit angeborenen Herzfehler (Tabelle 13) teilte sich zu
Y4 auf die dystrophe Gruppe (< 10. Perzentile) und zu %4 auf die normotrophe Gruppe
auf (10. — 90. Perzentile). Hier stellte sich der Unterschied weniger deutlich dar.

Bei Betrachtung des Kopfumfangs bei Geburt zeigte sich, dass Zwillinge mit AHF
haufiger unter der 10. Perzentile liegen als die jene ohne AHF. (Tabelle 14)
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Perzentilen des Geburtsgewichts

Anzahl

Kein AHF  Geburtsperzentile  _ 1g. Perzentile 2
des Gewichts

10. - 90. Perzentile 15

> 90. Perzentile 1

AHF Geburtsperzentile - 10. Perzentile 8
des Gewichts

10. - 90. Perzentile 10

> 90. Perzentile 1

Tabelle 12: Perzentilen des Geburtsgewichts der Zwillinge mit und ohne AHF

Perzentilen der Geburtslange

Anzahl

Kein AHF  Geburtsperzentile  _ 1. perzentile 0
der Lange

10. - 90. Perzentile 18

> 90. Perzentile 0

AHF Geburtsperzentile  _ 10. Perzentile 5
der Lange

10. - 90. Perzentile 14

> 90. Perzentile 0

Tabelle 13: Perzentilen der Geburtsldnge der Zwillinge mit und ohne AHF

Perzentilen des Geburtskopfumfangs

Anzahl

Kein AHF  Geburtsperzentile  _10. Perzentile P
des Kopfumfangs

10. - 90. Perzentile 14

>90. Perzentile 0

AHF Geburtsperzentile  _10. Perzentile 7
des Kopfumfangs

10. - 90. Perzentile 10

>90. Perzentile 0

Tabelle 14: Perzentilen des Geburtskopfumfangs der Zwillinge mit und ohne AHF

Zum Zeitpunkt der aktuellen Datenerhebung waren die Zwillinge unterschiedlich alt.
Es fallt auf, dass sich die Verteilung im Vergleich zu den Geburtsperzentilen kaum
geéandert hat und Zwillinge mit AHF immer noch haufiger dystroph sind als jene ohne
AHF.
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Perzentilen des aktuellen Gewichts

Anzahl

Kein AHF  aktuelle Perzentile  fenjende Angabe 1
des Gewichts

<10. Perzentile 3

10. - 90. Perzentile 15

>90. Perzentile 0

AHF aktuelle Perzentile fghlende Angabe 1
des Gewichts

<10. Perzentile 8

10. - 90. Perzentile 10

>90. Perzentile 0

Tabelle 15: Perzentilen des aktuellen Gewichts der Zwillinge mit und ohne AHF

Perzentilen der aktuellen GroBe

Anzahl

Kein AHF  aktuelle Perzenti-  enjende Angabe 1
len der GroBe

<10. Perzentile 3

10. - 90. Perzentile 15

>90. Perzentile 0

AHF aktuelle Perzenti-  fghlende Angabe 1
len der GréBe

<10. Perzentile 7

10. - 90. Perzentile 10

>90. Perzentile 1

Tabelle 16: Perzentilen der aktuellen GréBe der Zwillinge mit und ohne AHF

Bei Betrachtung des Auftretens von Risikofaktoren fiel auf, dass in 16 der 19 Schwan-
gerschaften (84,2%) mindestens ein Risikofaktor oder eine pranatale Auffalligkeit auf-
trat. Meist waren auch mehrere solcher vorhanden. Neben der von uns speziell er-
fragten Daten wurden noch weitere Auffalligkeiten genannt. Dabei handelte es sich
um aufgetretene Blutungen wahrend der Schwangerschaft, Vorliegen eines Uterus
myomatosus, Zervixinsuffizienz, mutterliche Hypothyreose, Wachstumsdiskrepanz
der Feten ohne erinnerlichen Nachweis eines FFTS, vermehrte psychische Belastung
und partieller oder kompletter Situs inversus eines Feten. Die aufgefiihrten Daten
beruhen auf den Ausklnften der Zwillingseltern. Da die Schwangerschaften teilweise

schon langer zuriickliegen, waren nicht alle Informationen erinnerlich. Daher kénnen

36



Ergebnisse

wir nicht ausschlieBen, dass noch weitere Risiken oder prénatale Auffalligkeiten auf-
getreten sind. Auch wenn es sich hierbei um ein breites Auspragungsfeld handelt,
wird deutlich, dass das Auftreten von AHF in Zwillingsschwangerschaften mit dem
Vorliegen von anderen SS-Auffallgkeiten korreliert (Tabelle17).

Risikofaktoren und Auffalligkeiten in der Schwangerschaft

Haufigkeit Prozent
Nikotinabusus in der SS 4 21,1
Gestationsdiabetes 3 15,8
Hypertonus 2 10,5
Singuldre Umbilikalarterie 2 10,5
HELLP 0 0
FFTS 4 21,1
Plazentainsuffizienz 0 0
Sonstige Auffalligkeiten 10 52,6

Tabelle 17: Haufigkeit des Auftretens von Risikofaktoren und Auffélligkeiten in den Schwan-
gerschaften

6.2 DNA-Analyse zum Nachweis der Zygositat

Von den in diese Pilotstudie eingeschlossenen 19 Zwillingspaaren konnten durch die
Zusammenarbeit mit dem Institut flir Rechtsmedizin der Humboldt-Universitét (Cha-
rite) in Berlin zwdlf Zwillingspaare als monozygot und vier als dizygot identifiziert wer-
den. Obwohl von drei an der Studie teilnehmenden Zwillingspaaren keine entspre-
chenden Blutproben zur DNA-Analyse vorlagen, konnten sie aufgrund der unter-
schiedlichen Geschlechter eines Zwillingspaars sicher der dizygoten Gruppe zuge-
ordnet werden (Tabelle 18). Die genauen Auswertungen der DNA-Analyse mittels
STR-Analyse sind im Anhang zu finden (Anlage 4).
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Zygositat
Haufigkeit Prozent
monozygot 24 63,2
dizygot 14 36,8
Gesamt 38 100,0

Tabelle 18: Haufigkeiten von monozygoten und dizygoten Zwillinge

6.3 MicroRNA-Expressionsprofile

6.3.1 Ergebnisse der MicroArrays

Es wurden in den meisten Vergleichen allein die miRNAs aufgeflhrt, die einen signi-
fikanten Unterschied mit einem p-Wert <0,05 und einem Fold Change (FC) >1,5 auf-
wiesen. Lediglich beim Vergleich der monozygoten Zwillinge mit und ohne AHF wur-
den ebenfalls grenzwertig signifikante miRNAs aufgefihrt (p <0,05; FC >1,3), da wir
diesen Vergleich bei der anschlieBenden Validierung gesondert betrachteten. Die
Ubrigen Ergebnisse des MicroArrays der monozygoten Zwillinge sind in Anlage 5
aufgefihrt.

Die erste Analyse der miRNA-Expressionsprofile erfolgte anhand des Blutes der
Zwillinge mit AHF zu jenen ohne AHF. Die miRNA-Expression der je 19 Blutproben
(N,ohne aHF*= 19 und n anr-= 19) unterschied sich signifikant in vier miRNAs, von wel-
chen miR-4669 und miR-890 bei den Kindern mit AHF vermehrt und miR-487b-5p
und miR-4730 vermindert exprimiert wurden (p <0,05, FC >1,5) (Tabelle 19.1A).

Eine weitere miRNA-Analyse erfolgte im Blut der zwdlf Zwillingspaare, die durch
spontane Konzeption entstanden (N spontane konzeption* = 24) und der Zwillinge aus
Schwangerschaften nach erfolgter IVF-Behandlung (n,vr-= 14). Dabei konnten elf
miRNAs ermittelt werden, die einen signifikanten Unterschied aufwiesen. Von den
elf detektierten miRNAs wurden in der Gruppe der durch IVF entstandenen Schwan-
gerschaften finf miRNAs vermehrt und sechs vermindert exprimiert. Auch die Ana-
lyse der Expressonsprofile der miRNAs aller frih- und reifgeborenen Zwillinge wies
deutliche Differenzen auf (p <0,05, FC >1,5) (Tabelle 19.1B). In der Kohorte der
Frihgeborenen konnten 15 miRNAs bestimmt werden, die eine vermehrte Expres-
sion im Vergleich zu der Gruppe der Reifgeborenen aufwiesen (p <0,05, FC >1,5)
(Tabelle 19.1C).
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Auch in der Analyse der Zwillinge mit unterschiedlicher Zygositat konnten verschie-
dene miRNAs mit signifikant verdndertem Expressionsniveau detektiert werden. Die
Anzahl der veranderten miRNAs variierte abhangig vom Vorkommen eines AHFs.
Dabei wiesen dizygote Zwillinge mit AHF sechs vermindert exprimierte miRNAs im
Vergleich zu monozygoten Zwillingen mit AHF auf (p <0,05, FC >1,5) (Tabelle 19.1D),
wéahrend dizygote Zwillinge ohne AHF lediglich zwei herrunterregulierte und ein hoch-
reguliertes miRNA-Expressionsprofil im Vergleich zu monozygoten Zwillingen ohne
AHF aufwiesen (p <0,05, FC >1,5) (Tabelle 19.1E). Es handelte sich in den beiden
genannten Vergleichen um unterschiedliche miRNAs. In der Analyse aller dizygoten
zu allen monozygoten Zwillingen ohne Berlcksichtigung des Vorhandenseins eines
AHFs konnten sechs miRNAs bestimmt werden, die Uber ein signifikant verandertes
Expressionsprofil verfligten (p <0,05, FC >1,5) (Tabelle 19.1F). Vier dieser verander-
ten miRNAs konnten ebenfalls unter den verandert exprimierten miRNAs der bereits
genannten Vergleiche der dizygoten Zwillingen mit AHF versus der monozygoten
Zwillinge mit AHF und der dizygoten Zwillinge ohne AHF versus der monozygoten
Zwillinge ohne AHF gefunden werden. Es handelte sich dabei um die vermehrt expri-
mierte miRNA miR-627-5p und die vermindert exprimieren miR-766-3p und miR-197-
3p in der Analyse der Zwillinge ohne AHF mit unterschiedlicher Zygositat und um die
verminderte Expression der miR-4323 im Vergleich der Zwillinge mit AHF mit unter-
schiedlicher Zygositat.

Ein weiterer Unterschied der miRNA-Expression konnte auBerdem unter Berlcksich-
tigung des Geschlechts beobachtet werden. In der Analyse aller weiblichen zu allen
mannlichen Kindern wurden sehcs miRNAs identifiziert, von welchen eine miRNA sig-
nifikant vermehrt und flnf weitere miRNAs signifikant vermindert exprimiert wurden
(p <0,05, FC >1,5) (Tabelle 19.1G). Bei der Analyse der weiblichen Kindern mit AHF
zu den weiblichen Kindern ohne AHF konnten mittels des MicroArrays fiunf miRNAs
detektiert werden, von welchen drei vermehrt und zwei vermindert exprimiert wurden
(p <0,05, FC >1,5) (Tabelle 19.11). Ahnlich war die Anzahl signifikanter miRNAs beim
Vergleich méannlicher Kinder mit AHF zu mannlichen Kindern ohne AHF, wobei zwei
vermehrt und zwei vermindert exprimierte miRNAs detektiert werden konnten (p
<0,05, FC >1,5) (Tabelle 19.1H).
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Zudem wurde die miRNA-Expressionsunterschiede der monozygoten Zwillinge ohne

AHF zu den monozygoten Zwillingen ohne AHF bewertet. Dabei konnten vier signifi-

kant vermindert exprimierte und vier signifikant vermehrt exprimierte miRNAs detek-

tiert werden (p <0,05, FC >1,5) (Tabelle 19.2J). Weitere miRNAs wurden grenzwertig

signifikant veréndert exprimiert (p <0,05; FC >1,3).

Alle signifikanten miRNAs der genannten Vergleiche und einige grenzwertig signifi-

kant exprimierten miRNAs des Vergleichs der monozyoten Zwillinge mit und ohne

AHF sind in den Tabellen 19.1 und 19.2 mit ihren Expressionsrichtungen, Fold Chan-

ges und p-Werten aufgelistet.

miRNAs

Median
Gruppe
1

SD
Gruppe
1

Median
Gruppe
2

SD
Gruppe
2

Regula-

tion

Fold
Change

p-Wert

A) Vergleich aller Zwillinge mit AHF (n,mit anr<= 19) (Gruppe 1) zu denen ohne AHF (N ohne

anr<= 19) (Gruppe 2)

miR-4669 8,02 2,55 4,88 1,56 Up 1,64 0,0431
miR-890 1,25 0,17 0,82 0,25 Up 1,52 0,0022
miR-4730 2,72 0,49 5,27 2,57 Down 1,94 0,0159
miR-487b-5p 1,89 0,35 2,89 0,99 Down 1,53 0,0432
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Median SD
miRNAs Gruppe | Gruppe
1 1

Median
Gruppe
2

SD
Gruppe
2

Regula-

tion

Fold
Change

p-Wert

B) Vergleich der aus Schwangerschaften nach erfolgter IVF-Behandlung (n,vr= 12)
(Gruppe 1) zu denen nach spontaner Konzeption (n,spontane konzeption = 26) (Gruppe 2)

entstandenen Zwillingen

miR-627-5p 6,83 2,39 3,95 2,54 Up 1,72 | 0,0206
miR-30a-5p 15,53 6,58 9,18 6,64 Up 1,69 0,0460
miR-454-5p 9,04 3,82 5,40 4,46 Up 1,67 | 0,0230
miR-340-3p 25,67 9,31 16,55 12,58 Up 1,56 0,0325
miR-191-5p 19,97 5,37 13,12 7,07 Up 1,52 | 0,0270
miR-6739-5p 5,36 9,72 1027 | 4572 | Down | 1,92 | 0,0038
miR-1228-5p 0,71 0,31 1,14 0,97 Down | 1,61 | 0,0067
miR-144-5p 5,41 2,87 8,67 10,58 | Down | 1,60 | 0,0090
miR-766-3p 35,50 11,78 54,70 23,05 Down 1,54 0,0078
miR-3135b 15,39 7,00 23,64 65,66 Down 1,54 0,0076
miR-4507 3755 | 1820 | 5760 | 3433 | Down | 1,53 | 0,0168
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Median SD Median SD
Regula- | Fold

miRNAs Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe ) p-Wert
) ’ . . tion Change

