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1.1. Aufgabenstellung

Das Auftreten des Metabolischen Syndroms ist inerAfon 45 bis 65 Jahren zu erwarten. Ziel dieses
Projektes war es, nebst Nutzung einer bestehemdi@struktur inklusive Normalkontrollen eine sehr
gut charakterisierte Kohorte fir Fragestellunges Meatbolischen Syndroms zu nutzen, und die
Kohorte von den bislang charakterisierten Persamehlter von 18-55 Jahren auf das Alter bis 65
auszubauen. Dazu war es von besonderer Wichtigkitiginer populationsreprasentativen Kohorte
zu arbeiten. Dazu wurde eine Kooperation mit denFNGProjekt pop - Population- based
recruitment of patients and controls for the arialg§ complex genotype-phenotype relationships”

eingegangen.

1.2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durgefiihrt wurde

pop ist eine Einrichtung des Universitatsklinikum Savliég-Holstein. Ziel ist der Aufbau einer
populationsbasierten Biobank, die genetische undizimsche Daten zu verschiedenen komplexen
Erkrankungen zur Verfugung stellt. Dazu werden llekdrankheitskohorten in Nord- Schleswig-
Holstein aufgebaut. In dem geografisch eng begeenztUntersuchungsgebiet konnen
Patientengruppen komplett erfasst werden. Die Alolwaung in angrenzende Gebiete findet so gut
wie nicht statt, da die danische Grenze, Nord- @sisee und der Nord-Ostseekanal eine klar
strukturierte und medizinisch gut versorgte RegiomschlieRen. popgen stellt eine Infrastruktur zur
Verfligung, die eine populationsreprasentative  Samgil von  Kontrollen  sowie
Krankheitsphanotypen erlaubt. Teil dieser Struktist eine Projektmanagerin, mehrere
Krankenschwestern, technische Angestellte sowieMgudical Director. Der Vorteil einer solchen
Infrastruktur ist ein hohes Mal} an Qualitatskotdradowohl was die Phé&notyperfassung, als auch was
die Handhabung und Verfiigbarkeit der entsprechegdertischen und nicht genetischen Datensatze
angeht. Die Infrastruktur ist im NGFN bewusst sdgasetzt worden, dass sie durch von aufen
kommende arztliche Teilprojektverantwortliche fijregifische Vorhaben genutzt werden kann. Im
NGFN handelt es sich hierbei z.B. um das Umweliraas Herz-Kreislauf-Netz sowie das Neuronetz,
die jeweils durch einen, in den Einheiten angdstelArzt die Infrastruktur nutzen, um spezifische

Rekrutierungen durchzuftuihren. Dabei gibt der prsjedzifische Wissenschaftler den Phanotyp vor



und entwirft die entsprechenden Erfassungsprograntinekniipft die Kontakte zu den klinischen
Versorgern und sorgt fur die technische Datenenhglound die Qualitatskontrolle. Popgen tGbernimmt
den gesamten Rekrutierungsprozess, das AbsammalrBhaproben und Fragebégen, Erstellung,
Pflege und Eingabe der entsprechenden DatenbaBk#&aktion, Lagerung und Verwaltung der DNA
und garantiert das datenschutzgerechte und quagksicherte Handling der Daten. Eine
Arbeitsgruppe, die das Metabolische Syndrom betathést im Rahmen des NGFN nicht vorhanden.
Das Teilprojekt ,Metabolisches Syndrom“ wurde als Subprojekt der Kohorte ,Koronare
Herzerkrankungen* durchgefiihrt. Als Einschlusskiite fir die Teilnahme von Patienten am
Teilprojekt koronare Herzerkrankung in dem popgeojgkt wurde eine durch eine
Koronarangiographie gesicherte KHK festgelegt. R@onarangiographie gilt als der Goldstandard
der Diagnose einer KHK. Eingebettete Fall-Konttollsen haben einen hohen Stellenwert fir
genetisch-epidemiologische Analysen zu Gen-Umwdé#rbktionen. FiUr die Durchflhrung
genetischer Assoziationsstudien ist dabei vor akéne hohe Fallzahl ethnisch homogener, nicht-
verwandter Personen notwendig. Diese Vorrausetzurgjed in der popgen- Studie zur KHK

gewabhrleistet.

