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Zusammenfassung

Hintergrund: Die Verknupfung hochwertiger Bioproben mit detaillierten Daten aus
medizinischen Untersuchungen und Befragungen bietet ein grof3es Forschungspotential.
Dies gilt besonders fiir grof3e prospektive epidemiologische Studien, die tber einen langen
Zeitraum durchgefiihrt werden wie die Nationale Kohorte (NAKO).

Ziel der Arbeit: Die Modalitdten der Gewinnung, Verarbeitung und Lagerung von Bioproben
im Hochdurchsatz sowie die ethischen Randbedingungen werden am Beispiel der NAKO
dargestellt.

Material und Methoden: Fur die NAKO werden 200.000 zufallig ausgewahlte Erwachsene
aus der Bevolkerung von 18 Studienzentren rekrutiert und tber einen Zeitraum von 20-30
Jahren beobachtet. Neben dem umfangreichen Untersuchungsprogramm mit
Wiederholungsuntersuchungen und Follow-up-Befragungen ist das Biorepository ein
Kernstiick der NAKO.

Ergebnisse: Das NAKO-Bioprobenlager wird mehr als 20 Millionen Aliquote von Plasma,
Serum, Erythrozyten, Lymphozyten, Urin, Speichel, Nasenabstrichen und Stuhl beinhalten.
Die Praanalytik und Aliguotierung erfolgt lokal in den Studienzentren und ist hochgradig
standardisiert und weitgehend automatisiert. Alle Proben werden langfristig bei -80°C bzw. -
180°C eingelagert. Ein Laborinformationssystem dokumentiert alle
Probenverarbeitungsschritte und die Lagerorte. Die Nutzung der Daten und Bioproben wird
nach Beendigung der Basiserhebung (voraussichtlich ab 2018) fiir Forscher im In- und
Ausland mdglich sein.

Diskussion: Die Erfahrungen mit bereits bestehenden epidemiologischen Biobanken zeigen
eindrucksvolle Forschungsergebnisse, insbesondere in der genetischen Forschung und in
der Post-Genomik (z.B. Transkriptomik, Metabolomik, Epigenomik). Die bisherigen Erfolge
erklaren die stark gestiegene Nachfrage nach Daten und Proben aus Bevdlkerungsstudien,
und die NAKO wird hierfiir in Zukunft eine wichtige Ressource bereitstellen.

Schlisselworter: Prospektive Studie, Epidemiologie, Biobank, Praanalytik, Biorepository



Summary

Background: Linkage of high quality biosamples with detailed data from medical
examinations, questionnaires and interviews offers great opportunities for research. This is
particularly true for large scale prospective epidemiological studies with long observation
periods, like the German National Cohort (GNC).

Aim: Modalities of collecting, processing and storing biosamples of high quality and with a
high throughput as well as ethical aspects are described using the GNC as an example.

Material and methods: For the GNC 200.000 randomly selected adults will be recruited by 18
study centers and will be followed-up for 20-30 years. In addition to the extensive basic
examination protocol, followed by reassessment examinations and follow-up questionnaires,
the biorepository is a cornerstone of the GNC.

Results: The GNC biorepository will comprise more than 20 million aliquots of plasma,
serum, erythrocytes, lymphocytes, urine, saliva, nasal swabs and stool. Preanalytics and
aliquoting are performed locally in the study centers and are highly standardized and
extensively automated. All samples are stored at -80°C and -180°C respectively. A laboratory
information system documents all processing steps and storage locations. Access to data
and biosamples will be granted to researchers within and outside Germany after completion
of the baseline recruitment (i.e. from 2018 onwards).

Discussion: Experience with already existing epidemiological biobanks shows impressive
results, especially with regard to genetic research as well as post-genomics (e.g.
transcriptomics, metabolomics, epigenomics). Previous success stories explain the strongly
increased demand for data and biosamples from the population. Thus the GNC will provide
an important resource for biomedical research in the future.

Key words: Biobank, prospective study, epidemiology, biobank, preanalytics, biorepaository



1 _Einleitung

Biobanken sind Sammlungen von biologischem Material wie DNA, Gewebe, Zellen, Plasma,
Serum, Urin oder anderen Kdorperflissigkeiten. Sie umfassen ferner gesundheitsrelevante
Daten, die mit jeder Bioprobe verknupft sind. Sie erlauben den Einsatz molekularbiologischer
Methoden in der Epidemiologie und sind damit die Grundlage fur Forschungsprojekte mit
Markern fur stoffliche Expositionen, fur pra-klinische Effekte und fur die Suszeptibilitat
gegeniber Krankheiten [1]. Dadurch kénnen solche Sammlungen die atiologische Forschung
unterstitzen und helfen, Beziehungen zwischen Genen, der Umwelt, dem Lebensstil und
Krankheiten zu verstehen [2].

Biobanken sind eine wichtige Ressource bei der Untersuchung der molekularen Grundlagen
von Krankheiten und der Identifizierung neuer therapeutischer Targets. Die Verfugbarkeit
grol3er Sammlungen gut charakterisierter Bioproben ist eine wichtige Voraussetzung, um die
Entwicklung neuer Medikamente zu beschleunigen.

In den letzten Jahren haben Biobanken vor allem bei der Erforschung der genetischen
Grundlagen komplexer Erkrankungen wie Diabetes, Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
neurologischen Krankheiten, Krebs etc. — an deren Entstehung neben dem Lebensstil
zahlreiche Gene beteiligt sind — wichtige Erkenntnisse geliefert. An der praktischen
Umsetzung dieser Erkenntnisse fiir Diagnostik und Therapie wird jetzt intensiv gearbeitet.

Insgesamt sind Biobanken eine unverzichtbare Ressource fiir die biomedizinische
Forschung; koordiniertes, qualitatsgesichertes und nachhaltiges Biobanking muss ein
langfristig ausgerichtetes Forschungsstrukturziel sein, das fir die Qualitat und
Wettbewerbsfahigkeit der deutschen Forschungslandschaft von grofRer Bedeutung ist.

