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Widmung

Meiner Familie

,Diejenigen, die [...] an Tieren experimentieren
[.-]

sollen niemals den inneren Vorwurf beruhigen
[.-]

Sie miissen zuerst,

in jedem einzelnen Fall, (iberlegt haben,

ob eine Notwendigkeit besteht,

einem Tier das Opfer zuzumuten

zum Vorteil der Menschheit.

Und sie miissen die gré8te Sorge tragen,
soweit wie méglich

den zugefiigten Schmerz zu mildern.*

Albert Schweitzer (1875 — 1965)
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I. Einleitung 1

EINLEITUNG
Phosphororganische Verbindungen umfassen eine hete-
rogene Gruppe von chemischen Verbindungen mit un-
terschiedlichen physikochemischen, toxikodynamischen
und toxikokinetischen Eigenschaften. Sie werden verein-
fachend als Organophosphate bezeichnet (Thiermann et
al. 2016). Eine Vielzahl von Nervenkampfstoffen und
Pestiziden gehdren dieser Gruppe an und stellen sowohl
im militarischen, als auch im zivilen Bereich eine grol3e
Gefahr und ein medizinisches Problem dar (Bajgar et al.
2015; Haines und Fox 2014; Rosman et al. 2014). Jahr-
lich sterben hunderttausende Menschen sowohl in suizi-
daler Absicht, als auch infolge akzidentieller Vergiftun-
gen durch phosphororganische Verbindungen
(Eddleston 2019; Gunnell et al. 2007; Mew et al. 2017).
Jedoch ist in der 6ffentlichen Wahrnehmung der Einsatz
von Organophosphaten als chemischer Kampfstoff deut-
lich prasenter. So wurde Alexei Nawalny 2020 Opfer
eines Attentats mittels des Nervenkampfstoffes No-
witschok, der von der friiheren Sowjetunion wahrend des
kalten Krieges entwickelt wurde, ebenso Sergei und Yu-
lia Skripal im Jahr 2018 in Salisbury, UK (Chai et al.
2018; Simon et al. 2013; Steindl et al. 2021; Vale et al.
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2018). Kim Jong-Nam, Halbbruder des obersten Fuhrers
von Nordkorea Kim Jong-Un, wurde 2017 mit VX ermor-
det (Berlinger 2017; Chai et al. 2017). 1995 wurde in
Tokio bei einem Anschlag Sarin gegen die Zivilbevolke-
rung eingesetzt (Miyaki et al. 2005; Morita et al. 1995;
Okumura et al. 1996; Suzuki et al. 1995; Vale 2005;
Yanagisawa et al. 2006). Zwischen 2013 und 2018 wur-
de in Syrien mehrmals Sarin und Chlor angewandt. Tau-
sende Zivilisten kamen hierbei zu Tode (John et al.
2018; Nguyen 2022; Rosman et al. 2014; Sellstrém
2013; Zarocostas 2017).

Phosphororganische Verbindungen wirken primar als
Inhibitor des lebenswichtigen Enzyms Acetylcholinester-
ase (AChE). Die irreversible Hemmung von AChE flhrt
zu einer Anreicherung von Acetylcholin (ACh) im synap-
tischen Spalt und induziert eine gesteigerte Aktivitat an
cholinergen Synapsen. Dies fuhrt zu vielseitigen Organ-
funktionsstorungen (Aldridge und Reiner 1975; Grob
1956; Holmstedt 1959; Kwong 2002; Lee 2003; Taylor et
al. 1995). StandardmaRig werden als symptomatisch
wirkendes Antidot der muskarinerge Rezeptorantagonist
Atropin, zur kausalen Behandlung ein Oxim als Enzym-

reaktivator sowie bei Krampfanfallen Benzodiazepine als
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Antikonvulsivum verabreicht (Cannard 2006; Eyer 2003;
Eyer et al. 2009; Jett 2007, 2016; Thiermann et al.
2013). Dieses Standardtherapieschema weist jedoch
eine begrenzte Wirksamkeit auf. Infolgedessen ist die
Entwicklung eines verbesserten Therapieansatzes zur
Behandlung von Organophosphatvergiftungen erforder-
lich (Thiermann et al. 2013; Worek und Thiermann
2013).

Il. LITERATURUBERSICHT

.1 Toxikologie phosphororganischer Verbindun-

gen

II.1.1  Phosphororganische Verbindungen als Ner-
venkampfstoffe und Pestizide
Die ersten Nervenkampfstoffe wurden in den 1930er
Jahren in Wuppertal-Elberfeld im Rahmen der Pesti-
zidforschung von Gerhard Schrader und seinen Kollegen
in den Laboratorien der IG Farben entwickelt. Es sollte
ein wirksames Pestizid gegen die Ausbreitung von
Schadlingen gefunden werden, die eine Bedrohung fur
Weinreben darstellten (Rice 2016). So wurde 1936 als

erstes Nervengift die phosphororganische Verbindung
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Tabun (GA) synthetisiert, die auch das militérische Inte-
resse des Dritten Reichs weckte und als geheim einge-
stuft wurde. Im Jahr 1938 folgte die Entwicklung von
Sarin (GB) (Rice 2016; Szinicz 2005). Aufgrund der ext-
rem hohen Toxizitat der Substanzen wurde die Entwick-
lung weiterer Substanzen wahrend der Zeit des Natio-
nalsozialismus durch das Heereswaffenamt in Auftrag
gegeben mit dem Ziel, diese im Zweiten Weltkrieg ein-
zusetzen. Dazu zahlten Cyclosarin (GF) und Soman
(GD), das erstmals 1944 durch den spateren Nobelpreis-
trager Richard Kuhn beschrieben wurde (Rice 2016;
Tammelin 1957). Diese als Nervenkampfstoffe betitelten
Substanzen, deren Hauptwirkmechanismus gegen das
Nervensystem gerichtet ist, sind jedoch im Zweiten
Weltkrieg nicht zum Einsatz gekommen. Sie werden
aufgrund ihrer Herkunft als Substanzen der G-Reihe (G
fur german) bezeichnet. Diese Zuordnung hat auch in
der offiziellen NATO-Klassifizierung Gebrauch gefunden
(Rice 2016).

Als Reaktion auf die Bedrohung durch die Nervenkampf-
stoffe der G-Reihe haben Chemiker in Schweden, Grol3-
britannien, USA und Russland nach dem Zweiten Welt-

krieg die Erforschung von Nervenkampfstoffen mit noch
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hoherer Toxizitat fortgesetzt. Aus der weiteren For-
schung an Pestiziden (Gosh und Newman 1955) und der
Untersuchung von Struktur-Wirkungsbeziehungen
(Frederiksson 1957; Tammelin 1957) sind in den 1950er
Jahren die Substanzen einer weiteren Klasse, der soge-
nannten V-Reihe (V fur venom oder viscous), entstanden
(Tammelin 1957). Hierzu zahlt VX, das im Rahmen einer
britisch-amerikanischen Kooperation synthetisiert wurde
(Timperley 2015). Kurz darauf wurden in der Sowjetuni-
on das geringfiigig modifizierte Strukturanalogon RVX
(russisches VX) und in China CVX (chinesisches VX)
entwickelt (Black und Harrison 1996).

Die Grundstruktur der erlduterten G- und V-Stoffe Iasst
sich von der ,Schraderschen Alkyl-Formel* (vgl. Abbil-
dung 1) ableiten, die bereits im Jahre 1937 aufgestellt
und im darauffolgenden Jahr patentiert wurde (Schrader
1950, 1963). Diese Phosphor- und Phosphonsaurederi-
vate mit einer Abgangsgruppe und zwei Alkylgruppen
unterscheiden sich nicht nur bezuglich ihrer toxischen,
sondern auch hinsichtlich ihrer physikochemischen Ei-

genschaften (Barr et al. 2004; Thiermann et al. 2016).
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o R', R?= Alkoxy
(S)n = Alkoxy, Alkyl, Dialkylamin

RféZX X = Halogenid, Cyanid, Phenoxy - oder Thiolgruppe

Grundstruktur nach Schrader

i S 1,0
\N,E;lo/\ /E\O /E\OJ\K /}?\O

| C

Tabun (GA) Sarin (GB) Soman (GD) Cyclosarin (GF)
0 e 'S
/\O,T\S/\/N\l/ /\/\O/T\S/\/NV Y\O’ I\S/\/ N
VX chinesisches VX (CVX) russisches VX (RVX)

Abbildung 1: Grundstruktur nach Schrader und Nervenkampf-
stoffe der G- und V-Reihe. Erstellt nach Black (2016), Eyer (2003)
und Worek et al. (2004) mit ChemDraw Version 22.0.

Phosphororganische Nervenkampfstoffe sind chirale
Molekile. Sie weisen als Substituenten ein asymmetri-
sches Phosphoratom auf, sodass sie sich in ihrem opti-
schen Drehsinn [(+)-P/(-)-P] unterscheiden. Es gibt also
immer mindestens zwei Enantiomere. Abhangig vom
Drehsinn zeigen die Stereoisomere unterschiedliche
toxikodynamische und toxikokinetische Eigenschaften
(Benschop und Jong 1991). Verallgemeinert besitzen
(-)-Enantiomere wie im Fall von (-)-VX eine um einige
Zehnerpotenzen hdhere biologische Stabilitat und Toxizi-

tat im Vergleich zum entsprechenden Enantiomer mit
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positivem Drehsinn (Benschop und Jong 1988; Reiter et
al. 2008; Tenberken et al. 2010; Tsai et al. 2010). Folg-
lich kbnnten Therapeutika die vorrangig das toxischere
Enantiomer mit negativem Drehsinn binden und/oder

abbauen, zu einer verbesserten Therapie flhren.

Neben der militarischen Nutzung spielen Organophos-
phate auch im Bereich der Pestizide eine bedeutende
Rolle. Als Pestizide werden allgemein Substanzen defi-
niert, die unerwlnschte Organismen abtdten. Dazu ge-
horen Insektizide wie Malathion, Parathion und Chlorpy-
rifos sowie Akarizide, Rodentizide, Fungizide, Holz-
schutzmittel, Molluskizide, Herbizide und Bakterizide
oder auch Anthelminthika (Caloni et al. 2018; Gupta und
Robin 2022). Phosphororganische Pestizide weisen eine
geringere Toxizitdt als phosphororganische Nerven-
kampfstoffe auf, wobei sie eine gemeinsame Grund-
struktur mit ahnlichen Wirkmechanismus zeigen (vgl.
Abbildung 1). Alle phosphororganischen Verbindungen
mit einem elektrophilen Phosphor-Zentralatom, einer
PO-Doppelbindung, zwei basischen Substituenten R1
und R2 sowie einer elektronenziehenden, guten Ab-
gangsgruppe X, haben eine kontaktinsektizide Wirkung
(Quitschau et al. 2008). Die bis heute bekannten und



Il. Literaturibersicht 8

teils noch immer eingesetzten Pestizide Parathion (E
605) und Paraoxon (E 600, PXE) sind ebenfalls von
Schrader synthetisiert worden (Schrader 1951). In der
modernen Landwirtschaft ist der Einsatz von Organo-
phosphaten nicht mehr wegzudenken. Aufgrund der
Ubernutzung reichern sich die Rickstande der phos-
phororganischen Pestizide im Boden an und werden ins
Grundwasser ausgewaschen, sodass aquatische und
terrestrische Nahrungsketten kontaminiert werden. Pes-
tizidrickstande werden regelmaRig im Boden, Wasser
und der Luft nachgewiesen (Golfinopoulos et al. 2003;
Kumar et al. 2018; Mali et al. 2023). Akute Expositionen
konnen sich nicht nur auf Menschen und Pflanzen, son-
dern auch Insekten und Tiere toxisch auswirken (Black
2016; Mali et al. 2023; Marican und Duran-Lara 2018;
Rice 2016).

I.1.2 Das cholinerge System

Uber das vegetative Nervensystem wird ein Grofteil
unserer lebensnotwendigen Korperfunktionen, wie At-
mung und Kreislauf, gesteuert. Es wird in drei Teile un-
terteilt. Hierzu zahlen der Sympathikus und Parasympa-

thikus, die komplementar zueinander wirken, sowie das
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enterische Nervensystem (vgl. Abbildung 2) (Janig und
Baron 2019).
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Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des vegetativen Nerven-
systems mit Fokus auf das cholinerge System (orange). Erstelit
nach Janig und Baron (2019) mit BioRender.com.

Eine wichtige Rolle zur Signallbertragung im vegetati-
ven Nervensystem spielen der Neurotransmitter ACh,
der an metabotrope muskarinerge Acetylcholinrezepto-
ren (MAChR) und ionotrope nikotinerge Acetylcholinre-
zeptoren (NAChR) des zentralen Nervensystems (ZNS)
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und peripheren Nervensystems (PNS) bindet, sowie die
Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin (vgl. Abbil-
dung 2) (Aumdller et al. 2007; Bloom 2001; Hoffman
2001; Janig und Baron 2019; Taylor 2001).

Die Synthese des Transmitters ACh erfolgt im Zytoplas-
ma in der Prasynapse aus Cholin und Acetyl-Coenzym A
katalysiert durch das Enzym ChAT. Anschliefiend wird er
in neuronalen Zellen in Transportvesikeln gespeichert
und nach Eintreffen eines Aktionspotentials an der pra-
synaptischen Endigung in den synaptischen Spalt mittels
Exozytose freigesetzt, um einen Reiz an der postsynap-
tischen Nervenzelle iber nAChR oder mAChR auszul6-
sen und so seine Wirkung zu vermitteln. Nach der
Transmitterausschittung, hydrolysiert das Enzym AChE
den Neurotransmitter ACh in die Spaltprodukte Acetat
und Cholin, die wieder in die prasynaptische Nervenzelle
aufgenommen werden (vgl. Abbildung 3) (Berkaloff et al.
1990; Hallermann und Schmidt 2019; Nachmansohn und
Machado 1943; Purves et al. 2004).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der cholinergen Synap-
se. Erstellt nach Kummer et al. (2008) sowie Soreq und Seidman
(2001) mit BioRender.com.

Die Wirkung auf die postsynaptische Zelle wird dadurch
aufgehoben. Im cholinergen System fungiert die AChE
als Schlisselenzym. Sie weist bereits bei einer geringen
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ACh-Konzentration eine hohe Hydrolyseaktivitdt auf,
indem es mit einer aulerst hohen Geschwindigkeit von
ca. 10.000 Molekilen pro Sekunde (s) den Neurotrans-
mitter in Acetat und Cholin im synaptischen Spalt hydro-
lysiert, was einer Umsatzzeit von 1 x 10* s entspricht
(Taylor 2001). Dadurch erfolgt eine ausreichend schnelle
Inaktivierung der Signaltransmission, sodass die Wir-
kung von ACh auf die regionale Freisetzung beschrankt
bleibt. Das Enzym AChE steuert folglich die Wirkungs-
dauer von ACh (Purves et al. 2004).

Das cholinerge System bildet im Korper ein Netzwerk,
das verschiedene komplexe Funktionen ausfihrt. Es
kommt sowohl in neuronalen als auch in nicht-
neuronalen Geweben vor (Prado et al. 2017). In nicht
neuronalem Gewebe wird von einem nicht-neuronalen
cholinergen System gesprochen, wohingegen im Zu-
sammenhang mit der Synthese, Speicherung und Frei-
setzung von ACh in cholinergen Neuronen sowie der
anschlieenden Aktivierung von mAChR und nAChR an
den jeweiligen Effektorzellen vom neuronalen choliner-
gen System gesprochen wird (Fuijii et al. 2017; Grando
et al. 2003; Kasa et al. 1997).
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Die pragangliondren sympathischen und parasympathi-
schen Neurone werden beide Uber den Transmitter ACh
gesteuert, das an nAChR bindet. Im Gegensatz dazu
werden die postganglionaren Fasern des Sympathikus
durch Noradrenalin als Transmitter fir adrenerge Rezep-
toren reguliert. Die postgangliondren Fasern des Pa-
rasympathikus werden Uber ACh gesteuert, das an
mAChR bindet. Eine Besonderheit stellen die post-
ganglionaren, sympathischen Fasern der Schweil3dri-
sen dar, da die Reizlubertragung Giber mAChR statt adr-
energer Rezeptoren funktioniert (vgl. Abbildung 2)
(Aumdiller et al. 2007; Drenckhahn 2008; Janig und
Baron 2019; Mumenthaler und Mattle 2006; Schmidt et
al. 2010; Schunke et al. 2015).

Die cholinergen Transmembranrezeptoren, die sich so-
wohl im zentralen als auch peripheren Nervensystem
befinden, steuern eine Vielzahl von Funktionen durch
vegetative Signaltransmission an unterschiedlichen Er-
folgsorganen. Die ligandengesteuerten nAChR regulie-
ren beispielsweise die somatomotorische Vermittlung an
der neuromuskuldaren Endplatte. Die G-Protein-
gekoppelten mAChR werden unter anderem an den

Bronchien, der glatten Muskulatur, dem Herzmuskel und
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der Pupille exprimiert (vgl. Abbildung 2) (Janig und
Baron 2019). Da Uber die AChR lebenswichtige Funktio-
nen geregelt werden, stellt die Verhinderung der Inhibiti-

on aktuell eine wichtige therapeutische Ansatzstelle dar.

11.1.3 Wirkmechanismus der phosphororganischen
Vergiftung

Wie bereits in den 1940er Jahren festgestellt wurde ist
die kovalente Bindung und irreversible Hemmung der
AChE der Hauptpathomechanismus der phosphororga-
nischen Vergiftung (Mackworth und Webb 1948). Hierbei
wird der Serin-Rest im aktiven Zentrum der AChE phos-
phyliert und es kommt zur Hemmung des Enzyms (vgl.
Abbildung 4).

Phosphylierung dient als Oberbegriff fir Phosphorylie-
rung, und Phosphonylierung oder Phosphinylierung.
Hierdurch kommt es zu einem Uberschuss an Acetylcho-
lin (ACh) im synaptischen Spalt, da kein Abbau mehr
erfolgt. Dies induziert eine stete Reizibertragung an

cholinergen Synapsen.
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Spontanreaktivierung/-hydrolyse

OH

o
AChE Ser203 n

+ R1.FI’:O,R2 + H*
Hemmung ks (o}
Q H,0
1]

1 P
OH RIOX oo
“R2 R
HN Organophosphat HN Alt durch Dealkyli
AChE  [ser208 2 OP ORI [ AChE [ Ser2034 erung durch Bealkylierung
o ki o 9-
P -
e
aktive AChE
N\ AChE Ser203 , pagy + Wt
k; = Konstante der Hemmung der AChE durch das Organophosphat HZO

ks = Spontanreaktivierungskonstante
k, = Alterungskonstante

Abbildung 4: Reaktionsmoglichkeiten des Serin-Restes (Ser203)
im aktiven Zentrum der AChE mit Organophosphaten. Erstellt
nach Millard et al. (1999) und Worek et al. (2004) mit ChemDraw
22.0.

Die Bindung zwischen der AChE und dem Organophos-
phat kann hydrolysiert werden, wodurch es zu einer
Spontanreaktivierung kommt (vgl. Abbildung 4). Auch
eine Dealkylierung der gehemmten AChE ist moglich.
Hierbei spricht man von einer sogenannten ,Alterung®
des Enzyms (vgl. Abbildung 4). Eine Reaktivierung einer
gealterten AChE, also eines Phosphyl-Enzym-
Komplexes, durch den Enzymreaktivator Oxim ist nicht
mehr moéglich (Millard et al. 1999; Worek et al. 2004).
Die Halbwertszeit variiert dabei von 2-3 Minuten (min)

fur AChE gehemmt durch Soman und bis zu 40 Stunden
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(h) fur AChE gehemmt durch VX (Worek et al. 2004). Ein
moglichst frher Therapiebeginn ist daher fur eine erfolg-

reiche Behandlung entscheidend.

( Exposition gegeniiber Organophosphaten )
v

Absorption Hypersalivation,
. l Rhinorhoe
Aln Nausea,
2% R ) ;r*; Vomitus,
‘ b o Zentrale Diarrhoe,
Respirationstrakt Haut | Augen Gastrointestinaltrakt Atemldhmung,  qjiken
l Konvulsionen,
Distribution Koma I
® Bradykardie X

AN
- Biologische
. Wirkung

p | \ Hyperhidrose ¥
[ Tremor,
Cholinerge Faszikulation,

Metabolismus) Synapsen periphere

Atemldhmung

Lakrimation

heid Bronchorrhoe,
Ausscheidungswege Bronchokonstriktion

Nieren

Abbildung 5: Exposition mit Organophosphaten - Verbleib und
Verhalten im Korper. Erstellt nach Aktories et al. (2005), Masson
und Rochu (2009) sowie Masson (2016) mit BioRender.com.

Im Allgemeinen kommt es bei Aufnahme von phosphor-
organischen Verbindungen einerseits zur Wirkung des

Organismus auf die phosphororganischen Verbindungen
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(Pharmakokinetik), andererseits zur Wirkung der Orga-
nophosphate auf den Organismus (Pharmakodynamik)
(vgl. Abbildung 5).

Das Prinzip der Pharmakokinetik wird mit dem Akronym
LADME beschrieben (Aktories et al. 2005; Kullak-Ublick
et al. 2012). Nach der Freisetzung (Liberation), in die-
sem Fall als Exposition gegenlber Organophosphaten
beschrieben, kommt es zur Aufnahme (Absorption) Gber
Haut, Respirations-, Gastrointestinaltrakt oder Schleim-
haute der Augen. Uber das Blutkompartiment findet die
Verteilung (Distribution) statt. Im Anschluss daran wird
die jeweilige Substanz verstoffwechselt (Metabolismus)
und ausgeschieden (Exkretion). In Abhangigkeit der Lip-
ophilie des jeweiligen Stoffes kommt es auch zu einer
reversiblen Umverteilung in Gewebe. In den verschiede-
nen Teilbereichen des Organismus laufen somit parallel
unterschiedliche Vorgange ab. Die Kombination dieser
Ablaufe bestimmt die Gesamtkonzentration im Organis-
mus. Einflussfaktoren sind mitunter die Expositionsmen-
ge, -art und -dauer, sowie die physikochemischen Ei-
genschaften des Stoffes, die zu einer unterschiedlich
schnellen Symptomausbildung fuhren (Aktories et al.
2005; Freissmuth 2020; Masson und Rochu 2009). Die
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Substanzen der G-Reihe sind im Vergleich zu denjeni-
gen der V-Reihe volatiler und hydrolyselabiler, wodurch
ihre Aufnahme meist inhalativ erfolgt. Sarin beispielswei-
se weist eine Volatilitat von 18700 mg m™ bei 25 °C auf,
wohingegen diese von VX bei 12,6 mg m= bei 25 °C liegt
(Black 2016). Die inhalative Aufnahme von G-Stoffen
Uber mukdése Membranen fuhrt zu einem raschen Ein-
setzen von Vergiftungszeichen, sodass unverziglich mit
einer Behandlung begonnen werden muss (Thiermann
et al. 2016). Im Gegensatz dazu sind die V-Stoffe we-
sentlich hydrolysestabiler und die Aufnahme erfolgt
meist perkutan (Barr et al. 2004; Birtley et al. 1966;
Black und Read 2013; Black 2016). Die perkutane Auf-
nahme von geringflichtigen V-Stoffen, wie VX, flhrt zu
sich langsam entwickelnden und langer andauernden
Vergiftungsverlaufen. Hierbei wird die Hypothese vertre-
ten, dass die Substanz ein subkutanes Depot bildet, von
welchem es sich aufgrund der Lipophilie in andere Kom-
partimente Uber einen verlangerten Zeitraum verteilt und
akkumuliert (Thiermann et al. 2016). Dies hat eine ver-
langerte Elimination zur Folge und schrankt die Wirk-
samkeit von Therapeutika ein. Die klinischen Symptome
der Intoxikation kénnen sich Uber Tage verschlechtern

und selbst bei anfanglicher Verbesserung zu einem
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Ruckfall fuhren (Vale 1998). VX mit einer geschatzten
perkutanen LDso-Dosis von 0,07 mg kg™ fiir Menschen,
die immer noch als zu hoch angezweifelt wird (National
Academies Press (US) 1997), verbindet dadurch die
Eigenschaften einer extrem hohen Toxizitat und hohen
Lagerstabilitdt (Black 2016). Das Blutkompartiment als
gemeinsamer Verteilungsweg prasentiert sich hierbei als
aulerst attraktive therapeutische Ansatzstelle und offen-
bart eine mogliche Schlisselstelle fir die Behandlung.
Es ware von erheblichem Vorteil, wenn eine Detoxifikati-
on bereits im Blutkompartiment erfolgen kdonnte und so
eine Verteilung in das Gewebe und Bindung an die
AChE verhindert werden kann. Die Bindung der Organo-
phosphate an AChE cholinerger Synapsen fihrt zur bio-
logischen Wirkung auf das cholinerge System und somit
den Korper, welche sich in einem charakteristischen
symptomatischen Erscheinungsbild (Pharmakodynamik)
zeigt (Aktories et al. 2005; Casida und Quistad 2004;
Costa 2006; Masson und Rochu 2009; Masson 2016).
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1.2 Diagnostik und Therapie der phosphororgani-

schen Vergiftung

.21 Klinisches Bild der phosphororganischen
Vergiftung
Das klinische Bild, also die Summe aller Symptome, der
Symptombeginn und der chronologische Verlauf, ist ab-
hangig von der Art der Aufnahme (perkutan, inhalativ,
oral), der Menge und der lipophilen Eigenschaft des
Stoffes. Liegt die Hemmung der peripheren AChE bei
50-80 %, treten erste Symptome auf (Lotti 2001). Mit
einer schweren Vergiftung ist zu rechnen, sobald 90 %
des Enzyms gehemmt sind. Bei der phosphororgani-
schen Vergiftung konnen kurzfristige und langfristige

Folgen unterschieden werden.

Kurzfristig fiihrt die Uberregulation durch ACh an nAChR
zu einer sukzessiven Reduktion der nikotinergen Reiz-
weiterleitung bis hin zur Unterbrechung der Signaltrans-
mission mit neuromuskularer Blockade, die epileptiforme
Krampfe und eine zentrale Atemldhmung bedingt
(Aldridge und Reiner 1975; Holmstedt 1959; Papke
2014; Taylor et al. 1995; Thiermann et al. 2010). An
mAChR kann die Uberstimulation durch ACh zu den

typischen muskarinerg vermittelten Symptomen wie
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Bronchokonstriktion, Abdominalkréampfen, Hypersekreti-
on an Schleim- und Speicheldrisen, Hyperhidrose,
Herzrhythmusstérungen und Miosis fuhren (vgl. Abbil-
dung 2) (Aurbek et al. 2009; Grob 1956; Marrs 1993;
Thiermann et al. 2016). Das Akronym SLUDGE (Abkur-
zung der jeweiligen Anfangsbuchstaben: Salivation,
Lacrimation, Urination, Diarrhea, Gastrointestinal Dis-
comfort and Emesis — Salivation, Lakrimation, Miktion,
Diarrhoe, gastrointestinale Beschwerden und Emesis)
beschreibt den parasympathischen Anteil des choliner-
gen Toxidroms einer Organophosphatvergiftung (Peter
et al. 2014; Ventura et al. 2021).

Treten eine starke Bronchosekretion in den Atemwegen
zeitgleich mit einer Lahmung der peripheren Atemmus-
kulatur und einer zentralen Atemantriebsstorung auf,
fuhrt dies oftmals zum Atemstillstand und selbst trotz
adaquater Therapie haufig zum Tod (Eyer et al. 2004;
Grob 1956; Kwong 2002; Lee 2003; Namba 1971; Sidell
und Borak 1992; Sidell 1994; Thiermann et al. 2016;
Zilker 2008).

Als langfristige Folge kann bei Uberleben des Patienten
nach Organophosphataufnahme nach 24 bis 96 h im

Anschluss an die cholinerge Krise das sogenannte In-
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termediate Syndrome (IMS) eintreten, welches durch
Myasthenie charakterisiert ist. Die genaue Pathogenese
des IMS ist bisher ungeklart. Ein erhdhtes Vorkommen
wird mit einer verspateten oder inadaquaten Therapie
mit Atropin und Pyridinium Oximen, einer hohen Dosis-
aufnahme, verminderter AChE-Aktivitdt und Erhéhung
von Muskelenzymen in Verbindung gebracht (Jokanovi¢
2018; Karalliedde et al. 2006; Senanayake und
Karalliedde 1987; Thiermann et al. 2016).

Nach zwei Wochen kann sich als weitere Phase die Or-
ganophosphate-induced delayed neuropathy (OPIDN)
entwickeln. Die sensomotorische Neuropathie &aufert
sich durch unwillkiirliche, schmerzhafte Kontraktionen
der Beugemuskulatur des Unterschenkels, Parasthesien
der FURe und Hande sowie Hyporeflexie (Reflexab-
schwachung) und Gleichgewichtsstérung. Atiologisch
betrachtet scheint hierbei die AChE keinen Einfluss zu
nehmen. Stattdessen steht das an die Axonmembran
gebundene Enzym Neuropathy target esterase (NTE) als
mogliche Ursache in der Diskussion. Die Hemmung von
NTE fuhrt zu Stérungen in der Kalziumfunktion, Signal-

transduktion und Phosphatidylcholinhomdéostase (Eyer et
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al. 2004; Jokanovi¢ 2018; Lotti 1991; Lotti und Moretto
2005).

Bei chronischen und schweren Vergiftungen durch Or-
ganophosphate sind mit einer zeitlichen Verzdgerung
neuropsychopathologische Komplikationen mdglich, die
Uber Jahre persistieren kdnnen. Diese zeigen sich durch
Storungen in der Sprache und Motorik, kognitive Defizi-
te, Demenz und Persodnlichkeitsveranderung (Jokanovic
2018; Thiermann et al. 2013; Thiermann et al. 2016).

1.2.2 Labordiagnostik

Zur Erkennung einer Vergiftung durch phosphororgani-
sche Verbindungen gilt die klinische Symptomatik als
primares Diagnostikum. Die Therapie wird direkt gestar-
tet.

Neben der klinischen Symptomatik gibt es eine Spezial-
diagnostik. Hierbei wird die Aktivitat der auf den Erythro-
zytenmembranen gebundenen AChE gemessen, die
sich relativ einfach und schnell bestimmen Iasst. Die auf
der Erythrozytenmembran gebundene AChE und die
synaptische AChE weisen einen hohen Grad an Homo-
logie zueinander auf. Dadurch wird die AChE-Aktivitat

einer hergestellten Blutverdiinnung Uber peripher abge-
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nommenes Blut als Surrogatparameter fir die synapti-
sche AChE-Aktivitat herangezogen (Massoulié et al.
1993). Ein enger Zusammenhang konnte zwischen der
Aktivitat der Erythrozytenmembran gebundenen AChE
und der neuromuskularen Transmission mit Organo-
phosphat vergifteter Patienten festgestellt werden
(Thiermann et al. 2005).

Das Prinzip beruht auf der Messung der AChE- und
Butyrylcholinesterase (BChE)-Aktivitat im Vollblut bzw.
Plasma Uber den sogenannten Ellman-Assay (Grob
1956; Gunderson et al. 1992; Marrs et al. 2007). Die B-
Esterasen wie BChE kommen im Plasma vor. Sie wer-
den ebenfalls von Organophosphaten angegriffen, aber
ihre Inhibition ist im Gegensatz zur AChE klinisch inap-
parent (Lockridge 2015; Lockridge et al. 2016; Masson
und Lockridge 2010). Das Prinzip der photometrischen
Messmethode beruht auf der Spaltung des Substrats
Acetylthiocholin durch AChE, was proportional zur Aktivi-
tat des Enzyms AChE verlauft. Im Anschluss reagiert die
Thiolgruppe des dadurch freigesetzten Thiocholins mit
dem Chromogen 5,5"-Dithio-bis-nitrobenzoat (DTNB)
und es bildet sich 5-Mercapto-nitrobenzoat (TNB), wel-

ches photometrisch gemessen werden kann. Die Intensi-
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tat des gelben Farbumschlags korreliert proportional mit
der AChE-Aktivitat. Die Detektion erfolgt bei einer Wel-
lenlange von 412 nm, bei Vollblutproben bei 436 nm (vgl.
Abbildung 6) (Ellman et al. 1961; Worek et al. 2012).

Acetylthiocholin — Thiocholin + Acetat

DTNB
Ellman's Reagenz
5,5 -Dithio-bis-
nitrobenzoat

gemischtes + 4 7 TNB 7 {)
Disulfid \’q 5-Mercapto-nitrobenzoat

Abbildung 6: Mechanismus der Methode nach Ellman. Erstellt
nach Ali-Shtayeh et al. (2014), Ellman et al. (1961) und Worek et
al. (2012) mit BioRender.com.

Bei einer V-Stoff-Intoxikation, die mit einer langsamen
Resorption einhergeht, bietet sich so die Moglichkeit des
Vergiftungsnachweises bei Verdacht schon vor Auftreten
der Symptome, sodass unmittelbar mit der Therapie be-
gonnen werden konnte. Da bei einer inhalativen Orga-

nophosphatvergiftung die rasch einsetzende Symptoma-
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tik Anlass fur einen direkten Therapiebeginn ist, wird hier
der Nachweis als rein konfirmatorisch angesehen
(Thiermann et al. 2016).

Die Analytik mittels massenspektronomischer Verfahren
ermdglicht eine qualitative und quantitative Analyse von
Organophosphaten sowie deren Metaboliten und Pro-
teinaddukten in Urin, Vollblut und Plasma. Die ausgefeil-
te Ausstattung, das Repertoire unterschiedlicher, auf-
wendiger Analysemethoden und die spezifische Exper-
tise sind nur wenigen ausgewahlten Laboren vorenthal-
ten. Jedoch ist die Nachweismethode mittels Massen-
spektrometrie von hoher Relevanz fiir eine eindeutige
Verifikation von Organophosphateinsatz (auch von so-
genannten Low-Level Expositionen) und schafft die
Grundlage fur die Handlungsfahigkeit der Organisation
zur Verhinderung von Chemiewaffen (OPCW - Organisa-
tion for the Prohibition of Chemical Weapons). Als Me-
thode zur Einleitung und Steuerung der therapeutischen
Behandlung ist sie hingegen nachrangig (Hamilton und
Lundy 1989; Herbert et al. 2017; Horn et al. 2015;
Jespersen et al. 2015; John et al. 2010; Worek et al.
2005).
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1.2.3 Aktuelle therapeutische MaBnahmen und ihre
Limitationen
Bei Organophosphatvergiftungen wird zu Beginn, sofern
moglich, eine rasche und vollstandige Dekontamination
des Betroffenen zum Schutz des Patienten und der be-
handelnden Personen durchgefihrt. Die Atemwege wer-
den gesichert, der Patient oxygeniert und die kardiore-
spiratorischen Parameter stabilisiert. Benzodiazepine
werden zur Sedierung und Verhinderung einer neuroto-
xischen Wirkung, wie zerebraler Krampfanfalle, als An-
tikonvulsiva eingesetzt. Bei bestehenden cholinergen
Symptomen haben sich Uber viele Jahre eine Kombina-
tion aus Atropin und Oximen als Standardtherapie etab-
liert (Cannard 2006; Eyer 2003; Eyer et al. 2009; Jett
2007, 2016; Thiermann et al. 2013). Um IMS vorzubeu-
gen beziehungsweise den Verlauf abzumildern, wird zu
einer rechtzeitigen und entsprechenden Behandlung mit
Atropin und Oxim geraten. Zuweilen kann fur zwei bis
drei Wochen zur Vermeidung eines Atemstillstands eine
Atmungsunterstitzung notwendig sein (Eyer et al. 2004;
Jokanovi¢ 2018). OPIDN ist nur symptomatisch thera-
pierbar, wobei den sensorischen Neuronen gegeniber
den motorischen Nerven eine bessere Prognose zuge-

sprochen wird (Jokanovi¢ 2018).
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Atropin, ein kompetitiver Muskarinrezeptorantagonist,
wirkt rein symptomatisch. Hierbei soll durch die sofortige
intravendse Atropinisierung das endogene Acetylcholin
antagonisiert werden, um die pathologisch erhoéhte Erre-
gungsweiterleitung zu reduzieren (Eyer 2003). Die Bron-
chosekretion und Hyperhidrose sollen beendet sowie die
Herzfrequenz des Patienten auf ungefahr 80 Schlagen
pro min eingestellt werden. Die Dosierungsempfehlun-
gen in der Literatur weichen teils stark voneinander ab.
Hierzulande hat sich eine initiale intravendse Bolusgabe
von 2 mg Atropin etabliert. Anschlieend findet bis zum
Sistieren der Symptome alle flinf min eine Dosisverdopp-
lung statt (2 mg, 4 mg, 8 mg, ...) (Grob 1956). Eine Ube-
ratropinisierung ist zu vermeiden, da anticholinerge
Symptome, wie beispielsweise eine Darmparalyse, zu
einer prognostischen Verschlechterung fuhren
(Eddleston et al. 2004; Eddleston 2019; Eyer et al. 2004
Thiermann et al. 2016).

