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Zusammenfassung

Diese Arbeit entstand im Rahmen des EU-Forschungsprojekts PrecisionTox und widmet sich
der systematischen Untersuchung der Dosis- und Zeitabhingigkeit toxikologischer Effekte in
zellbasierten Modellen. Ziel war es, die Wechselwirkungen von Dosis und Expositionsdauer
getrennt zu analysieren, um spezifische von unspezifischen Zellantworten zu unterscheiden
und frilhe molekulare Marker toxischer Wirkungen zu identifizieren. In diesem Kontext
wurden experimentelle Analysen unter anderem mit Omics-Methoden (Micro-Array, RNA-

Sequenzierung, Metabolomik) mit der Reanalyse 6ffentlich zugénglicher Daten kombiniert.

Drei Untersuchungsschwerpunkte bilden den Kern der Arbeit: In einem ersten Teil wurden
frithe molekulare Verdnderungen bei Chemikalienexposition mit steatotischen Chemikalien in
primdren humanen Leberzellen analysiert. Die Reanalyse bestehender Micro-Array- und
Metabolomdaten zeigte, dass Steatose-assoziierte Signalwege wie Fettsduremetabolismus,
Cholesterinstoffwechsel, ER-Stress und Entziindung bereits bei niedrigen Dosen und kurzen
Expositionszeiten signifikant verdndert sind. Durch die gezielte Variation der
Kontrollgruppen durch Pooling unbehandelter und mit nicht-steatotische Chemikalien
behandelter Zellen konnte die Trennschirfe und Sensibilitit der Analysen gesteigert werden.
Die identifizierten Signalwegmuster wurden erfolgreich mit bestehenden Adverse Outcome

Pathways verkniipft und liefern neue Impulse fiir deren Weiterentwicklung.

Im zweiten Modul wurde im Rahmen einer Pilotstudie untersucht, ob spezifische
toxikologische Effekte von allgemeinen Stressantworten unter subtoxischen Bedingungen
abgegrenzt werden konnen. Dazu wurden Referenzsubstanzen bekannter Wirkung wie
Cadmium, aber auch das Losungsmittel DMSO bei unterschiedlichen Dosis-Zeit-
Kombinationen analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass fiir bestimmte Substanzen wie
Natriumarsenit spezifische Reaktionsmuster bereits bei niedriger Dosis und frither Exposition
erkennbar sind, wahrend andere wie Ethoprophos erst zu spiteren Zeitpunkten wirken. Auch
zeigte sich, dass 3'-RNA-Sequenzierung grundsitzlich geeignet ist, um zentrale Signalwege
zu detektieren, jedoch bei subtilen Effekten limitiert ist. Die kombinierte Auswertung
transkriptomischer und metabolomischer Daten erwies sich als hilfreicher Ansatz, bedarf

jedoch einer kontextsensitiven Interpretation.

Im dritten Teil wurde die bislang wenig untersuchte Substanzklasse der Imidazole analysiert.

Transkriptom- und Proteindaten der humanen Hepatozyten HepG2-Zelllinie zeigten eine
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dosisabhingige Deregulierung von Lipid-, Sterol- und Redoxstoffwechselwegen sowie eines
autophagie-assoziierten Phénotyps. Ein potentiell ebenfalls autophagie-assoziierter Phianotyp
wurde in der immortalisierten Lungenepithelzelllinie Beas-2B festgestellt. Die getesteten
Verbindungen unterscheiden sich in Zellproliferations- und Zelltodeffekten sowie in Bezug
auf LC3B-Akkumulation, p62-Anreicherung oder Vakuolenbildung. Trotz struktureller
Ahnlichkeit, ist die Methylierung und Stereochemie zu beachten, da siewahrscheinlich zu den
Wirkungsunterschieden beitrdgt. Hinsichtlich reprotoxischer, endokrin disruptiver und
karzinogener Effekte sind vor allem erstere in diesen frithen Daten zu beobachten, wobei
signifikante Regulationen in Redoxstoffwechsel und Suppression von Tumorsuppressorgenen

vorliegt.

Die Ergebnisse aller Module verdeutlichen die hohe Bedeutung einer differenzierten
Betrachtung von Dosis, Zeit und Expositionskontext in der Toxikologie. Es sind dynamische
Prozesse und zeitlich gestaffelte Wirkmechanismen zu beriicksichtigen und die Wahl der
Analysemethodik und Grenzwerte. Die in dieser Arbeit verfolgte Methodenkombination —
von Zellkultur iiber Sequenzierung bis zur Metabolomik — bietet einen praxistauglichen
Zugang zur Hypothesengenerierung, -testung und potentiellen Identifikation friiher,
spezifischer Marker. Die gezielte Nutzung und Reanalyse bestehender Datensétze leistet

dariiber hinaus einen Beitrag zur Reduktion von Tierversuchen im Sinne des 3R-Prinzips.



Abstract

This work was carried out as part of the EU research project PrecisionTox and is dedicated to
the systematic investigation of the dose and time dependence of toxicological effects in cell-
based models. The aim was to analyze the interactions of dose and exposure duration
separately in order to distinguish specific from non-specific cell responses and to identify
early molecular markers of toxic effects. In this context, experimental analyses, including
omics methods (microarray, RNA sequencing, metabolomics), were combined with the

reanalysis of publicly available data.

Three main areas of investigation form the core of the work: In first part, early molecular
changes chemical exposures with known steatotic compounds in primary human liver cells
were analyzed. The reanalysis of existing microarray and metabolomic data showed that
steatosis-associated signaling pathways such as fatty acid and cholesterol metabolism, ER
stress and inflammation are significantly altered even at low doses and short exposure times.
The selective variation of the control groups by pooling untreated cells and cells treated with
non-steatotic compounds increased the discriminatory power and sensitivity of the analyses.
The identified signaling pathway patterns were successfully linked to existing adverse

outcome pathways and provide new impulses for their further development.

In the second module, a pilot study was conducted to investigate whether specific
toxicological effects can be distinguished from general stress responses under sub-toxic
conditions. For this purpose, reference substances with known effects such as cadmium as
well as the solvent DMSO were analysed at different dose-time combinations. The results
show that for certain substances such as sodium arsenic, specific reaction patterns are already
recognizable at low doses and early exposure, while others such as ethoprophos only take
effect at later points in time. It was also shown that 3'-RNA sequencing is generally suitable
for detecting central signaling pathways, but is limited for subtle effects. The combined
analysis of transcriptomic and metabolomic data proved to be a helpful approach, but requires

a context-sensitive interpretation.

In the third part, the previously little-studied substance class of imidazoles was analysed.
Transcriptome data and protein analytics of the human hepatocyte HepG2 cell line showed a
dose-dependent deregulation of lipid, sterol and redox metabolic pathways as well as

uncovering an autophagy-associated phenotype. A potential autophagy-associated phenotype
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was also observed in the immortalized lung epithelial cell line Beas-2B. The tested substances
differ in their effects on cell proliferation and cell death, as well as LC3B accumulation, p62
enrichment and vacuole formation. Despite sharing a base structure,the methylation and
stereochemistry is to be considered a possible source of the significant differences. Within
this early data toxic effects on reproduction as well asprocesses possibly linking to endocrine
disruption where identified with regulation affecting redox homeostasis and suppression of

tumorsupressor genes hinting to the carcinogenic effects of imidazole compounds.

The results of all modules illustrate the great importance of a differentiated consideration of
dose, time and exposure context in toxicology. Dynamic processes and temporally staggered
mechanisms of action must be considered as well as the choice of analysis pipeline and cut-
offs. The combination of methods pursued in this work - from cell culture and sequencing to
metabolomics - offers a practical approach to hypothesis generation, testing and potential
identification of early, specific markers. The targeted use and reanalysis of existing data sets

also contributes to the reduction of animal testing in line with the 3Rs principle.

vil



Inhaltsverzeichnis

ErkIArung an Bides STAtl........cccueeiiiiiiiiiiieie ettt ettt et esiae b e nneeneeas il
ZUSAMMENTASSUING ......eeniieeiiieiieeieerite et e eiteebeeetteebeessteebeesateesseessseenseessseenseesssesnseessseenseennseensens v
ADSIIACE ..ottt b et h bt et h bt e a e eh et et eshe e b e eatenhe e vi
I EINIEIEUNG ..ttt ettt ettt ettt e et e et e esbeeseeesbeenseessbaenseessseenseensseenns 1
1.1 Chemikaliensicherheit und regulatorischer Wandel..............ccocveviiiiiiniiienieiieeie, 1
Point of Departure und Variablen der ToXikologie ..........ccceeviiviiiniieiiienieeieeieeeeeee e 2

1.2 Die Leber als zentrales Organ und zellulidre TestSysteme.........ccccveeeeveeecieeecieeecieeeeienns 5
1.3 Referenzsubstanzen und Krankheitsmodelle.............ccocoeiiiiiiiiiiiiiiiicecce 6
CAQMUIUIN ...ttt ettt et et e et e s ae e et e e st e eabeesateenbeeenbeenseesaseenseannnas 6

WY ST4043 ettt ettt ettt b ettt b ettt b et et as 6
INAITTUIMATSEIIL. ...ttt ettt e bt et e s bt e et e sbbe e bt e sbteenbeesaeesaneens 7

1 0 T0) 01 (0] o) 1 o1 7
|01 O LT SRTRT 8
STEALOSE ..evveeneteetee ettt et et b et sh b et be ettt b e ae e et sht e e bt et e eneen 8
IMIAAZOLE. ...ttt ettt et e es 9

1.4 ZielSetzung der ATDEIL ......ccueieeieeeiie ettt e re e et e e et e e sree e snreeeaaeas 10

2 Material und MethOden .........cc..oiiiiiiiiiiii et 12
2.1 ZEIIKUILUL ...ttt et et et e b e saaeebee s 12
2.2 EXPOSTHON VON ZEILEN ..couuiiiiiiiiiiiiieiie ettt ettt sttt et e e 13
Exposition PTX DOSE-RANGE .......ccccuiiiiiiiiiiiie ettt 13
Exposition flir Proteinanalytik ............cccoociieiiiiiiiiiiiiiiieee et 13
Exposition flir OmicSanalySen ...........cccueeiriieeiiieeiiieeiiee et eree et eevee e 14

2.3 Fluoreszenzmikroskopie-basierter APOPLtOSE-ASSAY ......ccccveeerrreeerrreeerveerireeesireeesseeesiseeens 14
PhinotypsemiquantifiZIeTUNg ...........coceeiiieiiienieeieeee ettt ettt et 17

2.4 ProteiNanalYtiK..........cooieiiiiiiiiiii et et naeenee s 19
Herstellung von Gesamtzell-LySaten ..........ccveriiiiiieniieiiienieeieeeie et 19
SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) ........ccocveiiiiviiiniiiiieieeieeeeee, 19
WESLEIN BLOt ...t ettt ettt e 20

2.5 Transkript und Metabolit ANalytik ........ccoooiiiiiiiiiiii e 20
Probengenerierung fiir mRNA-Sequenzierung HepG2 .........coceeiviviiiiiiiinicniiicnicnccns 20



3¢ Sequenzierung und Datenanalyse PrecisionToX.......c.cocveviieriiiiiieniieniiciiecieeiee e 22

[llumina Sequenzierung und Datenanalyse Imidazolstudie............ccceeevvevieniiininnieennnn. 22
Metabolom Datenanalyse PreciSionTOX ........cccvieecieeeciieciiee et 23
Steatosestudie Open-TG Gates Micro-Aarraydaten ............ccceeceeveeveeieneenienieneenieneenne 24
Steatosestudie Metabolomdatenanalyse............cccveeviierieeiienieeiiieie e 26

2.6 Systembiologische Methoden..........ccc.eeviiiiiiiiiiiiciiecieeeee e 27
GSEA (SteatOSESTUAIL)......vievieeiiieiiieeiieitieeie et e eteesteeste et e sbeebeessseesaessseeseessseenseessseenns 27
DEVEA (SteatOSEStUAIE) ...vvveeieiieeiiieeiiieeiiieeiieeectteeeiteeetteesveeesaeeessseeesnseeesnseeensseeensseas 28
Gene Ontology Term ANALYSE ......c..coiiiiriiiiiieiene e 28

2.7 SHEATISTIK ..ttt ettt ettt b ettt e 29

3 Ergebnisse Und DiSKUSSION........ccuiiiiiiiiiiiiieiieieeiteie ettt st eseae s 30

3.1 Regulation frither molekularer Marker der Steatose in humanen Leberzellen nach

ChemiKali@NEXPOSTEION .....vvieeiieiieeiieeiie et eeite et et e et estteesteeseaeebeesebeesseessseensaessseesseessseeseens 30

3.1.1 Einfluss von Kontrollkondition, Dosis und Zeit auf die differenzielle
GeneXPreSSIONSANALYSE .....eeuviruiirtieiiiriiiieeie sttt ettt ettt sbe et st 30
3.1.2 Identifikation Steatose-relevante Signalwege..........ccevvveeriieeiienieniieniiecie e 32

3.1.3 Relevanz der ermittelten Signalwege in Bezug auf den etablierten fiir Adverse

Outcome Pathway flir die SteatOSE ........cevviiiiiiieiie et 43
3.1.4 Einfluss von Kontrollkondition auf Metabolomanalyse .............cccocueeviiiiiiniennnne 60

3.2 Pilotstudie zur Entkopplung spezifischer und unspezifischer Effekte chemischer

2514 010 1S) 15 ) 1 PSR PRRTTR 64
3.2.1 Cadmiumehlorid ......coveiuiiiieiiiieeee e e 66
3.2.2 NAITUMATSENIL. . c.teetteeuteeeiteeiee ettt ettt et e st e e b ee sttt ebeesabeesbeessbeebeesateebeesaeeenseesaeeenne 70
3.2.3 EthOPIOPROS ...ttt ettt et e 75
B2 4 WY STAOA3 ...ttt ettt sttt 79
3. 2.5 DIMSO .ttt ettt b et e ae et 84

3.3 Charakterisierung der molekularen Effekte von Imidazolen.............cccoeevvveeiieennennnnnen. 91

3.3.1 Transkriptomstudie: Imidazole deregulieren Lipid- und Steroidmetabolismus in
HEPG2-ZEIIEN ..ttt et 93
3.3.2 Imidazole 16sen einen autophagischen Phianotyp in HepG2-Zellen aus................ 116

3.3.3 Imidazolewirken primir Zellzahlreduzierend und ldsen einen vermutlich

autophagischen Phénotyp in Beas2B-Zellen aus ...........ccccveeviiieiiiencieccieecee e, 135
3.3.4 Zelltyplibergreifende Aspekte der Imidazolexposition...........cccceeveeeieeniienieennen, 144



4 Abschlielende DiskusSion UNd AUSDIICK ........eeeeeeeeeeeeeee e 148

LiteraturVerZ@ICRNIS .....c..iiiiiiieieiiet ettt e 153
ADBKUIZUNGSVEIZEICANIS ...ttt ettt st 183
AbDIIAUNGSVETZEICHNIS .......vieiiiiiiiieiieiie ettt ettt e e e et esabeeseesaseensaeenseenns 184
TabelleNVErZEICRNS. ......cetieiiiitieieee et sttt ees 187
ANNANG ..ot ettt e e ta e ebe e ateenb e e teeeabeeteeeabeentaeenseenns 188

IMELROAIK ...t ettt et e 188

EI@EDINISSE ...ttt ettt ettt et ettt et st e e eaeas 189
PUDIKATIONSIISTE ...ttt ettt st e 305
DANKSAGUNG ......eieiiieiieeiieee ettt ettt et e et e et e et e et e e teeeabe e bt e enbeeneeenseenne 307



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Chemikaliensicherheit und regulatorischer Wandel

Die Sicherheit von Chemikalien, ihre Untersuchung und Kategorisierung hinsichtlich
Gefahren und Risiko, ist essentiell fiir den Schutz von Mensch und Umwelt. Die Zahl von zu
bewertenden bekannten und neuartigen Substanzen, die auf den Markt dréngen, iibersteigt
hierbei zunehmend die verfiigbaren Testkapazititen. Auch jenseits der Test Last ist der
bisherige ,,Goldstandard“ des Tierversuchs in der toxikologischen Risikobewertung
zunehmend aus ethischen Griinden, aber auch wegen Fragen zur Belastbarkeit von
Extrapolationen unter Druck. Es braucht Veranderungen der Prozesse und Methoden und
verschiedene Bemiihungen wie REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals) oder verschiedene Projekte der Européischen Union wie PARC, EU
Tox-Risk oder das ASPIS-Cluster. Die darin durch Horizon 2020 finanzierten Projekte Risk-
HUNT3R, ONTOX und PrecisionTox versuchen, Chemikaliensicherheit effizienter und
ethischer umzugestalten (Vinken et al., 2021; Pallocca et al., 2022; Schmeisser et al., 2023;
The PrecisionTox Consortium, 2023). Von zunehmender Bedeutung sind in diesen Projekten
auch die Entwicklung und Validierung von New Approach Methodologies (NAMs). Unter
diese Methoden fallen quantitative Struktur-Aktivititsanalysen (QSAR), Hochdurchsatz-
Screeningverfahren, Zellkulturassays, Toxicogenomics und Omics-Ansdtze sowie in silico
Methoden zu maschinellem Lernen und KI-gestiitzte Systeme. Insgesamt ist ein Wandel von
qualitativen zu quantitativen, mechanistisch basierten Methoden zu beobachten. NAMs sind
3R-Prinzip (Replace, Reduce, Refine) kompatibel und sollen dazu beitragen, Tierversuche
stark zu reduzieren oder zu ersetzen (Farmahin et al., 2017; Erhirhie ef al., 2018; Hartwig et

al., 2020; Burden et al., 2021; Pistollato et al., 2021).

In diesem Kontext gewinnen Adverse Outcome Pathways (AOPs) an Bedeutung —
strukturierte Wissensmodelle, die durch Kontextualisierung komplexer Daten eine Briicke
zwischen molekularen Verdnderungen und klinisch relevanten Endpunkten schlagen. AOPs
und AOP-Netzwerke strukturieren molekulare und pathophysiologische Daten systematisch,
um mechanistische Einblicke in krankheitsrelevante Prozesse wie z. B. Steatose zu gewinnen.
Sie beschreiben kausale Abfolgen biologischer Ereignisse — beginnend mit einem
molekularen Initialereignis (MIE) — {iber aufeinanderfolgende Schliisselereignisse (KEs) bis
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1 Einleitung

hin zu einem adversen Endpunkt (Adverse Outcome, AO). Eine vereinfachte Ubersicht ist in

MIE | =) |KE :>.

Abbildung 1 gezeigt.
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Abbildung 1: Eine vereinfachte Ubersicht von Adverse Outcome Pathways. Molekulare Initiationsereignisse
(MIESs) fiihren iiber Schliisselereignisse (KEs) zu adversen Folgen (AO). Modifiziert nach Ankley et al., 2010

Diese Ereignisketten konnen auf unterschiedlichen biologischen Organisationsebenen
ablaufen und sind hdufig nichtlinear sowie multifaktoriell geprégt. Genetische Disposition
und Umweltfaktoren beeinflussen den Verlauf ebenfalls. AOPs lassen sich zu Netzwerken
kombinieren, in denen verschiedene Pfade zu gemeinsamen gesundheitsschadlichen
Ergebnissen flihren. Sie unterliegen laufender Weiterentwicklung und stellen ein
vielversprechendes Instrument dar, um toxikologische Mechanismen besser zu verstehen und
Vorhersagemodelle fiir die Next Generation der Risikobewertung zu verbessern (Ankley et
al., 2010; Mellor et al., 2016; Leist et al., 2017; Vinken et al., 2020; Bajard et al., 2023;
Verhoeven et al., 2024).

Point of Departure und Variablen der Toxikologie

Dosis und Zeit stellen zentrale Variablen in der Toxikologie dar. Ebenso ist die Exposition,
verbunden mit spezifischen toxikokinetischen und toxikodynamischen Prozessen, von
grundlegender Bedeutung. Um in mechanistischen Betrachtungen unspezifische Effekte wie
Replikationsstress von spezifischen Effekten wie dysfunktionalem Metabolismus oder
epigenetischen Verdnderungen zu unterscheiden, sind die Wahl von Dosis und
Expositionsdauer entscheidend, jedoch auch die Bezugspunkte zur Modellierung von

Effekten. Im Versuchsdesign und der Risikobewertung spielt hierbei der sogenannte Point of
2



1 Einleitung

Departure (POD) eine zentrale Rolle. Der POD bezeichnet den Ausgangspunkt, von dem aus
Dosis-Wirkungs-Beziehungen im unteren Dosisbereich extrapoliert werden, um Grenz- und
Richtwerte abzuleiten. In der Lebensmitteltoxikologie sind typische Beispiele hierfiir der
Acceptable Daily Intake (ADI) sowie der Tolerable Daily Intake (TDI) (Rozman and Doull,
2000; Connell et al., 2016; Bus, 2017; Hartwig and Jahnke, 2017; Borgert et al., 2021).

Zur Weiterentwicklung und Prézisierung des POD-Konzepts wurde vor etwa 35 Jahren die
Methode der Benchmark-Dosis (BMD) eingefiihrt. Trotz unterschiedlicher Leitlinien zur
genauen Berechnung durch die US-amerikanische Umweltbehorde (EPA) und die
Europiische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) gilt die BMD-Methode inzwischen
als zuverldssiger Standard in der toxikologischen Risikobewertung. Im Vergleich zu friiheren
Konzepten wie dem No Observed Adverse Effect Level (NOAEL) bietet die BMD-Methode
wesentliche Vorteile. Wiahrend NOAEL auf einzelne getestete Dosisstufen beschrénkt ist und
somit grofle Teile der Dosis-Wirkungs-Kurve unberiicksichtigt 14sst, beriicksichtigt die BMD-
Methode die vollstindige Kurve, sowie die Art der zugrundeliegenden Daten. Dadurch wird
die statistische Aussagekraft erhoht und ein konsistenter Vergleich iiber verschiedene Studien
hinweg wird ermdglicht. Grundlage hierfiir bildet die Benchmark Response (BMR) zu
definierten Effektleveln. Konservativ wird hdufig der untere Vertrauensgrenzwert der BMD,
die sogenannte BMDL (Lower Confidence Limit (5 %) of BMD), als POD herangezogen
(Farmahin et al., 2017; Haber et al., 2018; Hartwig et al., 2020). Eine schematische Ubersicht
ist in Abbildung 2 gezeigt.

Auch moderne molekulare Ansitze, insbesondere aus dem Bereich der Toxikogenomik,
finden zunehmend Anwendung in der BMD-Berechnung. So konnte beispielsweise durch
Thomas et al. 2011/2012 gezeigt werden, dass BMD-Werte die auf differentiell exprimierten
Genen basieren, mit klassischen, endpunktbasierten BMD-Werten gut korrelieren. Weitere
Forschungsansétze nutzen Methoden des maschinellen Lernens zur Vorhersage von BMD-

Werten (Chandrasekar et al., 2025)
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Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Dosis-Wirkungskurve. Markiert sind typische Werte wie der
NOAEL und LOAEL, sowie Effektkonzentration (EC). In Griin ist der BMD o und der Bezug fiir vergleichenden
BMR-Wert gezeigt, wie auch der BMDL ¢(Lower Confidence Limit (5 %) of BMD).

Trotz dieser Fortschritte bestehen weiterhin methodische Herausforderungen. So muss wie
durch Hartwig et al. 2020 betont werden, dass bei der BMD-Berechnung auf Basis von
Transkriptomdaten Gene unbekannter Funktion nicht beriicksichtigt werden. Zudem sind
Technologien wie Micro-Array und RNA-Sequenzierung lediglich semiquantitativ, was ihre
Eignung fiir regulatorische Entscheidungen einschrinkt. Es besteht weiterhin Bedarf an
quantitativen Verfahren, die eine robuste Grundlage fiir regulatorisches Handeln bieten. Ein
weiteres offenes Feld betrifft die eindeutige Festlegung, unter welchen Bedingungen welcher
BMD-Wert als POD zu verwenden ist und welche Analysemethoden angewandt werden
sollen. Trotz dieser offenen Fragen haben sich BMD-Werte zu einem integralen Bestandteil
multifaktorieller Teststrategien und vergleichender toxikologischer Studien entwickelt. Die
kontinuierliche Weiterentwicklung dieser Methodik — insbesondere durch den Einbezug
molekularbiologischer Daten — stellt einen entscheidenden Beitrag zur modernen
toxikologischen Forschung dar (Thomas ef al., 2011; Thomas et al., 2012; Thomas et al.,
2015; Farmahin et al., 2017; Haber et al., 2018; Hartwig et al., 2020; Vieira Silva et al.,
2021).
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1.2 Die Leber als zentrales Organ und zelluldre Testsysteme

Die Leber erfiillt viele Aufgaben als Schnittstelle zwischen Verdauungstrakt und
Blutkreislauf. Zu ihren Funktionen gehdren die Synthese und Sekretion von Proteinen,
Gallensduresekretion, die Kohlenhydrathomdostase und der Fettstoffwechsel. Es ist auBerdem
erster Ort metabolischer Umsetzung und damit zumeist Detoxifizierung und Exkretion
endogener Stoffe, wobei Xenobiotika auch metabolisch aktiviert werden konnen. Die Leber
hat regenerative Mdglichkeiten, weshalb sie geringe Dosen von toxischen Stoffen auch ohne
adverse Effekte adaptiv bewéltigen kann. Hohere Dosen konnen zu reversiblen funktionellen
Storungen wie beispielsweise Steatose oder Cholestase fiihren. Akute Dosen oder chronische

Schéadigungen der Leber fiihren zu funktionellen Verlusten und weiteren Pathologien.

Die Leber ist in zwei Hauptlappen und strukturell in ihrer kleinsten funktionalen Einheit als
Leberldppchen aufgebaut. Diese bestehen primér aus Hepatozyten und stehen in Kontakt mit
Leberarterien, -venen wie auch Gallengéngen. Weitere Zelltypen des Gewebes sind endothele
Lebersinusoide, welche spezielle Makrophagen, die sogenannten Kupffer-Zellen, beinhalten.
Der Spalt zwischen den Hepatozyten und Lebersinusoiden ist Ort des Stoffaustausches

zwischen Leberzellen und Blut und wird Disse-Raum genannt (Organ Toxicology, 2018).

Fiir die in vitro Testung sind verschiedene Krebszelllinien der Leber in Nutzung, darunter am
gingigsten verwendet sind HepaRG-, Huh7-, Hep3B- und HepG2-Zellen. In dieser Arbeit
wurde primdr mit HepG2-Zellen gearbeitet, die jenseits eines leichten metabolischen Defizits
beziiglich mancher Cytochrom-P450-Enzyme eine metabolisch funktionale, gut handhabbare
und verldssliche Zelllinie darstellt (Gerets et al, 2012; Garcia-Cafaveras et al., 2016;

Arzumanian et al., 2021; Fukunaga and Takebe, 2025).
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1.3 Referenzsubstanzen und Krankheitsmodelle

In der Pilotstudie wurden Substanzen mit gut charakterisiertem Wirkungsmechanismus zur
Validierung des Testverfahrens iiber die Nicht-Tiermodelle und gewéhlten Sequenzierungs-
und Analysemethoden gewéhlt. Darunter Cadmium, Natriumarsenit, Ethoprophos, DMSO
und WY-14643. Diese Chemikalien wirken auf unterschiedliche biologische Prozesse und

sind nachfolgend kurz erldutert:

Cadmium

Cadmium ist in verschiedenen Verbindungen wie Cadmiumoxid, Cadmiumsulfat/-sulfit oder
Cadmiumchlorid natiirlich vorkommend. Es wird als Lotmetall, als Stabilisator in PVS oder
in Batterien verwendet und Grofteils durch Rauchen oder Lebensmittelkonsum
aufgenommen. Cadmiumionen konkurrieren im Korper mit anderen Metallionen, was zur
Akkumulation in Niere und Knochen und durch die Verdrangung von Zink zu systemischen
Effekten und Nierenversagen fithren kann. Die nierentoxischen Effekte sind hierbei als
Hauptsymptomatik hervorzuheben. Auch in der Leber akkumuliert Cadmium, da es
Metallothioneine induziert, welche Cadmium und andere Metalle binden, um vor akuter
Toxizitdt zu schiitzen, erhdhen jedoch die Halbwertszeiten um Jahrzehnte. Direkte DNA-
schiddigende Wirkungen sind dem ausgelostem oxidativen Stress, Storung korrekter
Proteinfaltungsprozesse sowie der Hemmung von DNA-Reparatursystemen und Inaktivierung
von Tumorsuppressorproteine untergeordnet zu betrachten (Food and Authority, 2012;

Hartwig, 2013; Hartwig and Jahnke, 2017; Shao et al., 2024; Vijiyakumar and Prince, 2024).

WY-14643

WY-14643 oder auch 4-Chloro-6-(2,3-xylidino)-2-pyrimidinylthioessigsdure, ist ein
Peroxisome Proliferations Aktivierender Rezeptor alpha (PPARA) Agonist. Wiahrend es
primdr als Testsubstanz verwendet wird, wurde es urspriinglich fiir pharmakologische
Verwendung entwickelt. Es beeinflusst Lipid- und Triglyceridmetabolismus {iber Steigerung
der B-Oxidation von Fettséduren. Weiterhin hat es inhibitorischen Einfluss auf Zellproliferation
und suppressive Wirkung auf den NF-kB-Signalweg (nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells) {iber die Aktivierung von PPAR (Uehara et al., 2008; Ramirez
etal.,2018; Wang et al., 2022; Cao et al., 2024).
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Natriumarsenit

Arsen ist ein Halbmetall, das in organischer und anorganischer Form auftritt. Es wird
beispielsweise verwendet in Holzschutz- und Pflanzenbehandlungsmitteln, in der Glas- und
Keramikindustrie und in der Halbleiterfertigung. Anorganisches Arsen ist deutlich toxischer
als organisches Arsen und vielerorts im Grundwasser zu finden. Inhalativ oder oral
aufgenommen schidigt Arsen das periphere und zentrale Nervensystem, den Atemtrakt, die
Haut sowie Leber und periphere BlutgefiBe. Es ist mit chronischen Erkrankungen wie
Diabetes, Bluthochdruck, Lebersteatose und Niereninsuffizienz assoziiert. Zentrale Wirkung
ist die DNA-Schiadigung durch die Oxidation von DNA-Basen und dadurch vermittelte
Einzel- und Doppelstrangbriiche, die durch die Stérung von DNA-Reparatursystemen
akkumulieren und die Einstufung als im Menschen krebserzeugend begriindet. Insgesamt ist
die Karzinogenitéit als kritischer Endpunkt zu verzeichnen. Arsen (V) wird im Korper
zundchst zum toxischeren Arsen (III) reduziert, bevor es in der Leber Methyliert wird. Aus
Arsenit werden so jeweils drei- und fiinfwertige mono- und dimethylierte Arsenspezies in
Form von monomethylarsoniger Sdure (MMA(III)), dimethylarsiniger Sdure (DMA(IIL)),
Monomethylarsonsdure (MMA(V)) und Dimethylarsinsdure (DMA(V)) gebildet. Auch die
Metabolite sind genotoxisch und tragen zur Induktion von oxidativem Stress,
Entziindungsreaktionen, DNA-Schiden und Hemmung von Genexpression bei(Food and
Authority, 2024;Hartwig and Jahnke, 2017; Vergara-Ger6énimo et al., 2021; StoBer et al., 2023;
Ganie ef al., 2024; Liu et al., 2024b; Schrenk et al., 2024).

Ethoprophos

Ethoprophos ist ein Insektizid und Nematizid, welches {iber Blockade der
Acetylcholinesterase wirkt. Es ist als solches in der EU nicht zur Verwendung freigegeben, da
es in der Umwelt akkumuliert und Nicht- Zielorganismen schédigt. Es geht in Grundwasser
und Boden tiber und fiir Wirbellose Tiere sind fundierte Daten zur Toxizitdt auf Muskel- und
Nervengewebe vorhanden. Zur Sdugetier- und humanrelevanten Toxizitdt bestehen Liicken,
jedoch sind bei Langzeitexposition in Ratten genotoxische Effekte sowie Schilddriisenkrebs
und endometriale Verdnderungen beobachtet worden (Al-Sarar ef al., 2015; Pérez-Aguilar et

al.,2015; Arena et al., 2018).
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DMSO

Dimethylsulfoxid ist ein géngiges Losungsmittel, das in Forschung und pharmakologischer
Industrie eingesetzt wird. Oft dient DMSO als neutrale Kontrolle gegeniiber Substanzen, die
darin geldst wurden. Wenn auch langsam, werden Bedenken zu physiologischen und
pharmakologischen Effekten publiziert, die nicht vollstindig verstanden sind. Zwischen
verschiedenen Zelltypen werden eine Reihe als unbedenklich oder sicher angesetzte
Konzentrationen fiir Experimente zwischen 1-10 % DMSO angegeben, wie beispielweise bis
zu 4 % in Lymphozyten, jedoch 1 % fiir Retinazellen. Diese Angaben sind kontrovers
diskutiert, da beispielsweise Abreu ef al. ab 1 % DMSO eine Reduktion der Lymphozyten
Proliferation und Entziindungsreaktionen iiber TNFa zeigen konnte. Kiirzlich wurde die
Kritik am Einsatz von DMSO in immer feineren experimentellen Ansétzen ebenfalls durch
Verheijen et al. geilibt, die zeigte, dass bereits ab 0,1 % DMSO transkriptionelle
Verianderungen wie auch Verdnderungen des Proteoms auftreten in Bezug auf den Glucose-
und Lipidmetabolismus wie allgemeine und oxidative Stressantworten. Vorschlige zu
alternativen Losungsmitteln wie Zwitterionenfliissigkeiten oder dipolaren
Losungsmittelalternativen wie Cyrene™ finden bisher wenig Anklang in der
wissenschaftlichen Gemeinschaft (Nikolaou et al., 2016; De Abreu Costa et al., 2017; Dludla
et al., 2018; Verheijen et al., 2019; Kuroda et al., 2020; Camp et al., 2020; Kumar et al.,
2025).

Steatose

Ein zunehmendes relevantes Krankheitsbild des 21. Jahrhunderts ist die Steatose, die im Zuge
der Kooperationsstudie des ASPIS-Clusters ndher betrachtet wurde. Steatose, auch Fettleber
genannt, ist eine multifaktorisch entstehende Verdnderung der Fettkomposition von
Leberzellen. Die Progression von Steatose steht im Bezug mit der Entwicklung schwerer
Lebererkrankungen wie der Metabolischen Dysfunktions-assoziierten steatotischen
Lebererkrankung (MASLD; bis 2022 nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD)
(Rinella et al., 2023; Gofton et al., 2023; Marchesini et al., 2024). Es konnen sich auch
Leberhepatitis, -zirrhose oder Leberkarzinome entwickeln. Steatose ist eine chronische
Erkrankung, die sich iiber Monate bis Jahre entwickelt und {iber lange Zeit unbemerkt und

symptomlos verlaufen kann. Die Erkrankung betrifft global etwa 32 % der erwachsenen
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Bevdlkerung, jedoch sind Mechanismen der Entstehung nicht vollstdndig aufgeklirt, noch
sind frithe Marker oder Testverfahren vorhanden (Chalasani et al., 2018; Liebe et al., 2021,
Teng et al., 2023; Han et al., 2023). Zentrale Punkte des weiten Netzwerks an beteiligten
Signalwegen sind Dysregulation des Lipidmetabolismus, vor allem in Bezug auf Aufnahme,
Synthese und Export von Fettsduren. Die Fettanreicherung in den Zellen fiihrt zu oxidativem
Stress, was Entziindungsreaktionen auslost. Dartiber hinaus spielen Insulinresistenz und der
PPAR- sowie mTOR-Signalweg eine wichtige Rolle in der Krankheitsentwicklung (Suppli et
al., 2019; Ogresta et al., 2022; Gofton et al., 2023).

Imidazole

Die Stoffklasse der Imidazole hat in den letzten Jahren aufgrund ihrer stabilen
heterocyclischen Grundstruktur sowie der Moglichkeit einfacher chemischer Modifikationen
als Syntheseplattform an Bedeutung gewonnen. Besonders in ionischen Fliissigkeiten zeigen
Imidazole ein breites Anwendungsspektrum, unter anderem in der CO2-Bindung und in der
elektro-chemischen Forschung und Entwicklung (Green and Long, 2009; Zhuang and Han,
2020; Fortunati et al., 2023). Dariiber hinaus sind sie seit langem verwendet als Intermediate
in der chemischen Industrie, insbesondere als nukleophile Katalysatoren bei Silyierungen und
Acylierungen, sowie in Pflanzenschutzmitteln, Lacken, Farben, Fotochemikalien,
Ionenaustauschern und als Hérter in Epoxidharzen. In Deutschland existieren keine
Arbeitsplatzgrenzwerte fiir Imidazole, da die Expositionen als gering eingeschitzt werden und
eine belastbare Datenlage fiir weitere Klassifizierung durch die Senatskommission zur
Priifung gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe (MAK-Kommission) fehlt. Die Europidische
Chemikalienagentur (ECHA) stufte 2021 verschiedene Imidazolverbindungen als bestétigt
oder vermutet, jedoch nicht hinreichend belegt, karzinogen, reproduktionstoxisch und
endokrin disruptiv ein. Sie empfiehlt eine harmonisierte Gefahrenkategorisierung und (wo
ndtig weiteres) regulatorisches Risikomanagement innerhalb der EU (MAK Komission, 2008;

ECHA, 2021; MAK Komission, 2024).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist im Kontext des interdisziplindren Forschungsprojekts
PrecisionToxverankert, das sich der vergleichenden Toxikologie in alternativen Testmodellen
widmet. Wiahrend urspriinglich die Durchfiihrung zellbasierter toxikologischer Analysen im
Vordergrund stand, verlagerte sich der wissenschaftliche Fokus im Verlauf der Arbeit
zunehmend auf die systematische Analyse der Einfliisse von Dosis und Expositionsdauer, als
voneinander getrennt betrachtete Variablen, und molekulare und zytotoxische Wirkungen.
Ziel war es insgesamt systematische Einblicke in die Dosis-Zeit-Beziehung bei chemischer
Exposition zu gewinnen und deren Einfluss auf toxikologisch relevante Signalwege, zelluldre

Phinotypen und potenzielle friihe Biomarker zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden sowohl experimentelle als auch in silico Analysen durchgefiihrt. Es
wurden unterschiedliche Sequenzierungstechnologien angewandt, darunter RNA-
Sequenzierung (3'-Sequenzierung, Next-Generation Sequencing), sowie Micro-Arraydaten
erginzt durch Metabolomanalysen und klassische zellbiologische Untersuchungen. Zusitzlich
wurden Offentlich zugéngliche Datensdtze reanalysiert. Die Arbeit gliedert sich in drei

thematische Module, die unterschiedliche Fragestellungen adressieren:

1) Friihe molekulare Marker der Steatose in humanen Leberzellen
Im Rahmen der ASPIS-Kooperation wurde ein oOffentlicher Micro-Array-Datensatz aus
primidren humanen Hepatozyten reanalysiert, um frithe molekulare Verdnderungen im
Kontext der Steatoseentstehung zu identifizieren. Dabei wurden insbesondere niedrige
Expositionsdosen und frithe Zeitpunkte beriicksichtigt. Die Reanalyse dieser Daten zielte auf
folgende Fragestellungen ab:
= Lassen sich bereits zu frilhen Zeitpunkten steatose-relevante Signalwege
identifizieren?
= Konnen steatose-spezifische Signalwegmuster durch neue Analyseansitze,
insbesondere unter separater Beriicksichtigung von Dosis und Zeit sowie alternativen
Kontrollstrategien, besser abgegrenzt werden?
= Lassen sich die identifizierten Signalwege mit existierenden Adverse Outcome

Pathways (AOPs) in Beziehung setzen?

10



1 Einleitung

2) Pilotstudie zur Entkopplung spezifischer und unspezifischer Effekte chemischer
Exposition
Unter der Hypothesen, dass spezifische toxikologische Effekte von unspezifischen
Zellantworten unter subtoxischen Bedingungen entkoppelt werden koénnen, wurde in
PrecisionTox eine Pilotstudie mit Substanzen bekannter Wirkweise durchgefiihrt. Ziel war es,
iiber Dosis-Wirkungs- und Zeitverlaufsanalysen geeignete Konzentrationen und Zeitpunkte
fiir weiterfilhrende molekulare Analysen zu bestimmen. Die folgenden Fragen standen im
Mittelpunkt:
= Inwiefern eignen sich frithe Zeitpunkte und niedrige Dosen zur Detektion spezifischer
transkriptomischer und metabolomischer Verdnderungen? Konnen substanzspezifische
toxikologische Effekte von allgemeinen Stressantworten entkoppelt werden?
= In wie weit sind bekannte toxikologische Signalwege in 3’-Sequenzierungsdaten

zuverldssig nachweisbar?

3) Charakterisierung der molekularen Effekte von Imidazolen
Im Rahmen der Untersuchungen der Substanzklasse der Imidazole, zu deren toxikologischer
Wirkung bislang nur begrenzte Daten vorliegen, wurden Transkriptomanalysen mittels
[Nlumina-Sequenzierung durchgefiihrt. Hier zeigten sich Hinweise auf eine Deregulierung des
Cholesterin- und Fettsdurestoffwechsels, was zur Re-evaluation mikroskopischer Aufnahmen
und weiterer Analysen fiihrte. Die Analysen umfassten:
= [dentifikation deregulierter Signalwege nach Imidazolexposition.
= Re-evaluation mikroskopischer Aufnahmen in Bezug auf mogliche lipidassoziierte
Phinotypen.
= Semiquantitative Phédnotypisierung in HepG2-Zellen und Vergleich zu Phinotyp in
Beas-2B-Zellen.

= Proteinanalysen zur Differenzierung des Phinotyps

Zusammenfassend sollten in dieser Arbeit grundlegende Prinzipien der Dosis- und
Zeitabhdngigkeit toxikologischer Effekte systematisch untersucht werden. Ein besonderer
Fokus lag dabei auf der Abgrenzung spezifischer von unspezifischen Zellantworten sowie der
Identifizierung friiher molekularer Marker, die zur mechanistischen Charakterisierung und

Priorisierung von Chemikalien in der Risikobewertung beitragen konnen.
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2 Material und Methoden

Eine Liste der verwendeten Puffer und Losungen ist im Anhang zu finden, sofern nicht direkt
im Weiteren beschrieben. Alle nicht explizit aufgefiihrten Feinchemikalien wurden von Roth,
Karlsruhe bezogen. Alle Chemikalien des PrecisionTox Projekts wurden {iiber den
Projektpartner LEITAT (Barcelona) bezogen. Alle verwendeten Zellkultur- und Plastikwaren
wurden von der Firma Greiner Bio-One (Kremsmiinster) oder Sarstedt (Niimbrecht) bezogen.
Alle Abbildungen wurden in CoreDRAW (2022), Imagel (Version 1.54g) oder PowerPoint
(2019) erstellt/bearbeitet.

2.1 Zellkultur

In dieser Arbeit wurde mit zwei Zelllinien gearbeitet der humanen Krebsleberzelllinie HepG2
und den humanen Lungenepithelzellen Beas-2B. Bei den HepG2 (bezogen iiber American
biological culture collection (ATCC) HB-8065), handelt es sich um Leberkrebszellen eines
15-jahrigen méinnlichen Patienten(Knowles and Aden, 1983). Bei den Beas-2B Zellen handelt
es sich um keine Krebszelllinie, sondern um Zellen aus einer gesunden Spenderlunge die
mittels SV40 Adenovirusinfektion immortalisiert wurden (Reddel et al., 1988).Alle Zellen
wurden bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchte und 5 % COz2 kultiviert. HepG2 Zellen wurden
in DMEM Medium (Gibco) mit 10 % FCS (Sigma-Aldrich) und 1 % Penicillin/Streptomycin
kultiviert, die Beas-2B wurden in KGM Medium (Lonza, Walkersville, MD, USA) mit allen
Supplementen kultiviert. Mit einer Konfluenz von 75-90 % (HepG2: 2-3 Tage, Beas-2B: 3-5
Tage) wurden die Zellen passagiert. Dazu wurden HepG2 Zellen mit PBS gewaschen und mit
2 ml 0,25 % Trypsin (Gibco) geldst. Die Trypsinreaktion wurde mit 8ml Medium gestoppt,
die Zellzahl bestimmt und gewiinschte Zellzahl in 20 ml frischem Medium weiterkultiviert
(T75). Beas-2B Zellen wurden nach zweifachem waschen mit PBS mit 2ml Accutase (Gibco)
bedeckt und nach 8 min mit 9 ml Medium vereinzelt. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden
entsprechende Aliquots in 20 ml frischem Medium weiterkultiviert (T75). Zur besseren
Adhérierung und Expansion wurden alle ZellkulturgefdBBe von Beas-2B Zellen fiir mind. 1h
bei RT mit einer Coating-Mischung beschichtet (1 mg/ml Fibronectin (Merck), 3 mg/ml
Collagen I (Thermo Fisher Scientific), 1 mg/ml BSA (Sigma-Aldrich) in PBS) und vor

Verwendung einmal mit PBS gewaschen.
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Auftau von Zellen

Zur Langzeitkonservierung werden Zellen bei -196 °C in fliissigem Stickstoff autbewahrt. Zur
wieder Inkulturnahme, wurden Kryostocks ziigig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in ein
steriles Falcon mit kaltem Medium {iberfiihrt. Zur Entfernung des zellschidigenden DMSO
wurden die Zellen 5 min bei RT bei 1500rpm zentrifugiert, das Zellpellet in frischem Medium

resuspendiert und in eine mit vorgewarmtem Medium versetzten Zellkulturflasche iiberfiihrt.

2.2 Exposition von Zellen

Exposition PTX Dose-Range

Als  Grundlage zur Bestimmung von BMD-Werten wurden Dosis-Wirkungs-
Kurvenexperimente durchgefiihrt. Dazu wurden HepG2-Zellen iiber eine breite
Konzentrationsspanne fiir 48h mit den verschiedenen Testsubstanzen exponiert. Dazu wurden
24h vor Beginn der Exposition 5x10° Zellen/well in 200 pl auf einer 96-well Platte
ausplattiert und unter Standardbedingungen inkubiert. Fiir Beas-2B —Zellen wurden zuvor
gecoatete 96-well Platten verwendet und 24h vor der Exposition 1x10* Zellen je well in 200
ul ausplattiert. Zu Beginn der Behandlung wurde das Medium aspiriert und je well 100 pl der
Behandlungslésung, Medium oder positiv Kontrolle (CDDP, 25 um) zugegeben. Es wurden
jeweils 4 technische Replikate je Konzentration oder Kontrolle behandelt und fiir 48h bei 37
°C, 95 % relativer Luftfeuchte und 5 % COzinkubiert.

Exposition fiir Proteinanalytik

Fiir die Proteinanalytik wurden HepG2-Zellen in 6-well Format zu 2,3x10° Zellen je well in
3ml 24h vor Behandlungsbegin ausplattiert und zu Standardbedingungen inkubiert. Fiir die
Behandlung wurde das Medium entfernt und durch je 1,5 ml der BMDas
Behandlungslosungen der verschiedenen Imdiazole oder Mediumkontrolle ersetzt. Die

Inkubation erfolgte fiir 6,24 und 48h bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchte und 5 % COso.
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Exposition fiir Omicsanalysen

Fiir die Verwendung in Transkriptom- und Metabolomanalysen wurden HepG2-Zellen im 6-
well Format 24h vor Behandlung zu 5x10° Zellen je well in 3ml ausplattiert und zu
Standardbedingungen inkubiert. Fiir die Behandlung wurde das Medium entfernt und mit je
1,5 ml der entsprechenden Behandlungskonzentration (BMD1o/BMD2s) oder Medium bzw.
Losungsmittelkontrolle behandelt. Die Losungsmittelkontrolle entsprach der jeweils hochsten
eingesetzten DMSO-Konzentration einer Behandlung innerhalb der definierten
Chemikaliengruppe der im Projekt festgelegten Expositionsbatches. Die Inkubation erfolgte
iiber die jeweilige gewdhlte Zeitspanne bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchte und 5 %
COzinkubiert. Proben der Pilotstudie wurden 6, 24 und 48h zu BMD1o und BMD2s exponiert,
alle weiteren Omicsproben fiir PrecisionTox wurden zu BMD o iiber 6 und 24h exponiert. Fiir

die Imidazolstudie wurde BMD2s und die Expositionsdauer von 24h gewéhlt.

2.3 Fluoreszenzmikroskopie-basierter Apoptose-Assay

Mittels verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe lassen sich multiple biologische Endpunkte,
darunter Zellzahl und Zelltodformen, quantitativ erfassen. Die automatisierte
Hochdurchsatzmikroskopie (AHM) ermoglicht dabei die Detektion spezifischer
Fluoreszenzsignale und liefert durch den Durchlichtkanal zusitzlich Informationen iiber
zellmorphologische Verdnderungen auf Einzelzellebene, etwa Zellabrundung, Vakuolisierung

oder Membranausstiilpungen.

Die Analyse erfolgt sowohl iiber die Gesamtfluoreszenz, als auch iiber morphologische und
phédnotypische Parameter einzelner Zellen. Eingesetzt werden hierzu die Farbstoffe Hoechst
33342 und Propidiumiodid (PI). Beide interkalieren mit DNA, jedoch ist Hoechst
membrangingig und dringt in lebende wie tote Zellen ein, wihrend PI nur bei

kompromittierter Membranintegritit in Zellen gelangt.

Lebende Zellen zeigen eine moderate Hoechst-Signatur ohne PI-Signal. Frithapoptotische
Zellen weisen aufgrund der Chromatinkondensation eine verstirkte Hoechst Fluoreszenz auf,
bleiben jedoch Pl-negativ. Morphologisch zeigen sie typische Apoptosemerkmale wie
Zellabrundung, Schrumpfung und Membran-Blebbing. Im fortgeschrittenen Apoptosestadium

tritt zusdtzlich DNA-Fragmentierung und Membranintegritdtsverlust auf, wodurch eine duale
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Féarbung mit Hoechst und PI sichtbar wird. Schlussendlich werden apoptotische Zellen zu
membranumschlossenen Vesikeln, den Apoptotic Bodies, aufgelost und durch Phagozyten

beseitigt.

Im Gegensatz dazu zeigt die Nekrose keine DNA-Kondensation. Nekrotische Zellen sind
durch Zellschwellung und friithe Membranpermeabilisierung gekennzeichnet und erscheinen

PI-positiv bei moderater Hoechst Fluoreszenz.

1 Stunde vor Behandlungsende erfolgte die Farbung der Zellen (Hoechst 0,15 pg/ml, PI 0,25
pg/ml (Tab.1)) bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchte und 5% CO: im Brutschrank.Die
Bildaufnahme erfolgte mit Hilfe der Scan® Aquisition-Software am automatisierten
Fluoreszenzmikroskop (Olympus IX81). Aufgenommen wurden jeweils 4 Ausschnitte je 96-

well fiir Durchlicht-/Hoechst- und PI-Kanal mit einem 10er-Objektiv.

Ein Bild deckt dabei 0,57 mm? (867 pm x 660 pm, 1344 x 1024 Pixel) eines wells ab. Die
HepG2-Zellen wurden auf 96-well Platten von Greiner Bio-One exponiert, welche je well
eine Wachstumsoberfliche von 34 mm? aufweisen, Beas-2B Zellen wurden auf 96-well
Platten von Sarstedt mit 29 mm? Wachstumsoberfliche je well exponiert. Die
aufgenommenen vier Bilder reprisentieren damit ca. 7% (HepG2) bzw. 8% (Beas-2B) der
Oberfliche des Wells einer 96-Well Platte. Es wurden jeweils alle 4 Positionen der

Quadruplikatansétze mit der Scan® Analysis-Software ausgewertet.

Tabelle 1:Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Fluoreszenzfarbstoff Anregung Emission Konzentration/well
Hoechst 33342 350 nm 450 nm 0,15 pg/ml
Propidiumiodid 488 nm 590 nm 0,25 pg/ml

Die automatisierte Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit Hilfe der Scan® Analysis-
Software. Scan® ermdglicht die Objekterfassung der Zellkerne durch die Hoechst-
Féarbung.Unter Ausschluss von Randobjekten und Filtern zu ObjektgroBe, Form und
Geschlossenheit des ermittelten Objektumrisses kann dariiber die Gesamtzellzahl je
Ausschnitt und durch die Aufsummierung der 4 Bildausschnitte fiir das Gesamtzellzahl je
well ermittelt werden. Uber die Intensitit der Firbung wird auBerdem die Einteilung in

lebende, friih- und spitapoptotische sowie nekrotische Zellenmoglich, zu sehen in Abbildung

3.
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| 1344x1024 0.33X 8-bit image 0 (0,0) | 13441024 0.33X 32-bit RGB image 0,0,0 _(1202,599) | 13441024 033X Unsigned 16-bit image 0 (0,0)
Image selection Edge detection Particle detection
Image List Selectivity Max. object size Filtering Clozeedges
B2--W00014--P0O0001 --Z00000--T00000--hoechst.tif A 1 1024
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Abbildung 3: Ubersicht der Scan® Auswertungsmaske. Oben: Filtereinstellungen der Maske zurObjektdetektion
aller Zellen iiber Form, Grofe, Umriss und Geschlossenheit des projizierten Umrisses. Unten: Ansicht der Maske
des Gatings — die Einteilung von vier Quadranten (rechts), die Zellen in lebende (griin), frithapoptotische (gelb)
spétapoptotische (orange) und nekrotische Zellen (rot) anhand des Verhiltnisses der Farbeintensitat von Hoechst
und PI aus der Gesamtheit der detektierten Zellen sortiert (links).

Fiir die BMD Kalkulation durch Projektpartner wurden die Ergebnisse (dargestellt als x %)
mit der 100-X Methode transformiert.
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Phinotypsemiquantifizierung

Im Zuge der Imidazolstudie wurde eine Semiquantifzierung eines Phénotyps iiber alle
Aufnahmen einer Konzentrationsspannen je Chemikalie durchgefiihrt. Da die begrenzt
bestehenden Moglichkeiten der Automatisierung dieser Quantifizierung fiir das inselartige
Wachstumsverhalten der HepG2-Zellen nicht verldsslich angepasst werden konnten, wurde
die Quantifizierung manuell umgesetzt. Hierzu wurde fiir je das obere, linke % jedes Bildes (4
Aufnahmen je well; im Quadruplikat) im Hoechst Kanal die Zellzahl bestimmt und {iber die
Hellfeldaufnahmen, unter Riickbezug auf den Hoechst Kanal, die Anzahl Phénotyp
prasentierender Zellen bestimmt. Die GesamtbildgroBe entspricht 1344x 1024 Pixeln,
ausgezdhlt wurde der Quadrant links oben der Grofe 672x512 Pixel; ein Beispiel ist in

Abbildung 4 zu sehen.
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Abbildung 4: Beispielhafte Ansicht einer Bildaufnahme der AHM mit Quadranteneinteilung fiir die
Semiquantifizierung. Jeweils das linke obere Quadrat (blauer Pfeil) wurde fiir die Bestimmung der Zellzahl im
HoechstKanal (rechts) und die Bestimmung der versch. Beobachtungskriterien im Hellfeld (links) unter
Riickbezug auf den HoechstKanal bestimmt. Die Gesamtbildgrofie entspricht 1344 x 1024 Pixeln, ausgezéhlt
wurde der Quadrant links oben der Grofie 672 x 512 Pixel.

Als Phinotyp positiv wurden morphologische Verdnderungen im Hellfeld von Vakuolisierung
und das Auftreten sog. ,.fleckiger Zellen®, welche analog zur Literatur entweder mit LC3-
Punkt-Aggregationen und damit autophagischen Prozessen oder Apoptose assoziiert sein
konnen gewertet (Zhang et al., 2010; De La Calle ef al., 2011; Klionsky et al., 2021a). Dies
erfolgte liber Zuweisung von Schweregraden von 0O iiber + und ++, was in Abb. 5 mit

Beispielaufnahmen gezeigt ist.
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Vakuolisierung Fleckiger
Phiinotyp

Keine

max.1 krauselige

Vakuloe/Zelle,

<30% Zelloberfliche

Zellvolumens

>1 krauslige

Vakuole/Zelle, Zelloberflache/

>30% deutliche

Zellvolumens “Flecken™

Vakuolisierung

Fleckiger Phanotyp

Abbildung 5: Visualisierung der Kriterien der Phanotypsemiquantifizierung der HepG2-Zellen. Da HepG2-
Zellen auch ohne Stressauslosende Faktoren Vakuolen bilden wurde die 0 Bedingung (0*) fiir keine
Vakuolisierung iiber ein basales MaB} hinaus festgelegt. AuBerdem wurde ein fleckiger Phénotyp der Zellen
(Pfeile), der apoptotisch oder LC3 vermittelt sein kann, gewertet.

Fiir Vakuolisierung wurde 0 mit keinerlei Vakuolen iiber dem basalen Maf} festgesetzt, da
HepG2-Zellen auch ohne Stressfaktoren im normalen Wachstumsverhalten Vakuolen zeigen,

was bereits im Patent der Zellen und auch durch ATCC vermerkt wird.

Die Auswertung des prozentualen Anteils phinotypanzeigender Zellen erfolgte iiber die
Mittelwerte + Standardabweichung der ausgezdhlten Ausschnitte im Quadruplikat je
Konzentration (n=4). Die Schweregradeinteilung der betrachteten Kategorien wurde iiber die
Mittelwerte der ausgezédhlten Ausschnitte der Quadruplikate (n=4) angegeben. Statistische
Signifikanz wurde mittels des zweiseitigen Student’s t-Test mit p-Werten: * p<0,05; **

p<0,01; *** p<0,001 in Bezug auf die jeweilige Kontrolle berechnet.
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2.4 Proteinanalytik

Herstellung von Gesamtzell-Lysaten

Nach Ende der Inkubation wurde der Mediumiiberstand vollstindig entfernt und pro well 120
pul 2x Lammli-Lysepuffer, supplementiert mit B-Mercaptoethanol (4 %), zugegeben.
AnschlieBend wurde das Zelllysat mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein
Reaktionsgefal iiberfiihrt. Die Proben wurden daraufhin fiir 5 min bei 95 °C gekocht, fiir 10
min im Wasserbad geschallt und zentrifugiert. Proben wurden frisch auf SDS-

Polyacrylamidgele aufgetragen oder bis zur Auftragung bei -20°C gelagert.

SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die molekulargewichtsspezifische Auftrennung von Proteinen wurde mit einer
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese erreicht(Laemmli, 1970). Hierzu
wurde ein 5 %-Acrylamidsammelgel mit einem 10%-Acrylamidtrenngel fiir die Detektion
von p62 (anti-rabbit, Verdiinnung:1:1000, Lauthohe: 62 kDa, Cell Signaling) und 15 %-
Acrylamidtrenngel fiir die Detektionvon LC3B (anti-rabbit, Verdiinnung: 1:1000, Laufhdhe:
14/16 kDa, sc-2275 Santa Cruz) verwendet (Tab. 2). Fiir beide Proteine wurde als
Ladekontrolle PCNA verwendet (anti-mouse, Verdiinnung: 1:5000, Lauthéhe: 36 kDa, sc-56
Santa Cruz). Im Sammelgel werden die Proteine konzentriert und anschlieend im Trenngel
in scharfe Banden aufgetrennt. Es wurden jeweils 12 pl pro Probe in die Geltaschen
aufgetragen, sowie 5 ul eines ProteingrofBenmarkers zur Groenbestimmung der Proteine.

Das vertikale Gelelektrophoresesystem wurde mit Laufpuffer aufgefiillt und der Gellauf fiir
1h bei 170 V durchgefiihrt.

Tabelle 2:Zusammensetzung von Sammel-/Trenngel.

Zusammensetzung

5%- 5 % Acrylamid
Acrylamidsammelgel (Rotiphorese ® Gel 30)
125 mMTris-HCI (pH 6,8)
0,1 % SDS
0,01 % TEMED
0,1 % APS
X % Acrylamid
X %- (Rotiphorese ® Gel 30)
Acrylamidtrenngel 375 mMTris-HCI (pH 8,8)
0,1 % SDS
0,01 % TEMED
0,1 % APS
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Western Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden fiir den immunologischenNachweis auf eine
Polyvinyliden-difluorid-Membran (PVDF, 0,45 pM Porengréfe) im Nassblot-Verfahren
tibertragen(Herrmann and Wiche, 1987). Die Membran wird zunichst kurz in 100 %
Methanol aktiviert, bevor sie zusammen mit demGel in eine Blot-Kassette eingesetzt wurde.
In einer gekiihlten, mit Blotpuffer gefiillten Blotkammer erfolgt der Proteintransfer bei 100V
iiber 1 Stunde.

Zur Absittigung freier Proteinbindungsstellen wurde die PVDF-Membran anschlielend fiir
eine Stunde in 5 % (w/v) Milchpulver in TBS/0,1 % Tween (TBS-T) inkubiert. Die Membran
wurde drei Mal fiir 10 Minuten in TBS gewaschen und anschlieend {iber Nacht bei 4 °C mit
dem priméren Antikorper in 3 % BSA in TBS-T inkubiert. Ungebundener Antikérper wurde
anschlieBend durch dreimaliges Waschen fiir 10 Minuten mit TBS-T entfernt.

Zur Detektion des primédren AntikOrpers wurde ein, gegen die Spezies des priméren
Antikorpers gerichteter, sekundérer Antikorper verwendet, an den die Meerrettich-Peroxidase
(HRP) gekoppelt ist. Die Membran wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem
sekundédren Antikdrper in 5 % Milch in TBS-T inkubiert. Vor der Detektion wurde erneut

dreimal fiir 5 min mit TBS-T gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen.

Die Visualisierung der Protein-Antikorper-Komplexe erfolgt durch das in der ECL- Lésung
befindliche Luminol, welches durch die HRP oxidiert wird und Chemilumineszenz entsteht.
Es wurde das clarity max ECL-Kit (BioRad) nach Herstellerangaben verwendet und die

Detektion und Bildaufnahmen erfolgten mit Hilfe des ChemiDoc-Systems.

2.5 Transkript und Metabolit Analytik

Probengenerierung fiir mRNA-Sequenzierung HepG2

Fiir die Pilot- wie auch die Imidazolstudie wurden nach Ende der Behandlungen der HepG2-
Zellen die totale RNA mit Hilfe des innuPREP RNA mini Kit (Innuscreen GmbH, Berlin)
geerntet. Fiir die Ernte mit dem Spin Column System wurde das Medium entfernt und die
wells mit kaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden je well 400 ul der Lysislosung I
zugegeben und fiir 2 min bei RT inkubiert, die Zelllosung in ein RNase freies Reaktionsgefal3
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iberfiihrt und fiir weitere 3 min bei RT inkubiert. Alle weiteren Schritte fanden bei 4 °C bzw.
auf nassem Eis statt. Die lysierten Zellen wurden in Filter D tiberfiihrt und 2 min bei 11.000
rpm bei 4 °C zentrifugiert. Das Filtrat wurde mit 400 pl 70 % Ethanol versetzt, mit der
Pipettenspitze gemischt und in Filter R iiberfithrt und 2 min bei 11.000 rpm bei 4 °C
zentrifugiert. Filter R wurde in zwei folgenden Waschschritten mit 500 ul Waschlosung HS
bzw. 700 ul Waschlosung LS und 1min Zentrifugation bei 11.000 rpm und 4 °C gewaschen
und das Filtrat jeweils verworfen. Zur Entfernung von Ethanol wurde Filter R anschliefend
fiir 3 min bei 11.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Zur Elution wurden 30 pl RNase-freies
Wasser in Filter R gegeben und fiir 1 min bei RT inkubiert. Die Elution erfolgt iiber 1 min
Zentrifugation bei 11.000 rpm und 4°C. Die Konzentration der Proben wurden mittels
Nanodrop 1000U (Thermo Scientific, Wilmington, USA) bestimmt, wie auch iiber die
Absorption von 260 nm und 280 nm auf Verunreinigungen getestet. Ebenfalls wurde die RNA
Integritdtsnummer (RIN) mittels Agilent Bioanalyzer 2100 ermittelt. Proben mit einer RIN-
Giite von 10 und ohne Verunreinigungen durch DNA oder Phenol wurden in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C bis zum Versand an die

Projektpartner bzw. fiir die Imidazolstudie an die Sequenzierungsfirma (StarSeq, Mainz).

Fiir alle weiteren innerhalb von PrecisionTox entstandenen Proben wurden nach Ende der
Behandlung Proben fiir Transkriptom und Metabolom wie folgt hergestellt: Nach Ende der
Behandlung wurde das Medium entfernt, die wells zweimal mit gekiihlter 0,9 %
Natriumchloridlésung gewaschen und fiir 10 min auf trocken Eis eingefroren. Anschlie3end
wurden je well 500 pl gekiihlte 1:1 Methanol/Wasser-Losung zugegeben, die Zellen mit
einem Zellschaber abgeschabt, in Precellys-Reaktionsgefale iiberfiihrt und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Proben wurden bei -80 °C gelagert und mittels Dry Shippern
in der Gasphase von fliissigem Stickstoff gekiihlt an Partner versandt. Insgesamt ist so
gewihrleistet das Transkriptom wie Metabolom aus den gleichen Proben generiert sind. Fiir
die Pilotstudie konnte dies nicht durchgefiihrt werden — Transkriptomproben wurden {iiber
innuPREP Extraktion hergestellt und an Projektpartner verschickt, wohingegen die
Metabolomdaten aus einem anderen Probenset, welches in 1:1 Methanol/Wasser geerntet

wurde, generiert wurden.
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3¢ Sequenzierung und Datenanalyse PrecisionTox

Fiir Transkriptomanalysen wurden die Proben per Alithea BRB Seq sequenziert, mit 5
Millionen reads pro Probe, durchgefiihrt durch MGI Tech Co. Die 3 mRNA Sequenzierung
ist ein quantitatives, genomweites Verfahren, welches auf dem Barcoding der 3°
untranslatierten Region (UTR) der mRNA und Verwendung von ‘unique molecular
identifiers‘ (UMI) beruht. Anstelle kurzer Sequenziersequenzen, die iiber die gesamte Lénge
der mRNA-Transkripte erzeugt werden, wie beispielsweise bei Illumina Sequenzierung,
werden lediglich die 3°-Enden sequenziert. Als Ergebnis liefert die BRB Seq ,feature counts*
und UMI counts anstelle der transcripts per million wie sie in Illumina Seq gewonnen werden.
Eine Korrektur der gewonnenen Sequenzen iiber die Genldnge und read depth ist durch die
Verwendung nicht notwendig. Die Quantifizierung der Genexpression braucht so weniger
reads um robuste, mit volllingen RNA Sequenzierungsmethoden vergleichbare,
transkriptionelle ~ Antworten —mit  geringerer  bendtigter  Sequenzierungstiefe zu
erzeugen.Barcoding und geringere Sequenzierungstiefe ermdglichen hoheres Multiplexing

pro Probe was Kosten wie Zeitaufwand reduziert (Alpern et al., 2019; Ma et al., 2019).

Die generierten Sequenzen wurden mittels STAR dem menschlichen Genom zugeordnet
(Dobin et al., 2013). Die differentielle Genexpression wurde mit PyDESeq2 basierend auf
Wald Test Statistik berechnet (durchgefiihrt von Denise Duma) (Muzellec et al., 2023). Uber
featureCounts wurden die normalisierten reads per Gene Matrizen generiert, welche im
DataExplorer Tool des Projekts hinterlegt wurden (Liao et al., 2014).Uber den DataExplorer
sind einfache, R-gestiitzte Analysen der Daten moglich wie Generierung von Vulcanoplots
zur differenziellen Expression mit Filteroptionen {iber FDR korrigiertem p-value und log2fold
Anderung, Gene Ontology Anreicherungen sowie Signalweganalysen iiber GetGO (Boldt et
al., 2016).

INlumina Sequenzierung und Datenanalyse Imidazolstudie

Fiir die Imidazolstudie wurden Proben mittels Illumina Sequencing, gepaarte Ende (2x 50
Nukleotide) bei 25 Millionen reads pro Probe, durch die Firma StarSeq (Mainz) sequenziert.
Die fastQ Dateien wurden iiber die Galaxy Plattform analysiert, basierend auf dem RNA Seq
Datenanalyse Tutorial (Hiltemann et al., 2023; Batut et al., 2025). Zunichst wurde die

Qualitdt der Sequenzierung gepriift (FastQC/MultiQC) und iiber Cutadapt low quality reads
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und adapter aus den raw reads entfernt (Phred Score < 20 entfernt {iber Quality cutoff
trimming: 20, minimum read length: 20). Unter Beriicksichtigung von bekannten Exon-
Junctions (Gencode release 48) wurde das Mapping mit STAR auf das humane Referenz
Genome GRCh38.p14 durchgefiihrt. Uber featureCounts wurden die reads per gene bestimmt,
welche fiir die differenzielle Genexpressionsanalyse iiber DeSeq2 verwendet wurden. Daraus
resultieren die normalisierten gene counts, wie auch die berechneten log2fold der Gene, mit
Standardfehler, Wald Statistik basierter p-value und Benjamini-Hochberg korrigierte adjusted
— p-value der Wald Statistik. Uber diese Angaben wurde die Filterung/Annotation
signifikanter Ergebnisse vorgenommen. Ergebnisse die einen adjusted p-value von < 0,05 und
[logFC| >0 aufwiesen, wurden als signifikant reguliert angesehen. Fiir sie wurde eine
funktionelles Enrichmentanalyse iiber Gene Ontology und KEGG Signalwege mit der
Methode goseq und pathview durchgefiihrt (Young ef al., 2010; Luo and Brouwer, 2013;
Love et al., 2014; Liao et al., 2014; Ewels et al., 2016).

Metabolom Datenanalyse PrecisionTox

Die Extraktion, Analyse und Annotation der Metabolite wurde durch die Projektpartner der
Universitdt Birmingham durchgefiihrt. Die Extraktion erfolgte semi-automatisiert basiert auf
einer Beckman 17 robotic liquid handling platform, die aus den Methanol-Wasserproben in
einer biphasischen Extraktion polare und nicht-polare (Lipide) Fraktionen extrahiert. Die
Fraktionen wurden im Phenome Centre Birmingham {iber hybridenLiquid-Chromatographie-
Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (LC-MS(/MS)) Assay analysiert und Datensétze
fiir die polaren Metabolite und Lipidomics generiert. Die Identifikation von signifikanten
Metaboliten wurden iiber einfaktoriellen ANOVA Test der normalisierten LC-MS peak
Intensitdten ermittelt (Viant et al., 2019; Sostare et al., 2022). Die Annotation erfolgte iiber
verschiedene Methoden und Softwareldosungen gemdll den Anforderungen der Metabolomics

Standards Initiative (Fiehn et al., 2007).
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Steatosestudie Open-TG Gates Micro-Arraydaten

Fiir die Steatosestudie wurden im ASPIS Cluster insgesamt 31 steatotische und 9 nicht-
steatotische Chemikalien fiir die Studie benannt. Es konnten 6ffentlich zugédngliche Micro-
Array Datensédtze fiir vier der nominierten steatotischen Chemikalien (Amiodaron,
Tetrachlorkohlenstoff, Tamoxifen und Valproinsdure) und zwei der nicht-steatotischen
Chemikalien (Kolchizin und Imipramin) in Open TG-GATEs gefunden werden (Igarashi et
al., 2015) (Tab. 3). Der verwendete Datensatz ist unter dem Open TG-GATEs Schliissel
MTAB-798 zu finden. Er besteht aus 108 in vitro Proben primirer humaner Hepatozyten, die
mit verschiedenen Chemikalien in drei Konzentrationen (niedrig/low, mittel/middle,
hoch/high) iiber 2, 8 und 24h behandelt wurden. Die hochste verwendete Dosis wurde
definiert als Konzentration die eine 20 % Freisetzung von Laktatdehydrogenase bewirkt,
wihrend die mittlere und niedrige Dosis als s und "20 dieser Dosis festgelegt wurden
(Tamura et al., 2006; Uehara et al., 2008).

Tabelle 3:A: Liste der 31 ausgewdhlten bekannten steatotischen Chemikalien und 9 nicht-steatotischen

Chemikalien (fiir markierte Chemikalien liegen Transkriptom und Metabolomdaten vor). B: Konzentrationen der
niedrigen (low), mittleren(middle) und hohen (high) Dosis in uM des Transkriptomdatensatzes.

A Steatotic - Non_Ste,ato,tlc B Low Dose | Middle Dose | High Dose
= 2-((2-Nitro-4- = Amikacin -

" . . JAmiodarone 0.28 1.4 7
(trifluoromethyl)phenyl)amino)ethanol | =  Colchicine .
2-(2,5-Diaminophenyl)ethanol sulfate = Cumene hydroperoxide Carbon tetrachloride 300 1500 7500
2-Aminophenol * Imipramine ITamoxifen 0 5 25
2-ethylhexyl diphenyl phosphate = Minocycline Valproic acid 200 1000 5000
5-Amino-6-chloro-o-cresol = Rotenone
Amiodarone = Trisodium citrate Colchicine 0 800 4000
Benzenamine = tert-Butyl hydroperoxide \mi .
Carbon tetrachloride . frpramne 0 4 L

Tigecycline
Cetylpyridinium chloride
Chloroform

Clothianidin

Cyproconazole
Decamethylcyclopentasiloxane
Imazalil

Lilial
N-(2,2,2-Trifluoroethyl)-N-{4-[2,2,2-
trifluoro-1-hydroxy-1-
ethyl]phenyl}benzenesulfonamide
=  N,N'-Bis(2-hydroxyethyl)-2-nitro-p-
phenylenediamine

New fuchsine

N-methyl pyrroliidone
Perfluorooctanoic acid
Phenoxyethanol

Tamoxifen

Tetrachloroethylene

Tetracycline

Thiacloprid

Toluene

Tributyltin

Tributyltin fluoride

Tricresyl phosphate (TMPP)
Valproic acid

Vinyl chloride
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Das Preprocessing des Datensatz wurde von Florian Caiment (Universitit Maastricht)
durchgefiihrt. Die rohen CEL Dateien wurde in R mit Hilfe der expresso Funktion des affy
Pakets vorverarbeitet. Die Analysepipeline umfasste RMA  Hintergrundkorrektur
(bgcorrect.method="rma"), eine konstante Normalisierung (normalize.method="constant"),
PM-only  Probenkorrektur  (pmcorrect.method="pmonly") und median  polish
Zusammenfassung (summary.method="medianpolish"). Um die Verwendung aktuellster
Genannotationen zu gewihrleisten wurde eine benutzerdefinierte BrainArray CDF (version
25) verwendet. Die finale normalisierten Expressionsmatrixen wurden in den weiteren

Analysen verwendet.