Man unterscheidet Ublicherweise zwischen krankheitsbezogenen (klinikbezogenen)
Biobanken, die sich auf Patienten mit bestimmten Erkrankungen stiitzen, und
populationsbhezogenen Biobanken, deren Grundlage (Zufalls-) Stichproben zunachst
Uberwiegend gesunder Personen aus der Allgemeinbevolkerung sind. Diese Personen
werden h&ufig im Rahmen von epidemiologischen Kohortenstudien tber langere Zeitrdume
in Hinblick auf die Entwicklung von krankheitsrelevanten Veranderungen oder manifesten
Erkrankungen beobachtet [3].

Der folgende Beitrag beschéftigt sich beispielhaft mit der Biobank der Nationalen Kohorte,
die auf einer solchen Kohortenstudie beruht. Es wird die Umsetzung eines modernen
Konzepts der Bioprobengewinnung und Aliquotierung in lokalen Studienzentren, der
Lagerung bei sehr tiefen Temperaturen und der automatischen Probenverwaltung unter
Einhaltung hoher ethischer Standards dargestellt.

2_Bioproben in der nationalen und internationalen (epidemiologischen) Forschung
2.1_Bevdlkerungsbezogene Kohortenstudien

Es gibt derzeit bereits eine gréRere Zahl epidemiologischer Studien mit zugehorigen
Bioprobensammlungen, die fiir die Forschung bereitgestellt werden. Einen Uberblick tiber
internationale bevolkerungsbezogene Biobanken liefert P3G, das Public Population Project in
Genomics [4]. Ein wichtiges Projekt zur Nutzung europdischer Populations-Biobanken ist das
Projekt Large Population Cohorts der Europaischen Forschungsinfrastruktur fr Biobanken



BBMRI [5]. In diesem Projekt wird erprobt, wie der transnationale Zugang zur Nutzung von
Biobanken verbessert werden kann [6].

Einige bevolkerungsbezogene Biobanken in Deutschland findet man im BBMRI-Catalogue
[7]. Dort sind derzeit 6 deutsche Populations-Biobanken registriert.

2.2_Die Nationale Kohorte (NAKO)

Ausgehend von den Erfahrungen der laufenden Kohorten in Deutschland und in Abstimmung
mit den genannten anderen Bevolkerungskohorten in Europa wurde das Konzept der
Nationalen Kohorte (NAKO) entwickelt [8-12].

Studienbasis: Die Studienbevdlkerung der Nationalen Kohorte wird in insgesamt 18
Studienzentren Uber ganz Deutschland verteilt rekrutiert. Aus den regionalen
Einwohnermelderegistern wird eine nach Alter und Geschlecht stratifizierte Zufallsstichprobe
der Allgemeinbevélkerung im Alter von 20 bis 69 Jahren gezogen, um insgesamt 200.000
Teilnehmer zu untersuchen. Die 18 Studienzentren sind in acht geographischen Clustern
zusammengefasst.

Untersuchungsprogramm: Das Untersuchungsprogramm umfasst ein personliches,
standardisiertes computer-gestiitztes Interview, die Beantwortung von selbst im
Untersuchungszentrum am Touchscreen-Computer oder spéater Uber das Internet
auszuflllenden Fragebdgen, eingehende kérperliche und medizinische Untersuchungen
sowie die Entnahme von Blutproben und anderen Biomaterialen, die fur spatere
Forschungsprojekte in einer zentralen Bioprobenbank gelagert werden. Die Intensitatsstufe 1
(“Level 1”) wird von allen 200.000 Teilnehmern durchlaufen und die Intensitatsstufe 2
("Level 2"), kommt bei 40.000 Teilnehmern zusatzlich zum Einsatz. Die wichtigsten
Fragebdgen und Untersuchungen sind in [11] aufgeflhrt.

Alle Teilnehmer der Nationalen Kohorte werden zu einer Folgeuntersuchung 5 Jahre nach
der Basis-Untersuchung eingeladen. Ein grof3er Teil des Untersuchungsprogramms, das
zum Zeitpunkt der Basis-Untersuchung eingesetzt wurde, wird dann wiederholt. Bei der 5-
Jahres-Untersuchung werden Veranderungen bei den Risikofaktoren und prospektive
Veranderungen bei quantitativen Parametern der praklinischen Morbiditéat und anderen
funktionellen Parametern sowie inzidente Krankheitsendpunkte erfasst.

Zusatzlich werden die Studienteilnehmer alle 2-3 Jahre kontaktiert und gebeten,
Kurzfragebtgen auszufillen, um Veranderungen im Lebensstil und anderen
gesundheitsrelevanten Charakteristika und das Neuauftreten ausgewahlter, wichtiger
Erkrankungen zu erfassen (,aktives” Follow-up). Bei Krebserkrankungen wird ein Abgleich
mit existierenden Krebsregistern durchgefuhrt (,passives” Follow-up). Parallel dazu wird alle
2-3 Jahre ein Mortalitats-Follow-up durchgefihrt. Schlie3lich wird eine Verknupfung mit
Sekundardaten zu Berufsverlaufen, zu Krankheitsereignissen und zur medizinischen
Versorgung angestrebt, zum Beispiel mit Krankenversicherungsdaten.

Magnetresonanztomografie (MRT): In ausgewdhlten Studienzentren erfolgt an 30.000
Personen eine MRT-Ganzkoérperuntersuchung mit zusatzlichen speziellen
Untersuchungselementen fur das Gehirn und das Herz. Das MRT ermdglicht eine
umfassende morphologische und funktionelle Charakterisierung, wodurch die Pravalenz,
Inzidenz und zeitliche Veranderung von MRT-basierten Merkmalen untersucht werden
konnen.