Oxime werden als kausaler Therapieansatz verabreicht.
Sie wirken als AChE-Reaktivatoren der Organophosphat
gehemmten AChE (Marrs et al. 2007). Es kommt zu ei-
nem nukleophilen Angriff des Oxims auf den Phosphyl-

AChE-Komplex. Nach Bildung einer Ubergangsverbin-
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dung kommt es zur Spaltung zwischen der phosphoror-
ganischen Verbindung und dem Serinrest, der Seitenket-
te im aktiven Zentrum der AChE (Eyer 2003; Marrs et al.
2007; Worek und Thiermann 2013). Durch diese Reakti-
on wird ein Phosphyl-Oxim (POX) gebildet und die AChE
in ihre ungehemmte Form zurtckgefuhrt (vgl.

Abbildung 7).

Hemmung oximinduzierte Reaktivierung

HO-N=R

nukleophiler OH
HN Organonhosphat Reaktivator HN 1)
AChE ] ser203 JrSANOPOSP! AChE Ser208 4 yy <(Qiml . [ ACPE Jser203, O
_ NP o
Krz = k/Kp o R™ Ogi©

Aktive AChE

k; = Konstante der Hemmung der AChE durch das Organophosphat
k. = Reaktivierungskonstante zweiter Ordnung durch ein Oxim

k, = Reaktivierungskonstante

kp = Dissoziationskonstante

Abbildung 7: Reaktionsmoglichkeiten des Serin-Restes (Ser203)
im aktiven Zentrum der AChE mit Organophosphaten und Oxim-
induzierter Aktivierung. Erstellt nach Millard et al. (1999) und
Worek et al. (2004) mit Chemdraw 22.0.

Die reaktivierte AChE kann wieder den Neurotransmitter
ACh abbauen. Aktuell sind die vier zwischen den 1950er
und 1960er Jahren hergestellten Pyridinium-Oxime Pra-
lidoxim (2-PAM), Trimedoxim (TMB-4), Obidoxim und HI-
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6 im klinischen Einsatz (Jokanovi¢ 2018; Worek et al.
2016b).

Das Monopyridiniumoxim 2-PAM, das vor nahezu 70
Jahren von amerikanischen und britischen Wissen-
schaftlern unabhangig voneinander entwickelt wurde,
stellt nach wie vor das Standardantidot in Frankreich,
GroRbritannien und den USA sowie auf dem Kontinent
Asien dar. Die standardmafige Dosierung von 2-PAM
startet mit einer Bolusgabe von 2 g. AnschlieRend folgt
eine kontinuierliche Applikation von 500 mg des Oxims
pro Stunde (Childs et al. 1955; Eddleston et al. 2009;
Ginsburg und Wilson 1957; Lundy et al. 2011). Das O-
xim 2-PAM erwies sich bei Vergiftungen mit phosphoror-
ganischen Pestiziden, Cyclosarin und Tabun als unzu-
reichend wirksam (Buckley et al. 2011; Clement 1992;
Elsinghorst et al. 2013; Worek et al. 1998b; Worek et al.
2004). Dies konnte jedoch auf eine zu geringe Dosierung
oder verspateten Therapiebeginn zurtckzuflihren sein.
Nichtsdestotrotz befinden sich Staaten, die sich allein
auf 2-PAM stiitzen, in einer Therapiellicke, weil das O-
xim nur eine geringe Reaktivierungsleistung zeigt sowie
eine unbefriedigende therapeutische Wirksamkeit ge-

genuber verschiedenen Nervenkampfstoffen hat (Eyer et
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al. 2007; Marrs et al. 2007; Winter et al. 2016; Worek et
al. 1998a; Worek et al. 2004; Worek et al. 2007). Durch
die bereits beschriebene einfache Zugéanglichkeit zu
Pestiziden, ist auch ein terroristischer oder militarischer
Einsatz mdglich, weshalb therapeutische Behandlungs-
licken eine groRRe gesundheitliche Gefahr darstellen
(Worek et al. 2004).

Zu den darauffolgend entwickelten Oximpraparaten zah-

len die Bispyridiniumoxime TMB-4, Obidoxim und HI-6.

TMB-4, das kurze Zeit nach 2-PAM entwickelt wurde,
weist eine erhdhte Toxizitat auf, weshalb es nur noch in
Israel und wenigen osteuropaischen Landern in Form
von Autoinjektoren hauptsachlich im militarischen Be-
reich Gebrauch findet (Antonijevic und Stojiljkovic 2007;
Poziomek et al. 1958; Stojilikovic und Jokanovi¢ 2007).
Obidoxim wurde in den 1960er Jahren synthetisiert und
wird in vielen europaischen Staaten als Standardoxim
verwendet (Littringhaus und Hagedorn 1964). Die An-
wendung erfolgt als Bolus von 250 mg, gefolgt von einer
Applikation von 750 mg uber 24 h (Eyer 2003). Im Ver-
gleich zu 2-PAM zeigt es eine bessere Reaktivierung fur
die Nervenkampfstoffe Sarin und VX sowie fir die meis-

ten gangigen phosphororganischen Pestizide
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(Elsinghorst et al. 2013; Worek et al. 2004). Auch weist
es im Vergleich zu bekannten Oximen die hochste Reak-
tivierbarkeit gegenuber Tabun gehemmter AChE auf.
Jedoch verflgt es auch wie 2-PAM gegeniber Cyclosa-
rin nur Uber eine geringe Reaktivitat (Lundy et al. 1992;
Worek et al. 1998b). Ursache ist die geringe Affinitat der
Oxime gegeniber der gehemmten AChE. Als Nachteil
von Obidoxim gegenitber 2-PAM gilt die Entstehung
stabiler POX nach Reaktivierung bei In-vitro-Versuchen,
die eine toxische Wirkung gegenuber der nativen, nicht
inhibierten AChE aufweisen (Ashani et al. 2003; Black
2016). Diese Ergebnisse konnten In-vivo bisher aber
nicht bestatigt werden (Marrs et al. 2007). Das 1959 syn-
thetisierte Methoxim (MMB-4) sowie das Ende der
1960er Jahre entwickelte HI-6 weisen ein breiteres Wirk-
spektrum als 2-PAM und Obidoxim auf. HI-6 erweist sich
in klinischen Studien als ungefahrlich und zusatzlich als
starkerer Reaktivator bei Cyclosarin und VR gehemmter
AChE im Unterschied zu Obidoxim (Elsinghorst et al.
2013; Lundy et al. 2006; Worek et al. 2004). Es zeigte
sich jedoch abhangig von der Spezies, dass beispiels-
weise bei Nagern eine Reaktivierung nicht moéglich war,
sowie auch bei In-vitro-Versuchen mit Soman inhibierten

Muskelstreifen, selbst bei supratherapeutischer Dosie-
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rung (Seeger et al. 2012; Tattersall et al. 1998; van
Helden et al. 1991). Auch wenn MMB-4 im Vergleich mit
2-PAM hinsichtlich der Reaktivitdt gegeniber Vergiftun-
gen durch Sarin, Cyclosarin, VR und VX Uberlegen ist,
sind hierfur hohe Dosen notwendig, um vergleichbare

Ergebnisse zu erhalten (Worek et al. 2010).

Auch wenn bei einer akuten Vergiftung durch Organo-
phosphate die Behandlung mit Atropin und Oximen le-
bensrettend wirken kann, birgt diese Standardtherapie
eindeutige Schwachen (Thiermann et al. 2016). So kon-
nen subletale und akute cholinerge Symptome mittels
anticholinerger Antidote und Beatmung reduziert werden
und der Tod abgewendet werden. Aber eine Verhinde-
rung irreversibler neurotoxischer Schaden, wie Neuroin-
flammation und Neurodegeneration, ist nicht mdglich,
sodass es zu Folgeerscheinungen der Vergiftung in
Form von Krampfanfallen, dauerhafter Gehirnschadi-
gung, Leistungseinschrankungen bis hin zur Arbeitsun-
fahigkeit kommt (Gupta et al. 2011; Nachon et al. 2013;
Saxena et al. 2011; Thiermann et al. 2013; Worek und
Thiermann 2013; Worek et al. 2016b). Die Effektivitat der
Oxime bleibt unter Toxikologen ein standiger Diskussi-

onsgegenstand, insbesondere bei Vergiftungen durch
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phosphororganische Pestizide (Bajgar et al. 2007;
Eddleston et al. 2005). Fallberichte und kleinere Studien
zeigen bei schweren Vergiftungen durch phosphororga-
nische Pestizide, dass Oximtherapien oftmals scheitern,
wobei die Ursache unverstanden ist (Banerjee et al.
2014; Eddleston et al. 2002; Lin et al. 2016; Peter et al.
2006). Trotz der Synthese tausender neue Oxime gibt es
bisher kein Oxim, das die therapeutischen Licken
schlielt. Als allgemeine Schwachen der Oximtherapie
zahlen sowohl das limitierte Reaktivierungspotenzial in
Abhangigkeit von der Art des verwendeten Organophos-
phates und dessen Alterungskinetik als auch die einge-
schrankte In-vivo-Stabilitdt und schlechte Blut-Hirn-
Schranken Passage aufgrund der Hydrophilie der Pyridi-
niumoxime (Kasa et al. 1997; Nachon et al. 2013; Worek
und Thiermann 2013; Worek et al. 2020).

Auch die Kombination von Oximen konnte In-vitro zu
keiner Steigerung der Reaktivierungsleistung im Ver-
gleich zu den einzeln verabreichten Oximen Obidoxim
und HI-6 fuhren. Aber da sich das Wirkspektrum durch
Gabe der beiden Oxime erweitert, wurde vorgeschlagen
diese in Autoinjektoren zu kombinieren (Worek et al.

2007). So kann insbesondere bei unbekannter Organo-
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phosphatexposition ein breiteres Spektrum an Organo-
phosphaten abgedeckt werden. Abhangig vom Organo-
phosphat ist auch die Lange des gegebenen Therapie-
fensters. Nach Dealkylierung des phosphylierten AChE-
Komplexes, ist keine effektive Reaktivierung durch Oxi-
me mehr maoglich, weil die aktuellen Oximtherapeutika
keine ausreichende nukleophile Wirkung aufweisen. Die
Alterung von Soman betragt, wie bereits erwahnt, nur
2-3 min, sodass eine sofortige Behandlung durchzufiih-
ren ist (Thiermann et al. 2013; Worek et al. 2004).

Da phosphororganische Vergiftungen als therapierefrak-
tar angesehen werden, beschaftigt sich die Forschung
seit vielen Jahren mit dringend bendtigten alternativen
Losungsansatzen. Bisher ist es jedoch nicht gelungen,
neue Oxime oder alternative Reaktivatoren als Wirkstoff-
kandidaten zu entwickeln, die sich aktuellen Limitationen
entziehen (Worek et al. 2020).

1.2.4 Alternativer Therapieansatz: Bioscavenger

11.2.4.1 Wirkkonzept von Bioscavengern und Klassi-
fizierung
Gegenstand aktueller intensiver Forschung sind soge-

nannte Bioscavenger. Der Wirkmechanismus basiert auf
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dem seit Uber 100 Jahren etablierten Prinzip, dass Mak-
romolekile toxische Substanzen abfangen, indem der
Antikérper an das zirkulierende Toxin bindet. Antiseren
gegen das Diphterie- und Tetanustoxin wurden bereits
Ende des 19. Jahrhunderts zum ersten Mal erfolgreich
eingesetzt, gefolgt von therapeutischen Antikérpern ge-
gen die Herzglykoside Digoxin und Digitoxin im 20.
Jahrhundert (Butler 1982; Elsinghorst et al. 2013). Auch
Antiseren bei Vergiftungen durch Schlangen, Insekten-
oder Spinnenbisse und oder -stiche funktionieren nach

demselben Prinzip.

Heutzutage findet das Konzept des Bioscavenging unter
anderem im Kontext von phosphororganischen Vergif-
tungen Gebrauch. Die Wirkweise beruht auf dem Ziel
freie Organophosphatmolekile bereits in der Blutbahn
abzufangen, um zu verhindern, dass es zu einer weite-
ren Verteilung im Zielgewebe kommt, wo es seine toxi-
sche Wirkung durch Hemmung der AChE entfaltet
(Elsinghorst et al. 2013; Masson und Rochu 2009;
Mumford et al. 2013). Im Gegensatz zu Oximen, die als
AChE-Reaktivatoren funktionieren, greifen sie also ein,
bevor eine Inhibition der synaptischen AChE stattfindet

und zu systemischen Vergiftungserscheinungen fihrt,
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sofern die Verabreichung zeitnah erfolgt (Lenz et al.
2007; Nachon et al. 2013).

Das Therapiekonzept der Bioscavenger-Behandlung ist
bereits erfolgreich etabliert und im klinischen Einsatz.
Beispielsweise wird bei Methotrexatvergiftungen die
schnell wirksame und vollstdndig hydrolysierende
Glucarpidase (Carboxypeptidase G2), ein katalytischer

Bioscavenger, verabreicht (Widemann et al. 2014).

Ebenso findet der small molecule scavenger Cyclodext-
rin in Form des y-Cyclodextrins Sugammadex in der Kli-
nischen Andasthesie therapeutische Anwendung. Die
Bezeichnung Small molecule scavenger beruht auf der
geringen GroRe gegenlber Antiveninen und Antikérpern.
Er wirkt als Antidot bei Rocuronium, einem nicht-
depolarisierenden Muskelrelaxans mit kurzer Dauer bis
zum Wirkeintritt, indem Einschlussverbindungen einge-
gangen werden, die mittels renaler Exkretion ausge-
schieden werden. So gibt es eine Alternative, wenn bei
der Rapid-Sequence-Induction (Blitzeinleitung) kein
Succinylcholin verwendet werden darf. Es erleichtert die
Narkoseeinleitung bei erschwertem Atemwegsmanage-
ment (Larsen 2016; Naguib 2007; Nicholson et al. 2007).
B-Cyclodextrine haben die Fahigkeit G-Kampfstoffe ein-
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zuschlieBen und das Organophosphat im Anschluss
mittels einer reaktiven Gruppe an einer der Hydro-
xylgruppen des B-Cyclodextrins zu entgiften (Estour et
al. 2013; Wille et al. 2009). Mit einem durch ein Oxim
substituierten Cyclodextrin wurden am Institut fur Phar-
makologie und Toxikologie der Bundeswehr bei einem
In-vivo-Versuch mit Meerschweinchen bereits hoff-
nungsvolle Ergebnisse erzielt (Worek et al. 2014c). Je-
doch zeigten fir Kampfstoffe der V-Reihe Cyclodextrine
bisher keine ausreichende detoxifizierende Wirkung
(Désiré und Saint-André 1987).

Es gibt verschiedene Arten von Bioscavengern: stochi-
ometrische und katalytische Bioscavenger. Die stdchio-
metrischen Bioscavenger verbrauchen sich bei dem
Prozess der Detoxifikation, sodass sie bei einer weiteren
Intoxikation nicht mehr einsetzbar sind (vgl. Abbildung
8). Humane AChE und BChE werden deshalb den stéch-
iometrischen Bioscavengern zugeschrieben (Goedde
und Altland 1971). Um eine ausreichende Entgiftung zu
erwirken, sind grof3e Mengen notwendig, was einen ho-
hen Produktions- und Kostenaufwand bedeutet (Masson
und Nachon 2017; Nachon et al. 2013).
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Katalytische Bioscavenger haben die Eigenschaft Orga-
nophosphate zu hydrolysieren, indem sie die PO- oder
PS-Bindung des jeweiligen Organophosphates spalten
und dadurch inaktivieren bzw. zu weniger toxischen Ver-
bindungen abbauen. Durch ihren enzymatischen Wirk-
mechanismus stehen sie im Anschluss wieder fur eine
weitere Reaktion zur Verfligung, sodass eine deutlich
niedrigere Behandlungsdosis im Gegensatz zu stdchio-
metrischen Bioscavengern notwendig ist (vgl. Abbildung
8) (Masson et al. 2008; Masson und Rochu 2009;
Masson und Nachon 2017; Nachon et al. 2013).
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Abbildung 8: Behandlungsstrategien bei Nervenkampfstoffver-
giftung. (A) Die Nervenkampfstoffe gelangen in das Blutkompar-
timent. Von dort verteilen sie sich ohne Behandlung in periphere
Organe und das ZNS, wo sie die AChE inhibieren. (B) Bei einer
Behandlung mit groBen Mengen von stéchiometrischen
Bioscavengern ist es moglich die Nervenkampfstoffe noch im
Blutsystem abzufangen, um zu verhindern, dass sie periphere
und zentrale AChE hemmen. Die stochiometrischen Scavenger
verbrauchen sich hierbei. (C) Katalytische Scavenger hydroly-
sieren die Nervenkampfstoffe im Blutkompartiment vor Errei-
chen der peripheren Organe und des ZNS, ohne sich zu ver-
brauchen, wodurch die Hemmung der AChE unterbunden wird.
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Erstellt nach Masson und Nachon (2017) und Nachon et al.
(2013) mit BioRender.com.

Die hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkun-
gen zwischen dem Organophosphat und der Substrat-
bindungstasche des Enzyms wirken sich auf die katalyti-
sche Aktivitdt aus (Bigley et al. 2013; Despotovi¢ et al.
2019; Hong und Raushel 1999; Vanhooke et al. 1996).
Eine katalytische Aktivitat von mindestens 5 x 107 M-
min™' werden laut theoretischer Kalkulationen fiir den
klinischen Einsatz von Bioscavengern postuliert, um bei
einer praktikablen Applikationsdosis von 1 mg kg™ Kor-
pergewicht (KGW) die Halbwertszeit von < 5 s fiir den
Abbau von Organophosphaten fir eine erfolgreiche De-
toxifikation zu erreichen (Ashani et al. 2016; Worek et al.
2016a). Hierbei kann bei einer gut applizierbaren Be-
handlungsdosis von Enzymen ein schitzender Effekt

erzielt werden.

Die Paraoxonase 1 (PON1), welche naturlich im huma-
nen Plasma vorkommt, stellt ein vielversprechendes
Enzym dar (Costa et al. 2013; Rochu et al. 2007). Es ist
in der Lage, verschiedene Substrate zu erkennen und
unterschiedliche Organophosphate zu hydrolysieren. So

hydrolysiert PON1 zahlreiche G-Stoffe mit der postulier-
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ten katalytischen Aktivitdtsrate (Goldsmith et al. 2012)
und konnte sich bei Cyclosarin-vergifteten Meerschwein-
chen als wirksam erweisen (Worek et al. 2014a). Jedoch
schafft es keine der hervorgebrachten Enzymvarianten
V-Stoffe mit ihrer typischen PS-Bindung zu spalten. Zu-
dem erwies sich sowohl die gentechnische Herstellung
als auch die Lagerung in Bezug auf eine ausreichende
Stabilitat als schwierig. Hinsichtlich der zu geringen Sta-
bilitat bei der Herstellung, der Lagerung und im Orga-
nismus, der geringen Hydrolyseraten und der Abde-
ckung zu kleiner Wirkspektren stellt sich die Entwicklung
katalytischer Bioscavenger grundsatzlich als grol’e Her-
ausforderung dar (Worek et al. 2016a). Neben menschli-
chen Enzymen zur Detoxifizierung von Organophospha-
ten wurden folglich auch bakterielle Enzyme als mogli-
che Kandidaten herangezogen. Hierbei ist die physiolo-
gische Bedeutung der in bakteriellen Mikroorganismen
entdeckten Enzyme, die phosphororganische Verbin-
dungen spalten, noch unklar. Es wird spekuliert, dass
sich die Vorlauferenzyme durch ihren unspezifischen
Abbau von Organophosphaten rasch an evolutionare
Veranderungen anpassen konnten, wodurch ein Selekti-
onsvorteil entstand (Singh und Walker 2006; Singh
2009).
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Bisher basieren die entwickelten katalytischen
Bioscavenger auf Phosphotri-, Acetylcholin- und Butyryl-
cholinesterasen (Masson et al. 2008; Masson und Rochu
2009; Masson und Nachon 2017; Nachon et al. 2013).

1.2.4.2 Katalytische Bioscavenger: Phosphotries-
terasen
Phosphotriesterasen (PTE) zahlen zu den katalytischen
Bioscavengern und stammen ursprunglich aus Bakterien
wie Agrobacterium radiobacter (Uniprot: Q93LD7)
(Horne et al. 2002) und Brevundimonas diminuta
(Uniprot: P0434) (Serdar et al. 1982). Sie gehdren zur
Amidohydrolase-Proteinsuperfamilie und sind sogenann-
te Aryldialkylphosphatasen (EC 3.1.8.1) (Punta et al.
2012). Es handelt sich um zweiwertige Metalloproteine,
die in der Regel katalytische und/oder strukturelle Zn?*-
lonen enthalten, welche ohne Verlust der katalytischen
Aktivitat durch Cd?*, Mn?*, Ni?* oder Co?* ersetzt werden
kénnen (Bigley und Raushel 2019; Omburo et al. 1992;
Reeves et al. 2008). Zn?*-Komplexe sind jedoch am
stabilsten. Die metallabhangige Hydrolase ist ein homo-
loges Homodimer, wobei die Quartarstruktur eine zwei-
zahlige Symmetrieachse (C2) aufweist. Die Proteinfal-

tung der Untereinheiten bildet einen TIM-Fass und weist
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336 Aminosauren pro Untereinheit auf (Goldsmith und
Ashani 2018; Jackson et al. 2006; Raushel 2002; Yang
et al. 2003). Die aktive Seite ist am carboxyterminalen
Ende des zentralen B-Faltblatt-Kerns lokalisiert und wird
durch ein Paar Zink (Zn?*)-lonen gebildet. Das binuklea-
re Metallzentrum wird durch vier Histidin (His)-
Seitenketten (His 55, His 57, His 201 und His 230), ei-
nen Asparaginsaure (Asp)-Rest (Asp 306) und eine
carbamylierte Lysin (Lys)-Seitenkette (Lys 169) gebun-
den sowie durch ein nucleophiles Hydroxidion Uber-
briickt (Raushel 2002; Tsai et al. 2010).

Der Wirkmechanismus der PTE beruht auf der Hydrolyse
der phosphororganischen PO- bzw. PS-Bindung, wel-
cher durch den nucleophilen Angriff des Hydroxidions
am Phosphorzentrum ausgelost wird (Cherny et al.
2013; Goldsmith et al. 2017; Raushel 2002; Tsai et al.
2010).

PTE haben, wie bereits erlautert, das Ziel, das freie Or-
ganophosphat vor Hemmung der AChE abzufangen. Im
Beispiel einer Vergiftung durch VX hydrolysiert die PTE

das hochtoxische VX in eine nicht toxische und eine ge-
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ring toxische Verbindung, die keine AChE inhibieren
kann (vgl. Abbildung 9).

n Phosphotriesterase N Y
orfe ™~ N\l/ T o ofon T ks N\l/
VX
(hoch toxisch) (nicht toxisch) (gering toxisch)

Abbildung 9: Interaktion VX-PTE bei optimal wirksamer PTE.
Erstellt nach Bigley et al. (2013) mit ChemDraw 22.0.

Als verheildungsvoller katalytischer Bioscavenger erfah-
ren die PTE grolRe Aufmerksamkeit und werden intensiv
erforscht. Dabei konnten sie sich bereits als vielverspre-
chender Kandidat prasentieren (Masson und Rochu
2009; Masson 2016; Worek et al. 2016a). Ziel ist es mit-
tels Protein-Engineering PTE zu entwickeln, die nicht nur
gegen bedeutsame phosphororganische Verbindungen
eine hohe katalytische Effizienz aufweisen, sondern
auch bei Stoffen der V-Reihe in Hinblick auf das toxi-
schere (-)-P-Enantiomer. PTE, welche von Brevundimo-
nas diminuta abstammen, zeigen im Vergleich zu PTE
von Agrobacterium radiobacter eine hohere katalytische
Aktivitat gegenlber Kampfstoffen (Bigley et al. 2013;
Bigley et al. 2015; Cherny et al. 2013; Goldsmith et al.
2012; Goldsmith et al. 2016; Goldsmith et al. 2017).
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Erwahnenswert sind hierbei sowohl die Variante 10-2-
C3, die es schafft VX mit einer katalytischen Aktivitat von
5 x 107 M* min™' zu hydrolysieren, als auch die Mutante
10-2-C3(I106A), entstanden durch Punktmutation, die
eine hohe Substratspezifitdit gegenuber VR aufweist
(Cherny et al. 2013; Goldsmith et al. 2017). Die unter-
schiedlichen enzymatischen Aktivitaten gegenuber V-
Stoffen beruhen auf den angepassten Substrat-
Bindungstaschen hinsichtlich ihrer strukturellen Grofie,
wobei die Mutation [106A eine SchlUsselfunktion ein-
nimmt (Cherny et al. 2013; Goldsmith et al. 2016;
Goldsmith et al. 2017). Weitere Optimierungsversuche
durch computerbasiertes Engineering stagnierten und
muindeten auf einem Optimierungsplateau (Goldsmith et
al. 2017). Jedoch konnte durch fortgesetzte Forschung
bei diesen Varianten eine Verbesserung hinsichtlich der
Enzymstabilitat erreicht werden, indem die reaktiven
Thiolgruppen der Cystein (Cys)-Reste (Position 59 und
227) in diesem Fall durch inerte Seitenketten wie zum
Beispiel Alanin (Ala), Valin (Val) oder Leucin (Leu) aus-
getauscht wurden, sodass nicht-physiologische Disulfid-
briicken verhindert werden konnten. Diese kdnnen sich
unter der Einwirkung von oxidativem Stress bilden (Job

et al. 2020). Die beiden Mutanten wurden dartber hin-
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aus fur die vorliegende Studie (PTE-2 und PTE-3) mittels
weiterer Techniken optimiert, auf welche nachfolgend
naher eingegangen wird (Escher et al. 2020; Job et al.
2020).

10-2-C3 und 10-2-C3(I1106A) teilen die gemeinsame
Vorgangermutante C23 (Cherny et al. 2013; Goldsmith
et al. 2016), welche zwar ein geringgradig breiteres Sub-
stratspektrum abdeckt, aber eine niedrigere Effizienz
aufweist. Trotzdem erwies sich die Variante als erfolg-
versprechendes Therapeutikum gegen VX-Vergiftung bei
Meerschweinchen (Worek et al. 2014b). Die Effizienz der
genannten PTE ist gegenlber beinahe allen Stoffen der
G-Reihe und Paraoxon ahnlich hoch. Jedoch zeigt sich
bei einer Vielzahl von bedeutsamen phosphororgani-
schen Pestiziden nur eine schwache hydrolytische Akti-
vitat. Die Entwicklung eines Breitspektrum-
Bioscavengers, der sowohl phosphororganische Kampf-
stoffe als auch Pestizide abdeckt ist derzeitiger For-
schungsgegenstand, da die Steigerung der enzymati-
schen Aktivitat im Rahmen der gerichteten und ungerich-
teten Evolution, in der Regel zu einer Begrenzung des
Substratspektrums geflhrt hat (Ashani et al. 2016;



Il. Literaturibersicht 48

Goldsmith et al. 2016; Goldsmith et al. 2017; Khersonsky
und Tawfik 2010).

Die in diesem Versuch getesteten PTE: PTE-1, PTE-2
und PTE-3 stammen aus Brevundimonas diminuta. Bei
PTE-1 handelt es sich um die Wildtyp-PTE. Sie zeigt bei
Vergiftung durch phosphororganische Nervenkampfstof-
fe einen bevorzugten Abbau der (+)-P-Enantiomere
(Caldwell und Raushel 1991; Cherny et al. 2013;
Goldsmith et al. 2017; Tsai et al. 2010). Die beiden neu-
artigen, genetisch modifizierten PTE-Mutanten PTE-2
(PTE-C23(R152E)-PAS(100)-10-2-

C3(1106A/C59V/C227V/IET1K)-PAS(200)) (Escher et al.
2020; Kohler et al. 2021) und PTE-3 (10-2-
C3(C59V/C227V)-PAS(200)) (Job et al. 2020; Kohler et
al. 2021) weisen eine PASylierung auf. Die PASylierung,
bei der eine Polypeptidkette aus den Aminosauren Pro-
lin, Alanin und Serin (PAS) mit verschiedenen Langen, z.
B. PAS-100 oder PAS-200, an die PTE angefligt wird,
stellt einen innovativen Ansatz dar. Die Methode basiert
auf dem Wirkmechanismus einer verzdgerten glomerula-
ren Filtration durch die Niere aufgrund der Vergroéf3erung
des hydrodynamischen Volumens (Gebauer und Skerra
2018; Schlapschy et al. 2013). Zusatzlich ermdglicht die
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PASylierung die Verbindung von zwei unterschiedlichen
PTE, wie im Fall von PTE-2 (Escher et al. 2020). PTE-2
ist ein bispezifisches Heterodimer. Es ist in der Lage,
zwei unterschiedliche Substrate durch seine beiden akti-
ven Zentren umzusetzen. Das Konzept dieser bispezifi-
schen PTE ist analog zu einem bispezifischen Antikdrper
zu sehen, der zwei verschiedene Antigene binden kann.
Die homodimere Quartarstruktur erlaubt es dabei, zwei
verschiedene Untereinheiten bestehend aus unter-
schiedlichen Mutanten herzustellen, wodurch die C2
Symmetrie gebrochen wird. Der flexible PAS-Linker mit
100 Resten fungiert als Verbindungsstiick, um die Sub-
stratprofile der Untereinheiten zu kombinieren und diese
folglich zu verbreitern, ohne dass die individuelle kataly-
tische Aktivitat beeintrachtigt wird. Dies erlaubt es PTE
mit vielversprechenden katalytischen Aktivitaten mitei-
nander zu kombinieren. Um das Heterodimer zu stabili-
sieren, wurde an beiden Monomeren je eine elektrostati-
sche Steuerungsmutation durchgefihrt (Position R152D
und Position E71K). Gemall dem Prinzip Electrostatic
Steering wird dadurch verhindert, dass eine elektrostati-
sche Abstollung zu einer Homodimerisierung flihrt. Hier-
fur wurde die Polaritat an den Dimergrenzflachen umge-
kehrt (Escher 2021). Zusatzlich wurde ein PAS-
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Anhangsel mit 200 Resten durch C-terminale Fusion zur
Verzdgerung der Clearance angehangt. Hierzu wurden
zwei invertierte Sap I Restriktionsstellen anhand von
PCR vor dem Stopcodon eingefiigt, um ein nahtloses
Einflgen zu ermdglichen. Das hydrodynamische Volu-
men vergrofRerte sich dadurch um den Faktor 2,5
(Escher et al. 2020; Kohler et al. 2021). PTE-3 hat eine
PAS-Sequenz mit 200 Resten, die auch mit Hilfe der
Sap I Restriktionsstellen eingefligt wurde. Auch diese
Variante basiert auf zahlreichen Optimierungsversuchen,
wobei der Austausch zwei freier Cys mit Val zu einer
Erh6hung der oxidativen Stabilitat fuhrte und in die Vari-
ante 10-2-C3(C59V/C227V) mindete (Job et al. 2020).

Fir eine effektive Behandlung bei Organophosphatver-
giftungen ist nicht nur eine ausreichend hohe katalyti-
sche Aktivitat, sondern auch biologische Stabilitat der
Therapeutika notwendig (Ashani et al. 2016). Dies trifft
insbesondere im Fall einer Vergiftung durch V-Stoffe,
wie VX zu, die aufgrund ihrer hydrolysestabilen und lipo-
philen Eigenschaften sowie hohen Toxizitat zu langan-
haltenden und schwerwiegenden Vergiftungsverlaufen
fuhren (Black 2016; Worek et al. 2014b).
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PTE-2 und PTE-3 konnten im Vergleich zu ihren Vor-
gangermutanten eine leicht erhdhte katalytische Aktivitat
aufweisen (Kohler et al. 2021). Der Ansatz eines hete-
rodimeren Scavengers, kombiniert aus verschiedenen
Untereinheiten von phosphororganischen Hydrolasen,
wie in PTE-2, stellt sich als aulerst vielversprechend
dar. PTE-2 konnte eine angemessene bis hohe katalyti-
sche Aktivitat gegeniber einem breiten Spektrum an G-
und V-Stoffen vorweisen (Kohler et al. 2021). Hinsicht-
lich der stereoselektiven Hydrolyse des racemischen VX
zeigten PTE-2 und PTE-3 eine hdhere stereochemische
Praferenz gegeniiber dem giftigeren (-)-VX-Enantiomer
(Kohler et al. 2021). Zudem wird aufgrund einer PASylie-
rung von PTE-2 und PTE-3 eine reduzierte Clearance-
Zeit erwartet (Escher et al. 2020; Kdhler et al. 2021),
denn noch immer weisen Versuche mit Nagern zu gerin-
ge Plasma-Halbwertszeiten von ungefahr einer Stunde
auf (Ashani et al. 2016; Black 2016; Despotovi¢ et al.
2019).

Die PTE stellen daher eine optimalen Therapieansatz
zur Behandlungsunterstitzung und Verklrzung der in-
tensivmedizinischen Beatmungszeit dar. Bei einer hohen

Wirksamkeit der Bioscavenger soll die Oximtherapie
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nach Maoglichkeit sogar ersetzt werden (Elsinghorst et al.
2013).

Zur weiteren Untersuchung der erfolgversprechenden
Ergebnisse der In-vitro-PTE-Untersuchungen wurde da-
her in der vorliegenden Studie ein In-vivo-Versuch in
Ratten mit den scavengerbasierten Wirkstoffkandidaten
PTE-1, PTE-2 und PTE-3 nach VX-Vergiftung durchge-
fuhrt.
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1.3 Kurziberblick haufiger Vergiftungen bei Tieren
Pestizide stellen eine haufige Vergiftungsursache fur
Tiere dar mit oftmals fatalen Konsequenzen. Hauptsach-
lich sind AChE-Hemmer wie Organophosphate oder
Carbamate und Antikoagulantien wie Cumarinderivate
hierfir verantwortlich (Guitart et al. 2010b; Gupta et al.
2018; Meerdink 1989). Es handelt sich sowohl um vor-
satzliche Vergiftungen als auch ungewollte Intoxikatio-
nen von Nicht-Zieltierarten (Berny et al. 2010; Guitart et
al. 2010a; Guitart et al. 2010b; Martinez-Haro et al.
2008; Nakayama et al. 2019; Sanchez-Barbudo et al.
2012). Die Aufnahme des Giftes geschieht entweder
direkt (Primarvergiftung), beispielsweise durch Futter
oder Koder, oder indirekt durch Aufnahme vergifteter
Beutetiere (Sekundarvergiftung) (Guitart et al. 2010a;
Sanchez-Barbudo et al. 2012; Valchev et al. 2008).

Unter den Haustieren zahlen Uberwiegend Hunde (Berny
et al. 2010; Means und Wismer 2018; Valchev et al.
2008) und bei den Nutztieren Rinder zu den Vergif-
tungsopfern (Guitart et al. 2010a). Im Bereich der Wild-
tiere sind insbesondere Vogel, wie Greifvogel oder Was-
servogel, betroffen, wobei auch Blei als haufige Intoxika-

tionsursache benannt wird (Berny und Gaillet 2008;
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Fisher et al. 2006; Guillemain et al. 2007; Guitart et al.
2010b; Pain et al. 2005; Sanderson).

Carbamate sind im Gegensatz zu Organophosphaten
strukturell nicht komplex aufgebaut. Sie sind Ester der
Carbaminsaure. Da Carbamate bei der Anwendung als
sicherer gegenliber Organophosphaten eingestuft wer-
den, Ubersteigt ihre Einsatzmenge die von Organophos-
phaten. Der Wirkmechanismus unterscheidet sich ge-
genluber Organophosphaten, indem sie die AChE rever-
sibel durch Carbamylierung hemmen (Gupta und
Miatovic; Gupta et al. 2018; Mdeni et al. 2022). Dadurch
besitzen Organophosphate und Carbamate beide eine
akarizide und insektizide Wirkung (Gupta 2005; Gupta
und Robin 2022).

Die klinischen Symptome und folglich die Therapie einer
Organophosphat- oder CarbamatVergiftung bei Tieren
sind mit denen des Menschen vergleichbar. Dabei ist zu
beachten, dass Organophosphate grundsatzlich zu
ernsthafteren und langer anhaltenden Vergiftungser-
scheinungen fuhren als Carbamate (Gupta et al. 2018;
Gupta 2019; Mazzaferro 2017).
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Bei Intoxikation ist initial eine Stabilisation der Atmung
und des Kreislaufes vorzunehmen. Zudem erfolgt auch
in der Veterindrmedizin eine Therapie mittels Atropin
nach Wirkung, bis sich eine leichte Tachykardie zeigt.
Zusatzlich kann als weiterer klinischer Parameter die
Beurteilung der Pupillenweite und die Maultrockenheit
als Bewertungsmalfstab dienen (CliniTox; Gupta et al.
2018; Nageli und Wegemann Ehrensperger 2017;
Osweiler et al. 2011; Wismer und Means 2012). Im Fall
einer Organophosphatvergiftung kann ein Oxim (Obido-
xim, 2-PAM) langsam verabreicht werden (CliniTox;
DeClementi 2018; Fikes 1990; Gupta et al. 2018;
Osweiler et al. 2011; Plumb 2015). Bei einer Intoxikation
mit Carbamaten ist dies nicht indiziert (Arnot et al. 2011;
Jokanovi¢ 2009; Natoff und Reiff 1973). Antikonvulsiva
sind zur Kontrolle der Krampfe geeignet (CliniTox; Gupta
et al. 2018; Osweiler et al. 2011; Tinson et al. 2017;
Wismer und Means 2012). Des Weiteren sollte eine ra-
sche und angemessene Dekontamination erfolgen. Je
nach Intoxikationsweg und Tierart wird bei peroraler
Giftaufnahme Aktivkohle empfohlen oder ein Emetikum,
sofern noch keine neurologischen Symptome vorliegen
und die Gefahr einer Aspirationspneumonie besteht
(CliniTox; DeClementi 2018; Gupta et al. 2018; Léscher
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2014; Osweiler et al. 2011; Wismer und Means 2012).
Bei perkutaner Aufnahme wird zum Auswaschen des
Fells geraten (Nageli und Wegemann Ehrensperger
2017). Hierbei ist, sofern die Vergiftungssubstanz be-
kannt ist, auf die jeweilige Loslichkeit zu achten. Auch
das Scheren von langem Fell kann ratsam sein (Nageli
und Wegemann Ehrensperger 2017). Wie auch in der
Humanmedizin sind die Erfolgsaussichten einer Behand-
lung abhangig von der Art der Vergiftung, der Dosisauf-
nahmemenge sowie vom Therapiestart (Gupta et al.
2018; Osweiler et al. 2011; Wismer und Means 2012).