Es gelang eine Kooperation mit allen kardiologisahvasiv tatigen Kliniken und Praxen im

Untersuchungsgebiet, insgesamt sind das 5 Kliniliennachfolgend aufgefiihrt sind:

« Kiinik fir Kardiologie, der Universitatsklinik Kiel
(Direktor: Prof. Dr. Simon)
* Kilinik fiir Innere Medizin des Westkustenklinikkumeide
(Leitender Arzt Kardiologie: Dr. Ould)
e Kiinik fir Innere Medizin des Diakonissen Krankenbdlensburg (Chefarzt: Prof. Dr.
Machraoui)
* Kiinik fir Innere Medizin des Kreiskrankenhaus Reimarg
(Chefarzt: Prof. Dr. Herrlinger)
e Kilinik flr Innere Medizin des Martin-Luther-Krankkaus Schleswig (Chefarzt: Prof. Dr.
Schdttler)
In den kooperierenden Kliniken wurden die Herzkeghentersuchungen gesichtet, die im Zeitraum
von 1/1997 bis 10/2005 durchgefuihrt wurden, und dexen die Patienten die Einschlusskriterien

erfullten.

1.3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Teilprojekt wurde in der zweiten Forderphasé aeim 01.04.2005 begonnen. Aufgrund von
Stellenbesetzungsschwierigkeiten im ersten Fordetjefen die Arbeiten verzdgert an. Seit Anfang

2006 ist die Projektstelle durchgangig besetzt. dopgen Projekt konnte die Rekrutierung von



Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung (KHitjolgreich fortgesetzt und abgeschlossen
werden. Somit konnte das Arbeitsprogramm dann ziigigesetzt werden.

Seit April 2005 bis Januar 2006 wurden ca. 1.908nKenakten bereits erfasster Teilnehmer der
Kohorte ,Koronare Herzerkrankungen® erneut evatuidabei wurde anhand der Parameter Diabetes
mellitus, Arterieller Hypertonus, HyperlipidamiePDH-Cholesterin, LDL-Cholesterin, Kérpergrol3e,
Kdrpergewicht und Koronare Herzerkrankung, 200dPdin mit komplettem Metabolischem
Syndrom identifiziert. Zusétzlich wurden 300 Pesoim Alter von 50 - 65 Jahren als

Kontrollgruppe neu rekrutiert. Hier wurden erhobArterieller Hypertonus, Hyperlipidamie, HDL-

Cholesterin, LDL-Cholesterin, Kdrpergréf3e und Kagasvicht.

Im folgenden Projektabschnitt (01.01.2006—31.12620@urde die Rekrutierung der bestehenden
KHK-Kohorte komplettiert und die Patienten auch Hmnblick auf das Metabolische Syndrom
untersucht. Die Kriterien die fUr die Definition sidetabolischen Syndroms herangezogen werden,
wurden mit den in der MICK-Kohorte verwendeten Krién der Arbeitsgruppe Schrezenmeir (TP
6.1.3) abgestimmt.

Insgesamt wurden 5.895 Patienten kontaktiert, dgagien 3.900 (66%) Patienten ihre Teilnahme zu.
Durch diese hohe Teilnahmequote ist die popgen KdKerte fir alle KHK-Patienten des popgen
Untersuchungsgebiets (nérdliches Schleswig-Holsteaprasentativ.Von 3.350 dieser Patienten
liegen Blutproben (DNA) vor. 1.450 dieser Patiengard 55 Jahre oder junger und erfillen somit das
Kriterium einer vorzeitigen KHK. Weniger als 10%ealKHK Patienten erfillten jedoch die Kriterien
des Metabolischen Syndrom wie sie im National Cétel®l Education Program.s Adult Treatment
Panel Il report definiert wurden (ATP Il Kritem¢, daher war es erforderlich mehr als 30.000
Krankenberichte (90% der Krankenakten) auf Vorlregker Einschlusskriterien zu tberprifen. Far
jeden Patienten wurden neben einem Patientenfrggebmehr als 50 verschiedene klinische und
epidemiologische Informationen aus den Krankenaktdmben. Nach Aktendurchsicht wurde eine
Teilkohorte von 1.450 Patienten identifiziert, diater 55 Jahre alt waren, und eine durch eine
Koronarangiographie gesicherte koronare Herzerknagén (KHK) aufwiesen. Mehr als 40% davon
erfillen die ATP Il Kriterien.