3_Bioproben in der NAKO
3.1 _Allgemeine Prinzipien

Die Sammlung von Bioproben fir eine spéatere molekulare Phanotypisierung ist eine
besonders wichtige Komponente der NAKO. Hierfir ist ein umfangreicher Satz von
Bioproben in hoher Qualitat unverzichtbar [8, 11]. Die wesentlichen Eckpunkte der
Bioprobengewinnung und -prozessierung wurden — wie andere NAKO-
Untersuchungselemente auch — im Rahmen umfangreicher Vorstudien erprobt [13].

Optimale Qualitat setzt die Minimierung von Artefakten voraus, die bei der

Probengewinnung, der praanalytischen Prozessierung, dem Transport und der Lagerung

auftreten kdnnen. Dies umfasst

o Artefakte durch Zelllyse, welche zur Freisetzung intrazellularer Komponenten fuhrt, die im
intrazellularen Kompartiment sehr viel hthere Konzentrationen aufweisen als im
extrazellularen Kompartiment. Dies betrifft die Freisetzung von Kalium,
Laktatdehydrogenase oder Katecholaminen bei der Hamolyse von roten Blutzellen oder
von proteolytischen Enzymen aus Leukozyten, die nicht nur die Plasma- und
Serumkonzentrationen sondern auch Analyte wie Insulin verandern kdnnen.

¢ Artefakte durch den Zellstoffwechsel, exemplarisch erkennbar am Abfall der
Glukosekonzentration bei langer Lagerung von Blut und an der kontinuierlichen Bildung
der Aminoséaure Homocystein (ein Marker fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen) durch
Blutzellen in vitro.

o Artefakte durch enzymatische Degradation molekularer Spezies bei verlangerter
Exposition von 4°C oder héheren Temperaturen.

e Molekulare Artefakte durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Betrachtet man die grof3e Zahl potentieller Analyte und berticksichtigt man, dass die
Analysetechniken und das Interesse an bestimmten Analyten sich wahrend der langen
Studiendauer in nicht vorhersehbarer Weise &ndern kénnen, ist es erforderlich, Artefakte
weitestgehend auszuschlieRen. Das setzt voraus:

e Die schnelle und vollstdndige Separation — idealerweise innerhalb einer Stunde nach der
Blutgewinnung — aller partikularen Bestandteile des Vollbluts, um die geschilderten
zellabhéngigen Artefakte zu minimieren.

e Unverzigliches Aliquotieren und Einfrieren, um die enzymatische Degradation wahrend
der langeren Exposition von 4°C oder mehr zu vermeiden.

e Ausreichend kleine Volumina (Uberwiegend 0,25 ml), um die einmalige Nutzung der
Bioproben zu erreichen und auf wiederholtes Einfrieren und Auftauen verzichten zu
kénnen, das bei der Verwendung grol3er Aliquote unvermeidbar ist.

Die hohe Qualitat und der Wert der Biobank der NAKO sollen durch die folgenden Prinzipien

sichergestellt werden:

o Lokale Prozessierung von Blut, Urin und anderen Biomaterialien sowie die Erstellung
fertig praparierter Aliquote, die in tiefgefrorenem Zustand auf Trockeneis zu den Lagern
transportiert werden.

o \Weitgehende Automatisierung der Praparation, Lagerung und spateren Bereitstellung der
gelagerten Bioproben. Dadurch ist die strenge Einhaltung von standardisierten
Verfahrensbeschreibungen (SOPs), die Maximierung der Reproduzierbarkeit und die



Vermeidung von Artefakten maoglich, die bei der manuellen Prozessierung durch
menschliche Unzuléanglichkeiten entstehen wirden. Deshalb ist jedes Studienzentrum
u.a. mit einem Pipettierroboter ausgestattet.

¢ Die Lagerung der Bioproben aller Studienteilnehmer in einem zentralen automatischen
Bioprobenlager und dezentralen Backup-Lagern.

3.2_Auswahl der Biomaterialien

Vendses Blut mit seinen unterschiedlichen Komponenten ist dabei das wichtigste
Biomaterial. Bei der Auswahl weiterer Materialien wurden mehrere Auswabhlkriterien
bertcksichtigt:
¢ Die zusatzlichen Bioproben werden relevante weitere Informationen zum
physiologischen Status und zu Organsystemen in Erganzung zu den Blutproben
liefern.
¢ Die Probengewinnung und -aufbereitung ist ohne erheblichen zusatzlichen Aufwand
maoglich.
e Die Teilnahmebereitschaft der Probanden an der Studie wird durch die
Probengewinnung nicht beeintrachtigt.
¢ Die Bioproben kénnen zu vertretbaren Kosten prozessiert und gelagert werden.

Die Rationale fiir die Auswahl der Materialien ist in Tabelle 1 zusammengestellt.
3.3_Prozesssteuerung durch das LIMS

Die Nationale Kohorte hat eine eigene IT-Struktur geschaffen, in der unter Berucksichtigung
der Datenschutzaspekte die Einladung der Probanden und die Dokumentation der
personenbezogenen Untersuchungsdaten in pseudonymisierter Form geregelt ist. In diese
IT-Struktur ist das Labor-Informations- und Managementsystem (LIMS) eingebunden, in dem
die Prozesse der Probengewinnung, -verarbeitung und -lagerung sowie die spatere Analytik
gesteuert und dokumentiert werden. Das LIMS (CentraXX) der Firma Kairos befindet sich
zentral im Helmholtz Zentrum Minchen und ist mit allen 18 Studienzentren verbunden. In
den dezentralen Laboratorien der Studienzentren sind an das LIMS Scanner und
Pipettierroboter angeschlossen, so dass die einzelnen Prozessierungsschritte durch das
Lesen von Barcodes gesteuert und dokumentiert werden. Im Helmholtz Zentrum ist an das
LIMS das zum Teil voll automatisierte Lagersystem der Firma LICONIC angebunden, in dem
die Probengefile bei -80°C bzw. -180°C eingelagert werden. Die Lagerorte und weitere
technische Informationen zu den einzelnen Aliquoten, z.B. die Temperaturen wahrend des
Transports der Proben auf Trockeneis zum zentralen Biorepaository, werden im LIMS
gespeichert. Eine Ubersicht zeigt Abb. 1.

