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1. Einleitung

Auf dem Gebiet der Bioanalytik werden in j�ngster Zeit
ehrgeizige „Metabolomics“-Konzepte vorangetrieben, deren
Ziel es ist, m�glichst alle niedermolekularen Verbindungen
(mit Molekulargewichten unter 1500 Dalton) zu quantifizie-
ren, die in einem biologischen System oder unter bestimmten
physiologischen Bedingungen vorhanden sind. „Metabolo-
mics“ als Reinkarnation einer wissenschaftlichen Disziplin zu
bezeichnen mag �berzogen sein, tats�chlich hat sich dieses
Feld in den letzten zehn Jahren von der Anwendung eta-
blierter Plattformen bis hin zur Entstehung g�nzlich neuer
Technologien rasant weiterentwickelt.[1–9] Neben der erfolg-
reichen Entwicklung von „omics“-Technologien, die man
�berwiegend mit dem Proteom oder dem Genom in Verbin-
dung bringt, liefert nun eine umf�ngliche Bestimmung von
Metaboliten aus K�rperfl�ssigkeiten oder Gewebe eine Si-
gnatur des metabolischen Ph�notyps, die unser Verst�ndnis
von Krankheiten und von toxikologischen Mechanismen am
Ende der biologischen Reaktionskette vertieft und erg�nzt.

Die Suche nach dem Ursprung von Metabolomics f�hrt
uns weit in die Historie der analytischen Chemie, in eine Zeit,
bevor die Begriffe „Metabolom“,[10] „Metabonomics“[11] und
„Metabolomics“ etabliert waren. Die wissenschaftliche Me-
tabolom-Forschung begann zwar schon in den sp�ten sechzi-
ger Jahren, das Feld erfreut sich aber erst seit f�nf Jahre unter
der Bezeichnung Metabolomics einer großen Aufmerksam-
keit. Der Beginn dieser Entwicklung ist im Jahr 1966 anzu-
siedeln, als Dalgliesh et al. Gaschromatographie (GC) mit
Flammenionisationsdetektion (FID) f�r Metabolismus-Un-
tersuchungen kombinierten.[12] Im Jahr 1971 formulierten
Robinson und Pauling das grundlegende Konzept, dass
Daten, welche den funktionellen Zustand eines komplexen
biologischen Systems wiedergeben, aus den qualitativen und
quantitativen Metabolitenmuster von K�rperfl�ssigkeiten
erhoben werden k�nnen.[13] Gleichzeitig beschrieben Horning
und Horning Ergebnisse der Gaschromatographie einer Pa-

tientenprobe als „Metabolic Profiling“,[14] und Mamer et al.
untersuchten S�uren aus Urin mit GC-MS.[15]

Innerhalb der letzten zehn Jahre hat sich die Zahl wis-
senschaftlicher Ver�ffentlichungen, die sich mit dem simul-
tanen Messen endogener Verbindungen mit Kernresonanz-

Der Begriff „Metabolomics“ bezeichnet ein wissenschaftliches Be-
t�tigungsfeld, das im ureigenen Sinn interdisziplin�r ist und in dem
analytische Chemie, Plattformtechnologie, Massenspektrometrie und
NMR-Spektroskopie sowie Datenanalyse kombiniert zum Einsatz
kommen. Angewendet in der Biomarkerforschung schließt das Gebiet
die Pathobiochemie, Systembiologie, Medizin und molekulare Dia-
gnostik mit ein, ebenso wie Bioinformatik und multivariate Statistik.
Nachdem Metabolomics-Ans�tze im Screening angeborener Stoff-
wechselst�rungen bei Neugeborenen mittlerweile fest etabliert sind,
weitet sich die Anwendung in der diagnostischen Forschung gegen-
w�rtig auf eine zunehmende Zahl an Erkrankungen aus. Hier werden
die wichtigsten technischen Voraussetzungen sowie neuere Entwick-
lungen auf den Gebieten Metabolomics und Datenanalyse herausge-
stellt. Das Hauptaugenmerk liegt auf der Biomarker-Identifizierung
und -Qualifizierung sowie auf „Targeted Metabolomics“ mithilfe von
Hochdurchsatz-Massenspektrometrie.
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spektroskopie (NMR) und Massenspektrometrie (MS)[16–26]

befassen, explosionsartig entwickelt. Wie anhand der Zahl an
Publikationen in PubMed nachweisbar ist (Abbildung 1),
wird MS hier seit 2005 deutlich gegen�ber NMR bevorzugt

(Verh�ltnis etwa 2:1). W�hrend die leichte Verf�gbarkeit von
Messinstrumenten, die etablierte Datenprozessierung und
eine zerst�rungsfreie Analyse f�r die Verwendung von NMR-
Spektroskopie sprechen, l�sst sich der Trend zur Massen-
spektrometrie durch Vorteile wie gr�ßere Empfindlichkeit,
Unterscheidung der Metabolite, bessere Abdeckung des
Gesamtmetaboloms und Modularit�t mit einer an unter-
schiedliche Verbindungsklassen anpassbare Analytik erkl�-
ren. Unter 2169 Publikationen, die sich mit Metabolomics
befassen und mit Medical Subject Headings (MeSH) bei
MEDLINE erfasst sind, besch�ftigen sich mehr als 90 % mit

lebenden Organismen, insbesondere mit K�rperfl�ssigkeiten
von Wirbeltieren und mit Pflanzen.

Die Biomarkerforschung mithilfe von „Metabolomics“,
insbesondere „Targeted Metabolomics“ (Abbildung 1), hat
ein großes Potenzial sowohl zur Auffindung von Markern als
auch zur Markervalidierung.[27–40] Hier behandeln wir neuere
Entwicklungen der quantitativen Hochdurchsatz-Massen-
spektrometrie und in Metabolomics, wobei wir auch unsere
pers�nliche Sicht einfließen lassen wollen. Den Schwerpunkt
haben wir auf Aspekte mit Relevanz zur Identifizierung von
Biomarkern gelegt, was technologische Trends, analytische
Methoden, biomedizinische Anwendungen und Datenanaly-
se mit einschließt.

2. Warum „Targeted Metabolomics“?

Es gibt bisher kein analytisches Einzelverfahren, das in
der Lage ist, gleichzeitig alle Zielmetaboliten zu identifizie-
ren und reproduzierbar mit hoher Genauigkeit zu quantifi-
zieren. Diesbez�glich haben sich zwei verschiedene Meta-
bolomics-Ans�tze etabliert: „Targeted Metabolomics“ und
„Non-Targeted Metabolomics“. Das zuletzt genannte Ver-
fahren, Non-Targeted Metabolomics, wird in der Regel f�r
eine globale Metabolomanalyse verwendet, wobei alle de-
tektierbaren Analyte im Probenextrakt mit hochaufl�sender
Massenspektrometrie oder NMR-Spektroskopie erfasst und
analysiert werden. Ziel dabei ist es, m�glichst alle detektier-
ten Signale auch zu identifizieren. Dazu ist es notwendig, die
Rohdaten mit chemometrischen Methoden zu komprimieren
und diese reduzierten Datens�tze durch Abgleich mit Bi-
bliotheken und Datenbanken oder mit weiteren analytischen
Verfahren auszuwerten, um die zuvor unbekannten Metabo-
liten zu identifizieren. Im zuerst genannten Ansatz, Targeted
Metabolomics, werden dagegen zuvor ausgew�hlte, spezifi-
sche Metabolitsignale detektiert (durch „selected reaction
monitoring“ (SRM) in der Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS) oder „selected ion monitoring“ (SIM) bei einfacher
MS), um f�r eine begrenzte Zahl an bekannten endogenen
Metaboliten die relativen Intensit�ten und absoluten Kon-
zentrationen genau zu ermitteln.

3. Massenspektrometrische Analyse f�r „Targeted
Metabolomics“

Non-Targeted Metabolomics bietet die M�glichkeit einer
De-novo-Analyse. Dabei werden die potenziell detektierba-
ren Metaboliten/Metabolitgruppen allerdings durch die Art
der Probenvorbereitung und durch die verwendete analyti-
sche Plattform eingeschr�nkt (Empfindlichkeit, Nachweis-
barkeit, Umfang der Metabolitenanzahl). Die Hauptnach-
teile bestehen in der beschr�nkten Zahl etablierter Protokolle
zur Prozessierung von Rohdaten, Plattform-Abh�ngigkeiten
und der Schwierigkeit, die chemische Identit�t potenzieller
Zielanalyte eindeutig aufzukl�ren. Dagegen setzt Targeted
Metabolomics zwangsl�ufig Vorwissen �ber das Metabolom
und den chemischen Inhalt der Probe voraus. In der Bio-
markerforschung macht es sich bezahlt, in die Optimierung
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Abbildung 1. Zahl an Publikationen in PubMed zu folgenden Suchbe-
griffen: metabolomic*, metabonomic*, „metaboli* profiling“, „meta-
boli* fingerprinting“ und/oder lipidomics (linke senkrechte Achse),
aufgeschl�sselt nach dem Auftreten der Begriffe „Nuclear Magnetic
Resonance/NMR“, „Mass Spectrometry/MS“ und „Biological Marker/
Biomarker“ in Titel und/oder Kurzzusammenfassung und MeSH-Stich-
w�rtern (rechte senkrechte Achse).
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der Probenvorbereitung f�r niedrig-konzentrierte Zielanalyte
zu investieren, Artefakte bei aufeinanderfolgenden Proben-
analysen zu vermeiden, �nderungen in den Metabolitkon-
zentrationen direkt mit dem biologischem und biochemischen
Wissen zu korrelieren und diese Ergebnisse mit anderen
„omics“-Daten abzugleichen. Prinzipiell ist es schwierig,
gerade f�r Biomarker-Langzeitvalidierungsstudien, beide
Strategien direkt miteinander zu vergleichen, da die Daten-
erhebung einerseits auf verschiedenen Plattformen und an-
dererseits auf unterschiedlichen Messverfahren beruht.
Dieses Vergleichbarkeitsproblem kann aber umgangen
werden, indem eine Kalibrierung mit internen Standards,
welche der Probe vor der Extraktion hinzugegeben werden,
oder mit externen Standards durchgef�hrt wird. Dadurch
lassen sich sowohl Variabilit�t in der Probenvorbereitung als
auch, und das ist viel wichtiger, Matrixeffekte und andere
St�reffekte auf den Analyt in der Probe minimieren. Diese
einzelnen Schritte sind f�r Hochdurchsatzanalysen zwar auf-
wendig, aber f�r die Quantifizierung von Metaboliten sind sie
zwingend notwendig. Im Wesentlichen werden bei Targeted-
Metabolomics-Untersuchungen mit Massenspektrometrie
drei verschiedene Analysentechniken mit unterschiedlichsten
Probenvorbereitungsverfahren eingesetzt: Gaschromatogra-
phie-Massenspektrometrie (GC-MS), Fließinjektionsanalyse-
Tandemmassenspektrometrie (FIA-MS/MS) und HPLC-
Tandemmassenspektrometrie (HPLC-MS/MS).[1–4,6,16–21,23,41–44]

Als massenspektrometrische Detektoren kommen Ver-
fahren mit einer Aufl�sung im Bereich von Einheitsmassen
zur Anwendung (z. B. Quadrupol-Instrumente), aber auch
hochaufl�sende Techniken wie Fourier-Transformations-
Massenspektrometrie (FT-ICR-MS) und Orbitrap-Instru-
mente. Das MS-System kann dabei als reiner Einzelmassen-
analysator verwendet werden, in diesem Fall wird die Inten-
sit�t des Ionensignals am Detektor gegen das Verh�ltnis von
Masse zu Ladung (m/z) aufgezeichnet, oder als Tandem-
massenanalysator. Bei der Tandem-MS-Analyse k�nnen z. B.
so genannte Produktionenspektren aufgenommen werden.
Dabei dient der erste Massenanalysator (MS1) zur Selektie-
rung von Ionen mit bestimmten m/z-Werten, die in der
nachgeschalteten Stoßzelle durch Kollision mit einem Inert-
gas fragmentiert werden („collision-induced dissociation“,
CID). Anschließend werden im zweiten Massenanalysator
(MS2) die resultierenden Fragmentionen in MS/MS- oder
MS2-Spektren detektiert. Bei Fortf�hrung dieses Prozesses
mit einem dritten Massenanalysator (MS3), wobei Fragmen-
tionen mit dem MS2 selektiert werden, spricht man von MS/
MS/MS oder MS3. F�r serielle Kombinationen von Massen-
analysatoren, realisiert in Hybridinstrumenten, werden am
h�ufigsten Quadrupole, TOF oder Ionenfallen eingesetzt,
z. B. als Tandemquadrupol-, Quadrupol-TOF- bzw. Quadru-
pol-Ionenfallen-MS-Instrumente. Ionenfallen eignen sich
besonders f�r MS3- und weitere MSn-Analysen. „Triple-
Quadrupol“-Instrumente bieten den Vorteil der SRM-De-
tektion. Dabei selektieren der MS1 einen ausgew�hlten m/z-
Wert und der MS2 eines oder mehrere Fragmentionen mit
bekannten m/z-Werten. Da dies kein Scan-Modus ist, wird die
Ionentransmission in den Detektor maximiert. Jeder Analyt,
der von der S�ule eluiert und in der Ionenquelle ionisiert
wird, wird durch ein selektiertes Ion im MS1 und Fragment-

ionen im MS2 charakterisiert und durch einen Peak be-
schrieben. In einer Messmethode k�nnen simultan mehrere
SRMs als eine Art „Scan“ gemessen werden, wobei der
Analysator von SRM zu SRM springt („multiple reaction
monitoring“, MRM). In einer chromatographischen Analyse
k�nnen außerdem, um die Empfindlichkeit zu maximieren,
diese SRMs nur entsprechend der Analyt-Retentionszeit in
Zeitfenstern und nicht, wie �blich, �ber die gesamte Analy-
senzeit detektiert werden („scheduled MRM“). Einfache
Massenspektrometer erm�glichen den SIM-Modus als se-
lektivsten und empfindlichsten Detektionsmodus, wobei der
einzige Massenanalysator (MS1) das Zielion mit einem be-
stimmten m/z-Wert selektiert und f�r dieses ein SIM-Chro-
matogramm aufzeichnet.

Zwei andere wichtige Scan-Modi von „Triple-Quadru-
pol“-Instrumenten sind der Vorl�uferionen-Scan und der
Neutralverlust-Scan. Beim Vorl�uferionen-Scan l�sst MS2 nur
Fragmente mit einem bestimmten m/z-Wert durch, w�hrend
durch Scans an MS1 die Vorl�uferionen ermittelt werden, aus
denen diese spezifischen Fragmente entstehen. Beim Neu-
tralverlust-Scan werden beide Massenanalysatoren, MS1 und
MS2, parallel so betrieben, dass nur Ionen detektiert werden,
die durch die Abspaltung eines definierten neutralen Frag-
ments in Beziehung stehen.

4. Probenvorbereitung f�r FIA-MS/MS und HPLC-
MS/MS

Die Probenvorbereitung vor der massenspektrometri-
schen Analyse ist ein �ußerst wichtiger Schritt bei Studien mit
Non-Targeted Metabolomics wie auch mit Targeted Meta-
bolomics. Dabei ist man allgemein der Auffassung, dass der
Aufwand minimal gehalten werden sollte, weil jeder einzelne
Probenvorbereitungsschritt zu unkontrollierbaren Analyt-
verlusten f�hren kann und dadurch eine umfassende Analyse
von Metaboliten(klassen) nachteilig beeinflussen kann.
Solche Analytverluste k�nnen aber durch entsprechende in-
terne Standards korrigiert werden. Die Komplexit�t einer
umfassenden Metabolomanalyse und der damit verbundene
extrem große dynamische Bereich (z.B. mgmL�1 bis pg mL�1

in Plasma) macht in den meisten F�llen Probenvorberei-
tungsschritte vor der eigentlichen Analyse unverzichtbar. Es
gibt Metabolomics-Anwendungen, wo die Probenvorberei-
tung auf ein Minimum reduziert werden kann. Dies ist z. B.
bei der Analyse humaner Gallenfl�ssigkeit der Fall, bei der es
ausreicht, die Probe vor der FIA-MS/MS-Analyse zu ver-
d�nnen,[45] oder bei der Urinanalytik von Patienten mit cho-
lestatischen Lebererkrankungen,[46] bei der man mit einer
einfachen C18-Festphasenextraktion (SPE) vor der FIA-MS/
MS-Analyse auskommt. Bei der Analytik des Metaboloms in
Gewebeproben ist eine Probenvorbereitung mit mehreren
Teilschritten f�r die Analytextraktion allerdings unumgehbar,
außer in den F�llen, wo direkt das Gewebe z. B. mit MALDI-
Bildgebung[47–49] („matrix-assisted laser desorption ionisati-
on“) oder mit DESI[50] („desorption electrospray ionisation“)
analysiert werden soll.

