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1 Abstract

Die Umweltrisikobewertung neuer Substanzen beinhaltet
Studien an dkotoxikologischen Modellorganismen. Neben der
hohen Relevanz der entsprechenden Richtlinientests fur den
Umweltschutz sind sie jedoch kosten- und zeitintensiv. Darliber
hinaus liefern diese Tests oft nur wenige Informationen zu
schadlichen Wirkmechanismen. Daher wird die Entwicklung
effizienter, aussagekraftiger Testsysteme zur Umweltrisiko-
bewertung immer wichtiger.

Ziel unserer Studie, die mit dem Paul-Crutzen-Preis 2024 aus-
gezeichnet wurde, war es daher, einen verkirzten Test fir die
Wasserlinse Lemna minor unter Einbeziehung von Toxikoge-
nomik zu entwickeln. Dies diente der Identifizierung von Gen-
expressions-Biomarkern zur Wirkmechanismen-Unterschei-
dung. Die Erfassung solcher Biomarker legt den Grundstein fur
die Entwicklung von Screening-Methoden [1].

Link auf die Originalpublikation:
https://doi.org/10.1021/acs.est.2c01777

2 Einleitung

Analysen auf molekularer Ebene stellen ein in der Okotoxiko-
logie neu genutztes Konzept dar. Bisher wurden priméar physio-
logische Effekte auf Organsimen oder Populationen betrachtet.
Molekularbiologische OMICs-Methoden, die die Verénderung
der Gesamtheit bestimmter Molekdle, wie Proteine oder RNA
erfassen, bieten hier vielfaltige Optimierungsmaglichkeiten [2].
Ziel unserer Forschung ist es daher, eine molekulare Daten-
bank zu erstellen, anhand derer Screening-Verfahren fir
Modellorganismen der Okotoxikologie entwickelt werden
kdnnen. Diese Datenbank soll den ermittelten molekularen
Fingerabdruck einer Substanz sowohl mit ihren schadlichen
Effekten auf den Testorganismus als auch mit ihrer Wirkweise
in Beziehung setzen. Zukiinftig kénnte dies ermdglichen, Wirk-
stoffe schon in einem frihen Entwicklungsstadium auf ihre
Umweltrelevanz zu uberprifen. Ein gro3er Vorteil wére, dass
nur geringe Mengen des Wirkstoffs fiir eine Umweltrisiko-
vorhersage benétigt wiirden, was wiederum schnelle Tests mit
mehreren Substanzen ermdglicht.
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Als Beitrag zur Datenbank sollte im Rahmen meiner Arbeit ein
verkurzter Test zur Erfassung toxikogenomischer Fingerab-
driicke im Modellorganismus L. minor etabliert werden.

L
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Die Testspecies Lemna minor (Kleine Wasserlinse, Quelle:
Wikipedia)

Lemna minor ist eine der am haufigsten eingesetzten Pflanzen
zur aquatischen Okotoxizitatsbeurteilung. Mit ihrer schnellen,
asexuellen Reproduktion sowie hohen Anpassungsféhigkeit
bietet die kleine Wasserpflanze optimale Bedingungen fur
Labortests. Zur Ermittlung 6kotoxischer Effekte wird gemaR
OECD-Richtlinientest Nr. 221 die Wachstumsinhibierung der
Pflanze betrachtet [3]. Die nach 7 Tagen ermittelten morpho-
logischen Effekte kdnnen durch OMICs mit Erkenntnissen zu
molekularen Effekten erganzt werden. Aufgrund der hohen
Sensitivitat der OMICs entwickelten wir einen auf 3 Tage ver-
kirzten Test.

2.2 Testsubstanzen

Zur Etablierung des verkirzten Testansatzes wurden zwei
Substanzen unterschiedlicher anthropogener Nutzung aus-
gewahlt. Dabei handelte es sich um das Medikament Ator-
vastatin und das Herbizid Bentazon. Atorvastatin ist eines der
am haufigsten verwendeten Statine in der Humanmedizin,
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welches das Schliisselenzym der menschlichen Cholester-
insynthese [3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-Coenzym-A-Reduk-
tase (HMGR)] hemmt und somit cholesterin- und lipidsenkende
Wirkungen hat [4,5]. Auch Pflanzen besitzen eine HMGR,
weshalb Wirkungen auf L. minor zu erwarten waren [6,7].
Bentazon ist ein Herbizid, das die Photosynthese von Pflanzen
hemmt [8]. Dariiber hinaus wurde Bentazon in einer friiheren
Studie ebenfalls mit einer Hemmung der HMGR in Verbindung
gebracht [9].

