Aus dem

Walther-Straub-Institut fir Pharmakologie und Toxikologie

Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen

Untersuchungen zum Pathomechanismus der
Organophosphat-induzierten Nierenschadigung in vitro

Dissertation

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlinchen

vorgelegt von
Christian Thomas Hoffner

aus
Dingolfing

Jahr
2025



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Erstes Gutachten:
Zweites Gutachten:

Drittes Gutachten:

Dekan:

Tag der mundlichen Prifung:

Prof. Dr. Franz Worek
Prof. Dr. Alexander Dietrich
Prof. Dr. Holger Schmid

Prof. Dr. med. Thomas Gudermann

31.07.2025



Affidavit

LUDWIG-

MAXIMILIANS-
UNIVERSITAT
MUNCHEN

Promotionsbiiro B
Medizinische Fakultat

IMIMIRS

Eidesstattliche Versicherung

Hoffner, Christian

Ich erklare hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Titel:

Untersuchungen zum Pathomechanismus der Organophosphat-induzierten

Nierenschadigung in vitro

selbstandig verfasst, mich aul3er der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel bedient
und alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder annahernd Gbernommen
sind, als solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter Bezeichnung der

Fundstelle einzeln nachgewiesen habe.

Ich erklare des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder in

ahnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen Grades

eingereicht wurde.

Minchen, 05.08.2025

Christian Hoffner



Inhaltsverzeichnis

AFFIAAVIE. ..ot e et e e e 3
INNAISVEIZEICANIS ... 4
PUBIKAtIONSIISTE ... 5
ABKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 6
=T ] =Y (8] o SRR 7
1.1 Toxizitat von Organophosphaten ............cooo oo 7
1.2 Precision-cut TiSSUE SHCES.........cooiiiiiiiiii 13

1.3 Bisherige Verwendung von Precision-cut Kidney Slices und Einordnung der

Arbeit in den aktuellen Stand der Forschung.............ooeiiiiiiiicicc e, 15
1.4 Zielsetzung der Arbeit.........oooo i 16
2 = o1 PO 17
2.1 Beitrag zU Paper | ..o e 17
2.2 Optimization of long-term incubation of precision-cut kidney slices..................... 18
G = o =] o | PSP RR 19
3.1 Beitrag zu Paper ] ... . 19
3.2 Effects of organophosphates on precision-cut kidney slices............cccccceevvvenennen. 20
4 ZUSAMMENTASSUNG ... e 21
5 Abstract (ENGIS): ... 24
LiteraturverzeiChnis ............ooooiiiiiiie e 26
D= 1] T=To U o T R PP PSP PPPPPPPPPPPPPPP 37



Publikationsliste

Im Rahmen der kumulativen Dissertation erfolgten zwei Publikationen. Da diese
malfdgeblich aufeinander aufbauen, werden diese im Folgenden nicht chronologisch,
sondern thematisch sortiert. Aus urheberrechtlichen Grinden kénnen die bereits in
Toxicology Mechanisms and Methods veroffentlichen Teile nicht erneut im Rahmen
dieser Dissertation veroffentlicht werden. Gemal’ der Verwendungsbestimmungen von
Taylor & Francis wurden die Veroffentlichungen der Prifungskommission zur

Verfugung gestellt.

Paper I:

Hoeffner, Christian; Worek, Franz; Horn, Gabriele; Amend, Niko (2024). Optimization
of long-term incubation of precision-cut kidney slices. In: Toxicology Mechanisms and
Methods, 35(1), 11-18. https://doi.org/10.1080/15376516.2024.2382797

Paper II:

Hoeffner, Christian; Worek, Franz; Amend, Niko (2024 ). Effects of organophosphates
on precision-cut kidney slices. In: Toxicology Mechanisms and Methods, 34(8), 855—
866. https://doi.org/10.1080/15376516.2024.2356184



Abkurzungsverzeichnis

ACh

AChE

BChE

BCA

DMEM/F-12

LDH

PCKS

PCTS

Acetylcholin

Acetylcholinesterase

Butyrylcholinesterase

Bicinchoninsaure

Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
Lactatdehydrogenase

Precision-cut Kidney Slice

Precision-cut Tissue Slice



1 Einleitung

1.1 Toxizitat von Organophosphaten

Organophosphate gehoren als irreversible Hemmer der AChE zu den Substanzen mit
hochster Toxizitat fur Saugetiere (Marrs 1993). Alle Vertreter der heterogenen Gruppe
der Organophosphate haben die Gemeinsamkeit eines zentralen Phosphor-Atoms.
Chemisch handelt es sich dabei um organische Phosphorsaureester (Alkylphosphate),
wobei durch kovalente Bindung verschiedenster Liganden (Sauerstoff, Schwefel,
Stickstoff, Kohlenstoff-Ketten etc.) eine grof3e Vielfalt von unterschiedlichen Toxinen
entsteht. Chemisch basiert die Hemmung der AChE auf einem nukleophilen Angriff
eines reaktiven Serin-Rests des Enzyms und einer resultierenden kovalenten Bindung
an das zentrale Phosphor-Atom des Organophosphats. Anschlie3end spalten sich, je
nach Substanz, unterschiedliche chemische Gruppen ab und der dabei entstehende
Organophosphat-Enzym-Komplex kann so nicht mehr ausgeschuttetes ACh im
synaptischen Spalt abbauen. Ein Uberangebot des Neurotransmitters fiihrt dann zu
einer Dauer- bzw. Uberstimulation nikotinerger und muskarinerger Rezeptoren
(Chambers und Oppenheimer 2004; Delfino et al. 2009).

Die Geschichte der Organophosphate reicht zuruck bis in das 19. Jahrhundert. Wem
oder wo die erste Synthese gelang, ist dabei unklar. Haufig wird diese dem
franzdsischen Chemiker Philippe de Clermont (1854) zugeschrieben, wobei andere
Quellen seinen Landsmann Jean Pierre Boudet (1801), den abermals franzosischen
Chemiker Jean Louis Lassaigne (1820) oder den Schweden Franz Anton Voegeli
(1848) als Entdecker von Phosphorsaureestern diskutieren (Holmstedt 1959;
Holmstedt 1963; Chambers 1992; Petroianu 2009). Inwiefern dabei chemische
Eigenschaften oder genauer die toxischen Eigenschaften der Stoffgruppe bekannt
waren, ist zumindest anzuzweifeln (Petroianu 2010). Die Entwicklung von
Organophosphaten als Pestizide wird zumeist Gerhard Schrader zugeschrieben, der
nach Alternativen zu den in den 1930er Jahren gebrauchlichen Salzen der Arsensaure
oder Pyrethrinen, einem Isolat bestimmter Pflanzenarten gesucht haben soll. Der
deutsche Chemiker habe dabei tausende, haufig sehr instabile Organophosphate
synthetisiert (Holmstedt 1963; Costa et al. 1987). Erst mit der erstmaligen Synthese
von Parathion (E 605) im Jahr 1944 gelang es ein wirkungsvolles und ausreichend

stabiles Organophosphat herzustellen, welches nach dem zweiten Weltkrieg
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Anwendung in der Agrarwirtschaft fand (Costa 2018). Bei Parathion handelt es sich,
so wie bei vielen als Pestizid genutzten Organophosphaten, um einen Ester der
Thiophosphosaure. Diese zeichnen sich durch eine Thiophosphatbindung (P=S) aus,
welche erst nach metabolischer Aktivierung ihre volle Enzym-inhibitorische Wirkung
entwickelt. Beim dabei Uber mehrere Zwischenstufen entstehenden Oxon Paraoxon
(E 600) handelt es sich dann um einen potenteren Inhibitor der AChE, der Uber eine
Phosphorylbindung (P=0) verfigt (Jokanovi¢ 2001; Delfino et al. 2009). Basierend auf
dieser Entdeckung potenterer Inhibitoren erfolgte in den 1940er Jahren zudem die
Entwicklung verschiedener chemischer Kampfstoffe (Sarin, Soman, Tabun etc.)
(Holmstedt 1963; Delfino et al. 2009). Obwohl erste Hinweise auf eine cholinerge
Wirkung von Organophosphaten bereits in den 1920er und 1930er Jahren
nachgewiesen wurden, konnte eine Hemmung der AChE als Ursache der Toxizitat erst
1949 festgestellt werden (DuBois und Doull 1949; Costa 2018). lhren Hohepunkt
erreichten Organophosphate nach dem Verbot alternativer Organochlorpestiziden in
den 1970er Jahren. Wenngleich die Pravalenz von Organophosphat-Verbindungen
seitdem deutlich zurickgegangen ist, finden sie auch heute aufgrund geringer
Anschaffungskosten global ihre Verwendung in der Landwirtschaft (Costa 2018). Seit
2001 giltin der Europaischen Union die Kommissionsentscheidung zur Aufhebung der

Zulassung Parathion-haltiger Pflanzenschutzmittel.

Trotz dieser Entwicklungen sind Organophosphat-Vergiftungen auch heute noch fur
etwa 100 000 Todesfalle pro Jahr verantwortlich. Weiter werden weltweit etwa 20 %
aller Suizide mit Organophosphat-haltigen Pestiziden veribt (Mew et al. 2017). Auch
in der Kriminalistik spielen sie eine Rolle. So wurde beispielsweise der erste
nachweisbare Mord mit Parathion 1952 von der deutschen Serienmorderin Christa
Lehmann an ihrem Ehemann Karl Franz Lehmann verlbt. Wahrend Vergiftungen mit
dem Pflanzenschutzmittel zuvor auf Fahrlassigkeit zurickzufihren waren, erreichte
Parathion daraufhin als ,Wormser Gift* Bekanntheit. Gerade in den 1950er Jahren kam
es zu mehreren Morden und Selbsttotungen (Klee 1977; Landin 2020).

Der Grofdteil der Organophosphat-Vergiftungen ereignet sich aus Versehen, z.B. im
Rahmen der Produktion, der Verwendung in der Landwirtschaft oder bei Anwohnern
in der Nahe von landwirtschaftlichen Flachen (Georgiadis et al. 2018). Basierend auf
ihrem wirtschaftlich grof3en Anteil des primaren Sektors, kommt es gerade in

Entwicklungslandern, insbesondere in Sudasien und Studamerika, zu einer Vielzahl
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von Intoxikationsfallen. Erschwerend kommt hinzu, dass gerade in diesen Landern
ausreichende Mallnahmen zum Arbeitsschutz und die medizinische Versorgung nicht

flachendeckend gegeben sind (Jeyaratnam 1990; Marrs 1993; Pearson et al. 2017).

Die klinische Prasentation von Intoxikationen mit Organophosphaten lasst sich

generell in drei chronologische Phasen einteilen.

Phase 1, die cholinerge Krise oder das akute cholinerge Syndrom, folgt dosis- und
substanzabhangig unmittelbar auf die Ingestion oder anderweitige Aufnahme.
Pathogenetisch fullt das akute cholinerge Syndrom auf der Akkumulation von ACh im
synaptischen Spalt (Hobbiger 1951; Koelle 1992; Marrs 1993; Chambers und
Oppenheimer 2004). Resultierende Symptome konnen anhand der betroffenen
Rezeptorfamilien in nikotinerg, muskarinisch und zentralnervés unterteilt werden.
Durch Uberaktivierung von nikotineregen ACh-Rezeptoren, welche vorwiegend an der
motorischen Endplatte (n1) im Rahmen der neuromuskuldren Ubertragung
vorkommen, kommt es zu Muskelschwache, Faszikulationen, Muskelkrampfen, aber
auch zu Lahmungserscheinungen. Durch Affektion von neuronalen nikotinergen
Rezeptoren (n2), welche sich vor allem im vegetativen Nervensystem finden lassen
kommt es zudem zu Tachykardie und arterieller Hypertension (Marrs 1993; Lee 2003).
Muskarinische ACh-Rezeptoren unterteilen sich in insgesamt 5 Subtypen, welche in
Unterschiedlichen Geweben des menschlichen Korpers exprimiert werden. Sie sind
fur einen grofen Teil des parasympathischen Anteils des autonomen Nervensystems
verantwortlich. Die Funktion verschiedener Drisen werden durch die Subtypen m1 und
m3 beeinflusst (Jain 2016). Im Falle einer Intoxikation sind daher Rhinorrhoe,
verstarktes Schwitzen, Hyperlacrimation und -salivation mogliche Folgen (Marrs 1993;
Moser 1995). Die Subtypen m2 und m3 eint ihr diffuses Vorkommen in glatter
Muskulatur (Shapiro et al. 1989; Fetscher et al. 2002). Zu den m2- und m3-vermittelten
Symptomen zahlen Miosis, Akkommodationsstorungen, Bronchospasmen,
Lungenddem, abdominale Krampfe mit Erbrechen, Diarrhoe und unbeabsichtigter
Urinabgang, aber auch Bradykardie (Marrs 1993; Weissmann-Brenner et al. 2002).
Nicht zuletzt durch das Vorkommen der Subtypen m1, m4 und m5 in verschiedenen
Bereichen des Gehirns zeigen viele intoxikierte Patienten zentralnervose Symptome
(Jain 2016). Diese reichen von Kopfschmerzen, einem zentralen Tremor oder
Konzentrationsstérungen, Uber Angstzustande oder Unruhe, bis zu symptomatischen

Anfallen, zentraler Atemdepression und quantitativen und qualitativen
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Bewusstseinsstorungen. In schweren Fallen tritt der Tod in der Regel bereits im
Rahmen des akuten cholinergem Syndroms auf. Ursache ist dabei haufig eine
Kombination aus zentraler Atemdepression und peripherer Zwerchfelllahmung (Marrs
1993; Eddleston 2019).

Hinweise auf Phase 2, das intermediare Syndrom, wurden das erste Mal 1973 bei
Patienten und Patientinnen, die das Organophosphat Malathion zumeist in suizidaler
Absicht eingenommen hatten gefunden. Nach initialer Besserung kam es dabei ein bis
zwei Tage nach dem akuten cholinergen Syndrom wiederholt zu Todesfallen (Nalin
1973). Auch wenn die genauen Definitionen des intermediaren Syndroms in
verschiedenen Studien nicht immer deckungsgleich waren, handelt es sich generell
um einen oft inkompletten Symptomkomplex aus proximaler Extremitatenschwache,
Schwache der Atem- und  Atemhilfsmuskulatur und  verschiedenen
Funktionseinschrankungen von motorischen Hirnnervenanteilen. Weiter wurden ein
vermindertes Reflexniveau und eine besondere Haufung von Schwache der
Nackenmuskulatur bei Betroffenen beschrieben (Karalliedde et al. 2006; Yang und
Deng 2007). Die Symptome, welche Kklinisch vor allem durch Atemnot und
resultierender Zyanose auffallen, setzen in der Regel 24 — 96 Stunden nach der
Exposition ein (Senanayake und Karalliedde 1987; Marrs 1993; Karalliedde et al.
2006). Auch wenn es nicht moglich ist das Auftreten eines intermediaren Syndroms
bestimmten Vertretern der Organophosphate zuzuordnen, scheint es dennoch
Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens zu geben. Haufungen fanden sich
hierbei fir Fenthion, Monocrotophos und Dimethoat, wessen Restbestande noch bis
2020 in Deutschland als Schneckenkorn eingesetzt werden durften (Senanayake und
Karalliedde 1987). Eine weitere Besonderheit der zweiten Phase stellt die
Regeneration der betroffenen Muskelgruppen dar. Bei Uberlebenden Patienten
besseren sich demnach in der Regel zunachst die von Hirnnerven innervierten
Muskelgruppen. AnschlieRend kommt es zu einer Besserung der an der Respiration
beteiligten Muskelgruppen, was haufig ein Weaning mit Extubation ermdglicht. Die
proximalen Extremitatenparesen folgen der Atemmuskulatur. Erst spat kommt es zu
einer Funktionsverbesserung der haufig schwer betroffenen Nackenflexoren
(Senanayake und Karalliedde 1987). Epidemiologische Angaben zum intermediaren
Syndrom sind nicht zuletzt aufgrund der uneinheitlichen Definition schwer zu treffen.
Je nach Studie, welche haufig nur Uber Uberschaubare Patientenzahlen verflgen,

schwankt die Inzidenz eines intermediaren Syndroms bei Exponierten, welche ein
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akutes cholinerges Syndrom erlitten haben zwischen knapp 10 % und tber 80 %. Auch
Angaben zur Mortalitat schwanken zwischen 0 % und 50 % deutlich (Senanayake und
Karalliedde 1987; He et al. 1998; Avasthi und Singh 2000; Khan et al. 2001; Lee und
Tai 2001; Dandapani et al. 2003; John et al. 2003; Guven et al. 2004). In
intensivmedizinischer Betreuung und wo notig unter Beatmung halten die Symptome
des intermediaren Syndroms fur bis zu 18 Tage an (Senanayake und Karalliedde
1987; Yang und Deng 2007).

Phase 3 der Intoxikation stellen eine Reihe von Organophosphat-induzierten
Spatfolgen dar. Bereits 1967, also rund 10 Jahre nach der Entdeckung des
Wirkmechanismus von Organophosphaten, wurden degenerative Veranderungen der
neuromuskularen Verbindung, sowie feinstruktureller Bestandteile der Muskelfaser mit
einer zuruckliegenden Exposition mit einem AChE-Inhibitor in Verbindung gebracht
(Preusser 1967). Auch kardiotoxische Effekte von Organophosphaten wurden in der
Vergangenheit diskutiert (Singer et al. 1987). Die wohl am besten untersuchte
Manifestation der dritten Phase findet sich in der Organophosphat-induzierten
verzogerten Neuropathie (Senanayake und Karalliedde 1987; Marrs 1993). Obwonhl
die Anzahl der jahrlichen Veroffentlichungen zum Thema besonders in den 1980er und
1990er Jahren gestiegen ist, finden sich die ersten grolieren Fallzahlen bereits 1930.
Zu Zeiten der amerikanischen Prohibition entwickelten schatzungsweise 50 000 US-
Amerikaner etwa 10 — 14 Tage nach dem Genuss eines ingwerhaltigen Extrakts
beinbetonte Paresen. Bereits vor 1920 war ,Jake“ als Importprodukt aus Mittel- und
Lateinamerika ein beliebtes alkoholhaltiges Getrank im Stden und Mittleren Westen
der USA. Nach Einfuhrung der Prohibition 1920 traten jedoch Richtlinien in Kraft,
welche die Einfuhr von ,Jake® als Getrank verhindern sollten. Um diese Gesetze zu
umgehen, bediente man sich nun einer kleinen List. Die Hersteller erhdhten die
Konzentration von ,Jake”, um so nicht mehr als Getrank, sondern als Oleoresin (6liges
Extrakt, welches durch Losungsmittelextraktion aus Samen, Wurzeln, Blattern oder
Frichten gewonnen wird) zu gelten. Nachdem es von den Prohibitionsbehdrden nun
als ,nicht trinkbar” eingestuft wurde, erfolgte der Import in die USA, wo es wiederum
als Mittel gegen Blahungen, Schmerzen oder Schnupfen, aber auch als Zusatz mit bis
zu 80 % Ethanol-Gehalt in verschiedenen Getranken Verwendung fand. In einem
Versuch die Herstellungskosten von ,Jake“ zu verringern, ersetzten verschiedene
Hersteller Teile des Ethanols durch Lindol, welches damals in Lacken enthalten war

und mit teils hohen Dosen des Organophosphats Trikresylphosphat verunreinigt war
11



(Aring 1942; Morgan und Penovich 1978). Wahrend sich anscheinend einige der
Patienten erholen konnten, litten auch noch Jahre nach der Exposition ein Grol3teil der
Betroffenen am ,Jake Leg“, dem ,Jake Walk“ oder der ,Jamaican Ginger Paralysis®
(Morgan und Penovich 1978). Insgesamt handelt es sich bei der Neuropathie durch
Organophosphate um eine verzogerte sensomotorische, haufig beinbetonte
Polyneuropathie. Diese wird durch einen axonalen Schaden mit sekundarer
Demyelinisierung hervorgerufen und zeigt keinen Zusammenhang mit der
enzymhemmenden Wirkung von Organophosphaten, welche gerade in Phase 1 der
Vergiftung eine Rolle spielt (Marrs 1993; Lotti und Moretto 2005). Auch in spinalen
Motoneuronzellen und im Bereich der motorischen Endplatte kann es zu
Funktionsbeeintrachtigungen kommen (Aring 1942; Senanayake und Karalliedde
1987).

Neben den besprochenen verzdogerten Effekten von Organophosphaten im
menschlichen Korper, wurden bereits eine Reihe anderer Phanomene beschrieben,
welche nicht mit der Hemmung der AChE als Mechanismus der Toxizitat begrindet
werden konnen. Diese reichen von verschiedenen psychiatrischen Beschwerden, Uber
anhaltende Krampfgeschehen, karzinogene Eigenschaften, Retinopathien oder
Veranderungen in verschiedenen Hormonschleifen, bis hin zu Beeintrachtigungen im
Immunsystem (Lerro et al. 2015; Pham et al. 2016; Chuang et al. 2019; Yang et al.
2019; Bernal-Gonzalez et al. 2023).

Auch nephrotoxische Effekte von Organophosphaten wurden bereits in den 1980er
und 1990er Jahren beschrieben (Wedin 1992). Seitdem erschienen diverse
Fallberichte und Studien zum Thema. Dabei zeigte sich unter anderem, dass
Organophosphat-intoxikierte Patienten an einem knapp 6-fach erhéhtem Risiko einer
akuten Nierenschadigung leiden (Lee et al. 2015). Auch wenn eine Organophosphat-
assoziierte Nierenschadigung insgesamt als relativ seltene und unter Behandlung
moglicherweise reversible Komplikation angesehen wird, birgt sie dennoch eine
erhohte Morbiditat und Mortalitat fir Betroffene und wirkt sich auch auf das spatere
Outcome aus (Abend et al. 1994; Cavari et al. 2013). Dartber hinaus existieren auch
Assoziationen zwischen Organophosphat-Exposition und chronischen
Nierenschaden. So zeigte sich beispielsweise, dass zwischen 1999 und 2000
mindestens 74 % aller US-amerikanischer Kinder zwischen 6 und 11 Jahren

nachweisbar erhohte Level von Organophosphaten oder deren Metaboliten im Urin
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aufwiesen (Barr et al. 2004). Diese, meist durch die Nahrung aufgenommenen
Ruckstande, konnten weiter mit subklinischen Verschlechterungen bei Kindern mit
bestehender chronischer Nierenschadigung in Verbindung gebracht werden und
werden von anderen Autoren sogar als Risikofaktoren fur die Entwicklung einer
chronischen Nierenfunktionsstorung gehandelt (Pearce und Caplin 2019; Jacobson et
al. 2021). Trotz einiger Versuche ist der Pathomechanismus der Nierenschadigung bis
heute weitegehend ungeklart. Zu den moglichen Erklarungsansatzen zahlen oxidativer
Stress durch reaktive Sauerstoffspezies, direkte Zytotoxizitat, durch regionale
Hypovolamie und Myoglobinurie vermittelter parenchymaler Schaden, Bindung an
Serum Albumin mit Interaktion des entstehenden Komplexes mit dem Nierengewebe,
Interaktionen mit der Glykokalix des Nierenendothels oder verschiedene
immunologische Mechanismen (Cavari et al. 2013; Zafar et al. 2017; Georgiadis et al.
2018; Kaya et al. 2018; Sobolev et al. 2022). Bedauerlicherweise haben viele
verschiedene Ansatze gemeins, dass sie oft mehr neue Fragen aufwerfen, als
Antworten gefunden werden kénnen (Sobolev et al. 2022). Durch ihre physiologische
Funktion und durch die kontinuierliche Versorgung mit 15 — 20 % des
Herzzeitvolumens sind die Nieren generell anfallig fur verschiedene Exo- und
Endotoxine (Wedin 1992). Es liegt daher auch im Bereich des Mdglichen, dass andere
Inhaltsstoffe von handelsublichen Pestiziden oder die in der Behandlung eingesetzten
Antidote wie Atropin oder Oxime eine Rolle bei der nephrotoxischen Wirkung spielen.
In der Regel werden Oxime intravends oder intramuskular appliziert. Dabei werden
etwa 80 % der Dosis unmetabolisiert nach einer Halbwertszeit von wenigen Stunden
wieder Uber den Urin ausgeschieden (Sidell et al. 1972; Bentur et al. 1993; Clement et
al. 1995; Worek et al. 2020; Handl et al. 2021). Belastbare Untersuchungen zur in vivo
Nephrotoxizitat von Oximen gibt es derzeit noch keine.

1.2 Precision-cut Tissue Slices

Bei PCTS handelt es sich um ein Organmodel, bei dem entnommene Organe oder
Biopsien mittels eines Slice-Verfahrens in dinne Scheiben geschnitten werden, um
anschlieBend Uber unterschiedliche Zeitraume inkubiert zu werden. Sie finden
regelhaft Anwendung in verschiedenen Feldern der medizinischen und insbesondere
der pharmakologischen und toxikologischen Forschung (Othman et al. 2020; Dimou et
al. 2022; Tigges et al. 2022). Grunde dafur sind zunachst, dass sie im Sinne des 3 R-
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Prinzips bei der Reduktion von bendtigten Versuchstieren helfen, aber auch die
heterogene Zellzusammensetzung mit allen Zell-Zell Interaktionen und
gewebsarchitektonischen Eigenschaften behalten und im Gegensatz zu Kulturen nicht
aus Praktikabilitatsgrinden auf eine Uberschaubare Anzahl an Zelllinien beschrankt
sind (Russel und Burch 1959; Parrish et al. 1995; Liberati et al. 2010).

Die Geschichte der PCTS begann in Berlin. Der spatere Nobelpreistrager Otto Heinrich
Warburg untersuchte 1924 den Stoffwechsel von Tumorgewebe der Ratte. Im Versuch
den Tumor zu entfernen, jedoch weiter metabolisch intakt zu halten, entschloss er sich
Scheiben mit einer Flache von etwa 0,5 cm? und einer Dicke von etwa 0,3 mm mit
einer Rasierklinge vom Tumor abzuschneiden. Die spief3te er in kleinen, mit
Ringerldésung geflllten Behaltern auf und inkubierte sie bei 37,5 °C unter standiger
Bewegung in einem Wasserbad (Warburg und Minami 1923). Erst 10 Jahre spater griff
der abermals deutsche Hans Adolfs Krebs das Konzept des ,,Gewebsschnittverfahren
von O. Warburg“ im Rahmen seiner Habilitationsschrift auf, in der er sich mit dem
Stoffwechsel von Aminosauren in verschiedenen Geweben der Ratte beschaftigte.
Methodisch anderte sich hierbei kaum etwas (Krebs 1933). Und auch in den
Folgejahren fanden PCTS aufgrund von schlechter Viabilitat, der aufwendigen
Herstellung und eingeschrankter Reproduzierbarkeit nur wenig Anklang. Ab den
1960er Jahren fanden PCTS aus den Gehirnen von Meerschweinchen oder Ratten
jedoch Anwendung im Bereich der Neurophysiologie. Dabei konnten verschiedene
Autoren die Schnitte erstmals Uber mehrere Stunden fur ihre Versuche verwenden
(Yamamoto und Mcllwain 1966; Richards und Sercombe 1968; Pickles und Simmonds
1976). |hren wissenschaftlichen Durchbruch feierten PCTS jedoch erst mit der
EinfUhrung des Schlittenmikrotoms (Krumdieck Tissue Slicer). Durch dieses Gerat,
welches in seiner grundliegenden Funktionsweise nun seit 1980 im Einsatz ist, war es
moglich reproduzierbar Schnitte mit gleicher Dicke in deutlich geringerer Zeit
herzustellen (Krumdieck et al. 1980). In den Folgejahren wurden PCTS von einer
Vielzahl von Geweben (unter anderem Hirn, Lunge, Herz, verschiedene Teil des
Verdauungstrakts und Milz) unterschiedlichster Spezies und spater auch aus
menschlichen Proben gewonnen (Freeman und O'Neil 1984; Pai und Ravindranath
1991; Vickers et al. 1993; Hoffmann et al. 1995; Parrish et al. 1995; De Kanter et al.
2002; Parrish et al. 2002).
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1.3 Bisherige Verwendung von Precision-Cut Kidney Slices

Auch PCTS aus Nierengewebe wurden erstmals in den 1980er Jahren, nach der
EinfUhrung des Schlitten- und spater des Vibrationsmikrotoms fur toxikologische und
physiologische Studien verwendet (Rose 1986; Urban und van de Kar 1986). PCKS
stellen aufgrund der hohen Densitat des Nierengewebes und der daraus
resultierenden schwierigen Inkubationsbedingungen bis heute eine grofe
Herausforderung dar. Gerade um Langzeit-Effekte von Xenobiotika zu untersuchen
sind stabile Viabilitatslevel und eine mdglichst lange Beobachtungszeit von
entscheidender Bedeutung. Wenngleich PCKS aufgrund der guten Ubertragbarkeit
der in vitro Ergebnisse auf die physiologische in vivo Situation von vielen Autoren fur
unterschiedlichste Studien genutzt werden, unterscheiden sich die Ansatze zur
Inkubation jedoch deutlich (Liu et al. 2017).

2013 zeigte eine franzosische Forschungsgruppe, dass Ratten-PCKS, welche unter
einer Atmosphare mit 40 % Sauerstoff in einer Mischung aus mit Glucose versetztem
Williams Medium E und Gentamicin, fur 24 — 48 Stunden metabolisch aktiv bleiben
(Baverel et al. 2013). Ein Erhdhen des Sauerstoffanteils auf 80 % ermdoglichte zwei
Jahre spater diese Inkubationszeit auf 72 Stunden zu verlangern (Poosti et al. 2015).
Bei Untersuchungen zu fibrotischen Veranderungen der Niere erreichte eine danische
Forschungsgruppe 2016 unter Verwendung von Williams Medium E,
Penicillin/Streptomycin und einem Antimykotikum etwa 60 % Viabilitdt nach 5 Tagen.
Dabei wurde der Sauerstoffanteil wahrend der Inkubation weiter auf 95 % erhdht
(Genovese et al. 2016). Ein etwas anderer Ansatz mit demselben Medium verfolgte
2020 eine Forschungsgruppe aus den Niederlanden. Diese konnte bei PCKS von
Mausen und von menschlichen Nephrektomie-Patienten, unter dem Einsatz von
Ciprofloxacin zur antibiotischen Abdeckung und einem Sauerstoffanteil von 80 %, eine
stabil hohe metabolische Aktivitat fur 48 Stunden beobachten (Bigaeva et al. 2020).
Vergleicht man diese Inkubation nun mit PCTS aus anderen Geweben, wie
beispielsweise der Lunge, welche fir mehrere Wochen konserviert werden kdnnen
und deren Inkubation mit deutlich geringerem Sauerstoff-Aufwand gelingt, so zeigt sich
ein enormes Verbesserungspotential bei der Inkubation von PCKS (Tigges et al.
2021).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war einen Beitrag zur Aufklarung des Pathomechanismus der Orga-
nophosphat-assoziierten Nierenschadigung zu leisten, um in moglichen Folgestudien

maogliche therapeutische Ansatze entwickeln zu kdnnen.

In einem ersten Schritt sollten PCKS aus Rattennieren als Modell etabliert und
optimiert werden, sodass die Wirkung verschiedener Xenobiotika oder Noxen uber
mehrere Tage beobachtet werden konnen. Um moglichst detaillierte und multimodale
Beobachtungen zu erméglichen, war die Etablierung verschiedener Messmethodiken

und -parameter ein weiteres Ziel dieser Arbeit.

In einem zweiten Schritt sollten dann in unterschiedlichen Messreihen die Wirkung
unterschiedlicher Konzentrationen von ausgewahlten Organophosphaten auf das

Nierengewebe untersucht werden.
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2 Paper |

Die erste Veroffentlichung der Arbeit ,Optimization of long-term incubation of precision-
cut kidney slices” beschaftigt sich zentral mit dem Vergleich verschiedener
Inkubationsbedingungen fur PCKS uber mehrere Tage. Zur Viabilitatsmessung Uber
Zeit wurden das resazurin-basierte alamarBlue Cell Viability Testset,
Gesamtproteinbestimmung mittels BCA, sowie Bestimmung von intra- und
extrazellularem LDH mittels Cytotoxicity Detection Kit™-US etabliert. Zusatzlich zu der
quantitativen Viabilitatsmessung wurden konfokalmikroskopische Aufnahmen von

PCKS, welche mit einem life/dead staining eingefarbt wurden angefertigt.

2.1 Beitrag zu Paper |

Hoeffner, Christian; Worek, Franz; Horn, Gabriele; Amend, Niko (2024). Optimization
of long-term incubation of precision-cut kidney slices. In: Toxicology Mechanisms and
Methods, 35(1), 11-18. https://doi.org/10.1080/15376516.2024.2382797

Christian Hoffner:

- Literaturrecherche

- Studiendesign und Methodenauswahl

- Praparation und Inkubation von PCKS

- Durchfuhren aller veroffentlichter Experimente und Messreihen

- Analyse der Daten mit Visualisierung und statistischer Auswertung mittels
GraphPad Prism und Microsoft Excel

- Verfassen des ursprunglichen Entwurfs, sowie weiterer Entwurfe des Papers

- Bearbeitung des Reviews
Prof. Dr. med. Franz Worek:

- Unterstutzen der Literaturrecherche
- Unterstitzen des Studiendesigns
- Korrektur der verschiedenen Entwurfe der Veroffentlichung

- Supervision und wissenschaftliche Betreuung
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Dr. med. Dr. med. dent. Gabriele Horn:

- Unterstutzen des Studiendesigns
- Korrektur der verschiedenen Entwurfe der Veroffentlichung

Dr. med. Niko Amend:

- Korrektur der verschiedenen Entwurfe der Veroffentlichung

- Administration des Projekts

2.2 Optimization of long-term incubation of precision-cut kidney slices

Hoeffner, Christian; Worek, Franz; Horn, Gabriele; Amend, Niko (2024). Optimization
of long-term incubation of precision-cut kidney slices. In: Toxicology Mechanisms and
Methods, 35(1), 11-18. https://doi.org/10.1080/15376516.2024.2382797
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3 Paper I

Paper Il ,Effects of organophosphates on precision-cut kidney slices” fult auf der in
Paper | etablierten Methodik. PCKS wurden in verschiedenen Konzentrationen
Malaoxon, Paraoxon, Malathion und Parathion fur bis zu 10 Tage inkubiert. Dabei
wurden taglich qualitativ und quantitativ metabolische Aktivitat, Gesamtproteingehalt
und Membranpermeabilitat bestimmt. Darlber hinaus beschaftigt sich Paper Il mit der
enzymatischen Aktivitat der AChE und BChE im Nierengewebe und der
entsprechenden Hemmung durch Organophosphate. Mittels mathematischer
Umformung und eines adaptierten Ellmann Assays wurde zusatzlich die

Organophosphat-Konzentration im Uberstand im Verlauf der Inkubation bestimmt.

3.1 Beitrag zu Paper Il
Christian Hoffner:

- Literaturrecherche

- Studiendesign und Methodenauswahl im Bereich der photometrischen
Cholinesterase-Aktivitats-Messungen, Viabilititsmessungen, Messungen der
Zytotoxizitat und Konfokalmikroskopie

- Praparation und Inkubation von PCKS

- Durchfuhren aller veroffentlichter Experimente und Messreihen

- Analyse der Daten mit Visualisierung und statistischer Auswertung mittels
GraphPad Prism und Microsoft Excel

- Verfassen des ursprunglichen Entwurfs, sowie weiterer Entwurfe des Papers

Bearbeitung des Reviews
Prof. Dr. med. Franz Worek:

- Unterstutzen der Literaturrecherche

- Unterstitzung des Studiendesign insbesondere im Bereich der
photometrischen Cholinesterase-Aktivitats-Messungen

- Korrektur der verschiedenen Entwurfe der Veroffentlichung

- Supervision und wissenschaftliche Betreuung
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Dr. med. Niko Amend:

- Korrektur der verschiedenen Entwurfe der Veroffentlichung

- Administration des Projekts

3.2 Effects of organophosphates on precision-cut kidney slices

Hoeffner, Christian; Worek, Franz; Amend, Niko (2024). Effects of organophosphates
on precision-cut kidney slices. In: Toxicology Mechanisms and Methods, 34(8), 855—
866. https://doi.org/10.1080/15376516.2024.2356184
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen unserer ersten Publikation zeigten wir, dass PCKS ein potentes Modell
darstellen, welches dabei helfen kann die Bricke zwischen in vivo und in vitro
Forschung zu schlagen und dazu fur Kurz- und Langzeitstudien geeignet ist. Nach
einem Vergleich von verschiedenen Inkubationsbedingungen, welche von
unterschiedlichen Autoren in der Vergangenheit verwendet wurden und anderen
Kombinationen, erwies sich DMEM/F12 und Gentamicin als am besten fur Ratten-
PCKS geeignet (Baverel et al. 2013; Poosti et al. 2015; Bigaeva et al. 2020; Herbert
et al. 2020). Unter Verwendung des alamarBlue Cell Viability Assays beobachteten wir
so stabile Viabilitatslevel Uber die gesamte Inkubationszeit von 4 Tagen. PCKS wurden
auf einem Inkubationsschuttler [95 RPM] in einem Cytoperm 2 COz2 Inkubator (Thermo
Scientific) [37 °C, 80 % O2,5 % CO2,90 % Luftfeuchtigkeit] inkubiert und ausschlief3lich
unter einer Laminar-Flow Werkbank verwendet, um Kontaminationen vorzubeugen.
Auf diese Art und Weise konnten wir die Inkubationsdauer der PCKS ohne
signifikanten Viabilitatsverlust auf 10 Tage ausdehnen. PCKS zeigten dabei
reproduzierbar eine temporar erniedrigte metabolische Aktivitat nach 72 Stunden,
sowie einen signifikanten Abfall des Gesamtproteins im Laufe der Inkubation. Ahnliche
Effekte wurden bereits in Studien beschrieben und kénnten auf Umbau- und
Anpassungsprozesse in der Herstellung der PCKS zurtckzufuhren sein (Poosti et al.
2015; Stribos et al. 2016; Bigaeva et al. 2020). Um unabhangig von veranderten
Proteinkonzentrationen quantitativ die Viabilitat von PCKS beurteilen zu kdnnen,
entschieden wir uns flr das alamarBlue Cell Viability Assay, welches regelmaRig bei
anderen PCTS Anwendung findet (Granhall et al. 2002; Axelsson et al.2003; Carranza-
Torres et al. 2015; Ning et al. 2015; Hansen et al. 2016; Tigges et al. 2021). Weiter
etablierten wir ein Calcein acetoxymethyl/Ethidium Homodimer-1 basiertes life/dead
Staining zur qualitativen Bestimmung der Viabilitat. Dabei wurden Z-Stapel-
Aufnahmen von reprasentativen PCKS mittels eines Leica DMi-8 konfokal Mikroskops
unter einer 10-fachen VergroRerung erstellt. Es zeigte sich hierbei kaum eine
Auswirkungen der 72-Stunden langen Inkubation auf die mikroskopische Architektur
des Nierengewebes. Des Weiteren betrachteten wir die Bestimmung von intra- und
extrazellularer LDH als Parameter fur Schaden an Zellmembranen und Zytotoxizitat.

Wenngleich die Betrachtungsdauer des Assays durch die Halbwertszeit von LDH
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eingeschrankt ist, zeigte sich kein Effekt von 24-stindiger Inkubation auf die
Membrankontinuitat (Zur 2005).

Nachdem wir Inkubationsbedingungen optimiert und verschiedene
Untersuchungsmethoden etabliert hatten, beschaftigte sich die zweite
Veroffentlichung mit moglichen nephrotoxischen Effekten von verschiedenen
Organophosphaten (Malaoxon, Malathion, Paraoxon, Parathion). Obwohl die primare
Toxizitat von Organosphosphaten von der Enzyminhibition der AChE ausgeht, zeigten
sich in unserer Studie erst Effekte bei Konzentrationen, welche jene ndétig fur eine
signifikante AChE Inhibition im Gewebe deutlich Ubersteigen. Wie bereits in friiheren
Veroffentlichungen anderer Autoren, fanden auch wir lediglich eine vergleichsweise
niedrige AChE-Aktivat im Nierengewebe der Ratten (Mufioz-Delgado et al. 2010;
Rienda et al. 2021). Unter Verwendung der zuvor etablierten alamarBlue Cell Viability
und BAC-Assays beobachteten wir eine dosisabhangige Reduktion von Viabilitat und
Gesamtprotein im Zuge der 10-tagigen Inkubation nach Exposition mit
Organophosphaten. Herauszuheben ist hierbei, dass sich besonders beim Vergleich
von Parathion und seinem entsprechenden Phosphorsaureester Paraoxon mit
Malathion und Malaoxon Unterschiede der Viabilitatseinbul3en zeigten. Betrachtet
man nun die hdhere inhibitorische Potenz der Oxone, weist dies abermals auf einen
anderen zellschadigenden Mechanismus als die reine AChE-Hemmung hin. Auch
histologische Veranderungen und qualitativer Viabilitatsverlust fielen nach Exposition
mit Paraoxon oder Parathion im life/dead Staining gréf3er aus als nach Exposition mit
Malathion oder Malaoxon. Unabhangig von der Substanz fanden sich in
Organophosphat-exponierten PCKS mikroskopische honigwabenartige Formationen
und spindelférmige Zellreste. Ahnliche Parathion-iduzierte Veranderungen wurden
zudem bereits in menschlichen Nieren beschrieben (Adebahr 1960). Trotz dieser
mikroskopischen  Effekte  zeigte sich  keine = Organophosphat-induzierte
Membrandisruption mit Austritt von intrazellularem LDH oder Anzeichen einer
Nekrose. Unter Zuhilfenahme von menschlichen Erythrozyten-Geistern und einem
AChE Inhibition Assay basierend auf einem adaptierten Ellman Assay konnten wir den
Oxon-Gehalt in verschiedenen Proben im Laufe der Inkubation beurteilen (Ellman et
al. 1961; Worek et al. 2012). Dabei zeigte sich generell eine deutliche Reduktion der
Paraoxon- beziehungsweise Malaoxon-Konzentration bereits nach kurzer
Inkubationszeit. Dartiber hinaus zeigten sich weiter reduzierte enzym-inhibitorische

Eigenschaften der Verdlinnung, sobald diese zusammen mit PCKS inkubiert wurde.
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Dies konnte hinweisend auf mogliche Interaktionen zwischen Organophosphaten und

dem Nierengewebe sein.
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5 Abstract (English)

In our first publication we showed that PCKS provide a powerful model to close the
gap between in vivo and in vitro research fit for both short- and long-term observation.
Comparing incubation methods favored by different authors in past publications and
possible other combinations, a mixture of DMEM/F12 and gentamicin proved to be
most suitable for rat-PCKS (Baverel et al. 2013; Poosti et al. 2015; Bigaeva et al. 2020;
Herbert et al. 2020). