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Metabolomics

Analytische Massenbewegung

Sollen im Zuge epidemiologischer Studien grol3e Satze an Blut-, Plasma- oder Urinproben in

einem akzeptablen Zeitraum, unter konstanten Bedingungen und mit zuverléssig reproduzierbaren

Resultaten analysiert werden, macht Handarbeit aus Sicht von Experten wenig Sinn. Metabolomics-
Studien erfordern eine vollstandig automatisierte Vorgehensweise.

Von Guido DeufSing

ie Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
Adipositas, Diabetes (Typ II) und einigen Krebser-

krankungen wird von Experten unter anderem mit man-
gelnder Bewegung und Fehlerndhrung in Verbindung
gebracht. Vor allem fettreiche Lebensmittel kénnen die
Gesundheit und das Wohlbefinden nachhaltig beeintrich-
tigen. Allerdings reagieren die Menschen unterschiedlich
auf vergleichbare Lebensweisen. Anders lisst es sich nicht
erkliren, dass zum Beispiel eine Fast-Food-dominierte Er-
nahrung den einen an Gewicht und Kérperumfang zuneh-
men und erkranken ldsst, einen anderen jedoch nicht.

Ursdchlich hierfir sind méglicherweise nuancierte Un-
terschiede im genetischen Bauplan, was die Verarbeitung
und Verwertung von Nahrung im Organismus betrifft.

Um den Einfluss der Ernihrung auf die Gesundheit
sowie die Rolle und den Einfluss des Genpools untersu-
chen und bewerten zu kénnen, werden grof} angelegte epi-
demiologische Studien durchgefiihrt, die den Stoffwechsel
sowie die resultierenden Stoffwechselprodukte (Metaboli-
ten) in den Blick nehmen. Deren Gesamtheit wird als Me-
tabolom bezeichnet, ihre Erfassung und Quantifizierung
als Metabolomics.
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Profilierung Tausender
Einzelkomponenten

Auf der Suche nach Erkenntnisgewinn und Erkldrung
moglicher genetischer und erndhrungsbedingter Zu-
sammenhinge arbeiten Forscher mithilfe der Metabolit-
Profilierung daran, insbesondere in Blut, Urin oder in
anderen Korperflissigkeiten Biomarker zu identifizieren,
die Aufschluss geben kénnen tber die im Kérper ablau-
fenden Stoftwechselprozesse. Eingesetzt werden hierbei
in aller Regel anspruchsvolle, hinreichend aussagekriftige
Analysentechniken wie die Massenspektrometrie, oft in
Verbindung mit der Gaschromatographie oder der Hoch-
leistungsfliissigchromatographie (GC/MS, LC/MS).

Metabolomics nur automatisiert sinnvoll

Um einen wissenschaftlichen Beleg (Evidenz) fiir eventu-
ell ausgeprigte krankheitsmodifizierende Effekte zu erhal-
ten, braucht es umfangreiche, verlissliche Datenmengen:
Metabolomics-Studien gehen nicht selten mit der Bestim-
mung Hunderter bis Tausender Einzelkomponenten in
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Zur Qualitatskontrolle wurden in jeder Sequenz auch QC-Proben mit
definiertem Gehalt an Docosahexaensdure (DHA) und Eicosapentaen-
séure (EPA) analysiert. Der Tabelle zu entnehmen sind die Mittelwerte
der Gehalte in Prozent, wobei n die Zahl der Sequenzen angibt, SD die
Standardabweichung und % CV den prozentualen Variationskoeffizient.
Die Auswertung zeigt die sehr gute Langzeitstabilitét und -reproduzierbar-
keit der Systeme. [1]

Monat DHA EPA
Mittelwert SD % CV | Mittelwert SD % CV
1 (n=36) 2,14 0,06 2,60 0,46 0,02 4,22
2 (n=36) 2,14 0,06 2,66 0,46 0,01 2,22
3 (n=38) 2,13 0,06 3,02 0,47 0,03 728
4 (n=38) 2,15 0,08 | 3,58 0,47 0,04 | 9,16
5 =37) 2,16 0,06 2,66 0,47 0,03 713
6 (n=38) 2,15 0,05 2,47 0,48 0,04 8,46
7 (n=38) 2,16 0,04 | 1,78 0,47 0,03 6,54
8 (n=38) 2,15 0,07 3,23 0,47 0,02 5,30
9 (n=38) 2,15 0,06 2,71 0,46 0,03 6,90
10 (n = 38) 2,17 0,05 | 255 0,46 0,03 | 631
Vergleich der Mittelwerte P=0,062 P=0,064
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sehr groflen Probensitzen einher. Allein die grofle Zahl an
Proben und Analyten in einem tberschaubaren Zeitraum
zu untersuchen, stellt eine Herausforderung dar. Oben-
drein gilt es, Rahmenbedingungen zu schaften, die zu-
verldssig reproduzierbar richtige Resultate gewéhrleisten.
Diesem Anspruch gerecht werde man nur schwer durch
Handarbeit, sei sie auch noch so solide, sind Experten
tiberzeugt und setzen bei der Metabolomics-Forschung
auf ein Maximum an Automatisierung. Etwa Laura Yun
Wang und Kollegen vom Elsie Widdowson Laboratory
sowie dem Institute of Metabolic Science im englischen
Cambridge.