C) Vergleich aller frihgeborenen (n rringeburt: = 32) (Gruppe 1) zu allen reifgeborenen Zwillin-
gen (N Rreifgeburt = 6) (Gruppe 2)

miR-27a-3p 12,03 10,14 5,81 4,01 Up 2,08 0,0052
miR-183-5p 44,20 27,57 22,91 16,56 Up 1,92 0,0171
miR-148b-3p 20,80 14,98 11,36 4,86 Up 1,82 0,0014
miR-374b-5p 23,19 25,29 12,96 10,97 Up 1,79 0,0327
miR-183-3p 5,60 2,53 3,24 0,80 Up 1,72 0,0002
miR-4291 3,86 1,67 2,24 0,96 Up 1,72 0,0155
miR-29b-3p 10,16 5,28 5,97 3,55 Up 1,69 0,0430
miR-3200-3p 6,57 3,45 3,97 1,53 Up 1,67 0,0047
miR-7-1-3p 7,47 6,70 4,56 1,22 Up 1,64 0,0005
miR-101-3p 8,58 6,17 5,28 3,17 Up 1,61 0,0296
miR-148a-3p 14,41 16,07 9,07 3,31 Up 1,59 0,0012
miR-99a-5p 9,85 8,63 6,24 2,88 Up 1,59 0,0229
miR-625-5p 62,76 35,95 39,98 15,19 Up 1,56 0,0037
miR-27b-3p 5,31 3,69 3,42 0,77 Up 1,56 0,0001
miR-550a-3-5p 47,40 19,45 30,45 10,88 Up 1,56 0,0112
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Median SD Median SD
Regula- | Fold

miRNAs Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe ) p-Wert
) ’ . 5 tion Change

D) Vergleich der dizygoten Zwillinge mit AHF (n dizygot mit aHF<= 7) (Gruppe 1) zu den monozy-
goten Zwillingen mit AHF (N monozygot mit AHF<= 12) (Gruppe 2)

miR-4323 12,31 5,28 22,74 6,94 Down 1,85 0,0259
miR-551b-5p 0,44 0,20 0,80 0,17 Down 1,85 0,0107
miR-532-3p 296,81 131,79 515,68 160,65 Down 1,74 0,0437
miR-361-3p 97,65 31,48 166,92 60,86 Down 1,71 0,0290
miR-125a-5p 19,34 8,08 31,11 11,86 Down 1,61 0,0478
miR-133b 4,30 1,25 6,43 4,34 Down 1,50 0,0478

E) Vergleich der dizygoten Zwillingen ohne AHF (n dizygo ohne aHFt = 7) (Gruppe 1) zu den mo-
nozygoten Zwillingen ohne AHF (N monozygot ohne AHF< = 12) (Gruppe 2)

miR-627-5p 7,76 2,65 4,20 2,16 Up 1,85 0,0435
miR-197-3p 71,02 17,58 122,26 45,11 Down 1,72 0,0084
miR-766-3p 35,24 7,07 55,09 27,93 Down 1,56 0,0206

F) Vergleich aller dizygoten (N dizygot= 14) (Gruppe 1) zu allen monozygoten Zwillingen (n,mo-
noygot* = 24) (Gruppe 2)

miR-627-5p 7,09 2,99 4,35 2,08 Up 1,64 | 0,0211
miR-1231 0,16 0,11 0,32 0,18 Down 1,95 | 0,0233
miR-197-3p 72,53 40,94 | 117,53 | 42,45 Down 1,62 | 0,0237
miR-766-3p 35,24 12,12 56,92 22,75 Down 1,62 | 0,0022
miR-4323 13,62 4,42 21,76 6,34 Down 1,60 | 0,0021
miR-328-3p 12,14 4,76 18,76 9,05 Down 1,54 | 0,0340
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miRNAs

Median
Gruppe
1

SD
Gruppe
1

Median
Gruppe
2

SD
Gruppe
2

Regula-

tion

Fold
Change

p-Wert

G) Vergleich aller weiblichen (nweivich = 22) (Gruppe 1) zu allen mannlichen Zwillingen
(n.manniich = 16) (Gruppe 2)

miR-6803-5p 92,73 57,55 58,61 38,45 Up 1,59 0,0473
miR-144-5p 6,14 5,84 11,24 14,17 Down 1,83 0,0498
miR-363-3p 284,31 139,82 491,10 184,64 Down 1,73 0,0308
miR-130a-3p 79,50 42,43 132,40 38,87 Down 1,67 0,0024
miR-892b 4,24 1,83 6,72 2,02 Down 1,59 0,0432
miR-7854-3p 1,83 0,83 2,83 0,82 Down 1,55 0,0384

H) Vergleich aller mannlichen Zwillinge mit AHF (nmanniich mit Ave< = 7) (Gruppe 1) zu allen

mannlichen Zwillingen ohne AHF (n,manniich ohne arF< = 9) (Gruppe 2)

miR-4669 8,02 2,55 4,88 1,56 Up 1,64 0,0431
miR-890 1,25 0,17 0,82 0,25 Up 1,52 0,0022
miR-4730 2,72 0,49 5,27 2,57 Down 1,94 0,0159
miR-487b-5p 1,89 0,35 2,89 0,99 Down 1,53 0,0432
I) Vergleich aller weiblichen Zwillinge mit AHF (n,weiblich mit anF< = 12) (Gruppe 1) zu allen
weiblichen Zwillingen ohne AHF (nweibiich ohre AvF<= 10) (Gruppe 2)
miR-5189-3p 9,11 4,33 3,97 3,17 Up 1,72 0,0294
miR-361-5p 66,20 24,87 41,84 16,97 Up 1,59 0,0447
miR-423-3p 12,23 4,03 7,97 2,75 Up 1,54 0,0479
miR-1291 1,36 0,60 2,21 0,55 Down 1,63 0,0384
miR-103a-3p 995,09 211,91 1498,33 372,59 Down 1,51 0,0061

Tabelle 19.1: Durch MicroArray ermittelte, signifikant verschiedene miRNAs (Fold Change
>1,5, p-Wert <0,05)
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Median SD Median SD
Regula- | Fold

miRNAs Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe ) p-Wert
) ’ . . tion Change

J) Vergleich aller monozgyoten Zwillinge ohne AHF (N.monoygot ohne AHF = 12) (Gruppe 1) zu
allen monozygoten Zwillingen mit AHF (N, monoygot mit avF = 12) (Gruppe 2)

miR-7109-3p 4.28 2.27 2.37 1.63 Up 1.80 0.0278
miR-943 2.07 0.64 1.28 0.42 Up 1.61 0.0038
miR-6511a-3p 4.38 4.38 2.76 1.52 Up 1.59 0.0323
miR-6735-3p 2.73 1.66 1.81 0.72 Up 1.50 0.0329
miR-6787-3p 3.15 2.37 212 1.41 Up 1.49 0.0133
miR-6877-3p 4.13 1.30 2.82 0.51 Up 1.46 0.0090
miR-4296 1.50 0.44 1.04 0.51 Up 1.45 0.0459
miR-1281 7.78 16.10 5.35 9.02 Up 1.45 0.0299
miR-3677-3p 1.18 0.40 0.84 0.19 Up 1.41 0.0083
miR-4763-5p 3.68 1.71 2.66 1.05 Up 1.38 0.0360
miR-7106-3p 2.40 0.96 1.76 0.50 Up 1.37 0.0086
miR-6789-3p 2.54 0.91 1.85 0.63 Up 1.37 0.0366
miR-1825 7.09 13.02 5.19 6.84 Up 1.37 0.0481
miR-134-3p 2.43 0.56 1.78 0.36 Up 1.36 0.0064
miR-1343-3p 242 0.89 1.80 0.71 Up 1.35 0.0307
miR-6727-3p 2.08 0.57 1.55 0.66 Up 1.34 0.0033
miR-6736-3p 3.14 0.84 2.34 0.56 Up 1.34 0.0083
miR-8075 1.59 0.57 1.20 0.29 Up 1.33 0.0241
miR-3714 2.66 1.02 2.02 0.63 Up 1.32 0.0043
miR-6879-3p 2.66 1.04 2.02 0.79 Up 1.32 0.0250
miR-675-3p 2.42 0.67 1.84 0.69 Up 1.32 0.0292
miR-6743-3p 5.02 13.28 3.81 8.08 Up 1.32 0.0312
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Median SD Median SD

. Regula Fold
miRNAs Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe . p-Wert
tion Change
1 1 2 2
miR-4800-3p 2.24 0.60 1.72 0.43 Up 1.31 0.0158
miR-5189-3p 4.33 3.48 10.39 4.01 Down 2,38 0.0176
miR-4707-3p 2.64 1.37 4.42 1.81 Down 1,67 0.0208
miR-1306-5p 4.73 2.30 7.63 2.81 Down 1,61 0.0206

miR-4732-3p 34.81 25.02 53.13 36.38 Down 1,52 0.0102

miR-3605-3p 3.62 1.19 5.22 1.42 Down 1,45 0.0447

miR-550b-2-5p 5.62 2.22 7.69 2.15 Down 1,37 0.0228

miR-511-3p 0.83 0.23 1.13 0.29 Down 1,35 0.0329
miR-890 0.87 0.28 1.17 0.18 Down 1,35 0.0309
miR-671-5p 2.47 0.95 3.31 1.16 Down 1,33 0.0385
miR-128-1-5p 2.10 0.81 2.82 0.73 Down 1,35 0.0483
miR-421 2.54 0.76 3.35 0.67 Down 1,32 0.0193

Tabelle 19.2: Durch MicroArray ermittelte, signifikant verschiedene miRNAs (Fold Change
>1,3, p-Wert <0,05)

6.3.2 Validierung der microRNAs durch qRT-PCR

6.3.2.1 Ergebnisse aller Vergleichsguppen

Um die Ergebnisse des MicroArrays zu bestéatigen wurden mittels gRT-PCR die 21
folgenden miRNAs validiert: miR-432-3p, miR-764, miR-134-3p, miR-627-5p, miR-
30a-5p, miR-454-5p, miR-340-3p, miR-766-3p, miR-27a-3p, miR-148b-3p, miR-
374b-5p, miR-29b-3p, miR-7-1-3p, miR-148a-3p, miR-99a-5p, miR-361-3p, miR-197-
3p, miR-328-3p, miR-625-5p, miR-183-5p und miR-144-5p. Diese miRNAs wurden
aufgrund der im MicroArray beobachten Signifikanz (FC <1,5 und p-Wert <0,05) und
der in der Literatur bereits bekannten Beteiligung an kardiovaskularen Erkrankungs-
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mechanismen, zur Validierung ausgewahlt. In den im Folgenden aufgefihrten Ver-
gleichen wurden die miRNAs aufgefihrt, die in der gqRT-PCR die gleiche Expressi-
onsrichtung wie im MicroArray zeigten.

Die erste zu validierende Analyse der miRNA-Expressionsprofile durch die qRT-PCR
erfolgte anhand der zwdélf Zwillingspaare, die durch spontane Konzeption entstanden
(N, spontane Konzeption* = 24) und der Zwillinge aus Schwangerschaften nach erfolgter IVF-
Behandlung (n,vr-= 14). Dabei konnten die sieben miRNAs miR-134-3p,miR-328-3p,
miR-432-3p, miR-764, miR-766-3p, miR-340-3p, miR-454-5p mit gleicher Expressi-
onsrichtung wie im MicroArray detektiert werden (Tabelle 20A) (Abbildung 1). Von
diesen zeigten funf miRNAs, miR-134-3p (FC = 1,62, p = 0,0187), miR-328-3p (FC =
1,68, p =0,0090), miR-432-3p (FC = 1,83, p=0,0217), miR-764 (FC = 2,30, p = 0,015)
und miR-766-3p (FC = 1,49, p = 0,0047), eine signifikante Herabregulation in der
Gruppe der durch IVF-enstandenen Schwangerschaften, wahrend die beiden hoch-
regulierten miRNAs keine signifikante Validierung aufwiesen.

Im Vergleich der frihgeborenen Zwillinge (N fringeburt: = 32) zu den reifgeborenen (N reit-
geburt = 6) konnten die sechs miRNAs miR-148a-3p, miR-148b-3p, miR-27a-3p, miR-
29b-3p, miR-374b-5p and miR-7-1-3p mit gleicher Expressionsrichtung detektiert
werden, von denen lediglich miR-148-3b eine signifikante Validierung aufwies (FC =
1,78, p = 0,0242) (Tabelle 20B) (Abbildung 2).

Die Analyse der dizygoten Zwillinge mit AHF (N anF dizygor = 7) im Vergleich zu den
monozygoten Zwillingen mit AHF (N AHF monozygot = 12) zeigte nur eine miRNA, miR-
361-3p, die signifikant hochreguliert ist (FC = 1,73, p = 0,0130) (Tabelle 20C) (Abbil-
dung 3A).

Auch bei Betrachtung der dizygoten Zwillinge ohne AHF (N gizygot ohne aHF* = 7) und der
monozygoten Zwillinge ohne AHF (N monozygot ohne AHFe = 12) wurden zwei signifikant
hochregulierte miRNAs, miR-766-3p (FC = 1,73, p = 0,0063) und miR-197-3p (FC =
1,97, p = 0,0390), validiert (Tabelle 20D) (Abbildung 3B).

Im Vergleich aller dizygoten Zwillinge (N gizygot-= 14) zu allen monozygoten Zwillingen
(N,monoygot* = 24) konnten drei miRNAs, miR-328-3p (FC = 1,55, p = 0,104), miR-766-
3p (FC = 1,60, p = 0,001) und miR-197-3p (FC = 1,64, p = 0,48), signifikant als ver-
mehrt exprimiert validiert werden (Tabelle 20E) (Abbildung 4).
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Tabelle 20 zeigt alle mittels gRT-PCR validierten miRNAs mit ihren zugehdérigen Ex-

pressionsrichtungen, p-Werten und Fold Change.

