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Shotgun lipidomics is the comprehensive and quantitative analysis of the
lipid composition of biological and clinical samples. Here we describe the
application and performance of the Lipotype shotgun lipidomics technolo-
gy in clinical high throughput screening projects for the identification of
disease-specific lipid patterns as well as in organ-wide analysis aiming at
the systemic understanding of lipid-related physiological processes.
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B Lipide sind eine besondere Gruppe unter
den biologischen Molekiilen: Sie erfiillen
sowohl strukturelle als auch metabolische
Funktionen. In Form von Triglyceriden und
Cholesterinestern dienen sie als Energiere-
serve der Zellen (intrazelluldr als Lipid-
tropfchen oder als Lipoproteine im Blut). Als
Hauptbestandteile biologischer Membranen
tiiben Glycerophospholipide, Sphingolipide
und Cholesterin wiederum strukturelle

Aufgaben aus. IThr Zusammenwirken mit
Membranproteinen und dem Zytoskelett
erlaubt es Zellen, sich von ihrer Umwelt
abzugrenzen und intrazelluldre Organellen
(z. B. Mitochondrien und den Golgi-Apparat)
iiberhaupt erst zu ermdéglichen. Lipide fun-
gieren auch als spezifische Marker auf Zell-
oberflachen oder sind direkt in Signaltrans-
duktionsprozesse, z. B. als second messen-
ger, involviert.
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Des Weiteren regulieren Membranlipide
und spezifische Lipid-Protein-Interaktionen
die Funktion von Rezeptoren, wie z. B. den
EGF-Rezeptor [1, 2], aber auch Prozesse der
Immunantwort [3, 4]. In der klinischen The-
matik finden sich Stérungen im Lipidmeta-
bolismus wieder, so z. B. im Diabetes Typ 2,
bei Alzheimer und Adipositas [5—-7]. Aus die-
sen vielfaltigen Funktionen ergibt sich die
Notwendigkeit zur strengen Regulation des
Lipidmetabolismus und somit der Lipid-
zusammensetzung zellularer Membranen.

Shotgun Lipidomics

Zur verstandlichen Analyse der Lipidzusam-
mensetzung verschiedener Zellen, Gewebe,
Organe und Korperfliissigkeiten sowie von
deren vielféltigen Lipid-assoziierten Prozes-
sen sind drei Bedingungen unabdingbar: die
absolute Quantifizierung zum Zwecke der
Standardisierung, ein groBer dynamischer
Bereich und die damit einhergehende Sensi-
tivitat sowie ein hoher Probendurchsatz. Die-
se Kriterien werden durch das massenspek-
trometriebasierte Shotgun Lipidomics-Verfah-
ren erfiillt [8]. Die Lipotype GmbH hat ein
Hochdurchsatzverfahren entwickelt, mit dem
aktuell bis zu 200 Proben pro Tag analysiert
werden konnen (Abb. 1). Dazu werden die
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A Abb. 1: Die Lipotype Shotgun Lipidomics-Technologie. Proben werden im 96-Well-Format extrahiert und mittels Infusionsroboter in das Massen-
spektrometer (MS) infundiert. Um Lipide in den komplexen Massenspektren zu identifizieren, werden die Rohdaten mithilfe der Software LipotypeXplo-
rer analysiert. AnschlieBend erfolgt die statistische Auswertung mit Lipotype Zoom, einem interaktiven data mining tool.
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A Abb. 2: Technische Reproduzierbarkeit der Shotgun Lipidomics-Technologie. A, Die analytische
Qualitat der Messungen wird im Hochdurchsatz mithilfe von Referenzproben bestimmt. Im hier
gezeigten Beispiel wurde der Triglyceridgehalt (TAG) in Pikomol fiir acht Referenzproben je Lauf
(Well-Platte, insgesamt acht Laufe bzw. Well-Platten) bestimmt. Mit einer technischen Varianz
(relative Standardabweichung, RSD) von unter 15 Prozent sind die Messungen tber acht Laufe
hinweg sehr reproduzierbar. B, Gezeigt wird die technische Varianz (relative Standardabweichung,
RSD) in Abhéngigkeit von der Lipidmenge. Im Median betrégt die technische Varianz neun Prozent
(volle Linie). 86 Prozent aller Lipide weisen eine technische Varianz von unter 15 Prozent auf

(gestrichelte Linie; n = 64).

Proben im 96-Well-Format mithilfe eines
Pipettierroboters (Hamilton Robotics) extra-
hiert und anschlieBend per Nano-Elektro-
spray-lonisierung (TriVersa Nanomate,
Advion) in das Massenspektrometer (Q-Exac-
tive, Thermo Scientific) infundiert. Die Zuga-
be lipidklassenspezifischer interner Stan-
dards ermoglicht die quantitative Analyse.
Die so generierten Massenspektren werden

mithilfe einer proprietaren Softwarelésung
(LipotypeXplorer) analysiert und die Lipide
identifiziert. AnschlieBend erfolgt die sta-
tistische Auswertung der Daten durch Signi-
fikanztests und multivariate Analysemetho-
den mit einem interaktiven data mining tool
(LipotypeZoom). Mit der Shotgun Lipidomics-
Technologie konnen Hunderte Lipide ver-
schiedenster Klassen quantitativ, mit hoher

Sensitivitdt (im submikromolaren Bereich)
und geringer technischer Varianz (unter zehn
Prozent) aus geringen Probenmengen (z. B.
ein Mikroliter Blutplasma oder 60.000 HeLa-
Zellen) im Hochdurchsatz erfasst werden.