R-ODAF und Analysenaufbau

Der Omics Data Analysis Framework for Regulatory Application (R-ODAF) Workflow ist
ein Werkzeug fiir die Rohdatenanalyse aus Micro-Array Experimente und Next Generation
Sequencing Daten. Die Analysepipeline wurde entwickelt als standardisiertes Werkzeug
welches durch verbesserte statistische Kriterien falsch-positive Ergebnisse, technische
Artefakte und biologisches Rauschen reduziert, wodurch die Genauigkeit der Analyse von
Micro-Array- und RNA-Sequenzierungsdaten erhoht wird (Verheijen et al., 2022). Die R-
ODAF Analysen wurden von Marcha Verheijen (Universitit Maastricht) durchgefiihrt. Die
folgenden Filterkriterien wurden verwendet: [logFC| >0, adjusted p-value < 0,05 sowie

Average Expression > 6.

Alle mit steatotischen Chemikalien behandelten Proben wurden als gemeinsamer Datensatz
betrachtet und konventionell nach Dosis und Zeit differenziert analysiert, jeweils im
Vergleich zur klassischen Kontrolle aus unbehandelten Proben. Zusitzlich erfolgte ein
Vergleich mit einer gepoolten Kontrolle, bestehend aus unbehandelten sowie mit nicht-
steatotischen Chemikalien behandelten Proben. Neben kombinierten Dosis-Zeit-Analysen
wurden auch Einzelfaktoranalysen fiir Dosis oder Zeitnormiert auf klassische wie gepoolte
Kontrolle durchgefiihrt. Fiir zeitbasierte Analysen wurden die Proben nach
Behandlungszeitpunkten gruppiert und umfassten alle Dosen. Fiir dosisbasierte Analysen
erfolgte eine Einteilung in niedrige, mittlere und hohe Dosis, jeweils iiber alle Zeitpunkte

hinweg.
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Die R-ODAF Filterkriterien wie oben genannt resultierten in 80 % der Analysen zu 0
signifikant regulierten Genen. Daher wurden um weitere Analysen durchfiihren zu kénnen, in
diesen Fillen, mit alternativen Filterkriterien differenziell regulierte Gene bestimmt. Anstelle
des FDR basierten adjusted p-value wurde hier der einfach p-value von < 0,05 angewandt,
was nicht dem eigentlichen Verwendungsgedanken des R-ODAF entspricht. Dies wurde in
den weiteren Methoden in der Wahl der statistischen Mittel fiir die Belastbarkeitseinschitzung

der Ergebnisse beriicksichtigt (siche 2.6. GSEA).

Steatosestudie Metabolomdatenanalyse

Fiir die Steatosestudie wurden 6ffentliche Metabolitdaten fiir sechs steatotische (Amiodaron,
Cyclosporin A, Fialuridin, Tamoxifen, Tetracyclin und Valproinsdure) sowie sechs nicht-
steatotische Chemikalien (Amikacin, Citrat, Kolchizin, Gentamicin, Imipramin und
Cumolhydroperoxid) aus Martinez-Sena et al.verwendet(Martinez-Sena et al., 2023)(Tab. 4).
Die Daten stammen aus HepG2-Zellen, die fiir 24h mit vier verschiedenen Konzentrationen
(1, 10, 100 und 1000 uM) oder bis zur maximalen Ldslichkeitsgrenze fiir 24h behandelt
wurden. Die Generierung von Multivarianzmodellen erfolgte mit SIMCA®© (Sartorius) und
wurde wie auch die weiteren Analysen von Rita Ortega-Vallbona (ProtoQSAR SL., Paterna,
Spanien) und Martina Palomino-Schitzlein (MolDrug Al Systems SL, Valencia, Spanien)
durchgefiihrt.

Tabelle 4: Liste der verwendeten steatotischen und nicht-steatotischen Chemikalien, die in der Metabolomstudie
genutzt wurden. Chemikalien wurden zur Datenerhebung in Konzentrationen 1, 10, 100 und 1000 uM eingesetzt,
wo dies durch maximale Loslichkeitsgrenzen nicht moglich war, wurden stattdessen die hochstmoglichen
Konzentrationen eingesetzt wie folgt: Amiodaron (540 uM), Cyclosporin A (300 uM), Fialuridin (500 pM) und
Tamoxifen(510 pM).

Steatotic Non-Steatotic

* Amiodarone =  Amikacin

= Cyclosporine A = (Citrate

* Fialuridine =  Colchicine

= Tamoxifen *=  Cumen hydroperoxide
= Tetracycline = Gentamicin

= Valproicacid * |mipramine

Uniiberwachte Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurde fiir Clustertrends durchgefiihrt. Die
Modellierung der Partial Least Squares-Discriminant Analysis (PLS-DA) wurde durchgefiihrt,
um die signifikant verdnderten Metaboliten mit den erhaltenen VIP-Werten (Variable
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Importance in Projection) zu identifizieren. Die Signifikanz von Metaboliten mit VIP-Werten
< 1 wurde durch eine univariate statistische Analyse zwischen den Gruppen (Student's t-Test
fiir Variablen mit Normalverteilung und Mann-Whitney U-Test fiir alle weiteren) bestétigt
und durch Vulcanoplots {iber Python mit Hilfe der Matplotlib-Bibliothek visualisiert (Student,
1908; Hunter, 2007; McKnight and Najab, 2010).

2.6 Systembiologische Methoden

GSEA (Steatosestudie)

Da die Filterkriterien des R-ODAF fiir einen GroBteil der Analysen stark abgeschwécht
wurden, wurde flir alle ermittelten DEG-Listen (unabhéngig von FDR oder nicht-FDR
basiertem Filterkriterium) eine Vorsortierung iiber den robustere t-Statistikwert
vorgenommen(Krzywinski and Altman, 2013). Mit diesen vorsortierten/preranked Listen
wurde anschlieBend eine Gensetanreicherungsanalyse mit GSEA (Version 4.4.0, Broad
Institute, Inc., Massachusetts Institute of Technology, USA) durchgefiihrt. GSEA vergleicht
im Genset-Permutationstest den Anreicherungswert (enrichmentscore ES) der zu
analysierenden Genliste, mit den ermittelten ES Werten aus der standardmifBig 1000-fachen
Wiederholung der Analyse mit zufdlligen Genlisten gleicher GroBe. Anreicherungswerte von
Signalwegen werden fiir die zu analysierende Genliste schrittweise von oben nach unten in
der Rangliste berechnet, wobei der ES-Wert erhoht wird, wenn ein Gen Teil des Signalwegs
ist, andernfalls wird der Wert gesenkt. Die laufenden Summenwerte werden gewichtet, was
die Anreicherung von Genen die ganz oben oder ganz unten in der zu analysierenden
Rangliste stehen, verstirkt. Der ES-Wert wird als Maximalwert der laufenden Summe
berechnet und im Verhiltnis zu Grofe des jeweiligen Signalwegs normalisiert, was den
Normalisierten ES Wert (NES) ergibt. Aufgrund des prerankings iiber die t-Statistik ist die
Regulation dieses Werts zwar mit hoch- und Herunterregulation verkniipft, jedoch weniger
aussagekriftig als es log2fold-Angaben wiren.Ebenfalls wird ein permutationsbasierter p-
value berechnet und fiir Mehrfachtests korrigiert, was einen permutationsbasierten FDR-
korrigierten p-value ergibt, der hier bei < 0,05 als signifikant betrachtet wurde.
StandardmifBig durchsucht die GSEA-Desktop-Software MSigDB-Gensatzdatenbanken,
welche kuratierte Signalwege, verdffentlichte Gensignaturen, microRNA Zielgene und

weitere Gensatztypen beinhaltet. Fiir die Steatoseanalysen wurden die Datenbanken Hallmark
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Genes, Wikipathway und GO Biological Processes verwendet (Subramanian et al., 2005;

Liberzon et al., 2015; Reimand et al., 2019; Agrawal et al., 2024).

DEVEA (Steatosestudie)

Die flexible shiny Applikation DEVEA (Data Visualization and Enrichment Analysis of
transcriptomics data Werkzeug) wurde lokal aus der github Version vom 26. Juni 2024
verwendet. DEVEA bietet ein interaktives Werkzeug fiir in silico Analysen, die keine
Programmierkenntnisse der Nutzer bendtigt und filir differenzielle Expression und
Anreicherungsanalysen und deren Visualisierung genutzt werden kann. Es kann mit multiplen
und flexiblen Datenquellen und Formaten gearbeitet werden und experimentspezifisch
statistische Methodik angewandt werden. Fiir alle DEG-Listen die auf FDR-basiertem p-value
von < 0,05 aus R-ODAF berechnet wurden, wurde nach Regulation {iber log2fold getrennt
mit simple DEVEA (Genliste ohne weitere statistische Angaben) eine Signalweganreicherung
iiber Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) durchgefiihrt. Steatose relevante
Signalwege, die signifikant mit p< 0,05 reguliert waren, wurden mit Heatmaps iiber das R-
Paket ggplot2 visualisiert und iiber die KEGG Homepage die vollstindigen, aktuellsten
Versionen der Signalwege koloriert und bezogen (Kanehisa and Goto, 2000; Riquelme-Perez

et al., 2022; Kanehisa et al., 2025).

Gene Ontology Term Analyse

GO Term Anreicherungsanalysen wurden fiir alle Projekte dieser Arbeit fiir ausgewdéhlte
Genlisten durchgefiihrt {iber Enrichr und Enrichr KG (Knowledge Graph)(Chen et al., 2013;
Xie et al., 2021; Evangelista et al., 2023). Beide sind web-basierte Anreicherungs-
analysewerkzeuge die Genlisten ohne Gewichtung bzw. ohne Beriicksichtigung von
Sortierung analysieren, basierend auf dem exakten Signifikanztest nach Fisher. Enrichr bzw.
Enrichr KG ist einfach und schnell zu nutzen und bietet umfangreiche interaktive Funktionen,
die auf mehr als 100 Gendatenbanken und etwa 180.000 Gendatensitzen, die in
verschiedenen, spezifischen Bibliotheken flir Erkrankungen oder Gewebetypen etc.
kategorisiert sind zugreifen. Uber Enrichr-KG ist zusitzlich die Visualisierung der

Zusammenhdnge von Genen, regulierten Signalwegen und funktionellen Aspekten wie GO —
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oder Phénotypbegriffe mdglich. Hierzu wurden die Standardeinstellungen von mindestens 3

Verkniipfungen je Gen fiir die Visualisierung verwendet.

2.7 Statistik

Statistische Berechnungen und Abbildungen der AHM wurden in Microsoft Office Excel
2007 erstellt. Bestimmt wurden die statistischen Signifikanzen mittels des zweiseitigen
Student’s t-Test mit p-Werten: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Die Berechnung wurde auf
die jeweilige Kontrolle bezogen.Fiir die verschiedenen Sequenzierungen und

systembiologischen Methoden sind die statistischen Methoden in 2.5 und 2.6 angegeben.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Regulation frither molekularer Marker der Steatose in humanen Leberzellen nach

Chemikalienexposition

Im Zuge des ASPIS-Kooperationsprojektes wurde mit einem Offentlichen Micro-
Arraydatensatz primédrer humaner Hepatozyten eine Reanalyse zu Identifikation frither
Signalwege und Faktoren der Steatoseentstehung durchgefiihrt. Besonderes Interesse bestand
am Einfluss von Dosis und Zeit als Einzelfaktoren, wie auch der Kontrollkondition auf die
Analyse und die Relevanz von identifizierbaren Signalwegen fiir den aktualisierten Steatose

AOP.

3.1.1 Einfluss von Kontrollkondition, Dosis und Zeit auf die differenzielle

Genexpressionsanalyse

Zur Grundlage weiterfiihrender Analysen wurde eine differenzielle Genexpressionsanalyse
unter Verwendung des Omics Data Analysis Framework for Regulatory Application (R-
ODAF) von Marcha Verheijen, nach Vorbereitung des Datensatzes durch Florian Caiment
(beide Universitidt Maastricht, siche Material und Methoden), durchgefiihrt, dass eine robuste
und reproduzierbare Datenvorverarbeitung ermoglicht. Zunéchst erfolgte die Identifikation
differentiell exprimierter Gene durch den Vergleich der Gesamtheit der mit steatotischen
Chemikalien behandelten Proben mit einer unbehandelten Kontrolle (klassische Kontrolle)
iiber alle Zeitpunkte (2, 8 und 24h) und Dosierungen (niedrig [L], mittel [M], hoch [H])
hinweg (vgl. Abb. 6 A). Dabei zeigte sich zum frithesten Zeitpunkt (2h) vorrangig eine
dosisabhingige Herunterregulation, wahrend zu spéteren Zeitpunkten (8 und 24h) vermehrt

hochregulierte Gene detektiert wurden — auch bei niedriger Dosierung.

Ergidnzend wurde eine alternative Kontrolle, eine gepoolte Kontrolle, bestehend aus
unbehandelten Proben sowie Proben, die mit nicht-steatotischen Substanzen behandelt

wurden, eingesetzt. Der Vergleich mit dieser Referenz offenbarte insbesondere zu den
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spiteren Zeitpunkten (8 und 24h) einen deutlichen Anstieg der Zahl regulierter Gene bei
mittlerer und hoher Dosis (vgl. Abb. 6). Dies ldsst sich vermutlich darauf zuriickfiihren, dass
die nicht-steatotischen Substanzen eine Herunterregulation der betrachteten Gene bewirken,
was den Kontrast zur Wirkung von steatotischen Chemikalien erh6ht. Dies wurde in einem
Kontrollexperiment, welches die gepoolte gegen die klassische Kontrolle vergleicht, bestitigt

(Abbildung A 1).

Zur getrennten Betrachtung der Faktoren Dosis und Zeit wurden alle Proben entweder nach
Zeit (alle Dosierungen) oder nach Dosis (alle Zeitpunkte) gruppiert und auf jeweils beide
Kontrollvarianten normiert. Fiir den Faktor Zeit zeigte sich, dass die spéteren Zeitpunkte (8
und 24 h) unabhéngig von der Kontrollvariante die stirkste Regulation aufwiesen, wobei der
Bezug auf die gepoolte Kontrolle zu einer nahezu verdoppelten Anzahl an DEGs fiihrte. Im
Hinblick auf den Faktor Dosis zeigte die niedrige Dosis unter Bezug auf die klassische
Kontrolle die hochste DEG-Anzahl, wéihrend bei derNormierung auf die gepoolte Kontrolle
besonders bei mittlerer und hoher Dosis ein starker Anstieg der regulierten Gene beobachtet

wurde (vgl. Abb. 6 B und C).

Behandlung gegentiber klassischer Kontrolle Behandlung gegentiber gepoolter Kontrolle
(T/CQ) (T/PC)
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Abbildung 6: Die Anzahl differenziell exprimierte Gene induziert durch steatotische Chemikalien ist zeit- und
dosisabhingig. A: DEG Analyse in primdren humane Hepatozyten. Gezeigt sind die identifizierten DEG zu
versch. Zeitpunkten und Dosen verglichen mit klassischer Kontrolle links (T/CC) und gepoolter Kontrolle
(T/PC) rechts. B: DEG Analyse gegeniiber Zeit als Einzelfaktor. Alle Proben aller Dosen wurden je Zeitpunkt
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analysiert. C: DEG Analyse gegeniiber Dosis als Einzelfaktor. Alle Proben aller Zeitpunkte wurden je Dosis
analysiert. (L= niedrige Dosis, M = mittlere Dosis, H = hohe Dosis). Alle Analysen die mit einem * markiert
sind basieren auf FDR-korrigiertem p-value <0,05, alle weiteren wurden iiber nominalen p-value <0,05
bestimmt.

Anzumerken ist, dass nur in Bezug auf die gepoolte Kontrolle und getrennter Betrachtung von
Dosis und Zeit (sowie im Kontrollexperiment der gepoolten gegen die klassische Kontrolle)
DEGs basierend auf einem FDR-korrigierten p-value < 0,05 identifiziert werden konnten (vgl.
Abb. 6, markiert mit *). In allen {ibrigen Féllen wurde aufgrund fehlender Signifikanz unter
FDR-Korrektur auf den nominalen p-value < 0,05 zuriickgegriffen. Dies entspricht nicht dem
regulatorischen Anspruch von R-ODAF, ist jedoch vor dem Hintergrund der frithen
Zeitpunkte und niedrigen Dosen in den TG-Gates-Micro-Array-Daten (hohe Dosis entspricht
~IC10 bis IC25 je nach Chemikalie) nachvollziehbar, da die Gesamtexpression nur schwach
verdndert ist. Um dennoch eine umfassende Analyse zu ermdglichen, wurde fiir alle DEG-
Listen eine Rangordnung der Gene nach t-Statistik-Wert erstellt und mit diesen weiter

verfahren.

Diese Ranglisten dienten als Grundlage fiir eine GSEA (Gene Set Enrichment Analysis;
Version 4.4.0, Broad Institute), da der t-Statistik-Wert unter den gegebenen Bedingungen ein
stringenteres statistisches Mittel zur Reduktion von falsch-positiven Ergebnissen darstellt
(Krzywinski and Altman, 2013). Fiir eine erste Ubersicht wurde ein nominaler p-value< 0,05
als Filterkriterium flir angereicherte Signalwege der GSEA PEA verwendet. Dabei zeigten
Analysen gegeniiber der gepoolten Kontrolle nicht nur mehr regulierte Gene, sondern auch
eine groflere Anzahl betroffener Signalwege. Signalwege mit direktem Bezug zur Steatose-
Pathogenese, wie die B-Oxidation von Fettsduren, Ferroptose, Lipoproteinmetabolismus und
PPAR-Signalwege wurden angezeigt.Fiir die anschlieBenden Analysen wurdendie
permutationsbasierten FDR-korrigierten p-values< 0,05 verwendet. Die so identifizierten
Signalwege sind mit hoher Wahrscheinlichkeit durch Behandlung mit steatotischen
Chemikalien reguliert und von biologischer Relevanz. Es ist jedoch zu erwédhnen, dass eine
Vielzahl der fiir die Steatose als relevant erachteten Signalwege diese Grenzwerte nicht

erfullten.

3.1.2 Identifikation Steatose-relevante Signalwege

Im Rahmen der Auswertung wurden alle Genlisten aus den insgesamt 30 verschiedenen

Transkriptomanalysen zu Dosis pro Zeit, sowie den Einzelfaktor Analysen (Dosis und Zeit
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separat) gegeniiber beiden Kontrollvarianten beriicksichtigt. Es wurden jedoch ausschlielich
Signalwege und biologische Prozesse, die durch Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) mit
permutationsbasiertem korrigierten p-Werten < 0,05 als signifikant reguliert identifiziert
wurden verfolgt. Insgesamt wurden fiir niedrige Dosen erst zu spiteren Zeitpunkten
signifikante funktionelle Verdnderungen detektiert. Im Gegensatz dazu blieb der frithe

Zeitpunkt (2h) beidiesen Analysen ohne signifikante Resultate.

Transkriptionsverdnderungen sollten stets im funktionellen Kontext interpretiert werden,
weshalb die Regulation einzelner Gene in Bezug auf ihre potenzielle Wirkung auf zelluldre
Funktionen wie Stoffwechsel, Signalwege und Differenzierungsprozesse betrachtet wurde
(Farr and Dunn, 1999; Oberemm et al., 2005). Fiir die funktionelle Annotation kamen die
Datenbanken WikiPathways, Hallmark Genes und Gene Ontology (GO) zu biologischen
Prozessen zum Einsatz, mit besonderem Interesse an fiir die Steatose relevanten Signalwegen
und Prozessen wie sie durch aktuelle Advers Outcome Pathways (AOP) belegt sind(Liberzon
et al.,2015; Mellor et al., 2016; Agrawal et al., 2024; Verhoeven et al., 2024).

In der kombinierten, iiblichen Analyse von Dosis per Zeit, war die mittlere Dosis nur im
Vergleich zur gepoolten Kontrolle angezeigt. Unter den wenigen signifikant regulierten
Signalwegen die liber WikiPathways identifiziert wurden, stach der NRF2-Signalweg hervor,
der fiir beide Kontrollen unter den herunterregulierten Bedingungen identifiziert wurde (Abb.
7). NRF2 ist ein =zentraler Transkriptionsfaktor des KEAPI-NRF2-Signalwegs zur
Aufrechterhaltung der zelluliren Redoxhomoostase und spielt eine Rolle in
Entziindungsprozessen und oxidativem Stress, unter anderem iiber die Interaktion mit dem
NF-kB-Signalweg(StoBer et al., 2023). Auch der Retinoid-X-Rezeptor alpha (RXRa), der
NRF2 in seiner Aktivitdt hemmt, ist als relevanter Interaktionspartner in
Diabeteserkrankungen und Entziindungsvorgéngen bekannt (Saha et al., 2020; Ngo and
Duennwald, 2022).Weitere auffillige Signalwege waren die mRNA-Prozessierung und der
Pyrimidinmetabolismus, die insbesondere normiert auf die gepoolte Kontrolle deutlich
reguliert waren. Prozesse zu Fettsdure Transport, MAPK-Kaskaden, PI3K-AKT-Signalweg
und Cholesterinmetabolismus, vor allem gegeniiber der gepoolten Kontrolle, die zum

nominalen p-value angezeigt waren, entfielen in der stringenteren statistischen Filterung.
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Abbildung 7: Identifizierte Signalwege und Prozesse der GSEA Analyse fiir Zeit und Dosis. Ergebnisse der
Datenbank WikiPathways (links) und Hallmark Genes (rechts) fiir mit steatotischen Chemikalien behandelten
priméren humanen Hepatozyten gegeniiber klassischer und gepoolter Kontrolle.(L= niedrige Dosis, M = mittlere
Dosis, H = hohe Dosis; 8 /24 h, p= positive NES-Werte, n= negative NES-Werte)

In Bezug auf die Hallmark-Gene-Datenbank wiesen die Expositionsdatennormiert auf die
klassische Kontrolle lediglich eine Signifikanz bei niedriger Dosis und 8h bzw. 24h auf.
Gegeniiber der gepoolten Kontrolle konnten bei allen Dosisbedingungen bei 24h, sowie
niedriger und hoher Dosis bei 8h Signalwege identifiziert werden. Bezogen auf beide
Kontrollen wurde eine Regulation der UPR (Unfolded Protein Response) angezeigt. Der
NES-Wert ist negativ was fiir eine eher gechemmte Wirkung auf die Anzeige von ER-Stress
und eine TNFa-vermittelte NF-kB-Signalkaskade andeutet(Lebeaupin et al., 2018; Liu and
Green, 2019). Auch die Regulation des mTOR-Signalwegs, welcher fiir Zellwachstum und

metabolische Anpassung essenziell ist, wurde in beiden Kontrollvarianten beobachtet.

Die GO-Term-Datenbank zu biologischen Prozessen zeigte die meisten Signale flir alle
Dosisstufen nach 8h und 24h Behandlung bezogen auf beide Kontrollen. Manche Prozesse
wie beispielsweise ribosomale Prozesse, MRNA Prozessierung und Zellzyklusaspekte sind

gegeniiber beiden Kontrollen reguliert, wenn auch gegeniiber der gepoolten Kontrolle
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héufiger. Auch sind Apoptose wie auch der ER-Stress nur normiert auf die gepoolte Kontrolle
angezeigt. Auffillig ist, dass jenseits des allgemeinen Lipidmetabolismus der gegeniiber
beiden Kontrollen reguliert ist, keine weiteren Prozesse beziiglich Phospholipid- bzw.
Fettsdurestoffwechsel oder auch weitere Signalwege in Bezug auf die Steatose bei diesen

Filterkriterien angezeigt werden (Abb. 8).
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Abbildung 8: Identifizierte Prozesse der Zeit und Dosis betrachtenden GSEA Analyse in Bezug auf die Datenbank GO Biologische Prozesse fiir mit steatotischen Chemikalien behandelten priméren
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In den Analysen zur Dosis als Einzelfaktor, wurden {iber WikiPathways nach Behandlung fiir
alle Dosisstufen signifikante Signalwege normiert auf die gepoolte Kontrolle detektiert,
wihrend normiert auf die klassische Kontrolle nur bei niedrigen und hohen Dosen
signifikante Verdnderungen detektiert wurden. mRNA-Prozessierung war in beiden
Kontrollvarianten reguliert angezeigt. Gegeniiber der klassischen Kontrolle ist zusdtzlich die
Regulation von Glukokortikoid-Signalwegen sowie Transportprozessen fiir Fettsduren und
Lipoproteine zu verzeichnen, welche gegeniiber der gepoolten Kontrolle nicht beobachtet
wurden. Hier waren hingegen Prozesse wie Autophagie und zelluldre Seneszenz vertreten,
wie in Abbildung 9zu sehen ist. Fiir den nominalen p-value Filter angezeigte Prozesse wie
Cholesterinmetabolismus, PI3K-Akt- oder PPAR-Signalweg erfiillen nicht die feineren
Filterkriterien. Die Hallmark-Gene-Datenbank bestdtigte auch hier die Regulation der UPR
und TNFa-Signalwege sowie des mTOR-Signalwegs gegeniiber beiden Kontrollen. Dartiber
hinaus wurden in den Analysen normiert auf die gepoolte Kontrolle auch Hypoxie-, KRAS-
sowie die spite Ostrogensignalwegantwort identifiziert. KRAS ist Teil der Ras-/MAPK-
Signalkaskade, die in Stressantworten und Zelliiberleben involviert ist (Strumberg et al.,
2002; Xu et al., 2019a). Die spite Ostrogenantwort ist insofern interessant, da sie in herunter
regulierten Analysen angezeigt ist. Eine Depletion von Ostrogen beispielsweise in der
Menopause, aber auch die Ostrogensignalaktivititsminderung durch Antagonisten, wie
beispielsweise Tamoxifen, ist als Risikofaktor fiir Lebersteatose im Menschen wie in
verschiedenen Mausmodellen gezeigt worden (Koulouri et al., 2008; Saphner et al., 2009;

Chambliss et al., 2016; Hart-Unger et al., 2017; Quinn ef al., 2018)
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Abbildung 10:Identifizierte Signalwege und Prozesse der GSEA Analyse fiir Dosis als Einzelfaktor. Ergebnisse
der Datenbank WikiPathways (links) und Hallmark Genes (rechts)fiir mit steatotischen Chemikalien behandelten
primdren humanen Hepatozyten gegeniiber klassischer und gepoolter Kontrolle. (L= niedrige Dosis, M =
mittlere Dosis, H = hohe Dosis; p= positive NES-Werte, n= negative NES-Werte)

Die GO-Datenbank war auch in diesem Zusammenhang die ergiebigste Quelle und zeigte fiir
alle Dosisstufen zahlreiche regulierte Prozesse, darunter Zellzyklusregulation, mRNA-
Prozessierung sowie Signalwege von spezifischem Interesse wie Insulin- und
Fettsduremetabolismus (Abb. 10). Lipidmetabolismus war erneut gegeniiber beiden
Kontrollen angezeigt, jedoch erfiillten gegeniiber der klassischen Kontrolle eine hohere
Anzahl weiterer Fettsdaurestoffwechselprozesse wie Gylcerolipid und
Glycerophospholipidmetabolismus die Filterkriterien (gegentiber gepoolter Kontrolle mit 0,01
bzw. 0,045 FDR-p-value). Fiir Phospholipidmetabolismus war dies jedoch ausschlieflich
gegeniiber der gepoolten Kontrolle der Fall. Ebenso fiir Zytoplasmatische Transporte, MAPK-
Kaskaden und Autophagie.
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Bei Betrachtung des Faktors Zeit wurden in der WikiPathways-Datenbank fiir die Analysen
bezogen auf die gepoolte Kontrolle chemokinvermittelte Signalwege, der Insulin-Signalweg,
Ferroptose sowie der Sterol-reguliertes Element bindende Protein(SREBP)-Signalweg
detektiert. Dabei handelt es sich um einen wichtigen Teil der Phospholipid und de novo
Lipogenese Regulation (van der Veen et al., 2017).Prozesse die {iber den nominalen p-value
angezeigt wurden wie der TNFa-, PI3K-Akt-, Insulin- oder PPAR-Signalweg, vorranging in
Expositionen normiert zur gepoolten Kontrolle, erfiillten auch hier die Filterkriterien des
permutations-basierten FDR p-value nicht. Wie in der Dosis-spezifischen Analyse wurden
ebenfalls ausschlieflich gegeniiber der klassischen Kontrolle Transportprozesse fiir Fettsduren
und Lipidproteine angezeigt. In der Hallmark-Gene-Datenbank wurden gegeniiber beiden
Kontrollen die UPR, TNF-Signaling, mTOR- und MYC-Zielgene identifiziert, wobei die
Regulation in der gepoolten Kontrolle stirker ausgepragt war. Ergéinzend wurden gegeniiber
der gepoolten Kontrolle p53-vermittelte Signalprozesse, Apoptose, Hypoxie, KRAS- und

spite Ostrogensignalwege angezeigt, zu sehen in Abbildungl1.
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Abbildung 13: Identifizierte Signalwege und Prozesse der GSEA Analyse fiir Zeit als Einzelfaktor. Ergebnisse
der Datenbank WikiPathways (links) und Hallmark Genes (rechts)fiir mit steatotischen behandelten priméren
humanen Hepatozyten gegeniiber klassischer und gepoolter Kontrolle. (8 /24 h; p= positive NES-Werte, n=
negative NES-Werte)
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die GO-Term-Datenbank wies auch hier eine Vielzahl signifikanter Prozesse auf, mit deutlich
mehr Fettsduremetabolismus bezogenen Prozessen als in der klassischen Dosis per Zeit oder
Einzelfaktor Dosis Analyse. Gegeniiber beiden Kontrollen wurden ER-Stressantwort und
deren Regulation sowie verschieden Prozesse rund um mRNA Metabolismus, Prozessierung
und allgemein Translation und Transkription angezeigt (Abb. 12). Gegeniiber Zeit als
Einzelfaktor ist die Anzahl regulierter Prozesse zwischen den beiden Kontrollen sehr dhnlich,
jedoch tiberraschend fiir die positiv regulierten Expositionsdaten zu 24h gegeniiber der
klassischen Kontrolle, welche deutlich stirker reguliert waren, als gegeniiber der gepoolten
Kontrolle. Auch erfiillten in dieser, wie auch weiteren Behandlungen gegeniiber der
klassischen Kontrolle, mehr Instanzen die Filterkriterien in Bezug auf Fettsduremetabolismus
und weiteren Prozessen zu Glycerolipid-, Glycerophospholipid- und Phospholipidprozessen,
die deutlicher geringer oder nicht gegeniiber der gepoolten Kontrolle angezeigt wurden. Unter
den ausschlieBlich gegeniiber der gepoolten Kontrolle angezeigten Prozessen war die
Zellredoxhomdostase, positive Regulation von MAP Kinasen und MAPK Kaskaden, sowie

apoptotische Signalwegregulation und Apoptose in Reaktion auf ER —Stress.
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Abbildung 14: Identifizierte Prozesse der Zeit betrachtenden GSEA Analyse in Bezug auf die Datenbank GO Biologische Prozesse fiir mit steatotischen Chemikalien behandelten priméren humanen
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1.3 Relevanz der ermittelten Signalwege in Bezug auf den etablierten Adverse Outcome

Pathway fiir die Steatose

In den GSEA Analysen konnten bereits fiir die Steatose relevante Signalwege identifiziert
werden. Sowohl {iiber die Standardanalyse von Dosis per Zeit, jedoch mit mehr
Bezugspunkten relevant zur Steatose in den Einzelfaktorbetrachtungen von Dosis und Zeit.
Gegeniiber der gepoolten Kontrolle konnten in diesem Analyseansatz weniger steatose-
relevante Signalwege und Prozesse unter permutations-basiertem FDR p-value nachgewiesen
werden, als dies zu nominalem p-value der Fall war. Die Wahl der Filterkriterien verbessert
den Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse und erhoht die Belastbarkeit der Ergebnisse. Es ist
festzustellen, dass sich relevante Muster und damit konsistente biologische Signale, die fiir

steatotische Pathogenese relevant sind, dennoch feststellen lassen.

Fiir die Analysen die im R-ODAF DEGs mit FDR-basiertem p-value ergaben (Zeit (ohne 2h)
bzw. Dosis gegeniiber der gepoolten Kontrolle) wurden weitere Signalweganreicherungs-
analysen liber das DEVEA Werkzeug unter Einbezug der log2fold Werte in Kombination mit
dem Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes Webbrowser durchgefiihrt. Hierfiir wurde
zundchst eine Auswahl Steatose relevanter Signalwege erfasst (Abb. 13). Die Auswahl deckt
Signalwege der MIEs (wie beispielweise PPAR- und AMPK-Signalwege), weiterer
Schliisselereignisse (wie beispielweise mTOR-Signalweg, TNF-Signalweg, Cholesterin- und
Fettsdurestoffwechsel, Insulinresistenz) und spiten Aspekte des Steatose AOPs (wie
Apoptose, Leberkarzinome und NAFLD) ab. Fiir die Analysen aufgeteilt nach Dosis und Zeit
sind diese deutlich reguliert mit deutlicherer Regulation von Sphingo- und
Glycerolipidmetabolismus sowie NF-kB-Signalkaskade und Mitophagie, wenn die Effekte

speziell auf die Dosis bezogen werden.
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Abbildung 16: Signalweganreicherungsanalyse (Pathway Enrichment Analysis; PEA) fiir Zeit oder Dosis als
Einzelfaktor. Gezeigt ist eine Auswahl identifizierterSteatose-relevanter Signalwege basierend auf DEGs aus der
Exposition mit steatotischen Chemikalien gegeniiber einer gepoolten Kontrolle. Links: PEA fiir Zeit als
Einzelfaktor. Alle Proben aller Dosen wurden gepoolt und nach Zeit getrennt analysiert. Rechts: PEA fiir Dosis
als Einzelfaktor. Alle Proben aller Zeitpunkte wurden nach Dosis getrennt analysiert (L= niedrige Dosis, M =
mittlere Dosis, H= hohe Dosis). Die gezeigte Heatmap ist farbcodiert {iber p-value der Signalwege.

Fiir Signalwege von besonderem Interesse wie PPAR- und mTOR, aber auch dem
Cholesterinstoffwechsel und chemische Karzinogenese-reaktive Sauerstoffspezies wurden

weitere Untersuchungen durchgefiihrt.

Der vollstindige PPAR-Signalweg, wie er in der aktuellsten Version der KEGG-Datenbank
bereitgestellt wird ist in Abbildung 14 zu sehen, mit farblicher Kennzeichnung regulierter
Gene durch die Analysen fiir Dosis gegeniiber der gepoolten Kontrolle. Die Aktivierung von
PPAR ist in aktuellen AOPs fiir Steatose als ein wichtiger MIE anerkannt (Mellor et al., 2016;
Verhoeven et al., 2024).

Die Regulation von PPAR konnte in den GSEA basierten Analysen zwar unter nominalen p-
value Bedingungen jedoch nicht in den Analysen mit FDR-basierten statistischen Mitteln

auch gegeniiber der gepoolten Kontrolle nachgewiesen werden. Uber DEVEA ist der PPAR
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3 Ergebnisse und Diskussion

Signalweg fiir die Dosis-bzw. Zeit-bezogenen Analysen nach Chemikalienexposition

gegeniiber der gepoolten Kontrolle reguliert und damit insgesamt impliziert.

Wie in Abbildung 14 zu sehen sind insbesondere Gene, die mit dem Lipidtransport (APOA4,
APOAS), dem Cholesterinstoffwechsel (CYP27A1, CYP8BI1), der Fettsdureoxidation
(LCAD, ACO) und allgemein mit der Lipidhomdostase zusammenhdngen, wie z. B.
Fettsauretransporter (FATP1/4), hochreguliert. Insbesondere wurden auch PPAR-alpha
(PPARA) und sein Heterodimerisierungspartner Retinoid-X-Rezeptor alpha (RXRA)

induziert, dessen Interaktionspartner Nrf2 tiber GSEA identifiziert wurde.
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Eine Unterfamilie der nukledren Hormonrezeptoren, die Peroxisom-Proliferator-aktivierten

Rezeptoren (PPAR), spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulierung des hepatischen

Lipidstoffwechsels und der Entziindung, die beide fiir die Entstehung von Steatose und

MASLD von zentraler Bedeutung sind. Es gibt drei Subtypen von PPARs (a, /6 und vy), die

jeweils unterschiedliche Aufgaben und Expressionsmuster haben. In Hepatozyten spielt

PPAR a eine Rolle bei der Fettsdureaufnahme und B-Oxidation sowie beim Gallen- und

Aminosédurestoffwechsel. Im Gegensatz dazu ist PPAR /8 hauptsédchlich an der De-novo-

Lipogenese, der Glukoseverwertung und auch der B-Oxidation beteiligt. PPAR vy ist
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3 Ergebnisse und Diskussion

entscheidend fiir die Aufnahme von Fettsduren und die Bildung von Lipidtropfchen, was zu
einem erhohten Fettgehalt der Hepatozyten im Rahmen der Steatose fiihrt (Kersten et al.,

2000; Christofides et al., 2021; Fougerat et al., 2024).

Die beobachtete Deregulierung der PPAR-Signalgebung durch steatotische Chemikalien steht
daher im Einklang mit friiheren Beobachtungen (Chen ef al., 2023a; Verhoeven et al., 2024;
Pan et al., 2024). Wihrend die Aktivierung von PPAR B/6 und PPAR vy in der Regel den
Lipidgehalt erhoht, reduziert die PPAR a-Signalgebung im Allgemeinen die intrazelluldre
Lipidakkumulation. Die Tatsache, dass steatotische Chemikalien den PPAR-a-Signalweg
regulieren, mag kontraintuitiv  erscheinen, doch wurden &hnliche Befunde in
Transkriptomanalysen der Leber von Méusen berichtet, die Amiodaron und Valproinsdure
ausgesetzt waren (Vitins et al., 2014). Eine solche Hochregulierung der PPAR-a-
Signalgebung konnte eine adaptive Reaktion widerspiegeln, die darauf abzielt, der

schidlichen tibermafigen Lipidakkumulation entgegenzuwirken.

A Dosis

KEGG_2021_Human - PPAR signaling pathway
GO _Biological_Process_2021 - positive regulation of lipid biosynthetic process (GO:0046889)
GO _Biological_Process_2021 - regulation of very-low-density lipoprotein particle remodeling (G0:0010901)
GO _Biological Process_2021 - positive regulation of lipid catabolic process (GO:0050996)
GO _Biological_Process_2021 - positive regulation of lipid metabolic process (GO:0045834)
GO _Biological_Process_2021 - regulation of fatty acid biosynthetic process (G0:0042304)
KEGG_2021_Human - Cholesterol metabolism
KEGG_2021_Human - Primary bile acid biosynthesis
KEGG_2021_Human - Insulin resistance
MGI_Mammalian_Phenotype_Level 4 2021 - abnormal bile composition MP:0004773
MGI_Mammalian_Phenotype_Level 4 2021 - increased circulating VLDL cholesterol level MP:0005145
MGI_Mammalian_Phenotype_Level 4_2021 - abnormal bile salt homeostasis MP:0005365
MGI_Mammalian_Phenotype_Level 4 2021 - increased circulating cholesterol level MP:0005178
MGI_Mammalian_Phenotype_Level 4 2021 -{enlarged liver MP:0000599

KEGG_2021_Human — Adipocytokine signaling pathway
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enlar 00599

abnormal bile szl‘sis MP:0005365 i reased circulating VL‘\erol level MP:0005145
increased circulatirvg.a level MP:0005178

abnormal bile MP:0004773
CYP8B1
SLC27A5

Cholesterol metabolism NR1H3 PCK2

PLINS SORBS1 Primary bile acid biosynthesis
AR CYP27A1

PPAR signaling pathway Insulin resistance

APOA1 . AN
Adipocytokine signaling pathway
ACADL

APOC3 FLIR

regulation of fatty acid biosynthetic process (GO:0042304) positive regulation of lipid biosynthetic process (GO:0046889)

regulation of very-low-density lipoprotein particle remodeling (GO:0010901)
positive regulation of lipid catabolic process (GO:0050996)

positive regulation of lipid metabolic process (GO:0045834)
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3 Ergebnisse und Diskussion

B Zeit
KEGG_2021_Human - PPAR signaling pathway
GO _Biological_Process_2021 - positive regulation of lipid biosynthetic process (GO:0046889)
GO _Biological_Process_2021 - regulation of lipoprotein lipase activity (GO:0051004)
GO _Biological_Process_2021 - acylglycerol homeostasis (GO:0055090)
GO _Biological_Process_2021 - fatty acid metabolic process (GO:0006631)
GO_Biological_Process_2021 - regulation of fatty acid biosynthetic process (G0:0042304)
KEGG_2021_Human - Cholesterol metabolism
KEGG_2021_Human - Primary bile acid biosynthesis
KEGG_2021_Human - Fatty acid degradation
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -- liver MP:0000599
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -al lipid homeostasis MP:0002118
MGI_Mammalian_Phenotype_Level 4 2021 -J@bRofal bile composition MP:0004773
MGI_Mammalian_Phenotype Level 4 2021-|inreased circulating VLDL cholesterol level MP:0005145
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -nal bile salt homeostasis MP:0005365

KEGG_2021_Human - alpha-Linolenic acid metabolism

abnommal bile s. is MP:0005365
increased circulating Vi terol level MP:0005145
abnormal lipid is MP:0002118
enlarg: 000599
abnormal bile n MP:0004773
Primary bile acid biosynthesis
Cholesterol metabolism PLTP
alpha-Linolenic acid metabolism
FADS2
ANGPTL4
Fatty acid degradation
ACOX1
cvparar  CPT2
ACADL
APOA1
PPAR signaling pathway ACOX2
SLC27A5
acylglycerol homeostasis (GO:0055090)
APOAS NR1H3 CYP8B1 PPARA
fatty acid metabolic process (GO:0006631)
regulation of lipoprotein lipase activity (GO:0051004) ACAA1

regulation of fatty acid biosynthetic process (GO:0042304)
positive regulation of lipid biosynthetic process (G0O:0046889)

Abbildung 18: Enrichr KG Analyse der im PPAR Signalweg in Bezug auf assoziierte biologische Prozesse,
KEGGSignalwege und adverse Sdugetierphianotypen. Gezeigt sind die Ergebnisse der deregulierten Gen Analyse
(DEG) gegeniibergepoolter Kontrolle fiir die Analyse von A: Dosis und B: Zeit als Einzelfaktor. Jeweils Links:
Balkendiagramm der angereicherten Begriffe nach p-value sortiert;Rechts: die Netzwerkansicht. Farbcode: Grau
= KEGG Begriffe, pink= GO-Begriffe, orange = Saugetierphinotypbegriffe, griin= deregulierte Gene, die
mindestens 3 Verkniipfungen im Netzwerk aufweisen.
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Fiir die regulierten Gene des PPAR-Signalwegs wurde zusitzlich liber die Wissensgraph-
Anwendung Enrichr-KG eine Netzwerkansicht erstellt, die in Abbildung 15 zu sehen ist
(Evangelista et al., 2023). Enrichr-KG ermdglicht die visuelle Darstellung von Assoziationen
zwischen Genen und funktionalen Begriffen, wie z. B. Begriffen aus der Gen-Ontologie (GO)
oder Séugetier-Phénotypen, um die Datenintegration liber mehrere Datensitze hinweg zu
ermOglichen. Fiir das Genset bestétigt Enrichr-KG die funktionelle Anreicherung des PPAR-
Signalwegs und stellt weitere KEGG-Signalwege im Zusammenhang mit Insulinresistenz,
dem Cholesterinstoffwechsel, der priméren Gallensduresynthese sowie der Fettverdauung und

-absorption als signifikant beeinflusst dar.

Die im Datensatz angereicherten GO-Terme umfassten Prozesse, die mit der Biosynthese und
dem Metabolismus von Lipiden sowie dem Gallensdurestoffwechsel zusammenhédngen.
Dariiber hinaus verbinden die Assoziationen der Sdugetier-Phinotyp-Ontologie den durch
steatotische Chemikalien deregulierten Gensatz mit bekannten Schliisselereignissen der

Steatose, d. h. erhohtem zirkulierendem Cholesterin und abnormaler Lipid-Homdostase.

Die getrennte Betrachtung der Dosis oder der Zeit zeigen insgesamt dhnliche regulierte
Zusammenhinge. Es konnten jedoch einige Unterschiede festgestellt werden, wie z. B. ein
dosisabhingiger Zusammenhang mit Lipidabbauprozessen, wéhrend eine zeitabhédngige

Auswirkung auf die Homoostase von Acylglycerin zu erkennen war.

Interessanterweise deutet beides bereits auf negative Entwicklungen auf Organebene hin,
durch die Phédnotypen zu vergroBerter Leber und einer abnormen Leberphysiologie, die als
Friihindikatoren fiir Steatose und potenzielle Leberentziindungen anerkannt sind (Han et al.,

2017; Christofides et al., 2021; Chen et al., 2023a; Pan et al., 2024).
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KEGG_2021_Human - Cholesterol metabolism
GO _Biological_Process_2021 - cholesterol transport (G0:0030301)
GO _Biological_Process_2021 - high-density lipoprotein particle remodeling (G0:0034375)
GO _Biological_Process_2021 - triglyceride-rich lipoprotein particle remodeling (GO:0034370)
GO _Biological_Process_2021~ cholesterol homeostasis (G0:0042632)

GO _Biological_Process_2021 - sterol homeostasis (G0:0055092)

MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 — level MP:0000180
MGI_ Mammalian_ Phenotype Level 4 2021 -|abnormal cholesterol homeostasis MP:0005278
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -Iyteride level MP:0001552
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -olesteml level MP:0005178

MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 _ LDL cholesterol level MP:0000182

KEGG_2021_Human - PPAR signaling pathway

KEGG_2021_Human - Vitamin digestion and absorption
KEGG_2021_Human - Fat digestion and absorption

KEGG_2021_Human - Lipid and atherosclerosis

51



3 Ergebnisse und Diskussion

increased circulating LDL cholesterol level MP:0000182
increased circulating triglyceride level MP:0001552

abnormal circulating cholesterol level MP:0000180
increased circulating cholesterol level MP:0005178

S LDLRAP1 abnormal cholesterol homeostasis MP:0005278
APOE SCARB1
CYP27A1 LipC Fat digestion and absorption

Cholesterol metabolism

PPAR signaling pathway APOB Lipid and atherosclerosis

APOC3

APOA1 Vitamin digestion and absorption
APOA2

APOA4

cholesterol homeostasis (GO:0042632) cholesteTol regRRIRRS0:0030301)

high-density lipoprotein particle remodeling (G0:0034375)  sterol homeostasis (GO:0055092)

triglyceride-rich lipoprotein particle remodeling (GO:0034370)

Abbildung 19: KEGG Signalweganalyse zeigt Cholesterinmetabolismus als Ziel der steatotischen
Chemikalienbehandlung in Bezug auf Dosis.Gezeigt ist der kolorierte Signalweg auf Grundlage der DEGs der
Dosis gegeniiber gepoolter Kontrolle. Rote Boxen bedeuten hoch Regulation. B: Enrichr KG Analyse des
Cholesterinmetabolismus in Bezug auf assoziierte biologische Prozesse, KEGG Signalwege und adverse
Saugetierphinotypen. Gezeigt sind die Ergebnisse der DEG gegeniiber gepoolter Kontrolle fiir die Analyse der
Dosis als Einzelfaktor. Jeweils Links: Balkendiagramm der angereicherten Begriffe nach p-value sortiert;
Rechts: die Netzwerkansicht. Farbcode: Grau = KEGG Begriffe, pink= GO-Begriffe, orange =

Saugetierphanotypbegriffe, griin= deregulierte Gene die mindestens 3 Verkniipfungen im Netzwerk aufweisen.

Ebenfalls iiber KEGG und Enrichr-KG wurde der Cholesterinstoffwechsel untersucht, wie in
Abbildung 16(Dosis) und Abbildung 17 (Zeit) zu sehen. Neben Cholesterin sind auch KEGG
Signalwege und GO-Begriffe zu Transport, Homdstase und Exkretion von Cholesterin und
Sterinen in Zusammenhang stehend gezeigt wie auch PPAR und die Absorption und
Verdauung von Fettsduren. Dosis und Zeit sind sich hier ebenfalls auch in den
Sdugetierphidnotypen &hnlich, jedoch ist fiir Zeit erneut die Acylglycerin Homdstase
angezeigt. Regulierte Gene sind unter anderem CYP27Al, Apolipoproteine wie APOE,
APOC und APOA4/1 sowie in Zeit angezeigt weitere Schliissel Gene wie Lipase A (LIPA)

und ANGPTL4 die wichtigen Rollen in Cholesterin- und Fettsduremetabolismus {ibernehmen.

52



3 Ergebnisse und Diskussion

Peripheral tissue

LDL

»8

o)

Recycling

[F55)
[DRf—= "
(G

ER

TG
— O

-

Bile acid

B
DL

7
FA

0

biosynthesis

£
EE
b
=
-2
£
£

i N
(Som]

6
PO
LD
?
|
!
=
I a
Exocyw:s«l :vi- Golgi
I
|
1
t

T
"o

FA

PL

O
O
CE

]
{_PLrP |
{ cErP |
ApoCT

Steroid biosynthesis

PL

»O
o

TG

OCE OPL

!
)
HoLR
CE
7

e @ @ (@) () () (0) @

-

Nascent
HDL

Fat digestion
and absorption

| Hepatocyte

( Exocytosis )

Intestine

|| CHOLESTEROL METABOLISM |

(¢) Kanchisa Laboratories

04979 7/7/22

KEGG_2021_Human - Cholesterol metabolism

w

GO _Biological Process_2021 - cholesterol transport (G0:0030301)

GO _Biological_Process_2021- cholesterol homeostasis (G0:0042632)

GO _Biological_Process_2021- sterol homeostasis (GO:0055092)

GO _Biological Process_2021 - high-density lipoprotein particle remodeling (G0:0034375)

GO _Biological_Process_2021- acylglycerol homeostasis (GO:0055090)

MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 — level MP:0000180
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -cheride level MP:0001552
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 _DL cholesterol level MP:0000182

MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 _ HDL cholesterol level MP:0000186

MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 _ homeostasis MP:0005278

KEGG_2021_Human - Fat digestion and absorption
KEGG_2021_Human - PPAR signaling pathway
KEGG_2021_Human - Vitamin digestion and absorption

KEGG_2021_Human - Lipid and atherosclerosis
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increased circulating triglycende level MP:0001552

abnormal circulating cholesterol level MP:0000180
increased circulating LDL cholesterol level MP:0000182

abnormal cholesterol homeostasis MP:0005278
LIPC

APOC3
CYP27A1 decreased circulating HDL cholesterol level MP:0000186

PPAR signaling pathway APOE

ANGPTL4 PLTP
APOA1 Cholesterol metabolism
LIPA
LDLRAP1
Vitamin digestion and absorption
AR SCARB1
Lipid and atherosclerosis APOB ABCGS5

Fat digestion and absorption

acylglycerol homeostasis (GO:0055090) ;
sterol homediea (GO:00550923h0|ester0| transport (GO:0030301)

high-density lipoprotein particle remodeling (GO:0034375)
cholesterol homeostasis (GO:0042632)

Abbildung 20: KEGG Signalweganalyse zeigt Cholesterinmetabolismus als Ziel der steatotischen
Chemikalienbehandlung in Bezug auf Zeit. A: Gezeigt ist der kolorierte Signalweg auf Grundlage der DEGs der
Zeit gegeniiber gepoolter Kontrolle. Rote Boxen bedeuten hoch Regulation. B: Enrichr KG Analyse des
Cholesterinmetabolismus in Bezug auf assoziierte biologische Prozesse, KEGG Signalwege und adverse
Saugetierphinotypen. Gezeigt sind die Ergebnisse der DEG gegeniiber gepoolter Kontrolle fiir die Analyse der
Zeit als Einzelfaktor. Jeweils Links: Balkendiagramm der angereicherten Begriffe nach p-value sortiert; Rechts:
die Netzwerkansicht. Farbcode: Grau = KEGG Begriffe, pink= GO-Begriffe, orange =
Saugetierphénotypbegriffe, griin= deregulierte Gene die mindestens 3 Verkniipfungen im Netzwerk aufweisen.

In den Analysen zu Dosis wurden auch mRNAs von Genen, die im mTOR-Signalweg
involviert sind, induziert (Abb. 18), einschlieBlich Genen, die mit MAPK-Signalen (Ras,
MEK, ERK), Autophagie, Mitophagie und Glycerophospholipid-Stoffwechsel (S6K1, Lipin-
1, MLST8, ATGI) in Verbindung stehen.
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KEGG_2021_Human - mTOR signaling pathway
KEGG_2021_Human - Autophagy
KEGG_2021_Human — Breast cancer
KEGG_2021_Human - Gastric cancer
KEGG_2021_Human ~ Hepatocellular carcinoma

GO_Biological_Process_2021 - cellular response to amino acid starvation (G0:0034198)

GO _Biological _Process_2021- response to amino acid starvation (G0:1990928)

GO_Biological_Process_2021 - TOR signaling (GO:0031929)

GO _Biological_Process_2021 - regulation of TOR signaling (G0:0032006)

GO _Biological _Process_2021- cellular response to starvation (G0:0009267)
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -placenta MP:0004259
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -nary gland hyperplasia MP:0000630
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -ased circulating adiponectin level MP:0030969
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -rmal somite development MP:0001688

MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4 2021 -J@bRgrmal placental labyrinth vasculature morphology MP:0008803
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abnormal placental labyrinth vasculature morphology MP:0008803

mammary gland hyperplasia MP:0000630
abnormal somite development MP:0001688 e i I

small placenta MP:0004259
increased circulating adiponectin level MP:0030969

STK11 Hepatocellular carcinoma

DVL2 EZD5  MAP2K1 Breast cancer

RPS6KB2

WDRS59
MAPK3
Autophagy

NPRL3 Gastric cancer
LRP6 AKT1 el

ATP6V1A
mTOR signaling pathway

HRAS DEPTOR

MAP2K2
DVL1 MLSTS

LAMTOR1
LRPS RPTOR regulation of TOR signaling (G0:0032006)

response to amino acid starvation (GO:1990928) cellular response to starvation (GO:0009267)
TOR signaling (G0O:0031929)

cellular response to amino acid starvation (G0O:0034198)

Abbildung 21:KEGG Signalweganalyse zeigtden mTOR-Signalweg als Ziel der steatotischen Chemikalien-
behandlung in Bezug auf Dosis.Gezeigt ist der kolorierte Signalweg auf Grundlage der DEGs der Dosis
gegeniiber gepoolter Kontrolle. Rote Boxen bedeuten hoch Regulation. B: Enrichr KG Analyse des mTOR-
Signalwegs in Bezug auf assoziierte biologische Prozesse, KEGGSignalwege und adverse Saugetierphinotypen.
Gezeigt sind die Ergebnisse der DEG gegeniiber gepoolter Kontrolle fiir die Analyse der Dosis als Einzelfaktor.
Jeweils Links: Balkendiagramm der angereicherten Begriffe nach p-value sortiert; Rechts: die Netzwerkansicht.
Farbcode: Grau = KEGG Begriffe, pink= GO-Begriffe, orange = Sdugetierphinotypbegriffe, griin= deregulierte
Gene die mindestens 3 Verkniipfungen im Netzwerk aufweisen.

Fiir Zeit als Einzelfaktor wurde auch der KEGG-Signalweg zu chemischenKarzinogenese-
reaktive Sauerstoffspezies durch steatotische Chemikalien beeinflusst. Wie in Abbildung 19
und Abbildung 20 zu sehen, sind zahlreiche NADH-ubiquinon Oxidoreduktase (wie
NDUFSI1, NDUFS7) die in mitochondrieller Dysfunktion relevant sind, sowie Teile des
MAPK-Signalwegs (Ras,MEK, ERK, MAPK3) und Quinone des Redoxcyclings reguliert.
Weitere KEGG—Signalwege die angegeben werden sind NAFLD, Alzheimer und diabetische
Cardiomyopathie. Die GO-Begriffe drehen sich primdr um Elektronentransportkette und
weitere mitochondriale Aspekte der Redoxhomoostase, was auf Dysregulation in
1 B giestoffwechsel und CoA-Gleichgewicht hinweist. Dies war zuvor fiir Zeit als
Einzelfaktor auch iiber die Acylhomdostase im Cholesterinmetabolismus angezeigt (Varghese
et al., 2025). Uber die Siugetier-Phiinotypen werden frithzeitiger Tod und vergroBerte
Aortenklappe angezeigt.
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Abbildung 22:KEGG Signalweganalyse zeigt chemischen Karzinogenese-reaktive Sauerstoffspezies als Ziel der
steatotischen Chemikalienbehandlung in Bezug auf Zeit. Gezeigt ist der kolorierte Signalweg auf Grundlage der
DEGs der Zeit gegeniiber gepoolter Kontrolle. Rote Boxen bedeuten Hochregulation.
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KEGG_2021_Human - Non-alcoholic fatty liver disease
KEGG_2021_Human -~ Alzheimer disease
KEGG_2021_Human - Pathways of neurodegeneration
KEGG_2021_Human - Diabetic cardiomyopathy
GO _Biological_Process_2021 - aerobic electron transport chain (G0:0019646)
GO _Biological_Process_2021~ mitochondrial ATP synthesis coupled electron transport (G0:0042775)
KEGG_2021_Human - Thermogenesis
GO_Biological_Process_2021 - mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone (GO:0006120)
GO _Biological_Process_2021- mitochondrial respiratory chain complex I assembly (G0:0032981)

GO _Biological _Process_2021- NADH dehydrogenase complex assembly (G0:0010257)

MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 ~_002083
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 _entiation MP:0002144
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 - MP:0010591
MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -yperplasia MP:0000630

MGI_Mammalian_Phenotype_Level_4_2021 -nce of tumors by chemical induction MP:0004502

enlarged ao P:0010591
ical induction MP:0004502

mammary glan‘ia MP:0000630

prematur :0002083
MAPK13

decreased incidence of tum

abnormal B cell ion MP:0002144

Diabetic cardiomyopathy
MAP3K5

Non-alcoholic fatty liver disease Pathways of neurodegeneration
UQCRC1

CycC1

NDUFV1 AKT1 Alzheimer disease

NDUFS7

MAPK3
NDUFsS8 Thermogenesis

NDUFA3
NDUFB1 s

BAD
NDUFBS

NDUFS1
mitochondrial ATP synthesis coupled electron transport (GO:0042775)
mitochondrial respiratory chain complex | assembly (GO:0032981)

aerobic electron transport chain (GO:0019646)
NADH dehydrogenase complex assembly (G0O:0010257)

mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone (G0:0006120)

Abbildung 23:Enrichr KG Analyse der chemischen Karzinogenese/reaktive Sauerstoffspezies in Bezug auf
assoziierte biologische Prozesse, KEGG Signalwege und adverse Sdugetierphidnotypen. Gezeigt sind die
Ergebnisse der DEG gegeniibergepoolter Kontrolle fiir die Analyse der Zeit als Einzelfaktor. Jeweils Links:
Balkendiagramm der angereicherten Begriffe nach p-value sortiert; Rechts: die Netzwerkansicht. Farbcode: Grau
= KEGG Begriffe, pink= GO-Begriffe, orange = Saugetierphénotypbegriffe, griin= deregulierte Gene die
mindestens 3 Verkniipfungen im Netzwerk aufweisen.
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Auch weitere KEGG-Signalwege zu Prozessen des Fettsduredegradation, Glycero-
phospholipidmetabolismus und Fettsdureverdau und Aufnahme sind dereguliert und im

Anhang fiir Dosis und Zeit aufgefiihrt (Abbildung A 2-7).
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nachstehenden KEs, wahren estricnelte eine riegative sorrelation anzeigen. Aoirziingen: AHR, aryl
hydrocarbon receptor; AKT, serine-threonine protein kinase; AMPK, adenosine monophosphate-activated protein kinase; CYP450,
cytochrome P450; ER, endoplasmic reticulum; FA, fatty acid; LXRa, liver X receptor alpha; mTOR, mechanistic target of rapamycin kinase;

NRF2, nuclear factor erythroid 2-related factor 2; PPARa, peroxisome proliferator-activated receptor alpha; PPARY, peroxisome proliferator-
activated receptor gamma; PXR, pregnane X receptor; SIRT1, sirtuin 1; TG, triglyceride; VLDL, very-low-density lipoprotein.
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In der Ubersicht des aktuellen AOP fiir Steatose nach Verhoeven et al. wurden die durch
Transkriptomanalyse als wahrscheinlich reguliert aufgedeckten Signalwege farbig
gekennzeichnet, mit Unterscheidung, ob Prozesse iiber GSEA, DEVEA oder mit beiden
Methoden nachgewiesen wurden (Abb. 21). Insgesamt sind fiir Steatose bekannte Signalwege
tiber FDR-basierte Methoden als wahrscheinlich reguliert in den Daten sehr frither Zeitpunkte
fiir eine chronische Erkrankung bei niedrigen Dosen identifiziert worden. Zu den
identifizierten Zielen der steatotischen Chemikalien gehoren die an der Fettsdureaufnahme,
der Fettsdaurehomoostase, dem Cholesterinstoffwechsel beteiligten Prozesse und Ziele in
Entziindungsreaktionen, ER-Stress-Antworten PPAR- sowie mTOR-Signalwegen (Suppli et
al., 2019; Govaere et al., 2023; Federico et al., 2024; Verhoeven et al., 2024; Hu et al.,
2024a). Die Ergebnisse der Anreicherungsanalysen unterstiitzen das Potential von
Transkriptomanalysen zu Differenzierung steatotischer von nicht-steatotischen Chemikalien.
Sie unterstreichen in den Unterschieden der angezeigten Signalwege und Prozesse zu
nominalen und FDR-basierten Filterkriterien und verwendeten Werkzeugen weiter den Bedarf
einer standardisierten Vorgehensweise in Bezug auf Filterkriterien und Analysemethoden.
Eine Einzelfaktoranalyse von Dosis oder Zeit verfeinert Ergebnisse gegeniiber klassischer
Dosis per Zeit Betrachtung. Der Einsatz einer gepoolten Kontrolle zeigte in den DEVEA- und
zum Teil liber die GSEA-Analysen eine bessere Diskriminierung steatotischer gegeniiber

nicht-steatotischer Prozesse, was ebenfalls fiir weitere Analysen zu Bedenken ist.

3.1.4 Einfluss von Kontrollkondition auf Metabolomanalyse

Zusétzlich zu den Transkriptomdaten wurden fiir jeweils sechs der als steatotisch bzw. nicht-
steatotisch klassifizierten Chemikalien Metabolomdaten aus humanen HepG2-Zellen aus
fritheren Untersuchungen herangezogen. Ziel war es, zu iiberpriifen, inwieweit sich
steatotische und nicht-steatotische Substanzen anhand ihrer biologischen Aktivitétsprofile auf
dieser Ebene unterscheiden lassen und welchen Einfluss die Wahl der Kontrollgruppe auf die
Ergebnisse hat. Die entsprechenden Analysen wurden von Rita Ortega-Vallbona undMartina

Palomino-Schétzlein (ProtoQSAR bzw.MolDrug Al Systems siche Methoden) durchgefiihrt.

Mittels einer uniiberwachten Hauptkomponentenanalyse konnten in allen drei untersuchten
Szenarien Clustertrends beobachtet werden. Die analysierten Vergleichsgruppen umfassten

(a) steatotisch behandelte Zellen gegeniiber der klassischen Kontrolle, (b) steatotisch
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behandelte Zellen gegeniiber der gepoolten Kontrolle sowie (c) ein direkter Vergleich

zwischen steatotisch und nicht-steatotisch behandelten Zellen (Abb.22).
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Abbildung 25: Metabolomdaten konnen steatotische von nicht-steatotischen Chemikalien unterscheiden.
Ausgewertet wurden Metabolite einer 24h Exposition von HepG2-Zellen mit vier verschiedenen
Konzentrationen (1, 10, 100, 1000 puM) steatotischer und nicht-steatotischer Chemikalien. A-C: (links)
Uniiberwachte PCA: Zellen behandelt mit steatotischen Chemikalien (blau) wurden verglichen mit A)
unbehandelten Kontrollen (griin), B) unbehandelten Kontrollen in Kombination mit Zellen die mit nicht-
steatotischen Chemikalien behandelt wurden und C) Zellen die mit nicht-steatotischen Chemikalien behandelt
wurden. Mitte und rechts: Deregulierte Metabolite als Vulcanoplot und Liste mit Regulation. Abkiirzungen:
MTA: Methylthioadenosin, SAH: S-Adenosylhomocystein, FAPy: 4,6-Diamino-5-(formylamino)pyrimidin,
CMP: L-L-Homoglutathion, LysoPC: Lysophosphatidylcholin.

61
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Zur Identifikation von mit Steatose assoziierten Metaboliten wurde eine liberwachte partielle
kleinste-Quadrate-Diskriminanzanalyse (PLS-DA) durchgefiihrt. Fiir die Szenarien (b) und (c)
konnten robuste Modelle generiert werden, wéhrend fiir Szenario (a) lediglich ein schwaches
Modell resultierte (Daten nicht gezeigt). Die identifizierten signifikanten Metabolite wurden
anschlieBend durch univariate Analysen gefiltert und mithilfe von Vulkanplots visualisiert
(Abb. 22 Mitte).Die detektierten Metabolite umfassen vorwiegend Aminosduren, Lipide
sowie Zwischenprodukte des Glutathion- und Cystein-Stoffwechsels (Masoodi ef al., 2021).

Besonders auffillig waren Verdnderungen bei Gamma-Glutamylcystein (Glu-Cys), Cystein-
Glutathion-Disulfid (Cys-Glu) und Glutamyl-Glutamat (Glu-Glu). Cys-Glu stellt ein
Oxidationsprodukt von Glutathion dar, Glu-Cys fungiert als dessen Vorldufer und Glu-Glu ist
ein weiterer Metabolit im Glutathion-Stoffwechsel. Diese Verdnderungen deuten auf eine
Beeintrachtigung der Glutathion-Homdostase durch steatotische Chemikalien hin und legen
das Vorliegen von oxidativem Stress nahe, wie es auch in den Transkriptomdaten zu sehen
und in der Literatur bekannt ist (Hristov, 2022; Vaskova et al., 2023; Martinez-Sena et al.,
2023).Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den Verdnderungen bei
Lysophosphatidylcholin (LysoPC), einem bekannten Marker fiir oxidative Schadigungen von
Membranphospholipiden (Liu ef al., 2020).

Insgesamt zeigen die Metabolomdaten, dass sich steatotische von nicht-steatotischen
Chemikalien auf Basis ihres Aktivitits- und Wirkprofils differenzieren lassen. Die
Einbeziehung nicht-steatotischer Chemikalien in eine gepoolte Kontrollgruppe oder der

direkteVergleich mit steatotischen Bedingungen verbessert die Trennschérfe dieser Analysen.

Insgesamt konnte durch die verwendeten Micro-Array- und Metabolomics-Datensdtzen, die
aus der Exposition menschlicher Hepatozyten gewonnen wurden, die biologische Aktivititen
von steatotischen und nicht-steatotischen Chemikalien erfolgreich voneinander unterschieden
werden. Die Analyse der wahrscheinlich regulierten Stoffwechselwege ergab wichtige
molekulare Ausldser, Schliisselereignisse und nachteilige Folgen, die fiir Steatose relevant
sind. Sowohl fiir die Transkriptom- wie Metabolomanalysen hat sich die Nutzung einer
gepoolten Kontrollvariante als iberwiegend positiv fiir eine spezifischere und empfindlichere
Unterscheidung von steatotischen Chemikalien gezeigt. Fiir die Transkriptomanalysen sind
deutliche Unterschiede der Analysemethoden zu verzeichnen, die zwar insgesamt relevante
Prozesse der Steatose anzeigen, jedoch die Notwendigkeit einer Festlegung von Filterkriterien

und Analysemethoden anzeigen.
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Einzelfaktoranalysen und gepoolte Kontrollen konnten perspektivisch eine Analysestrategie
darstellen, die auch auf weitere Chemikalienklassen im Kontext weiterer AOPs angewandt
werden kann, um iiber bestehende Transkript- und Metabolomdaten die Gruppierung und
Bewertung von Chemikalien zu verbessern. Dariiber hinaus konnte die Integration
zusitzlicher in-silicoAnsétze, einschlieSlich maschinellen Lernens und kiinstlicher Intelligenz,
die Risikobewertungsverfahren der ndchsten Generation stirken und iiber die Nutzung von
offentlichen Datensédtze aus vergangenen Tierversuchen die Reduktion und die Ersetzung von

Tierversuchen in diesen Verfahren unterstiitzen.
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3.2 Pilotstudie zur Entkopplung spezifischer und unspezifischer Effekte chemischer

Exposition

Im Rahmen von PrecisionToxsollen 3R-kompatible Strategien und neue Testmethoden fiir die
Risikobewertung und mechanistische Charakterisierung von Chemikalien entwickelt werden.
Das Projekt nutzt dazu ein breites Spektrum alternativer nicht als Tiere geltende
Modelorganismen sowie humane Zellkulturen. Die Pilotstudie mit dem Ziel, spezifische
toxikologische Wirkungen von unspezifischen zelluldren Stressreaktionen zu trennen wurde
mit Substanzen mit liberwiegend gut charakterisierter Wirkweise durchgefiihrt. Es sollten
iiber standardisierte Dosis-Wirkungs- und Zeitverlaufsanalysen geeignete subtoxische
Konzentrationen und Expositionszeiten fiir weiterfiihrende molekulare Untersuchungen
identifiziert werden. Die Studie diente gleichzeitig als Proof-of-Principle fiir die eingesetzten
Modelle und Analyseverfahren. Untersucht wurden: die Metalle Cadmium (kanzerogen,
oxidativer Stress) und Natriumarsenit (genotoxisch, oxidativer Stress) sowie Ethoprophos
(Acetylcholinesterase-Inhibitor), WY-14643 (PPARa-Agonist) und DMSO (Ldsungsmittel-
kontrolle, Effekte in niedrigen Dosen). Fiir HepG2-Zellen wurde der automatisierte
Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie-Assay (AHM) eingesetzt, der Informationen zur
Zellzahl, sowie zum Zelltodverhalten liefert und den Riickschluss auf zellulédre
Verianderungen auf Ebene einzelner Zellen ermdglicht (Hansjosten et al., 2018).Fiir die
Zellstudien ist ein Beispiel der AHM Ergebnisse fiir Cadmiumchlorid in Abbildung 23
gezeigt, alle weiteren Graphen sind im Anhang (Abbildung A 8 ff).
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Abbildung 26: Cadmiumchlorid zeigt dosis-abhingige Effekte auf Zellzahl und Zelltod. HepG2 Zellen wurden
fiir 48h mit Cadmiumchlorid in aufsteigender Konzentration, Medium (Kontrolle) oder Cisplatin (CDDP, pos.
Kontrolle) behandelt. Die Gesamtzellzahl (links) wie der Zelltod, aufgeschliisselt in die verschiedenen
Zelltodstadien (frih-, spatapoptotisch und nekrotisch) (rechts) wurden durch
Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie mit Hoechst und Propidiumiodid gefarbten Zellen bestimmt. Gezeigt sind
die Mittelwerte +SEM von vier technischen Replikaten eines représentativen Experiments aus der Dosis-
Wirkungsversuchsreihe. Die statistische Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle
ermittelt (n=4, * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001).
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In einem harmonisierten, organismen-iibergreifenden Studiendesign wurden iiber 6,24 und
48h im Pilotprojekt mindestens zwei, fiir Natriumarsenit und alle weiteren Chemikalien
mindestens drei unabhingige Dosis-Wirkungsexperimente durchgefiihrt, auf deren Grundlage
Benchmark-Dosen (BMDio, BMD2s) bestimmt wurden. Alle Benchmark Dosen der
Pilotstoffe sind in Abbildung 24 zu sehen, unterteilt in den sensibleren Endpunkt der
Zellzahlreduktion (CNT), welcher weiteren Experimenten zugrunde gelegt wurde um
unspezifische zytotoxische Effekte zu vermeiden, und des Zelltods (CDE), sofern dieser tliber
die Expositionsspanne festzustellen war. Gezeigt sind die Dosis-Wirkungskurven fiir alle
Chemikalien der Pilotstudie. Fiir die Kurven von Cadmiumchlorid fillt auf, das die Differenz
zwischen CNT und CDE der BMD-Wert sehr gering ist, da es am toxischsten ist. Fiir
Natriumarsenit ist trotz der hohen Toxizitdt ein deutlicher Versatz der
Zellzahlreduktionskurven zu den Zelltodkurven in hoheren Konzentrationen zu sehen. Auch
fiir DMSO ist ein solches Verschieben zwischen CNT und CDE zu sehen, wobei insgesamt
die CDE-Kurve nicht zu validem BMD-Wert fiir den Zelltod fiihrte. Fiir Ethoprophos konnte
kein Zelltod fiir die Generierung einer Kurve nachgewiesen werden und wiahrend WY-14634
zwar geringfiigigen Zelltod aufwies, konnte kein valider BMD-Wert fiir den Zelltod ermittelt
werden. Mit den auf CNT als sensibleren Endpunkt fiir spezifische Effekte basierenden BMD-
Werten wurden fiir beide Dosen, jeweils im Triplikat, Proben zu den Zeitpunkten 6, 24 und 48
Stunden aller Chemikalien sowie Kontrollen generiert und zur transkriptionellen und
metabolomischen Analyse an Projektpartner {ibermittelt. Die Metabolomanalysen schlie3en

dabei sowohl polare Metabolite als auch Lipide ein.