Median
miRNAs Gruppe
1

SD
Gruppe
1

Median
Gruppe
2

SD
Gruppe
2

Regula-

tion

Fold
Change

p-Wert

A) Vergleich aus Schwangerschaften durch erfolgte IVF-Behandlung (n,ve<= 12) (Gruppe
1) zu denen nach spontaner Konzeption (n,spontane konzeption*= 26) (Gruppe 2) entstande-

nen Zwillinge
miR-340-3p 11,19 0,44 11,33 0,58 Up 1,10 0,4327
miR-454-5p 11,98 0,69 12,30 0,76 Up 1,45 0,2282
miR-134-3p 13,14 0,53 12,44 1,16 Down 1,62 0,0187
miR-328-3p 10,86 0,52 10,11 1,11 Down 1,68 0,0090
miR-432-3p 14,52 0,65 13,65 1,52 Down 1,83 0,0217
miR-764 18,76 0,77 17,56 1,03 Down 2,30 0,015
miR-766-3p 9,39 0,49 8,82 0,54 Down 1,49 0,0047

B) Vergleich aller frihgeborenen (n rrangeburt: = 32) (Gruppe 1) zu allen reifgeborenen Zwillin-
gen (n,reitgeburt: = 6) (Gruppe 2)

miR-148b-3p 11,12 0,60 11,95 0,60 Up 1,78 0,0242
miR-148a-3p 9,99 0,80 10,64 0,88 Up 1,56 0,1727
miR-27a-3p 14,73 0,71 14,84 1,28 Up 1,07 0,8658
miR-29b-3p 9,57 0,77 9,94 0,59 Up 1,29 0,2469
miR-374b-5p 9,35 1,27 10,23 1,31 Up 1,84 0,2061
miR-7-1-3p 10,77 0,88 10,96 0,70 Up 1,14 0,6053

C) Vergleich der dizygoten Zwillinge mit AHF (n, dizygot mit aHF<= 7) (Gruppe 1) zu den monozy-
goten Zwillingen mit AHF (N, monoygot mit AHE« = 12) (Gruppe 2)

miR-361-3p 9,21

0,86

8,42

0,48

Down

1,73

0,0130
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Median SD Median SD

miRNAs Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe
1 1 2 2

Regula- Fold

. p-Wert
tion Change

D)Vergleich der dizygoten Zwillinge ohne AHF (N dizygot ohne AHF< = 7) (Gruppe 1) zu den mo-
nozygoten Zwillingen ohne AHF (N monoygot ohne AHF<= 12) (Gruppe 2)

miR-766-3p 9,55 0,47 8,74 0,53 Down 1,73 0,0063

miR-197-3p 6,58 0,84 5,60 0,82 Down 1,97 0,0390

E) Vergleich aller dizygoten (N dizygot = 14) (Gruppe 1) zu allen monozygoten Zwillinge (n,mo-
noygot* = 24) (Gruppe 2)

miR-328-3p 10,75 1,19 10,12 0,84 Down 1,55 0,104
miR-766-3p 9,43 0,56 8,75 0,45 Down 1,60 0,001
miR-197-3p 6,51 1,09 5,80 0,73 Down 1,64 0,048

Tabelle 20: Durch qRT-PCR validierte miRNAs
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Abbildung 1: Validierung der sieben verdndert exprimierten miRNAs im Blut der aus Schwan-
gerschaften nach erfolgter IVF-Behandlung entstandenen Zwillinge (n vr= 12) verglichen zu
den durch spontane Konzeption entstandenen Zwillingen (n spontan = 26) mittels qRT-PCR (P
< 0.05).

Bedeutung von ACt IVF und Spontane Konzeption (je niedriger ACt, desto héher das Expres-
sionsprofil). RNAUG6B als endogene Kontrolle, t-Test fiir unabhdngige Stichproben und +Stan-
dardabweichung (SD) werden benutzt, um die Expressionsunterschiede zu bewerten.

*P<0.05; **P =< 0.01
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Abbildung 2: Validierung der sechs verdndert exprimierten miRNAs im Blut der friihgebore-
nen Zwillinge (n rrangebur= 32) verglichen zu den reifgeborenen Zwillingen (n geirgeburt = 6) mit-
tels QRT-PCR (P < 0.05).

Bedeutung von ACt Friihgeburt und Reifgeburt (je niedriger ACt, desto héher das Expressi-
onsprofil). RNAU6B als endogene Kontrolle, t-Test fir unabhdngige Stichproben und +Stan-
dardabweichung (SD) werden benutzt, um die Expressionsunterschiede zu bewerten.

*P<0.05
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Abbildung 3: Validierung der verdndert exprimierten miRNAs im Blut (A) dizygoter Zwillinge
mit AHF (n anF dizygor- = 7) verglichen zu monozygoten Zwillingen mit AHF (N anF monozygor: = 12)
und (B) dizygoter Zwillinge ohne AHF (N dizygot onne aHF+= 7) verglichen zu monozygoten Zwillin-
gen ohne AHF (N monozygot ohne aHF+ = 12) mittels gRT-PCR (p <0,05).

Bedeutung von ACt Monozygot ohne AHF und Dizygot ohne AHF (je niedriger ACt, desto
héher das Expressionsprofil). RNAU6B als endogene Kontrolle, t-Test fiir unabhdngige Stich-
proben und +Standardabweichung (SD) werden benutzt, um die Expressionsunterschiede zu
bewerten.

*P<0,05; **P <001
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Abbildung 4: Validierung der drei verdndert exprimierten miRNAs im Blut der dizygoten
2Zwillinge (N dizygor- = 14) verglichen zu monozygoten Zwillingen (n,monozygor = 24) mittels gRT-
PCR (P < 0,05).

Bedeutung von ACt Monozygot und Dizygot (je niedriger ACt, desto héher das Expressions-
profil). RNAU6B als endogene Kontrolle, t-Test fiir unabhdngige Stichproben und £Stan-
dardabweichung (SD) werden benutzt, um die Expressionsunterschiede zu bewerten.

*P<0.05; **P < 0.01

53



Ergebnisse

6.3.2.2 Ergebnisse der monozygoten Zwillinge mit und ohne AHF

Zur Validierung der Ergebnisse der MicroArrays im Vergleich monozygoter Zwillinge
ohne AHF (N, monozygot ohne AHF = 12) zu monozygoten Zwillingen mit AHF  (N,monozygot mit
anr-= 12) wurden elf miRNAs mittels gRT-PCR gepripft: miR-5189-3p, miR-4707-3p,
miR-1306-5p, miR-4732-3p, miR-890, miR-511-3p, miR-421, miR-134-3p, miR-1281,
miR-943 und miR-6511a-3p. Die Auswahl der miRNAs erfolgte aufgrund signifikanter
Ergebnisse im MicroArray und der in der Literatur bereits bekannten Rolle der miR-
NAs in kardiovaskularen Erkrankungsmechanismen wie beispielsweise miR-1306-5p

und miR-421 37:45.85.86

Funf der ausgwéhlten elf miRNAs konnten in der Gruppe der monozygoten Zwillinge
mit AHF im Vergleich zu den monozygoten Zwillingen ohne AHF mittels gRT-PCR als
signifikant hochreguliert validiert werden (miR-5189-3p, miR-4707-3p, miR-1306-5p,
miR-4732-3p, miR-890, miR-511-3p, miR-421; p <0,05) (Tabelle 20) (Abbildung 5),
wéahrend bei zwei miRNAs keine signifikanten Werte ermittelt wurden (miR-6511a-3p,
p = 0,1309; miR-943, p = 0,1639) und zwei miRNAs die gegensétzliche Expressions-
richtung zeigte als im Microarray (miR-134-3p, p = 0,0108, miR-1281, p = 0,0310).

Im nachsten Schritt wurden die Altersgruppen <10 Jahren (n<1o yane* = 5) und =10
Jahren (n:104anre* = 7), getrennt betracht. In der Gruppe der jingeren Kinder konnten
funf miRNAs als signifikant validiert werden, dabei handelte es sich um miR-511-3p,
miR-1306-5p, miR-4732-3p, miR-5189-3p und miR-890 (p <0,05), wahrend eine
miRNA die entgegengesetzte Expressionsrichtung als im MicroArray zeigte (miR-
1281, p = 0,0398). (Abbildung 6). Im Blut alterer Kinder wurde eine miRNA, miR-5189-
3p (p = 0,0863) grenzwertig signifikant validiert.
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Median SD Median SD
Regula- | Fold

miRNAs Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe ) p-Wert
) : . . tion Change

A) Vergleich aller monozygoten Zwillinge ohne AHF (N, monozygot ohne aHF = 12) (Gruppe 1) zu
allen monozygoten Zwillingen mit AHF (N monozygot mit AHF<= 12) (Gruppe 2)

miR-511-3p 7,78 1,19 6,31 0,62 Down 2,78 0,0049
miR-1306-5p 10,41 1,04 9,37 0,66 Down 2,06 0,0357
miR-421 3,56 0,86 2,52 1,02 Down 2,07 0,0264
miR-134-3p 7,09 0,61 6,43 1,00 Down 1,59 0,0108
miR-4707-3p 13,08 2,19 11,16 1,12 Down 3,78 0,0138
miR-4732-3p 2,73 0,83 1,48 0,87 Down 2,38 0,0075
miR-1281 17,65 1,47 16,72 1,05 Down 1,91 0,0310
miR-6511a-3p 10,18 0,82 9,63 1,59 Down 1,57 0,1309
miR-5189-3p 4,52 0,71 3,17 0,71 Down 2,55 0,0008
miR-943 -3,17 1,04 -3,78 1,69 Down 1,52 0,1639
miR-890 11,45 0,86 10,62 0,82 Down 1,78 0,0132

B) Vergleich aller monozygoten Zwillinge ohne AHF 210 Jahre (Nn,monozygot ohne AHF 210 Jahre* =
7) (Gruppe 1) zu allen monozygoten Zwillingen mit AHF =10 Jahre (N, monozygot mit AHF 210
Jahre=7) (Gruppe 2)

miR-511-3p 7,45 1,18 6,46 0,66 Down 2,00 0,1854
miR-1306-5p 10,10 1,04 9,59 0,41 Down 1,43 0,3221
miR-421 3,79 0,89 2,65 0,97 Down 2,22 0,1485
miR-134-3p 6,93 0,70 6,29 1,15 Down 1,56 0,2889
miR-4707-3p 12,98 1,93 11,22 1,19 Down 3,45 0,1376
miR-4732-3p 2,61 0,68 1,74 0,91 Down 1,82 0,1549
miR-1281 17,14 1,69 16,33 1,08 Down 1,75 0,3832
miR-6511a-3p 10,10 0,56 9,22 1,13 Down 1,85 0,1884
miR-5189-3p 4,33 0,56 3,35 0,73 Down 1,96 0,0863
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miR-943 -3,39 0,99 -3,76 1,91 Down 1,30 0,7147

miR-890 11,03 0,85 10,57 0,84 Down 1,37 0,5004

C) Vergleich aller monozygoten Zwillinge ohne AHF <10 Jahre (n,monozygot ohne AHF <10 Jahre* =
5) (Gruppe 1) zu allen monozygoten Zwillingen mit AHF <10 Jahre (n,monozygot mit AHF <10
Jahre* = 5) (Gruppe 2)

miR-511-3p 8,25 1,05 6,09 0,48 Down 4,55 0,0023
miR-1306-5p 10,84 0,89 9,06 0,80 Down 3,45 0,0037
miR-421 3,24 0,71 2,32 1,06 Down 1,89 0,1554
miR-134-3p 7,32 0,34 6,62 0,71 Down 1,61 0,1791

miR-4707-3p 13,21 2,49 11,08 0,99 Down 4,35 0,2531

miR-4732-3p 2,91 0,97 1,12 0,66 Down 3,45 0,0374

miR-1281 18,37 0,55 17,27 0,70 Down 2,13 0,0398

miR-6511a-3p 10,29 1,07 9,98 2,00 Down 1,25 0,8377

miR-5189-3p 4,78 0,80 2,91 0,59 Down 3,70 0,0237
miR-943 -2,88 1,04 -3,82 1,31 Down 1,92 0,3177
miR-890 12,04 0,41 10,69 0,77 Down 2,56 0,0131

Tabelle 20: Vergleich der monozygoten Zwillinge ohne AHF zu den monozygoten Zwillingen
mit AHF (Gruppe 2) mit und ohne Berlicksichtigung der Altersklassen; durch qRT-PCR vali-
dierte miRNAs;
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Abbildung 5: Validierung der elf vermehrt exprimierten miRNAs im Blut der monozygoten

Zwillinge mit AHF (N aHF monozygot= 12) verglichen zu den monozygoten Zwillingen ohne AHF

(n”ohne AHF monozygot* = 12) mll'te/S qRT'PCR

Bedeutung von ACt monozygot mit AHF und monozygot ohne AHF (je niedriger ACt, desto
héher das Expressionsprofil). RNAU6B als endogene Kontrolle, t-Test fir unabhdngige Stich-
proben und +Standardabweichung (SD) werden benutzt, um die Expressionsunterschiede zu

bewerten.

*P<0.05 *p<0.01; **p < 0.001; ns = nicht signifikant
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Abbildung 6: Validierung der exprimierten miRNAs im Blut der monozygoten Zwillinge mit
AHF verglichen zu den monozygoten Zwillingen ohne AHF in Abhéngigkeit von ihrem Alter
mittels gRT-PCR; (N,210 yanre* = 7 ZWillingspaare; n 1o janre* = 5 Zwillingspaare)

Bedeutung von ACt monozygot mit AHF und monozygot ohne AHF (je niedriger ACt, desto
héher das Expressionsprofil). RNAU6B als endogene Kontrolle, t-Test fiir unabhdngige Stich-
proben und +Standardabweichung (SD) werden benutzt, um die Expressionsunterschiede zu
bewerten.

*P<0.05 **p<0.01; ™ p<0.001; ns = nicht signifikant
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6.3.3 Signalweg-Analysen

Um Einblicke in die biologischen Signalwege der miRNAs zu erhalten, welche in den
verschiedenen Vergleichen unterschiedlich exprimiert wurden, wurde der DIANA-
mirPath-Algorithmus verwendet.