Um die Analysepopulation weiter zu vergrof3ern, vemrih einem zweiten Schritt auch Patienten mit
gesicherter KHK unter 65 Jahren eingeschlossenKizaekenakten wurden anhand der Parameter des
ersten Projektabschnittes evaluiert. Mehr als 5@8Qere Patienten mit gesicherter KHK unter 65
Jahren wurden identifiziert und kontaktiert. Dadurkonnte die Kohorte auf mehr als 3.300
Probanden vergréRert werden. Durch diese hoheafgiiequote ist die popgen KHK-Kohorte fir alle
KHK-Patienten des popgen Untersuchungsgebiets ljokied Schleswig-Holstein) reprasentativ.
Dartber hinaus stellt popgen eine bevolkerungshasikontrollpopulation zur Verfigung, die
insgesamt mehr als 4.500 Individuen umfasst. UmAdialysepopulation um gesunde Kontrollen zu
erweitern, wurden insgesamt mehr als 1.315 PersiwneXiter von 18-65 Jahren als Kontrollgruppe

auf Vorliegen des Metabolischen Syndroms nach d&R Al Kriterien arztlich untersucht und in



einem Patientenfragebogen mehr als 50 verschieklengche und epidemiologische Informationen

erhoben.

Fur die genetische Untersuchungen standen dem We¢zuletzt zwei gut charakterisierte Kohorten

von 3.350 Patienten und 4.500 Kontrollen zur Veufimy Alle erhobenen phé&notypischen und

epidemiologischen Daten wurden in die popgen- Dmek eingegeben und konnten somit fur

Analysen herangezogen werden. Die DNA wurde im Rahdes TP 6.1.4 (Probenmanagement und -
aufarbeitung) isoliert und gemeinsam mit der Adagippe von Prof. Krawczak (TP 6.1.0), der

Forschergruppe (Prof. Doring) und der AG Prof. 8zbnmeir ausgewertet und steht ebenfalls fir

Analysen bereit.

1.4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, ared angeknipft wurde

Die Aufklarung der molekularen Ursachen durch genbe und genomische Ansatze ermoglicht die
Entwicklung neuer Konzepte zur Entstehung und zuethdnismus komplexer Erkrankungen. Zur
wissenschaftlichen Strategie des Instituts furi&the Molekularbiologie gehdrt dabei grundsatzlich
die Bewertung genetischer Varianten auf Ebene d&ADdie systematische Bewertung
transkriptioneller Regulation, die systematischelBration von Veranderungen auf Proteinebene, das
funktionelle Verstandnis von relevanten genetisch®ignalen durch Vervollstdndigung von
Stoffwechselwegen und die Anwendung auf Patientear Fokus des Instituts fir Kklinische
Molekularbiologie ist auf die klinische Umsetzungnvmolekularbiologischen Forschungsansatzen
gerichtet. Dazu werden "state-of-the-art" Techniglogyorgehalten werden, die sich als solche an den
experimentellen Qualitatsstandards in Instituten@eindlagenforschung messen lassen. Die Aufgabe
der technologischen Plattformen ist die Breitstejlaer Expertise und Ausristung zur Beschreibung
der molekularen Epidemiologie von relevanten Erkwangen und Phanotypen (z.B. Koronare
Herzkrankheit, chronisch entziindliche Darmerkraglesmy Psoriasis, atopische Dermatitis,
Sarkoidose, Parodontitis, Gallensteinleiden, spscags colorektales Carcinom und Langlebigkeit).
Die Fragestellungen hingegen sind Patienten-zentmel beziehen klinische Expertise mit ein. Dabei
bringt das Institut die klinische Expertise und d@atientenzugang selbst ein. Ein wichtiges zweites
Standbein des Instituts sind Kollaborationen, inatePatienten sowie klinische Expertise von aul3en
aus dem UK-SH und extern integriert werden. Eineradesetzung fir eine molekular-
epidemiologische Forschung ist die Biobank des itist mit weit mehr als 100.000
typisierungsfahigen Bioproben (DNA, Gewebe) angelegrden. Eine weitere, systematische
Plattform ist die Ph&anotypisierung von Patientene duch das Modellsystem des Kklinisch-
therapeutischen Experiments mit einbezieht. Eleendet letztgenannten Agenda sind eine klinische
Studienplattform und eine Biobank ("popgen”), im figr eine Reihe von Schlusselerkrankungen eine
bevolkerungsreprasentative Kohorte in Nord-Schlggwastein aufgebaut und nachverfolgt wird. Das
Institut betreibt gemanr den Auflagen von Ethikkossion und Datenschutz eine eigene Datenhaltung
sowohl von Phanotypdaten als auch experimenteltgelhissen. Hier findet eine enge Interaktion

mit dem Institut fir medizinische Informatik unda@stik statt, das Zugang zu einem Teil der Daten



hat. Das Institut schafft somit mittels eigenerj€kte "kritische" Masse, die klinisch-experimergall

Kollaborationen zur Verfligung steht.