Vor der Durchfiihrung des verkirzten Tests mit den beiden
Substanzen ergaben sich drei prinzipielle Fragestellungen:

1. Erhalten wir Uberhaupt eine Genantwort in L. minor nach
nur 3 Tagen Exposition?

2. Konnen wir die molekularen Signaturen, die durch ver-
schiedene Substanzen hervorgerufen werden, unter-
scheiden?

3. Konnen wir diese Signaturen auf bestimmte Wirkmecha-
nismen zuriickfihren?

3 Methodik

Bevor der auf 3 Tage verkirzte Haupttest ausgefiihrt wurde,
wurden Vortests zur Bestimmung geeigneter Testkonzen-
trationen gemal OECD TG 221 durchgefiihrt. Ausgewahlt
wurden niedrige Effektkonzentrationen (EC5 und EC20) um
systemische Effekte weitestgehend auszuschlieRen, die bei
héheren Effektkonzentrationen auftreten kdnnen.
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Der verkirzte Test wurde mit Nominalkonzentrationen von 0,03
(EC5) und 0,09 mg/L (EC20) fur Atorvastatin und 0,7 (EC5) und
1,0 mg/L (EC20) fir Bentazon durchgefiihrt. Die chemische
Analyse mittels UHPLC-MS/MS ergab Wiederfindungsraten
zwischen 90 und 103 %. Nach einem Expositionszeitraum von
drei Tagen wurden Verénderungen der Genexpression mittels
Transkriptomik und Proteomik untersucht. Dazu wurden die
Gesamt-RNA sowie -Proteine aus der Pflanze extrahiert. Die
Untersuchung der RNA erfolgte mittels lllumina-Sequen-
zierung, wahrend die Proteine mit einer LC-MS/MS-Methode
quantifiziert wurden. Die darauf folgenden bioinformatischen
Auswertungen ermdglichten einen Einblick in molekulare
Signaturen, die durch die Testsubstanzen hervorgerufen
wurden. Besonders hervorzuheben ist die Annotation des
Referenzgenoms, welche zuvor nicht vorlag. Fir genauere
Informationen lesen Sie gern unsere Publikation.

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Toxikogenomik

Die Durchfuhrung der beiden verkiirzten Tests mit an-
schlieBender Transkriptom- und Proteom-Analyse verursachte
in beiden Féllen eine deutliche Antwort auf der Ebene der
Genexpression. Auskunft Gber eine solche im Vergleich zur
Kontrolle verédnderten Genexpression gaben signifikant
differentiell exprimierte Gene (DEGS).
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Abbildung 1: Veranderungen der Genexpression in L. minor, induziert durch die Exposition mit ECs und EC20 von Atorvastatin
und Bentazon nach 3 Tagen. (A) Prozentsdtze der Hoch- und Herunterregulierung von DEGs auf Transkriptom- und
Proteomebene nach Exposition mit der ECs (hellblau) und EC20 (dunkelblau) von Atorvastatin im Vergleich zur Kontrolle. Die
Anzahl der hoch- und herunterregulierten Gene sind als Balkenmarkierungen angegeben. (B) Venn-Diagramme, die die Anzahl
der DEGs nach Exposition mit der ECs und EC20 von Atorvastatin und deren Coresets (grin) auf Transkriptom- (oben) und
Proteomebene (unten) zeigen. (C) Streudiagramme, die die Korrelation der differentiellen Genexpression zwischen der Exposition
gegentiber der ECs und EC20 von Atorvastatin auf Transkriptom- (links) und Proteomebene (rechts) zeigen, indem ihre Ifc-Werte
verglichen werden. (D) wie (A), jedoch fur Bentazon mit ECs (gelb) und ECzo (rot). (E) wie (B), jedoch fur Bentazon mit Coreset

(orange) (F) wie (C), jedoch fiir Bentazon.
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Fur beide Testverbindungen beobachteten wir ein konzen-
trationsabhéngiges Verhalten der Genexpressionsande-
rungen, sowohl in Bezug auf die Anzahl der DEGs als auch auf
die Stérke ihrer Regulierung, die durch den logz-fold change
(Ifc) ausgedriickt wird (Abbildung 1). Wéhrend positive Werte
eine Hochregulation bedeuten, handelt es sich bei negativen
Ifc-Werten um herabregulierte Gene.

Die gemeinsamen DEGs, die durch beide Expositions-
bedingungen einer Substanz reguliert wurden, wurden als
Coreset der Substanz definiert und stellen friihe und konsistent
regulierte Gene dar. Die Ifc-Werte der Coresets wiesen eine
positive Korrelation auf (Abbildung 1C und F). Dies bedeutet,
dass die DEGs durch beide Expositionen uberwiegend in die
gleiche Richtung sowie ahnlich stark reguliert wurden, was sie
zu einer Quelle geeigneter Biomarker-Kandidaten fir die
jeweilige Substanz in L. minor macht.