Cumarinderivate verhindern die Bildung von Vitamin-Kj-
abhangigen Gerinnungsfaktoren und haben dadurch
eine gerinnungshemmende Eigenschaft. Sie hemmen
kompetitiv. das Enzym Vitamin-K-Epoxid-Reduktase,
sodass Vitamin K nicht mehr regeneriert werden kann
und ein Vitamin-Ks-Mangel entsteht (Valchev et al. 2008;
Waddell et al. 2013). Werden Cumarinderivate in toxi-
schen Konzentrationen aufgenommen, fihrt dies zu ha-
morrhagischen Diathesen (Kammermann-Lischer 1978;
Mackintosh et al. 1988; Woody et al. 1992). Sie finden
als Rodentizide weltweiten Einsatz zur Bekampfung von
Nagetieren (Fisher et al. 2019).
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Grundsatzlich wird dazu angehalten, Tiere, bei denen
eine orale Aufnahme von Cumarinderivaten beobachtet
wurde, innerhalb von vier h erbrechen zu lassen. So
kann durch die Dekontaminationsmaflihahme eine Ver-
giftung verhindert werden (DeClementi und Sobczak
2018; Valchev et al. 2008). Bei diagnostizierter Intoxika-
tion existiert kein allgemeingultiges Therapieschema. In
der Literatur werden verschiedene Behandlungsansatze
geschildert. Im Fall von lebensbedrohlichen Notfallen
liefert ein frihzeitiger Therapiestart mit hochdosiertem .
v. verabreichten Vitamin K; eine gute Prognose
(CliniTox; Merola 2002; Mount 1988). Mit einer anaphy-
laktischen Reaktion ist nicht zu rechnen, insbesondere
wenn als Prophylaxe Prednisolon verabreicht wurde.
Transfusionen mit Erythrozyten sind nur bei schweren
Blutungsanamien notwendig (CliniTox). Eine andere
Studie schildert prognostisch schlechte Aussichten flr
Cumarin-vergiftete Tiere (Valchev et al. 2008), wohinge-
gen in einer weiteren Arbeit die Prognose je nach Grad
der Intoxikation bei Start der Therapie von vorsichtig bis

sehr optimistisch variiert (Merola 2002).

Idealerweise sollten Insektizide, Akarizide oder Rodenti-

zide nur am gewunschten Zielort ihre Wirkung entfalten.
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Jedoch kommt es nach wie vor zu zahlreichen ungewoll-
ten Vergiftungen, bei denen Menschen und Tiere zu
Schaden kommen, sodass Verbesserungen von Thera-

pieregimen weiterhin notwendig sind.



Il. Literaturibersicht 59

1.4 Tierversuche

In der vorliegenden Studie wurde ein Tierversuch durch-
gefuhrt. Tierversuche in der For-schung stehen im
Brennpunkt der gesellschaftspolitischen Diskussion und
polarisieren. Daher soll der nachfolgende Abschnitt zu-
nachst einen Uberblick verschaffen Uber rechtliche
Grundlagen bis hin zu ethischen Aspekten. Diese Infor-
mationen sollen zu einer objektiven Meinungsbildung
beitragen und folglich den Prozess der Abwagung der

ethischen Vertretbarkeit ermoglichen.

.41 Rechtliche Grundlagen und allgemeine Infor-
mationen liber Tierversuche in Deutschland
Im Bereich der Versuchstierkunde sind auf EU-Ebene
das Europaische Ubereinkommen des Europarats vom
18. Mérz 1986 zum Schutz der fur Versuche und andere
wissenschaftliche Zwecke verwendeten Wirbeltiere, der
Uberarbeitete Anhang A dieses Ubereinkommens, die
Leitlinie (LL) 2007/526/EG vom 18. Juni 2007 fur die
Unterbringung und Pflege von Tieren, die fir Versuche
und andere Zwecke verwendet werden und die Richtlinie
(RL) 2010/63/EU des Europaischen Parlaments und des
Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der fir wis-

senschaftliche Zwecke verwendeten Tiere von Bedeu-
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tung (Europaisches Ubereinkommen zum Schutz der fir
Versuche wund andere wissenschaftliche Zwecke
verwendeten  Wirbeltiere; LL  2007/526/EG; RL
2010/63/EU).

Ziele der RL 2010/63/EU sind unter anderem die Har-
monisierung der Rechtsvorschriften in allen Mitglieds-
staaten, die Anhebung des Mindeststandards zum
Schutz von Versuchstieren auf neueste wissenschaftli-
che Entwicklungen und Erkenntnisse, die Einschrankung
des Einsatzes von Primaten, die Forderung und Erleich-
terung der Weiterentwicklung von Alternativmethoden
und die konsequente Anwendung der 3R, auf die nach-
folgend noch genauer eingegangen wird sowie als fina-
les Ziel der vollstandige Ersatz von Tierversuchen (RL
2010/63/EU).

Die RL 2010/63/EU wurde in nationale Rechts- und Ver-
waltungsvorschriften umgesetzt. Auf nationaler Ebene
spielen das Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung
der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006, welches zuletzt
am 20. Dezember 2022 geandert wurde, die Allgemeine
Verwaltungsvorschrift zur Durchfiihrung des Tierschutz-
gesetzes (AVV) vom 09. Februar 2000, welche noch

einer Aktualisierung bedarf, die Tierschutzversuchstier-
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verordnung (TierSchVersV) vom 1. August 2013, zuletzt
aktualisiert am 11. August 2021, sowie die Verordnung
Uber die Meldung zu Versuchszwecken verwendeter
Wirbeltiere oder KopffiiRer oder zu bestimmten anderen
Zwecken verwendeter Wirbeltiere (Versuchstiermelde-
verordnung) vom 12. Dezember 2013, zuletzt geandert
am 11. August.2021, eine gesetzliche Rolle (AVV;
TierSchG; Versuchstiermeldeverordnung;
TierSchVersV).

Neben diesen zentralen Rechtsnormen gibt es auf natio-
naler Ebene zahlreiche Empfehlungen zum verantwor-
tungsvollen Umgang mit Versuchstieren. Hierzu zahlt die
GV-SOLAS (Gesellschaft fur Versuchstierkunde -
Society of Laboratory Animal Science) als eingetragener
Verein, der viele Fachinformationen bereithalt oder auch
das Bf3R (Deutsches Zentrum zum Schutz von Ver-

suchstieren).

Der Tierschutz in Deutschland hat Verfassungsrang.
Indem ,der Staat [...] die Tiere im Rahmen der verfas-
sungsmafigen Ordnung durch die Gesetzgebung und
nach MaRgabe von Gesetz und Recht durch die vollzie-

hende Gewalt und die Rechtsprechung [schitzt]*, wurde
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2002 der Grundstein fur einen verfassungsrechtlichen
Schutz der Tiere gelegt und der Tierschutz als Staatsziel
im Grundgesetz (GG) Art. 20a verankert (GG).

Laut § 1 TierSchG ist der ,Zweck dieses Gesetzes [...]
aus der Verantwortung des Menschen fir das Tier als
Mitgeschopf, dessen Leben und Wohlbefinden zu schiit-
zen“. Dadurch wird dem Tier ein hoher Stellenwert durch
einen sittlich verantwortungsvollen Umgang des Men-
schen beigemessen. Zudem ist es niemandem erlaubt,
.einem Tier ohne verninftigen Grund Schmerzen, Lei-
den oder Schaden” [zu]zufigen (§ 1 TierSchG). Der ver-
ndnftige Grund wird nicht ndher definiert und Iasst, wie in
anderen Teilen des TierSchG, Interpretationsspielraum
zu (TierSchG).

Dies steht dem deutschen GG gegentuber, in dem ge-
mafl Art. 5 Abs. 3 die ,Wissenschaft, Forschung und
Lehre [als] frei* und somit gewahrleistetes Grundrecht
ohne Vorbehalt festgeschrieben steht (GG). Folglich
findet bei der Beantwortung der Frage der RechtmaRig-
keit von Tierversuchen eine Interessenabwagung zwi-
schen den Belangen des Tierschutzes und dem Grund-

gesetz statt.
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GemalR der RL 2010/63/EU und dem nationalen Recht
des TierSchG in § 7 Abs. 2 versteht man unter Tierver-
suchen verallgemeinert mitunter jede Form von ,[...]
Eingriffe[n] oder Behandlung[en] zu Versuchszwecken
[...], wenn sie mit Schmerzen, Leiden oder Schaden fur
diese Tiere verbunden sein kénnen [...]%, es dazu flhren
kann ,[...], dass Tiere geboren werden oder schlipfen,
die Schmerzen, Leiden oder Schaden erleiden oder am
Erbgut von Tieren, wenn sie mit Schmerzen, Leiden oder
Schaden fir die erbgutveranderten Tiere oder deren
Tragertiere verbunden sein kdnnen.“ Aber ,auch Eingrif-
fe oder Behandlungen, die nicht Versuchszwecken die-
nen“, wie ,die [...] Herstellung, Gewinnung, Aufbewah-
rung oder Vermehrung von Stoffen, Produkten oder Or-
ganismen®, ,Organe oder Gewebe ganz oder teilweise
[...] zu entnehmen, um zu wissenschaftlichen Zwecken
[...] [beispielsweise] isolierte Organe, Gewebe oder Zel-
len zu untersuchen® sowie die Durchfihrungen zu ,[...]
Aus-, Fort- oder Weiterbildungszwecken [...]* werden
hierzu gezahlt (RL 2010/63/EU; TierSchG). Das beinhal-
tet jede Verwendung oder jedes Verfahren, das mit ei-
nem Einstich einer Injektionskanuile nach guter tierarztli-
cher Praxis gleichkommt oder darlber hinausgeht. Zu

den Tierversuchen zahlen demnach alle Eingriffe an



Il. Literaturibersicht 64

Tieren zu Versuchszwecken in der biomedizinischen
Forschung, wie Operationen oder Untersuchungen bei
Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Auch Tiere, die fiur die
Antikérper- oder Impfstoffproduktion im Rahmen der
Diagnostik oder Therapie verwendet werden, fallen unter
Tierversuche. Das Gleiche trifft auf Untersuchungen zu,
die der Verbesserung von Haltungsbedingungen von
landwirtschaftlichen Nutztieren dienen sowie Verhaltens-
studien, wenn nicht ausgeschlossen werden kann, dass
die Tiere aufgrund dessen leiden oder Stress empfinden.
Es gelten aber auch Eingriffe an Tieren, die nicht zu
Versuchszwecken dienen, als Tierversuch. Ein Beispiel
stellen Untersuchungen von Tieren durch Tierarz-
te*innen im Rahmen der Aus-, Fort-, und Weiterbildung
dar (Thein et al. 2018).

Im TierSchG wird die Durchfiihrung von Tierversuchen in
den §§ 7-9 weiter eingeschrankt. So ist in § 7 Abs. 1
TierSchG die ,Pflicht der Beschrankung der Tierversu-
che auf das unermessliche Mal}* beschrieben im Hin-
blick auf die dem Tier zugefigten ,Schmerzen, Leiden
und Schaden, [...] [der] Zahl der verwendeten Tiere [...]
und der artspezifischen Fahigkeit [...] unter den Ver-

suchseinwirkungen zu leiden [...]°. § 7a TierSchG be-
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nennt unter anderem die Zwecke, die fur eine Unerlass-
lichkeit der Durchfuhrung von Tierversuchen sprechen
und weist auf zu beachtende Grundsatze hin (TierSchG).
Diese Grundsatze schlieen nach § 7a Abs. 2 TierSchG
den aktuellen Stand der wissenschaftlichen Erkenntnis
ein, die Erreichbarkeit des verfolgten Zweckes durch
keine anderen Methoden oder Verfahren, die AuReracht-
lassung von Griinden der Arbeits-, Zeit-, oder Kostener-
sparnis fir die Unerlasslichkeit und die Verwendung der

am wenigsten leidensfahigen Tiere (TierSchG).

In der TierSchVersV ist festgelegt, welche Tiere fir Tier-
versuche verwendet werden durfen. Die TierSchVersV
beinhaltet unter anderem auch Anforderungen zur Hal-
tung von Versuchstieren, sowie die Durchfiihrung und
Genehmigung von Tierversuchen (TierSchVersV). In Art.
19 Abs. 1 TierSchVersV steht geschrieben, dass fir ei-
nen Tierversuch nur Wirbeltiere und KopffliRer verwen-
det werden durfen, die zu diesem Zweck gezlchtet wur-
den (TierSchVersV). Die gesetzlichen Bestimmungen
des TierSchG und der TierSchVersV hinsichtlich Tier-
versuchen gelten gemal § 14 TierSchVersV zusatzlich
fur Tiere in einem frihen Entwicklungsstadium, wie Lar-

ven von Wirbeltieren, sobald sie selbstandig Nahrung
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aufnehmen kdnnen und Féten von Saugetieren ab dem
letzten Drittel der Embryonalentwicklung (TierSchVersV).
Dadurch verbietet der Gesetzgeber, dass widerrechtlich
gefangene, wildlebende oder geschitzte Tiere in einem
Tierversuch eingesetzt werden durfen. Fur jedes Tier
muss die legale Herkunft und der Verbleib dokumentiert
werden. Die Genehmigung einer Ausnahme kann nur
durch die zustandige Behodrde erfolgen, soweit sie mit
dem Schutz der Tiere vereinbar und wissenschaftlich
begrindet ist. Diese Ausnahmegenehmigungen werden
in der Regel zur Beobachtung von Wildtieren in der na-
tarlichen Umgebung zum Erkenntnisgewinn im Arten-
schutz erteilt. Art. 19 Abs. 1 TierSchVersV ,[...] gilt nicht
fur die Verwendung von Pferden, Rindern, Schweinen,
Schafen, Ziegen, Huhnern, Tauben, Puten, Enten, Gan-
sen oder Fischen, ausgenommen Zebrabarblinge [...]¢
(TierSchVersV). Zuséatzlich besteht bei Hunden, Katzen
und Primaten nach § 9 TierSchVersV die Pflicht, diese
dauerhaft beispielsweise mittels Chip oder Tatowierung
so zu kennzeichnen, dass jederzeit eine eindeutige Iden-
tifikation mdglich ist. Darlber hinaus muss gemal § 7
und § 8 TierSchVersV fir jedes einzelne Tier dieser
Spezies eine genaue Dokumentation vergleichbar mit

einem Lebenslauf geflhrt werden, die das Tier sein gan-
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zes Leben begleitet. Tierversuche an grolen Men-
schenaffen, wie Schimpansen oder Orang-Utans, wer-
den seit 1991 in Deutschland nicht mehr durchgeflhrt.
Wohingegen Tierversuche mit Affen (Makaken, Paviane,
...), auch als nicht menschliche Primaten bezeichnet,
nach § 23 TierSchVersV mittels Ausnahmeerteilung
durch die zustandige Behdérde moglich sind
(TierSchVersV).

Grundsatzlich sind alle Tierversuche an Wirbeltieren und
KopffiRern genehmigungspflichtig. Die Bearbeitungsfris-
ten variieren, je nachdem, ob es sich um eine Genehmi-
gung nach § 32 TierSchVersV, oder um ein vereinfach-
tes Genehmigungsverfahren nach § 36 TierSchVersV
handelt (TierSchVersV). Bei jedem Tierversuchsantrag
muss eine Darlegung des verninftigen Grundes erfol-
gen. Andernfalls wird der Antrag zur Durchfihrung abge-
lehnt. Es muss beispielsweise dargestellt werden, dass
die Fragestellung nicht ohne Tierversuch, also auch
durch keine Alternativmethode beantwortet werden
kann. Der Begriff Alternativmethoden wird oftmals als
Sammelbegriff fur Ersatz- und Erganzungsmethoden
verwendet mit dem Ziel, die Anzahl der Tiere zu reduzie-

ren. Ersatzmethode meint dabei tierversuchsfreie Me-
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thoden, es kbnnen aber auch weniger belastende Tier-
versuche gemeint sein. Erganzungsmethoden impliziert
im Sinne der 3R, welche nachfolgend genauer erlautert
werden, Verbesserungen (Refinement) und Ersatz (Re-
duction) von Tierversuchen. Es gibt spezielle Datenban-
ken, in denen Alternativmethoden hinterlegt sind (BfR;
Europédische Kommission). Ist der Tierversuch jedoch
unerlasslich, so ist gemal § 7a Abs. 2 Nr. 3 TierSchG zu
prifen, ob ,zu erwartende[n] Schmerzen, Leiden oder
Schéaden der Tiere im Hinblick auf den Versuchszweck
ethisch vertretbar sind® (TierSchG). Wie unter 11.4.4 Ethik
bei Tierversuchen naher beschrieben, stellt die Ethik ein
wichtiges Instrument des Entscheidungsfindungsprozes-
ses dar. Die Ermittlung der ethischen Vertretbarkeit fin-
det unter Abwagung der Guter statt (Wolf 2012).

In Summe ist es nicht mdglich eine Allgemeinaussage
Uber die Belastung von Tieren im Tierversuch zu treffen,

da darunter eine Vielzahl von Verwendungen fallt.

Um den Schweregrad von Versuchstiermodellen ein-
schatzen und Versuche mit einer geringeren Belastung
fur das Tier vorziehen zu koénnen, ist eine Belastungs-
einschatzung anhand aussagekraftiger tier- und ver-

suchsspezifischer Parameter notwendig (Lidster et al.
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2016; Nationale Behérden flr die Durchfihrung der
Richtlinie 2010/63/EU; Wolfensohn und Lloyd 2015).

Es gibt eine gesetzliche Vorgabe zur Einteilung der
Schweregrade. Diese muss flr jeden Tierversuch erho-
ben werden. Es stehen zahlreiche Veroffentlichungen
und Empfehlungen zur Verfigung und es gibt die M&g-
lichkeit an interaktiven Trainings zur Einstufung der Be-
lastung teilzunehmen (BfR 2015a, 2015b; FSVO 2022;
Nationale Behdrden fur die Durchfuhrung der Richtlinie
2010/63/EU; Norecopa; Smith et al. 2018; Zintzsch et al.
2017).

In der RL 2010/63/EU Art. 15 Abs. 1 wird eine Einteilung
der Belastung der Versuchstiere im Tierversuch in vier
Schweregrade gefordert. Diese sind in Anhang VIII der
RL 2010/63/EU ,Klassifizierung des Schweregrads der
Verfahren“ naher begrenzt und wurden mit Inkrafttreten
des neuen TierSchG 2013 festgelegt (RL 2010/63/EU;
TierSchG). Die Einstufungen der Schweregrade lauten
.keine Wiederherstellung der Lebensfunktion®, wenn sich
beispielsweise das Versuchstier wahrend des komplet-
ten Tierversuchs unter Vollnarkose befand und nicht
mehr aus dem Tierversuch erwacht, ,gering®, beispiels-

weise bei Anwendung nicht-invasiver bildgebender Ver-
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fahren, wie CT oder MRT in Sedierung oder Narkose,
wenn keine ,[...] wesentliche Beeintrachtigung des
Wohlergehens oder Allgemeinzustands [...]“ und nur ...
] kurzzeitig, geringe Schmerzen, Leiden oder Angste
[...]* zu erwarten sind. Vom Belastungsgrad ,mittel* wird
gesprochen, wenn zum Beispiel in Vollnarkose unter
angemessener Analgesie ein chirurgischer Eingriff er-
folgt, der mit ,[...] kurzzeitige[n], mittelstarke[n] [postope-
rativen] Schmerzen, mittelschwere[n] Leiden oder Angs-
ten oder langanhaltende[n] geringe[n] Schmerzen®, ver-
bunden ist, als auch einer ,mittelschwere[n] Beeintrach-
tigung des Wohlergehens oder des Allgemeinzustands
[...]% Als ,schwere” Belastung zahlt beispielsweise eine
Organtransplantation, bei der davon auszugehen ist,
dass eine Absto3ung des Organs mit ,starke[n] Schmer-
zen, schwere[n] Leiden oder Angsten [...] [einer] schwe-
re[n] Beeintrachtigung des Wohlergehens oder Allge-
meinzustands [oder] langanhaltende[n] mittelstarke[n]
Schmerzen, mittelschweren Leiden oder Angste[n] [...]¢
einhergeht (RL 2010/63/EU).

Unter Vorbehalt der Schutzklausel nach Art. 55 Abs. 3
RL 2010/63/EU darf ein Verfahren nicht durchgefuhrt

werden, wenn es ,starke Schmerzen, schwere Leiden
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oder Angste verursacht, die voraussichtlich lang anhal-
ten und nicht gelindert werden konnen“ (RL
2010/63/EU).

In § 25 der TierSchVersV wird die Durchfiihrung dieser
besonders belastenden Tierversuche naher geregelt. So
dirfen Tierversuche, die mit ,[...] l&nger anhaltenden
oder sich wiederholenden erheblichen Schmerzen oder
Leiden [...]° einhergehen nicht durchgefuhrt werden,
aulder, ,[...] wenn die angestrebten Ergebnisse vermuten
lassen, dass sie fur wesentliche Bedurfnisse von
Mensch oder Tier einschliel3lich der Lésung wissen-
schaftlicher Probleme von hervorragender Bedeutung
sein werden“. Die Genehmigung erfolgt zunachst unter
Vorbehalt und wird durch die EU-Kommission gepruft
(TierSchVersV).

Das Arbeitspapier ,Rahmen fir die Bewertung des
Schweregrades (Belastungsbeurteilung)”, das von einer
Sachverstandigen-Arbeitsgruppe (AG), initiiert durch die
Européische Kommission (EC), erarbeitet wurde, dient
den EU-Mitgliedstaaten als Leitlinie, um den Bestim-
mungen der RL 2010/63/EU zum Schutz der fir wissen-
schaftliche Zwecke verwendeten Tiere und Harmonisie-

rung innerhalb der EU-Mitgliedstaaten nachzukommen
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(Nationale Behdorden fur die Durchfuhrung der Richtlinie
2010/63/EV).

Bereits bei der Beantragung des Tierversuches wird der
Belastungsgrad prospektiv abgeschatzt und muss nach
§ 31 Abs.1 Nr. 2b der TierSchVersV wissenschaftlich
begriindet werden (TierSchVersV). Diese vorausschau-
ende Belastungseinschatzung soll dazu beitragen, eine
moglichst gering belastende Versuchsdurchfuhrung zu
férdern. Es wird hierbei immer von den mdglichen belas-
tendsten tier- und versuchsspezifischen Folgen ausge-
gangen, also auch einem Fehlschlagen der Umsetzung
aller Verbesserungsmoglichkeiten. Die Einstufung des
Schweregrades der Belastung sollte modellspezifisch

und evidenzbasiert erfolgen (Lidster et al. 2016).

Tier- und versuchsspezifisch entsprechend angepasste
Belastungsprotokolle (sogenannte Score Sheets) mis-
sen dem Versuchsantrag genehmigungspflichtiger Tier-
versuche beiliegen und unterliegen der Kontrolle und
Genehmigung der zustédndigen Behdrde bei Antragstel-
lung. Wahrend des Versuchs ermdglichen Score Sheets
den klinischen Status der Tiere systematisch und objek-
tiv zu beurteilen. Die Score Sheets beinhalten auch ver-

pflichtende Handlungsanweisungen bei bestimmten Vor-
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kommnissen und genau definierte Abbruchkriterien. Je
nach Definition kdnnen die Tiere bei Erreichen des Ab-
bruchkriteriums aus dem Versuch genommen, therapiert
oder euthanasiert werden. Von Beginn bis Ende des
Tierversuchs muss eine genaue Kontrolle der Tiere
durch geschultes Personal erfolgen, wobei Befunde
exakt dokumentiert werden muissen. Der Belastungska-
talog ist kein Ersatz fir die ethische Abwagung. Geman
dem Arbeitspapier ,Rahmen fir die Bewertung des
Schweregrades (Belastungsbeurteilung)“ sollen geeigne-
te Indikatoren gewahlt werden, die das Wohlergehen des
Tieres einfach und zuverlassig erkennen. Zudem sollen
sie ein guter Malstab flir das Wohlergehen der Tiere
sein, der nicht nur fir die wissenschaftliche Studie, son-
dern auch fur die Tierart bzw. den Stamm von Bedeu-
tung ist. Eine praktikable Umsetzung, die Tiere nicht
unverhaltnismaRig stért und brauchbar ist flr eine ein-
heitliche Messung, Auswertung und Analyse, ist empfoh-
len (Nationale Behorden fur die Durchfuhrung der
Richtlinie 2010/63/EU).

Die tatsachliche Belastung nach Versuchsdurchfiihrung
muss jahrlich im Rahmen der Versuchstiermeldung an

die zustandige Behdrde gemeldet werden, die vom Bun-
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desinstitut fur Risikobewertung (BfR) veroffentlicht wird.
Bei schwer belastenden Versuchen ist zusatzlich eine
retrospektive Belastungsbewertung durchzuflihren. So
konnen belastende Versuchsmodelle erkannt und hin-

sichtlich des 3R Prinzips intensiv Uberarbeitet werden.

Im Jahr 2020 wurden vom Deutschen Zentrum zum
Schutz von Versuchstieren (Bf3R) unter dem BfR in der
jahrlichen Versuchstierstatistik insgesamt 2 533 664 Mil-
lionen Versuchstiere erfasst. 1 899 880 Millionen Wirbel-
tiere und Kopffiler wurden nach § 7 Abs. 2 TierSchG
fur wissenschaftliche Zwecke in einem Tierversuch ver-
wendet und 633 784 zu wissenschaftlichen Zwecken
nach § 4 Abs. 3 TierSchG getdtet, um ihre Organe oder
Gewebe zu verwenden, was laut Gesetz nicht als Tier-
versuch definiert ist. Um diese Zahlen in Relation zu
setzen, soll auf die im Jahr 2019 ungefahr 760 Millionen
geschlachteten Gefligel, Schweine, Rinder, Schafe und
Ziegen in Deutschland hingewiesen  werden
(Bundesinformationszentrum Landwirtschaft und
Statistisches Bundesamt). Dies stellt jedoch keineswegs
eine Rechtfertigung dar.

Die Einstufung der Schweregrade nach § 7 Abs. 2
TierSchG ist wie folgt: Auf ,keine Wiederherstellung der
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Lebensfunktion® entfielen 6 % der Versuchstiere, auf
,hochstens gering belastend” 67 %, auf ,mittel belas-
tend“ 24 % und ,schwer belastend” 4 % (Bundesinstitut

fur Risikobewertung).

Nach § 7 Abs. 2 TierSchG entfallt der groRte Anteil der
Tiere dem Versuchszweck der Grundlagenforschung mit
58 % und auf die translationale und angewandte For-
schung mit 13 %. Der Uberwiegende Anteil mit insge-
samt 71 % wird somit der medizinischen Forschung zu-
geschrieben (Bundesinstitut fur Risikobewertung). Die
Grundlagenforschung sowie die translationale und an-
gewandte Forschung sind eng miteinander verwoben.
Ziel ist es Erkenntnisse Uber biologische Zusammen-
hange zu erlangen, um damit eine Grundlage fur diag-
nostische und therapeutische MaRnahmen zu schaffen
(DFG-Senatskommission 2016). Auf regulatorische
Zwecke und Routineproduktionen, also gesetzliche vor-
geschriebene Versuche, die dem Verbraucherschutz
dienen, verteilen sich im Jahr 2020 19 % (Bundesinstitut
fur Risikobewertung). Diese toxikologischen Prifungen,
Sicherheitsprifungen oder Qualitatskontrollen sind durch
das Arzneimittel-, Chemikalien- oder Lebensmittelhygie-

nerecht vorgeschrieben und werden fir die Zulassung
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von Stoffen, wie Medikamenten, vorausgesetzt (DFG-
Senatskommission 2016). Sonstige Zwecke, wie die
Erhaltung von Kolonien und der Art, sowie der Schutz
der Umwelt oder Hochschulausbildung zum Erwerb der
beruflichen Fahigkeiten machen insgesamt 10 % aus

(Bundesinstitut fur Risikobewertung).

Bereits 1959 haben W. Russell und R. Burch das soge-
nannte 3R Konzept in ihrem Buch The Principles of Hu-
mane Experimental Techniques formuliert, welches in
der RL 2010/63/EU verankert und sinngemaly im
TierSchG § 7 Abs.1 Nr. 1 aufgenommen ist. Das Prinzip
fordert eine kritische Hinterfragung jedes Tierversuchs.
Die 3R, die bei der Planung und Durchfiihrung von Tier-
versuchen Anwendung finden, stehen fir Replacement
(engl. fur Ersatz), Reduction (engl. fur Reduzierung) und
Refinement (engl. fur Verbesserung) (Russell und Burch
1959). Mit Replacement ist gemeint, dass bei jeder wis-
senschaftlichen Fragestellung ausfihrlich gepruft wer-
den muss, ob eine aussagekraftige alternative Methode
zu einem Tierversuch moglich ist oder dieser ganzlich zu
vermeiden ist und stattdessen In-vitro- oder In-silico-
Versuche stattfinden kénnen. Reduction bedeutet das

Ziel, dass die Zahl der Versuchstiere auf so wenige wie
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moglich reduziert wird. Hierzu kdnnen Verbesserungen
in der Methodik, also der Auswahl eines geeigneten
Tierversuchmodells, automatisierte Auswertungsmetho-
den zur Maximierung der Datenerhebung, die zusatzli-
che Versuche Uberflissig macht, als auch die statisti-
sche Berechnung der unbedingt notwendigen Versuchs-
tieranzahl ihren Beitrag leisten. Negative Versuchser-
gebnisse sind oftmals nur schwer zu veréffentlichen oder
werden gar nicht veroffentlicht (Lidster et al. 2016). Dies
kann dazu fuhren, dass Versuche mehrfach durchgefihrt
werden, was dem Prinzip der Reduction widerspricht.
Unter dem Begriff Refinement werden Optimierungs-
maflnahmen zur bestmdglichen Belastungsminimierung
im Bereich der Tierhaltungsbedingungen, als auch der
Tierversuchsmethoden verstanden. Aber auch die Erfas-
sung und Minimierung nicht erwinschter Vorkommnisse
werden zum Refinement gezahlt (Golledge und Jirkof
2016). Essenziell fur eine erfolgreiche Umsetzung von
Refinement-Mallnahmen ist die rasche ldentifikation von
Schmerzen und Leiden (Hawkins et al. 2011). Dies ge-
staltet sich jedoch mitunter schwierig, da Versuchstiere,
insbesondere Nager, im Gegensatz zu Menschen.
Schmerzen und Leiden nicht direkt zeigen, sondern die-

se mdoglichst lange zu verbergen versuchen. Kdnnen
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diese jedoch erkannt werden, ist eine Reaktion auf die
auslésende Ursache mdglich und der Versuchsablauf
kann entweder vermieden oder abgeandert werden
(Blakemore et al. 2012). Daher sind evidenzbasierte und
moglichst genaue Belastungsschemata von absoluter
Notwendigkeit. Mit der ethischen Rechtfertigung be-
schaftigen sich die 3R folglich nur minimal (Ferdowsian
und Gluck 2015).

Bundesweit werden die Zielvorstellungen und Férderung
des 3R Konzepts am Deutschen Zentrum zum Schutz
von Versuchstieren (Bf3R) am Bundesinstitut flr Risiko-
bewertung (BfR) in Berlin koordiniert, indem sie beraten,
aber auch Refinement und Alternativmethoden betref-
fende Fragestellungen bearbeiten (Bundesinstitut fur
Risikobewertung). Auch wissenschaftliche Verbande,
wie die European science foundation (ESF) appellieren
zur Anerkennung des 3R Prinzips und verdeutlichten
dies in einem Positionspapier zur RL 2010/63/EU Uber
den Schutz der fir wissenschaftliche Zwecke verwende-
ten Tiere (ESF-EMRC 2011). Das National Centre for
the Replacement, Refinement, and Reduction of Animals
in Research (NC3Rs), eine unabhangige von der Regie-

rung gegrindete Wissenschaftsorganisation mit Sitz im
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Vereinigten Konigreich GroRbritannien und Nordirland,
hat sich verpflichtet die 3R in der wissenschaftlichen
Forschung voranzutreiben, um so den Weg fiir eine bes-
sere Wissenschaft zu ebnen (Burden et al. 2015;
National Centre for the Replacement, Refinement, and
Reduction of Animals in Research). Eine Reduktion der
Belastung hat eine positive Auswirkung auf die Qualitat
der Studienergebnisse (Baumans 2004; Lilley et al.
2020). Ebenso verpflichtet sich die 2011 gegriindete
Basel Declaration Society in der Basler Deklaration mit
ihren zahlreichen Mitgliedern der Wissenschaft die 3R
und weitere ethische Prinzipien in allen Forschungsvor-
haben, in denen Tiere involviert sind, umzusetzen und
kontinuierlich  weiterzuentwickeln (Animal Research
Tomorrow; Basel Declaration Society). Die ARRIVE-
Richtlinien (Animal Research: Reporting of In-vivo Ex-
periments) wurden 2010 entwickelt. Sie bieten eine
Empfehlung an standardisierten und detaillierten Infor-
mationen, die bei Verdffentlichung eines Tierversuchs
angegeben werden sollten, um eine volle Wissensaus-
schoépfung und Transparenz der Ergebnisse zu gewahr-
leisten (ARRIVE; Du Percie Sert et al. 2020a). 2016 hat
sich die Max-Planck-Gesellschaft zu einem weiteren ,R*

in ihrer Grundsatzverpflichtung ausgesprochen. Es steht
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fur Responsibility (engl. fur Verantwortung), um den

Tierschutz zu verbessern (Max-Planck-Gesellschaft).

Das Prinzip der 3 bzw. 4-R ist malRgeblich im Umgang
mit Versuchstieren und muss Einzug in den Alltag mit
Versuchstieren erhalten. GemaR Art. 20a GG muss der
Mensch aus der Verantwortung gegentiber dem Tier alle
Parameter, die Einfluss auf die Versuchstiere haben,
kritisch identifizieren, validieren und verbessern (GG).
Dies betrifft die Haltung der Versuchstiere ebenso wie

die gesamte Methodik bei den Versuchen.

1.4.2 Tierversuche in der Geschichte

Um sich die Relevanz von Tierversuchen vor Augen zu
fuhren, gilt es einen Blick in die Historie zu werfen. Zahl-
reiche Beispiele belegen den immensen Wissensgewinn

in der medizinischen Forschung durch Tierversuche.

Die Entwicklung eines Antiserums gegen Diphtherie,
worunter Ende des 19. Jahrhunderts fast jedes zweite
Kind verstorben ist, stitzte sich mafigeblich auf Untersu-
chungen an Meerschweinchen, aber auch Mausen, Rat-
ten und Kaninchen. Hierflr erhielt der Deutsche E. von
Behring 1909 den Nobelpreis (Behring 1890; Hansson
und Enke 2015; Marx 1914). Auch Impfstoffe gegen
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Gelbfieber und Kinderlahmung sowie die Pathogenese
von Typhus, Tuberkulose, Malaria und antiretrovirale
Wirkstoffe gegen AIDS waren ausschlaggebend fur den
medizinischen Fortschritt und basierten auf zahlreichen
Tierversuchen (Cegielski und McMurray 2004; DFG-
Senatskommission 2016; Edens et al. 2015; Francis
1958; Leven et al. 2017; Monath 2008; Santos et al.
2001; Sturma und Heinrichs 2015; Szu et al. 1987;
Veazey 2013). Bei der Entwicklung der Behandlung von
Diabetes mellitus haben Tierversuche an Kaninchen,
Schweinen, Kihen und Hunden geholfen, die Auswir-
kung des Hormons Insulin auf den Blutzuckerspiegel zu
verstehen. Die kanadischen Wissenschaftler F. Banting
und John J. R. Macleod wurden 1923 dafir mit dem No-
belpreis ausgezeichnet (Banting et al. 1922; DFG-
Senatskommission 2016; Hegele und Maltman 2020). Im
Bereich der Diagnostik bei der Entwicklung der Compu-
tertomographie (CT) wurden vor allem Schweine einge-
setzt. Auch diese Errungenschaften wurden im Jahre
1979 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet (DFG-
Senatskommission 2016; Shampo und Kyle 1996). Beim
Verstandnis fir die Interaktion zwischen Viren und deren
Wirtszellen, wie dem am Gebarmutterhalskrebs beteilig-

ten Papillomaviren und dessen Impfstoffentwicklung,
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waren unter anderem Tierversuche an Mausen, Pferden,
Ziegen und Schafen essenziell. 2008 wurde der deut-
sche Wissenschaftler H. zur Hausen hierfir mit dem
Medizin-Nobelpreis ausgezeichnet (Breitburd et al. 1995;
DFG-Senatskommission 2016; Suzich et al. 1995; zur
Hausen 2002). Cochlea-Implantate fir Gehorlose stit-
zen sich auf Modelle mit Kaninchen, Hihnern, Katzen,
Schweinen und nicht-humanen Primaten (DFG-
Senatskommission 2016; Kretzmer et al. 2004). Neben
dem Bereich der Xenotransplantationen basieren insbe-
sondere im Gebiet der Neurowissenschaften zahlreiche
wissenschaftlich bedeutsame Entdeckungen auf Tierver-
suchsmodellen (Ekser et al. 2009; Rice und Barone
2000; Yang und Sykes 2007). Das Pandemiegeschehen
verursacht durch das Coronavirus SARS-CoV-2 (engl.
fur Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
Type 2) verdeutlichte, dass Tiermodelle auch aktuell von
hoher Relevanz sind, um Krankheitsmechanismen zu
verstehen, als auch Impfstoffe sicher und effizient entwi-
ckeln zu kénnen (Genzel et al. 2020). Insbesondere Un-
tersuchungen am Hamster haben neben vielen anderen
Tiermodellen zur Entdeckung des Zielproteins des Virus,
dem sogenannten ACE2 (engl. fur Angiotensin Convert-

ing Enzyme 2), betrachtlich beigetragen. Da innerhalb
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kurzer Zeit viele Menschen geimpft werden wollten, war
eine fruhzeitige Erkennung von Nebenwirkungen bei
Impfstoffkandidaten von grof3er Bedeutung (Chan et al.
2020; Cohen 2020). Auch konnten Hunde darauf trainiert
werden COVID-19 erkrankte Menschen olfaktorisch zu

identifizieren (Jendrny et al. 2021).