Fiir Transkriptomanalysen wurden die Proben per Alithea BRB Seq, einer
3’Sequenzierungsmethode analysiert, durchgefiihrt durch MGI Tech Co. Es wurde sich im
Projekt fiir die 3° Sequenzierung entschieden, da sie toleranter gegeniiber niedrigerer RNA
Qualitét ist, schnell, skalierbar und deutlich Kosten effizienter fiir die Anzahl der im Projekt
zu generierenden Proben ist(Alpern ef al., 2019). Die entsprechenden Ergebnisse werden im

Folgenden dargestellt.
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Abbildung 27: Pilotstudien BMD Kurven. Die aus AHM Daten der Dosis-Wirkungs-Experimenten gewonnen
Benchmark Dosen fiir Effektlevel 10, 25 und 50% wurden iiber einen KNIME-Workflow von Projektpartner aus
mind. 2 unabhéngigen Experimenten entwickelt. Der sensiblere Endpunkt ist dabei die Zellzahlreduktion,
dargestellt in den CNT Graphen. Im Vergleich zu den Zellzahlreduktionskurven und BMD Werten sind die den
Zelltod (CDE) betreffenden Werte nach rechts verschoben.

3.2.1 Cadmiumchlorid

Nach 6-stiindiger Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid bei BMDio wurden
neun Gene signifikant hochreguliert, darunter Metallothionein-2A sowie mehrere Isoformen
von Metallothionein-1 (MT1A, MTI1B, MTI1E, MT1F, MT1G, MTIM, MT1X) (Abb. 25 A).
Metallothioneine sind kleine, cystein-reiche Proteine, die Metallionen wie Cadmium oder
Kupfer binden und eine zentrale Rolle im zelluldren Schutz vor oxidativem Stress

iibernehmen. Dariiber hinaus sind sie an Prozessen der Tumorsuppression, insbesondere in
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hepatozelluldren Karzinomen, beteiligt (Hartwig, 2013; Ruttkay-Nedecky et al., 2013; Zheng
et al., 2017; Yang et al., 2024a). Nach 24 Stunden Exposition blieb die Genregulation auf
zwei Metallothionein-Isoformen (MT1B und MTI1M) beschrinkt. Auf Metabolitebene, zu
sehen in Abbildung 25 B, =zeigten sich zu diesem Zeitpunkt Verdnderungen im
Energiestoffwechsel, insbesondere Galactitol sowie bei L- und LD-Arginin, das eine Rolle in
der Prolinsynthese spielt, sind reguliert. Zudem war Porphobilinogen, ein Zwischenprodukt
der Hamsynthese, sowie Glycerophosphocholin, ein Vorldufer von Acetylcholin, differentiell
herunter reguliert(Wu et al., 2009; Jaffe, 2020; Radenkovic et al., 2023; Vijiyakumar and
Prince, 2024). Nach 48h sind keine signifikanten Ergebnisse in der Transkriptomstudie jedoch
zwel signifikant regulieret Metabolite angezeigt. Zum einen wird Hypoxanthin
herunterreguliert, ein Purin-derivat, und Ophthalminsdure hochreguliert. Diese ist ein
Tripeptidanalog von Glutathion, welches Anstelle von Cystein Aminobutyrat trigt und als
Marker fiir oxidativen Stress verwendet werden kann (Soga et al., 2006). Funktionelle
Anreicherungsanalysen mittels Gene Ontology (GO) zeigten eine signifikante Beteiligung
biologischer Prozesse im Zusammenhang mit der zelluldren Antwort auf Metallionen,
insbesondere Cadmium, fiir die Transkriptomergebnisse. Auch die Reactome-Analyse
bestitigte die Beteiligung von Signalwegen, die mit Metallbindung und Metallothionein-
Aktivitdt assoziiert sind. Die Listen regulierter Gene, sowie die Gene Ontology

Ergebnistabellen sind im Anhang ab Tabelle A 5 ff gelistet.
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Abbildung 28:A: Deregulierte Gene nach Exposition von HepG2 Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD ) nach 6h
und 24h.(Grenzwerte fiir signifikante Ergebnisse: adj.p-val: 0,05 und log2fold:1|-1) B: Deregulierte Lipide und
polare Metabolite nach Exposition von HepG2 Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD) nach 6h, 24h und
48h.(Grenzwerten fiir signifikante Ergebnisse (rot): p-val: 0,05 und log2fold:1|-1).

Zum 6h -Zeitpunkt bei BMD2s wurden 16 Gene signifikant hochreguliert, darunter auffillig
keine Metallothioneine. Stattdessen weisen die erhdhte Expression von SLC7411, GCLC und
GCLM auf eine Aktivierung der Glutathion-Biosynthese und des =zelluldren
Redoxmetabolismus hin (Abb. 26 A). Weitere stark regulierte Gene wie HMOXI
(Hamoxygenase 1), SRXNI (Sulfiredoxin-1) und SERPINE I(Plasminogen-aktivator-inhibitor
Typ 1) deuten auf oxidative Stressantworten und Prozesse der Zellmigration hin. Ebenfalls zu
nennen sind die Pseudokinase 7TR/B3, welche mit verschiedenen Stress- und
Zelltodassoziierten Signalwegen in Verbindung gebracht wird, wie auch AKRIBI0(Aldo-
Keto-Reduktase-Familie 1, Mitglied B10), welches iiber Interaktionen mit MAPK- und PI3K-
Akt-Signalwegen an der Regulation von Zelliiberleben und Stressantworten beteiligt ist (Ord
and Ord, 2017; Consoli et al., 2021; Endo et al., 2021; Vaskova et al., 2023). Funktionelle
Anreicherungsanalysen (Tabelle A 6) belegen eine Beteiligung der hochregulierten Gene an
oxidativem Stress, extrinsischer Apoptose sowie der Glutathion-Biosynthese. KEGG-

Analysen identifizieren zudem den tumorsuppressiven p53-Signalweg als aktiviert, wiahrend
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Reactome-Pfade verstirkt auf Glutathion-Synthese und -Recycling hinweisen. Auf
Metabolitebene zeigten sich zu diesem Zeitpunkt Verdnderungen bei Porphobilinogen
(Hamsynthese), Arginin (Prolinsynthese) und Riboflavin, letzteres mit Relevanz fiir die
Redox-Homoostase(Balasubramaniam and Yaplito-Lee, 2020)). Nach 24 Stunden waren drei
Metallothionein-Gene differentiell exprimiert. Zum spéten Zeitpunkt von 48 Stunden wurde
MTIG herunterreguliert, wéhrend H4C3, kodierend fiir Histon H4, als einziges
hochreguliertes Gen identifiziert wurde. Dieses Gen ist dem Human Gene Atlas zufolge mit
Chromatinstruktur und der epigenetischen Regulation der Genexpression assoziiert (Pontén et
al., 2008; Sjostedt et al., 2020). Auf Metabolitebene war die Regulation zu beiden spiteren
Zeitpunkten eingeschrinkt (vgl. Abb. 26 B). Nach 24 Stunden wurde ein Sphingolipid
(Cer(d16:0 _24:0)) detektiert. Nach 48 Stunden waren zwar nur 5 Metabolite hochreguliert
darunter ein erwarteter Marker oxidativen Stresses, das reduzierte L-Glutathion (GSH)und als
weiterer Marker Ophthalminsdure (Hristov, 2022; Vaskova et al., 2023) Auch ein Tripeptid
aus Asparaginsdure und Lysin (4sp-Lys-Lys/KNK) wurde reguliert.
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Abbildung 29:Deregulierte Gene nach Exposition von HepG2 Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD»s) nach 6h,
24h und 48h.(Grenzwerte fiir signifikante Ergebnisse: adj.p-val: 0,05 und log2fold:1|-1) B: Deregulierte Lipide
und polare Metabolite nach Exposition von HepG2 Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD»s) nach 6h, 24h und 48h.
(Grenzwerten fiir signifikante Ergebnisse(rot): p-val: 0,05 und log2fold:1]-1).
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Fiir die niedrigere Dosis (BMD1o) zeigt sich, dass zu frithen Zeitpunkten keine signifikante
Aktivierung zytotoxischer Signalwege nachweisbar ist. Vielmehr dominieren friihe,
erwartungskonforme Reaktionen auf Cd** wie die Hochregulation von Metallothioneinen,
insbesondere nach 6 Stunden. Diese Reaktion nimmt bis 24 Stunden deutlich ab und bleibt
transkriptionell und metabolisch begrenzt, mit ersten Markern erwarteter oxidativen Stress

Auswirkungen auf Metabolitebene nach 48 Stunden.

Im Gegensatz dazu zeigt BMD2s bereits nach 6 Stunden eine ausgeprigte Aktivierung von
Genen, die auf oxidativen Stress und erste apoptotische Prozesse hinweisen und nach 48h mit
GSH auch erwartete Marker auf Metabolitebene zeigen. Mikroskopische Auswertungen (vgl.
Abbildung A 8) zeigen, dass BMD2s an der Schwelle zur Induktion von Zelltod liegt. Die
geringe Anzahl differentiell regulierter Gene zu spiteren Zeitpunkten konnte auf eine frithe
Aktivierung protektiver Mechanismen wie Metallothionein- und erhohter Glutathionsynthese
zuriickzufiihren sein, welche eine Stabilisierung zelluldrer Prozesse ermdglichen. Alternativ
kann auch die begrenzte Sequenziertiefe und Auflosung der 3'-Sequenzierung eine Rolle

spielen und feinere Unterschiede maskieren.

3.2.2 Natriumarsenit

Akute Arsenexpositionen sind heute selten, jedoch gewinnen chronische Expositionen mit
niedrigen Dosen zunehmend an Bedeutung (StoBer et al., 2023). Nach 6h Exposition mit
BMDio wurden 18 Gene hochreguliert, und bereits signifikante Metabolite reguliert (Abb. 27
A). Die hochregulierten Gene umfassen hauptsdchlich Metallothioneine (MTI1X, MT2A,
MTIF, MTIB), die als Schutz gegen oxidativen Stress wirken. Weitere regulierte Gene
umfassen HAMP, ein Schliisselgen der Leber-Eisenhomdoostase, sowie HMOXI, GCLC
(Glutamat-Cystein Ligase CatalyticSubunit), GCLM(Glutamat-Cystein Ligase
ModifierSubunit) und 7XNDRI, die alle Teil des KEAP1-NRF2-Signalwegs sind und mit der
Regulation von Glutathion, Thioredoxin und deren zelluldrer Homdoostase verbunden sind
(StoBer et al., 2023). Auch Gene wie SERPINE1, SRXNI und AKRIBI10, die mit oxidativem
Stress und Zelliiberleben in Verbindung stehen, wurden reguliert. Dazu wird wie erwartet
GSH als Metabolit hochreguliert und mit L-Acetylcarnitin, als herunter reguliertem Metabolit,
auch Storung der Fettsduresynthese und mitochondriellen Prozesse angezeigt (Siliprandi et
al., 1991; Beyoglu and Idle, 2020). Die angereicherten biologischen Prozesse betreffen die
Detoxifizierung von Metallen wie Cadmium, Zink und Kupfer sowie oxidativen Stress,

Glutathionmetabolismus und Redox-Homoostase. Uber KEGG bzw. Reactome werden
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Signalwege wie HIF-1 und Glutathion-Konjugation, -Synthese und -Recycling angereichert
angezeigt (Tabelle A 21).
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Abbildung 30:A: Deregulierte Gene nach Exposition von HepG2 Zellen mit Natriumarsenit (BMD) nach 6h,
24h und 48h.(Grenzwerte fiir signifikante Ergebnisse: adj.p-val: 0,05 und log2fold:1|-1) B: Deregulierte Lipide
und polare Metabolite nach Exposition von HepG2 Zellen mit Natriumarsenit (BMD o) nach 6h, 24h und 48h.
(Grenzwerten fiir signifikante Ergebnisse(rot): p-val: 0,05 und log2fold:1]-1).

Nach 24h Exposition wurden 22 Gene, darunter GCLM, HAMP und AKRIBI0, aus der
oxidativen Stressantwort und dem Antioxidantien-System hochreguliert, wobei HMOXI am
stirksten reguliert war. Unter den 16 gehemmt regulierten Genen finden sich GPXI
(Glutathionperoxidase 1), eine zentrale Glutathionperoxidase in der Entgiftung reaktiver
Sauerstoffspezies, sowie FABPI(Fattyacid Binding Protein 3), das eine Schliisselrolle bei der
Fettsdureaufnahme und dem Fettsduretransport spielt und auch in der zelluldren
Zytoprotektion bei oxidativem Schaden involviert ist (Hotamisligil and Bernlohr, 2015; Wang
et al., 2015; Handy and Loscalzo, 2022). Weitere gehemmt regulierte Gene umfassen HOXD1
und APOC3 (Apolipoprotein 3), ein wichtiger Bestandteil des Triglyceridmetabolismus, der
mit Entzindungen und ER-Stress verbunden ist. SERPINA4, auch als Kallistatin bekannt,
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wirkt entziindungshemmend und induziert Apoptose (Yin et al., 2010; Huang et al., 2014;
Sun et al., 2016; Cui et al., 2021; Giammanco et al., 2023; Bornfeldt, 2024).

Wie erwartet ist GSH als Metabolit hochreguliert, es werden aber auch Energiestoffwechsel-
Akteure (Galactitol, Sorbitol) hochreguliert, was mit dem regulierten Gen AKRIBI10 in
Verbindung steht (Abb. 27 B).AKR1B10 ist eine Oxidoreduktase, die Galactose zu Sorbitol,
aus dem Galactitol durch Reduktion entstehen kann, umsetzt. Alternativ kann sie auch direkt
Galactitol bilden, was im Kontext des Polyolsignalweg und gestdrtem Galactosemetabolismus
beschrieben ist. Sorbitol reduziert Taurin und Myoinositol, was die Phospholipidsynthese
beeintrachtigt und gilt als in Apoptose und p38 MAPK Signalprozessen involviert (Zhao et
al., 2024b). Die GetGO Enrichment-Analyse zeigte passend eine Anreicherung von Prozessen

der zelluldren Oxidantien-Detoxifizierung sowie der Reaktion auf Wasserstoffperoxide.

Nach 48-stlindiger Exposition wurden insgesamt 174 Gene hochreguliert und 101 Gene
gehemmt (Tabelle A 24). Zu den hochregulierten Genen zdhlen weiterhin Gene der oxidativen
Stressantwort wie HMOX1, GCLM, MTI1X, TXNDRI sowie weitere bereits besprochene nach
6 bzw. 24h regulierte Gene. Darunter ist auch DUSPS, ein weiterer Vertreter der DUSP-
Familie, der anti-inflammatorisch wirkt, indem er ERK- und NF-«B-Signalwege hemmit,
jedoch auch MAPK-Kaskaden aktiviert (Seo et al., 2017).Zusétzlich wurden TRIB3, GDF15
und verschiedene TNF-Isoformen (7NFRSF124/21) hochreguliert. Der Zink-Antiporter
SLC30A41 war ebenfalls erhoht, was in Verbindung mit der gesteigerten Aktivitdt von
Metallothionein-kodierenden Genen wie MTXI auf ein Zusammenspiel hinweist, dass die
Aktivierung des Zink-bindenden, Metall-regulierten Transkriptionsfaktors MTF-1 impliziert.
Dieser wird durch die Freisetzung von Zink aus Metallothioneinen bei oxidativem Stress und
Metallionentiberschuss aktiviert und spielt eine konservierte Schliisselrolle in der

Schwermetallantwort (Gilinther et al., 2012; Zhang et al., 2022a; StoBer et al., 2023).

Unter den gehemmt regulierten Genen befinden sich FABPI, HOXDI und APOC3 sowie
weitere Gene aus Signaltransduktion, Energie- und Fettstoffwechsel, wie bereits zu 24h.
Angereicherter biologische Prozesse rund um Fettsduremetabolismus, Zellmigration,
Metallionenantwort und oxidativem Stress werden durch GetGO identifiziert. Uber Reactome
wurden die Antwort auf Metallionen, Lipid- und Lipoproteinmetabolismus sowie
Cholesterinbiosynthese — angereichert. Auf Metabolitebene werden Porphobilinogen,
verschiedene Glutamine, sowie die Kynureninsdure und y-L-Glutamyl-L-Glutaminsiure (y-
Glu-Glu) gehemmt. Die Kynureninsdure ist Teil des Tryptophanmetabolismus, wéhrend y-

Glu-Glu wichtiger Teil der Glutathionregulation bzw. GSH-Abbau ist, was stark mit den
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oxidativen Stressprozessen und Redoxhomdostase verkniipft ist. Hochreguliert sind GSH und

Aminosduren wie Tryptophan und Arginine, sowie verschiedene Zucker, was insgesamt zu

den regulierten Prozessen schliissig ist.
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Abbildung 31:A: Deregulierte Gene nach Exposition von HepG2 Zellen mit Natriumarsenit (BMD»s) nach 6h,
24h und 48h.(Grenzwerte fiir signifikante Ergebnisse: adj.p-val: 0,05 und log2fold:1]-1) B: Deregulierte Lipide
und polare Metabolite nach Exposition von HepG2 Zellen mit Natriumarsenit (BMDys) nach 6h, 24h und 48h.
(Grenzwerten fiir signifikante Ergebnisse(rot): p-val: 0,05 und log2fold:1]-1).

Die hohere Dosis von BMDas fiihrt zu einer deutlich stirkeren Genregulation, wie in
Abbildung 28 zu sehen. Nach 6h sind 98 Gene hochreguliert und 25 herunter reguliert. Wie
bereits bei der niedrigeren Dosis nach 24 und 48h, sind auch bei der hoheren Dosis Gene, die
mit oxidativem Stress, Glutathionmetabolismus, -synthese und Metallothioneinen assoziiert
sind, reguliert (HMOXI, GCLM, GCLC, MT2A, MT1X, TXNDRI1, HAMP, AKRIB10). Zudem
wird HSPBI (Heatshock-Protein 27) reguliert, welches iiber den KEAP1-NRF2-Signalweg
schiitzend bei oxidativem Stress wirkt (Liu et al., 2021; Wang et al., 2023).

Unter den herunter regulierten Genen befinden sich verschiedene Gene der Signaltransduktion
und des Metabolismus, wie HOXD1, jedoch wird APOC3 nicht reguliert. Aulerdem sind E3-

und HNF4A4 (Hepatocyte
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nuclearfactor 4-alpha) gehemmt, wobei HNF4A4 eine zentrale Rolle in der Zellmigration,
Invasion und Apoptose in Leberzellen spielt (Lv et al., 2021).Die GetGO-Enrichment-
Analyse zeigt eine verstiarkte Antwort auf Metallionen, die Regulation von Metallothioneinen
und die Detoxifikation von Kupfer. Auf metabolischer Ebene sind Triglyceride, infolge der
gestorten  Fettsduresyntheseprozesse und als Marker des oxidativen Stresses die

Ophthalminsédure hochreguliert, wahrend L-Acetylcarnitin herunter reguliert ist.

Nach 24h Exposition sind 71 Gene hoch- und 93 Gene herunter reguliert, wobei viele der
regulierten Gene denen aus der 6h -Exposition entsprechen. HMOX] bleibt das am stérksten
regulierte Gen, gefolgt von Glutathionmetabolismus- und oxidativen Stressgenen wie GCLM,
GCLC und TXNRDI sowie Metallothioneinen wie M724. Gehemmt sind unter anderem
APOC3, FABPl, HOXDI und SLC30A410, letzterer fungiert wie SLC30A41 als Zink-
Antiporter. Die GetGO-Analyse zeigt weiterhin Prozesse wie die Antwort auf Metallionen
sowie Cholesterinmetabolismus und -homodostase, letztere beeinflusst durch das herunter
regulierte APOAS5 (Apoliprotein 5), welches zentral fiir den Cholesterinhaushalt ist (Garelnabi
et al., 2013; Forte and Ryan, 2015).Sowohl KEGG als auch Reactome identifizieren die
Regulation von Lipiden liber den PPAR-Signalweg (Tabelle A 31). Es wurden 20 Metabolite
signifikant reguliert, darunter erneut Porphobilinogen und L-Acetylcarnitin, wahrend GSH,

Ophthalminsdure sowie Sorbitol und Galactitol hochreguliert sind (Abb. 28 B).

Nach 48h Exposition ist die Regulierung deutlich stérker, jedoch bleiben die Hauptakteure
weitgehend unverdndert. Von den 571 hochregulierten Genen sind weiterhin Gene der
oxidativen Stressantwort wie HMOXI, GCLM, GCLC, TRIB3, MTIX und DUSPS5 stark
reguliert. Zusétzlich werden Gene wie /L-11 (Interleukin 11), MAPKS8IP2 (JNK MAP Kinase
scaffoldprotein 2), MAPK39 (Mitogen-activated protein kinase 39) und JUN reguliert, die auf
einen Ubergang zu apoptotischen Prozessen und Entziindungen hinweisen. Weitere regulierte
Gene umfassen NUPRI, TNFSF9 und TXNDRI, die bereits in fritheren Expositionen
besprochen wurden. Unter den 463 herunter regulierten Genen finden sich solche, die mit
Cholesterin- und Fettmetabolismus, Signaltransduktion und Zelldifferenzierung assoziiert

sind, darunter FABPI, APOC3 und HOXD].

Die angereicherten biologischen Prozesse umfassen Fettsdure-, Cholesterin- und
Sterolmetabolismus, sowie die Detoxifizierung von Kupferionen und Metallen. Auch die
UPR-Antwort und GPCR-Signalwege sind angezeigt. Uber Reactome werden neben
Cholesterinmetabolismus und Metallothioneinen auch PPARa-Regulation und MAPK-
Signalweg-Aktivierung unabhédngig von Raf angezeigt. KEGG zeigt ebenfalls PPAR-
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Signalwege, Steroidsynthese und HIF-1 als angereichert an. Auf der Metabolitebene sind
Komponenten des Glutathionmetabolismus mit L-Glutaminsdure herunter reguliert, wie auch
die Kynureninsdure, Porphobilinogen und verschiedene Lysophospholipide (LPE). LPEs
spielen eine zentrale Rolle in der Membranbiogenese und Zellmigration (Tan et al., 2020;
Page et al., 2022). Hochreguliert sind erneut der Marker GSH, aber auch Glycin, sowie

weitere Aminosiduren und ihre Derivate.

Die Ergebnisse der BMDio- und BMDas-Exposition mit Natriumarsenit zeigen deutliche
Regulationsmuster und essentielle metabolische Marker. In beiden Dosen sind Gene, die mit
oxidativem Stress, Metallionenreaktion und Glutathionmetabolismus in Verbindung stehen,
signifikant reguliert, jedoch zeigt die hohere eine deutlich stdrkere und anhaltendere
Regulation dieser Gene. Auch metabolisch sind Marker wie GSH, sowie weitere
Komponenten der Glutathionregulation wund durch oxidativen Stress gestorte
Fettsduresynthese und Membrankompositionselemente angezeigt. In beiden Dosen sind auch
Gene, die mit Zelliiberlebensmechanismen, Entziindungsprozessen und Apoptose in
Verbindung stehen, betroffen. Zusitzlich zeigt sich bei BMD2s eine deutlichere Aktivierung
von Signalwegen wie den MAPK- und PPAR-Signalwegen. Eine Differenzierung der Arsen
spezifischen von zytotoxischen Wirkungen ist fiir diese Chemikalie auch zu frithen

Zeitpunkten schwierig.

3.2.3 Ethoprophos

Die Behandlung von HepG2-Zellen mit dem Insektizid Ethoprophos, welches primir iiber
Acetylcholinesterase-Hemmung wirkt, fithrte wie erwartet zu geringen transkriptionellen
Verdanderungen, jedoch relevanten Metaboliten, wie in Abbildung 29 zu sehen.Bei
BMDiowurden in den frithen Zeitpunkten zwar keine signifikanten Ergebnisse des
Transkriptoms angezeigt, es werden auf Metabolitebene jedoch deutliche Effekte
sichtbar.Nach 6h Exposition ist dies am deutlichsten mit 50 hochregulierten Metaboliten die
verschiedene Triglyceride (TG) und Phosphatidylethanolamine (PE) umfasst, was auf
Dysregulation und gestorte Homoostase der Lipoproteinsynthese und in Verbindung mit den
herunter regulierten Elementen auf Storungen in der mitochondrialen Atmung, ATP-
Generation und Membranzusammensetzung hinweist. Herunter reguliert sind Cholin und
Glycerophosphocholin, welche iiber Acetylcholinrezeptoren der Leber Ziele fiir Ethoprophos

sind. Phosphocholine (PC) sind wichtiger Bestandteil von Membranen und Lipidproteinen
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und Verdnderungen der PC und PE Anteile in Zellen kdnnen zu ER Stress, Mitogenese und
Storung bzw. Reduktion der ATP Synthese fiihren (Eyster, 2007; van der Veen et al., 2017,
Sunshine and Iruela-Arispe, 2017; Hajiasgharzadeh and Baradaran, 2017). Nach 24h geht die
Regulation von Metaboliten stark zuriick mit lediglich 10 hoch regulierten Stoffen darunter
weiter primidr TGs, PEs und PCs, sowie N-Acetyltryptophan. Herunter reguliert sind neben
LysoPC auch Sphingomyelin, welches in Zellmembranen integral fiir Interaktionen mit

Cholesterin ist (Maulik and Shipley, 1996).

Bei BMDiowerden nach 48 Stunden fiinf Gene signifikant hochreguliert. Darunter befand sich
AKRICI (Aldo-Keto-Reduktase-Familie 1, Mitglied C1), die in verschiedenen
Tumormodellen, insbesondere Lungenkrebs, mit HIF-la-abhéngiger Tumorprogression
assoziiert ist (Zhu et al, 2018; Chang et al., 2022).Ebenfalls induziert wurde PGC
(Pepsinogen C), ein Marker, der im Zusammenhang mit kanzerogenen Prozessen
forschungsrelevant ist(Shen et al., 2017; E. et al., 2023).Weitere regulierte Gene umfassen
HOXDI (Homebox D1), einen Transkriptionsfaktor mit Funktionen in Zelldifferenzierung
und Metastasierung, sowie DEPP] (Progesteron induziertes Dezidualprotein 1), ein hypoxie-
induziertes Gen, das mit autophagischen Prozessen insbesondere bei Nierenerkrankungen in
Verbindung steht(Klee ef al., 2020; Hu et al., 2024b). In der niedrigen Dosierung war dariiber
hinaus /GFBPI (Insulinartiges Wachstumsfaktor bindendes Proteinl) differentiell exprimiert,
welches das einzige regulierte Gen bei BMD2s nach 48 Stunden ist. /[GFBPI spielt eine Rolle
in der Modulation des IGF-1-Signalwegs (Insulin-artiger Wachstumsfaktor 1), der fiir
Zellwachstum, Proliferation, Insulinantwort und entziindungsassoziierte Signalprozesse,
einschlieBlich IL-1B-vermittelter Wege, von Bedeutung ist(Shi et al., 2016; Lewitt and Boyd,
2024). Fiir die niedrige Dosis ist nach 48 Stunden auf Metabolitebene mit Lysin, Tryptophan
und PEs in der Hochregulation zwar wenig, jedoch weiterhin &hnliches wie zu fritheren
Zeitpunkten hochreguliert. Sphinganin und Propionylcarnitin sind herunter reguliert, sowie
LysoPC, was weiter mit Storungen in ATP-Generation und CoA-Homdostase in Verbindung
steht (Siliprandi et al., 1991; Sunshine and Iruela-Arispe, 2017; Tan et al., 2020).Die Listen
der regulierten Gene und Metabolite befinden sich im Anhang ab Tabelle A 37 ff.
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Abbildung 32:A: Deregulierte Gene nach Exposition von HepG2 Zellen mit Ethoprophos (BMDjy) nach
48h.(Grenzwerte fiir signifikante Ergebnisse: adj.p-val: 0,05 und log2fold:1|-1) B: Deregulierte Lipide und
polare Metabolite nach Exposition von HepG2 Zellen mit Ethoprophos (BMDjg) nach 6h, 24h und
48h.(Grenzwerten fiir signifikante Ergebnisse(rot): p-val: 0,05 und log2fold:1|-1).

Fiir die BMD2s Expositionen, ist das einzige regulierte Gen nach 48h bereits diskutiert, auf
Metabolitebene ist nach 6h erneut mit 51 hoch — und 17 herunter regulierten Metaboliten die
stiarkste Regulation zu verzeichnen (Abb. 30). Es handelt sich um fast identische Regulation
in Bezug auf TGs und PEs sowie herunter regulierten Carnitinen und Zielen wie
Glycerophosphocholin. Nach 24h Exposition reduziert sich die Regulation erneut mit
weiterhin dhnlicher Regulation in Bezug auf gestorte Prozesse rund um ATP-Generierung,
ER-Stress, Membranlipiden und Lipoproteinsynthese. Dies bleibt auch fiir 48h erhalten, mit
GSH unter den herunter regulierten Metaboliten, was fiir oxidativen Stress jenseits von ER-
Stress spricht sowie weiterhin hoch regulierten Metaboliten wieN-Acetyltryptophan und N1-
Acetylspermidin, die Relevanz in den angezeigten dysregulierten Stoffwechselaspekten haben

(Tomé and Bos, 2007; van der Veen et al., 2017; Hofer et al., 2024; Wang and Liu, 2024).
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Abbildung 33: A: Deregulierte Gene nach Exposition von HepG2 Zellen mit Ethoprophos (BMD»s) nach
48h.(Grenzwerte fiir signifikante Ergebnisse: adj.p-val: 0,05 und log2fold:1]-1) B: Deregulierte Lipide und
polare Metabolite nach Exposition von HepG2 Zellen mit Ethoprophos (BMDjs) nach 6h, 24h und

48h.(Grenzwerten fiir signifikante Ergebnisse(rot): p-val: 0,05 und log2fold:1|-1).

Wie erwartet, zeigte die humane Zelllinie HepG2 keineAcetylcholinesterase-Hemmung,

jedoch tiiber weitere Zielrezeptoren Acetylcholin und Choline betreffende Effekte durch die

Behandlung mit Ethoprophos. Vor allem auf Metabolitebene ist ein Einfluss auf

Phospholipide und Prozesse der ATP-Generierung und des ER-Stresses zu sehen. Daraus

resultierende Einfliisse auf Zellzyklus und Zellproliferation sind in den AHM Ergebnissen zur

BMD-Ermittlung zu sehen (vgl. Abbildung A 9) und stimmen mit Erkenntnissen aus weiteren

Zelllinien iiberein(Al-Sarar et al., 2015; Pérez-Aguilar et al., 2015; Arena et al., 2018).
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3.2.4 WY-14643

Die Behandlung von HepG2-Zellen mit dem PPARa-Agonisten WY-14643 bei Dosis BMDio,
filhrte zu einer zeitabhidngigen Genregulation. Nach 6 Stunden waren keine signifikanten
Transkriptionsverdnderungen nachweisbar,jedoch wurden nach 24 Stunden sechs Gene und

nach 48 Stunden 18 Gene hoch- sowie acht Gene herunter reguliert (Abb. 31).

Nach 6h wurden jedoch bereits Metabolite reguliert, darunter hoch reguliert waren
Acetyltryptophan und Thyroxin wéhrend Panthothensédure, welche fiir die Synthese von
Coenzym A notwendig ist und Acetlythreonin herunter reguliert wurden. Als PPAR Agonist
sind fiir WY-14643 Effekte auf 3-Oxidation von Fettsduren und damit verbunden Acyl-CoA-

Prozesse erwartet.

Fiir 24h regulierte Gene umfassten Mitglieder der Aldo-Keto-Reduktase-Familie (AKR1B10,
AKRIC1, AKRIC2), Perilipin 2 (PLIN2) sowie IGFBP1, die mit Lipidstoffwechsel,
zellulirer Stressantwort und Uberlebensprozessen assoziiert sind. Dies steht im Einklang mit
der bekannten Interaktion von WY-14643 mit Aldose-Reduktasen und deren Inhibition wie

sie durch Sawaya et al. beschrieben wird (Sawaya et al., 2016).

Enrichment-Analysen (GetGO und Reactome) bestdtigten eine Beteiligung an Steroid- und
Cholesterinstoffwechsel sowie Lipid- und Lipoprotein-Metabolismus (Tabelle A 47). Auf
Metabolitebene  zeigten sich  ebenfalls deutliche Effekte: Neben erwarteten
Aminosédurederivaten (u.a. N-Acetyltryptophan, L-Arginin) waren auch Triglyceride und
Phospholipide reguliert. Einzelne Triglyceride und PEs waren hochreguliert, jedoch ist in
Ubereinstimmung mit bekannter Lipid-Depletion durch WY-14643 fiir verschiedene
Phospholipide, darunter Phosphatidylinositol und LysoPI, bereits nach 24h eine
Herunterregulation zu sehen (Sawaya et al., 2016; Wang et al., 2022).
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Abbildung 34:A: Deregulierte Gene nach Exposition von HepG2 Zellen mit WY-14643 (BMD) nach 24h und
48h.(Grenzwerte fiir signifikante Ergebnisse: adj.p-val: 0,05 und log2fold:1]-1) B: Deregulierte Lipide und
polare Metabolite nach Exposition von HepG2 Zellen mit WY-14643 (BMD)y) nach 6h, 24h und
48h.(Grenzwerten fiir signifikante Ergebnisse (rot): p-val: 0,05 und log2fold:1|-1).

Nach 48 Stunden traten Gene der Glutathionsynthese (GCLC, GCLM, SLC7A411), das
oxidative Stressmarker-Gen TXNIP (Thioredoxin bindendes Protein), sowie Entziindungs-
und Stressantwortgene wieSERPINEI, GDFI15 und TRIB3 in den Vordergrund. TRIB3
(Tribbles homolog 3), das mit PPARa interagiert, passt mechanistisch zur Wirkweise von
WY-14643.Die Aldo-keto Reduktasen AKR1B10 und AKR1C1 sind ebenfalls reguliert. Die
funktionelle Anreicherung iiber GetGO zeigte dhnliche Regulationen wie zum vorherigen
Zeitpunkt mit zusitzlicher Beteiligung an Zellproliferation sowie Gallensduren- und

Aminosaurestoffwechsel (Tabelle A 49).

Auf Metabolitebene wurden zu diesem Zeitpunkt liber 40 signifikant deregulierte Substanzen
identifiziert, darunter vor allem Aminoséduren (Cytosin, L-Tyrosin, L-Glutamin, L-Histidin, L-
Arginin) sowie Metabolite des Energie- und Lipidstoffwechsels wie L-Palmitoylcarnitin,
Riboflavin und Homocitrullin. Letzteres wird mit gestdrtem Lipidmetabolismus in der Leber
(z.B. in der Steatose) in Verbindung gebracht und konnte einen Marker fiir frithe
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metabolische Dysregulation darstellen.Unter den herunter regulierten Metaboliten sind PCs
und TGs aber auch Cholest-4-en-3-on, ein oxidiertes Cholesterinisomer welches mit
Gallensdurensynthese assoziiert ist (Sanches et al., 2014; Velasco et al., 2014; Jegatheesan et

al.,2016; Yang et al., 2021).

Bereits sechs Stunden nach Exposition mit der hoheren Dosis BMD2s zeigten sich erste
signifikante Genverdnderungen (Tabelle A 53). Darunter fanden sich auch Gene, die bereits
fiir BMD1o reguliert waren, wie PLIN2, GDF15 und IGFBPI. Zusétzlich wurde HAMP, dass fiir
Hepcidin kodiert, stark hochreguliert (Abb. 32). Es spielt zentrale Rolle in der
Eisenhomdostase der Leber (Kwapisz et al., 2009). Auch HERPUDI, ein durch den
Transkriptionsfaktor NRF1 reguliertes Gen der endoplasmatischen Retikulum-Stressantwort,
war deutlich exprimiert (Ho and Chan, 2015). Konstant {iber alle Zeitpunkte hinweg war
DKK1 (Dickkopf-1) herunter reguliert; ein Inhibitor des WNT-Signalwegs, der durch Bindung
an LRP5/6-Rezeptoren die zelluldre Proliferation und Homdostase beeinflusst (Huang et al.,

2018).

Dies deckt sich mit den Ergebnissen der GetGO-Enrichmentanalyse, die auf eine negative
Regulation des kanonischen WNT-Signalwegs und eine Aktivierung von UPR-assoziierten
Prozessen (Unfolded Protein Response) und damit ER-Stress hinweist. Auf Metabolitebene
war vor allem eine signifikante Hochregulation von Triglyzeriden festzustellen, wéhrend

Aminosduren und Phospholipide in geringerem Umfang reguliert waren.

81



3 Ergebnisse und Diskussion

PLIN2
H .
3 2
T GDF15 T ® N-acetyltryptophan
Q. a o
S okl HERPUD1 ° M TG(18:1_20:3 24:1)
o -1 >
L
= 2 7 R
24h log2foldchange 24h log2foldchange
o PG(18:1_18:1)y - e
2 - - o i N1-Acetylspermidine
GDF15 32 & ®
a [y 1 H °
g ° IGFBP1 2 ® o ¢ N-acetyltryptophan
2 TRIB3 & Lysol 3 £ ® pE(14:0_141)
£ i o : o i
oKk:1 i oo o o o
e weal... o i
log2foldchange ’ ! ‘ !
48h 48h log2foldchange
SERPINA3
“%e i
o M . i Ophthalmicacid
i . ;
% ; %0F15 3 Prcpxmv"carr:tm! o '..-% oy Glutamylcysteine
= ;
o % of ° o N-acetyltryptophan
2 H . .
8 : . ° 8,9 LysoP! o i . oo ® LArginine
0 ; ) :
DKK-10 . ¢ ) g o CYP1A1 5 8.4 e & °
................................... .‘~.‘““..“..'.
log2foldchange
& d log2foldchange

Abbildung 35:A: Deregulierte Gene nach Exposition von HepG2 Zellen mit WY-14643 (BMD»s) nach 6h, 24h
und 48h.(Grenzwerte fiir signifikante Ergebnisse: adj.p-val: 0,05 und log2fold:1|-1) B: Deregulierte Lipide und
polare Metabolite nach Exposition von HepG2 Zellen mit WY-14643 (BMD,s) nach 6h, 24h und 48h.
(Grenzwerten fiir signifikante Ergebnisse(rot): p-val: 0,05 und log2fold:1]-1).

Nach 24 Stunden Exposition wurden 64 Gene signifikant hoch- und 21 Gene herunter
reguliert, zu sehen in Abbildung 32 (Mitte). Die Genexpression weist starke Parallelen zu den
Effekten von BMDioauf, insbesondere im Hinblick auf Glutathionmetabolismus,
Stressantwort und entziindungsbezogene Signalwege. TXNIP, ein etablierter Marker fiir
oxidativen Stress, wurde zusammen mit 7XNRD! (Thioredoxin-Reduktase 1) hochreguliert.
Enrichment-Analysen zeigten eine Anreicherung biologischer Prozesse wie dem
Metabolismus  von  Daunorubicin  und  Doxorubicin  sowie Cystein-bezogenen
Stoffwechselwegen. Uber Reactome wurden Prozessen des Lipid- und Lipoprotein-
metabolismus und dem Aminosduretransport iiber Zellmembranen angezeigt. Auf
Metabolitebene zeigte sich im Vergleich zur niedrigeren Dosis ein anderes Bild: Triglyzeride
waren nicht reguliert, hingegen war die Zahl regulierter Phospholipide deutlich erhoht —
iiberwiegend in Form von Hemmung, was zur bekannten Lipid-Depletion passt. Zudem

wurden Aminosdurederivate, Sphingosin, sowie Homocitrullindetektiert (Tabelle A 55 ff).
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Nach 48 Stunden Exposition waren nahezu gleich viele Gene hoch- (n = 164) wie herunter
reguliert (n = 163). Neben den bereits diskutierten Genen aus den Bereichen Glutathion-,
Stress- und Entziindungsantwort zeigten sich nun stark (log.-FC > 3) regulierte Gene wie
CYPI1A1(Cytochrom P450, Familiel, Subfamilie A1), welches hauptsichlich iiber den Aryl-
Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) aktiviert wird und ein Marker fiir oxidativen Stress und
potenziell Ferroptose ist. Fiir Wy-14643 ist jedoch auch eine AhR unabhéngige Aktivierung
von CYP1A1 bekannt, die durch Séréeet al. in verschiedenen Zellsystemen gezeigt werden
konnte und mit der Bioaktivierung von prokarzinogener Stoffen in Bezug steht (Sérée ef al.,
2004). Auch reguliert wurdeCYP2S! (Cytochrom P450, Familie 2, Subfamilie SI),
welchesebenfalls iiber den AhR reguliert wird und Entziindungssignalwegen involviert ist.
Auch Caspase-8 und JUN, zentrale Marker der extrinsischen Apoptose, wurden hochreguliert
(Kersten et al., 2000; Elmore, 2007; Androutsopoulos et al., 2009; Deb and Bandiera, 2010;
Fromel et al., 2012; Galluzzi et al., 2018).

Dem gegeniiber standen signifikant gehemmt Gene der DNA-Replikation (MCM3/5/7
(Minichromosome Maintanance -Komplex 3/5/7),CDT1 (DNA Replikationsfaktor 1), DDB2
(DNA Schaden-bindendes Protein 2)), Zellzyklusregulatoren (CCNBI1(G2/ spezifische-
mitotisches cyclin-B1)) und Komponenten des Triglyzeridstoffwechsels (APOAS
(Apolipoprotein AS))(You and Masai, 2008; Garelnabi et al., 2013; Wu et al., 2021; Bao et
al., 2022; Dai et al., 2023; Yang et al., 2024b). Angereicherte biologische Prozesse umfassten
DNA-Reparatur, -Replikation, Zellzyklusregulation und Cysteinmetabolismus. Reactome-
Analysen bestétigten zusétzlich die Aktivierung von PPARa-Signalwegen, was die Wirkung
von WY-14643 als PPARa-Agonist unterstiitzt. Auch auf Metabolitebene zeigten sich
dhnliche Verdnderungen wie bei BMDio, jedoch mit einem erhohten Anteil herunter
regulierter Phospholipide und Carnitine, was weiterhin den Bezug auf Fettsduremetabolismus
und Energiestoffwechsel und Lipid-Depletion belegt (Beyoglu and Idle, 2020). Hochreguliert
wurde Ophthalminsdure, ein Marker fiir oxidativen Stress, sowie Glutamylcystein und weitere

Aminosduren die mit Glutathionstoffwechsel und Redoxhomdostase in Verbindung stehen.

Fiir die niedrigere Dosis (BMD1o) zeigt sich, dass zum frithsten Zeitpunkt keine und spéater
nur moderate Aktivierung von Signalwegen des Lipidstoffwechsels und Redoxsignalwegen
auf Transkriptomebene vorliegen. Auf Metabolitebene sind zu 6 Stunden eindeutige Beziige
zu CoA-Prozessen und auch spiter zu bekannte Effekten auf Lipide und ER-Stress
angezeigt.Direkte Bezlige zu PPAR, wie sie fiir dessen Agonist WY-14643 erwartet sind,

lassen sich erst in der hoheren Dosis zum Zeitpunkt 48h feststellen (Tamura et al., 2006;
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Uehara et al., 2008).Insgesamt fiihrt BMD2s zu einer stirkeren Stressantwort, Apoptose-
Induktion (vgl. Abbildung A10) und Suppression von Proliferations- und DNA-
Reparaturmechanismen. Die metabolischen Signaturen stiitzen bekannte Effekte gestorter

Lipid- und Energichomdostase.
3.2.5 DMSO

Nach 6-stiindiger Exposition mit DMSO zu BMD1o, was 0,9% entspricht, wurden 5 Gene
signifikant hoch- und 8 Gene herunter reguliert (Abb. 33). Unter den hochregulierten Genen
befinden sich DHRS2 (Dehydrogenase/Reduktase 2), das dem Lipidmetabolismus und der
Redoxhomoostase  zugeordnet wird, sowie MTIG (Metallothionein 1G), ein
Metallbindungsprotein mit antioxidativen Eigenschaften. Weitere regulierte Gene sind
RNF103(Ring Finger Protein 103), eine E3-Ubiquitin-Ligase, die an der Entfernung
fehlgefalteter Proteine beteiligt ist, ELP4 (Elongatorcomplexprotein 4), ein Bestandteil des
Elongator-Komplexes, der an RNA-Modifikation und Transkriptionsregulation beteiligt ist,
sowie NEK2 (Serin/Threonin-protein kinase2), eine Mitose-assoziierte Kinase, deren
Uberexpression mit chromosomaler Instabilitit und Tumorprogression in Verbindung steht

(Abbassi et al., 2020; Qu et al., 2021; Li et al., 2021; Xia et al., 2025).

Unter den herunter regulierten Genen ist DKK/ auffillig, ein Inhibitor des kanonischen Wnt-
Signalwegs. Weitere betroffene Gene wie CCL20 (CC-Chemokinligand 20), AGFG2 (Arf-
GAP Domain und FG Repeat-Containing Protein 2) und POLB (DNA Polymerase beta) sind
an Entziindungsprozessen bzw. der DNA-Schadensantwort beteiligt (Vascotto et al., 2016;
Kaufman and Van Houten, 2017; Ichikawa et al, 2020, Kadomoto et al., 2020).Auf
Metabolitebene wurden Lyso-Phosphatidylcholin (LysoPC) und einzelne Aminoséurederivate
als signifikant reguliert detektiert. LysoPC ist ein Derivat von Phosphatidylcholinen, das unter
anderem von apoptotischen Zellen zur Anlockung von Phagozyten freigesetzt wird(Lauber et

al., 2003).
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Abbildung 36:A: Deregulierte Gene nach Exposition von HepG2 Zellen mit DMSO (BMD) nach 6h, 24h und
48h.(Grenzwerte fiir signifikante Ergebnisse: adj.p-val: 0,05 und log2fold:1]|-1) B: Deregulierte Lipide und
polare Metabolite nach Exposition von HepG2 Zellen mit DMSO (BMD ) nach 6h, 24h und 48h. (Grenzwerten
fiir signifikante Ergebnisse(rot): p-val: 0,05 und log2fold:1|-1).

Nach 24h Exposition zeigt sich ein deutlich hemmendes Regulationsmuster mit 18 herunter
regulierten und nur 3 hochregulierten Genen. Zu den induzierten Genen zihlen DHRS2,
MIXL1(Mix.1 Homeobox-Like Protein), ein DNA Transkriptionsfaktor und NAGA (Alpha-N-

Acetylgalactosaminidase), ein Marker gestorter lysosomaler Funktion(Castro ef al., 2019).

Die herunter regulierten Gene umfassen zentrale Komponenten des Lipid- und
Cholesterinstoffwechsels (NRIH4 (Retinoid X Rezeptor-Interagierendes Protein 14),
HMGCS1(Hydroxymethylglutaryl-Coenzym  A-Synthase)) sowie  Gene, die mit
Tumorprogression, DNA-Reparatur und zelluldrer Stressantwort assoziiert sind, darunter
SERPINHI (Hitzeschockprotein 47), HOXD1, GSTAI (Glutathion S-transferase Al) und
NUPRI (Nuklear Protein, Transkriptioneller Regulator, 1). Letzteres spielt unter
physiologischen Bedingungen eine Schliisselrolle in der Redoxhomdostase iiber die
AhR/CYP-Achse (Carreras-Puigvert et al., 2017; Tian et al., 2020; Wang et al., 2021; Cui et

al., 2021; Zhan et al., 2022). Die angereicherten biologischen Prozesse (GetGO) betreffen
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hauptsdchlich Gallenséduremetabolismus, Cholesterinbiosynthese und die Antwort auf
toxische Substanzen (Tabelle A 65). Auf Metabolitebene wurde 2-Hydroxyestradiol, ein
Steroid, welches mit oxidativem Stress in Verbindung steht, signifikant hoch reguliert(Zhu

and Conney, 1998).

Nach 48 Stunden sind 314 Gene hoch- und 322 Gene herunter reguliert. Die hochregulierten
Gene umfassen Komponenten des Energiestoffwechsels (z. B. COX641 (Cytochrom c
Oxidase Untereinheit 6A1)), Transkriptionsfaktoren und Gene, die mit Zellzyklus,
Signaltransduktion, Apoptose sowie Immun- und Stressantwort assoziiert sind (MAP3K12
(Mitogen-Activated Protein Kinase KinaseKinase 12), BAG3(BAG Cochaperon3), DUSP3
(Dualspezifische Phosphatase 3), TXNIP, CD47 (Leukocytesurfaceantigen CD47),
GSTTI(Glutathion S-transferase theta-1)) (Gilkerson, 2018; Chen et al., 2019; Kogel et al.,
2020; Ye et al., 2021; Zhao et al., 2024a).

Die gehemmt exprimierten Gene betreffen vor allem intrazelluliren Transport und
Lipidstoffwechsel (4BCB6 (Mitochondrial ABC Transporter 3), ARFGAPI (ARF GTPase
Aktivierendes Protein 1), PRELIDI (PRELI Domain Containing 1), SLC6A414 (Solute Carrier
Family 6 Member 14)), Zellzyklusregulation (CUL4B (Cullin 4B)) sowie Entziindungs- und
Zelltodprozesse (TNFRSF21 (TNF Rezeptor Superfamilie Mitglied 21 /Death Receptor 6),
TRIM?25 (Tripartite Motif Containing 25)) (Kerzendorfer ef al., 2011; Sneeggen et al., 2020;
Zhu et al., 2020; Boutet et al., 2023; Federico et al., 2024; Eberhardt et al., 2025).

Die funktionelle Anreicherung (GetGO) verweist auf Prozesse, die mit verschiedenen
Tumorentititen (z.B. Endometrium, Blase), GPCR-vermitteltem Signalweg und DNA-
Schadensantwort (Reactome: DNA Damage Bypass) assoziiert sind (Tabelle A 67). Trotz
umfangreicher transkriptioneller Effekte sind auf Metabolitebene nur 12 Substanzen
signifikant verdndert, darunter mehrere Phosphatidylcholine, Aminosduren und Amine.
Herunter reguliert wird Sphinganin, welches auf Stérung in Sphingolipid und

Membranbildung verweist.
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Abbildung 37:A: Deregulierte Gene nach Exposition von HepG2 Zellen mit DMSO (BMD»s) nach 6h, 24h und
48h.(Grenzwerte fiir signifikante Ergebnisse: adj.p-val: 0,05 und log2fold:1]-1) B: Deregulierte Lipide und
polare Metabolite nach Exposition von HepG2 Zellen mit DMSO (BMD»s) nach 24h und 48h. (Grenzwerten fiir
signifikante Ergebnisse(rot): p-val: 0,05 und log2fold:1]-1).

Nach 6h Exposition mit BMDzs, was 1,5 % DMSO entspricht, wurden 29 Gene signifikant
hochreguliert, wie in Abbildung 34 zu sehen. Darunter befand sich erneut DHRS?2, ein Marker
fiir gestorten Lipidmetabolismus, Zellzyklus und Redoxhomoostase. Deutlich aktiviert war
zudem MKNK2 (MAP kinase-interactingserine/threonine-protein kinase 2), eine MAP-
Kinase-assoziierte Kinase mit Funktionen in der mRNA-Stabilisierung, Zytokinbiosynthese
und inflammatorischen Signaliibertragung (Gaestel, 2006; Guo et al., 2020). Weitere
aktivierte Gene wie TXNIP, NEK2, RNF103 und CDCA2(Cell Division Cycle Associated 2)
stethen im Zusammenhang mit oxidativem Stress, UPR (Unfolded protein response),

Transkriptionsregulation und Tumorprogression.

Demgegeniiber wurden 87 Gene herunter reguliert, die iiberwiegend mit Lipid- und
Energiestoffwechsel (PLIN2, AKRIC2, DKKI), Genexpression und Signaltransduktion
(TM4SF1(Transmembrane 4 L 6 Family Member 1), RGS/9 (Regulator of G Protein
Signaling 19)) sowie Stressantworten einschlielich Glutathion-Synthese und Entziindung
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(TRIB3, HAMP, NRIH4, CYPIAIl, TNFRSF19/124/21 und 10D) assoziiert sind (Gravestein
and Borst, 1998; Idriss and Naismith, 2000; Lin et al., 2014).Die angereicherten biologischen
Prozesse umfassen Lipidmetabolismus, toxische Stressantworten sowie PPARa-vermittelte
Genregulation und Gallensduresynthese. Zu diesem Zeitpunkt wurden keine signifikant

veranderten Metabolite detektiert.

Nach 24 Stunden waren 29 Gene hoch- und 95 Gene herunter reguliert. Transkriptionell
bestitigte sich die Hochregulation von DHRS2 sowie von Genen wie MIXL] und Stress- bzw.
Signalkomponenten wie TXNIP und DUSP6. Auf Metabolitebene wurden unter den
signifikant hochregulierten Verbindungen die Aminoséurederivate 1-Methylhistidin und 3-

Methylhistidinsowie 2-Hydroxyestradiol identifiziert.

Herunter reguliert waren Gene des Lipid- und Energiestoffwechsels sowie des Zellzyklus
(NR1H4, HOXD1, CYP2W1), Membrantransporter fiir Glukose und Aminoséuren (SLC43A41,
SLC6A414) sowie Gene der Stressantwort und inflammatorischen Signalwege (HAMP,
NUPRI, SERPINEI, TNFRSF21, MAPKAPK3, DKKI, SERPINA3/4). Die angereicherten
biologischen Prozesse umfassten erneut Lipidmetabolismus, toxische Stressantworten und
Gallensdure-synthese, allerdings ohne direkten Hinweis auf PPARa-Signalwege (Tabelle A
74).

Nach 48h Exposition mit BMDaswurden 49 Gene signifikant hoch- und 116 Gene herunter
reguliert. Das Expressionsprofil dhnelt dem nach 24h. Hochreguliert sind erneut Gene im
Zusammenhang mit Stressantworten, Transkriptionsregulation und Lipidstoffwechsel
(DHRS2, DAB2(DAB Adaptor Protein 2), STK4 (Serin/Threonin Kinase 4), TXNIP, MIXLI).
Zusitzlich wurden Gene identifiziert, die mit inflammatorischen Prozessen, gestorter
lysosomaler Homoostase und Apoptose assoziiert sind (FAF2 (Fas Associated Factor Family
Member 2), COMMD3 (COMMD3-BMI1 Readthrough), TRIM44)(Chakraborty et al., 2012;
You et al., 2023; Minakaki et al., 2025; Huda et al., 2025).

Unter den herunter regulierten Genen dominieren weiterhin Akteure des Lipid- und
Energiestoffwechsels sowie der oxidativen Stressantwort (PLIN2, HOXDI, CCL20, AKRIC]I,
NRI1H4, SERPINA3). Dariiber hinaus ist auch das Immunmodulator-Gen CD7 (T-cellantigen
CD7)reguliert, das in der T-Zell-Aktivierung und -Differenzierung eine Rolle spielt(Aandahl
et al, 2003).Die funktionelle Anreicherung (GetGO) weist auf Prozesse wie

Aminosauretransport, hormonelle Signalregulation sowie Lipid- und Lipoproteinstoffwechsel
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hin (Tabelle A 76). Uber Reactome werden insbesondere MAPK-Signaltransduktions-
kaskaden als relevante Signalwege identifiziert. Auf Metabolitebene(Abb. 34 B) sind
Glutamin und Cytosin sowie verschiedene Triglyceride signifikant hochreguliert, was auf eine
Aktivierung von Stressantworten, Lipidmetabolismus und Membranhomdgostase hinweist.
Demgegeniiber sind Lyso-Phosphatidylinositol (LysoPI) sowie mehrere Sphingo- und
Phospholipide herunterreguliert, was auf strukturelle und funktionelle Verdnderungen der

Zellmembran sowie oxidativen Stress schlieen ldsst (Masoodi et al., 2021).

Die Exposition mit DMSO in den getesteten Konzentrationen (BMD1o: 0,9 %, BMD2s: 1,5 %)
zeigte dosis- und zeitabhédngige transkriptionelle und metabolische Effekte, die iiber die Rolle
als inertes Losungsmittel hinausgehen. Bereits bei BMDio kam es bereits nach 6h zu
Verdnderungen in Genen des Lipidstoffwechsels und der Redoxhomdostase, die sich iiber 24h
hinweg in eine Hemmung zentraler metabolischer und stressbezogener Signalwege
verschieben. Nach 48h zeigt sich ein ausgewogenes Muster aus Geninduktion und -repression,
wobei insbesondere Signalwege zu Apoptose, oxidativem Stress und Transkriptionsregulation
reguliert sind. Genexpressionsdanderungen, die signifikanten Einfluss auf Transkriptions- und
Metabolomstudien haben konnen, sind durch Verheijenet al. bereits fiir die, als unbedenklich

gehandelte, Konzentration von 0,1% DMSO gezeigt worden (Verheijen et al., 2019).

Bei BMDas zeigten sich verstirkte Effekte mit frither Induktion stressassoziierter Gene,
gefolgt von starker Repression von Genen des Energiestoffwechsels, der Immunantwort und
Zellzyklusregulation. Nach 48 h zeigte sich eine ausgeprigte Repression von Genen der
Immunantwort, des Lipidstoffwechsels und der zelluliren Homdostase, begleitet von einer
Induktion pro-apoptotischer und stressassoziierter Signalwege. Parallel wurden metabolisch
vor allem Aminosdurederivate, Triglyceride und Phospholipide reguliert, was auf gestorte

Membranintegritdt und oxidativen Stress hinweist.

AbschlieBend zeigt die Pilotstudie, dass eine klare Trennung zwischen spezifischen und
unspezifischen zelluldren Antworten nicht pauschal mdglich ist. Wihrend einige Substanzen,
wie Cadmium in niedriger Dosis, spezifische Regulationsmuster erkennen lassen, bleibt deren
Gesamtregulation auf transkriptioneller und metabolischer Ebene limitiert; in hoherer Dosis
treten dagegen frith toxizitdtsassoziierte Effekte auf. Die stirksten und konsistentesten
Reaktionen lieferte Natriumarsenit, wobei auch bei niedriger Dosis frith spezifische Muster
auftreten, eine klare Abgrenzung zu generellen zytotoxischen Effekten jedoch selbst zu frithen

Zeitpunkten schwierig bleibt. Ethoprophos zeigt kaum friihe Genregulation, wihrend spéte
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Effekte mit bekannten Toxikodynamiken aus anderen Zellsystemen iibereinstimmen. Fiir
WY-14643 werden die erwarteten, substanzspezifischen Reaktionen erst in hoherer Dosierung
deutlich sichtbar, zusétzlich zu allgemeinen Stressantworten. DMSO beeinflusst bereits in
niedriger Konzentration frilhe metabolische Prozesse und zeigt erst spiter deutlichere
unspezifische Stress- und Apoptosemuster, was die Idee von niedriger Dosis und frithe Zeit
fiir spezifische Wirkung fiir diesen Stoff unterstiitzt. Ebenfalls zu beachten ist das fiir die
durchgefiihrten Experimente eine 3'-Sequenzierungsmethode eingesetzt wurde. Die
kosteneffektivere Methode ist zwar in der Lage etablierte Regulationsmuster zu detektieren,
jedoch konnen die begrenzte Sequenziertiefe und Auflosung dieser Methode feinere
Unterschiede oder subtile transkriptionelle Effekte iiberdecken und so potentiell zur
schlechteren Unterscheidung gerade bei geringer Expression in den niedrigen Dosen

beitragen.

Fiir das Gesamtprojekt wurde einheitlich die BMDio-Konzentration sowie 6- und 24-h -
Zeitpunkte fiir die Omics-Probenproduktion fiir alle Organismen und Zellen festgelegt. Dabei
ist aus den Daten der HepG2-Zellen, aber auch generell zu beriicksichtigen, dass durch friihe
Ernten zu niedrigen subtoxischen Dosen nicht in allen Féllen eine Trennung spezifischer von
unspezifischer Genregulation gewihrleistet ist. Da zum Zeitpunkt des Verfassens dieser
Arbeit fir keine der zwischenzeitlich122 untersuchten Substanzen, von denen fiir 104 Stoffe
Omicsproben an die Projektpartner verschickt wurden, keine Analysedaten vorlagen, wurden
erginzend eigene RNA-Seq-Daten generiert. In der anschlieBenden Imidazolstudie wurde
hierzu einheitlich der BMD2s-Wert nach 24 Stunden fiir HepG2 und weitere Expositionen

herangezogen.
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3.3 Charakterisierung der molekularen Effekte von Imidazolen

Imidazole sind aus diesem regulatorischen Interesse heraus Teil der in PrecisionTox
untersuchten Chemikalien. Da im Rahmen der Pilotstudie mit HepG2-Zellenbei niedriger
Dosis und frithen Zeitpunkten nur begrenzt substanzspezifischen Wirkungen beobachtet
wurden (siehe Abschnitt 3.2), wurde zum geplanten Vergleich mit an Projektpartner versandte
Omics-Proben des Projekts (BMD1o, 6h und 24h) ein zusétzlicher Datensatz bei BMD2s und
24h Exposition generiert. Da diese Daten zum Zeitpunkt der Auswertung noch nicht
verfiigbar waren, konzentriert sich diese Arbeit auf die Transkriptomdaten der eigenen

Omics-Experimente.

Imidazol 1-Methyl 2-Methyl 4-Methyl 2-Ethyl-4- 1H-Imidazol- il5k
Imidazol Imidazol Imidazol Methyl 1-Propylamin Dimethylimidazol

. Imidazol [\ .
o O o 0 0 f") 0

N

F
TN

Abbildung 38: Verwendete Imidazolverbindungen der Stoffklassenstudie mit Strukturformel. Fiir die 5
Verbindungen vor der Abtrennung wurden Transkriptomdaten erhoben.

Im Rahmen des Projekts wurden als Stoftklassenstudie insgesamt sieben Imidazole
untersucht, ithre Strukturformeln sind in Abbildung 35 gezeigt. Fiir die hier présentierte
Omics-Studie wurden die Substanzen von regulatorisch besonderem Interesse Imidazol, 4-
Methyl-Imidazol, 2-Methyl-imidazol, 1-Methyl-Imidazol und 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol
davon ausgewdhlt. Die RNA-Sequenzierung erfolgte mittels Illumina Sequenzierung. Pro
Substanz ~ wurden  drei  technische  Replikate analysiert. Die  differenzielle
Genexpressionsanalyse erfolgte iiber die Galaxy-Plattform, wie in 2.5 beschrieben. Die Dosis-
Wirkungskurven zur Ableitung der BMD-Werte fiir alle Imidazole sind in Abbildung 36
gezeigt. Wie mit der Grundsubstanz zu sehen sind die Zellzahlreduktionskurve (CNT) eine
miBig steigende Kurve, wihrend die Zelltodkurve (CDE) mit deutlichem Versatz der
Konzentration nach rechts sehr steil ist. Fiir 1-Methyl-Imidazol und 4-Methyl-Imidazol
konnte kein Zelltod in signifikantem Mal} detektiert werden, weshalb keine validen BMD-
Werte fiir CDE berechnet werden konnten. Fiir 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol zeigen die Dosis-
Wirkungskurven dhnliches Verhalten zur Grundsubstanz. 2-Methyl-Imidazol zeigt bereits in

CNT einen steileren Kurvenanstieg, wihrend der Zelltod eher reduziert scheint.In HepG2-
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Zellen zeigten Imidazole insgesamt primir Effekte auf Zellzyklus und Zellproliferation,

erkennbar durch die empfindlichere Reaktion der Zellzahlreduktion (CNT). Zelltod trat, wenn

erst in hoheren Konzentrationen auf.
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Zellzahlreduktion Imidazol 1-Methyl Imidazol 2-Methyl Imidazol 4-Methyl Imidazol 2-Ethyl-4-Methyl
(CNT) Imidazol
BMDI10 1808,7 uM 10134 uM 590,9 uM 268,16 uM 489,5 uM
BMD25 5205,69 uM 2428,1 uM 2571,14 uM 823,89 uM 144327 uM

Zelltod (CDE) Imidazol 1-Methyl Imidazol 2-Methyl Imidazol 4-Methyl Imidazol 2-Ethyl-4-Methyl
Imidazol

BMD10 17856,7 uM invalid 72433 uM mvalid 5919.9 UM

BMD25 21731,3 uM invalid 13569,9 uM invalid 7669,4 uM

Abbildung 39: Dosis-Wirkung Kurven der Imidazolverbindungen zur Erhebung der Benchmarkdosen in HepG2-
Zellen. Gezeigt sind die Kombinationen aller iiber 48h getesteter Dosisspannen zur Ermittlung von
harmonischen Benchmarkdosen fiir 10, 25 und 50 % Effektlevel fiir weitere Experimente. Zellzahlreduktion
(CNT) ist jeweils der sensiblere Endpunkt und Zelltod (CDE) ist zu hoheren Konzentrationen auftretend oder

nicht feststellbar.
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3.3.1 Transkriptomstudie: Imidazole deregulieren Lipid- und Steroidmetabolismus in HepG2-

Zellen

Fiir die signifikant deregulierten Gene nach Behandlung mit Imidazolen wurden funktionelle
Anreicherungsanalysen mittels Gene Ontology (GO) und KEGG-Signalwegdaten sowie
differenzierte Auswertungen nach Regulationsrichtung iiber EnrichrKG durchgefiihrt.

Fiir Imidazol, welches nach ECHA repro- und entwicklungstoxisch eingestuft ist, wurden
insgesamt 255 Gene signifikant dereguliert, davon 138 hoch- und 117 herunter
herunterreguliert. Die vollstindige Genliste ist im Anhang in Tabelle A 79 zu sehen. Die GO-
Analyse (biologische Prozesse) weist auf eine verstirkte Deregulierung von
Stoffwechselwegen von Sterol, Steroiden und Cholesterins hin, einschlieBlich sekunddrem
Alkoholstoffwechsel und allgemeinen Lipidstoffwechselprozessen. Insbesondere die Sterol-
und Cholesterinbiosynthese zdhlen zu den an den stirksten betroffenen Prozessen (vgl. Abb.
37).

Top over-represented categories in BP
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Abbildung 40: Top-angereicherte Biologische Prozesse (GO Ontology) fiir Imidazol.
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Die Anreicherung in der GO-Kategorie molekulare Funktionen (MF) zeigt eine Aktivierung
von RNA-bezogenen Prozessen, Oxidoreduktasen sowie Aldo-Ketoreduktasen (Abbildung A
13).

Uber Enrichr KG (Abb. 38 A) tretenim Kontext des Lipidstoffwechsels sowohl allgemeine
Regulatoren wie LPINI (Lipin 1), das an der Lipidhomdostase und -speicherung beteiligt ist,
als auch spezialisierte Akteure wie APOE (Apolipoprotein E) in Erscheinung, das die
Lipidverteilung zwischen Geweben und Zellen reguliert und mit neurodegenerativen
Erkrankungen wie Alzheimer in Verbindung steht (Huang and Mahley, 2014; Di Biase et al.,
2025; Huda et al., 2025). ACAT2 (Acetyl-CoA-Acetyltransferase 2) und ACLY (ATP-Citrat-
Lyase) sind fiir die Bereitstellung von cytosolischem Acetyl-CoA essenziell, das sowohl fiir
die Lipogenese als auch fiir die Cholesterinbiosynthese bendtigt wird (Zhang, 2018; Abbassi
et al., 2020).

Der Sterolmetabolismus ist mit CYP27A41 (Sterol 26-Hydroxylase), MSMO1 (Methylsterol-
Monooxygenase 1) und 7M7SF2 (Transmembrane 7 Superfamily Member 2) angezeigt.
MSMOI katalysiert die dreistufige Monooxygenierung im Demethylierungsprozess von 4,4-
Dimethyl- zu 4a-Methylsterolen, Vorstufen der Cholesterinsynthese, und wurde kiirzlich als
potenzieller Biomarker fiir Parkinson sowie flir Leber- und Brustkrebs identifiziert (Xu et al.,
2016; Simigdala et al., 2016; Cao et al., 2022; Wang et al., 2024). TM7SF2, auch bekannt als
3B-Hydroxysterol-A(14)-Reduktase, vermittelt potentiell eine Schliisselfunktion bei der

Umprogrammierung des Lipidstoffwechsels in Zervixkarzinomzellen (Liu ef al., 2024a).

An der Schnittstelle von Sterol- und Cholesterinbiosynthese agiert /DI/ (Isopentenyl-
Diphosphat-Delta-Isomerase 1), dass die Isomerisierung von Isopentenyldiphosphat (IPP) zu
seinem Dimethylallyldiphosphat (DMAPP)katalysiert. Diese Isomere dienen als Substrate fiir
FDPS (Farnesyl-Diphosphat-Synthase), die Geranyl- und Farnesylpyrophosphat synthetisiert
— essentielle Intermediate der Sterolbiosynthese. Funktionsstérungen in diesem Bereich sind
mit Osteoporose, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Tumorprogression assoziiert(Dozier and
Distefano, 2012; Fang et al., 2018; Sun et al., 2023). Auch angezeigt ist FDFT1 (Farnesyl-
Diphosphat-Farnesyltransferase 1), das erste spezifische Enzym der Cholesterinbiosynthese,
es stellt zudem eine Verbindung zur Ferroptose dar(Sun ef al., 2023). Insgesamt liegt so eine

potentielle Verbindung zu endokrinen Stérungen nahe.
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Abbildung 41: Enrichr KG Auswertung der Imidazol DEGs. A: Hochregulierte Gene, B: Herunterregulierte
Gene. Gezeigt werden Netzwerke die regulierte Gene in Bezug zu Biologischen Prozessen (GO), KEGG
Signalwegen oder Sdugetierphénotypbegriffen stellen.

Weitere relevante Gene im Cholesterinstoffwechsel sind LIP4 (Lipase A), die
Cholesterylester und Triglyzeride hydrolysiert und so zur Homoostase freier Fettsduren und
Cholesterin beitrdgt, sowie SC5D (Sterol-C5-Desaturase), LSS (Lanosterol-Synthase) und
EBP (Cholestenol-Delta-Isomerase), letzteres ein integrales ER-Protein mit Funktionen iiber
die Cholesterinsynthese hinaus, u. a. in Autophagie (Simigdala et al., 2016; Zhang, 2018;
Long et al., 2019).
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ABCAI(ATP Binding Cassette Subfamily A Member 1), ein ABC-Transporter, wirkt als
Effluxpumpe fiir Cholesterin und Phospholipide an Zellmembranen und ist bei Dysregulation
an diversen Pathologien beteiligt(Jacobo-Albavera et al., 2021; Segrest et al., 2022). Auch die
lysosomalen Cholesterintransporter NPC!/ und NPC2 (NPC Intracellular Cholesterol
Transporter 1 | 2) sind von zentraler Bedeutung fiir das intrazelluldre Cholesterin-Trafficking.
De-regulation oder Mutationen dieser Gene sind kausal fiir die Niemann-Pick-Typ-C-
Erkrankung und mit Glioblastomen assoziiert(Xu et al., 2019b; Cook et al., 2020; Colombo et
al., 2021; Kunkel et al., 2023; Zheng et al., 2024).

Ein zentraler, geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Cholesterinbiosynthese erfolgt durch
HMGCR (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA-Reduktase), die iiber einen negativen
Feedbackmechanismus durch Cholesterin reguliert wird. Die pharmakologische Hemmung
dieses Enzyms wird mit einer verminderten Alzheimer-Inzidenz in Verbindung gebracht und
als Markerkandidat fiir Alzheimer postuliert (Leduc ef al., 2015; Benn et al., 2017; Qin et al.,
2024).Den finalen Syntheseschritt katalysiert DHCR7 (7-Dehydrocholesterol-Reduktase),
welches 7-Dehydrocholesterol (7-DHC) zu Cholesterin reduziert. Eine Blockade dieses
Schritts fiihrt zur Akkumulation von 7-DHC, was mit einer erhohten Tumoraggressivitit und
Resistenz gegeniiber Ferroptose in malignen Zellen wie Neuroblastomen und Burkitt-

Lymphomen assoziiert wird (Xu et al., 2016; Prabhu et al., 2016; Freitas et al., 2024).

Die Saugetierphdnotyp-Datenbank verweist insgesamt auf eine gestdrte Lipidhomdostase und
erhohte Triglyzeridspiegel in der Leber, wie auch embryonale Toxizitdt, was auf die

reprotoxische Einstufung verweist, auch in der betrachteten Leberzelllinie.

Eine Hemmung von Prozessen wie RNA-Prozessierung und -Splicing, insbesondere von
mRNA und rRNA ist fiir die herunter regulierten Gene zu verzeichnen. Mit Splicing-Faktoren
wie SRSF2 und SRSF7 (Serine And Arginine Rich SplicingFactor 2/7) und der ribosomale
BiogenesefaktorBOPI (Abb. 38 B).Die Gene HNRNPC (Heterogeneous Nuclear
Ribonucleoprotein C) und HNRNPA2B1 (Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein A2/B1),
primdr in RNA-Stabilisierung und -Prozessierung involviert, sind ebenfalls reguliert und
stechen zudem in Zusammenhang mit neurodegenerativen sowie Autoimmunerkrankungen
(Liu and Shi, 2021). Zusitzlich wurden Zellzyklus- und DNA-Replikationsfaktoren wie
MCM?2/4 (Minichromosome Maintenance Complex Component 2/4) und CDC20 (Cell
Division Cycle 20) reguliert.Fiir die KEGG-Analyse lagen ausreichend signifikant regulierte
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Gene vor, die fiir die Terpenoid Backbone Biosynthese eine Aktivierung in den Zellen anzeigt

(Abbildung A 15).

