
T h e  A T G L  g e n e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  f r e e  f a t t ;  

a c i d s ,  t r i g l y c e r i d e s  a n d  t y p e  2  d i a b e t e s

Short running title: ATGL, free fatty acids, TG and T2DM

Veit Schoenborn 1*, Iris M. Heid 23*, Caren VollmertT, Arno Lingenhel1, 

Ted D. Adams 4, Paul N. Hopkins 4, Thomas lllig 2, Robert Zimmermann 5, 

RudolfZechner5, Steven C. Hunt4, Florian Kronenberg 1

* authors contributed equally

1 D i v i s i o n  f o r  G e n e t i c  E p i d e m i o l o g y ;  D e p a r t m e n t  o f  M e d i c a l  G e n e t i c s ,  M o l e c u l a r  a n d  

C l i n i c a l  P h a r m a c o l o g y ,  I n n s b r u c k  M e d i c a l  U n i v e r s i t y ,  I n n s b r u c k ,  A u s t r i a

2 G S F - N a t i o n a l  R e s e a r c h  C e n t e r  f o r  E n v i r o n m e n t  a n d  H e a l t h ,  I n s t i t u t e  o f  E p i d e m i o l o g y ,  

N e u h e r b e r g ,  G e r m a n y

3 I n s t i t u t e  o f  B i o s t a t i s t i c s  a n d  E p i d e m i o l o g y ,  L u d w i g - M a x i m i l i a n - U n i v e r s i t a t  M u n c h e n ,  

M u n i c h ,  G e r m a n y

4 C a r d i o v a s c u l a r  G e n e t i c s ,  U n i v e r s i t y  o f  U t a h  S c h o o l  o f  M e d i c i n e ,  S a l t  L a k e  C i t y ,  U T ,  U S A

5 I n s t i t u t e  o f  M o l e c u l a r  B i o s c i e n c e s ,  K a r l - F r a n z e n s - U n i v e r s i t y ,  G r a z ,  A u s t r i a

Address of correspondence:
Florian Kronenberg, MD 
Division of Genetic Epidemiology
Department of Medical Genetics, Molecular and Clinical Pharmacology
Innsbruck Medical University
Schopfstr. 41, A-6020 Innsbruck, AUSTRIA
Tel. (+43) 512-507-3490, Fax (+43) 512-507-9804
e-mail: Florian.Kronenberg@i-med.ac.at

W o r d  c o u n t :

A b s t r a c t :  

M a i n  t e x t :  

C a p t i o n s :  

R e f e r e n c e s :

1 9 5  w o r d s  

2 4 2 7  w o r d s  

3 5 6  w o r d s  

12

1

mailto:Florian.Kronenberg@i-med.ac.at


A b s t r a c t

A d i p o s e  t r i g l y c e r i d e  l i p a s e  (ATGL) w a s  r e c e n t l y  d e s c r i b e d  t o  p r e d o m i n a n t l y  p e r f o r m  t h e  

i n i t i a l  s t e p  in  t r i g l y c e r i d e  h y d r o l y s i s  a n d  t h e r e f o r e  s e e m s  t o  p l a y  a  p i v o t a l  r o l e  in  t h e  l i p o l y t i c  

c a t a b o l i s m  o f  s t o r e d  f a t  in  a d i p o s e  t i s s u e .  In  t h e  f i r s t  s t u d y  i n v e s t i g a t i n g  g e n e t i c  v a r i a t i o n s  

w i t h i n  t h e  ATGL  g e n e  in  h u m a n s ,  t w e l v e  p o l y m o r p h i s m s  i d e n t i f i e d  v i a  s e q u e n c i n g  a n d  

d a t a b a s e  s e a r c h  w e r e  s t u d i e d  in  2 4 3 4  i n d i v i d u a l s  o f  E u r o p e a n  a n c e s t r y  f r o m  U t a h .  T h e s e  

p o l y m o r p h i s m s  a n d  t h e i r  h a p l o t y p e s  w e r e  a n a l y z e d  in  s u b j e c t s  n o t  t a k i n g  d i a b e t i c  

m e d i c a t i o n  f o r  a s s o c i a t i o n  w i t h  p l a s m a  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( F F A )  a s  p r i m a r y  a n a l y s i s ,  a s  w e l l  a s  

t r i g l y c e r i d e s  a n d  g l u c o s e  a s  a  s e c o n d a r y  a n a l y s i s  ( n = 1 7 0 1 ,  2 1 9 3  o r  2 1 9 0  r e s p e c t i v e l y ) .  

F u r t h e r m o r e ,  t y p e  2  d i a b e t e s  ( T 2 D M ,  n = 3 4 2  o u t  o f  2 4 3 4 )  w a s  a n a l y z e d  a s  a n  o u t c o m e .  

F F A  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  s e v e r a l  S N P s  ol ATGL  ( p - v a l u e s  f r o m

0 . 0 1 5  t o  0 . 0 0 0 0 3 ) ,  c o n s i s t e n t  w i t h  a d d i t i v e  i n h e r i t a n c e .  T h e  p a t t e r n  w a s  s i m i l a r  w h e n  

c o n s i d e r i n g  t r i g l y c e r i d e  c o n c e n t r a t i o n s .  F u r t h e r m o r e ,  t w o  S N P s  s h o w e d  a s s o c i a t i o n s  w i t h  

g l u c o s e  l e v e l s  ( p < 0 . 0 0 0 0 1 )  a n d  r i s k  o f  T 2 D M  ( p < 0 . 0 5 ) .  H a p l o t y p e  a n a l y s i s  s u p p o r t e d  a n d  

e x t e n d e d  t h e  s h o w n  S N P  a s s o c i a t i o n  a n a l y s e s .

T h e s e  r e s u l t s  c o m p l e m e n t  p r e v i o u s  f i n d i n g s  o f  f u n c t i o n a l  s t u d i e s  in  m a m m a l s  a n d  e l u c i d a t e  

a  p o t e n t i a l  r o l e  ol ATGL  i n  p a t h w a y s  i n v o l v e d  in  c o m p o n e n t s  o f  t h e  m e t a b o l i c  s y n d r o m e .
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U n d e r s t a n d i n g  o f  p a t h o g e n e t i c  m e c h a n i s m s ,  i n c l u d i n g  t h e  g e n e t i c  c o m p o n e n t s  o f  t y p e  2  

d i a b e t e s  m e l l i t u s  ( T 2 D M ) ,  i s  a  m a j o r  c h a l l e n g e  f o r  r e s e a r c h .  H o w e v e r ,  f i n d i n g  g e n e s  f o r  a  

c o m p l e x  d i s e a s e  s u c h  a s  T 2 D M  i s  o f t e n  a n  e x t r e m e l y  d i f f i c u l t  a n d  l o n g - l a s t i n g  p r o c e s s .  O n e  

o f  t h e  r e a s o n s  m i g h t  b e  t h e  d i f f i c u l t y  in  p h e n o t y p i n g  d i s e a s e  e n d p o i n t s ,  t o  w h i c h  m a n y  

p a t h w a y s  c o n t r i b u t e  w i t h  c o m p l e t e l y  d i f f e r e n t  g e n e s  i n v o l v e d .  T h e  i n f l u e n c e  o f  o n e  g e n e  t o  

t h e  d i s e a s e  e n d p o i n t  c a n  t h e r e f o r e  b e  e x t r e m e l y  s m a l l .  H o w e v e r ,  f o r  p r e c i s e l y  m e a s u r a b l e  

i n t e r m e d i a t e  p h e n o t y p e s  in  t h e  d i s e a s e  p a t h w a y ,  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  a  s i n g l e  g e n e  c a n  b e  

s u b s t a n t i a l  a n d  s t u d y i n g  t h e i r  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  g e n e  m i g h t  b e  m o r e  f ru i t f u l  t h a n  

c o n c e n t r a t i n g  o n  p h e n o t y p e s  t o o  f a r  a w a y  f r o m  t h e  g e n e  p r o d u c t .  P l a s m a  l e v e l  o f  f r e e  f a t t y  

a c i d s  ( F F A s )  i s  s u c h  a n  i n t e r m e d i a t e  p h e n o t y p e  in  t h e  p a t h w a y  o f  T 2 D M .

F F A s  p l a y  a  m a j o r  r o l e  in  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  T 2 D M  w h i c h  i s  u n d e r l i n e d  b y  a  s t r o n g  l i n k  

b e t w e e n  i n c r e a s e d  p l a s m a  F F A s  a n d  i n s u l i n  r e s i s t a n c e  (1). F F A s  a r e  r e l e a s e d  f r o m  l ip id  

s t o r a g e s  in  f a s t i n g  o r  e n e r g y - d e m a n d i n g  s t a t e s  b y  l i p o l y t i c  e n z y m e s .  It w a s  b e l i e v e d  u n t i l  

r e c e n t l y  t h a t  t h e  h o r m o n e - s e n s i t i v e  l i p a s e  ( H S L )  i s  t h e  p r i m a r i l y  r e s p o n s i b l e  e n z y m e  f o r  t h e  

h y d r o l y s i s  o f  t r i a c y l g l y c e r o l s  a n d  d i a c y l g l y c e r o l s  w h i c h  r e l e a s e s  F F A s  ( 2 ) .  R e c e n t l y ,  o u r  

r e s e a r c h  c o n s o r t i u m  a n d  t w o  o t h e r  g r o u p s  i n d e p e n d e n t l y  i d e n t i f i e d  a  n e w  l i p a s e  c a l l e d  

a d i p o s e  t r i g l y c e r i d e  l i p a s e  (ATGL, a l t e r n a t i v e  n a m e s :  d e s n u t r i n ,  T T S 2 . 2 ,  i P L A 2 ^ ,  P N P L A 2 )  

(3-5). O v e r e x p r e s s i o n  o f  ATGL e n h a n c e d  t h e  l i p o l y s i s  in  a d i p o c y t e s  a n d  i n h i b i t i o n  d i d  t h e  

o p p o s i t e  (3). V i l l e n a  a n d  c o l l e a g u e s  o b s e r v e d  t h e  l e v e l  o f  m R N A  h i g h l y  u p r e g u l a t e d  in  

f a s t i n g  m i c e  a n d  r e d u c e d  a f t e r  r e f e e d i n g  (5). T h i s  l i p a s e  w a s  d e m o n s t r a t e d  t o  c a t a l y z e  t h e  

in i t i a l  s t e p  o f  t h e  b r e a k d o w n  o f  t r i a c y l g l y c e r o l  m o l e c u l e s  w i t h  h i g h  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  b y  

s e l e c t i v e l y  h y d r o l y z i n g  t h e  p r i m a r y  e s t e r  b o n d  in  a d i p o s e  t i s s u e  o f  m a m m a l s  (3). T h e  

h y d r o l y z i n g  o f  t h e  s e c o n d  e s t e r  b o n d  i s  t h e  d o m a i n  o f  H S L  ( 6 ) .  T h e r e f o r e ,  b o t h  e n z y m e s  

m i g h t  s u b s t a n t i a l l y  c o n t r i b u t e  t o  t h e  p o o l  o f  F F A s  (2).

T h e  p r e s e n t  s t u d y  t h u s  a i m e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  g e n e t i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  t h e  ATGL 

g e n e  s i g n i f i c a n t l y  i n f l u e n c e s  F F A  l e v e l s  in  h u m a n s .  It w a s  a  s e c o n d a r y  g o a l  t o  e l u c i d a t e  t h e  

i m p a c t  o f  t h i s  g e n e  o n  p a r a m e t e r s  r e l a t e d  t o  F F A  m e t a b o l i s m  s u c h  a s  t r i g l y c e r i d e  a n d  b l o o d  

g l u c o s e  l e v e l s  a s  w e l l  a s  T 2 D M .

R e s e a r c h  D e s i g n  a n d  M e t h o d s

T h e  s t u d y  i s  b a s e d  o n  2 4 3 4  i n d i v i d u a l s  o f  E u r o p e a n  a n c e s t r y  f r o m  U t a h ,  U S A ,  r e c r u i t e d  

e i t h e r  f o r  s e v e r e  o b e s i t y  ( B M I  b e t w e e n  3 5  a n d  9 0  k g / m 2, n = 1 1 0 1 ) ,  c o r o n a r y  a r t e r y  d i s e a s e
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( n = 4 6 9 )  o r  a s  g e n e r a l  p o p u l a t i o n  s a m p l e  f r o m  t h e  s a m e  e t h n i c i t y  ( n = 8 6 4 )  ( T a b l e  1 ) .  All 

s u b j e c t s  w e r e  in  a  f a s t i n g  s t a t e  a t  t h e  t i m e  o f  b l o o d  w i t h d r a w a l .  D e t a i l e d  i n f o r m a t i o n  o n  

t h e s e  g r o u p s ,  l a b o r a t o r y  p h e n o t y p i n g ,  s e q u e n c i n g ,  s i n g l e  n u c l e o t i d e  p o l y m o r p h i s m  ( S N P )  

s e l e c t i o n ,  g e n o t y p i n g  a n d  s t a t i s t i c a l  m e t h o d s  a r e  p r o v i d e d  in  t h e  O n l i n e  A p p e n d i x .

B r i e f l y ,  f r o m  s e q u e n c i n g  9 6  s u b j e c t s  a n d  d a t a  b a s e  i n f o r m a t i o n ,  1 2  p o l y m o r p h i s m s  w e r e  

s e l e c t e d  ( F i g u r e  1 a n d  S u p p l . T a b l e  4 ) ,  g e n o t y p e d  a n d  a n a l y z e d  in  t h e  fu l l  s a m p l e .  T h e  

p r i m a r y  a n a l y s i s  o f  t h e s e  S N P s  a n d  t h e i r  s t a t i s t i c a l l y  r e c o n s t r u c t e d  h a p l o t y p e s  w i t h  t h e  

o u t c o m e  F F A  a s  w e l l  a s  s e c o n d a r y  a n a l y s e s  w i t h  t r i g l y c e r i d e s  a n d  g l u c o s e  l e v e l s  w e r e  

p e r f o r m e d  v i a  l i n e a r  r e g r e s s i o n  a d j u s t i n g  f o r  a g e  a n d  s e x .  T h e s e  a n a l y s e s  w e r e  r e s t r i c t e d  

t o  s u b j e c t s  n o t  t a k i n g  a n y  a n t i - d i a b e t i c  m e d i c a t i o n .  T h e  a n a l o g o u s  a n a l y s i s  f o r  t h e  o u t c o m e  

T 2 D M  w a s  d o n e  b y  l o g i s t i c  r e g r e s s i o n .

R e s u l t s

G enetic  variations within the ATGL g en e

W e  r e s e q u e n c e d  t h e  e n t i r e  ATGL  g e n e  in  4 8  n o r m a l - w e i g h t  a n d  4 8  o b e s e  s u b j e c t s  

( F i g u r e  1 ;  f o r  P C R  r e a c t i o n s  a n d  p r i m e r s  s e e  S u p p l . T a b l e s  1 - 2 ) .  F r o m  t h e  S N P s  d e t e c t e d ,  

1 2  S N P s  w e r e  s e l e c t e d  m o s t l y  g u i d e d  b y  p o t e n t i a l  f u n c t i o n a l  c o n s i d e r a t i o n s .  S e l e c t i o n  

c r i t e r i a  b y  d e c r e a s i n g  p r i o r i t y  w e r e :  r e s u l t i n g  a m i n o  a c i d  e x c h a n g e  ( S N P s  4 , 7 , 1 0 ) ,  

i n s e r t i o n / d e l e t i o n  p o l y m o r p h i s m  ( S N P 1 1 ) ,  l o c a t i o n  a t  t h e  i n t r o n - e x o n  b o u n d a r y  ( S N P 6 ) ,  

l o c a t i o n  in  t h e  u n t r a n s l a t e d  3 ' U T R  r e g i o n  ( S N P 1 2 ) ,  d a t a b a s e  e n t r y  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  

p r o j e c t  ( J u l y  2 0 0 4 )  ( S N P 3 , 5 , 8 , 9 )  o r  b e i n g  a  t a g g i n g  S N P  ( S N P 1 , 2 )  ( f o r  m o r e  d e t a i l s ,  s e e  

O n l i n e  A p p e n d i x  a n d  S u p p l . T a b l e  3 ) .  T h e s e  1 2  p o l y m o r p h i s m s  ( S u p p l . T a b l e  4 )  w e r e  

g e n o t y p e d  in  t h e  e n t i r e  g r o u p  o f  2 4 3 4  i n d i v i d u a l s .  N o n e  o f  t h e  g e n o t y p e d  S N P s  v i o l a t e d  

H a r d y - W e i n b e r g  e q u i l i b r i u m .  O n e  v a r i a n t  ( S N P 4 )  w a s  a  v e r y  r a r e  m u t a t i o n  ( n = 1  w i t h  m i n o r  

a l l e l e )  a n d  t h u s  d i s c a r d e d  f r o m  a n a l y s i s .  T h e  g e n o t y p e  a n d  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  d i d  n o t  d i f f e r  

b e t w e e n  t h e  t h r e e  s u b g r o u p s  ( S u p p l . T a b l e  4 ) .

T h e  g e n e  s t r u c t u r e  o f  A T G L ,  t h e  f r e q u e n i e s  o f  t h e  m i n o r  a l l e l e s  f o r  e a c h  S N P  a s  w e l l  a s  

t h e  c o r r e l a t i o n  o f  a l l e l e s  b e t w e e n  v a r i o u s  S N P s  a r e  d e p i c t e d  in  F i g u r e  1 .  T h e r e  w e r e  t h r e e  

S N P s  w i t h o u t  n o t a b l e  c o r r e l a t i o n  t o  a n y  o t h e r  ( S N P 1 , 2 , 7 ;  r < 0 . 5 0 ) .  T h e  r a r e  p o l y m o r p h i s m s

5  a n d  9  w e r e  h i g h l y  c o r r e l a t e d  ( r = 0 . 9 5 ) .  S N P 3 , 6 , 8 , 1 0 , 1 1 , 1 2  s h o w e d  m o d e r a t e  t o  h i g h  

i n t e r S N P  c o r r e l a t i o n s  ( r > 0 . 6 0 )  w i t h  S N P 6  a n d  1 2  ( r = 0 . 9 4 )  a n d  S N P 3 , 8 , 1 0 , 1 1  ( r > 0 . 9 0 )  b e i n g
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p a r t i c u l a r l y  c l o s e .  L e w o n t i n ' s  D ’ w a s  h i g h  t h r o u g h o u t  t h e  g e n e  w i t h  D ’ a b o v e  0 . 9 0  f o r  a l l  

p a i r s  o f  c o n s e c u t i v e  S N P s .

Primary analysis: a ssocia tion  o f  A  TGL variations with p lasm a  free fa tty  acids

F i g u r e  2 a  s u m m a r i z e s  t h e  r e s u l t s  o f  o u r  p r i m a r y  a n a l y s i s  o f  t h e  S N P  a s s o c i a t i o n  w i t h  

F F A  c o n c e n t r a t i o n s .  All  p a r a m e t e r s  w e r e  t e s t e d  o n  t h e  l o g - s c a l e  t o  a s s u r e  n o r m a l l y  

d i s t r i b u t e d  r e s i d u a l s .  It c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  t w o  c o r r e l a t e d  S N P s ,  S N P 6  a n d  1 2 ,  a s  w e l l  a s  

S N P 3 ,  8 ,  1 0 ,  1 1  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  d e c r e a s e d  F F A  l e v e l s  s h o w i n g  a  c l e a r  

t r e n d  p e r  c o p y  o f  t h e  m i n o r  a l l e l e  ( p - v a l u e s  b e t w e e n  0 . 0 1 5  a n d  0 . 0 0 0 0 3  f o r  a n  a d d i t i v e  

i n h e r i t a n c e  m o d e l ) .  T h e  m o s t  p r o n o u n c e d  a s s o c i a t i o n  w a s  o b s e r v e d  f o r  S N P 1 2  w i t h  m e a n  

F F A  v a l u e s  ( r e - t r a n s f o r m e d  m e a n  c o m p u t e d  o n  t h e  l o g - s c a l e )  o f  2 5 7 ,  2 4 1  a n d  2 2 5  ( j m o l / l  

f o r  0 ,  1 a n d  2  m i n o r  a l l e l e  c o p i e s  ( p = 0 . 0 0 0 0 3 ) .  S N P 5  a n d  S N P 9  s h o w e d  a  t e n d e n c y  

t o w a r d s  s i g n i f i c a n c e  w i t h  h i g h e r  r a t h e r  t h a n  w i t h  l o w e r  F F A  l e v e l s .  C o n s i d e r i n g  t h a t  t h e  

m e a n  p l a s m a  v a l u e  o f  F F A s  i s  2 4 2  ( j m o l / l ,  t h e  c h a n g e s  in m e a n  l e v e l s  w e r e  a p p r o x i m a t e l y  

1 5 - 2 0 %  o f  t h e  m e a n ,  r a n g i n g  f r o m  - 3 0  ( j m o l / l  t o  + 5 0  ( j m o l / l .  T h e  m e a n s ± S E  l e v e l s  o f  F F A  

f o r  e a c h  g e n o t y p e  a r e  p r o v i d e d  in S u p p l . T a b l e  5 .  C o m p u t i n g  t h e  n u m b e r  o f  e f f e c t i v e  l o c i  a s  

9 . 1  b y  t h e  N y h o l t  a p p r o a c h  ( 7 )  y i e l d e d  a  s i g n i f i c a n c e  l e v e l  o f  0 . 0 0 6 ,  w h i c h  a c c o u n t s  f o r  t h e  

m u l t i p l e  t e s t i n g  o f  t h e  1 1  S N P s .  I n i t i a l  F F A  a n a l y s i s  i n c l u d i n g  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  g e n o t y p e s  

w i t h  t h e  t h r e e  s u b g r o u p s  s h o w e d  o v e r a l l  n o  e v i d e n c e  f o r  h e t e r o g e n e i t y .

S eco n d a ry  analysis: a ssocia tion  o f  ATGL variations with p lasm a  triglycerides, b lood  

g lu co se  and  type  2 d iabetes  m ellitus

T h e  p a t t e r n  w a s  t h e  s a m e  w h e n  a n a l y z i n g  t r i g l y c e r i d e  c o n c e n t r a t i o n s  in  o u r  s e c o n d a r y  

a n a l y s i s  ( F i g u r e  2 b  a n d  S u p p l . T a b l e  6 )  w i t h  p - v a l u e s  l e s s  p r o n o u n c e d  c o m p a r e d  t o  F F A  

l e v e l s  ( l o w e s t  p - v a l u e = 0 . 0 1  f o r  S N P 1 1 ) .  N o  e v i d e n c e  f o r  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  t r i g l y c e r i d e  

e s t i m a t e s  in  t h e  t h r e e  s u b g r o u p s  w a s  o b s e r v e d .  S p e a r m a n  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  b e t w e e n  

F F A s  a n d  t r i g l y c e r i d e s  w a s  0 . 2 9 ;  b e t w e e n  F F A s  a n d  g l u c o s e  it w a s  0 . 1 7 .  W e  h a v e  n o t  

f o u n d  a n y  s i g n i f i c a n t  a s s o c i a t i o n  o f  a n y  o f  t h e  S N P s  w i t h  B M I .