1.5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Biobank popgen am UK S-H ist Teil verschiedeNetzwerke, mit denen sie Uber verschiedene
Kooperationen verbunden ist. Dazu zahlen der BEszetlluster Entzindungsforschung ,Inflammation
at Interfaces” (http://www.inflammation-at-interiz&ede), das Nationale Genomforschungsnetz

-NGFN* (http://www.ngfn.dey und die ,Kompetenznetze Deutschlandinw.kompetenznetze.de/

Weitere Kooperationen bestehen mit einer Vielzan Mniversitaten und Max Planck Instituten.

2.1. Erzielte Ergebnisse

Unter Verwendung depop - Kohorten war die Beteiligung an verschiedenerhhangig
publizierten Studien moglich. Diese sind folgendsammmengefasst und im Detail Gber die

angegebenen Referenzen einsehbar.

Genetische Studien unter Verwendung der im Forderazaum rekrutierten
Analysepopulation

Studie 1

Lifelong Reduction of LDL-Cholesterol Related to aCommon Variant in the LDL-Receptor
Gene Decreases the Risk of Coronary Artery DiseaseA-Mendelian Randomisation Study.Rare
mutations of the low-density lipoprotein recepteng (LDLR) cause familial hypercholesterolemia,
which increases the risk for coronary artery disg&@AD). Less is known about the implications of
common genetic variation in the LDLR gene regardhmgvariability of cholesterol levels and risk of
CAD. Imputed genotype data at the LDLR locus o4.thdividuals of a population-based sample
were explored for association with LDL-C level. Regtion of association with LDL-C level was
sought for the most significant single nucleotidéymorphism (SNP) within the LDLR gene in three
European samples comprising 6 642 adults and 5&ef. Association of this SNP with CAD was
examined in six case-control studies involving mibv@n 15 000 individuals. Each copy of the minor
T allele of SNP rs2228671 within LDLR (frequency/ajlwas related to a decrease of LDL-C levels
by 0.19 mmol/L (95% confidence interval (CI) [0.18324] mmol/L, p = 1.5610210). This association
with LDL-C was uniformly found in children, men, @mvomen of all samples studied. In parallel, the
T allele of rs2228671 was associated with a sigaifily lower risk of CAD (Odds Ratio per copy of
the T allele: 0.82, 95% CI [0.76-0.89], p = 2.16102Adjustment for LDL-C levels by logistic
regression or Mendelian Randomisation models aledisthe significant association between
rs2228671 with CAD completely, indicating a funcia link between the genetic variant at the LDLR
gene locus, change in LDL-C and risk of CAD. A coomrvariant at the LDLR gene locus affects
LDL-C levels and, thereby, the risk for CAD.



An dieser Studie hatte popgen unter VerwendungKd#éerien des Metabolischen Syndroms mit
2.200 KHK Patienten und 500 Kontrollen, sowie dasxNRubner Institut, Kiel mit 1.809 Kontrollen

teilgenommen.

Studie 2

New susceptibility locus for coronary artery diseas on chromosome 3g22.3Ne present a three-
stage analysis of genome-wide SNP data in 1,22tha@w®individuals with myocardial infarction and
1,298 controls, in silico replication in three adzhal genomewide datasets of coronary artery desea
(CAD) and subsequent replication in B25,000 subje@e identified one new CAD risk locus on
3022.3 in MRAS (P ¥4 7.44 10 13; OR ¥ 1.15, 95%/1.11-1.19), and suggestive association
with a locus on 12924.31 near HNF1A-C120rf43 (P.844 10 _7; OR % 1.08, 95% CI % 1.05-1.11).