Nach 24h Behandlung mit 4-Methyl-Imidazol wurden lediglich drei Gene signifikant reguliert
— zwel hoch- und eines herunterreguliert. Die GO-Analyse (biologische Prozesse) weist auf
eine Beteiligung von primdrem Alkoholmetabolismus, Insektizidabbau sowie reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS)-assoziierten Stoffwechselwegen hin, sowie p53 -Signalprozesse
(Abb. 39). Uber Molekulare Funktionen waren Energiestoffwechsel sowie verschiedene
Hydrolasen im Lipidstoffwechsel angezeigt (Abbildung A 13 rechts).
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Abbildung 42: Top-angereicherte Biologische Prozesse (GO Ontology) fiir 4-Methyl-Imidazol.

Hochreguliert istCYPIAI, eines der zentralen Cytochrom P450 Enzyme, ist eine
Monooxygenase, die verschiedene exogene und endogene Substrate hat. Sie wird primér {iber
den Arylhydrocarbonrezeptor (AhR) reguliert und ist kritisch in Zellzyklusregulation und
normaler Homoostase, weshalb sie ebenso =zentral in einer Reihe von Krebs und
krebsassoziierten Prozessen, wie auch Ferroptose ist (Androutsopoulos et al., 2009; Mescher

and Haarmann-Stemmann, 2018).SowieACSS2 (Acetyl-Coenzyme A  Synthetase,
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Cytoplasmic), welches verschiedene Funktionen in Lipidmetabolismus,Stressantwort und
Transkriptionsregulation erfiillt (Ling et al., 2022).Das herunter regulierte Gen THBSI
(Thrombospondin 1) ist in der Angiogenese und Tumorprogression involviert (Isenberg et al.,
2008). Zu sehen in Abbildung 40, sowie als Liste in Tabelle A 80.Aufgrund der geringen
Anzahl signifikanter Gene sind diese Ergebnisse als vorldufig zu interpretieren. Dennoch
zeigen die Prozesse Uberschneidungen mit denen der Grundsubstanz Imidazol und iiber die

regulierten Prozesse eine Verbindung zu potentieller kanzerogener Wirkung.
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Abbildung 43: Enrichr KG Auswertung der 4-Methyl-Imidazol DEGs. A: Hochregulierte Gene, B:
Herunterregulierte Gene. Gezeigt werden Netzwerke die regulierte Gene in Bezug zu Biologischen Prozessen
(GO), KEGG Signalwegen oder Sdugetierphinotypbegriffen stellen.

Fiir 2-Methyl-Imidazol wurden insgesamt 220signifikant deregulierte Gene identifiziert,
davon 143 hoch- und 77herunterreguliert (Tabelle A 81). Die GO-Anreicherung (biologische
Prozesse) zeigt eine starke Beteiligung von Sterol-, Cholesterin- und Steroidbiosynthese
sowie allgemeinem Lipidmetabolismus, dhnlich wie bei der Grundsubstanz Imidazol, was
erneut auf potentielle Stérung in den spdteren endokrinen Prozessen verweist. In der
Kategorie molekulare Funktion wurden zudem Oxidoreduktasen, Spermidin- sowie

Steroltransporter angereichert (Abb. 41, Abb. A 14).
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Abbildung 44: Top-angereicherte Biologische Prozesse (GO Ontology) fiir 2-Methyl-Imidazol.

Fir die aktivierten Prozesse (Abb. 42 A) dominieren erneut Cholesterin- und

Sterolbiosynthese sowie Lipidstoffwechsel, iiber die bereits diskutierten zentralen Gene
MSMO1, HMGCR und weiter wie FDPS, TM7SF2, ACAT2, ACLY und NPCI und 2. Ebenso
reguliert sind LIPA, NEUI (Neuraminidase 1), LPINI und APOE. NEUI ist mit lysosomalen

Speicherkrankheiten und Nierenfibroisierung assoziiert(Cathey et al., 2008; Chen et al.,
2023Db; Itoh and Tsukimoto, 2023).
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Abbildung 45: Enrichr KG Auswertung der 2-Methyl-Imidazol DEGs. A: Hochregulierte Gene, B:
Herunterregulierte Gene. Gezeigt werden Netzwerke die regulierte Gene in Bezug zu Biologischen Prozessen
(GO), KEGG Signalwegen oder Saugetierphinotypbegriffen stellen.

Eine differenzierte Analyse der differentiell exprimierten Gene die inhibiert sind, zeigt zwei

distinkte, funktionell unabhédngige Cluster. Der erste ist der ribosomalen Biogenese sowie

RNA-Prozessierung und -Metabolismus zuzuordnen, mit Schliisselgenen wie NOLCI

(Nucleolar And Coiled-Body Phosphoprotein 1) und WDR46/74 (WD Repeat Domain 46/74).

Letztere stehen zusétzlich mit der Aktivierung des TGF-B-Signalwegs in Verbindung, der fiir

Zelldifferenzierung und embryonale Entwicklung relevant ist.Das zweite Cluster betrifft den

Hippo-Signalweg, der eine zentrale Rolle in Embryogenese und Organentwicklung spielt, was

auch hier den Verweis auf reprotoxische Bedenken ermoglicht. Hier sind unter anderem
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SCRIB(Scribble Planar CellPolarity Protein) und FGFR1 (Fibroblasten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor 1) reguliert, wobei liber Enrichr eine Assoziation zu verschiedenen embryonalen

Phénotypen besteht(Liu et al., 2018; Fu et al., 2022).

Neben der Aktivierung der Terpenoid-Backbone-Biosynthese zeigt die KEGG-Analyse auch
eine deutliche Regulation lysosomaler Prozesse, insbesondere in Bezug auf glycosidische
Abbauenzyme wie NEUI, LIPA und GM2A4 (Ganglioside GM2 Activator). Zusétzlich ist der
intrazelluldre Vesikeltransport und die Synthese lysosomaler Enzyme tiber API/M2 (AP-
1/AP1M2: Adaptor-Protein-Komplex 1, p-Subunit) reguliert (Abbildung A 16 und 17).

1-Methyl-Imidazol zeigt ein deutlich abweichendes Regulationsprofil im Vergleich zu den
zuvor untersuchten Substanzen, durch ECHA wird es als Haut- und Augenreizend gefiihrt.
Insgesamt wurden 65signifikant deregulierte Gene identifiziert, davon 16 hoch- und
49herunter reguliert, insgesamt iiberwiegt die Hemmung (Tabelle A 82). Die GO-Enrichment-
Analyse (biologische Prozesse) identifiziert vorrangig Prozesse wie Wundheilung, die
zelluldre Antwort auf Glukosemangel sowie rRNA-Prozessierung. Molekulare Funktionen
zeigen RNA-bindung und weitere Stoffwechselprozesse an (Abb. 43, Abb. A13). Lipid- oder

Steroidstoffwechsel sind im Gegensatz zu fritheren Substanzen nicht angereichert.
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Abbildung 46: Top-angereicherte Biologische Prozesse (GO Ontology) fiir 1-Methyl-Imidazol.

Unter den hoch regulierten Genen sind NEUI und GM2A4, die an katabolen Prozessen von
Glycosphingolipiden und Gangliosiden beteiligt sind. Diese werden nur iiber Enrichr dem
KEGG-Signalweg ,,Lysosom* zugeordnet (Abb. 44 A). Aufgrund der geringen Anzahl

signifikanter Gene war eine umfassende KEGG-Signalweganalyse nicht moglich.

Die deutliche Hemmung bezieht sich vor allem auf Prozesse der RNA-Prozessierung und
Translationskontrolle, wie auch schon zuvor beobachtet fiir andere Imidazolverbindungen
(Abb.44 B) Zusitzlich ist die Regulation der Wundheilung tiber THBSI und CLDNI (Claudin
1) signifikant. CLDN1 kodiert ein Tight-Junction-Protein, das eine Schliisselrolle in der Zell-
Zell-Adhision spielt. Eine Uberexpression in Hepatozyten steht im Zusammenhang mit
Tumorprogression und Metastasierung(Suh et al., 2013). CLDNI steht im Zentrum eines
funktionellen Clusters, das Gene umfasst, die an Zytoskelettregulation, Wundheilung und
Tumorentwicklung beteiligt sind, darunter ACTGI (Actin Gamma 1), TGFBR2 (Transforming
Growth Factor Beta Receptor 2) und ACTB (Actin Beta). Ebenfalls angezeigt ist die

Beeinflussung des embryonalen Wachstums.
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Abbildung 47: Enrichr KG Auswertung der 1-Methyl-Imidazol DEGs. A: Hochregulierte Gene; B:
Herunterregulierte Gene. Gezeigt werden Netzwerke die regulierte Gene in Bezug zu Biologischen Prozessen
(GO), KEGG Signalwegen oder Saugetierphénotypbegriffen stellen.

Fiir 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol, durch ECHA als karzinogen und reprotoxisch gefiihrt,sowie
wahrscheinlich endokrin disruptiv. Es wurden insgesamt 225 DEGs identifiziert, davon 165
hoch — und 60herunterreguliert (Tabelle A 83). Die Analyse angereicherter biologischer
Prozesse zeigt eine signifikante  Anreicherung von  Steroid-, Lipid- und
Sterolstoffwechselwegen. In der Kategorie ,,molekulare Funktionen® sind insbesondere
Oxidoreduktaseaktivitidt sowie Cholesterin- und Sterolbindung betroffen (Abb. 45, Abb. A
18).
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Abbildung 48: Top-angereicherte Biologische Prozesse (GO Ontology) fiir 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol.

Hochreguliert sind zentrale Gene des Cholesterin-, Sterol- und Steroidstoffwechsels, welche
bereits diskutiert wurden. Dazugehoren die zentralen Gene MSMOI und DHCR7 wie
auchTM7SF2, IDI1, NPC2, LIPA, LPINI1, ACLY, ACAT2 sowie APOAS5. Uber EnrichrKG in
ABBX B auch aufgefiihrt werden CYPI1941 (Aromatase), relevant in Lipid und
Ostrogenbiosynthese und APOF (Apolipoprotein F), welches regulatorisch im
Cholesterintransport und Tumorentstehung aktiv ist(Shi et al., 2023). AuchSOAT! (Sterol O-
Acyltransferase 1), welches die Bildung von Cholesterolester katalysiert und an
Lipoproteinbildung beteiligt ist und ELOVL6 (Fatty Acid Elongase 6) sind angezeigt
(Salamone et al., 2023). Die Fettsdureelongase 6 katalysiert die erste und
geschwindigkeitsbestimmende Reaktion der Fettsdurenkettenverldngerung. Sie ist als Marker
fiir Parkinson postuliert und Epilepsie diskutiert, sowie in metabolischen Erkrankungen wie
Steatose und Diabetes mellitus angezeigt (Matsuzaka et al., 2007; Matsuzaka and Shimano,
2009; Nie et al, 2021; Wang et al, 2024; Guo et al., 2025).Die Sdugetierphdnotyp-
Datenbank verweist auf assoziierte Phdnotypen der gestorten Lipidhomdostase, erhohte

Lebercholesterinwerte und Lebersteatose (Abb. 46 A).
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Die gehemmten Gene zeigen erneut Ahnlichkeiten zur Grundsubstanz und weiteren
Imidazolverbindungen, aufgeteilt in zwei funktionelle Subcluster (Abb. 46 B). Das erste
Cluster umfasst RNA-Prozessierung und ribosomale Biogenese, vermittelt u.a. durch
WDR43, WDR46 und NOLCI. Fiir das zweite Cluster sind Onkogene Signalwege und der
zentralen Kohlenstoffmetabolismus in Krebs angezeigt. Hier sind unter anderem ERBB2 (Erb-
B2 Receptor Tyrosine Kinase 2 auch HER2), MYC (Proto-Oncogene C-Myc), FGFRI und
RECQL4 (ATP-abhingige DNA Helikase 4) reguliert. ERBB?2 ist vor allem in aggressiven
Brustkrebsformen {iberexprimiert, wobei die Depletion hiufig zu Arzneimittelresistenz
filhrt. MYCgilt als Masterregulator in der Neoplasie vieler Krebsarten, es hat auBlerdem
Funktion in der Tumorentwicklung und Immunsuppression. Die Depletion von MYC ist mit
Proliferationsarrest assoziiert (Révillion et al., 1998; Dhanasekaran et al., 2022; Yoon and

Oh, 2024).
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Abbildung 49: Enrichr KG Auswertung der 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol DEGs. A: Hochregulierte Gene; B:
Herunterregulierte Gene. Gezeigt werden Netzwerke die regulierte Gene in Bezug zu Biologischen Prozessen

(GO), KEGG Signalwegen oder Sdugetierphinotypbegriffen stellen.

Neben der

Signalweganalyse

Die Imidazolverbindungen zeigen substanzspezifische, teils stark {iberlappende Effekte auf
Lipid-, Sterol-, Steroid- und Cholesterinmetabolismus in zentralen Elementen dieser
Signalwege, was in Abbildung 47 dargestellt ist. Die Aktivierung der Terpenoid-Backbone-

Biosynthese, welche den angezeigten Stoffwechselwegen von Sterol-, Cholesterin- und

Steroidbiosynthese

substanziibergreifend mit der Ausnahme von 1-methly-Imidazol zu beobachten. Vor allem

auch eine

vorgeschaltet

Aktivierung Terpenoid-Backbone-Biosynthese wird durch die KEGG-

ist, sowie

Hochregulation von Komponenten am Xenobiotika-

Metabolismus iiber Cytochrom-P450-Enzyme (CYP1A1) bestitigt (Abbildung A 19 und 20).

Lysosom betreffende
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Imidazol, 2-Ethyl-4-methly-Imidazol und 2-Methyl-Imidazol haben starke Ahnlichkeiten in
Regulationswegen, die insgesamt zu nachfolgenden endokrinen Prozessen und deren
Regulation in Bezug stehen konnen.Insgesamt ist in den hochregulierten Prozessen deutlich
die Wirkung auf Metabolismuswege zu sehen, wie sie auch zu dem beobachteten, in den

HepG2-Zellen auch protektiven, Phinotyp passen (folgt in 3.3.2).

Zur gewihlten Dosis und Expositionsdauer ist noch keine Uberforderung der Zellkapazitit zur
Entgiftung und Anpassung erreicht, karzinogene Wirkungensind noch nichtin den
liberexprimierten Prozessen zu beobachten. Die Stressreaktionen wie Autophagie und
Mitophagie sind angezeigt. In der Schnittmenge aus 1-Methyl-Imidazol,2-Ethyl-4-Methyl-
Imidazol und 2-Methyl-Imdiazol und Imidazol selbst, sind unter anderem
Cholesterolmetabolismus,Lysosomaleaktivitit wie auch Autophagie reguliert. Unter anderem
durch die Gene TP53INPI1, NEUI und NPC2, wihrend die letzteren bereits diskutiert wurden
und in Dysregulation mit Pathologien assoziiert sind, ist 7P53INPI ebenfalls zu beleuchten.
Das Tumor Protein p53-Inducible Nuclear Protein 1 ist ein Stressantwortgen, dass iiber p53
reguliert ist und positiv Autophagie und Zelltod reguliert (Saadi et al., 2015).Ebenso ist das
im Venndiagramm zentrale, in allen Imidazolverbindungen regulierte, ACSS2 genauer zu
betrachten. Wie fiir 4-Methyl-Imidazol kurz beschrieben, hat die Acetyl-Coenzyme A
Synthetase 2 primédr Aufgaben in Lipidmetabolismus und der Acetylierung von Histonen und
Transkriptionsfaktoren, jedoch auch in der Stressantwort. In der Hirntumorgenese ist ACSS2
ein ausschlaggebender Faktor in Autophagie auslosenden und regulierenden Prozessen, die
die Tumorprogression fordern (Li et al., 2017).Dieser Prozessfindet auch in weiteren
Geweben statt iiber die Phosphorylierung von 4ACSS2 durch AMPK und die Translokation in
den Zellkern. Dort werdenAutophagie auslosende und regulierende Aktivitdt durch die
Synthetase bewirkt, welches zumeist mit Reduktion von autophagischenProzessen verbunden
ist. Dies gilt jedoch nicht, wenn lysosomalen Vorgédnge und die Autophagiemaschinerie an
sich nicht gestort sind. Spezifisch in Karzinomen der Leber ist die ACSS2 Aktivitat Teil der
Tumorsubtypeneinstufung in der Tumorinitiation und Progression. Kiirzlich wurde durch
Jung et al. gezeigten, das ACSS2 auch tumorsuppressive Rollen einnimmt, da es vor allem
inniedrigmalignen Tumoren erhoht ist, wihrend in den aggressiveren und hochmalignen
Tumoren ACSS2 eher supprimiert wird, jedoch sind die Wirkungsmechanismen weiter zu

entschliisseln(Li et al., 2017; Ling et al., 2022; Jung et al., 2024).
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Abbildung 50:Ubersicht der signifikant hochregulierten Gene der getesteten Imidazole in HepG2
Zellen.Markiert sind zentrale Schnittmengen und deren Funktionalitdten.

Zu den reproduktionstoxischen Aspektenist relevante Regulationprimir in den herunter
regulierten Prozessen wie sind in Abbildung 48 dargestellt sind zu sehen.Fiir 1-Methyl-
Imidazol, jedoch primér fiir 2-methly-Imidazol, welches durch ECHA als reprotoxisch
eingestuft wird, sind in der (GO-Analyse Aspekte der Dysregulation der
Embryonalentwicklung angezeigt. Uber die Siugetierphinotypbegriffe konnten Effekte auf
die embryonale Entwicklung auch fiir die Grundsubstanz Imidazol gezeigt werden, was fiir
das Testsystem einer Leberzelllinie mehr als die erwartete Reaktion war. Das in allen
Imidazolverbindungen herunterregulierte Gen THBSI, welches fiir 4-Methyl-Imidazol im
spezielle zuvor aufgegriffen wurde, soll hier ndher besprochen werden. Thrombospondin-1 ist in
Angiogenese und Tumorprogression sowie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion involviert.
Die Regulation dieses Gen ist inBezug auf die bestitigte oder vermutete Karzinogenitét der
Imidazole interessant, da die Expression von THBS1 positiv fiir Tumorsuppression reguliert,
jedoch ist die negative Regulation bzw. Suppression des Gens mit schlechterem Verlauf und
Tumorentstehung sowie —progression in Darm- und Brustkrebs assoziiert(Isenberg et al.,
2008; Guerrero et al., 2008; Rouanne et al., 2016; Isenberg and Roberts, 2020). In der
Schnittmenge aus 2-Methyl-Imidazol, 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol sowie Imidazol sind unter
den herunter regulierten Genen beispielsweise auch TRAPI. Das TNF Receptor-Associated

Protein 1, welches liberexprimiert Arzneimittelresistenzvermittelnd wirkt und bei Suppression
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mit den schlechtesten Verldufen bei Nieren- und Blasenkrebs in Bezug steht (Matassa et al.,
2018). Auch NOLCI ist hier reguliert, welchesin ribosomaler Biogense involviert ist und
ebenfalls dual als Tumorsuppressor oder Onkogen gewebeabhdngig fungiert. In
Leberkarzinomen ist die Inhibition von NOLCI mit der Tumorinitiation undProgression
assoziiert (Zhai et al., 2023). Ahnlich ist dies fiir SCRIB (Scribble Planar Cell Polarity
Protein), welches in der Leber an sich tumorsuppressiv wirkt, hier jedoch ebenfalls herunter
reguliert ist (Kapil et al., 2017). Zusammen mit stressrelevanter und Tumorinitiation/-
progression betreffender Regulation in den hochregulierten Genen, sind auch mit diesen
Genen auch Zeichen in Richtung bestdtigter oder vermuteter karzinogener Wirkung der
Imidazolverbindungenzu erkennen. Die sichiiberlappendengehemmtenAspekte zu DNA
Replikation, Transkriptions — sowie Translationsregulation, Zellzyklus und
Chromatinorganisation sind bei Storungen ebenfalls in dazu relevanten Regulationsprozessen

involviert.
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rRNA metabolic process

| 2-Methyl-Imidazol

DNA Replication
Glutathione transport

DNA unwinding
Cell Cycle
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Abbildung 51:Ubersicht der signifikant herunterregulierten Gene der getesteten Imidazole in HepG2 Zellen.
Markiert sind zentrale Schnittmengen und deren Funktionalitaten.
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3.3.2 Imidazole 16sen einen autophagischen Phianotyp in HepG2-Zellen aus

3.3.2.1 Phanotyp Quantifizierung

Angesichts der angezeigten regulatorischen Effekte auf Lipidhomoostase und Regulation von
Lysosom-regulierenden Prozessen, die auf ein mogliches autophagisches Potenzial hindeuten,
wurden die AHM-Daten erneut analysiert. Dabei zeigte sich ein ausgeprégter
zellmorphologischer Phinotyp. Wie in 2.3erlautert wurde dieser semiquantitativ anhand je "4
des Gesamtbilds aller Aufnahmen eines Versuchs ausgewertet. Im Fokus standen
Vakuolisierung und das Auftreten fleckiger Zellen, welche analog zur Literatur mit LC3-
Punkt-Aggregationen und autophagischen Prozessen assoziiert oder Apoptose assoziiert sein
konnen und als Phédnotyp gezéhlt wurden(Zhang et al., 2010; De La Calle et al., 2011;
Klionsky et al., 2021a).Eine automatisierte Auswertung war nicht moglich, daher erfolgte die
Quantifizierung manuell und exemplarisch fiir reprisentative Aufnahmen einer, fiir alle
Verbindungen gleichen, Dosisspanne. Ergdnzende Bildtafeln weiterer Versuche sind im

Anhang dokumentiert.

Imidazol

Wie in den reprisentativen Aufnahmen (Abb. 50) sowie der semiquantitativen Phénotyp
Bewertung (Abb.49) ersichtlich, zeigen HepG2-Zellen unter Kontrollbedingungen ein
typisches, inselartiges Wachstumsverhalten mit vereinzelter Vakuolisierung, die gelegentlich
zu leichten Deformationen der Zellkerne im Hoechst-Kanal fiihrt. Eine geringe
Vakuolenbildung gilt dabei als zelltypspezifisches Grundmerkmal ohne pathologischen

Stress.
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Abbildung 52: Semi-quantitative Auswertung des Phénotyps nach Behandlung mit Imidazol. HepG2-Zellen
wurden 48h mit den angegebenen Konzentrationen Imidazol behandelt und mittels automatisierte
Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen gemacht. Zur Quantifizierung des Phanotyps wurde je Y
jeder Aufnahme flir Vakuolisierung und ,,Fleckige Zellen* ausgezdhlt und diese als Phinotyp bezeichnet, gegen
die Gesamtzahl der Zellen im Ausschnitt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD eines représentativen Versuchs aus
4 technischen Replikaten/wells je Konzentration. Die statistische Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test
bezogen auf die Kontrolle ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Mit zunehmender Imidazolkonzentration verdndert sich das Zellverhalten: Bereits bei 25 uM
ist der LOAEL des Phénotyps erreicht und die Zellinseln sind kompakter, es treten mehr
Vakuolen auf und die Zelloberflichen zeigen im Durchlichtkanal eine beginnende
Strukturverdnderung (krduselige Oberflidche). Bei weiter steigender Konzentration nimmt die
Vakuolisierung deutlich zu, was als Hinweis auf protektive Autophagie interpretiert werden

kann.
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Abbildung 53: Dosisabhingige Effekte der Imidazol Behandlung in HepG2-Zellen. Die Zellen wurden fiir 48h
mit Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Uber den Konzentrationsanstieg sind deutliche
Veranderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberfliche, wie auch
Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und
Propidiumiodid gefarbten Zellen bei 10-facher Vergroferung aufgenommen. Gezeigt sind repriasentative Bilder
eines Versuchs mit je 4 technischen Duplikaten je Konzentration; Mafstab: 50 um.
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Ab etwa 2250 uM kehrt sich dieses Muster um: Die Vakuolenbildung nimmt ab, das
inselartige Zellwachstum bricht zusammen, und die Zellen liegen vereinzelt mit ausgepriagtem
fleckigem Phénotyp vor — jedoch ohne ausgepriagte Anzeichen von Zelltod, wie durch AHM-
Analyse und PI-Féarbung bestitigt (Abb. 51). Erst bei sehr hohen Konzentrationen ab ca.
2mM treten zusdtzlich zum autophagischen Phénotyp auch Zelltod auf (Abbildung A 21),

was auf einen Ubergang von protektiver zu zelltodassoziierter Autophagie hindeutet.
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Abbildung 54:Einfluss von Imidazol auf Zellzahl und Zelltod. Gezeigt sind Ergebnisse der Exposition von
HepG2-Zellen mit Imidazol fiir 48h. Zellen wurden mit Hoechst und Propidiumiodid gefarbt und Aufnahmen
mittels automatisierter Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie gemacht und mittels ScanR Analysis
ausgewertet.Gezeigt sind die Mittelwerte + SD eines Versuchs aus vier technischen Replikaten je Konzentration.
Die statistische Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (* p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).

4-Methy-Imidazol

Anhand der reprisentativen Aufnahmen (Abb. 53) und der semiquantitativen Phéanotyp
Bewertung (Abb. 52) zeigt sich, dass HepG2-Zellen unter Exposition mit 4-Methyl-
Imidazolzundchst ein typisches inselartiges Wachstumsverhalten mit vereinzelter
Vakuolisierung aufweisen, wobei gelegentlich leichte Deformationen der Zellkerne im
Hoechst-Kanal sichtbar sind. Bereits zu 7,5 uM (LOAEL Phénotyp) treten stdrkere
Vakuolisierung und erste Oberflichenverdnderungen auf, die dem fleckigenPhanotyp

zugeordnet werden.
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Abbildung 55: Semi-quantitative Auswertung des Phénotyps nach Behandlung mit 4-Methyl-Imidazol. HepG2-
Zellen wurden 48h mit den angegebenen Konzentrationen 4-methy-Imidazol behandelt und mittels
automatisierte Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen gemacht. Zur Quantifizierung des Phanotyps
wurde je Y jeder Aufnahme fiir Vakuolisierung und ,,Fleckige Zellen“ ausgezéhlt und diese als Phénotyp
bezeichnet, gegen die Gesamtzahl der Zellen im Ausschnitt. Gezeigt sind die Mittelwerte = SD eines
reprasentativen Versuchs aus 4 technischen Replikaten/wells je Konzentration. Die statistische Signifikanz
wurde mittels Student’s t-Test bezogen auf die Kontrolle ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Ab 25 uM wird das inselartige Wachstum gestort, die Zellaggregate erscheinen kleiner, und
bei 75-250 uM ist eine deutliche Zunahme der Vakuolenbildung zu beobachten, bevor diese

einbricht.
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Abbildung 56: Dosisabhéngige Effekte der 4-Methyl-Imidazol Behandlung in HepG2-Zellen. Die Zellen wurden
fiir 48h mit 4-Methyl-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Uber den Konzentrationsanstieg
sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberflache,
wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit
Hoechst und Propidiumiodid gefiarbten Zellen bei 10-facher Vergroferung aufgenommen. Gezeigt sind
reprisentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen Duplikaten je Konzentration; Maf3stab: 50 pm.
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Mit steigender Konzentration (=750 uM) geht die Vakuolisierung zuriick, wéhrend der
»fleckige® Phinotyp dominieren. Die Zellen liegen zunehmend einzeln oder in kleinen
Gruppen vor. Ab 250 uM beginnt ein Anstieg des frithapoptotischen Zelltods, der ab 750 pM
signifikant ist (Abb. 54). Mit dem Kippen von Vakuolisierung zum fleckigen Phénotyp
beginnt auch ein autophagie-assoziierter Zelltod. Der moderate Gesamtanstieg von etwa 10 %
Zelltod gegeniiber der Kontrolle legt nahe, dass zusitzlich wachstumshemmende Effekte,
z. B. durch Zellzyklusarrest, zur Zellzahlreduktion beitragen. Die Referenzbildtafeln weiterer

Experimente sind inAbbildung A 22 zu finden.
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Abbildung 57: Einfluss von 4-Methyl-Imidazol auf Zellzahl und Zelltod. Gezeigt sind Ergebnisse der Exposition
von HepG2-Zellen mit 4-Methyl-Imidazol fiir 48h. Zellen wurden mit Hoechst und Propidiumiodid gefarbt und
Aufnahmen mittels automatisierter Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie gemacht und mittels ScanR Analysis
ausgewertet.Gezeigt sind die Mittelwerte + SD eines Versuchs aus vier technischen Replikaten je Konzentration.
Die statistische Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (* p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).

2-Methyl-Imidazol

Wie in der Semiquantifizierung (Abb. 55) zu sehen,treten bereits ab der Behandlung mit
7,5 uM 2-Methyl-Imidazol erste Oberfldchenverdnderungen und Vakuolisierung auf, die dem
fleckigen Phanotyp zugeordnetwerden.Unter Kontrollbedingungen zeigen HepG2-Zellen ein
typisches inselartiges Wachstumsverhalten, weitere dosisabhingige Verdnderungensind den

repriasentativen Bildern zu entnehmen (Abb. 56).
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Abbildung 58: Semi-quantitative Auswertung des Phénotyps nach Behandlung mit 2-Methyl-Imidazol. HepG2-
Zellen wurden 48h mit den angegebenen Konzentrationen 2-Methyl-Imidazol behandelt und mittels
automatisierte Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen gemacht. Zur Quantifizierung des Phanotyps
wurde je Y jeder Aufnahme fiir Vakuolisierung und ,,Fleckige Zellen® ausgezdhlt und diese als Phénotyp
bezeichnet, gegen die Gesamtzahl der Zellen im Ausschnitt. Gezeigt sind die Mittelwerte £ SD eines
reprasentativen Versuchs aus 4 technischen Replikaten/wells je Konzentration. Die statistische Signifikanz
wurde mittels Student’s t-Test bezogen auf die Kontrolle ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Ab 25uM (LOAEL Phinotyp) verdndert sich das Wachstumsmuster hin zu kleineren
Zellinseln mit deutlich stiarkerer Vakuolisierung, wobei die stirkste Vakuolisierung und der
Ubergang in den fleckigen Phiinotyp bei 250 uM beobachtet werden sowohl in den
Referenzbilder als auch in der Semiquantifizierung des Phénotyps (Abb. 55 und 56). Mit
weiter steigender Konzentration nimmt die Vakuolenbildung ab, wihrend der fleckige

Phénotyp persistiert.
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Abbildung 59: Dosisabhéngige Effekte der 2-Methyl-Imidazol Behandlung in HepG2-Zellen. Die Zellen wurden
fiir 48h mit 2-Methyl-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Uber den Konzentrationsanstieg
sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberflache,
wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit
Hoechst und Propidiumiodid gefiarbten Zellen bei 10-facher Vergroferung aufgenommen. Gezeigt sind
reprisentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen Duplikaten je Konzentration; Maf3stab: 50 pm.
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Die Intensitdt des Phénotyps fiir 2-Methyl-Imidazol ist auch in den Referenzbilder der
hoheren Dosisspanne in Abbildung A 23 beobachten. Im Vergleich zu 4-Methyl-Imidazol
verlduft die Zellzahlreduktion bei 2-Methyl-Imidazol eher graduell. Ein signifikanter, jedoch
moderater Anstieg des Zelltods (~5 %) wird erst ab 2250 uM beobachtet (vgl. Abb. 57).
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Abbildung 60: Einfluss von 2-Methyl-Imidazol auf Zellzahl und Zelltod. Gezeigt sind Ergebnisse der Exposition
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von HepG2-Zellen mit 2-Methyl-Imidazol fiir 48h. Zellen wurden mit Hoechst und Propidiumiodid gefarbt und
Aufnahmen mittels automatisierter Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie gemacht und mittels ScanR Analysis
ausgewertet.Gezeigt sind die Mittelwerte + SD eines Versuchs aus vier technischen Replikaten je Konzentration.
Die statistische Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (* p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).
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1-Methyl-Imidazol

1-Methyl-Imidazol, dass in der Transkriptomanalyse deutliche Abweichungen von den
tibrigen Verbindungen zeigte, zeigt in den Referenzbildern in unbehandelter Kontrolle
normales Wachstum mit vereinzelten Vakuolen und Oberflichenveridnderungen, die dem

fleckigenPhanotyp zugeordnet werden, jedoch auch stressassoziiert sein konnen (Abb. 58).
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Abbildung 61: Dosisabhéngige Effekte der 1-Methyl-Imidazol Behandlung in HepG2-Zellen. Die Zellen wurden
fiir 48h mit 1-Methyl-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Uber den Konzentrationsanstieg
sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberflache,
wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit
Hoechst und Propidiumiodid gefiarbten Zellen bei 10-facher Vergroferung aufgenommen. Gezeigt sind
reprisentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen Duplikaten je Konzentration; Maf3stab: 50 pm.
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Uber alle Konzentrationen hinweg ist in der Semiquantifizierung (Abb. 59) wie in den
Aufnahmen eine leicht kriuselige Zelloberflachen sichtbar, die dem Phénotyp zugeordnet
wird, wahrend Vakuolisierung zwar ansteigt jedoch moderat bleibt. Bei 250 uM sind die
Kombination aus Vakuolisierung und Phanotyp signifikant und werden als LOAEL gewertet.
Ein ausgeprégter fleckiger Phdnotyp mit reduzierter Vakuolisierung tritt in den hdchsten

Konzentrationen (2250 und 7500 uM) auf.
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Abbildung 62: Semi-quantitative Auswertung des Phénotyps nach Behandlung mit 1-Methyl-Imidazol. HepG2-
Zellen wurden 48h mit den angegebenen Konzentrationen 1-Methyl-Imidazol behandelt und mittels
automatisierte Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen gemacht. Zur Quantifizierung des Phanotyps
wurde je Y jeder Aufnahme fiir Vakuolisierung und ,,Fleckige Zellen* ausgezéhlt und diese als Phénotyp
bezeichnet, gegen die Gesamtzahl der Zellen im Ausschnitt.Gezeigt sind die Mittelwerte = SD eines
reprasentativen Versuchs aus 4 technischen Replikaten/wells je Konzentration. Die statistische Signifikanz
wurde mittels Student’s t-Test bezogen auf die Kontrolle ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Ab 2250 pM zeigte sich ein signifikanter Anstieg frithapoptotischen Zelltods (~15 % in Bezug
auf Kontrolle), begleitet von einer Reduktion des inselartigen Wachstums und dem Ubergang
zu kleinen Zellgruppen oder Einzelzellen (Abb. 60). Referenztafeln weiterer Dosisspannen

sind in Abbildung A 24 gezeigt.
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Abbildung 63: Einfluss von 1-Methyl-Imidazol auf Zellzahl und Zelltod. Gezeigt sind Ergebnisse der Exposition
von HepG2-Zellen mit 1-Methyl-Imidazol fiir 48h. Zellen wurden mit Hoechst und Propidiumiodid gefarbt und
Aufnahmen mittels automatisierter Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie gemacht und mittels ScanR Analysis
ausgewertet.Gezeigt sind die Mittelwerte + SD eines Versuchs aus vier technischen Replikaten je Konzentration.
Die statistische Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (* p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).

2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol

Die 48h Exposition mit 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazolist in der unbehandelten Kontrolle ein
normales inselartiges Wachstumsverhalten der HepG2-Zellen mit vereinzelter

Vakuolenbildung in den Referenzbildern (Abb. 61) zu beobachten.
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Abbildung 64: Dosisabhingige Effekte der 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol Behandlung in HepG2-Zellen. Die Zellen
wurden fiir 48h mit 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Uber den
Konzentrationsanstieg sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens wund phénotypische
Verdnderungen der Zelloberfliche, wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-
Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid geférbten Zellen bei 10-facher Vergroferung
aufgenommen. Gezeigt sind reprisentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen Duplikaten je
Konzentration; MafBstab: 50 pm.
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Bereits ab der Behandlung mit 7,5uM (LOAEL Phénotyp) traten leichte
Oberflichenveranderungen auf, die dem fleckigenPhénotyp zugeordnet wurden, wie auch
verstiarkte Vakuolisierung auf (Abb. 62). Parallel zeigt sich eine Tendenz zu kleineren
Zellinseln. Bei 25 uM war eine intensivere Vakuolisierung erkennbar, die iiber ansteigende
Konzentrationen jedoch sukzessive abnahm und bei 2250 uM und 7500 uM weitgehend dem

basalen Maf} entsprach.
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Abbildung 65: Semi-quantitative Auswertung des Phénotyps nach Behandlung mit 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol.
HepG2-Zellen wurden 48h mit den angegebenen Konzentrationen 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazolbehandelt und
mittels automatisierte Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen gemacht. Zur Quantifizierung des
Phénotyps wurde je % jeder Aufnahme fiir Vakuolisierung und ,,Fleckige Zellen“ ausgezdhlt und diese als
Phénotyp bezeichnet, gegen die Gesamtzahl der Zellen im Ausschnitt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD eines
reprasentativen Versuchs aus 4 technischen Replikaten/wells je Konzentration. Die statistische Signifikanz
wurde mittels Student’s t-Test bezogen auf die Kontrolle ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

In diesen Konzentrationen dominiert der fleckige Phidnotyp mit Verlust der inselartigen
Zellstruktur und zunehmender Zellvereinzelung. Parallel dazu stieg der Zelltod signifikant an,
was die Notwendigkeit einer histochemischen Priifung zur Kldrung von apoptotischer oder
autophagischen Signifikanz des fleckigen Phanotyps unterstreicht. Bei 7500 uM zeigte sich
als Besonderheit im Vergleich zu den anderen Imidazolverbindungen nicht nur
frithapoptotischer, sondern auch spatapoptotischer und nekrotischer Zelltod mit einer
Gesamtzunahme von etwa 25% (Abb. 63). In den Referenzbildtafeln der weiteren

Experimente mit 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol (Abbildung A 25) ist eine ebenfalls ein sehr
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starker Phénotypwechsel von Vakuolisierung zu fleckigen Zellen und Zellvereinzelung mit

Zelltod ab etwa 4000 uM zu beobachten.
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Abbildung 66: Einfluss von 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol auf Zellzahl und Zelltod. Gezeigt sind Ergebnisse der
Exposition von HepG2-Zellen mit 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol fiir 48h. Zellen wurden mit Hoechst und
Propidiumiodid gefarbt und Aufnahmen mittels automatisierter Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie gemacht
und mittels ScanR Analysis ausgewertet.Gezeigt sind die Mittelwerte + SD eines Versuchs aus vier technischen
Replikaten je Konzentration. Die statistische Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die
Kontrolle ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

3.3.2.2 Proteinanalytik belegt Storung des autophagischen Flux iiber LC3B und p62

Autophagie ist ein essentieller zelluldrer Prozess mit adaptiver und nominal protektiver Rolle.
Storungen der Autophagiehomdostase sind mit Erkrankungen wie metabolische Syndrome,
neurodegenerative Leiden aber auch Erkrankungen von Leber, Niere und Reproduktivem
System wie auch Krebs assoziiert. Sie wird durch Faktoren wie Néhrstoffmangel, oxidativen
Stress, DNA-Schiaden oder mikrobielle Infektionen ausgeldst. Der Prozess umfasst die
Bildung von Autophagosomen aus Phagophoren, die zelluldren Bestandteile aufnehmen und
anschlieend mit Lysosomen fusionieren, um diese abzubauen. Ein zentraler Marker ist das
Protein LC3, das in der lipidierten und nicht-lipidierten Form LC3-1 und LC3-II
(Microtubule-associatedprotein 1 light chain 3) vorliegt, und initial in Autophagosom-
membranen eingebaut wird. So kann es Uliber Western Blot zur Beurteilung der
Autophagieaktivitit herangezogen werden. LC3 liegt in verschiedenen Isoformen vor (zell-
und gewebeabhingig), gangig betrachtet werden LC3-I und LC3-II, die 14 bzw. 16 kDa grof3
sind und als Doppel- oder, je nach Gewebetyp und verwendetem Antikorper, als eine Bande
zu sehen sind. Im normalen Autophagieverlauf werden Autophagosome durch die Fusion mit

Lysosomen schlussendlich zersetzt und LC3-Level sinken. Liegen Stérungen vor kommt es
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zur Akkumulation von LC3, was ein erster Marker fiir Beeinflussung der Autophagie

Mechanismen ist (Nakatogawa, 2020; Klionsky ef al., 2021a; Klionsky et al., 2021b).

Zur initialen Analyse der Autophagieregulation wurden HepG2-Zellen fiir 6, 24 und 48h mit
BMD2s der verschiedenen Imidazolverbindungen behandelt und anschlieBend die LC3-
Expression per Western Blot untersucht. Dessen Ergebnis ist in Abbildung 64 dargestellt,
jeweils 1 Gel je Expositionszeitpunkt wurde verwendet. Wie zu sehen, ist zu 6h insgesamt
geringe Regulationsédnderungen iiber die basale Expression hinaus in Bezug auf die Kontrolle
(K) zu sehen. Am deutlichsten ist die relative fold Anderung fiir 2-Ethyl-4-methly-Imidazol
angezeigt, die 9,6-fach gegeniiber der Kontrolle aber dennoch eher schwach ausgeprégt ist.
Nach 24h sind im Vergleich zu Kontrolle und unter Beachtung der Ladekontrolle (PCNA) die
LC3B Banden fiir Imidazol (9,5-fach), 2-Methyl-Imidazol (12,3-fach) und 2-Ethyl-4-Methyl-
Imidazol (18,1-fach) deutlich erh6ht. Diese Erhhung gegeniiber der basalen Expression in
der Kontrolle verstirkt sich zu 48h weiter mit eine bis zu 30-fachen relativen fold Anderung
fiir 2-ethly-4-methly-Imidazol. Fiir 4-Methyl-Imidazol ist eine geringe Steigerung gegeniiber
dem basalen Level mit schwacher Doppelbande zu sehen. Eine ebenfalls erh6hte jedoch eher

moderate Bande ist fiirl-Methyl-Imidazolmit 14-facher Erhdhung zu sehen.
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Abbildung 67:Effekte auf Autophagieaktivitdtsmarker LC3B. HepG2-Zellen wurden 6,24 und 48h mit BMD»s
Konzentrationen der verschiedenen Imidazolverbindungen (a-e) behandelt, geerntet und ein Western Blot
durchgefiihrt. Die Exprimierung von LC3B, sowie der Ladekontrolle PCNA ist reprisentativ fiir ein aus zwei
unabhingigen Experimenten gezeigt. Die Aufnahmen wurden per ECL-Verfahren mit ChemiDoc System
aufgenommen. Quantifizierung durchgefiihrt mit ImageJ (V 1.54g) in Bezug auf relative Proteinmenge der

Ladekontrolle der Kontrollbehandlung.
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Die erhohte LC3B-Expression weist auf eine Autophagieaktivierung bzw. eine Storung derer
hin, stellt jedoch allein keinen ausreichenden Marker zur Beurteilung der Storung der
Autophagiefunktion dar. FEine ergédnzende Kontrolle erfolgt iiber die Analyse von
SQSTM1/p62, dass bei intakter Autophagie abgebaut wird, jedoch bei gestorter
Lysosomenfunktion oder -aktivitit akkumuliert (Klionsky et al., 2021a; Zhou et al., 2022).

Dazu wurde die p62-Expression in den zuvor beschriebenen Proben mittels Western Blot
analysiert. Wie in Abbildung 65 zu sehen, bleibt die Expression in der Kontrolle iiber alle
Zeitpunkte (unter Beriicksichtigung der Ladekontrolle) konstant. Die Kontrollproben des
Experiments waren mit Imidazol auf einem Gel, alle weiteren Verbindungen in zweier Paaren

auf weiteren Gelen aufgetragen.

4-Methyl-Imidazol zeigt schwache Akkumulation, wihrend 1-Methyl-Imidazol zeitabhéngige
Verinderung der p62-Expression mit einer 3,3-fachen Erhohung der relativen fold Anderung
an p62 im Vergleich zur Kontrolle anzeigt. Imidazol fiihrt zu einer kontinuierlichen, jedoch
moderaten (max.2,2-fache Steigerung) p62-Akkumulation nach 24 und 48h. 2-Methyl-
Imidazol induziert p62-Akkumulation mit einer nahezu Verdopplung der Bandenstirke von
24 zu 48h mit einer maximalen relativen fold Anderung um das 3,4-fache. 2-Ethyl-4-Methyl-
Imidazol zeigt erst zum spiten Zeitpunkt von 48h eine deutliche, doch auch die stérkste

Zunahme an p62 mit relativer fold Anderung von 4,2 im Vergleich zur 48h Kontrolle.
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Abbildung 68: Effekte auf Marker des Autophagischen Flusses p62. HepG2-Zellen wurden 6, 24 und 48h mit
BMD»s Konzentrationen der verschiedenen Imidazolverbindungen (a-e) behandelt, geerntet und ein Western
Blot durchgefiihrt. Die Exprimierung von p62, sowie der Ladekontrolle PCNA ist repréisentativ fiir ein aus zwei
unabhingigen Experimenten gezeigt. Die Aufnahmen wurden per ECL-Verfahren mit ChemiDoc System
aufgenommen.Quantifizierung durchgefiihrt mit Image] (V 1.54g) in Bezug auf relative Proteinmenge der

Ladekontrolle der Kontrollbehandlung.

Obwohl die spezifischen beeintrachtigten Komponenten des Autophagiemechanismus noch
weiterverfolgt werden miissen und nicht abschlieend identifiziert werden konnen, belegen
die vorliegenden Daten eine autophagie-bezogene Phédnotypausprigung, sowie eine Storung
des autophagischen Flusses, was sich mit Literatur zur Grundsubstanz Imidazol deckt(Liu et
al., 2015).Insgesamt kann zusammenfassend fiir die getesteten Imidazolverbindungen in
HepG2-Zellen die dosisabhingige Induktion autophagie-assoziierter, zellmorphologische
Verdnderungen, die sich in Vakuolisierung, dem Ubergang zum LC3-Punkta-Phinotyp
(,,fleckige Zellen*) und anschlieBenden Zelltod manifestieren, festgestellt werden. Imidazol,
2-Methyl-Imidazol und 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol zeigten hierbei die stirkste Auspragung,
sowohl morphologisch als auch auf Proteinebene, mit deutlicher LC3B-Akkumulation und
p62-Anreicherung, was auf eine gestorte Autophagie und einen gestorten autophagischen

Fluss hinweist. Wiahrend 4-Methyl-Imidazol frithzeitigen apoptotischen Zelltod auslost,
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verliefen die Effekte bei 1-Methyl-Imidazol insgesamt schwécher mit verzdgertem

Phinotypwechsel und geringerer LC3-Aggregation.

3.3.3 Imidazolewirken primir Zellzahlreduzierend und 16sen einen vermutlich autophagischen

Phénotyp in Beas2B-Zellen aus

Die Imidazolverbindungen wurden im Rahmen von PrecisionTox nicht nur in HepG2-
Leberkrebszellen, sondern auch in der immortalisierten Lungenepithelzelllinie Beas2B
getestet. Die entsprechenden Experimente in Beas2B wurden von Leni Wagner und Susanne
Fritsch-Decker durchgefiihrt. Ein Vergleich der BMD25-Werte zeigt, wie in Abbildung 66 zu
sehen, dass Beas2B-Zellen eine deutlich hohere Resistenz  gegeniiber den

Imidazolverbindungen aufweisen als HepG2-Zellen.

1H-Imidazol-1-Propylamin O (O HepG2 Cells [CNT]
Beas2B Cells [CNT]
2-Ethyl-4-Methyl Imidazol 1 O
1,2-Dimethylimidazol{ O
1-Methyl Imidazol O

2-Methyl Imidazol - O

4-Methyl Imidazol @

Imidazol - O

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 [pM]

Abbildung 69: Vergleich der absoluten BMD,s Konzentrationen der Imidazolverbindungen von HepG2 und
Beas2B Zellen fiir den Endpunkt Zellzahlreduktion (CNT). Gezeigt sind die exakten BMD»s Konzentrationen in
puM aller getesteter Verbindungen nach 48h. Beas2B-Zelldaten in Orange, HepG2-Zelldaten in Blau.NaN= kein
valider BMD-Wert vorhanden.

Diese Unterschiede lassen sich durch gewebespezifische Stoffwechselaktivititen sowie
zelllinienspezifische Reaktionen erkldren (Klionsky ef al, 2021a). Wie bei HepG2-Zellen
treten auch in Beas2B primir Zellzahl-reduzierende Effekte auf, wobei Zelltod erst bei
hoheren Konzentrationen beobachtet wird, sofern er auftritt. Fiir 2-Methyl-Imidazol konnten

tiber die getesteten Konzentrationsspannen keine ausreichend ausgeprigten Effekte zur
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Bestimmung von Benchmark Dosen fiir die Lungenzelllinie festgestellt werden (Abbildung A

26).

Was gerade in Betrachtung der Toxizitdtsrangfolge in Abbildung 76 interessant ist, da es in
HepG2 als dritttoxischste Verbindung nach 4-Methyl-Imidazol (frith Zelltod auslésend) und
2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol steht. 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol wiederum ist fiir die Beas2B-
Zellen die am wenigsten toxische Verbindung, nach Imidazol. Dieses ist in den HepG2
ebenfalls am wenigsten toxisch jedoch auch deutlich Phidnotyp auslésend, was protektive
Effekte hat. Insgesamt ist auffillig das fiir HepG2-Zellen eine Staffelung von
Zellzahlreduktion zu Zelltod bzw. ein Versatz zu sehen ist, wihrend wenn Zelltod auftritt es

in den Beas2B parallel ablaufende Prozesse sind.
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Da fiir Beas2B-Zellen keine OMICs-Daten in PrecisionTox erhoben werden, noch zu dieser
Studie vorliegen und erste Proteinanalysen nicht eindeutig waren, wurde der Phinotyp anhand
der repréisentativen Bildaufnahmen verglichen. Da nur bei zwei von fiinf Verbindungen eine
Phinotypausprdgung beobachtet wurde, wurde auf eine umfassende semiquantitative

Auswertung verzichtet. Eine differenzierte Diskussion erfolgt jedoch im weiteren Verlauf.

Beas2B-Zellen unterscheiden sich im Wachstum grundlegend von HepG2-Zellen, da sie als
konfluenter Monolayer ohne Insel- oder Gruppenbildung auf beschichteten Oberflichen
wachsen. Im Durchlicht erscheinen sie meist als homogene Zellschicht, einzelne Zellen sind
nur bei mitotischen oder apoptotischen Verdnderungen erkennbar. Bei Behandlung mit 4-
Methyl-Imidazolund 1-Methyl-Imidazol zeigen sich erst ab den hochsten getesteten
Konzentrationen (10 mM) Zellzahlreduktionen, Zellkorperelongationen und frithapoptotischer
Zelltod (Abbildung A 28 ff). 2-Methyl-Imidazol verursacht keine ausgeprigten
morphologischen Verdnderungen, zeigt aber bei hohen Dosen erste Anzeichen eventuell

autophagie-assoziierter oder stressbedingter Oberflichenverdnderungen (Abbildung A 30 f¥).

Im Gegensatz dazu fiihrt 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol ab 6,4 mM zu einer ausgeprigten
Vakuolenbildung, was sich bei 8mM zu einer kompletten Erfiillung des Zelllumens, das
deutlich angeschwollen ist verstirkt. Zellkerne sind hier kaum oder nur schwach beeinflusst

(Abb. 68).

137



3 Ergebnisse und Diskussion

Hellfeld Hoechst Hellfeld Hoechst Pl

5120uM
& |
{ g
=

6400 uM

Kontrolle

138uM

> %
461 uM 8000uM |5

1536 uM § 10000 uM

Abbildung 71: Dosisabhéngige Effekte der 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol Behandlung in Beas2B-Zellen bis 10
mM. Die Zellen wurden fiir 48h mit 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt.
Uber den Konzentrationsanstieg sind Verinderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische
Verdnderungen wie Vakuolisierung und Zellkernbeeinflussung zu sehen. Die Bilder wurden mit automatisierter
Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid geférbten Zellen bei 10-facher
Vergrofierung aufgenommen. Gezeigt sind représentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen Duplikaten
je Konzentration; Maf3stab: 50 um.

Bei 10 mM sind die Zellen vollstindig von Vakuolen erfiillt und die Zellkerne scheinen wie
»durchlochert” im Hoechst Kanal, deutlich intensiver als bei 2-Methyl-Imidazol fiir die
HepG2 beobachtet (Abb. 68). Dabei konnte es sich um &dhnliche Effekte handeln, wie sie
durch Garcia et al. in Hefezellen beobachtet wurden. Diese zeigten Interaktionen der
Kernhiille mit Vakuolen, die durch Ausstiilpungen und teilweise Verschrankungen von
beiden Elementen zu optisch dhnlichem Ergebnissen der Zellkerne fiithrten (Garcia et al.,
2022). Hier ist kein Zelltod zu verzeichnen was aber ab 12,8 mM in autophagie-assoziiertem
Zelltod iibergeht (Abb. 69 rechts). Bei hoheren Konzentrationen (20-25 mM) nimmt die
Vakuolisierung wieder ab, zum Teil sind auch ,,fleckige™ Zellen zu sehen und insgesamt liegt

vor allem spatapoptotischer Zelltod vor (Abbildung A 34 und Abbildung70).
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Abbildung 72: Dosisabhingige Effekte der 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol Behandlung in Beas2B-Zellen bis 25
mM. Die Zellen wurden fiir 48h mit 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt.
Uber den Konzentrationsanstieg sind Verdinderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische
Veranderungen wie Vakuolisierung und Zellkernbeeinflussung zu sehen. Die Bilder wurden mit automatisierter
Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid geférbten Zellen bei 10-facher
Vergroferung aufgenommen. Gezeigt sind reprisentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen Duplikaten
je Konzentration; Maf3stab: 50 pm.
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Abbildung 73: Einfluss von 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol auf Zellzahl und Zelltod in Beas2B. Gezeigt sind
Ergebnisse der Exposition von Beas2B-Zellen mit 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol fiir 48h. Zellen wurden mit
Hoechst und Propidiumiodid gefarbt und Aufnahmen mittels automatisierter Hochdurchsatz-
Fluoreszenzmikroskopie gemacht und mittels ScanR Analysis ausgewertet. Gezeigt sind die Mittelwerte = SD
fiir zwei Versuche aus je vier technischen Replikaten je Konzentration. Die statistische Signifikanz wurde mittels
Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Fiir Imidazol zeigen sich wie in den Referenzbildern Abbildung 71 zu sehen, bis SmM kaum
elongationsform betreffende Verdnderungen der Zellmorphologie und auch die

Zellzahlreduktion ist begrenzt.
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Abbildung 74: Dosisabhingige Effekte der Imidazol Behandlung in Beas2B-Zellen bis 5 mM. Die Zellen
wurden fiir 48h Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Uber den Konzentrationsanstieg sind
Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen wie Vakuolisierung und
Zellkernbeeinflussung zu sehen. Die Bilder wurden automatisierter Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von
mit Hoechst und Propidiumiodid gefarbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind
reprisentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen Duplikaten je Konzentration; MaB3stab: 50 um.

Ab 30 mM tritt frithapoptotischer Zelltod auf, wihrend sich ab 40 mM eine starke
Vakuolenbildung, Zellschwellung und Zellelongation entwickeln (Abb. 71 rechts und Ab.
72). Diese Effekte verstiarken sich bis 50 mM, begleitet von deutlichen Kernverdnderungen.
Ab 60 mM dominiert spétapoptotischer mit anteilig nekrotischem Zelltod bei nur noch
wenigen iiberlebenden Zellen (Abb. 73).
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Abbildung 75:Dosisabhingige Effekte der Imidazol Behandlung in Beas2B-Zellen bis 60mM. Die Zellen
wurden fiir 48h mit Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Uber den Konzentrationsanstieg
sind Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verinderungen wie Vakuolisierung und
Zellkernbeeinflussung zu sehen. Die Bilder wurden mit automatisierter Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie
von mit Hoechst und Propidiumiodid gefarbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind
reprasentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen Duplikaten je Konzentration; Maf3stab: 50 pm.
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Insgesamt ist festzuhalten, dass im Vergleich zu HepG2-Zellen Beas2B-Lungenepithelzellen
eine deutlich hohere Resistenz gegeniiber Imidazolverbindungen zeigen, was sich in héheren
BMD25-Werten widerspiegelt. Morphologisch reagieren Beas2B-Zellen weitgehend
unauffillig, 2-Methyl-Imidazol zeigt keine Effekte, wédhrend 4-Methyl-Imidazol und 1-
Methyl-Imidazol bei hohen Konzentrationen zu Zellkorperelongation fithren was Vorboten

fiir den in anderen Verbindungen dhnlich zu HepG2 deutlichen Phanotyp sein konnen.
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Abbildung 76: Einfluss von Imidazol auf Zellzahl und Zelltod in Beas2B. Gezeigt sind Ergebnisse der
Exposition von Beas2B-Zellen mit Imidazol fiir 48h. Zellen wurden mit Hoechst und Propidiumiodid geféarbt
und Aufnahmen mittels automatisierter Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie gemacht und mittels ScanR
Analysis ausgewertet. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD fiir zwei Versuche aus je vier technischen Replikaten je
Konzentration. Die statistische Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (*
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol induziert hingegen ab 6,4 mM eine ausgeprigte Vakuolenbildung,
die bei hoheren Konzentrationen in autophagie-assoziierten spdtapoptotischen und
nekrotischen  Zelltod iibergeht.Imidazol verursacht ab 30 mM frithapoptotische
Verdnderungen, gefolgt von starker Vakuolisierung und Zellschddigung bis hin zu Zelltod ab
60 mM. Protektive Wirkung der Vakuolenbildung wie sie in den HepG2-Zelln beobachtet
wurde tritt kaum oder nicht auf, stattdessen verlaufen Vakuolisierung und Zelltod parallel, bis

Zelltod alle anderen Effekte dominiert.
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3.3.4 Zelltyplibergreifende Aspekte der Imidazolexposition

Die Exposition der Imidazolverbindungen hat in 3.3.3 auch in der nicht-Krebszellinie Beas2B
in den getestet Dosisspannen zellmorphologische Verdnderungen und fiir 2-Ethyl-4-Methyl-
Imidazol und Imidazol einen stark vakuolisierenden, vermutlich autophagischen Phénotyp
ausgelost, der sich jedoch weniger protektiv auswirkt. Dies ist auch in den HepG2-Zellen wie
in 3.3.2 und 3.3.3gezeigt, dort belegt auf gestorte Autophagie riickzufiihren. Der Phénotyp der
Zellen mit in den Beas2B noch stirkerer Beeintrachtigung der Zellkerne, ist einem, diesem
Phénotyp nachfolgenden bzw. autophagie-assoziierten Zelltod vorrausgestellt. Auffallend ist
die protektive Natur der Vakuolisierung und Péanotypprisentation in den HepG2-Zellen, in
denen Zelltod erst nachfolgenden zu diesen in Kombination mit Autophagie auftritt. In den
Beas2B tritt keine friihe, protektive Vakuolisierung auf, sondern ab einem Kipppunkt starke
Vakuolisierung und Zelltod parallel.Unter den Gesichtspunkten der endokrinen Disruption,
sowie karzinogener und reproduktionstoxischer Aspekte wie sie durch ECHA fiir
Imidazolverbindungen im Raum stehen ist in Abbildung 74 abschlieBend eine Ubersicht fiir

die HepG2-Zellen gezeigt.

Aus den Analysen dieser Arbeit ist festzuhalten das fiir die Grundsubstanz Imidazolzentrale
Metabolismusaspekte nach 24h Exposition fiir Lipid-, Sterol- und Cholesterin gestort sind,
was sich auch in dem autophagie-assoziierten, protektiven Phianotyp zeigt. Diese Prozesse
konnen mit nachstehenden endokrinen Prozessen in Verbindungen stehen, was die
EinstufungdurchECHA zur potentiellen endokrinen Disruption unterstiitzen kann. Zu
reprotoxischen Aspekten konnte fiir die Leberzelllinie {iber die Sdugetierphanotypbegriffeder
GO-Analyse Bezug hergestellt werden. In den regulierten Genen sind Anzeichen fiir
oxidativen = Stress und Ferroptose angezeigt, sowie iibergreifend fiir die
Imidazolverbindungenpotentiell Tumorinitiation und-progression begiinstigende Gene. Dies
ist dhnlich fiir 2-Methyl-Imidazol, welche deutlichen auch reprotoxischen Aspekte zeigt. Die
durch ECHA als karzinogen eingestuften Verbindungen 4-Methyl-Imidazol und 2-Ethyl-4-
Methyl-Imidazol zeigen sich unterschiedlich. 4-Methyl-Imidazol kann aufgrund sehr
eingeschrinkter signifikanter Regulation nur umrissen werden, zeigt jedoch in zentralen
regulierten Genen wie ACSS2, THBSIundCYPIAI erwartete Signale. 2-Ethyl-4-Methyl-
Imidazol zeigt ausgeprdgt den autophagie-assoziiertenPhidnotyp und Deregulation in Lipid-,
Cholesterin- und Steroidmetabolismus. Ebenfalls ist die gechemmte Regulation von MCY und

ErbB2 fiir diese Verbindunginteressant, da die bekannten Onkogene zum betrachteten
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Zeitpunkt (noch) nicht karzinogen aktiv, sondern in Bezug auf Proliferationsarrest und
weiteren Dysregulationen aktiv sind (Roepstorff ez al., 2008; Fry et al., 2009; Scognamiglio et
al., 2016; Kalkat et al., 2017). Es ist sowohl Konzentrations- wie Expositionszeitpunkts-
abhingig mdglich,dass hier vorgeschaltete Aspekte bzw. erste Anzeichen fiir karzinogene

Prozesse angezeigt sind.

Neben reprotoxischen, potentielle auf endokrin disruptive und karzinogene Effekte von
Imidazolen verweisende Effekte sind auch die Methylierung der Verbindungen und ihre
Auswirkungen zu beachten.Der QSAR-Ansatz, der von gleichen Effekten bei gleicher
Grundstruktur ausgeht, greift bei Imidazolen zu kurz. In der Toxikologie und
Arzneimittelforschung ist bekannt, dass bereits minimale strukturelle Verdnderungen — etwa
durch Chiralitdt, Stereochemie oder Enantiomerie — starke Auswirkungen auf Wirkung und
Toxizitdt haben konnen. Beispiele dafiir sind Neurotransmitter wie Dopamin und
Noradrenalin oder Wirkstoffpaare wie der Agonist Morphin und Antagonist Naloxon, deren
unterschiedliche Effekte auf geringfiigige Strukturvariationen(Allyl-statt Methylgruppe an
Position 17) zuriickzufiihren sind (Stumpfe et al., 2019; Scott et al., 2022; Zhang et al.,
2022b; van Tilborg et al., 2022). In Bezug auf die hier getestetenlmidazolverbindungenfiihrt
insbesondere die Methylierung oder Kombination mit Ethylgruppen zu teils deutlich
verdnderter biologischer Wirkung. So zeigt 4-Methyl-Imidazol in HepG2- und Beas2B-Zellen
die stirkste Toxizitdt, wihrend die Substitution an Position 2 und 4 mit Methyl- oder

Ethylgruppen eine noch hdhere Zelltoxizitdt verursacht als die Grundsubstanz.
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Abbildung 77: Ubersicht der Imidazolverbindungen hinsichtlich identifizierter Effekte in AHM, Transkriptom
und Proteinanalytik.Die getesteten Imidazolverbindungen werden in Bezug auf die Ergebnisse dieser Arbeit wie
auch die Einstufung durch ECHA verglichen aufgefiihrt. Abkiirzung: CLH: Classification and Labeling
intentions (ECHA).

Die Imidazolverbindungen zeigen zell- und gewebeiibergreifend konsistente Effekte, die in
den Zellen auf einen ausgeprdgt autophagie-assoziierten Phénotyp hinweisen. Diese
Beobachtungen erlauben die Hypothese, dass induzierte Autophagie eine zentrale Rolle bei
den toxikologisch relevanten Mechanismen der Imidazolverbindungen spielt.Solche
Pathomechanismen sind belegt oder vermutet in neurodegenerative Prozesse, Leber- und
Nierenschiddigungen sowie reproduktionsbezogene Storungen wie Infertilitit und
Endometriose, was die belegten wie Verdachtseinstufung zu reprotoxischen, karzinogenen
wie auch endokrin disruptiven Effekten von Imidazolverbindungen durch ECHA unterstreicht

(Klionsky et al., 2021b; Shapira et al., 2021; Liu et al., 2023; Singh et al., 2024).
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4 Abschlieflende Diskussion und Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse reihen sich in den breiteren wissenschaftlichen
Diskurs einer sich verdndernden regulatorischen Landschaft und Herausforderungen der
Toxikologie ein. Ausgangspunkt war die Zielsetzung, systematische Einblicke in die Dosis-
Zeit-Beziehung toxischer Effekte zu gewinnen und dabei insbesondere niedrig dosierte, frithe
Expositionen differenziert zu analysieren. Hierbei wurde ein besonderer Fokus auf die
Abgrenzung spezifischer von unspezifischen Zellantworten sowie auf die Erkennung friiher
molekularer Marker gelegt. Die klassische Doktrin ,,Die Dosis macht das Gift“ hat im 21.
Jahrhundert zunehmend an Aussagekraft verloren. Vielmehr entwickeln sich regulatorische
und Forschungsfragen hin zur Aufklarung von Wirkungsmechanismen unter Einbezug von
Wissen um dosisabhidngige nichtlineare Prozesse, wie sie iiber ADME und MoA-
Modellierung bekannt sind. Insbesondere zu alltagsrelevanten Expositionsdosen, was
inzwischen meist niedrige Dosen bedeutet, die nicht zu klassischen Endpunkten wie Zelltod
filhren, braucht es Forschung und Wissensentwicklung. Die subtilen molekularen
Verdnderungen, die in diesen Dosen ausgeldst werden, die kumulativ und langfristig in
chronische Krankheitsprozesse oder risikoerhdhend fiir solche wirken konnen, miissen in
thren Wirkmechanismen untersucht und als Fundament fiir Gefahren- und Risikoeinschitzung
genutzt werden (Buzzetti et al., 2016; Bus, 2017; Leist et al., 2017; Hartwig et al., 2020;

Brescia et al., 2023).
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Die Ergebnisse der drei Untersuchungsteile dieser Arbeit zeigen konsistent, dass
toxikologische Effekte in hohem Mafle durch Zeitverlauf, Expositionskontext und zelluldre
Dynamik geprigt sind. Vertieft untersucht wurde erstens die Detektion frither molekularer
Marker einer durch Chemikalien ausgeldsten Steatose in menschlichen Hepatozyten auf Basis
existierender Micro-Array- und Metabolomdaten. Zweitens die Kldrung, inwiefern sich
spezifische toxikologische Wirkungen von unspezifischen Stressantworten bei niedriger Dosis
und frither Zeit entkoppeln lassen, und drittens die Charakterisierung einer toxikologisch
bislang unzureichend verstandenen Substanzgruppe, den Imidazolverbindungen, hinsichtlich

ihrer molekularen Effekte in verschiedenen Zellmodellen.

Im Modul zur Steatose zeigte sich, dass bereits zu sehr frithen Zeitpunkten, lange vor dem
Auftreten pathologischer Verdnderungen auf Organebene, signifikante Verdnderungen in der
Genexpression chemikalieninduzierter Signalwege detektierbar sind. Diese betreffen zentrale
biologische Prozesse wie die Aufnahme und Homdostase von Fettsduren, den
Cholesterinstoffwechsel, die entziindliche Antwort und den ER-Stress wie sie fiir Steatose
bekannt sind (Chakraborty ef al., 2012; Masoodi et al., 2021; Rinella et al., 2023; Gofton et
al., 2023). In der Reanalyse offentlich zugénglicher Micro-Array-Daten, ergdnzt durch
Metabolomanalysen, konnten steatotische und nicht-steatotische Chemikalien iiber ihre
Aktivitdtsprofile voneinander unterschieden werden. Variation von Kontrollen und die
Betrachtung von Zeit und Dosis als separate Faktoren sind als empfindlicherer Analyseansatz
mit Relevanz fiir Hypothesengenerierung und Wirkmechanismusstudien festzuhalten. Ebenso
festzuhalten ist die Notwendigkeit der Festlegung von Filterkriterien und Analysemethodik,
da sich Unterschiede in GESEA und DEVEA-Methoden deutlich abzeichnen. Die Verbindung
zu existierenden Adverse Outcome Pathways (AOPs) konnte insgesamt hergestellt und auf
molekularer Ebene iiber die Metabolitstudie erweitert werden, was Perspektiven fiir die

Entwicklung priziserer Bewertungsmodelle bietet.

Die in der Pilotstudie durchgefiihrten Analysen zeigten &hnliche Dynamiken in der
Untersuchung bekannte Referenzsubstanzen unter systematisch variierten Dosis- und
Zeitbedingungen. Die zentrale Hypothese, dass spezifische toxikologische Wirkungen bereits
zu frihen Zeitpunkten und bei niedrigen Dosen beobachtbar sind, konnte fiir einzelne
Substanzen bestétigt werden — etwa fiir Natriumarsenit, das selbst in geringer Konzentration
friih molekulare Reaktionsmuster auslost. Auch traten insgesamt fiir die Metalle
Cadmiumchlorid und Natriumarsenit erwartete, starke Effekte und relevante Regulationen in

beispielsweise oxidativem Stress und Glutathionmetabolismus auf. Andere Substanzen wie
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Ethoprophos oder WY-14643 entfalten dagegen ihre charakteristischen Wirkungen erst bei
hoheren Dosen und spéteren Zeitpunkten, was zeigt, dass eine pauschale Aussage iiber das
optimale Expositionsszenario nicht moglich ist. Auch werden frithe transkriptionelle und

metabolische Effekte von DMSO belegt.

Fir das eingesetzte Sequenzierverfahren der 3'-Sequenzierung konnten durchaus robuste
Signalwegaktivierungen detektiert werden, jedoch wurde auch die Limitation zu feineren
Effekte, die bei geringer Sequenziertiefe unentdeckt bleiben, erfasst (Kim and Goodfellow,
1995; Ma et al, 2019). Die generierten Daten zeigen, dass sich iiber kombinierte
transkriptomische und metabolomische Profile Differenzierungen zwischen spezifischer und
unspezifischer Wirkung grundsétzlich durchfiihren lassen — jedoch mit dem klaren
Erfordernis einer kontextsensitiven Auswertung. Insgesamt sind toxicogenomisch basierte
Ansitze in der Lage wichtige Hinweise auf differenzielle Wirkungen zu liefern, die eine
Grundlage fiir weitere Untersuchungen und Entscheidungen bilden kdnnen (Rozman and
Doull, 2000; Black et al., 2022).Die hier vorgelegten Analysen verdeutlichen die
Notwendigkeit der Entwicklung neuer Modelle, die dynamische, niedrige Expositions-
prozesse und ihre zeitlich gestaffelten Wirkungen und biologische Schwellenwerte realistisch

abbilden.

Im dritten Modul, der Charakterisierung von Imidazolverbindungen, wurden konsistente und
potenziell regulatorisch relevante zelltyp-iibergreifende Wirkungen detektiert. Trotz
struktureller Ahnlichkeiten der getesteten Verbindungen zeigten sich teils deutlich
divergierende Wirkmechanismen, was auch fiir Imidazole belegt, dass Methylierungen und
Aspekte der Stereochemie als wichtige Informationen in Bezug auf zelluldre Reaktion und
molekulare Regulation zu betrachten sind. Der identifizierte, fiir HepG2-Zellen auf
Proteineben bestétigt, autophagie-assoziierte Phinotyp ist zelltypiibergreifend in HepG2- und
Beas2B-Zellen nachweisbar, wobei in den Leberzellen eine protektive, dem Zelltod
vorausgehende Rolle zu beobachten ist. In der Lungenzelllinie findend diese Prozesse parallel
statt.  Auch sind Unterschiede der Imidazolverbindungen zu dosisabhidngiger
Vakuolenbildung, LC3B-Akkumulation, p62-Anreicherung und letztlich zellulirem
Zusammenbruch dokumentierbar, die Riickschliisse zur héheren toxischen Aktivitiat von 2-
ethly-4-Methyl-Imidazol, 2-Methyl-Imidazol und Imidazol selbst gegeniiber weiteren
Verbindungen wie 1-Methyl-Imidazol aufzeigen. Auch auf molekularer Ebene zeigten sich
iiber die Transkriptomstudie zu HepG2-Zellen vorallem Deregulierung von Sterol-, Lipid-

und Redoxstoffwechselwegen.Diese sind von hoher Bedeutung, da sie auch in hormonellen
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Regulationskreisen, insbesondere der Glukokortikoidbiosynthese, eine zentrale Rolle spielen
— mit moglichen Implikationen fiir endokrine Disruption hat(Pellacani and Costa, 2018;
Napoletano et al., 2019; Tan et al., 2020; Saha et al., 2020; Hornburg et al., 2023; Meier et
al., 2024; Dakal et al., 2025).

In Bezug auf Entwicklungsstorung beziehungsweisereproduktionstoxische Effekte waren die
Erwartungen aufgrund des Testsystems Leberzelle verhalten, jedoch sind fiir 1-Methyl-
Imidazol und 2-Methyl-Imidazol relevante Regulationen beobachtet worden undkonnten iiber
Anreicherungsversuche iiber Gene Ontology auch fiir Imidazol selbst gezeigt werden. Zur
Karzinogenitdt der Imidazolverbindungen konnen die gewidhlte Dosis und Expositionszeit nur
wenige Erkenntnisse liefern, jedoch sind relevante Prozesse zur Tumorinitiation und
Tumorsuppression reguliert, was sich vor allem fiir die durch ECHA als karzinogen

eingestufte Verbindungen zeigte.

Die Arbeit belegt die Notwendigkeit einer differenzierteren Betrachtung toxischer Effekte,
insbesondere im Kontext chronischer und subtoxischer Expositionen. Der Ansatz dieser
Arbeit, Dosis und Zeit als voneinander unabhingige, aber interagierende Variablen zu
untersuchen, auch in Bezug auf gepoolte Kontrollvariationen, erwies sich als zielfithrend, um
bisher nicht ausreichend beachtete Wirkprofile sichtbar zu machen. Ein methodischer
Mehrwert liegt in der Kombination klassischer Zellkulturtechniken mit modernen Omics-
Technologien sowie der Riickgriff auf Dbereits existierende Datensdtze. Die
Wiederverwendung und Reanalyse von Micro-Array-Daten, wie im Steatose-Modul
umgesetzt, bietet die Mdglichkeit, bestehende Ressourcen fiir neue Fragestellungen zu nutzen
— ein Aspekt, der insbesondere im Hinblick auf das 3R-Prinzip (Replacement, Reduction,

Refinement) von Bedeutung ist (Pistollato et al., 2021; Vinken et al., 2021).