Die Kombination von einerseits enormer Heterogenit�t
der physikalischen und chemischen Eigenschaften und an-
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dererseits breiten Konzentrationsbereichen endogener Me-
tabolite in einem biologischen System macht es in der Rea-
lit�t unm�glich, das gesamte Metabolom mit einer einzelnen
oder auch einigen wenigen analytischen Methoden zu analy-
sieren.[1, 2] Zus�tzliche Probenvorbereitungsschritte, z. B. De-
rivatisierung oder SPE, sind f�r die Analyse von Metaboliten
in geringeren Konzentrationen notwendig, um die Nach-
weisgrenzen zu verbessern. Dabei ist die Art der Proben-
vorbereitung von der zu untersuchenden Matrix, von der
analytischen Methode und vom jeweiligen Metabolomics-
Ansatz abh�ngig (Targeted Metabolomics f�r zuvor ausge-
w�hlte Zielanalyte/-analytgruppen oder Non-Targeted Me-
tabolomics f�r das gesamte Metabolom). In diesem Aufsatz
konzentrieren wir uns auf Targeted Metabolomics. Daher
werden hier auch relevante Beispiele verschiedener Proben-
vorbereitungsmethoden f�r diese Anwendung beschrieben.

Die meisten HPLC-MS-Metabolomics-Studien nutzen die
Elekrospray-Ionisierung (ESI).[51,52] Die bevorzugte Anwen-
dung dieser Ionisierungsmethode ist auf den großen dyna-
mischen Bereich des ESI-Prozesses zur�ckzuf�hren, der vor
allem eine relativ umfassende Ionisierung fast aller Metabo-
litklassen erm�glicht. Einige Metabolite/Metabolitklassen
mit h�heren endogenen Konzentrationen zeigen auch in
realen Probenextrakten sehr gute ESI-Ionisierungsausbeu-
ten. Beispielsweise k�nnen Phospholipide in Plasma nach
einfacher Methanol-Proteinf�llung[53] oder Blight/Dyer-Ex-
traktion (Chloroform/Methanol),[54] aber ohne vorherige
chromatographische Trennung, ausreichend empfindlich mit
FIA-ESI-MS/MS analysiert werden. Es gibt aber auch Me-
taboliten, die weniger gut mit ESI zu ionisieren sind. Sie be-
n�tigen mehr Aufwand in der Probenvorbereitung oder be-
d�rfen einer anderen Ionisierungsart.

Bevor wir n�her auf die Probenvorbereitung f�r Targeted-
Metabolomics-Studien eingehen, sollen kurz entsprechende
Verfahren f�r die globale Metabolomanalyse durch Non-
Targeted Metabolomics betrachtet werden. Siuzdak und
Kollegen haben eine umfassende Extraktionsmethode f�r
Serum und CSF entwickelt und optimiert. Dabei werden 50-
mL-Proben mit eiskaltem Methanol extrahiert und zentrifu-
giert. Der Extraktions�berstand wird anschließend im
Vakuum eingedampft und im LC-Laufmittel rekonstitu-
iert.[53, 55–56] Mit dieser Extraktion gefolgt von einer HPLC-
ESI-MS/MS-Methode (ESI mit Positivionen-Detektion;
Dauer 60 min) haben Crews et al. mehr als 4000 Signale re-
produzierbar in Plasma und CSF detektieren k�nnen. Als
Signale wurde jene angesehen, die ein Signal-zu-Rausch
(S/N)-Verh�ltnis �ber 10 aufwiesen.[53] Mit einem �hnlichen
Extraktionsprotokoll und einer UPLC-ESI-MS/MS-Methode
konnte Zelena et al. in Plasma 1600 Signale im Positivionen-
Modus und 1110 Signale im Negativionen-Modus mit ESI
detektieren.[57] Dagegen detektierten Wishart et al. nur ca.
200 eindeutige Signale, wenn CFS direkt ohne jegliche Pro-
benvorbereitung mit HPLC-ESI-MS/MS analysiert wurde
(kombinierte Positivionen- und Negativionen-Detektion mit
ESI).[42] Mithilfe von MS/MS konnten nur einige wenige der
Signale in den Spektren von CSF auch bestimmten Verbin-
dungen zugeordnet werden: Crews et al. gelang dies f�r 12
Verbindungen, Wishart et al. f�r 17.

5. HPLC-MS/MS-Analyse von Lipiden in K�rper-
fl�ssigkeiten

Lipide spielen eine wesentliche Rolle im Metabolom,
daher ist deren Analyse von besonderem Interesse. Aller-
dings sind analytische Methoden, die eine Rekonstitution des
Probenextrakts in w�ssrigen HPLC-L�sungsmitteln wie 5%
Acetonitril in Wasser[53,56] oder 100 % Wasser[57] vorsehen,
nicht f�r die Analytik von Lipiden geeignet, da viele Lipide
nicht in diesen L�sungsmitteln l�slich sind. Lipide bed�rfen
folglich einer speziellen Methodik sowohl f�r die Proben-
vorbereitung als auch f�r die Analyse.[58]

Lipidmodifizierende Enzyme, z. B. Phospholipase, 5-Lip-
oxygenase, Phosphoinositid-3-kinase, Sphingosinkinase,
kontrollieren Signallipide und schaffen somit ein komplexes
Netzwerk, das f�r lebenswichtige Prozesse wie Apoptose und
Proliferation relevant ist. Sie spielen somit auch bei Krebs,
Diabetes, Entz�ndungen und Stoffwechselerkrankungen eine
wichtige Rolle.[59] Zahlreiche Lipide mit Schl�sselfunktionen
und deren Wechselwirkungen konnten bisher identifiziert
und Informationen �ber ihre Rolle in der Pathobiochemie
gesammelt werden. Allerdings sind weitere quantitative
Lipidomics-Hochdurchsatzmethoden notwendig, um das Po-
tenzial von Lipiden als neue Biomarker zu nutzen.

Eine sehr gut geeignete M�glichkeit, Lipide in Plasma
und CSF zu extrahieren, ist die Extraktion mit 99.9% Ethanol
in einem Volumenverh�ltnis von mindestens 1:10 f�r Plasma
und 1:4 f�r CSF. Dabei wird die Probe unter Ultraschallbe-
handlung tropfenweise in Ethanol gegeben.[60] Unter diesen
Bedingungen befinden sich die Lipide frei in L�sung, da die
Lipid-Protein-Verbindungen aufgespalten werden. Im
n�chsten Schritt werden die Lipide hinsichtlich ihrer Lipo-
philie auf einer C18-SPE-Kartusche fraktioniert. Daf�r wird
die Lipidl�sung in Ethanol auf 70 % Ethanol verd�nnt und
auf die C18-Kartusche gegeben. Die hydrophoberen Lipide,
wie Triglyceride, Cholesterol und seine Ester, werden dabei
zur�ckgehalten, und die weniger hydrophoben Lipide, wie
Oxysterole, Gallens�uren, Steroide und Phospholipide, elu-
ieren nach weiterer Zugabe von 70 % Ethanol aus der SPE-
Kartusche. Die hydrophobere Lipidfraktion kann anschlie-
ßend mit 99.9% Ethanol oder Chloroform/Methanol (1:1,
v/v) eluiert werden. Dieser Trennschritt kann z.B. f�r eine
anschließende Analyse von Oxysterolen oder Steroiden
wichtig sein, die endogen oder auch als Artefakt durch Cho-
lesterol-Autoxidation gebildet werden k�nnen.[61, 62] Wenn
Phospholipide die Zielanalyte sind, ist 70 % Ethanol als L�-
sungsmittel f�r HPLC-ESI-MS/MS oder FIA-ESI-MS/MS
geeignet. Wenn aber z.B. Oxysterole oder Gallens�uren
analysiert werden sollen, sind alternative Protokolle vorzu-
ziehen. Zum Beispiel kann eine Extraktion mithilfe von
Anionenaustauschers�ulen wie Lilidex-DEAP durchgef�hrt
werden, wobei die Fraktionierung nach der S�urest�rke er-
folgt. Die anschließende Analyse erfolgt bevorzugt durch
HPLC-ESI-MS/MS mit ESI im Negativionen-Modus.[63] ESI
im Positivionen-Modus wird normalerweise f�r die Analyse
von Neutralverbindungen verwendet; allerdings ist der Io-
nenstrom gering, wenn die Zielmolek�le keine basischen
funktionellen Gruppen enthalten. Dies trifft auf Oxysterole
und freie Steroide zu.
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Eine M�glichkeit, um die ESI f�r Neutralverbindungen zu
verbessern, bietet die Derivatisierung mit sauren oder basi-
schen Gruppen. Die Derivatisierung kann auch genutzt
werden, um die Ionisierungsf�higkeit von Molek�len zu
steigern, die schwach saure oder basische Gruppen
tragen.[55, 64–67] Um die Ionisierung von schwachen S�uren wie
Carbons�uren (pKS� 6) zu erleichtern, bietet sich eine De-
rivatisierung mit einer Aminosulfons�ure (z. B. 2-Amino-
ethansulfons�ure) oder mit 4-Aminobenzoes�ure in Gegen-
wart eines Carbodiimids wie 1-Ethyl-3-(3-Dimethylamino-
propyl)carbodiimid (EDC) an. Dabei wird die stark saure
Sulfonatgruppe (pKS� 1.5) am Zielmolek�l eingef�hrt, was
zu einer besseren Detektion bei ESI im Negativionen-Modus
f�hrt.[64] Die deuterierte Form NH2CD2CD2SO3H von 2-
Aminoethansulfons�ure kann f�r quantitative Studien unter
Stabilisotopenmarkierung verwendet werden (�hnlich wie
ICAT in Proteomics).[55]

Die Derivatisierung mit einer Aminosulfons�ure verbes-
sert nicht nur das Ionisierungsverhalten, sondern sie beein-
flusst auch das Fragmentierungsmuster im MS/MS. Dadurch
wird einerseits die Zahl an Fragmentionen erh�ht, die
Strukturinformationen liefern k�nnen, und andererseits
k�nnen charakteristische Fragmentionen mit geringen
Massen erhalten werden (Abbildung 2). Die Einf�hrung von
Ladung zur besseren Ionisierung ist auch f�r andere funk-
tionelle Gruppen m�glich. Zum Beispiel k�nnen Oxogruppen
(in Aldehyden und Ketonen) mit Hydrazinen (z.B. 2,4-Dini-
trophenylhydrazin) derivatisiert werden. Dadurch werden
sowohl die Ionisierung und das MS/MS-Fragmentierungs-
verhalten als auch die L�slichkeit des Zielanalyten in der
mobilen Phase f�r die Umkehrphasenchromatographie ver-
bessert.[60,67–69] Ein Nachteil ist allerdings der erforderliche
zus�tzliche Probenvorbereitungsschritt. Oxogruppen treten
z. B. bei den in Plasma gel�ufigen Steroiden, Sterolen und
Gallens�uren auf.[45, 70–71] Es ist dabei vorteilhaft, Lipide mit
Oxogruppen nach Extraktion und Isolierung unter schwach
sauren Bedingungen mit Hydrazinreagentien zu derivatisie-
ren und anschließend mit HPLC-MS/MS (oder MSn) zu
analysieren, um mehr dieser Lipide mit Oxogruppen z. B. im
Plasma erfassen zu k�nnen. Wir haben beispielsweise beob-
achtet, dass die L�slichkeit sowie das Ionisierungs- und
Fragmentierungsverhalten von Steroiden und Gallens�uren
mit Oxogruppen durch Derivatisierung mit Girard-P(GP)-
Hydrazinreagens verbessert werden k�nnen. Mithilfe dieses
Derivatisierungsverfahrens konnten folgende Steroide und
Gallens�uren im Plasma von Erwachsenden und/oder S�ug-
lingen identifiziert werden: DHEA-3-Sulfat, Epiandrosteron-
3-sulfat, Androsteron-3-sulfat, Etiocholanolon-3-glucuronid,
3b,5b-Dihydroxy-B-norcholestan-6b-carboxyaldehyd, 7a-Hy-
droxy-3-oxocholest-4-en-27-s�ure, 3-Oxocholest-4-en-27-
s�ure und 7a-27-Dihydroxycholest-4-en-3-on.[60]

Ein gr�ßerer Teil des Lipidoms kann durch Vorschalten
eines Oxidationsschritts, der Alkoholgruppen in Oxogruppen
umwandelt, vor der Derivatisierung mit Girard-P-Hydrazin
extrahiert werden (Abbildung 2). Daf�r werden chemische
Oxidationsmittel oder auch Enzyme wie Cholesteroloxidase
verwendet, die Sterole und Steroide mit 3b-Hydroxy-5-en-
und 3b-Hydroxy-5a-wasserstoff-Gruppen in die entspre-
chende 3-Oxo-4-en- bzw. 5-Oxo-5a-wasserstoff-Analoga

�berf�hrt.[72] Mit diesem Verfahren konnten zus�tzlich Des-
mosterol, 7-Dehydrocholesterol, Cholesterol, 24S-, 27- und
7a-Hydroxycholesterol, 7a,27-Dihydroxycholesterol, 3b-Hy-
droxycholest-5-en-27-s�ure und 3b,7a-Dihydroxycholest-5-
en-27-s�ure in Plasma identifiziert werden.[60] W�hrend in den
bereits erw�hnten Studien von Wishart et al. und Crews et al.
zu CSF mit globaler HPLC-MS-Metabolomics 17 bzw. 12
Verbindungen identifiziert werden konnten,[42, 56] gelang es
Ogundare et al. mit der GP-Derivatisierung (mit und ohne
Verwendung von Cholesteroloxidase) und durch Vergleich
der HPLC-MS3-Resultate mit Daten von authentischen
Standards, neun Sterole und Gallens�uren zu identifizieren.
Sie postulierten anhand der HPLC-MS3-Spektren und Re-
tentionszeiten die Strukturen f�r acht weitere Cholesterol-
metabolite, sodass insgesamt 17 Metabolite bestimmt
wurden.[73] Folglich entspricht die Zahl der im CSF-Lipidom
nach GP-Derivatisierung identifizierten 3b-Hydroxy- und

Abbildung 2. a) Derivatisierung von Gallens�ure mit 2-Aminoethan-
sulfons�ure, b) Negativionen-ESI-MS/MS-Spektrum des Derivats
([M�H]� bei m/z 514). c) Oxidation und Derivatisierung von 24S-Hy-
droxycholesterol. d) ESI-MS3 der Derivate aus dem Plasma von Neu-
geborenen ([M]+ bei m/z 534).
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Oxosterole/steroide und Gallens�uren der Gesamtzahl der
mit HPLC-MS (ohne Derivatisierung) erfaßbaren Verbin-
dungen im gesamten Metabolom. Der Vorteil von Targeted
Metabolomics ist hier offensichtlich.

6. Probenvorbereitung f�r die GC-MS-Analyse

GC und GC-MS werden bereits seit Mitte der 60er Jahre
f�r Metabolom-Analysen eingesetzt.[13, 74,75] Allerdings ist die
GC nur f�r fl�chtige Verbindungen geeignet (und f�r solche,
die durch Derivatisierung in fl�chtige Verbindungen umge-
wandelt werden k�nnen). Nichtfl�chtige und thermisch labile
Verbindungen werden besser mit HPLC-MS und Ionisierung
bei Atmosph�rendruck („atmospheric pressure ionisation“,
API) oder mit MALDI-MS-Verfahren analysiert. Trotzdem
kann bei Auswahl geeigneter Derivatisierungsmethoden ein
Großteil der Komponenten des Metaboloms mithilfe von
GC-MS erfasst werden. Trotz der Notwendigkeit einer Deri-
vatisierung bietet die GC-MS-Analyse auch einige Vorteile
gegen�ber HPLC-MS. GC-S�ulen bieten einerseits eine
h�here Aufl�sung als HPLC-S�ulen, andererseits enthalten
die Massenspektren nach Ionisation durch Elektronenstoß
(EI-Modus) eine F�lle von hilfreichen Strukturinformatio-
nen. Im Vergleich zur HPLC-MS bieten die f�r EI-Massen-
spektren verf�gbaren umfassenden Spektrenbibliotheken
(z. B. http://www.nist.gov/srd/nist1a.htm) und Retentionsin-
dices eine wesentlich leichtere M�glichkeit, Verbindungen
mit GC-MS zu identifizieren. Ein Nachteil von GC-MS ist es,
dass die Signale f�r die Molek�lionen in den entsprechenden
EI-Spektren �ußerst schwach sind oder nicht detektiert
werden k�nnen, sodass jegliche Information zum Molek�l-
gewicht fehlt. Dies kann aber durch Aufnahme von Spektren
nach chemischer Ionisation (CI) erg�nzt werden, die Signale
f�r z. B. [M+H]+ oder [M+NH4]

+ liefern. Durch Verwendung
perfluorierter Derivate konnten in CI-Spektren mit Negativ-
ionen-Detektion f�r einige Steroide in CSF Nachweisgrenzen
bis 50 pg mL�1 erzielt werden.[76] Die GC-MS bietet allein
kein Analysenverfahren f�r das gesamte Metabolom, aber
gezielte Derivatisierungen verschiedener funktionellen
Gruppen zusammen mit entsprechenden Probenvorberei-
tungsverfahren k�nnen den erfassbaren Anteil des Metabo-
loms deutlich erh�hen. F�r globale Non-Targeted-Meta-
bolomics-Studien (z. B. an K�rperfl�ssigkeiten) werden im
einzigen Probenvorbereitungsschritt die Proteine durch
Zugabe von Methanol gef�llt und durch Zentrifugieren ab-
getrennt.[42, 77]

Als n�chstes muss gekl�rt werden, welche funktionelle
Gruppe auf welche Weise derivatisiert werden soll. Oxo-
gruppen sind h�ufige funktionelle Gruppen und k�nnen
leicht mit Methoxyamin zu Methyloximen derivatisiert
werden, w�hrend Alkoholgruppen mit verschiedenen Rea-
gentien in Trimethylsilyl(TMS)-Ether umgewandelt werden
k�nnen.[78, 79] Mithilfe dieser Extraktions- und Derivatisie-
rungsverfahren konnten Jiye et al. bei einer GC-MS-Analyse
von Humanplasma 500 separate Peaks detektieren und auf
dieser Grundlage 32 endogene Metaboliten quantifizieren.
Die Konzentrationen reichten dabei von 2 mm (800 mgmL�1)
f�r nicht verestertes Cholesterol bis 24 mm (4.32 mgmL�1) f�r

Inosit.[77] Wishart et al. verwendeten einen �hnlichen Ansatz
und best�tigten, dass CSF eine wesentlich weniger komplexe
Matrix als Plasma ist. Sie konnten 41 von ca. 50 detektierten
GC-Peaks zuordnen und die entsprechenden Substanzen in
Konzentrationen von 3.8 mm (230 mgmL�1) f�r Harnstoff bis
< 1 mm (75 ngmL�1) f�r Glycin quantifizieren.[42]

7. GC-MS-Analyse von Cholesterolmetaboliten in
K�rperfl�ssigkeiten

Der erste Schritt im Cholesterolmetabolismus ist die
Oxidation zu einem Oxysterol. Die Oxysterole werden dann
�ber Pregnenolon weiter zu Steroidhormonen oder �ber 7a-
oder 27-Hydroxylierung zu Gallens�uren verstoffwechselt.
Oxysterole sind biologisch aktiv, wobei die Aktivit�t von der
individuellen chemischen Struktur abh�ngt.[80,81] In �hnlicher
Weise sind auch die Gallens�uren oder andere Intermediate
ihrer Biosynthese biologisch aktiv, wobei spezifische Verbin-
dungen als Liganden von Kernrezeptoren wirken.[82,83] St�-
rungen in der Steroid- und Gallens�uren-Biosynthese k�nnen
verschiedene Erkrankungen nach sich ziehen. Daher k�nnen
bei der Untersuchung von Krankheitsverl�ufen und f�r die
damit verbundene Suche nach Biomarkern Unterschiede in
den Plasmakonzentrationen dieser Intermediate/Metaboliten
�ußerst interessant sein.[84]

Bj�rkhem und Kollegen haben in Zusammenhang mit der
Untersuchung von Atherosklerose und neurodegenerativen
Erkrankungen umfangreiche Studien an Cholesterolmetabo-
liten in Blut und besonders in CSF durchgef�hrt.[85, 86] Als
Analysenverfahren wurde GC-MS im SIR-Detektionsmodus
eingesetzt, um eine maximale GC-MS-Empfindlichkeit zu
erzielen. Die Probenvorbereitung umfasste eine alkalische
Hydrolyse der (Oxy)sterolester, gefolgt von einer Variante
der Folch-Extraktion (KOH in Ethanol, Chloroform, NaCl-
L�sung) und anschließendem Trocknen der organischen
Phase. Das getrocknete Probenextrakt wurde dann in Toluol
wieder in L�sung gebracht, und der große Cholesterol�ber-
schuss wurde mithilfe einer Normalphasen-SPE abgetrennt.
Die Oxysterole, die dabei nach dem Cholesterol eluieren,
wurden vor der GC-MS-Analyse zu den Trimethylsilylethern
derivatisiert.[87] Mit diesem Analyseverfahren konnten fol-
gende Oxysterole in Plasma identifiziert und unter Zuhilfe-
nahme entsprechender isotopenmarkierten Standards quan-
tifiziert werden: 7a-Hydroxycholesterol (43� 48 ng mL�1),
7b-Hydroxycholesterol (3� 5 ng mL�1), 7-Oxocholesterol
(22� 14 ng mL�1), 5a,6a-Epoxycholesterol (6� 8 ng mL�1),
5b,6b-Epoxycholesterol (26� 18 ng mL�1), Cholestan-
3b,5a,6b-triol (27� 39 ngmL�1), 24-Hydroxycholesterol
(64� 24 ng mL�1), 25-Hydroxycholesterol (2� 3 ngmL�1)
und 27-Hydroxycholesterol (154� 43 ngmL�1). Die Summe
dieser Werte stimmte �berdies mit der Summe an freien
Oxysterolen und deren Fetts�ureestern �berein.[87]

Die Gruppen von Bj�rhem und L�tjohann haben die
Methode auch f�r die Analyse von CSF angewendet, wobei
die Oxysterol-Konzentrationen in Patienten mit neurodege-
nerativen Erkrankungen und entsprechenden Kontrollgrup-
pen im Fokus standen.[88–91] In den CSF-Kontrollproben
wurden folgende Oxysterol-Konzentrationen ermittelt: 7a-
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Hydroxycholesterol (1.50 ng mL�1), 7b-Hydroxycholesterol
(1.11 ng mL�1), 7-Oxocholesterol (0.86 ng mL�1) 24-Hydro-
xycholesterol (1.54 ngmL�1) und 27-Hydroxycholesterol
(0.8 ng mL�1). Wiederum entsprach die Summe dieser Werte
der Summe an freien Oxysterolen und deren Fetts�urees-
tern.[88] Dabei ist es wenig �berraschend, dass keine dieser
Verbindungen in globalen GC-MS-Metabolomics-Studien
nachgewiesen werden konnte,[42, 77] denn in solchen Studien
wurde gew�hnlicherweise keine alkalische Hydrolyse durch-
gef�hrt, und die freien Oxysterole wiesen in CSF Konzen-
trationen von nur 20 pgmL�1 oder 0.05 nm auf.[73]

8. Datenanalyse

Die Datenanalyse spielt eine zentrale Rolle in einem
Biomarkerprojekt. Sie hat das Ziel, die wichtigsten Metabo-
lite im Hinblick auf anschließende Validierungsstudien oder
klinische Anwendungen zu ermitteln. Bei der Vielzahl m�g-
licher Experimente, den verschiedenen MS-Datencharakte-
ristiken und der großen Spanne von statistischen Verfahren
besteht die Datenanalyse aus festgelegten Schritten, von
denen manche optional sind. Im einzelnen sind dies: Signal-
verarbeitung, Normalisierung, Transformation und Bewer-
tung der Daten sowie die Anwendung statistischer Verfahren
zum Vergleich von Gruppen und zur Konstruktion von Vor-
hersagemodellen.[92, 93] In diesem Aufsatz werden wir beson-
deres Augenmerk auf diejenigen Aspekte legen, die wir im
Rahmen der Biomarkeridentifizierung und -validierung unter
Verwendung von Metabolomics-Daten f�r entscheidend
halten.

Das Ziel der Datenvorverarbeitung, die auch Analyse auf
niedriger Stufe („low level analysis“) genannt wird, ist es, das
Rohsignal – die Antwort des Detektors – in eine diskrete und
leichter f�r die Datenanalyse verwendbare Gr�ße umzu-
wandeln, welche den Metaboliten charakterisiert.[94, 95]

Neben der unverwechselbaren Charakterisierung der
spektralen und chromatographischen Merkmale der Analyte
sollte bei einem zielorientierten metabolischen Ansatz die
Bedeutung einer optimalen Signalverarbeitung nicht unter-
sch�tzt werden, um biologisch sinnvolle und reproduzierbare
Resultate zu erhalten. Dies wird noch offenkundiger, wenn
die Datenextraktion automatisch durchgef�hrt wird und die
Messungen sich �ber l�ngere Zeitr�ume erstrecken. Uner-
w�nschte St�rsignale werden von verschiedenen Quellen er-
zeugt, die bei der massenspektrometrischen Analyse imma-
nent vorhanden sind (Verlust der Empfindlichkeit, Ver-
schiebung des analytischen Systems), oder aber von Faktoren,
die mit der Heterogenit�t der Proben sowie mit unter-
schiedlichen Reagentienchargen oder Laborbedingungen
zusammenh�ngen. Die Vorverarbeitung von massenspektro-
metrischen Daten besteht typischerweise aus der Grundlini-
enkorrektur, Filterung oder Zerlegung der Signals, der Si-
gnalextraktion (d.h. Detektion und Quantifizierung der
Peaks) sowie der Integration.[94,95] Das Grundlinien- oder
Hintergrundmassenspektrum ist das Massenspektrum, das
man beobachtet, wenn keine Probe wissentlich in das Mas-
senspektrometer eingebracht wird.[96] Es kann flach oder
kurvig sein, mit einem positiven oder negativen (z. B. linea-

ren) Trend.[97] Es gibt ziemlich viele Ans�tze, die entweder
aus nichtparametrischen Methoden oder aus parametrischen
Sch�tzerverfahren, die auf physikalischen Modellen f�r die
Vorg�nge im Massenspektrometer beruhen, bestehen. Einen
�berblick hierzu geben Shin und Markey.[98] Neben dem
Hintergrundsignal enthalten Massenspektren auch ein hoch-
frequentes Rauschen, das mithilfe von Gl�ttungsfiltern wie
Gauß-Filtern oder Filtern mit gleitendem Mittelwert, De-
konvolutionsfiltern oder Zerlegungsmethoden wie der
Wavelet-Transformation reduziert werden kann.[97, 98] Nach
der Reduktion von Hintergrund- und Hochfrequenzrauschen
werden die Peaks im rauschreduzierten Massenspektrum mit
automatisierten Methoden detektiert und quantifiziert. Wie-
derum gibt es eine ziemlich große Auswahl an verschiedenen
Algorithmen, die zum Beispiel auf dem Signal-Rausch-Ver-
h�ltnis beruhen.[94–98]

Nach der Extraktion der Analytmessung folgt �blicher-
weise ein Anpassungsschritt, der als Normalisierung bekannt
ist und der darauf abzielt, Metabolitdaten, die an verschie-
denen Tagen, mit verschiedenen Instrumenten, in unter-
schiedlichen Verd�nnungen usw. erhoben wurden, ver-
gleichbar zu machen. In der Praxis beruhen Normalisie-
rungsverfahren auf gewissen Annahmen �ber die Daten und
den Aufbau des Experiments und m�ssen daher entsprechend
angepasst werden. Die gebr�uchlichsten Methoden versu-
chen, direkt aus den Daten einen Verd�nnungs- oder Ska-
lierungsfaktor f�r jede Probe abzuleiten.[99] Dieser Skalie-
rungsfaktor kann aus der Summe (oder einer verwandten
Gr�ße) aller Messungen f�r eine Probe abgeleitet werden
oder auch mit komplizierteren Verfahren berechnet
werden.[92, 100, 101] Ein alternativer Ansatz besteht darin, die
Probenkonzentrationen unter Verwendung von biologischen
Informationen wie Kreatininkonzentration, Urinvolumen
oder Osmolalit�t zum Zeitpunkt der Probenabnahme zu ad-
justieren.[102] Diese Art der Normalisierung ist aber ungeeig-
net, wenn biochemische Prozesse studiert werden, die einen
großen Einfluss auf den Skalierungsparameter haben k�nnen
(zum Beispiel im Fall einer Nierensch�digung).

Der einleuchtendste Ansatz, um unerw�nschte Unter-
schiede zwischen den Probenmessungen zu umgehen, ist die
Bestimmung von absoluten Metabolitkonzentrationen mit
einem oder mehreren internen Standards. Als ein Ergebnis
hiervon wird die interindividuelle Varianz minimiert, und
Datens�tze, die an mehreren Orten und in mehreren Expe-
rimenten erzeugt wurden, werden direkt vergleichbar.[103]

Jedoch kann die Umsetzung dieses Ansatzes bei der Erstel-
lung von Metabolitdaten in Hochdurchsatzverfahren recht
schwierig sein. Infolge der chemischen Diversit�t ist es un-
wahrscheinlich, dass ein einzelner interner Standard f�r alle
Metabolite ausreicht; statt dessen wird ein Satz von internen
Standards individuell f�r den jeweiligen Metabolit ben�tigt.

Wir haben vor kurzem ein neues Konzept zur Normali-
sierung von Metabolomics-Daten eingef�hrt, das auf endo-
genen „Housekeeping“-/Referenzmetaboliten beruht. Dieser
Ansatz wurde von der quantitativen Echtzeit-PCR �ber-
nommen, bei der die Verwendung von „Housekeeping“-/
Referenzgenen der Goldstandard ist.[104] Unsere Daten
zeigen, dass die Verwendung endogener „Housekeeping“-/
Referenzmetaboliten die Macht statistischer Analysen ver-
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gr�ßern kann, d.h. technische Fehler reduziert werden.[105]

Dies illustriert das Venn-Diagramm in Abbildung 3, in dem
die adjustierten p-Werte und die Fl�che unter der Kurve
(AUC) mit und ohne „Housekeeper“(HK)-Normalisierung
verglichen werden.

Der Datensatz besteht aus 66 Proben (21 Kontrollen, 45
Pneumonie) und 197 Metaboliten, wobei zwei „Housekee-
per“-Metaboliten f�r die Normalisierung ausgew�hlt wurden.
Basierend auf einem adjustierten p-Wert< 0.01 und AUC
> 0.8 als Schwellenwerte sind die Merkmale, die mit den HK-
normalisierten Daten identifiziert werden, in guter �berein-
stimmung mit denen, die in den Originaldaten gefunden
wurden. Zus�tzlich beobachten wir einen Anstieg bei der
Zahl der signifikanten Unterschiede sowie eine gr�ßere
AUC. Von der verbesserten statistischen Macht abgesehen
wurden mehrere Metabolite unter verschiedenen experi-
mentellen Bedingungen als Referenzmetabolite identifi-
ziert.[105]

Metabolite sind dadurch charakterisiert, dass ihre Kon-
zentrationen einen großen dynamischen Bereich einnehmen,
und typischerweise ist die Varianz bei h�heren Konzentra-
tionen entsprechend gr�ßer. F�r die statistische Analyse muss
eine varianzstabilisierende Transformation oder eine Trans-
formation hin zur Normalverteilung, zum Beispiel der Lo-
garithmus oder der verallgemeinerte Logarithmus oder Po-
tenztransformationen, angewendet werden, um die Abh�n-
gigkeit der Varianz von der Metabolitkonzentration abzu-
mildern.[106, 107] Die Motivation hinter diesen Transformatio-
nen besteht darin, dass viele statistische Verfahren auf

Homoskedastizit�t oder Verteilungsannahmen angewiesen
sind, die in der Regel f�r die nichttransformierten massen-
spektrometrischen Daten nicht erf�llt sind. Alternative Me-
thoden wie etwa Zentrierung (z.B. am Mittelwert oder
Median) und/oder Skalierung (z. B. mithilfe von Standard-
abweichung oder Median der absoluten Abweichungen)
neigen dazu entweder ineffizient zu sein oder Messungen mit
niedriger Intensit�t zu stark zu gewichten.[92, 108]

Da die Erzeugung von qualitativ hochwertigen Daten von
zahlreichen Faktoren abh�ngt, ist es notwendig, dass die oben
beschriebenen Schritte von einer gr�ndlichen Bewertung der
Datenqualit�t begleitet werden. Daf�r ist die Einf�hrung von
unabh�ngigen Proben zur Qualit�tskontrolle, anstelle der
eigentlichen Daten, notwendig, um m�gliche M�ngel w�h-
rend der Vorverarbeitung zu identifizieren. Typische Ans�tze
hierf�r sind diagnostische statistische Verfahren und Dar-
stellungen wie Histogramme, �hnlichkeitsplots in der Form
von „Heatmaps“ oder Baumdiagrammen oder auch multi-
variate Analysen wie die Hauptkomponentenanalyse.

In metabolomischen Biomarkerstudien ist es selten der
Fall, dass Methoden des „Data Mining“ die zugrundeliegen-
den biologischen Mechanismen aufdecken k�nnen, ohne ein
A-priori-Wissen �ber den pathophysiologischen Zustand des
Patienten einzuf�hren. In diesem Zusammenhang ist die
statistische Analyse im Wesentlichen ausgerichtet auf univa-
riate Tests f�r Gruppenvergleiche (Klassenvergleich) und auf
fortgeschrittene Algorithmen zur Klassifikation von Perso-
nen nach deren klinischem Ergebnis (Klassenvorhersage).
W�hrend klinische Studien auf wenige Parameter einge-
schr�nkt sind, m�ssen Data-Mining-Strategien f�r meta-
bolomische Daten so angepasst werden, dass diese mit einer
großen Zahl von Messungen (bis zu Tausend) klarkommen.