In ihrer online auf Genome Medicine frei zuginglich
(Open Access) publizierten Arbeit, berichten Laura Yun
Wang et al. iber ihre Entwicklung und Validierung einer
robusten, vollstindig automatisierten Methode zur Be-
stimmung von Phospholipid-gebundenen Fettsduren aus
menschlichem Blutplasma zwecks metabolischer Phino-
typisierung im Rahmen einer grof} angelegten epidemio-
logischen Studie mit einem Probensatz von n > 25.000
[1,2]. Deutlich legen die Wissenschaftler dar, wo sie die

Schwierigkeiten der klassischen, in weiten Teilen ma-

nuellen beziehungsweise lediglich teilautomatisierten

Analytik sehen und wie sie die fiir die Methode re-
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GERSTEL-MultiPurposeSampler (MPS), in unterschiedli-
chen Ausfiihrungen als Single-Rail und Dual-Head-Version
(vergleichbar dem Dual-Rail-Sampler) verfiigbar, wie er von
Laura Yun Wang et al. zur automatisierten Bestimmung von
Phospholipid-Fettsduren aus menschlichem Blutplasma
eingesetzt wurde.
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levanten Arbeitsschritte vollstindig automatisiert und auf

Tauglichkeit tberpriift haben.

Herausforderung Probenvorbereitung

Im groflen Stil lieflen sich ernahrungsrelatierte Biomarker
im Rahmen epidemiologischer Studien jedoch nur dann
nutzen, wenn man sie hinreichend schnell, kostengiinstig,
auf robuste Weise und genau bestimmen konne, schreiben
Laura Yun Wang et al. Fiir die Profilierung der Fettsiuren
der Phospholipid-Fraktion im Humanplasma bedarf es
einer Vielzahl unterschiedlicher Arbeitsschritte. Die Lipi-
de sind in Ginze aus dem Plasma vermittels einer Fest-
phasenextraktion (SPE) zu extrahieren, daraus wiederum
die Phospholipide, die ihrerseits in freie Fettsiuren und
fliichtige Fettsduremethylester (FAME) umzuwandeln
und mittels GC/FID zu analysieren sind. Mit dieser Me-
thode lassen sich unterschiedliche geometrische Isomere
spezieller Fettsduren, namentlich unter anderem cis- und
trans-Olsduren, in einem GC-Laufin akzeptabler Zeit be-
stimmen, schreiben die Wissenschaftler.

Von Hand ausgefiihrt wiirden diese doch sehr kom-
plexen Arbeitsschritte viel Zeit in Anspruch nehmen und
tberdies anfillig sein fir Fehler, bringen es Laura Yun
Wang et al. auf den Punkt. Wie der Literatur zu entneh-
men gewesen sei, hitten mehrere Arbeitsgruppen bereits
Methoden zur automatisierten Profilierung von Fettsiu-
ren aus menschlichem Plasma entwickelt. Zwar sei in den
von ihnen gesichteten Arbeiten von einem hohen Proben-
durchsatz die Rede gewesen, nie aber von einer vollstindi-
gen Automatisierung der gesamten Analytik, einschlief3-
lich der Extraktion der Phospholipid-Fraktion oder der
Hydrolyse und Derivatisierung der freien Fettsduren, so-
wie von groflen Probensitzen fiir epidemiologische Stu-
dien. Dieses Ziel wurde nun von Laura Yun Wang und
Kollegen nach eigenen Angaben erreicht.

Alle Arbeitsschritte
vollstindig automatisiert

Unter Einsatz dreier kombinierter Automatisierungssys-
teme sei es ihnen gelungen, schreiben die Wissenschaft-
ler, mit hohem Probendurchsatz die Fettsiuren aus
der im Humanplasma enthaltenen Phospholipid-
Fraktion im Rahmen epidemiologischer Studien
zwecks Aufklirung genetischer und erndhrungs-
spezifischer Zusammenhinge bei der Entwick-
lung von Diabetes (Typ II) hinreichend reprodu-
zierbar zu bestimmen, und zwar mit {iber einen
langen Zeitraum stabilen Resultaten.
Jedes der drei Automatisierungssysteme bestand aus
jeweils zwei unabhingig voneinander arbeitenden Multi-
PurposeSamplern (GERSTEL-MPS). Einer der beiden
Autosampler war mit der Moglichkeit zur automatisierten
Festphasenextraktion (GERSTEL-SPE) und einer inte-
grierten Zentrifuge ausgestattet und diente als allein ste-
hende Workstation fiir die automatisierte Extraktion und
Aufreinigung der Lipidfraktion. Der zweite MPS saf} dem
GC/MS-System auf und fithrte die Probenvorbereitung,
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also die Schritte der Hydrolyse und Derivatisierung der
FAME zu Fettsiuremethylestern, sowie die Injektion der
Probe in den online gekoppelten GC 7890 N von Agilent
Technologies aus.