Wichtig ist auch zu erwadhnen, dass diese medizinischen
Errungenschaften nicht nur bei Diagnose- und Behand-
lungsverfahren in der Human-, sondern auch in der Ve-
terindrmedizin genutzt werden. Viele Erkrankungen, wie
Diabetes mellitus, Arteriosklerose, spezielle Tumorfor-
men oder Hamophilie kénnen auch Tiere bekommen
(Léscher 2014; Nelson et al. 2023). Auch konnten in der
Veterinarmedizin durch Erkenntnisse aus Tierversuchen
Impfstrategien gegen Leukose, Bovine Tuberkulose oder
Staupe entwickelt werden, die tddlich sind (DFG-
Senatskommission 2016; Tobler et al. 2021).

1.4.3 Ratte als Versuchstier

Laut letzter veroffentlichter Zahlen des Deutschen Zent-
rums zum Schutz von Versuchstieren (Bf3R) unter dem
Bundesinstitut fur Risikobewertung aus dem Jahr 2020
waren 78 % der insgesamt knapp 1 900 000 Millionen
Wirbeltiere und KopffluRler, die nach § 7 Abs. 2 Tier-
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schutzgesetz (TierSchG) fur wissenschaftliche Zwecke
in einem Tierversuch eingesetzt wurden, Nagetiere
(Mause, Kaninchen, Ratten). Ratten machten hierbei mit
einer Gesamtzahl von 138 249 Tieren 7 % aus und stel-
len nach Mausen und Fischen die am zweithaufigsten
verwendete Versuchstierart dar (Bundesinstitut fir
Risikobewertung; Bundesinstitut fur Risikobewertung
2021). Nagetiere, vor allem Mause und Ratten, zahlen
schon seit Jahren zu den am haufigsten verwendeten
Versuchstierarten (Genzel et al. 2020; Nestler und
Hyman 2010).

Die domestizierte Ratte stammt von der Wanderratte
Rattus norvegicus ab. Ursprunglich beheimatet ist die
Wanderratte in China, Sibirien und Ostasien. Eine Ver-
breitung Uber die ganze Welt mit Hilfe von Verkehrsmit-
teln erfolgte sehr rasch. Ab Mitte des 19. Jahrhunderts
hat sie Uber Naturalienhandler oder Uber Privatzuchten
von Schaustellern in Laboratorien Einzug gehalten. Vor
uber 200 Jahren zahlten Albino-Ratten noch zu den am
haufigsten verwendeten Versuchstieren in vielen Berei-
chen der biomedizinischen Forschung (Sengupta 2013;
Weil} et al. 1996). Anfang des 20. Jahrhunderts wurden

die ersten Laborratten gezielt flir Versuchsmodelle im
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Wistar Institut in Philadelphia, USA, gezichtet (The

Wistar Institute).

Die Wildnager und Labortiere unterscheiden sich durch
anerkannte Merkmale. Laborratten besitzen im Vergleich
zu ihren freilaufenden Wildformen kleinere Praputialdru-
sen und Nebennieren. Sie kommen friher in die Ge-
schlechtsreife und haben keinen saisonalen Fortpflan-
zungszyklus. Des Weiteren weisen sie eine bessere
Fruchtbarkeit auf und zeigen eine kirzere Lebensdauer
(Sengupta 2013).

Die Grolke der Tiere sowie die verhaltnismaRig schnelle
Reproduktion und Zutraulichkeit stellen in zahlreichen
Versuchsmodellen einen grof3en Vorteil dar (Barré-
Sinoussi und Montagutelli 2015). Das Erbgut der Ratte
ist, wie das der Maus, vollstdndig entschlisselt und
deckt sich zu 90 % mit dem des Menschen. Aktuell gibt
es fur alle menschlichen krankheitsauslésenden Gene
auch ein analoges Gen bei der Ratte (Tierversuche

verstehen).

Bis Ende der 1970er Jahre wurde sie sehr haufig als
Standardversuchstier bei Nervenkampfstoffvergiftungen

eingesetzt. Nachdem jedoch festgestellt wurde, dass
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Meerschweinchen und nicht-menschliche Affen bei Ver-
suchen im Gegensatz zur Ratte auf Behandlungen bes-
ser ansprechen, nahm ihre Verwendung ab (Rice 2016).
Nichtsdestotrotz sind Studien mit Ratten im Bereich
phsophororganischer Verbindungen noch immer weit
verbreitet (Araujo Furtado et al. 2010; Bleecker et al.
1994; Bruun et al. 2019; Gage et al. 2021; Goncharov et
al. 2019; Guignet et al. 2020; Higgins et al. 2018; Rojas
et al. 2020; Satar et al. 2005; Yamanaka et al. 1996;
Zhang et al. 2019). Auch in Studien Uber Ernahrung,
Stoffwechsel- und Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Nerven-
regeneration, Wundheilung, Diabetes, und Krebs sowie
Wirksamkeits- und Sicherheitsprifungen von Medika-
menten werden sie haufig eingesetzt (Tierversuche
verstehen). Zudem sind genetische Modifikationen mit-
tels CRISPR-Cas bei Ratten moglich (Li et al. 2013).
Damit ein Tiermodell Ubertragbar ist, sollten die wichtigs-
ten Aspekte der zu untersuchenden Fragestellung abge-
bildet werden kdénnen, wobei diese nicht zwingend mit
der menschlichen Erkrankung deckungsgleich sein mus-

sen (Barré-Sinoussi und Montagutelli 2015).

Wichtig ist, wie in jedem Versuchsmodell, bei dem eine

geringe Streuung in den Versuchen und gleichmaRige



Il. Literaturibersicht 87

Basalwerte erwlnscht sind, die Minimierung von Stress
zu beachten. Die Stressempfindlichkeit konnte durch
Environmental Enrichment bei Laborratten belegt wer-
den (Ravenelle et al. 2014; Segovia et al. 2009). Es ist
erwiesen, dass eine strukturierte Haltungsumgebung
einen Einfluss auf verhaltens-, neurobiologische sowie
stressphysiologische Merkmale der Ratte hat. Die Aus-
wirkung einzelner Veranderungen bedarf bei der Ratte
noch weiterer Validierung (Wagner und Kluge 2013). Bei
Mausen konnte bisher keine Veranderung der Varianz
verschiedener Parameter durch derartige Verhaltensan-
reicherungen festgestellt werden (Augustsson et al.
2003; Lewejohann et al. 2006; van de Weerd et al. 2002;
Wolfer et al. 2004). Nur unter Einbezug der speziesrele-
vanten Faktoren ist es moglich Ratten, aber auch jede
andere Tierart, in wissenschaftlichen Bereichen zielfih-

rend einzusetzen (Busch et al. 2017).

Grundsatzlich ist bei Kleinsaugern zu berucksichtigen,
dass sie als Beute- und Fluchttiere ihre Symptome bei
Erkrankungen und Schmerzen lange nicht anzeigen,
obwohl bei messbaren vegetativen Veranderungen be-
reits ein ausgepragtes Schmerzempfinden besteht (Hen-
ke et al. 2012a; Henke et al. 2014). Ein Schmerzreiz wird
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nach IASP (International Association for the Study of
Pain — engl. fur Internationale Gesellschaft zur Erfor-
schung des Schmerzes) als unangenehme sensorische
und emotionale Erfahrung definiert, die durch eine tat-
sachliche oder potenzielle Gewebeschadigung ausgeldst
wurde oder in Zusammenhang mit einer derartigen
Schadigung steht (Boyd et al. 2023). Eine adaquate
analgetische Versorgung verhindert, dass es durch den
Schmerz zu einer Aktivierung des sympathischen Ner-
vensystems mit Katecholaminausschittung kommt. Die
bedingte Katecholaminausschuttung fihrt zu einer Erhé-
hung der Herzkontraktilitat, Herzfrequenz und Vasokon-
striktion peripherer Gefale und folglich zu einer Kreis-
laufzentralisation. Die Sauerstoffversorgung in der Peri-
pherie verschlechtert sich und es entwickelt sich eine
Azidose. Es folgt ein manifestes dekompensiertes
Schockgeschehen, was mit Bradykardie, Hypothermie
und Hypotonie sowie einer disseminierten intravasalen
Gerinnung einhergehen kann. (Henke et al. 2012a; Hen-
ke et al. 2014). Je nach Versuchsaufbau bedarf es im
Rahmen der praventiven Analgesie bei chirurgischen
oder schmerzhaften Eingriffen nicht nur der Beriicksich-
tigung der intraoperativen, sondern auch der praempti-

ven und postoperativen Analgesie.
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Die Wahl eines geeigneten Versuchsmodells ist
schlussendlich auch von der Wirtschaftlichkeit und der
Praktikabilitdat der Versuchsdurchfiihrung sowie der Be-
antwortung der ethischen Vertretbarkeit abhangig
(Lidster et al. 2016).

11.4.4 Ethik bei Tierversuchen

1.4.4.1 Ethische Positionen
Mensch-Tier-Beziehungen sind durch kulturelle, religio-
se, gesellschaftliche und staatliche Einflisse gepragt.
Welche Eigenschaft ist ausschlaggebend flir den morali-
schen Wert eines Lebewesens? Stehen Menschen an
der Spitze der Moral? Nach welchen Maldstadben teilen
wir die Gruppen der Tiere ein? Bei Tierversuchen steht
das Interesse des Menschen dem des Tieres (oder sollte
man besser nichtmenschlicher Tiere sagen) gegeniber.
Es stellt sich die Frage, ob das Wohl des Tieres flr ei-
nen Erkenntnisgewinn in der Forschung, die sich flr
Mensch, Tier oder Umwelt vorteilhaft auswirken konnte,
beeintrachtigt werden darf. Der Ethik kommt bei der Ab-
wagung eine bedeutende Rolle zu, da bei Handlungen
gemal moralischer Normen das Zufiigen von Leid ge-
rechtfertigt werden muss (Wolf 2012).
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Die Bioethik (Biog: altgriechisch fur Leben; 'ndikn: alt-
griechisch fur das sittliche (Verstandnis); 'fidog: altgrie-
chisch fur Charakter, Sinnesart), die unter die ange-
wandte Ethik fallt, setzt sich mit allem, was unter das
Themenspektrum Leben fallt, auseinander. Die Bioethik
wird auch als Synonym fur die zunehmenden wissen-
schaftlichen und offentlichen Auseinandersetzungen mit
Fragen der angewandten Ethik verwendet (Duwell und
Steigleder 2003). Die Tierethik zahlt zur Teildisziplin der
Bioethik und widmet sich Fragestellungen und Begrin-
dungen in Bezug auf einen ethisch angemessenen Um-
gang von Mensch und Tier (Sandkuhler 2010; Sturma
und Heinrichs 2015).

Es gibt unterschiedliche bioethische Positionen. Die
grundsatzliche Unterscheidung bezieht sich auf die mo-
ralische Verantwortlichkeit. Liegt eine moralische Ver-
antwortung vor, gibt es analytisch-philosophische oder
nicht-philosophische Ansatze, wie Religionen und die
Phanomenologie. Unter die analytisch-philosophischen
Ansatze fallen mitunter der Anthropozentrismus, Patho-
zentrismus, Biozentrismus, Holismus, Utilitarismus, Tier-
rechte-Ansatz, Wohlbefinden-Ansatz und Fahigkeiten-

Ansatz. Haufig werden im Sinne der Tierethik die bio-
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ethischen Grundpositionen des Anthropozentrismus,
Pathozentrismus, Biozentrismus und Holismus diskutiert,
die anschlielfend genauer erlautert werden (Duwell und
Steigleder 2003; Sandkihler 2010; Sturma und
Heinrichs 2015).

In der anthropozentrischen (dvdpwTrog: altgriechisch fur
Mensch; kévtpov: altgriechisch fur Mittelpunkt) Ethik, mit
Kant als Vertreter, wird der Mensch als das ,Mal} aller
Dinge* in den Mittelpunkt gestellt mit Vorrechten, aber
auch Verpflichtungen. Er wird als moralisches Wesen
angesehen und der Schutz der Tiere ergibt sich aus der
Selbstachtung des Menschen. Diese verbietet ihm,
grausam zu handeln, da die daraus resultierende Verro-
hung die Moral im Umgang mit Menschen beeintrachti-
gen wirde. Folglich liegt es aber an ihm, wie mit Tieren
umgegangen wird. Die Durchflihrung eines Tierversuchs
ist dieser Ansicht nach also ethisch zu rechtfertigen
(Kant 2014).

Das pathozentrische (mmédog: altgriechisch fir Leid)
Weltbild postuliert, dass alle leidens- und empfindungs-
fahigen Lebewesen hinsichtlich der Moral Berticksichti-
gung finden mussen und als moralische Wesen zahlen,

woraus sich die Pflicht zu deren Schutz ergibt. Leidens-
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fahigkeit bezieht sich dabei darauf, ob Lebewesen ein
ZNS bzw. Cephalopoden verschmolzene Cerebralgang-
lien besitzen (Westheide und Rieger 2013). Jeremy
Bentham war einer der ersten Vertreter des Pathozent-
rismus und Begrunder des Ultilitarismus. Er schrieb allen
leidensfahigen Wesen einen Eigenwert zu unabhangig
davon, ob sie reden oder denken konnen (Warnock
2008). Der Vertreter Arthur Schopenhauer war der Auf-
fassung, dass Tiere die entsprechenden Wesensmerk-
male wie Menschen tragen und dementsprechend
gleichermalien empfinden und leiden. Aus dem ent-
scheidenden Kriterium der Leidensfahigkeit resultiert die
Verpflichtung des Menschen gegentber dem Tier, Lei-
den zu vermeiden. Empfindungsfahige Tiere sind aber
dem Interesse, der Gesundheit, dem Erkenntnisgewinn
und den Genussgutern des Menschen untergeordnet.
Dem Leiden der Tiere wird somit eine geringere Gewich-
tung zugesprochen. Gemal dieser Sichtweise sind Tier-
versuche nach ethischer Abwagung erlaubt. Peter Sin-
ger und Tom Regan zahlen zu den Vertretern des mo-
dernen Pathozentrismus und weisen eine utilitaristische
Grundposition auf (Regan und Singer 1989; Regan
2011). lhre Blcher Animal Liberation (Singer 2009),
Practical Ethics (Singer 1993) und The Case for Animal
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Rights (Regan 2004) sind wegweisend fur nachfolgende
tierethische Auseinandersetzungen (Grimm 2012). Der
Utilitarismus verfolgt das Ziel, dass moralisches Handeln
den Nutzen flir alle inklusive nicht-menschlicher Tiere
maximiert. Die Konsequenzen einer Handlung sind von
Bedeutung und die Empfindungs- und Leidensfahigkeit
ist die Voraussetzung fur Lust und Interesse (Hoffe
2013).

Ein radikaler Vertreter des Biozentrismus (Biog: altgrie-
chisch fur Leben) war Albert Schweizer. In dieser ethi-
schen Anschauung wird allen lebendigen Wesen, aber
auch ,niederen“ Tieren und Pflanzen ein moralischer
Eigenwert zugeschrieben. Eine Differenzierung der ver-
schiedenen Arten existiert nicht (Wolf 2012). Folglich

sind Tierversuche abzulehnen.

Im holistischen ('6Aog: altgriechisch fur ganz) Ethikmo-
dell, das auf Jan Smuts zuriickgeht, wird das ,Sein®“ an
sich, als moralisch wesentliches Kriterium angesehen.
So spielen nicht nur Lebewesen, sondern auch die unbe-
lebte Natur eine entscheidende Rolle fiir ethisches Han-
deln. Alle Systeme, ob natirlich oder nicht, missen als
Ganzes angesehen werden. Auch gemaR dieser Auffas-

sung sind Tierversuche nicht vertretbar (Dancy 2004).
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Die nationale Rechtslage zum Umgang mit Tieren ist
gepragt vom gemalRigten Pathozentrismus. Bei jedem
Tierversuch muss geklart werden, ob die Hohe des Er-
kenntnisgewinns das Ausmal} der Belastung rechtferti-
gen kann. Es ist eine Abwagung der ethischen Vertret-
barkeit von Tierversuchen durchzufihren gemall §7a
Abs. 2 Nr. 3 TierSchG bezuglich der ,Schmerzen, Leiden
und Schaden® nach §1 TierSchG, die auf das Tier ein-
wirken koénnten (TierSchG). Laut dem TierSchG hat der
Mensch einen grundlegenden moralischen Anspruch,
Uber Tiere zu verfigen und zu seinen eigenen Zwecken
zu nutzen, sofern ein vernunftiger Grund vorliegt. So hat
der Mensch eine moralische Sonderstellung gegenuiber
dem Tier, indem er die Entscheidungsgewalt Uber des-
sen Leben und Wohlbefinden hat, aber nach den gesetz-
lichen Vorschriften (siehe 11.4.1) keine absolute Verfu-
gungsgewalt. Der Schutz der Tiere griindet dieser ethi-
schen Auffassung nach auf der Leidensfahigkeit. Dies
wird auch in § 7a Abs. 2 Nr. 5 TierSchG eindeutig be-
schrieben, indem diejenigen Versuchstiere zu verwen-
den sind, die aufgrund ihrer Auspragung der artspezifi-
schen Fahigkeit geringer leiden, es sei denn, diese sind
fur den Zweck ungeeignet (TierSchG). Die Sichtweise

die Leidensfahigkeit an das Vorhandensein eines ZNS
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bzw. verschmolzener Cerebralganglien bei Cephalopo-
den zu knupfen, findet sich auch im TierSchG § 8 Abs. 1
wieder, wo eine Genehmigung von Tierversuchen bei
Wirbeltieren und KopffiRern vorgeschrieben wird
(TierSchG). Die Intensitat des Leidens einschliel3lich der
Schmerzen, Schaden und Angste durch den Menschen
korreliert mit dem Ausmal des Schutzes, den das Tier
bedarf. Diese Eigenschaft ist maligebend. Folglich exis-
tiert daraus eine Abstufung des moralischen Status zwi-
schen den Arten. Der Mensch steht nach pathozentri-
scher Anschauung Uber empfindungsfahigen Tieren, die
wiederum Uber nicht empfindungsfahigen Tieren oder

Pflanzen angesiedelt sind (TierSchG).

11.4.4.2 Ethische Vertretbarkeit

Fur ein Urteil zur ethischen Vertretbarkeit von Tierversu-
chen muissen verschiedene ethische Fragestellungen
beantwortet werden. Hierzu zahlen unter anderem der
Wert von Tier und Mensch, die Bewertung von Interes-
sen und Bedirfnissen von Tieren und Menschen sowie
die Vertretbarkeit von Schmerzen, Leiden und Schaden.
Zu diskutieren ist ebenfalls, ob es Abstufungen hinsicht-

lich des Entwicklungsgrades gibt und der hdhere
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Schutzstatus von Wirbeltieren gegenuber Wirbellosen zu

vertreten ist (Tierversuche verstehen).

Tierversuche in der wissenschaftlichen Forschung sind
ein dauerhaftes Reizthema in der gesellschaftlichen und
politischen Diskussion. Offentlich wahrgenommene Re-
aktionen gegeniber Tierversuchen sind in der Regel
negativ konnotiert, wohingegen beispielsweise die
Schadnagerbekdmpfung als gemeinschaftlich akzeptiert
gilt. Mogliche Ursachen kdnnten der abstrakte, lebens-
ferne und unsichere Nutzen von Tierversuchen sein.
Auch wird unter anderem die Aussagekraft, die Repro-

duzierbarkeit und die Ubertragbarkeit in Frage gestellt.

Ethische Betrachtungen decken grundsatzlich die ganze
Bandbreite von einer strikten Ablehnung von Tierversu-
chen, Uber eine Akzeptanz durch Interesse an neuen
Erkenntnissen, bis zu einem uneingeschrankten Bejahen
ab (Gross und Tolba 2015). Das Nuffield Council disku-
tiert insgesamt vier Positionen: den Abolitionist View
(Abschaffung von Tierversuchen), den On Balance Justi-
fication View (Abwagung von Belastung und Nutzen fur
Mensch, Tier und Umwelt), den Moral Dilemma View
(Moralisches Dilemma zwischen den in Kauf genomme-

nen Schmerzen, Leiden und Schaden sowie dem medi-
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zinischen Fortschritt) und Anything Goes (Alles ist mog-
lich, sofern der Mensch profitiert) (Nuffield Council on
Bioethics 2005). Zudem wirft das Nuffield Council die
Frage auf, ob es eine Moral Obligation (moralische Ver-
pflichtung) fir den Tierversuch gibt, wenn der mogliche
lebensweltliche Nutzen hoch genug ist und dementspre-
chend die Unterlassung des Versuchs selbst wieder

ethisch fraglich ist.

Aktuell bedeutet ein Verzicht von Tierversuchen in der
Grundlagenforschung nach Prof. Dr. Vollmar, Vorsitzen-
de der standigen Senatskommission fiir tierexperimen-
telle Forschung, langfristig eine inadaquate Patienten-
versorgung, weil ein wissenschaftlicher Fortschritt nicht
mehr gewahrleistet ist (DFG-Magazin 2019). Tierversu-
che erweisen sich derzeit als wichtiges Standbein im
wissenschaftlichen Wissensgewinn und bilden die
Grundlage fur die Entwicklung neuer Medikamente und
Medizinalprodukte zum Wohl fir Mensch und Tier (DFG-
Senatskommission 2016).

Das Solidaritatsprinzip und der Tierschutz stehen folglich
in einem Spannungsverhaltnis. Das Solidaritatsprinzip,
das eine vieler Grundlagen fur das menschliche Zu-

sammenleben ist, besagt, dass die Pflicht besteht,
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Schwache, Kranke und Hilfsbedurftige bestmoglich zu
unterstitzen. Wenn der Mensch aber Tierversuche
durchfuhrt, befindet er sich als moralisches Wesen in
einer Kontroverse. Einerseits besagt die positive Pflicht,
dass eigenes Wissen und eigene Befahigungen zur Min-
derung menschlichen und tierischen Leids eingesetzt
werden sollen. Andererseits fordert die andere negative
Pflicht, dass man anderen Lebewesen kein vermeidba-
res Leid zufligen darf. Hier stellt sich also die Frage, ob
und wie sich ethische und wissenschaftliche Erfordernis-
se in Einklang bringen lassen. Das Grundproblem ist,
dass zwei unterschiedliche GroRen miteinander vergli-
chen werden, die nicht zu vergleichen sind (Grimm
2015). Dieses ethische Dilemma zeigt, dass sich kein
klares Lrichtig oder falsch” findet (DFG-
Senatskommission 2016). Es kann bei aktueller Rechts-
grundlage erst gelést werden, sobald Tierversuche durch
Alternativmethoden ersetzt werden kdnnen. Stehen ak-
tuell keine tierversuchsfreien Alternativen zur Verfigung,
wird der Einsatz von Tieren zu Versuchszwecken erwo-
gen. Nach §12 der RL 2010/63/EU muss der intrinsische
Wert eines jeden Tieres respektiert werden und es be-
darf einer Behandlung als fuhlendes Wesen (RL
2010/63/EV).
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Versuchstiere sind unvermeidbaren Schmerzen, Leiden
und Schaden ausgesetzt. Um diese so gering wie mog-
lich zu halten, sind hohe Standards und ein hohes En-
gagement aller in den Versuchstiereinrichtungen beteilig-
ten Personen unerlasslich. In diesem Spannungsfeld
zwischen Tierschutz und Tierversuchen in der biomedi-
zinischen Forschung muss die Genehmigung von Tier-
versuchen einer ethischen Prifung unterzogen werden,
in der die Belastung der Tiere gegen den wissenschaftli-
chen Erkenntnisgewinn aufgewogen und konkret anhand
der Fragestellung Uberpruft wird, ob Alternativmethoden
gegenuber Tierversuchen einsetzbar sind und wo die

Grenzen liegen (TierSchG).

Grundsatzlich ist es wichtig, Transparenz bei Tierversu-
chen zu schaffen. Dies betrifft eine offene Informations-
politik und Kommunikation Uber Tierversuche aller Wis-
senschaftsorganisationen. So klart die durch einen Ver-
bund von Wissenschaftlern getragene Informationsplatt-
form ,Tierversuche verstehen®, die auch gemeinsam mit
der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) die Initi-
ative Transparente Tierversuche im Juli 2021 gestartet
hat, zur Aufklarung bei (DFG 2021). Auch Forschungs-

einrichtungen selbst gehen dazu Uber, Informationen auf
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ihren Webseiten zu verdffentlichen und der Bevdlkerung,
wie zu einem Tag der offenen Tur, Zutritt zu gewahren
und Raum fur Diskussion zu bieten. Dadurch wird eine

Basis geschaffen, um Diskurse zu flhren.

11.4.4.3 Notwendigkeit von Tierversuchen

Die biomedizinische Forschung, aber auch zahlreiche
andere Forschungsgebiete, wie die Technik, teilen das
gemeinsame Ziel, Zusammenhange zu verstehen und
durch Wissen die Lebensbedingungen von Tier und
Mensch zu verbessern. Im Vordergrund steht in der Bi-
omedizin Erkenntiszuwachs des Grundlagenwissens und
der Prophylaxe sowie Therapie von Krankheiten. Die
intensive Forschung Uber die letzten Jahrzehnte hinweg
fuhrte auch zur Entwicklung und Optimierung zahlreicher
alternativer Methoden zu Tierversuchen, wie In-vivo-(z.
B. Mikrodosierung), In-vitro-(z. B. permanente Zellkultur,
3-D-Zellkultur — Organoid, Multi-Organchips) oder In-
silico-Verfahren, sogenannter Computersimulationen.
Sie ermodglichen eine Nachahmung biologischer Zu-
sammenhange und Ablaufe (Doke und Dhawale 2015;
Thein et al. 2018). GemaR § 7a Abs. 2 TierSchG durfen
Tierversuche nur durchgefihrt werden, wenn keine Al-

ternativmethoden flr den geplanten Versuch zur Verfi-
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gung stehen (TierSchG). Diese Methoden sind von un-
verzichtbarer Bedeutung fur die Reduktion von Tierver-
suchen, wenn sie sinnvoll eingesetzt werden. Neben
ethischen Grinden sind Alternativmethoden auch hin-
sichtlich der Effizienz vorzuziehen, da die Durchfihrung
von Tierversuchen immens kostspielig und zeitaufwen-
dig ist (Doke und Dhawale 2015).

Um die Forschung an Alternativmethoden weiterhin vo-
ranzutreiben, wird sie lander- und bundesweit mittels
verschiedener Programme gefordert, beispielsweise
durch das Bundesministerium fur Erndhrung und Land-
wirtschaft (BMEL), das Bundesministerium fur Bildung
und Forschung (BMBF) und die DFG. Die Zentralstelle
zur Erfassung und Beurteilung von Ersatz- und Ergan-
zungsmethoden (ZEBET), die 1989 durch das Bundes-
institut fur Risikobewertung (BfR) gegriindet wurde, bie-
tet unter anderem eine Beratung von Behdrden zu Alter-
nativmethoden an, stellt Informationen diesbezlglich
bereit und ist auch an der Entwicklung neuer Alternativ-
methoden beteiligt (Deutsches Zentrum zum Schutz von
Versuchstieren - Bf3R; Liebsch et al. 2011). Das Europa-
ische Zentrum zur Validierung alternativer Methoden
(EURL-ECVAM) ubernimmt diese Rolle auf Europaebe-
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ne. Auch der Katalog EURL ECVAM SEARCH GUIDE -
Good search practice on animal alternatives enthalt zahl-
reiche Informationen Uber Alternativmethoden. Zudem
sind in den Richtlinien der Organisation fur wirtschaftli-
che Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) sowie
der EU-Richtlinie EG 761/2009 alle regulatorisch aner-

kannten alternativen Methoden gelistet.

Jedoch sind Alternativmethoden bisher nicht in der Lage,
alle Tierversuche vollstandig zu ersetzen. Haufig werden
nur Teilbereiche der hochkomplexen Vorgange im
menschlichen Organismus nachgebildet. Der menschli-
che Korper besteht aus tUber 300 unterschiedlich diffe-
renzierten Zelltypen mit insgesamt etwa 100 Billionen
Zellen (Kihnel 2003). Das Zusammenwirken von Gewe-
ben und Organen als hochkomplexen Gesamtorganis-
mus nachzubilden, ist aktuell mittels isolierter, kunstli-
cher Methoden nicht vollstandig umsetzbar (Graw 2015;
Kim et al. 2020). Die biomedizinische Forschung wird
daher in absehbarer Zeit nicht ganzlich auf Tierversuche
verzichten koénnen (DFG-Senatskommission 2016;
Hendriksen 2006).
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11.4.4.4 Ubertragbarkeit von Tierversuchen

Zur Ubertragbarkeit der Versuchsergebnisse muss zwi-
schen der Forschung fir das Tier und der Forschung flr
den Menschen unterschieden werden. In der tiermedizi-
nischen Forschung findet die Durchfuhrung direkt in der
Tierart statt, in der beispielsweise die neue Therapie
Anwendung finden soll. So ist eine vollstandige Uber-
tragbarkeit gegeben und es konnten bereits zahlreiche
Therapien fir Klein- und Nutztiere entwickelt werden
(Abendschon et al. 2020; Amirtahmaseb 2015; Nolff et
al. 2018; Thein et al. 2018). Auch Studien zur Verbesse-
rung der Haltungsbedingungen von Tieren, erfolgen di-
rekt mit der betreffenden Tierart (Bernhart 2017; Hollandt
et al. 2021). Bei der Betrachtung der Ubertragbarkeit von
Tieren auf den Menschen muss bedacht werden, dass
die Funktionen von Zellen und Organen von beispiels-
weise der Ratte und dem Menschen zwar eine Ahnlich-
keit aufweisen, gleichwohl durch die Evolution nicht un-
bedingt vollstandig Ubereinstimmen (Graw 2015). So
haben alle lebenden Organismen den gleichen Ur-
sprung, wie man mittels der Molekulargenetik beweisen
kann. Biosynthesewege oder Strukturelemente der Zelle
sind von Escherichia coli bis zum Menschen vergleich-

bar bis sehr ahnlich. Aber bei hoher entwickelten Wesen
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nimmt die Komplexitat von spezialisierten Zelltypen und
Organen fortschreitend zu (Storch et al. 2013). Folglich
ist nicht davon auszugehen, dass beispielsweise im
Rahmen der Wirkstoffentwicklung ein Wirkungserfolg in
der Ratte zwangslaufig auf den Menschen Ubertragbar
ist. Jedoch sind die evolutionaren Entwicklungen auf
Zellebene, die zur Entstehung und einem Therapieerfolg
einer Krankheit fihren, stabil geblieben. Das heil3t, dass
zellulare Prozesse, die einen Effekt in einer bestimmten
Tierart zeigen, dies auch mit hoher Wahrscheinlichkeit in
anderen Spezies, wie zum Beispiel dem Menschen, tun
(Thein et al. 2018). Laut der DFG lassen sich durch Tier-
versuche den Menschen betreffende erwinschte sowie
etwa 70 % der unerwlnschten Wirkungen vorhersagen.
Die Acetylsalicylsdure wirkt beispielsweise bei Ratte und
Mensch schmerzlindernd, jedoch kann es bei beiden zu
einer gesteigerten Blutungsneigung nach Einnahme
kommen (DFG-Senatskommission 2016). Jedoch kon-
nen Tiere nicht alle Krankheiten des Menschen abbilden
(DFG-Senatskommission 2016; Hendriksen 2006).

Generell ist zu beachten, dass die Ergebnisse immer in
Abhangigkeit von der Tierart, Tierstamm, Geschlecht

und Alter zu sehen sind.
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1.5 Anasthesie

In der vorliegenden Studie wurde sowohl eine Inhalati-
onsnarkose mit Isofluran, als auch eine Injektionsnarko-
se mit Medetomidin-Midazolam-Fentanyl-(MMF) durch-
gefiihrt. Nachfolgend soll eine Ubersicht Uber die ver-
schiedenen Anasthesiemethoden und deren Auswirkun-
gen unter spezieller Bericksichtigung der Versuchstier-
art Ratte gegeben werden. Dies ist von Relevanz, da die
gewahlte Anasthesiemethode einen Einfluss auf den

Tierversuch hat.

1.5.1 Definition

Die Anasthesie bzw. Narkose lasst sich in die Allgemein-
oder Vollanasthesie sowie die Lokal- oder Regionalanas-
thesie untergliedern. Unter Allgemeinanasthesie wird der
reversible Zustand der Bewusstlosigkeit (Hypnose),
Schmerzlinderung (Analgesie) und Skelettmuskelent-
spannung (Relaxation, Immobilisation) induziert durch
Anasthetika, verstanden. Sie unterteilt sich wiederum in
die Injektions- und Inhalationsanasthesie und wird durch
die systemische Applikation von Injektions- und Inhalati-
onsanasthetika hervorgerufen. Die Lokal- und Regio-
nalanasthesie hingegen umfasst die Ausschaltung des

Schmerzempfindens bestimmter Korperregionen, indem
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nach Applikation oder Injektion von Lokalanasthetika
Nervenleitungen reversibel blockiert werden. Zusatzlich
zum Ausschalten der sensiblen Fasern werden auch
motorische Fasern blockiert und es kommt zur Relaxati-
on der Muskulatur. Bei dieser Form der Anasthesie kdn-
nen sich die Patienten auch im Wachzustand befinden
(Erhardt 2012).

Die Aufgaben der Anasthesie in der Tiermedizin umfas-
sen neben der Narkose, die Intensiv- und Notfallmedizin
sowie die perioperative und chronische Schmerzthera-
pie. AuRerdem werden aus Sichtweise der Anasthesie
tierschutzgerechte Schlacht- und Euthanasiemethoden
entwickelt und durchgefiihrt (Erhardt 2012; Shibutani
2000).

I.5.2 Anisthesiestadien und Uberpriifung der An-
asthesietiefe bei der Ratte

GemalR der Definition Allgemeinanasthesie missen die

Kriterien Hypnose, Analgesie und Relaxation sowie die

Verhinderung autonomer Reflexe erfiillt werden, um eine

ausreichende Anasthesietiefe zu erreichen. Die Reaktion

auf einen Schmerzreiz stellt ein wichtiges Kriterium flr

die Erfassung der Narkosetiefe dar, da das Verhindern
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von Schmerzen ein bedeutendes Ziel der Anasthesie ist
(Erhardt et al. 2012; Erhardt und Haberstroh 2012).

In der Anasthesie von Menschen und gréRReren Tieren
werden klinische Parameter, wie die Herzfrequenz,
Atemfrequenz, der arterielle Blutdruck, Abwehrreaktion
oder Tranenfluss herangezogen (Arras et al. 2001;
Erhardt und Haberstroh 2012). Steigen Herzfrequenz,
Atemfrequenz oder der arterielle Blutdruck plétzlich, be-
steht eine unzureichende Narkosetiefe (Tranquilli et al.
2007). Die korrekte Uberprifung der physiologischen
Parameter gestaltet sich bei Nagern schwierig, da sie
hohe physiologische Werte aufweisen. Um diese erfas-
sen zu kénnen, sind geeignete Geratschaften notwendig,
die zeitliche und personelle Ressourcen erfordern. Der
hierdurch entstehende Aufwand ist bei Routineeingriffen
haufig nicht gerechtfertigt. Im Gegensatz dazu sind eine
Uberpriifung der Reflexe und andere klinische Beobach-
tungen in der Praxis leichter umsetzbar (Arras et al.
2001).