Das LIMS dokumentiert folgende Prozessschritte:

e Probengewinnung: Die Probengefile enthalten einen spezifischen 1D-Barcode, mit
dem das Material des Abnahmershrchens (z.B. EDTA-BIlut) eindeutig definiert und
einem Probanden zugeordnet ist.

e Probenverarbeitung: Jeder Arbeitsschritt wird durch das Scannen der Barcodes mit
Zeitstempel im LIMS dokumentiert, z.B. nach Beendigung der Zentrifugation. Der
Pipettierroboter liest die 1D-Barcodes der ProbengefaRe und verteilt das
Probenmaterial auf die AliquotgefiRe, die sich in 96-Well-Racks mit eigenen
Barcodes befinden. Am Boden jedes AliquotgefiRes befindet sich ein
unverwechselbarer 2D-Code, so dass das Probenmaterial jedem Probanden im LIMS
eindeutig zugeordnet ist.



e Zwischenlagerung: Vor dem reguldren Transport der AliquotgefaRe werden diese vor
Ort fur einige Wochen bei -80°C gelagert und die Barcodes der Racks gescannt, so
dass der Lagerort der einzelnen AliquotgefaRe im LIMS hinterlegt ist.

o Probenversand: Beim Versand der Aliquote an das zentrale Biorepository werden die
Zeiten und Temperaturen im Versandbehilter mittels Logger automatisch erfasst und
am Zielort in das LIMS eingelesen.

e Probenlagerung: Die Einlagerung in das zentrale Biorepository erfolgt, nachdem
durch das erneute Scannen von Racks und AliquotgefaRen die Informationen im
LIMS aktualisiert worden sind. Teilweise erfolgt zuvor eine manuelle Umverteilung
von AliquotgefaRen unter Minustemperaturen, um wenig gefullte Racks aufzufillen
und so die Lagerkapazitat zu optimieren.

o Auslagerung: Das LIMS unterstutzt die Auslagerung angeforderter Bioproben aus
dem Biorepository und den dezentralen Lagern. Grundlage sind hierbei die in Kapitel
5 genannten Nutzungsregein.

3.4_Sammlung und praanalytische Prozessierung der Bioproben

Primar werden 48 Aliquote EDTA-Plasma, 30 Aliguote Serum, 6 Aliquote
Erythrozytensuspension, Leukozyten aus 30 ml EDTA-BIut fir die spatere DNA-Isolierung
und 12 Aliquote Urin gewonnen und eingelagert. Das Arbeitsvolumen dieser Aliquote betragt
Uberwiegend 0,25 ml. Zusétzlich werden RNA stabilisiertes Blut, Speichel, Stuhl und
Nasenabstriche gewonnen und eingelagert. Eine Ubersicht tiber die geplante Anzahl der
Bioproben pro Proband und die Lagerungstemperatur gibt Abb. 2. Aus Qualitatsgrinden
werden die Proben lokal und schnell in den Studienzentren prozessiert. Abb. 3 zeigt den
Pipettierroboter, der in jedem Studienzentrum steht, und dessen Arbeitsweise.

Folgende Materialien werden gewonnen:

Blut

Die venose Blutentnahme erfolgt durch qualifiziertes Fachpersonal und wird von den
Probanden sehr gut akzeptiert, zumal die moglichen Risiken klein sind, auch wenn es sich
um einen invasiven Eingriff handelt.

e Insgesamt werden von jedem Teilnehmer 65 ml Blut entnommen.

e Plasma und Serum werden innerhalb von 2 h nach Blutentnahme vollstandig
prozessiert. 2 ml EDTA-BIut fur hdmatologische Untersuchungen sowie in den
Studienzentren zentrifugiertes Serum fir klinisch-chemische Analysen werden
entweder im Zentrallabor der Universitdtsmedizin Greifswald oder in einem
medizinischen Labor in der Nahe des Untersuchungszentrums untersucht. Alle
Laboratorien arbeiten gemaf den Vorgaben der Rili-BAK [14].

e Aus den Leukozyten wird durch den Pipettierroboter Buffy Coat gewonnen und
aliquotiert.

e Ein Rohrchen dient der Einlagerung von RNA-stabilisertem Blut.

Urin

Spontanurin wird in 100 ml Sammelbechern ohne Zusétze gesammelt und in ein 10 ml
Roéhrchen umgeflllt. Nach der Zentrifugation erfolgt die Aliquotierung zeitnah durch den
Pipettierroboter.

Speichel
Speichel wird mit Hilfe eines Sammelgefalies gewonnen. Das angestrebte Volumen von 2 ml
wird auf 2 Aliquote verteilt und bei -80°C gelagert.



Stuhl

Die Probanden bekommen Anweisungen und Sammelgefal3e fir die Stuhlgewinnung nach
Hause geschickt. Jeder Proband wird gebeten, zwei Stuhlprobenréhrchen am Morgen des
Besuchs im Studienzentrum zu fillen. Ein R6hrchen mit nativem Stuhl wird lokal bei -80°C
eingefroren und mit den regularen Transporten in das zentrale Biorepository transportiert.
Das zweite Rohrchen, in dem der Stuhl gegentuber RNAsen stabilisiert wurde, wird auf 4°C
gekihlt an ein zentrales Labor geschickt, um Aliquote zu erstellen, die ebenfalls zentral bei -
80°C eingelagert werden.

Nasenabstriche

Ausgebildetes Studienpersonal gewinnt die Proben mit sterilen Abstrichtupfern und friert
diese in einem mit RNAlater gefiiliten 2 ml Réhrchen bei -80°C ein. Die dauerhafte Lagerung
erfolgt im zentralen Biorepository ebenfalls bei -80°C.