6.3.3.1 Signalweg-Analysen aller Vergleichsgruppe

Basierend auf acht durch gRT-PCR validierten miRNAs (miR-361-3p, miR-766-3p,
miR-197-3p, miR-134-3p, miR-328-3p, miR-432-3p, miR-764, miR-148b-3p) konnten
17 KEEG-Signalwege identifiziert werden, die Zielgene signifikant durch die validier-
ten miRNAs beeinflussen (P < 0,05, FDR-korrigiert). Wie in Tabelle 21 zu sehen, sind
die Zielgene der veranderten miRNAs liberwiegend an Signallbertragungswegen be-
teiligt. Jedoch stehen sie ebenso in direktem Zusammenhang mit Kardiomyopathie,
zellulérer Interaktion und anderen Signalwegen. Unter Verwendung von miRTarget-
Link wurden die resultierenden VerknUpfungen in Abbildung 7 schematisch darge-
stellt. Die vier miRNAs miR-766-3p, miR-197-3p, miR-148b-3p und miR-328-3p inter-
agieren dabei besonders stark mit je 22 Zielgenen. Zusatzlich konnten neun Gene
identifiziert werden, die mit je 22 miRNAs der vier miRNAs miR-361-3p, miR-134-3p,
miR-432-3p und miR-764 schwach interagieren. Diese stark und schwach beeinfluss-
ten miRNAs sind in Abbildung 7 mit den Farben ,blau® und ,griin“ hinterlegt.
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Anzahl Anzahl miRNA-
KEGG Signalweg p-Wert der Gennamen der Namen
Gene miRNAs
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Anzahl Anzahl miRNA-
KEGG Signalweg p-Wert der Gennamen der Namen
Gene miRNAs
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Anzahl Anzahl miRNA-
KEGG Signalweg p-Wert der Gennamen der Namen
Gene miRNAs
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Anzahl Anzahl miRNA-
KEGG Signalweg p-Wert der Gennamen der Namen
Gene miRNAs
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Anzahl Anzahl miRNA-
KEGG Signalweg p-Wert der Gennamen der Namen
Gene miRNAs
CACNGS8, DES,

CACNA2D3, miR-148b-

MYH7, ITGBS, 3p, miR-

ITGA9, ITGBS, 766-3p,
Kardiovaskulare Hypertrophe Kardi- 0.0338 19 .};ﬁﬁsl%rg/'_\\ﬁ 6 r;uRr:“QFZ

Erkrankungen omyopathie (HCM) ’ SLCBA1 DAG1’ 3%8-3p
PRKAA1, IGF1, miR-134-

TGFB2, 3p, miR-

ATP2A2, MYHS, 432-3p

SGCB

Tabelle 21: Beeinflusste KEGG-Signalwege der Zielgene der durch qRT-PCR validert veran-
derten miRNAs

H2AFX § SFRP1 MMP16 § ABCG2

PMAIP1

MTHFD1

hsa-miR-328-3p

hsa-miR-197-3p

hsa-miR-432-3p

hsa-miR-766-3p

MKNK2 J H3F3B l ABI2 hsa-miR-134-3p

PDP2 POLL

hsa-miR-148b-3p

PHLDA3
hsa-miR-361-3p “
ZNF333

FBLIM1

hsa-miR-764

Abbildung 7: Vernetzung der Zielgene mit dysregulierten miBRNAs (braun). Allein Zielgene,
welche durch 22 miRNAs beeinflusst werden sind aufgefihrt. Zielgene sind bei schwacher

Interaktionen mit den genannten miRNAs blau hinterlegt, bei starker Interaktion griin.
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6.3.3.2 Signalweg-Analysen der monozygoten Zwillinge mit und ohne
AHF

Auch imdurchgefihrten Vergleich der monozygoten Zwillinge mit und ohne AHF wur-
den KEGG-Pathway-Analysen durchgefiihrt. Bei Betrachtung von sieben veréndert
exprimierten miRNAs (p <0,05) miR-511-3p, miR-4707-3p, miR-1306-5p, miR-890,
miR-421, miR-5189 und miR-4723-3p konnten zehn KEGG-Signalwege detektiert
werden, die von =22 miRNAs beeinflusst werden (P <0,05, FDR-korrigiert).

Diese Zielgene spielen sowohl im menschlichen Metabolismus, zellularen Prozessen,
im menschlichen Organismus, als auch der Entstehung von Erkrankungen eine Rolle.
(Tabelle 22). Dabei fiel auf, dass die mit vielen Genen in Verbindung stehenden miR-
421 vor allem das Gen ATM besonders stark beeinflusst (griin hinterlegt). Alle ande-
ren Verbindungen sind von eher schwacher Auspragung (blau hinterlegt) (Abbildung
8).
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Gene miRNAs
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KEGG Signalweg p-Wert der Gennamen der Namen
Gene miRNAs
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Anzahl Anzahl miRNA-
KEGG Signalweg p-Wert der Gennamen der Namen
Gene miRNAs
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Anzahl Anzahl miRNA-
KEGG Signalweg p-Wert der Gennamen der Namen
Gene miRNAs
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Tabelle 22: Beeinflusste KEGG-Signalwege der Zielgene der durch gRT-PCR validert veran-
derten miRNAs der monozygoten Zwillinge mit und ohne AHF.
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Abbildung 8: Vernetzung der Zielgene mit dysregulierten miRNAs (braun). Allein Zielgene,
welche durch 22 miRNAs beeinflusst werden, sind aufgefihrt. Zielgene sind bei schwacher

Interaktion mit den genannten miRNAs blau hinterlegt, bei starker Interaktion grtin.
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7 Diskussion

Angeborene Herzfehler gehéren zu den haufigsten angeborenen Organfehlbildungen
bei Neugeborenen. Die genauen Pathomechanismen zur Entstehung von AHF sind
bisweilen noch weitesgehend unklar und bedirfen zur Weiterentwicklung der Diag-
nostik und zur Verbesserung der Therapiemdglichkeiten ein besseres Verstandnis.

Vorallem monozygote, aber auch dizygote Zwillinge sind von solchen in unterschied-
licher Auspragung auftretenden Malformationen betroffen.8” Obwohl miRNAs als
posttranskriptionelle Regulatoren eine wichtige Rolle in der Genexpression spielen
und bereits einen groBen Bestandteil der Forschung bezlglich der Entstehung an-
geborener Herzfehler ausmachen, ist ihr Einfluss noch nicht vollstéandig geklart.303

Die Analyse der miRNA-Expressionsprofile in Blutproben von Zwillingen mit und ohne
angeborenen Herzfehler wurde in dieser Pilotstudie anhand verschiedener Ver-
gleichskohorten mittels MicroArray durchgefihrt. Dabei wurde ein spezielles Augen-
merk auf die Reife der Zwillinge bei Geburt anhand des Gestationsalters, die Art der
Schwangerschaftskonzeption und die Zygositat gelegt. Die resultierenden Expressi-
onsmuster wurden anschlieBend durch qRT-PCR validiert.

7.1 Gestationsalter als Einfluss auf die Entstehung AHF

mittels veranderter microRNA-Expression

Wie unsere Ergebnisse zeigen, spielt das Gestationsalter bei Geburt eine wesentliche
Rolle auf die miRNA-Expressionsprofile und die Entstehung von AHF, welche auch
bereits in anderen Studien benannt werden konnte.®'4# Bereits die Vorkommens-
haufigkeit, die aufgrund der geringen Fallzahl keiner statistischen Analyse unterzogen
werden konnte, weist mit 16 frihgeborenen Zwillingspaaren und nur drei reifgebore-
nen Zwillingspaaren daraufhin, dass vor allem in der Gruppe der friihgeborenen Zwil-
linge mindestens ein Kind an einem AHF leidet. Dabei ist zu beachten, dass keine
Zwillingspaare in unsere Studie eingeschlossen wurden, bei welchen beide Kinder
mit einem AHF geboren wurden.
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Bei Betrachtung der miRNAs konnten verschiedene dysregulierte miRNAs in der
Gruppe der friihgeborenen Zwillinge detektiert werden, die bereits mit dem Vorkom-
men von AHF assoziiert wurden. Dies unterstiitzt unsere Annahme, dass Friihgeburt-

lichkeit und AHF direkt miteinander assoziiert sind.

Die signifikanten Ergebnisse des MicroArrays konnten unter dem Aspekt des Gesta-
tionsalters fir eine miRNA, miR-148b-3p, signifikant und fir weitere finf miRNAs auf-
grund der geringen Studienteilnehmerzahl grenzwertig signifikant bestatigt werden.

MiR-148b konnte im Blut der frihgeborenen Zwillinge im Vergleich zu reifgeborenen
mittels signifikanter qRT-PCR validiert werden. Die Rolle von miR-148b in der Entste-
hung kardiovaskularer Erkrankungen durch Regulation ihrer Zielgene ist bereits be-
kannt. Diese Zielgene konnten in der KEGG-Signalweganalyse bestimmt werden. Es
handelt sich dabei im Besonderen um die Zielgene NRAS, PRKAB1, CCKBR,
ALCAM, HLA-G, ITGA5, ACVR1, ROCK1, PIK3CA und CSF1, bei welchen eine
starke Interaktion mit miR-148b detektiert wurde und die mit dem Auftreten der hy-
pertrophen Kardiomyopathie assoziiert werden konnte (Tabelle 21; Abbildung 7.) In
der Literatur ist bisweilen nichts zur miR-148b im Rahmen der Entstehung von AHF
zu finden. Aufrgund unserer signifikanten Ergebnisse, kénnte dieser miRNA mithilfe
einer grdBeren Studiengruppe eine entscheidende Bedeutung nachgewiesen wer-
den.

Die in der Gruppe der frihgeborenen Zwillinge detektierten hochregulierten miR-183
und miR-625 konnten bereits in Blutproben von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie
(TOF) nach erfolgter Korrekturoperation gefunden werden. Dabei waren die genann-
ten miRNAs im Vergleich der TOF-Patienten zu der gesunden Kontrollgruppe erhéht
exprimiert.® Da es sich dabei ebenfalls um eine Studie der Forschungsgruppe der
padiatrischen Kardiologie in Homburg handelte, welche in demselbem Labor wie die
vorliegende Studie durchgefuhrt wurde und daher die gleiche Vorgehensweise statt-
gefunden hat, kdnnen die Resultate umso besser miteinander verglichen werden. Das
erhéhte Vorkommen von miR-183 und miR-625 spielt daher mittlerweile eine ent-
scheidende Rolle beim Vorhandensein eines AHF.

Die im Blut fruhgeborener Zwillinge ebenfalls vermehrt exprimierte miR-29b-3p, wel-
che auch in unserer qRT-PCR eine Hochregulierung aufwies, konnte in Blutproben
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schwangerer Frauen, die spater einen Fetus mit AHF gebaren, nachgewiesen wer-
den.® Die miR-29 wurde daher zur Nutzung als Biomarker flir AHF in der Frih-
schwangerschaft im maternalem Blut vorgeschlagen und kénnte damit direkt mit ei-
nem erhéhtem Risiko fir Frihgeburtlichkeit korrelieren.®? Unsere Ergebnisse bestar-
ken den Verdacht, dass diese miRNA als Biomarker auch im kindlichen Blut denkbar

ware.

MiR-7-1-3p war im Blut von Friihgeborenen ebenfalls vermehrt exprimiert. Bisweilen
ist noch keine Bedeutung dieser miRNA im Rahmen der Herzentwicklung beobachtet.
Bisher konnte nur ihre Rolle in der Onkogenese als Tumorsuppressor-miRNA (anti-
oncomir) durch Regulierung des EGFR in Tumorzellen bestatigt werden, wobei eine
Herunterregulierung dieser miRNAs als Therapieziel in der Onkologie denkbar ist.8%%

Auch miR-27a wurde im Blut frihgeborener Zwillinge vermehrt exprimiert. Das ver-
anderte Expressionsprofil dieser miRNA konnte auch in der qRT-PCR beobachtet
werden. Eine Studie von Yu et al. konnte bereits zeigen, dass Einzelnukleotid-Poly-
morphismen der miR-27a mit AHF wie ASD, VSD und PDA assoziiert sind; konnte
allerdings nicht die Signifikanz dieses Ergebnisses nachweisen.®' Eine weitere Rolle
spielt die miR-27a zudem als Induktor der B-MHC-Gene des Herzens, womit sie die
kardiale Kontraktilitat reguliert. AuBerdem stimuliert miR-27a den Schilddriisenhor-
monrezeptor B1 (TRB1), der die B-MHC-Transkription tblicherweise inhibiert und so-
mit als Ziel von miR-27a negativ beeinflusst wird.%> Die B-MHC-Proteine werden so
vermindert exprimiert. miR-27a moduliert damit die B-MHC-Genexpression sowohl
stimulierend als auch inhibierend.?? Eine Uberexpression konnte zudem mit einer Hy-

pertrophie des Herzens assoziiert werden. %2

Studien von Velasco et al. geben einen anderen Einblick in die Rolle der miR-27 im
Rahmen der fetalen Herzentwicklung.® Dabei filhrt die Uberexpression von miR-27
zu einer verminderten Expression von Mstn (Myostatin) und Mdfi (MyoD family Inhi-
bitor) und zu einer erhéhten Expression von Myocardin (Myocd) in atrialen Kardiomy-
ozyten. Alle genannten Gene haben Einfluss auf die Herzmuskelentwicklung. Somit
ist es der miR-27 mdglich in der Herzentwicklung vorkommende mRNAs sowohl her-
auf- als auch herabzuregulieren. Daraus lasst sich schlieBen, dass eine Uberexpres-
sion von miR-27 die Myogenese stimuliert.>® Diese miRNA lieB sich in unserer Studie

im Blut frihgeborener Zwillinge vermehrt nachweisen.
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Durch ihre bereits bekannte wichtige Rolle in der Herzmuskelentwicklung und unsere
Ergebnisse kénnen wir davon ausgehen, dass miR-27 an der Entstehung von AHF
und anschlieBender Frihgeburt beteiligt ist.

Uber die im Blut Frithgeborener ebenfalls hochregulierte miR-374 konnte bereits un-
ter Verwendung von neonatalem Ventrikelgewebe von Ratten ein prohypertrophi-
scher Effekt detektiert werden.®* MiR-374 induziert dabei die kardiale Hypertrophie
durch die Hemmung von VEGFR1-abhangigen Regressionswegen. VEGFR fungiert
als Tyrosinkinaserezeptor fur das Endothelzellenmitogen VEGF, welches eine ent-
scheidende Rolle in der Angiogenese spielt. VEGFR2 ist in Kardiomyozyten an der
Entstehung der Hypertrophie beteiligt, wahrend VEGFR1 (ber Aktivierung der cGMP-
abhangige-Proteinkinase-1 (PKG-1) die Regression der Hypertrophie induziert.** Bei
Betrachtung unserer Ergebnisse wird deutlich, dass miR-374 nicht nur an der Hyper-
trophieentwicklung beteiligt ist, sondern bereits in der embryonalen Kardiogene einen
negativen Einfluss innehat und zu einem AHF flihren kann.

