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Vorbemerkung

Unter dem Foérderkennzeichen 01GI1104A wurden an der Universitat Tubingen drei
Teilvorhaben eines Forschungsverbunds geférdert der insgesamt aus vier
Teilvorhaben bestand. Teilprojekt 10 (T10) war ein Ubergeordnetes zentrales
Teilvorhaben das die Ablaufe des gesamten Verbundes koordiniert hat. Teilprojekt
12 (TP 12) beinhaltete einen der beiden bioinformatisches Teile des Vorhabens mit
dem Titel: Nachweis von diskriminativen pradiabetischen Features aus
Massenspektrometriedaten mittels maschinellen Lernverfahren und
bioinformatischen Methoden. Im zweiten bioinformatischen Teilprojekt wurden
massenspektrometrische Rohdaten automatisch prozessiert und Ansétzen entwickelt
diese Daten mit Hilfe von bioinformatischen Werkzeugen auf entsprechende
metabolische Pathways abzubilden um pradiabetische Biomarker zu identifizieren.
Durch die enge Vernetzung aller Teilvorhaben werden diese im nun folgenden

Schlussbericht gemeinsam dargestellt.

I. Kurze Darstellung zu

1. Aufgabenstellung

In Deutschland gibt es ca. 8 Millionen Diabetes-Patienten. Die Anzahl der
sogenannten Préa-Diabetiker, d.h. Menschen, bei denen aufgrund eines bereits
veranderten Metabolismus die Glucosetoleranz gestort ist, betrdgt nochmals ca. 8
Millionen Menschen. Beriicksichtigt man hierbei noch Menschen mit Insulinresistenz,
erhoht sich die Anzahl der Pra-Diabetiker auf ungefahr 15 Millionen (weltweit ca. 150
Millionen). Bisher gibt es kein einfaches diagnostisches Laborverfahren um den Pra-
Diabetes zu diagnostizieren um durch eine friihzeitige Intervention die Manifestation
des Diabetes zu verzégern oder zu verhindern. Ziel 1 der Projekte 10, 12 und 13 war
die lIdentifizierung von Metabolit-Biomarkern in Plasma und Urin, die eine
Identifizierung und Unterscheidung von Diabetes-Risikophanotypen (Pradiabetes-
Subphanotypen) zu einem sehr frihen, pré-diabetischen Stadium der Erkrankung
erlauben. In dem interdisziplinaren Projekt ,METABOLOMICS-BIOMARKER®, das
sich aus vier sehr eng vernetzten Teilprojekten zusammensetzte (ein Projektpartner,

Teilprojekt 11, war in Minchen am Helmholtz-Zentrum angesiedelt und sendet einen
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separaten Abschlussbericht ans DLR), wurden die Proben durch analytische ,high-
end“-Verfahren untersucht und ausgewertet. Fur Diabetes-Risikophanotyp sollten
durch eine Kombination von ,Metabolomic Profiling® und speziellen bio-
informatischen Auswertungen spezifische Biomarker identifiziert werden. Ziel 2 war
eine non-targeted Metabolomics-Plattform aufzubauen und mit der targeted
Metabolomics-Plattform des Kompetenz-Netzwerk Adipositas zu fusionieren, so dass
eine gemeinsame Plattform far targeted und non-targeted
Metabolomicsuntersuchungen zur Nutzung durch die gesamten Netzwerke Diabetes
und Adipositas zur Verfiigung steht. Der Betrieb dieser gemeinsamen Plattform unter
internationalen Qualitatsstandards im Rahmen von Kooperationen mit Partner aus
dem Diabetes-Netzwerk und dem KKN Adipositas zur ldentifizierung von Biomarkern
und Aufklarung von Pathomechanismen in préklinischen und klinischen Projekten

war ein weiteres wichtiges Ziel.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde
Das Vorhaben wurde im Rahmen des Kompetenznetzwerks Diabetes als ein

Verbundprojekt mit vier Teilprojekten durchgefuhrt.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens
Die Planung und der Ablauf entsprachen den in den AZA-Antragen enthaltenen
Planen und wurde im Zeitraum von 01.10.2011 — 31.12.2014, inklusive einer

kostenneutralen Verlangerung ab 01.10.2014 durchgefuhrt.

4. wissenschaftlichem und technischem Stand, an den angekntupft wurde
Die verwendete Fachliteratur entstammte ausschlie3lich hochaktuellen
Veroffentlichungen in PubMed, Medline und Web of Science. Dartber hinausgehend

wurden keine Informations- und Dokumentationsdienste in Anspruch genommen.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen
Es wurde mit Projektpartnern im Kompetenznetz Diabetes und im Kompetenznetz

Adipositas zusammengearbeitet.