Die Bewertung der Tiefe der Anasthesie erfolgt daher
anhand der Dampfung bzw. Erregbarkeit der Reflexe.
Das von Guedel erstellte Anasthesieschema bietet einen

allgemeinen Uberblick tber Stadien und Stufen des Re-
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flexstatus mit unterschiedlichen klinischen Anzeichen
(Muskeltonus, PupillengroRe, Atemmuster, ...) (Guedel
1951). Dieses wurde urspringlich fur die Ethernarkose
beim Menschen entwickelt und anschlieRend fur ver-
schiedene Anasthesiemethoden und Spezies weiterent-
wickelt, da sich die Reflexantwort jeweils unterscheidet.
In der Regel werden folgende Reflexe evaluiert: Stellre-
flex, Lidreflex, Zwischenzehen- bzw. FuRrickziehreflex,
Pupillarreflex und Bulbusrotation. Insgesamt werden 4
Anasthesiestadien, in der Regel der Reihe nach, abhan-
gig vom Erregungs- und Dampfungszustand des ZNS
durchlaufen, beginnend mit Stadium I (Analgesie- und
Einleitungsstadium oder Stadium der psychischen
Dampfung), gefolgt von Stadium II (Exzitationsstadium),
Stadium III (Toleranzstadium) sowie Stadium IV (As-
phyxiestadium) (Erhardt und Haberstroh 2012; Guedel
1951). Stadium III wird wiederum in mehrere Stufen
untergliedert: Stufe 1 Stadium III; (Hypnosestadium),
Stufe 2 Stadium III2 (chirurgisches Toleranzstadium) und
Stufe 3 Stadium III3 (Stadium der physischen Depressi-
on) (Erhardt und Haberstroh 2012).
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Je nach Methode der Anasthesie und Applikationsform,
Spezies, Stamm, Geschlecht, Alter und Allgemeinbefin-
den werden die Stadien in unterschiedlicher Auspragung
und Schnelligkeit durchlaufen. Bei einer Reduktion der
Anasthesietiefe erfolgt das Durchlaufen wieder in ret-
rograder Weise, es sei denn, alle Komponenten der An-
asthesie werden kompetitiv antagonisiert. Dies ist bei der
vollstandig antagonisierbaren Anasthesie der Fall. Ziel
der Narkosetiefe ist das Stadium IIl> mit chirurgischer
Toleranz, da hierbei eine ausreichende Analgesie bei
beibehaltenen Vitalfunktionen herrscht (Erhardt und
Haberstroh 2012; Green 1982).

Bei der Ratte werden vor allem der fehlende Stellreflex
sowie der Zwischenzehen- bzw. Fuflirickziehreflex und
der Lidreflex als Kennzeichen fiir die Uberpriifung der
Anasthesiestadien herangezogen (Henke und Reinert
2006; Henke und Erhardt 2012). Der Zwischenzehenre-
flex stellt dabei die am meisten empfohlene, zuverlas-
sigste und sensibelste Methode bei Nagern dar und zeigt
die angemessene Narkosetiefe der chirurgischen Tole-
ranz an (Arras et al. 2001; Henke und Erhardt 2012). Bei
Vibration der Barthaare und einem positiven Fulriick-

ziehreflex ist die Narkose zu flach, bei extremem Exoph-
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thalmus und pressender Atmung zu tief (Henke und
Erhardt 2002, 2012). Zur Uberpriifung des Zwischenze-
henreflexes wird mittels eines Hilfsmittels die Zwischen-
zehenhaut der sanft gestreckten Hintergliedmale geknif-
fen, um ein Zurlckziehen zu provozieren. Ein geringes
Zurlckziehen ist angemessen und gilt als MaR fur den
Anfang und das Ende der chirurgischen Toleranz (Henke
und Erhardt 2012). Bei Ratten eignet sich unter MMF-
Narkose die Uberpriifung des Zwischenzehenreflexes
der Hintergliedmalie besser als die der Vordergliedma-
Re, da er erst bei tieferen Narkosestadien ausfallt und
somit besser zur Uberwachung der addquaten Narkose-
tiefe geeignet ist. Des Weiteren ftritt er in der Aufwach-
phase friher wieder auf (Mantel 1999). Der Ausfall von
Schmerzreflexen im Koérper findet zeitlich versetzt statt
(Erhardt und Haberstroh 2012). Der Verlust des Stellre-
flexes (Loss of Righting Reflex = LORR; leichtes Ankip-
pen des Kafigs; positiver Reflex: selbstandiges Drehen
von Brust- in Bauchlage/Rickkehr in physiologische
Kdrperhaltung) stellt noch keine ausreichende Tiefe der
Anasthesie dar, wird jedoch zeitlich mit dem Beginn der
Narkose und Bewusstlosigkeit in Verbindung gebracht
(Franks 2008). Die Uberpriifung von Lidreflex (Berih-

rung des Lids am medialen Augenwinkel; positiver Re-
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flex: Zucken oder Blinzeln der Augenlider), sowie Korne-
alreflex (leichtes Antippen der Cornea; positiver Reflex:
Augenzwinkern) und Bulbusrotation werden im Gegen-
satz zu Hund und Katze nur selten bei Nagern einge-
setzt (Flecknell 2015; Henke und Erhardt 2012; Smith
1993). Sie kdnnen das Auge schadigen (Arras et al.
2001).

Der Kutaneusreflex (Manipulation der Haut; positiver
Reflex: Zucken) ist nicht aussagekraftig, da auch Tiere,
die lauffahig sind, nicht auf diesen reagieren (Arras et al.
2001; Smith 1993), ebenso der Schwanzreflex (vorsich-
tiges Kneifen des Schwanzes; positiver Reflex: Zucken
des Schwanzes), da er bei Mausen und Ratten in weni-
ger tiefen Narkosestadien ausfallt als der Zwischenze-
henreflex (Arras et al. 2001; Field et al. 1993).

Zusammenfassend muss sich in der Anasthesie zur Be-
urteilung der geeigneten Anasthesietiefe auf klinische
Parameter, die Reflextberprifung und den Erfahrungs-
wert verlassen werden, jedoch auf die Gefahr hin, dass
dies nicht ausreichend sein kann (Erhardt und
Haberstroh 2012; Haskins 1992a).
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11.L5.3 Anasthesiemdglichkeiten bei der Ratte

Ratten sind nicht nur Patienten in der kurativen Praxis,
sondern gehdren auch zu den haufigsten Versuchstie-
ren, sodass insbesondere im Bereich der Versuchstier-
kunde  haufig  Narkosen  durchgefuhrt  werden
(Bundesinstitut fur Risikobewertung 2021; Hedrich
2000).

Bei der Anasthesie der Ratten kommen als Maglichkeit,
bevorzugt die Injektionsandsthesie und die Inhalations-
anasthesie sowie die Kombination aus beiden in Frage.
Die Auswahl der am besten geeigneten Methode ist da-
bei von den Gegebenheiten vor Ort sowie dem Anlass
der Anasthesie abhangig (Henke und Erhardt 2012;
Waynforth und Flecknell 1992). Alter und Geschlecht
zeigen auch einen Einfluss auf die Anasthesiemethode
(Sharp und La Regina M. C. 2013; Shibutani 2000;
Waynforth und Flecknell 1992). Selbst verschiedene
Rattenstamme reagieren unterschiedlich auf das gleiche
Anasthetikum (Avsaroglu et al. 2007; Sharp und La
Regina M. C. 2013; Waynforth und Flecknell 1992).

11.5.3.1 Inhalationsanésthesie
Inhalationsanasthetika sind inhalierbare volatile (flichti-

ge) Hypnotika, die bei Raumtemperatur in flissigem (ls-
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ofluran, Sevofluran, Desfluran,) oder gasformigem (Koh-
lendioxid, Lachgas) Zustand vorliegen. Allen Substanzen
ist die Applikation per inhalationem Uber die Lunge in
gasférmiger Phase oder nach Passage des Verdampfers
per Dampf gemein (Erhardt et al. 2012). Aufgrund der
untergeordneten Relevanz von Lachgas und Kohlendi-
oxid liegt der Fokus dieses Abschnitts auf den volatilen
Anasthetika.

Grundsatzlich sollte ein Inhalationsanasthetikum be-
stimmte Kriterien erfullen. Hierzu zahlen unter anderem
neben nicht schleimhautreizender Eigenschaften, eine
zugige Aufnahme ins Blut und Abgabe in das ZNS, eine
gute Steuerbarkeit mittels Anderung der Konzentration,
eine gute Hypnose, Dampfung der Schmerzwahrneh-
mung und Muskelrelaxation, eine geringe negative Aus-
wirkung auf Organe mit geringer Verstoffwechselung im
Organismus, sowie eine rasche Abflutung bei Abstellung
des Zuflusses Uber den Verdampfer mit geringen Nach-
wirkungen im Anschluss an die Anasthesie (Erhardt et
al. 2012).

Die Aufnahme und Abgabe der Inhalationsanasthetika
erfolgen ausschlieRlich Uber die Lunge. Die Wirkung ist

sedierend und je nach Dosis hypnotisch. Klinisch wirken
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sie vergleichbar wie ein Injektionshypnotikum. Bei Ver-
abreichung hoher Dosen kdnnen Reaktionen, die die
Motorik und das Herz-Kreislaufsystem betreffen, als Fol-
ge der Unterdriickung von Schmerzreizen auftreten. In
der Theorie sind sie als Monoanasthesie einsetzbar,
jedoch werden hdéhere Dosen bendtigt, die nahe des
toxischen Bereichs sind (Erhardt 2012). Wichtig ist zu-
dem, dass bei einer Inhalationsanasthesie keine ausrei-
chende Analgesie vorhanden ist (Erhardt 2012). Bei ei-
ner tiefen Anasthesie, wie sie bei langer andauernden
und mittelgradig bis schweren chirurgischen Eingriffen
notwendig ist, sollte eine Kombination aus einem Inhala-
tions- und Injektionsanadsthetikum gewahlt werden
(Erhardt und Baumgartner 2012). Gemal dieser soge-
nannten balancierten Anasthesie konnen einerseits Po-
tenzierungseffekte bestmdglich ausgeschépft und ande-
rerseits Narkotika reduziert werden (Erhardt und
Baumgartner 2012).

Die Einleitung der Anasthesie mittels Inhalation in einer
Ganzkdrperkammer stellt die womoglich stressfreiste
Anasthesiemethode fir die Ratte dar (Flecknell 2015).
Zudem ist sie einfach und zuverlassig durchzufiihren.

Eine Kopf- oder Nasenkammer ist hingegen nur fir die
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Erhaltung der Anasthesie geeignet. Von einer Einleitung
hierGiber ist aufgrund einer hohen Stressbelastung flr
das Tier abzusehen (Henke und Erhardt 2012).

Zur Dosierung ist es ratsam dem Kreislaufsystem einen
geregelten Verdampfer, einen sogenannten Prazisions-
verdampfer, vorzuschalten. So erfolgt eine bessere
Steuerung der Dosierung, da das fllichtige Anasthetikum
in prozentualer Konzentration abgegeben werden kann.
Dadurch ist eine zugige Veranderung der Narkosetiefe
moglich und eine Uberdosierung kann verhindert werden
(Brunson 2008; Erhardt et al. 2012; Hedenqvist und
Hellebrekers 2003). Als Tragergas findet in der Regel
reiner Sauerstoff Verwendung (Henke und Erhardt
2012). Zudem werden der Frischgasdurchfluss, die Um-
gebungstemperatur sowie der Wirkstoffdampfdruck au-
tomatisch berucksichtigt (Alef 2003; Erhardt et al. 2012;
Gaertner et al. 2008).

In der Regel werden offene und halboffene Systeme in
der Inhalationsandsthesie bei der Ratte angewandt.
Hierbei werden Ublicherweise Isofluran und Sevofluran
verwendet (Gaertner et al. 2008; Henke und Erhardt
2002, 2012; Mason 1997).
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Neben einer angemessenen Anasthesie fir den Patien-
ten, muss auch auf ein vertretbares gesundheitliches
Risiko fur das Personal geachtet werden (Mason 1997).
Mit Inhalationsanasthetika getrankte Wattetupfer finden
daher aufgrund der unzureichenden Arbeitssicherheit
und Steuerbarkeit keine Verwendung mehr (Flecknell
2015; Waynforth und Flecknell 1992). Hinsichtlich des
Arbeitssicherheitsrisikos gibt es weitere Nachteile der
Inhalationsanasthesie. Volatile Anasthetika, die fast alle
chlorierte Kohlenwasserstoffe sind, bergen als Treib-
hausgase ein erhebliches Umweltrisiko. Ferner ist im
Vergleich zur Injektionsanasthesie teures Equipment
notwendig (Haberstroh 2012; Henke und Haberstroh
2012). Auch bedarf es beim Nager und insbesondere der
Ratte einer genauen Untersuchung des Respirations-
traktes, da sich Erkrankungen der Atemwege negativ auf
die Aufnahme und Abgabe des Anasthetikums auswir-

ken kdnnen (Sharp und La Regina 1998).

11.5.3.2 Injektionsanédsthesie
Als Vorteil der Injektionsanasthesie gilt, dass sie eine
relativ einfach durchzuflihrende und kostenglnstige Me-

thode darstellt mit einer geringen Belastung fir Personal
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und Umwelt sowie nur minimalen materiellen Ausstat-
tung (Haberstroh 2012).

Grundsatzlich erfolgt die Applikation von Injektionsanas-
thetika parenteral. Sie werden in die drei Klassen Seda-
tiva, Hypnotika und Analgetika unterteilt. Da kein Injekti-
onsanasthetikum flr sich in der Lage ist alle Kriterien der
Allgemeinanasthesie (Hypnose, Relaxation, Analgesie)
in einem nicht toxischen Bereich abzudecken, ist eine
Kombinationsanasthesie mit mindestens zwei der drei
Gruppen erforderlich, um eine chirurgische Toleranz zu

erreichen (Erhardt und Baumgartner 2012).

Fir Kleinsauger sind Injektionsanasthesien jedoch nur
bei einer guten Steuerbarkeit empfehlenswert. Diese ist
von der Applikationsart (subkutan (s. c.), intramuskular
(i. m.), intraperitoneal (i. p.) oder intravends (i. v.)) und
der Wirkdauer der Anasthetika abhangig (Paddleford
und Erhardt 1992). Zur besseren Steuerbarkeit kann
auch eine vollstandig antagonisierbare Anasthesie (VAA)
durchgefihrt werden, bei der fir jedes Anasthetikum ein
Antagonist eingesetzt werden kann, um die Wirkung
aufzuheben. Hierfir missen allerdings verschiedene

Anasthetika und deren Antagonisten bevorratet werden,
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was mit erhohten Kosten einhergeht (Henke und Erhardt
2012).

Kurzwirksame Anasthetika sollten nur i. v. appliziert wer-
den, was bei den meisten Kleinsdugern in einem wachen
Zustand nicht moglich ist (Sedgwick et al. 1992). Die i. v.
Applikation in den Venenwinkel, die nur wahrend der
Narkose oder unter tiefer Sedation moglich ist, setzt Er-
fahrung und Kenntnisse voraus. Sie dient insbesondere
bei einem Narkosezwischenfall als Notfallstelle fur eine
Injektion (Henke und Erhardt 2012; Waynforth und
Flecknell 1992).

Es empfiehlt sich daher eine i. p. oder i. m. Verabrei-
chung, wobei die i. p. Applikation Ublich ist (Henke und
Erhardt 2012). Bei der i. p. Applikation besteht die M6g-
lichkeit pro Injektion grofiere Volumina zu verwenden als
bei der i. m. Applikation (Waynforth und Flecknell 1992).
Wird bei der i. m. Applikationen das pro Einstichstelle
empfohlene Injektionsvolumen Uberschritten, muss die-
ses auf mehrere Gaben verteilt werden (Henke und
Erhardt 2012). Hierbei ist jedoch die zuverlassige Ab-
sorption vorteilhaft (Henke und Erhardt 2012; Waynforth
und Flecknell 1992). Gegenuber der i. v. Applikation

werden fir diese Methode aufgrund der langsameren
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Aufnahme und Distribution héhere Dosismengen erfor-
dert. Damit geht eine schlechtere Steuerbarkeit und folg-
lich lange Schlaf- und Aufwachphasen einher (Flecknell
et al. 1991; Hu et al. 1992). Auch wenn dem mit einer
VAA entgegengewirkt werden kann, sind gute anasthe-
siologische Grundkenntnisse von Noten (Henke und
Erhardt 2012). Zudem besteht bei i. p. Injektionen die
Gefahr von Fehlapplikationen in Leber, Milz, das subku-
tane Fettgewebe oder Hohlorgane, wie die Harnblase
oder den Gastrointestinaltrakt (Coria-Avila et al. 2007;
Henke und Erhardt 2012). Bei Verwendung reizender
Substanzen sind bei i. m. Injektion auch Muskelschaden
moglich (Henke und Erhardt 2012; Waynforth und
Flecknell 1992). Als Applikationsform der Injektionsanas-
thesie wird fur Ratten die i. m. Injektion empfohlen
(Henke und Erhardt 2012).

Anasthesiemethoden, die teilweise oder vollstandig an-
tagonisierbar sind, ermoglichen eine bessere Steuerbar-
keit und erlauben ein Eingreifen in Notfallsituationen und
folglich eine Reduktion der Mortalitatsrate (Sedgwick et
al. 1992). Eine vollstandig antagonisierbare Anasthesie
(VAA) ermdglicht es jederzeit, die Wirkung der Anasthe-

tika durch die entsprechenden Antagonisten wieder auf-
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zuheben. Eine sogenannte VAA mit einer guten chirurgi-
schen Toleranz besteht aus drei Wirkstoffgruppen, die
antagonisiert werden sollen: -
Adrenorezeptoragonisten, Opioide und Benzodiazepine.
Diese wurden hauptsachlich fur kurze chirurgische Ein-
griffe und Kleinsduger entwickelt (Erhardt und Lendl
2002; Erhardt und Baumgartner 2012). Als Allgemeinan-
asthesie wird die VAA bei sehr jungen und kleinen Heim-
tieren von unter 1 kg KGW angewendet (Henke 2010;
Henke und Erhardt 2012; Preif3el). Hier ist die i. v. Appli-
kation in der Regel nur schwer moglich, sodass eine
Verabreichung i. m., i. p. oder s. c. erfolgt, was mit einer
hohen Dosierung und dementsprechend schlechter

Steuerung einhergeht (Erhardt und Baumgartner 2012).

Bei Ratten wird neben Ketamin-Kombinationen mit ei-
nem dz-Adrenorezeptoragonisten wie Xylazin oder Me-
detomidin, insbesondere die vollstandig antagonisierbare
Kombinationsanasthesie aus Medetomidin, Midazolam
und Fentanyl empfohlen. Sie ist mittels der Antagonisten
Atipamezol, Flumazenil und Naloxon, die s. c. appliziert
werden, vollstandig aufhebbar (Flecknell 2015; Green et
al. 1981; Henke und Erhardt 2012).
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1.5.4 Inhalationsanasthetikum Isofluran

Das Inhalationsanasthetikum Isofluran wurde 1965 syn-
thetisiert (Eger 1981; Larsen 2006a). Es weist aktuell
das beste Verhaltnis von Risiko zu Nutzen auf, sodass
es eine breite Anwendung sowohl in der Humanmedizin,
als auch in der Veterinarmedizin findet (Erhardt et al.
2012; Larsen 2006a).

Die Wirkung von Isofluran beruht auf der Reduktion der
myoneuronalen Transmission (Eger 1998). Der Mecha-
nismus dahinter ist jedoch bisher nicht genauer verstan-
den. Effekte an den muskarinergen AChE- und GABAx-
Rezeptoren sowie Modulationen an der Membran durch
die Lipophilie der Substanz stehen in der Diskussion
(Alkire und Haier 2001; Quinlan et al. 1995).

Isofluran weist eine gute muskelrelaxierende und hypno-
tische, jedoch nur schwache analgetische Wirkung auf
(Ebert et al. 2002; Eger 1984; Hildebrandt et al. 2008;
Larsen 2006a; Schulte am Esch et al. 2000a). Nach dem
Erwachen aus der Anasthesie ist keine postoperative

Analgesie vorhanden (Henke und Erhardt 2012).

Die Aufnahme und Verteilung von Isofluran sind von

unterschiedlichen Faktoren abhangig. Hierzu zahlen die
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Menge der Einatmungskonzentration, die Lungenbelif-
tung, die Herzleistung und die Loslichkeit im Gewebe
und Blut (Dale und Brown 1987). Der Blut-Gas-
Loslichkeitskoeffizient liegt bei 1,4 (Erhardt et al. 2012).
Die An- und Abflutung des Isofluran erfolgt sehr rasch
aufgrund der geringen Ldslichkeit im Blut (Ebert et al.
2002; Haskins 1992b), was eine unmittelbare Steuerung
der Narkosetiefe ermdglicht (Alef 2003; Erhardt et al.
2012).

Die Einleitungs- und Aufwachzeit betragt speziesabhan-
gig zwischen 3-5 min. Fur 10 min nach dem postopera-
tiven Aufwachen zeigen die Tiere Desorientierung
(Henke und Erhardt 2012).

Die lipophile Eigenschaft der Substanz ermdglicht ein
rasches Passieren der Alveolarwand und somit einen
ziigigen Ubertritt in das Blut (Hildebrandt et al. 2008).
Von dort gelangt es rasch in das ZNS (Eger 1984), von
wo es auch schnell wieder abflutet (Lu et al. 2008). Das
Inhalationsanasthetikum wird fast komplett wieder abge-
atmet und nahezu nicht metabolisiert (Dale und Brown
1987; Hedenqvist und Hellebrekers 2003).
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Die Induktions- und Erhaltungsdosis von Isofluran orien-
tieren sich am MAC-Wert (minimale alveolare Konzent-
ration), also dem empirisch ermittelten Wert, bei dem 50
% der Patienten einen Schmerzreiz, wie z. B. eine Hau-
tinzision, nicht mehr spiren. Er wird als prozentualer
Anteil der zugeflhrten Atemluft in Volumen % angege-
ben. Er ist jedoch nur ein Richtwert und unterliegt star-
ken interindividuellen und speziesabhangigen Schwan-
kungen (Alef 2003; Eger 1984; Hedenqgvist und
Hellebrekers 2003). Bei Heimtieren liegt er etwa in dem
Bereich 1,15-3,0 % (Henke und Erhardt 2012). Zudem
ist darauf zu achten, dass es zu einer Abweichung zwi-
schen der eingestellten Konzentration am Verdampfer
und der beim Tier ankommenden Menge aufgrund des
vorhandenen Totraums im Narkosesystem kommen
kann (Henke und Erhardt 2012). Die Induktion bei Heim-
tieren erfolgt bei etwa 2,0-6,0 Vol %, die Erhaltung zwi-
schen 1-4,2 Vol % (Henke und Erhardt 2012).

Aufgrund der geringen Metabolisierungsrate von nur 0,2
% wirkt es nicht nieren- oder lebertoxisch (Alef 2003;
Eger 1984; Gaertner et al. 2008; Hedenqvist und
Hellebrekers 2003). Es ist daher auch bei Patienten mit

Nieren- oder Leberschaden geeignet (Erhardt et al.
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2012; Plumb 2015). Zudem werden ihm keine toxische
Wirkung auf Organsysteme sowie kanzerogene oder
mutagene Eigenschaften zugesprochen. Hierdurch er-
weist es sich in der Versuchstierkunde als praktikabel
(Dale und Brown 1987; Eger 1981; Eger et al. 1987,
Hedenqvist und Hellebrekers 2003; Larsen 2006a) und
bietet sich beispielsweise fur toxikologische Studien be-
sonders an (Eger 1981; Flecknell 2015).

Wahrend eine direkte arrhythmogene oder kardiode-
pressive Wirkung als gering angesehen wird (Alef 2003;
Brunson 2008; Eger 1984; Hildebrandt et al. 2008;
Larsen 2006a; Schulte am Esch et al. 2000a), flhrt Isof-
luran Uber seine vasodilatatorische Wirkung zu einer
Reduktion des peripheren Widerstandes und somit zu
einem Blutdruckabfall (Alef 2003; Ebert et al. 2002;
Erhardt et al. 2012; Hedenqvist und Hellebrekers 2003;
Schulte am Esch et al. 2000a). Dies fuhrt zu einer kom-
pensatorischen Tachykardie (Eger 1984; Erhardt et al.
2012; Schulte am Esch et al. 2000a) und kann unter
Umstanden zu einer verminderten Durchblutung der Ko-
ronararterien und einem gesteigerten Hirndruck fuhren
(Brunson 2008; Ebert et al. 2002; Erhardt et al. 2012;
Hedenqvist und Hellebrekers 2003; Schulte am Esch et
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al. 2000a) sowie eine Minderung des renalen Blutflusses
mit einer Senkung der glomerularen Filtrationsrate und
des Harnflusses (Eger 1981; Erhardt et al. 2012; Larsen
2006a).

Ein Durchdringen der Plazentaschranke ist ungehindert
moglich, wodurch nicht nur bei Patienten, sondern auch
im Sinne des Arbeitsschutzes bei Schwangeren grolde
Vorsicht geboten ist (Erhardt et al. 2012; Gaertner et al.
2008).

Isofluran ist ein bei vielen Tierarten in Deutschland zuge-
lassenes Inhalationsanasthetikum. Es wird auch bei Rat-
ten eingesetzt (Erhardt et al. 2012). Wichtig ist, dass in
Abhangigkeit des gefahrenen Anasthesiesystems (offen,
halboffen, geschlossen) auf geeignete Abzugseinrich-
tungen zu achten ist, um die Arbeits- und Umweltsicher-
heit zu gewahrleisten (Haberstroh 2012). Zudem sollte
sparsam gearbeitet werden, was teils einigen Modifikati-
onen bedarf, wenn Geratschaften aus der Kleintiermedi-
zin Anwendung finden (Henke und Erhardt 2012). Bei
einigen Heimtierarten wie Chinchilla und Meerschwein-
chen ist darauf zu achten, dass sie sehr empfindlich mit
starker Schleimhautreizung bis Bronchosekretion und

Lakrimation reagieren, weshalb eine Pramedikation mit
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Atropin zu empfehlen ist (Erhardt et al. 2012; Heide et

al.).

Zusammenfassend gilt Isofluran durch sein schnelles
An- und Abfluten als gut steuerbar (Flecknell 2015;
Henke und Erhardt 2012; Wixson und Smiler K. L. 1997;
Wolfensohn und Lloyd 2015). Durch die geringe Metabo-
lisierungsrate ist es in der Praxis vor allem bei Tieren mit
eingeschrankter Leber- oder Nierenfunktion gut einsetz-
bar und weist ein beherrschbares Nebenwirkungsspekt-
rum auf. Da es in seiner hypnotischen und analgetischen
Fahigkeit als Monoanasthetikum eingeschrankt ist, soll-
te, sofern eine tiefere Andsthesie vonndten ist, mit Injek-
tionsanasthetika kombiniert werden. Bei der sogenann-
ten balancierten Anasthesie werden die zweckdienlichen
Wirkeigenschaften der Anasthetika idealerweise syner-
getisch ausgenutzt und bei geringerer Einzeldosen ver-
schiedener Anasthetika gleiche oder bessere Wirkung
erzielt wahrend unerwuinschte Wirkungen der einzelnen
Wirkstoffe reduziert werden (Erhardt und Baumgartner
2012; Paddleford und Erhardt 1992; Paddleford 1999).
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11.5.5 Kombinationsanasthesie mit Medetomidin,
Midazolam und Fentanyl
Die Kombinationsanasthesie ist notwendig, um bei der
Allgemeinanasthesie durch Injektionsanasthetika alle
Kriterien zu erflllen. Fast keine Substanz kann bei einer
angemessenen therapeutischen Anwendung sowohl
eine adaquate Hypnose, als auch Analgesie und Muskel-
relaxation erreichen. Durch die Kombination von mindes-
tens zwei der drei Klassen von Injektionsanasthetika,
kann durch Erganzung und Potenzierung der Wirkeigen-
schaften eine Optimierung erzielt werden. Indem sich die
negativen Nebenwirkungen wechselseitig kompensieren,
konnen die verabreichten Dosierungen der einzelnen
Anasthetika und folglich toxische Wirkungen durch eine
Reduktion der Nebenwirkungen minimiert werden
(Erhardt und Baumgartner 2012). Dies hat eine Vergro-
Rerung der therapeutischen Breite und Erhdhung des

therapeutischen Index zur Folge.

Die Kombination der MMF-Narkose wurde bei Ratten
erfolgreich etabliert. Sie bietet bei mittelgradig bis hoch
schmerzhaften Eingriffen eine gute Analgesie. Im Heim-
tierbereich und bei Jungtieren wird sie vor allem auf-

grund der guten Antagonisierbarkeit empfohlen mit dem-
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entsprechend guter Steuerbarkeit sowie kurzer Auf-
wachzeit. Zu Sauerstoffsubstitution und Atemmonitoring
wird geraten (Henke und Erhardt 2012; Mantel 1999).

1.5.5.1 Medetomidin

Das Imidazolderivat Medetomidin ist ein hoch selektiver,
spezifischer und potenter ap-Adrenorezeptoragonist
(Erhardt et al. 2012). Es bindet sowohl an pra- als auch
postsynaptische az-adrenergen Rezeptoren (Virtanen
1989). Der Effekt von Medetomidin ist vornehmlich seda-
tiv, muskelrelaxierend und nur geringgradig analgetisch
(Erhardt et al. 2012; Vainio 1989). Die Wirkung ist dosis-
und erheblich speziesabhangig, wobei eine hdhere
Menge zwar die Wirkdauer, jedoch nicht die Sedation
verstarkt (Erhardt et al. 2012; Stenberg 1989; Vainio
1989). Die dosisabhangige Sedation halt ungefahr 3 h
an, die dosisabhangige analgetische Wirkung jedoch nur
30—45 min mit einem Wirkeintritt nach 1-5 min, sodass
die sedative Wirkung die analgetische Uberdauert
(Erhardt et al. 2012; Henke et al. 2014). Die muskelre-
laxierende Wirkung beruht auf der gehemmten neurona-
len Reizlubertragung im Ruckenmark (Erhardt et al.
2012). Die Applikation kann i. v., i. m., i. p. oder s. c.
erfolgen (Erhardt et al. 2012; Salonen 1989). Zudem hat
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die Substanz die Eigenschaft, den Effekt anderer Anas-
thetika zu verstarken, wie beispielsweise die analgeti-
sche und antinozizeptive Wirkung bei einer Kombination
mit Opioiden (Ossipov et al. 1990). Jedoch kommt es
hier auch zu einer Verstarkung der atemdepressiven
Wirkung (Erhardt et al. 2012).

Eingesetzt wird Medetomidin in Kombination mit anderen
Substanzen im Rahmen einer Sedation, Analgesie, An-
asthesie oder Narkosepramedikation (Henke et al.
2014).

Zu den unerwlnschten Wirkungen von Medetomidin
gehort eine reversible Kreislaufzentralisation durch se-
lektive Aktivierung sympathischer und parasympathi-
scher Effekte, die sich auf das Uberleben des Patienten
jedoch nicht nachteilig auswirkt (Erhardt et al. 2012).
Dieser Zustand gleicht einem Phase I-Schock. Er ist
gekennzeichnet durch eine schwerwiegende bradykarde
anstelle tachykarder Herzfrequenz sowie peripherer Va-
sokonstriktion durch die aktivierten a>-Adrenorezeptoren
der glatten Muskulatur peripherer Gefalle mit verstarkt
perfundierten parenchymatésen Organen und reduzier-

ter Durchblutung der peripheren Gewebe (Clarke 1993;
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Erhardt et al. 2012; Vainio 1989). Es werden massive
Herzrhythmusstérungen ausgelost (Erhardt et al. 2012).
Der Blutdruck kann durch Erhéhung des peripheren Ge-
faBwiderstandes stark ansteigen, wobei er langanhal-
tend abfallt (Scabell et al.; Vainio 1989). Des Weiteren
besteht bei Anwendung die Gefahr der Hypothermie
(Hall und Clarke 1991; Vainio 1989) und der ausgeprag-
ten Depression der Atmung, insbesondere in Kombinati-
on mit anderen atemdepressiven Substanzen (Erhardt et
al. 2012).

Zusatzlich hemmt es die Insulinfreisetzung und kann
eine Hyperglykdmie zur Folge haben (Burton et al. 1997;
Clarke 1993; Erhardt et al. 2012; Henke et al. 2014; Hu
et al. 1992). Die Hemmung der ADH-Ausschuttung (An-
tidiuretisches Hormon) und Hyperglykdmie flhren zu
Polyurie (Burton et al. 1997; Clarke 1993; Henke et al.
2014; Hu et al. 1992).

Die Metabolisierung der Substanz lauft tUber die Leber
und die Ausscheidung der Metaboliten Uber die Niere,
wobei die Ratte auch eine signifikante fakale Ausschei-

dungsmenge zeigte (Erhardt et al. 2012).
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Von einer Anwendung von Medetomidin bei Patienten
mit Diabetes, Herz- und Nierenerkrankungen wird daher
abgeraten. Ebenso ist keine Empfehlung fur trachtige
Patienten auszusprechen, da eine Wirkung auf den Ute-

rus gegeben ist (Erhardt et al. 2012).

Eine Antagonisierung von Medetomidin ist mittels Ati-
pamezol, einem kompetitiven Antagonisten an a2-

Adrenorezeptoren, zu erreichen (Erhardt et al. 2012).

1.5.5.2 Midazolam

Das Benzodiazepin Midazolam ist ein Imidazolbenzodia-
zepin. Es wird genau genommen nicht zu den Anastheti-
ka gezahlt und stattdessen den Sedativa, Tranquilizern
bzw. Ataraktika zugeordnet (Erhardt et al. 2012; Gdéthert
et al. 1996; Larsen 2006b). Der Wirkmechanismus von
Midazolam basiert auf der Verstarkung des wichtigsten
inhibitorischen Neurotransmitters y-Aminobuttersaure
(GABA) (Connolly und Wafford 2004; Erhardt et al. 2012;
Gothert et al. 1996; Krasowski und Harrison 2000;
Soudijn und van Wijngaarden 2000). Hierbei werden
Dopamin, Serotonin und Noradrenalin ausgeschuttet
(Hedenqvist und Hellebrekers 2003). GABA-Rezeptoren
werden im Allgemeinen in zwei Haupttypen unterteilt, die
GABAx- und GABAg-Rezeptoren sind. Der Benzodiaze-
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pin-Rezeptor befindet sich an einer Untereinheit des
GABA-Rezeptors, der vy-Untereinheit des GABAa-
Rezeptors (Ebert et al. 2002; Hedenqvist und
Hellebrekers 2003; Larsen 2006b; Schulte am Esch et
al. 2000Db).

Es besitzt eine anxiolytische, antikonvulsive sowie leicht
muskelrelaxierende und geringe sedative Wirkung, die
dosisabhangig und speziesspezifisch ist (Erhardt et al.
2012; Gothert et al. 1996). Im Allgemeinen haben Ben-
zodiazepine keine analgetische Wirkung (Ebert et al.
2002; Erhardt et al. 2012; Hedenqvist und Hellebrekers
2003).

Die Anwendung umfasst die Sedation (Thurmon et al.
1996) sowie die Pramedikation vor einer Anasthesie zur
Senkung Anéasthetikadosis (Erhardt und Baumgartner
2012) und des MAC-Wertes bei Inhalationsanasthesie
(Hall et al. 1988). In Kombination mit anderen Substan-
zen wird es auch zur Anasthesie eingesetzt, da es allein
zu keinem anasthetischen Zustand fihrt (Erhardt und
Baumgartner 2012; Gross 2001). Zudem wird es auch
fur die Einleitung und zur Beruhigung des Patienten ver-
wendet (Erhardt et al. 2012; Géthert et al. 1996).
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Die Verabreichung des Anasthetikums erfolgt i. m., s. c.,
i. v. oder i. p. (Erhardt et al. 2012). Sie kann aber auch
oral erfolgen (Hall und Clarke 1991). Bei einem pH < 4
ist Midazolam gut wasserloslich, wohingegen es bei ei-
nem hoheren pH-Wert lipidléslich wird aufgrund der
SchlieBung der Imidazol-Ringstruktur der Substanz
(Meyer und Fish 2008). Durch die starke Lipophilie
kommt bei parenteraler Applikation zu einer raschen
Aufnahme und schnellem Anfluten im ZNS mit einem
Wirkeintritt nach etwa 90 s bei intravendser Gabe
(Larsen 2006b; Paddleford und Erhardt 1992; Schwartz
et al. 2013; Topfer et al. 2016). Nach der hepatischen
Metabolisierung zu hydrophilen Metaboliten werden die-

se renal eliminiert (Erhardt et al. 2012).

Bei Tieren, die aufgeregt und angstlich sind, kann die
Gabe zu Konvulsionen und Exzitationen fuhren (Erhardt
et al. 2012). Die Wirkung auf das Herz-Kreislauf-System
ist im therapeutischen Anwendungsbereich als sehr ge-
ring einzuordnen, wohingegen sehr hohe Dosen eine
hypotensive Wirkung zeigen und zu Ataxien sowie Mus-
kelzittern und auch einer zentralen Atemdepression fuh-
ren kénnen (Ebert et al. 2002; Erhardt et al. 2012;
Gothert et al. 1996). Die Plazentaschranke kann passiert
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werden (Erhardt et al. 2012). Da die Anwendung von
Benzodiazepinen zu einem erhdhten Augeninnendruck
fuhren kann, stellt ein Engwinkelglaukom eine Kontrain-
dikation der Gabe dar. Vorsicht ist auch bei Leberer-
krankungen, insbesondere der hepatischen Enzephalo-
pathie oder einem Portosystemischen Shunt geboten, da
es hier zu verzdgerter Metabolisierung und somit lange-
rer Wirkdauer fliihren kann (Maddison et al. 2002; Plumb
2015).