Bei Klassenvergleichen ist es �blich, jeden Metabolit se-
parat zu behandeln, wobei die entsprechende univariate sta-
tistische Analyse aus einem statistischen Test wie dem t- oder
Mann-Whitney-Test besteht oder aus irgendeiner Art von
Regressionsanalyse wie lineare oder generalisiert lineare
Modelle. Dies f�hrt in der Praxis dazu, dass man wenigstens
einen (nicht adjustierten) p-Wert f�r jeden Metabolit erh�lt
und man mehrere hundert Tests (zumindest so viele wie es
Metabolite gibt) parallel durchf�hrt. Beim klassischen sta-
tistischen Hypothesentest wird typischerweise der Fehler
erster Art a eines einzelnen Tests auf 1% oder 5% begrenzt.
Nun jedoch, da man mehrere hundert Tests simultan be-
trachtet (d.h. multiples Testen), muss man davon ausgehen,
dass die Wahrscheinlichkeit eines falsch-positiven Tester-
gebnisses sehr viel gr�ßer als a ist. Ausgehend von N unab-
h�ngigen statistischen Tests und einem Anteil p von wahren
Nullhypothesen ist die Wahrscheinlichkeit, wenigstens einen
falsch-positiven Test zu bekommen, gleich 1�(1�a)p N was
gr�ßer als a ist, falls p N> 1; z. B. a = 5%, N = 100, p = 20%
f�hrt auf 64.1 % Wahrscheinlichkeit (auch familienweiter
Fehler genannt) wenigstens ein falsch-positives Testergebnis
zu erhalten. Daher ist es sehr empfehlenswert, die urspr�ng-
lichen p-Werte zu adjustieren, um Kontrolle �ber den Fehler
erster Art f�r alle Tests zusammen zu haben und verl�ssliche
und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Hierf�r exis-
tieren zwei Hauptans�tze: die familienweite Fehlerrate
(FWER) und die Fehlentdeckungsrate (FDR). Die FWER ist

Abbildung 3. Ein Venn-Diagramm, welches die Zahl an Metaboliten
mit adjustierten p-Werten (adj. p)<0.01 und AUC>0.8 f�r die Unter-
scheidung zwischen den Proben von Kontrollprobanden und Pneumo-
niepatienten zeigt. Die Ergebnisse wurden mit und ohne HK-Normali-
sierung gewonnen. Die Summe der Zahlen in jeder Ellipse repr�sen-
tiert die Zahl der Metabolite, die mit dem entsprechenden Kriterium
ausgew�hlt wurden, w�hrend die Summe der Zahlen außerhalb die
Zahl der Metabolite repr�sentiert, die mit dem Kriterium nicht ausge-
w�hlt wurden. Zahlen in sich �berlappenden Fl�chen stehen f�r Meta-
bolite, die mehr als ein Kriterium gemeinsam haben. Weitere Einzelhei-
ten finden sich im Text.
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die Wahrscheinlichkeit daf�r, dass es wenigstens ein falsch-
positives Testergebnis gibt, die FDR ist der erwartete Anteil
an falsch-positiven Testergebnissen. Im allgemeinen ist die
FWER konservativer als die FDR und sollte gew�hlt werden,
wenn man hohe Sicherheit f�r alle positiven Testergebnisse
w�nscht, hingegen ist die FDR vorzuziehen, falls ein gewisser
Anteil von falsch-positiven Tests akzeptabel ist. Einen de-
taillierten �berblick �ber die zur Verf�gung stehenden An-
s�tze geben Dudoit und van der Laan.[109] Wie im Rahmen der
MAQC-Studie („microarray quality control“) hervorgehoben
wurde,[110] ist es am besten, die adjustierten p-Werte mit der
Vielfachheit der Ver�nderungen zu kombinieren, um die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse weiter zu erh�hen.

Die Hauptaktivit�t im Rahmen der Biomarkerentwick-
lung ist es, ein Vorhersagemodell vorzulegen, das in der Lage
ist, Personen in korrekter Weise mit gr�ßtm�glicher Genau-
igkeit ihrer pathologischen Gruppe zuzuordnen. Aufgrund
der hohen Dimensionalit�t der metabolischen Information
k�nnen die meisten Klassifikationsmethoden nicht direkt,
oder zumindest nicht in effizienter Weise direkt, angewendet
werden: Mit wachsender Zahl an Messungen werden die
Abst�nde zwischen Subjekten �hnlicher, und folglich ist der
Klassifikationsalgorithmus nicht in der Lage, Entschei-
dungsgrenzen festzulegen. Dieses Ph�nomen, das auch als
„Fluch der Dimensionen“ bekannt ist, wird noch verst�rkt,
wenn verrauschte und irrelevante Merkmale eingebunden
werden. Daher ist es ein Hauptaspekt der Biomarkerentde-
ckung, den Ausgangsdatensatz zu verkleinern, sodass die
Rechnungen machbar werden, die Vorhersagekraft des Mo-
dells verbessert wird und die biochemische Interpretation sich
auf eine kleinere Menge von relevanten Metaboliten richten
kann. Ein Modell zu finden, das eine vern�nftige Teilmenge
von hervorstechenden Merkmalen kombiniert und eine op-
timale Genauigkeit hat, kann auf verschiedene Weise ange-
strebt werden: zum einen k�nnen die Merkmale mit einer Art
Relevanzmaß gefiltert werden, bevor der Klassifikationsal-
gorithmus angewendet wird, zum anderen kann die Teil-
mengensuche mit dem Klassifikationsalgorithmus verbunden
werden („Wrapper“). Da Metabolite mit einer geringen Va-
riabilit�t oftmals als nicht informativ angesehen werden,
k�nnen diese in einem ersten Schritt mithilfe eines unspezi-
fischen Filters entfernt werden.[111, 112] Spezifische Filteran-
s�tze verwenden bestimmte Kriterien, �blicherweise in der
Form von Ergebnissen von Klassenvergleichen oder von
korrelationsbasierten Metriken, um die F�higkeit zur Unter-
scheidung zwischen einzelnen Merkmalen zu messen.[113]

Diese Techniken sind sehr effizient, vernachl�ssigen es
jedoch, m�gliche Wechselwirkungen und Korrelationen zwi-
schen den Merkmalen explizit einzubinden, weshalb sie sehr
wahrscheinlich in Situationen versagen werden, in denen die
einzelnen Merkmale nur in Kombination informativ sind.
„Wrapper“ bauen auf eine iterative Suche von Teilmengen in
Verbindung mit einer Bewertungsmetrik (�blicherweise ge-
geben in Form der Klassifikationsgenauigkeit), welche die
Merkmalsteilmengen bewertet. Da eine vollst�ndige Aus-
sch�pfung des Merkmalsraums im Allgemeinen nicht prak-
tisch umsetzbar ist (die Zahl m�glicher Teilmengen liegt in
der Gr�ßenordnung von 2d, wobei d die Zahl der Messungen
ist), werden mathematische Optimierungsstrategien hinzu-

gezogen, um eine akzeptable Menge von Biomarkern zu
finden. Aufgrund der Anwendung des Lernalgorithmus auf
jede Teilmenge, der Effizienz der Suchstrategie und der zu-
s�tzlichen Schritte, die notwendig sind, das Relevanzmaß zu
sch�tzen, sind „Wrapper“ die zeitaufwendigsten Methoden
unter allen Strategien zur Merkmalsauswahl. F�r das Auf-
sp�ren von Biomarkern zahlen sich die Rechenkosten jedoch
oftmals aus, da Wechselwirkungen zwischen den Merkmalen
im Prinzip erhalten bleiben und die endg�ltige pr�diktive
Signatur oftmals ein h�here Genauigkeit bei gleichzeitig ge-
ringerer L�nge aufweist.[114]

Nach der Auswahl der Merkmale muss der Klassifikator
berechnet werden; das ist typischerweise eine (deterministi-
sche) Funktion, welche den multidimensionalen Vektor auf
eine bin�re (oder n-�re) Ergebnisvariable abbildet. F�r
diesen Zweck steht eine große Zahl an Algorithmen des
�berwachten Lernens zur Verf�gung wie etwa logistische
Regression, (diagonale) lineare oder quadratische Diskrimi-
nanzanalyse, mit schrumpfenden Zentroiden regularisierte
Diskriminanzanalyse, Zufallsw�lder („random forests“),
neuronale Netze, St�tzvektormaschinen („support vector
machines“), verallgemeinerte partielle kleinste Quadrate,
Partitionierung um Medoide herum, rekursive Teilungs- und
Regressionsb�ume, K-n�chste-Nachbarn-Klassifikatoren,
„Bagging“, „Boosting“, „naive Bayes“ und viele mehr.[115–117]

Methoden zum Auffinden von Klassen (d.h. nicht�berwachte
Lernmethoden) wie die Clusterbildung sind nicht dazu ge-
eignet, neue Proben zu klassifizieren.[118]

Im n�chsten Schritt muss die berechnete pr�diktive Si-
gnatur unter Verwendung eines geeigneten Maßes zur Mes-
sung der Leistung validiert werden. Da es in der n-�ren
Klassifikation n richtige Entscheidungen gibt, betrachtet man
typischerweise einen Satz von Metriken; z. B. werden im Fall
der bin�ren Klassifikation h�ufig Paare von Metriken ver-
wendet wie etwa Empfindlichkeit (Sensitivit�t) und Spezifit�t
oder positiver und negativer Vorhersagewert. Generell kann
die Verwendung eines einzelnen, d.h. eindimensionalen,
Maßes zur Messung der Leistung, z.B. das Quotenverh�ltnis
(„odds ratio“), ziemlich in die Irre f�hren, da es nur einen
eindimensionalen Aspekt eines n-dimensionalen Problems (n
richtige Entscheidungen) widerspiegelt. Falls ein Klassifika-
tor zum Beispiel 50 von 100 (50%) Proben einer ersten und
99 von 100 (99 %) Proben einer zweiten Gruppe richtig vor-
hersagt, so ist das Quotenverh�ltnis 0.5/0.5 � 0.99/0.01 = 99.
Jedoch ist dieser konkrete Klassifikator nicht besser als der
Zufall, wenn es um das Vorhersagen der Zugeh�rigkeit zur
ersten Gruppe geht. Einen umfassenden �berblick �ber die
M�glichkeiten f�r bin�re Klassifikationsprobleme gibt das
MAQC-Konsortium in Lit. [119]. Typischerweise sollten f�r
Maße zur Messung der Leistung zus�tzlich statistische Maße
wie Varianz oder Konfidenzintervalle angegeben werden, um
deren statistische Signifikanz abzusch�tzen und um einen
realistischeren Eindruck von der Leistung des Klassifikators
in der Praxis zu bekommen. Solche statistische Maße k�nnen
mit einer oder mehreren Runden von Kreuzvalidierung,
„Bootstrap“ oder einem Ansatz, in dem die Stichprobe im
Training-Test-Schritt aufgeteilt wird, berechnet werden.[116]

Dieser Teil der Klassifikatorentwicklung wird auch interne
Validierung genannt. Um eine Verzerrung bei der Sch�tzung
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des Klassifikationsfehlers zu vermeiden, bestehen die Test-
daten aus Beobachtungen, die an keiner Entscheidung in-
nerhalb aller Modellierungsphasen beteiligt sind; dies
schließt auch das Vorverarbeiten der Daten sowie die
Merkmalsselektion ein.[120,121] Erste Ergebnisse von Mikroar-
ray-Studien, in denen biologische Effekte von signifikanter
St�rke vorhanden sind und Klassifikatoren von angemessener
Genauigkeit verwendet wurden, zeigen, dass die Wahl des
Algorithmus zur Vorverarbeitung der Daten nur einen ge-
ringen Einfluss hat.[122, 123]

Zus�tzlich zur Genauigkeit muss ein Klassifikator ver-
schiedene Kriterien erf�llen: Es muss die Pr�valenz ber�ck-
sichtigt werden, die pr�diktive Signatur sollte mit biochemi-
scher Evidenz unterst�tzt werden, und klinischer und thera-
peutischer Nutzen m�ssen gezeigt werden. Unter dem klini-
schen Nutzen eines Klassifikators versteht man, dass dieser
einen zus�tzlichen Wert zu den bereits verwendeten klini-
schen Pr�diktoren hinzuf�gt.[124] Dies ist der Fall, wenn er
entweder existierenden klinischen Pr�diktoren �berlegen ist
oder in Kombination mit existierenden klinischen Pr�dikto-
ren den klinischen Pr�diktoren allein �berlegen ist. F�r
diesen Zweck sollten „Likelihood-Ratio“-Tests verwendet
werden.[125] Weiterhin muss eine pr�diktive molekulare Si-
gnatur f�r den t�glichen Einsatz �ber eine gute Reproduzi-
erbarkeit verf�gen, die durch das Prozessieren der Proben in
anderen Laboratorien best�tigt wurde. Eine solche Repro-
duzierbarkeit, therapeutische Relevanz und klinischer
Nutzen sollten in externen Validierungen angegangen
werden. Dies bedeutet, dass die Vorhersagekraft des trai-
nierten Klassifikators durch die Vorhersage der Klassenzu-
geh�rigkeit von neuen, nicht gekennzeichneten F�llen aus
unabh�ngigen Datens�tzen beurteilt wird. Diese unabh�ngi-
gen Datens�tze k�nnen vom selben klinischen Zentrum
kommen, sollten aber idealerweise auch von anderen klini-
schen Zentren stammen. Die externe Validierung kann auch
den Transfer des Klassifikators auf die Plattform, die f�r die
klinische Anwendung verwendet wird, beinhalten.

Eine Zusammenfassung von Empfehlungen f�r die beste
Herangehensweise an die Analyse von und das Berichten
�ber Biomarkerentdeckung und -validierung auf der Basis
von Metabolomics findet sich in Tabelle 1.[126, 127]

9. Anwendungen bei Erkrankungen: Biomarker und
Metabolomics

Da das Metabolom durch das Alter, die Zusammenset-
zung der Magen-Darm-Flora und den Lebensstil beeinflusst
wird, eignet es sich ideal zur Charakterisierung von Ern�h-
rungs- und Therapie-bedingten Ver�nderungen, zur Charak-
terisierung des Metabolismus und nat�rlich zur Beschreibung
metabolischer St�rungen (siehe auch eine aktuelle �bersicht
von Oresic[128]). Das Anwendungsgebiet von Metabolomics
umfasst somit einen weiten Bereich, einschließlich Ern�h-
rungs- und Umweltforschung, ebenso wie eine zunehmende
Zahl an Biomarkerstudien in Diagnostik und Arzneimittel-
forschung (Abbildung 1). Hier sollen bevorzugt neue An-
wendungen in der Fr�hdiagnostik und etablierte sowie ent-
stehende Anwendungen in der Therapie vorgestellt werden.

Obwohl im Umweltbereich bereits gute Fortschritte er-
zielt wurden, bleiben noch zahlreiche m�gliche Anwendun-
gen ungenutzt. Zu den interessanten Entwicklungen der
j�ngsten Zeit geh�rt hier die Identifizierung bestimmter
Wirbeltiere oder Wirbelloser als Indikatorspezies f�r den
Umweltstatus (beispielsweise Fischarten zur Beurteilung der
Effekte von Umweltgiften, Klimaver�nderungen, Einfl�ssen
auf die Biodiversit�t, ebenso wie ver�nderte Biomarkermus-
ter zur Risikobeurteilung von Arzneistoffen und Umwelt-
chemikalien). Zu diesem Zweck wurden Erdw�rmer (Eisenia
veneta) Umweltgiften wie Nitrophenol[129] und fluorierten
Anilinen[130] exponiert, und die Wirkungen von Trichlor-
ethylen und des Pestizids Dinoseb auf die Entwicklung von
Fischen und Fischembryos (Oryzias latipes) wurden unter-
sucht.[131, 132]

Die Gesamtzahl potenzieller Biomarker wurde auf ca.
1133 000 gesch�tzt, wobei das Genom etwa 25000 bis
30000,[133] das Transkriptom ca. 100000,[134] das Proteom etwa
1000 000[135] und das Metabolom etwa 2500 bis 3000[134,136]

Kandidaten beitragen k�nnen. Obwohl technologiebedingt
die Verwendung von Metaboliten in diesem Zusammenhang
erst sp�ter begann, thematisiert eine zunehmende Zahl an
Publikationen inzwischen Metabolite zur Erkl�rung von Pa-
thomechanismen komplexer Erkrankungen, zur Charakteri-
sierung von Ph�notypen, bei der Entwicklung diagnostischer
Biomarker, als Marker zur Patientenstratifizierung und als
„companion diagnostics“.[137] Vielversprechende Anwendun-
gen in der Toxikologie und bei der Charakterisierung von
Arzneistoffkandidaten lassen erwarten, dass Metabolomics

Tabelle 1: Empfehlungen f�r Datenanalyse/Statistik in Metabolomics.

