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Diabetes mellitus ist eine der global am meisten
verbreiteten chronischen Krankheiten. Weltweit
wurde im Jahr 2010 die Zahl der Personen im Al-
ter von 20-79 Jahren, die an der polygenetischen
Stoffwechselkrankheit leiden, auf 285 Millionen
beziffert und diese Zahl soll bis 2030 auf 439
Millionen Betroffene ansteigen [1]. Dabei sind
circa 90% der Patienten vom Typ-2-Diabetes be-
troffen. In Deutschland wird nach einer Schat-
zung von Shaw et al. die Anzahl der Diabetiker
im Alter von 20-79 Jahren von 12% im Jahr 2010
auf 13,5% im Jahr 2030 ansteigen [1]. Mit annd-
hernd je 8 Millionen Betroffenen ist die Anzahl
der Diabetespatienten und der Personen mit be-
reits gestortem Glukosestoffwechsel, sogenannte
Pradiabetiker, dhnlich hoch. Werden noch Indivi-
duen mit einer Insulinresistenz beriicksichtigt,
betrdgt die Zahl der Prddiabetiker in Deutsch-
land circa 15 Millionen. Mit der Bestimmung von
Glukose in Plasma und Urin, HbA,, Albumin im
Urin etc. stehen eine Reihe etablierter Indikato-
ren zur Diagnostik, Verlaufskontrolle und Thera-
pieiiberwachung des manifesten Typ-2-Diabetes
zur Verfiigung. Ziel aktueller Forschung ist es
unter anderem, geeignete Biomarker zur Pra-
diabetesdiagnose oder zur Risikoabschdtzung
von Spdtfolgen zu finden. Diese neuen diagnosti-
schen Marker eréffnen der Medizin die Méglich-
keit, durch geeignete, friihzeitige Interventionen
die Manifestation zu verzogern oder im besten
Fall zu unterbinden.

Metabolomics

Mithilfe der ,-omics“-Methoden gelang es be-
reits in der Vergangenheit neue Biomarker zu
identifizieren, die interessante Einblicke in pa-
thogenetische Zusammenhdnge verschiedens-
ter Krankheitsbilder erlaubten. Neben Geno-
mics, Tanskriptomics und Proteomics hat sich
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Metabolomics ist eine neue Verfahrensweise in der Diabetesforschung, mit
deren Hilfe man versucht, noch unbekannte diagnostische Biomarker zur
Fritherkennung und Monitoring der Krankheit zu entdecken. Ebenso sind
neue Einblicke in die molekularen Mechanismen der Diabetesentstehung, die
pathogenetische Evolution der Stoffwechselerkrankung und deren Folge-
erkrankungen von Interesse. Als Zwischen- und Endprodukte aller Stoffwech-
selwege bieten Metabolite eine gute Chance, noch unbekannte einzelne Bio-
marker oder ganze Metabolitmuster durch translationale Forschungsansatze
im DZD aufzuspiiren. Dazu werden in verschiedensten biologischen Proben,
wie Korperfliissigkeiten, Gewebe und Zellkulturproben, entweder mittels
hochauflésender Technologien die Anzahl der detektierten Metabolite maxi-
miert oder einige wenige quantifiziert. Neben einer allgemeinen Einfithrung
in die Metabolomicsforschung soll dieser Ubersichtsartikel eine kurze Zusam-
menfassung aktueller Forschungsansitze von Metabolomicsanalysen in der

Diabetesforschung geben.
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Abb. 1 Zusammenhang der einzelnen ,,omics“-Forschungsgebiete und deren Informa-
tionsgehalt. Im Gegensatz zum Genom geben dabei Transkriptom, Proteom und Metabolom
einen zeitpunktabhangigen Zustand wieder.