7.2 IVF-Behandlung als Risikofaktor fur AHF

Ein vermehrtes Auftreten von AHF im Zusammenhang mit IVF-Behandlungen von bis
zu 50 % wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrieben.®*¢ In unserer Studie
wurden lediglich sechs Zwillingspaare aus Schwangerschaften nach erfolgter IVF-
Behandlung geboren. Auch die miRNAs der Zwillinge aus Schwangerschaften durch
IVF-Behandlung wiesen vermehrt veranderte Expressionsniveaus auf.

Die in Blutproben der aus Schwangerschaften durch erfolgte IVF-Behandlung hervor-
gegangenen Zwillinge vermehrt exprimierte miR-30a inhibiert die Expression des
Transkriptionsfaktors TBX5, der wie bereits bekannt, eine entscheidende Rolle in der
fetalen Entwicklung des Herzens spielt. In der Studie von Wang et al. konnte ein er-
héhtes Vorkommen der miR-30a im Herzgewebe von Patienten mit AHF nachgewie-
sen werden.®” Diese inhibiert die Translation der TBX5-mRNA, indem sie mit der funk-
tionellen Variante TBX5¢.*1101C>T (rs6489956) interagiert, welche den Transkripti-
onsfaktor TBX5 beeinflusst. Dadurch kann die miR-30a indirekt mit einer verminder-
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ten TBX5-Proteinkonzentration korreliert werden.®” In dieser Studie konnte das ver-
mehrte Vorkommen der miR-30a im Blut der Zwillinge aus durch IVF entstandenen
Schwangerschaften mittels gRT-PCR nicht bestatigt werden.

Die ebenfalls in Zwillingen aus IVF-Schwangerschaften Uberexprimierte miR-340, die
auch in der gRT-PCR die gleiche Expressionsrichtung zeigte, ist als Regulator des
Kardiomyozytenstrukturproteins DMD an der Entstehung der exzentrischen Hypertro-
phie des Herzens beteiligt. Zudem werden durch vermehrte Expression von miR-340
die Sekretion fetaler Gene der atrialen natriuretischen Faktoren A und B (Nppa, Nppb)
und des Gens MYH7, welches fiir die MHC-B-Ketten des Herzens kodiert, stimuliert.%
Die Erhdhung der miR-340 wird durch Stimulation mit CT-1 herbeigefihrt, welches zu
den Interleukinen IL-6 zahlt und einen bereits bekannten Einfluss auf die Myokardhy-
pertrophie hat. MiR-340 bewirkt somit (iber das Zielgen Dystrophin das Auftreten und
Fortschreiten der Herzinsuffizienz..%®'% Das vermehrte Auftreten der miR-30a und
miR-340 bei AHF und Schwangerschaften durch IVF stellen daher mégliche Ansatz-
punkte dar, um das erhohte Risiko fir AHF im Rahmen von IVF-Behandlungen zu

erklaren.

MiR-134 hingegen wurde im Blut von Zwillinge aus Schwangerschaften, die durch
IVF-Behandlung entstanden, signifikant vermindert exprimiert, was mittels gRT-PCR
validiert werden konnte. MiR-134 konnte bereits im Rahmen der Herzentwicklung als
Regulator der humanen Myozytenvorlauferzellen (hCMPCs), die eine entscheidene
Rolle in der frihen Herzentwicklung spielen, detektiert werden. In Patienten mit AHF
konnte bereits eine signifikante Herabregulation von miR-134 in Myokardgewebe be-
obachtet werden. Die Herabregulation der miR-134 bewirkt dabei Gber das Zielgen
Meis 2 die Steigerung der Proliferation von hCMPCs, wahrend die Hochregulierung
der miRNA den umgekehrten Effekt erzielt.'' MiR-134 spielt somit eine entschei-
dende Rolle in der embryonalen Kardiogenese. Das vermehrte Vorkommen im Blut
von Zwillingen mit AHF und die Ergebnisse dieser Studie stellen einen mdglichen
Zusammenhang der IVF mit AHF dar. Dabei ist jedoch zu beachten, dass es sich bei
den Zwillingen, die aus Schwangerschaften nach IVF-Behandlung hervorgingen zu
gleichen Teilen um gesunde und um Patienten mit AHF handelte. Die getroffene
Schlussfolgerung ist daher nur unter Betrachtung der bereits vorhandenen Literatur
maoglich.
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Auch miR-432 konnte im Blut der Zwillinge, welche aus Schwangerschaften nach IVF-
Behandlung entstanden als vermindert exprimiert validiert werden. Die Herabregulie-
rung dieser miRNA wurde bereits als mdglicher Biomarker fir das Auftreten von Vor-
hofflimmern in Betracht gezogen. Dabei konnte nach erfolgter Katheterablation der
Patienten eine Anpassung des miRNA-Levels an das gesunder Zwillinge beobachtet
werden.'® Zudem spielt miR-432 eine Rolle in der embryonalen Entwicklung der ske-
letalen Muskulatur, wobei sie die Proliferation und Differenzierung der Myoblasten via
Myozenin1 reguliert. MiR-432 ist dabei in den Muskelzellen von Schweinen vermehrt
in der frihen Embryonalperiode aufzufinden, wahrend das Vorkommen beim ausge-

wachsenenen Schwein sinkt.%3

Uber die validiert vermindert exprimierte miR-764 im Blut der Zwillinge aus durch IVF-
entstandene Schwangerschaften ist bisher noch wenig bekannt. Uber eines ihrer Ziel-
gene RAF1 scheint sie eine positiv beeinflussende Funktion in der Angiogenese zu
haben, worliber es bisweilen jedoch keine genaueren Studien gibt.'* In einer Studie
hingegen wurde die umgekehrte Rolle der miR-764 im Rahmen der Angiogenese bei
Patienten mit bronchialem Adenokarzinom aufgezeigt. Hier konnte sie mit dem Vor-

kommen der GefaBinvasion negativ signifikant korreliert werden.'%

Auch miR-454 zeigte ein verandertes Expressionsprofil im Blut der aus Schwanger-
schaften durch IVF-Behandlung entstandenen Zwillinge. Im Vergleich zu jenen nach
spontaner Konzeption konnte eine vermehrte Exprimierung beobachtet werden. Die
Hochregulierung dieser miRNA konnte bereits bei Neugeborenen mit niedrigem Ge-
burtsgewicht (low birth weight, <2500 g) und ebenso bei makrosomen Neugeborenen
(high birth weight = 4300 g) im Vergleich zu normalgewichtigen Neugeborenen (nor-
mal birth weight 2501 — 4299 g) beobachtet werden. Da miR-454 sowohl in der neu-
ronalen Gehirnentwicklung eine Rolle spielt als auch bei Entziindungsreaktionen,
wurde anhand der Studienergebnisse auf eine mégliche Erklarung der molekularen
Mechanismen der vermehrten Infektanfélligkeit und Lernschwierigkeiten mikrosomer
Neugeborener hingewiesen.'% In einer weiteren Studie wurde hingegen die vermin-
derte Expression der miR-454 mit dem Vorkommen einer diastolischen Herzinsuffizi-

enz assoziiert.'%”

MiR-766 konnte im Blut monozygoter Zwillinge als signifikant hochreguliert validiert
werden, wahrend sie bei den aus Schwangerschaften nach IVF-Behandlung entstan-
denen Zwillingen signifikant herunterreguliert war. Diese miRNA wurde bereits als
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negativer Regulator der Gene der humanen Aldosteronsynthese beobachtet. Eine
Herabregulation hat dabei eine erhéhte Aldosteronsynthese zur Folge, welche ein
maoglicher Risikofaktor fur die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen ist. Der Ein-
fluss von Aldosteron auf die kardiale Fibrosierung und das ventrikulare Remodeling
ist bereits bekannt.®® Die Herabregulation der miR-766 in Blutproben von Zwillingen,
welche aus Schwangerschaften nach erfolgter IVF-Behandlung entstanden, konnte
dabei mit dem vermehrten Vorkommen von AHF assoziiert werden, wahrend die ver-

mehrte Expression bei monozygoten Zwillinge dadurch nicht erklarbar ist.

7.3 Bedeutung der Zygositat im Rahmen Entstehung von AHF

Von den eingeschlossenen Zwillingspaaren konnten zwdlf als monozygot nachgewie-
sen werden, wahrend nur sieben dizygot sind. Diese Haufigkeiten wiesen auf ein er-
héhtes Risiko der Entstehung von AHF bei monozygoten Zwillingen hin. Die Werte
sind jedoch nur als Tendenzen zu sehen, da keine statistische Analyse durchgefihrt

werden konnte.

In den Blutproben der monozygoten Zwillinge konnten gegeniber denen der dizygo-
ten Zwillinge mittels Microarray mehrere signifikant veréandert exprimierte miRNAs
nachgewiesen werden. Dabei zeigten sich verschiedene Ergebnisse bei Betrachtung
der Zwillinge mit AHF und ohne AHF. Der Plasmaspiegel der miR-133 war bei mo-
nozygoten Zwillingen mit AHF héher als bei dizygoten Zwillingen mit AHF. Im Herz-
muskelgewebe von Mausen wurde miR-133 als mdglicher Regulator identifiziert.'®
Eine vermehrte Expression korrelierte mit der Repression des Transkriptionsfaktors
Myogenin, welcher an der Differenzierung des Muskelgewebes beteiligt ist und stimu-
lierte die Proliferation von Myoblasten.''® Die Differenzierung der Herzmuskelzellen
ist demnach bei monozygoten Patienten mit AHF supprimiert, wahrend die Myoblas-
tenproliferation gesteigert ist.

In einer weiteren Studie konnte der Zusammenhang der Dysregulation von finf miR-
NAs mit Trisomie 21, dem am h&ufigsten mit AHF assoziierten genetischen Syndrom,
hergestellt werden, welche auf Chromosom 21 (Hsa21) Uberexprimiert waren. Triso-
mie 21 geht h&aufig mit AHF einher, wobei als haufigster AHF der AVSD gilt."'" Auch
miR-125 und miR-99, welche in monozygoten Zwillingen mit AHF und frihgeborenen
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Zwillingen festgestellt werden konnten, wurden dabei detektiert. Die genauen Ein-
flisse der analysierten miRNAs oder deren Zielgene konnten in der genannten Studie
jedoch nicht ndher bestimmt werden.?? Auch in unserer Studie wurde ein Zwilling mit
Trisomie 21 und AHF (Mitralklappeninsuffizienz Il1°) eingeschlossen. Das Geschwis-
terkind hatte hingegen weder eine syndromale Erkrankung noch einen AHF.

MiR-125 reguliert den Transkriptionsfaktor Mef2d (Myocytes-Enhancer-factor 2D),
der an der neuronalen und muskularen Zellentwicklung und —differenzierung beteiligt
ist.% Wir konnten die vermehrte Expression von miR-125 im Blut monozygoter Zwil-
linge mit AHF im Vergleich zu dizygoten Zwillingen mit AHF anhand signifikanter
Werte im MicroArray feststellen.

Die mittels gRT-PCR validiert signifikant erhéhte Expression der miR-328, die tUber
Suppression von SERCA2 (ATPase Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum
Ca2+ Transporting 2) den Calcineurin/NFATc3-Signalweg aktiviert und so zur kardi-
alen Hypertrophie fuhrt, war ebenfalls im Blut monozygoter Zwillingen, aber auch im
Blut der Zwillinge aus Schwangerschaften nach spontaner Konzeption zu finden.!'?
Diese vermehrte Expression lag jeweils unabhéngig vom Vorliegen eines AHFs vor.
Auch der Zusammenhang der erhéhten Expression der miR-328 und dem vermehr-
tem Auftreten von Vorhofflimmern ist bekannt.''® Eine Entstehung von AHF bei den
betroffenen Zwillingen Iasst sich anhand dieser miRNAs in unserer Studie nicht genau

erklaren.

Die mittels gRT-PCR validiert signifikant erhéhten miR-361-3p und miR-197 im Blut
monozygoter Zwillinge tauchen in der Literatur bisweilen nicht in Zusammenhang mit
der kongenitalen Herzentwicklung auf. Das vermehrte Vorkommen der miR-197
konnte jedoch als Biomarker fir das Auftreten der koronaren Herzkrankheit und der
Risikostratifikation eines darauf folgenden kardiovaskularen Todes identifiziert wer-
den."4115 Eine verminderte Expression der miR-361-3p wurde als quantitativer Bio-
marker fir das Vorkommen und den Malignitatsgrad von Bronchialkarzinomen nach-

gewiesen. 6

In einer zweiten Auswertung der miRNA-Expressionsprofile der monozygoten Zwil-
linge mit und ohne AHF konnten sieben weitere signifikant vermehrt exprimierte miR-
NAs im Blut der monozygoten Zwillinge mit AHF mittels gRT-PCR validiert werden
(p<0.05).
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Die beiden miRNA miR-5189-3p und miR-4707-3p konnten bisher noch nicht mit kar-
diovaskularen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. MiR-5189 wurde bisher
nur in Zusammenhang mit der toxischen Wirkung von Methotrexat bei Behandlung
von B-ALL beschrieben, wahrend miR-4707-3p mit der Entstehung von Weitwinkel-

glaukomen assoziiert wird.'”118

Far miR-1306 hingegen wurde bereits eine kardiale Rolle durch ihr Vorkommen in
Myokardgewebe beobachtet. Eine mégliche Funktion als Biomarker fir das Auftreten
und den Ausgang von akutem Herzversagen wurde dabei in Erwagung gezogen.8:8¢
Anhand des vermehrten Vorkommens im Blut monozygoter Zwillinge mit AHF wird
deutlich, dass miR-1306 ebenfalls eine Rolle in der embryonalen kardialen Pathoge-
nese spielt. Eine mégliche Funktion als Biomarker misste anhand gréBerer Stu-
dienteilnehmerzahlen geklart werden.