T h e r e  w a s  a  h i g h l y  s i g n i f i c a n t  a s s o c i a t i o n  w i t h  a  s u b s t a n t i a l  i n c r e a s e  in  f a s t i n g  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 0  a n d  1 6  m g / d l  in  m i n o r  a l l e l e  c a r r i e r s  o f  S N P 5  a n d  S N P 9 ,  r e s p e c t i v e l y ,  

c o m p a r e d  t o  t h e  w i l d t y p e  ( p < 0 . 0 0 0 0 1  f o r  b o t h  S N P s )  ( F i g u r e  2 c ,  T a b l e  1 a n d  S u p p l . T a b l e  

7 ) .  T h i s  a s s o c i a t i o n  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  c h a n g e  in  F F A  f o r  t h e s e  t w o  

S N P s .  N o n e  o f  t h e  o t h e r  S N P s  r e v e a l e d  a n  a s s o c i a t i o n  w i t h  g l u c o s e  l e v e l s .  C o n s i s t e n t l y ,
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t h e s e  t w o  S N P s  s h o w e d  a n  a s s o c i a t i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e d  r i s k  f o r  T 2 D M  w i t h  a n  O R  o f  2 . 6 5  

a n d  2 . 4 7 ,  r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  2 ) .  It c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  T 2 D M  O R s  p o i n t e d  i n t o  t h e  s a m e  

d i r e c t i o n  f o r  t h e  t h r e e  s u b g r o u p s  a s  w e l l  a s  f o r  m e n  o r  w o m e n  s e p a r a t e l y .  A l s o  t h e  c h a n g e  

in  m e a n  g l u c o s e  l e v e l s  i n c r e a s e d  in  a l l  s u b g r o u p s .  S e v e r a l  s e n s i t i v i t y  a n a l y s e s  w e r e  

p e r f o r m e d  s h o w i n g  n o  e f f e c t  f r o m  a d d i t i o n a l  a d j u s t m e n t  f o r  B M I  n o r  f o r  t h e  s u b g r o u p s ,  n o r  

d i d  r e s t r i c t i o n  o f  t h e  q u a n t i t a t i v e  o u t c o m e  a n a l y s i s  t o  n o n - d i a b e t i c  s u b j e c t s  a l t e r  t h e  r e s u l t s  

m a r k e d l y  ( f o r  d e t a i l s  s e e  O n l i n e  A p p e n d i x  a n d  S u p p l . T a b l e s  5 - 7 ) .

H aplotype ana lysis

H a p l o t y p e  a n a l y s i s  p r o v i d e d  c o n s i s t e n t  f i n d i n g s .  W e  s t a t i s t i c a l l y  r e c o n s t r u c t e d  

h a p l o t y p e s  b a s e d  o n  t h e  2 2 2 8  s u b j e c t s  w i t h  a l l  11  S N P s  s u c c e s s f u l l y  t y p e d .  W e  i d e n t i f i e d  

t h r e e  c o m m o n  h a p l o t y p e s  ( 5 1 % ,  2 2 %  a n d  1 3 % )  a n d  s i x  r a r e r  h a p l o t y p e s  ( 0 . 5 - 5 % ) ,  w h i c h  

t o g e t h e r  c o n s t i t u t e d  a l m o s t  t h e  w h o l e  s p e c t r u m  o f  h a p l o t y p e  d i v e r s i t y  ( 9 7 . 2 % )  in  t h e  ATGL 

g e n e  ( S u p p l . T a b l e  8 ) .  H a p l o t y p e  r e c o n s t r u c t i o n  e r r o r  w a s  n e g l i g i b l e  a s  t h e  p e r c e n t a g e  o f  

u n a m b i g u o u s l y  d e f i n e d  h a p l o t y p e s  w a s  9 9 % .  S u b j e c t s  w i t h  o n e  o r  t w o  h a p l o t y p e s  o t h e r  

t h a n  r e f e r e n c e  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  F F A  l e v e l s  ( 2 5 7 ,  2 4 4 ,  2 2 3  p m o l / l ,  p < 0 . 0 0 0 1  

a s s u m i n g  a  t r e n d  f o r  i n c r e a s i n g  n u m b e r  o f  h a p l o t y p e s  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  r e f e r e n c e )  w h e n  

c o m p a r e d  t o  t h e  g r o u p  o f  s u b j e c t s  w i t h  t w o  c o p i e s  o f  t h e  r e f e r e n c e  h a p l o t y p e .  T h e  r e s u l t s  o f  

t e s t i n g  F F A  l e v e l s  f o r  s u b j e c t s  w i t h  a  c e r t a i n  h a p l o t y p e  a g a i n s t  t h e  s u b j e c t s  c a r r y i n g  t w o  

c o p i e s  o f  r e f e r e n c e  a r e  s u m m a r i z e d  in  S u p p l . T a b l e  8 .  It c a n  b e  s e e n  t h a t  o n l y  t h e  h a p l o t y p e  

H 6  c o n t a i n i n g  t h e  m i n o r  a l l e l e  o f  S N P 5  a n d  S N P 9  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  

F F A s ,  w h e r e a s  a l l  o t h e r s  w e r e  a s s o c i a t e d  w i t h  d e c r e a s e d  l e v e l s .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  F F A  

a s s o c i a t i o n s  o f  t h e  h a p l o t y p e s  H 2 ,  H 8  a n d  H 9 ,  w h i c h  c a r r y  a  m i n o r  a l l e l e  o f  e i t h e r  o f  t h e  t w o  

S N P s  i n v o l v i n g  a n  a m i n o  a c i d  e x c h a n g e  ( S N P 7 = N 2 5 2 K  a n d  S N P 1 0 = P 4 8 1 L ) ,  w e r e  a m o n g  

t h e  m o s t  c o n v i n c i n g .  O v e r a l l ,  t h e  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  f o r  4  o f  t h e  9  h a p l o t y p e s  i n d i c a t e d  a  

g o o d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  F F A  l e v e l s  b y  t h e  ATGL  h a p l o t y p e s .  T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

h a p l o t y p e s  c a n  b e  v i e w e d  in  a  m i n i m a l  s p a n n i n g  n e t  ( S u p p l . F i g u r e  1 ) .  C o n s i s t e n t  w i t h  t h e  

a s s o c i a t i o n s  o f  t h e  r a r e  a l l e l e s  in  S N P 5  a n d  S N P 9  w i t h  b l o o d  g l u c o s e  l e v e l s ,  w e  o b s e r v e d  a  

p r o n o u n c e d  i n c r e a s e  o f  b l o o d  g l u c o s e  l e v e l s  o f  1 4  m g / d l  ( p < 0 . 0 0 0 1 )  f o r  c a r r i e r s  o f  

h a p l o t y p e  H 6 ,  t h e  o n l y  h a p l o t y p e  c o n t a i n i n g  t h e  r a r e  a l l e l e s  o f  S N P 5  a n d  S N P 9 .
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D i s c u s s i o n

O u r  s t u d y  i s  t h e  f i r s t  d e s c r i b i n g  p o l y m o r p h i s m s  o f  t h e  ATGL  g e n e  in  h u m a n s  a n d  a  c l e a r  

a s s o c i a t i o n  o n  c l o s e l y  r e l a t e d  i n t e r m e d i a t e  p h e n o t y p e s  s u c h  a s  F F A  a n d  t r i g l y c e r i d e  

c o n c e n t r a t i o n s .  W e  e v e n  o b s e r v e d  a n  a s s o c i a t i o n  o f  t w o  r a r e  p o l y m o r p h i s m s  o f  t h e  ATGL 

g e n e  w i t h  g l u c o s e  l e v e l s  a n d  T 2 D M  w h i c h  a l t o g e t h e r  s u g g e s t s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  o f  t h i s  

g e n e  in  t h e  p a t h w a y s  o f  t h e  m e t a b o l i c  s y n d r o m e .

T h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  ATGL  a s  t h e  k e y  e n z y m e  f o r  t h e  b r e a k d o w n  o f  t r i a c y l g l y c e r o l  

m o l e c u l e s  in a d i p o s e  t i s s u e  o f  m a m m a l s  b y  s e l e c t i v e l y  h y d r o l y z i n g  t h e  p r i m a r y  e s t e r  b o n d  

( 3 )  s e e m s  t o  b e  o n e  o f  t h e  k e y s  f o r  a  m o r e  d e t a i l e d  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  F F A  m e t a b o l i s m .  

S e v e r a l  f u n c t i o n a l  o b s e r v a t i o n s  u n d e r s c o r e  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h i s  e n z y m e :  o v e r e x p r e s s i o n  

o f  ATGL  e n h a n c e s  l i p o l y s i s  in  3 T 3 - L 1  a d i p o c y t e s  w h i c h  c a n  b e  i n h i b i t e d  b y  a n t i s e n s e  

t e c h n o l o g i e s  a g a i n s t  ATGL  ( 3 ) ;  p r o n o u n c e d  u p r e g u l a t i o n  o f  ATGL  in f a s t i n g  m i c e  a n d  a  

d o w n r e g u l a t i o n  a f t e r  r e f e e d i n g  ( 5 ; 8 ) ;  r e d u c t i o n  o f  m R N A  in  a d i p o s e  t i s s u e  o f  g e n e t i c a l l y  

o b e s e  m i c e  ( 5 ) ;  ATGL  a l s o  f u n c t i o n s  in n o n - a d i p o c y t e  c e l l s  h a v i n g  a n  i m p o r t a n t  r o l e  in l ip id  

d r o p l e t  t u r n o v e r  in  t h e s e  c e l l s  ( 9 ) .  A n  h o m o l o g u e  w i t h  s i m i l a r  f u n c t i o n s  w a s  e v e n  f o u n d  in 

D r o s o p h i l a  ( 1 0 ) .