3.5_Transport der Bioproben

Plasma-, Serum-, Buffy Coat-, Urin- und Speichel-Aliquote, sowie Nasenabstriche und
Gefalie zur spateren RNA-Gewinnung werden auf Trockeneis (ca. -78°C) mit einem Uber
Nacht Service von allen Studienzentren zum zentralen Biorepository nach Minchen
transportiert. Jedem Trockeneispaket liegt ein Temperaturlogger bei. Die entscheidenden
Loggerdaten werden ins LIMS eingelesen, um die Einhaltung der Kihlkette fir alle Proben
dokumentieren zu kénnen.

4 NAKO Langzeitlagerung

Neben der zentralen Biobank der Nationalen Kohorte am Helmholtz Zentrum Minchen wird
ein Drittel der Proben dezentral bei den Studienzentren als Back-up-Lagerung aufbewahrt.
Auch diese Proben sind im LIMS erfasst. Fir alle neu erkrankten Krebsfélle ist die
systematische Sammlung von Tumor-Gewebeproben vorgesehen, die in einer zentralen
Tumorbank gelagert werden.

4.1 Zentrales Lager

Im zentralen Biorepository werden 72 Blut- und Urin-Proben pro Proband (64 Proben & 0,25
ml und 8 Proben a 0,5 ml) in der Gasphase Uber flissigem Stickstoff (-180°C) gelagert.
Insgesamt betragt die Lagerungskapazitat mehr als 20 Millionen Aliquote und deckt damit
den Probenanfall bei der Basiserhebung und dem Reassessment ab.

Interimslager und finales Biorepository

Der Aufbau des zentralen Bioprobenlagers am Helmholtz Zentrum Miinchen erfolgt in zwei
Schritten: 1. Interimslager (Betrieb: 2014-2017) und 2. finales Biorepository (Betrieb ab
2017), siehe Abb. 4. Im Interimslager erfolgt sowohl die Lagerung bei -80°C als auch die
Lagerung bei -180°C semiautomatisch. Das bedeutet die Probenracks (96well) werden per
Hand in die Kassetten der Lagersysteme gegeben und die Kassetten werden von der
Robotik eingelagert.

Im finalen Biorepository wird das -180°C Lager als Vollautomat betrieben werden. Die
Probenracks werden kurzzeitig auf einem sogenannten ,kalten Nest® bei einer Temperatur
unter -100°C zwischengelagert, in dem ein Picker dann vollautomatisch Proben, etwa zur



Auslagerung fir Studien, zusammenstellen kann. Die bis 2017 im Interimslager
eingelagerten Proben werden ins finale Biorepository umgelagert.

Zentrales -80°C Lager

Im -80°C Lager des zentralen Biorepository (Abb. 5) werden die Speichel-, Nasenabstrich-
und Stuhlproben sowie Proben aus der Pilotphase der Nationalen Kohorte eingelagert. Die
Lagerungskapazitat des -80°C Lagers betragt 864 Kassetten & 30-40 Racks, was die
Einlagerung von ca. 3 Millionen Aliquoten ermdglicht.

Zentrales -180°C Lager

Das -180°C Interimslager enthélt 5 Stickstofflagerbehalter, die parallel beladen werden
kénnen (Abb. 5). Hinzu kommen weitere 10 Tanks, die nacheinander gegen volle Tanks aus
dem Beladebereich ausgetauscht werden. Das finale -180°C Lager wird 22 Tanks mit einer
Kapazitat von jeweils ca. 1 Million Aliquoten enthalten. Hierher werden die Tanks aus dem
Interimslager verschoben und zusétzlich werden hier die Proben des Reassessments
eingelagert. Der Vollautomat stellt die benétigten Proben fur die Auslagerungen zusammen.
Ferner ermdglicht er die Umlagerung von Proben und die ,Verdichtung“ nicht vollstandig
geflllter Racks.

4.2 Dezentrale Lagerung

Ein Drittel der Blut- und Urin-Proben, das sind 32 Proben a 0,25 ml (16x Plasma, 10x Serum,
2x Erythrozyten und 4x Urin), werden von den Studienzentren in eines der dezentralen
Lager der NAKO transportiert. Die dezentrale Lagerung erfolgt je nach Zentrum in
Ultratiefkiihltruhen oder -schranken bei -80°C oder in der Gasphase von flissigem Stickstoff
bei -180°C. Die Lagerungskapazitat der dezentralen Lager betragt insgesamt knapp 9
Millionen Aliquote.

4.3 Lagerung von Gewebeproben

Ein zentrales Biorepository flr Tumorproben wird am Pathologischen Institut der Universitat
Heidelberg in Zusammenarbeit mit dem Nationalen Zentrum fur Tumorerkrankungen (NCT)
in Heidelberg eingerichtet. Von den lokalen pathologischen Instituten, welche die
Tumorgewebe der neu erkrankten NAKO-Teilnehmer gewinnen, werden Paraffinblécke an
das zentrale Gewebs-Biorepository geschickt. Dort werden diese bearbeitet, z.B. werden
Schnitte und Gewebs-Microarrays fur die Immunhistochemie angefertigt. Ebenso werden
Nukleinsaure-Extrakte fir die Analyse epigenetischer Marker und genetischer
Mutationsprofile hergestellt.

Die Sammlung und anschlieBende Analyse von Tumorgewebe inzidenter Krebsfalle, in
Verbindung mit extensiven Informationen tUber Risikofaktoren sowie Uber weitere
Messparameter aus den fllissigen Bioproben, wird die Analyse der Krebsatiologie in bisher
ungekannter Tiefe ermoglichen. Zusatzlich ermdéglicht die systematische Sammlung von
Tumorproben in der NAKO eine systematische Beschreibung molekularer
Tumorcharakteristika fir eine epidemiologisch definierte Population in Deutschland.