Il. Eingehende Darstellung

1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen

Zu Beginn der Forderperiode im Oktober 2011 wurde die bereits in der
vorhergehenden Forderphase begonnen interne Vernetzung des Verbund
BIOMARKERS weiter intensiviert, ebenso die Vernetzung innerhalb des
Kompetenznetzes. Als wichtige Grundvoraussetzung flr robuste, reproduzierbare
Bedingungen bei Analysen der non-targeted Metabolomics-Plattform wurden von
allen Teilprojektpartner gemeinsam Standardarbeitsprozeduren (SOP) entwickelt,
evaluiert und definiert. Insgesamt wurden vier SOPs durch die alle wichtigen
Prozessschritte exakt festgeschrieben und reguliert wurden definiert. Im Einzelnen
waren dies eine SOP fir die pra-analytische Phase, eine SOP fiur die Umkehrphasen
UPLC-MS, eine SOP fiur die Flussinjektions-ICR FT-Massenspektrometrie, sowie
eine SOP fur das Datenmanagement und die Datenprozessierung. Als weiterer
Beitrag zur Optimierung der Ablaufe des Gesamtprojekts, sowie zum weiteren
Zusammenwachsen des gesamten Netzwerkes Diabetes wurde von uns ein zentraler
Webservice zur Datenauswertung und Archivierung fur den gesamten Verbund
entwickelt und auch fur alle Netzwerkpartner die die Metabolomicsplattform nutzen
zuganglich gemacht. Im Dezember des Jahres 2011 wurden auch die Ergebnisse der
non-targeted Metabolomics-Analysen an einen Partner aufRerhalb unseres
Verbundes (Verbund OGIT aus dem KKN Adipositas; PI: Prof. Dr. Stephan Bischoff)
Ubergeben.

Zu Beginn des Jahres 2012 erfolgte die Integration der gemeinsamen targeted und
non-targeted Metabolomics-Plattform in das Labormedizinische Zentrum (LMZ)
Diabetes des KKN Diabetes. Im Detail wurden, wie im Harmonisierungsmeeting der
Metabolomics-Plattform des LMZ-Diabetes am 20.12.2011 am Helmholtz Zentrum
Minchen besprochen, gemeinsame SOPs definiert, sowie Preise fur die Analysen
und die Organisation der Probenverteilung auf die einzelnen Standorte festgelegt.
Ebenso wurden einheitliche Kooperationsvertrage fur zuklnftige Nutzer dieser
Plattform entworfen und von den Rechtsabteilungen gepruft und genehmigt. In 2012
wurde eine Arbeit in einer international renommierten Fachzeitschrift veréffentlicht.
Weiterhin liefen im Jahr 2012 die Experimenten zur ldentifizierung von Biomarkern

zur Beurteilung der Probenqualitat von Biobankproben mit Hilfe der non-targeted
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Metabolomics-Plattform auf Hochtouren. Hierin beinhaltet waren auf Wunsch des
Kompetenznetzes Diabetes auch sehr wichtigen Untersuchungen um Empfehlungen
zur Blutgewinnung unter klinischen Routinebedingungen far
Metabolomicsuntersuchungen zu definieren. Dartber hinaus wurden die zentralen
Webservices zur Datenauswertung und Archivierung fir den gesamten Verbund
weiter verbessert. Eine weiteres hochrelevantes Projekt das in diesem Jahr
bearbeitet wurde war die Durchfiihrung der Metabolomics-Analyse der metabolischen
Fingerabdriicke von pradiabetischen Subphanotypen, d.h. insulinsensitiven und —
resistenten Individuen mit Leberverfettung sowie die komplexe bioinformatische
Auswertung dieser Daten um ein Metabolitmuster zu erkennen durch das sich der
pra-diabetische Subph&anotyp mit maligner Leberverfettung von demjenigen mit
metabolischer gesunder Fettleber unterscheiden lie3. AuRerdem erarbeiteten wir ein
weiteres dringend bendtigtes Software Tool mzQuantML zur Analyse
massenspektrometrischer Daten.