T h e s e  p r o m i s i n g  f u n c t i o n a l  s t u d i e s  g u i d e d  u s  t o  s e a r c h  f o r  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  

p o l y m o r p h i s m s  w i t h i n  t h e  ATGL g e n e  a n d  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t h e s e  g e n e t i c  v a r i a t i o n s  

h a d  a n  i n f l u e n c e  o n  t h e  n e t w o r k  o f  c l o s e l y  r e l a t e d  i n t e r m e d i a t e  p h e n o t y p e s .  P l a s m a  l e v e l s  

o f  F F A  w e r e  o n e  o f  t h e  e x p e c t e d  i n t e r m e d i a t e  p h e n o t y p e s  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  ATGL 

v a r i a t i o n .  H o w e v e r ,  it h a s  t o  b e  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  p o o l  o f  F F A  i s  s u p p l i e d  n o t  o n l y  f r o m  t h e  

h y d r o l y s i s  o f  F F A  f r o m  t r i a c y l g l y c e r o l  b y  ATGL  b u t  a l s o  f r o m  h y d r o l y s i s  o f  d i a c y l g l y c e r o l s  b y  

H S L  a n d  m o n o a c y l g y c e r o l s  b y  m o n o g l y c e r i d e  l i p a s e .  N e v e r t h e l e s s ,  w e  f o u n d  a  s t r o n g  

a s s o c i a t i o n  o f  p o l y m o r p h i s m s  w i t h i n  t h e  ATGL  g e n e  a n d  F F A  l e v e l s  w h i c h  u n d e r s c o r e s  t h e  

r a t e - l i m i t i n g  f u n c t i o n  o f  t h i s  g e n e  in  t h a t  p a t h w a y .  A  w e a k e r  b u t  s t i l l  d e t e c t a b l e  a s s o c i a t i o n  

o f  t h e  ATGL  g e n e  w a s  o b s e r v e d  w i t h  t h e  m o r e  d o w n s t r e a m - l o c a t e d  i n t e r m e d i a t e  p h e n o t y p e  

o f  t r i g l y c e r i d e s .  T h i s  i s  in  l i n e  w i t h  t h e  p h y s i o l o g i c a l  o b s e r v a t i o n  t h a t  o n l y  a  l i m i t e d  a m o u n t  

o f  F F A s  i s  o x i d i z e d  in  t h e  l i v e r  a n d  t h e  m a j o r i t y  i s  r e e s t e r i f i e d  t o  t r i g l y c e r i d e s ,  w h i c h  a r e  

a g a i n  t r a n s p o r t e d  t o  a d i p o s e  t i s s u e  f o r  s t o r a g e  ( 1 1 ) .  In  a d d i t i o n  t o  t r i g l y c e r i d e s  b e i n g  

d e r i v e d  f r o m  n u t r i t i o n a l  i n t a k e ,  t h i s  p r o c e s s  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  c i r c u l a t i n g  t r i g l y c e r i d e  p l a s m a  

c o n c e n t r a t i o n s .  F r o m  t h e  p h y s i o l o g y  o f  t h i s  p a t h w a y  a n d  f r o m  o u r  d a t a ,  t r i g l y c e r i d e s  t h u s  

a p p e a r  t o  h a v e  a  l a r g e r  d i s t a n c e  f r o m  t h e  ATGL  g e n e  t h a n  F F A s  in  t h a t  p a t h w a y .
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It i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e  F F A  a s s o c i a t i o n s  o f  t h e  m i n o r  a l l e l e s  o f  t h e  t w o  h i g h l y  c o r r e l a t e d  

S N P 5  a n d  S N P 9  p o i n t  i n t o  t h e  o p p o s i t e  d i r e c t i o n  a s  t h e  o t h e r  S N P s  ( F i g u r e  2 ) .  T h e s e  t w o  

S N P s  f u r t h e r  d i f f e r  f r o m  m o s t  o t h e r s  b y  t h e i r  r a r e  f r e q u e n c y .  A n d  t h e y  s h o w e d  a  v e r y  s t r o n g  

a s s o c i a t i o n  w i t h  f a s t i n g  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  in  c a r r i e r s  o f  t h e  m i n o r  a l l e l e  c o m p a r e d  t o  

t h e  w i l d t y p e  ( p < 0 . 0 0 0 0 1  f o r  b o t h  S N P s ) .  T h i s  a s s o c i a t i o n  w a s  s o  s t r o n g  t h a t  it r e s u l t e d  in  a  

2 . 6 5 - f o l d  i n c r e a s e d  o d d s  o f  T 2 D M .  T h i s  f i n d i n g  w a s  s t r e n g t h e n e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  t h e  T 2 D M  

r i s k  e s t i m a t e s  p o i n t e d  i n t o  t h e  s a m e  d i r e c t i o n  in  a l l  a n a l y z e d  s u b g r o u p s .  In  t h e  l i g h t  o f  t h e  

v a r i o u s  p a t h w a y s  l e a d i n g  t o  T 2 D M  a n d  t h e  n u m e r o u s  g e n e s  i n v o l v e d  in  t h e s e  p a t h w a y s ,  it 

i s  n o t e w o r t h y  t h a t  t h e s e  t w o  ATGL  v a r i a n t s  a f f e c t i n g  0 . 5 %  o f  t h e  s t u d i e d  p o p u l a t i o n  a n d  

a c c o u n t i n g  f o r  a l m o s t  1 %  o f  T 2 D M  c a s e s  ( p o p u l a t i o n  a t t r i b u t a b l e  r i s k )  s e e m  t o  p l a y  a n  

i m p o r t a n t  r o l e .  O u r  f i n d i n g s  a r e  in  l i n e  w i t h  o b s e r v a t i o n s  t h a t  F F A s  i n d u c e  h e p a t i c  i n s u l i n  

r e s i s t a n c e  a n d  i n c r e a s e  g l u c o n e o g e n e s i s ,  w h i c h  r e s u l t s  in  a n  i n c r e a s e d  h e p a t i c  g l u c o s e  

p r o d u c t i o n  in  c a s e  o f  a  d e f e c t i v e  h e p a t i c  a u t o r e g u l a t i o n  a s  s e e n  in  d i a b e t o g e n i c  c o n d i t i o n s  

(12).

Lim itations o f  the s tu d y

It m i g h t  b e  a  l i m i t a t i o n  t h a t  t h e  e n t i r e  s a m p l e  i s  a  p o o l e d  s a m p l e  o f  t h r e e  s u b g r o u p s .  

T h i s  w a s  d o n e  t o  i n c r e a s e  t h e  s a m p l e  s i z e  b u t  a l s o  t o  e x t e n d  t h e  r a n g e  o f  t h e  q u a n t i t a t i v e  

p h e n o t y p e s  f r o m  h e a l t h y  t o  s e v e r e l y  o b e s e  s u b j e c t s  a n d  t o  a  g r o u p  o f  p a t i e n t s  k n o w n  t o  

h a v e  a  w i d e  r a n g e  o f  t h e  m e t a b o l i c  p a r a m e t e r s  ( C A D ) .  T h e  d e s i g n  w a s  a c c o u n t e d  f o r  in  t h e  

in i t i a l  a n a l y s i s  i n c l u d i n g  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  S N P  a n d  s u b g r o u p  t o  t e s t  h e t e r o g e n e i t y ,  b y  

s u b g r o u p  a n a l y s e s  a n d  b y  p r o v i d i n g  p o o l e d  e s t i m a t e s  if n e c e s s a r y .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  a l l e l e  

f r e q u e n c i e s  o f  t h e  i n v e s t i g a t e d  S N P s  f o r  t h e  t h r e e  g r o u p s  w e r e  v e r y  s i m i l a r  a n d  t h e r e  w a s  

t h u s  n o  m a j o r  e f f e c t  f r o m  a d j u s t i n g  f o r  t h e  s u b g r o u p .  F o r  d e t a i l s ,  s e e  T a b l e  2  a n d  O n l i n e  

A p p e n d i x .

It m u s t  b e  c o n s i d e r e d  a  l i m i t a t i o n  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  s u b j e c t s  o n  w h i c h  t h e  a s s o c i a t i o n  

o f  T 2 D M  w i t h  t h e  r a r e  p o l y m o r p h i s m s  i s  b a s e d  i s  r a t h e r  s m a l l  ( n = 2 7  a n d  3 9  w i t h  t h e  m i n o r  

a l l e l e s  o f  S N P 5  a n d  S N P 9 ,  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e r e f o r e ,  m o r e  s t u d i e s  in  t h e  f u t u r e  w il l  h a v e  t o  

e l u c i d a t e  t h e  r o l e  o f  t h e  ATGL  in  T 2 D M .  H o w e v e r ,  o u r  f i n d i n g s  w e r e  c o n s i s t e n t  in  a l l  

a n a l y z e d  s u b g r o u p s  a n d  b o t h  g e n d e r s .  T h i s  i s  m o r e  t h a n  w o u l d  b e  e x p e c t e d  f r o m  a  p u r e l y  

r a n d o m  s i g n a l .

F i n a l l y ,  it i s  a  w e l l  k n o w n  l i m i t a t i o n  o f  a l l  a s s o c i a t i o n  a n a l y s e s  t h a t  t h e  f u n c t i o n a l  S N P s  

c a n n o t  b e  p i n p o i n t e d ,  w h i c h  o n l y  f u n c t i o n a l  s t u d i e s  c a n  p r o v i d e .  S t i l l ,  t h e  a s s o c i a t i o n
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s i g n a l s  m a y  p r o v i d e  s o m e  i n d i c a t i o n  a n d  g u i d e  f u t u r e  f u n c t i o n a l  s t u d i e s .  A n o t h e r  l i m i t a t i o n  

o f  a s s o c i a t i o n  s t u d i e s  i s  t h e  p o s s i b l e  o c c u r r e n c e  o f  f a l s e  p o s i t i v e  f i n d i n g s .  H o w e v e r ,  t h e  

r e l i a b i l i t y  in  o u r  f i n d i n g s  i s  u n d e r s c o r e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  d i f f e r e n t  p h e n o t y p e s  w i t h i n  t h e  s a m e  

p a t h w a y  -  F F A ,  t r i g l y c e r i d e s ,  a n d  g l u c o s e  l e v e l s  -  s h o w e d  a s s o c i a t i o n s  in  t h e  s a m e  

d i r e c t i o n  d e s p i t e  a  r a t h e r  l o w  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e s e  p h e n o t y p e s .

C onclusions

O u r  r e s u l t s  s h o w  a n  i n f l u e n c e  o f  g e n e t i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  t h e  h u m a n  ATGL  g e n e  o n  

f a s t i n g  F F A  a n d  g l u c o s e  l e v e l s  a s  w e l l  a s  T 2 D M  r i s k .  L e s s  p r o n o u n c e d  a s s o c i a t i o n s  w e r e  

d e t e c t e d  w i t h  t r i g l y c e r i d e  l e v e l s .  T h e s e  r e s u l t s  c o m p l e m e n t  p r e v i o u s  f i n d i n g s  o f  f u n c t i o n a l  

s t u d i e s  in  m a m m a l s  a n d  e l u c i d a t e  a  p o t e n t i a l  r o l e  o f  t h e  ATGL  g e n e  in  p a t h w a y s  i n v o l v e d  in 

c o m p o n e n t s  o f  t h e  m e t a b o l i c  s y n d r o m e  u n d e r s c o r i n g  t h e  a t t r a c t i v e  v a l u e  o f  ATGL a s  n e w  

d r u g  t a r g e t .

A c k n o w l e d g e m e n t s

W e  t h a n k  t h e  f o l l o w i n g  p e r s o n s  f o r  t h e  c o n t i n u o u s  s u p p o r t  t h r o u g h o u t  t h e  p r o j e c t :  G u i d o  

F i s c h e r  a n d  R i c h a r d  G r e s s  ( IT  a n d  d a t a  m a n a g e m e n t ) ;  M i c h a e l  H a n  a n d  M i c h a e l  P u t z  ( IT ,  

L i n u x  a n a l y s i s  s o f t w a r e ) ;  N a d j a  B a u m g a r t n e r ,  A r s i n  S a b u n c h i ,  A n k e  L a m m l e ,  K l a r a  F i z z i  

( l a b o r a t o r y  a s s i s t a n c e ) .