Ein zentrales Anliegen des iibergeordneten Forschungsprojekts PrecisionTox, wie auch dieser
ist die Entwicklung von Methoden, die nicht nur wissenschaftlich fundierte Aussagen iiber
chemische Gefahren erlaubt, sondern gleichzeitig zur Reduktion, Verbesserung und
perspektivischen Ersetzung von Tierversuchen beitrdgt. Die Einbindung von in-silico
gestiitzten Methoden und maschineller Lernverfahren ist ein weiterer Schritt in Richtung
zukunftsfihiger, datengetriebenen Wissenschaft die relevante Signalweg-modulationen und

Wirkmechanismen entschlisseln kann. Die hier verwendeten Methoden — von klassischem
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Zelllabor 1iiber Sequenzierung bis zur Metabolomik — leisten einen Beitrag zur
Weiterentwicklung entsprechender Strategien, auch wenn etablierte Verfahren derzeit noch

nicht vollstidndig ersetzt werden konnen.

Aus den Ergebnissen lassen sich Ansatzpunkte fiir zukiinftige Forschung ableiten. Wie die
vertiefte Analyse der zeitlichen Dynamik toxikologischer Reaktionen, um die Bedingungen zu
bestimmen, unter denen spezifische molekulare Effekte auftreten, sowie die Reglementierung
eingesetzter Filterkriterien und Analysemethoden. Auch die Wahl geeigneter Zeitpunkte und
die Definition relevanter Dosisbereiche sind essentiell zur Hypothesengenerierung und
weiteren Verfolgung. Die Ergebnisse der Pilotstudie haben gezeigt, dass friihe Zeitpunkte zu
subtoxischen Bedingungen nicht in jedem Fall zu einer besseren Trennschirfe spezifischer
Effekte fiihren. Aus den hypothesen-generierenden Ergebnissen der Steatoseanalyse lésst sich
ein methodischer Pfad fiir weitere chemikalienklassenbezogene Untersuchungen ableiten. Die
Identifikation steatose-assoziierter Marker unter Einsatz gepoolter Kontrollbedingungen zeigt,
dass durch gezielte Versuchsplanung und Datenintegration eine verbesserte Differenzierung

toxischer Profile moglich ist.

Hier bietet sich die Ubertragung auf weitere Adverse Outcome Pathways an, etwa im Bereich
der kardiotoxischen oder neurotoxischen Wirkungen. Zur Beeinflussung der Autophagie bzw.
des Autophagischen Flusses durch Imidazole sind weitere proteinanalytische Schritte zu
gehen. In erster Linie fiir die Beas-2B Zelllinie, aber auch in beiden Zelllinien um spezifische
Zusammenhinge und Akteure der Regulation zu bestimmen. Auch die weitere histochemische
Untersuchung des Phénotyps der fleckigen Zellen auf LC3-Puncta oder Apoptose und
Caspasenaktivitdt ist offen fiir weiterfilhrende Studien. Auch die Differenzierung zwischen
protektiven und pathologischen Formen der Autophagie stellt ein relevantes

Untersuchungsfeld dar.

Schlieflich verbleibt die perspektivische Frage, inwieweit molekularbasierten Ansitze
regulatorisch nutzbar gemacht werden konnen. Eine enge Zusammenarbeit zwischen
Grundlagenforschung, angewandter Toxikologie und regulatorischen Institutionen ist
notwendig, um aus wissenschaftlich etablierten Mechanismen konkrete Bewertungsmalstibe
abzuleiten. Dies betrifft nicht nur die technische Validierung neuer Methoden, sondern auch
die Entwicklung geeigneter Referenzdatensitze, Bewertungsmalistibe und Schwellenwerte.
Nur mit festgelegten Kriterien zur Datenerhebung und Auswertung sind letztlich Regeln zum

Schutz der Gesundheit von Menschen und Umwelt zu etablieren.
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Anhang

Methodik

Tabelle A 1: Zusammensetzung des 2x Lammli-Lysepuffers.

Reagenz Zusammensetzung

2x Lammli — Puffer 12,5 ml 1 M TrisHCI (pH 6.8)
20ml 20 %SDS
20 ml Glycerin
4 % Mercaptoethanol

47,5 ml ddH,O

Tabelle A 2: Zusammensetzung des Laufpuffers der SDS-Page.

Reagenz Zusammensetzung
Laufpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS

Tabelle A 3: Zusammensetzung des Blotpuffers.

Reagenz Zusammensetzung
Blotpuffer 25 mM Tris-BASE
200 mM Glycin
10 % (w/v) Methanol

Tabelle A 4: Zusammensetzung von TBS bzw. TBS-T.

Reagenz Zusammensetzung

Anhang
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TBS (pH 7.4) 20 mM Tris-HCI
150 mM NaCl
TBS-T 99,9 % TBS (v/v)
0,1 % Tween® (v/v)
Ergebnisse

A
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=
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a 2000
1000

Humanin
vitro

M Downregulated
B Upregulated

Alanine, and
Alcoholic liver disease
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
AMPK signaling pathway
Apoptosis
Arginine and proline metabolism
Autophagy - animal
Cellular senescence
Chemical carcinogenesis - reactive oxygen species
Cholesterol metabolism
Ce and ion

Cysteine and methionine metabolism
Drug metabolism - cytochrome P450
Fat digestion and absorption
Fatty acid biosynthesis
Fatty acid degradation
Fatty acid metabolism
Ferroptosis
FoxO signaling pathway
Glycerophospholipid metabolism
Glycerolipid metabolism
Glycine, serine and threonine metabolism
Hepatocellular carcinoma
IL-17 signaling pathway
Insulin resistance
Insulin signaling pathway
Mitophagy - animal
mTOR signaling pathway
NF-kappa B signaling pathway
NOD-like receptor signaling pathway
Non-alcoholic fatty liver disease
Nucleocytoplasmic transport

F and CoA biosy i
Phospholipase D signaling pathway
PI3K-Akt signaling pathway
PPAR signaling pathway
Pyruvate metabolism
Rap1 signaling pathway
Regulation of lipolysis in adipocytes
Ribosome biogenesis in eukaryotes
Sphingolipid metabolism
Sphingolipid signaling pathway
Spliceosome
TNF signaling pathway
Tryptophan metabolism
Valine, leucine and i i i

Anhang

value

00%
I0025

Abbildung A 1: Nicht-steatotische Chemikalien induzieren grofteilig Herunterregulation von relevanten Genen und Signalwegen der
Steatose. A: Anzahl der DEGs durch Vergleich der mit nicht-steatotischen Chemikalien behandelten Zellen gegeniiber unbehandelter
Kontrolle. Basierend auf FDR-korrigiertem p-value< 0,05. B: PEA des Vergleichs der nicht-steatotischen Chemikalienbehandlung gegeniiber
unbehandelter Kontrolle fiir eine Auswahl Steatose-relevanter Signalwege iiber DEVEA.
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Abbildung A 2: KEGG Signalweganalyse
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zeigt Fettverdau und Abbau als Ziel

der steatotischen Chemikalienbehandlung in der

Einzelfaktoranalyse der Dosis normiert zu gepoolten Kontrolle. Gezeigt ist der kolorierte Signalweg auf Grundlage der DEGs der Dosis
gegeniiber gepoolter Kontrolle. Rote Boxen bedeuten Hochregulation.
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Abbildung A 4: KEGG Signalweganalyse zeigt Glycerophospholipidmetabolismus als Ziel der steatotischen Chemikalienbehandlung in der

Einzelfaktoranalyse der Dosis normiert zu gepoolten Kontrolle. Gezeigt ist der kolorierte Signalweg auf Grundlage der DEGs der Dosis

gegeniiber gepoolter Kontrolle. Rote Boxen bedeuten Hochregulation.
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zeigt Fettverdau und Abbau als Ziel der steatotischen Chemikalienbehandlung in der

Einzelfaktoranalyse der Zeit normiert zu gepoolten Kontrolle. Gezeigt ist der kolorierte Signalweg auf Grundlage der DEGs der Zeit
gegeniiber gepoolter Kontrolle. Rote Boxen bedeuten Hochregulation.
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Abbildung A 7: KEGG Signalweganalyse zeigt Glycerophospholipidmetabolismus als Ziel der steatotischen Chemikalienbehandlung in der

suuasoydsoyd-¢
.m.ouou»_d.:w._>u< 1 I8 [ .Euoz_d._.__m._xuzx I
nwejouryy : .cn_%cur_ = PTE cvTe e
[Eerrenl
LERE]
VLITLT
LOITLT d€-101004[3-us
odsoontie Joobus T e ¥V -foua-z
| apeydsoyd sutwe ke a1 +— | BBl |
~|oUEAIAYIN- z Q
sunuejouRyld
._Mv:ﬁ_%o__n
SHOA [ yag -[Aylawouoy
< 1VLg voO-|hoy
(i |
-] A13- ———
sulwejouryld de _o._u.u_ x_u<m.m A d€-1012043-
RE O ) -|Apneydsoyd -1Aoy
BT .a:mﬁ.ﬁ 2ulloq2-ddo -[Aqau(
i surjoyooydsoyd-¢ 4 —
.aswmr:__,_é__i [ssrree ] [seree|[criez]
surjoyooydsol o_ €T O
A10-us _m— :_ b _E.uubw Vo) koY
._Esn_vo.:, W TE il TETTE dad
< J -
b Trre S e IVOdT d€-10120K1D-us
A ydsoyq [-]032243-us
surjoyooydsoyd-¢ RS ) O.:x:ﬂﬁ.—.ov.ﬂm.m.m

-010K|3-us-|£: O«
019K [B-us-[Koy/- | SieC

01294 5-u: _|_ o ﬂ_|_ e -101204]3-us
.:?E&;_Eum.ov.m__n_ €T row HLETPOLLEH] 4 »___\_ u._OI d1-10190KD-us
s--oydsoyd- [-01024|F-us O o TC T
prot _?;a&.o,.m_m g O«—{8¢8 LT |—Oa—{L9LLT TAwAI_S 16T o-—m—
d1-101004[3-us
-(jAue1aB|Auesds-0)-sig-€T

aeydsoyd|£1204|3
5 -JAuaideydapy
[01294];

KuaideidayiK1aoel
{1ARdRIq

10120413

“TARdnda WSITOEVLAN ¢

195

Einzelfaktoranalyse der Zeit. Gezeigt ist der kolorierte Signalweg auf Grundlage der DEGs der Zeit gegeniiber gepoolter Kontrolle. Rote

Boxen bedeuten Hochregulation.
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Abbildung A 8: Cadmiumchlorid zeigt dosis-abhingige Effekte auf Zellzahl und Zelltod. HepG2 Zellen wurden fiir 48h mit Cadmiumchlorid
in aufsteigender Konzentration, Medium (Kontrolle) oder positiv Kontrolle (Cisplatin, CDDP) behandelt. Die Gesamtzellzahl (links) wie der
Zelltod, aufgeschliisselt in die verschiedenen Zelltodstadien (frith-, spétapoptotisch und nekrotisch) (rechts) wurden durch
Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie mit Hoechst und Propidiumiodid geférbten Zellen bestimmt. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte +
SEM von vier technischen Replikaten von zwei unabhdngigen Experimentenaus der Dosis-Wirkungsversuchsreihe. Die statistische
Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (n=4, * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001)
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Abbildung A 9: Ethoprophos zeigt dosis-abhidngige Effekte auf Zellzahl und Zelltod. HepG2 Zellen wurden fiir 48h mit Ethoprophos in
aufsteigender Konzentration, Medium (Kontrolle) oder positiv Kontrolle (Cisplatin, CDDP) behandelt. Die Gesamtzellzahl (links) wie der
Zelltod, aufgeschliisselt in die verschiedenen Zelltodstadien (frith-, spétapoptotisch und nekrotisch) (rechts) wurden durch
Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie mit Hoechst und Propidiumiodid geférbten Zellen bestimmt. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte +
SEM von vier technischen Replikaten von zwei unabhingigen Experimenten aus der Dosis-Wirkungsversuchsreihe. Die statistische
Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (n=4, * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001)
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Abbildung A 10: WY-14643 zeigt dosis-abhingige Effekte auf Zellzahl und Zelltod. HepG2 Zellen wurden fiir 48h mit WY-14643 in
aufsteigender Konzentration, Medium (Kontrolle) oder positiv Kontrolle (Cisplatin, CDDP) behandelt. Die Gesamtzellzahl (links) wie der
Zelltod, aufgeschliisselt in die verschiedenen Zelltodstadien (frith-, spétapoptotisch und nekrotisch) (rechts) wurden durch
Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie mit Hoechst und Propidiumiodid geférbten Zellen bestimmt. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte +
SEM von vier technischen Replikaten von zwei unabhéngigen Experimenten aus der Dosis-Wirkungsversuchsreihe. Die statistische
Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (n=4, * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001)
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Abbildung A 11: DMSO zeigt dosis-abhingige Effekte auf Zellzahl und Zelltod. HepG2 Zellen wurden fiir 48h mit DMSO in aufsteigender
Konzentration, Medium (Kontrolle) oder positiv Kontrolle (Cisplatin, CDDP) behandelt. Die Gesamtzellzahl (links) wie der Zelltod,
aufgeschliisselt in die verschiedenen Zelltodstadien (frith-, spétapoptotisch und nekrotisch) (rechts) wurden durch
Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie mit Hoechst und Propidiumiodid geférbten Zellen bestimmt. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte +
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SEM von vier technischen Replikaten von zwei unabhingigen Experimenten aus der Dosis-Wirkungsversuchsreihe. Die statistische
Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (n=4, * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001)
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Abbildung A 12: Natriumarsenit zeigt dosis-abhéngige Effekte auf Zellzahl und Zelltod. HepG2 Zellen wurden fiir 48h mit Natriumarsenit in
aufsteigender Konzentration, Medium (Kontrolle) oder positiv Kontrolle (Cisplatin, CDDP) behandelt. Die Gesamtzellzahl (links) wie der

Zelltod,

aufgeschliisselt

in die verschiedenen Zelltodstadien (friih-,

spatapoptotisch und nekrotisch) (rechts) wurden durch

Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie mit Hoechst und Propidiumiodid geférbten Zellen bestimmt. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte +
SEM von vier technischen Replikaten von drei unabhingigen Experimenten aus der Dosis-Wirkungsversuchsreihe. Die statistische
Signifikanz wurde mittels Student’s t-Test in Bezug auf die Kontrolle ermittelt (n=4, * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001)

Tabelle A 5: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD,; 6h).

Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

MT1B Metallothionein- 321 0 0
1B (MT-1B)

MTIM Metallothionein- 2,67 0 0
IM (MT-1M)

MTIA Metallothionein- 1,76 0 0,01
1A (MT-1A)

MTIH Metallothionein- 1,58 0 0,01
1H (MT-1H)

MTIX Metallothionein- 1,49 0 0
1X (MT-1X)

MTIG Metallothionein- 1,42 0 0
1G (MT-1G)

MTI1E Metallothionein- 1,24 0 0
1E (MT-1E)

MTIF Metallothionein- 1,1 0 0
IF (MT-1F)

MT2A Metallothionein- 1,08 0 0
2A (MT-2A)
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Tabelle A 6: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD); 6h).

GO: Biological Process

Anhang

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv
G0:0010273 detoxification of copper ion ENRICHED 1.262.625 7.5x10-30 4.9x10-29
GO:0045926 negative regulation of growth ENRICHED 1.122.333 3.2x10-29 2.1x10-28
GO:0071294 cellular response to zinc ion ENRICHED 808.080 1.3x10-27 8.6x10-27
GO:0071280 cellular response to copper ion ENRICHED 721.500 4.5x10-27 2.9x10-26
GO:0006882 cellular zinc ion homeostasis ENRICHED 594.176 3.4x10-26 2.2x10-25
GO:0071276 cellular response to cadmium ion ENRICHED 546.000 8.1x10-26 5.3x10-25
GO0:0036018 cellular response to erythropoietin ENRICHED 1.496.444 5.8x10-07 3.8x10-06
REACTOME
Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv
R-HSA-5661231:2 Metallothioneins bind metals ENRICHED 1.836.545 3.7x10-32 1.1x10-31
R-HSA-5660526:1 Response to metal ions. ENRICHED 1.836.545 3.7x10-32 1.1x10-31
R-HSA-1430728:0 Metabolism ENRICHED 9.615 1.4x10-09 4.2x10-09
Tabelle A 7: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD,; 24h).
Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj
MTIB Metallothionein- 4,27 0 0

1B (MT-1B)
MTIM Metallothionein- 2,27 0 0

IM (MT-1M)
Tabelle A 8: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD); 24h).
GO: Biological Process
Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv
G0:0010273 detoxification of copper ion ENRICHED 1.262.625 5.9x10-07 1.8x10-06
GO:0045926 negative regulation of growth ENRICHED 1.122.333 7.5x10-07 2.3x10-06
GO:0071294 cellular response to zinc ion ENRICHED 808.080 1.5x10-06 4.4x10-06
GO:0071280 cellular response to copper ion ENRICHED 721.500 1.9x10-06 5.6x10-06
GO:0006882 cellular zinc ion homeostasis ENRICHED 594.176 2.7x10-06 8.3x10-06
GO:0071276 cellular response to cadmium ion ENRICHED 546.000 3.3x10-06 9.8x10-06
REACTOME
Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv
R-HSA-5661231:2 Metallothioneins bind metals ENRICHED 1.836.545 2.7x10-07 3.5x10-07
R-HSA-5660526:1 Response to metal ions ENRICHED 1.836.545 2.7x10-07 3.5x10-07
R-HSA-1430728:0 Metabolism ENRICHED 9.615 0.011 0.014
Tabelle A 9: Differenziell regulierte Metabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD;; 6h).
Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG ID log2FoldChange p_value padj
M437T36 Flurandrenolide (C24H33FO6 POPFMWWIJOGLOIF- 15209 D00328 0,01 0,11

XWCQMRHXSA-N

Tabelle A 10: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD); 24h).
Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG ID log2FoldChange p_value padj
M211T503 L-Targinine NTNWOCRCBQPEKQ-YFKPBYRVSA-N 132862 C03884 2,17 0,01 0,08
M211T503 Homo-L-arginine QUOGESRFPZDMMT-YFKPBYRVSA-N 9085 C01924 2,17 0,01 0,08
M357T69 Penicillin G C16H18N204S JGSARLDLIJGVTE-MBNYWOFBSA-N 5904 C05551 77 0 0,04
M358T69 Behenic acid UKMSUNONTOPOIO-UHFFFAOYSA-N 8215 C08281 1,71 0 0,03
M203T408 D-Fructose RFSUNEUAIZKAJO-ARQDHWQXSA-N 92092 €02336 1,7 0 0
M203T408 D-Glucose WQZGKKKJIJFFOK-GASJEMHNSA-N 5793 C00031 1,7 0 0
M203T408 D-Galactose WQZGKKKJIJFFOK-PHYPRBDBSA-N 439357 C00984 1,7 0 0
M203T408 D-Mannose WQZGKKKJIJFFOK-QTVWNMPRSA-N 18950 C00159 1,7 0 0
M203T408 L-Galactose 'WQZGKKKIJIJFFOK-SVZMEOIVSA-N 439357 1,7 0 0
M335T69 Penicillin G C16H18N204S JGSARLDLIJGVTE-MBNYWOFBSA-N 5904 C05551 1,64 0 0,05
M159T139 Hypoxanthine C5H4N40 FDGQSTZIBFJUBT-UHFFFAOYSA-N 135398638 00262 1,58 0 0,01
M159T139 Hypoxanthine FDGQSTZIBFJUBT-UHFFFAOYSA-N 790 C€00262 1,58 0 0,01
M205T407 Galactitol FBPFZTCFMRRESA-GUCUJZIJSA-N 11850 C01697 148 0 0
M205T407 Sorbitol FBPFZTCFMRRESA-JGWLITMVSA-N 5780 C00794 148 0 0
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M169T519 DL-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-UHFFFAOYSA-N 866 C16440 1,34 0 0,01

M169T519 L-Lysine KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 €00047 1,34 0 0,01

M197T510 L-(+)-Arginine C6H14N402 ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N 6322 €00062 1,27 0 0,04

M197T510 L-Arginine ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N 6322 €00062 1,27 0 0,04

M147T519_5 D-(+)-Pipecolinic acid C6HIINO2 HXEACLLIILLPRG-RXMQYKEDSA-N 736316 1,08 0 0

M147T519_5 DL-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-UHFFFAOYSA-N 866 C16440 1,08 0 0

M147T519_5 L-Lysine KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 1,08 0 0

M147T519_5 L-Lysine KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 €00047 1,08 0 0

M147T519_6 D-(+)-Pipecolinic acid C6HIINO2 HXEACLLIILLPRG-RXMQYKEDSA-N 736316 1,01 0 0

M147T519_6 L-Lysine KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 1,01 0 0

M147T519_6 L-Lysine KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 €00047 1,01 0 0

M249T407 Porphobilinogen QSHWIQZFGQKFMA-UHFFFAOYSA-N 1021 €00931 -1,09 0 0,05

M118T426 Betaine CSHI1INO2 KWIUHFFTVRNATP-UHFFFAOYSA-N 247 €00719 -1,42 0 0,03

M118T426 L-Valine KZSNJWFQEVHDMF-BYPYZUCNSA-N 6287 C00183 -1,42 0 0,03

Tabelle A 11: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD); 48h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG ID log2FoldChange p_value padj

M312T482 Ophthalmic acid JCMUOFQHZLPHQP-BQBZGAKWSA-N 7018721 1,21 0,01 0,07

M159T139 Hypoxanthine C5H4N40 FDGQSTZJBFJUBT-UHFFFAOYSA-N 135398638 €00262 -1,46 0 0,06

Tabelle A 12: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD,s; 6h).

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

5
g
2

SLC7A11 Cystine/glutamate 2,67 0
transporter (Solute carrier
family 7 member 11

Tribbles homolog 3 1,06 0 0

HAMP Hepcidin 1,93 0 0 AGFG2 Arf-GAP domain and FG -1,03 0 0,01
repeat-containing protein 2

SERPINE1 Plasminogen activator 1,79 0 0
inhibitor 1

GCLC Gamma-glutamylcysteine 1,34 0 0
synthetase

TXNRD1 Thioredoxin reductase 1 L15 0 0
AKR1B10 Aldo-keto reductase family 1,07 0 0
1 member B10
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Tabelle A 13: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD,s; 6h).

GO: Biological Process

GO:0006979 response to oxidative stress ENRICHED 44.013 1.8x10-06 2.2x10-04

G0:2001237 negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway ENRICHED 96.353 3.9x10-06 4.8x10-04

GO:0006534 cysteine metabolic process ENRICHED 594.176 4.2x10-06 5.2x10-04

GO0:0010757 negative regulation of plasminogen activation ENRICHED 297.088 1.9x10-05 0.002

GO:0071372 cellular response to follicle-stimulating hormone stimulus ENRICHED 198.059 4.6x10-05 0.006

GO:0006750 glutathione biosynthetic process ENRICHED 169.765 6.3x10-05 0.008

GO:0035729 cellular response to hepatocyte growth factor stimulus ENRICHED 148.544 8.3x10-05 0.010

GO:0043032 positive regulation of macrophage activation ENRICHED 125.090 1.2x10-04 0.014

GO:0043524 negative regulation of neuron apoptotic process ENRICHED 26,022 2.0x10-04 0024

GO:0044344 cellular response to fibroblast growth factor stimulus ENRICHED 91.412 2.2x10-04 0.027

GO:1902042 negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway via death domain receptors ENRICHED 84.882 2.6x10-04 0032

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

R-HSA-189445:1 Metabolism of porphyrins ENRICHED 139.806 9.4x10-05 0.004

R-HSA-1614635:2 Sulfur amino acid metabolism ENRICHED 95.068 2.1x10-04

°
&

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

KEGG:04115 P53 signaling pathway ENRICHED 44013 9.6x10-04 0.010

Tabelle A 14: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD,s; 24h)

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

MTIM Metallothionein- 46 0 0
IM (MT-1M)

Tabelle A 15: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD,s; 24h).

GO: Biological Process

G0:0010273 detoxification of copper ion ENRICHED 1.262.625 4.1x10-10 1.8x10-09

GO:007129%4 cellular response to zinc ion ENRICHED 808.080 1.7x10-09 7.6x10-09

GO:0006882 cellular zinc ion homeostasis ENRICHED 594.176 4.4x10-09 2.0x10-08

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv. Fisher-C-pv

R-HSA-5660526:1 Response to metal ions ENRICHED 1.836.545 1.2x10-10 1.6x10-10

Tabelle A 16: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD,s; 48h).

Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

MT1G Metallothionein-1G 22,11 0 0
(MT-1G)
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Tabelle A 17: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD,s; 6h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj

‘

M393T36 PEG n8 C16H3409 338 0 0,03

M159T139 Hypoxanthine FDGQSTZJBFJUBT-UHFFFAOYSA-N 790 00262 2,11 0,01 0,08

M358T69 Behenic acid 'UKMSUNONTOPOIO-UHFFFAOYSA-N 8215 C08281 1,52 0,02 0,13

M153T203 Xanthine LRFVTYWOQMYALW-UHFFFAOYSA-N 1188 C00385 1.4 0,01 0,09

M147T519_5 L(-)-Pipecolinic acid C6HIINO2 HXEACLLIILLPRG-YFKPBYRVSA-N 439227 00408 1,31 0 0,06

M147T519_5 L-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 €00047 1,31 0 0,06

M147T519_5 Pipecolic acid HXEACLLIILLPRG-UHFFFAOYSA-N 849 00408 1,31 0 0,06

M130T519_5 D-(+)-Pipecolinic acid C6HIINO2 HXEACLLIILLPRG-RXMQYKEDSA-N 736316 1,24 0,01 0,06

M130T519_5 DL-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-UHFFFAOYSA-N 866 C16440 1,24 0,01 0,06

M147T519_6 D-(+)-Pipecolinic acid C6HIINO2 HXEACLLIILLPRG-RXMQYKEDSA-N 736316 1,24 0,01 0,06

M147T519_6 L-Lysine KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 1,24 0,01 0,06

M147T519_6 L-Lysine KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 €00047 1,24 0,01 0,06

M203T408 D-Glucose ‘WQZGKKKIJIJFFOK-GASJEMHNSA-N 5793 €00031 1,14 0 0,06

M203T408 D-Mannose 'WQZGKKKJIJFFOK-QTVWNMPRSA-N 18950 C00159 1,14 0 0,06

M399T270 Riboflavin AUNGANRZJHBGPY-SCRDCRAPSA-N 493570 1,11 0,01 0,08

M129T519 DL-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-UHFFFAOYSA-N 866 C16440 1,1 0,01 0,08

M205T407 Galactitol FBPFZTCFMRRESA-GUCUJZUSA-N 11850 C01697 1,1 0,01 0,1

M197T510 L-(+)-Arginine C6H14N402 ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N

M197T510 L-Arginine ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N

M221T380 5-Hydroxy-L-tryptophan LDCYZAJDBXYCGN-VIFPVBQESA-N

M377T270 Riboflavin AUNGANRZJHBGPY-SCRDCRAPSA-N

M170T37_1 Pyridoxine LXNHXLLTXMVWPM-UHFFFAOYSA-N

M249T407 Porphobilinogen QSHWIQZFGQKFMA-UHFFFAOYSA-N €00931 -1,16

M327T443 N-Acetyl-1-aspartylglutamic acid C11HI6N208 OPVPGKGADVGKTG-BQBZGAKWSA-N C12270 -1,54

M496T284 LPC(16:0) ASWBNKHCZGQVJV-UHFFFAOYSA-N 86554 -1,76 0,02 0,14

M496T284 LPC(16:0) ASWBNKHCZGQVJV-HSZRIFAPSA-N 460602 -1,76 0,02 0,14

202



Anhang

Tabelle A 18: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD,s; 24h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG ID log2FoldChange p_value padj

M677T558 Cer(d18:2_26:0)

Tabelle A 19: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Cadmiumchlorid (BMD,s; 48h).

Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey’ Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj
D

M312T482 Ophthalmic acid JCMUOFQHZLPHQP-BQBZGAKWSA-N 7018721

M290T482 L-Glutathione (reduced) CI0HI7N306S RWSXRVCMGQZWBV-WDSKDSINSA-N

M250T237 Deoxycytidine CKTSBUTUHBMZGZ-SHYZEUOFSA-N

M520T275 LysoPC(18:2(9Z2_1227)) SPJFYYJXNPEZDW-FTJOPAKQSA-N 11005824

M159T139 Hypoxanthine FDGQSTZJBFJUBT-UHFFFAOYSA-N C€00262 -1,12 0,01 0,1

Tabelle A 20: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD;; 6h).

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

MTIM Metallothionein-1M (MT-1M) 5,09 0 0

MTIH Metallothionein-1H (MT-1H) 32 0 0

MTI1G Metallothionein-1G (MT-1G) 2,76 0 0

GCLM Glutamate--cysteine ligase regulatory 225 0 0
subunit (GCS light chain)

MTIF Metallothionein-1F (MT-1F) 2,09 0 0

HAMP Hepcidin r-expressed antimicrobial 1,69 0 0
peptide 1)

SERPINE1 Plasminogen activator inhibitor 1 1.5 0 0
(PAT)

AKRIB10 Aldo-keto reductase family 1 member 1,29 0 0
Bl

|

CPLX2 Complexin-2 (Complexin IT) (CPX 116 0 001
11) (Synaphin-1)

Tabelle A 21: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD,; 6h).

GO: Biological Process

GO0:0010273 detoxification of copper ion ENRICHED 631.312 3.7x10-25 2.9x10-23
GO:0071276 cellular response to cadmium ion ENRICHED 303.333 4.9x10-24 3.9x10-22
GO:0071280 cellular response to copper ion ENRICHED 360.750 2.2x10-22 1.7x10-20
GO:0006979 response to oxidative stress ENRICHED 41.568 2.3x10-06 1.8x10-04
GO0:0044752 response to human chorionic gonadotropin ENRICHED 748.222 2.5x10-06 2.0x10-04
GO:0006534 cysteine metabolic process ENRICHED 561.167 4.8x10-06 3.8x10-04
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GO:0071372 cellular response to follicle-stimulating hormone stimulus. ENRICHED 187.056 5.1x10-05 0.004
GO:0006536 glutamate metabolic process ENRICHED 160.333 7.1x10-05 0.006

GO:0097746 blood vessel diameter maintenance ENRICHED 102.030 1.8x10-04

GO:0044344 cellular response to fibroblast growth factor stimulus ENRICHED 86.333 2.5x10-04

GO:1902042 negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway via death domain receptors ENRICHED 80.167 2.9x10-04

GO0:2001237 negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway ENRICHED .

Fisher-pv

R-HSA-5660526:1 Response to metal ions ENRICHED 918.273 1.8x10-27 4.2x10-26

R-HSA-174403:2 Glutathione synthesis and recycling ENRICHED 172.667 6.1x10-05 0.001

R-HSA-156590:1 Glutathione conjugation ENRICHED 60.667 5.1x10-04 0.012

KEGG Pathway

KEGG:04978 Mineral absorption ENRICHED 74.822 3.3x10-04 0.003

Tabelle A 22: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD; 24h).

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue  Padj Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue  Padj

Protein jagged-1 (Jagged1) (hJ1) 0,02
(CD antigen CD339) Soluble
protein Jagged

Glutamate--cysteine ligase
regulatory subunit (GCS light

chain)

Aldo-keto reductase family 1 Putative solute carrier family 22 0,01
member C2 member 31

Hepeidin r-expressed 0
antimicrobial peptide 1)

Glutathione peroxidase 0
Glutathione peroxidase 1 (GPx-1)

Protein DEPP1 (Decidual protein SLC6A14 Solute carrier family 6 member 14 -1,08 0

induced by progesterone)

HEPACAM Hepatic and glial cell adhesion 0
molecule (glial CAM) (Hepatocyte
cell adhesion molecule)

PRKC apoptosis WT1 regulator 131
protein (Prostate apoptosis
response 4 protein) (Par-4)

_ HOXD1 Homeobox protein Hox-D1

0
PIR Pirin (Probable quercetin 2.3 129 0 0 Homeobox protein HonGG)
dioxygenase PIR) (Probable (Homeabox:protein Hox-GG)
quercetinase)
- Diacylglycerol kinase kappa 0,02
Aldo-keto reductase family 1 (DAG kinase kappa)
member C1
s Galectin-2 (Gal-2) (Beta- 0
Epididymis secretory sperm galactoside-binding lectin L-14-1I)
binding protein Galectin-3 (Gal-
3)
Fatty acid-binding protein, liver 0
UNKL Putative E3 ubiquitin-protein 1,08 (L-FABP) r-type fatty acid-
ligase UNKL binding protein)
SPP1 Osteopontin (Bone sialoprotein 1,04

1) (Nephropontin) (Secreted
phosphoprotein 1)
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Tabelle A 23: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD; 24h).

GO: Biological Process

‘

:0044597 daunorubicin metabolic process ENRICHED 177.211 .3x10-07 1.0x10-04

GO:0098869 cellular oxidant detoxification ENRICHED 28354 1.2x10-05 0.002

GO:0071395 cellular response to jasmonic acid stimulus ENRICHED 265.816 2.2x10-05 0.004

GO:0007568 ENRICHED 1.5x10-04

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

R-HSA-6806667:2 Metabolism of fat-soluble vitamins ENRICHED

R-HSA-193775:1 Synthesis of bile acids and bile salts via 24-hydroxycholesterol ENRICHED

R-HSA-2187338:1 Visual phototransduction ENRICHED
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Tabelle A 24: Differenziell exprimierte Gene der

Exposition von HepG2-Zellen mit

Anhang

Natriumarsenit (BMD;

Gene Gene

Protein_name

Log2foldchange Palue Padj

DUSP1

Dual specificity protein phosphatase

3B 13B

Heme oxygenase | (HO-1) 581 SLCTA

HMOX
1 11

CRAC Capping protein-inhibiting regulator 0 0,04
D of actin dynamics (Cancer-related
regulator of actin dynamics)

IL6R

E3 ubiquitin-protein ligase SH3RF1 . 0 0,04

SH3RF HSPAL
1 B2

Hepcidin r-expressed antimicrobial 4,05 Cldorf
peptide 1) 93

Interleukin-11 (IL-11) (Adipogenesis
inhibitory factor) (AGIF)

RASD1 Dexamethasone-induced Ras-related
protein 1 (Activator of G-protein

signaling 1)

KIF3C

PPPIR Protein phosphatase 1 regulatory
15A subunit 15A (Growth arrest and DNA
damage-inducible protein GADD34)

IFRD1

RNA-binding protein 24 (RNA-
binding motif protein 24) (RNA-
binding region-containing protein 6)

RBM2
4

Early growth response protein 1
(EGR-1)

CPTIA  Carnitine palmitoyltransferase I
Carnitine O-palmitoyltransferase 1,

liver isoform (CPTI-L)

Metallothionein-1X (MT-1X)

Metallothionein

Junction-mediating and -regulatory 2,88 0 0,01 ZBTB2

protein

TAT Tyrosine aminotransferase (TAT) 2,79 0 0,03

CTH Cystathionine gamma-lyase (CGL) LARG
(CSE) El
AKRI BHMT

Aldo-keto reductase family 1 member
BI10

B10 2
MTIE Metallothionein-1E (MT-1E) ABHD
4

CAPN2  Calpain-2 catalytic subunit (Calcium- 0 0,04

activated neutral proteinase 2)

SRXN1

MT24 Metallothionein-2 (MT-2) 2,56

ZNF37
A

UNKL LOCT3

Putative E3 ubiquitin-protein ligase
UNKL 0101

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padi

Inner nuclear membrane protein Manl 0,02
(LEM domain-containing profein 3)

Cystine/glutamate transporter (Solute 0
carrier family 7 member 11) (xCT)

Interleukin-6 receptor subunit alpha 0
(IL-6 receptor subunit alpha)
Interleukin 6 receptor

NA 239 0 0,01

Uncharacterized protein Cl4orf93 233 0,04

Syntaxin-3 Syntaxin 3A (cDNA 0
FLI43672 fis, clone SYNOV4007671,
highly similar to Syntaxin-3)

Kinesin-like protein Kinesin-like 0,01
protein KIF3C

Interferon-related developmental . 0
regulator 1 Interferon-related
developmental regulator 1

Max-interacting protein 1 (Max 0
interactor 1) (Class C basic helix-
loop-helix protein 11)

Aldo-keto reductase family 1 member 0
2

Pirin (Probable quercetin 2,3- 0
dioxygenase PIR) (Probable
quercetinase)

Low-density lipoprotein receptor- X 0,01
related protein 8 (LRP-8)
(Apolipoprotein E receptor 2)

Zinc finger and BTB domain- 0
containing protein 2

Osteopontin (Bone sialoprotein 1) 0
(Nephropontin) (Secreted
phosphoprotein 1

Xylosyl- and glucuronyltransferase 5 0,04
LARGE!

S-methylmethionine--homocysteine 1,87 0 0,02
S-methyltransferase BHMT2 (SMM-
hey methyltransferase)

(Lyso)-N- 1.85 0 0
acylphosphatidylethanolamine lipase

Sulfiredoxin-1 0 0

Zinc finger protein 37A (Zinc finger 5 0 0,03
protein KOX21)

NA 177 0 0,04

48h).
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Gene

TXNR
D1

TRIB3

PIK3C
D

ASAP2

TNFRS
F12A

NECA
B3

ZBED3

PIM3

DDIT3

GCNT
3

ST6GA
LNAC
4

AKR1
c1

KCTD
15

FMNL
2

Protein_name

Log2foldchange

Pvalue Padj Gene

Ran-binding protein 10 (RanBP10) SLC40

Al

‘Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic
(TR)

phosphopyruvate hydratase (2- TIMP2
phospho-D-glycerate hydro-lyase)

-enolase

SLC30
Al

Tribbles homolog 3 (TRB-3)
(Neuronal cell death-inducible
putative kinase)

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
3-kinase catalytic subunit delta
isoform

HSD17
B2

Arf-GAP with SH3 domain, ANK 0 0,04
repeat and PH domain-containing
protein 2

SYNJ2

Tumor necrosis factor receptor RHOC

superfamily member 12A

N-terminal EF-hand calcium-binding
protein 3

PSMD
1

Zine finger BED domain-containing 15 SDCBP

protein 3 (Axin-interacting protein)

0,01

Serine/threonine-protein kinase pim-3 SLC20
Al

DNA damage-inducible transcript 3
protein (DDIT-3)

ESRP2

Migration and invasion-inhibitory
protein (IGFBP2-binding protcin)

MAFG

Beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-
glycoprotein beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase 3

Alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-
galactosyl-1,3-N-acetyl-galactosaminide
alpha-2.6-sialyltransferase

TIMP1

Protein S100-P (Migration-inducing FSCN1
gene 9 protein) (S100 calcium-binding

protein P)

Transcription factor Jun (Activator
protein 1) (AP1) (Proto-oncogene c-
Jun)

MGST
1

‘Aldo-keto reductase family 1 member
Cl

BTB/POZ domain-containing protein SLC3A

KCTDI15

Formin-like protein 2 (Formin 1,33 BCAT1
homology 2 domain-containing

protein 2)

0,04

Krueppel-like factor 6 (B-cell-derived
protein 1)

TNFRS
F21

Protein_name

Log2foldchange Pvalue Padj

Ferroportin (Ferroportin-1) (Iron- . 0,02
regulated transporter 1) (Solute carrier
family 40 member 1)

Serine/threonine-protein kinase pim-1 0

Metalloproteinase inhibitor 2 (TIMP- 1,3 0 0
2)

Proton-coupled zinc antiporter
SLC30AI (Solute carrier family 30
‘member 1) (Zinc transporter 1)

17-beta-hydroxysteroid . 0 0
dehydrogenase type 2 (17-beta-HSD
2)

Phosphatidylinositol-3-phosphatase 0 0

Rho-related GTP-binding protein . 0
RhoC Rho-related GTP-binding
protein RhoC

268 proteasome non-ATPase 0
regulatory subunit 11

Syntenin-1 (Melanoma 0,01
differentiation-associated protein 9)

Sodium-dependent phosphate 0
transporter 1 (Solute carrier family 20
‘member 1)

Epithelial splicing regulatory protein 2 0
(RNA-binding motif protein 35B)
(RNA-binding protein 35B)

Transcription factor MafG (V-maf 0
‘musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog G)

CCAAT/enhancer-binding protein 0
beta EBP beta) r activator protein)
(LAP)

Metalloproteinase inhibitor 1 (Tissue 0
inhibitor of metalloproteinases 1)

Fascin Fascin (55 kDa actin-bundling 1,12 0 0
protein) (Singed-like protein) (p35)

Microsomal glutathione S-transferase
1 (Microsomal GST-1)

Amino acid transporter heavy chain
SLC3A2 (Solute carrier family 3
‘member 2)

Branched-chain-amino-acid
aminotransferase, cytosolic
(BCAT(c))

Tumor necrosis factor receptor 0 0
superfamily member 21 (Death
receptor 6) (CD antigen CD358)
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RNF44

HABP4

SCRN1

VWAL

PCYO
X1

SLC6A

14

SLC6A
8

MED4

ERG28

OBSL1

PTPRS

DHCR

7

MOGS

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj Gene

RING finger protein 44 X 0 0,01 MCM7

Intracellular hyaluronan-binding
protein 4 (IHABP-4) (IHABP4)
(Hyaluronan-binding protein 4)

Follistatin (FS) (Activin-binding
protein)

Secernin-1 Secernin 1 1,03

‘Aldo-keto reductase family 1 member K 0 MSMO
Cc3 1

cAMP-dependent protein kinase type
I-alpha regulatory subunit (Tissue-
specific extinguisher 1)

Epididymis secretory protein Li 10 K 0 X RAB17
Flavin reductase (NADPH) (FR)

von Willebrand factor A domain- 0 SPTLC
containing protein 1 3

Partner of Y14 and mago (PYM
homolog 1 exon junction complex-
associated factor)

0,02 C4BPB

Prenylcysteine oxidase
1(Prenyleysteine lyase)

DNA damage-binding protein 2 (DDB
P48 subunit) (DDBb) (Damage-
specific DNA-binding protein 2)

Solute carrier family 6 member 14

Ribonuclease 4 Ribonuclease 4 0 SERPI
(RNase 4) NDI

Transporter Sodium- and chloride-
dependent creatine transporter 1
(Solute carrier family 6 member 8)

Mediator of RNA polymerase I 0 0,03 CCL20
transcription subunit 4 (Activator-
recruited cofactor 36 kDa component)

Cldorfl protein (Chromosome 14 0 CHST1
open reading frame 1, isoform 2
CRA_a) (cDNA, FLI92025)

Obscurin-like protein 1 0 PCSK9

PTPRS protein (Protein tyrosine 0,04 SIRPA
phosphatase receptor type S) protein-
tyrosine-phosphatase

7-dehydrocholesterol reductase (7- 0 PLOD2
DHC) (Sterol Delta(7)-reductase)
(Sterol reductase SR-2)

Mannosyl-oligosaccharide 0 0 TAFAS
elucosi

Protein_name Log2foldchange Pvalue

DNA replication licensing factor 0
MCM7 DNA replication licensing
factor MCM7

Plasmolipin (Plasma membranc 0
proteolipid)

Plexin-B2 (MM1) 0

Gastricsin (Pepsinogen C) ENE 0

Methylsterol monooxygenase 1 (C-4
methylsterol oxidase) (Sterol-C4-
methyl oxidase)

Isopentenyl-diphosphate Delta-

isomerase 1 (PP isomerase 1)

Ras-related protein Rab-17

Serine palmitoyltransferase 3

C4b-binding protein beta chain 118 0

Enhancer of filamentation 1 (hEF1)
(CRK-associated substrate-related
protein)

Mevalonate kinase (MK) (EC
2.7.1.36)

Angiogenin (Ribonuclease 5)

Serpin peptidase inhibitor, clade D
(Heparin cofactor), member | Heparin
cofactor 2 (Heparin cofactor 1)

Coiled-coil domain-containing protein
69 CCDC69 protein

C-C motif chemokine 20 (Beta-
chemokine exodus-1)

Carbohydrate sulfotransferase 12

Proprotein convertase subtilisin/kexin
type 9 (Neural apoptosis-regulated
convertase 1)

Tyrosine-protein phosphatase non-
receptor type substrate 1 (SHP
substrate 1)

Procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-
dioxygenase 2 (Lysyl hydroxylase 2)
(LH2)

Chemokine-like protein TAFA-5

Padj

0,01

Anhang
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Gene Protcin_name Log2foldchange Pvaluc Padj

HOXD  Homeobox protein Hox-D1 148 0 0
1 (Homeobox protein Hox-GG)
Homeobox protein Hox-D1

SELEN  Sclenoprotein P (ScP) 15 0 0
op

LCAT Phosphatidylcholine-sterol -1,53 0 0
acyltransferase

LINCO NA -1.6 0 0,03
2413

CEAC NA 1,65
AM16-

o
£4
2

|%

CITED  Cbp/p300-interacting transactivator 2 175
2 (MSG-related protein |

°
o

TTC39  Tetratricopeptide repeat protein 39B -1,76 0 0,02
B (TPR repeat protein 39B)

HEPA  Hepatic and glial cell adhesion -1.87 0 0
CAM molecule (glial CAM)

PFKFB  6-phosphofructo-2-kinase/fructose- 1,97 0 0
4 2,6-bisphosphatase 4 (6PF-2-K/Fru-
2,6-P2ase 4)

SNHG NA -2,04 0 0
3

PROD Hydroxyproline dehydrogenase 2,14 0 0,01
H2 (HYPDH)

FABP1 Fatty acid-binding protein, liver (L- 235 0 0
FABP) r-type fatty acid-binding
protein)

ARSI Arylsulfatase I (ASI) 2,41 0 0,01

DNAA Dynein axonemal assembly factor 10 2,47 0 0,02
F10 (WD repeat-containing protein 92)

TIP3 Tight junction protein ZO-3 (Tight 251 0 0,03
junction protein 3) (Zona occludens
protein

|

TNFSF  Tumor necrosis factor ligand 3,55 0 0
4 superfamily member 4 (Glycoprotein
Gp3d4)

LOC10 NA -4,07 0 0,01
537397

|

Anhang
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Tabelle A 25: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD; 48h).

GO: Biological Process

GO:0071276 cellular response to cadmium ion ENRICHED 15.884 2.8x10-08 2.1x10-05

GO:0045926 negative regulation of growth ENRICHED 20.406 3.3x10-06 0.003

GO:0009410 response to xenobiotic stimulus ENRICHED 4.303 4.4x10-06 0.003

GO:0044598 doxorubicin metabolic process ENRICHED 29.385 6.7x10-06 0.005

GO:0006534 cysteine metabolic process ENRICHED 55.096 1.1x10-05 0.008

GO:0071294 cellular response to zinc ion ENRICHED 14.692 1.9x10-05 0.014

GO:0006536 glutamate metabolic process ENRICHED 20.989 3.0x10-05 0.023

GO:0071280 cellular response to copper ion ENRICHED 13.118 3.3x10-05 0.025

GO0:0097421 liver regeneration ENRICHED 12.666 3.9x10-05 0.030

Path/Term

Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

R-HSA-5661231:2 Metallothioneins bind metals ENRICHED 33.392 2.0x10-07 5.1x10-05

R-HSA-556833:1 Metabolism of lipids and lipoproteins enriched 2707 8.4x10-07 2.2x10-04

R-HSA-189445:1 Metabolism of porphyrins ENRICHED 17.285 6.9x10-05 0.018

KEGG Pathway

KEGG:00900 Terpenoid backbone biosynthesis ENRICHED 18.365 5.3x10-05 0.005

Tabelle A 26: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD; 24h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG ID log2FoldChange p_value padj

M358T69 Behenic acid UKMSUNONTOPOIO-UHFFFAOYSA-N 8215 08281 2,03 0,01 0,09

M373T69 Penicillin G CI6H18N204S JGSARLDLIJGVTE-MBNY WOFBSA-N 5904 C05551 1,68 0,02 0,11

M205T407 Sorbitol FBPFZTCFMRRESA-JGWLITMVSA-N 5780 C00794 1,56 0,01 0,09

M203T408 D-Fructose RFSUNEUAIZKAJO-ARQDHWQXSA-N 92092 €02336 147 0,01 0,07

M203T408 D-Galactose WQZGKKKJIJFFOK-PHYPRBDBSA-N 439357 C00984 1,47 0,01 0,07

M203T408 L-Galactose ‘WQZGKKKIJUFFOK-SVZMEOIVSA-N 439357 1,47 0,01 0,07

M276T519 Ribothymidine DWRXFEITVBNRMK-JXOAFFINSA-N 445408 1,09 0,04 0,18

M252T481_2 Muramic acid CYOHITNO7 MSFSPUZXLOGKHJ-PGYHGBPZSA-N 441038 C06470 -1,22 0,03 0,15

M1013T635 TG(26:1_18:1_18:2) -1,6 0 0,07
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Tabelle A 27: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD); 48h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj
1D

M197T510 L-(+)-Arginine C6H14N402 ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N 6322 C00062 2,5 0 0,03

M197T510 L-Arginine ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N 6322 C00062 2,5 0 0,03

MI157T509 L-(+)-Arginine C6H14N402 ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N 6322 C00062 1,75 0 0,01

M290T482 L-Glutathione (reduced) C10H17N3068 RWSXRVCMGQZWBV-WDSKDSINSA-N 124886 C00051 1,58 0 0

M581T510 Cer(d14:1_23:0) 1,19 0 0,05

M198T439 myo-Inositol CDAISMWEOUEBRE-GPIVLXJGSA-N C00137 1,12 0 0,04

M198T439 D-Glucose 'WQZGKKKIJIJFFOK-GASJEMHNSA-N 5793 C00031 1,12 0 0,04

M198T439 D-Mannose 'WQZGKKKIJIJFFOK-QTVWNMPRSA-N 18950 C00159 1,12 0 0,04

M205T335_2 L-Tryptophan QIVBCDUIAJPQS-VIFPVBQESA-N 6305 1,04 0 0,02

M298T37 5'-Methylthioadenosine 'WUUGFSXJNOTRMR-IOSLPCCCSA-N 439176 C00170 1 0,02 0,17

M204T36 L-Acetylcarnitine RDHQFKQIGNGIED-MRVPVSSYSA-N 7045767 C02571 -1,13 0,03 0,22

M609T478 DG(16:1_18:2) BHGPPCIWDXQOMA-IXDOJJAKSA-N 9543699 -1,18 0,03 0,22

M184T61 4-Pyridoxic acid HXACOUQIXZGNBF-UHFFFAOYSA-N 6723 C€00847 -1.35 0,03 0,14

M185T456 DL-Glutamine C5HI0N203 ZDXPYRIJPNDTMRX-UHFFFAOYSA-N 738 C00303 -1.41 0 0,05

M223T540 L-Cystathionine ILRYLPWNYFXEMH-WHFBIAKZSA-N 439258 -143 0 0,05

M277T497 Y-L-Glutamyl-L-glutamic acid C10H16N207 OWQDWQKWSLFFFR-WDSKDSINSA-N 92865 C05282 -1,71 0,01 0,09

M148T407 Taurine XOAAWQZATWQOTB-UHFFFAOYSA-N 1123 C00245 2,1 0 0,04

M332T477 N-Acetylneuraminic acid SQVRNKJHWKZAKO-PFQGKNLYSA-N 445063 C19910 -2,58 0 0,05

M190T267 Kynurenic acid HCZHHEIFKROPDY-UHFFFAOYSA-N 3845 Co1717 -2,8 0,01 0,07
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Tabelle A 28: Differenziell regulierteGene der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD,s; 6h).

Gene

SLC7A11

0

HSPAIB_2

PPPIRISA

AKRIB10

0

MIR4435-
2HG

CHMP1B

Protein_name

Cystine/glutamate transporter
(Solute carrier family 7 member
11) (xCT)

NA

Sulfiredoxin-1

Plasminogen activator inhibitor
1 (PAD

Protein phosphatasc 1
regulatory subunit 15A

Oxidative stress-induced
growth inhibitor 1

Aldo-keto reductase family 1
member B10

Fos-related antigen 1 (FRA-1)
FOS-like antigen 1 isoform 1

Interferon-related
developmental regulator 1

Max dimerization protein 1
(Max dimerizer 1) (Protein
MAD)

PX domain-containing protein 1
Metallothionein-1M (MT-1M)
NA

Putative E3 ubiquitin-protein
ligase UNKL

Metallothionein-2 (MT-2)

Prostaglandin reductase |
(PRG-1) (15-oxoprostaglandin
13-reductase)

Serine/threonine-protein kinase
pim-

Charged multivesicular body
protein 1b (CHMP1.5)

Microtubule-associated protein
1 light chain 3 beta, isoform
CRA ¢

Protein jagged-1 (Jagged1)
(hJ1) (CD antigen CD339)
Soluble protein Jagged

Log2foldchange

Pvalue

Padj

0

0

0

Gene

ZFANDS

ZFAND2A

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

SH2B adapter protein 3 0
(Lymphocyte adapter protein)

AN -type zinc finger profein 5 k 0
(Zine finger A20 domain-
containing protein 2)

Transcription factor MafG 0

BEN domain containing 7 0,03
(Chromosome 10 open reading
frame 30, isoform CRA_a)

Metallothionein-1E (MT-1E) 0

Syntaxin-3 Syntaxin 3A k 0

ANI-type zinc finger protein 1,31 0 0
2A

Metallothionein-1X (MT-1X) 0
Metallothionein

Complexin-2 (Complexin IT) 0
(CPX II) (Synaphin-1)

PRKC apoptosis WT1 regulator » 0
protein (Prostate apoptosis
response 4 protein)

Dystrobrevin alpha (DTN-A) 0,02
(Alpha-dystrobrevin)
(Dystrophin-related protein 3)

Ras-related protein Rap-2b 0

Protein C-ets-2 0

CCAAT/enhancer-binding » 0
protein beta EBP beta) r
activator protein) (LAP)

Dual specificity protein 0,05
phosphatase 1

Heat shock protein 105 kDa 0
(Antigen NY-CO-25) (Heat
shock 110 kDa protein)

Transgelin Transgelin (22 kDa 0
actin-binding protein)

Four and a half LIM domains B 0,02
protein 3 (FHL-3) (Skeletal
‘muscle LIM-protein 2)

Heat shock protein beta-1 (Heat R 0
shock 27 kDa protein) Heat
shock protein beta-1

Zinc finger protein 710 0.05

Anhang
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Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Reticulocalbin-1 Epididymis 0 0,05
secretory protein Li 84

Claudin-4 (Clostridium 0 0
perfringens enterotoxin
receptor)

A-kinase anchor protein 8-like 0 0,01
(AKAPS-like protein

FBLIM1 Filamin-binding LIM protein | 1,08 0 0,01
(FBLP-1) (Migfilin) (Mitogen-

inducible 2-interacting protein)

KLHL21 Kelch-like protein 21 1,06 0 0

RRAS2 Ras-related protein R-Ras2
(Ras-like protein TC21)

(Teratocarcinoma oncogene)

CALCOCO2  Calcium-binding and coiled- 1,03 0 0,02
coil domain-containing protein

2 (Antigen nuclear dot 52 kDa

g
g
:

BAIAP2L1 IMD domain: ini; 0 0,02

adapter protein 2-like 1

TNFRSF12A Tumor necrosis factor receptor 1 0 0

superfamily member 12A

PLLP Plasmolipin (Plasma membrane -1,03 0 0
proteolipid)

EFNA1L Ephrin-Al (EPH-related -1,04 0 0
receptor tyrosine kinase ligand

1) (LERK-1)

TGFBR3 Transforming growth factor -1,14 0 0
beta receptor type 3 (TGF-beta

receptor type 3)

SNHG3 NA -1,16 0 0,04

RNF128 E3 ubiquitin-protein ligase -12 0 0,05
RNFI128 (RING-type E3

ubiquitin transferase RNF128)

CTDSP1 Carboxy-terminal domain RNA -1,25 0 0
polymerase 11 polypeptide A

small phosphatase 1

KIZ Centrosomal protein kizuna -1,28 0 0,05
(Polo-like kinase 1 substrate 1)

KLB Beta-klotho (BKL) cDNA 136 0 0
FLI50094, highly similar to
Beta klotho

DSN1 Kinetochore-associated protein -1.55 0 0,01
DSN1 homolog

SESN1 Sestrin-1 -1,59 0 0

AGFG2 Arf-GAP domain and FG -1,72 0 0

repeat-containing protein 2

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

HOXD1 Homeobox protein Hox-D1 -1,84 0 0

(Homeobox protein Hox-GG)

Anhang
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Tabelle A 29: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD,s; 6h).

GO: Biological Process

GO:0071276 cellular response to cadmium ion 2.3x10-09 1.0x10-06

ENRICHED 6.2x10-08 2.8x10-05

GO:0045926 negative regulation of growth

cellular response to copper ion ENRICHED 6.7x10-07

GO:0034605 cellular response to heat 1.2x10-05 0.005
REACTOME

R-HSA-5661231:2 ioneins bind metals ENRICHED 74.656 3.5x10-09 5.1x10-07
ENRICHED 21.899 3.1x10-05 0.005

R-HSA-352230:1

KEGG Pathway

KEGG:04978 Mineral absorption ENRICHED 16.424 7.8x10-04 0.043

‘Amino acid transport across the plasma membrane
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Tabelle A 30: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD,s; 24h).

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Glutamate--cysteine ligase
regulatory subunit (GCS light
ain)

HAMP Hepcidin r-expressed 243 0 0 WD repeat-containing protein 0,02
antimicrobial peptide 1) 36 (T-cell activation WD
repeat-containing protein)

Protein ZNRD2 (Autoantigen
p27)

S-methylmethionine— 0 eDNA FLI78157 Epidermal 0,04
homocysteine S- growth factor receptor kinase
methyltransferase BAMT2 substrate 8-like protein 3

S100A11 Protein S100-Al1 (S100 X 0 STKI7A Serine/threonine-protein kinase 0,02
calcium-binding protein Al 1) 17A

Interleukin-6 receptor subunit K 0 268 proteasome non-ATPase . 0
alpha (IL-6 receptor subunit regulatory subunit 13
alpha)

Metallothionein-2 (MT-2) 0 Metallothionein-1X (MT-1X) 0
Metallothionein

Four and a half LIM domains 0 Keratin, type I cytoskeletal 19 0
protein 3 (FHL-3) (Skeletal (Cytokeratin-19) (CK-19)
muscle LIM-protein 2)

Complexin-2 (Complexin IT) ) 0 Claudin-4 (Clostridium 0
(CPX 1I) (Synaphin-1) perfringens enterotoxin
receptor)

LOC105369401 NA 0 0 Kynureninase (L-kynurenine K 0
hydrolase)

Metalloproteinase inhibitor 2. ST6GALNAC4 Alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta- 0,02
(TIMP-2) alactosyl-13-N-acetyl-galactosaminide
alpha-2,6-sialyltransferase

MIR4435-2HG Metalloproteinase inhibitor 1 1,06 0

PRKC apoptosis WT1 regulator
protein (Prostate apoptosis
response 4 protein)

Thioredoxin reductase 1, o 0
cytoplasmic (TR)

OSGIN1 Oxidative stress-induced growth
inhibitor 1

Protein DEPP1 (Decidual 0
protein induced by
progesterone)

Microsomal glutathione S-
transferase 1 (Microsomal GST-
D

Fatty acid-binding protein 5 0,01
(Epidermal-type fatty acid-
binding protein)

Tubulin beta-6 chain (Tubulin
beta class V) (Solute carrier family 7 member
11) (xCT)

Cystine/glutamate transporter 0,03

Protein $100-P (Migration-
inducing gene 9 protein) (S100
calcium-binding protein P)

Carboxypeptidase B2 0
(Thrombin-activable
fibrinolysis inhibitor)

Protein pelota homolog 0 0
(hPelota) (Protein Dom34
homolog)

(CMP-N-acetylneuraminate- 0,01
beta-galactosamide-alpha-2,3-
sialyltransferase 2

ADH protein (Alcohol 0
dehydrogenase 6 (class V)

E3 ubiquitin-protein ligase
Mdm2

Metallothionein-1E (MT-1E) FADS2 Acyl-CoA 6-desaturase -1,02 0 0

EFHD2 EF-hand domain-containing 1,29 0 0 Angiotensinogen (Serpin A8) 0
protein D2 (Swiprosin-1)
Testicular tissue protein Li 62

215



Gene

SLC39A5

SREBF1

KISSIR

Protein_name

Glycerate kinase (HBeAg-
binding protein 4)

Max dimerization protein 4
(Max dimerizer 4)

Glycolipid transfer protein
domain-containing protein 2

Bifunctional cpoxide hydrolase
2

2'3"-cyclic-nucleotide 3
phosphodiesterase (CNP)
(CNPase)

Plasma membrane calcium-
transporting ATPase |

Epididymis luminal protein 57
(Epididymis secretory protein
Li27)

Receptor tyrosine-protein kinase
erbB-2

Zinc transporter ZIP5 (Solute

carrier family 39 member 5)
(Zrt- and Irt-like protein 5)

Alpha-2C adrenergic receptor
(Alpha-2C adrenoreceptor)

Ribonuclease 4 Ribonuclease 4

(RNasc 4)

Gastricsin (Pepsinogen C)

Regulation of nuclear pre-
mRNA domain-containing

protein 2

Beta-1,3-N-
acetylglucosaminyltransferase
radical fringe

Carbohydrate sulfotransferase
14

Procollagen C-endopeptidase
enhancer 1 (PCPE-1)

Actin-binding protein WASF3
(Protein WAVE-3)

Sterol regulatory element-
binding protein 1 (SREBP-1)

KiSS-1 receptor (KiSS-1R) (G-
protein coupled receptor 54)

Log2foldchange

ERE

125

-1,26

Pvalue

Padj

0,03

0

0

Gene

TMEM129

SLC30A10

MATN3

SLCO4C1

SLC13A3

SLC22A31

SLC6A14

Protein_name

Transforming growth factor
beta receptor type 3 (TGF-beta
receptor type 3)

Nuclear factor of activated T-
cells, cytoplasmic 2 (NF-ATc2)

Serine protease hepsin

Formimidoyltransforasc-
cyclodeaminase
(Formiminotransferase-

Placenta copper monamine
oxidase Amine oxidase [copper-
containing] 3

Putative cancer susceptibility
gene HEPNI protein

Small integral membrane
protein 24

Glycoprotein hormone alpha-2

Cytochrome P450 2W1

Calcium/manganese antiporter
SLC30A10 (Solute carrier
family 30 member 10)

ATP-binding cassette, sub-
family A (ABC1), member 1

Carboxy-terminal domain RNA
polymerase IT polypeptide A
small phosphatase 1

Matrilin-3

Homeobox protein MIXL1
(Homeodomain protein MIX)

Kallistatin (Kallikrein inhibitor)

Solute carrier organic anion
transporter family member 4C1

(Solute carrier family 13
member 3

Putative solute carrier family 22
member 31

Solute carrier family 6 member
14

Log2foldchange Pvalue

131 0

-1,43 0

1,92 0

2,08

Padj

0,02

0,02

Anhang
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Gene

Protein_name

Fatty acid-binding protein, liver
(L-FABP) r-type fatty acid-
binding protein)

C-C motif chemokine 20 (Beta-
chemokine exodus-1)

Tog2foldchange

Pvalue

Padj

Tabelle A 31: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD,s; 24h).

GO: Biological Process

GO:0006882 cellular zinc ion homeostasis
GO

GO:0045926 negative regulation of growth
G0:0044598 doxorubicin metabolic process
GO:0051409 response to nitrosative stress
GO:0071280 cellular response to copper ion
GO:0006693 prostaglandin metabolic process
GO:0042448 progesterone metabolic process
G0:0033344 cholesterol efflux

ENRICHED

ENRICHED

ENRICHED

ENRICHED

ENRICHED

ENRICHED

ENRICHED

ENRICHED

ENRICHED

25361

12.891

34217

49.273

92.387

21.997

23.463

36.955

18.249

9.0x10-09

3.1x10-08

2.6x10-07

8.6x10-07

2.3x10-06

2.8x10-06

2.2x10-05

6.2x10-05

6.3x10-05

Anhang

5.0x10-06
1.8x10-05
1.5x10-04
4.8x10-04

0.001
0.002
0.012

0.034

0.035

Path/Term

R-HSA-556833:1

R-HSA-5660526:1

R-HSA-1989781:1

R-HSA-193807:1

R-HSA-174824:3

R-HSA-193368:1

R-HSA-6798695:1

R-HSA-192105:1

Name

Metabolism of lipids and lipoproteins

Response to metal ions

PPARA activates gene expression

Synthesis of bile acids and bile salts via 27-hydroxycholesterol

Lipoprotein metabolism

Synthesis of bile acids and bile salts via 7alpha-hydroxycholesterol

Neutrophil degranulation

Synthesis of bile acids and bile salts

Direction

enriched

ENRICHED

ENRICHED

ENRICHED

ENRICHED

ENRICHED

enriched

ENRICHED

Ratio

3913

55.992

8.495

32.849

10.869

21.423

3343

14.931

Fisher-pv

4.1x10-09

1.5x10-08

4.4x10-06

5.4x10-06

1.8x10-05

3.3x10-05

1.1x10-04

1.4x10-04

Fisher-C-pv
9.3x10-07
3.4x10-06

9.9x10-04

0.001

0.004
0.007

0.026

0.031

Path/Term

KEGG:03320

Name

PPAR signaling pathway

Direction

ENRICHED

Ratio

10.265

Fisher-pv

5.9x10-04

Fisher-C-pv

0.040
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Tabelle A 32: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD,s; 48h).

Gene

HSPAIB_1

Protein_name Log2foldchange

Palladin, cytoskeletal associated
protein Palladin (STH002)

0

NA 6,83

Adenylate cyclase type 7

MTIH

Metallothionein-1H (MT-1H) 6,17

Heme oxygenase 1 (HO-1)

E3 ubiquitin-protein ligase SH3RF1

Zinc finger and BTB domain-
containing protein 20 (Zinc finger
protein 288)

Dexamethasone-induced Ras-related

HSPAIB 4

MTIM

GCLM

MTIE

TEX19

FBXO030

MAPIB

protein 1 (Activator of G-protein
signaling 1)

0 0

NA 485

Forkhead box protein C1 (Forkhead-
related protein FKHL7)

Sodium bicarbonate cotransporter 3
(Solute carrier family 4 member 7)

Zinc finger C4H2 domain-containing 457
protein (Hepatocellular carcinoma-
associated antigen 127)

Metallothionein-2 (MT-2)

Metallothionein-1M (MT-1M) 42
Glutamate--cysteine ligase regulatory 4,14
subunit (GCS light chain)

Metallothionein-1E (MT-1E) 4,09
Testis-expressed protein 19 4,06
F-box only protein 30 4,02
Microtubule-associated protein 1B 3,92
(MAP-1B)

Protein_name Log2foldchange

Zinc finger and SCAN domain
containing 26 (Zinc finger protein 187,
isoform CRA_b)

Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor-
interacting protein (Protein DANGER)

Protein ADM2 (Intermedin) 3,57

Cystathionine gamma-lyase (CGL)

Ras-related protein Rab-3B 3,51

Zin finger and SCAN domain-
containing protein 30 (ZNF-WYM)

Cell cycle progression protein 1 (Cell
cycle progression restoration protein 8)

Charged multivesicular body protein 4c
(Chromatin-modifying protein 4c)

Tyrosine aminotransferase (TAT)

Aldo-keto reductase family I member
BI0

MEF2-activating motif and SAP
domain-containing transcriptional
regulator

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM38

Metallothionein-1G (MT-1G) 3,18

Neuropilin-1 (Vascular endothelial cell
growth factor 165 receptor) (CD
antigen CD304)

Calmodulin-binding transcription
activator 2

Protein bicaudal D homolog 1 (Bic-D 3,09

SLIT-ROBO Rho GTPase-activating
protein 1 (s\GAP1)

ETS domain-containing protein Elk-3
(ETS-related protein ERP)

Myelin basic protein (MBP) (Myelin
Al protein) (Myelin membrane
encephalitogenic protein)

Interferon-related developmental
regulator 1 Interferon-related
developmental regulator 1

Pvalue

Padj

0,02

Anhang
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Anhang

Gene Protein_name Log2foldchange

Capping protein, Arp2/3 and myosin-I
linker protein 2 (Capping protein
regulator and myosin 1 linker 2)

Serine/threonine-protein kinase PLK4

S-methylmethionine--homocysteine S-
‘methyltransferase BHMT2 (SMM-hey
‘methyltransferase)

ER membrane protein complex subunit
5 (Membrane magnesium transporter
1) (Transmembrane protein 32)

Glucose-fructose oxidoreductase
domain-containing protein 1

Intermembrane lipid transfer protein
'VPSI3A (Chorea-acanthocytosis
protein)

Epithelial membrane protein 3 (EMP-
3) (Hematopoietic neural membrane
protein 1)

S100A11 Protein S100-A11 (S100 calcium-
binding protein A11)

Junction-mediating and -regulatory
protein

VGF Neurosecretory protein VGF 2,85

TMEM144

Transmembrane protein 144 2,83

Interleukin-6 receptor subunit alpha
(IL-6 receptor subunit alpha)

28

Rho-related GTP-binding protein
RhoQ (Ras-like protein TC10)

Protein argonaute-2 (Argonaute2)
(hAgo2)

B-cell CLL/lymphoma 9 protein (B-
cell lymphoma 9 protein) (Bcl-9)

Proteinase-activated receptor 2 (PAR-
2) (Coagulation factor Il receptor-like
Dl

Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic
(TR)

Ninein (hNinein) (Glycogen synthase
kinase 3 beta-interacting protein)

‘Apolipoprotein L6 (Apolipoprotein L-
vI)

Dnal homolog subfamily B member 4
(Heat shock 40 kDa profein |
homolog)

Pvaluc  Padj Gene

ABHD4

0,01

0,02

0,01 MOSPD1

SH3BP2

SLC48A1

LURAPIL

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Sickle tail protein homolog

Krueppel-like factor 5 (Basic
transcription element-binding protein
2) (BTE-binding protein 2)

E3 ubiquitin-protein ligase RNF38

(Lyso)-N- 2,61 0 0
acylphosphatidylethanolamine lipase

I-phosphatidylinositol 4,5- X 0
bisphosphate phosphodiesterase beta-1

Putative uncharacterized protein
ANKRDI13C-DT (ANKRD13C
divergent transcript)

Endothelial cell-selective adhesion
molecule

Type 2 phosphatidylinositol 4,5- 0 002
bisphosphate 4-phosphatase (Type 2
PtdIns-4,5-P2 4-Ptase)

Sulfiredoxin-1 0 0

Motile sperm domain-containing 246 0 001
protein |

E3 ubiquitin-protein ligase UBR4 245 0 0

SH3 domain-binding protein 2 (3BP-2)
Epididymis secretory sperm binding
protein

ETS-related transcription factor EIf-4
(E74-like factor 4) (Myeloid Elf-1-like
factor)

Costars family protein ABRACL
(ABRA C-terminal-like protein)

Leucine rich adaptor protein 1-like 24 0 0

Metalloproteinase inhibitor 1 (Tissue
inhibitor of metalloproteinases 1)

Glucocorticoid receptor (GR) (Nuclear
receptor subfamily 3 group C member
1)

Heme transporter HRG1 (Heme-
responsive gene 1 protein homolog)
(HRG-1)

Ferroportin (Ferroportin-1) (Iron-
regulated transporter 1) (Solute carrier
family 40 member 1)
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Gene

NFATS

ZNF37A

MAPKSIP2

Protein_name Log2foldchange

'ADP-ribosylation factor-like protein
$A (ADP-ribosylation factor-like
protein 10B)

Arf-GAP with SH3 domain, ANK.
repeat and PH domain-containing
protein 2

Zine finger and BTB domain-
containing protein 2

Cyelin-J-like protein Cyclin J like

Centrosomal protein of 55 kDa.
(Ceps5) (Up-regulated in colon cancer
6)

Nuclear factor of activated T-cells 5 228
(NF-ATS)

Zine finger protein 37A (Zinc finger 226
protein KOX21)

Immediate early response gene 5
protein

C-Jun-amino-terminal kinase- 2,24
interacting protein 2 (JIP-2)

Zinc finger protein 33B (Zinc finger
protein 11B) (Zinc finger protein
KOX2)

Cytoplasmic polyadenylation element-
binding protein 4 (CPE-BP4)

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 12A

Zinc finger protein 114

Major vault protein Major vault protein
(MVP) (Lung resistance-related
protein)

Rho-related GTP-binding protein
RhoC (Rho cDNA clone 9) (h9)

Aldo-keto reductase family I member
2

Kelch-like protein 24 (Kainate
receptor-interacting protein for GluR6)
(KRIP6)

Ferrochelatase (Protoheme ferro-lyase)

Protein PIMREG (CALM-interactor
expressed in thymus and splecn)

Serine-protein kinase ATM (Ataxia
telangiectasia mutated)

Pvalue

Padj

Gene

PROSER2

FAM219A

Protein_name

Filamin-binding LIM protein 1 (FBLP-
1) (Migfilin)

Putative Polycomb group protein
ASXL2 (Additional sex combs-like
protein 2)

Glutathione S-transferase A2

BTG family, member 3, isoform
CRA_b (BTG3 protein)

Proline and serine-rich protein 2

Testin (TESS) Testin

Tribbles homolog 3 (TRB-3) (Neuronal
cell death-inducible putative kinase)

Growth/differentiation factor 15 (GDF-
15) (Macrophage inhibitory cytokine 1)

Transgelin Transgelin (22 kDa actin-
binding protein)

Four and a half LIM domains protein 3
(FHL-3) (Skeletal muscle LIM-protein
2) (SLIM-2)

Protein FAM219A

Glia-derived nexin (GDN) (Peptidase
inhibitor 7)

AP2-associated protein kinase 1
(Adaptor-associated kinase 1)

Macrophage colony-stimulating factor
1 (CSF-1) (M-CSF)

Krueppel-like factor 6 (B-cell-derived
protein 1)

Poly [ADP-ribose] polymerase
tankyrase-2

DENN domain-containing protein 2B
(HeLa tumor suppression 1)

PHD finger protein 21A (BHC80a)
(BRAF35-HDAC complex protein
BHC80)

Peptidyl-glycine alpha-amidating
monooxygenase

Log2foldchange

2,1

1,97

Pvalue

Padj

Anhang
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Gene

PLEKHO2

C2orf49

GTPBP2

OGA

PLAA

0

0,01

LINC02365

RIOK3

CAP2

CSGALNACT2

Protein_name Log2foldchange

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1
(CDK-interacting protein 1)

Pleckstrin homology domain-
containing family O member 2

Proton-coupled zinc antiporter
SLC30A1 (Solute carrier family 30
‘member 1)

Max-interacting protein | (Max
interactor 1) (Class C basic helix-loop-
helix protein 11)

E3 ubiquitin-protein ligase RNF14

Nonsense-mediated mRNA decay
factor SMG8 (Amplified in breast
cancer gene 2 protein)

Xylosyl- and glucuronyltransferase
LARGE!