Metabolomics befasst sich dabei mit der Analyse
des Metaboloms, der Gesamtheit der Metabolite
eines Organismus und dessen Verdnderung
infolge duBerer Einfliisse bzw. Krankheiten wie
zum Beispiel Diabetes. Als Metabolite werden
hierbei kleine Molekiile der verschiedensten
Substanzklassen bezeichnet, die Zwischen- oder
Endprodukt aller zelluldren Stoffwechselreaktio-
nen sind und deren Analyse somit ein grof3es
Potenzial zur Entdeckung neuer Marker bietet
(Abb. 1). Aus den beteiligten Enzymen des Stoff-
wechselweges ldsst sich so auf die beteiligten
Gene zuriickschlieRen. Durch die Untersuchung
dieser Metabolitenvielfalt eréffnen sich mittels
mathematischer Modellierungen und system-
biologischer Interpretation neue, bisher nicht
bekannte Zusammenhdnge, die zum besseren
Verstdndnis von Diabetes und dessen Entwick-
lung beitragen.

Die Herausforderungen der Metabolomanalyse
sind die chemische und physikalische Diversitdt
sowie die grofen Konzentrationsunterschiede
zwischen den Komponenten, weshalb es ana-
lytisch nicht moglich ist, alle Metabolite einer
biologischen Probe gleichzeitig quantitativ zu
erfassen. Deshalb werden derzeit bei Metabolo-
mics-Untersuchungen 2 grundlegend verschie-
dene Strategien verfolgt.

Mit der Strategie der zielgerichteten molekula-
ren Analyse (targeted Metabolomics) kénnen bis
zu mehrere hundert Komponenten im direkten
oder indirekten Vergleich zu isotopenmarkierten
Standards absolut quantifiziert werden. Zur Be-
stimmung der absoluten Konzentration einer
Komponente miissen dafiir Eichkurven erstellt

werden, dies ist jedoch nur fiir bekannte biologi-
sche Molekiile méglich. Nichtzielgerichtete mo-
lekulare Analysen (non-targeted Metabolomics)
versuchen hingegen, die Zahl der detektierten
Metabolite zu maximieren, um die Vorausset-
zung zu schaffen, mit multivariaten Analysen-
methoden neue Biomarker zu entdecken. Dazu
werden verschiedenste chemisch-analytische
Trennverfahren, Probenvorbereitungs- und De-
tektionsmethoden optimiert und kombiniert.
Bei dieser Strategie lassen sich meist nur relative
Aussagen zur Konzentration der verschiedenen
Komponenten zwischen verschiedenen Proben
treffen. Die Datenverarbeitung solcher Analysen
ist eine weitere Herausforderung. Mithilfe ver-
schiedener multivariater statistischer Methoden
werden aus den typischerweise mehr als 10000
aufgezeichneten Signalen diejenigen Biomarker
herausgefiltert, die eine Unterscheidung zwi-
schen den Krankheitsgruppen erlauben [2].

Biologische Proben

Bei der umfangreichen Analyse von Stoffwech-
selprodukten in der Diabetesforschung spielt be-
sonders die Stabilisierung der zum Teil reaktiven
Metabolite (,,quenching”) eine wesentliche Rolle,
in Abhdngigkeit der Art der Bioproben, ob aus
Zellkulturen oder Korperfliissigkeiten. Dafiir
wird insbesondere Wert auf moglichst schnelles,
kontaminationsfreies Aliquotieren und Lagerung
bei -80°C gelegt. Verschiedene Arten von bio-
logischen Proben konnen analysiert werden, um
auch eine Bilanzierung der Metaboliten im
Korper zu gewdhrleisten (Abb. 2): Muttermilch,
Urin, Atemluftkondensat, Speichel und Fizes
sind leicht und nicht invasiv zugdnglich und des-
halb auch fiir Kinder gut geeignet, haben jedoch
den Nachteil verschiedener Verdiinnungen zwi-
schen Individuen und Zeitpunkten der Probe-
nahme. Blut dagegen wird biologisch gepuffert,
daher sind die Verdiinnungseffekte und der
Einfluss des pH-Werts zwischen den einzelnen
Proben geringer, dafiir ist eine invasive Proben-
nahme und aufwendigere Probenvorbereitung
notig. Zerebrospinalfliissigkeit und Biopsien
konnen ebenfalls nur aufwendig invasiv erhalten
werden, und bei der Analyse von Gewebeproben
verkompliziert sich die Probenvorbereitung, sie
zeigen jedoch den metabolischen Zustand spezi-
fischer Zellverbdnde und Organe. Sehr interes-
sant und ein wachsendes Forschungsfeld ist die
Untersuchung von Fdzes, als nicht invasiver
Ansatz; hier bekommt man unter anderem auch
Aufschluss tiber die Darmflora, wobei es Hinwei-
se gibt, dass sie sich zwischen Typ-2-Diabetikern
und Gesunden unterscheidet [3].