P a r t s  o f  t h i s  w o r k  w e r e  s u p p o r t e d  b y  t h e  " G e n o m i c s  o f  L i p i d - a s s o c i a t e d  D i s o r d e r s  -  

G O L D "  o f  t h e  " A u s t r i a n  G e n o m e  R e s e a r c h  P r o g r a m m e  G E N - A U "  a n d  t h e  G e r m a n  M i n i s t r y  

o f  E d u c a t i o n  a n d  R e s e a r c h  ( B M B F )  /  N a t i o n a l  G e n o m e  R e s e a r c h  N e t w o r k  ( N G F N )  a n d  t h e  

D e u t s c h e  F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a f t  ( S F B  3 8 6  a n d  W i 6 2 1 / 1 2 - 1 ) .  It w a s  a l s o  s u p p o r t e d  b y  

N I H  g r a n t s  D K 5 5 0 0 6  a n d  H L 2 1 0 8 8  a n d  a  P u b l i c  H e a l t h  S e r v i c e  r e s e a r c h  g r a n t  M 0 1 -  

R R 0 0 0 6 4  f r o m  t h e  N a t i o n a l  C e n t e r  f o r  R e s e a r c h  R e s o u r c e s .
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T a b l e  1 :  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  2 4 3 4  p a r t i c i p a n t s  f r o m  t h e  t h r e e  r e c r u i t e d  g r o u p s  o f  

s u b j e c t s .  V a l u e s  a r e  g i v e n  a s  p e r c e n t a g e  o r  m e a n  ±  S D .

S e v e r e  

o b e s i t y  

( n = 1 1 0 1 )

C o r o n a r y  

a r t e r y  d i s e a s e  

( n = 4 6 9 )

G e n e r a l

p o p u l a t i o n

( n = 8 6 4 )

F e m a l e s  ( % ) 8 2 % 2 4 % 5 2 %

A g e  <  3 0  y r s  ( % ) 1 3 % 0 % 0 %

3 0 - 4 0  ( % ) 2 2 % 2 % 3 %

4 0 - 5 0  ( % ) 3 0 % 2 1 % 3 8 %

5 0 - 6 0  ( % ) 2 7 % 5 2 % 3 4 %

6 0 +  ( % ) 8 % 2 5 % 2 4 %

B M I  ( k g / m 2) 4 5 . 8 + 7 . 6 2 8 . 2 + 5 . 0 2 7 . 6 + 4 . 9

C a r d i o v a s c u l a r  e v e n t  ( % ) 1 . 8 % 1 0 0 % 2 . 1 %

T y p e  2  d i a b e t e s ,  ( % ) 2 0 . 1 % 1 9 . 0 % 7 . 3 %

a n a l y z e d  in 2 4 3 4  s u b j e c t s  * n = 1 1 0 1 n = 4 6 9 n = 8 6 4

F a s t i n g  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( m g / d L )  f 2 7 2 + 1 0 2 3 0 1 + 1 8 1 2 4 4 + 1 2 8

a n a l y z e d  in 1 7 0 1  s u b j e c t s  * n = 8 9 8 n = 2 3 2 n = 5 7 1

F a s t i n g  t r i g l y c e r i d e s  ( m g / d L ) 1 7 8 . 5 + 9 2 . 5 2 0 6 . 5 + 1 3 3 . 5 1 5 3 . 1 + 9 9 . 4

a n a l y z e d  in 2 1 9 3  s u b j e c t s  * n = 9 1 2 n = 4 4 9 n = 8 3 2

F a s t i n g  g l u c o s e  ( m g / d L ) 9 6 . 1 + 2 2 . 7 9 6 . 3 + 3 8 . 7 8 8 . 9 + 1 3 . 8

a n a l y z e d  in 2 1 9 0  s u b j e c t s  * n = 9 1 3 n  = 4 4 6 n = 8 3 1

* n indicates the number of subjects included in the SNP analysis. Inclusion criteria 
were that age, sex and phenotype was available, that more than six SNPs were 
successfully genotyped, and - additionally for free fatty acids, triglycerides, glucose - 
that no anti-diabetic medications were taken.

f Plasma free fatty acids were only measured in 1922 out of 2434 subjects with 
stored plasma samples available.
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F i g u r e  1 .  G e n e t i c  s t r u c t u r e  o f  t h e  ATGL g e n e  i n c l u d i n g  t h e  g e n o t y p e d  p o l y m o r p h i s m .  T h e  t o p  

i s  a  s c h e m a t i c  o f  t h e  ATGL g e n e  w i t h  t h e  s e q u e n c e d  r e g i o n  ( s h o w n  a s  t h i c k  l i n e  w i t h  t w o  g a p s )  

a s  w e l l  a s  t h e  S N P  l o c a t i o n s .  T h e  S N P s  a r e  p r o v i d e d  w i t h  p o s i t i o n  n a m e s  a s  w e l l  a s  r e ­

n u m b e r s .  S N P s  m a r k e d  w i t h  a n  a s t e r i s k  a r e  c a u s i n g  a  n o n - s y n o n y m o u s  a m i n o  a c i d  e x c h a n g e ;  

S N P 4 = L 2 1 9 F ,  S N P 7 = N 2 5 2 K ,  S N P 1 0 = P 4 8 1 L .  M A F  m e a n s  t h e  m i n o r  a l l e l e  f r e q u e n c y  f o r  e a c h  

S N P .  T h e  s h a d e  o f  t h e  d i a m o n d s  in  t h e  l o w e r  p a r t  o f  t h e  f i g u r e  r e p r e s e n t s  t h e  p a i r - w i s e  r2 

b e t w e e n  t h e  t w o  S N P s  d e f i n e d  b y  t h e  t o p  l e f t  a n d  t h e  t o p  r i g h t  s i d e s  o f  t h e  d i a m o n d .  S h a d i n g  

r e p r e s e n t s  m a g n i t u d e  a n d  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  p a i r - w i s e  r2, w i t h  b l a c k  r e f l e c t i n g  h i g h  r2 ( > 0 . 8 ) ,  

d a r k  g r a y  i n d i c a t i n g  r2 b e t w e e n  0 . 8 - 0 . 6 ,  m o d e r a t e  g r a y  a n  r2 b e t w e e n  0 . 6 - 0 . 4 ,  l i g h t  g r a y  a n  r2 

b e t w e e n  0 . 4 - 0 . 2 ,  a n d  w h i t e  r e f l e c t i n g  l o w  r2 ( < 0 . 2 ) .

F i g u r e  2 .  ( a )  P r i m a r y  a n a l y s i s ;  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  11  a n a l y z e d  p o l y m o r p h i s m s  o f  t h e  ATGL 

g e n e  i n d i c a t i n g  m e a n  c h a n g e s  in  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( F F A s )  f o r  s u b j e c t s  

w i t h  o n e  ( l i g h t  c o l o r e d  b a r s )  o r  t w o  c o p i e s  ( d a r k  c o l o r e d  b a r s )  o f  t h e  m i n o r  a l l e l e  c o m p a r e d  t o  

s u b j e c t s  w i t h  t h e  w i l d t y p e  ( S N P  4  d i s c a r d e d  a s  o b s e r v e d  o n l y  in o n e  i n d i v i d u a l ) .  R e s u l t s  a r e  

d e r i v e d  f r o m  a  l i n e a r  r e g r e s s i o n  m o d e l  a d j u s t i n g  f o r  a g e  a n d  s e x  a n d  a  l o g - t r a n s f o r m e d  

o u t c o m e .  A s s u m i n g  a n  a d d i t i v e  i n h e r i t a n c e  t h e  s t a r s  m a r k  t h e  S N P s ,  f o r  w h i c h  t h e  m e a n  

c o n c e n t r a t i o n  c h a n g e s  c o m p a r e d  t o  t h e  w i l d t y p e  a r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  z e r o  

t o  t h e  0 . 0 5  l e v e l  (*)  o r  t o  a  l e v e l  o f  0 . 0 0 6  c o r r e c t e d  f o r  9 . 1  e f f e c t i v e  l o c i  (**). ( b )  a n d  ( c )  

S e c o n d a r y  a n a l y s e s ;  s a m e  a s  ( a )  f o r  t r i g l y c e r i d e  a n d  g l u c o s e  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n s ,  

r e s p e c t i v e l y ,  ( d )  S u m m a r y  o f  p - v a l u e s  t e s t i n g  t h e  a s s o c i a t i o n  w i t h  a n d  w i t h o u t  a s s u m i n g  a n  

a d d i t i v e  i n h e r i t a n c e  m o d e l  ( i . e .  w i t h  p - v a l u e s  a s s u m i n g  a  t r e n d  p e r  c o p y  o f  t h e  m i n o r  a l l e l e  o r  

o v e r a l l  p - v a l u e s ) .  T h e  m e a n s ± S E  o f  e a c h  o f  t h e  t h r e e  t r a i t s  f o r  t h e  g e n o t y p e s  o f  e a c h  S N P  a r e  

p r o v i d e d  in t h e  S u p p l . T a b l e s  5 - 7 .

F i g u r e  l e g e n d s
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Online Appendix (Supplementary Material) to:

T h e  A TG L  g e n e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  f r e e  f a t t y  a c i d s ,  t r i g l y c e r i d e s  

a n d  t y p e  2  d i a b e t e s

by Veit Schoenborn 1‘, Iris M. Heid 2‘, Caren Vollmert 2‘, Arno Lingenhel1,

Ted D. Adams 3, Paul N. Hopkins 3, Thomas lllig 2, Robert Zimmermann 4,

Rudolf Zechner4, Steven C. Hunt3, Florian Kronenberg 1

* authors contributed equally

M a t e r i a l  a n d  M e t h o d s

S tu d y  p o p u la tio n

T h e  e n t i r e  a n a l y z e d  s t u d y  p o p u l a t i o n  ( n = 2 4 3 4 )  c o n s i s t e d  o f  t h r e e  g r o u p s  o f  s u b j e c t s  o f  

E u r o p e a n  a n c e s t r y  r e c r u i t e d  in  t h e  s a m e  g e o g r a p h i c a l  r e g i o n  o f  U t a h .  T h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  

t h e s e  s u b j e c t s  a r e  d e s c r i b e d  in  T a b l e  1 o f  t h e  m a i n  d o c u m e n t .

F i r s t ,  1 1 0 1  s u b j e c t s  w i t h  s e v e r e  o b e s i t y  ( B M I  > 3 5  k g / m 2) w e r e  s t u d i e d  w h o  w e r e  e i t h e r  

s e e k i n g  g a s t r i c  b y p a s s  s u r g e r y  o r  w e r e  r a n d o m l y  c h o s e n  f r o m  a  p o p u l a t i o n - b a s e d  s a m p l e  o f  

s e v e r e l y  o b e s e  p a r t i c i p a n t s  n o t  s e e k i n g  g a s t r i c  b y p a s s  s u r g e r y .  T h e  e x a m i n a t i o n  o f  p a t i e n t s  

u n d e r g o i n g  g a s t r i c  b y p a s s  s u r g e r y  w a s  d o n e  p r i o r  t o  t h e  i n t e r v e n t i o n .