Nr. Empfehlungen

1 Bereich der G�ltigkeit der Biomarkers: eine detaillierte Beschrei-
bung der Patientengruppe geben

2 Angemessenes Hypothesentesten: Ber�cksichtigung einer m�gli-
chen Verzerrung wie Stratifikation der Population, technische
Chargen und St�rfaktoren

3 Verwendung eines geeigneten Indikators f�r die Ungenauigkeit und
die Messung des Fehlers (Konfidenzintervall) sowie f�r die Be-
rechnung der Auswirkung der Stichprobengr�ße

4 Korrektur f�r die Vielfachheit der statistischen Tests

5 Sich nicht nur auf (adjustierte) p-Werte verlassen: Kombiniere diese
mit der Vielfachheit der Ver�nderungen oder anderen Kriterien

6 Validiere pr�diktive Signaturen intern und extern

7 Sch�tze die Vorhersagekraft des multivariaten Modells mit einem
Testdatensatz, der unabh�ngig von dem ist, der f�r die Trainings-/
Modellierungsphase verwendet wurde

8 Bewerte die Qualit�t der Vorhersagemodelle auf der Basis mehrerer
Maße und vergleiche sie mit dem Goldstandard, der routinem�ßig
in der Praxis verwendet wird

9 Setze den Markersatz sowohl in den pathophysiologischen als auch
in den klinischen Kontext
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sich als unverzichtbar f�r Wirkstoffidentifizierung und -ent-
wicklung erweisen wird.[138]

Metabolite werden bereits seit vielen Jahren in K�rper-
fl�ssigkeiten gemessen, um Erkrankungen wie Diabetes �ber
Glukose- oder m�gliche Gef�ßerkrankungen �ber Choleste-
rolkonzentrationen anzuzeigen. Da Metabolomics inzwischen
eine beeindruckende Zahl an Verbindungen erfasst und sich
f�r Hochdurchsatzverfahren eignet, ist mittlerweile damit
eine viel umfassendere Beurteilung des Patientenzustands
wie auch eine Verwendung in der Identifizierung, Qualifi-
zierung und Weiterentwicklung von Biomarkern m�glich.

Metabolomics wurde bereits fr�h zum Screening von
Neugeborenen auf Erbkrankheiten eingesetzt, beispielsweise
zur Detektion von ca. 30 Fehlfunktionen in Enzymen, die
Reaktionen von Kohlenhydraten, Aminos�uren,[139] Fetts�u-
ren, Nukleins�uren und des Harnstoffzyklus katalysieren.[140]

Das Neugeborenen-Screening mithilfe von Massenspektro-
metrie ist mittlerweile weithin etabliert.[141–146] Ein Grund f�r
diesen Erfolg liegt darin, dass der Zusammenhang zwischen
(insbesondere monogenetischer) Krankheit, metabolischem
Biomarker und Genetik bei vielen Erbkrankheiten[139, 147] of-
fensichtlich ist, so wie bei Cytochrom-P450-abh�ngigen En-
zymen, welche die Synthese von Cholesterol,[148] Gallens�u-
ren,[149] Steroidhormonen[150–153] und Vitamin D3

[154] kataly-
sieren. Weitere unverzichtbare Anwendungen umfassen me-
tabolische St�rungen in lysosomalen Speicherkrankheiten,
die eine Akkumulation der enzymspezifischen Sphingolipid-
substrate[139,147] in GM1- und GM2-Gangliosidose, Gaucher-
Syndrom, Niemann-Pick-Krankheit, Fabry-Krankheit und
vielen anderen bedingen. Entsprechend finden sich erste
Versuche, Biomarker f�r Erkrankungen aus dem Metaboli-
tenprofil abzuleiten, in der p�diatrischen Forschung.[155]

Andere erfolgversprechende Anwendungen finden sich na-
turgem�ß bei St�rungen die mit Konzentrationsver�nderun-
gen endogener Metabolite wie Lipide, Zucker, Nukleotide,
organische S�uren und Aminos�uren verbunden sind, z. B. bei
vaskul�ren oder kardiovaskul�ren Erkrankungen.

Folglich stellen Metabolismus-, Alters- und Gewichts-
bedingte Erkrankungen wie Diabetes Mellitus, Metabolisches
Syndrom und Atherosklerose die nat�rlichen Felder von
Metabolomics-Anwendungen dar. Die vier Gebiete, die
durch das „Metabolic Disorders Steering Committee“ des
„Biomarkers Consortium“ (http://www.biomarkersconsorti-
um.org/), eine große �ffentlich-private biomedizinische For-
schungsinitiative, als solche mit h�chster Priorit�t ausgew�hlt
wurden, umfassen Atherosklerose, Beta-Zell-Funktion, Dia-
betes-bedingte Mikroangiopathie und altersbedingte Funkti-
onsver�nderungen.[156]

Metabolomics ist aber keineswegs auf Erkrankungen mit
bekannten metabolischen St�rungen begrenzt, sondern
konnte auch anderweitig erfolgreich erprobt werden. In einer
Aufstellung der Verteilung von Metabolomics-Publikationen
�ber zahlreiche Erkrankungen haben wir im Oktober 2009
gezeigt (unver�ffentlichte Ergebnisse), dass neben metabo-
lischen und kardiovaskul�ren Erkrankungen auch Tumorer-
krankungen und zahlreiche St�rungen des Nervensystems,
des endokrinen und des Verdauungssystems untersucht
wurden. Obwohl diese Verteilung sicher durch die Fallzahl
und durch den medizinischen Bedarf beeinflusst ist, ist sie

auch durch Erwartungen auf neue Informationen zur
Krankheits-�tiologie und zur Pathophysiologie gesteuert.
Ein st�ndig wachsendes Spektrum unterschiedlicher Erkran-
kungen wird inzwischen mithilfe von Metabolomics unter-
sucht, um die Diagnostik zu verbessern, Krankheitsverl�ufe
absch�tzen zu k�nnen, Behandlungen zu steuern und die
Arzneistoffentwicklung zu beschleunigen. Um das Potenzial
von Metaboliten als Biomarker bei unterschiedlichsten Er-
krankungen aufzuzeigen, werden wir im Folgenden einige
repr�sentative Beispiele vorstellen.

Metabolomics wurde beispielsweise eingesetzt, um das
Verhalten von achtzehn Patienten mit induzierbarer Isch�mie
und einer gleichgroßen Kontrollgruppe ohne Isch�mie unter
sportlicher Belastung zu �berwachen. Dazu wurden vor und
nach dem Test Plasmaproben entnommen und mit einem
ERI-Tandemmassenspektrometer analysiert. W�hrend die
Laktatkonzentrationen erwartungsgem�ß bei beiden Grup-
pen anstieg, konnte die Isch�mie-Gruppe anhand von sechs
Metaboliten von der Kontrollgruppe unterschieden
werden[157,158] Ein Bedarf an verbesserter Diagnostik besteht
beispielsweise bei Morbus Crohn, einer entz�ndlichen
Darmerkrankung mit unklarer �tiologie, die durch chroni-
sche Entz�ndung des Magen-Darm-Trakts gekennzeichnet
ist. Um die exakten Massen tausender Metabolite in den
Faeces von Zwillingen unterscheiden zu k�nnen, wurde Zy-
klotronresonanz-Fourier-Massenspektrometrie (FT-ICR-
MS) eingesetzt.[159] Differentiell regulierte Metabolitenkon-
zentrationen wurden hier unter Aminos�uren, Fetts�uren,
Gallens�uren und Arachidons�ure-Metaboliten gefunden,
signifikante Unterschiede konnten beim Tyrosin- und Phe-
nylalanin-Metabolismus sowie bei der Biosynthese von
Gallen- und Fetts�uren nachgewiesen werden. Daraus abge-
leitete Signal�bertragungswege k�nnen zum Verst�ndnis der
Pathobiochemie von Morbus Crohn beitragen und auch zu
neuen Ans�tzen f�r Arzneistoffe f�hren.

Erkrankungen der Leber stellen hohe Anforderungen an
die Diagnostik, da eine Reihe dieser Erkrankungen eine
�hnliche klinische Symptomatik sowie �hnliche Laborpara-
meter zeigt. Whitfield und Mitarbeiter konnten anhand eines
Hundemodells das diagnostische Potenzial von Metabolomics
nachweisen.[160] Auch bei Hirnerkrankungen und neurodege-
nerativen Erkrankungen kommt Metabolomics inzwischen
zum Einsatz. In Anbetracht der Unsicherheit klinischer Pa-
rameter bei der Parkinson-Karnkheit w�ren diagnostische
Marker ebenso wie Marker zur Beobachtung des Krank-
heitsverlaufs von großer Bedeutung. Bogdanov und Kolle-
gen[161] identifizierten �nderungen in 8-Hydroxy-2-deoxy-
guanosin-, Harns�ure- und Glutathion-Konzentrationen als
Marker zur Unterscheidung zwischen Patienten- und Kon-
trollgruppe. Sie bewerten Metabolomics hier in Bezug auf
eine Biomarkeridentifizierung f�r Diagnostik und Verlaufs-
kontrolle als sehr aussichtsreich.

Pr�eklampsie beschreibt eine komplexe St�rung in der
Schwangerschaft mit weitreichenden Auswirkungen sowohl
auf die Mutter als auch auf das Neugeborene. Um Pr�ek-
lampsie-Proben von Proben normaler Schwangerer anhand
von metabolischen GC-TOF-MS-Daten zu unterscheiden,
kamen unter anderem genetische Algorithmen zum Ein-
satz.[162] Metabolomics Profiling erwies sich ferner in der
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Diagnostik von Abstoßungsreaktionen nach Nieren-, Leber-
und Herztransplantationen[163,164] sowie beim Nachweis von
Nierentoxizitat[165] gegen�ber klinischen Standardparameter
als �berlegen.

Da bekannt ist, dass Tumorgewebe im Vergleich zu ge-
sundem Gewebe unterschiedliche Konzentrationen be-
stimmter Metabolite (z. B. solcher des Energiestoffwechsels)
aufweist und dass Krebszellen einen eigenen metabolischen
Ph�notyp haben, kam Metabolomics auch in der Onkologie
zum Einsatz.[7, 166] Die meisten Studien beziehen sich hier al-
lerdings auf 1H-NMR-spektroskopischen oder PET-Untersu-
chungen sowie auf Gewebeuntersuchungen und Biopsien.
Bisher wurde noch kein �berzeugender Ansatz ver�ffentlicht,
der Unterschiede anhand der Untersuchung peripherer
Proben wie Plasma oder Serum in Verbindung mit einem
Tumornachweis oder mit der Gr�ße von Tumoren zeigt. Wir
sind jedoch der Meinung, dass in der n�heren Zukunft auch
Metaboliten in peripheren Kompartimenten wie Plasma oder
Serum, die mit empfindlichen massenspektrometrischen
Methoden quantifiziert werden k�nnen, zur Erkennung von
Krebserkrankungen herangezogen werden, mit der Hoffnung
auf Fr�herkennung wenigstens einiger Erkrankungen. Zu-
s�tzlich kann Metabolomics hier m�glicherweise Marker zur
dringend erforderlichen Kontrolle therapeutischer Interven-
tionen liefern.

Longitudinale Studien an Patienten liefern f�r die Ent-
wicklung diagnostischer Biomarker sehr wichtige Daten.
Dennoch sind immer noch Fehler durch die Aufnahme un-
terschiedlicher Nahrung und die Ver�nderung physiologi-
scher Bedingungen m�glich. Physiologische Belastungen und
Stress beeinflussen bekanntermaßen das Metabolom, wes-
halb der Einschluss hospitalisierter Individuen, die nicht an
der ausgew�hlten Krankheit leiden, sehr empfehlenswert ist.
In diesem Zusammenhang haben wir den Teil des Plasma-
metaboloms von Patienten nach Beipassoperation unter-
sucht. �ber 200 Metabolite wurden bei 17 Patienten zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten vor und nach der Beipassope-
ration untersucht.[193] Die Daten zeigen klar, dass zahlreiche
signifikante �nderungen von Metabolitenkonzentrationen
detektiert werden k�nnen und Zeitpunkte anhand quantita-
tiver Metabolitendaten unterschieden werden k�nnen (Ab-
bildung 4).

Die „Heatmap“ in Abbildung 5 zeigt, dass Metaboliten-
konzentrationen Cluster bei unterschiedlichen Zeiten (vor
und nach Behandlung) bilden und zahlreiche Metaboliten-
konzentrationen durch die Operation differenziell reguliert
werden. Dies ist auch in der Hauptkomponentenanalyse
sichtbar, die zeigt, dass die Metabolitenvariabilit�t haupt-
s�chlich den Entnahmezeitpunkt und den mit der Operation
verbundenen Stress (unter anderem durch die Narkose) re-
flektiert. Entsprechend m�ssen die empfindlichen Ver�nde-
rungen von Metabolitenkonzentrationen in K�rperfl�ssig-
keiten, die unter ver�nderten Bedingungen oder infolge ver-
schiedenster Behandlungen bei Patienten auftreten, durch
passende Kontrollen ber�cksichtigt werden, damit nicht
Biomarkerkandidaten ohne direkten Bezug zur Erkrankung
selektiert werden.

Im Bereich der Diagnostik erwarten wir von Targeted
Metabolomics den gr�ßten Nutzen. Dies l�sst auch die eta-

blierte Anwendung der Massenspektrometrie[167, 168] im Be-
reich des klinischen Neugeborenen-Screenings erwarten. Am
anderen Ende des Altersspektrums k�nnte Lipidomics eine
gr�ßere Rolle in der Fr�hdiagnostik neurodegenerativer Er-
krankungen spielen.

Beinahe ein Viertel des Cholesterols im K�rper befindet
sich im Hirn.[169] Im Menschen verl�uft die Hauptroute des
Cholesteroltransports aus dem Hirn, wie bereits zuvor er-
w�hnt, �ber metabolische Umwandlung in 24S-Hydroxycho-
lesterol, das, anders als Cholesterol, die Blut-Hirn-Schranke
�berwinden kann.[170,171] 24S-Hydroxycholesterol wird aus
Cholesterol durch eine Cytochrom-CYP46A1[172]-katalysierte
Reaktion in Neuronen gebildet und aus dem Hirn mit einer
Geschwindigkeit von 6–7 mg pro Tag ausgeschleust.[170,171]

Anders als 24S-Hydroxycholesterol wird 27-Hydroxycholes-
terol mit einer Geschwindigkeit von 5 mg pro Tag in das Hirn
transportiert,[173] wo es zu 7a-Hydroxy-3-oxocholest-4-en-27-
carbons�ure umgesetzt und �ber die Blut-Hirn-Schranke mit
einer Geschwindigkeit von 2 mg pro Tag[174] wieder zur�ck
transportiert wird.

Da das Hirn von CSF umgeben ist, das die Metaboliten
von Hirnzellen aufzunehmen vermag, wurde vorgeschlagen,
dass der Oxysterolgehalt von CSF als Marker der Choleste-
rolhom�ostase des Hirns dienen k�nnte.[175] Die Konzentra-
tion an 24S-Hydroxycholesterol sollte entsprechend die Zahl
metabolisch aktiver Neuronen widerspiegeln, ebenso wie die
Verf�gbarkeit von Cholesterol f�r eine Umsetzung durch
CYP46A1. Im Verlauf der Neurodegeneration sinkt die Zahl
metabolisch aktiver Neuronen, w�hrend die Konzentration
an Cholesterol, das f�r die 24S-Hydroxylierung verf�gbar ist,
durch Verlust der Membranen ansteigt. Eine Bestimmung der
Oxysterolkonzentrationen (freies Oxysterol plus Fetts�ure-

Abbildung 4. Projektion von zielgerichteten metabolomischen Profilen
f�r 17 Patienten auf die ersten beiden Hauptkomponenten (PC).
Jedem Patient wurden Plasmaproben zum Zeitpunkt der Operation
sowie nach deren Ende und 20 h nach der Operation entnommen.
Durch Transformation der hochdimensionalen Daten in ein Koordina-
tensystem, das durch die ersten beiden PCs, die zusammen 44% der
Variabilit�t innerhalb der Daten widerspiegeln, aufgespannt wird, kann
man den Zeitverlauf f�r jeden Patienten folgen, wobei jeder Zeitpunkt
einen eigenen Cluster bildet.
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ester) in CSF mit GC-MS scheint eher das Maß der Neuro-
degeneration als die Zahl metabolisch aktiver Neuronen
wiederzugeben,[86] da signifikant erh�hte Konzentrationen an
24S-Hydroxycholesterol bei Alzheimer-Erkrankung (AD),
vaskul�rer Demenz (VD) und kognitiv beeintr�chtigten Pa-
tienten (MCI) gefunden wurden (ca. 2 ng mL�1, im Vergleich
zu < 1.5 ngmL�1 bei den Kontrollproben).[89,90, 176] Ebenso ist
die Konzentration an 27-Hydroxycholesterol in CSF von AD-
und MCI-Patienten erh�ht (1.8 ngmL�1, im Vergleich zu
1 ng mL�1 in den Kontrollen),[90] was allerdings einer schlecht
funktionierenden Blut-Hirn-Schranke zugeschrieben
wurde.[86] Diese Diskussion zeigt das Potenzial von Meta-
bolomics. Allerdings waren die Zielsetzungen durch die ver-
wendete GC-MS-Technik eher begrenzt. Der Einsatz von
weniger selektiven analytischen Methoden ist eine M�glich-
keit, um das erfassbare Metabolom zu erweitern.