Analytische Methoden

Im Gegensatz zu Proteinen und DNA, die aus
einem repetitiven Grundstock kleinerer Baustei-
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ne bestehen, ist die chemische und physikalische
Diversitdt des Metabolom enorm. Die Vielfalt
der enthaltenen Substanzklassen und die gro-
Ben Konzentrationsunterschiede machen eine
gleichzeitige Detektion aller Komponenten mo-
mentan noch unméglich, jedoch wurden in den
letzten Jahren grof3e instrumentelle Fortschritte
im Bereich der Trennverfahren und Detektions-
methoden erzielt. Bei Metabolomics-Untersu-
chungen stehen Massenspektrometrie (MS) und
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) als De-
tektionsverfahren im Mittelpunkt des allgemei-
nen Interesses [4].

Mithilfe der MS werden alle Molekiile einer sehr
komplexen biologischen Mischung mit hoher
Genauigkeit tiber ihre molekulare Masse identi-
fiziert. Diese Technik setzt voraus, dass Molekiile
ionisierbar sind, wofiir unterschiedliche Metho-
den existieren. Unter ihnen ist die Elektrospray-
lonisation (ESI) die wichtigste, da sie besonders
bei polaren Molekiilen gut gelingt. Eine gute Pro-
benvorbereitung ist hierbei essenziell, da sich
groBere Proteinmengen oder Salzanteile sowie
die Metabolitenkonzentration in der Probe nega-
tiv auf die Ionisationseffizienz auswirken. Um
diesen Nachteil auszugleichen und die Anzahl
der detektierten Metabolite zu steigern, werden
hdufig verschiedene Trennverfahren wie Fliissig-
chromatografie (LC), Gaschromatografie oder
Kapillarelektrophorese mit dem Massenspektro-
meter gekoppelt. Bei Analysen auf Gerdten mit
sehr hoher Massengenauigkeit lassen sich den
aufgezeichneten Massen direkt bekannte Stoff-
wechselprodukte durch eine Datenbanksuche
zuordnen und dann bestdtigen [5]. Ein weiterer
Vorteil der MS ist die grofSe Empfindlichkeit der
Methode, die dadurch in der Lage ist, auch sehr
gering konzentrierte Verbindungen zu detektie-
ren und im Falle von zielgerichteten Analysen
auch zu quantifizieren.

Die Protonen-NMR-Spektroskopie (1H NMR) de-
tektiert Metabolite {iber die Anzahl und Stellung
der Protonen (Wasserstoffkerne, H) im Molekiil
sowie der Bindungspartner und der chemischen
Umgebung jedes Protons im Molekiil. Dabei kann
iber die Signalintensitdt die Quantitdt des Meta-
bolits bestimmt werden. Der Vorteil von NMR-
Spektroskopie im Vergleich zur MS ist hierbei die
Vergleichbarkeit der Metabolitenkonzentration
innerhalb einer Probe.

Mithilfe der NMR besteht auch die Moglichkeit,
in Kombination mit massenspektrometrischen
Verfahren die chemische Struktur von Molekii-
len aufzukldren und sie damit zu identifizieren.
Weitere Vorteile in diesem analytischen Ansatz
sind die relativ einfache Probenvorbereitung und
der Erhalt der Proben, diese werden bei der
NMR-Analyse nicht zerstért und kénnen nach
der Analyse konserviert und bei Bedarf reanaly-
siert werden oder stehen fiir weitere Analyse-
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Abb. 2  Fiir Metabolomics interessante biologische Proben und ein Beispiel fiir die Arbeits-

schritte von Metabolomanalysen.

methoden zur Verfiigung. Die deutlich geringere
Sensitivitdt im Vergleich zur MS ist der gravie-
rendste Nachteil. Eine Steigerung der Empfind-
lichkeit der NMR-Spektroskopie ldsst sich unter
anderem durch die Verstirkung des magneti-
schen Feldes erzielen, und Signaliiberlappungen
konnen mittels zweidimensionaler Experimente
differenziert werden, was in laufenden Arbeiten
im Bereich der Diabetesforschung weiterent-
wickelt wird [4].

Mit den sich zunehmend verbessernden che-
misch-analytischen Methoden nehmen auch
die Rohdatenfiille und damit der Aufwand der
Datenverarbeitung zu. Aus den Rohdaten miis-
sen zuerst die vorhandenen Signale extrahiert
werden, um diese anschlieBend mit verschie-
denen statistischen, bioinformatischen und ma-
thematischen Ansdtzen zu analysieren. Speziell
bei nichtzielgerichteten Metabolomics-Ansdtzen
sind Strategien wie multivariante Statistik oder
automatisierte Lernverfahren zur Datenreduzie-
rung und Mustererkennung bedeutend. Mit die-
sen Methoden ldsst sich nicht nur nach Veran-
derungen einzelner Metaboliten suchen, wie bei
fritheren Analysen, sondern auch nach Gruppen
von Metaboliten, die ein signifikantes Verdn-
derungsmuster aufweisen. Auch die Methoden
der Datenauswertung werden kontinuierlich
weiterentwickelt, um moglichst maximale In-
formationen aus den analytisch aufgezeichneten
Rohdatensdtzen im Rahmen der Diabetes For-
schungsprojekte zu extrahieren.

Analytische Plattform am

Deutschen Zentrum fiir Diabetes (DZD)
Die Suche nach Biomarkern verbindet im DZD
verschiedene Kklinische und analytische For-
schungsgruppen und biindelt Disziplinen und
Expertisen in wesentlichen Schwerpunkten, um
den genetischen Hintergrund und die Physio-
logie und Biochemie dieser Volkserkrankung so-
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Abb. 3 Die ergdanzenden strategischen und instrumentellen Mdglichkeiten der zielgerichte-
ten und nicht-zielgerichteten Metabolomics am DZD. Die zielgerichtete Plattform eignet sich
fiir einen hohen Probendurchsatz und damit z. B. fiir genomweite Assoziationsstudien [9,
10]. Ziel der nicht-zielgerichteten Plattform ist die Maximierung der detektierten Metabolite
zur Entdeckung neuer Biomarker und deren Strukturen.

wie die einflussreichsten Umweltfaktoren auf
molekularer Ebene zu verstehen.

Metabolomics (zielgerichtet und nicht-zielge-
richtet) wird auch am Helmholtz Zentrum Miin-
chen im Zusammenspiel verschiedener Verban-
de, Abteilungen, Institute und Departments als
erfolgreiches Instrument angewandt. Bereichert
wird das DZD mit einer technologisch viel-
seitigen Metabolomics-Plattform. Diese ist in der
Lage, in den Projekten verschiedenste biologi-
sche Proben, je nach Erfordernissen und Frage-
stellung der Forschung, mit den geeigneten ins-
trumentellen Techniken zu untersuchen und die
gewonnenen Daten zu analysieren (Abb. 3).
Voraussetzung fiir erfolgreiche Metabolomics-
Untersuchungen mit der vielseitigen technologi-
schen Plattform ist eine sehr gute Qualitdt der zu
analysierenden Proben. Mit dem hierfiir wichti-
gen prdanalytischen Prozess, d.h. den Effekten
von der Probengewinnung bis zur Lagerung, be-
fasst sich die am Zentrallabor des Universitdts-
klinikums Tiibingen angesiedelte Gruppe seit
vielen Jahren. Zusdtzlich bildet die Optimierung
und Standardisierung der weiteren prdanalyti-
schen Schritte, d.h. der Probenaufarbeitung fiir
Metabolomics und Lipidomicsanalysen aus Zell-
kultur, verschiedensten Korperfliissigkeiten und
Geweben, einen weiteren Fokus in Tiibingen.
Diese prdanalytische Expertise bietet eine ideale
Ergdnzung und Komplettierung der Metabol-
omics-Plattform, um im engen Zusammenspiel
die Metabolomicsprojekte von der Probenge-
winnung bis hin zum Endergebnis bei jedem
Schritt optimal zu gestalten.