Wahrend bisher nur vereinzelte Studien transkriptomische Ver-
anderungen von L. minor analysierten [10-12], fehlten vor
allem proteomische Daten der Wasserpflanze. Dement-
sprechend wurden Transkriptom- und Proteomdaten von L.
minor zuvor noch nie kombiniert betrachtet. Um die Uberein-
stimmung der Ergebnisse beider Ebenen zu untersuchen,
verglichen wir die Expressionsénderungen der Coreset-DEGSs
auf Proteomebene mit denen auf Transkriptomebene. Dabei
zeigte sich, dass die groBe Mehrheit der DEGs auf beiden
Ebenen in die gleiche Richtung reguliert wurde.

Um zu beurteilen, ob die erhaltenen Fingerabdriicke der ein-
zelnen Substanzen als Grundlage fur die Substanz-Unter-
scheidung dienen kénnen, verglichen wir als nachstes die iden-
tifizierten Coresets von Atorvastatin und Bentazon.

Auf Transkriptomebene Uberlappten sich die DEG-Coresets
von Atorvastatin und Bentazon bei insgesamt 48 Genen. Auf
der Ebene des Proteoms betrug die Schnittmenge der Core-
sets insgesamt 44 Gene (Abbildung 2A). Im Fall des Transkrip-
toms wiesen die Coreset-DEGSs, beider Wirkstoffe eine positive
Korrelation auf (Pearson-Korrelation = 0,57, p < 0,0001). Dies
kdnnte auf einem teilweise Ubereinstimmenden Wirkmecha-
nismus der Substanzen beruhen. Wéahrend Atorvastatin bei
Menschen und Pflanzen als HMGR-Hemmer wirkt [13], beein-
tréachtigt das Herbizid Bentazon die Photosynthese [14]. Fri-
here Studien deuteten jedoch auch darauf hin, dass Bentazon
HMGR hemmende Eigenschaften hat [9]. Angesichts dieser
potenziell teilweise Ubereinstimmenden Wirkmechanismen
beider Testsubstanzen war es sowohl interessant, Ahnlich-
keiten, als auch Unterschiede in ihren Genexpressionsprofilen
zu untersuchen. Die Signaturen der beiden Substanzen, die
nicht Teil der Schnittmenge waren, verhielten sich substanz-
spezifisch, d.h. ihre Expression wurde iberwiegend nicht durch
die jeweils andere Substanz reguliert. Solche Gene kbénnten
potentiell zur Unterscheidung der Substanzen bzw. Wirk-
mechanismen genutzt werden.
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Abbildung 2: Vergleich der durch Atorvastatin und Bentazon
induzierten Genexpressionssignaturen in L. minor. (A) Venn-
Diagramme, die die Anzahl der DEGs durch Exposition mit der
ECs- und ECzo der beiden Substanzen auf der Transkriptom-
(links) und Proteomebene (rechts) zeigen. (B) Heatmap, die die
relative Expression der 50 wichtigsten DEGs, basierend auf
ihrer mittleren Expression in der Kontrollbedingung, fiir die
Transkriptomebene zeigt. Eine rote Farbe bedeutet Hochregu-
lierung, eine blaue Farbe Herabregulierung eines Gens im
Vergleich zur Kontrolle. Der Farbcode am oberen Rand jeder
Spalte gibt die Testbedingung an. Die Spalten zeigen die
biologischen Replikate (1-3) pro Bedingung. Die Gene wurden
euklidisch geclustert. Der Farbcode auf der linken Seite ordnet
die Gene den in (A) definierten DEG-Sets zu.

Auch die in der Heatmap (Abbildung 2B) dargestellten Signa-
turen ermoglichten eine klare Unterscheidung der molekularen
Wirkungen von Atorvastatin und Bentazon, wobei die gemein-
samen Gencluster nur einen geringen Anteil an jeder Signatur
ausmachten. Dennoch zeigten die gemeinsamen Signaturen
eine &hnliche Regulierung in der Mehrheit der Gene. Von be-
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sonderem Interesse fur die Auswahl potenzieller diskriminie-
render Biomarker waren Gene, die durch die beiden Wirkstoffe
unterschiedlich reguliert wurden.