Unter Verwendung von Umkehrphasen-SPE anstelle von
Normalphasen-SPE f�r die Vorbereitung von CSF-Proben
k�nnen zus�tzlich saure und neutrale Lipide erfasst werden.
Des Weiteren k�nnen mit der GP-Derivatisierung (mit und
ohne Cholesteroloxidase-Schritt, Abbildung 2) auch Steroide,
Sterole und Gallens�uren mit sowohl Oxo- als auch 3b-Hy-
droxy-5-en- und 3b-Hydroxy-5a-wasserstoff-Einheiten mit

HPLC-ESI-MS analysiert werden. Damit konnten folgende
Oxysterole und Gallens�uren im humanen CSF identifiziert
werden: 24S-Hydroxycholesterol (0.018� 0.009 ng mL�1), 25-
Hydroxycholesterol (0.030� 0.010 ng mL�1), 27-Hydroxy-
cholesterol (0.029� 0.012 ng mL�1), 7b-Hydroxycholesterol
(0.009� 0.005 ng mL�1), 7-Oxocholesterol (0.034�
0.017 ngmL�1), 3b-Hydroxycholest-5-en-27-s�ure (0.416�
0.193 ngmL�1), 3b,7b-Dihydroxycholest-5-en-27-s�ure
(0.165� 0.155 ng mL�1) und 7a-Hydroxy-3-oxocholest-4-en-
27-s�ure (7.17� 2.826 ng mL�1; Abbildung 6).[73] Diese Werte
entsprechen den freien Konzentrationen ohne vorherige
Hydrolyse.

Metabolomics kann in der Arzneistoff-Forschung zur
Identifizierung von makromolekularen Zielstrukturen, zur
Reihung von Leitstrukturen und zur Ermittlung von Toxizit�t
und damit zur Entwicklung neuer und sicherer Arzneistoffe
beitragen. Bedingt durch einen verst�rkten Bedarf, Wirk-
samkeit und Vertr�glichkeit nachzuweisen, werden erh�hte
Anforderungen an die Pharmaentwicklung gestellt, die To-
xizit�t zu minimieren und fr�hestm�glich im Entwicklungs-
prozess nachzuweisen. Die Verwendung von Metabolomics
kann in der molekularen Toxikologie von Arzneistoffkandi-
daten zum Verst�ndnis der Mechanismen beitragen und
damit Fehlschl�ge sowohl im fr�hen wie sp�teren Entwick-
lungsstadium reduzieren. Es ist daher gut verst�ndlich, dass
die Identifizierung von Toxizit�tsmarkern zur Verwendung in
pr�klinischen und klinischen Studien[177–181] einen der
Schwerpunkte aktueller Pharmaforschung darstellt.

Metabolomics hat somit das Potenzial, sowohl die Kosten
als auch den Zeitaufwand f�r die Entwicklung neuer Arz-
neistoffe zu reduzieren, zumal bis heute etwa die H�lfte in der
klinischen Phase III scheitert. Toxizit�t und Nebenwirkungen
sind aber auch Probleme f�r zugelassene Arzneimittel.
Sch�tzungsweise 2–20% aller Klinikeinweisungen gehen auf
unerw�nschte Nebenwirkungen zur�ck, diese treten bei etwa
10% aller hospitalisierten Patienten auf.[182] Darunter sind in
Deutschland 10.2% unerw�nschte Wirkungen bei der Arz-
neimitteltherapie kardiovaskul�rer Erkrankungen[183] und ca.
12% in kardiologischen Stationen in Frankreich.[184] Nach
Angabe der Firma Stemina (http://www.stemina.com/),
eignen sich humane embryonale Stammzellen, die zu unter-
schiedlichen Zelltypen wie Kardiomyozyten-Vorl�uferzellen
differenzieren k�nnen, als interessante Alternative in Toxi-
zit�tsscreenings und pr�diktiver Toxikologie.

Noch ist es zu fr�h, die Rolle metabolischer Biomarker im
Vergleich zu anderen diagnostisch eingesetzten Biomolek�-
len zu bewerten. Wir haben uns aber bem�ht, relevante
Charakteristika, Vorteile und Nachteile einschl�giger (und
haupts�chlich verwendeter) „omics“-Daten und Marker hin-
sichtlich Biomarkerentdeckung, -entwicklung und diagnosti-
scher Anwendungen gegen�berzustellen (Tabelle 2). Dies
bezieht sich ausschließlich auf erw�hnte Anwendungen und
nicht auf den wissenschaftlichen Stellenwert dieser „omics“-
Technologien. Obwohl so eine Bewertung immer unvoll-
st�ndig bleiben muss und die Meinung der Autoren wieder-
gibt, denken wir dennoch, dass einige Vorteile von Metabo-
liten als Marker offensichtlich sind.

Metabolite (und ihre unterschiedlichen Konzentrationen)
stellen funktionelle Endpunkte dar und sollten deshalb den

Abbildung 5. „Data Mining“ deckte 46 Merkmale auf, die signifikant
(adjustierter p-Wert <0.01) um die Operation herum und danach ver-
�ndert waren. Die Visualisierung der relevantesten Metabolitver�nde-
rungen (jede Zeile steht f�r einen Metaboliten) erfolgt durch die Dar-
stellung der Konzentrationsverh�ltnisse zwischen nach und vor der
Operation sowie zwischen 20 Stunden nach und sofort nach der Ope-
ration f�r jeden Patienten (jede Spalte repr�sentiert einen Patienten).
Das Baumdiagramm �ber dem Bild zeigt das Ergebnis einer hierarchi-
schen Clusteranalyse (basierend auf den ausgew�hlten Merkmalen, die
auch f�r die Sortierung der Patienten verwendet wurde), die zu einer
perfekten Trennung der beiden Gruppen f�hrt. Rote und blaue Zellen
zeigen h�here bzw. niedrigere Konzentration in der Probe bezogen auf
den zweiten Zeitpunkt an (siehe das Diagramm in der linken oberen
Ecke).
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gegenw�rtigen Zustand eines Organismus ohne große Ver-
z�gerung durch Signalweiterleitung wiedergeben. Dies be-
deutet nicht zwangsl�ufig, dass metabolische Marker bei-
spielsweise wertvoller als prognostische Marker sind, sie
k�nnten aber sehr wohl die am besten geeigneten Biomarker
f�r sehr schnell fortschreitende Erkrankungen darstellen.
Andere Faktoren betreffen das ausgesprochen kleine Pro-
benvolumen – eine Tatsache, die beispielsweise in der P�di-
atrie sehr wichtig ist – ebenso wie die kurze Zeit, die f�r die
Beschaffung der diagnostischen Information notwendig ist.
Andererseits ist die Abdeckung des Metaboloms mit geziel-
ten quantitativen Methoden nach wie vor relativ gering, was
die Chancen einschr�nkt, Marker durch Screening zu entde-
cken. Diese Situation verbessert sich allerdings schnell.

W�hrend sich die biochemische Interpretation von Ge-
webedaten relativ einfach gestaltet, werden Plasma- oder
Serumkonzentrationen durch zahlreiche Parameter vielf�lti-
ger Kompartimente beeinflusst. Allerdings sind wir der
Meinung, dass eine biologische Plausibilit�t, die sicher sowohl
wissenschaftlich von Interesse ist als auch bei weiteren Ent-
deckungen sehr hilfreich sein kann, keine unabdingbare
Voraussetzung f�r einen Biomarker darstellt und auch,
ebenso wenig wie mangelnde biologische Interpretierbarkeit,
kein Hindernis f�r eine Weiterentwicklung darstellt. Ein
solches Akzeptanzkriterium w�rde sonst ein vollst�ndiges
Verst�ndnis biologischer Vorg�nge sowie die vollst�ndige
Kenntnis der Kinetik und Wechselwirkungen eines biologi-
schen Systems voraussetzen – eine Situation von der wir noch
weit entfernt sind. Hinweise auf die Beteiligung bestimmter
Stoffwechselwege k�nnen allerdings wertvolle zus�tzliche

Best�tigungen liefern, insbesondere bei
unzureichender statistischer Signifikanz
der Daten.

Im Zuge ihrer „Critical-Path“-Initia-
tive, die auf eine effizientere Arzneimit-
telentwicklung abzielt, arbeitet die FDA
an Richtlinien f�r die Qualifizierung und
den Einsatz von Biomarkern. Metabolo-
mics wird als Teil der „Critical-Path“-Ini-
tiative anerkannt und kann in Bezug auf
viele Aspekte eine entscheidende Rolle
spielen: bei der Entdeckung besserer
Biomarker, bei Biomarkern zur Erken-
nung von Nieren-, Leber-, Herz- und
Gef�ßsch�den, bei Krankheitsmodellen
zur Optimierung von Leitstrukturen und
zur Beurteilung der Toxizit�t, bei der
Identifizierung von Biomarkern f�r die
Beurteilung der Unbedenklichkeit,
Wirksamkeit und Toxizit�t, um die Pla-
nung klinischer Studien zu vereinfachen,
beim Einschluss geeigneter Patienten,
beim Verfolgen der Reaktion der Pro-
banden auf die Arzneimitteltherapie und
bei vielem anderen mehr.[185–187]

W�hrend Plattform-Kompatibilit�-
ten, Datenprozessierung und weitere f�r
klinische Studien relevante Punkte z. B.
in der Mikroarray-Technologie in meh-

reren Projekten und in vielen Publikationen behandelt
worden sind, um Mittel zur Qualit�tskontrolle zur Verf�gung
zu stellen, um Richtlinien f�r Mikroarray-Datenanalyse zu
entwickeln, um Vor- und Nachteile verschiedener Daten-
analysemethoden beurteilen zu k�nnen, um �bereinstim-
mung �ber die beste Vorgehensweise zu erreichen, um Qua-
lit�tskontroll-Kriterien und Grenzwerte zur Beurteilung der
Leistung verschiedener Mikroarray-Plattformen zu erhalten,
ist in Bezug auf Metabolomics hier noch ein langer Weg zu-
r�ckzulegen. Auf dem Gebiet der funktionellen Genomik und
der Mikroarray-Technologie sind Methoden der Qualit�ts-
kontrolle, Vorgaben zur Datenhinterlegung und Richtlinien
weiter entwickelt als bei Metabolomics. Hier wurden bei-
spielsweise Definitionen f�r genomische Biomarker, Phar-
makogenomik, Pharmakogenetik gegeben und Kategorien
zur Kodierung von genomischen Daten und von Proben eta-
bliert.[188, 189]

10. Jenseits der Datenintegration

„Metabolic Profiling“ wird seit langem zur Bestimmung
von Biomarkern verwendet, um den pathophysiologischen
Zustand von Patienten beurteilen zu k�nnen. Das Aufkom-
men genomischer und proteomischer Technologien lieferte
plausible Zusammenh�nge, die diagnostischen und progno-
stischen Biomarkern im Gesund-krank-Kontinuum entspre-
chen.[190, 191] Metabolic Profiling wird als Metabolomics[9] oder
als Metabonomics[11] bezeichnet, obwohl beide Begriffe me-
tabolische Ver�nderungen unter verschiedenen Bedingungen

Abbildung 6. a) Probenvorbereitung f�r die LC-ESI-MS-Analyse von Gallens�uren und Oxyste-
rolen durch GP-Derivatisierung. b) Extrahierte Ionenchromatogramme f�r die [M]+-Ionen von
GP-derivatisierten Monohydroxycholesterolen (m/z 534.4; oben), Hydroxycholestens�uren (m/z
548.3847; Mitte) und/oder Hydroxy-3-oxocholest-4-ens�uren (m/z 564.3796; unten).
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Tabelle 2: Einige Charakteristika bei der Identifizierung und Anwendung von RNA-, Protein- und metabolischen Biomarkern mit vergleichender
Bewertung.

Charakteristikum Funktionelle Genomik,
Transkriptomik

Proteomik Metabolomics

Speziesunabh�ngigkeit
in Bezug auf (Tier)Mo-
delle und Menschen

speziesabh�ngig � speziesabh�ngig � Metabolische Stoffwechselwe-
ge sind hoch konserviert bei
Spezies; Vorteile beim Scree-
ning im Tiermodell

++

Grad der Abdeckung
des Gesamt-„oms“ im
Screening

pangenomisch, >106 Gene,
Spleißvarianten; Vormarsch
der Hochdurchsatz-Sequen-
zierung

+ ++ eingeschr�nkt mit 2D-Elektro-
phorese, bei >106 m�glichen
Ver�nderungen (einschließlich
posttranslationaler Modifika-
tionen) relativ geringer Pro-
zentsatz, allerdings zuneh-
mend durch technische Ent-
wicklungen in der MS

+ Noch weit von einer „voll-
st�ndigen“ Abdeckung ent-
fernt(ca. 103); erfordert die
Anwendung verschiedener
analytischer Plattformen/Me-
thoden

��

Zeit bis zum Ergebnis/
Umschlagzeit/Proben-
vorbereitung

>2.5 h, PCR oder Mikroar-
rays; mehrere Aufarbeitungs-
schritte

� z.B. Antik�rper-Test, ELISA,
Array >3 h; mehrere Aufarbei-
tungsschritte f�r MS

+ /
�

<2 h m�glich f�r kleinere
Probenanzahl; direkte Analyse
von Plasma, Serum, Blut-
tr�pfchen

++

Erforderliche Proben-
gr�ße/Nachweisgren-
ze

>2 mL Blut ohne Amplifikati-
on, ca. 100 ng Total-RNA mit
Amplifikation

� im pg-Bereich f�r Antik�rper-
Test (ELISA), im ng-Bereich f�r
Arrays

+ z.B. 20 mL Plasma/Serum
oder 50 mg Gewebe f�r meh-
rere Methoden; Langzeitsta-
bilit�t ungekl�rt

++

Aussagen �ber gegen-
w�rtigen Zustand
(eines Organismus,
einer Zelle usw.)

mehr eine Vorschau; die
meisten transkriptionellen �n-
derungen ben�tigen >1 h;
N�tzlichkeit h�ngt davon ab,
wie schnell sich der betreffen-
de Krankheitszustand ver�n-
dert

+ /� die meisten Ver�nderungen auf
dem Niveau der Proteinsyn-
these (ohne Sekund�rmodifi-
kationen) ben�tigen mindes-
tens 1 h.

� Metabolitenkonzentartionen
reagieren rasch bei physiolo-
gisch relevanten Ver�nderun-
gen (teilweise binnen Minuten
und weniger).

++ +

Antwort auf Stimulus/
dynamischer Bereich

Ver�nderungen der Transkript-
konzentrationen bis zu 100-
fach oder mehr

+ + Konzentrationsver�nderungen
bis ca. 10-fach;
viel Information in Sekund�r-
modifikationen verborgen

+ /
�

Metabolitenkonzentrationen
�ber Ver�nderungen auf En-
zymebene m�glich (Amplifi-
kationseffekt);
beeinflussbar durch Nahrung,
Umgebung usw.

++ [a]

Nichtinvasive Biomar-
kerbestimmung m�g-
lich

erfordert Zellextraktion. �� erfordert �blicherweise Extrak-
tion (Zellen, K�rperfl�ssigkei-
ten);
direkte Bestimmung aus
Serum/Plasma m�glich mit
Antik�rpern

� m�glich aus Urin, Speichel,
Kot usw.

++

Nachweis von Erb-
krankheiten und ange-
borenen St�rungen

Gute Chancen zur Detektion
auch Multigen-bedingter St�-
rungen.

+ + Funktionalit�t schlecht �ber
Konzentartionsver�nderungen
beschreibbar (gegebenenfalls
bei Enzymen), erfordert Se-
quenzierung

� g�ngig in der P�diatrie, weni-
ger geeignet bei Multigen-be-
dingten St�rungen

++

Anwendung in der
Toxikologie

sinnvoll, aber funktionelle
Auswirkungen schwer ab-
sch�tzbar

+ funktionelle Auswirkungen
schwer absch�tzbar

+ /
�

liefert Funktions�nderungen;
Relevanz muss best�tigt
werden

+

Dateninterpretation in
der Systembiologie,
�ber Modelle, Wege
usw.

zahlreiche M�glichkeiten, aber
vielfach indirekte Wechselwir-
kungen; auch Hinweise durch
Daten prim�r auf indirekte
Wechselwirkungen

+ + begrenzt durch Teil der Erfas-
sung des Gesamtproteoms

+ begrenzt durch Teil der Erfas-
sung und durch Datenbank-
eintr�ge; abh�ngig von Er-
krankung; gute Kenntnis der
Stoffwechselwege

+ /�

[a] Bewertung abh�ngig vom Studienziel.
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bezeichnen. Wir haben die statistische Kombination von
Biomarkers�tzen bestehend aus unterschiedlichen Biomole-
k�len und kombiniert zu diagnostischen Signaturen, die eben
diese unterschiedlichen Biomolek�len umfasst, unabh�ngig
von einer Datenintegration und von einer biochemischen
Interpretation untersucht. Dies wurde auf der Grundlage rein
statistischer Methoden mit unterschiedlichen Klassifikati-
onsverfahren durchgef�hrt und hat bisher vielversprechende
Ergebnisse geliefert. Hier ist anzumerken, dass sich dieser
Ansatz grunds�tzlich von integrativen multidimensionalen
Analysen unterscheidet, bei denen beispielsweise Genom,
Epigenom und Transkriptom inhaltlich kombiniert
werden.[192] Solche Analysen zielen darauf ab, biologische
Beziehungen, die bei der Gewinnung unterschiedlicher
„omics“-Daten feststellbar sind, mit unterschiedlichen An-
s�tzen auszuwerten.