Fiir nicht-zielgerichtete Metabolomics werden
neben einem hochauflésenden Fouriertransfor-
mations-lonenzyklotronresonanz-Massenspek-
trometer (12 Tesla FT-ICR-MS), eine UPLC-QTOF/
MS-NMR-Plattform, NMR-Gerdte (cryo-800 und
cryo-500MHz) mit geeigneten bioinformati-
schen Techniken fiir die Analyse verschiedenster
Studien in der Abteilung Analytische BioGeo-
Chemie (BGC, unter der Leitung von P. Schmitt-
Kopplin) eingesetzt. Im Genomanalysezentrum
(GAC, unter der Leitung von ]. Adamski) werden
fiir zielgerichteten Metabolomics mithilfe ver-
schiedener Biocrates-Kits bis zu 181 Metabolite
im Hochdurchsatz quantifiziert. Hier werden die
Konzentrationen bestimmter Metabolite aus ver-
schiedenen Substanzklassen bestimmt. Neben
der Quantifizierung von Aminosduren, Acylcar-
nitinen, biogenen Aminen, Hexosen, Phospho-
sowie Sphingolipiden gibt es auch ein spezielles
Kit fiir Steroidhormone. Beide Abteilungen sind
beteiligt im Diabetes Research Department (DRD)
und besonders auch im Labormedizinischen Zen-
trum (LMZ-Diabetes, koordiniert durch R. Leh-
mann), eine vom Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung (BMBF) geforderte zentrale Ana-
lyseplattform fiir Laborparameter des Kompe-
tenznetz Diabetes mellitus (KKNDm), dessen Ziel
die Harmonisierung der Aktivititen in den Berei-
chen Immunologie, Klinische Chemie, Genomics
und Metabolomics ist [6].

Perspektive von Metabolomics

in der Diabetesforschung

Welchen Mehrwert Metabolomics-Analysen in
der Zukunft fiir die Diabetesforschung bereit-
halten ist noch ungewiss. Jedoch geben aktuelle
Publikationen sichtbar neue Impulse zum
besseren Verstandnis der pathophysiologischen
Zusammenhdnge bei der Pathogenese und somit
zur Diagnose von Diabetes und dessen Folge-
erkrankungen.

So patentierte die Biocratres Life Sciences AG
2010 ein Methodenkit und ein Biomarkerset be-
stehend aus Aminosduren, Acylcarnitinen und
biogenen Aminen zur Erkennung von Nieren-
leiden, wie die diabetische Nephropathie. Diese
empfindliche quantitative Methode ermoglicht
eine friihzeitige Feststellung pathologischer Ver-
dnderungen in den Metabolit-Konzentrationen
und den Verhiltnissen untereinander [7].

Durch die Analyse von Plasma und Serumproben
mit einer Biocrates-Plattform, einer zielgerichte-
ter NMR und einer nicht-zielgerichteten Platt-
form konnte eine Serie bekannter und neuer
Diabetes assoziierter, deregulierter Metabolite
identifiziert werden. Ebenso konnte die Medika-
tion der Probanden ermittelt und damit gezeigt
werden, dass Metabolomics nicht nur in der Lage
ist natiirliche Komponenten zu identifizieren,
sondern auch die Einnahme xenobiotischer
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Substanzen extern zu bestimmen [8]. Suhre et al.
identifizierten durch Vergleich der Daten geno-
mischer und nicht-zielgerichteter metabolomi-
scher Untersuchungen 37 genetische Positionen,
die mit Metabolitkonzentrationen im menschli-
chen Blut zusammenhdngen [9]. 25 davon zeigen
ungewdohnlich hohe Effekte und sind pro Allel fiir
10-60% der Konzentrationsunterschiede verant-
wortlich. Eine Kombination von Genomics und
Metabolomics konnte zu einem neuen persona-
lisierten medizinischen Ansatz fiihren, der auf
einer Genotypisierung und Metabolomcharakte-
risierung basiert. Mithilfe des ermittelten Meta-
botyp wdren eventuell Vorhersagen iiber die
Wirksamkeit und Nebenwirkungen bestimmter
Medikamente bzw. die Reaktion auf Erndhrung-
und Umweltinderungen maglich [10].