Die ebenfalls hochregulierten miRNAs miR-4732, miR-890 und miR-511 sind im Zu-
sammenhang mit AHF ebenfalls noch unbekannt. Wahrend miR-4732 keinerlei Er-
wahnung in der medizinischen Forschung findet, ist miR-890 unter anderem mit dem
Auftreten und der Therapie von Prostatakarzinomen assoziiert.''%120

In der Entstehung von Artherosklerose und dem damit verbundenen Lipoproteinme-
tabolismus ist miR-511 als eine regulierende miRNA bekannt.'?!

Die Bedeutung der miR-421 in Zusammenhang mit TOF konnte bereits von Bittel et
al. gezeigt werden.%” Dabei wurde ihr Einfluss auf den kardiovaskularen Regulations-
signalweg und die Zellproliferation beschrieben. Im rechtsventrikularen Herzmuskel-
gewebe von Sauglingen mit TOF konnten Bittel et al. eine signifikante Uberexpression
der miR-421 beobachten.®” Diese miRNA war auch in unserer Studie im Blut monozy-
goter Zwillinge mit AHF hochreguliert und zeigt dabei den Einfluss auf die kardiale
Pathogenese in der Embryonalentwicklung.

Auch in einer von unserem Forschungsbereich bereits durchgeflihrten Studie wurde
miR-421 im Zusammenhang mit TOF beschrieben.®® miR-421 war hier im Blut von
Patienten mit TOF und symptomatischem Rechtsherzversagen im Vergleich zu jenen
ohne Rechtherzversagen herunterreguliert.® Die Interpretation der Ergebnisse bei
welcher ein vermindertes Expressionslevel von miR-421 mit einer Krankheitsprogres-

sion assoziiert wurde, wird jedoch durch unsere Ergebnisse nicht weiter gestitzt. Da-
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bei ist zu beachten, dass wir den Vergleich von Zwillingen mit und ohne AHF betrach-
teten, wahrend in der Studie von Abu-Halima et al. die beide Vergleichsgruppen an
einem AHF litten.%®

Bei Betrachtung der beiden Altersklassen mit Zwillingen <10 Jahren und 210 Jahren
konnten bei den jingeren Zwillingen mit AHF dieselben signifikanten miRNAs gefun-
den werden wie in der Gesamtpopulation. Bei den Zwillingen 210 Jahren wies ledig-
lich miR-5189-3p eine grenzwertige Signifikanz auf. Das Alter scheint daher ebenfalls
eine entscheidende Rolle auf die miRNA-Expression zu spielen, was in unserer Pilot-
studie noch zu groBen Teilen unberucksichtigt blieb.

7.4 Zusammenfassung der Studienergebnisse

Bei der miRNA-Analyse einer heterogenen Gruppe von Zwillingspaaren mit und ohne
AHF konnten verschiedene dysregulierte miRNAs detektiert werden. Die gréBten Ver-
anderungen zeigten sich im Kollektiv der frihgeborenen Zwillinge und der Zwillinge
aus Schwangerschaften nach erfolgter IVF-Behandlung. Ebenso im Vergleich der
monozygoten Zwillinge mit und ohne AHF. Daraus kann man, wie in der Literatur be-
reits beschrieben, schlieBen, dass sowohl die IVF-Behandlung, als auch die Frihge-
burt und Monozygositat direkt mit dem Auftreten von AHF korrelieren.' Mithilfe ver-
schiedener Vergleiche konnten wir einige signifikante miRNAs identifizieren, die in
Zusammenhang mit der Entstehung von AHF zu stehen scheinen, welche in diesem
Kontext bisweilen Erwahnung fanden und in der weiteren Forschung von Bedeutung

sein konnten.

7.5 Limitationen dieser Forschungsergebnisse

Da es sich bei dieser Arbeit um eine Pilotstudie handelte, war die Studienteilnehmer-
zahl mit nur 19 Zwillingspaaren relativ gering. Zudem stellte sich die Studienpopula-
tion als sehr heterogen dar, da sich die Zwillingspaare sowohl in Alter, Art und
Schwere der Herzfehler und der bereits durchgefiihrten Therapien stark unterschie-
den.
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Der bereits bekannte Zusammenhang der Entstehung von AHF und Umweltfaktoren
konnte in unserer Studie zwar beobachtet werden, sollte jedoch anhand einer gréBe-
ren Studienteilnehmerzahl konkretisiert werden.®'22 Dabei kénnten fiir die Entste-
hung von AHF wichtige Risikofaktoren wie beispielsweise préanatale Mangelversor-
gung eines Zwillings im Rahmen eines Feto-fetalen Transfusionssyndrom oder wei-
tere pranatale fetale und miutterliche EinflussgréBen untersucht werden und mit den
miRNA-Expressionsprofilen korreliert werden. Dennoch konnten wir zahlreiche miR-
NAs detektieren, die in der Literatur bereits bekannte Einflisse in der kardialen Pa-
thogenese spielen und so mit von uns gewahlten Faktoren wie Frihgeburt, Zygositat
und Art der Schwangerschaftsentstehung korreliert werden konnten. Hierbei kénnten
spezifische miRNAs als mdgliche Biomarker fir AHF identifiziert werden, um eine
neue Mdglichkeit der Diagnostik zu schaffen.

Um neben der bekannten genetischen Pradisposition auch die Rolle der epigeneti-
schen Faktoren in der frihen Entwicklung des Feten zu verstehen, sollte daher eine
ausfihrliche epigenetische Analyse durch Genomsequenzierung im Blut von Zwillin-
gen mit und ohne AHF folgen.
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10 Anhang

Universitatsklinikum des Saarlandes
Kliniken fiir Kinder- und Jugendmedizin
Klinik fiir Padiatrische Kardiologie

Direktor: Prof. Dr. Hashim Abdul-Khaliq

Patienteninformation
IN- - ki M i n r hler

Sehr geehrte Patienten, Eltern und Erziehungsberechtigte,

angeborene Herzfehler sind mit einer Pravalenz von 0,8 — 1% eine der haufigsten angeborenen Fehl-
bildungen des Neugeb Iters. Die g Ursachen der Entstehung von angeborenen Herz-
und GefaBmissbildungen sind weitgehend unbekannt. Neben genetischen sind moglicherweise zahl-
reiche Umweltfaktoren mit verantwortlich.

Viele Studien zeigen, dass bei Zwillingsschwangerschaften ein erhdhtes Risiko (0,5 — 0,8% gegeniber
der Normalbevolkerung) fir Geburtsdefekte inklusive angeborener Herzfehler besteht. Hierbei spie-
len verschiedene Theorien eine Rolle wie beispielsweise die Anlage nur einer Plazenta mit Auftreten
eines fetofetalen Transfusionssyndroms oder aber auch eine mdgliche Unterversorgung der Feten
mit Ndhrstoffen im Rahmen einer Mehrlingsschwangerschaft.

Eine andere Theorie fir das vermehrte Auftreten angeborener Herzfehler im Rahmen von Zwillings-
schwangerschaften bezieht sich auf den Einsatz der kinstlichen Befruchtung. In zahireichen Studien
wurde ein erhdhtes Vorkommen von angeborenen Herzfehlern im Rahmen von Zwillingsschwanger-
schaften festgestellt, die durch kinstliche Befruchtung zustande gekommen waren.

Die Ursache, warum es bei eineiigen Zwillingen trotz der identischen Erbanlage nur bei einem der
Zwillinge zur Entstehung eines angeborenen Herzfehlers kommt, ist bisher weiterhin unklar. Es wird
zuneh d eine Kombination von genetischen, epigenetischen und Umweltfaktoren bei der Entste-
hung solcher Herzfehler vermutet.

In den vergangenen Jahren ist die nicht codierende microRNA (kleine Erbtrager) vermehrt in den
Blickpunkt der Studien gerlickt. Diese RNAs beeinflussen die Funktionsentfaltung von Genen und
somit die Bildung von Proteinen. Stérungen in diesem System fihren zu verstirkter oder reduzierter
Produktion entsprechender Proteine und spielen womdglich eine wichtige Rolle in der Entstehung
von Herz- und GefaBmissbildungen.

In einer Pilotstudie am Universitatsklinikum des Saarlandes, fir die ein positives Votum von der
Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes vorliegt, soll eine Gruppe von Zwillingen unter-
sucht werden, um mégliche Unterschiede im Signalverhalten der microRNA zu erforschen. Dabei
wird jeweils eine Blutprobe von beiden Zwillingsgeschwistern, dem herzkranken und dem gesunden
Kind, entnommen und in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Humangenetik am Universitatsklini-
kum des Saarlandes (Prof. Dr. E. Meese) ausgewertet. In derselben Weise werden Nicht-
Zwillingsgeschwister, die entsprechend der Krankheitskonstellation auf die Zwillingspaare abge-

stimmt ausgesucht werden, untersucht.

Diese Pilotstudie soll die Grundlage bilden, um in einer zweiten Phase eine multizentrische Studie
durch Aufnahme anderer Kinderherzzentren, die im Kompetenznetz Angeborene Herzfehler organi-
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siert sind, durchzufihren. Hier sollen dann, unter Vorkenntnis unserer Ergebnisse, insbesondere eini-
ge spezifischen Herzfehler unter Verwendung groRerer Probandenzahlen untersucht werden.

Teilnahme und Datenschutz

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

Erzeugung eines Pseudonyms und Speicherung der Daten: Aus den personlichen Daten eines Patien-
ten wird ein eindeutiges Pseudonym (PID) generiert. Die erhobenen Daten und gesammelten Proben
den unter Ver dung dieser PID pseudonymisiert gespeichert.

Auswertung von Daten und Proben in der Forschung: Die Proben werden ohne Kenntnis uber die
Identitat der Probenspend 8 tet. Die Verdffentlichung der Daten erfolgt ausschlieRlich in
anonymisierter Form; ein Bezug zu den Probenspendern kann nicht hergestellt werden.

Loschen von Daten und Vernichtung von Proben: Probenspender ko 1 jederzeit der Aufbewah-
rung und Nutzung ihrer Daten/Proben widersprechen. In diesem Fall werden keine neuen Daten
mehr gesammelt, samtliche Proben (auch in laufenden Studien) vernichtet und die gespeicherten
persdnlichen Angaben sowie der dazugehdrige Schlissel geldscht.

Blutentnahme

Zur Blutentnahme wird aus einer Vene in der Armbeuge oder dem Handricken ca. 4 ml Blut ent-
nommen. AuBer einem kurzen Schmerz beim Einstich der Nadel, der durch einer Anwendung lokal-
anasthetischen Salbe reduziert werden kann, kann es gelegentlich zu einer leichten Einblutung mit
nachfolgendem Bluterguss kommen, der innerhalb weniger Tage verschwindet. Moglich sind auch
Haut-/Gewebe-/Nervenschaden die zu Schmerzen, Entzindungen, Nekrosen, Narben, Empfindungs-
und/oder Funktionsstorungen fihren kdnnen. Infektionen der Einstichstelle kdnnen mittels Antibio-
tika und lokaler Kihlung gut behandelt werden. Extrem selten kdnnen Bakterien in die Blutbahn ge-
langen und zu einer allgemeinen Blutvergiftung (Sepsis) fihren und ggf. intensivmedizinische Be-
handlung erfordert. In machen Fallen reagieren Patienten bei Blutentnahmen mit einer Kreislaufre-
aktion. Selbstverstandlich wird das anwesende Personal dann entsprechende MaBnahmen zur Ge-

genregulation ergreifen.
Mit freundlichen GriRen
/ % i
Y oy r pf i
Prof. Dr. med. H. Abdul-Khaliq Dr. med. M. Poryo
Direktor der Klinik fir Pidiatrische Studienbetrever
Kardiologie
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Universitatsklinikum des Saarlandes

Kliniken fiir Kinder- und Jugendmedizin
Klinik fiir Padiatrische Kardiologie

Direktor: Prof. Dr. Hashim Abdul-Khaliq

Einwilligungserkldrung

TWIN-Studie — Molekulare Mechanismen angeborener Herzfehler

ich bin dber den Inhalt und Zweck der TWIN-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 Grunden, widerrufen. Daraus entstehen keine Nach-
teile bzgl. der weiteren arztlichen und pflegerischen Betreuung. Durch die wissenschaftlichen Untersuchungen
entsteht kein besonderes Risiko. Auf meinen Wunsch werden, auch ohne Angabe von Grunden, die von

mir/mei Kind Proben vemichtet werden.
ich stii der Teilnahme/der Teilnahme meines Kindes an der TWIN Studie zu.
ich bin damit einver den, dass mei (herzkranken/gesunden) Kind Blutproben zu den genannten Forschungs-

zwecken entnommen werden. Mir ist das Risiko bekannt.

ich bin damit einverstanden, dass Daten Uber mich/uber mein Xind in p
tung im Rahmen der Studie gespeichert werden.

Einer veroffentlichung der Studi gebnisse in ymisierter Form, die keinen Ruckschluss auf meine Person/die
Person meines Kindes zulassen, stimme ich zu.

ter Form zur [ -

Bitte in

Name

Vorname

Geburtsdatum .