GTP-binding protein 2 1,87

Ferroptosis suppressor protein 1

SHC-transforming protein 2 (Protein
Sck)

Polycystin-1 (PC1) (Autosomal
dominant polycystic kidney discase 1
protein)

Transcription factor MafF (U-Maf)

CREB-regulated transcription
coactivator 2

Protein O-GlcNAcase (OGA) 1,82
Phospholipase A-2-activating protein 1,81
(PLA2P)

NA 1,81

Serine/threonine-protein kinase RIO3 18
(RIO kinase 3)

‘Adenylyl cyclase-associated protein 2 1,79
(CAP2)

Chondroitin sulfate N- 1,79

acetylgalactosaminyltransferase 2

Pvalue Padj Gene

SLC12A6

SH3KBP1

0

Protein_name Log2foldchange

Solute carrier family 12 member 6
(Electroneutral potassium-chloride
cotransporter 3)

Dystonin (230 kDa bullous pemphigoid
antigen)

GIG10 (Migration-inducing gene 18
protein)

DNA-directed RNA polymerase 11T
subunit RPC6

Protein DBF4 homolog B (Activator of
S phase kinase-like protein 1) (ASK-
like protein 1)

Glycogen synthase kinase-3 beta
(GSK-3 beta)

Tubulin alpha-1A chain (Alpha-tubulin
3) (Tubulin B-alpha-1)

Complexin-2 (Complexin IT) (CPX If)
(Synaphin-1)

Splicing regulator SDE2 (Replication
stress response regulator SDE2)

Serine/threonine-protein kinase 17A
(DAP kinase-related apoptosis-
inducing protein kinase 1)

Zinc finger protein 746 (Parkin-

TMEM138

RNF25

interacting substrate) (PARIS)

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
25 (Deubiquitinating enzyme 25) (USP
on chromosome 21)

Transmembrane protein 138

Microsomal glutathione S-transferase 1
(Microsomal GST-1)

KN motif and ankyrin repeat domain-
containing protein 2 (Ankyrin repeat
domain-containing protein 25)

Beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-
glycoprotein beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase 3

Hippocalcin-like protein 1 (Calcium-
binding protein BDR-1)

E3 ubiquitin-protein ligase RNF25 1,61

AN -type zinc finger profein 2A

Padj

0,01

0,02

Anhang
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Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj Gene

Transmembrane protein 87B

Serine/threonine-protein kinase ULK
(Autophagy-related protein 1 homolog)

phospl

hatidylinositol-4,5-bisphosphate
N

DNA-(apurinic or apyrimidinic sitc)
endonuclease DNA-(apurinic or
apyrimidinic site) endonuclease 2

SIPAILL Signal-induced proliferation-associated
I-like protein 1 (SIPA1-like protein 1)

Muskelin cDNA FLI58802, highly
similar to Muskelin

DNA-directed RNA polymerase LT
subunit RPC3 (RNA polymerase 111
subunit C3)

AKAPSL ‘A-kinase anchor protein 8-like
(AKAPS8-like protein)

0

SLC3A2 Amino acid transporter heavy chain
SLC3A2 (Solute carrier family 3
‘member 2)

‘Ankyrin repeat domain-containing
protein 11 (Ankyrin repeat-containing
cofactor 1)

Tetratricopeptide repeat protein 39C 0 003 SLC20A1

(TPR repeat protein 39C)

Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 1
(Long-chain acyl-CoA synthetase 2)

Fibrinogen-like protein 1 (HP-041)
(Hepassocin) (HPS)

RING finger protein 37 1,49 001 0,04

FAS-associated factor 2 (UBX domain-
containing protein 3B)

WARS1 Tryptophan--RNA ligase 148 0 0

TAX1BP1 Tax1-binding protein 1 (TRAF6-
binding protein)

Krueppel-like factor 15 (Kidney-
enriched krueppel-like factor)

Transcription factor I1IB 50 kDa
subunit (TFIITBS0)

0,02 PSMD12

Solute carrier family 38 member 6 R TRPV2
(Amino acid transporter SLC38A6)

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Chromodomain-helicase-DNA-binding
protein 7 (CHD-7)

UBA-like domain-containing protcin 2

AF4/FMR2 family member 4 (ALL1- ; 0
fused gene from chromosome 5q31
protein)

BSD domain-containing protcin | 0

Galectin-1 (Gal-1) (14 kDa laminin- 0
binding protein) (HLBP14) (14 kDa

lectin)

268 proteasome non-ATPase 0 0

regulatory subunit 11

Scavenger receptor class F member 2
(SRECRP-1)

Transportin-1 (Importin beta-2)
(Karyopherin beta-2) (M9 region
interaction protein) (MIP)

Inositol 1,4,5-trisphosphate-gated
calcium channel ITPR3 (IP3 receptor
isoform 3)

Furin (Dibasic-processing enzyme)

Sodium-dependent phosphate
transporter 1 (Solute carrier family 20
‘member 1)

General transcription factor 3C
polypeptide 3 (Transcription factor
TIC 102 kDa subunit)

Mitogen-activated protein kinase 13
(MAP kinase 13) (MAPK 13)

Transcription clongation factor A
protein | (Transcription clongation
factor S-11 protein 1)

Ligand-dependent nuclear receptor-
interacting factor 1

SH2B adapter protein 3 (Lymphocyte
adapter protein)

Arginyl-RNA--protein transferasc 1
(Arginyltransferase 1) (R-transferase 1)

Serine/threonine-protein kinase VRK2
(Vaccinia-related kinase 2)

Proteasome (268 proteasome
regulatory subunit RPNS)

Transient receptor potential cation 1,36 0 0,02
channel subfamily V member 2
(TrpV2)

Anhang
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Anhang

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

¢DNA FLJ78157 Epidermal growth
factor receptor kinase substrate 8-like
protein 3

Ankyrin repeat domain-containing
protein 27 (VPS9 domain-containing
protein)

0,01

Lysine-specific demethylase 3A

Protein-tyrosine sulfotransferase 2 1,34

YWHAG 14-3-3 protein gamma (Protein kinase 1,33
C inhibitor protein 1) (KCIP-1)

TUBB2A Tubulin beta-2A chain (Tubulin beta 132
class Ila)

ZNF777 Zine finger protein 777 1,32

Rho-related BTB domain-containing
protein 3

Ubiquitin-protein ligase E3A 1,31 0 0,02

Zinc finger BED domain-containing
protein 3 (Axin-interacting protein)

MIR44352HG  NA 0 0
E3 ubiquitin-protein ligase MARCHF7

LOC105369401 NA

Dynactin subunit 4 Dynactin subunit 4
(Dyn4)

AT-rich interactive domain-containing 1,28
protein 1A (ARID domain-containing
protein 1A)

Bifunctional methylenctetrahydrofolate

dehydrogenase/cyclohydrolase,
‘mitochondrial

Zine finger and BTB domain-
containing protein 7A (Factor binding
IST protein 1)

Peroxisome proliferator-activated
receptor delta (PPAR-delta) (NUCT)
(Nuclear hormone receptor 1)

4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase

Vasodilator-stimulated phosphoprotein
(VASP) Vasodilator-stimulated
phosphoprotein isoform 1

Gene

SLC38A7

ZC3H13

Protein_name

Log2foldchange  Pvalue  Padj

SERTA domain-containing protein 2
(Transcriptional regulator interacting
with the PHD-bromodomain 2)

Sodium-coupled neutral amino acid
transporter 7 (Solute carrier family 38
‘member 7)

Holocytochrome c-type synthase

Zine finger CCCH domain-containing
protein 13 ZC3HI3 protein

Inosine-§'-monophosphate
dehydrogenase (IMP dehydrogenase)
(IMPD) (IMPDH)

Myotrophin (V-1 protein) (¢cDNA
FLI31663 fis, clone NT2RI2004504,
highly similar to MYOTROPHIN)

Remodeling and spacing factor 1 (Rsf-
1) (HBV pX-associated protein 8)

Histone chaperone ASF1A (Anti-
silencing function protein 1 homolog
A)

Protein FAMS3D (Spindle protein
CHICA)

Phospholipase ABHD3

Lysophospholipase D GDPD3

Ubiquilin-1 (Protein linking IAP with
cytoskeleton 1) (PLIC-1) (hPLIC-1)

REl-silencing transcription factor
(Neural-restrictive silencer factor) (X2
box repressor)

Insulin-like growth factor-binding
protein 1 (IBP-1) (IGF-binding protein
1) (IGFBP-1)

MAP7 domain-containing protein 1
(Arginine/proline-rich coiled-coil
domain-containing protein 1)

Protein SON (Bax antagonist selected
in saccharomyces 1)

Kinectin (CG-1 antigen) (Kinesin 118 0
receptor)

Testicular tissue protein Li 62 EF-hand
domain-containing protein D2
(Swiprosin-1)

NAD-dependent protein deacylase
sirtuin-6 (NAD-dependent protein
deacetylase sirtuin-6)

Fascin Fascin (55 kDa actin-bundling
protein) (Singed-like protein) (p35)
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Anhang

Gene

PXDC1

N 0

HSP90AAL

Protein_name

PX domain-containing protein |

Golgin subfamily A member 7 (Golgi
complex-associated protein of 16 kDa)

Nucleolar RNA helicase 2

Homeobox protein MSX-1 (Homeobox
protein Hox-7) (Msh homeobox 1-like
protein)

Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase

Rab GDP dissociation inhibitor alpha
Rab GDP dissociation inhibitor

Tsukushi (E2-induced gene 4 protein)
(Leucine-rich repeat-containing protein
54)

NA

Transforming acidic coiled-coil-
containing protein 2 (Anti-Zuai-1)
(AZU-1)

cDNA FLJ12864 fis, clone
NT2RP2003604, highly similar to
Alpha-catulin

Secernin-1 Secernin 1

Leucyl-tRNA synthetase

E3 ubiquitin-protein ligase SIAH1

Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate
3-phosphatase MTMR14

Growth arrest and DNA damage-
inducible protcin GADD45 alpha

Discoidin, CUB and LCCL domain-
containing protein 2

Importin subunit alpha-3 (Importin
alpha Q1)

BAG family molecular chaperone
regulator 2 (BAG-2) (Bel-2-associated
athanogene 2)

Heat shock protein HSP 90-alpha Heat
shock protein HSP 90-alpha

Ribosome biogenesis protein WDR12
(WD repeat-containing protein 12)

Pvalue Padj Gene

0

SLC7A1

TMEM135

SELENOW

Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

Heat shock protein beta-1 (Heat shock 0
27 kDa protein) Heat shock protein
beta-1

Glutamate-—cysteine ligase catalytic
subunit

Glycine--RNA ligase K 0

Terminal nucleotidyltransferase 4B
(Non-canonical poly(A) RNA
polymerase PAPDS)

Chloride intracellular channel protein 4
(Glutaredoxin-like oxidoreductase
CLIC4)

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
11 (Deubiquitinating enzyme 11)
(Ubiquitin thioesterase 11)

Nuclear factor interleukin-3-regulated
protein (E4 promoter-binding protein
4)

Zinc finger matrin-type protein 2

Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1
(Cytoplasmic dynein heavy chain 1)
(Dynein heavy chain, cytosolic)

Tripeptidyl-peptidase 1 (TPP-1)

CREB-binding protein (Histone lysinc
acetyltransferase CREBBP)

Sorting nexin-14 1,05 001 0,05

High affinity cationic amino acid 0
transporter 1 (CAT-1) (Solute carrier
family 7 member 1)

Helicase ARIP4 (Androgen receptor- 0,01
interacting protein 4) (RAD54-like
protein 2)

Transmembrane protein 135
(Peroxisomal membrane protein 52)
(PMP52)

Cation-independent mannose-6-
phosphate receptor (CI Man-6-P
receptor) (CI-MPR)

High mobility group protein HMG-
VHMG-Y (HMG-I(Y)) (High mobility
eroup AT-hook protein 1)

Holliday junction recognition protein
(14-3-3-associated AKT substrate)
(Fetal liver-expressing gene 1 protein)

Selenoprotein W (SelW)

Spondin-2 (Differentially expressed in
cancerous and non-cancerous lung cells

1) (DIL-1)
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Gene

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Probable ATP-dependent RNA
helicase DDX27

Protein CASP Homeobox protein cut-
like 1 (CCAAT displacement protein)

WD repeat-containing protein 43 (U3
small nucleolar RNA-associated
protein § homolog)

DDBI- and CUL4-associated factor 12
(Centrosome-related protein TCC52)

Polyubiquitin-C [Cleaved into:
Ubiquitin]

Pyruvate dehydrogenase E1 component
subunit beta

Golgi-resident adenosine 3',5"-
bisphosphate 3'-phosphatase (Golgi-
resident PAP phosphatase)

Putative uncharacterized protein
DANCR (Anti-differentiation ncRNA
protein)

Monocyte to macrophage 0 0
differentiation factor (Progestin and
adipoQ receptor family member 11)

Protein NDRG2 (N-myc downstream-
regulated gene 2 protein) (Protein
Syld709613)

Heparan-sulfate 6-O-sulfotransferase 1
(HS6ST-1)

Stathmin (Leukemia-associated
phosphoprotin p18) (Metablastin)
(Oncoprotein 18)

Nuclear autoantigenic sperm protein

(NASP)

Zine finger protein 512B

CcDNA FLI30111 fis, clone
BNGH42000360, highly similar to 3-
ketoacyl-CoA thiolase

Protein THEM6 (Mesenchymal stem
cell protein DSCD75) (Thioesterase
superfamily member 6)

Tyrosine-protein phosphatase non-
receptor type substrate 1 (SHP
substrate 1) (SHPS-1)

Mitochondrial pyruvate carrier 1 (Brain
protein 44-like protein)

E3 ubiquitin-protein ligase synoviolin

Camnitine O-acetyltransferase
(Camnitine acetylase)

Gene

ZNF219

TMEM129

CALU

ABHD14B

ARSL

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Inhibitor of nuclear factor kappa-B
Kinase-interacting protein (I kappa-B
Kinase-interacting protein)

Partner of Y14 and mago (PYM
homolog I exon junction complex-
associated factor)

Protein YIPF2 (YIP1 family member
2)

ER lumen protein-retaining receptor 2
(ERD2-like protein 1)

Small ribosomal subunit protein eS6 0 0
(408 ribosomal protein S6)
(Phosphoprotein NP33)

Testicular tissue protein Li 203 Insulin- 0 0
like growth factor-binding protein 3
receptor (IGFBP-3R)

Bone morphogenetic protein 4 0 0

Zine finger protein 219 -1,08 0 0

E3 ubiquitin-protein ligase TM129 -1,08 0,01 0,04

Calumenin Calumenin (Crocalbin) -1,09 0 0
(IEF SSP 9302)

Similar to E2F transcription factor 1 0
Transcription factor E2F1 (E2F-1)

Cleavage and polyadenylation 0
specificity factor subunit 6

Putative protein-lysine deacylase
ABHDI4B (Alpha/beta hydrolase
domain-containing protein 14B)

Dipeptidyl peptidase 1 (Dipeptidyl
peptidase I exclusion domain chain

Ribosomal protein ¢827-like (40S 0
ribosomal protein S27-like)

Sigma intracellular receptor 2 (S2R) 1,12 0 0
(Sigma-2 receptor) (Sigma2 receptor)

Alpha-1,3/1,6-mannosyltransferase 1,12 0 003
2

dTMP kinase, Thymidylate kinase -113 0 0

Endoplasmic reticulum profein SC65 -1,13 0 0

(Leprecan-like protein 4)

Arylsulfatase L (Arylsulfatase E) -1,13 0 001

(ASE)

Anhang
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Anhang

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj Gene

Glutaredoxin-related protein 5, 0 GTPBP3
‘mitochondrial (Monothiol
glutaredoxin-5)

Zinc finger CCHC domain-containing 0 DUSP6
protein 3

Carboxypeptidase Q (Lysosomal X 0,05 HYAL2
dipeptidasc) (Plasma glutamate
carboxypeptidase)

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 0 VILL
alpha subcomplex subunit 8

INSIG2 Insulin-induced gene 2 protein (INSIG- BRE 0,02
2

'Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase X 0,04
complex assembly factor 6 (Protein

BRAWNIN)

Glycerate kinase (HBeAg-binding X 0,04
protein 4)

HS3ST3B1 Heparan sulfate glucosamine 3-O- X 0,05
sulfotransferase 3B1

Cullin-7 (CUL-7) 1,17 0 RGN

Glycine dehydrogenase 0
(decarboxylating), mitochondrial

TMEM141 Transmembrane protein 141 -1,17 0

ADP-ribosylation factor-like protein 1 -1,18

Testis-expressed protein 264 (Putative
secreted protein Zsigl 1)

Hyaluronidase

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase H
(PPlase H)

Protein HEXIM1 (Cardiac lineage
protein 1)

PPPIRI6A Protein phosphatase 1 regulatory
subunit 16A (Myosin phosphatase-
targeting subunit 3)

Ethylmalonic encephalopathy 1
isoform 1

Protein disulfide-isomerase A6 HADH

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

tRNA modification GTPase GTPBP3, -121 001 0,04
‘mitochondrial

Dual specificity protein phosphatase 6 122 0 0
Hyaluronidase-2 (Hyal-2) 122 0 0

Villin-1 -1,22 0 0

DnaJ homolog subfamily C member 3 001 0,04
(Endoplasmic reticulum DNA J
domain-containing protein 6)

Gelsolin (AGEL) (Actin- 0 0
depolymerizing factor)

TGF-beta receptor type-2 (TGFR-2) 0 0

Hepatic leukemia factor -1,24 0 0

Regucalcin -1,24 0 0,03

Ester hydrolase Cl1orf54 0,01 0,04
Chromosome 11 open reading frame
54, isoform CRA_b

Peroxiredoxin-4 (Thioredoxin- 0 0
dependent peroxiredoxin 4)

Transmembrane protein 203 X X DSP-AS1

NA -125 0 001

Vesicle transport protein SFT2C (SFT2
domain-containing protein 3)

Cell adhesion molecule CEACAM 1
(Biliary glycoprotein 1) (BGP-1)

Bile acid receptor (Farnesoid X- -1,26 0,01
activated receptor) Farnesoid X
receptor

Dickkopf-related protein I (Dickkopf- -1.27 0
1) (Dkk-1)

GPI ethanolamine phosphate 001 0,04
transferase 2

Inactive tyrosine-protein kinase 7 0 0
(Colon carcinoma kinase 4)

Alpha-2-HS-glycoprotein (Alpha-2-Z- 0 0
globulin)

Hydroxyacyl-coenzyme A -1,29 0 0
dehydrogenase, mitochondrial (HCDH)
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Gene

Protein_name

Log2foldchange

SLC6A11

Clorf131

Phospholipid phosphatase 5

Proliferating cell nuclear antigen

(PCNA) (Cyclin)

Transmembrane and coiled-coil
domains protcin 1

Succinate dehydrogenase assembly
factor 3, mitochondrial (SDH assembly
factor 3)

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
FKBP9

Transcription factor SOX-9

Lysosomal membrane ascorbate-
dependent ferrireductase CYB561A3

Lysozyme C (1,4-beta-N-
acetylmuramidase C)

Sodium- and chloride-dependent
GABA transporter 3 (GAT-3) (Solute
carrier family 6 member 11

Zinc finger protein 652

Steroid receptor-associated and
regulated protein (Estrogen receptor-
related factor)

containing protein 4

DNA damage-binding protein 2 (DDB
P48 subunit)

CCAAT/enhancer-binding protein
alpha EBP alpha)

CDNA FLI46206 fis, clone TESTI4010721, highly
similar to Membrane progestin receptor beta
Membrane progestin receptor beta )

cDNA FLJ51138, highly similar to
Arfaptin-2 Arfaptin-2

Uncharacterized protein Clorfl31

Syndecan-2 (SYND2) (Fibroglycan)
(Heparan sulfate proteoglycan core
protein)

PDZ domain-containing protein GIPC2
Epididymis secretory sperm binding
protein

Receptor expression-enhancing protein
Receptor expression-enhancing protein
6 (Polyposis locus protein 1-like 1)

-1,33

-1,39

Pvalue Padj

0,01

Gene

CTNNBIP1

MCM6

B4GATI1

Protein_name

Rho GTPase-activating protein 18
(MacGAP) (Rho-type GTPase-
activating protein 18)

Solute carrier family 19 member 2
(Thiamine carrier 1)

peptidylprolyl isomerase Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase FKBP10
(PPlasc FKBP10)

Aquaporin-11 (AQP-11)

Glycolipid transfer protein domain-
containing protein 2

Acyl-coenzyme A thioesterase 2,
‘mitochondrial (Acyl-CoA thicesterase
2)

Phosphatidylinositol 3-kinase
regulatory subunit beta (PI3-kinase
regulatory subunit beta)

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4

Single-stranded DNA-binding protein
4

Membrane progestin receptor alpha
(mPR alpha) (Membrane progesterone
P4 receptor alpha)

Pleckstrin homology domain-
containing family B member |

Growth differentiation factor 7
Growth/differentiation factor 7 (GDF-
7

Glycogen phosphorylase, liver form

Plexin-B1 (Semaphorin receptor SEP)

Beta-catenin-interacting protein 1
(Inhibitor of beta-catenin and Tcf-4)

DNA replication licensing factor
MCM6 (pl0SMCM)

Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1
Fractalkine (C-X3-C motif chemokine
D

Na(+)/H(+) exchange regulatory
cofactor NHE-RF1 (NHERF-1)

Plakophilin-2

Beta-1,4-glucuronyltransferase 1 (-
beta-1,3-N-
acetylglucosaminyltransferasc)

Log2foldchange

-1,52

-1,53

Pvalue Padj

Anhang
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Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj Gene

Alternative protein CSRP2BP Protein
PET117 homolog, mitochondrial

Deoxyuridine S'-triphosphate
nucleotidohydrolase, mitochondrial
(dUTPasc)

Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester
hydrolase (Acid cholesteryl ester
hydrolasc)

Phosphoglucomutase-1 (PGM 1)

TMEM?263 Transmembrane protein 263 -1,55

C5orf15 Keratinocyte-associated -1,56
transmembrane protein 2

TM7SF2 Delta(14)-sterol reductase TM7SF2 -1,57 0
(Delta-14-SR)

MAGEF1 Melanoma-associated antigen F1 -1,58 0

(MAGE-F1) (MAGE-F1 antigen)

TMEMI150A TMEM214

Transmembrane protein 150A 0 0
(Transmembrane protein 150)

Angiotensinogen (Serpin A8) -1,59 0 0

CDKN2C protein (Cyclin-dependent 0 0,01
Kinase inhibitor 2C Cyclin-dependent
kinase 4 inhibitor C

SERPINA4

Zine finger protein 69 (hZNF3)

Transthyretin (ATTR) (Prealbumin)

Protein_name

Log2foldchange  Pvalue  Padj

Corrinoid adenosyltransferase MMAB -1,65 0 0

Espin (Autosomal recessive deafness
type 36 protein) (Ectoplasmic
specialization protein)

Uncharacterized protein C2orf72

Calcium-dependent secretion activator
2 (Calcium-dependent activator protein
for secretion 2) (CAPS-2)

Prenylcysteine oxidase
1(Prenyleysteine lyase)

Transeription factor Dp-1 (DRTF1-
polypeptide 1)

(TBPA) Transthyretin

HNRNPAIP10 NA -1,6 0 0,02

GDP-fucose protein O-
fucosyltransferase 2

Dixin (Coiled-coil protein DIX1) SLC39A14
(Coiled-coil-DIX1) (DIX domain-

containing protein 1)

Microsomal triglyceride transfer
protein large subunit

CHST14 Carbohydrate sulfotransferase 14 -1,64 0 0

Stearoyl-CoA desaturase (hSCD1) -1,64

AGBLS Cytosolic carboxypeptidase-like -1,65
protein 5

LOX

Uracil-DNA glycosylase (UDG) 0 0
Kelch repeat and BTB domain- 0 0,02
containing protein 6

Transmembrane protein 214 -1,71 0 0
Retrotransposon-derived protein 0 0
PEG10 (Embryonal carcinoma

differentiation-regulated protein)

Kallistatin (Kallikrein inhibitor) 0 0
Apolipoprotein A-V' 0 0
Epsilon-sarcoglycan (Epsilon-SG) 0 0
Epsilon-sarcoglycan

Fibronectin type I11 domain-containing 0 001
protein 10

Phosphatidylcholine-sterol 1,76 0 0

acyltransferase Phosphatidylcholine-
sterol acyltransforase

Metal cation symporter ZIP14 (Solute 0
carrier family 39 member 14) (Zrt- and
Irt-like protein 14)

E3 ubiquitin-protein ligase RNF43 0
(RING-type E3 ubiquitin transferase
RNF43)

Mitochondrial amidoxime-reducing 0
component 1 (mARC1)

N-acylneuraminate-9-phosphatase 181 001 0,05

Protein-lysine 6-oxidase (Lysyl 1,82 0 0
oxidase)

Anhang
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Anhang

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj
SC5D Lathosterol oxidase (C-5 sterol -1,82 0 0 MANIB1 Endoplasmic reticulum mannosyl- -2,08 0 0
desaturase) oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase

CEACAMI6- 0 0 Gastricsin (Pepsinogen C) 2,09 0 0
ASL
Gap junction beta-1 protein (Connexin- PRELI domain-containing profein 2 2,1 001 0,04
32)
Immunoglobulin superfamily member 0 Ribonuclease 4 Ribonuclease 4 (RNase 2,12 0 0

1 (IgSF1) (Immunoglobulin-like
domain-containing protein 1)

Acetyl-CoA acetyltransferase, Cldorfl protein (Chromosome 14 open 0 0
cytosolic reading frame 1, isoform CRA _a)

Sperm-associated antigen 4 protein X SLC39A10 Zine transporter ZIP10 (Solute carrier
(Outer dense fiber-associated protein family 39 member 10) (Zrt- and Irt-like
SPAG4) protein 10)

Beta-2-glycoprotein 1 (Apolipoprotein
H)

7-dehydrocholesterol reductase (7- Membrane progestin receptor epsilon
DHC) (Sterol Delta(7)-reductase) (mPR epsilon)

0 0,01 SPARC-related modular calcium- 0 0
binding protein 1 (Secreted modular
calcium-binding protein 1)

Solute carrier family 5 member 9 0 0,01 Beta-klotho (BKL) cDNA FLJ50094, 0 0
highly similar to Beta klotho

Mesencephalic astrocyte-derived 0 Aromatic-L-amino-acid decarboxylase 0
neurotrophic factor (Arginine-rich (AADC)
protein)

Protein FAM43B Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 0
FKBP11

ALDHI8A1 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate SERPIND1 Serpin peptidase inhibitor, clade D 0

synthase (P5CS) (Heparin cofactor), member 1 Heparin
cofactor 2 (Heparin cofactor IT)

Kazal-type serine protease inhibitor Serine palmitoyltransferase 3 0
domain-containing protein |
Ectodermal-neural cortex (With BTB- F-box only protein 5 (Early mitotic 0
like domain) inhibitor 1)
Plasmolipin (Plasma membrane ili 0 0
proteolipid)
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5- Mevalonate kinase (MK) ( 23 0 0
dioxygenase 2 (Lysyl hydroxylase 2)
(LH2)
Isopentenyl-diphosphate Delta- 0 LOC105373974 NA 2,32 0,01 0,04
isomerase 1 (Isopentenyl
pyrophosphate isomerase 1)
Kelch repeat and BTB domain- RAB17 Ras-related protein Rab-17 -2,34 0 0
containing protein 7
Acyl-CoA 6-desaturase 2,06 0 0 APOL1 APOLI protein (Apolipoprotein L, 1) 236 0 0

Apolipoprotein L1
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Anhang

Gene

COL2A1

LOC107985383

LOC105372480

SELENOP

LOC100130027

SCGN

CYGB

TGFA

Protein_name

Netrin-4 (Beta-netrin) (Hepar-derived
netrin-like protein)

‘Tumor necrosis factor alpha-induced
protein 3 (TNF alpha-induced protein
3)

Uroplakin-3a (UP3a) (Uroplakin 1)
i)

Methylsterol monooxygenase 1 (C-4

‘methylsterol oxidase) (Sterol-C4-
‘methyl oxidasc)

Transforming growth factor beta
receptor type 3 (TGF-beta receptor
type 3)

Collagen alpha-1(I) chain (Alpha-1

type 1T collagen)

Carboxypeptidase B2 (Thrombin-
activable fibrinolysis inhibitor)

Apolipoprotein C-IIT (Apolipoprotein
C3) Apolipoprotein C-IIT

NA

NA

Selenoprotein P (ScP)

Kinctochore-associated protein DSN1
homolog

NA

Cbp/p300-interacting transactivator 2
(MSG-related protein 1) (MRG-1)
(P35stj)

Solute carrier family 6 member 14

Erythropoietin (Epoetin)
Erythropoietin

Secretagogin

Superoxide dismutase (Superoxide
dismutase CYGB)

Protransforming growth factor alpha

Log2foldchange Pvalue Padj Gene

Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

3,09 0,01 0,04
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy -3,18 0,01 0,03
chain HI (IT] heavy chain H1) (ITI-

HCI)
Tumor necrosis factor ligand -3,28 0 0,01
superfamily member 4

LINC02413 -3,31 0 0

Visinin-like protein 1 (VILIP) (VLP-1) 337 0 0

(Hippocalcin-like protein 3) (HLP3)

Tetratricopeptide repeat protein 39B 0 0

(TPR repeat protein 39B)

Phosphoinositide phospholipase C 0 0

Intercellular adhesion molecule 4 0 0,02

(ICAM-4) (Landsteiner-Wiener blood

group glycoprotein)

0,01 0,04

LOC124907821 NA 0,01 0,05

2,67 Endoplasmic reticulum resident protein
27

22,75 C-C motif chemokine 20 (Beta- -4,2 0

chemokine exodus-1)

PPP2R2C Serine/threonine-protein phosphatase
2A 55 kDa regulatory subunit B
gamma isoform (IMYPNO1)

Organic solute transporter subunit
alpha (OST-alpha) (Solute carrier
family 51 subunit alpha)

Homeobox protein DLX4 (Beta
protein 1) (Homeobo protein DLX-7)
(Homeobox protein DLX-8)

Inhibin alpha chain

Ecto-ADP-ribosyltransferase 4 (ADP-
ribosyltransferase C2 and C3 toxin-like
4

3,04
-3,06 0 0
-3,06 0 0
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Anhang

Tabelle A 33: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD,s; 48h).

GO: Biological Process

GO i ic process ENRICHED 8.977 5.7x10-13 1.0x10-09

GO:0016126 sterol biosynthetic process ENRICHED 10.343 3.8x10-08 6.7x10-05

GO:0006882 cellular zinc ion homeostasis ENRICHED 6321 5.2x10-07 9.2x10-04

GO:0006986 response to unfolded protein ENRICHED 4.884 1.3x10-06 0.002

GO:0007186 G protein-coupled receptor signaling pathway depleted 0.422 1.6x10-06 0.003

GO:0042157 lipoprotein metabolic process ENRICHED 8.226 2.0x10-06 0.003

GO:0071294 cellular response to zinc ion ENRICHED 6.252 2.1x10-05 0.036

3
5
||

R-HSA-1430728:0 Metabolism enriched 1.720 2.5x10-14 1.3x10-11

R-HSA-556833:1 Metabolism of lipids and lipoproteins enriched 2.085 7.0x10-11 3.5x10-08

R-HSA-5661231:2 Metallothioneins bind metals ENRICHED 14.209 6.7x10-09 3.4x10-06

R-HSA ion of i is by SREBP (SREBF) ENRICHED 5.530 3.4x10-08 1.7x10-05

R-HSA. 2 i i enriched 2.080 3.6x10-07 1.8x10-04

R-HSA-168256:0 Immune System enriched 1.413 2.0x10-06 9.9x10-04

R-HSA-5653656:0 Vesicle-mediated transport enriched 1.717 9.7x10-06 0.005

R-HSA-1989781:1 PPARA activates gene expression enriched 3.032 1.8x10-05 0.009

R-HSA-372790:1 Signaling by GPCR depleted 0.578 2.6x10-05 0.013

R-HSA-500792:2 GPCR ligand binding depleted 0.303 4.4x10-05 0.022

R-HSA-114608:3 Platelet degranulation enriched 2.769 5.8x10-05 0.029

R-HSA-76005:2 Response to elevated platelet cytosolic Ca2+ enriched 2.664 9.5x10-05 0.048

KEGG Pathway

KEGG:01100 Metabolic pathways enriched 2.039 2.5x10-07 4.8x10-05

KEGG:00900 Terpenoid backbone biosynthesis ENRICHED 8.548 6.6x10-06 0.001

KEGG:04066 HIF-1 signaling pathway enriched 3.908 35x10-03 0.007

KEGG:03320 PPAR signaling pathway ENRICHED 4.070 1.1x10-04 0.021

Tabelle A 34: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD,s; 6h).

‘Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey Pubchem 1D KEGG log2FoldChange p_value padj

‘

L-Glutathione (reduced) CI0H17N306S RWSXRVCMGQZWBV-WDSKDSINSA-N 124886

M312T482 Ophthalmic acid JCMUOFQHZLPHQP-BQBZGAKWSA-N 7018721

N-Acetyl-1-aspartylglutamic acid CI11HI6N208 OPVPGKGADVGKTG-BQBZGAKWSA-N 188803 C12270 1,58




MB871T585 TG(18:3_17:1_17:1) 1,25 0,01 0,11

M985T627 TG(18:1_18:1_24:2) 1,18 0,01 0,13

M182T407 L-Tyrosine OUYCCCASQSFEME-QMMMGPOBSA-N 6057 €00082 1,09 0,04 0,18

M189T489 L-Targinine NTNWOCRCBQPEKQ-YFKPBYRVSA-N 132862 03884 1,05 0 0,06

M737T551 TG(16:1_12:0_14:1) 1,04 0,04 0,25

M204T402_4 Acetyl-L-carnitine COHITNO4 RDHQFKQIGNGIED-MRVPVSSYSA-N 7045767 -2,26 0,02 0,13

M204T402_4 L-Acetylcarnitine RDHQFKQIGNGIED-MRVPVSSYSA-N 7045767 02571 -2,26 0,02 0,13

Tabelle A 35: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD,s; 24h).

Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj

‘

M290T482 L-Glutathione (reduced) CI10H17N306S RWSXRVCMGQZWBV-WDSKDSINSA-N 124886 €00051 3,63 0,01 0,07

M312T482 Ophthalmic acid JCMUOFQHZLPHQP-BQBZGAKWSA-N 7018721 3,15 0,01 0,08

M159T139 Hypoxanthine FDGQSTZIBFJUBT-UHFFFAOYSA-N 790 00262 2,83 0 0,01

M357T69 Penicillin G C16H18N204S JGSARLDLUGVTE-MBNYWOFBSA-N 5904 C€05551 2,5 0,01 0,09

M205T407 Galactitol FBPFZTCFMRRESA-GUCUJZIJSA-N 11850 C01697 2,16 0 0,03

M335T69 Penicillin G C16H18N204S JGSARLDLIJGVTE-MBNYWOFBSA-N 5904 C05551 2,11 0,04 0,18

M175T444 N-Acetylornithine JRLGPAXAGHMNOL-LURJTMIESA-N 439232 €00437 2,08 0,02 0,13

M203T408 D-Glucose 'WQZGKKKIJIJFFOK-GASJEMHNSA-N 5793 00031 1,96 0 0,04

M203T408 D-Mannose 'WQZGKKKIJIJFFOK-QTVWNMPRSA-N 18950 €00159 1,96 0 0,04

M280T35 Glycerophosphocholine SUHOQUVVVLNYQR-QMMMGPOBSA-N 71920 C00670 1.82 0,04 025

M90T427_1 Sarcosine FSYKKLYZXJSNPZ-UHFFFAOYSA-N 1088 €00213 1,51 0 0,06

M90T427_1 beta-Alanine UCMIRNVEIXFBKS-UHFFFAOYSA-N 239 C00099 1,51 0 0,06

M291T452_2 N-Acetyl-L-carnosine CIIHI6N404 BKAYIFDRRZZKNF-VIFPVBQESA-N 9903482 1,3 0,02 0,14

M170T37_1 Pyridoxine LXNHXLLTXMVWPM-UHFFFAOYSA-N 1054 00314 1,16 0,02 0,17

MS510T302 LysoPC(17:0) SRRQPVVYXBTRQK-XMMPIXPASA-N 24779463 1,14 0,03 0,15

M147T519_5 L(-)-Pipecolinic acid C6H1INO2 HXEACLLIILLPRG-YFKPBYRVSA-N 439227 €00408 1,09 0 0,06

M147T519_5 L-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 €00047 1,09 0 0,06

M147T519_5 Pipecolic acid HXEACLLIILLPRG-UHFFFAOYSA-N 849 €00408 1,09 0 0,06

M132T436 cis-4-Hydroxy-D-proline C5HONO3 PMMYEEVYMWASQN-QWWZWVQMSA-N 440014 03440 1,08 0,05 0,2

M132T436 4-Hydroxyproline PMMYEEVYMWASQN-DMTCNVIQSA-N 5810 Co1157 1,08 0,05 0,2

M147T519_6 L(-)-Pipecolinic acid C6H1INO2 HXEACLLIILLPRG-YFKPBYRVSA-N 439227 €00408 1,04 0 0,04

M147T519_6 Pipecolic acid HXEACLLILLPRG-UHFFFAOYSA-N 849 €00408 1,04 0 0,04




Anhang

M221T380 5-Hydroxy-L-tryptophan LDCYZAJDBXYCGN-VIFPVBQESA-N 439280 00643 1,04 0 0,04

M130T519_5 L(-)-Pipecolinic acid C6H11INO2 HXEACLLIILLPRG-YFKPBYRVSA-N 439227 €00408 1,02 0 0,04

M130T519_5 L-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 €00047 1,02 0 0,04

M837T296 PS(18:0_22:6) LYYHRRPTEXPVOR-SYEOQEKUSA-N 24779546 -1,02 0,03 0,14

M609T478 DG(16:1_18:2) BHGPPCIWDXQOMA-IXDOJJAKSA-N 9543699 -1,07 0,04 0,25

M677T558 Cer(d18:2_26:0) -13 0 0,05

M250T237 Deoxycytidine CKTSBUTUHBMZGZ-SHYZEUOFSA-N 13711 C00881 -1,47 0 0,02

M148T407 Taurine XOAAWQZATWQOTB-UHFFFAOYSA-N 1123 €00245 -1,48 0 0,05

M863T458 PS(20:1_22:6) QKWLKCVHJURHOR-KSIBUQRISA-N 52925946 -1,52 0,02 0,19

M147T455_2 L-Pyroglutamic acid C5H7NO3 ODHCTXKNWHHXJC-VKHMYHEASA-N 7405 C01879 -1,57 0 0,04

M147T455_2 L-Glutamine ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 C00064 -1,57 0 0,04

M223T540 L-Cystathionine ILRYLPWNYFXEMH-WHFBIAKZSA-N 439258 €02291 -1,61 0 0,02

M277T497 Y-L-Glutamyl-L-glutamic acid CI10H16N207 OWQDWQKWSLFFFR-WDSKDSINSA-N 92865 C05282 -1,76 0,02 0,12

M218T36 Propionylcarnitine UFAHZIUFPNSHSL-UHFFFAOYSA-N 107738 €03017 -2,12 0,01 0,11

Tabelle A 36: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Natriumarsenit (BMD,s; 48h).

Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey Pubchem ID  KEGG log2FoldChange pvalue  padj

‘

M159T139 Hypoxanthine FDGQSTZIBFJUBT-UHFFFAOYSA-N 790 €00262 341 0 0,02

M723T459 PE(16:0p_20:5) 2,87 0 0,05

M197T510 DL-Arginine C6H14N402 ODKSFYDXXFIFQN-UHFFFAOYSA-N 232 €02385 2,81 0 0,06

M287T37 NI1_NI2-Diacetylspermine NPDTUDWGJMBVEP-UHFFFAOYSA-N 132680 C03413 2,76 0 0,07

M205T542 N6-Carboxymethyllysine NUXSIDPKKIEIMI-LURJITMIESA-N 2,17 0,01 0,07

MI157T509 DL-Arginine C6H14N402 ODKSFYDXXFIFQN-UHFFFAOYSA-N 232 C€02385 1,98 0 0

M189T489 L-Targinine NTNWOCRCBQPEKQ-YFKPBYRVSA-N 132862 C03884 1.81 0,03 0,14

M291T482 L-Glutathione (reduced) CI10HI7N306 RWSXRVCMGQZWBV-WDSKDSINSA-N 124886 C00051 1.8 0 0,01
S

M622T521 DG(18:1n9/0:0/18:1n9) DRAWQKGUORNASA-CLFAGFIQSA-N 5497165 1,65 0 0,01

M290T482 L-Glutathione (reduced) CI0HI7N306 RWSXRVCMGQZWBV-WDSKDSINSA-N 124886 C00051 1,59 0 0

‘

M829T454 PC(16:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_19Z) IESVDEZGAHUQJU-ZLBXKVHBSA-N 6441886 1,54 0,01 0,11

M258T506 Glycerophosphocholine SUHOQUVVVLNYQR-QMMMGPOBSA-N 71920 C€00670 139 0 0,04

M205T335_2 L-Tryptophan QIVBCDUIAJPQS-VIFPVBQESA-N 6305 1,34 0,01 0,07

M567T500 Cer(d14:1_22:0) 1,32 0 0




Anhang

M76T444_2 Glycine DHMQDGOQFOQNFH-UHFFFAOYSA-N 750 €00037 1,32 0 0,03

M324T544 Cytidine 5'-monophosphate (hydrate) C9H14N308P TERHLVCPSMICTF-XVFCMESISA-N 6131 €00055 12 0,01 0,1

M112T544 Cytosine C4H5N30 OPTASPLRGRRNAP-UHFFFAOYSA-N 597 C€00380 1,15 0,02 0,11

M169T519 L-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 €00047 1,12 0,02 0,13

M258T519 Glycerophosphocholine SUHOQUVVVLNYQR-QMMMGPOBSA-N 71920 C00670 L1 0 0,03

M156T40 Urocanic acid LOIYMIARKYCTBW-OWOJBTEDSA-N 736715 C00785 1,04 0,05 0.27

M276T519 Ribothymidine DWRXFEITVBNRMK-JXOAFFINSA-N 445408 1,02 0,03 0,16

M609T478 DG(16:1_18:2) BHGPPCIWDXQOMA-IXDOJJAKSA-N 9543699 -1,07 0,01 0,14

M677T558 Cer(d18:2_26:0) -1,14 0,01 0,13

M152T455_1 L-Pyroglutamic acid C5H7NO3 ODHCTXKNWHHXJC-VKHMYHEASA-N 7405 C01879 -1,25 0,03 0,16

M426T296 LPE(14:0) RPXHXZNGZBHSMJ-GOSISDBHSA-N 9547070 -1,26 0 0,02

M203T408 D-Glucose 'WQZGKKKIJIJFFOK-GASJEMHNSA-N 5793 €00031 -1,28 0,01 0,06

M203T408 D-Mannose 'WQZGKKKJIJFFOK-QTVWNMPRSA-N 18950 C00159 -1,28 0,01 0,06

M476T140 LysoPE(16:0/0:0) YVYMBNSKXOXSKW-HXUWFJFHSA-N 9547069 -1,28 0,02 0,17

M454T140 LysoPE(16:0/0:0) YVYMBNSKXOXSKW-HXUWFJFHSA-N 9547069 -1,31 0,01 0,16

M173T470 Glycylproline KZNQNBZMBZJQJO-UHFFFAOYSA-N 79101 -1,58 0,02 0,11

M148T470_7 L-Glutamic acid C5HINO4 'WHUUTDBJXJRKMK-VKHMYHEASA-N 33032 C€00025 -1,71 0 0

M148T470_7 N-Methyl-D-aspartic acid HOKKHZGPKSLGJE-GSVOUGTGSA-N 22880 C12269 -1,71 0 0

M232T36 Butyrylcarnitine QWYFHHGCZUCMBN-SECBINFHSA-N 213144 C02862 -1,71 0 0,07

M131T470_1 L-Glutamic acid C5HONO4 'WHUUTDBJXJRKMK-VKHMYHEASA-N 33032 €00025 -1,75 0 0

M189T496 Homo-L-arginine QUOGESRFPZDMMT-YFKPBYRVSA-N 9085 C01924 -1,75 0 0,05

M148T470_6 L-Glutamic_acid 'WHUUTDBJXJRKMK-VKHMYHEASA-N 33032 -1,78 0 0

M148T470_6 L-Glutamic acid 'WHUUTDBJXJRKMK-VKHMYHEASA-N 33032 €00025 -1,78 0 0

M190T457 Glycylproline KZNQNBZMBZJQJO-UHFFFAOYSA-N 79101 -1,93 0,02 0,11

M204T36 L-Acetylcarnitine RDHQFKQIGNGIED-MRVPVSSYSA-N 7045767 €02571 -1,95 0,01 0,16

M203T495_1 Symmetric_dimethylarginine HVPFXCBJHIIGS-LURJITMIESA-N 169148 -2,02 0 0

M203T495_1 Symmetric dimethylarginine HVPFXCBJHIIJGS-LURJTMIESA-N 169148 -2,02 0 0

M223T540 L-Cystathionine ILRYLPWNYFXEMH-WHFBIAKZSA-N 439258 -2,29 0 0,03

M156T35_1 Indoxyl PCKPVGOLPKLUHR-UHFFFAOYSA-N 50591 C05658 -2,44 0,05 0,26

M185T456 DL-Glutamine C5H10N203 ZDXPYRJPNDTMRX-UHFFFAOYSA-N 738 C€00303 =247 0 0,03

M190T267 Kynurenic acid HCZHHEIFKROPDY-UHFFFAOYSA-N 3845 C01717 -2,47 0,01 0,08

234




Anhang

M218T36 Propionylcarnitine 'UFAHZIUFPNSHSL-UHFFFAOYSA-N 107738 €03017 -3,93 0,01 0,14

Tabelle A 37: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Ethoprophos (BMD); 48h).

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Homeobox protein Hox-D1

AKRIC1 Aldo-keto reductase family 1
member C1

Tabelle A 38: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit Ethoprophos (BMD); 48h).

GO: Biological Process

GO:0007586 digestion ENRICHED 299.289 1.8x10-05 2.9x10-04

Tabelle A 39: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Ethoprophos (BMD); 6h).

Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey Pubchem 1D KEGG __ log2FoldChange p_value padj
1D

M770T562 TG(16:1_14:3_16:1) 237 0 0,04

MB845T578

TG(16:1_16:1_18:2) PVMBAGXWHHZKFP-JMPJWMFJSA-N 25240359 2,27 0 0,05

M852T578 TG(16:0_18:3_18:3) 'UUODJDDTCVAHOG-NCKOSLRNSA-N 56939517 224 0,01 0,06

o
o
o
I3
S
B4

M955T611 TG(18:1_18:1_22:3) BLEGOUVQUQOKFV-PMPBEHSZSA-N 9545017

M793T575_2 TG(16:1_12:0_18:1)

MB859T584 TG(16:1_17:0_18:3) UQVNCTOQWNCEKB-TZYGYGRMSA-N 9544058

H
Z
%
z
S
Z
»
Y
3
s
=
=
=
ES

M791T563 TG(10:0_18:1_18:2)

M927T602 TG(18:1_18:1_20:3) JPZGZSPDZHKRKR-GAJACJJUSA-N

M767T575_3 TG(16:0_14:0_14:1)

M861T593 TG(16:0_17:1_18:2) OOBFBGMNWGVDHN-WSPMKULJSA-N 9544042 1,89 0,01 0,06

M889T603 TG(19:1_16:1_18:1) 1,87 0,02 0,11

M863T603_1 TG(16:1_17:0_18:1) TYMPJAZCIWGTJL-SADCDALBSA-N 9544030 1,85 0,01 0,09

M929T610 TG(19:1_18:2_19:1) 1,82 0,03 0,14

MB858T599 TG(16:1_1 18:1) YBWITEZBUYUNFC-GUIYCBLGSA-N 9544083 1,78 0,02 0,11

MB805T580 TG(15:0_14:0_18:3) 1,73 0,01 0,07

M901T600_2 TG(18:1_] : JTMWOTXEVWLTTO-YKZMILTLSA-N 25240371 1,69 0,02 0,13

M821T587_4 TG(16:1_14:0_18:1) 1,68 0 0,05
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M634T397 PE(14:0_14:1) FGWIVUFUAVCXMN-HEDIVAJHSA-N 52924129 1,64 0 0,02

M660T402 PE(16:1_14:1) 1,64 0 0,04

M832T598 TG(16:0_16:1_18:1) TWICMQZMAPGUSG-JMFJKIOKSA-N 9544011 1,62 0 0,04

MB875T598_2 TG(16:1_18:1_18:1) YBWITEZBUYUNFC-GUIYCBLGSA-N 9544083 1,56 0,02 0,1

M813T423_1 PE(20:4_22:6) ZEMOTHAY XPPBGC-MDRPQKQBSA-N 52924855 1,49 0 0,01

M949T590 TG(18:1_18:1_22:6) QFVBKJOYLFHVKV-DZPOHDDMSA-N 9545350

M795T587 Thyroxine XUINKFGFIJCVMT-LBPRGKRZSA-N C01829

M860T608 TG(16:0_18:1_18:1) JFISYPWOVQNHLS-VIYDLUETSA-N

M489T571 Cytidine 5'-diphosphocholine CI14H26N4011P2 RZZPDXZPRHQOCG-OJAKKHQRSA-N

MS877T608_4 TG(16:0_18:1_18:1) JFISYPWOVQNHLS-VIYDLUETSA-N

M905T459 PI(18:0_20:4) CBYJKEBKBMWPMN-DSTQNTBHSA-N 52928051

MI156T34 Indoxyl PCKPVGOLPKLUHR-UHFFFAOYSA-N C05658 -1,13

M755T497 PE(18:1p_20:2)

MB857T465 PC(18:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_19Z)) FAUYAENFVCNTAL-PFFNLMTBSA-N 24778876 -1,36 0,02 0,12

M162T36_2 DL-Carnitine CTHI5SNO3 PHIQHXFUZVPYII-UHFFFAOYSA-N 288 -1,43 0 0,01

M726T470_1 Palmitoyl sphingomyelin C39H79N206P RWKUXQNLWDTSLO-GWQJGLRPSA-N 9939941 -1,46 0 0,03

M829T453 PC(18:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_192)) FAUYAENFVCNTAL-PFFNLMTBSA-N 24778876 -1,46 0 0,05

M829T464 PC(18:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_192)) FAUYAENFVCNTAL-PFFNLMTBSA-N 24778876 -2,11 0 0,04

M258T35 Glycerophosphocholine SUHOQUVVVLNYQR-QMMMGPOBSA-N 71920 -2,2 0 0

M258T35 5-Methylcytidine ZAYHVCMSTBRABG-JXOAFFINSA-N 92918 -2,2 0 0

Tabelle A 40: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Ethoprophos (BMD)o; 24h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG ID log2FoldChange p_value padj

E
&
b=}
&
|

I}
£z
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3
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3
2
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°

1 : 2 ZEMOTHAY XPPBGC-MDRPQKQBSA-!

TG(16:1_14:0_14:1) 151 0,02 0,1

M279T317_1 Mono(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP) C16H2204 DIDSLBVSSOQSLW-UHFFFAOYSA-N 20393 03343 135 0 0,02

PE(16:1_14:1) 1,28 0 0,03

M634T397 PE(14:0_14:1) KKYHRRVXUVMRJB-QPLOXXCYSA-N 52924113 1,26 0 0,01
- |
MB893T567 TG(18:3_18:2_18:3) 1,07 0,02 0,13
M829T464 PC(16:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z _19Z)) IESVDEZGAHUQJU-ZLBXKVHBSA-N 6441886 -1,02 0 0,01
MB888T459 PI(18:0_20:4) CBYJKEBKBMWPMN-DSTQNTBHSA-N 52928051 -1,02 0,01 0,06
MB857T465 PC(18:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_19Z)) FAUYAENFVCNTAL-PFFNLMTBSA-N 24778876 1,1 0 0,03




M829T453

MB805T254

M809T257

PC(16:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_192))

PC(16:0120:4(52_8Z_11Z_142))

PC(18:0/18:2(9Z_122))

IESVDEZGAHUQJU-ZLBXKVHBSA-N

1ZPXYDJLKNOIY-JXPKJXOSSA-N

FORFDCPQKJHEBF-VPUSDGANSA-N

6441886 -123 0 0,05
10747814 343 0,04 0,17
6441487 3,65 0,04 0,19

Tabelle A 41: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Ethoprophos (BMD; 48h).

Metabolite_id

M169T523

M169T523

M247T73

M813T423_1

M268T122_2

M214T62_3

M166T342_4

M805T468

M805T468

M892T488

M805T254

M809T257

M829T453

Annotation

DL-Lysine

L-Lysine

N-acetyltryptophan

PE(20:4_22:6)

Adenosine

1-Tetradecylamine

PC(18:2(9Z_127)/18:2(9Z_127))

PC(18:0/20:4(52_8Z_11Z_14Z))

PI(18:0_20:2)

PC(16:0/20:4(52_8Z_11Z_14Z))

LysoPC(17:0)

PC(18:0/18:2(9Z_122))

Glucosamine

PC(16:0122:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_192))

Formula

C6H14N20
2

CI4H31IN

Inchikey

KDXKERNSBIXSRK-UHFFFAOYSA-N

KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N

DZTHIGRZIJZPRDV-LBPRGKRZSA-N

ZEMOTHAY XPPBGC-MDRPQKQBSA-N

OIRDTQYFTABQOQ-KQYNXXCUSA-N

PLZVEHJLHYMBBY-UHFFFAOYSA-N

‘WBYWAXJHAXSINI-SREVYHEPSA-N

FVXDQWZBHIXIEJ-LNDKUQBDSA-N

PSVRFUPOQYJOOZ-QNPWAGBNSA-N

RZFIPFIGUWXYNB-GWHVKERKSA-N

1ZPXYDJLKNOIY-JXPKJXOSSA-N

SRRQPVVYXBTRQK-XMMPIXPASA-N

FORFDCPQKJHEBF-VPUSDGANSA-N

MSWZFWKMSRAUBD-IVMDWMLBSA-N

TESVDEZGAHUQJU-ZLBXKVHBSA-N

Pubchem 1D :g:(;c log2FoldChange p_value padj
866 C16440 2 0 0,03
5962 €00047 2 0 0,03

- |
700653 1,7 0 0,04
52924855 136 0 0,02
60961 00212 1,35 0 0,04

16217 1,14 0,01 0,1

5372954

16219824

52928387

10747814

24779463

Tabelle A 42: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit Ethoprophos (BMD,s; 48h).

Gene

Protein_name

Log2foldchange

Pvalue

Padj

Tabelle A 43: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Ethoprophos (BMDs; 6h).

Metabolite_id

Annotation

Formula

Inchikey

Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj

‘

M973T630

MB45T578

M765T562

M891T612_3

M852T578

TG(2S:1_17:1_17:1)

TG(16:1_16:1_18:2)

TG(16:1_14:0_14:1)

TG(19:1_16:0_18:1)

PVMBAGXWHHZKFP-JIMPJWMFJSA-N

UUODIDDTCVAHOG-NCKOSLRNSA-N

25240359

56939517
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M833T582 TG(15:0_16:1_18:2) CQSXCZMDDSQLAG-WWEIEGDESA-N 56938822 2,26 0,03 0,16

M893T567 TG(18:3_18:2_18:3) 22 0,04 0,17

M793T575_2 TG(16:1_12:0_18:1) 2,18 0,03 0,14

M927T602 TG(18:1_18:1_20:3) JPZGZSPDZHKRKR-GAJACJJUSA-N 9544571 2,15 0,04 0,18

M931T617_3 TG(20:1_18:1_18:1) 2,1 0,05 0,18

M863T603_1 TG(16:1_17:0_18:1) TYMPJAZCIWGTIL-SADCDALBSA-N 9544030 2,01 0,03 0,15

M861T593 TG(16:0_17:1_18:2) OOBFBGMNWGVDHN-WSPMKULJSA-N

M767T575_2 TG(18:1_12:0_14:0)

M859T584 TG(16:1_17:0_18:3) ZWZOQPNBFJCOLV-DWWGTDETSA-N 56939584

M835T592 TG(18:1_13:0_18:1)

M879T617_2 TG(14:0_14:0_24:1)

M821T587_4 TG(16:1_14:0_18:1)

MB805T571 TG(16:1_14:1_17:1)

M832T598 TG(16:0_16:1_18:1) TWICMQZMAPGUSG-JMFJKIOKSA-N 9544011 1,75 0,03 0,15

M929T610 TG(18:1_18:1_20:2) SQBMPFCSSGSZFV-NJMQHVKGSA-N 9544507 1,71 0,03 0,13

M887T595 TG(18:1_17:1_18:2) 1,69 0,04 0,17

M949T590 TG(18:1_18:1_22:6) QFVBKJOYLFHVKV-DZPOHDDMSA-N 9545350 1,65 0,05 0,18

M805T580 TG(15:0_14:0_18:3) 1,55 0,04 0,16

M849T598_3 TG(16:0_16:1_18:1) TWICMQZMAPGUSG-JMFJKIOKSA-N 9544011 145 0,03 0,15

M779T569_2 TG(16:1_13:0_16:1) 142 0,05 0,18

M813T423_1 PE(20:4_22:6) KXAGMEXWNHUIQR-OOPACUNWSA-N 52924662 1,27 0 0,01

M877T608_4 TG(16:0_18:1_18:1) JFISYPWOVQNHLS-VJYDLUETSA-N 6442384 1,22 0,04 0,16

M660T402 PE(16:1_14:1) 1,17 0 0,02

M852T588 TG(16:1_16:1_18:1) UFHNZOACKFBCOM-YXKNDSBASA-N 25240357 1,14 0,01 0,08

M888T459 PI(18:0_20:4) CBYJKEBKBMWPMN-DSTQNTBHSA-N 52928051 -1,02 0 0,02

M204T36 L-Acetylcarnitine RDHQFKQIGNGIED-MRVPVSSYSA-N 7045767 C02571 -1,03 0,02 0,1

M156T40 Urocanic acid LOIYMIARKYCTBW-OWOJBTEDSA-N 736715 C00785 -1,04 0 0,02

M162T36_1 Aminoadipic acid OYIFNHCXNCRBQI-UHFFFAOYSA-N 469 C00956 -1,08 0,01 0,07

M162T36_2 D-Carnitine C7HISNO3 PHIQHXFUZVPYII-LURITMIESA-N 2724480 C15025 -1,09 0,03 0,14

M162T36_2 L(-)-Carnitine C7HISNO3 PHIQHXFUZVPYII-ZCFIWIBFSA-N 10917 D02176 -1,09 0,03 0,14

M857T492 PC(18:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_19Z) FAUYAENFVCNTAL-PFFNLMTBSA-N 24778876 -1,18 0 0,01
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M726T470_1 Palmitoyl sphingomyelin C39HT9N206 RWKUXQNLWDTSLO-GWQJGLRPSA-N 9939941 -1,34 0 0,01
P

M258T35 Glycerophosphocholine SUHOQUVVVLNYQR-QMMMGPOBSA-N 71920 -1,44 0 0,02

M258T35 5-Methylcytidine ZAYHVCMSTBRABG-JXOAFFINSA-N 92918 -1,44 0 0,02

M829T464 PC(16:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_192) IESVDEZGAHUQJU-ZLBXKVHBSA-N 6441886 -1,5 0 0,02

M829T453 PC(18:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_19Z) FAUYAENFVCNTAL-PFFNLMTBSA-N 24778876 -1,66 0 0,02
)
MB857T465 PC(18:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_192) FAUYAENFVCNTAL-PFFNLMTBSA-N 24778876 -1,69 0 0,04

Tabelle A 44: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Ethoprophos (BMD,s; 24h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj

!

M813T423_1 PE(20:4_22:6) ZEMOTHAY XPPBGC-MDRPQKQBSA-N 52924855 2,51 0 0,01
M634T397 PE(14:0_14:1) FGWIVUFUAVCXMN-HEDIVAJHSA-N 52924129 1,99 0 0,03

M261T317 Mono(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP) C16H2204 DIDSLBVSSOQSLW-UHFFFAOYSA-N C03343 1,54

M489T571 Cytidine 5'-diphosphocholine CI14H26N4011P RZZPDXZPRHQOCG-OJAKKHQRSA-N D00057 1,33
2

N-acetyltryptophan DZTHIGRZIZPRDV-LBPRGKRZSA-N

M306T39_2 2-Hydroxyestradiol DILDHNKDVHLEQB-XSSYPUMDSA-N 247304 C05301

Propionylcarnitine UFAHZIUFPNSHSL-UHFFFAOYSA-N 107738 C03017 -1,05

M156T34 PCKPVGOLPKLUHR-UHFFFAOYSA-N C05658 -1,14

M829T464 PC(18:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_19Z)) FAUYAENFVCNTAL-PFFNLMTBSA-N 24778876

CI1HI6N202 QCHFTSOMWOSFHM-WPRPVWTQSA-N C07474 -1,32

D-Fructose RFSUNEUAIZKAJO-ARQDHWQXSA-N C02336 -1,7

D-Galactose 'WQZGKKKJIJFFOK-PHYPRBDBSA-N

M203T408 L-Galactose 'WQZGKKKIJIJFFOK-SVZMEOIVSA-N 439357 -1,7 0,05 0,2
M258T35 Glycerophosphocholine SUHOQUVVVLNYQR-QMMMGPOBSA-N 71920 -2,04 0 0
M258T35 5-Methylcytidine ZAYHVCMSTBRABG-JXOAFFINSA-N 92918 -2,04 0 0

Tabelle A 45: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit Ethoprophos (BMD,s; 48h).

Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey’ Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj
D

M261T317 Mono(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP) C16H2204 DIDSLBVSSOQSLW-UHFFFAOYSA-N 20393 C03343 221 0 0,01

M634T397 PE(14:0_14:1) KKYHRRVXUVMRJB-QPLOXXCYSA-N 52924113 2,14 0 0,05

M169T523 L-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 C€00047 2,14 0,04 0,17
M813T423_1 PE(20:4_22:6) KXAGMEXWNHUIQR-OOPACUNWSA-N 52924662 2,05 0 0,03

M279T317_1 Mono(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP) C16H2204 DJDSLBVSSOQSLW-UHFFFAOYSA-N 20393 C03343 1,98 0 0

M306T39_2 Estriol PROQIPRRNZUXQM-ZXXIGWHRSA-N 5756 C05141 1,88 0 0,03




M166T342_4 L-Phenylalanine COLNVLDHVKWLRT-QMMMGPOBSA-N 6140 C€00079 1,55 0,02 0,11

M166T342_4 trans-Cinnamic acid ‘WBYWAXJHAXSINI-VOTSOKGWSA-N 444539 C00423 1,55 0,02 0,11

M739T562 TG(16:1_12:0_14:0) 1,29 0 0,01

M210T497 NI-Acetylspermidine MQTAVJHICJWXBR-UHFFFAOYSA-N 496 C00612 1,26 0 0.04

M770T562 TG(16:1_14:3_16:1) 1,21 0 0,02

M130T523_2 DL-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-UHFFFAOYSA-N 866 C16440 1,14 0,01 0,07

M905T617_3 TG(18:0_18:1_18:1) RYNHWWNZNIGDAQ-BMTCQUSZSA-N 16058372 1,12 0,04 0,18

M268T122_2 Adenosine OIRDTQYFTABQOQ-KQYNXXCUSA-N 60961 C€00212 1,03 0,04 0,17

M310T460 N-Acetylneuraminic acid SQVRNKJHWKZAKO-PFQGKNLYSA-N 445063 C19910 -1,01 0 0,02

M522T298 LysoPC(18:1(9Z)) JXGLGTFMAQOJBB-HEDKFQSOSA-N 24779456 -1,19 0 0,02

M522T298 LPC(18:1) YAMUFBLWGFFICM-SEYXRHQNSA-N 6449974 -1,19 0 0,02

M522T298 LPC(18:1) YAMUFBLWGFFICM-PTGWMXDISA-N 16081932 -1,19 0 0,02

M522T298 LPC(18:1) SULIDBRAXVDKBU-ZOGNMOHXSA-N 24779493 -1,19 0 0,02

M522T298 LPC(18:1) LXHJYOQXXHUOHA-UPTOSOBMSA-N 24779492 -1,19 0 0,02

M805T254 PC(18:2(9Z_127)/18:2(9Z_127)) FVXDQWZBHIXIEJ-LNDKUQBDSA-N 5288075 1,24 0,01 0,08

MB805T254 PC(18:0/20:4(5Z_8Z_11Z_147)) PSVRFUPOQYJOOZ-QNPWAGBNSA-N 16219824 -1,24 0,01 0,08

MB809T257 PC(18:0/18:2(9Z_122)) FORFDCPQKJHEBF-VPUSDGANSA-N 6441487 -1,31 0 0,03

M162T439 Aminoadipic acid OYIFNHCXNCRBQI-UHFFFAOYSA-N 469 C00956 -1,42 0,01 0,06

M176T410 N-Acetyl-L-aspartic acid OTCCIMWXFLJLIA-BYPYZUCNSA-N 65065 C01042 -1,57 0,02 0,13

Tabelle A 46: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD¢; 24h).

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj
PLIN2 Perilipin-2 1.87 0 0
AKRIC2 Aldo-keto reductase 1,26 0 0

family 1 member C2

S100P Protein S100-P

Tabelle A 47: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,; 24h).

GO: Biological Process

GO:0044597 daunorubicin metabolic process ENRICHED 1.122.333 1.3x10-09 2.5x10-08

GO:0071395 cellular response to jasmonic acid stimulus ENRICHED 1.683.500 4.7x10-07 9.2x10-06

GO:0006693 prostaglandin metabolic process ENRICHED 320.667 1.6x10-05 3.2x10-04

GO:0001523 retinoid metabolic process ENRICHED 240.500 2.9x10-05 5.7x10-04
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GO:0030855 epithelial cell differentiation ENRICHED 75.663 3.0x10-04 0.006

REACTOME

R-HSA-193775:1 Synthesis of bile acids and bile salts via 24-hydroxycholesterol 481.000 7.0x10-06 6.9x10-05

R-HSA-193368:1 Synthesis of bile acids and bile salts via 7alpha- 292.783 1.9x10-05 1.9x10-04
hydroxycholesterol

R-HSA-194068:2 Bile acid and bile salt metabolism 160.333 6.6x10-05 6.5x10-04

R-HSA- Metabolism of fat-soluble vitamins 129.500 1.0x10-04 9.9x10-04
6806667:2

R-HSA-196854:1 Metabolism of vitamins and cofactors 39.846 0.001 0.010

R-HSA- Metabolism 6.410 0.001 0.015
1430728:0

Tabelle A 48: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD; 48h).

Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

IGFBP1 Insulin-like growth factor-binding 2,04 0 0
protein 1

AKRIC1 ‘Aldo-keto reductase family 1 1,69 0 0
meml

|g

AKRIC2 ‘Aldo-keto reductase family 1 1,5 0 0
member C2

SLCTA1L Cystine/glutamate transporter (Solute 145 0 0
carrier family 7 member 11)

GDF15 Growth/differentiation factor 15 1,38 0 0

SPP1 Osteopontin 1,22 0 0

Gamma-glutamylcysteine synthetase
regulatory subunit

Protein jagged-1

SERPINE1 Plasminogen activator inhibitor 1

Microsomal triglyceride transfer
protein large subunit

Galectin-2

‘Thioredoxin-interacting protein

Doublecortin domain-containing
protein 2

Tabelle A 49: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD); 48h).

GO: Biological Process

‘metabolic process ENRICHED 259.000 1.6x10-07 2.1x10-05

GO:0071395 cellular response to jasmonic acid stimulus ENRICHED 388.500 1.0x10-05 0.001

progesterone metabolic process ENRICHED 155.400 7.4x10-05 0.010

Path/Term Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

R-HSA-193807:1 Synthesis of bile acids and bile salts via 27-hydroxycholesterol ENRICHED 103.600 1.7x10-04 0.009

241



Anhang

R-HSA- 'VEGFR2 mediated vascular permeability ENRICHED 59.769 5.2x10-04 0.027
5218920:3

R-HSA-352230:1 Amino acid transport across the plasma membrane ENRICHED 51.800 7.0x10-04 0.036

Tabelle A 50: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,; 6h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj
1D

MB845T578 TG(16:1_16:1_18:2) PVMBAGXWHHZKFP-JMPJWMFJSA-N 25240359

M852T578 TG(16:0_18:3_18:3) UUODJIDDTCVAHOG-NCKOSLRNSA-N 56939517

TG(15: 8 0,05 3

M833T582 : CQSXCZMDDSQLAG-WWEIEGDESA-N 56938822

M927T602 H JPZGZSPDZHKRKR-GAJACJJUSA-N

M873T589 TG(16:1_18:1_18:2) WHSWXEYWNPTUPW-HNJDVRDNSA-N 25240364

M861T593 TG(17:1_17:1_17:1) ISSGPXMQOMAFMJ-DMGKHILRSA-N 9544023

M779T569_2 TG(16:1_13:0_16:1) 1,99 0,03 0,15

o
s
=

M767T575_2 TG(18:1_12:0_14:0) 1.89 X 0,15

MB858T599 TG(16:1_18:1_18:1) YBWITEZBUYUNFC-GUIYCBLGSA-N 9544083 1,85 0,04 0,16

M767T575_3 TG(16:0_14:0_14:1) 1,82 0,04 0,18

M835T592 TG(18:1_13:0_18:1) 1,78 0,05 0,19

M821T587_4 TG(16: :1_16: RUOVIPPUXXFZPC-YZEIBMOJSA-N 9543987 1,75 0,03 0,14

M777T569 TG(14:0_13:0_18:3) 1,61 0,05 0,18

M837T602 TG(16:0_16:0_17:1) VYYGQDOPVVYUKW-UKFBYESTSA-N 9543991 1,48 0,04 0,17

MB849T598_3 TG(16:0_16:1_18:1) TWICMQZMAPGUSG-JMFJKIOKSA-N 9544011 1,44 0,02 0,12

M89T505_2 Putrescine KIDHWZJUCRIJVML-UHFFFAOYSA-N 1045 C00134 1,37 0 0,05

M795T587 Thyroxine XUIKFGFIJCVMT-LBPRGKRZSA-N 5819 C01829 1,32 0,03 0,14

MB877T608_4 TG(16:0_18:1_18:1) JFISYPWOVQNHLS-VIYDLUETSA-N 6442384 1,2 0,03 0,14

M851T607_4 TG(16:0_16:0_18:1) YHMDGPZOSGBQRH-YYSBDVFPSA-N 25240460 1,06 0,01 0,06

MB857T465 PC(18:0/22:6(4Z_7Z_10Z 13Z_16Z_192)) FAUYAENFVCNTAL-PFFNLMTBSA-N 24778876 -1,19 0,01 0,06

M242T37_1 Pantothenic acid GHOKWGTUZJEAQD-ZETCQYMHSA-N 6613 C00864 -1,34 0,04 0,16

M162T36_1 N-Acetylthreonine PEDXUVCGOLSNLQ-WUJLRWPWSA-N 152204 -1,38 0,04 0,18

Tabelle A 51: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,; 24h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG ID log2FoldChange p_value padj

M770T562 TG(16:1_14:3_16:1) 2,58 0,04 0,17

M819T576_2 TG(16:1_16:1_16:1) SKGWNZXOCSYJQL-BUTYCLJRSA-N 9543989 2,53 0,04 0,17




M852T578 TG(16:0_18:3_18:3) 'UUODJDDTCVAHOG-NCKOSLRNSA-N 56939517 2,52 0,05 0,18

M247T73 N-acetyltryptophan DZTHIGRZJZPRDV-LBPRGKRZSA-N 700653 24 0 0

M859T584 TG(16:1_17:0_18:3) UQVNCTOQWNCEKB-TZYGYGRMSA-N 9544058 2,34 0,03 0,14

M739T562 TG(16:1_12:0_14:0) 22 0,04 017

M821T587_4 TG(16:0_16:1_16:1) RUOVIPPUXXFZPC-YZEIBMOJSA-N 9543987 1,86 0,04 0,18

M852T588 TG(16:1_16:1_18:1) UFHNZOACKFBCOM-YXKNDSBASA-N 25240357 1,83 0,02 0,13

M634T397 PE(14:0_14:1) FGWIVUFUAVCXMN-HEDIVAJHSA-N 52924129 1,28 0 0,02

M660T402 PE(16:1_14:1) 1,13 0,01 0,06

MB800T587 Thyroxine XUIIKFGFIJCVMT-LBPRGKRZSA-N 5819 C01829 1,06 0,01 0,1

M189T34_1 L-Targinine NTNWOCRCBQPEKQ-YFKPBYRVSA-N 132862 C03884 -1,05 0 0

M776T450 PG(18:1_18:1) -1,05 0 0,02

M929T451_1 PI(18:0_22:6) QSUYYEJLNWCMIO-JOWFDBHXSA-N 52928249 -1,05 0 0,03

M888T459 PI(18:0_20:4) KRTOMQDUKGRFDJ-ZAHDIIMDSA-N 42607491 -1,21 0 0,05

M793T449 PG(18:1_18:1) -1.3 0 0

M912T451 PI(18:0_22:6) QSUYYEJLNWCMIO-JOWFDBHXSA-N 52928249 -1,37 0 0,01

M601T175 LysoPI(18:0/0:0) MXAFDFDAIFZFET-HULSIBAWSA-N -2,07 0,01 0,1

Tabelle A 52: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,; 48h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj

‘

M166T342_4 L-Phenylalanine COLNVLDHVKWLRT-QMMMGPOBSA-N 6140 C00079 33 0 0,03

M166T342_4 trans-Cinnamic acid WBYWAXJHAXSINI-VOTSOKGWSA-N 444539 C00423 33 0 0,03

M169T523 DL-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-UHFFFAOYSA-N 866 C16440 2,72 0,01 0,06

M169T523 L-Lysine KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 C€00047 2,72 0,01 0,06

M175T513_3 DL-Arginine C6H14N402 ODKSFYDXXFIFQN-UHFFFAOYSA-N C02385 2,27

M175T513_3 L-Arginine ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N

M188T37 Indoleacrylic acid SXOUIMVOMIGLHO-AATRIKPKSA-N 15030923

MI175T523_2 ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N

M634T397 PE(14:0_14:1) FGWIVUFUAVCXMN-HEDIVAJHSA-N 52924129

M205T37 L-Tryptophan QIVBCDUJIAIPQS-VIFPVBQESA-N

M106T384 Butyric acid FERIUCNNQQITOY-UHFFFAOYSA-N

MI150T36 L-Methionine FFEARJCKVFRZRR-BYPYZUCNSA-N




Anhang

M130T523_2 DL-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-UHFFFAOYSA-N 866 C16440 1,51 0 0,04

M165T36 Phenylpyruvic acid BTNMPGBKDVTSJY-UHFFFAOYSA-N 997 C00166 1.4 0 0,02

M210T497 Nl1-Acetylspermidine MQTAVJHICJWXBR-UHFFFAOYSA-N 496 C00612 1,39 0 0

M156T40 L-Histidine HNDVDQJCIGZPNO-YFKPBYRVSA-N 6274 C00135 1,37 0 0,04

M212T459 Homocitrulline XIGSAGMEBXLVJJ-YFKPBYRVSA-N 65072 1,34 0 0

M770T562 TG(16:1_14:3_16:1) 1,34 0 0,05

MI156T538_1 L-Histidine HNDVDQICIGZPNO-YFKPBYRVSA-N C00135

M765T562 TG(16:1_14:0_14:1)

M813T423_1 PE(20:4_22:6) ZEMOTHAY XPPBGC-MDRPQKQBSA-N 52924855

M190T458 Homocitrulline XIGSAGMEBXLVJJ-YFKPBYRVSA-N C02427 1,24

M400T154 L-Palmitoylcarnitine XOMRRQXKHMYMOC-OAQYLSRUSA-N 11953816 €02990 1,18

M182T36 OUYCCCASQSFEME-QMMMGPOBSA-N C00082 1,15

M377T263 Riboflavin AUNGANRZJHBGPY-SCRDCRAPSA-N 493570 C00255 1,02

MB868T379 PG(22:6_22:6) -1 0 0

M829T453 PC(16:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_19Z) IESVDEZGAHUQJU-ZLBXKVHBSA-N 6441886 -1 0,05 0,18

MB805T254 PC(16:0/20:4(5Z 8Z_11Z_14Z)) HZPXYDJLKNOIY-JXPKJXOSSA-N 10747814 -1,03 0 0,05

M385T423 Cholest-4-en-3-one C27H440 NYOXRYYXRWJDKP-GYKMGIIDSA-N 91477 C00599 -1,16 0 0,03

M892T488 PI(18:0_20:2) OXJINVSPCXCGOJ-GWHVKERKSA-N 52927990 -1,24 0,02 0,1

M202T439 Glucosamine MSWZFWKMSRAUBD-IVMDWMLBSA-N 439213 C00329 -1,26 0,02 0,11

M169T456_2 D-(-)-Glutamine C5H10N203 ZDXPYRJPNDTMRX-GSVOUGTGSA-N 145815 C00819 -1,68 0 0,02

M169T456_2 L-Glutamine C5H10N203 ZDXPYRIPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 C00064 -1,68 0 0,02

M169T456_2 L-Glutamine ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 C00064 -1,68 0 0,02

M152T456_1 L-Pyroglutamic acid C5H7NO3 ODHCTXKNWHHXJC-VKHMYHEASA-N 7405 C01879 -1,7 0 0,02
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M185T456 L-Glutamine C5H10N203 ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 C00064 -1,84 0 0,01

M169T456_1 DL-Glutamine C5H10N203 ZDXPYRIPNDTMRX-UHFFFAOYSA-N 738 C00303 -1,89 0 0,04

M169T456_1 L-Glutamine ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 -1,89 0 0,04

M147T456_6 D-(-)-Glutamine C5H10N203 ZDXPYRIPNDTMRX-GSVOUGTGSA-N 145815 C00819 -2,06 0 0

M147T456_6 L-Glutamine C5H10N203 ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 C00064 2,06 0 0

M147T456_6 L-Glutamine ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 C00064 -2,06 0 0

M130T456_5 DL-Glutamine C5H10N203 ZDXPYRIJPNDTMRX-UHFFFAOYSA-N 738 C00303 -2,14 0 0
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M147T471 D-(+)-Pyroglutamic Acid C5HTNO3 ODHCTXKNWHHXJC-GSVOUGTGSA-N 439685 €02237 22,37 0 0,01

M147T471 L-Glutamine ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 -2,37 0 0,01

M130T456_6 D-(+)-Pyroglutamic Acid C5HTNO3 ODHCTXKNWHHXJC-GSVOUGTGSA-N 439685 €02237 -2,61 0,03 0,14

M130T456_6 D-(-)-Glutamine C5H10N203 ZDXPYRIPNDTMRX-GSVOUGTGSA-N 145815 C00819 -2,61 0,03 0,14

M130T456_6 L-Glutamine C5H10N203 ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 C00064 2,61 0,03 0,14

Tabelle A 53: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,s; 6h).

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

GDF15 Growth/differentiation factor 15 1,15 0 0

IGFBP1 Insulin-like growth factor-binding 1,02 0 0,01
protein 1

DKKI1 Dickkopf-related protein 1 1,02 0 0

Tabelle A 54: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,s; 6h).

GO: Biological Process

GO:0090090 negative regulation of canonical Wnt signaling pathway ~ ENRICHED

Path/Term Name Direction Fisher-C-pv.

R-HSA-381042:1 PERK regulates gene expression ENRICHED 2.9x10-05

Tabelle A 55: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMDs; 24h).

Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

SLC7A1L Cystine/glutamate transporter 2,98 Gamma-glutamylcysteine 1,71 0 0
(Solute carrier family 7 member 11) synthetase
S100P Protein S100-P 2,56 Bifunctional methylenetetrahydrofolate 1,64 0 0
dehydrogenase/cyclohydrolase,
mitochondrial
GDF15 Growth/differentiation factor 15 2,39 Perilipin Perilipin-2 1,63 0 0
AKR1C2 Aldo-keto reductase family 1 2,03 ATP-binding cassette sub-family C 1,61 0 0,01
member C2 member 3
FST Follistatin (FS) (Activin-binding 1,92 CEBPB CCAAT/enhancer-binding protein 1,52 0 0
protein) beta
CCPG1 Cell cycle progression protein 1 1,91 0 0 LC29A3 Equilibrative nucleoside transporter 148 0 0
3 (hENT3) (Solute carrier family 29
‘member 3)
GCLM ‘Gamma-glutamylcysteine 1,87 ZNF746 Zinc finger protein 746 1,44 0 0,02
synthetase regulatory subunit
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Gene Protein_name

Log2foldchange Pvalue Padj

Putative E3 ubiquitin-protein ligase , 0 001
UNKL

Rab GDP dissociation inhibitor 0 0,02
alpha

Cyclic AMP-dependent 0 0
transcription factor ATF-4

G protein-coupled receptor kinase 13 0 0,04

Amino acid transporter heavy chain , 0 0
SLC3A2

cDNA: FLJ22332 fis, clone ) 0 0,01
HRC05753 Zinc finger and BTB
domain-containing protein 38

SH2B adapter protein 3 0,04

Sprouty RTK signaling antagonist 4 0
Protein sprouty homolog 4 (Spry-4)

LIM domain transcription factor
LMO4

TIMP1 Metalloproteinase inhibitor 1 1,16 0 0

AHR Aryl hydrocarbon receptor 1,16 0 0,02

PIM1 Serine/threonine-protein kinase 115 [ 0,03
pim-1

MTHFDIL Monofunctional C1-tetrahydrofolate L1l 0 0

synthase, mitochondrial

LTBR ‘Tumor necrosis factor receptor 1,07 0 0
superfamily member 3

EIF4EBP1 Eukaryotic translation initiation 1,05 0 0

factor 4E-binding protein 1

SPP1 Osteopontin 1,01 0 0

RSL24D1 Probable ribosome biogenesis 1,01 0 0,05

protein RLP24

PPIL2 RING-type E3 ubiquitin-protein 1,01 0 0,04
ligase PPIL2

TENTSA Terminal nucleotidyltransferase SA -1,04 0 0,03

ST3GAL1 CMP-N-acetylneuraminate-beta- -1,07 0 0,04
galactosamide-alpha-2,3-

sialyltransferase 1

Gene

LGALS2

EHD4

FAMS3D

CDKN2C

NR2F2

RHOBTB1

Protein_name

Galectin-2

EH domain-containing protein 4

Protein FAMS3D (Spindle protein

CHICA)

CDKN2C protein

COUP transcription factor 2

Rho-related BTB domain-
containing protein 1

Odontogenic ameloblast-associated
protein (Apin)

Log2foldchange

114

-1,16

-1L18

1,23

-1,38

1,81

Pvalue

Padj

0,04

Anhang
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Anhang

Tabelle A 56: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,s; 24h).

GO: Biological Process

GO:0006534 cysteine metabolic process ENRICHED 178.253 3.1x10-07 1.1x10-04

GO:0044598 doxorubicin metabolic process ENRICHED 71.301 8.7x10-06 0.003

GO:0044752 response to human chorionic gonadotropin ENRICHED 158.447 5.8x10-05 0.020

GO:0009410 response to xenobiotic stimulus. ENRICHED 6.961 6.0x10-05 0.021

GO:0051409 response to nitrosative stress. ENRICHED 118.835 1.1x10-04 0.039

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

%
o

R-HSA-556833:1 Metabolism of lipids and lipoproteins enriched 3.624 .5%10-05 .010

R-HSA-210991:2 Basigin interactions ENRICHED 28.520 1.6x10-04 0.018

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

KEGG:00533 Glycosaminoglycan biosynthesis - keratan sulfate ENRICHED 47.534 8.0x10-04 0048

Tabelle A 57: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMDs; 48h).

Gene ‘Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

Tyrosine aminotransferase (TAT) 61 0 004 S100P Protein $100-P 3,17 0 0
CYP24A1 Cytochrome P450 24A1 532 0 0 IL6R Interleukin-6 receptor subunit 298 0 0
alpha

PALLD Palladin, cytoskeletal associated X 0 X KLF11 Krueppel-like factor 11 292 0 00l

protein Palladin

RBM24 RNA-binding protein 24

A

Pseudokinase FAM20A FAM20A 4,14 0 0 HSD17B2 17-beta-hydroxysteroid 2,65 0 0
dehydrogenase type 2

AKRIB10 Aldo-keto reductase family 1 0 0
‘member B10

protein Family with sequence
similarity 20, member A

Solute carrier family 2, facilitated Proteinase-activated receptor 2
glucose transporter member 2 (PAR-2)

DUSP13B Dual specificity protein X ‘Transmembrane protein 268 0 0
phosphatase 13B

SLC24A1 Sodium/potassiumy/calcium 0,02 ZBEDS Zin finger BED domain- 0 003
exchanger | (Solute carrier family containing protcin 5
24 member 1)
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Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

Phosphorylase b kinase regulatory

Aryl hydrocarbon receptor N 0 0
subunit alpha, skeletal muscle
isoform

Follistatin (FS) (Activin-binding 23 Cystathionine gamma-lyase 1,65 0 0

protein)

Cystine/glutamate transporter
(Solute carrier family 7 member
1)

Interferon-related developmental X 0 0
regulator 1 Interferon-related
developmental regulator 1

Nuclear protein | (Candidate of
‘metastasis 1) (Protein p8)

Amine oxidase [flavin-containing] 0 003
A

F-box only protein 30 ERBB receptor feedback inhibitor 0 0
1
DNA damage-inducible transcript 2,13 LOC107984551 NA 1,56 0 0,03
3 protein
HINT3 Adenosine 5'- 2,09 0 0,01 SERPINE1 Plasminogen activator inhibitor 1 1,55 0 0
‘monophosphoramidase HINT3
Oxidative stress-induced growth 0 0 RHOQ Rho-related GTP-binding protein 1,53 0 0,01
inhibitor 1 RhoQ
Leucine rich adaptor protein 1-like 0 0 ACADVL Very long-chain specific acyl-CoA 1,49 0 0
dehydrogenase, mitochondrial
SERPINE2 Glia-derived nexin 1,97 0 0 S100A16 Protein S100-A16 1,49 0 0
TMEM35B Transmembrane protein 35B 1,93 0 0 SH3BP2 SH3 domain-binding protein 2 1,49 0 0,02
(3BP-2)
Fatty acid hydroxylase domain- 0 0,01 ITGA2 Integrin alpha-2 1,46 0 0
containing protein 2
Cell cycle progression protein 1 Diamine acetyltransferase 1 1,46 0 0
Collagen triple helix repeat- 0 0,02 Protein argonaute-2 (Argonaute2) 0 0,01
containing protein 1
APTR NA 1,82 0 0,01 Complement decay-accelerating 0 0
factor (CD antigen CDS5)
Down-regulated in gastrointestinal 0 0,01 RSL24D1 Probable ribosome biogenesis 0 0
cancer protein Placenta-specific protein RLP24
gene 8 protein (Protein C15)
Gamma-glutamylcysteine Perilipin Perilipin-2 135 0 0
synthetase regulatory subunit
EGR1 Early growth response protein 1 1,76 0 0,03 CASP8 Caspase-8 (CASP-8) 135 0 0,03
(EGR-1)
Filamin A-interacting protein 1- 0 0 oDnCt Ornithine decarboxylase 1,34 0 0
like
HP Haptoglobin (Zonulin) 171 0 0 DESII Desumoylating isopeptidase 1 131 0 0
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Gene

TMEM129

NIT2

LOC124900275

PITPNA-AS1

Protein_name

E3 ubiquitin-protein ligase TM129

NA

LIM domain transcription factor

LMO4

Omega-amidase NIT2

Methionine—tRNA ligase,
cytoplasmic

NA

phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase

Log2foldchange

CCAAT/enhancer-binding protein
gamma EBP gamma)

MST1

0

MSTIP2_1

FKBP11

TRNP1

ILIR1

DDX49

OXLD1

AIFM2

0

LOC124901892

Macrophage stimulating 1

NA

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
FKBP11

TMF-regulated nuclear protein 1

HCLS]1-associated protein X-1

NADH-ubiquinone oxidoreductase
chain 5

Interleukin-1 receptor type 1

Probable ATP-dependent RNA
helicase DDX49

Oxidoreductase-like domain-
containing protein 1

Ferroptosis suppressor protein |
(FSP1)

NA

1,06

Padj

0

0 0

0

0

0

Gene

DNAJBY

SLC23A2

FBX021

SOAT2

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Dnal homolog subfamily B 1,05 0 0,01
‘member

Solute carrier family 23 member 2, 1,03 0 0
isoform CRA_b

ATP synthase subunit 1,01 0 0

Stanniocalcin-2 0 0

Fibronectin type-IIT domain- K 0 0,03
containing protein 3A (Human
gene expressed in odontoblasts)

Max dimerization protein 4 (Max 0 0
dimerizer 4)

Metalloproteinase inhibitor 3 -1,01 0 0

Elongator complex protein 1 -1,02 0 0

Proprotein convertase 0 0
subtilisin/kexin type 9

C-C motif chemokine 20 (Beta- 0 0
chemokine exodus-1)

RecQ-mediated genome instability 1,04 0 003
protein 2

Cell division cycle 5-like protein -1,06 0 0,01

Borealin (Cell division cycle-
associated profein 8)

Cyelin-A2 (Cyclin-A) (Cyclin A)

Single-pass membrane and coiled-
coil domain-containing protein 4
(Protein FNS)

Calcineurin-binding protein cabin-
I (Calcineurin inhibitor) (CAIN)

Protein FAM83D (Spindle protein
CHICA)

Suppressor APC domain- 0 0
containing protein 2

F-box protein 21, isoform CRA_b

Sterol O-acyltransferase 2 -1,11 0 0

Anhang
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Gene Protein_name Log2foldchange

UNG Uracil-DNA glycosylase (UDG) -1,12

UGT2B7 'UDP-glucuronosyltransferase 2B7 -1,13
(UDPGT 2B7)

PRRI1 Proline-rich protein 11 -1,14

TP53TG1 NA -1,15

FOXM1 Forkhead box protein M1 -1,18

Kinesin-like protein KIF20A -1,19

Dehydrogenase/reductase SDR
family member 2, mitochondrial

Nucleolar and spindle-associated
protein 1 (NuSAP)

Phosphatidylcholine-sterol -1,23
acyltransferase

KIF22 Kinesin-like protein KIF22 -1,25

MCM5 DNA replication licensing factor -1.26
MCM5

PAQRS Membrane progesterone P4 41,27
receptor beta

'AP-4 complex accessory subunit -1,27
RUSCI

4-aminobutyrate aminotransferase,
‘mitochondrial

OSBPLI0 Oxysterol-binding protein -1,29
Oxysterol-binding protein-related

protein 10

Mitotic checkpoint
serine/threonine-protein kinase
BUBI

E3 ubiquitin-profein ligase RNF43

TBX2-AS1 -1,33

CAVIN1

Caveolac-associated protein | 134

TUBB4B Tubulin beta-4B chain -1,34

Pvalue

0

Padj

0

0,02

Gene

CDT1

PHF19

TUBAIB

Protein_name

DNA ligase 1

DNA replication factor Cdt1

PHD finger protein 19

Tubulin alpha-1B chain

Securin (Espl-associated protein)

Zin finger protein 503

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 19

HLA class II histocompatil
antigen gamma chain

Small integral membrane protein
24

Log2foldchange

1,34

138

138

-1,39

141

142

144

-1,45

0

0,02

0,05

0,04

0,01

0

0

GASK1B

PGAM1

LINC00261

FEN1

NCAPG

KIF23

TACC3

PLOD2

SNRNP35

Golgi-associated kinase 1B

Phosphoglycerate mutase |

NA

Flap endonuclease | (FEN-1)

Condensin complex subunit 3

Kinesin-like protein KIF23

Transforming acidic coiled-coil-

containing protein 3 (ERIC-1)

Creatine kinase B-type

Procollagen-lysine,2-oxoglutarate

S-dioxygenase 2

'U11/U12 small nuclear
ribonucleoprotein 35 kDa protein

Pepsinogen C

-1,46

147

-1.49

-151

-1,52

-1,53

-155

-1,57

1,57

-1,58

-1,59

Pvalue

Padj

0,04

Anhang
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Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Dual specificity mitogen-activated 0,04
protein kinase kinase 6
kinase kinase 6)

DNA replication complex GINS 0,02
protein PSF3 DNA replication
complex GINS protein PSF3

Histone deacctylase 8 (HDS) 0,04

DNA replication complex GINS 0,01
protein PSF1

Replication factor C (Activator 1)

2,

-1,69 0 004

Small integral membrane protein 3 0 0

Kazal-type serine protease inhibitor
domain-containing protein 1

GAS2-like protein 3 (Growth
arrest-specific protein 2-like 3)

Gene

ERP27

ODAM

Protein_name

Endoplasmic reticulum resident
protein

Odontogenic ameloblast-associated
protein (Apin)

Arylsulfatase I (AST)

Nuclear factor (Erythroid-derived
2), 45kDa, isoform CRA_a

Basic helix-loop-helix ARNT-like
protein2

Secretagogin

Log2foldchange

2,93

335

3,79

Pvalue

UHRF1 E3 ubiquitin-protein ligase UHRF 1 -1,75 0 0

TENT5A Terminal nucleotidyltransferase SA -1.8 0 0

KIF4A Chromosome-associated kinesin -1,88 0 0,01
KIF4A variant Chromosome-
associated kinesin

NCAPH Condensin complex subunit 2 -1,91 0 0

WRAP53 Telomerase Cajal body protein 1 -1,94 0 0,03
(WD repeat-containing protein 79)

TKI1 ‘Thymidine kinase, cytosolic -1,9 0 0

FBXOS F-box only protein 5 (Early mitotic 2,09 0 0
inhibitor 1)

PAXBP1 C21orf66 protein PAX3- and 23 0 002
PAX7-binding protein 1

PXYLP1 2-phosphoxylose phosphatase 1 2,57 0 0

WDR91 WD repeat-containing protein 91 258 0 003

AKRID1 Aldo-keto reductase family 1 -2,71 0 0
‘member DI

RHOBTB1 Rho-related BTB domain- 2,77 0 0
containing protein 1

Padj

0,04

0,03

Anhang
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Anhang

Tabelle A 58: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,s; 48h).

GO: Biological Process

GO0:0051301 cell division ENRICHED 4.413 5.1x10-10 4.4x10-07

G0:0030174 regulation of DNA-templated DNA replication initiation ENRICHED 28514 2.7x10-08 2.3x10-05

GO:0007052 mitotic spindle organization ENRICHED 9.929 2.5x10-07 2.1x10-04

G0:0000278 mitotic cell cycle ENRICHED 5.778 3.7x10-07 3.2x10-04

GO:0000727 double-strand break repair via break-induced replication ENRICHED 25.742 7.8x10-07 6.6x10-04

GO:0007586 digestion ENRICHED 13.729 3.7x10-06 0.003

GO:0097421 liver regeneration ENRICHED 12.782 5.7x10-06 0.005

GO:0006534 cysteine metabolic process ENRICHED 46.335 1.8x10-05 0.015

GO:1900264 positive regulation of DNA-directed DNA polymerase activity ENRICHED 19.009 4.3x10-05 0.036

GO:0006281 DNA repair enriched 3474 4.5x10-05 0.038

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

R-HSA-69278:1 Cell Cycle, Mitotic ENRICHED 4.911 4.4x10-16 1.3x10-13

R-HSA-176974:1 Unwinding of DNA ENRICHED 36.038 2.0x10-10 6.1x10-08

R-HSA-69306:0 DNA Replication ENRICHED 8.008 2.1x10-09 6.2x10-07

R-HSA-69242:2 S Phase ENRICHED 6.757 1.9x10-08 5.6x10-06

R-HSA-69206:1 G1/S Transition ENRICHED 6.283 4.3x10-07 1.3x10-04

R-HSA-453279:2 Mitotic G1-G1/S phases ENRICHED 5.656 4.8x10-07 1.4x10-04

R-HSA-68886:2 M Phase enriched 3.957 6.6x10-07 2.0x10-04

R-HSA-180786:1 Extension of Telomeres ENRICHED 12.356 7.1x10-06 0.002

R-HSA-69186:1 Lagging Strand Synthesis ENRICHED 15.445 1.3x10-05 0.004

R-HSA-1989781:1 PPARA activates gene expression ENRICHED 5.326 1.7x10-05 0.005

R-HSA-5651801:1 PCNA-Dependent Long Patch Base Excision Repair ENRICHED 14.709 1.7x10-05 0.005

R-HSA-400206:1 ion of lipid ism by Peroxi i tivated receptor alpha (PPARalpha) ENRICHED 5236 1.9x10-05 0.006

R-HSA-174414:1 Processive synthesis on the C-strand of the telomere ENRICHED 22.465 2.0x10-05 0.006

R-HSA-69273:2 Cyclin A/B1 associated events during G2/M transition ENRICHED 14.041 2.2x10-05 0.007

R-HSA-69481:2 G2/M Checkpoints ENRICHED 4.501 3.0x10-05 0.009

R-HSA-110373:3 Resolution of AP sites via the multiple-nucleotide patch replacement pathway ENRICHED 12.871 3.4x10-05 0.010

R-HSA-4615885:2 SUMOylation of DNA replication proteins ENRICHED 8.826 5.1x10-05 0.015
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R-HSA-193807:1 Synthesis of bile acids and bile salts via 27-hydroxycholesterol ENRICHED 16.475 7.9x10-05 0.024

R-HSA-73886:1 Chromosome Maintenance ENRICHED 5.492 9.2x10-05 0.028

R-HSA-535734:2 Fatty acid, triacylglycerol, and ketone body metabolism enriched 3.333 1.2x10-04 0.037

R-HSA-68949:1 Orcl removal from chromatin ENRICHED 6.091 1.3x10-04 0.040

R-HSA-69300:3 Removal of licensing factors from origins ENRICHED 5.924 1.6x10-04 0.047

KEGG Pathway

KEGG:03030 DNA replication ENRICHED 18.721 7.0x10-11 8.4x10-09

KEGG:04114 Oocyte meiosis. ENRICHED 7.722 1.1x10-04 0.013

Tabelle A 59: Differenziell regulierte Metabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,s; 6h).

‘Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey Pubchem 1D KEGG log2FoldChange p_value padj

‘

M955T611 TG(18:1_18:1_22:3) BLEGOUVQUQOKFV-PMPBEHSZSA-N 9545017

»
ks
4
g
5
bl
by

~
n
&
o
S
b
o
b

M852T578 TG(16:0_18:3_18:3) UUODJDDTCVAHOG-NCKOSLRNSA-N 56939517

M927T602 TG(18:1_18:1_20:3) JPZGZSPDZHKRKR-GAJACIJUSA-N 9544571

~
=
3
o
3
3
ol
by

o
o
E

£
®
o
3

M819T576_2 TG(16:1_16:1_16:1) SKGWNZXOCSYJQL-BUTYCLJRSA-N 9543989

g
2
3
-
[
=
Dt
I
=
°
>
2
e
=

G

3
*
2
»
i
2
b

M873T589 G(16:1_18:1_18:2) ‘WHSWXEYWNPTUPW-HNJDVRDNSA-N 25240364 0,03 0,

M807T581 TG(15:0_16:1_16:1) QCXWVNLJUPSHQY-ZLGNLHBLSA-N 56936695 2,17 0,04 0,18

M793T575_2 TG(16:1_12:0_18:1) 2,14 0,04 0,16

M859T584 TG(16:1_17:0_18:3) UQVNCTOQWNCEKB-TZYGYGRMSA-N 9544058 2,13 0,02 0,13

M861T593 TG(16:0_17:1_18:2) OOBFBGMNWGVDHN-WSPMKULJSA-N 9544042 2,05 0,04 0,16

M739T562 TG(16:1_12:0_14:0) 2,01 0,04 0,18

M863T603_1 TG(16:1_17:0_18:1) TYMPJAZCIWGTIL-SADCDALBSA-N 9544030 1.9 0,04 0,16

M887T595 TG(18:1_17:1_18:2) 1,86 0.04 0,16

M858T599

o
2

_18:1_18:1) YBWITEZBUYUNFC-GUIYCBLGSA-N 9544083 1,85 0,04 0,16

5
2
I
>
5
=
s
o
®
s
B

M767T575_2 A

M779T569_2 TG(16:1_13:0_16:1) 1,79 0,02 0,12

M821T587_4 TG(16:1_14:0_18:1) 1,75 0,03 0,14

M875T598 2 TG(16:1_18:1_18:1) YBWITEZBUYUNFC-GUIYCBLGSA-N 9544083 1,67 0,03 0,15

M879T617_2 TG(14:0_14:0_24:1) 1,64 0,04 0,18

M837T602 TG(16:0_16:0_17:1) VYYGQDOPVVYUKW-UKFBYESTSA-N 9543991 1,45 0,04 0,16

M795T587 Thyroxine XUIIKFGFIJCVMT-LBPRGKRZSA-N 5819 C01829 1,35 0,03 0,14
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M877T608_4 TG(16:0_18:1_18:1) JFISYPWOVQNHLS-VIYDLUETSA-N 6442384 1,32 0,05 0,18

M813T423_1 PE(20:4_22:6) KXAGMEXWNHUIQR-OOPACUNWSA-N 52924662 1,06 0 0,04

M377T263 Riboflavin AUNGANRZJHBGPY-SCRDCRAPSA-N 493570 C00255 1,05 0 0,02

M912T451 PI(18:0_22:6) QSUYYEJLNWCMIO-JOWFDBHXSA-N 52928249 -1,01 0,01 0,07

M901T425 PI(18:2_20:4) LKHLQFOBIKTEHB-MZTPQTCGSA-N 52928298 -1,04 0 0,02

M833T496_1 PC(18:0/20:4(5Z_8Z_11Z_14Z)) PSVRFUPOQYJOOZ-QNPWAGBNSA-N 16219824 -1,07 0,02 0,12

M757T510 PC(16:0/16:0) KILNVBDSWZSGLL-KXQOOQHDSA-N 452110 C00157 -1,19 0,03 0,14

M298T37 5'-Methylthioadenosine 'WUUGFSXJNOTRMR-IOSLPCCCSA-N 439176 C00170 -1,26 0,01 0,09

Tabelle A 60: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,s; 24h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj

‘

M813T423_1 PE(20:4_22:6) KXAGMEXWNHUIQR-OOPACUNWSA-N 52924662 1.9 0 0

M634T397 PE(14:0_14:1) FGWIVUFUAVCXMN-HEDIVAJHSA-N 52924129 1,82 0 0,02

E
3
2]
S
3
o
=
=
b
o
3
e
2
e
3

M739T562 TG(16:1_12:0_14:0) 1,53 0,02 0,11

M166T342_4 Cinnamic acid ‘WBYWAXJHAXSINI-SREVYHEPSA-N 5372954 1,46 0 0

M210T497 N8-Acetylspermidine CY9H2IN30O FONIWJIDLJEJTL-UHFFFAOYSA-N 123689 C€01029 1,35 0 0

M643T497 Cer(t18:0_21:0 1,34 0 0,01

M197T443_1 N-Acetylornithine JRLGPAXAGHMNOL-LURJTMIESA-N 439232 C00437 12 0 0

M261T317 Mono(2-cthylhexyl) phthalate  C16H2204 DIDSLBVSSOQSLW-UHFFFAOYSA-N 20393 03343 1 0 0
(MEHP)

M205T36_1 L-Tryptophan QIVBCDUIAJPQS-VIFPVBQESA-N 6305 C00078 -1 0 0,05

M220T37 Pantothenic acid GHOKWGTUZJEAQD-ZETCQYMHSA-N 6613 C00864 -1,05 0 0,02

M242T37_1 Pantothenic acid GHOKWGTUZJEAQD-ZETCQYMHSA-N 6613 C00864 -1,05 0,01 0,07

M454T141_2 LysoPE(16:0/0:0) YVYMBNSKXOXSKW-HXUWFJFHSA-N 9547069 -L1 0 0,01

M226T411 L-Acetylcarnitine RDHQFKQIGNGIED-MRVPVSSYSA-N 7045767 C02571 -1,1 0,02 0,1

M476T142 LysoPE(16:0/0:0) YVYMBNSKXOXSKW-HXUWFJFHSA-N 9547069 -1,19 0 0,01

M748T424 PG(16:1_18:1) QGIXWNRQEFVVRM-GDNUZSQHSA-N 52927146 -1,2 0 0

M482T221_1 LysoPE(0:0/18:0) KIHAGWUUUHJRMS-JOCHJYFZSA-N 53480667 -1,2 0 0,01

M397T407 Ergocalciferol MECHNRXZTMCUDQ-RKHKHRCZSA-N 5280793 C05441 -1,22 0 0,01

M736T412 PE(16:1_18:2) SSRRIJSEUKHYFB-DFCPKGTFSA-N 52924917 -1,25 0 0

M737T412 PG(16:1_16:1) -1,26 0 0

M300T125 Oleic acid ZQPPMHVWECSIRJ-KTKRTIGZSA-N 445639 C00712 -1,29 0 0
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M781T257 PC(16:0/18:2(9Z_127)) JLPULHDHAOZNQI-ZTIMHPMXSA-N 5287971 -1,33 0,01 0,07

M839T416 PG(18:1_22:6) FZIRPYWBMGYDIA-JJTNLPPNSA-N 52926308 -1.4 0 0

M844T416 PG(18:1_22:6) FZJRPYWBMGYDIA-JJTNLPPNSA-N 52926308 <14 0 0

M228T236 Deoxycytidine CKTSBUTUHBMZGZ-SHYZEUOFSA-N 13711 C00881 -1.4 0 0,04

M822T416 PG(18:1_22:6) CAYNNAPUMIJLPCS-JAHUGASZSA-N 52927093 -1,41 0 0

M811T386 PG(16:1_22:6) BRJYLBKRWAAAEC-BHJRESQJSA-N 52927163 -1,42 0 0

M910T426 PI(18:1_22:6) KFOLHAWBMFLWPP-KKAWQDLFSA-N 52928250 -1,43 0 0,01

M189T34_1 Homo-L-arginine QUOGESRFPZDMMT-YFKPBYRVSA-N C01924 -1,45

M901T425 PI(18:2_20:4) TJCXVYFTSOSDAQ-FNYZUTNHSA-N 52928053

NP-001346 CI1HI5N503S

PI(18:0_18:2) AXGVJUACAGEWGQ-QHTWSZFGSA-N 52928299

M892T488 PI(18:0_20:2) OXJINVSPCXCGOJ-GWHVKERKSA-N 52927990

M732T408 PS(16:1_16:1)
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M929T451_1 : H UYYEJLNWCMIO-JOWFDBHXSA-]

M912T451 PI(18:0_22:6) QSUYYEJLNWCMIO-JOWFDBHXSA-N 52928249 -1,79 0 0,01

M868T379 PG(22:6_22:6) -2,08 0 0

M601T175 LysoPI(18:0/0:0) MXAFDFDAIFZFET-HULSIBAWSA-N -2,38 0,01 0,07

Tabelle A 61: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit WY-14643 (BMD,s; 48h).

Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey Pubchem KEGG ID log2FoldChange p_value  padj

=
!

M166T342_4 Cinnamic acid WBYWAXJHAXSINI-SREVYHEPSA-N 5372954 4.6 0 0,02
M175T513_3 L-(+)-Arginine C6H14N402 ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N 6322 C00062 4,58 0 0,02
M175T513_3 L-Arginine ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N 6322 4,58 0 0,02

M169T523 DL-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-UHFFFAOYSA-N 333 0,01 0,1

M169T523 L-Lysine KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 3,33 0,01 0,1

MI175T523_2 L-Arginine ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N 323 0 0,02
B 0

N-acetyltryptophan DZTHIGRZJZPRDV-LBPRGKRZSA-N 3,15 0

M150T384_2 Oxalacetic acid KHPXUQMNIQBQEV-UHFFFAOYSA-N C00036 2,67 0 0,02

M214T62_3 1-Tetradecylamine CI4H3IN PLZVEHJILHYMBBY-UHFFFAOYSA-N 245 0,03 0,14

M106T384 Butyric acid FERIUCNNQQITOY-UHFFFAOYSA-N C00246 2,38 0 0,04

M283T507 Fructose 6-phosphate GSXOAOHZAIYLCY-HSUXUTPPSA-N 69507 C00085 226 0 0,04

M130T523_2 L-Lysine C6H14N202 KDXKERNSBIXSRK-YFKPBYRVSA-N 5962 C€00047 2,14 0 0,05
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MI56T538_1

M813T423_1

M150T36

M400T154

M156T530_1

M634T397

M663T509

M537T450

M156T40

L-Histidine

PE(20:4_22:6)

L-Methionine

L-Palmitoylcarnitine

L-Histidine

PE(14:0_14:1)

DG(18:0_20:4)

Cer(d18:2_16:0)

L-Histidine

M210T497

M857T465

M661T490

M189T543_2

M142T439

M142T439

M647T535

M890T476

M752T513

M162T36_1

M743T478

M891T476

M789T531

N8-Acetylspermidine CYH2IN30
PC(18:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_19Z)
)

DG(18:1_20:4)

Glycerophosphocholine
N6,N6,N6-Trimethyl-L-lysine

CY9H20N202

L-Threonine C4HINO3

L-Homoserine

Irgafos 168 C42H6303P

PI(18:0_18:0)

Isopalmitic acid

PC(16:0/16:0)

Aminoadipic acid

PE(16:0_20:3)

Hex2Cer(d14:1_22:0)

PC(18:0/18:1(9Z))

Oleic acid

MB8I8T550

M162T36_2

M787T495

M132T446_2

M302T48_3

M905T455

Coenzyme Q9

DL-Carnitine C7HI5NO3

PC(18:0/18:29Z_122))

Creatine

Stearic acid

PI(18:0_20:4)

HNDVDQICIGZPNO-YFKPBYRVSA-N

KXAGMEXWNHUIQR-OOPACUNWSA-N

FFEARJCKVFRZRR-BYPYZUCNSA-N

XOMRRQXKHMYMOC-OAQYLSRUSA-N

HNDVDQJCIGZPNO-YFKPBYRVSA-N

KKYHRRVXUVMRIB-QPLOXXCYSA-N

NSXLMTYRMFVYNT-IUIDHQGTSA-N

HNDVDQICIGZPNO-YFKPBYRVSA-N

FONIWJIDLJEJTL-UHFFFAOYSA-N

FAUYAENFVCNTAL-PFFNLMTBSA-N

LWXLWRXRIKMNLM-GOZUYJTOSA-N

SUHOQUVVVLNYQR-QMMMGPOBSA-N

MXNRLFUSFKVQSK-QMMMGPOBSA-N

AYFVYJQAPQTCCC-GBXIJSLDSA-N

UKAUYVFTDYCKQA-VKHMYHEASA-N

JKIJEFPNVSHHEI-UHFFFAOYSA-N

ZONJATNKKGGVSU-UHFFFAOYSA-N

KILNVBDSWZSGLL-KXQOOQHDSA-N

OYIFNHCXNCRBQI-UHFFFAOYSA-N

LMWFNZUKABEGHS-CISNCOODSA-N

ATHVAWFAEPLPPQ-VRDBWYNSSA-N

ZQPPMHVWECSIRJ-KTKRTIGZSA-N

UUGXJSBPSRROMU-WINLUYJISA-N

PHIQHXFUZVPYII-UHFFFAOYSA-N

FORFDCPQKJHEBF-VPUSDGANSA-N

CVSVTCORWBXHQV-UHFFFAOYSA-N

QIQXTHQIDYTFRH-UHFFFAOYSA-N

CBYJKEBKBMWPMN-DSTQNTBHSA-N

Anhang

6274 C00135 0,03

52924662

6137 C00073 1,88 0,01 0,09
11953816 €02990 1,82 0 0,01
6274 C00135 1,74

52924113

6438587

C00135

123689 C01029 1,32

24778876

9543786

440120 C03793 1,14
6288 C00188
12647 C00263 113

91601

-1,01

-1,02

452110 C00157 -

C00956

52924920 -1,08

24778825 -1,13

C00712

5280473 01967 -1,18
_
122
I
6441487 123
586 €00300 -134 0,04 0,17
5281 01530 137 0 0,01
52928051 137 0,02 0,11




Anhang

M732T305 stearoyl sphingomyelin LKQLRGMMMAHREN-YJFXYUILSA-N 6453725 - 0,02

MB805T254 PC(16:0/20:4(5Z_8Z_11Z_14Z7)) IIZPXYDJLKNOIY-JXPKJXOSSA-N 10747814 -1,47

-5 0 0

M736T412 PE(16:1_18:2) LGHHSOARZMNIGJ-DFCPKGTFSA-N 52924360

M397T407 Ergosterol DNVPQKQSNYMLRS-KQYMERMZSA-N 21775588 C01694 -153 0,01
_

M811T386 PG(16:1_22:6) XDURMKGSYHXINA-WHPMWQHLSA-N 52927088 -1,55
I

M737T412 PG(16:1_16:1) -1.56
I

M522T298 LysoPC(18:1(9Z)) JXGLGTFMAQOJBB-HEDKFQSOSA-N 24779456 -1,56

M522T298 LPC(18:1) YAMUFBLWGFFICM-SEYXRHQNSA-N -1,56
_
M522T298 LPC(18:1) YAMUFBLWGFFICM-PTGWMXDISA-N 16081932 -1,56
I
M522T298 LPC(18:1) SULIDBRAXVDKBU-ZOGNMOHXSA-N 24779493 -1,56
I
M522T298 LPC(18:1) LXHJYOQXXHUOHA-UPTOSOBMSA-N 24779492 -1,56

M189T34_1 L-Targinine NTNWOCRCBQPEKQ-YFKPBYRVSA-N 132862 C03884 -

M811T496_2 PC(18:0/18:1(92)) ATHVAWFAEPLPPQ-VRDBWYNSSA-N 24778825 -1,65

M298T37 5'-Methylthioadenosine 'WUUGFSXJNOTRMR-IOSLPCCCSA-N 439176 C00170 -1,67 0,01 0,08
-
M865T423 PG(20:2_22:6) VQPCWRHABHPMPD-SHPFUTTASA-N 52926853 1,71
I
M813T471 PS(18:0_20:4) SVOUGFFDROZBJI-DNALCEECSA-N 24779545 -1,75
-
M482T221_1 LysoPE(0:0/18:0) KIHAGWUUUHJRMS-JOCHJYFZSA-N 53480667 -1,76

M822T416 PG(18:1_22:6) FZJRPYWBMGYDIA-JJTNLPPNSA-N 52926308 -1,82

M839T416 PG(18:1_22:6) FZIRPYWBMGYDIA-JJTNLPPNSA-N 52926308 -1,82

M844T416 PG(18:1_22:6) FZIJRPYWBMGYDIA-JJTNLPPNSA-N 52926308 -1,82

SM(d18:1/24:0) QEDPUVGSSDPBMD-XTAIVQBESA-O -1,86

M1025T443 Hex3Cer(d18:1_16:0) -1,88

M755T510 PE(20:0p_18:3)

M300T125 Sphingosine ‘WWUZIQQURGPMPG-CCEZHUSRSA-N 5353955 C00319 -1,98

M205T36_1 L-Tryptophan QIVBCDIJIAJPQS-VIFPVBQESA-N C00078

2,1 0 0,01

M1137T528 Hex3Cer(d18:1_24:0)
M232T37 Butyrylcarnitine QWYFHHGCZUCMBN-SECBINFHSA-N 213144 02862 2,13
_
M901T425 PI(18:2_20:4) ICXVYFTSOSDAQ-FNYZUTNHSA-N 52928053 2,17
M912T451 PI(18:0_22:6) DJVOKHFQPGWUPK-SWXQTFNJSA-N 52927465 -2,33 0,03 0,16
-
M389T410 ELK C17H32N406 -2,35
-
M864T461 PI(18:0_18:2) KZVRAFHIKMDULK-HAVSRZFESA-N 52928409 -2,37
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M732T408

M929T451_1

M892T488

M601T175

MB868T379

M287T497

PS(16:1_16:1)

PI(18:0_22:6)

PI(18:0_20:2)

LysoPI(18:0/0:0)

PG(22:6_22:6)

NI_N12-Diacetylspermine

243
QSUYYEJLNWCMIO-JOWFDBHXSA-N 52928249 247
OXJINVSPCXCGOJ-GWHVKERKSA-N 52927990 2,79
MXAFDFDAIFZFET-HULSJIBAWSA-N 2,91
3,05
NPDTUDWGIMBVEP-UHFFFAOYSA-N 132680 03413 ERT

Tabelle A 62: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD); 6h).

Gene

SLC20A2

Protein_name

E3 ubiquitin-protein ligase
RNF103

Dehydrogenase/reductase SDR
family member 2, mitochondrial

Sodium-dependent phosphate

transporter 2 (Solute carrier family

DNA polymerase beta

Bone morphogenctic protein 4

Zinc finger CCHC domain-

Padj

containing protein 2

Tabelle A 63: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD; 6h).

GO: Biological Process

G0:0030224 monocyte differentiation

6.1x10-05 0.008

Tabelle A 64: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD); 24h).

Gene

SLC6A14

SERPINHI

Protein_name

Dehydrogenasc/reductase SDR family
member 2, mitochondrial

Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase,
cytoplasmic (HMG-CoA synthasc)

Diphosphoinositol polyphosphate
phosphohydrolase 2 (DIPP-2)

Sodium- and chloride-dependent neutral
and basic amino acid transporter

Serpin HI (47 kDa heat shock protein)

o Gene, ‘Protein_name, Log2foldchange Pvalue  Padj

HSDI17B2 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 0 0
type 2
AP-1 complex subunit mu-2 (AP-mu 0 001
chain family member mulB)
Homeobox protein Hox-D1 Homeobox 0 0
protein Hox-D1
Beta-enolase 0 0
NA 2,43 0 0




Anhang

Tabelle A 65: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD; 24h).

GO: Biological Process

G0:0009636 response to toxic substance ENRICHED 39.534 5.8x10-05 0.005

GO:0008206 bile acid metabolic process ENRICHED 128.267 1.1x10-04 0.010

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

R-HSA-193368:1 Synthesis of bile acids and bile salts via 7alpha-hydroxycholesterol ENRICHED 83.652 2.7x10-04 0.008

R-HSA-194068:2 Bile acid and bile salt metabolism ENRICHED 45810 8.9x10-04 0.027

KEGG Pathway

Lysosome 0.002 0.021
Tabelle A 66: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD; 48h).
Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA VPS13A Intermembrane lipid transfer protein
isomerase, mitochondrial 'VPS13A (Chorea-acanthocytosis

w
)
2
o
o

|
g

FAMS3F Protein FAM&3F 6,22 0 0,03 UV-stimulated scaffold protein A
Uncharacterized protein

DKFZp434C189

w
o

TRMT-like protein Zine finger protein 813

‘WD repeat and HMG-box DNA-

/AP-3 complex subunit beta-1
binding protein | (Adaptor protein complex AP-3
subunit beta-1

LNPEP Leucyl-cystinyl aminopeptidase 4,07 KATS regulatory NSL complex
(Cystinyl aminopeptidase subunit 2 (NSL complex protein
NSL2
C2orf76 'UPF0538 protein C2orf76 3,92 0 0,03 PEG3-AS1
CEP70 Centrosomal protein of 70 kDa 3,82 ATPase family AAA domain-
(Cep70) (p10-binding protein) containing protein 2B cDNA
FLJ43730 fis, clone TESTI1000390
SAMDI1 Sterile alpha motif domain- 3,58 MIPOLI protein Mirror-image
containing protein 11 polydactyly gene 1 protein
ZSCAN26 Zinc finger and SCAN domain 3,53 0 0,03 SLC26A11 Sodium-independent sulfate anion 0 0,02
containing 26 (Zinc finger protein transporter (Solute carrier family 26
187, isoform CRA_b) member 11)
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Anhang

Gene Protein_name Log2foldchange _ Pvaluc _ Padj Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

Transmembrane emp24 domain- 0 0 PCNA-associated factor (Hepatitis C 0
containing protein 7 virus NS5A-transactivated protein 9)

Zinc finger CCCH domain- 0 PH-interacting protein (PHIP) 0,01
containing protein 4 (DDBI- and CULA-associated factor
14

Vesicle-trafficking protein SEC22a 0 X Golgi pH regulator B (Protein 0,04
(SEC22 vesicle-trafficking protein GPR89B) G protein-coupled receptor
homolog A} 89A isoform

Mitochondrial import receptor CCHC-type zinc finger nucleic acid 0
subunit TOMS homolog binding protein

Golgin subfamily A member 8B 0 X 315" exoribonuclease HELZ2 0 003
(Golgin-67)

OTU domain-containing protein | 2,54 0 003 Alpha-mannosidase 2 2,11 0 0
(DUBA-7)

[Exocyst complex component 8 . 0 X 1-phosphatidylinositol 4,5-
(Exocyst complex 84 kDa subunit) bisphosphate phosphodiesterase beta-

A kinase (PRKA) anchor protein 7 . 0 Protein phosphatase inhibitor 2 (IPP-
A-kinase anchor protein 7 isoforms 2)
alpha and beta

ATP-dependent RNA helicase X 0 X Dual specificity protein phosphatase
DHX29 3

<DNA FLJ35817 fis, clone X 0 X Cytochrome ¢ oxidase subunit 6A1,
TESTI2006120 ‘mitochondrial

MAP3K12 Mitogen-activated protein kinase , 0 Sorting nexin-21 (Sorting nexin L)
kinase kinase 12 (SNX-L)

Protogenin (Profein Shen-Dan) 242 0 X Cyelin-dependent kinases regulatory

subunit 2 (CKS-2)

PRMTS-AS1 NA 24 0 Cullin-5 (CUL-5) (Vasopressin-
activated calcium-mobilizing

Reticulon-4 (Foocen) (Neurite
outgrowth inhibitor)

Peptidyl-glycine alpha-amidating C6orf62 Uncharacterized protein C6orf62
‘monooxygenase (PAM) (HBV X-transactivated gene 12
iroteml
Rho GTPase-activating protein 5 ATGI12 Ubiquitin-like protein ATG12
(Autophagy-related protein 12)
APG12-like)
RAPGEF6 Rap guanine nucleotide exchange 2,32 USP8 ubiquitinyl hydrolase 1

factor 6

G-protein-signaling modulator 2 0 0,02 PUS10 tRNA pseudouridine synthase Pus10 0 0,04
(Mosaic protein LGN) (Hup10)

MEN1 Menin

Putative Polycomb group protein
ASXL2 (Additional sex combs-like
ein 2]

Sorting nexin-22 0 PTPRG protein Receptor-type 0 001
tyrosine-protein phosphatase gamma
La-related protein 4B 224 0 LRRCT5A Leucine-rich repeat-containing 185 0 0

protein 75A (Leucine-rich repeat-

'Ubiquitin-conjugating enzyme E2 B Cell cycle checkpoint control protein
RAD9A (DNA repair exonuclease
rad9 homolog A)

260



Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

ATP6VOEL V-type proton ATPase subunit e 1 181 0

Thioredoxin-interacting protein L5 0 0

KIF3B Kinesin-like protein KIF3B 178 Acyl-coenzyme A thioesterase 13 0 0
(HH0048) (Acyl-CoA thioesterase 13)

NCKAP1 Nek-associated protein 1 (NAP 1) 175 Ligand-dependent corepressor 0 0
(LCoR) (Mblk1-related protein 2)

Ribonuclease P protein subunit p30 Protein disulfide-isomerase TMX3 0 0,03
(RNaseP protein p30)

(Thioredoxin-related transmembrane
tein 3

ATP-binding cassette, sub-family A 171 HLA class IT histocompatibility 0 0
(ABCI), member 1 antigen gamma chain
SCL-interrupting locus protein Cytochrome ¢ oxidase subunit 1 1,43 0 0
(TAL-1-interrupting locus protein)
'MRG/MORF4L-binding protein PTGRI Prostaglandin reductase | 143 0,01 0,04
(MRG-binding protein)
Homeobox protein MIXL1 1,68 0 ABCB7 Tron-sulfur clusters transporter 1,42 0 0,02
(Homeodomain protein MIX) ABCB?, mitochondrial

PIGO-AS1 NA 1,67 0 0 MTAP S-methyl-5"-thioadenosine 1,41 0 0,01
phosphorylase

TWF1 Twinfilin-1 (Protein A6) (Protein 1,66 CCR4-NOT transcription complex
tyrosine kinase 9) subunit 2 (CCR4-associated factor 2)

LGALS2 Galectin-2 1.4 0 0

Transcription activator BRG1

Cullin-4B (CUL-4B) 1,64 X Mucosa-associated lymphoid tissue
Iymphoma translocation protein |

Guanine nucleotide exchange factor , 0 Fibrinogen gamma chain Testicular
VAV2 (VAV-2) tissue protein Li 70

NDEL1 Nuclear distribution protein nudE- 1,38 0 0
like 1 (Protein Nudel) (Mitosin-
associated protein |

Lysosome membrane profein 2

Beta-hexosaminidase subunit beta Ornithine decarboxylase

PITPNA-AST NA 1,58 Ubiquitin-fold modifier 1 1,36 0 0

TP53INP1 ‘Tumor protein p53-inducible nuclear 1,57 ALAD Delta-aminolevulinic acid 0,01 0,05
protein 1 (Stress-induced protein) dehydratase

DCTN4 Dynactin subunit 4 Dynactin subunit 1,56 Dehydrogenase/reductase SDR
4 (Dynd) family member 2, mitochondrial

ATP synthase subunit Polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase

Zinc finger protein 131 1,54 NEDD# family-interacting protein 1
(Breast cancer-associated protein
SGA-1M)

Protein CREG! (Cellular repressor of
ElA-stimulated genes 1)

Protein GOLM2 (Cancer
susceptibility candidate gene 4
tein)

Syntenin-1 (Melanoma
differentiation-associated protein 9) 1la

Protein enabled homolog Mena delta

Anhang
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Gene

GTF3C3

GNI

TARS2

Protein_name

General transcription factor 3C
polypeptide 3 (Transcription factor
1IIC 102 kDa subunit)

Glycerophosphodiester

phosphodiesterase 1

Keratinocyte-associated protein 2
(KCP-2)

Septin-7 (CDC10 protein homolog)

Phosphatase and actin regulator 4

‘WD repeat-containing protein 26
(CUL4- and DDBI-associated WDR
rotein 2;

Pleiotropic regulator 1

MTIF2 protein Translation initiation
factor IF-2, mitochondrial (IF-2(Mt))
IF-2Mt) (IF2(mt

Small ribosomal subunit protein uS14
(40S ribosomal protein S29)

Cyanocobalamin reductase /
alkylcobalamin dealkylase

Transcription elongation factor A
protein-like 9

CDC2 protein Cyclin-dependent
kinase 1 (CDK1)

Homeobox protein MSX-1
(Homeobox protein Hox-7) (Msh
‘homeobox 1-like protein)

LAMBI protein Laminin subunit
beta-1 (Laminin B chain)

Forkhead box protein N3
(Checkpoint suppressor 1)

Calcium load-activated calcium
channel (CLAC channel) (GEL
lex subunit TMCO1

Transmembrane protein 1068

Vacuolar fusion protein CCZ1
‘homolog Vacuolar fusion protein
CCZ1 homolog B

PHD finger protein 3

Isoleucine--tRNA ligase,
‘mitochondrial

Log2foldchange  Pvalue  Padj Gene Protein_name Log2foldchange _ Pvalue _ Padj

Adhesion G-protein coupled receptor 1,14 0 0
G6

Probable ATP-dependent RNA 1,14 0 0,03
helicase DDX47

Antizyme inhibitor 1 (AZI) (AZII)

(Ornithine decarboxylase antizyme
inhibitor)

0,01 COA1 Cytochrome ¢ oxidase assembly
factor 1 homolog

Low-density lipoprotein receptor 0 0
(LDL receptor)

COX7B Cytochrome ¢ oxidase subunit 7B,
m]lochondnal (Cylochmme ¢ oxidase

DPAGT1 UDP-N-acetylglucosamine—dolichyl-
phosphate N-acetylglucosamine-

ihosihotmnsfmse

HMGN3 High mobility group nucleosome-
inding domain-containing protein 3

0,01

5'nucleotidase (Thymidylate 5'- 1,1 0 0,03
phosphatase)

Fumarate hydratase, mitochondrial
(Fumarase) (HsFH)

Succinate--CoA ligase [ADP/GDP-
forming] subunit alpha,
‘mitochondrial

Forkhead box protein P1 (Mac-1-
regulated forkhead) (MFH) 12CC4

ORM I-like protein 1 (Adoplin-1)

Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase

ALDH9A1 4-trimethylaminobutyraldehyde

dehydrogenase (TMABA-DH)

Matrin-3 Clone CDABP0107 mRNA
sequence

NEDD# family-interacting protein 2 0 0,01
(NEDD4 WW domain-binding
otein SA]

Solute carrier family 35 member BI 0 0
(ATP/ADP exchanger ER)

Glutathione peroxidase 2 (GPx-2) 0 0
(GSHPx-2)

408 ribosomal protein S4 Small 0 0
ribosomal subunit protein eS4, X
isoform

Guanine nucleotide-binding protein-
like 3 (E2-induced gene 3 protein)

WW domain-containing adapter 1,06 0 0,01
protein with coiled-coil

ATP5MJ

115 0

ATP synthase subunit ATPSMJ,
‘mitochondrial

Anhang

262



Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

Cullin-3 (CUL-3) Distal membrane-arm assembly
complex protein 2 (ATP synthase
subunit s-like protein)

Large ribosomal subunit protein Pleckstrin homology domain-
bL35m (39S ribosomal protein L35, containing family B member |
‘mitochondrial) (L35mt

Large ribosomal subunit protein Prenylated Rab acceptor protein |
(PRAI family protein 1)

Trimeric intracellular cation channel X Pescadillo homolog
type B (TRIC-B) (TRICB)
Transmembrane protein 38B)

DNA topoisomerase 2-alpha FUS protein (Fusion (Involved in
1(1216) in malignant liposarcoma),
isoform CRA a)

Uncharacterized protein MAPK regulated corepressor
DKFZp762M013 Crooked neck-like interacting protein 2 (Protein
FAMI95A)

Succinate—CoA ligase [ADP- Evolutionarily conserved signaling
forming] subunit beta, mitochondrial intermediate in Toll pathway,
mitochondrial (Protein SITPEC

PRELI domain-containing protein 1, Large ribosomal subunit protein
‘mitochondrial mL46

'ADP-ribosylation factor GTPase K Antithrombin-IIT (ATIII) (Serpin C1) 0 0
activating protein 1 isoform

Protein phosphatase 1 regulatory o X Solute carrier family 6 member 14 0 0,02
subunit 35

AKR1B10 Aldo-keto reductase family 1 X 0,03 ANP32E Acidic leucine-rich nuclear
‘member B10 phosplwpmem 32 fanuly member E
ot LANP-

TUBB_6 1,02 0 SEC16A Protein transport protein Secl6A
(SEC16 homolog A) (p250)

BPI fold-containing family B K 0 Fibulin-1 (FIBL-1)
‘member 2

UDP-glucose 4-epimerase K 0 PAXIPI-associated glutamate-rich
protein 1 (Glutamate-rich coactivator
interacting with SRC1

PPPIRI6A Protein phosphatase 1 regulatory -1,03 0 Small ribosomal subunit protein eS21
subunit 16A (Myosin phosphatase- (408 ribosomal protein S21)

Iarini subunit 3

PDPK1 3-phosphoinositide-dependent LU Clusterin (Aging-associated gene 4
protein kinase 1 (WPDK1) protein) (Apolipoprotein J)

Reelin 0 Glutaredoxin-related protein 5,
‘mitochondrial (Monothiol
lutaredoxin-5.

Mitotic spindle assembly checkpoint K 0,01 0,04 RNASEH2A Ribonuclease H2 subunit A (RNase
protein MAD2B (Mitotic arrest H2 subunit A)
deficient 2-like protein 2;

High mobility group protein HMG- F-box only protein 25
I'HMG-Y

Cathepsin D Myc proto-oncogene protein 0 0
MICOS10 MICOS complex subunit MIC10 X SPAG7 Sperm-associated antigen 7 -L,17 0 0
(Mitochondrial inner membrane
izing system protein 1
Kynurenine formamidase (KFA) K HMOX1 Heme oxygenase 1 (HO-1) 117 0 0,01

(KFase)

Anhang
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Anhang

Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj Gene Protein_name Log2foldchange _ Pvaluc _ Padj

Mitochondrial inner membrane 0 0,02 PATZ1 POZ-, AT hook-, and zinc finger- -1,29 0 0,02
protein Mpv17 (Protein Mpv17) containing protein 1
Protein Mpv17

ATPase GET3

Zinc finger protein 444 (Endothelial 0 0,01
zinc finger protein 2) (EZF-2)

Stress-induced-phosphoprotein 1 1,18 Nucleolar protein 16 (HBV pre-S2 0 0
(Hsc70/Hsp90-organizing protein) trans-regulated protein 3)

CCEPR NA -1,18 0 0,04 Growth differentiation factor 7 0,01 0,05
Growth/differentiation factor 7
GDF-7

Cell growth-regulating nuclcolar -1,19 Proteasome assembly chaperone 1 0 0
protein (PAC-1) (Chromosome 21 leucine-
rich protein

5'-deoxynucleotidase HDDC2 -1,19 0,01 Alanine aminotransferase 2 (ALT2) 0 0

‘Adenosine kinase (AK) -1,2 Ubiquitin thioesterase OTUBI -1,33 0 0

C4b-binding protein alpha chain X X PCOLCE Procollagen C-endopeptidase -133 0 0,02
(C4bp) (Proline-rich protein) (PRP) cerl

Large ribosomal subunit protein eL.28

Thyroid transcription factor 1- 0 0,03
(60S ribosomal protein L28) i

associated protein 26

Transmembrane protein 141

Heat shock protein beta-1 -1,36 0 0

ATPIAL Sodium/potassium-transporting
'ATPase subunit alpha-1 (Na(+)/K(+)
ATPase alpha-1 subunit)

Mitochondrial import inner 0 0
membrane translocase subunit Tim23

MIR4435-2HG NA -1,36 0 0,03

NADH dehydrogenase [ubiquinone]
1 alpha subcomplex assembly factor

Partner of Y14 and mago -1,22 B-cell receptor-associated protein 31 0 0

(BCR-associated protein 31)

Homeobox protein Hox-D1
Homeobox protein Hox-D1 AS1

Glutathione S-transferase :
Glutathione S-transferase A1

WD repeat-containing protein 55 123

Arginine vasopressin-induced protein
1 (AVP-induced protein 1)

PHLPP1 PH domain leucine-rich repeat-
containing protein phosphatase 1

1GFBP1 Insulin-like growth factor-binding -1,26 Tetratricopeptide repeat protein |
protein 1 (TPR repeat protein 1)

Nucleolar transcription factor 1
(Autoantigen NOR-90)

SRSF protein kinase 1 (SFRS
protein kinase 1) (Serine/arginine-
rich protein-specific kinase |

pre-rRNA 2-O-ribose RNA
methyltransferase FTSI3

ETS domain-containing protein Elk-1
ELK1, member of ETS oncogene
famil

Squamous cell carcinoma antigen
recognized by T-cells 3 (SART-3)

PPPIR7 Protein phosphatase 1 regulatory
subunit 7 (Protein phosphatase 1
regulatory subunit 22

Bone morphogenetic protein 4 -1,29 Bile acid receptor (Farnesoid X-

activated receptor)

Targeting protein for XkIp2 EPB41LS Band 4.1-like protein 5 (Erythrocyte
membrane protein band 4.1-like 5)
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Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj Gene
ccpCi67 Coiled-coil domain-containing -1,46 0 0 HGHI
protein 167

IRF3 Interferon regulatory factor 3 (IRF-3) -1,46 0 0 H4C3

nucleotidase domain-containing
protein 2

ccpc1z Coiled-coil domain-containing
protein 12 Coiled-coil domain

oomzmmi 12

PHFI13 PHD finger pmtem SPOCI PHD .01 GPERI
finger protein 13

-1,5 0 0

Fibronectin type I11 domain- X HSBPILI
containing protein 10

MRPS9 Small ribosomal subunit protein -1,51
uS9m (288 ribosomal protein S9,

mitochondrial}

TSC22D1 TSC22 domain family protein 1 -1,51
(Cerebral protein 2) (HUCEP-2)

SLC25A42 Mitochondrial coenzyme A
transporter SLC25A42 (Solute carrier
family 25 member 42)

LINC02413

SLC38AS Sodium-coupled neutral amino acid -1,54
transporter 5 (Solute carrier family

38 member i

MED4 Mediator of RNA polymerase II -1,55 INPP5A
transcription subunit 4 (Activator-
recruited cofactor 36 kDa

Annexin A9 (Annexin XXXI) -1,56
(Annexin-31) (Annexin-9)

Pemihmun

Small EDRK-rich factor 2 (Gastric -1,57
cancer-related protein VRG107)

MFSrelI

SLCTAS Large neutral amino acids transporter -1,58
small subunit 1 (4F2 light
chain)(Solute carrier family 7

E2F1 Similar to E2F transcription factor 1 -1
Transcription factor E2F1 (E2F-1)

PBR3

SERPINA3 Alpha-1-antichymotrypsin -1,61

S100A16 Protein $100-A16 -1,62 0 0

Anion exchange protein 2 (AE 2)
(Anion exchanger 2) (Non-erythroid
band 3-like protein) (BND3L)

PACSIN2

CoQ2 4-hydroxybenzoate -
polyprenyltransferase, mitochondrial

(4-HB iolirenitransfemse

Hemopexin (Beta-1B-glycoprotein) -1,65
(HPX protein)

CTDNEP1

HSD17B2

Platelet-derived growth factor
receptor beta (PDGF-R-beta)
(PDGFR-beta)

Protein_name

Protein HGHI homolog

Histone H4

Prohibitin Prohibitin 1

E3 ubiquitin/ISG15 ligase TRIM25

G-protein coupled estrogen receptor
1 (G protein-coupled estrogen
receptor |

Heat shock factor-binding protein 1-
like protein 1

Spermatogenesis-associated protein 2
cDNA FLJ50158

[Endosome-associated-trafficking
regulator 1 (Antigen NY-CO-3)

Nucleoside diphosphate kinase 3
(NDK 3) (NDP kinase 3)

Serine/threonine-protein phosphatase
2A activator

Succinate--hydroxymethylglutarate
CoA-transferase

Inositol polyphosphate-5-
phosphatase A

N-acetylaspartate synthetase (NAA
synthetase)

Peroxisomal sarcosine oxidase (PSO)

Polyamine-modulated factor 1 (PMF-
D

Spermine oxidase

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein DO (hnRNP DO)

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein D-like (hnRNP D-
like,

Protein kinase C and casein kinase
substrate in neurons protein 2
Syndapin-2

CTD nuclear envelope phosphatasc 1
(Serine/threonine-protein
hosphatase dullard

17-beta-hydroxysteroid
dehydrogenase type 2

ATP-binding cassctte sub-family C
member 3

Log2foldchange

-1,68

-1,69

-1,84

Pvalue

0,01

Pad)

0,03

0,05

Anhang
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Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy Small integral membrane protein 29 0 002
chain H3 (Protein LBH)

Thialysine N-cpsilon-
acetyltransferase (Diamine
acetyltransferase 2

Complement component C8 alpha 001 004
chain (Complement component 8
subunit alpha

Homeobox protein Hox-A3
(Homeobox protein Hox-1E)

F-box only protein 2 - 0 0

Transmembrane protein 242 -1,98 0 0, Ras-related protein Ral-B 0 0

Thrombospondin-1 (Glycoprotein G) 2,01 Krueppel-like factor 15 (Kidney- 0 0,03
enriched krueppel-like factor)

Decidual protein induced by 22,03 Nuclear Pralein 1 ((;andidme of 0 0
progesterone metastasis 1) (Protein p8)

g g Serine incorporator 2 (Tumor 0 [
ASGR2 Asialoglycoprotein receptor 2 2,04 ¢ \corp .
(ASGP-R 2) (ASGPR 2) (li_lktzeremally expressed profein 2-
i

Ankyrin repeat and BTB/POZ 0 0

NDUFAL NADH deh: iquit -2,0°
UFAL3 dehydrogenase [ubiquinone] 07 domain-containing protein 2

1 alpha subcomplex subunit 13

KCNAB2 Voltage-gated potassium channel 209 Y DDIT3 DNA damage-inducible transcript 3 0 0
subunit beta-2 protein

METRN Meteori o3 CPLX2 Complexin-2 (Complexin ID) (CPX 0 0
eorin 1) (Synaphin-1)

HEXA Beta-hexosaminidase subunit alpha 2,14 0 0 Glycerol kinase (Glycerokinase) 328 0 0
(Beta-N-acetylhexosaminidase
subunit alpha)

Inactive rhomboid profein |
(iRhom!1) (Epidermal growth factor
receptor-related protein

|

SERPINE1 Plasminogen activator inhibitor 1 2,16 0

Macrophage colony-stimulating

HIRA Protein HIRA (TUPI-like enhancer -2,22 factor 1 (CSF-1) (M-CSF)

of split protein 1)

SLC37A2 Glucose-6-phosphate exchanger
SLC37A2 (Solute carricr family 37
member 2)

EGFR-AS1 NA 2,23

Cytoplasmic aconitate hydratase
(Aconitase)

Bifunctional heparan sulfate N-
deacetylase/N-sulfotransferase 1

Transcription factor MafK (Erythroid
transcription factor NF-E2 p18
subunit

Cytochrome P450 2W1

RBM3 RNA-binding protein 3 (RNA- 233 0 0
binding motif protein 3) (RNPL)

CHADL ‘Chondroadherin-like protein -2,35 0 0,03

SAMDI10 Sterile alpha motif domain- -2,36 0 0
containing protein 10 (SAM domain-
containing protein 10;

ZBTB7B Zinc finger and BTB domain- 2.4 0,01 0,05
containing protein 7B (Krueppel-
related zinc finger protein cKrox)

Anhang
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Anhang

Tabelle A 67: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD; 48h).

GO: Biological Process

GO:0050911 detection of chemical stimulus involved in sensory perception of smell DEPLETED 0.074 9.1x10-07 0.002

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

R-HSA-388396:2 GPCR downstream signaling depleted 0.283 7.0x10-07 2.9x10-04

R-HSA-381753:3 Olfactory Signaling Pathway DEPLETED 0.074 1.3x10-05 0.006

Path/Term

Name Dircction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

KEGG:05219 Bladder cancer ENRICHED 7.623 9.4x10-05 0.015

Tabelle A 68: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD,; 6h).

Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGGID  log2FoldChange p_value padj

M468T98 LPC(14:0) 'VXUOFDJKYGDUJI-OAQYLSRUSA-N 460604 LI 0 0,03

M298T37 5'-Methylthioadenosine 'WUUGFSXJNOTRMR-IOSLPCCCSA-N 439176

Tabelle A 69: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD,; 24h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG ID log2FoldChange p_value padj

M306T39_2 PROQIPRRNZUXQM-ZXXIGWHRSA-N C05141

Tabelle A 70: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD; 48h).

Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj

‘

M242T89_4 Bis(2-ethylhexyl) amine CI6H35N SAIKULLUBZKPDA-UHFFFAOYSA-N 7791 2,56 0,01 0,06

M306T39_2 2-Hydroxyestradiol DILDHNKDVHLEQB-XSSYPUMDSA-N 247304 C€05301 13 0 0,04

M90T446 Sarcosine FSYKKLYZXJSNPZ-UHFFFAOYSA-N 1088 €00213 1,26 0,01 0,06

M90T446 beta-Alanine 'UCMIRNVEIXFBKS-UHFFFAOYSA-N 239 €00099 1,26 0,01 0,06

MB805T254 PC(18:2(9Z_122)/18:2(9Z_127)) FVXDQWZBHIXIEJ-LNDKUQBDSA-N 5288075 -1,23 0 0,03

M805T254 PC(18:0/20:4(5Z_8Z_11Z_14Z)) PSVRFUPOQYJOOZ-QNPWAGBNSA-N 16219824 -1,23 0 0,03

M302T157 Sphinganine OTKIDMGTUTTYMP-ZWKOTPCHSA-N 91486 C00836 -13 0,01 0,1

M781T257 PC(16:0/18:2(9Z_12Z)) JLPULHDHAOZNQI-ZTIMHPMXSA-N 5287971 -2,28 0 0,04
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Tabelle A 71: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMDs; 6h).