S e c o n d ,  4 6 9  p r e m a t u r e ,  f a m i l i a l  c o r o n a r y  a r t e r y  d i s e a s e  ( C A D )  c a s e s  w e r e  s t u d i e d  w h o  

h a d  s u r v i v e d  a  m y o c a r d i a l  i n f a r c t i o n ,  p e r c u t a n e o u s  t r a n s l u m i n a l  a n g i o p l a s t y ,  o r  c o r o n a r y  a r t e r y  

b y p a s s  g r a f t i n g  b e f o r e  a g e  5 5  f o r  m e n  o r  a g e  6 5  f o r  w o m e n .  T o  m i n i m i z e  a r t e f a e t u a l  e f f e c t s  o f  

t h e  a c u t e  c o r o n a r y  s y n d r o m e  o n  l ip id  o r  F F A  l e v e l s ,  p a t i e n t s  w e r e  s e e n  a t  l e a s t  6  m o n t h s  a f t e r  

t h e i r  a c u t e  e v e n t .  E a c h  o f  t h e  C A D  c a s e s  w a s  f r o m  a  f a m i l y  in  w h i c h  a t  l e a s t  o n e  a d d i t i o n a l  

f i r s t - d e g r e e  r e l a t i v e  h a d  e a r l y  C A D  b y  t h i s  d e f i n i t i o n .

T h i r d ,  t h e  g e n e r a l  p o p u l a t i o n  s a m p l e  c o n s i s t e d  o f  8 6 4  i n d i v i d u a l s  f r o m  t h e  s a m e  

g e o g r a p h i c a l  r e g i o n  a n d  f o u n d  t o  b e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  U t a h  p o p u l a t i o n  ( 1 ) .  T h e y  w e r e  

s e l e c t e d  f r o m  t w o  a l m o s t  e q u a l l y  s i z e d  s o u r c e s .  T h e  f i r s t  s o u r c e  c o n s i s t e d  o f  a  r a n d o m
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s a m p l i n g  o f  f a m i l y  m e m b e r s  p a r t i c i p a t i n g  in t h e  U t a h  H e a l t h  F a m i l y  T r e e  P r o g r a m  ( 2 ) .  B r i e f ly ,  

h i g h  s c h o o l  s t u d e n t s  in h e a l t h  c l a s s e s  t h r o u g h o u t  U t a h  c o l l e c t e d  h e a l t h  i n f o r m a t i o n  o n  f a m i l y  

m e m b e r s  w i t h  t h e  h e l p  o f  t h e i r  p a r e n t s .  T h e  d a t a  w e r e  c o m p u t e r i z e d  a n d  f e e d b a c k  p r o v i d e d  t o  

s t u d e n t s  a n d  t h e i r  f a m i l i e s  r e g a r d i n g  f a m i l i a l  d i s e a s e  t e n d e n c i e s .  P r i o r  s a m p l e s  i d e n t i f i e d  f r o m  

H e a l t h  F a m i l y  T r e e s  h a v e  b e e n  s t u d i e d  a n d  f o u n d  t o  b e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  U t a h  p o p u l a t i o n  

( 1 )  a n d  a r e  t h e r e f o r e  c o n s i d e r e d  a s  a  g e n e r a l  p o p u l a t i o n  s a m p l e .  T h e  s e c o n d  s o u r c e  w a s  

s p o u s e  p a i r s  p a r t i c i p a t i n g  in  a  s t u d y  o f  p s y c h o l o g i c a l  f a c t o r s  r e l a t e d  t o  C A D .  T h i s  g r o u p  w a s  

r e c r u i t e d  b y  a d v e r t i s i n g  in  n e w s p a p e r s ,  a t  c o n v e n t i o n s ,  a n d  f r o m  t h e  U n i v e r s i t y  o f  U t a h  

c o m m u n i t y .  All t h r e e  g r o u p s  o f  s u b j e c t s  w e r e  d e s c r i b e d  in d e t a i l  e l s e w h e r e  a s  p a r t  o f  r e c e n t  

s t u d i e s  ( 3 ; 4 ) .

P h e n o ty p in g

D i a b e t e s  w a s  c o n s i d e r e d  p r e s e n t  if a  p r i o r  p h y s i c i a n  d i a g n o s i s  h a d  b e e n  m a d e  o r  if t h e  

f a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e  u p o n  s c r e e n i n g  w a s  > 1 2 6  m g / d l  o r  w h e n  i n s u l i n  s e n s i t i z i n g  a g e n t s  o r  

d i a b e t e s  m e d i c a t i o n s  w e r e  t a k e n  b y  t h e  r e s p e c t i v e  i n d i v i d u a l .  B l o o d  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  

a f t e r  a n  o v e r n i g h t  f a s t i n g  p e r i o d .  S u b j e c t s  w e r e  o n l y  a l l o w e d  t o  d r i n k  w a t e r  f o r  1 2  h o u r s  p r i o r  t o  

t h e i r  c l i n i c  v i s i t .  P l a s m a  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( F F A s )  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  a n  e n z y m a t i c  c o l o r i m e t r i c  

a s s a y  f r o m  W a k o  ( R i c h m o n d ,  V A ) .  T r i g l y c e r i d e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  w i t h  a  R o c h e  

F A R A  II ( R o c h e  D i a g n o s t i c s ,  I n d i a n a p o l i s ,  I n d i a n a )  a u t o m a t e d  a n a l y z e r .

S e q u e n c in g

P o l y m o r p h i s m  d e t e c t i o n  in t h e  h u m a n  ATGL g e n e  w a s  d o n e  b y  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  

d e f i n e d  P C R  p r o d u c t s  in t h e  p r o m o t e r  r e g i o n  a n d  in  a l l  e x o n s  a n d  i n t r o n s  ( e x c e p t  3 6 8  b p  o f  

i n t r o n 1 / 2  a n d  4 4 0  b p  o f  i n t r o n  2 / 3 )  in 4 8  n o r m a l  w e i g h t  ( B M = 2 0 - 2 5  k g / m 2) a n d  4 8  o b e s e  

i n d i v i d u a l s  ( B M I = 3 5 - 9 0  k g / m 2). T h e  s e q u e n c e d  r e g i o n  i s  s h o w n  in F i g u r e  1 o f  t h e  m a i n  

d o c u m e n t .  T h i r t e e n  o v e r l a p p i n g  P C R  p r o d u c t s  c o v e r e d  t h e  p r o m o t e r  r e g i o n ,  a n d  t h e  w h o l e  

g e n e  f r o m  - 3 2 9 0  b p  u p  t o  5 6 4 2  b p  a c c o r d i n g  t o  N M  0 2 0 3 7 6  o f  t h e  E n s e m b l  d a t a b a s e .  All P C R  

a n d  s e q u e n c i n g  p r i m e r s  w e r e  d e s i g n e d  u s i n g  t h e  V e c t o r  N T I  s u i t e  9 . 0  [w w w . i n f o r m a x i n c . c o m ] 

( S u p p l e m e n t a r y  T a b l e s  1 a n d  2 ) .  C y c l e  s e q u e n c i n g  o f  t h e  p u r i f i e d  P C R  p r o d u c t s  w a s  

p e r f o r m e d  o n  t h e  A B I  p r i s m  3 7 3 0  a n d  A B I  p r i s m  3 1 3 0  G e n e t i c  A n a l y s e r  f o l l o w i n g  a  

s t a n d a r d i z e d  p r o t o c o l  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ,  F o s t e r  C i t y ,  C A ,  U S A ) .
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S u p p l e m e n t a r y  T a b l e  3  s h o w s  a n  o v e r v i e w  o n  t h e  S N P s  in t h e  A T G L  g e n e  f r o m  d a t a b a s e  

s e a r c h  a n d  s e q u e n c i n g  a n d  h o w  w e  s e l e c t e d  t h e  S N P s  f o r  g e n o t y p i n g  in  t h e  e n t i r e  g r o u p .  T h i s  

s e l e c t i o n  w a s  m o s t l y  g u i d e d  b y  p o t e n t i a l  f u n c t i o n a l  c o n s i d e r a t i o n s .  T h e r e b y ,  w e  s e l e c t e d  1 0  

p o l y m o r p h i s m s  f o r  t h e  f o l l o w i n g  r e a s o n s  o r d e r e d  b y  d e c r e a s i n g  p r i o r i t y :  r e s u l t i n g  a m i n o  a c i d  

e x c h a n g e  ( S N P 4 ,  7 ,  1 0 ) ,  i n s e r t i o n / d e l e t i o n  p o l y m o r p h i s m  ( S N P 1 1 ) ,  l o c a t i o n  a t  t h e  i n t r o n - e x o n  

b o u n d a r y  ( S N P 6 ) ,  l o c a t i o n  in t h e  u n t r a n s l a t e d  3 ' U T R  r e g i o n  ( S N P 1 2 ) ,  d a t a b a s e  e n t r y  a t  t h e  

b e g i n  o f  t h e  p r o j e c t  ( J u l y  2 0 0 4 )  ( S N P 3 ,  5 ,  8 ,  9 ) .  F o r  t h e  t a g g i n g  p r o c e s s  w e  f o r c e d - i n  t h e s e  t e n  

S N P s  i n t o  t h e  t a g S N P  s e l e c t i o n  p r o g r a m  d u e  t o  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  c o n s i d e r a t i o n s  a n d  w e  

f u r t h e r  s e l e c t e d  f i v e  o u t  o f  s e v e n  r e m a i n i n g  S N P s  ( p o s i t i o n s  - 2 4 3 2 ,  - 2 2 1 0 ,  - 2 0 1 4 ,  - 1 9 3 2 ,  - 2 5 4 ,  - 

2 1 5 ,  3 1 0 4 )  a s  t a g g i n g  S N P s  u s i n g  t h e  t a g S N P  p r o g r a m  b y  S t r a m  a n d  c o l l e a g u e s  ( 5 ) ,  w h i c h  

m i n i m i z e s  t h e  u n c e r t a i n t y  in t h e  p r e d i c t i o n  o f  t h e  c o m m o n  h a p l o t y p e s .  W i t h  t h e s e  f i v e  

a d d i t i o n a l l y  s e l e c t e d  S N P s ,  t h e  c o m m o n  h a p l o t y p e s  ( f r e q u e n e y > 5 % )  w e r e  r e c o n s t r u c t e d  w i t h  

a n  r2 l a r g e r  t h a n  9 5 % ,  t h a t  i s  t h e  h a p l o t y p e  v a r i a n c e  e x p l a i n e d  b y  t h e  g e n o t y p e s  e x c e e d e d  

9 5 % .  T h e  a s s a y s  o f  t h r e e  ( - 2 4 3 2 ,  - 2 5 4 ,  - 2 1 5 )  o u t  o f  t h e  f i v e  t a g g i n g  S N P s  t u r n e d  o u t  t o  b e  

u n s t a b l e  y i e l d i n g  1 2  S N P s  f o r  t h e  f i n a l  a n a l y s i s .

G e n o ty p in g  o f  th e  S N P s

S u p p l e m e n t a r y  T a b l e  4  d e s c r i b e s  t h e  1 2  p o l y m o r p h i s m s  s e l e c t e d  f o r  g e n o t y p i n g .  All S N P s  

w e r e  g e n o t y p e d  b y  M A L D I  T O F  M S  s y s t e m ,  ( S e q u e n o m ,  M a s s  E X T E N D ,  S a n  D i e g o ,  U S A )  a s  

d e s c r i b e d  e a r l i e r  ( 6 ) .  T h e  i n s e r t i o n / d e l e t i o n  p o l y m o r p h i s m  ( + 5 2 7 4 )  w a s  g e n o t y p e d  b y  T a q M a n  

u s i n g  a n  A B I  P r i s m  7 9 0 0  H T  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ,  F o s t e r  C i t y ,  C A ,  U S A )  a n d  T a q M a n  M G B  

“a s s a y  b y  d e s i g n ’’ r e a g e n t s .  T h e  g e n o t y p i n g  s u c c e s s  r a t e  o f  a l l  1 2  p o l y m o r p h i s m s  w a s  a b o v e  

9 8 % .