Geschlecht Snnlich blich

StraBe, Nr. l | l

PLZ Wohnort

Telefon l I l

ort, Datum Unterschrift Patient gef. Erziehungsberechtige/r
Bei cusrekhender Einuchtifdhpielt sollen ouch Bei Minder [Shvigen sind Se Untersciv ften beider
minder- ihvige Potienten (ob 6 Jolven) - zusdtzich Sorperechtinhober notwendsy. (et nur die Unter-
2 B W des/der Er. . schvift eves Sorgerechtinhaberns wor, versichert
ire Berelschaft awr Teibvohme durch dve Unter- doe gaduoty, des deser im Ewentdndni
schrift betunden des anderen hande oder dus alenipe Sovgerecht
hot

Name des/der aufklarendes Arztes/Arztin in Druckbuchstaben

Ort, Datum Unterschrift der/des aufklarenden
Arztin/Arztes

Seite 3von 3

Anlage 2: Einwilligungserkldrung

97



Anhang

Geburts- Sch d Gesta-
Code eburts AHF Zygositat Geschlecht I 2 Reife bei Geburt Konzeption . esta
datum AHF tionsalter

HOAZ_1003 | 05/2011 AVSD Monozygot Mannlich Moderat Frihgeburt Spontalje 30+2
Konzeption

HOAZ_1004 | 05/2011 Gesund Monozygot Mannlich Gesund Frihgeburt Spontalje 30+2
Konzeption

HOAZ_1005 | 01/2013 MI, LVOT, PDA, Monozygot Mannlich Moderat Friihgeburt Spontaltue 30+0
AS Konzeption

HOAZ_1006 | 01/2013 Gesund Monozygot Mannlich Gesund Frihgeburt Spontalje 30+0
Konzeption

HOAZ_ 1014 | 11/2013 Gesund Dizygot Weiblich Gesund Friihgeburt Spontane 3444
Konzeption

HOAZ 1007 | 11/2013 | TGA, ASD, vSD Dizygot Mannlich Schwer Friihgeburt Spontane 3444
Konzeption

HOAZ_1009 | 11/2004 TOF, VSD Dizygot Weiblich Schwer Reifgeburt IVF 37+0

HOAZ_1008 | 11/2004 Gesund Dizygot Weiblich Gesund Reifgeburt IVF 37+0

HOAZ_1011 | 02/2001 Gesund Monozygot Weiblich Gesund Frihgeburt Spontalje 34+3
Konzeption

HOAZ_1010 | 02/2001 PDA Monozygot | Weiblich Mild Friihgeburt Spontane 3443
Konzeption

HOAZ_ 1012 | 06/2007 DILV, VSD Monozygot | Mannlich Schwer Friihgeburt Spontane 3343
Konzeption

HOAZ_1013 | 06/2007 Gesund Monozygot Mannlich Gesund Frihgeburt Spontalje 33+3
Konzeption

HOAZ_1015 | 03/2013 ISTA Monozygot Weiblich Moderat Frihgeburt IVF 32+6

HOAZ_1016 | 03/2013 Gesund Monozygot Weiblich Gesund Frihgeburt IVF 32+6

HOAZ_1018 | 03/2006 ASD Il Dizygot Weiblich Mild Friihgeburt IVF 3143

HOAZ_1017 | 03/2006 Gesund Dizygot Weiblich Gesund Frihgeburt IVF 31+3

HOAZ_1019 | 08/2013 | LPA-Stenose | Monozygot | Weiblich Mild Reifgeburt Spontane 3742
Konzeption

HOAZ_1020 | 08/2013 Gesund Monozygot Weiblich Gesund Reifgeburt Spontalje 37+2
Konzeption

HOAZ_ 1021 | 01/2010 | ASD,vsD,TGA |  Dizygot Weiblich Schwer Reifgeburt Spontane 3845
Konzeption

HOAZ_1022 | 01/2010 Gesund Dizygot Mannlich Gesund Reifgeburt Spontalje 38+5
Konzeption

HOAZ_ 1023 | 11/2008 ASD I Monozygot | Mannlich Mild Friihgeburt Spontane 3343
Konzeption

HOAZ_1024 | 11/2008 Gesund Monozygot Mannlich Gesund Frihgeburt Spontalje 33+3
Konzeption

HOAZ_1025 | 01/2016 ASD II, PS Dizygot Weiblich Mild Friihgeburt IVF 33+3

HOAZ_1026 | 01/2016 Gesund Dizygot Ménnlich Gesund Frihgeburt IVF 33+3

HOAZ 1028 | 09/1999 |  Koronarfistel Monozygot | Weiblich Mild Friihgeburt Spontane 36+3
Konzeption

HOAZ_1027 | 09/1999 Gesund Monozygot Weiblich Gesund Frihgeburt Spontalje 36+3
Konzeption

HOAZ_1030 | 12/2013 TOF, VSD, PS Dizygot Ménnlich Schwer Frihgeburt IVF 30+1

HOAZ_1029 | 12/2013 Gesund Dizygot Ménnlich Gesund Frihgeburt IVF 30+1

HOAZ 1033 | 05/2006 | TOF, vsD, ASD | Monozygot |  Weiblich Schwer Friihgeburt Spontane 3542
Konzeption

HOAZ_1034 | 05/2006 Gesund Monozygot Weiblich Gesund Frihgeburt Spontalje 35+2
Konzeption

HOAZ_1035 | 07/2009 VSD Monozygot | Weiblich Moderat Friihgeburt Spontane 3043
Konzeption

HOAZ_1036 | 07/2009 Gesund Monozygot Weiblich Gesund Frihgeburt Spontalje 30+3
Konzeption

HOAZ_1038 | 10/2004 MI Dizygot Weiblich Moderat Frihgeburt IVF 33+3
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Code G:;l::' AHF Zygositat Geschlecht Schv::c;grad Reife bei Geburt Konzeption tif:ssz::lat;r
HOAZ_1037 | 10/2004 Gesund Dizygot Mannlich Gesund Frihgeburt IVF 33+3
HOAZ_1040 | 11/1996 mid-aortic Syn- Monozygot Weiblich Moderat Frihgeburt Spontalje 33+3

drom Konzeption
HOAZ_1039 | 11/1996 Gesund Monozygot Weiblich Gesund Frihgeburt I(Sc:?qozr:s:jn 33+3
HOAZ 1041 |oar200s [ BIKUSPIdeAor- 1y vgot | Manniich Mild Friihgeburt Spontane 3543
tenklappe Konzeption
HOAZ_1042 | 04/2008 Gesund Monozygot Ménnlich Gesund Frihgeburt KS; T::;?:n 35+3

Code Geburtsdatum Gebun(sgg)ewicht Gebl(lcnril)énge Kopfumfang (cm) Dza:::::\':bi‘:g Gewicht (kg) |GroBe (cm)
HOAZ_1003 05/2011 950 33.5 26.5 09/2016 14 107
HOAZ_1004 05/2011 1730 43 28.5 04/2017 22 116
HOAZ_1005 01/2013 1360 41 28 12/2016 125 97
HOAZ_1006 01/2013 1240 38 27.5 03/2016 10.4 84
HOAZ_1014 11/2013 1950 45 315 06/2017 16 99
HOAZ_1007 11/2013 2100 48.5 31 07/2016 12 87
HOAZ_1009 11/2004 1900 43 29 12/2016 36.8 149
HOAZ_1008 11/2004 05/2017 41 157
HOAZ_1011 02/2001 2220 45 04/2017 65 152
HOAZ_1010 02/2001 2400 46 04/2017 54 156
HOAZ_1012 06/2007 1930 44 31.5 01/2017 19.6 124
HOAZ_1013 06/2007 1940 44 32 04/2017 23 130
HOAZ_1015 03/2013 1400 40 29 07/2016 141 100
HOAZ_1016 03/2013 1965 43 30.5 04/2017 15 105
HOAZ_1018 03/2006 850 34 255 05/2017 24.8 134
HOAZ_1017 03/2006 1820 42 29.3 05/2017 29 150
HOAZ_1019 08/2013 1920 44 31 08/2016 12.4 91
HOAZ_1020 08/2013 2180 47 31 08/2016 12.4 91
HOAZ_1021 01/2010 2100 49 32 11/2016 21.3 126
HOAZ_1022 01/2010 3400 52 34 11/2016 20.5 117
HOAZ_1023 11/2008 2300 47 31 10/2016 26.3 130
HOAZ_1024 11/2008 1410 43 29.5 04/2016 22 124
HOAZ_1025 01/2016 2780 45 33 05/2017 10.9 80
HOAZ_1026 01/2016 2360 47 33 05/2017 10.8 80
HOAZ_1028 09/1999 1460 46 29 02/2017 475 159
HOAZ_1027 09/1999 2500 50 34 02/2017 50.4 163.5
HOAZ_1030 12/2013 1300 38 28 01/2017 15.9 102
HOAZ_1029 12/2013 1340 40 27 01/2017 16.7 98
HOAZ_1033 05/2006 2200 44 32 04/2017 29 142
HOAZ_1034 05/2006 2370 48 32 04/2017 39.5 153
HOAZ_1035 07/2009 580 32 235 10/2016 13.8 103.5
HOAZ_1036 07/2009 1240 38 28 04/2017 30.8 129
HOAZ_1038 10/2004 1920 41 29 03/2017 50.3 143
HOAZ_1037 10/2004 1715 44 29.5 03/2017 36 151
HOAZ_1040 11/1996 2550 46 04/2017 54 160
HOAZ_1039 11/1996 2670 46 04/2017 65 162
HOAZ_1041 04/2008 2050 45 32 05/2017 26 132
HOAZ_1042 04/2008 2490 49 33 05/2017 26.7 133

Anlage 3: Klinische Daten der Studienpopulation
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DNA-Analyse der Zwill