Shotgun Lipidomics in der
biomedizinischen und klinischen
Forschung

Das Forschungsfeld der Membranbiologie und
Biochemie ist seit mehreren Jahren im beson-
deren Fokus der Lebenswissenschaften und
der biomedizinischen Forschung. Warum syn-
thetisieren Zellen mehrere 1.000 Lipidspe-
zies, wenn nur eine geniigt, um eine Mem-
bran zu bilden? Was ist die Konsequenz die-
ser physikochemischen Vielfalt, insbesonde-
re in Bezug auf zelluldre Eigenschaften und
Lipid-Protein-Interaktionen? Beeinflusst die
Fettquelle unserer Nahrung die Lipidzusam-
mensetzung unserer Zellen und Organe? Gibt
es spezifische Lipidsignaturen im gesunden
wie auch im kranken Zustand? Dies sind nur
einige der vielen Fragen, die sich in den letz-
ten Jahren herauskristallisiert haben.

Die Lipotype GmbH und das Paul-Langer-
hans-Institut Dresden des Deutschen Zen-
trums fiir Diabetesforschung, einem Satelli-
ten-Institut des Helmholtz Zentrums Miin-
chen an der Universitdtsklinik Carl Gustav
Carus Dresden, konnten konkrete Fragestel-
lungen in der Hochdurchsatzanalyse von kli-
nischen Proben validieren und neue pro-
benspezifische Protokolle zur organweiten
Lipidanalytik entwickeln. Diese enge und
offene Zusammenarbeit ermoglicht die direk-
te Translation innovativer Lipidanalytik in
die biomedizinische und klinische For-
schung.

Hochdurchsatzscreening klinischer
Proben zur Biomarker-ldentifizierung

Humane Serum- oder Plasmaproben sind die
gangigsten Matrizes bei Biomarker-Scree-
nings fiir Indikationen wie z. B. Diabetes
Typ 2 oder kardiovaskuldare Erkrankungen,
aber auch bei erndhrungswissenschaftlichen
Interventionsstudien. Das Screening bei Lipo-
type erfolgt im 96-Well-Format und verlduft
bei einem Umfang von mehreren 100 bis iiber
1.000 Proben mit hoher Reproduzierbarkeit
iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen bis
Wochen. Die einflussreichsten Faktoren hier-
bei sind Batch-Effekte und analytischer Drift.
Batch-Effekte sind geringe aber systematische
Unterschiede in den Ergebnissen zwischen
analytischen Laufen, die an verschiedenen
Tagen und/oder Gerédten durchgefiihrt wur-
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den. Das AusmaB beider Effekte kann mit-
hilfe von Referenzproben bestimmt und, falls
notig, korrigiert werden [9, 10]. Im hier
gezeigten Beispiel (Abb. 2) wurden 570
Serumproben in acht Laufen an acht aufein-
anderfolgenden Tagen analysiert. Zusatzlich
wurden 64 Referenzproben vermessen, mit
deren Hilfe die technische Varianz bestimmt
werden konnte. Nach Batch- und Drift-Kor-
rektur lag die technische Varianz bei neun
Prozent fiir mehr als 50 Prozent der analy-
sierten Lipide. Dieser Wert liegt deutlich unter
den {iiblicherweise angestrebten 15 Prozent
und verdeutlicht die Robustheit der Shotgun
Lipidomics-Technologie — eine wesentliche
Voraussetzung fiir die Identifizierung von Bio-
markern.

Shotgun Lipidomics von Organproben
Auch fiir Organproben kann das Shotgun Lipi-
domics-Verfahren wertvolle Daten liefern.
Dafiir werden lediglich wenige 100 Mikro-
gramm Probenmaterial benotigt. Von groBer
Bedeutung sind eigens auf die jeweilige Pro-
benart entwickelte Probenbearbeitungs- und
Extraktionsprotokolle. Verschiedene Proben-
arten weisen hochspezifische Lipidmuster auf.
Zum Beispiel hat die Analyse von mehr als
100 Proben verschiedener Mausorgane (Hirn,
Leber, Muskel) und Mausplasma ergeben,
dass ca. 300 von insgesamt 500 Lipiden sig-
nifikante Unterschiede (p < 0,05, ANOVA) zwi-
schen den Organen aufweisen. Das bedeutet,
dass jedes Organ eine spezifische Lipidsig-
natur aufweist (Abb. 3). Dies wird noch
dadurch verdeutlicht, dass mithilfe statisti-
scher Klassifizierungsmethoden (support vec-
tor machine) Organproben mit einer Genau-
igkeit von mehr als 95 Prozent aller Falle
allein anhand des Lipidoms richtig zugeord-
net werden konnen. Dieses Ergebnis besta-
tigt, dass verschiedene Organe iiber einen
spezifischen Lipidmetabolismus verfiigen.
Daher wird es in Zukunft wichtig sein, Inter-
ventionen pharmakologischer oder geneti-
scher Art, die auf den Lipidstoffwechsel abzie-
len, im organspezifischen Kontext zu beur-
teilen, um entsprechende Lipidsignaturen aus
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A Abb. 3: Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) verschiedener Maus-

proben. Basierend auf der quantitativen Analyse Hunderter Lipidmolekiile mittels Shotgun Lipido-
mics kénnen die aus verschiedenen Organen oder Plasma gewonnenen Proben eindeutig vonein-

ander unterschieden werden. Basierend auf ihrer Lipidzusammensetzung konnten die Proben mit
einer Genauigkeit von tber 95 Prozent der jeweiligen Probenquelle zugeordnet werden (support

vector machine, SVM).

Serum oder Plasma spezifisch zuordnen zu
konnen. |
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