A n a ly z e d  s a m p le

T h e  o r i g i n a l  g r o u p  i n c l u d e d  2 4 5 9  i n d i v i d u a l s .  T w e n t y - f i v e  s u b j e c t s  w e r e  e x c l u d e d  f r o m  t h e  

a n a l y s i s  d u e  t o  m i s s i n g  a g e  ( n = 1 2 )  o r  if a t  l e a s t  6  o f  t h e  1 2  S N P s  w e r e  u n s u c c e s s f u l l y  

g e n o t y p e d  ( n = 1 3 )  l e a v i n g  2 4 3 4  s u b j e c t s  in  t h e  a n a l y s i s .  A s s o c i a t i o n  a n a l y s i s  o f  g e n e t i c  

v a r i a t i o n s  in  t h e  ATGL g e n e  w i t h  T 2 D M  w a s  d o n e  in  t h e s e  s t u d y  p a r t i c i p a n t s .  F a s t i n g  

t r i g l y c e r i d e  a n d  g l u c o s e  l e v e l s  w e r e  a v a i l a b l e  f o r  2 4 2 6  a n d  2 4 2 9  s u b j e c t s ,  r e s p e c t i v e l y .  P l a s m a

SNP selection

19



f o r  m e a s u r e m e n t  o f  F F A  l e v e l s  s a m p l e d  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0 ° C  in  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s  w a s  

a v a i l a b l e  in 1 9 2 2  i n d i v i d u a l s .  T h e  s a m p l e  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e s e  t h r e e  p l a s m a  l e v e l s  w a s  

f u r t h e r  r e s t r i c t e d  t o  s u b j e c t s  n o t  t a k i n g  a n y  a n t i - d i a b e t i c  m e d i c a t i o n  s u s p e c t e d  t o  m o d u l a t e  

F F A ,  t r i g l y c e r i d e s  a n d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  l e a v i n g  1 7 0 1 ,  2 1 9 3  a n d  2 1 9 0  s u b j e c t s  in  t h e  

a n a l y s i s .  I n s u l i n ,  m e t f o r m i n ,  s u l f o n y l u r e a  m e d i c a t i o n s ,  r o s i g l i t a z o n e  a n d  p i o g l i t a z o n e  w e r e  

c o n s i d e r e d  a n t i - d i a b e t i c  m e d i c a t i o n s .  S t a t i s t i c a l  h a p l o t y p e  r e c o n s t r u c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  in 

2 2 2 8  s u b j e c t s  in  w h o m  g e n o t y p e s  o f  a l l  11  p o l y m o r p h i s m s  w e r e  a v a i l a b l e .  T h e  h a p l o t y p e  

a s s o c i a t i o n  a n a l y s i s  w i t h  T 2 D M ,  F F A ,  t r i g l y c e r i d e ,  a n d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  w a s  p e r f o r m e d  

in  2 0 1 5 ,  1 5 6 3 ,  2 0 1 0 ,  a n d  2 0 0 8  s u b j e c t s ,  r e s p e c t i v e l y .  F o r  a  d e t a i l e d  d e s c r i p t i o n  o f  s t u d y  

p a r t i c i p a n t s  a n d  t h e  m e a s u r e m e n t s  o f  s i n g l e  v a r i a b l e s ,  s e e  T a b l e  1 o f  t h e  m a i n  d o c u m e n t .

S ta tis tic a l a n a ly s is

G e n o t y p e  a n d  a l l e l e  f r e q u e n c i e s  w e r e  d e r i v e d  a n d  a  t e s t  o f  H a r d y - W e i n b e r g  e q u i l i b r i u m  

w a s  p e r f o r m e d .  T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  S N P s  w a s  s u m m a r i z e d  b y  t h e  c o r r e l a t i o n  

c o e f f i c i e n t  a n d  L e w o n t i n ’s  D ' .  T h e  h a p l o t y p e s  w e r e  e s t i m a t e d  b a s e d  o n  t h e  11  S N P s  a v a i l a b l e  

f o r  a l l  2 2 2 8  s u b j e c t s  v i a  t h e  e x p e c t a t i o n - m a x i m i z a t i o n  a l g o r i t h m  b y  t h e  S A S ®  p r o c e d u r e  P R O C  

H A P L O T Y P E  ( v e r s i o n  9 . 0 ,  r e l e a s e  2 0 0 4 )  a n d  b y  u s i n g  P H A S E  ( 7 ) .  B o t h  a l g o r i t h m s  y i e l d e d  t h e  

s a m e  r e s u l t s  a n d  t h e  p o r t i o n  o f  u n a m b i g u o u s l y  d e f i n e d  h a p l o t y p e s  w a s  v e r y  h i g h  ( 9 9 % ) .  R a r e  

h a p l o t y p e s  w i t h  f r e q u e n c y  < 0 . 5 %  w e r e  s u m m a r i z e d  i n t o  o n e  g r o u p .  S N P 4  w a s  o b s e r v e d  o n l y  

in  o n e  s u b j e c t  a n d  w a s  n o t  c o n s i d e r e d  in  a n y  o f  t h e  s t a t i s t i c a l  a n a l y s e s .

T h e  p r i m a r y  a s s o c i a t i o n  a n a l y s i s  w a s  a  l i n e a r  r e g r e s s i o n  m o d e l  a d j u s t e d  f o r  a g e  a n d  

g e n d e r  w i t h  l o g a r i t h m  o f  F F A s  a s  t h e  o u t c o m e .  T h e  d i f f e r e n c e  o f  t h e  m e a n  F F A  l e v e l s  ( o n  t h e  

l o g - s c a l e )  f o r  s u b j e c t s  w i t h  0 ,  1 o r  2  c o p i e s  o f  t h e  m i n o r  a l l e l e  o f  a  S N P  w a s  t e s t e d  f o r  e a c h  

S N P  s e p a r a t e l y  w i t h  a n d  w i t h o u t  a s s u m i n g  a  t r e n d  p e r  c o p y  o f  t h e  m i n o r  a l l e l e .  H a p l o t y p e  

a s s o c i a t i o n  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  s a m e  s t a t i s t i c a l  m o d e l ,  t e s t i n g  t h e  c h a n g e  o f  l o g  

F F A  l e v e l s  f o r  e a c h  c o p y  o f  a  h a p l o t y p e  a g a i n s t  t h e  r e f e r e n c e  ( i . e .  t h e  g r o u p  o f  s u b j e c t s  w i t h  

t w o  c o p i e s  o f  t h e  m o s t  c o m m o n  h a p l o t y p e ) .  W e  p e r f o r m e d  a  p o o l e d  d a t a  a n a l y s i s  o f  a l l  t h r e e  

s u b g r o u p s  ( s e v e r e  o b e s i t y ,  c o r o n a r y  a r t e r y  d i s e a s e ,  g e n e r a l  p o p u l a t i o n  s a m p l e )  o f  s t u d y  

p a r t i c i p a n t s  v i a  t h e  g e n e r a l i z e d  l i n e a r  r e g r e s s i o n  m o d e l  g '\Y )= a  + fi1 S N P  +  fS2 A G E  +  ji3  S E X  

w i t h  g= ID  f o r  Y = l o g ( g l u e o s e )  ( i . e .  fi1= m e a n  d i f f e r e n c e  o f  g l u c o s e  l e v e l s  b e t w e e n  m i n o r  a l l e l e
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c a r r i e r s  a n d  w i l d t y p e )  a n d  g = l o g i t  f o r  Y = p r o b ( T 2 D M = y e s )  ( i . e .  O R = e x p {/31)). A  p o s s i b l e  

h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  e s t i m a t e s  a c r o s s  t h e  t h r e e  s u b g r o u p s  w a s  a c c o u n t e d  f o r  b y  i n c l u d i n g  t h e  

s u b g r o u p s  a s  a  c o v a r i a t e  ( i . e .  a d d i n g  +  {ft C A D  +  fE  G E N E R A L P O P  w i t h  C A D = 1  if s u b j e c t s  

f r o m  C A D  s a m p l e  a n d  = 0  o t h e r w i s e  a n d  G E N E R A L  P O P  a n a l o g o u s l y )  a s  w e l l  a s  a n  

i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  s u b g r o u p  a n d  S N P  i n t o  t h e  r e g r e s s i o n  m o d e l  f o r  t h e  in i t ia l  a n a l y s i s  ( i . e .  

a d d i n g  +  fio S U B G R O U P * S N P  i n t o  t h e  m o d e l  w i t h  S U B G R O U B = 1  if s u b j e c t  i s  f r o m  s e v e r e  

o b e s e ;  = 2 ,  if f r o m  C A D ;  = 3  if f r o m  g e n e r a l  p o p u l a t i o n  s a m p l e ) .  In  t h e  c a s e  o f  h e t e r o g e n e i t y ,  

p o o l e d  e s t i m a t e s  a n d  c o r r e s p o n d i n g  9 5 %  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  w e r e  c o m p u t e d  a s  d e s c r i b e d  

(8).

In  a  s e c o n d a r y  a n a l y s i s ,  t h e  s a m e  s t a t i s t i c a l  p r o c e d u r e  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  F F A  w a s  

a p p l i e d  f o r  t r i g l y c e r i d e  a n d  g l u c o s e  l e v e l s  w h i c h  a r e  e x p e c t e d  t o  b e  r e l a t e d  t o  F F A  m e t a b o l i s m .  

A s s o c i a t i o n  o f  t h e  S N P s  w i t h  o c c u r r e n c e  o f  T 2 D M  w a s  t e s t e d  v i a  l o g i s t i c  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s .

R e s u l t s  o f  S e n s i t i v i t y  a n a l y s e s

N o  h e t e r o g e n e i t y  o f  F F A  a n d  t r i g l y c e r i d e  e s t i m a t e s  a c r o s s  t h e  t h r e e  s u b g r o u p s  w a s  

o b s e r v e d .  T h u s ,  t h e  a s s o c i a t i o n  a n a l y s i s  w a s  p r e s e n t e d  a s  a  p o o l e d  d a t a  a n a l y s i s .  A s  t h e r e  

w a s  e v i d e n c e  f o r  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  g l u c o s e  e s t i m a t e s  ( p <  0 . 1 5  f o r  a l l  S N P s  b u t  S N P 1 ) ,  t h e  

p o o l e d  e s t i m a t e s  o f  t h e  t h r e e  s u b g r o u p s  w e r e  p r o v i d e d  a s  w e l l .  F o r  T 2 D M  O R s ,  a  s l i g h t  

h e t e r o g e n e i t y  w a s  g i v e n  ( p < 0 . 1  f o r  S N P 2 ,  3 ,  8 ,  1 1 ) ;  t h e  p o o l e d  O R  e s t i m a t e s  w e r e  t h u s  a d d e d  

i n t o  T a b l e  1 o f  t h e  m a i n  d o c u m e n t .