Anhang

Gene

RAB23

Protein_name

Arginine/serine-rich protein 1

Bone morphogenetic protein
receptor type-2 (BMP type-2
receptor)

Sodium/hydrogen exchanger

(Solute carrier family 9 member
1

Metallothioncin-1B (MT-1B)

Ras-related protein Rab-23

E3 ubiquitin-protein ligase
RNF103

tor of growth protein

Inhi
Inhibitor of growth protein 1

Inositol monophosphatase 1
(IMP 1) (IMPase 1)

F-box only protein 33

Nuclear receptor coactivator 1
(NCoA-1)

Protein BTG1 (B-cell
translocation gene 1 protein)

Metallothionein-1G (MT-1G)

GAN Giant axonal neuropathy
(Gigaxonin)

GTF2B Transcription initiation factor I1B

ACSL4 Long-chain-fatty-acid--CoA
ligase 4

TOX3 TOX high mobility group box
family member 3

Ribosomal protein S6 kinase

Ectodermal-neural cortex (With
BTB-like domain)

‘Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 19

Ribosome biogenesis regulatory
protein homolog

Log2foldchange

L16

1,02

Pvalue

Padj

0

Gene

LINC00261

CEACAM1

RGS19

Protein_name Log2foldchange

Arf-GAP domain and FG repeat-
containing protein 2

Adhesion G-protein coupled
receptor G6

Plasmolipin (Plasma membrane
proteolipid)

S-adenosylmethionine synthase
isoform type-1 (AdoMet
synthase 1)

Tribbles homolog 3

Sodium-dependent phosphate
transporter 2 (Solute carrier
family 20 member 2) Phosphate

Acylpyruvase FAHDI,
‘mitochondrial

CCN family member 2 (Cellular
communication network factor 2)

Cell adhesion molecule
CEACAMI (Biliary glycoprotein
1) (BGP-1)

PX domain-containing protcin |

Metalloreductase STEAP3

Regulator of G-protein signaling -126
19 (RGS19)

Peroxisome biogenesis factor 10

TLC domain-containing protein
3A (Protein CT120) (Protein
FAMSTA)

Notchless protein homolog 1

Kynureninase (L-kynurenine -139
hydrolase)

DNA-directed RNA polymerase
1T subunit RPC8 (RNA
polymerase 111 subunit C8)

Heterogencous nuclear
ribonucleoprotein L-like
(hnRNPLL)

Hepidin

Pvalue

Padj

0,03

0,04

0,01
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Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

GABPBI-IT1 NA

0 0,03

BMP4 Bone morphogenetic protein 4 -1,59 0 0

ZBTB2 Zinc finger and BTB domain- -1,63 0 0,01
containing protein 2

JAGL Protein jagged-1 Soluble protein -7 0 0
Jagged

SLC2A3 Solute carrier family 2, -1,71 0 0
facilitated glucose transporter
member 3

PPPIR3S Protein phosphatase 1 regulatory 1,72 0 0
subunit 35

=
=)
o
2

121 Transmembrane protein 121 75 X

B4GALNT4 N-acetyl-beta-glucosaminyl- -1,76 0 0
glycoprotein 4-beta-N-
acetylgalactosaminyliransferase |

NRIH4 Bile acid receptor (Farnesoid X- 1,77 0 0
activated receptor)

PPAN Suppressor of SWI4 1 homolog -1.81 0 0,03
(Ssf-1) (Brix domain-containing
protein 3)

SLC6A14 Solute carrier family 6 member -1,82 0 0,03

AKRID1 ‘Aldo-keto reductase family 1 -2,01 0 0,01
member D1

o
o

'NFRSF21 Tumor necrosis factor receptor -2,06
superfamily member 21 (Death
receptor 6)

NECAB3 N-terminal EF-hand calcium- 2,1 0 0,01
binding protein 3

CYP1A1 Cytochrome P450 1A1 2,17 0 0

ADH4 All-trans-retinol dehydrogenase 2,24 0 0
[NAD(+)] ADH4

NATSL N-acetylaspartate synthetase 241 0 0
(NAA synthetase)

LEAP2 Liver-expressed antimicrobial -4,31 0 0
peptide 2 (LEAP-2)

Anhang
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Anhang

Tabelle A 72: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD;s; 6h).

GO: Biological Process

G0:0000027 ribosomal large subunit assembly ENRICHED 33.172 5.7x10-06 0.003

GO:0010942 positive regulation of cell death ENRICHED 16.991 8.7x10-05 0.039

ACTOME

R-HSA-1989781:1 PPARA activates gene expression ENRICHED 10.509 4.5x10-06 5.9x10-04

R-HSA-535734:2 Fatty acid, triacylglycerol, and ketone body metabolism ENRICHED 6.504 9.4x10-06 0.001

R-HSA-193368:1 Synthesis of bile acids and bile salts via 7alpha-hydroxycholesterol ENRICHED 22716 3.0x10-04 0.040

Tabelle A 73: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD,s; 24h).

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

Ninein (hNinein) (Glycogen 0 Receptor-type tyrosine-protein 0 0,01
synthase kinase 3 beta- phosphatase N2 PTPRN2
interacting protein) protein

Homeobox protein MIXLI 0 Dual specificity protein 0 0
(Homeodomain protein MIX) phosphatase 6

Endonuclease domain- 0 X Syntenin-1 (Melanoma 0 0
containing 1 protein differentiation-associated
protein 9)

Testicular tissue protein Li 0 Cytosolic arginine sensor for 0 0,03
180 Serpin B9 (Cytoplasmic mTORCI subunit 2
antiproteinase 3)

SERTAD1 SERTA domain containing 1 X 0 X Zinc finger SWIM domain- 0 0,03
variant (SERTA domain containing protein 8
containing 1, isoform CRA_a)

ATP-dependent RNA helicase 0 Exportin-T (Exportin(tRNA)) 0 0,01
DHX29 (tRNA exportin)

Dehydrogenase/reductase 0 TNFRSF21 Tumor necrosis factor receptor 0 0,03
SDR family member 2, superfamily member 21
‘mitochondrial (Death receptor 6)

LACTB Serine beta-lactamase-like 1,34 THO complex subunit 6 0 0,02
protein LACTB, (Functional spliceosome-
‘mitochondrial associated protein 35)

PLA2GI2A Phospholipase A2, group 1,28 Guanidinoacetate N- 0 0
XIIA, isoform CRA_b methyltransferase
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Anhang

Gene Protein_name

Log2foldchange Pvalue Padj

ADRA2C Alpha-2C adrenergic receptor EN]

Electron transfer flavoprotein
subunit beta (Beta-ETF)

Alpha-1-antichymotrypsin

DNA (cytosine-5)-
methyltransferase 3A
(Dnmt3a)

DNA damage-inducible
transcript 4 protein

Very-long-chain (3R)-3-
hydroxyacyl-CoA dehydratase
1

Regulator of G-protein
signaling 19 (RGS19) (G-
alpha-interacting protein)

Growth factor receptor-bound
protein 7 isoform 1 Growth
factor receptor-bound protein

AP-1 complex subunit mu-2
(AP-mu chain family member
mulB)

Glutamate dehydrogenase 1,
‘mitochondrial

Allograft inflammatory factor
1-like (Tonized calcium-
binding adapter molecule 2)

Lck-interacting
transmembrane adapter 1
(Lek-interacting membrane

Forkhead box protein Q1
(HNF-3/forkhead-like protein
Dl

Glutathione S-transferase :
Glutathione S-transferase Al

Serine/threonine-protein 0,01
kinase Sgk1
(Serum/glucocorticoid-

N-acetylaspartate synthetase 0,01
(NAA synthetase)

2-oxoglutarate and iron- 0,02
dependent oxygenase IMID4

Rho-related BTB domain- 0
containing protein |

Hemopexin (Beta-1B- 0 0,02
glycoprotein) (HPX protein)

Gene

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

HAGLR

LINC02413

C100rf95-AS1

NA -1,5 0 0

Transcriptional enhancer 0 0,04
factor TEF-4 (TEA domain
family member 2) (TEAD-2)

Fucose mutarotase 0 0

N-acetyl-beta-glucosaminyl- 0 0
glycoprotein 4-beta-N-
acetylgalactosaminyltransferase 1

Vascular endothelial growth 0 0
factor B Vascular endothelial
growth factor B

Decidual protein induced by 0 001
progesterone

0 0,01
Metal transporter CNNM1 0 0,04
(Ancient conserved domain-
containing protein 1)
17-beta-hydroxysteroid 0 0
dehydrogenase type 2

-1,96 0 0

Shiftless antiviral inhibitor of 0 0,02
ribosomal frameshifting
protein (SFL)
Cytochrome P450 2W1 0 0
Iroquois-class homeodomain 0 0
protein IRX-3 (Homeodomain
protein IRXB1)
Adhesion G-protein coupled 0 0,05
receptor G1 (G-protein
coupled receptor 56)
Uncharacterized protein 0 0
C200rf204
Erythropoietin (Epoetin) 0 0,03
Erythropoietin

0 0,02

CCEPR

SERPINE1

NA -2,55 0 0
Plasminogen activator -2,67 0 0
inhibitor 1

Liver-expressed antimicrobial 2,98 0 0

peptide 2 (LEAP-2)
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Anhang

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj

NR1H4 Bile acid receptor (Farnesoid -3,35 0 0
X-activated receptor)

ACBD4 Acyl-CoA-binding domain- -3.82 0 0
containing protein 4

Tabelle A 74: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD:s; 24h).

GO: Biological Process

GO:0010951 negative regulation of endopeptidase activity ENRICHED 7.865 2.9x10-05 0011

Path/Term Name Direction Ratio Fisher-pv Fisher-C-pv

R-HSA-1430728:0 Metabolism enriched 2326 5.2x10-06 6.4x10-04

R-HSA-193368:1 Synthesis of bile acids and bile salts via 7alpha-hydroxycholesterol ENRICHED 21.250 3.6x10-04 0.045

KEGG Pathway

KEGG:00260 Glycine, serine and threonine metabolism ENRICHED 16.854 7.3x10-04 0.027

Tabelle A 75: Differenziell exprimierte Gene der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD,s; 48h).

Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj Gene Protein_name Log2foldchange _ Pvalue  Padj

ER membrane protein complex 0 X St Lysosome membrane protein 2 0 001
subunit 5 (Membrane
‘magnesium transporter 1)

MIPOLI protein Mirror-image ) 0 X Nuclear RNA export factor | E 0 0
polydactyly gene 1 protein (Tip-associated protein) (Tip-
associating protein)

Leucine-rich repeat-containing 2,51 0 0,01 Glycerophosphodiester 0 0
protein 14 phosphodiesterase 1

5-AMP-activated protein kinase 0 Tripartite motif-containing 0,03
subunit gamma-1 (AMPK. protein 44 (Protein DIPB)
gammal)

Sulfhydryl oxidase 1 (hQSOX) 0 0 Rho-related GTP-binding protein 0,01
RhoC Rho-related GTP-binding
protein RhoC

‘Homeobox protein MIXLI A 0 0 FAS-associated factor 2 (UBX E 0,04
(Homeodomain protein MIX) domain-containing protein 3B)

Carbohydrate-responsive A 0
element-binding protein
(ChREBP)

Frizzled-6 (Fz-6) (hFz6)
Frizzled-6

FHI1/FH2 domain-containing 1,77 0 0,01 CBFB Core-binding factor subunit beta 0,01

protein 1 (Formin homology 2 (CBF-beta)

domain-containing protein 1)
ERV3-1 Endogenous retrovirus group 3 171 0 004 N Midnolin (Midbrain nucleolar L1 0 0

protein)

‘member | Env polyprotein

‘Thioredoxin-interacting protein 0 0 COMMDI COMM domain-containing 11 0 005
protein 1 (Protein Murrl)
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Gene Protein_name Log2foldchange

Doublecortin domain-containing 1,07
protein 2

cAMP-dependent protein kinase
type I-alpha regulatory subunit

Tissue alpha-L-fucosidase
(Alpha-L-fucosidase I)

Omithine decarboxylase
antizyme 2 (AZ2) (ODC-Az 2)

T-cell antigen CD7 (GP40) (T-
cell leukemia antigen) (T-cell
surface antigen Leu-9)

Small ribosomal subunit protein
bS16m (288 ribosomal protein
16, mitochondrial)

Thyroxine-binding globulin
(Serpin A7) (T4-binding
globulin)

Protein SNORC

Matrilin-3

Alpha-1-acid glycoprotein 1
(AGP 1) (Orosomucoid-1)
(OMD 1)

Long-chain-fatty-acid--CoA
ligase 4

Li 78p (Fibrinogen beta chain) -1,09
Fibrinogen beta chai

Metalloproteinase inhibitor 3 -1,09

Zine finger protein 219

Membrane progesterone P4
receptor beta

SLC7A1 Solute carrier family 7 member 1 -1,14

Mitogen-activated protein kinase
3 (MAP kinase 3) (MAPK 3)

Protein MTSS 2 (Actin-bundling
‘with BAIAP2 homology protein
1) (ABBA-1)

DNA replication factor Cdt1

0

Gene

TBCID16

EIF2A

SLC7AS

PLPP5

TYMSOS

Protein_name Log2foldchange Pvalue Padj
TBCI domain family member 16 -1,21 0 0,03
Eukaryotic translation initiation 41,24 0 0,01

factor 2A (eIF-2A)

Solute carrier family 7 member 5 -1,27 0 0
Phospholipid phosphatase 5 41,27 0 0,04
TYMS opposite strand protein 0 0
Odontogenic ameloblast- 0 0
associated protein (Apin)

Cationic amino acid transporter 0 0
2 (CAT-2) (Solute carrier

family 7 member 2)

Tumor necrosis factor receptor 0 0
superfamily member 21 (Death

receptor 6)

Arginase-2, mitochondrial 0 0,03

(Arginase 1)

HAGLR

NA -1,43 0 0

C-C motif chemokine 20 (Beta- 0 0
chemokine exodus-1)

Pleckstrin homology domain- 0 0
containing family B member 1

Tumor necrosis factor alpha- 0 0,02
induced protein 8-like protein 1
(TIPET)

Arginine vasopressin-induced 0 001
protein 1 (AVP-induced protein
D)

Alanine aminotransferase 2 0 0
(ALT2)

SLC38A1

NATSL

Albumin -1,53 0 0

Sodium-coupled neutral amino
acid symporter 1 (Solute carrier
family 38 member 1)

3 beta-hydroxysteroid
dehydrogenase type 7

Insulin-induced gene 2 protein
(INSIG-2)

N-acetylaspartate synthetase -1L73 0 0,02
(NAA synthetase)

Anhang
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Anhang

Gene Protein_name Log2foldchange  Pvalue  Padj

NAT9 Alpha/beta-tubulin-N-
acetyltransferase 9 (Embryo

brain-specific protein)

-1,76 0

SPP1 Osteopontin -1,81 0 0

C200rf204 Uncharacterized protein

C200rf204

-1,86

SLCO4A1 Solute carrier organic anion
transporter family member 4A1

(OATP4AL)

Li 163pA Alpha-1B-
glycoprotein (Alpha-1-B
glycoprotein)

Notchless protein homolog 1

Iroquois-class homeodomain -2 0
protein IRX-3 (Homeodomain
protein IRXB1)

PEX10 Peroxisome biogenesis factor 10 -2,16 0 0

PGC Pepsinogen C

SLC30A10 Calcium/manganese antiporter
SLC30A10 (Solute carrier

family 30 member 10)

2,22 0

MccCl Methylerotonoyl-CoA.

carboxylase 1 isoform 1

2,29 0

C0Q2 4-hydroxybenzoate
polyprenyltransferase,

‘mitochondri:

235 0

|

SLC38A5 Sodium-coupled neutral amino
acid transporter 5 (Solute carrier

family 38 member 5)

239 0 0

INHBE Inhibin beta E chain (Activin

beta-E chain)

252 0

ABCB4 Phosphatidylcholine translocator 0,02
ABCB4

TMEMI121 Transmembrane protein 121 -2,74 0 0

B4GALNT4 N-acetyl-beta-glucosaminyl-
glycoprotein 4-beta-N-

acetylgalactosaminyltransferase

2,83 0 0

AKRIC1 Aldo-keto reductase family 1

member C1

3,03 0 0

CCEPR 3,13 0 0

TMEMI84A Transmembrane protein 184A -3,28 0

Gene Protein_name Log2foldchange Pvalue  Padj

Speckle targeted PIPSK1A- 0
regulated poly(A) polymerase

0,01

(Star-P.

|=

Homeobox protein Hox-D1 0 0
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Anhang

Tabelle A 76: GetGo Enrichment Analyse der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD;s; 48h).

GO: Biological Process

GO:0031639 plasminogen activation ENRICHED 55.653 1.5x10-08 8.3x10-06

G0:0090277 positive regulation of peptide hormone secretion ENRICHED 48975 8.8x10-07 4.8x10-04

GO:0006865 amino acid transport ENRICHED 18.005 7.7x10-06 0.004

GO:1902042 negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway via death domain receptors ENRICHED 17.491 7.4x10-05 0.040

REACTOME

R-HSA-114608:3 Platelet degranulation ENRICHED 12.533 3.6x10-11 6.5x10-09

R-HSA-76002:1 Platelet activation, signaling and aggregation ENRICHED 6211 5.7x10-08 1.0x10-05

R-HSA-109582:0 Hemostasis enriched 3381 2.8x10-06 5.0x10-04

R-HSA-193807:1 Synthesis of bile acids and bile salts via 27-hydroxycholesterol ENRICHED 32,650 5.5x10-06 1.0x10-03

R-HSA-194068:2 Bile acid and bile salt metabolism ENRICHED 14.576 2.2x10-05 0.004

R-HSA-6798695:1 enriched 3.579 3.1x10-05 0.006

R-HSA-192105:1 Synthesis of bile acids and bile salts ENRICHED 14.841 1.4x10-04 0.026

R-HSA-556833:1 Metabolism of lipids and lipoproteins enriched 2.645 1.7x10-04 0.031

R-HSA-372708:2 p130Cas linkage to MAPK signaling for integrins ENRICHED 26.236 1.8x10-04 0.033

R-HSA-168249:1 Innate Immune System enriched 2.158 2.4x10-04 0.044

R-HSA-6802946:3 Signaling by moderate kinase activity BRAF mutants ENRICHED 12.558 2.7x10-04 0.049

Tabelle A 77: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD,s; 24h).

‘Metabolite_id "Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj

‘

MI170T538_2 3-Methylhistidine JDHILDINMRGULE-LURJTMIESA-N 64969 C01152 2 0,03 0,15

M306T39_2 2-Hydroxyestradiol DILDHNKDVHLEQB-XSSYPUMDSA-N 247304 05301 1,04 0,03 0,14

Tabelle A 78: Differenziell regulierteMetabolite der Exposition von HepG2-Zellen mit DMSO (BMD,s; 48h).

Metabolite_id Annotation Formula Inchikey Pubchem ID KEGG log2FoldChange p_value padj

‘

M175T513_3 L-(+)-Arginine C6H14N402 ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N 6322 C00062 2,58 0 0,02

MI175T513_3 ODKSFYDXXFIFQN-BYPYZUCNSA-N 6322 2,58 0 0,02

M242T89_4 Bis(2-cthylhexyl) amine CI6H35N SAIKULLUBZKPDA-UHFFFAOYSA-N 7791 2,14 0,01 0,07

M147T471 L-Pyroglutamic acid CSHTNO3 ODHCTXKNWHHXJC-VKHMYHEASA-N 7405 C01879 1,92 0 0,02

M147T471 L-Glutamine ZDXPYRIJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 C00064 1,92 0 0,02
M228T88_2 Dodecyltrimethylammonium CI5H33N XJWSAJYUBXQQDR-UHFFFAOYSA-M 14249 C20389 1,79 0,01 0,08
M228T236 Deoxycytidine CKTSBUTUHBMZGZ-SHYZEUOFSA-N 13711 C00881 1,71 0 0,04




MI147T456_6

M147T456_6

M931T617_3

M973T630

M130T456_5

M949T590

MB887T595

M889T603

M985T627

M929T610

M858T599

M863T603_1

M861T593

M901T600_2

M829T453

M807T581

M622T511

M166T342_4

MB875T598_2

M185T456

M185T456

M262T360

M169T456_1

M169T456_1

M169T456_1

M152T456_1

M169T456_2

M169T456_2

M169T456_2

M905T455

M868T379

DL-Glutamine

L-Glutamine

TGQ0:1_18:1_18:1)

TG(25:1_17:1_17:1)

DL-Glutamine

TG(18:1_18:1_22:6)

TG(18:1_17:1_18:2)

TG(19:1_16:1_18:1)

TG(18:1_18:1_24:2)

TG(19:1_18:2_19:1)

TG(16:1_18:1_18:1)

TG(16:1_17:0_18:1)

TG(16:0_17:1_18:2)

TG(18:1_18:1_18:2)

TG(15:0_16:1_16:1)

DG(18:1n9/0:0/18:1n9)

Cinnamic acid

TG(16:1_18:1_18:1)

D-(-)-Glutamine

L-Glutamine

6,8-dimethoxy-d-methyl-2,3-
ydrothieno[3,2-clquinoline

D-(-)-Glutamine

L-Glutamine

L-Glutamine

D-(+)-Pyroglutamic Acid

D-(-)-Glutamine

L-Glutamine

L-Glutamine

PI(18:0_20:4)

PG(22:6_22:6)

PC(16:0/22:6(4Z_7Z_10Z_13Z_16Z_19Z)
)

Anhang

CSHION203 ZDXPYRJPNDTMRX-UHFFFAOYSA-N 738 C00303 1,53 0 0
ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 1,53 0 0
-
1,52 0,03 0,14
-
15 0 0,03
C5HI0N203 ZDXPYRIPNDTMRX-UHFFFAOYSA-N 738 C00303 1,48 0 0,01
QFVBKJOYLFHVKV-DZPOHDDMSA-N 9545350 1,48 0,03 0,14

1.

1,

1.
1,

39 0,03 0,14
37 0,02 0,12
35 0,02 0,13
34 0,05 0,18
YBWITEZBUYUNFC-GUIYCBLGSA-N

TYMPJAZCIWGTIL-SADCDALBSA-N 9544030

OOBFBGMNWGVDHN-WSPMKULJSA-N

JTMWOTXEVWLTTO-YKZMILTLSA-N 25240371 1,18 0,03 0,14
IESVDEZGAHUQJU-ZLBXKVHBSA-N 6441886 1,16 0 0,03
QCXWVNLJUPSHQY-ZLGNLHBLSA-N 56936695 1,12 0,05 0,19
DRAWQKGUORNASA-CLFAGFIQSA-N 5497165 L1 0 0,02

‘WBYWAXJHAXSINI-SREVYHEPSA-N 5372954
YBWITEZBUYUNFC-GUIYCBLGSA-N
CSHI10N203 ZDXPYRIJPNDTMRX-GSVOUGTGSA-N 145815 C00819
C5HI10N203 ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N
gl 4H15NO2 ABSJLY WRPOXZIY-UHFFFAOYSA-N 379745

C5HI0N203 ZDXPYRJPNDTMRX-GSVOUGTGSA-N 145815 C00819
C5HI0N203 ZDXPYRIPNDTMRX-VKHMYHEASA-N

ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N

CSHTNO3 ODHCTXKNWHHXIJC-GSVOUGTGSA-N 439685 C02237 1 0,01 0,06

CSHI10N203 ZDXPYRIJPNDTMRX-GSVOUGTGSA-N 145815 C00819 1 0,01 0,08

C5HI0N203 ZDXPYRJPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 C00064 1 0,01 0,08

ZDXPYRIPNDTMRX-VKHMYHEASA-N 5961 C00064 1 0,01 0,08

KRTOMQDUKGRFDJ-ZAHDIIMDSA-N 42607491 -1,04 0 0,02
-

-1,07 0 0,05




M686T424 PE(14:0_18:3) AOEZPDXRIPPSMK-NBWIALERSA-N 52924382 ERE] 0 0,01
M686T424 PE(14:0_18:3) SLZWIFKNMWXPQG-SPIWFKKYSA-N 52924413 ERE] 0 0,01
MI89T34_1 L-Targinine NTNWOCRCBQPEKQ-YFKPBYRVSA-N 132862 C03884 12 0,01 0,08
MB860T434 PI(16:0_20:4) WPXXYOUAQY YXER-ADHIQAOUSA-N 52928281 12 0,01 0,08
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M781T257 PC(16:0/18:2(9Z_122)) JLPULHDHAOZNQI-ZTIMHPMXSA-N 5287971 2,62 0 0,03
s 3 Top over-represented categories in MF
Top over-represented categories in MF P P N €9
Wallenius method
Wallenius method
RNA binding- . flavonoid 3-menooxygenase activity « .
oxidoreductase activity, acting on the C - [ ] collagen V binding - .
oxidoreductase activty actingon CH-OH- @ Count vitamin [)24-fydeayylase-ackviy ®
e 1
Adj P value
20 —chai i = :
indanol dehydrogenase activity = 5 L long-chain fatty acid omega-1 hydroxylas [ ]
® 0.465
[ XU
’ 0460
> aloohol dehydrogenase (NADP+) acthviy- . o g fibrinogen binding - [ ]
g 0455
§ i g i i v 0450
O alditolNADP+ 1-oxidoreductase activity- . Adj P value propionate-CoA ligase activity [ ]
0010 Count
aldo-keto reductase (NADP) activity - . acetate-CoA ligase activity - [ ] e
0.005
ribonucleoprotein complex binding- @ estrogen 2-hydroxylase activity - [ ]
prpieate-Coh igase ncibityq " ydrop . [ ]
acetate-CoA ligase activity = . long-chain fatty acid omega-hydroxylase - [ ]
0 50 75 100 0 2% 50 100
% DE in category % DE in category

Abbildung A 13: Top-angereicherte Molekulare Funktionen (GO Ontology) fiir Imidazol(links) und 4- Methyl-Imidazol (rechts).

Tabelle A 79: Differenziell exprimierte Gene der 24h Exposition von HepG2-Zellen mit Imidazol (BMDs).
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Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj
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CCNB1 0,0836442 3,18175132 -0,26613505 0,0451442
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PLK1 0,08441619 3,2621924 -0,27538185 0,03646835

‘WDR46 0,07964667 3,47435387 -0,27672071 0,02261356

BOP1 0,08378562 3,30665851 -0,27705045 0,03308103

TACC3 0,07940995 3,50072923 -0,27799274 0,02098627

FERMT1 0,07910401 3,51555475 -0,2780945 0,02021627

PNO1 0,08789248 3,17233089 -0,27882403 0,0458764

ATAD3B 0,08238183 3,38570915 -0,27892093 0,02731096

MSH6 0,0804273 3,52063407 -0,28315508 0,02008089

FAMSAL1 0,07321199 3,87377879 -0,28360707 0.00689431

UTP4 0,07238132 3,92527568 -0,28411662 0,00595729

PUSTL 0,08701724 3,28207037 -0,2855967 0,03507502

MCM4 0,08765664 3,268537 -0,28650896 0,03617883
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HNMT 0,07305047 4,01046509 -0,29296637 0,00452252
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ZRANB2 0,08799538 3,46467657 -0,30487554 0,02300005

NOP56 0,06811447 4,48979917 -0,30582031 0,00081852

SRSF7 0,07857359 3,89861143 -0,30632791 0,00633346

POLR3H 0,09986655 3,13816037 -0,31339725 0,04995269

GEMIN4 0,09344337 3,37993693 -0,31583271 0,02774799

AKRIB10 0,09267888 3,45909293 -0,32058486 0,02300005

NUPS8 0,08130379 3,95468435 -0,32153084 0,00539559

EWSR1 0,05611223 5,76171891 -0,32330288 2,96E-06

HNRNPDL 0,06999124 4,65959431 -0,32613078 0,00041483

FSCN1 0,09434204 3,45774162 -0,32621041 0,02300005

MAT2A 0,07232884 4,54677512 -0,32886298 0,00067056

MCM2 0,09420861 3,50717602 -0,33040617 0,02060923

RBM14 0,086572 3,83251085 -0,33178813 0,00788852

TAFI15 0,07305731 4,54153488 -0,3317923 0,00067223

TUBA1B 0,07907571 4,24626434 -0,33577639 0,00199443

‘WDR90 0,10233947 3,29271877 -0,3369751 0.03412471
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CDC20 0,09655563 3,54412005 -0,34220475 0,01884531

GPX2 0,08016447 4,29770608 -0,34452332 0,00176428

RBM3 0,0752095 4,66438324 -0,35080593 0.00041391

ISYNA1 0,09382639 3,74228614 -0,3511252 0,01054966

ADH6 0,09768168 3,63419274 -0,35499404 0,01435224

UNG 0,08325218 4,27194817 -0,35564899 0,0019028

PEX3 0,09732838 3,66757271 -0,35695891 0,013053

ALDHI1A1 0,06493326 5,51695524 -0,35823387 9,53E-06

RHOBTB1 0,08432125 4,26084566 -0,35927982 0,00193251

SRSF2 0,07458754 4,82581831 -0,35994592 0,00022533

MANF 0,08054859 4,54548436 -0,36613238 0,00067056

AKRIC1 0,0817724 4,50999652 -0,36879325 0,00076796

SLC22A31 0,07639063 4,9350346 -0,3769904 0,00013913

SRSF6 0,0622127 6,06654723 -0,37741628 5,74E-07

HSPAS 0,05927776 6,67221866 -0,39551416 1,57E-08
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Abbildung A 14: Top-angereicherte Molekulare Funktionen (GO Ontology) 2-Methy-Imidazol (links) und 1-Methyl-Imidazol (rechts).
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Abbildung A 15: KEGG Signalweganalyse zeigt das Terpenoid Backbone Biosynthese als Ziel der Behandlung mit Imidazol an. Rote Boxen

bedeuten Hochregulation.

Tabelle A 80: Differenziell exprimierte Gene der 24h Exposition von HepG2-Zellen mit 4-Methyl-Imidazol (BMDs).

Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj

CYP1A1 0,10110114 -5,36994048 0,5429071 0,00078125
ACSS2 0,08891405 -5,16158023 0,45893701 0,00121445
THBS1 0,08111454 4,67101262 -0,37888706 0,00990969
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Abbildung A 16: KEGG Signalweganalyse zeigt das Lysosom als Ziel der Behandlung mit 2-Methyl-Imidazol an. Rote Boxen bedeuten

Hochregulation.

Tabelle A 81: Differenziell exprimierte Gene der 24h Exposition von HepG2-Zellen mit 2-Methyl-Imidazol (BMDs).
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Gene name StdErr ‘Wald-Stats 1og2(FC) P-adj Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj
ACSS2 0,08227762 -9,6604467 0,79483854 1,10E-18 NPC2 0,06679068 -5,02745299 0,33578699 8,36E-05
APIM2 0,09440119 -7,26152541 0,68549664 2,83E-10 MAPIB 0,08722788 -3,7889929 0,33050583 0,01022747
Cl4orfl 0,07827237 -8,64917294 0,67699126 6,40E-15 BRI3 0,09041141 -3,57940569 0,32361912 0,01916598
LPIN1 0,08459889 -7.57181996 0.,64056756 3.41E-11 HMGCR 0,07960432 -4,05933928 0,32314093 0,00438874
DHCR7 0,06162296 -10,1245515 0,62390486 3,18E-20 FST 0,08406961 -3,83435806 0,322353 0,00896017
SLC16A13 0,0985522 -6,29850793 0,6207318 1,06E-07 UBE2H 0,08604175 -3,70622166 0,31888981 0,01307418
ALDOC 0,09370935 -6,54129644 0.,61298066 2,82E-08 B4GALT4 0,0890589 -3,5557915 031667489 0,02006756
DIO1 0,09530974 -6,41120502 0,61105029 5,94E-08 FNIP2 0,07261747 -4,31245153 0,3131593 0,0016371
TP53INP1 0,08631981 -6,97493877 0,60207535 1,89E-09 IL6ST 0,05551422 -5,54775528 0,30797933 6,30E-06
SULT2A1 0,0626705 -9.51807424 0,59650249 3,26E-18 S100A10 0,09395851 -3,2705664 0,30729754 0,03992332
NEU1L 0.,06166626 -8,84009865 0,54513583 1,42E-15 TMEM135 0,07213751 -4,16528387 0,3004732 0,00291363
TP53INP2 0,08618169 -6,00050962 0,51713406 6,33E-07 CISD2 0,08883494 -3,34846235 0,29746046 0,03451318
MSMO1 0,07378223 -6,83130959 0,50402924 4,45E-09 STARD4 0,07741437 -3,83953442 0,29723515 0,00885853
SCD 0,04852235 -10,021143 0.48624942 4,55E-20 HSDL1 0,07007447 -4,22094445 0,29578042 0,00236943
ELOVL6 0,09405256 -5,00371184 0,47061189 9,25E-05 RDH10 0,0854718 -3,44023915 0,29404345 0,02793082
LIPA 0,0600593 -7,77805042 0,4671443 7,79E-12 HSD17B12 0,07586094 -3,8740928 0,29389233 0,0079393
TMEM97 0.,08041775 -5,77877286 0.46471593 2,14E-06 ABHD3 0,09006073 -3,25107225 0,29279393 0,04111172
SC5D 0,07952493 -5,7281475 0.45553051 2,68E-06 STX3 0,08909354 -3,25673668 0,29015418 0,04064647
ACLY 0,06096723 -7,28943072 0,4444164 2,56E-10 SESTD1 0,0695041 -4,03310076 0,28031705 0,00470068
DIl 0,07949785 -5,57323024 0,4430598 5,61E-06 CLDN12 0,07621384 -3,67256034 0,27989992 0,01433436
SLC2A6 0,09550391 -4,55086696 04346256 0.,00065909 ASS1 0,07339567 -3,78728197 0,27797011 0,01022747
FLCN 0,09355076 -4,64130043 0,43419717 0,00045763 SERPINC1 0,07133141 -3,87355563 0,27630619 0,0079393
HES6 0,09546267 -4,53413117 0,43284028 0,00069055 CHKA 0,08243231 -3,34867737 0,27603922 0,03451318
MXRAS8 0,09849062 -4,30846783 0.42434366 0.00164434 TMEM219 0,08292165 -3,31539409 0,27491794 0,03671878
METTL7A 0,06528312 -6,49043559 0,42371588 3,73E-08 TPP1 0,07074671 -3,87898331 0,27442532 0,0079227
LSS 0,06677181 -6,32721827 0,42247984 9,24E-08 ETNK1 0,07529271 -3,61501735 0,27218444 0,01740347
ACAT2 0,08042339 -5,23651718 0,42113848 3,03E-05 P4HA2 0,07769296 -3,49388041 0,27144991 0,02447051
PFKFB4 0,09343726 -4.5070462 0.42112607 0.00076028 SQLE 0,07599662 -3,5687246 0,27121101 0,01966866
TM7SF2 0,07704509 -5,46390423 0,42096699 9,32E-06 MGST1 0,06446389 -4,17786792 0,2693216 0,0027924
PRLR 0,10058053 -4,0825281 0,41062286 0,00402131 SNX14 0,07560523 -3,56184289 0,26929396 0,01989683
GCNT3 0,09407532 -4,33768031 0.40806865 0,00153958 FDPS 0,06872111 -3,90688688 0,26848561 0,00720869
GM2A 0,06861324 -5,94409377 0,40784353 8,57E-07 RDH11 0,07087269 -3,78554741 0,26829192 0,01022747
TRIMS0 0,10091361 -3,99987572 0,40364191 0,00533077 TSPYL1 0,06045203 -4,36132455 0,26365094 0,00142823
C120rfd49 0,07233448 -5.48386188 0.39667227 8.80E-06 PGRMC1 0,06718329 -3,89507407 0,26168388 0,00749118
ENPP1 0,05952735 -6,64588634 0,39561198 1,49E-08 GGH 0,07221764 -3,61447948 0,26102917 0,01740347
FAM213A 0,07291713 -5,40335834 0,39399737 1,27E-05 SLC25A30 0,0798385 -3,20264748 0,25569456 0,04709974
FZD4 0,06937653 -5,57626181 0,38686172 5,61E-06 NAMPT 0,07712626 -3,31181631 0,25542801 0,03671878
ANXA2 0,07677945 -4,99635489 0,38361738 9.40E-05 SAT2 0,08013873 -3,18660433 0,25537043 0,04865499
KLB 0,06587649 -5,78943339 0,38138755 2,09E-06 CPN2 0,06334069 -3,99246763 0,25288565 0,00543833
P4HA1L 0,06725377 -5,6475177 0,37981686 4,02E-06 PCYOX1 0,05478435 -4,54329275 0,24890136 0,00067203
EBP 0,0789707 -4,79305046 0,37851056 0,00023841 SYPL1 0,07233428 -3,43335269 0,24834908 0,02793082
INHBE 0,08535051 -4,38193704 0,37400055 0,00131922 TRPM7 0,07130941 -3,47901516 0,24808653 0,02534103
TAB3 0,06617231 -5,61483671 0,37154674 4,70E-06 GALNT1 0,06450568 -3,84060966 0,24774115 0,00885853
ASAH1 0,06985336 -5,23103392 0,36540531 3,04E-05 ITM2B 0,07191638 -3,43636408 0,24713088 0,02793082
FADS2 0,08433322 -4,31763547 0,36412009 0,00162134 GLO1 0,06623808 -3,7115253 0,2458443 0,01292302
FRRS1 0,10160441 -3,58336076 0,36408526 0,01902099 HEXB 0,07406072 -3,31332963 0,24538759 0,03671878
VAV3 0,09418552 -3,77433544 0,35548775 0,01050919 CYBSB 0,05275875 -4,62120809 0,24380918 0,00049301
MVD 0,07520884 -4,71584313 0,35467308 0,00032395 SMLRI1 0,07298848 -3,30293345 0,2410761 0,03747178
TMEM144 0,09813828 -3,60838515 0,35412072 0,01767924 CAMK2D 0,07190652 -3,32694202 0,23922882 0,03610722
CLDN4 0,08960865 -3,91186497 0,35053694 0,007136 PRKARIA 0,07134406 -3,3482844 0,2388802 0,03451318
GALM 0,06859216 -5,06724138 0,34757304 6,95E-05 RXRA 0,07161445 -3,3305961 0,23851881 0,03588205
GLUL 0,05050612 -6,86783673 0,34686777 3,71E-09 ALDOA 0,04800171 -4,9625373 0,23821026 0,00010896
SLC44A1 0,06282268 -5,46924628 0,34359273 9,29E-06 FADS1 0,07007222 -3,38555133 0,23723309 0,03186692
LRRC3 0,09138397 -3,75584795 0,3432243 0,01121699 ELOVL5 0,06620645 -3,56480674 0,2360132 0,01981801
ALAS1 0,0788579 -4,33524701 0,34186847 0,00153958 ARLSB 0,07173231 -3,27387594 0,23484269 0,03985927
TSC22D1 0,07891658 -4,326469 0,34143015 0,00157964 CHD2 0,07039794 -3,32144668 0,23382301 0,03657728
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Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj
FASN 0,0704305 331581208 0,23353436 0,03671878 NKDI1 0,06664885 4,56877027 030450327  0,00061549
SREBF1 0,0681685 341433221 0,23274989 0,02939585 WDR34 0,09563592 3,19636078 -0,30568692  0,04769251
APOE 0,06760743 3,3446681 0,22612442 0,03464687 LINC00176 0,08319931 3,6884028 030687255 0,01369165
DUSP3 0,05971185 378191338 0,22582506 0,01028531 KRTI8 0,05893816 520810567 030695615 3,36E-05
NPCI 0,06484654 346503608 0,2246956 0,02616165 SRM 0,07426447 420058816 031195444 0,00255919
CPVL 0,06743493 325722364 0,21963066 0,04064647 WDR74 0,0909569 34681381 03154511 0,02603506
EIF1 0,05705613 383015987 0,21853409 0,00902762 ATAD3B 0,08296162 3.82348853 ~0,3172028 0,00918803
MANIAL 0,0533479 404688465 0,21589281 0,00457371 SATI 0,08790079 3,66864877 032247713 0,01443898
EROIA 0,06530196 3,207771 021535091 0,03796664 LGRS 0,07097962 461861506 032782753 0,00049301
QPRT 0,05843323 368527454 02153425 0,01374824 NOL6 0,08433908 3,93200198 033162145 0,00669068
ECHDCI 0,06528699 320371013 021503642 0,03831772 CRIP2 0,10404032 328312317 -0,3415772 0,039171
DAGI 0,06532984 327898031 0,21421526 0,03954676 DDX56 0,07303283 4731441 -0,34555053  0,00030558
RPL41 0,06508237 325568187 0,21188748 0,04064647 SLC22A31 0,07721625 448717604 -0,34648292  0,00082189
POLRID 0,06619161 -3,1902661 021116884 0,04826303 THBS1 0,06162748 5.65814108 034869699 391E-06
RNF149 0,06464595 325801117 021061722 0,04064647 CDC20 0,08228939 424036538 -0,34893708  0,0022024
ITPR2 0,06042145 343651922 0,20763947 0,02793082 SPRY1 0,0871262 4,03223133 035131299 0,00470068
ERLINI 0,06340112 327079657 0,20737216 0,03992332 ATAD3A 0,08912778 3,96844664 035369883 0,00594978
COBLLI 0,06048964 3,40490201  0,2059613 0,03005657 ENCI 0,0620754 5,75751488 035740006 2,34E-06
PANK3 0,06313715 326077195 0,20587586 0,04064647 MAT2A 0,07512964 476362983 ~0,35788978  0,00026555
AMFR 0,06110579 334891639 0,2046382 0,03451318 EGRI 0,10880981 3,32025257 036127604 0,03657728
LGR4 0,06006174 339654102 0,20400215 0,03080104 DUSP6 0,07502611 482131825 036172474 0,00021112
ATF4 0,0528964 379990894 0,20100151 0,00992069 SPRY4 0,07353588 495055151 -0,36470499  0,00010896
SEPHS2 0,03942722 335930395 0,19963411 0,03422399 WDR46 0,07609043 491814831 20,374224 0,00013198
CD46 0,05527165 360318974 0,19915424 0,017843 MCM5 0,07855632 4,76714889 037448967 0,00026555
MAPK6 0,05651952 344328147 0,19461262 0,0278035 RP11- 0,09685345 4,09087931 039621578 0,00392709
ABAT 0,05600967 336316886 0,18836997 0,03408879 ﬁ;‘fg 11 A0 00803935 3.50242802 anssers  217E05
SLC25A3 0,05194053 336203665 0,17462598 0,03408879 S QAT G TS D)
Spez 0,0517262 -3,36873247  O,17425173 0,03367227 WDR90 0,10124215 4,50813306 045641307 0,00076028
TFRC 0,04838841 352580779 0,17060824 0,02216365 e 070516 209506656 5016570 EA0E0
CDl64 0,05102698 329071307 0,16791514 0,03832694 SLCI3A3 008695726 633155525 ossosragy T D24E 08
LDHA 0,04906986 323396914 0,15869041 0,04303123

ETV4 0,05512749 3,25697412 -0,17954882  0,04064647

EIF5A 0,05586512 3.22929477 -0,18040494  0,04353355

ROCK2 0,05523989 329158742 -0,18182693  0,03832694

NOPS6 0,05636669 322137058 -0,18222227  0,04454435

CNP 0,05475781 343333741 -0,18800204  0,02793082

HYOUI 0,05606801 348460569 -0,19537492  0,02498747

SRSF6 0,0616417 333023627 -020528143  0,03588205

RRBP1 0,05994636 34561498 -0,2071843 0,02668376

SMPD4 0,064895 3,24672574 -0.21069627  0,04154402

SRP72 0,06461098 330316231 -021342056  0,03747178

VARS 0,06114963 3,55956565 021766618 0,01992472

EWSRI 0,05502369 39616221 -0.21798306  0,00605519

XPO5 0,06626657 331150942 -021944834  0,03671878

CPSF1 0,06288786 3,49514981 -0.2198025 0,02447051

HIFO 0,05960878 3,72638124 -022212505  0,01228913

FKBP4 0,0697994 3,19449297 022297369 0,047781

HMGA2 0,05183947 433774248 -0,22486626  0,00153958

INTSI 0,06545835 3.46930822 -0.22709518  0,02603506

PREB 0,06538878 348914875 -022815118  0,02473602

MT2A 0,07212711 3,17788531 022921167 0,04991418

SYMPK 0,06839591 3,35645685 -0.22956792  0,03437491

SCRIB 0,07402133 325834678 -024118715  0,04064647

TRAPI 0,06845279 3,55059762 -024304833  0,02032153

NOC2L 0,07172022 341674896 -0,24505 0,02931825

FGFRI 0,06039612 4,1178895 -0,24870454  0,00353777

MYBBPIA 0,06969145 3,57054386 -0,24883637  0,01966866

MIDN 0,07279378 3,46057929 -025190865  0,02642242

RBM42 0,07564232 3,33188986 -0.25203188  0,03588205

TAFI5 0,07225615 3,50312219 025312211 0,02396989

APOB 0,06634075 3.84601917 -0,2551478 0,00879829

EBNAIBP2 0,07722446 334732 -0.25849498  0,03451318

NOLCI 0,06966855 3,74598928 -0,26097762  0,01156542

NOP9 0,07093038 3,70221814 -0,26259973  0,01307418

ZYX 0,07105756 3,70318998 -0.26313964  0,01307418

CTDSPI 0,06734739 3,92994073 -026467123  0,00669068

NEK3 0,08149755 3.27552449 -0.26694723  0,03982955

TWNK 0,08502019 3,19977575 -027204553  0,04735027

PIHIDI 0,08428779 324016181 027310609 0,04230894

TSRI 0,07349522 3,8043542 -0.27960185  0,0098353

SDCCAG3 0,07704295 3,72649967 -0.28710053  0,01228913

UBXNI 0,08493033 341144219 -0,28073499  0,02952585

RECQL4 0,08086194 3,60199545 029126435 0,017843

SLC6AL4 0,08515566 3,4289001 -0,29199026  0,02821291

NLEI 0,09168215 3.21268803 -0.29454613  0,04569746

CBX5 0,07423366 4,03645153 -0,29964057  0,00470068

FERMTI1 0,07634122 394329381 -0,30103587  0,0064663

IFRDI 0,08279906 3,66280649 030327692 0,0146552
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Abbildung A 17: KEGG Signalweganalyse zeigt Terpenoid Backbone Biosynthese als Ziel der Behandlung mit 2-Methyl-Imidazol an. Rote
Boxen bedeuten Hochregulation.
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Abbildung A 18: Top-angereicherte Molekulare Funktionen (GO Ontology) 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol.
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Tabelle A 82: Differenziell exprimierte Gene der 24h Exposition von HepG2-Zellen mit 1-Methyl-Imidazol (BMDs).

Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj
ACSS2 0,08404698 -5,77313908 0,4852149 1,01E-05
TPS3INP1 0,09120102 -3,87212048 0,35314132 0,01325481
METTL7A 0,07262597 -4,80607059 0,34904552 0,00050141
Cl4orfl 0,09213134 -3,77919005 0,34818184 0,01696785
NEU1 0,06989797 -4,90531548 0,3428716 0,00036462
GALM 0,07479588 -4,44034102 0,33211921 0,00234062
SAT2 0,08940803 -3,65622203 0,32689559 0,02326852
ATF4 0,06305381 -5,15624872 0,32512113 0,00016414
NPC2 0,07710946 -4,11011629 0,31692884 0,0073612
RHOB 0,06285056 -5,02818849 0,31602448 0,0002765
SERPINC1 0,07755234 -3,97106236 0,30796518 0,01035926
GM2A 0,0717046 -4,20562209 0,30156245 0,00509411
MTHFD2 0,07724549 -3,83210837 0,29601308 0,01504962
EIF1 0,0603791 -4,40862691 0,26618895 0,00254154
KLB 0,07249957 -3,49198031 0,25316707 0,03470711
SULT2A1 0,06707201 -3,46771402 0,23258655 0,03638564
ACTB 0,06037967 3,44760222 -0,20816508 0,03657395
LMAN1 0,06278138 3,45589445 -0,21696583 0,03657395
EIF4G1 0,05975197 3,6709336 -0,2193455 0,0231213
HYOU1 0,06061015 3,62872563 -0,2199376 0,025304
RPS6KA3 0,06151168 3,59122976 -0,22090258 0,02680282
SPATS2L 0,06287365 3,66387781 -0,23036137 0,0231213
RRBP1 0,06637539 3,50605487 -0,23271576 0,03418882
HNRNPU 0,06173099 3,79249351 -0,23411438 0,01665705
SRSF6 0,06956517 3,39654152 -0,236281 0,04234328
SRPRA 0,07111999 3,35960862 -0,23893534 0,04693985
TMEM214 0,06905328 3,46483053 -0,23925793 0,03638564
KRTI18 0,06762261 3,69395244 -0,24979469 0,02237753
HMGA2 0,06620204 3,77406887 -0,24985105 0,01696785
CNN2 0,06915669 3,66432206 -0,2534124 0,0231213
EMLA4 0,06425505 4,05368239 -0,26046956 0,0089583
WDR46 0,07854683 3,36218156 -0,26408872 0,04693985
SF1 0,06951775 3,80792666 -0,2647185 0,01611161
HSPAS 0,0677066 3,91364829 -0,26497982 0,0121293
TGFBR2 0,07467758 3,61111477 -0,26966931 0,02590849
RRP1B 0,07716485 3,50875757 -0,27075275 0,03418882
FKBP4 0,07832619 3,4953287 -0,27377577 0,03470711
FKBP5 0,0804315 3,43790762 -0,27651607 0,03696071
PEG10 0,07824426 3,54398932 -0,27729681 0,0308124
SLC6A14 0,07742705 3,62212043 -0,28045011 0,02538227
MYBBPIA 0,07250774 3,8707366 -0,28065836 0,01325481
GEMINS 0,08159591 3,4451526 -0,28111036 0,03657395
ACTG1 0,05919768 4,8477495 -0,28697551 0,00044374
FAMA46A 0,08430923 3,44774162 -0,29067645 0,03657395
NOLC1 0,069553 4,20538764 -0,29249735 0,00509411
WDR43 0,0684321 4,29474945 -0,29389873 0,00402146
NOP2 0,07589168 3,91468103 -0,29709173 0,0121293
UTP20 0,08359298 3,55457783 -0,29713776 0,03020193
SPRY4 0,08332931 3,69112986 -0,30757929 0,02237753
TRAM2 0,07667643 4,0141313 -0,30778926 0,00970113
KIF20A 0,08635969 3,60550075 -0,31136994 0,02591181
SLC2A1 0,06646149 4,69145267 -0,31180094 0,00081569
VCL 0,07756539 4,03121426 -0,31268269 0,00943079
EPB41L2 0,07818284 3,99994134 -0,31272679 0,00970113
HSPAS 0,08122223 3,90793726 -0,31741136 0,0121293
PPRCI1 0,07889416 4,20556276 -0,33179432 0,00509411
LOX 0,0971321 3,48510632 -0,33851569 0,03496363
PLIN2 0,08515786 3,99561961 -0,3402584 0,00970113
ENC1 0,06930389 5,17387247 -0,35856947 0,00016414
FERMT1 0,08138293 4,55543131 -0,37073436 0,00145968
NOL6 0,08280037 491178127 -0,40669733 0,00036462
HK2 0,08183309 4,98030003 -0,40755333 0,00031021
CLDN1 0,08650537 5,37064994 -0,46459006 7,67E-05
THBSI1 0,07491305 7,18472655 -0,53822981 1,32E-09
CTGF 0,08610338 7,58698217 -0,65326478 1,28E-10
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Tabelle A 83: Differenziell exprimierte Gene der 24h Exposition von HepG2-Zellen mit 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol (BMDs).

‘Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj
CYP1A1 0.11328849 -7.96869652 0,90276162 5,32E-12 TP53INP1 0,08504774 -5,47277077 0,46544679 1,34E-05
ACSS2 0,08317916 -8,4185186 0,70024534 1,90E-13 1s0C2 0,07915327 -5,81215682 0,46005121 2,56E-06
CYP19A1 0,11386102 -6,00568427 0,68381337 9,03E-07 GCNT3 0,09486346 -4,83867742 0,4590137 0,00025495
ODAM 0,09102904 -7,42956374 0,67630607 2,17E-10 LRRC37BP1 0,10715815 -4,23315013 0,45361652 0,002939
SLC16A13 0,10288312 -6,16251046 0,63401832 3,75E-07 SULTIC2 0,11329334 -3,98347442 0,45130111 0,00689406
ANXA2 0,08332179 -7,58817556 0,63226035 8,07E-11 COL9A2 0,10763559 -4,18274181 0,45021186 0,00345201
TPS3INP2 0,08835148 -7,1315995 0,6300874 8,97E-10 SLC6A4 0,10949813 -4,10114777 0,44906803 0,00458254
APIM2 0,10068793 -6,24171881 0,62846576 2,39E-07 APOF 0,11456737 -3,91408097 0,44842595 0,00851673
SULT2A1 0,06611905 -8,9017938 0,58857816 5,47E-15 FCGBP 0,07967476 -5,55432327 0,44253937 9,24E-06
Cldorfl 0,08102082 -7,16150008 0,58023059 7,94E-10 CREB3L3 0,11389566 -3,83246686 0,43650135 0,01066817
FST 0,07545032 -7,35938812 0,55526819 2,77E-10 AKRIB10 0,07862375 -5,52972816 0,43476795 1,03E-05
DIO1 0,09971409 -5,56522774 0,55493163 8,98E-06 APOC3 0,09006105 -4,81942838 0,4340428 0,00027543
SV2A 0,1136889 -4,88069027 0,55488031 0,00022376 OPTN 0,10160854 -4,27150144 0,43402102 0,00250846
LPIN1 0,08762636 -6,00862197 0,52651367 9,03E-07 D11 0,07385112 -5,84015359 0,4313019 2,30E-06
RAB17 0,07312315 -7,01751851 0,51314308 1,87E-09 MSMO1 0,07437719 -5,75402185 0,42796796 3,33E-06
HKDC1 0,09009207 -5,52283227 0,49756339 1,04E-05 PTPRN2 0,08588678 -4,94661168 0,42484856 0,00016694
CYP4F3 0,11389446 -4,34718029 0,49511977 0,00193214 FLCN 0,09867255 -4,30395257 0,42468197 0,00228637
ELOVL6 0,09637705 -5,12440495 0,49387501 7.81E-05 SLC2A2 0,11404742 -3,71460824 0,42364148 0,01512448
DHCR7 0,06837238 -7,19411933 0,49187907 6,95E-10 DKK4 0,11452898 -3,69437298 0,42311276 0,01600612
ENPP1 0,06692884 -7,33938179 0,49121633 2,77E-10 AGXT 0,08451393 -5,00446023 0,42294658 0,0001296
PRKARIA 0,07118751 -6,87567946 0,48946247 4,72E-09 SC5D 0,08211806 -5,14743724 0,42269756 7,10E-05
TRIMS0 0,10414997 -4,67714527 0,48712456 0,00049894 ABHD3 0,09416298 -4,42276984 0,41646118 0,0014698
GPRI160 0,09621105 -4,95702947 0,476921 0,00016183 HES6 0,08522277 -4,8846182 0,4162807 0,00022376
LIPA 0,06490378 -7,33429275 0,47602336 2,77E-10 NDRG4 0,11155062 -3,71560762 0,41447832 0,01512448
LSS 0,07266373 -6,51154217 0,47315294 4,35E-08 TTR 0,07323959 -5,62608293 0,41205202 6,55E-06
CPB2 0,06893229 -6,76518622 0,46633978 9,46E-09 ACAT2 0,07881047 -5,17291214 0,40767964 6,37E-05
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Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj Gene name StdErr Wald-Stats log2(FC) P-adj
BEX1 0,09954693 -4,04091922 0,40226109 0,00563005 SERPINAG6 0,0813369 -3,46429246 0,28177481 0,02987519
BHMT2 0,11144867 -3,60812029 040212019 0,02013741 ADI1 0,07705282 -3,65029029 0,28126516 0,01814536
MFGE8 0,11398306 -3,52229366 04014818 0,02548534 GALM 0,06961015 -4,03862688 028112941 0,00563005
MASP1 0,10187578 -3,92084688 0,39943932 0,00844033 EPB41L1 0,06743018 -4,11994467 0,27780861 0,00433325
CACNA2D4 0,11128142 -3,56706378 0,39694793 0,0224454 RDH11 0,07252761 -3,82658979 0,2775334 0,01066817
SESN3 0,1143066 -3,47039743 0,39668932 0,02954208 WDFY2 0,08032311 -3,44406256 0,27663782 0,0306572
HPD 0,08537818 -4,64180265 0,39630866 0,00056326 PGRMC1 0,0729518 -3,75188836 0,27370702 0,01385674
BDH1 0,11288177 -3,49003249 0,39396104 0,02793316 TAB3 0,07124927 -3,82710763 0,27267861 0,01066817
HPN 0,0889338 -4,39928486 0,39124512 0,00158887 CPVL 0,06611784 -4,09954056 0,27105276 0,00458254
RAB32 0,09216275 -4,22399952 0,38929541 0,00302223 ASAH1 0,06852415 -3,89830427 0,267128 0,00883096
GDPD3 0,11158146 -3,45554143 038557434 0,03035183 SOATI1 0,07108249 -3,73964905 0,26582357 0,01443458
EMP2 0,09106836 -4,2017761 0,38264885 0,00321283 E2F1 0,08048706 -3,30122754 0,2657061 0,04495879
QSOX1 0,10984398 -3,46614956 0,38073567 0,02984228 HSD17B12 0,07807904 -3,39955068 0,26543365 0,03497171
PRLR 0,10812424 -3,52001345 0,38059876 0,02555244 SOAT2 0,0754819 -3,42072105 0,25820254 0,03304819
QPRT 0,05726053 -6,6152118 0,37879053 2,46E-08 ITIH3 0,07592646 -3,37273263 0,25607966 0,03717446
MICB 0,11456925 -3,2920033 0,37716234 0,0462426 SDCBP 0,0779997 -3,28093437 0,25591189 0,04762251
ITGA10 0,11450946 -3,27979909 0,37556803 0,04762251 KLB 0,06092661 -4,16872836 0,25398648 0,00362751
TCEAL9 0,10290484 -3,6490083 0,37550062 0,01814536 PIPOX 0,06695736 -3,77673852 0,25288044 0,01274751
RP11-480112,5 0,11441237 -3,27142821 0,37429184 004781223 SPARC 0,06540524 -3,85925348 02524154 0,01002776
WIPII 0,09295099 -4,02348742 0,37398715 0,00594213 DLK1 0,07287073 -3,44494494 0,25103564 0,0306572
APOAS 0,09678244 -3,85888409 0,3734722 0,01002776 SLC44A1 0,06640094 -3,75907252 0,24960596 0,01357261
ST6GALI1 0,06442736 -5,76976111 0,37173046 3,16E-06 P4HA1 0,07323368 -3,40509348 0,24936754 0,03444894
SPOCK2 0,07295638 -5,07827665 0,37049268 9,53E-05 MGST1 0,07027919 -3,51586002 0,24709178 0,02580193
GAS2 0,08985358 -4,1232755 0,37049105 0,0043207 IL6ST 0,0567237 -4,35155278 0,24683617 0,00192106
ADH4 0,11313913 -3,26506774 0,36940693 0,04860215 SREBF1 0,06845665 -3,60476104 0,24676985 0,02018283
ADAMTSL4 0,11015734 -3,32326186 0,3660817 0,04194725 AKRIC2 0,07238988 -3,34185823 0,24191672 0,03980135
NPC2 0,06870496 -5.30890867 0,36474834 3,23E-05 FZD4 0,07071241 -3,39200587 023985692 0,03521539
TNFSF4 0,10560598 -3,44667592 0,36398958 0,0306572 SESTD1 0,07080498 -3,37158286 0,23872484 0,03717446
SLCO2B1 0,10828618 -3,34764171 0,36250335 0,03940714 GALNT1 0,06405952 -3,60703751 0,23106508 0,02013741
ALDOC 0,10156306 -3,56882592 0,36246087 0,02243522 AKRIC3 0,06554074 -3,44431201 0,22574277 0,0306572
TMEM144 0,10256894 -3,52565622 0,36162284 0,02546755 IKBKAP 0,05650317 -3,68968155 0,20847869 0,01606959
TM7SF2 0,07925339 -4,54476699 0,36018817 0,00086841 TFPI 0,05551267 -3,65880383 0,20310996 0,01776389
MVD 0,07158159 -5,02874135 0,3599653 0,00011694 CX3CL1 0,06000657 -3,34644827 0,2008089 0,03940714
EBP 0,07389455 -4,86977289 0,35984967 0,00023155 GLUL 0,05416463 -3,38574421 0,18338759 0,03584588
MXRAS 0,10342593 -3.46281384 0,35814473 0,02987519 CALU 0,05075735 -3,27097178 0,16602585 004781223
MATIA 0,07462998 -4,77942308 0,35668825 0,00032997 VARS 0,05883647 3,48054826 -0,20478317 0,02860843
SLC2A6 0,09918024 -3,57633858 0,35470211 0,02196514 STOML2 0,0626224 3,27656093 -0,20518612 0,04770561
FRRS1 0,10230226 -3,45716904 0,35367619 0,03033764 AJUBA 0,06166225 3,4823467 -0,21472934 0,02858122
ITPR1 0,09699416 -3,6430386 0,35335348 0,01814536 KRT18 0,06467845 3,36164834 -0,21742622 0,03834619
ABCBI1 0,0744613 -4,74479005 0,35330323 0,00037078 ROCK2 0,05776224 3,825163 -0,22094997 0,01066817
PC 0,0884898 -3,96051823 0,35046548 0,00751499 ‘WDR43 0,06787808 3,2754308 -0,22232994 0,04770561
GFI1 0,10223871 -3,39404211 0,3470025 0,03521101 ERBB2 0,06325488 3,54126204 -0,2240021 0,02430351
ACOX2 0,09624672 -3.52407054 0.33918023 0,02546755 oDC1 0,06787365 3,35244513 -0,22754268 0,03925349
1TM2B 0,0739975 -4,57271509 0,33836949 0,00077249 MYC 0,06288341 3,64183758 -0,22901118 0,01814536
CPN2 0,06663329 -5,07706279 0,33830139 9,53E-05 POLRMT 0,06803375 3,41238926 -0,23215765 0,03378833
P4HA2 0,07833093 -4,30560576 0,33726209 0,00228637 SSRP1 0,06984295 3,3566081 -0,23443541 0,03885869
SAMHDI1 0,06922985 -4,85946632 0,33642012 0,00023896 Noca2L 0,06634789 3,55909078 -0,23613816 0,02299415
DRAMI1 0,07149925 -4,68975818 0,33531418 0,00047738 SCRIB 0,07012228 3,39667885 -0,23818288 0,03515766
FDPS 0,07054589 -4,74799012 0,33495117 0,00037078 FGFR1 0,06483128 3,67514208 -0,23826417 0,0168915
TACC2 0,07946012 -4,20231857 0,33391673 0,00321283 RCC1 0,06662016 3,63311901 -0,24203896 0,01844766
NDRG2 008126418 -4,09263173 0,33258435 000458254 ATP13A1 0,07390644 3,34701119 -0,24736567 0,03940714
FRMD3 0,09491163 -3,49557674 0,33177088 0,02751922 RIC8A 0,07326133 3,42480793 -0,25090598 0,03272914
SLC26A6 0,08481169 -3,90805027 0,33144834 0,00862416 CNP 0,05781216 4,35661492 -0,25186532 0,00190438
STARD4 0,08400037 -3,9065383 0,32815067 0,00862416 SLC22A31 0,07785607 3,28393073 -0,25567393 0,0473664
CEACAM1 0,08172525 -4,01435841 0,32807446 0,00611317 ORM1 0,07154199 3,57896027 -0,25604594 0,02196514
FAM213A 0,06899415 -4,74697804 0,32751369 0,00037078 EDC4 0,07891266 3,27557718 -0,25848452 0,04770561
GGT1 0,083384 -3,92448877 0,32723956 0,00844033 MYBBPIA 0,07231035 3,5965835 -0,2600702 0,02069339
NCEH1 0,08990326 -3,63663008 0,32694491 0,01831945 MAT2A 0,07068685 3,71434915 -0,26255564 0,01512448
PHYH 0,08631095 -3,78328227 0,3265387 0,0125178 SDCCAG3 0,08015067 3,33906034 -0.26762793 0,04001205
FDFT1 0,08205696 -3,86259161 0,31695251 0,01002776 DDX56 0,07284476 3,69058509 -0,26883978 0,01606959
TSC22D1 0,08237473 -3,82488724 031507404 0,01066817 TNRC18 0,07523447 3,57602127 -0,26904007 0,02196514
CYBSB 0,05359439 -5,83719161 0,3128407 2,30E-06 ATAD3A 0,08176304 3,30531333 -0,27025246 0,04451743
DOK6 0,09455924 -3,27286599 0,30947972 0,04781223 RCC2 0,07272099 3,7185091 -0,27041367 0,01512448
ELOVLS 0,07148832 -4,28384859 0,30624516 0,00240438 ERRFI1 0,07932156 3,45362839 -0,27394718 0,03039905
TMEM135 0,07721238 -3,93400661 0,303754 0,00822842 IFRD2 0,07523594 3,65863139 -0,27526057 0,01776389
D3 0,08874722 -3,41180867 0,30278853 0,03378833 PLEC 0,08239509 3,34595677 -0,2756904 0,03940714
SAT2 007867563 -3,72106636 0,29275723 0,01512448 NOLC1 0,06825914 4,09160193 -0,27928922 0,00458254
TNFRSF10D 0,0860875 -3,39344121 0,29213286 0,03521101 TRIB1 0,08007509 3,50772055 -0,28088102 0,02644784
METTL7A 0,07408081 -3,93406582 0,29143879 0,00822842 EBNA1BP2 0,0795253 3,53909809 -0,28144785 0,0243542
SERPINC1 0,07432606 -3,91554093 0,29102673 0,00851673 HIF0 0,06034801 4,66545507 -0,28155092 0,00051921
ASS1 0,07512291 -3,83554508 0,28813731 0,01066817 TSR1 0,07644417 3,70318707 -0,28308707 0,01562946
MGST2 0,06834805 -4,21213559 0,28789124 0,00314565 HEATRI1 0,07393631 3,84714557 -0,28444377 0,01042812
SMLR1 0,07523395 -3,82628869 0,2878668 0,01066817 XPO5 0,07345283 3,92085625 -0,28799798 0,00844033
NEU1 0,06501422 -4,42000923 0,28736346 0,0014698 TRAP1 0,07043905 4,09480338 -0,28843405 0,00458254
CKAP4 006427145 -4,45456834 028630157 000130664 CAPNI5 0,07768555 3,72969902 -0.28974373 0,01478386
SCD 0,0614063 -4,64542598 0,28525841 0,00056268 NUPS8 0,08169005 3,54996365 -0,28999671 0,02365931
SULT1A1 0,08545857 -3,33381352 0,28490292 0,04058029 NOP9 0,07220505 4,09769028 -0,29587392 0,00458254
ACLY 0,07306666 -3,89636205 0,28469418 0,00883096 VWAL 0,08137664 3,64355229 -0,29650005 0,01814536
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Gene name StdErr ‘Wald-Stats log2(FC) P-adj
RECQL4 0,08198504 3,64081242 -0,29849214 0,01814536
'WDR46 0,07836163 3,83796606 -0,30074926 001066817
NOL6 0,08265904 3,70227872 -0,30602679 0,01562946
THBS1 0,06322282 4,84212463 -0,30613276 0,00025495
PMPCA 0,07198457 4,29102216 -0,30888738 0,00235904
BCKDK 0,09270134 3,37809873 -0,31315428 0,03667138
MDNI1 0,07635035 4,14181433 -0,31622897 0,00403268
FTSJ1 0,09411907 3,44398639 -0,3241448 0,0306572
TWNK 0,08949562 3,64569887 -0,32627408 0,01814536
ESRP2 0,08959818 3,73034673 -0,33423227 0,01478386
DGAT1 0,08157428 4,29806996 -0,35061194 0,00231616
RBM3 0,07158674 5,03374669 -0,36034949 0,0001167
DKK1 0,11449185 3.25647436 -0,37283976 0,0498749
MIDN 0,07162922 5,28176817 -0,37832891 3,64E-05
SLC6A14 0,07576184 6,51419439 -0,49352737 4,35E-08
EGR1 0,11370714 4,41936506 -0,50251338 0,0014698
HOXD1 0,10746175 5,71072906 -0,61368493 4,14E-06
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METABOLISM OF XENOBIOTICS BY CYTOCHROME P450 |
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Abbildung A 20: KEGG Signalweganalyse zeigt Metabolismus von Xenobiotika via CYP 450 als Ziel der Behandlung mit 2-Ethyl-4-

Methyl-Imidazol an. Rote Boxen bedeuten Hochregulation.
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Abbildung A 21: Dosisabhéngige Effekte der Imidazol Behandlung in HepG2-Zellen. Die Zellen wurden fiir 48h mit Imidazol in den
angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhiéngigen Experimenten). Uber den
Konzentrationsanstieg sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberfldache, wie
auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid
gefirbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind représentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen
Duplikaten je Konzentration; Maf3stab: 50 pm.
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Abbildung A 22: Dosisabhidngige Effekte der 4-Methyl-Imidazol Behandlungin HepG2-Zellen. Die Zellen wurden fiir 48h mit 4-Methyl-
Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhingigen Experimenten). Uber den
Konzentrationsanstieg sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberfliache, wie
auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid
gefarbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind repriasentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen
Duplikaten je Konzentration; MaBstab: 50 pum.
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Abbildung A 23: Dosisabhéngige Effekte der 2-Methyl-Imidazol Behandlung in HepG2-Zellen. Die Zellen wurden fiir 48h mit 2-Methyl-
Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhéngigen Experimenten). Uber den
Konzentrationsanstieg sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phanotypische Verdnderungen der Zelloberfldche, wie
auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid
gefirbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind représentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen
Duplikaten je Konzentration; MaBstab: 50 um

295



>
S
>
Q
>
oQ

ol

Hellfeld Hoechst

h)

Hellfeld Hoechst

Kontrolle Kontrolle

145,92 uM

486,4uM

1459,2 uM

4864 uM

6080 uM

7600 uM

1000 M C

1250 uM 9500 uM

(2]
ey
o
=
<

Abbildung A 24: Dosisabhingige Effekte der 1-Methyl-Imidazol Behandlung in HepG2-Zellen. Die Zellen wurden flir 48h mit 1-Methyl-
Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhiingigen Experimenten). Uber den
Konzentrationsanstieg sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberfléche, wie
auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid
gefirbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind représentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen
Duplikaten je Konzentration; MafBstab: 50 um.
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Abbildung A 25: Dosisabhédngige Effekte der 2-Ethyl-4-Methyl-Imidazol Behandlung in HepG2-Zellen. Die Zellen wurden fiir 48h mit 2-
Ethyl-4-Methyl-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhingigen
Experimenten). Uber den Konzentrationsanstieg sind deutliche Verénderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verénderungen
der Zelloberflache, wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und
Propidiumiodid gefarbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind représentative Bilder eines Versuchs mit je 4
technischen Duplikaten je Konzentration; Mafstab: 50 um.
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Anhang

Abbildung A 26: Dosis-Wirkung Kurven der Imidazolverbindungen zur Erhebung der Benchmarkdosen in Beas2B-Zellen. Gezeigt sind die
Kombinationen aller tiber 48h getesteter Dosisspannen zur Ermittlung von harmonischen Benchmarkdosen fiir 10, 25 und 50 % Effektlevel
fiir weitere Experimente. Zellzahlreduktion (CNT) ist jeweils der sensiblere Endpunkt und Zelltod (CDE) ist zu héheren Konzentrationen

auftretend oder nicht feststellbar.
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Abbildung A 27: Dosisabhéngige Effekte der Imidazol Behandlung in Beas2B. Die Zellen wurden fiir 48h mit Imidazol in den angegebenen
Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhiingigen Experimenten). Uber den Konzentrationsanstieg sind
deutliche Verénderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Veranderungen der Zelloberflache, wie auch Vakuolisierung zu
sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid gefarbten Zellen bei 10-facher
VergrofBerung aufgenommen. Gezeigt sind représentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen Duplikaten je Konzentration; Mafstab:
50 pm.
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Abbildung A 28: Dosisabhingige Effekte der 4-Methyl-Imidazol Behandlung in Beas2B (bis 100 pm). Die Zellen wurden fiir 48h mit 4-
Methyl-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhingigen Experimenten). Uber
den Konzentrationsanstieg sind deutliche Veranderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberfléche,
wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid
gefarbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind repriasentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen
Duplikaten je Konzentration; MaBstab: 50 pm.

(S
N

299



Anhang

Hellfeld Hoechst

Kontrolle { \
’ 4 <,

Hellfeld Hoechst

2560 uM

69uM 3200uM ¢

230um I 4000 uM

5000 uM AN
L4
y
‘*Z
\

Hellfeld Hoechst Pl

SHO“M ) \ .-
6400 uM
9
g »
\
.,

8000 uM

10000 uM
<
&
{
H
<
R

Abbildung A 29: Dosisabhidngige Effekte der 4-Methyl-Imidazol Behandlung in Beas2B (bis 10000 um). Die Zellen wurden fiir 48h mit 4-
Methyl-Tmidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhéngigen Experimenten). Uber
den Konzentrationsanstieg sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberfléche,
wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid
gefirbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind représentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen
Duplikaten je Konzentration; Maf3stab: 50 pm.
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Anhang

Abbildung A 30: Dosisabhingige Effekte der 2-Methyl-Imidazol Behandlung in Beas2B (bis 5000 pM). Die Zellen wurden fiir 48h mit 2-
Methyl-Tmidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhéngigen Experimenten). Uber
den Konzentrationsanstieg sind deutliche Veranderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberfléache,
wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid
gefirbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind représentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen

Duplikaten je Konzentration; Maf3stab: 50 pm.
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Abbildung A 31: Dosisabhingige Effekte der 2-Methyl-Imidazol Behandlung in Beas2B (bis 10000 puM). Die Zellen wurden fiir 48h mit 2-
Methyl-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhingigen Experimenten). Uber
den Konzentrationsanstieg sind deutliche Verianderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberfléche,
wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid
gefarbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind reprisentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen
Duplikaten je Konzentration; Mafstab: 50 um.
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Abbildung A 32: Dosisabhéngige Effekte der 1-Methyl-Imidazol Behandlung in Beas2B (bis 100 pM). Die Zellen wurden fiir 48h mit 1-
Methyl-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhingigen Experimenten). Uber
den Konzentrationsanstieg sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberflédche,
wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid
gefarbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind repriasentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen
Duplikaten je Konzentration; MafBstab: 50 um.
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Abbildung A 33: Dosisabhingige Effekte der 1-Methyl-Imidazol Behandlung in Beas2B (bis 24000 pM). Die Zellen wurden fiir 48h mit 1-
Methyl-Tmidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhéngigen Experimenten). Uber
den Konzentrationsanstieg sind deutliche Verdnderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verdnderungen der Zelloberfléache,
wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und Propidiumiodid
gefirbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind représentative Bilder eines Versuchs mit je 4 technischen
Duplikaten je Konzentration; Maf3stab: 50 pm.
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Abbildung A 34: Dosisabhingige Effekte der 2-Ethyl-4-methly-Imidazol Behandlung in Beas2B (bis 100 uM). Die Zellen wurden fiir 48h
mit 2-Ethyl-4-methly-Imidazol in den angegebenen Konzentrationen behandelt (die linke/rechte Bildtafel stammen aus unabhédngigen
Experimenten). Uber den Konzentrationsanstieg sind deutliche Verinderungen des Wachstumsverhaltens und phénotypische Verinderungen
der Zelloberflache, wie auch Vakuolisierung zu sehen. Die Bilder wurden mit Hochdurchsatz-Fluoreszenzmikroskopie von mit Hoechst und
Propidiumiodid gefarbten Zellen bei 10-facher VergroBerung aufgenommen. Gezeigt sind représentative Bilder eines Versuchs mit je 4
technischen Duplikaten je Konzentration; Mafstab: 50 pm.
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