5 NAKO Nutzung

Nach Beendigung der Rekrutierung konnen Forscher die Bereitstellung von Daten und
Bioproben der NAKO fir Forschungsprojekte beantragen. Grundlage hierfir ist die
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Nutzungsordnung [9, 15]. Nach einem positiven Votum des Nutzungskomitees werden die
bendtigten Proben bereitgestellt. Die Forscher missen den Aufwand fiir die Bereitstellung
einschliel3lich Transport sowie die erforderliche Extraktion von DNA und RNA sowie alle
Laboranalysen selbst finanzieren. Nach Abschluss des jeweiligen Forschungsvorhabens
werden die Laborwerte ebenso wie andere Daten des Projektes der NAKO zur Verfiigung
gestellt, damit andere Forscher sie ebenfalls nutzen kénnen.

6 NAKO Qualitatssicherung der Bioproben

Im Zuge der umfangreichen Vorbereitungen zur Nationalen Kohorte stand die Ausarbeitung
zur Gewinnung und Prozessierung einzelner Biomaterialien anhand von SOPs im
Vordergrund. Es haben sich fur alle Themenbereiche Fachgruppen gefunden, die sich
anhand des Stands der Technik auf standardisierte Prozeduren geeinigt haben, die in SOPs
festgehalten sind. Durch die Erfahrungen im Rahmen der Pratests und der Pilotphasen
wurden diese SOPs Uberarbeitet und den realen Bedingungen in den Studienzentren
angepasst, wobei die Standardisierung nach wie vor ein sehr wichtiges Qualitdtsmerkmal
darstellt. Durch die Implementierung des LIMS, das eine Workflowengine besitzt, konnten die
SOPs fiir den Bereich der Probengewinnung und -verarbeitung in spezifische Workflows
umgesetzt werden, die eine sehr hohe Prozesssicherheit bei den Anwendern zur Folge hat.
Zahlreiche Zeitstempel werden erfasst und ermdéglichen somit eine umfassende und
individuelle Beschreibung und Charakterisierung der Probenqualitat der einzelnen Aliquote.

7 _Ethische Aspekte

7.1_Ethik und Datenschutz bei Populations-Biobanken

Fragen von Ethik und Datenschutz spielen fur bevolkerungsbezogene Biobanken eine
wichtige Rolle.

In den letzten Jahren entwickelte sich eine breite internationale Diskussion zu Ethical Legal
and Societal Issues (ELSI) von Biobanken, die zu zahlreichen Empfehlungen fihrte (z.B. [16-
19]. National sei auf die Empfehlungen des Nationalen Ethikrats, des
Gesundheitsforschungsrats und die Aktivitaten der TMF hingewiesen [20-23]. Der Deutsche
Ethikrat hat 2010 eine Empfehlung zu Humanbiobanken veréffentlicht (siehe [24] und
Stellungnahme der DFG [25]).

7.2_Ethik- und Datenschutzkonzept der Nationalen Kohorte

Die Standards, die in Deutschland fir epidemiologische Studien und Biobanken entwickelt
wurden, sind in das Ethik- und Datenschutzkonzept der Nationalen Kohorte [26]
eingeflossen. Auf der Grundlage der Grundsatze Guter Epidemiologischer Praxis [27], der
Vorschlage der TMF [23] und der Empfehlungen des Deutschen Ethikrats [24] wurde dieses
Konzept in enger Abstimmung mit entsprechenden Kommissionen entwickelt. Ethische
Grundlage der NAKO ist der Ethikkodex [28]. Ein externer Ethikbeirat wird die Kohorte
wahrend ihrer gesamten Laufzeit begleiten.

Informationen fur Teilnehmer: Die Teilnehmer erhalten ein Einladungsschreiben, welches
die Studieninhalte und -ziele, die beteiligten Institutionen und Geldgeber sowie das geplante
Studienprogramm und den Zeitaufwand darstellt. In der Teilnehmerbroschire werden
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genaue Informationen zu wichtigen Aspekten gegeben (z.B. Studieninhalte,
Verwendungszweck der Daten, Nutzen fur die Teilnehmer, Kosten, Datenschutz, Risiken,
Widerrufsrecht, Ansprechpartner). Dartiber hinaus werden eine kostenlose Telefon-Hotline
und eine Internetseite zur Information der Teilnehmer eingerichtet.

Freiwilligkeit und Widerrufsrecht: Die Studienteilnahme ist grundsatzlich freiwillig.
Jederzeit besteht das Recht auf Widerruf (ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile).
Der Widerruf kann schriftlich oder telefonisch mit schriftlicher Bestatigung erfolgen. Auf
Verlagen werden Bioproben vernichtet.

Mitteilung ihrer Ergebnisse an Studienteilnehmer: Die Probanden geben in der
Einwilligung an, tber welche ihrer Ergebnisse sie informiert werden méchten. Zeitnah wird
ihnen nach der Untersuchung im Studienzentrum ein Brief mit ausgewahlten
Untersuchungsergebnissen zugeschickt, sofern sie dies wiinschen. Bei
abklarungsbedurftigen Untersuchungsergebnissen wird den Teilnehmern empfohlen, ggf.
seinen (Haus-) Arzt zu kontaktieren. Das gilt auch fur die Laborergebnisse, die bei der
Sofortanalyse des Blutes ermittelt werden.

Die individuelle Mitteilung von Ergebnissen aus spateren Auswertungen von
Untersuchungsdaten oder spateren Laboranalysen ist nicht vorgesehen. Die Teilnehmer
konnen aber jederzeit Einsicht in ihre Ergebnisse verlangen.

Veroffentlichung von wissenschaftlichen Auswertungen: Die Erkenntnisse von
Auswertungsprojekten der NAKO sollen einer groRRen Offentlichkeit zur Verfugung stehen.
Wissenschaftliche Publikationen erfolgen in internationalen und nationalen Zeitschriften und
durch Prasentationen auf Kongressen. Zuséatzlich werden wichtige Resultate allgemein
verstandlich auf der Internetseite der Nationalen Kohorte, in Zeitungsartikeln, Radio- und
Fernsehbeitrédgen, Pressemitteilungen und einem Newsletter fir Studienteilnehmer
verbreitet.