Im Jahr 2013 wurden insgesamt 6 Publikationen in hochrangigen internationalen
Journalen veréffentlicht (siehe Liste eigener Publikationen). Der Gesamt-Impactfactor
dieser Veroffentlichungen lag bei 38,8 Punkten. Neben der Akquirierung von
Biobankproben waren die Entwicklung neuer innovativer praanalytischer Ansatze
sowie die Organisation und das Management der Plattform und das Schreiben der
interdisziplinaren Manuskripte auch in 2013 Schwerpunkte im TP10. In enger
Zusammenarbeit mit den anderen TPs wurde ein Manuskript verfal3t, dass erstmals
zeigen konnte dass bei einem bestimmten pradiabetischen Subphanotyp
(insulinresistente  Individuen  mit  nicht-alkoholinduzierter  Fettleber) ein
charakteristisches Metabolitmuster im Blut vorhanden ist. Weiterhin konnte in
primaren Myotubenkulturen der Beweis gefiihrt werden, dass sich der metabolische
Phanotyp des Spenders auch in Zellkultur widerspiegelt. Unter Beteiligung aller TPs
wurde ein wichtiges Metabolomics-Softwaretool entwickelt und publiziert. Diese
Entwicklung beinhaltet einen Workflow zur automatischen Quantifizierung von
Metaboliten im Rahmen von Hochdurchsatzmessungen (siehe ,Eigene
Publikationen). Das Hauptaugenmerk bei TP13 wurde anschlieend auf die
Entwicklung von effizienten Strategien zur Identifizierung der neu-quantifizierten
Analyten gerichtet, da diese gerade bei metabolischem Profiling (untargeted
metabolomics) den nachsten Flaschenhals im Hochdurchsatz darstellen. Es wurde

ein Workflow entwickelt, der die automatische Annotation der quantifizierten Signale
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erlaubt. Eine akkurate Massensuche gegen humane Metabolitdatenbanken (z.B.
HMDB) liefert hierbei zu hochaufgeldsten Daten eine Liste von Kandidaten, die durch
orthogonale Filterkriterien (z.B. Vergleich der Isotopenmuster) weiter verfeinert wird.
Zudem wurden von allen TPs gemeinsam Methoden zur Vorhersage des
Retentionsverhaltens von Metaboliten in der Reversed-Phase-
Flussigkeitschromatographie entwickelt, welche ebenfalls der Filterung der
wahrscheinlichsten Kandidaten dienen. Zur strukturellen Validierung der
Metabolithypothesen wurden die MS/MS-Fragmentspektren gegen authentische
Standards oder gegen offentliche Fragmentspektrendatenbanken (z.B. MassBank)
abgeglichen. Der Workflow zur Identifizierung von Metaboliten wurde innerhalb der
Software OpenMS implementiert und ist somit auf allen gangigen Plattformen frei
verfligbar. Dartber hinaus beschaftigte sich vor allem TP 12 mit dem Betrieb und der
Instandhaltung sowie der Weiterentwicklung der Plattform zum Speichern der
Rohdaten. Hierfir wurden hauptsachlich bioinformatische Analysen zur Auswertung
der in TP13 vorprozessierten Daten durchgefihrt. Dabei kamen sowohl etablierte
multivariate statistische Verfahren wie z.B. PCA und OPLSDA, als auch eigens
entwickelte Verfahren zur Feature-Selektion zum Einsatz (siehe auch ,Eigene
Publikationen®). Selbst wenn etablierte statistische Verfahren keine signifikanten
Unterschiede detektierten, konnten die in TP 12 entwickelten Verfahren Gruppen von
Metaboliten selektieren, die z.B. wichtig zur Unterscheidung von préadiabetischen
Subphéanotypen sind. Die Ergebnisse der Analysen mit statistischen Verfahren trugen
maldgeblich zur Auswertung bei der Differenzierung der Menschen mit
pradiabetischer Fettleber und metabolisch gesunder Fettleber bei.

Im Jahr 2014 lag einer der Hauptarbeitsschwerpunkte im gemeinsamen Schreiben
von Manuskripten zur Veroffentlichung der Ergebnisse der im bisherigen Projekt
durchgefiuihrten Experimente und Untersuchungen. Wir konnten unter anderem
zeigen, dass der mit dem hdchsten Diabetesrisiko assoziierte SNIP (Punktmutation)
TCF7L2 im menschlichen Plasma zu keinen Veranderungen des von uns
untersuchten Metabolitmusters fuhrt (siehe auch ,Eigene Publikationen®). Daruber
hinaus, ausgeldst durch einen Mangel an entsprechenden Software-Tools, wurde im
Jahr 2014 auch ein weiterer sehr wichtiger Schritt bei der bioinformatischen
Datenauswertung erarbeitet. Fir die Pathway-basierten Visualisierung von Multi-
omics-Daten inklusive Metabolomics wurde eine bioinformatische Strategie

entwickelt und programmiert. Bis dato war das Problem, dass es kein frei
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zugangliches Software-Tool gab mit dem man verschiedene omics-Daten
gemeinsam auswerten konnte um eine umfassendere und damit wertvollere Aussage
treffen zu konnen Durch die Implementierung von Metabolomics in das InCroMAP-
Tool konnten wir die gemeinsame Auswertung von Transkriptom-, Proteom-, Genom-
und Metabolomicsdaten ermdglichen. Dies bedeutet, dass jetzt auch Metabolitdaten
visualisiert werden konnen. Das Tool unterstutzt das automatische Einlesen von
Metabolitbezeichnern der gangigsten Metabolitdatenbanken (z.B. HMDB, PubChem,
LIPIDMAPS). Die eingelesenen Daten werden anschlieRend auf KEGG-Pathways
abgebildet und es wird eine Enrichment-Analyse zur Anreicherung von signifikant
veranderten Pathways durchgefiihrt. 2014 wurden insgesamt 5 Manuskripte verfasst
(Gesamtimpactfaktorpunkte: 22,6) von denen im selben Jahr auch vier publiziert

wurden und die funfte Veroéffentlich erschien nach Ende der Foérderung im Jahr 2015.