4.2 Funktionelle Analyse

Um einen Einblick in die funktionellen Prozesse, die von beiden
Substanzen beeintrachtigt wurden, zu erhalten, mussten wir
das Referenzgenom von L. minor zunachst funktionell
annotieren. Dazu erstellten wir ein R package, das 6ffentlich
auf zenodo zugéanglich ist (https://zenodo.org/record/6045874).
Die Zuordnung von Genfunktionen zu den L. minor-Genen
beruhte auf Homologien zu gut annotierten verwandten Orga-
nismen. Nachdem Daten zur Funktion der Gene erfasst waren,
konnte eine Uberreprasentationsanalyse ausgefiihrt werden.
Diese wiederum ermdoglichte es, die biologischen Prozesse zu
identifizieren, die besonders von der Exposition der Pflanze be-
troffen waren.

Nach einem tieferen Blick in lipid- und lichtbezogene biolo-
gische Prozesse, ergab sich, dass lichtbezogene Prozesse
Uberwiegend durch Bentazon beeintréachtigt wurden, was durch
den Wirkmechanismus der Photosynthese-Hemmung erkléar-
bar war. Atorvastatin fihrte (iberwiegend zur Beeintrachtigung
der lipid-bezogenen biologischen Prozesse, was wiederum den
Wirkmechanismus der HMGR-Hemmung widerspiegelte.
Zudem konnten auch einige Beeintrachtigungen lipidbezo-
gener Prozesse Bentazon zugeordnet werden, was durch die
bereits erwahnte teilweise Ubereinstimmung des Wirkmecha-
nismus der HMGR Hemmung erklart werden konnte.

5 Fazit

AbschlieRend mdchte ich gerne die drei zentralen Fragen der

Studie beantworten, die in der Einleitung bereits erwahnt

wurden:

1. Erhalten wir Gberhaupt eine Genantwort nach nur 3 Tagen
Exposition?

-> Ja, wir konnten in beiden Fallen eine deutlich veréanderte
Genexpression ermitteln.

2. Konnen wir die molekularen Signaturen, die durch ver-
schiedene Substanzen hervorgerufen werden, unter-
scheiden?

- Ja, wir erhielten, je nach Testsubstanz, spezifische mole-
kulare Fingerabdriicke.

3. Konnen wir die Signaturen auf bestimmte Wirkmecha-
nismen zurtckfihren?

- Ja, die Uberrepréasentierten Genfunktionen konnten
durch die bereits bekannten Wirkmechanismen erklart
werden.

Letztlich konnten wir einen verkirzten, dreitdgigen ¢kotoxiko-
genomischen Test an L. minor etablieren, der die Identifizie-
rung von Biomarker-Kandidaten fur die Wirkungsweise
verschiedener Substanzen ermdglicht. Somit konnten wir auf
der Grundlage von Genexpressionsprofilen und biologischen
Funktionen spezifische Biomarker-Kandidaten fir den jewei-
ligen Wirkmechanismus extrahieren. Darlber hinaus wahlten
wir Biomarker-Kandidaten aus, deren Expression durch beide
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Prufsubstanzen verandert wurde, jedoch in unterschiedliche
Richtungen. Diese konnten die Unterscheidung der Sub-
stanzen bzw. Wirkmechanismen ermdglichen. Die Expres-
sionsveréanderungen dieser Biomarker-Kandidaten in dem hier
entwickelten verkirzten L. minor-Test kdnnte zukinftig mit
Hilfe von Schnellanalysen wie RT-gPCR untersucht werden.
Dies wiirde ein zeitsparendes Screening auf den jeweiligen
Wirkmechanismus ermdglichen und die Mdoglichkeiten des
siebentagigen OECD-Richtlinientests erganzen.

Unsere Studie ebnet somit erste Wege in Richtung einer
Zukunft, in der OMICs sowie daraus abgeleitete Screening-
Methoden frithzeitig zur Uberpriifung der Okotoxizitit von Sub-
stanzen angewandt werden und ermdglicht somit Einspa-
rungen von Zeit und Kosten in der Substanzentwicklung.

Neben der gezeigten Anwendung von OMICs zur frihen
Umweltrisikobewertung, bieten sie auch die Mdglichkeit in Re-
Evaluierungen schnelle und aussagekraftige Daten zur
Okotoxizitat von Substanzen zu generieren. Ein Beispiel fir
eine solche Anwendung ist meine Doktorarbeit, in der ich
OMICs zur Beurteilung der Umweltschadlichkeit von kinst-
lichen SuRstoffen nutze. Hintergrund der Arbeit ist, dass die
Okotoxizitat kiinstlicher SuiRstoffe trotz ihrer Persistenz in der
aguatischen Umwelt bisher unzureichend untersucht ist.
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