8 Diskussion

Die Biobank der NAKO bietet exzellente Moglichkeiten fir die Gesundheitsforschung. Durch
die aufwandig standardisierte Praanalytik und die lickenlose Kihlkette bei -80°C von der
Aliguotierung bis zur Einlagerung und insbesondere durch die Langzeitlagerung der
wichtigen Plasma-, Serum und Urinproben bei -180°C sind hochwertige Analysen auch noch
nach 20 und 30 Jahren mdglich. Durch die Verwendung von kleinen ProbengefalRen wird
erreicht, dass die einzelnen Aliquote aufgebraucht werden und ein Wiedereinfrieren mit
Quialitatsverlust nicht erforderlich ist. Materialien wie Nasenabstriche und Stuhlproben, die in
grofRen epidemiologischen Studien nur selten gewonnen werden, erlauben ebenso
weitgehende Analysemdglichkeiten wie die Bereitstellung von DNA und RNA. In Kombination
mit dem umfangreichen Untersuchungs- und Befragungsprogramm, den
Wiederholungsuntersuchungen mit erneuter Gewinnung von Bioproben sowie der Follow-up
Befragungen ergibt sich eine umfangreiche Forschungsressource, die der deutschen wie der
internationalen Wissenschaft innerhalb und aufRerhalb der Epidemiologie zur Verfigung
stehen wird.
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Epidemiologische Biobanken enthalten bisher typischerweise Plasma, Serum und Urin,
teilweise auch DNA und Speichel. Der Einsatz dieser Biobanken ist in den letzten Jahren
gewaltig angestiegen, was sich in einer grof3en Zahl von Nutzungsantradgen und
Publikationen widerspiegelt. So stellt die weltweit alteste bevélkerungsbezogene
Kohortenstudie, die Framingham Heart Study, seit 1950 lauft, seit einigen Jahren externen
Forschern auch DNA und genetische Daten zur Verfigung [29]. Derzeit erscheinen ca. 200
Publikationen pro Jahr, die auf Daten und Proben der FHS basieren [30].

In Augsburg lauft KORA seit 1985 und ist damit die alteste gréRere Kohortenstudie in
Deutschland. Derzeit werden pro Jahr ca. 250 Nutzungsvereinbarungen abgeschlossen [31]
und es erscheinen ca. 150 Publikationen pro Jahr [32].

Ebenfalls sehr gefragt ist die SHIP-Studie aus Greifswald, die seit 1997 durchgefihrt wird. In
SHIP werden derzeit pro Jahr ca. 300 interne und externe Nutzungen von Daten und/oder
Bioproben durchgefiihrt und es erscheinen ca. 100 Publikationen pro Jahr [33].

Als Beispiel fur eine neue Kohorte kann die UK Biobank dienen, die 500.000 Teilnehmer
umfasst und seit 2012 genutzt werden kann [34]. Derzeit werden pro Jahr ca. 100 Nutzungen
beantragt, mit stark steigender Tendenz [35]. Publikationen liegen naturgemaf noch nicht in
erwahnenswertem Umfang vor.

In allen genannten epidemiologischen Biobanken werden DNA bzw. genetische Daten am
intensivsten genutzt. Wegen der Vielzahl von Endpunkten, die typischerweise in
epidemiologischen Studien untersucht werden, hat dies zu einer Fiille von hochsignifikanten
Assoziationen zu genetischen Markern gefiihrt, die nun gezielt experimentell auf ihre
biologische Relevanz untersucht werden konnen. Die Verknipfung von Genomik und
Metabolomik [36] sowie die Einbeziehung weiterer OMICs-Techniken wie Transkriptomik und
Epigenetik [37] haben dieses Bild in jingster Zeit verbreitert

Daneben sind Entwicklungen zu nennen, dass zB in der UK Biobank fir alle Teilnehmer
DNA extrahiert und ein Set von Laborparametern bestimmt wird, die dann allen Nutzern zur
Verfiigung stehen [34].

Fazit

Die epidemiologische Forschung hat ihre Mdglichkeiten durch die systematische Nutzung
biologischer Materialien und den Einsatz moderner analytischer Hochdurchsatzverfahren
erheblich steigern kdnnen. Dies gilt insbesondere fur die genetische Forschung, wo durch
die Zusammenarbeit in internationalen Konsortien die Daten und Proben von
Hunderttausenden von Teilnehmern gemeinsam ausgewertet werden und dadurch die
statistische Aussagekraft erheblich gesteigert werden konnte. Aber auch in der
postgenomischen Forschung und fur die Identifizierung prognostischer Biomarker spielen
epidemiologische Kohorten zunehmend eine wichtige Rolle. Um dieses Potential optimal zu
nutzen, ist der offene und faire Zugang der Scientific Community zu diesen Bioproben und
den epidemiologischen Daten erforderlich. Hierfir ist die Einhaltung hoher Standards in
Datenschutz und Ethik eine elementare Voraussetzung.
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Tabellen und Abbildungen

Tabelle 1 Rationale fuir die Auswahl der Biomaterialien in der Nationalen Kohorte

Blut

In Erganzung zu den etablierten Laborverfahren, die in Vollblut, Plasma und Serum
angewendet werden, bieten moderne Hochdurchsatzverfahren die Méglichkeit, Analysen aus
den Bereichen Genomics, Transcriptomics, Proteomics und Metabolomics durchzufiihren.
Diese Analyseergebnisse werden innerhalb der Nationalen Kohorte zu zahlreichen neuen
wichtigen Informationen fiihren, die den molekularepidemiologischen Teil der Studie
ausmachen werden. In der NAKO werden folgende Bioproben eingelagert: Serum, EDTA-
Plasma, Buffy Coat, Erythrozytensuspension sowie RNA. Die strikten Vorgaben zur schnellen
Bearbeitung der Proben erlaubt es nur in ausgewahlten Fallen stabilisierende Additive — wie
z.B. RNAse-Inhibitoren fir die Gewinnung von RNA — zu verwenden,