Als kompetitiver Antagonist am GABAa-Rezeptor wird
Flumazenil verabreicht (Erhardt et al. 2012; Meyer und
Fish 2008; Schulte am Esch et al. 2000b).

1.5.5.3 Fentanyl

Fentanyl ist ein synthetisches Opioid mit hoher Affinitat
zum p-Rezeptor und starker analgetischer Potenz. Es
wird mit einer um das 80-100 fache potenteren Wirkung
als Morphin zu den starken Opioiden gezahlt und fallt
folglich unter das Betaubungsmittelgesetz (Erhardt et al.
2012). Die Applikation erfolgt auf unterschiedlichen pa-
renteralen Wegen, wie i. v., i. m., s. c. oder auch per-
kutan (Erhardt et al. 2012; Paddleford und Erhardt
1992). Die Wirkung tritt vor allem bei i. v. oder i. m. Ap-

plikation bereits nach 5 min ein, ist aber nur von einer
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kurzen 20-30 minltigen Dauer (Erhardt et al. 2012;
Henke et al. 2014; Paddleford und Erhardt 1992). Dies
beruht grofteils auf der Lipophilitdt, sodass es direkt
nach Verabreichung zu hohen Wirkstoffspiegeln in stark
durchbluteten Organen, wie Herz, Gehirn und Lunge
kommt mit anschlieBender Umverteilung in Fett- und
Muskelgewebe und gleichzeitiger Reduktion des Plas-

maspiegels (Erhardt et al. 2012).

Das Einsatzgebiet von Fentanyl umfasst die intraoperati-
ve Analgesie bei mittel- bis hochgradigen Schmerzen
(Henke et al. 2014). In der Humanmedizin findet es auch
in transdermaler Applikation haufig Verwendung (Béhm
2020; Topfer et al. 2016).

Die Verstoffwechselung erfolgt Uber die Leber, was zu
einer erheblichen Verzégerung bei alteren oder leberge-
schadigten Patienten fuhrt (Erhardt et al. 2012). An-
schlieRend wird der Metabolit Gber Niere und Darm aus-
geschieden (Erhardt et al. 2012).

Fentanyl hat, wie alle Opioide, eine starke atemdepres-
sive Wirkung (Erhardt et al. 2012). Eine geringe Aus-
schuttung von Histamin wird beobachtet (Erhardt et al.

2012), die beim Hund zu einer Vasodilatation mit gerin-
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gem Abfall des Blutdrucks fuhrt (Paddleford und Erhardt
1992). Jedoch sind Nebenwirkungen auf das Herz-
Kreislauf-System durch Fentanyl, wie auch andere Opio-
ide, grundsatzlich als gering einzuschatzen. Die Herzfre-
quenz wird lediglich geringgradig erniedrigt (Ebert et al.
2002; Frey 1999) wogegen aber durch Minimierung der
Fentanyl-Dosis schnell gegengesteuert werden kann
(Erhardt et al. 2012; Hall und Clarke 1991; Paddleford
und Erhardt 1992). Bestmoglich wird Fentanyl daher in
repetitiven Gaben angewendet. Eine Dauerinfusion oder
Gabe mittels Perfusor eignet sich aufgrund der kontext-
sensitiven Halbwertszeit von Fentanyl nicht. Hierbei
kommt es zur Verlangerung der Wirkdauer in Abhangig-
keit von der Infusionsdauer. Es kann Stunden nach Ver-
abreichung zu Nebenwirkungen als Spatkomplikationen
kommen. Ursache hierfir ist das in der Eliminierungs-
phase abgegebene Fentanyl aus dem Depot in den Blut-
kreislauf (Erhardt et al. 2012).

Eine Antagonisierung von Fentanyl ist durch Naloxon,
einen kompetitiven Antagonisten an allen Opioid-
Rezeptoren, mdglich (Erhardt et al. 2012). Buprenorphin,
ein partieller y-Agonist, wird teilweise auch zur Aufhe-

bung der atemdepressiven Wirkung von Fentanyl emp-
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fohlen (Arras et al. 2020). Zu beachten ist, dass die
analgetische Wirkung im Gegensatz zur Naloxongabe
zwar weiter besteht, aber diese geringer als bei einem
reinem p-Agonisten ausfallt. Der partielle y-Agonist kann
aufgrund der starken Rezeptorbindung durch einen rei-
nen p-Agonisten nicht vom Rezeptor verdrangt werden.
Eine Steigerung der Analgesie im Nachhinein ist somit
nicht mehr maoglich (ITIS 2012).

1.5.6 Risiken bei der Anasthesie der Ratte

Allen Nagetieren ist ein geringes KGW mit einer hohen
Aktivitdt des Stoffwechsels gemein. Ratten haben unter
anderem durch die Gefahr von Hypothermie, Atem- und
Kreislaufdepressionen und Stoffwechselentgleisung ein
hohes Narkoserisiko von Komplikationen bis hin zu ei-
nem letalen Ausgang (Brodbelt 2008; Henke und Reinert
2006).

Die Hypothermie, entstanden durch den Verlust von
Kdrperwarme, stellt insbesondere beim Kleinsduger die
haufigste Todesursache wahrend der Anasthesie und
anschlieBend in der Aufwachphase dar (Henke und
Erhardt 2012). Kritisch ist das Absinken der Kérperkern-
temperatur unter 33 °C anzusehen, da die Tiere die An-

asthesie hierbei in der Regel nicht tGberleben (Henke und
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Erhardt 2002). Grunde sind Kreislaufdepression und das
Ausschalten der Thermoregulationsmechanismen durch
die Anasthesie (Flecknell 2015; Henke und Erhardt
2012). Es entsteht eine Hypothermie durch die vasodila-
tative Wirkung von Anasthetika und die Muskelrelaxie-
rung (Kurz 2001). Eine um das 20-30 fache reduzierte
Metabolisierungsrate steuert diesem bei, ebenso wie
Warmeverluste durch ertffnete Korperhohlen bei Opera-
tionen, Evaporation von Desinfektionsmitteln und Kon-
vektion der rasierten Hautareale (Henke et al. 2012).
Zudem haben Ratten eine verhaltnismafig grolRe Kor-
peroberflache im Vergleich zu lhrer Kérpermasse. Das
wirkt sich zusatzlich negativ auf die Thermoregulation
aus, indem sie rasch Korperwarme verlieren, insbeson-
dere Uber Ohren, Pfoten und Schwanz. Vor allem der
Schwanz ist fur die Thermoregulation der Ratte von gro-
Rer Bedeutung (Flecknell 2015; Henke und Erhardt
2012; Sharp und La Regina 1998). Eine lange Nach-
schlafzeit wirkt sich aufgrund der Dampfung des ZNS
auch negativ auf die Atmung und den Kreislauf aus. Ins-
besondere fir Tiere mit einem geringen Kérpergewicht
ist das sehr gefahrlich (Henke et al. 2004).
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Eine weitere Gefahr der Anasthesie der Ratte stellt die
hypoglykdmische Stoffwechselentgleisung dar, bedingt
durch die geringen Glykogen- und Fettreserven und die
hohe Stoffwechselrate der Tiere sowie Flissigkeitsimba-
lancen. Das Nichtern halten von Nagern ist unnétig und
bisweilen gefahrlich, da sie leicht in die Hypoglykamie
abrutschen konnen (Erhardt und Baumgartner 2012;
Henke und Erhardt 2012). Nach der Anasthesie ist ange-
raten, die Warmezufuhr fortzufihren, bis eine Futterauf-
nahme erfolgt. Bei Inappetenz ist eine orale Zwangser-
nahrung und s. c. Flissigkeitsaufnahme durchzufihren.
Die Tiere sollten so rasch wie moglich in die gewohnte

Umgebung gebracht werden (Henke und Erhardt 2012).

Zusatzlich ist zu beachten, dass Ratten oftmals Trager
latenter, chronischer Atemwegsinfektionen sind, weshalb
eine praanasthesiologische Untersuchung des Allge-
meinbefindens unbedingt durchgefihrt werden sollte
(Henke und Erhardt 2002, 2012; Longley 2008). Bemerkt
werden diese erst wahrend der Anasthesie oder der
postoperativen Phase (Flecknell 2015; Henke und
Erhardt 2012). Durch ein regelmaRiges Hygienemonito-
ring entsprechend der FELASA-Empfehlungen (Federa-

tion of European Laboratory Animal Science Associa-
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tions) ist dies in Versuchstierhaltungen jedoch vermeid-
bar (Mahler Convenor et al. 2014). Auch ist Vorsicht bei
der Anasthesie geboten, wenn Ratten sogenannte ,Bril-
lenaugen® aufweisen, also porphyrinhaltiges Sekret von
der Harderschen Druse im medialen Augenwinkel vor-
handen ist. Dies weist auf einen schlechten Allgemein-
zustand des Tieres und ein verandertes Putzverhalten
hin (Henke und Erhardt 2002; Hollmann 2000; Hollmann
und Skogstadt 2004).

Die Anasthesie sollte grundsatzlich in der Ruhe- und
Lichtphase stattfinden, da die Tiere starker auf die Nar-
kosemittel ansprechen, als in der Aktivitats- und Dunkel-
phase (Rebuelto et al. 2004). Andererseits gehen Sto-
rungen der Ruhephase, aufgrund der hochgradigen
hormonellen Stressantwort, oftmals mit einer negativen
Reaktion auf die Anasthesie einher (Gabriel 2010).
Selbst die Fixation des Tieres |6st eine massive Stress-
reaktion aus, wenn sie dies nicht gewohnt sind (Brodbelt
2008).

Zusammenfassend ist eine erfolgreiche Anasthesie ab-
hangig von einer gelungenen Verhinderung von Zwi-
schenfallen im Vorfeld, indem die Methoden optimiert

werden (Henke und Erhardt 2012). Die Tiere sind immer
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auf ihren Gesundheitszustand zu Uberprifen. Fur einen
Anasthesieplatz von Nagern sollten in Abhangigkeit des
Vorhabens bzw. Versuches die Moglichkeit zur Sauer-
stoffapplikation, Beatmung und Warmeregulation, kleine
Kanudlen zur i. v. Applikation bzw. Blutentnahme, eine
prazise Waage, sowie zur Uberwachung der Vitalpara-
meter ein spezielles High-Speed Pulsoxymeter und bei-
spielsweise eine Rektalsonde zur Messung der Korper-
temperatur vorhanden sein. Die Augen selbst sind zum
Schutz wahrend der Narkose mit Augensalbe zu versor-
gen, da sie gedffnet bleiben (Ewringmann und Gléckner
2014; Henke und Erhardt 2002, 2012; Wolfensohn und
Lloyd 2015).
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ZIELSETZUNG

Es ist essenziell effektive Behandlungsmoglichkeiten fur
Menschen und Tiere bei Vergiftungen durch Organo-
phosphate bereit zu halten. Aktuell besteht jedoch trotz
intensiver, jahrzehntelanger Forschung hinsichtlich eines
effektiven (Breitspektrum-) Therapeutikums gegen phos-
phororganische Nervenkampfstoffe und Pestizide eine
Therapiellicke. Dies ist vor allem bei einer Vergiftung
durch V-Stoffe wie VX, die sich durch eine hohe biologi-
sche Stabilitat und lange Persistenz In-vivo auszeichnet,
der Fall (Goldsmith et al. 2017; Reiter et al. 2011; Reiter
et al. 2015; van der Schans et al. 2003). Die standard-
therapeutischen MalRnahmen greifen erst, nachdem die
AChE bereits durch das Organophosphat gehemmt wur-
de. Sie umfassen neben Benzodiazepinen als Antikon-
vulsivum, Atropin als kompetitiven muskarinergen Re-
zeptorantagonisten. Ebenso finden Oxime, in der Regel
Obidoxim, als Reaktivator der Organophosphat ge-
hemmten AChE Verwendung in der therapeutischen
Behandlung (Cannard 2006; Eyer 2003; Eyer et al. 2009;
Jett 2007; Marrs et al. 2007; Thiermann et al. 2013).

Bioscavenger haben die Eigenschaft als Therapeutikum

bereits friher zu wirken, indem sie das Organophosphat
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noch in der Blutbahn inaktivieren, bevor das Zielgewebe
erreicht und die dortige AChE durch Phosphylierung
gehemmt wird. Hierdurch werden die Verteilung des Or-
ganophosphates reduziert und folglich toxische Effekte
abgeschwacht oder sogar verhindert werden
(Elsinghorst et al. 2013; Masson und Rochu 2009;
Mumford et al. 2013). Dies verdeutlicht den dringenden
Bedarf an der Entwicklung neuer wirksamer Therapiean-
satze im Bereich der Bioscavenger (Thiermann et al.
2013; Worek und Thiermann 2013).

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es die Wildtyp-PTE (PTE-
1) sowie die vielversprechend genetisch modifizierten In-
vitro getesteten katalytische Bioscavenger-Mutanten
PTE-2 (PTE-C23(R152E)-PAS(100)-10-2-
C3(1106A/C59V/C227V/ET1K)- PAS(200)) (Escher et al.
2020; Kohler et al. 2021) und PTE-3 (10-2-
C3(C59V/C227V)-PAS(200)) (Job et al. 2020; Kohler et
al. 2021) als Therapeutikum bei Vergiftung durch VX im
Tierversuchsmodell Ratte zu untersuchen. Die Haupt-
zielgroRe ist, ob schwerwiegende Vergiftungssymptome
auftreten (ja/nein). Dies soll fur jedes Tier anhand von
Beobachtung geklart werden. Die Hauptfragestellung

lautet, ob die therapeutische Behandlung mit den PTE-
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Mutanten das Auftreten klinischer Vergiftungssymptome

nach Vergiftung durch VX reduziert.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden die Daten
jeder PTE-Therapiegruppe mit der VX-Kontrollgruppe
verglichen. Auf diese Weise sollen wirksame PTE als

mogliche Therapeutika identifiziert werden.

Folgende Nebenfragestellungen sollen beantwortet wer-

den:

e Reduziert die Therapie mit den jeweiligen PTE-
Mutanten die Sterblichkeit nach Vergiftung durch
VX?

o Verlangert die therapeutische Behandlung mit
den jeweiligen PTE-Mutanten die Uberlebens-
zeit?

e Senkt die therapeutische Behandlung mit den
PTE-Mutanten die VX-Konzentration im Vollblut?
Wie lange ist die VX-Hydrolyse-Halbwertszeit?

e Reduziert die therapeutische Behandlung mit den
PTE-Mutanten die Hemmung der AChE-Aktivitat
der Erythrozyten durch VX im Blut?
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Reduziert die therapeutische Behandlung mit den
PTE-Mutanten die Hemmung der AChE-Aktivitat
durch VXin verschiedenen Geweben?

Wie lange ist die Halbwertszeit der PTE im Plas-

ma?
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Abstract

The biologically stable and highly toxic organophosphorus nerve agent (OF) VX poses a major health threat. Standard
medical therapy, consisting of reactivators and competitive muscarinic recepior antagonists, is insufficient. Recently, two
enginecred mutants of the Brevurdimonas dintinuta phosphotriesterase (PTE) with enhanced catalytic efficiency (&, /Ky, =21
to 38 10° M™" min~") towards VX and a preferential hydrolysis of the more toxic P{—) enantiomer were described: PTE-
C2HRI52E)-PAS(1000-10-2-C3{IT06ASCSIVICIITVIETIK )-PAS(200) (PTE-2), a single-chain bispecific enzyme with
a PAS linker and tag having enlarged substrate spectrum, and 10-2-C3{C59V/C227V)-FAS(200) (FTE-3), a stabilized
homodimeric enzyme with a double PASylation tag (PAS-tag) to reduce plasma clearance. To assess in vivo efficacy, these
engineered enzymes were tested in an anesthetized rat model post-WX exposure (~2LD,,) in comparison with the recom-
binant wild-type PTE (PTE-1), dosed at 1.0 mg kg~ i.v.: PTE-2 dosed at 1.3 mg kg™' i.v. (PTE-2.1) and 2.6 mg kg~' iv.
(PTE-2.2) and FTE-3 at 1.4 mg kg" i Injection of the mutants FTE-2.2 and FTE-3, 5 min after s.c. VX exposure, ensured
survival and prevented severe signs of a cholinergic crisis. Inhibition of erythrocyte acetylcholinesterase { AChE) could not
be prevented. However, medulla oblongata and diaphragm AChE activity was partially preserved. All animals treated with
the wild-type enzyme, PTE-1, showed severe cholinergic signs and died during the observation period of 180 min. PTE-2.1
resulted in the survival of all animals, yet accompanied by severe signs of OF poisoning. This study demonstrates for the
first time efficient detoxification in vivo achieved with low doses of heterodimeric PTE-2 as well as PTE-3 and indicates the
suitability of these engineered enzymes for the development of highly effective catalytic scavengers directed against VX.

Keywords Acctylcholinesierase - Catalytic bioscavenger - Detoxification - Enzyme enginecring - In vivo -
Organophosphate - PASylation - Phosphotriesterase - Therapy - VX

Introduction

Drespite ban by the Chemical Weapons Convention, highly
toxic organophosphorus nerve agents (OF) were repeatedly
used in military conflicts, terrorist attacks or assassination
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attempts. The use of sarin in the Syrian civil war, the sup-
poscd VX poisoning of Kim Jong Nam 2017 as well as the
homicidal attacks of Sergei Skripal 201¥ and of Alexei
Navalny 2020 with novichok underline the persistent threat
of these vicious compounds (Berlinger 201
Alkashli 2017; Halasz et al. 2020 John et al. 2018; Steindl
et al. 2021; Vale et al. 2018).

The high toxicity of OF results from covalent bind-
ing to and subsequent inhibition of the pivotal enzyme
acetylcholinesterase (AChE). This leads to a synaptic
overflow of acetylcholine { ACh), followed by overstimn-
lation and desensitization of muscarinic and nicoti
cholinergic receptors causing a broad spectrum of clini-
cal signs including miosis, salivation and cardiac arrhyth-
mia (Aldridge and Davison 1933: Aldridge and Reiner
1972; Holmstedt 1959). Ultimately, central and peripheral
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respiratory depression may lead to death by asphyxia
{Thicrmann et al. 2013; Yanagisawa et al. 6],

For the past 6i) years the standard therapy of OF poison-
ing has been a combination of the competitive muscarinic
receptor antagonist atropine and an oxime as AChE reac-
tivator {Cannard 2006, Thiermann et al. 2013). However,
multiple in vitro and in vive studies have shown that this
treatment has limited effectivencss against different OF
and cannot prevent cholinergic signs (Thicrmann ¢t al.
2013; Worck and Thiermann 2013). This triggered exten-
sive research on enzyme-based scavengers o detoxify OF
via hydrolysis to less toxic products in the blood compart-
ment, thus preventing the distribution into target tissues
and reducing toxicity (Masson and NMachon 2017, Worek
et al. 201 6a).

Phosphotricsterase {(PTE) from Brevandimonas diminuia
has emerged as a promising candidate for a catalytic bioscay-
enger {Mas=zon and Rochu 2I00:; Worek et al. 2016a). Sew-
eral research groups described PTE varianis with improved
catalytic activity, broadened substrate spectrum and ste-
reopreference towards the more toxic P(—) nerve agent
enantiomer (Bigley et al. 2013, 2015; Cherny et al. 2013;
Goldsmith et al. 2017; Worek et al. 2016a). Hereby, a main
focus was to improve the detoxification of highly toxic and
biologically stable ¥-agents such as VX (Benschop and de
J'Dr.g 198E; Masson and Nachon 200 7; Reiter et al. 200 5).

In fact, post-exposure therapy of VX poisoned
guinea pigs with the engineered PTE mutant C23
(g Ky =55 10° M~ min~") ensured survival and pre-
vented systemic cholinergic toxicity {Worek et al. 2014},
indicating that PTE variants may have the potential for
use as pre- and post-cxposure prophylaxis as well as
post-exposure treatment {Worek et al. 2016b). Another
improved mutant, the PTE variant C23AL detoxified VX
with kK= 122 10° M~ min~", but in vivo data showed
slower kinetics than the expected breakdown of VX extrapo-
lated from in vitro data (Wille et al. 2016).

Theoretical calculations by Ashani et al. (2016) and
Worek et al. (2016a) suggest a catalytic cnzyme activity
of > 50% 10° M~" min~! as a prerequisite for a practically
applicable enzyme dose of <1 mg kg" body weight to
achieve a WX degradation half-life < 5 s for sufficient detoxi-
fication. Therefore, new mutants were recently ruginnc'r:l:l
based on previously published variants C23 (Chermy et al.
200 3), 10-2-C3 and 10-2-C3-1106A (Goldsmith et al. 2007).

Nowvel variants were generated to improve catalytic effi-
cacy and stability, e.g. by replacing two unpaired Cys resi-
dues by the more inert amino acid Val (Job et al. 2020} or by
creating a highly effective PTE heterodimer with broadened
substrate spectrum (Escher et al. 2020). These two promis-
ing mutants were optimized with regard to extended plasma
half-life with an additional C-terminal PAS-tag (Schlap-
schy et al. 2013) and showed efficient detoxification in vitro
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towards a broad subsirate spectrum of structurally diverse
neTve agents {Kohler et al. 20215

Consequently, we have now sct out to test the efficacy of
the two novel PTE mutants, FTE-2 and PTE-3 (Table 1), in
comparison with wild-type PTE (PTE-1) in a post-exposure
therapy model of VX exposed rats.

Materials and methods
Chemicals

The OF VX (O-ethyl S-(diisopropylaminoethyl)phospho-
nothioate; >98% by "H and *'P NMR) and VR (O-isobutyl
S-{diethylaminoethyl)phosphonothioate; = 98% by 'H and
#Ip NMR) were made available by the German Ministry of
Defence. VX and VR stock solutions (1% v/'v in acetoni-
irile) were stored at room icmperature. For each in vivo test,
a fresh VX wmkjng solotion (36 ug mL~=") was ]:lrc']:lan:d
in saline and put on ice until use. For the stereoselective
analytics of VX in rat blood samples a VR working solu-
tion (20 ng mL"") was prepared in acetonitrile as internal
standard.

Tris|hydroxymethyl]-aminomethane (TRIS), Triton
X-100, 5.5"-dithiobis( 2-nitrobenzoic acid) (DTNB), acetyl-
thiocholine indide (ATCh), and ethopropazine were purchased
from Sigma-Aldrich (Tavfkirchen, Germany). Human
erythrocyte acetylcholinesterase (AChE) was prepared from
heparinized whole blood according to Bierwisch et al. (2014),
Dodge et al. (1963), Worek et al. (2002). All other chemicals
were purchased from Merck (Darmstadt, Germany ).

Protein expression and purification
FTE-1, PTE-2, and FTE-3 (Table 1) were expressed in

Escherichia coli using previously described plasmids
according to published procedures by Escher et al. {2020},

Tabde 1 Owerview of PTE variants tested in vivo

Warzant Muolecular moss (Da)
PTE-1 Wild-type PTE*® 6T
FTE-2 PTE-CZHRISZE)-PAS{100)-10-2- 98.502.3
CI6ACSIVICIZITVIETI K-
PAS(200)"*
PTE-3  10-ZCHCSUVIC2ITY-PASION S 5407597

“Caldwell and Raushel {1991)
"Jab et al. (2020)

“Kishler et al_ {2021}
dEscher e al. (2020)

“These enzymes are non-covalent helero-dimers, only the mass of one
subunit ix shiwn
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Job et al. (20200 and Kohler et al. (2021). For production
of PTE-1, E codi BL21 was transformed with the eXpres-
sion plasmid encoding wild-type-PTE. whose synthetic gene
was inseried between the Kasl and Hindlll restriction sites
on pASK-IBAS( +) (IBA, Gotingen, Germany), including
an N-terminal _'i'n’ep-tag 11 {Schmidi and Skerra 2007). The
bacteria were cultivated at 22 "C in shake Rasks with 2 L TH
medium (0.017 mol L=' KH,PO,, 0.072 mol L~" K,HPO,,
12 g L°! Bacto wryptone, 24 g L~! Bacto yeast extract,
4 ml L™ glycerol) containing ampicillin (100 mg L") and
ZnS0, (0.2 mmol L™'). Recombinant gene expression was
induced at 0D, = 1.8-2.2 by adding anhydrmtctracycline
(2060 pg LY for up to 15 h. Bacteria were harvested by
ct'nlrifugaticm (40 min, 5016xg, 4 °C), rcsusp:ndcd in
3 mL affinity chromatography buffer (100 mmol L~ ' TRIS/
HCL 150 mmol L=' MaCL 10 mmol L= NaHCO,. 0.1 mmol
L-! ZnS0,, pH £.0) per 1 g wet weight and mechanically
disrupted using a high-pressure homogenizer (PandaPLUS
2000; GEA Niro Soavi, Liibeck, Germany). The soluble
extract was loaded onto a Swrep-Tactin column for affinity
purification as described (Schmidt and Skerra 2007), fol-
lowed by dialysis overnight against 20 mmol L™" Hepes/
NaOH, 20 mmol L' NaCl, 10 pmol L~ ZnS0, pH 7.2 for
PTE-1 and against 20 mmol L' Bis-Tris/HCL, 20 mmol
L~ NaCl, 10 pmol L™' ZnS0, pH 6.0 for PTE-3. To remove
endotoxin, the homodimeric PTE variants were loaded onto
a fh mL Resource Q anion exchange column (ResQ), Cytiva,
Freiburg, Germany) equilibrated with the dialysis buffer.
The protein was collected from the Aow through and wash
fractions. To remove the oligomers of the PTE-2. an anion-
::lu:hangc chmmatogmphy ({AEX) was applicd using abml
Res() column (Cytiva, Freiburg, Germany ) equilibrated with
20 mmol L~" Hepes/NaOH, 20 mmol L™' NaCl, 10 pmol
L-! ZnS0, at pH 7. The different species were separated
by a linear concentration gradient from 20 to 250 mmaol L
NalCl in running buffer over 20 column volumes. All FTEs
wWerns ﬁubj:ctcd o size-exclusion chmmatogmph}' (SEC)on
a 120 mL HiLoad Superdex 200 1660 prep grade column or
3200 ml Hil.oad Sup:rdrx 206 DRG0 prep g:rad: column {GE
Healtheare, Freiburg, Germany) for final purification and
buffer exchange using 50 mmol L TRISHCL, TN mmio]
L~" NaCl, 10 pmol L=' ZnS0, pH 8.0 as running buffer.
Endotoxin contents were determined using an Endosafe-
PTS system (Charles River Laboratories, Wilmington, MA,
USA) and were below 15 ELT m_g" fior all pn:ntim. Proicin
concentrations were quantified using an Ultrospec 2100 pro
UV-Vis spectrophotometer (Cytiva, Freiburg, Germany)
with a molar absorption coefficient at 280 nm calculated
according to Wilkins ct al. {1998). Protcin purity was deter-
mined using SDS/PAGE (Coomassie-stained sodium dode-
cyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) using the
buffer system of Fling and Gregerson {1986) to be > 99%
for all enzyme variants.

Activity measurement of PTE enzymes

The organophosphorus hydrolysis (OPH) rate of WX by
the PTE mutant 1 was quantified in vitro as described by
Goldsmith et al. (2016), Job et al. (2020), and Kihler et al.
{2021). PTE-1 was incubated at 37 *C with VX in 50 mmaol
L=" TRIS/HCI, 50 mmol L=! NaCl, pH 8.0 (final concen-
trations in a total volume of GO0 pL: PTE-1 9.8 x 107" mal
L~" and VX 3.3 107" mol L-"). At defined time points
(1.7, 14, 20, 30, 45. 60, 90, and 120 min), 50 pL ali-
quots of this solution were added to an assay mixture (total
volume; 3.15 mL) containing acetylthiocholine (ATCh;
.45 mmol L-") and Ellman’s reagent DTNB (0.3 mmol
L~y in 0.1 mol L~ phosphate buffer {pH 7.4). To initiate
the chromogenic reaction, 10 pl. AChE (200 mE/min in
phosphat: buffer) was added and inhibition curves were
recorded at 412 nm at 37 °C for 5 min using a UV-2600
]:lhoto.m:tl:r {5himadm, Kyoto, ]apan:. Psendo-first order
rate constants for AChE activity ke, p(fneq ) and the OFPH
constant kppy were obtained and calculated as described
by Job et al. {2020} and Kéhler et al. (2021). k_ /Ky, of
PTE-2 and PTE-3 were taken from Kohler et al. (2021

Animals

Male Wistar rats {approximately 250-370 g: correspomnd-
ing to an age range of 7-9 wecks) were purchased from
Charles River (Sulzfeld. Germany). In total, # =65 ani-
mals were used, five died during preparation. Prior to
experiments, the animals were housed at least 7 days for
acclimatization under controlled conditions {12 h Ii_ghtn'
dark cycle [light from 7:00 a.m. to 7:00 p.m.], 20-24 °C,
45-65% humidity) with standard dict {(Ssniff Spezi-
aldifiten, Soest, Germany) and tap water ad libitum in
curostandard Makrolon cages type I'V with heightened lids
(Tecniplast, Hohenpeillenberg, Germany). For enrichment
a house (Zoonlab, Castrop-Rauxel, Germany), embed-
ding (Rettenmeier& Sohne, Rosenberg, Germany), nest-
lets and wood wool (both from Zoonlab) were provided
and replaced once a week. Every attempt was made to
minimize discomfort and pain and to reduce the number
of animals used in the study.

All experiments were in conformity with the German
Animal Welfare Act of 18th May 2006 (BGBL. 1 5. 1206,
1313}, the European Parliament and Council Directive
of 22nd S:ptrm'b:r 2000 (20100&3/EL) and carried out
according to the Bascl declaration as well as the 3R concept
{rcplac:, reduce, refine). The study was ethically appmw_-d
by the institutional animal protection committee (Ref.-No.
42-34-30-40/G03-19).
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Experimental procedure for PTE plasma
concentration profile determination

For PTE administration and blood sampling as shown in
the time line (Fig. la), rats were repetitively anesthetized
with short-time isoflurane inhalation (IsoFlo 100% wiw,
Abbott Laboratories, Burgdorf, Germany: oxygen as car-
rier gas), 5% for induction of ancsthesia and 2% for main-
tenance. In advance to vascular cannulation, local ancs-
thetic creme (25 mg 5" +25 mg g" Prilocaine—Lidocaine;
Pierre Fabre, Freiburg, Germany) was applied. To ensure
an adequate depth of anesthesia. reflexes were checked
regularly. Defined PTE doses were injected into the respec-
tive lateral tail vein using a peripheral intravenous inserted
catheter (24 Gauge iv. indwelling cannula, 0.7 % 19 mm; B.
Braun, Melsungen, Germany ) and Hushed with saline before
removal. Subsequenily, blood samples were taken at vari-
ous time points from the lateral tail vein over a period of
48 h (10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 120 min, 240 min,
480 min, 960 min, 1440 min and ZE80 min) with & maximum
of five samples per animal. Sterile hypodermic needles werne
used to prick the vein and the blood samples were collected
in heparinized Minivettes (POCT, Sarstedt, Niirmbrecht,
Germany).

Experimental groups for PTE plasma concentration
profiles

The animals {# = 24) were divided into three groups by
simple randomization. PTE-1 was administered at a dose
of 1.0 mg kg~'. the doscs of PTE-2 and PTE-3 were
adjusied according to the molecular weight to achieve equal

s mresiesiy « biood sampling & mulipe
+ canndation M points for FTE analysis
of lail vein

1b)
VE[s.e)] FTE [} authanaia

~<& |l | |

T T T
= anssthesia = bicod sampling &1 mutipe = prepacaton
= pannulstion of tima points for anaksis of of organs for
gulsr  wein WX, FTE and eryihioecyin analyain of
and  camtid ACHE activity BACHE acthity
arery + necording of symploms

Fig. 1 Time lines for the determinatiom of the PTE plasma profile (a)
and the therapewtic efficacy shady (b)

£) Springee

stoichiometrics (note that PTE-2 is a single-chain heterodi-
mer with two distinct active sites) (Table 1).

- PTE-1{1.0mgkg ' iv;n=§).
- PTE-2{Ll.3mgkg ' iv. n=8).
- PTE-3(l4mgkg'iv;n=K)

Experimental procedure for the therapeutic efficacy
study

Rats were anesthetized by i.m. injection of a mixture of
medetomidine (.15 mg kg~ I: Foetis. Berlin, Germany),
midazolam (0.4 mg kg": Ratiopharm, Ulm, Germany ) and
fentanyl (0.1 mg kg~"; Albrecht, Aulendorf, Germany) to
reduce suffering from VX challenge. Reflexes were checked
for depth of anesthesia throughout the whole experiment and
ancsthesia re-dosing was applied as required with 1/4-1/3
of the initial dose. Next, the animals were placed on a heat-
able operating table in supine position, a rectal thermistor
was inserted and an electrocardiogram and a pulse oximeter
were attached.

Eyes were covered with panthenol eve cream (Jenapharm
Mibe, Brehna, Germany ) to protect from dehydration. After
preparation of the left a. carotis (for blood sampling) and
the right v. jugulans (for PTE injection}, catheters (24 G
x % [0.7x 19 mm| Introcan; B. Braun) were inserted and
fined. The animals were monitored {blood pressure, heart
raie, ux}'grnatiun, baody I:mp:mtun::l lhmu_ghoul the whole
experiment. Clinical signs were observed and heparin-
ized blood samples (250 pL replaced by Ringer's solution)
were collected. The first blood sample was taken before
and 11 further blood collections were scheduled between
3 and 180 min after subcutancous injection of 25 pg kg™
{=2LDg,) VX prepared in salinc {Misik ct al. 2015; Myhrer
etal. 2015).

For AChE activity determination, 50 pL. whole blood
was diluted (1:20) in distilled water. whereas 100 pL whole
blood was used for WX analysis. The remaining blood sam-
ple was centrifuged and plasma was used for PTE analysis.
All samples were snap-frozen in liquid nitrogen and stored
at —80 “C until use. Directly after the end of the experiment
tissue samples of diaphragm and medulla oblongata were
taken and their wet weight determined. For the time line
=ee Fig. Ib.

Experimental groups for the therapeutic efficacy
study

The animals (n = 36) were divided into six groups by simple
randomization:

— Solvent control group (saline i.v. 5 min after saline s.c.;
n=#6).
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— VX control group {salinc i.v. 5 min after 25 pg kg" VX
s.c.;n=h)

— PTE-1 treatment group (1.0 mg kg~! PTE-1 i.v. 5 min
after 25 pg kg ™' VX s.con =8

— FTE-2.1 treatment group 13 mg kg" PTE-2 i.v. 5 min
after 25 pg kg~ VX s.con=4).

— FTE-1.2 treatment group (2.6 mg kg" PTE-2i.v. 5 min
afier 25 ug kg" YX scon=4)

— PTE-3 treatment group (1.4 mg kg~! PTE-3 i.v. 5 min
after 25 pg kg ™' VX s.con =8

PTE analysis

FTE concentrations in plasma samples were determined by
means of the enzymatic activity via hydrolysis of paraoxon-
cthyl (PXE) as a chromogenic substrate. For calibration
curves of each FTE mutant, 2 pL. of the purified recombinant
enzyme solution was diluted in TZN buffer (50 mmol L-!
TRIS/HCL 10 pmol L' 050, 50 mmol L~ NaCl pH 8.0)
and sdded o 48 pL. heparinized plasma from untreated rats
up to final PTE concentrations between 1 and 10 pg mL~",
Flasma samples from the in vive study were diluted in TZN
buffer (FTE-1 and FTE-3, 1:5; FTE-2, 1:10). After incuba-
tion on ice for 2 h, all samples were further diluted (PTE-1,
1:80; PTE-2, 1:20; FTE-3, 1:40) in TZN buffer. Then, 150
pL PXE substrate solution (1 mmaol L' in TZN buffer) was
mixed each with 50 pl. sample solution in a 96-well plate
{ecll culiure plate, $6-well, P5, flat bottom; Greiner Bio-
Ome, Frickenhausen, Germany). The change in absorbance
at 400 nm was immediately recorded using an infinite M200
PR plate reader (Tecan, Wicn, Austria) at 25 "C for 2 min.
The time-dependent absorbance of samples from the calibra-
tion curve and plasma were calculated in mA min~'. Pre-
determined calibration curves were uscd for the calculation
of the enzyme level in plasma samples. The corresponding
circulation half-life (FTE f, 5 | was obtained using a one-
compartment model with a mono-exponential decay of the
calculated plasma enzyme levels versus the blood collection
time points, and the maximal (initial) plasma concentration
of PTE variants (T, } was estimated by retrograde extrapo-
lation of the mono-exponential curve fit using Prism Version
4.03 {GraphPad, San Diego, CA, USA).

AChE activity assay

Diaphragm and medulla oblongata were removed afier the
end of the experiment or death of the animal, snap-frozen in
liquid nitrogen and stored at —80 “C until the determination
of the AChE activity.