An dieser Studie hatte popgen unter Verwendund<dearien des Metabolischen Syndroms mit

2.200 KHK Patienten und 500 Kontrollen teilgenommen

Studie 3

Genome-wide association of early-onset myocardial nfarction with single nucleotide
polymorphisms and copy number variants We conducted a genome-wide association study gestin
single nucleotide polymorphisms (SNPs) and copybemwariants (CNVs) for association with early-
onset myocardial infarction in 2,967 cases and 3,0@ntrols. We carried out replication in an
independent sample with an effective sample siagpdb 19,492. SNPs at nine loci reached genome-
wide significance: three are newly identified (22qg2ear MRPS6-SLC5A3-KCNE2, 6p24 in
PHACTR1 and 2933 in WDR12) and six replicated pabservations1-4 (9p21, 1p13 near CELSR2-
PSRC1-SORT1, 10911 near CXCL12, 1941 in MIA3, 19p&8r LDLR and 1p32 near PCSK?9). We
tested 554 common copy number polymorphisms (41&eafrequency) and none met the pre-
specified threshold for replication (P o 10_3). Wentified 8,065 rare CNVs but did not detect a
greater CNV burden in cases compared to contrmlgeines compared to the genome as a whole, or at
any individual locus. SNPs at nine loci were repidly associated with myocardial infarction, but
tests of common and rare CNVs failed to identifgiidnal associations with myocardial infarction

risk.

An dieser Studie hatte popgen unter VerwendungKdiéerien des Metabolischen Syndroms mit

2.200 KHK Patienten und 500 Kontrollen teilgenommen



Studie 4

Genome-wide haplotype association study identifidhe SLC22A3-LPAL2-LPA gene cluster as a
risk locus for coronary artery disease.We identify the SLC22A3-LPAL2-LPA gene cluster as a
strong susceptibility locus for coronary arteryedise (CAD) through a genome-wide haplotype
association (GWHA) study. This locus was not idedi from previous genome-wide association
(GWA) studies focused on univariate analyses of SNIRe proposed approach may have wide utility

for analyzing GWA data for other complex traits.

An dieser Studie hatte popgen unter VerwendungKd#éerien des Metabolischen Syndroms mit

2.200 KHK Patienten und 500 Kontrollen teilgenommen

Studie 5

Large Scale Association Analysis of Novel Geneticoci for Coronary Artery Disease.Combined
analysis of 2 genome-wide association studiesse<anriched for family history recently identifiéd
loci (on 1p13.3, 1941, 2936.3, 60g25.1, 9p21, 1@l land 15922.33) that may affect risk of coronary
artery disease (CAD). Apart from the 9p21 locuse thther loci await substantive replication.
Furthermore, the effect of these loci on CAD riska broader range of individuals remains to be
determined. We undertook association analysismgfisinucleotide polymorphisms at each locus with
CAD risk in 11 550 cases and 11 205 controls frofaugopean studies. The 9p21.3 locus showed
unequivocal association (rs1333049, combined ocd® [OR]_1.20, 95% CI [1.16 to 1.25],
probability value_2.81_10_21). We also confirmesoagtion signals at 1p13.3 (rs599839, OR_1.13
[1.08 t0 1.19]P_1.44 10 _7), 1941 (rs3008621, OR_1.10 [1.04 to]1A.71.02_10_3), and 10q11.21
(rs501120, OR_1.11 [1.05 to 1.18p_4.34_10_4). The associations with 6g25.1 (rs692226
P_0.020) and 2036.3 (rs294363R, 0.032) were borderline and not statistically digant after
correction for multiple testing. The 15922.33 lodlid not replicate. The 10g11.21 locus showed a
possible sex interactionP(0.015), with a significant effect in women (OR 9.PL.15 to 1.45],
P_1.86 10 _5) but not men (OR_1.03 [0.96 to 1.P1]).387). There were no other strong interactions
of any of the loci with other traditional risk facs. The loci at 9p21, 1p13.3, 2936.3, and 10g11.21
acted independently and cumulatively increased CiBB by 15% (12% to 18%), per additional risk
allele. Findings provide strong evidence for asstomn between at least 4 genetic loci and CAD risk.
Cumulatively, these novel loci have a significantpact on risk of CAD at least in European

populations.

An dieser Studie hatte popgen unter VerwendungKdiéerien des Metabolischen Syndroms mit
3.200 KHK Patienten und 1.000 Kontrollen teilgenosmm



2.2. Voraussichtlicher Nutzen

Im Rahmen des Vorhabepspoenwerden keine Patente durch die Biobank selbststreds.
Kooperierende Wissenschaftler sind aufgefordegneielle Schutzrechte prinzipiell vor Beginn der

Kooperation zu beantragen.

2.3. Bekannt gewordener Forschritt bei anderen Stkn

Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens sind keimtséhritte auf dem Gebiet des Vorhabens bei

anderen Stellen bekannt geworden.
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