Anlage 4
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hsa-miR-5189-3p 4,33 3,48 10,39 4,01 0,42 426 | 00176
hsa-miR-4707-3p 2,64 1,37 4,42 181 0,60 074 | 0,0208
hsa-miR-1306-5p 4,73 2,30 7,63 2,81 0,62 069 | 0,0206
hsa-miR-4732-3p 34,81 25,02 53,13 36,38 0,66 0,61 0,0102
hsa-miR-3605-3p 3,62 119 5,22 1,42 0,69 053 | 0,0447
hsa-miR-550b-25p | 5,62 2,22 7,69 2,15 0,73 045 | 0,0228
hsa-miR-511-3p 0,83 0,23 113 0,29 0,74 044 | 0,0329
hsa-miR-890 0,87 0,28 117 0,18 0,74 043 | 0,0309
hsa-miR-671-5p 2,47 0,95 3,31 116 0,75 042 | 0,0385
hsa-miR-128-1-5p 2,10 0,81 2,82 0,73 0,74 042 | 0,0483
hsa-miR-421 2,54 0,76 3,35 0,67 0,76 040 | 00193
hsa-miR-129-2-3p 4,04 110 5,27 1,00 0,77 039 | 00102
hsa-miR-4420 2,56 0,72 3,34 0,71 0,77 038 | 0,0263
hsa-miR-8088 0,87 0,20 112 0,22 0,78 036 | 00139
hsa-miR-1270 2,17 132 2,78 1,58 0,78 036 | 00151
hsa-miR-4499 3,92 0,92 5,02 1,04 0,78 036 | 0,0367
hsa-miR-1178-5p 0,78 0,20 0,99 0,27 0,79 034 | 00105
hsa-miR-6716-5p 0,74 0,19 0,94 0,19 0,79 034 | 00219
hsa-miR-6888-5p 1,00 017 127 0,19 0,79 033 | 00102
hsa-miR-3163 2,49 0,71 3,12 0,72 0,80 033 | 00383
hsa-miR-320d 807,48 | 677,18 | 101303 | 93812 0,80 033 | 0,0454
hsa-miR-4451 1,22 0,22 152 0,27 0,80 032 | 00138
hsa-miR-3923 2,10 0,36 2,60 0,36 0,81 0,31 0,0189
hsa-miR-6882-5p 0,74 0,13 0,02 0,20 0,81 0,31 0,0204
hsa-miR-4676-5p 2,07 0,68 2,55 0,62 0,81 030 | 00017
hsa-miR-5009-3p 1,59 0,26 195 0,35 0,81 030 | 00129
hsa-miR-744-5p 14,07 7,93 17,19 8,56 0,82 029 | 00171
hsa-miR-3130-5p 1,59 0,30 1,95 0,33 0,82 029 | 00207
hsa-miR-1237-5p 1,00 0,30 121 0,23 0,82 028 | 0,037
hsa-miR-4784 1,61 0,23 1,94 0,28 0,83 027 | 0,0083
hsa-miR-5010-5p 2,11 1,29 2,55 1,64 0,83 027 | 00125
hsa-miR-7515 1,00 0,27 120 0,22 0,83 027 | 0,0265
hsa-miR-5584-5p 0,95 0,22 1,14 0,21 0,83 027 | 00328
hsa-miR-3609 1,70 0,27 2,05 0,34 0,83 027 | 00442
hsa-miR-139-3p 4,08 1,02 4,86 114 0,84 025 | 0,000
hsa-miR-186-3p 2,05 0,36 2,44 0,31 0,84 025 | 0,264
hsa-miR-3188 161 0,44 1,91 0,39 0,84 025 | 0,0204
hsa-miR-6134 133 0,58 158 0,41 0,84 025 | 0,0457
hsa-miR-3912-3p 181 0,41 2,14 0,41 0,84 024 | 0,0301
hsa-miR-548ba 2,25 0,33 2,65 0,25 0,85 024 | 00482
hsa-miR-4719 1,97 0,25 2,31 0,35 0,85 023 | 0,0004
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hsa-miR-3171 2,45 0,31 2,88 0,45 0,85 023 | 0,0024
hsa-miR-448 1,96 0,24 2,30 0,33 0,85 023 | 00147
hsa-miR-3919 1,04 0,27 122 0,24 0,85 023 | 00243
hsa-miR-1827 114 0,21 1,34 017 0,85 023 | 0,466
hsa-miR-4253 1,59 0,22 185 0,22 0,86 022 | 0,086
hsa-miR-4753-5p 1,50 0,38 175 0,42 0,86 022 | 00157
hsa-miR-4760-5p 1,23 0,26 1,44 0,28 0,86 022 | 00162
hsa-miR-6761-5p 111 0,15 130 0,24 0,86 022 | 0,0451
hsa-miR-8067 1,65 0,28 1,91 0,27 0,87 0,21 0,010
hsa-miR-5697 1,49 0,16 172 0,25 0,86 0,21 0,0446
hsa-miR-181b-3p 1,32 0,19 152 0,13 0,87 020 | 0,0078
hsa-miR-361-3p 145098 | 51,24 | 16692 | 60,86 0,87 019 | 00151
hsa-miR-6844 2,60 0,37 2,95 0,41 0,88 019 | 00199
hsa-miR-184 1,54 0,16 176 0,30 0,88 019 | 0,0347
hsa-miR-92a-1-5p 1,40 0,14 159 017 0,88 019 | 0,0477
hsa-miR-3610 1,34 0,27 152 0,32 0,88 019 | 0,0479
hsa-miR-2053 2,90 0,38 3,30 0,41 0,88 018 | 0,008
hsa-miR-4480 1,83 0,23 2,08 0,33 0,88 018 | 0,0075
hsa-miR-6880-5p 1,70 0,25 1,93 0,25 0,88 018 | 0,0085
hsa-miR-1252-3p 2,80 0,34 3,16 0,42 0,88 018 | 00827
hsa-miR-10b-3p 1,79 0,32 2,03 0,29 0,89 018 | 0,355
hsa-miR-219a-5p 2,27 0,29 2,56 0,29 0,89 047 | 0,0001
hsa-miR-380-3p 2,55 0,35 2,87 0,26 0,89 047 | o0,0082
hsa-miR-125a-3p 3,69 0,80 413 0,89 0,89 016 | 0,0020
hsa-miR-1324 2,28 0,34 2,54 0,31 0,90 016 | 00136
hsa-miR-3118 1,92 0,35 2,14 0,36 0,90 016 | 0,0160
hsa-miR-539-3p 2,24 0,49 2,49 0,33 0,90 015 | 0,105
hsa-miR-6876-5p 2,54 0,39 2,83 0,35 0,90 015 | 0,0283
hsa-miR-548f-3p 2,30 0,39 2,56 0,39 0,90 015 | 0,325
hsa-miR-3679-3p 3,48 0,40 3,84 0,50 0,91 014 | 00043
hsa-miR-4696 176 0,20 1,95 0,30 0,91 014 | 00149
hsa-miR-3202 1,73 0,31 1,92 0,32 0,90 014 | o0,0221
hsa-miR-579-3p 181 0,29 2,00 0,30 0,91 014 | 00242
hsa-miR-4670-3p 176 017 1,94 0,25 0,91 014 | 0,0245
hsa-miR-5003-3p 1,85 0,28 2,03 0,21 0,91 014 | 00316
hsa-miR-496 1,86 0,23 2,04 0,29 0,91 014 | 0,0338
hsa-miR-376a-25p | 2,43 0,27 2,66 0,33 0,91 014 | 0,0449
hsa-miR-6507-5p 1,58 0,32 172 0,20 0,91 013 | 0,0433
hsa-miR-501-3p 15,35 6,00 16,71 7,60 0,02 012 | 0,0309
hsa-miR-4488 1,62 0,31 176 0,40 0,92 042 | 00877
hsa-miR-548f-5p 1,86 0,42 2,01 0,41 0,92 0,11 0,0029
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hsa-miR-676-3p 1,44 0,19 1,54 0,24 0,93 0,11 0,0056
hsa-miR-95-3p 1,85 0,25 1,99 0,16 0,93 0,11 0,0103
hsa-miR-7106-5p 2,43 0,40 2,61 0,44 0,93 0,11 0,0129
hsa-miR-497-5p 1,86 0,22 2,00 0,23 0,93 0,11 0,0326
hsa-miR-6506-5p 1,56 017 167 0,19 0,93 010 | 0,0028
hsa-miR-1256 2,27 0,29 2,43 0,14 0,93 010 | 0,0057
hsa-miR-1323 2,47 0,27 2,64 0,39 0,93 010 | 0,0131
hsa-miR-4638-5p 1,10 0,18 118 0,21 0,93 010 | 0,385
hsa-miR-155-3p 2,17 0,30 2,33 0,32 0,93 010 | o0,0425
hsa-miR-3616-3p 3,49 0,73 3,75 0,77 0,93 010 | o0,0442
hsa-miR-3606-5p 2,13 0,23 2,28 0,24 0,93 010 | 0,0499
hsa-miR-19b-2-5p 2,37 0,25 2,52 0,30 0,94 009 | 0,005
hsa-miR-548at-5p 1,86 0,21 198 0,27 0,04 009 | 0,0499
hsa-miR-3134 1,86 0,34 1,96 0,29 0,95 008 | 0,0048
hsa-miR-4532 3,65 0,58 3,86 0,59 0,95 008 | 00149
hsa-miR-1295a 1,22 0,37 127 0,46 0,96 006 | 00237
hsa-miR-95-5p 2,01 0,31 2,08 0,25 0,97 005 | 00215
hsa-miR-545-3p 2,49 0,30 2,57 0,22 0,97 004 | 00282
hsa-miR-153-3p 1,23 0,21 127 0,29 0,98 004 | 00284
hsa-miR-555 1,60 0,10 151 0,12 1,06 0,08 0,0107
hsa-miR-521 2,58 0,58 2,44 0,29 1,06 0,08 0,0309
hsa-miR-891a-5p 163 0,30 154 0,25 1,06 0,08 0,0433
hsa-miR-130a-5p 2,23 0,32 2,10 0,24 1,06 0,09 0,0138
hsa-miR-6849-3p 2,13 1,25 2,00 0,96 1,06 0,09 0,0455
hsa-miR-6890-3p 3,39 181 3,18 1,22 1,06 0,09 0,0456
hsa-miR-6854-3p 1,90 0,15 178 0,22 1,07 0,10 0,0126
hsa-miR-770-5p 1,80 0,28 168 0,21 1,07 0,10 0,0422
hsa-miR-429 1,70 0,16 158 0,22 1,07 0,10 0,0444
hsa-miR-548v 2,55 0,51 2,36 0,29 1,08 0,11 0,0067
hsa-miR-605-5p 2,74 0,79 2,55 0,25 1,08 0,11 0,0187
hsa-miR-4750-3p 3,18 0,41 2,93 0,34 1,09 0,12 0,0167
hsa-miR-7114-3p 3,78 4,18 3,48 2,06 1,09 0,12 0,0187
hsa-miR-143-5p 2,00 0,19 1,84 0,19 1,08 012 0,0363
hsa-miR-4697-3p 2,80 0,73 2,59 0,26 1,08 0,12 0,0417
hsa-miR-34b-3p 3,04 121 2,79 0,69 1,09 0,12 0,0446
hsa-miR-6843-3p 2,02 0,23 186 0,20 1,08 0,12 0,0464
hsa-miR-3689b-3p | 1,51 0,28 137 0,25 110 0,14 0,0192
hsa-miR-6785-3p 4,35 5,18 3,95 2,97 110 0,14 0,0357
hsa-miR-6868-5p 119 0,30 1,07 0,30 110 0,14 0,0492
hsa-miR-432-3p 2,44 0,46 219 0,19 111 0,15 0,0102
hsa-miR-99b-3p 1,50 0,44 135 0,40 1,11 0,15 0,0351
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hsa-miR-3972 151 0,29 136 0,24 111 0,16 0,0249
hsa-miR-6775-3p 4,08 9,55 3,65 7,70 112 0,16 0,0443
hsa-miR-6818-3p 219 0,45 1,94 0,32 113 017 0,0227
hsa-miR-5591-3p 2,42 0,59 2,15 0,29 142 0,17 0,0241
hsa-miR-4523 1,08 0,29 0,96 0,19 113 017 0,0295
hsa-miR-3650 172 0,35 153 0,24 112 017 0,0318
hsa-miR-6808-3p 1,51 0,47 135 0,26 112 017 0,0366
hsa-miR-6778-3p 2,04 0,31 1,82 0,25 112 0,17 0,0410
hsa-miR-764 2,95 0,76 2,60 0,48 113 0,18 0,0164
hsa-miR-1226-3p 1,68 0,54 148 0,18 114 0,18 0,0216
hsa-miR-92b-3p 4,14 0,86 3,65 0,84 114 0,18 0,0226
hsa-miR-4708-5p 1,88 0,81 166 0,27 113 0,18 0,0453
hsa-miR-1914-5p 2,03 0,46 178 0,20 114 0,18 0,0477
hsa-miR-6500-5p 2,13 0,32 187 0,28 114 0,19 0,0293
hsa-miR-1538 2,38 0,48 2,00 0,40 114 0,19 0,0317
hsa-miR-4649-3p 8,18 13,53 7,19 9,04 1,14 0,19 0,0342
hsa-miR-487b-5p 213 1,01 1,87 0,29 1,14 0,19 0,0354
hsa-miR-5001-3p 2,01 0,28 176 0,26 1,14 0,19 0,0479
hsa-miR-300 187 0,21 163 0,21 115 0,20 0,0081
hsa-miR-6852-3p 2,31 0,73 2,01 0,20 115 0,20 0,0208
hsa-miR-517c-3p 2,22 0,28 1,93 0,31 115 0,20 0,0308
hsa-miR-6839-5p 1,56 0,34 135 0,31 116 0,21 0,0049
hsa-miR-6822-3p 2,25 0,46 1,94 0,24 116 0,21 0,0106
hsa-miR-4745-3p 1,06 0,13 0,91 0,12 116 0,21 0,0107
hsa-miR-3160-5p 2,93 0,60 2,52 0,45 116 0,21 0,019
hsa-miR-6827-3p 2,49 0,44 2,15 0,28 116 0,21 0,0213
hsa-miR-489-5p 1,80 0,23 156 0,24 116 0,21 0,0432
hsa-miR-2113 2,01 0,41 172 0,31 117 0,22 0,0262
hsa-miR-3691-3p 2,18 0,40 1,87 0,25 117 0,22 0,0280
hsa-miR-6810-3p 2,74 0,42 2,35 0,24 117 0,22 0,0351
hsa-miR-6793-3p 2,25 0,64 1,93 0,53 117 0,22 0,0388
hsa-miR-1250-5p 1,82 0,21 1,56 0,23 117 0,22 0,0400
hsa-miR-6809-3p 2,84 0,43 2,42 0,23 117 0,23 0,0062
hsa-miR-6762-3p 2,16 0,49 1,84 0,29 118 0,23 0,0120
hsa-miR-585-5p 153 0,26 130 0,37 118 0,23 0,0383
hsa-miR-4747-3p 2,00 0,40 171 0,32 117 0,23 0,0427
hsa-miR-3191-5p 2,23 0,48 189 0,21 118 0,24 0,0177
hsa-miR-676-5p 1,62 0,21 137 0,26 118 0,24 0,0205
hsa-miR-4751 0,90 0,14 0,76 0,11 119 0,25 0,0027
hsa-miR-4667-3p 3,00 1,16 2,53 0,91 119 0,25 0,017
hsa-miR-4447 1,86 0,37 1,56 0,39 119 0,25 0,0489
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hsa-miR-597-5p 1,65 0,24 137 0,24 120 0,26 0,0238
hsa-miR-1199-3p 1,36 0,47 113 0,27 121 0,27 0,0106
hsa-miR-619-3p 178 0,50 147 0,27 121 0,27 0,0143
hsa-miR-6868-3p 1,60 0,16 133 0,20 1,21 0,27 0,0170
hsa-miR-3158-3p 1,91 0,31 157 0,23 1,22 0,28 0,0272
hsa-miR-4297 2,37 0,76 1,95 0,23 121 0,28 0,0383
hsa-miR-4485-5p 32,31 10,71 26,49 12,48 1,22 0,29 0,0292
hsa-miR-889-5p 172 0,23 1,40 0,15 123 0,30 0,0017
hsa-miR-6729-5p 0,87 0,14 0,70 0,25 123 0,30 0,0170
hsa-miR-3619-3p 2,06 0,55 167 0,46 123 0,30 0,0294
hsa-miR-3944-3p 1,39 0,39 113 0,37 123 0,30 0,0314
hsa-miR-3192-3p 2,73 0,71 2,21 0,49 1,24 0,31 0,0368
hsa-miR-6730-3p 4,34 3,21 3,47 1,66 125 0,32 0,0306
hsa-miR-4701-5p 6,02 6,93 4,84 3,31 1,24 0,32 0,0470
hsa-miR-6085 29,49 22,96 23,47 14,27 126 0,33 0,0253
hsa-miR-8070 1,55 0,37 123 0,23 126 0,33 0,0295
hsa-miR-6804-5p 1,08 0,27 0,85 0,21 127 0,34 0,0041
hsa-miR-939-3p 3,25 1,26 2,57 0,79 126 0,34 0,0203
hsa-miR-4279 2,24 0,52 177 0,43 127 0,34 0,0449
hsa-miR-6886-3p 3,97 7,52 3,14 3,01 126 0,34 0,0467
hsa-miR-6814-3p 1,68 0,46 132 0,18 127 0,35 0,0222
hsa-miR-4800-3p 2,24 0,60 172 0,43 131 0,39 0,0158
hsa-miR-3714 2,66 1,02 2,02 0,63 132 0,40 0,0043
hsa-miR-6879-3p 2,66 1,04 2,02 0,79 132 0,40 0,0250
hsa-miR-675-3p 2,42 0,67 1,84 0,69 132 0,40 0,0292
hsa-miR-6743-3p 5,02 13,28 3,81 8,08 132 0,40 0,0312
hsa-miR-8075 1,59 0,57 120 0,29 133 0,41 0,0241
hsa-miR-6727-3p 2,08 0,57 155 0,66 134 0,42 0,0033
hsa-miR-6736-3p 3,14 0,84 2,34 0,56 134 0,42 0,0083
hsa-miR-1343-3p 2,42 0,89 1,80 0,71 135 0,43 0,0307
hsa-miR-134-3p 2,43 0,56 178 0,36 136 0,45 0,0064
hsa-miR-7106-3p 2,40 0,96 176 0,50 137 0,45 0,0086
hsa-miR-6789-3p 2,54 0,91 185 0,63 137 0,45 0,0366
hsa-miR-1825 7,09 13,02 5,19 6,84 137 0,45 0,0481
hsa-miR-4763-5p 3,68 171 2,66 1,05 138 0,47 0,0360
hsa-miR-3677-3p 118 0,40 0,84 0,19 141 0,50 0,0083
hsa-miR-4296 1,50 0,44 1,04 0,51 145 0,53 0,0459
hsa-miR-1281 7,78 16,10 5,35 9,02 145 0,54 0,0299
hsa-miR-6877-3p 4,13 1,30 2,82 0,51 146 0,55 0,0090
hsa-miR-6787-3p 3,15 2,37 2,12 1,41 1,49 0,57 0,0133

hsa-miR-67353p | 273 1,66 1,81 0,72 150 0,59 0,0329
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Anhang

Median SD Median SD

S ohne AHF | ohne AHF | mit AHF | mit AHF EC [lea@FCHp-Wert
hsa-miR-6511a-3p | 4,38 4,38 2,76 1,52 159 0,66 0,0323
hsa-miR-943 2,07 0,64 128 0,42 161 0,69 0,0038
hsa-miR-7109-3p 4,28 2,27 2,37 163 1.80 0,85 0,0278

Anlage 5: MicroArray der monozygoten Zwillinge mit und ohne AHF
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