S e v e r a l  s e n s i t i v i t y  a n a l y s e s  w e r e  p e r f o r m e d .  F i r s t l y ,  a d d i t i o n a l  a d j u s t m e n t  f o r  B M I  w a s  

i n c l u d e d  i n t o  t h e  m o d e l ,  b u t  d i d  n o t  s h o w  c o n s i d e r a b l e  c h a n g e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  S e c o n d l y ,  

t h e r e  w a s  n o  c o n f o u n d i n g  e f f e c t  o f  t h e  t h r e e  s u b g r o u p s  a s  n o  c h a n g e  in t h e  e s t i m a t e s  w a s  

s h o w n  w h e n  a d d i t i o n a l l y  a d j u s t i n g  f o r  t h e  s u b g r o u p  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  w h i c h  w a s  n o t  s u r p r i s i n g  

g i v e n  t h e  c o n s i s t e n t  g e n o t y p e  f r e q u e n c i e s  a c r o s s  t h e  s u b g r o u p s  ( s e e  S u p p l . T a b l e  4 ) .  T h i r d l y ,  

s u b g r o u p  a n a l y s e s  w e r e  c o n d u c t e d  b y  g r o u p  o f  s a m p l e  o r i g i n  ( s e v e r e  o b e s i t y ,  c o r o n a r y  a r t e r y  

d i s e a s e ,  g e n e r a l  p o p u l a t i o n )  a n d  b y  g e n d e r .  T h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  a s s o c i a t i o n s  o f  F F A  w i t h  

S N P 3 ,  5 ,  6 ,  9 ,  1 0 ,  1 1 ,  a n d  1 2  w e r e  c o n s i s t e n t  in a l l  a n a l y z e d  s u b g r o u p s .  D u e  t o  t h e  s m a l l  

s a m p l e  s i z e  in t h e  s u b g r o u p s ,  s o m e  o f  t h e  s i g n i f i c a n c e  l e v e l s  w e r e  c o m p r o m i s e d  ( s e e  m o r e  

d e t a i l s  in t h e  O n l i n e  A p p e n d i x  a n d  in S u p p l . T a b l e s  5 - 7 ) .  P a r t i c u l a r l y  t h e  T 2 D M  a n d  t h e  g l u c o s e

21



a s s o c i a t i o n  a n a l y s i s  w i t h  t h e  r a r e  S N P S  a n d  S N P 9  g a v e  c o n s i s t e n t  r e s u l t s  ( T a b l e  2  o f  t h e  m a i n  

d o c u m e n t ) .  F i n a l l y ,  q u a n t i t a t i v e  p h e n o t y p e  a n a l y s i s  w a s  f u r t h e r  r e s t r i c t e d  t o  n o n - d i a b e t i c  

s u b j e c t  t o  a s s u r e  t h a t  d i a b e t i c  m e t a b o l i c  c o n d i t i o n s  d i d  n o t  d i s t o r t  o u r  r e s u l t s .  T h i s  a g a i n  

s h o w e d  n o  m a j o r  c h a n g e s  ( S u p p l . T a b l e s  5 - 7 ) .
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Supplementary Table 2: Sequencing primer for SNP Screening

P r i m e r  ID S e q u e n c e

S e q 1 _ - 3 3 0 8 C C C C T G G A C T T  C C A T  C C C T A

S e q 1 _ - 2 9 6 6 T G C T G A G A C T A T A G G T G C G C

S e q 1 _ - 2 6 0 7 A A G T G C T  G G G A T T A C A G G A G

S e q 2 _ - 2 2 8 7 C T G G G A T T A C A G G T G T G A G C

S e q 2 _ - 1 9 3 6 C T  C T A G A A C C C C T T A G G T  G C

S e q 3 _ - 1 9 1 0 C G T G G T T A C C T A C C T C C T C T C

S e q 3 _ - 1 5 1 2 T C A G C T C A C T G C A A C C T C C G

S e q 3 _ - 1 2 8 9 G G C C T C C T C T C A T T T T G A G C

S e q 4 _ - 1 2 6 7 A T G T A A A T G C C T A C C G G C C

S e q 4 _ - 9 4 0 A G G G A T C C T G G A T C T A C T C C

S e q 5 _ - 6 1 6 T  G T  C T  G T G G G T  G A G C C T  G T  G

S e q 5 _ - 2 2 2 A T T  G G T  C T T  C G T  G T  G C C G G C

S e q 6 _ - 1 4 8 T A G C T T C T T C G C C T C C G C C A

S e q 6 _ 1 9 3 G C T C A C C C A G G C A G A C C C C G

S e q 7 _ 6 0 6 A T G G G G G T A G C C T C T T G A G A G G

S e q 7 _ 9 9 2 A A C T T T  G T  C C T  G G G A G G G A G G G

S e q 8 _ 1 3 0 1 A C T C C T G A C C A G G G T G A T G C

S e q 8 _ 1 6 0 2 G C C G G T  C A G A G T T  G A G T T T  C

S e q 8 _ 1 8 7 6 A G C A T G G G C C C C T A A C C T T G

S e q 9 _ 2 1 8 5 A G T G G G A A C C T C A A G G C C T C

S e q 9 _ 2 4 4 3 A A C A G C T  G T  G G C A A C G C A C G

S e q 9 _ 2 7 9 0 A C C A A C A T C C A C G A G C T G C G

S e q 1 0 _ 2 9 1 6 T T C C C A G C C A C T C C T C A C T G

S e q 1 0 _ 3 2 5 8 T G C C A C C A T G C C T G G C T A C

S e q 1 0 _ 3 6 1 6 A C A G G T G T A A G C C A C T G C G C

S e q 1 1 _ 3 9 3 5 G G C C G C G C T  G A T  G A A C T  G A G A A T  C

S e q 1 2 _ 4 1 8 7 A G A G A G A G A G G A G A G G A C G G T  G A G C

S e q 1 2 _ 4 5 9 0 T G T C C C C A G C T T G C T G G A G

S e q 1 3 _ 4 6 2 6 C G A G G A C A T C C G G T G G A T G A

S e q 1 3 _ 5 6 4 3 A A A T  G C C A G G C C C A G G A G T G
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Supplementary Table 3: Polymorphisms at the ATGL locus found in dbSNP database 

and by own sequencing efforts

N u m b e r P o s i t i o n  * R e f  S N P  ID V a r i a t i o n L o c a t i o n S N P  d e t e c t i o n  a n d  s e l e c t i o n  f

1 - 2 9 6 4 r s 7 9 5 0 4 8 9 C / T P r o m o t e r d b S N P ,  n o t  d e t e c t e d

2 - 2 6 2 4 r s 1 2 2 7 8 7 9 2 T / C P r o m o t e r d b S N P ,  n o t  d e t e c t e d

3 - 2 4 3 2 r s 6 5 9 7 9 7 8 G / C P r o m o t e r t a g S N P ,  a s s a y  u n s t a b l e

4 - 2 2 1 0 T /A P r o m o t e r S N P  1, t a g S N P

5 - 2 0 1 4 G / A P r o m o t e r S N P  2 ,  t a g S N P

6 - 1 9 3 2 r s 1 0 9 0 2 2 2 3 C / T P r o m o t e r o f f e r e d  t o  t a g S N P  p r o g r a m m e

7 - 2 5 4 r s 7 9 2 8 9 1 7 T / G I n t r o n l t a g S N P ,  a s s a y  u n s t a b l e

8 - 2 3 2 r s 2 8 5 3 5 1 8 8 T / C I n t r o n l d b S N P ,  n o t  d e t e c t e d

9 - 2 1 5 r s 1 2 7 8 5 7 7 1 C / A I n t r o n l t a g S N P ,  a s s a y  u n s t a b l e

1 0 + 4 0 9 r s 2 8 5 9 2 0 6 8 T / G l n t r o n 2 d b S N P ,  n o t  d e t e c t e d

11 + 5 5 0 r s 7 9 2 5 1 3 1 C / T l n t r o n 2 S N P  3

1 2 + 2 6 7 9 r s 1 1 3 3 1 9 4 C / G E x o n 5  R 1 6 3 G d b S N P ,  n o t  d e t e c t e d

1 3 + 2 8 4 7 C / T E x o n 5  L 2 1 9 F S N P  4

1 4 + 2 8 7 0 r s 1 0 9 0 2 2 2 4 C / T E x o n 5  L 2 2 6 L S N P  5

1 5 + 2 9 0 4 r s 7 9 4 2 1 5 9 T / C l n t r o n 5 S N P  6

1 6 + 2 9 7 9 r s 1 2 2 7 0 4 0 8 G / C l n t r o n 5 d b S N P ,  n o t  d e t e c t e d

1 7 + 3 1 0 4 r s 1 0 5 4 4 5 8 1 - / C T T l n t r o n 5 o f f e r e d  t o  t a g S N P  p r o g r a m m e

1 8 + 3 1 1 1 r s 1 0 5 8 7 9 8 2 - / T T T l n t r o n 5 d b S N P ,  n o t  d e t e c t e d

1 9 + 3 6 2 3 r s 1 1 2 4 6 3 2 2 G / C l n t r o n 5 d b S N P ,  n o t  d e t e c t e d

2 0 + 3 8 7 1 C / G E x o n 6  N 2 5 2 K S N P  7

2 2 + 4 0 9 1
r s 1 1 3 5 6 2 8  = 

r s 1 7 8 5 1 5 1 1
C / G E x o n 7  P 2 9 1 P S N P  8

2 3 + 4 7 1 0 r s 1 1 5 5 4 6 6 3 G / T E x o n 9  L 3 8 9 L S N P  9

2 4 + 5 0 7 1
r s 1 1 3 8 6 9 3 =  

r s 1 7 8 5 1 5 1 2
C / T E x o n  1 0  P 4 8 1 L S N P  1 0

2 5 + 5 0 8 7 r s 1 7 1 5 5 6 5 0 C / T E x o n  1 0  P 4 8 6 P d b S N P ,  n o t  d e t e c t e d

2 6 + 5 2 7 4 T G C A / * 3 ' U T R S N P  11

2 7 + 5 3 9 2 r s 1 1 3 8 7 1 4 G / A 3 ' U T R S N P  1 2

* R e l a t i n g  t o  t h e  f i r s t  p o s i t i o n  o f  t h e  t r a n s l a t i o n  s t a r t i n g  p o i n t  A T G  ( a c c o r d i n g  t o  d b S N P  B u i l d  

1 2 5  f r o m  S e p t e m b e r  2 9 ,  2 0 0 5 )

f  L e g e n d  t o  S N P  d e t e c t i o n  a n d  s e l e c t i o n :

•  S N P 1 - 1 2 :  b o l d  m a r k e d  S N P s  w e r e  g e n o t y p e d  in t h e  e n t i r e  s a m p l e

•  o f f e r e d  t o  t a g S N P  p r o g r a m m e :  S N P s  o f f e r e d  t o  t h e  p r o g r a m m e  b u t  n o t  s e l e c t e d

•  t a g S N P ,  a s s a y  u n s t a b l e :  S N P s  s e l e c t e d  a s  t a g g i n g  S N P s ,  b u t  a s s a y s  w e r e  u n s t a b l e

•  d b S N P ,  n o t  d e t e c t e d :  S N P s  d e s c r i b e d  in  t h e  d b S N P  d a t a b a s e  b u t  n o t  f o u n d  in  o u r  

s a m p l e
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Minimal spanning net for haplotypes; starting from the most common haplotype, the cascade 

indicates distance of each haplotype in terms of number of mutations away from the most 

common haplotype. The number of flash signs indicate the number of mutations away from the 

haplotype before. Also stated are the frequencies of the haplotypes, the average change (i.e. 

exponentiated mean computed on the log-scale) in FFAs (in pmol/l) for subjects carrying one or 

two haplotypes compared to the reference, and the p-value testing for significance (for log 

FFAs) assuming a trend per haplotype copy where appropriate.

Supplementary Figure 1

11111111111 (51.4%) 
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