Wir haben beispielsweise Support-Vektormaschinen mit
einem linearen Kern verwendet, um Isch�mie und Hypoxie
bei Ratten vorherzusagen (7 Tiere mit Isch�mie und 9 Kon-
trolltiere). Durch Kombination der beiden (auf Basis eines t-
Tests und aufgrund von „fold changes“ bestgereihten (aus-
gew�hlt aus 275 unterschiedlichen) Metabolitendaten mit
mRNA-Daten (SDF1 und VEGF) konnte die Genauigkeit
des Klassifikators von 50 % bzw. 68.75% auf 75% gesteigert
werden. Die entsprechenden ROC-Kurven sind in Abbil-
dung 7 dargestellt.

Unsere Methode kombiniert damit auf rein statistischer
Basis die Messung von mindestens zwei unterschiedlichen
Typen von Biomolek�len (RNA, nichtkodierende RNA/
mikroRNA, Proteine, Metaboliten), ungeachtet der biologi-
schen Plausibilit�t und unabh�ngig von bekannten oder noch
unbekannten biologischen Zusammenh�ngen irgendwelcher
Art, um damit einen aus unterschiedlichen Biomolek�len
zusammengesetzten Biomarker zu erhalten.

Die obigen Beispiele zeigen, dass eine diagnostische
Methode oder ein krankheitsspezifischer Klassifikator, der
aus wenigstens zwei Biomolek�len unterschiedlichen Typs
besteht, den Status von Zellen, eines Gewebes, Organs oder

Organismus m�glicherweise am besten beschreiben kann.
Diese zusammengesetzten Biomarker oder aus solchen Bio-
molek�len abgeleitete Signaturen und Klassifikatoren
k�nnen Molek�lkombinationen des gleichen Typs �berlegen
sein und hoch empfindliche und spezifische Biomarker er-
geben, insbesondere bei komplexen Erkrankungen wie
Krebs. Dies allgemein zu belegen steht allerdings noch aus,
ebenso wie die biologische Erkl�rung f�r ein solches Resultat.

11. Herausforderungen bei der Biomarkeranalyse

Vorausgesetzt die Experimente werden vern�nftig ge-
plant, k�nnen mittlerweile die meisten Metabolomics-Tech-
niken Biomarkerkandidaten liefern. Schon im Stadium der
Entdeckung kann die Auswahl ungeeigneter Kandidaten, die
sp�ter in der Validierungsphase scheitern w�rden, vermieden
werden. Hierzu muss eine Reihe unterschiedlicher Aspekte
ber�cksichtigt werden. Die Gewinnung reproduzierbarer
Daten setzt das Vorliegen geeigneter Proben voraus sowie,
aufgrund unterschiedlicher Stabilit�ten der Verbindungen,
deren geeignete Lagerung, eine optimierte Aufarbeitung (in
Bezug auf Extraktionsausbeute und Aufreinigung), eine
passende Lagerung (zur Vermeidung der Alterung von
Proben) und den Einsatz validierter Analysemethoden mit
ausreichender Genauigkeit, Empfindlichkeit und Selektivi-
t�ten sowie minimierte Matrix- und Verschleppungseffekte.
Zusammen mit einer passenden Signalverarbeitung zahlt sich
der Aufwand, der in die Validierung investiert wurde, in
Bezug auf dadurch verminderte technische Variabilit�t und in
Hinblick auf die Auswahl der dann f�r die weitere Entwick-
lung „richtigen“ Analyte sehr wohl aus.

W�hrend sorgf�ltiges Design, Randomisierung, gezielte
Patienten- und Probandenauswahl und ad�quate statistische
Verarbeitung absolute Voraussetzungen sind, um fehlerhafte
Schlussfolgerungen zu vermeiden, wird die Bedeutung der
Probenqualit�t sowohl bei der Datensammlung als auch in
Bezug auf die Weiterverarbeitung bei Metabolomics-Expe-
rimenten oftmals untersch�tzt. Inzwischen gibt es einige
Ver�ffentlichungen, welche die Auswirkungen von Einlage-
rungsbedingungen, Transportbedingungen, den Einfluss von
Einfrier-Auftau-Zyklen, Glaskontaminationen sowie Lage-
rungstemperaturen und -dauern (bis hin zu 6 Monaten) auf
1H-NMR-spektroskopisch oder massenspektrometrisch be-
stimmte Metabolitenkonzentrationen beschreiben. Durch
den Mangel an Information zu der Empfindlichkeit einzelner
Plattformen und zur Reproduzierbarkeit der Experimente,
auch hinsichtlich des Einflusses physikochemischer Eigen-
schaften, kann ein metabolisches Profil deutlich beeintr�ch-
tigt werden, bis hin zu dem Punkt, an dem die mit der
Handhabung verbundenen Variabilit�ten deutlich verf�l-
schend wirken. Es wird empfohlen, festgelegte experimen-
telle Bedingungen strikt einzuhalten, einheitliche Verfahren
in der Pr�analytik zu etablieren, enzymatische und chemische
Ver�nderungen durch Lagerung bei tiefer Temperatur zu
vermeiden und die Manipulation von Proben auf ein Mini-
mum zu beschr�nken. Gegenw�rtig ist wenig �ber den Effekt
einer langfristigen Lagerung auf die (bio)chemischen Trans-
formationen niedermolekularer Verbindungen in komplexen

Abbildung 7. Die ROC-Kurven („receiver operating characteristic“) f�r
LOO-kreuzvalidierte Klassifikatoren („leave one out“) zeigen eine
h�here Genauigkeit f�r solche pr�diktiven Signaturen an, die verschie-
denartige Biomolek�le kombinieren.
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Matrizes bekannt, was Fragen bez�glich reproduzierbarer
Bestimmungen eingelagerter Proben und prospektiver epi-
demiologischer Studien aufwirft.

12. Schlussfolgerungen und Ausblick

Zurzeit steckt Metabolomics noch in den Kinderschuhen,
da einige Probleme noch unzureichend behandelt worden
sind, um mit anderen genomischen Technologien Schritt
halten zu k�nnen. F�r unterschiedliche Anforderungen und
Experimente sowie aufgrund der Ger�teverf�gbarkeit wird
man noch l�ngere Zeit auf NMR-spektroskopische und
massenspektrometrische Metabolom-Fingerabdr�cke zu-
r�ckgreifen, doch der Trend geht hin zu einer umfassenderen,
gezielten und quantitativen Analyse des Metaboloms. Wahr-
scheinlich ist die Massenspektrometrie das Mittel der Wahl,
um das komplexe Metabolom von Wirbeltieren, das auf jeden
Fall mehr als 3000 Verbindungen umfasst, zu entschl�sseln.

FT-ICR-MS- und Orbitrap-Analysatoren entwickeln sich
in Verbindung mit effizienter Chromatographie und Ad-hoc-
Datenanalyse aufgrund ihrer Genauigkeit, ihres hohen
Durchsatzes und ihres Umfangs (> 1000 Metaboliten) zu den
vorherrschenden analytischen Methoden in Metabolomstu-
dien. W�hrend sie Massewerte mit hoher Genauigkeit liefern,
was die Zahl infrage kommender Molek�le auf einige wenige
reduziert, ist damit allein keine komplette Strukturinforma-
tion erh�ltlich. Spezielle Datenbanken, welche die Spezies
und die biologischen Zusammenh�nge ber�cksichtigen (und
damit die Zahl m�glicher Kandidaten reduzieren), erm�gli-
chen einem Experten zusammen mit spektroskopischen Da-
tenbanken f�r Referenzverbindungen die Identifizierung. F�r
eine Weiterentwicklung von Metabolomics ist somit der
Austausch chemischer und analytischer Informationen es-
senziell.

Immer noch – und trotz leistungsf�higer Chromatogra-
phie und Spektroskopie – bleibt der chemische Entste-
hungsweg vieler Analyte in zahlreichen Metabolomanalysen
ungekl�rt. Neuartige endogene oder exogene Metabolite
werden oft nicht charakterisiert, und es besteht wenig Zweifel
daran, dass eine Strukturaufkl�rung das Hindernis ist, das zur
Vergr�ßerung der Zahl quantifizierbarer Zielstrukturen
�berwunden werden muss. Es ist zu erwarten, dass der
quantitative Metabolomics-Ansatz zunehmend die Oberhand
�ber die gegenw�rtig vorherrschenden chemometrischen
Methoden, die auf Rohintensit�ten und Peakfl�che beruhen,
gewinnen wird, da er den geeignetsten Ansatz liefert, um
Artefakte aus Matrixeffekten zu vermeiden. Ebenfalls er-
m�glicht er die vergleichende Bestimmung �ber Datens�tze
hinweg. Zu den Nachteilen geh�ren die Kosten sowie die
Verf�gbarkeit markierter Verbindungen und die zeitintensive
Validierung quantitativer Methoden. Des Weiteren erm�gli-
chen die erh�ltlichen Probenvolumina (bei kleineren Tier-
modellen oder bei Neugeborenen) nicht immer die erfor-
derliche Zahl an Assays, um einen Großteil des Metaboloms
abzudecken.

Die Verwendung von Surrogat-Matrices oder indirekter
Bestimmung �ber repr�sentative markierte Verbindungen ist
zur Erfassung eines gr�ßeren Anteils messbarer Verbindun-

gen von zunehmendem Interesse. Diese Praktiken sollten
allerdings der fr�hesten Entdeckungsphase vorbehalten
bleiben, und Maßnahmen zur Verifizierung sollten verst�rkt
zum Einsatz kommen, bevor man ein MS-Signal einem po-
tenziellen Biomarker zuschreibt, der klinischen Anforder-
nissen entsprechen k�nnte. Allerdings gibt es �berzeugende
Hinweise darauf, dass Metabolomics zum Screening oder in
einer diagnostischen Methode eingesetzt werden k�nnte,
oder dass Metabolite als Teil eines diagnostischen Musters in
naher Zukunft einen festen Platz in der Diagnostik einneh-
men werden. Der Nachweis der prinzipiellen Eignung von
Metaboliten als Krankheitsindikatoren ist hier mit der er-
folgreichen Verwendung einzelner Marker, die St�rungen des
Stoffwechsels anzeigen k�nnen, bereits vor Jahrzehnten er-
bracht worden. In der Zukunft wird man von weiteren An-
wendungen bei Erkrankungen, bei denen es keine offen-
sichtlichen Zusammenh�nge mit ver�nderten Metaboliten-
konzentrationen gibt, ausgehen k�nnen. Abgesehen von
Metabolomics liegt der Schwerpunkt hier klar auf der Ver-
wendung von Markerkombinationen (auch von Molek�len
unterschiedlichen Typs), da nicht zu erwarten ist, dass ein-
zelne molekulare Verbindungen hinreichende Informationen
zu komplexen Erkrankungen liefern k�nnen. Wir sind davon
�berzeugt, dass sich die Empfindlichkeit (Sensitivit�t) und
Spezifit�t diagnostischer Verfahren in Zukunft deutlich stei-
gern lassen werden.

Abk�rzungen

AD Alzheimer-Krankheit
ADR Negative Effekte eines Wirkstoffs
API Ionisation bei Atmosph�rendruck
AUC Fl�che unter der ROC-Kurve
CSF Cerebrospinalfl�ssigkeit
CI Chemische Ionisation
CID Stoßinduzierte Dissoziation
CYP46A1 Cytochrom P450, Familie 46, Unterfami-

lie A, Polypeptid 1
DESI Elektrospraydesorptions-Ionisation
DHEA Dihydroepiandrosterone
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbo-

diimid
EI Elektronenstoß
ESI-MS Elektrosprayionisations-Massenspektro-

metrie
FIA-MS Fließinjektionsanalyse-Massenspektro-

metrie
FID Flammenionisationsdetektion
FT-MS Fourier-Transformations-Massenspektro-

metrie
GC Gaschromatographie
GC-MS Gaschromatographie-Massenspektro-

metrie
GP Girard-P-Hydrazin
HPLC High Performance Liquid Chromatography
ICAT Isotopenmarkierter Affinit�ts-Tag
MALDI Matrix-unterst�tzte Laser-Desorption/

Ionisation

Metabolite als Biomarker
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MCI Leichte kognitive St�rung
MS Massenspektrometrie
MS/MS oder
MS2

Tandemmassenpektrometrie

NMR Kernresonanzspektroskopie
PET Positronenemissionstomographie
SPE Festphasenextraktion
TMS Trimethylsilyl
TOF-MS Flugzeit-Massenspektrometrie
UPLC Ultra Performance Liquid Chromato-

graphy
VD Gef�ßerkrankungen

Eingegangen am 6. Oktober 2009
Online ver�ffentlicht am 13. Juli 2010

[1] N. Blow, Nature 2008, 455, 697 – 700.
[2] C. Curtin, Genome Technol. 2008, 31 – 35.
[3] R. P. Horgan, O. H. Clancy, J. E. Myers, P. N. Baker, BJOG

2009, 116, 173 – 181.
[4] D. Ryan, K. Robards, Anal. Chem. 2006, 78, 7954 – 7958.
[5] J. K. Nicholson, J. C. Lindon, Nature 2008, 455, 1054 – 1056.
[6] J. C. Lindon, E. Holmes, J. K. Nicholson, FEBS J. 2007, 274,

1140 – 1151.
[7] J. L. Spratlin, N. J. Serkova, S. G. Eckhardt, Clin. Cancer Res.

2009, 15, 431 – 440.
[8] D. B. Kell, Curr. Opin. Microbiol. 2004, 7, 296 – 307.
[9] O. Fiehn, Plant Mol. Biol. 2002, 48, 155 – 171.

[10] H. Tweeddale, L. Notley-McRobb, T. Ferenci, J. Bacteriol.
1998, 180, 5109 – 5116.

[11] J. K. Nicholson, J. C. Lindon, E. Holmes, Xenobiotica 1999, 29,
1181 – 1189.

[12] C. E. Dalgliesh, E. C. Horning, M. G. Horning, K. L. Knox, K.
Yarger, Biochem. J. 1966, 101, 792 – 810.

[13] L. Pauling, A. B. Robinson, R. Teranishi, P. Cary, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1971, 68, 2374 – 2376.

[14] E. C. Horning, M. G. Horning, Clin. Chem. 1971, 17, 802 – 809.
[15] O. A. Mamer, J. C. Crawhall, S. S. Tjoa, Clin. Chim. Acta 1971,

32, 171 – 184.
[16] K. Hollywood, D. R. Brison, R. Goodacre, Proteomics 2006, 6,

4716 – 4723.
[17] E. J. Want, A. Nordstr�m, H. Morita, G. Siuzdak, J. Proteome

Res. 2007, 6, 459 – 468.
[18] W. Lu, B. D. Bennett, J. D. Rabinowitz, J. Chromatogr. B 2008,

871, 236 – 242.
[19] W. B. Dunn, N. J. C. Bailey, H. E. Johnson, Analyst 2005, 130,

606 – 625.
[20] X. Feng, X. Liu, Q. Luo, B. F. Liu, Mass Spectrom. Rev. 2008, 27,

635 – 660.
[21] K. Dettmer, P. A. Aronov, B. D. Hammock, Mass Spectrom.

Rev. 2007, 26, 51 – 78.
[22] J. Nielsen, S. Oliver, Trends Biotechnol. 2005, 23, 544 – 546.
[23] E. Werner, J. F. Heilier, C. Ducruix, E. Ezan, C. Junot, J.

Chromatogr. B 2008, 871, 143 – 163.
[24] Q. N. Van, T. D. Veenstra, Genome Med. 2009, 1, 5.
[25] H. J. Issaq, Q. N. Van, T. J. Waybright, G. M. Muschik, T. D.

Veenstra, J. Sep. Sci. 2009, 32, 2183 – 2199.
[26] W. J. Griffiths, Y. Wang, Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 1882 – 1896.
[27] C. Hu, R. van der Heijden, M. Wang, J. van der Greef, T.

Hankemeier, G. Xu, J. Chromatogr. B 2009, 877, 2836 – 2846.
[28] R. G. Lowe, M. Lord, K. Rybak, R. D. Trengove, R. P. Oliver,

P. S. Solomon, Fungal Genet. Biol. 2009, 46, 381 – 389.

[29] Y. Sawada, K. Akiyama, A. Sakata, A. Kuwahara, H. Otsuki, T.
Sakurai, K. Saito, M. Y. Hirai, Plant Cell Physiol. 2009, 50, 37 –
47.

[30] R. G. Lowe, M. Lord, K. Rybak, R. D. Trengove, R. P. Oliver,
P. S. Solomon, Fungal Genet. Biol. 2008, 45, 1479 – 1486.

[31] K. Hanhineva, I. Rogachev, H. Kokko, S. Mintz-Oron, I.
Venger, S. Karenlampi, A. Aharoni, Phytochemistry 2008, 69,
2463 – 2481.

[32] S. J. Rochfort, V. C. Trenerry, M. Imsic, J. Panozzo, R. Jones,
Phytochemistry 2008, 69, 1671 – 1679.

[33] E. Altmaier, S. L. Ramsay, A. Graber, H. W. Mewes, K. M.
Weinberger, K. Suhre, Endocrinology 2008, 149, 3478 – 3489.

[34] A. U. Jackson, S. R. Werner, N. Talaty, Y. Song, K. Campbell,
R. G. Cooks, J. A. Morgan, Anal. Biochem. 2008, 375, 272 – 281.

[35] T. R. Koves, J. R. Ussher, R. C. Noland, D. Slentz, M. Mose-
dale, O. Ilkayeva, J. Bain, R. Stevens, J. R. Dyck, C. B. New-
gard, G. D. Lopaschuk, D. M. Muoio, Cell Metab. 2008, 7, 45 –
56.

[36] W. J. Griffiths, K. Karu, M. Hornshaw, G. Woffendin, Y. Wang,
Eur. J. Mass Spectrom. 2007, 13, 45 – 50.

[37] C. E. Wheelock, S. Goto, B. D. Hammock, J. W. Newman,
Metabolomics 2007, 3, 137 – 145.

[38] D. J. McNally, A. J. Aubry, J. P. Hui, N. H. Khieu, D. Whitfield,
C. P. Ewing, P. Guerry, J. R. Brisson, S. M. Logan. E. Soo, J.
Biol. Chem. 2007, 282, 14463 – 14475.

[39] S. P. Devaiah, M. R. Roth, E. Baughman, M. Li, P. Tamura, R.
Jeannotte, R. Welti, X. Wang, Phytochemistry 2006, 67, 1907 –
1924.

[40] J. C. Verdonk, V. de Ric, H. A. Verhoeven, M. A. Haring, A. J.
van Tunen, R. C. Schuurink, Phytochemistry 2003, 62, 997 –
1008.

[41] U. Ceglarek, A. Leichtler, M. Br�gel, L. Kortz, R. Brauer, K.
Bresler, J. Thiery, G. M. Fiedler, Mol. Cell. Endocrinol. 2009,
301, 266 – 271.

[42] D. S. Wishart, M. J. Lewis, J. A. Morrissey, M. D. Flegel, K.
Jeronic, Y. Xiong, D. Cheng, R. Eisner, B. Gautam, D. Tzur, S.
Sawhney, F. Bamforth, R. Greiner, L. Li, J. Chromatogr. B 2008,
871, 164 – 173.

[43] J. L. Griffin, Philos. Trans. R. Soc. London Ser. B 2006, 361,
147 – 161.

[44] C. Gieger, L. Geistlinger, E. Altmaier, M. Hrab� de Angelis, F.
Kronenberg, T. Meitinger, H.-W. Mewes, H.-E. Wichmann,
K. M. Weinberger, J. Adamski, T. Illig, K. Suhre, PLoS Genet.
2008, 4, e1000282; de Angelis, F. Kronenberg, T. Meitinger, H.-
W. Mewes, H.-E. Wichmann, K. M. Weinberger, J. Adamski, T.
Illig, K. Suhre, PLoS Genet. 2008, 4, e1000282; de Angelis, F.
Kronenberg, T. Meitinger, H.-W. Mewes, H.-E. Wichmann,
K. M. Weinberger, J. Adamski, T. Illig, K. Suhre, PLoS Genet.
2008, 4, e1000282.

[45] W. J. Griffiths, J. Sj�vall, J. Lipid Res. 2009, im Druck.
[46] K. D. Setchell, J. E. Heubi, J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr. 2006,

43 Suppl 1, 17 – 22.
[47] P. J. Trim, S. J. Atkinson, A. P. Princivalle, P. S. Marshall, A.

West, M. R. Clench, Rapid Commun. Mass Spectrom. 2008, 22,
1503 – 1509.

[48] K. E. Burnum, D. S. Cornett, S. M. Puolitaival, S. B. Milne, D. S.
Myers, S. Tranguch, H. A. Brown, S. K. Dey, R. M. Caprioli, J.
Lipid Res. 2009, im Druck.

[49] R. C. Murphy, J. A. Hankin, R. M. Barkley, J. Lipid Res. 2009,
50, S317 – 322.

[50] C. Wu, D. R. Ifa, N. E. Manicke, R. G. Cooks, Anal. Chem.
2009, 81, 7618 – 7624.

[51] J. B. Fenn, Angew. Chem. 2003, 115, 3999 – 4024; Angew. Chem.
Int. Ed. 2003, 42, 3871 – 3894.

[52] N. B. Cech, C. G. Enke, Mass Spectrom. 2001, 20, 362 – 387.

H.-P. Deigner et al.Aufs�tze

5572 www.angewandte.de � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2010, 122, 5554 – 5575

http://dx.doi.org/10.1038/455697a
http://dx.doi.org/10.1021/ac0614341
http://dx.doi.org/10.1038/4551054a
http://dx.doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-08-1059
http://dx.doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-08-1059
http://dx.doi.org/10.1016/j.mib.2004.04.012
http://dx.doi.org/10.1023/A:1013713905833
http://dx.doi.org/10.1080/004982599238047
http://dx.doi.org/10.1080/004982599238047
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.68.10.2374
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.68.10.2374
http://dx.doi.org/10.1016/0009-8981(71)90329-9
http://dx.doi.org/10.1016/0009-8981(71)90329-9
http://dx.doi.org/10.1002/pmic.200600106
http://dx.doi.org/10.1002/pmic.200600106
http://dx.doi.org/10.1021/pr060505+
http://dx.doi.org/10.1021/pr060505+
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2008.04.031
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2008.04.031
http://dx.doi.org/10.1002/mas.20182
http://dx.doi.org/10.1002/mas.20182
http://dx.doi.org/10.1002/mas.20108
http://dx.doi.org/10.1002/mas.20108
http://dx.doi.org/10.1016/j.tibtech.2005.08.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2008.07.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2008.07.004
http://dx.doi.org/10.1186/gm5
http://dx.doi.org/10.1002/jssc.200900152
http://dx.doi.org/10.1039/b618553n
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2009.01.038
http://dx.doi.org/10.1016/j.fgb.2009.02.002
http://dx.doi.org/10.1093/pcp/pcn183
http://dx.doi.org/10.1093/pcp/pcn183
http://dx.doi.org/10.1016/j.fgb.2008.08.006
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2008.07.009
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2008.07.009
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2008.02.010
http://dx.doi.org/10.1210/en.2007-1747
http://dx.doi.org/10.1016/j.ab.2008.01.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.cmet.2007.10.013
http://dx.doi.org/10.1016/j.cmet.2007.10.013
http://dx.doi.org/10.1255/ejms.850
http://dx.doi.org/10.1007/s11306-007-0052-8
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M611027200
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M611027200
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2006.06.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2006.06.005
http://dx.doi.org/10.1016/S0031-9422(02)00707-0
http://dx.doi.org/10.1016/S0031-9422(02)00707-0
http://dx.doi.org/10.1016/j.mce.2008.10.013
http://dx.doi.org/10.1016/j.mce.2008.10.013
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2008.05.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2008.05.001
http://dx.doi.org/10.1098/rstb.2005.1734
http://dx.doi.org/10.1098/rstb.2005.1734
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1000282
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1000282
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1000282
http://dx.doi.org/10.1002/rcm.3498
http://dx.doi.org/10.1002/rcm.3498
http://dx.doi.org/10.1021/ac901003u
http://dx.doi.org/10.1021/ac901003u
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200300605
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200300605
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200300605
http://www.angewandte.de


[53] E. J. Want, G. O	Maille, C. A. Smith, T. R. Brandon, W. Urit-
boonthai, C. Qin, S. A. Trauger, G. Siuzdak, Anal. Chem. 2006,
78, 743 – 752.

[54] X. Jiang, H. Cheng, K. Yang, R. W. Gross, X. Han, Anal. Bio-
chem. 2007, 371, 135 – 145.

[55] G. O	Maille, E. P. Go, L. Hoang, E. J. Want, C. Smith, P.
O	Maille, A. Nordstrom, H. Morita, C. Qin, W. Uritboonthai, J.
Apon, R. Moore, J. Garrett, G. Siuzdak, Spectrosc. Int. J. 2008,
22, 327 – 343.

[56] B. Crews, W. R. Wikoff, G. J. Patti, H. K. Woo, E. Kalisiak, J.
Heideker, G. Siuzdak, Anal. Chem. 2009, 81, 538 – 544.

[57] E. Zelena, W. B. Dunn, D. Broadhurst, S. Francis-McIntyre,
K. M. Carroll, P. Begley, S. O	Hagan, J. D. Knowles, A. Halsall,
Anal. Chem. 2009, 81, 1357 – 1364.

[58] K. Schmelzer, E. Fahy, S. Subramaniam, E. A. Dennis, Methods
Enzymol. 2007, 432, 171 – 183.

[59] M. P. Wymann, R. Schneiter, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2008, 9,
162 – 176.

[60] W. J. Griffiths, M. Hornshaw, G. Woffendin, S. F. Baker, A.
Lockhart, S. Heidelberger, M. Gustafsson, J. Sj�vall, Y. Wang, J.
Proteome Res. 2008, 7, 3602 – 3612.

[61] P. Liere, A. Pianos, B. Eychenne, A. Cambourg, K. Bodin, W.
Griffiths, M. Schumacher, E. E. Baulieu, J. Sjovall, J. Lipid Res.
2009, im Druck.

[62] G. J. Schroepfer, Jr., Physiol. Rev. 2000, 80, 361 – 554.
[63] S. Liu, W. J. Griffiths, J. Sj�vall, Anal. Chem. 2003, 75, 791 – 797.
[64] Y. Yang, W. J. Griffiths, H. Nazer, J. Sj�vall, Biomed. Chro-

matogr. 1997, 11, 240 – 255.
[65] G. J. Van Berkel, J. M. Quirke, R. A. Tigani, A. S. Dilley, T. R.

Covey, Anal. Chem. 1998, 70, 1544 – 1554.
[66] D. W. Johnson, H. J. ten Brink, R. C. Schuit, C. Jakobs, J. Lipid

Res. 2001, 42, 9 – 16.
[67] T. Higashi, K. Shimada, Anal. Bioanal. Chem. 2004, 378, 875 –

882.
[68] T. Higashi, A. Yamauchi, K. Shimada, J. Chromatogr. B 2005,

825, 214 – 222.
[69] W. J. Griffiths, S. Liu, G. Alvelius, J. Sj�vall, Rapid Commun.

Mass Spectrom. 2003, 17, 924 – 935.
[70] H. L. Makin, J. W. Honour, C. H. Shackleton, W. J. Griffiths in

Chromatography and Mass Spectrometry in Steroid Analysis, 2.
Aufl. (Hrsg.: H. L. J. Makin, D. B. Gower), Springer, Berlin,
2009, S. 163 – 282.

[71] M. Axelson, B. M�rk, J. Sj�vall, J. Lipid Res. 1988, 29, 629 – 641.
[72] J. MacLachlan, A. T. Wotherspoon, R. O. Ansell, C. J. Brooks,

J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2000, 72, 169 – 195.
[73] M. Ogundare, S. Theofilopoulos, A. Lockhart, L. J. Hall, E.

Arenas, J. Sj�vall, A. G. Brenton, Y. Wang, W. J. Griffiths, J.
Biol. Chem. 2010, 285, 4666 – 4679.

[74] P. Eneroth, K. Hellstroem, R. Ryhage, J. Lipid Res. 1964, 5,
245 – 262.

[75] E. C. Horning, C. J. Brooks, W. J. Vanden Heuvel, Adv. Lipid
Res. 1968, 6, 273 – 392.

[76] Y. S. Kim, H. Zhang, H. Y. Kim, Anal. Biochem. 2000, 277,
187 – 195.

[77] A. Jiye, J. Trygg, J. Gullberg, A. I. Johansson, P. Jonsson, H.
Antti, S. L. Marklund, T. Moritz, Anal. Chem. 2005, 77, 8086 –
8094.

[78] R. P. Evershed in Handbook of Derivatives for Chromatogra-
phy (Hrsg.: K. Blau, J. M. Halket), Wiley, Chichester, 1993,
S. 52 – 108.

[79] „Mass spectrometry for metabolite identification“: Y. Wang,
W. J. Griffiths in Metabolomics, Metabonomics and Metabolite
Profiling (Hrsg.: W. J. Griffiths), The Royal Society of Che-
mistry, Cambridge, 2008. S. 1 – 43.

[80] J. M. Lehmann, S. A. Kliewer, L. B. Moore, T. A. Smith-Oliver,
B. B. Oliver, J. L. Su, S. S. Sundseth, D. A. Winegar, D. E.

Blanchard, T. A. Spencer, T. M. Willson, J. Biol. Chem. 1997,
272, 3137 – 3140.

[81] A. Radhakrishnan, Y. Ikeda, H. J. Kwon, M. S. Brown, J. L.
Goldstein, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2007, 104, 6511 – 6518.

[82] C. Song, S. Liao, Endocrinology 2000, 141, 4180 – 4184.
[83] P. B. Hylemon, H. Zhou, W. M. Pandak, S. Ren, G. Gil, P. Dent,

J. Lipid Res. 2009, 50, 1509 – 1520.
[84] K. D. Setchell, M. Schwarz, N. C. O	Connell, E. G. Lund, D. L.

Davis, R. Lathe, H. R. Thompson, R. Weslie Tyson, R. J. Sokol,
D. W. Russell, J. Clin. Invest. 1998, 102, 1690 – 1703.

[85] A. Babiker, S. Dzeletovic, B. Wiklund, N. Pettersson, J. Salo-
nen, K. Nyyss�nen, M. Eriksson, U. Diczfalusy, I. Bj�rkhem,
Scand. J. Clin. Lab. Invest. 2005, 65, 365 – 375.

[86] I. Bj�rkhem, A. Cedazo-Minguez, V. Leoni, S. Meaney, Mol.
Aspects Med. 2009, 30, 171 – 179.

[87] S. Dzeletovic, O. Breuer, E. Lund, U. Diczfalusy, Anal. Bio-
chem. 1995, 225, 73 – 80.

[88] V. Leoni, D. L�tjohann, T. Masterman, J. Lipid Res. 2005, 46,
191 – 195.

[89] A. Papassotiropoulos, D. L�tjohann, M. Bagli, S. Locatelli, F.
Jessen, R. Buschfort, U. Ptok, I. Bj�rkhem, K. von Bergmann,
R. Heun, J. Psychiatr. Res. 2002, 36, 27 – 32.

[90] V. Leoni, M. Shafaati, A. Salomon, M. Kivipelto, I. Bj�rkhem,
L. O. Wahlund, Neurosci. Lett. 2006, 397, 83 – 87.

[91] M. Shafaati, A. Solomon, M. Kivipelto, I. Bj�rkhem, V. Leoni,
Neurosci. Lett. 2007, 425, 78 – 82.

[92] D. P. Enot, W. Lin, M. Beckmann, D. Parker, D. P. Overy, J.
Draper, Nat. Protoc. 2008, 3, 446 – 470.

[93] L. W. Sumner, E. Urbanczyk-Wochniak, C. D. Broeckling,
Methods Mol. Biol. 2008, 406, 409 – 436.

[94] K. R. Coombes, K. A. Baggerly, J. S. Morris in Fundamentals of
Data Mining in Genomics and Proteomics (Hrsg.: M. Dubitzky,
M. Granzow, D. Berrar), Kluwer, Dordrecht, 2007, S. 79 – 99.

[95] M. Katajamaa, M. Orešič, J. Chromatogr. A 2007, 1158, 318 –
328.

[96] A. D. McNaught, A. Wilkinson, IUPAC. Compendium of
Chemical Terminology (the „Gold Book“), 2. Aufl., Blackwell
Scientific Publications, Oxford, 1997; korrigierte XML-Version
online: http://goldbook.iupac.org (2006–); erzeugt von M. Nic,
J. Jirat, B. Kosata; Aktualisierungen von A. Jenkins.

[97] S. G. Villas-Boas, U. Roessner, M. A. E. Hansen, J. Smeds-
gaard, J. Nielsen, Metabolome Analysis: An Introduction,
Wiley, Hoboken, 2007, S. 157.

[98] H. Shin, M. K. Markey, J. Biomed. Inf. 2006, 39, 227 – 248.
[99] G. Vivo-Truyols, J. Torres-Lapasio, A. van Nederkassel, Y.

Vander Heyden, D. L. Massart, J. Chromatogr. A 2005, 1096,
133 – 145.

[100] R. J. O. Torgrip, K. M. 
berg, E. Alm, I. Schuppe-Koistinen, J.
Lindberg, Metabolomics 2008, 4, 114 – 121.

[101] F. Dieterle, A. Ross, G. Schlotterbeck, H. Senn, Anal. Chem.
2006, 78, 4281 – 4290.

[102] B. M. Warrack, S. Hnatyshyn, K.-H. Ott, M. D. Reily, M. San-
ders, H. Zhang, D. M. Drexler, J. Chromatogr. B 2009, 877,
547 – 552.

[103] M. Sysi-Aho, M. Katajamaa, L. Yetukuri, M. Orešič, BMC
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