Eine nicht-zielgerichtete Analyse von Metabolit-
profilen, die mittels FT-ICR-MS aufgezeichnet
wurden, zeigte, dass bei einem Insulinsensitivi-
tdtsindex (ISI) nach Matsuda von 15 eine klare
Trennung zwischen insulinsensitiven und -resis-
tenten Individuen aufgrund des Metabolitmus-
ters erzielt werden kann. Des Weiteren wurde
von Lucio et al. eine Gruppe von Probanden
identifiziert, deren ISI sich im Bereich von 8,5-
15 bewegt [11]. Das Metabolom dieser Gruppe
weist sowohl Charakteristika der Insulinresis-
tenz wie auch der -sensitivitit auf und zeigt
somit einen metabolischen Ubergangszustand.
Eine andere Untersuchung zeigte Veranderun-
gen des Fettsduren-, Tryptophan-, Harnsdure-,
Gallensdure- und Phosphatidylcholinmetabolis-
mus bei Prddiabetikern anhand der gefundenen
diskriminierenden Metabolite [12]. Die Abwei-
chung der Gallensduren und anderer Metabolite,
wie z.B. der 3-Hydroxyhippursdure, liefert Hin-
weise auf einen verdnderten Darmflorametabo-
lismus und damit auf eine unterschiedliche
Zusammensetzung der Darmflora [2, 8, 12]. Die
metabolomische Untersuchung wadssriger Fakal-
extrakte auf einer nicht zielgerichteten Plattform
bietet hierbei eine gute Moglichkeit, die Verdn-
derungen der Darmflora nachzuvollziehen [13].

Fazit

Metabolomics konnte, als vergleichsweise noch
relative junge Strategie in der Diabetesforschung,
bereits erste Erfolge bei der Suche nach diagnos-
tisch interessanten Biomarkern zur Erkennung
von Diabetes und Diabetesfolgeerkrankungen
erzielen. So wurden neben der Bedeutung der
Darmflora auch Aminosduren und Fettstoff-
wechselprodukte als wichtige Forschungsziele
identifiziert. Dennoch sind die Maoglichkeiten
der Metabolomicsforschung noch lange nicht
ausgeschopft und bieten sowohl instrumentell
wie datenanalytisch noch enormes Entwick-
lungspotenzial. Vor allem im Bereich der Friih-
erkennung bzw. der Vorhersage des Typ-2-Dia-
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Revolution in Diabetes Diagnostics —
Metabolomics for Discovering Biomarkers

Schwerpunkt

In diabetes research Metabolomics is a new approach for discovering unknown
diagnostic biomarkers for early detection and monitoring of the disease. Also
new insights into the pathogenetic evolution of the metabolic disorder and its
late complications are interesting. Since metabolites are intermediates and
end product of all metabolic pathways they offer a high chance to identify
new biomarkers or metabolic patterns. For that purpose either the number of
detected metabolites is maximized or few are quantified in diverse biological
samples like body fluids, tissues and cell cultures. Besides a general introduc-
tion to metabolomic research also a short summary of current metabolomics
analysis in diabetic research will be presented in this review.

Key words

metabonomics - metabolite - metabolic profiling - diabetes diagnostic

betes und der Sekunddrschdden werden noch
dringend Signalmolekiile, die eine einfache
zweifelsfreie Labordiagnostik ermdglichen, ge-
sucht. Mit der technologisch vielseitigen Meta-
bolomics-Plattform verfiigt das DZD iiber ein
geeignetes Mittel, diese Ziele zu erreichen.
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