Diaphragm was mixed with a tenfold volume of
TRIS/HC] buffer (50 mmol L=", pH 7.4). supplemented
with EDTA (5 mmol L=') and 1% v/v Triton X-100 fol-
lowed by homogenization of the mixture with a T 23

digital ULTRA-TURRAX (IKA, Staufen, Germany).
Medulla oblongata was mixed with a tenfold volume of
phosphate buffer (0.1 mol L™', pH 7.4) containing 1%
wiv Triton X-100. This mixture was subsequently homog-
enized with a gl.ass-T:ﬂcm Poiter (B. Braun). Afterwards,
the homogenate was centrifuged (Microfuge 22; Hettich,
Tuttlingen, Germany) at maximum specd for 5 min. The
supernaiani was used to measure the AChE activity accord-
ing o a modified Ellman assay (Worek et al. 1999). The toal
profein concentration was determined with a bicinchoninic
acid assay {Protein Cuantification Kit; Interchim Uptima,
Montlucon, France) using bovine serum albumin as standard
(Smith ct al. 1985).

For analysis of all in vivo AChE activities polystrol
cuvettes were filled with phosphate buffer (0.1 mol L~F,
pH 741, 0.3 mmol L~' DTNB and 0.02 mmol L~! cthopro-
pazine. After adding the sample the assay was started by
adding 0.45 mmol L-' ATCh and the absorbance change
was reconded at 436 nm at 37 °C (Cary 50 Varian, Darm-
stadt, Germany). Erythrocyte AChE activity was refer-
enced to the hemoglobin concentration of the respective
bleod dilution (Worek et al. 1999) and was calculated as
ml pmol ™' Hb. Diaphragm and brain AChE activity were
referenced to the total protein concentration determined by
the bicinchoninic acid method (Smith ct al. 1985) and pre-
sented as mU mg".

Analysis of VX in blood samples

VX enantiomers in blood samples were quantified by
LC-MS/MS as described before (Reiter ct al. 2008, 20011)
with slight modifications. 100 pL. thawed, heparinized rat
whaole blood was diluted with 3080 pL. water and mixed with
37.5 pL. | mol L-° perchloric acid, followed by addition
of 7.5 pL 1 mol L' potassium acetate, and vortexed. The
precipitated proteins were separated by centrifugation for
10 mim at 21,2%0 % g at 4 "C. The supcrnatant was mixed
with 50 pl. of 0.5% wiv ammonium hydroxide and 5 pl. of
internal standard solution (20 ng mL~! VR working solution
prepared in acctonitrile) and centrifuged again for 3 min at
21.290% g at 4 °C. The sample was applied 1o a precondi-
tizned (1 mL methanol, 1 mL purified water; Milli-Q. Merck
Millipore, Schwalbach, Germany) SPE cartridge (Strata-X
PRP. 30 mg, | mL; Phenomenex, Aschaffenburg. Germany)
on a vacuum manifold. The column bed was rinsed with
I mL water and carefully dried under maximum vacuum.
The sample was eluted with 500 pl. acetonitrile and col-
lected in a cup filled with 50 yl. purified water as keeper.
The organic phase was cvaporated in a vacuum rotation con-
centrator (30 min at room temperature) with 11,360 x g and
the residue was reconstituted with 100 plL. purified water.
The analytical LC-MS/MS system for the quantification
of VX enantiomers consisted of a Prominence HPLC system
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(Shimadzu Dewtschland, Duisburg, Germany) and a QTRAP
6300 mass spectrometer (Sciex, Darmstadt, Germany ).

Peak scparation was achicved with a Chiralpak AGP col-
umn (150221 mm, 5 pm., VWR, Darmstadt, Germany) at
& flow rate of 175 pL min~" using 25 mmaol L™ ammo-
nium formate (pH 8.5) in water (eluent A) and 25 mmol L-!
ammonium formate (pH 8.5) in 1:1 methanol-water {clucnt
B} with the fnlluwiug g:radicmx: G0% A (-3 min), 90-50¢%
A (3-23 min), 50% A (23-26 min), 50-90% A (26-27 min),
90% A (27-30 min). The injection volume was 10 plL,
applicd at a column temperature of 30 5C.

Two MEM (mulli]:l]: reaction mi:miluringj transitions
each for VX and VR (internal standard) were selected for
detection after positive electrospray ionization at 3.5 kV
with a source temperature of 400 °C and by applying the
following declustering potentials and collision energies,
respectively: sz 268.1 = 128.1 (120, 25), m/z 268.1 — E6.0
(146, 32) for VX and m/z 268.1 — 100.1 (120, 25), m/z
268.1 —T72.2 (121, 42) for VR.

(Gas 1, £as 2, and curtain gas were sel at 35. 40, 45 arbi-
trary units. The entrance potential was set to 5.0 'V, cell exit
potential was set o 12 V. Dwell time was 750 ms and resolu-
tion was “unit™ for both quadrupoles.

Calculation of VX half-life

The thearetical half-life of VX hydrolysis (VX ¢ ;) was cal-
culated by Eq (1 acr_'cm:ling o Worek et al. (2016a) using
in vitro k, /K, and the maximal plasma concentration of
FTE wariants {Cyu. )k

. "
o O
:ll

Data analysis

Dhata are shown as mean + standard deviation (5D). Data
analysis and statistical comparisons were performed using
Prism Version 5.04.

For the analysis of the diaphragm and medulla oblon-
gata AChE activity differences between groups, a one-way
repeated measure analysis of variance (ANOVA) with Bon-
ferroni post-hoc test multiple comparison test was used. A
pr< .05 value was considered to be statistically significant.

Results
PTE plasma concentration profile in vive

As a prerequisite to study the protective effect of the newly
mgiw::rcd PTE enzymes, PTE-2 and FTE-3 in cumparisun

£) springer

oe = PTE-1
« PTE-21
N = PTE-3
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Fig. 2 FTE plasma concentrtion prafile in ralx over 48 h after injec-
tion of FTE-1 {1.0 mg kg~" iv.), PTE-2 (1.3 mg kg~ iv) or PTE-3
{Ldmgkg'iv)

Table2 Calculated WX degradation by PTE variants

Group kK Conn (Mol L'y faish  Time o 96%
(M~ min~"y VX degrada-
om 5]
PTE-1 002 10P S7% 10 3632 18,200
PTE-21 Zlx10® Zax B2 411
PTE-22 Zlxl0® A3l 3l 15.7
PTE-3  3BxI06 46 10r7 24 118

C o was taken from the FTE plasma profile of the therapeutic effi-
cacy shody. Degradation half-kfe was calculated with Eq. (1) and time
e W6% WX degrudation was estimated as 531,

to wild-type FTE-1, against VX exposure in rats their
pharmacokinetics (PK) after i.v. injection was studied in
the same species (Fig. la). PTE concentrations were ana-
lyzed according to the one compartment model, resulting in
plasma half-life values [ PTE .r”:] of 39 min, 165 min and
94 min for PTE-1, FTE-2. and FTE-3, respectively (Fig. 2).
As expected, the application of PASylation technology
(Schlapschy ct al. 2013) led o a considerable extension of
the PK for PTE-2 and PTE-3. This effect was most pro-
nounced for the single-chain heterodimeric enzyme FTE-2
which has its both subunits linked by a 104 residue PAS
linker (Escher et al. 20200,

Calculated VX hydrolysis

From our ]:lrc’viuus studies, it was known that PTE-2 and
PTE-3 show high catalytic efficiencies (& ,/Ky) towards
VX hydrolysis in vitro (Table 2}, which are by three orders
higher than the one of wild-type PTE (PTE-1), whaose
koK value of 002 10° M~" min~' for VX was deier-
mined in the present study. The maximum FTE plasma
concentrations (C, ), which were obiained from the PK

max

analysis, allowed us to estimate half-lives of VX hydrolysis
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in vim{\"}( J‘”:}which were below 10 s for the engineered
enzymes but above 1 h for wild-typ: PTE (Table 2).

100
5 - WK
£ -— FTEA
— PTEZ1

% u — PTE-22
E - PTE-2

R -

Vi
Y 130 150 0

Fig.3 Survival pln showing the survival of ms afler VX expo-
sure (25 pg kg™ s.c.) without treastment, for the VX control group,
and with PTE irestmest {iv). 5 min after inboxicabion, for the
groups PTE-1 (1.0 mg kg~ iv.), PTE-2.1 {1.3 mg kg~ iv.), PTE-22
{26 mg kg~ iv.) and PTE-3 (1.4 mg kg ' iv)

Therapeutic efficacy study
Clinical signs and survival

Subcutaneous injection of 25 pg kg" (= 2L VX (Misik
ctal. 2005; Myhrer et al. 2015) resulted in signs of chewing
and an carly onset of local muscle fasciculations directly at
the injection site in all animals of the VX control, PTE-]
and PTE-2.1 groups. Chewing was observed in one single
animal each of the PTE-2.2 and PTE-3 groups and local
fasciculations were seen directly at the VX injection site
in two animals of the PTE-2.2 group and in five animals of
the PTE-3 group (data not shown).

All degrees of convulsions, from uncontrolled mus-
cle movements of head to forelimbs, hind legs and the
entire body, were noted. Furthermore, respiratory distress
was observed including the whole spectrum from labored
breathing to respiratory depression. Over time, all animals
of the VX control group and of the PTE-1 therapy group
developed increasingly severe signs of a cholinergic crisis
which ]:I:Tsistcd until death (Fig. 4). All animals of the VX

Slgns/Time {min)
Convulsions
VX
Resplratory distress
Convulsions
PTE-1
Respiratory distress
Convulsions
PTE-2.1
Respiratory distress
Convulsions
PTE-2.2
Resplratory distress
Convulsions
PTE-3
Resplratory distress

Fig.4 Clmical signs and survival of VX exposed rals without treat-
ment and with post-exposure trestmemt of PTE-1, PTE-2 and PTE-
1. Time of survival is given in minules and each line represents an
imdividual animal. Time of desth is shown by grey, hatched lines.
The signs are subdivided into convulsions (local, generalioed) and
respirabory  disiress  (lsbored  breathing, respimbory  depression).

25 ug kg™ WX s (VXE 25 pg kg™' WX sc. follewed after 5 min
by 1.0 mg k‘g" PTE-1 iv. (FTE-1): 25 ppkg VX sc. followed afier
5 min by 1.3 mg kg™' PTE-2 i.v. (PTE-2.1); 25 pg kg~ VX s.c. fol-
lowed after 5 min by 2.6 mg kg~ PTE-2 iv. (PTE-2.2); 25 pg kg "
VX sc. followed after 5 min by 1.4 mg kg™ PTE-3 i.v. (PTE-3)
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controd group died between 27 and 71 min after subcutane-
ous VX inj:ctinn {mean: 464 17 minj). The animals of the
PTE-1 therapy group survived only slightly longer, between
32 and 97 min {mean: 54 = 19 min) afier s.c. VX il'ljl.‘f’til:ll:l
(Fig. 3). In contrast, all rats treated with PTE-2.1, PTE-2.2
and PTE-3 survived until the end of the observation period
of 130 min (Fig. 3). Only one of four VX poisoned rats
treated with PTE-2.1 showed a longer-lasting dyspnea uniil
the end of the observation period, whereas convulsions per-
sisted in three of four rats (Fig. 4). Motably, none of the ani-
mals treated with PTE-2.2 and PTE-3 showed convulsions
or respiratory distress as severe clinical signs throughout the
experiment (Fig. 4).

Erythrocyte ACHE activity

Erythrocyte AChE activities of animals prior to VX expo-
sure and PTE treatment were 147 = 14 mU pmol~' Hb
{PTE-1 treatment group), 141 + 15 mU pmol~! Hb (PTE-2.1
treatment group), 148 + 21 mU pmol ™" Hb (PTE-2.2 treat-
ment group), and 148 4+ 16 ml) |.LI'J'H}['I Hhb {PTE-3 treat-
ment group). VX poisoning resulted in a rapid decrease of
erythrocyte AChE activity in all groups and could not be
prevented by administration of either FTE mutant (Fig. 5).

Tissue AChE activity

WX poisoning resulted in an almost complete inhibition of
medulla oblongata and diaphragm AChE activity (Figs. 6,7).
Therapy with FTE-1 had no protective effect whereas admin-
istration of PTE-2 and PTE-3 resulted in a partial preser-
vation of AChE activity in these tissues. This effect was
statistically significant in the FTE-2.2 and PTE-3 groups
compared to VX and PTE-1 (Figs. 6,7}

VX blood concentration

The quantification of VX enantiomers in whole blood sam-
ples revealed a rapid increase of (+)-VX and a delayed
increase of the more toxic (—)-WX enantiomer (Fig. E). In
the VX control and PTE-] ireatment groups the concentra-
tion of both enantiomers increased during the further course
of the cxperiment (Fig. #). The analysis of (+)-VX in the ¥X
control group showed a sharp increase In concentration up io
4.4 nmol L= within the first 6 min after VX administration
and 2 maximum concentration of 5.4 nmol L='. The (—)-VX
concentration showed a delayed increase with 1.5 nmol L
at the sampling time (6 minj and a lower maximal concen-
tration of 3.4 nmol L= tFiE. #)1 In contrast, administration
of FTE-2 and FTE-3 5 min after VX challenge resulted in
an ongoing hydrolysis, resulting in lower concenirations of

2 springe

(—-VX (and (+)}-VX)} {Fig. 8). PTE-2.2 and PTE-3 reatment
groups. showed (+}-VX pu:ak concentrations of 2.0 nmol L=!
and 1.9 nmol L=!, respectively, at 3 min with a subsequent
decresse in conceniration. The (=YX concentraiion exhilb-
ited only a very slight increase up to a maximum of 0.3 nmol
L=! for the PTE-2.2 treatment group and 0.2 nmol L for
the PTE-3 treatment group at 3 min, with subsequent con-
centration below the quautiﬁcatiun limnit (Fig_ 1N

Discussion

This study demonstrates the efficacy of post-exposure
therapy of VX poisoned animals with the new FPTE
mutants FTE-2 and PTE-3. PTE-3 is a hyperactive stabi-
lized homodimeric enzyme {Job et al. 2020) ca.rrying twao
PAS(200) tags (Schlapschy et al. 2013) whereas PTE-2 is
a single-chain version with two distinct engineered active
sites (Escher et al. 2020) whose two subunits are linked
by a PAS(100) spacer and which is equipped with one
PAS(200) tag (Table 1).

Efficient OF detoxification requires a sufficiently
high catalytic activity, which can be determined in vitro
{il,“.l'Km'b. Previous stndies have ]:u:rstulat:d that a km_fxm
of at least 50% 10° M~! min~' is needed for suceessful
therapy of WX poisoning at a reasonable enzyme dose of
I mg kg~' (Ashani et al. 2016:; Worek et al. 201 6a). Lower
degradation rates or lower enzyme doses may still ensure
survival but not prevent severe toxic effects.

Knowledge of the & /K values and the PTE plasma
concentration enables the caleulation of VX degrada-
tion half-lives (Table 2) (Worek et al. 2014). Our results
demonstrate that the recombinant wild-type PTE from
Brevundimonas diminuta (FTE-1), with an in vitro k(K
value of 0.02 % 10° M™" min™", was ineffective in vivo to
treat WX poisoning. Throughout the experiment the FTE-1
treatment group revealed increasingly severe toxic signs
and circulatory depression (data not shown) similar to the
VX control group (Fig. 4). Our findings for PTE-1 arc in
line with prior data from Masson and Rochu (200%) and
Kolakowski ct al. (1997}, who determined a negligible
protective effect of wild-type PTE against V-type nerve
agenis.

In contrast. the novel engineered enzyme FTE-3, with
an in vitro & /K of 38.1 % 10° M~ min~!, was able to pre-
vent both mortality and severe toxicity in vivo. In compari-
son, the bispecific variant PTE-2, with an in vitro kK,
of 207 10° M~ min~!, was able to prevent mortality but
not severe toxicity (convulsions, respiratory distress) at the
initial dose of 1 mg kg™" (Fig. 4). However, administration
of a doubled PTE-2 dose was sucoessful with regard o pre-
venting severe toxic signs and ensuring survival.
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Fig.5 Tume-dependent changes of erythrocyle AChE  activity.
25 g kp~! VX s (WXD: 25 pg kg™ VX s followed after 5 min
by 1.0 mg kg™" PTE-1 iv. (PTE-1}; 25 pg kg™ VX s.c. followed afier
5 min by 1.3 mg kg PTE-2 iv. (PTE-21}; 25 pg kg ' VX s fol-

The therapeutic success of the PTE-2 and PTE-3 enzymes
is mainly based on their high catalytic activities. Available
k /K values and FTE plasma concentrations allow a first
approximation of the degradation half-time {Table 2j. These
data indicate a negligible VX degradation in a relevant time
window by PTE-1, whereas PTE-2 (PTE-2.2) and PTE-3

579
PTE-1
1004
a0
3
£ a0
w
§ 20
"D 5 0 15 20 25 50 100 150 200
Time {min)
PTE-2.2
100§
K]
£ &0
_E 50+
R S
§ =
O 5 10 15 20 25 50 100150 200

Time [min)

lowed after 5 min by 2.6 mg kg™’ PTE-2 iv. (PTE-2.2); 25 pg kg ™"
VX sc. followed afler 5 min by 1.4 mg kg~' FTE-3 i.v. (FTE-3). Data
are shivan as % of solvenl control activity {mean + 504

show extremely short 1o values of 3.1 and 2.4 s, respec-
tively. For a more detailed analysis, the extended circula-
tion of the PASylated enzymes has to be taken into account,
which further boosts the OF degradation as will be discussed
below.
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Fig. 6 Medulla ohloagata AChE activity of the VX control group and
the PTE-1, PTE-2. PTE-2.2 and PTE-3 treated ral groups. Data are
presented as % of pre-eaxposure control AChE activity as mean val-
ues + 30 using box plots with min to max whiskers. (*p < 005 versus
WX control group: *p <0005 versus PTE-1 group)
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Fig. 7 Dmphragm ACHE activity of the ¥X cootrol group and
the PTE-1, PTE-2. PTE-2.2 and PTE-3 treated rat groups. Data are
presented as % of pre-exposure controd AChE activity 2 mean val-
ues + 30 using box plots with min to max whiskers. {*p < 005 versus
VX contrel groups *p <0008 versus PTE-1 group)

These theoretical considerations are supported by analy-
ses of the VX enantiomer concentrations in vivo (Fig. E).
There was a _gmdu.n.'l increase and PEIEiSICI‘K!C of both (=)
and (4 -V X in the VX control and FTE-1 groups, whereas in
the PTE-2 and PTE-3 treatment groups (— VX levels were
at or below the limit of quantification shortly afier admin-
istration of PTE (Fig. #). Notably, the (+)-VX level also
decreased after PTE administration in these groups, which
corresponds to previous in vitro data on the siereoselective

2 springr

degradation of VX by PTE-2 (BdPTE-T) and PTE-3
(BAPTE-4), showing a preferential but not exclusive hydrol-
ysis of (—)-VX (Kohler et al. 2021).

The s.c. VX injection resulted in a delayed appear-
ance of (—=)-VX in the blood, relevant (—)-VX concentra-
tions were first observed in the 6 min samples of the VX
control and PTE-1 groups. This is in accerdance with the
slightly delayed inhibition of erythrocyte AChE activity and
the emerging first signs of VX poisoning in the VX control
group between 11 to 26 min (Fig. 4).

The difference in catalytic efficiency and therapeutic
efficacy between the PTE variants is also reflected by
ACRE activities in the diaphragm and medulla oblongata
(Figs. 6. 7). Whilc a virtually complete AChE inhibition
was observed in the VX control and FTE-1 groups, enzyme
activity was partially preserved in the FTE-2 and PTE-3
groups. This indicates that distribution of VX from the
central blood compariment into target tissues could not be
fully prevented but was reduced substantially depending on
the catalytic activity of the different PTE variants and/or
concentrations, i.e. FTE-3 » PTE-2.2 > PTE-2.1 >>PTE-1.

Efficient detoxification requires not only a high catalytic
activity of PTE but also a long biological half-life. This
is of special importance in the case of WX and related
agents since W-agents exhibit a high biological stability
and long persistence in vivo (Goldsmith et al. 2017; Reiter
et al. 20011, 2015; van der Schans et al. 20K13). In fact, in
the case of VX poisoning current standard therapy with
atropine and oxime must be administered over a prolonged
period of time io preserve a sufficient level of active AChE
and o ensure survival (Joosen et al. 2010). Hence, exten-
sion of the residence time of PTE in blood is the second
key for a successful treatment. The PTE variants PTE-2
and PTE-3 were modified using PASylation technology
{Binder and Skerra, 2007) in different ways, as explained
above (Table 1). Plasma half-life of the unmodified wild-
type PTE-1 was only 39 min whereas PTE-2 and PTE-3
showed a half-life of 165 min and 94 min (Fig. 2), respec-
tively, which demonstrates that the PAS-iag has the abil-
ity to extend plasma half-life considerably. In fact, even
more prolonged circulation can be expected when using
Inngrr PAS polyprpiid:s, cgE with 6N residues {Schlap—
schy et al. 20013; Binder and Skerra 2017; Gebauer and
Skerra 201 8).

The present siudy was based on anesthetized rats and
=.¢. administration of VX, which was due to animal wel-
fare considerations and refinement at this stage of in vivo
investigation. Further studies in conscious animals with
percutancous VX exposure are needed to verify the results
and to more precisely evaluate required PTE doses and,
potcntially, the need for repeated PTE administration. Such
studies are also needed to define the window of oppor-
tumity. i.e. the maximum time between agent exposure
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Fig. 8 Concentraion of VX enantiomers in whole bood samples.
25 e kg™ VX s (VXL 25 pe kg™ VX s followed afier 5 min
by 1.0 mg kg " PTE-1 i.v {PTE-1); 25 pg kg ™' VX s.c. followed after
5 min by 1.3 mg kg~' PTE-2 i (PTE-2.1); 25 pg kg™' VX s.c. fol-

and PTE administration without risking severe signs of
toxicity.
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lowed after 5 min by 26 mg kg~' FTE-2 iv. (PTE-2.2); 25 pg kg™
VX sc. followed after 5 min by 1.4 mg kg™ PTE-3 iv. (PTE-3). Data
are given inmmod L7 per VX enantiomer 25 mean values + 5D

In conclusion, this study has demonstrated the potential
of the enginecred phosphotricsterases PTE-2 and PTE-3 as
post-VX exposure treatment in order to prevent systemic
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toxicity and mortality. PASylation of PTE variants led to
cxtended plasma half-life of these enzymes which is of

special importance in the case of persisient nerve agenis.
Hence, the engineered PTE mutants PTE-2 and PTE-3

offer promising candidates as catalytic bioscavengers and
deserve further investigation in vivo.
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UBERGREIFENDE DISKUSSION

V.1 Identifizierung

Mit dem Ziel der Abrustung von Massenvernichtungswaf-
fen wurde 1993 nach Ende des Kalten Krieges die Che-
miewaffenkonvention (CWC) nach langwierigen und
schwierigen Verhandlungen angenommen und am
27.04.1997 in Kraft gesetzt. Sie regelt das Verbot der
Entwicklung, Produktion, Lagerung, sowie des Transfers,
Gebrauchs und der Zerstérung chemischer Waffen und
wird von der OPCW umgesetzt (Gupta und Robin 2022;
OPCW 2023a, 2023b, 2023c). Aktuell haben sich 193
Mitgliedsstaaten der CWC verpflichtet und nur 2 % der
globalen Bevdlkerung leben nicht unter ihrem Schutz.
Trotzdem kommt es noch immer zu Vorfallen, die auf
den Einsatz von Nervenkampfstoffen zurlickzufihren
sind. Auch der Gebrauch von phosphororganischen Pes-
tiziden durch suizidale Einnahme vor allem in Entwick-
lungs- und Schwellenlandern fordert schatzungsweise
hunderttausende Todesopfer pro Jahr (Eddleston 2019;
Gunnell et al. 2007; Mew et al. 2017). Ebenso flihren
Vergiftungen durch Organophosphate auch bei Tieren zu
stetigen Berichten Uber Todesfalle (Berny und Gaillet
2008; Berny et al. 2010; Guitart et al. 2010a; Guitart et
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al. 2010b; Gupta et al. 2018). Die durch die Vergiftung
ausgeldste Hemmung der AChE flhrt zu einer Stérung
von Organfunktionen und kann in einer cholinergen Krise
enden (Aldridge und Reiner 1975; Eyer et al. 2004;
Kwong 2002; Lee 2003; Namba 1971; Sidell 1994;
Taylor et al. 1995; Thiermann et al. 2016; Zilker 2008).

In-vitro-Studien haben vielversprechende Ergebnisse zu
genetisch modifizierten PTE erbracht. Auch wenn die
katalytischen Aktivitaten mit 21 x 106 M-" min"' und 38 x
108 M-" min"' gegenlber VX unter dem postulierten Wert
von 5 x 10" M min' liegen (Ashani et al. 2016; Gupta et
al. 2011; Worek et al. 2016a), ist von aussichtsreichen
Kandidaten zur Behandlung von phosphororganischen
Vergiftungen auszugehen. Hierflr sprechen die zu er-
wartende lange biologische Halbwertszeit durch die
PASylierung (Escher et al. 2020; Escher 2021;
Schlapschy et al. 2013), die praferierte (-)-VX-Hydrolyse
(Kohler et al. 2021), die unter theoretischer Berechnung
ermittelte Einhaltung der VX-Hydrolyse-Halbwertszeit
von < 5 s bei PTE-3 (2,2 s) und nahezu bei PTE-2 (7,7 s)
sowie ein verbreitertes Substratspektrum von G- und V-
Stoffen (Escher et al. 2020; Job et al. 2020; Kohler et al.
2021).
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Um pharmakologisch wirksame Therapeutika fur die
Humantherapie zu entwickeln, ist es aktuell notwendig,
als nachsten Schritt die gewonnenen Ergebnisse in ei-
nem komplexen In-vivo-Organismus zu bestatigen. Der-
zeit gibt es keine zuverlassigen alternativen Methoden

zur Bestimmung dieser Parameter.

In der vorliegenden Studie wurden daher Bioscavenger-
Wirkstoffkandidaten (PTE) fir die Therapie nach Orga-

nophosphatvergiftungen bei Ratten getestet.

V.1.1 Versuchsabschnitt Pharmakokinetik

Zur Erfassung der Pharmakokinetik wurden die PTE-
Konzentrationen zu den jeweiligen Zeitpunkten bestimmt
und gemal des Ein-Kompartiment-Modells analysiert.
Die Plasma-Halbwertszeiten (PTE t1,2) betrugen fur PTE-
1, PTE-2 und PTE-3 39 min, 165 min und 94 min. Insbe-
sondere das bispezifische Heterodimer PTE-2, aber
auch PTE-3 zeigte eine eindeutige Verlangerung der
Plasma-Halbwertszeit. Dies verdeutlicht, dass die Tech-
nologie der PASylierung von PTE-2 und PTE-3 die Fa-
higkeit besitzt, die Ausscheidungszeit zu verlangern.
Eine weitere Verlangerung des PAS-Anhangsels mit
zusatzlichen PAS-Polypeptiden lasst eine noch langere

Zirkulationszeit im Blutkreislauf erwarten (Binder und
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Skerra 2017; Gebauer und Skerra 2018; Schlapschy et
al. 2013). Neben der Methode der PASylierung sind in
Studien bereits unterschiedliche andere Ansatze getes-
tet worden, um die Zirkulationsdauer der Enzyme zu
verlangern. Hierzu zahlt beispielsweise die kovalente
Bindung einer synthetischen Polymerkette aus Polyethy-
lenglycol (PEG) an die PTE. Die Methode der PEGylie-
rung basiert ebenso, wie die PASylierung, auf dem
Wirkmechanismus einer verzdogerten glomerularen Filtra-
tion durch die Niere indem das hydrodynamische Volu-
men vergroRert wird (Fishburn 2008; Schlapschy et al.
2013; Strohl 2015). In einem In-vivo-Versuch konnte
bereits eine 50-fache Verlangerung der PTE ti» erzielt
werden (Novikov et al. 2010). Jedoch weist die PASylie-
rung gegenuber der PEGylierung einige Vorteile auf.
Hierzu zahlt die einfachere und kostengtinstigere Her-
stellung der PASylierten Verbindung im Vergleich zu
PEG-Enzymen. Zudem entféllt die notwendige chemi-
sche Kopplung und ein intrazellularer Abbau des PAS-
Polypeptids ist mdglich, sodass eine Akkumulation im
Gewebe vermieden wird, die mit einer Immunreaktion
einhergehen kann (Gebauer und Skerra 2018; Schilz et
al. 2021; Schlapschy et al. 2013). Des Weiteren wurden

PTE mit Blockcopolymeren modifiziert (Efremenko et al.
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2017) oder deren Oberflache mit einem Po-
ly(carboxybetain)-Polymerfilm ummantelt (Zhang et al.
2019). Obwohl hierdurch eine eindeutige Verlangerung
der PTE t12 im Tierversuch mit bis zu einer Woche er-
reicht werden konnte (Zhang et al. 2019), sind sie aktuell
noch in der Experimentalphase und stellen sich hinsicht-
lich der Entwicklung von biopharmazeutischen Wirkstoff-

kandidaten als extrem aufwendig dar.

Des Weiteren bietet die PASylierung die Moglichkeit, wie
bei der Mutante PTE-2 geschehen, neben einem PAS-
Anhangsel, einen PAS-Linker anzubringen, der zwei
Untereinheiten miteinander verbindet. Die Anbringung
eines Linkers ermdglicht die Verbindung unterschiedli-
cher PTE, ohne deren Wirksamkeit negativ zu beeinflus-
sen. Das eroffnet viele Mdglichkeiten, um wirkungsvolle
PTE miteinander zu verknupfen (Escher et al. 2020;
Escher 2021). Hierdurch offenbart sich ein vielverspre-
chender Ansatz, da es sich angesichts der vielfaltigen
strukturellen Variationen der Organophosphate als sehr
unwahrscheinlich darstellt, dass ein einzelnes Enzym
das gesamte Breitspektrum an Substraten abdecken
kann (Despotovi¢ et al. 2019; Worek et al. 2016a). Eine

mogliche Mischung einzelner optimierter Enzymvarian-
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ten zu einem sogenannten Enzym-Cocktail, um dieses
Dilemma zu umgehen, wirde hierbei, gemal der GMP
(Good Manufacturing Practice)-Richtlinien mit beachtlich
hohen Produktionskosten einhergehen, da jedes Enzym
einzeln hergestellt und in einer klinischen Studie separat
getestet werden musste (Escher et al. 2020; Lagassé et
al. 2017).

V.1.2 Versuchsabschnitt therapeutische Wirksam-
keit
Das Auftreten klinischer Vergiftungssymptome nach
Vergiftung durch VX konnte durch die therapeutische
Behandlung reduziert werden. Die Gruppen, die mit
PTE-2.2 und PTE-3 behandelt wurden, wiesen keine
schwerwiegenden Vergiftungssymptome wie Krampfe
(lokal, generalisiert) und Atemnot (erschwerte Atmung,
Atemdepression) auf. Bei der mit PTE-2.1-behandelten
Gruppe, zeigte eins von vier Tieren schwerwiegende
Vergiftungssymptome einer Atemnot bis zum Ende der
Versuchszeit von 180 min, wohingegen Krampfe bei drei
Tieren bis Versuchszeitende beobachtet wurden. In der
PTE-1 behandelten Gruppe sowie der VX-Kontrollgruppe
wurden bei allen Tieren schwerwiegende Vergiftungs-

symptome beobachtet. Die Sterblichkeit der mit den
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PTE-Varianten PTE-2.1-, -2.2- und -3-behandelten Tiere
nach VX-Vergiftung konnte reduziert werden, indem bei
allen Tieren dieser Gruppen die Uberlebenszeit (iber die
gesamte Versuchsdauer von 180 min gesichert wurde.
Die PTE-2.1-Variante schaffte es demzufolge, wie die
mit PTE-2.2- und -3-behandelten Gruppen, zwar die
Sterblichkeit zu verhindern, aber nicht schwerwiegende
Vergiftungssymptome zu unterbinden. Da die postulierte
erforderliche minimale katalytische Aktivitat bei PTE-2.1
unterschritten wurde und die maximale VX-Hydrolyse-
Halbwertszeit, wie nachfolgend beschrieben, tberschrit-
ten wurde, erweisen sich die Ergebnisse als plausibel
(Ashani et al. 2016; Gupta et al. 2011; Worek et al.
2016a). Alle Tiere behandelt mit Wildtyp-PTE (PTE-1)
verstarben hingegen zwischen 32-97 min nach s. c. VX-
Injektion, wie auch alle Tiere der unbehandelten VX-
Kontrollgruppe in einem Zeitraum von 27-71 min. Der
vernachlassigbare protektive Effekt von PTE-1 gegen
eine VX-Vergiftung mit einer katalytischen In-vitro-
Aktivitat von 0,02 x 106 M~" min~" deckt sich mit friheren
Studien der Wildtyp-PTE, die bereits eine unzureichende
Wirkung gegenulber V-Stoffe zeigten (Kolakowski et al.
1997; Masson und Rochu 2009).
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Die Quantifizierung der VX-Enantiomere im Vollblut zeig-
te bei den mit PTE-2.1-, -2.2- und -3-behandelten Grup-
pen, dass der Konzentrationsanstieg der (-)-VX und (+)-
VX-Enantiomere im Vergleich zur VX-Kontrollgruppe und
der PTE-1 Gruppe gesenkt werden konnte, was die Er-
gebnisse der In-vitro Studie bestatigt (Kdhler et al.
2021). Die mit PTE-2- und PTE-3-behandelten Gruppen
zeigten eine fortwadhrende Hydrolyse von VX und dem-
entsprechend niedrigere VX-Konzentrationen. Die (-)-
VX-Konzentration bewegte sich dabei an der minimalen
Bestimmungsgrenze. Auffallend ist, dass auch der (+)-
VX-Wert abnimmt. Dies deckt sich aber mit vorherigen
In-vitro-Messungen, in denen festgestellt wurde, dass
die stereoselektive Praferenz von PTE-2 (BAPTE-7) and
PTE-3 (BAPTE-4) hauptsachlich auf (-)-VX ausgerichtet
ist, jedoch nicht ausschlief3lich (Kohler et al. 2021). Re-
levante VX-Konzentrationen der VX-Kontrollgruppe
konnten erst ab dem Blutentnahmezeitpunkt 6 min de-
tektiert werden, was sich jedoch mit der gering verzéger-
ten Hemmung der Erythrozyten ACHE-Aktivitat deckt,
sowie dem Erscheinen erster Vergiftungssymptome zwi-
schen 11 bis 26 min nach VX-Applikation. Die geringe
Verzdgerung zwischen der Resorption und Verteilung

von VX aus dem subkutanen Depot gegenlber der Ent-
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wicklung von Vergiftungsanzeichen kdnnte auf eine ver-
langsamte Verteilung im Gewebe hinweisen. Eine mogli-
che Erklarung stellt das Vorliegen von VX als protonier-
tes Amin (pKa. ~ 8,5) dar (Epstein et al. 1974; Shih et al.
2005). Zahlreiche Studien dokumentierten vergleichbare
Ergebnisse eines verlangsamten VX-
Konzentrationsanstieges im Blut, sowie einer Verzoge-
rung von Vergiftungssymptomen (Mumford et al. 2011;
Mumford et al. 2013; van der Schans et al. 2003; Worek
et al. 2014b).

Die Ergebnisse der VX-Quantifizierung unterstutzen die
theoretischen  Berechnungen der  VX-Hydrolyse-
Halbwertszeit (VX ti2 in s). Die VX ti2 von PTE-1 lag bei
3632 s, was Uber 1 h entspricht. Die VX-Hydrolyse-
Halbwertszeiten der anderen PTE hingegen lagen unter
10 s: 8,2 s bei PTE-2.1, 3,1 s bei PTE-2.2 und 2,4 s bei
PTE-3. Die Detoxifikation von PTE-2.2 und PTE-3 erfolg-
te somit in dem postulierten Zeitfenster von < 5 s (Ashani
et al. 2016; Worek et al. 2016a) und deckt sich mit den
Ergebnissen der Uberlebenszeit und der Aufzeichnung

schwerwiegender Vergiftungssymptome.
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Die Hemmung der AChE-Aktivitat der Erythrozyten konn-
te durch die Behandlung mit den PTE-Mutanten nicht
verhindert werden. In den Gewebeproben (Medulla ob-
longata, Diaphragma) war die Reduktion der gehemmten
AChE-Aktivitdt der Gruppen PTE-2.2 und PTE-3 statis-
tisch signifikant gegenlber der VX-Kontrollgruppe und
der PTE-1-behandelten Gruppe. Die Gabe von PTE-1
hatte keinen protektiven Effekt auf die AChE-Aktivitat der
untersuchten Gewebe, wohingegen PTE-2 und PTE-3
diese teilweise aufrechterhalten konnten. Die Ergebnisse
der Hemmung der AChE-Aktivitat der Erythrozyten und
der Gewebeproben decken sich mit Ergebnissen friihe-
rer In-vivo-Studien von PTE-Behandlungen nach VX-
Vergiftung. Auch hier konnte zwar das Uberleben der
Tiere nach Vergiftung gesichert werden, aber eine
Hemmung der AChE-Aktivitaten nicht verhindert werden
(Wille et al. 2016; Worek et al. 2014b).
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V.2 Schlussfolgerung

Die erfolgversprechenden In-vitro-Ergebnisse der Mutan-
ten PTE-2 und PTE-3 hinsichtlich der PTE-Halbwertszeit
und VX-Hydrolyse-Halbwertszeit haben sich in der vor-
liegenden Studie bestatigt (Escher et al. 2020; Job et al.
2020; Kohler et al. 2021). Dies unterstitzt die Vorher-
sagbarkeit der In-vivo-Effektivitat von Bioscavengern aus
In-vitro-Daten (Ashani und Pistinner 2004; Worek et al.
2014a; Worek et al. 2014b).