Bei der Wahl des zweiten Autosamplers legten Laura
Yun Wang et al. Wert auf Funktionalitit: Der MPS in der
Ausfihrung als Dual-Rail- beziechungsweise Dual-Head-
Variante verfiigt tiber zwei unabhingig voneinander und in
alle drei Raumrichtungen agierende Arme, die zeitgleich
unterschiedliche Werkzeuge beziehungsweise unter-
schiedlich dimensionierte Spritzen einsetzen kénnen, wie
sie im Zuge weitreichender Probenvorbereitungsschritte
einschlieflich der Dosierung groflvolumiger Flussigkeits-
mengen sowie zur Injektion der Probe im pL-Maf3stab in
ein angeschlossenes GC-System vonnéten sind. Wichtig
fur die hohe Giite und Reproduzierbarkeit der Resultate ist
die sequenzielle Abarbeitung der Proben: Jede Probe wird
erst unmittelbar vor der Analyse bearbeitet; alle Proben er-
fahren die exakt gleiche Behandlung in exakt der gleichen
Zeit. Diese Tatsache und die Moglichkeit einer umfang-
reichen benutzerfreundlichen Softwaresteuerung erlauben
eine reibungslose Probenvorbereitung und Analyse ohne

Eingreifen des Laborpersonals.

Was am Ende zu sagen iibrig bleibt

Die Bestimmung eines grofien Probensatzes, wie ihn Laura
‘Yun Wang und Kollegen im Rahmen des EPIC-InterAct-
Projekts (siche Kasten u.1.) beziiglich der Bestimmung von
Phospholipid-Fettsduren aus menschlichem Blutplasma
zwecks metabolischer Phénotypisierung zu bearbeiten
hatten, dauert auch unter glinstigsten Bedingungen, wie sie
eine intelligente Automatisierung schaftt, mehrere Mona-
te. Die drei von den Wissenschaftlern eingesetzten Pro-
benvorbereitungs- und Analysensysteme liefern selbst tiber
solch grofle Zeitrdume gerdteunabhingig gut reproduzier-
bare, verlissliche und stabile Ergebnisse.

Im direkten Vergleich mit der manuellen Vorgehens-
weise habe die automatisierte Bestimmung unter Einsatz
der MultiPurposeSampler (MPS) iberzeugt, berichten
Wang et al. Etwa durch die Reduktion der sonst tblichen
Bearbeitungs- und Analysenzeit: Manuell lieflen sich ma-
ximal 350 Proben pro Monat analysieren, umgerechnet
4.200 Proben pro Jahr. Die Automatisierung der Analytik
unter Einsatz des MPS, wie er in ihrer Arbeit beschrieben
sei, habe hingegen zu einem Durchsatz von 90 Proben pro
Tag gefiihrt. Pro Monat habe man 1.200 Proben analysiert,
in zwei Jahren 860 Sequenzen mit einer Probenzahl von n
>25.000.[1]

Die von ihnen beschriebene Methode [1] besitze eine
gute Reproduzierbarkeit, schreiben Laura Yun Wang et al.,
und Langzeitstabilitit fiir die Bestimmung von Fettsiuren
in Plasmaphospholipiden sowohl im Rahmen epidemiolo-
gischer Forschungsstudien als auch in der Routineanalytik.
Obendrein liefle sich ihre Methode leicht adaptieren fiir
die Untersuchung anderer Matrices wie Zellextrakte, Ge-
webehomogenate und Nahrungsmittelproben.
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MultiPurposeSampler-(MPS)-Systeme zur automatisierten Probenvor-
bereitung und Derivatisierung von Fettsauren der Phospholipidfraktion
aus Humanplasmaproben. (a) MPS-Single-Rail fiir die Extraktion der
Phospholipidfraktion, ausgestattet mit: 1) Festphasenextraktion [SPE-
Option]; 2) Spritzenhalter; 3) Salzlosungsreservoir; 4) Losungsmittelre-
servoirs; 5) Drei-Positionen-Tray-Halter, 6) SPE-Kartuschen-Fach; 7) SPE /
Eindampfen; 8) Vortex / Zentrifuge. (b) MPS-Dual-Rail-Dual-Head fir die
Hydrolyse, Derivatisierung und Injektion von Phospholipiden. 1) Derivati-
sierungseinheit; 2) Derivatisierungsspritzenhalter; 3) Injektionseinheit; 4)
Injektionsspritzenhalter; 5) beheizte Zone; 6) Waschflaschen; 7) SPE /
Eindampfen 8) Lésungsmittelreservoirs; 9) Vier-Positionen-Tray-Halter;
10) Ruhrwerk. [1]
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InterAct

InterAct ist ein 2006 gestartetes EU-Projekt. Es zielt darauf
ab, die Zusammenhdnge genetischer Veranlagung und
der Lebensumsténde, vor allem der Eméahrungsgewohn-

heiten, zu untersuchen. InterAct will aufklaren, welche Fak-

toren Diabetes (Typ II) begtinstigen. Das Projekt umfasst

eine epidemiologische Untersuchung (EPIC-Study) mit

insgesamt 350.000 Studienteilnehmern aus zehn Lén-
dern. Weitere Infos: www.inter-act.eu
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