Urin

Zahlreiche verschiedene analytische Verfahren kénnen anhand von Urinproben wertvolle
Informationen z.B. zur Ernahrung, zur Exposition gegeniber Schadstoffen und dem Metabolom
liefern. Biomarker aus Urin werden zum Zweck der Diagnose und Uberwachung von
nephrologischen und urologischen Erkrankungen (chronische Nierenerkrankungen, diabetische
oder obstruktive Nephropathie, Nierentransplantation, Nieren-, Blasen- oder
Prostatakarzinome), aber auch fir einige systemische Erkrankungen wie Koloncarcinom,
koronaren Herzkrankheiten sowie bei Stammzelltransplantation genutzt. In der Nationalen
Kohorte wird Spontanurin ohne Additive im Untersuchungszentrum gewonnen und sofort
prozessiert.

Speichel

Speichel wird gewonnen, um die Mikroflora in der Mundhohle in Hinblick auf Periodontitis,
Karies aber auch Karzinome sowie systemische Erkrankungen wie Zdéliakie und Sjogren’s
Syndrom zu untersuchen. Dartber hinaus bietet Speichel die Mdglichkeit, Hormone, das
Proteom sowie das Metabolom zu analysieren.

Stuhl

Intestinale Bakterien haben eine grofl3e Bedeutung fiir die menschliche Gesundheit wie z.B. die
Reifung des Immunsystems oder das Auftreten und den Verlauf von chronischen
Erkrankungen. Aus Stuhlproben kann die Zusammensetzung und die Aktivitat des Mikrobioms
aus dem Dickdarm analysiert werden. Es ist bekannt, dass Darmbakterien bei zahlreichen
Erkrankungen eine Rolle spielen wie z.B. das irritable Kolon und Morbus Crohn aber auch bei
Adipositas oder Typ 2 Diabetes. In den zukinftigen Studien soll die Zusammensetzung der
Darmflora (phylogenetisches Fingerprinting und Microarray Analysen) und des Metaboloms
sowie die physikochemischen Charakteristika der fakalen mikrobischen Zellen bzw. Zellcluster
bestimmt werden. Die Bedeutung des Mikrobioms fiir die Entstehung chronischer Erkrankungen
wird sehr hoch eingeschéatzt, so dass dies den Aufwand zur Stuhlsammlung rechtfertigt. Im
Rahmen der NAKO wird sowohl nativer Stuhl gewonnen als auch durch die Zugabe von
RNAlater stabilisierter Stuhl. Der stabilisierte Stuhl wird nach zentraler Prozessierung in
AliquotgefélRe aufgeteilt und zentral bei -80°C eingelagert.

Nasenabstriche

Nasale Epithelzellen, Sekrete und Mikroorganismen kénnen mittels Abstrich aus dem vorderen
Abschnitt der Nasenoffnung gewonnen werden. Dieser vordere Teil der Nasend6ffnung ist eine
einzigartige mikrobiologische Nische an der Schnittstelle zwischen dem Respirationstrakt, der
Haut und der umgebenden Luft, die durch potentiell pathogene Mikroorganismen, wie z.B.
Staphylokokken (einschlieR3lich MRSA) und Streptokokken kolonisiert sein kann. Mittels
genomischer Untersuchungen soll das nasale Mikrobiom analysiert werden, um nach
Assoziationen zwischen der Zusammensetzung des Mikrobioms und dem Auftreten von akuten
und chronischen Erkrankungen zu forschen. Der Nasenabstrich ist eine nicht invasive, sichere
und kostengiinstige Methode zur Gewinnung dieses interessanten Biomaterials.
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Probengewinnung
Etikettierung

Zentrales
Daten-

l.u.
e

LIMS

3> [(CentraXX)

Studienzentren:
Probenbearbeltung
* 1D Barcodescanner
+ 2D Scanner
* Hamilton-Pipettiermoboter

Lagerung:
+  ZIwischenlager
* dezentrales Lager

managemeant

L r

Helmholtz-Zentrum
Miinchen;
Zentrales Biorepository

* Einlagerung
Umlagerung
Auszlagerung

Probentransfer
Datenlogger

Abb 1 Bioprobenverwaltung durch das Labor-Informations- und Management-System (LIMS)
der Nationalen Kohorte

Sofortanalytik
*  Anbindungan dezentrales
LIMIS

Abb. 2 Anzahl der Bioproben (Aliquote) pro Proband und deren Lagerung
(*: Aliguotierung mit dem Pipettierroboter)

Serum* 30x 0,25ml*
Plasma* 48x 0,25ml*
Blut | Leukozyten* : 4x 0,5ml*
Erythrozyten* 6x 0,25ml*
RNA 1x 10ml
DNA 1x 9ml
Urin* > 12x 0,25ml*
4x0,25ml*
Speichel » 2x0,5ml
Nasenabstriche »| 1x 2 Swabs
1x 10ml nativ
Stuhl » 5x0,5ml
stabilisiert

19



Abb. 3 Praanalytik in den Studienzentren: Der Pipettierroboter und einige seiner
Funktionen

Pipettierroboter ﬁg

-

Positive Primarprobenidentifizierung
via 1D-Barcode

Volumendetektion und Fraktionierung

Abb 4 Gebaude und Innenaufteilung des Interimslagers (oben) und des finalen Biorepository
(unten).
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Abb 5 oben: -80°C Lager mit Blick in den Lagerungsbereich fir die Kassetten unten: -180°C
Lager mit Blick auf die Innenaufteilung der Tanks

_ . b
Karussell im Tank mit Kassetten und + isoliertem Deckel darauf, der das + dem sogenannten ,Gate*, das das
Fihrungsschiene Ein- und Ausfiihren der Kassetten automatische Offnen und Schlieflen
erlaubt der Tanks erlaubt .
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