Es konnte erstmals In-vivo gezeigt werden, dass die
modifizierten Phosphotriesterasen PTE-2 und PTE-3 als
therapeutische Behandlung nach VX-Vergiftung die Fa-
higkeit haben, eine schwerwiegende systemische Vergif-
tungssymptomatik und Sterblichkeit zu verhindern. Die
Applikationsmenge der katalytischen Bioscavenger mit
umgerechnet 1 mg kg™ bei PTE-3 und 2 mg kg™ bei
PTE-2.2, welche entsprechend ihrem Molekulargewicht
angepasst wurden, um eine vergleichbare Stéchiometrie
zu erreichen, erlaubten hierbei weit niedrigere Dosierun-
gen im Vergleich zu stochiometrischen Bioscavengern.
In einer Studie nach perkutaner VX-Vergiftung bei Meer-

schweinchen mussten beispielsweise 72 mg kg' huma-



V. Ubergreifende Diskussion 170

nes BChE fur eine erfolgreiche Behandlung eingesetzt
(Mumford et al. 2011).

Die PASylierung bei PTE-2 und PTE-3 zeigte eine Ver-
langerung der PTE-Plasma-Halbwertszeiten im Gegen-
satz zur nicht PASylierten PTE-1 Variante, da die Modifi-
kationen durch zusatzliche PAS-Polypeptide zu einer
verzdgerten Ausscheidung oder biologischen Abbau der
PTE gefuhrt haben. Sie ist essenziell, um sowohl einen
prophylaktischen Schutz in Organophosphat-
Vergiftungsszenarien zu ermdglichen als auch bei Ver-
giftungen durch persistente phosphororganische Verbin-
dungen als Therapeutikum Einsatz zu finden (Goldsmith
et al. 2017; Reiter et al. 2011; Reiter et al. 2015; van der
Schans et al. 2003). Die modifizierten PTE stellen somit
vielversprechende Kandidaten als katalytische

Bioscavenger dar.

Weitere In-vivo-Forschung ist notwendig, um das ver-
fugbare Therapiefenster zu klaren, in welchem die jewei-
lige PTE nach Exposition mit Organophosphaten verab-
reicht werden muss, um schwere Vergiftungssymptome
zu verhindern. Eventuell sind auch mehrere Dosen der
PTE notwendig, sodass es auch der Ermittlung von

Menge und Anzahl dieser bedarf. Hierbei missen immu-
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nogene Reaktionen auf eine mehrmalige Gabe ausge-
schlossen werden, da die Entwicklung und Produktion
der PTE von bakteriellem Ursprung ist (Escher et al.
2020; Job et al. 2020). Auch ist die Wirksamkeit der PTE
bei anderen Organophosphaten In-vivo zu untersuchen
und eine Behandlung erganzend mit Oximen und Atropin
zu testen. Da der experimentelle Aufbau dieser hier
durchgefiihrten Proof-of-Concept-Studie darauf ausge-
legt war, die Wirkung der PTE als alleiniges Therapeuti-
kum gegenuber des Organophosphat VX zu testen, soll-
ten als HauptzielgroRe schwerwiegende Symptome ei-
ner phosphororganischen Vergiftung erfasst werden, um
festzustellen, inwieweit die jeweilige PTE diese reduziert
oder nicht. Bei weiterfihrenden Studien, die lber eine
Proof-of-Concept-Studie hinausgehen ware ein Versuch
an wachen Tieren anzuraten unter zusatzlichem Einsatz
von Analgetika und Antiepileptika, um zentrale Sympto-
me beizubehalten, aber generalisierte Krampfe sowie
unndtige Schmerzen, Leiden und Schaden zu verhin-

dern.



V. Ubergreifende Diskussion 172

V.3 Limitationen und Ausblick

V.3.1 Limitationen

Die genetisch modifizierten PTE-Mutanten PTE-2 und
PTE-3 stellen aussichtsreiche Kandidaten fur die weitere
Entwicklung von effektiven katalytischen Bioscavengern
zur Behandlung von phosphororganischen Vergiftungen
dar. Jedoch bedarf es bei der Interpretation der in der
vorliegenden Studie gewonnenen Ergebnisse der Be-

achtung unterschiedlicher Limitationen.

V.3.1.1 Phosphotriesterase

Eine erfolgreiche PTE-Behandlung, sofern die PTE nicht
bereits als Prophylaktikum verabreicht wurde, setzt eine
rasche Diagnostik voraus, um die Therapie rechtzeitig

vor Inhibition der AChE beginnen zu kénnen.

Des Weiteren ist zu beachten, dass PTE aufgrund ihrer
GroRe (PTE-1: 38 Kilodalton (kDa), PTE-2: 99 kDa,
PTE-3: 54 kDa) die Blut-Hirn-Schranke ab ca. 400-500 g
mol” nicht Uberwinden (Fischer et al. 1998; Kaliszan
1996). Daher konnen sie ihre Wirkung im Gehirn nicht
entfalten und ihr Effektkompartiment beschrankt sich auf
den Blutkreislauf. VX hingegen schafft es durch seine

Grofe und lipophile Eigenschaft die Blut-Hirn-Schranke
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zu passieren und die AChE im Gehirn zu hemmen. Folg-
lich ist das Kompartiment, indem die PTE wirken kann,

beschrankt, wie es auch bei Oximen der Fall ist.

Fir die Applikation von Antidoten bei Organophosphat-
vergiftungen im militdrischen Bereich werden Autoinjek-
toren verwendet. So muss fir eine Anwendung dieser
PTE Uberpruft werden, ob je nach Therapiezeitfenster
eine ausreichend rasche Resorption Uber die i. m. Injek-
tion erfolgt. In einer Studie bei VX-vergifteten Meer-
schweinchen konnten durch die i. m. Applikation im Ver-
gleich zur i. v und i. o. Applikation der PTE Variante
C23AL jedoch kein nachweisbares Plasmalevel erreicht
werden (Wille et al. 2016). Die i. v. oder i. 0. Verabrei-
chung erfordert dementsprechend eine gewisse medizi-

nische Expertise und geeignetes Equipment.

Zudem ist eine hohe Stabilitdt der Enzyme notwendig,
um eine ausreichende katalytische Aktivitat zu garantie-
ren. Dies ist insbesondere hinsichtlich der Praktikabilitat
zur Lagerung bei Raumtemperatur von Bedeutung. Eine
Lyophilisierung (Gefriertrocknung) der PTE kdnnte eine
Méglichkeit der Lagerung darstellen und muisste weiter

untersucht werden.
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V.3.1.2 Organophosphatvergiftung durch s. c. VX-
Applikation
Die vorliegende Studie wurde in anasthesierten Ratten
nach s. c. Vergiftung durch VX durchgefuhrt. Realisti-
schere Eintrittspforten von Organophosphaten sind die
orale, transmukdse, inhalative oder auch perkutane Auf-
nahme (Masson 2016). Bei der Betrachtung aktueller
Szenare phosphororganischer Vergiftungen mit Nerven-
kampfstoffen in Salisbury, Omsk oder Kuala Lumpur
zeigen sich insbesondere perkutane Resorptionen
(Berlinger 2017; Chai et al. 2017; Chai et al. 2018;
Simon et al. 2013; Steindl et al. 2021; Vale et al. 2018).
Da es jedoch in dieser Studie wichtig war, die exakte
Vergiftungsmenge zu kennen, um die Wirkung der PTE
miteinander vergleichen zu kénnen, war die Durchfuh-
rung einer s. c. Intoxikation notwendig. In weiterfihren-
den In-vivo-Studien sollte die Wirksamkeit optimierter
PTE gegenuber unterschiedlichen Aufnahmewegen so-
wie einem breiteren Spektrum von Organophosphaten

getestet werden.

V.3.1.3 Einfluss der Versuchstiere
Wie in jedem Tierversuchsmodell, gibt es viele verschie-

dene Faktoren, die die Versuchsergebnisse statistisch
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beeinflussen kdénnen. Hierzu zahlen beispielsweise die
Wahl der Tierspezies, des Tierstammes, Alters, Ge-
wichts und Geschlechtes (Bouwknecht und Paylor 2002;
Clayton und Collins 2014; Shapira et al. 2002; Simon et
al. 2013; Vital et al. 2015).

In der vorliegenden Studie wurden mannliche Wistar-
Ratten (Stammcode: 619) verwendet mit einem Gewicht
zwischen 250-370 g, was einem Alter von ungefahr 7-9
Wochen (49-63 Tage) entspricht. Es handelt sich um
einen Auszuchtstamm. Bei einem Auszuchtstamm wer-
den Tiere mit dem geringstmoglichen Verwandtschafts-
grad miteinander verpaart. Dadurch erhalt man eine de-
finierte moglichst hohe genetische Heterogenitat. Jedoch
ist anzumerken, dass sie nicht die Variabilitat des
menschlichen Genoms reprasentieren (Kluge und
Wedekind 2016).

Die Einflisse durch Alter, Geschlecht und Gewicht der
Tiere auf die Versuchsergebnisse bei Vergiftungen durch
Nervenkampfstoffe stellen sich wie folgt dar. Eine Studie
zeigte, dass bei erwachsenen Ratten keine geschlechts-
spezifischen Unterschiede hinsichtlich der Letalitat bei

Ganzkdrper-Exposition gegenliber VX gefunden wurden
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(Benton et al. 2006). Dasselbe Ergebnis zeigte sich auch
bei s. c. VX-Intoxikation, wobei das Gewicht und Alter
die LDso beeinflussten (Callaway et al. 1958). Demge-
genuber steht ein Versuch mit perkutaner VX-Vergiftung,
bei welchem weibliche Tiere wahrend der Pubertat (42
Tage alt) und als junge Erwachsene (70 Tage alt), im
Gegensatz zu mannlichen Tieren, weniger anfallig fur
letale Effekte waren. Als mdgliche Erklarung wurden
hormonelle Veranderungen genannt (Wright et al.
2016a). Bei einem Versuch mit Soman vergifteten Rat-
ten wurde festgestellt, dass der Schweregrad des Status
epilepticus in weiblichen Tieren im Vergleich zu mannli-
chen Tieren signifikant héher war, wohingegen der Ost-
ruszyklus keinen Einfluss hatte (Gage et al. 2021). Weib-
liche Ratten unter Sarin-Exposition reagierten auch sen-
sitiver auf die Vergiftung im Vergleich zu mannlichen
Ratten (Mioduszewski et al. 2002). Eine weitere ge-
mischtgeschlechtliche Studie zeigte, dass perinatale
Ratten mit einem Alter von 7, 14 und 21 Tagen, sowie
junge Erwachsene Tiere (70 Tage alt) im Vergleich zu
pubertaren Tieren (28 und 42 Tage alt) anfalliger fir leta-
le Effekte unter Exposition mit Tabun, Sarin, Soman and

Cyclosarin waren. Bei VX-vergifteten Ratten wurden
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hingegen keine altersabhangigen Unterschiede festge-
stellt (Wright et al. 2016Db).

Um einen alters-, geschlechts-, und gewichtsspezifi-
schen Einfluss auf die Erfassung der Vergiftungssymp-
tome und die Letalitat bei zukinftigen Versuchen, insbe-
sondere im Hinblick auf die Testung weiterer Therapeu-
tika bei verschiedenen Organophosphatvergiftung, zu
minimieren und einen hohen Grad an Varianz der Tiere
mit dementsprechender Verbesserung der Ubertragbar-
keit auf den Menschen zu erzielen, ist eine gemischtge-
schlechtliche Kohorte von Wistar-Ratten unterschiedli-

chen Alters zu wahlen.

V.3.1.4 Einfluss von Medetomidin, Midazolam und
Fentanyl
Im Versuchsabschnitt der therapeutischen Wirksamkeit
wurde fur jedes einzelne Tier das Auftreten schwerwie-
gender Vergiftungssymptome, wie Krampfe (lokal, gene-
ralisiert) und Atemnot (erschwerte Atmung, Atemdepres-
sion) anhand von Beobachtung (ja/nein) beurteilt. Es
stellt sich die Frage, inwiefern die MMF-Narkose die er-
fassten klinischen Symptome bzw. die Auspragung der
mit einer cholinergen Krise assoziierten Symptome hier-

bei beeinflusst haben kann. Die bei einer MMF-Narkose
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empfohlene Sauerstoffsubstitution und Atemuberwa-
chung konnten hinsichtlich des Versuchsaufbaus nicht
umgesetzt werden, da der Einfluss auf den Respirations-
trakt zur Erfassung der Vergiftungssymptomatik Atemnot
so gering wie mdglich gehalten werden sollte. Eine Intu-
bation oder andere Sicherung der Atemwege waren folg-
lich nicht durchfihrbar.

Midazolam fihrt zu einer geringen Atemdepression, in-
dem es das zentralnervose Atemzentrum dampft. Mede-
tomidin hat eine atemdepressive Wirkung, die sich bei
Gabe von Opioiden, wie Fentanyl, die ebenfalls eine
atemdepressive Wirkung haben, verstarkt. Die Wirkung
wird aber nicht als einheitlich beschrieben, sodass so-
wohl eine Hyperventilation als auch ein kompletter
Atemstillstand mdglich ist. Weiterhin kann Blutentzug,
wie Blutprobenentnahmen, zu einer geringen Anderung
der Atmung hinsichtlich Hyperventilation flihren, wenn
ein Sauerstoffmangel und Kohlendioxidiberschuss ent-
stehen (Erhardt et al. 2012). Dies kdnnte zu einer Ver-
zerrung der Interpretation der erhobenen Vergiftungs-
symptome fluhren, indem der Parameter Atemnot nicht
auf die Intoxikation, sondern auf die Wirkung der Injekti-

onsanasthetika zuriickzufihren ist. Jedoch wurden in der
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Vehikel-Kontrollgruppe keine respiratorischen Symptome
einer schwerwiegenden cholinergen Krise festgestellt,
wie es bei der VX-Kontroligruppe und den PTE-
behandelten Gruppen der Fall war. Dementsprechend
wird der Einfluss der Medikamente auf die Atmung als
gering eingestuft. Zudem decken sich die Ergebnisse der
Erfassung der Symptome einer schwerwiegenden choli-
nergen Krise mit den Ergebnissen der AChE-Aktivitat der
Organe, sowie der VX-Hydrolyse.

Organophosphate sind Hemmer der AChE und wirken
stark prokonvulsiv (Jett 2012). Sie flhren zu zentral
vermittelten Anfallen und Krampfen (Jett 2012). Halten
diese 30 min oder langer an, werden sie als Status epi-
lepticus bezeichnet (Sloviter 1999). Benzodiazepine, wie
Diazepam oder Midazolam, werden aufgrund ihrer anti-
konvulsiven und neuroprotektiven Wirkung nicht nur als
Therapeutikum bei Vergiftungen mit Organophosphaten
eingesetzt, sondern auch zur Behandlung von epilepti-
schen Erkrankungen (Fréscher 2008; Thiermann et al.
2016). Es ist somit davon auszugehen, dass Midazolam
als Bestandteil der MMF-Narkose durch seine antikon-
vulsive Wirkung einen Einfluss auf die Anfallsstarke der

Krampfe in diesem Versuchsmodell hatte. Grundsatzlich
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ist auch darauf hinzuweisen, dass eine Opiatintoxikation
zu einer vergleichbaren Symptomatik, wie eine Organo-
phosphatintoxikation fuhrt (Cislo und Fer 2009; Sadock
und Sadock 2012; Thiermann et al. 2016). Dementspre-
chend kann auch ein Einfluss durch Fentanyl im Rah-
men der MMF-Narkose auf die Vergiftungserscheinun-
gen nicht ausgeschlossen werden. Da alle Versuchs-
gruppen aber eine den Vorgaben entsprechende Menge
der MMF-Narkose erhalten haben, ist der Effekt auf alle
Gruppen als gleichwertig anzusehen. Zudem wurde bei
der Vehikel-Kontrollgruppe kein klinisches Bild einer

Opiatintoxikation festgestellt.

Zu beachten ist, dass Midazolam bei Kindern zu einer
paradoxen Reaktion flihren kann. Die typischen Symp-
tome umfassen Halluzinationen, Erregung und Unruhe.
Sie koénnen sogar eine Ruhigstellung erfordern
(Massanari et al. 1997; Weinbroum et al. 2001). In einer
Studie zeigten Ratten am 3. Tag und am 10. Tag nach
Geburt bei Midazolam-Behandlung hinsichtlich Sedie-
rung und Nozizeption paradoxe Effekte (Koch et al.
2008). Dies war jedoch bei Ratten ab dem 40. Lebens-
tag nicht mehr zu beobachten (Koch et al. 2008; Tobin
2008). Da die Ratten in dem hier durchgefuhrten Ver-
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such einem Alter von etwa 56 Tagen entsprachen, kann
eine Fehlinterpretation von Krampfen aufgrund des pa-
radoxen Effekts als sehr unwahrscheinlich angesehen
werden (Koch et al. 2008).

V.3.1.5 Datenerhebung

Da akute Organophosphatintoxikationen zu einer Band-
breite von Symptomen bis hin zu einer cholinergen Krise
und zum Status epilepticus fihren kénnen, ist fur Folge-
versuche eine telemetrische Uberwachung empfehlens-
wert, um die Datenerhebung zu optimieren. Sie ermog-
licht EEG-Ableitungen, also die elektrographischen An-
derungen im Gehirn in Echtzeit, aufzuzeichnen und mit
einer speziellen Software auszuwerten. Zudem koénnen
weitere Parameter erhoben werden: EKG, Aktivitatspro-

fil, Blutdruck und Kérpertemperatur.

Bei telemetrisch Uberwachten Tieren gibt es einen direk-
ten Zusammenhang zwischen Veranderungen im Elekt-
roenzephalogramm (EEG) und Krampfanfallen in Echt-
zeit (Gage et al. 2021). Die Quantifizierung verhaltens-
bedingter Anfalle alleine ermoglicht keine Aussage dar-
Uber, ob die Anfalle vom Gehirn ausgeldst werden oder
durch periphere Wirkungen des Organophosphates

(Gage et al. 2021). Daher ist die Verwendung eines im-
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plantierten kabellosen Telemetriesystems fir Versuche

im Wachmodell anzuraten.

Neben der Messung der AChE-Aktivitdt des Diaphrag-
mas als wichtiges respiratorisches Organ und der Medul-
la oblongata, in der das Atemzentrum lokalisiert ist, soll-
ten weitere Organe und Gewebe nach dem Tod des Tie-

res untersucht werden.

Interessant ist aus neurologisch wissenschaftlicher Sicht
der piriforme, entorhinale und perirhinale Cortex sowie
der Hippocampus, da die initiale cholinerge Hyperaktivie-
rung im piriformen Cortex und medialen septalen Gebiet
ausgeldst durch phosphororganische Vergiftungen in
diesen Arealen zu einer gesteigerten glutamatergen Ak-
tivitat und folglich Krampfanfallen fihrt (Engel 1993;
Gage et al. 2021; Myhrer 2007). Die massive Aktivierung
des glutamatergen Systems kann sich neurotoxisch
auswirken und zu strukturellen Schadigungen fuhren
(Wasterlain und Shirasaka 1994). Der Schweregrad und
die Dauer bestimmen das Risiko fur das Auftreten spon-
tan wiederkehrender Anfalle sowie das Ausmal} der
Hirnschadigung bei Uberlebenden nach einer therapeu-
tischen Behandlung mit Atropin, Oximen und einem An-
tikonvulsivum (Gage et al. 2021; Klitgaard et al. 2002;
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Nairismagi et al. 2004; Puttachary et al. 2015;
Puttachary et al. 2016). Immunhistochemische Untersu-
chungen der Gehirnareale zeigen neuroinflammatorische
und neurodegenerative Geschehen, welche flr den
Struktur- oder Funktionsverlust von Neuronen stehen,
als auch Gliose, die einen reaktiven Prozess einer An-
sammlung von Gliazellen aufgrund ZNS-Verletzungen
und -Krankheiten beschreibt (Araujo Furtado et al. 2010;
Burda und Sofroniew 2014; Gage et al. 2021;
Przedborski et al. 2003; Rojas et al. 2020). Hierfur gibt
es spezielle Test-Kits und Anfarbungsmethoden. Zusatz-
lich kénnten proinflammatorische Zytokine wie Interleu-
kin-18 (IL-1B) oder Tumornekrosefaktor (TNF-a) im

Plasma untersucht werden.

Des Weiteren ware eine Uberprifung der AChE-Aktivitat
weiterer Organe- und Gewebe interessant. Ergebnisse
wirden Ruckschlisse auf das Zeitfenster zwischen der
kompletten Hemmung in der Blutbahn und der Verteilung

in andere Systeme zulassen.

Um die Transparenz und Nachvollziehbarkeit der Tier-
versuche zu verbessern und die Aussagekraft und Quali-

tat der gewonnen Ergebnisse zu erhdhen, sind die Vor-
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gaben gemall der ARRIVE Guidelines grundséatzlich
bestmdglich umzusetzen (Kilkenny et al. 2010). Die Ein-
haltung der Richtlinien bei In-vivo-Experimenten anhand
der frei zuganglichen Checkliste, die detaillierte Informa-
tionen Uber die Anzahl der verwendeten Tiere, das Stu-
diendesign oder den Versuchsablauf vorsieht, ermdglicht
eine angemessene Uberprifung der Qualitat und Zuver-
Iassigkeit der veroffentlichten Forschung, Bewertung der
Methodik sowie Reproduktion der Methoden und Ergeb-
nisse (Du Percie Sert et al. 2020a; Du Percie Sert et al.
2020Db).

V.3.2 Ausblick

Die OPCW hat bisher mehr als 4200 komplette Indust-
rieinspektionen durchgeflhrt, die Vernichtung von 99 %
der gemeldeten Lagerbestande an Chemiewaffen Uber-
wacht und wurde 2013 mit dem Friedensnobelpreis ge-
ehrt. Nach wie vor verfolgt sie das Ziel einer Welt frei
von Bedrohungen durch Chemiewaffen. Aufgrund des
fortwahrenden Fortschritts in der Technik und Wissen-
schaft begegnet die OPCW aktuell zahlreichen Heraus-
forderungen. Hierzu zahlen die leichte Zugéanglichkeit
von Ausgangsmaterialien im Rahmen der Chemie-

Produktionsanlagen sowie frei offentlich verfligbare Lite-
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ratur Uber Synthesebeschreibungen zur Herstellung von
Nervenkampfstoffen (Elsinghorst et al. 2013; Gupta
2020; Ledgard 2006; Nguyen 2022). Gegenwartig wird
eine in Deutschland ansassige Firma verdachtigt, soge-
nannte Dual-Use-Substanzen, die nicht nur fur den zivi-
len Gebrauch, sondern auch fir die Herstellung chemi-
scher Kampfstoffe geeignet sind, unerlaubt nach Russ-
land exportiert zu haben (Schmitt 2022). Dies verdeut-
licht, dass Organophosphate im Bereich der Nerven-
kampfstoffe nach wie vor eine grolte Bedrohung darstel-
len. Doch auch phosphororganische Pestizide bedeuten
eine fortwahrende Gefahr fir Menschen und Tiere, wie
zahlreiche Berichte belegen (Eddleston 2019; Gupta
2005; Mew et al. 2017).

Umso wichtiger erweist sich die Entwicklung und Etablie-
rung effektiver Behandlungsmethoden. Hierbei spielen
insbesondere katalytische Bioscavenger eine zukunfts-

trachtige Rolle als Therapeutikum (Masson 2016).

Die durchgefuhrte In-vivo-Studie Uber neu modifizierte
scavengerbasierte katalytische Bioscavenger fur die
Behandlung von Organophosphatvergiftungen liefert
hierzu wichtige Erkenntnisse, weil die Therapie mit den

jeweiligen Wirkstoffkandidaten hinsichtlich des Auftre-
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tens einer schwerwiegenden systemischen Vergiftungs-
symptomatik, der Reduktion klinischer Vergiftungssymp-
tome und der Sterblichkeit untersucht wurden. Sowohl
die Hemmung der AChE-Aktivitdt der Erythrozyten im
Blut sowie verschiedener Gewebe als auch die Halb-
wertszeit der PTE im Plasma wurden ebenfalls einge-
hend Uberprift. Zudem wurden die Verlangerung der
Uberlebenszeit, die VX-Hydrolyse-Halbwertszeit und die

Senkung der VX-Konzentration im Vollblut betrachtet.

Mit diesen Ergebnissen sollen die Stabilitat, katalytische
Aktivitdt und die Erweiterung des Wirkungsspektrums
durch die effektive Methode der PASylierung der PTE
weiter optimiert werden, um in mittelbarer Zukunft eine
Anwendung bei Organophosphatvergiftungen in der
Humanmedizin realistisch werden zu lassen. Sofern sich
hieraus ein gut etablierter, breitverfligbarer und kosten-
gunstiger Behandlungsansatz entwickeln lasst, kdnnte

dies auch relevant fir die Tiermedizin werden.
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ZUSAMMENFASSUNG
Vergiftungen mit phosphororganischen Verbindungen
stellen nach wie vor eine ernst zu nehmende gesund-
heitliche Bedrohung dar. Insbesondere, wenn es sich um
V-Stoffe, wie VX handelt, die durch eine hohe Toxizitat
und Stabilitat gekennzeichnet sind. Der Hauptpathome-
chanismus beruht auf der Hemmung der AChE. Da die
Standardtherapie bei Vergiftungen mit phosphororgani-
schen Verbindungen mittels Benzodiazepinen als An-
tikonvulsiva, dem kompetitiven Muskarinrezeptorantago-
nisten Atropin und Oximen als Reaktivator Organophos-
phat gehemmter AChE, gewisse Einschrankungen mit
sich bringt, prasentiert die scavengerbasierte Therapie
eine Verbesserung der Behandlungsstrategie. Die Stra-
tegie beruht auf der Detoxifikation des jeweiligen Orga-
nophosphates in der Blutbahn, bevor es in das Zielge-
webe gelangt und die AChE inhibiert. Dies setzt jedoch
eine frihzeitige Diagnostik voraus, um die Bioscavenger

vor Hemmung der AChE verabreichen zu kdnnen.

Die getesteten katalytischen Bioscavenger stammen von
dem Bakterium Brevundimonas diminuta und haben ge-
genuber stochiometrischen Scavengern den Vorteil,

dass sie sich nicht verbrauchen (vgl. Abbildung 8).
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Die beiden neuartigen, genetisch modifizierten PTE-
Mutanten PTE-2 (PTE-C23(R152E)-PAS(100)-10-2-
C3(1106A/C59V/C227V/IET1K)- PAS(200)) (Escher et al.
2020; Kohler et al. 2021) und PTE-3 (10-2-
C3(C59V/C227V)-PAS(200)) (Job et al. 2020; Kohler et
al. 2021) wurden in einem In-vivo-Rattenmodell gegen-
Uber der Wildtyp-PTE PTE-1 getestet. Beide PTE weisen
eine PASylierung auf, also eine Aminosaurekette beste-
hend aus Prolin, Alanin und Serin (PAS), wodurch sich
die Halbwertszeit im Blut verlangert (siehe V.1.1). Der
Mechanismus beruht darauf, dass sich der Aminosaure-
faden zu einem knauelartigen Gebilde formt, welcher
durch die hydrophilen Eigenschaften der Aminosauren
Wasser anlagert und folglich so volumindés wird, dass
eine Ausscheidung Uber die Glomerula der Niere nicht
moglich ist. Aufgrund dessen kommt es zu einer lange-
ren Verweildauer im Blutkreislauf, bis der biologische
Abbau eintritt. Bei PTE-2 handelt es sich um ein einketti-
ges, heterodimeres und bispezifisches Enzym mit einem
PAS(100)-Linker, das zwei PTE-Mutanten miteinander
verbindet ohne deren katalytische Aktivitdt negativ zu
beeinflussen, als auch einem PAS(200)-Anhangsel. Zu-
dem zeigt es eine angemessenen bis hohe katalytische

Aktivitat gegenuber einem breiten Spektrum an G- und
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V-Stoffen. PTE-3 ist ein oxidativ stabilisiertes homodime-
res Enzym mit einem PAS(200)-Anhangsel, um die
Plasma-Clearance zu verringern. PTE-2 und PTE-3 ver-
fugen gegenlber VX Uber eine Verbesserung der kataly-
tischen Aktivitat In-vitro (PTE-2: kea/Km = 20,7 x 106 M’
min~'; PTE-3: kea/Km = 38 x 10° M™" min~") sowie eine
starkere Hydrolyse des toxischeren (-)-VX-Enantiomers

gegenuber des geringer toxischen (+)-VX-Enantiomers.

Um die Effektivitat dieser beiden PTE-Mutanten (Phos-
photriesterase) als potenzielles Therapeutikum bei Ver-
giftungen durch VX zu Uberprifen, wurde ein In-vivo-
Versuch in Ratten durchgefuhrt. PTE-2 mit PTE-2.1 (1,3
mg kg’ i. v.), PTE-2.2 (2,6 mg kg™ i. v.) und PTE-3 (1,4
mg kg i. v.) wurden gegeniiber der rekombinanten Wild-
typ-PTE (PTE-1) mit 1,0 mg kg™ i. v. 5 min nach s. c.
VX-Intoxikation (~ 2 x LDsp) getestet. Die Anwendung
von PTE-2.2 und PTE-3 sicherte das Uberleben der Tie-
re und konnte akute schwerwiegende Vergiftungssymp-
tome einer cholinergen Krise verhindern. Die Hemmung
der Erythrozyten-AChE konnte jedoch nicht verhindert
werden, wohingegen die AChE-Aktivitat des Diaphrag-
mas und der Medulla oblongata teilweise erhalten wer-

den konnte. VX wurde mit einer Hydrolyse-Halbwertszeit
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(VX ti2) von 3,1 s durch PTE-2.2 und 2,4 s durch PTE-3
schnell abgebaut. Die theoretischen Berechnungen der
Plasma-Halbwertszeiten (PTE t1,2) betragen 165 min fur
PTE-2 und 94 min fur PTE-3. Zudem zeigten sich nach
PTE-2- und PTE-3-Applikation nahezu kein Anstieg des
(-)-VX-Levels und eine Reduktion des (+)-VX-Levels im
Gegensatz zur VX-Kontroligruppe ohne Behandlung
sowie der PTE-1-(Wildtyp-PTE)-behandelten Gruppe.
Dies stimmt mit vorangegangenen In-vitro-Ergebnissen
Uberein, indem vorrangig (-)-VX, jedoch auch (+)-VX

abgebaut wird.

Ratten, die mit PTE-2.1 behandelt wurden, Uberlebten
alle, jedoch mit schweren phosphororganischen Vergif-
tungserscheinungen (Krampfe, Atemnot). Alle Tiere der
PTE-1-behandelten Gruppe, wiesen schwere Symptome
einer cholinergen Krise auf und verstarben wahrend der
180-minutigen Versuchsdauer. Die ermittelte Plasma-
Halbwertszeit (PTE t2) lag bei 39 min und die VX-
Hydrolyse-Halbwertszeit (VX t2) zeigte mit 60,5 min
keine ausreichende Detoxifikation in dem postulierten

Zeitfenster von < 5 s.
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Zusammenfassend konnte erstmals mittels einer Be-
handlung von PTE-2 und PTE-3 im niedrigen Dosisbe-
reich In-vivo eine effiziente Detoxifikation In-vivo bei Rat-
ten nachgewiesen werden. Die Anwendung konnte die
Sterblichkeit und systemische Toxizitat verhindern. Die
PASylierung verlangert die Plasma-Halbwertszeit dieser
Enzyme, was insbesondere bei stabilen Organophos-
phaten, wie dem Nervenkampfstoff VX, von grol3er Be-

deutung ist.

Dies verdeutlicht das Potential der modifizierten Phos-
photriesterasen PTE-2 und PTE-3, um hochwirksame

katalytische Bioscavenger gegen VX zu entwickeln.
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SUMMARY

Poisoning with organophosphorus compounds continues
to pose a serious health threat. Especially when it comes
to V-substances, such as VX, which are characterized by
high toxicity and stability. The main pathomechanism is
based on inhibition of AChE. The standard therapy for
poisoning with organophosphorus compounds consists
of benzodiazepines as anticonvulsants, the competitive
muscarinic receptor antagonist atropine, and oximes as
a reactivator of organophosphate inhibited AChE. Since
it has certain limitations, the scavenger-based therapy
presents an improvement in the treatment strategy. The
strategy is based on detoxification of the respective or-
ganophosphate in the bloodstream before it enters the
target tissue and inhibits AChE. However, this requires
early diagnosis in order to administer the bioscavenger
before inhibition of AChE.

The catalytic bioscavengers tested are derived from the
bacterium Brevundimonas diminuta and have the ad-
vantage over stoichiometric scavengers that they do not

consume themselves (see figure 8).
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The two novel genetically modified PTE (phos-
photriesterase) mutants PTE-2 (PTE-C23(R152E)-
PAS(100)-10-2-C3(1106A/C59V/C227V/ET1K)-

PAS(200)) (Escher et al. 2020; Kohler et al. 2021) and
PTE-3 (10-2-C3(C59V/C227V)-PAS(200)) (Job et al.
2020; Kohler et al. 2021) were tested in an in vivo rat
model in comparison with wild-type PTE-1. Both PTEs
are modified through PASylation, an amino acid chain
consisting of proline, alanine, and serine (PAS), which
extended the half-life in blood (see V.1.1). The mecha-
nism is based on the fact that the amino acid thread
forms a ball-like structure which, due to the hydrophilic
properties of the amino acids, accumulates water. Con-
sequently, it becomes too voluminous for excretion via
glomeruli of the kidney to be possible. This results in a
longer retention time in the bloodstream until biodegra-
dation occurs. PTE-2 is a single-chain, heterodimeric
and bispecific enzyme linked with a PAS(100) spacer,
which connects two molecules of PTE mutants as well
as a PAS(200) tag without negatively affecting their cata-
lytic activity. In addition, it shows adequate to high cata-
Iytic activity towards a wide range of G- and V-
substances. PTE-3 is an oxidatively stabilized homodi-

meric enzyme with a PAS(200) tag to reduce plasma
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clearance. Compared to VX, PTE-2 and PTE-3 have an
improvement in catalytic activity In-vitro (PTE-2: kca/ Km =
20.7 x 10° M" min"; PTE-3: kea/Kw = 38 x 10° M"" min™")
as well as a stronger hydrolysis of the more toxic (-)-VX

enantiomer versus the less toxic (+)-VX enantiomer.

To test the efficacy of these two PTE mutants as poten-
tial therapeutic agents for poisoning by VX, an in vivo
experiment was conducted in rats. Two PTE-2 dosages
(PTE-2.1: 1.3 mg kg™ i. v., PTE-2.2: 2.6 mg kg’ i. v.),
and one dosage of PTE-3 (1.4 mg kg™ i. v.) were com-
pared with the recombinant wild-type PTE (PTE-1) con-
taining 1.0 mg kg™ i. v.. The PTEs were applied 5 min
after s. c. VX intoxication (~ 2 x LDsg). The use of PTE-
2.2 and PTE-3 ensured animal survival and was able to
prevent acute severe poisoning symptoms of cholinergic
crisis. However, inhibition of erythrocyte AChE could not
be prevented, whereas AChE activity of the diaphragm
and medulla oblongata was partially preserved. VX was
rapidly degraded with a hydrolysis half-life of VX (VX ti2)
of 3.1 s by PTE-2.2 and 2.4 s by PTE-3. The theoretical
calculations of plasma half-lives (PTE ti2) are 165 min
for PTE-2 and 94 min for PTE-3. In addition, after PTE-2

and PTE-3 application, there was almost no increase in
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the (-)-VX level and a reduction in the (+)-VX level in
contrast to the VX control group without treatment and
the PTE-1 (wild-type PTE) treated group. This is con-
sistent with previous in vitro results wherein primarily
degrading of (-)-VX but to a lesser extent also (+)-VX

was found.

All rats treated with PTE-2.1 survived, but nonetheless
showed severe symptoms of organophosphorus poison-
ing (convulsions, respiratory distress). Animals in the
PTE-1 (wild-type PTE) group exhibited severe symptoms
of cholinergic crisis and died during the 180-minute ex-
perimental period. The plasma half-life (PTE ti)
amounted to 39 min and the VX hydrolysis half-life (VX
t12) with 60.5 min did not show sufficient detoxification in

the postulated time window from < 5 s.

In summary, an efficient detoxification in vivo in rats
could be demonstrated for the first time by treatment with
PTE-2 and PTE-3 in the low dose range in vivo. The
application was able to prevent mortality and systemic
toxicity. PASylation extended the plasma half-life of
these enzymes, which is particularly important for stable

organophosphates, such as the nerve agent VX.
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This highlights the potential of the modified phos-
photriesterases PTE-2 and PTE-3 to develop highly ef-

fective catalytic bioscavengers against VX.
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