2. Erfolgte Verdffentlichungen des Ergebnisses

Im dreijahrigen Forderzeitraum wurden insgesamt 12 Arbeiten in international
hochrangigen Journalen veroéffentlicht. Alle Publikationen durchliefen einen ,peer
review"“ Prozess. Die BMBF-Forderung sowie das Férderkennzeichen sind jeweils bei

den Danksagungen genannt.

2014/15: 22,6 Impact Faktorpunkte
2013: 39,3
2012: 2,7

Gesamt-Impact Faktorpunkte: 64,6

Aiche S, Sachsenberg T, Kenar E, Walzer M, Wiswedel B, Kristl T, Boyles M, Duschl
A, Huber CG, Berthold MR, Reinert K, Kohlbacher O.: Workflows for automated
downstream data analysis and visualization in large-scale computational mass
spectrometry. Proteomics. 15: 1443-1447; 2015. (IF: 3.8)

Kenar E., Franken H., Forcisi S., Wormann K., Haring H.-U., Lehmann R.,
Schmitt-Kopplin P., Zell A., Kohlbacher O.: Automated label-free quantification of
metabolites from LC-MS data. Mol. Cell. Proteomics, 13: 348-359 2014. (IF: 7.3)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25604327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25604327
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25604327

Wagner R., Li J., Kenar E., Kohlbacher O., Machicao F., Haring H.-U., Fritsche A., Xu
G., Lehmann R.: Clinical and non-targeted metabolomic profiling of homozygous
carriers of TCF7L2 variant rs7903146. Sci. Reports, 4:5296, 2014 (IF: 5.6)

Eichner J., Rosenbaum L., Wrzodek C., Haring H.-U., Zell A., Lehmann R.:
Integrated enrichment analysis and pathway-centered visualization of metabolomics,
proteomics, transcriptomics, and genomics data by using the INCroMAP software. J.
Chrom. B,966: 77-82, 2014. (IF: 2.7)

Gerasch A, Faber D, Kluntzer J, Niermann P, Kohlbacher O, Lenhof HP, Kaufmann
M.: BiNA: a visual analytics tool for biological network data. PLoS One. 13;
9(2):e87397; 2014. (IF: 3.2)

Li J., Hoene M., Zhao X., Chen S., We H., Haring H.-U., Lin X., Zeng Z., Weigert C.,
Lehmann R., Xu G.: Stable isotope-assisted lipidomics combined with non-targeted
isotopomer filtering, a novel tool to unravel the complex dynamics of lipid metabolism.
Anal. Chem., 85: 4651-4657, 2013. (IF: 5.6)

Yin P., Peter A., Franken H., Zhao X., Neukamm S.S., Rosenbaum L., Lucio M., Zell
A., Haring H.-U., Schleicher E.D., Xu G., Lehmann R.: Pre-analytical aspects and
sample quality assessment in metabolomics studies of human blood. Clin. Chem.,
59:833-45, 2013. (IF: 7.9)

Chen S., Hoene M., Li J., Li Y., Zhao X., Haring H.-U., Schleicher E.D., Weigert C.,
Xu G., Lehmann R.: Simultaneous extraction of metabolome and lipidome with
methyl tert-butyl ether from a single small tissue sample for the ultra-high
performance liquid chromatography/mass spectrometry. J. Chrom. A, 1298: 9-16,
2013. (IF: 4.2)

Walzer M, Qi D, Mayer G, Uszkoreit J, Eisenacher M, Sachsenberg T, Gonzalez-
Galarza FF, Fan J, Bessant C, Deutsch EW, Reisinger F, Vizcaino JA, Medina-
Aunon JA, Albar JP, Kohlbacher O, Jones AR:.The mzQuantML data standard for
mass spectrometry-based quantitative studies in proteomics. Mol Cell Proteomics.
12: 2332-2340; 2013. (IF: 7.3)
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Visualisierung von Multi-omics-Daten inklusive Metabolomics. Insgesamt entstanden im dreijahrigen Forderzeitraum 12 Arbeiten
die in international hochrangigen Journalen veroffentlicht wurden (Gesamt-Impact Faktorpunkte: 64,6).
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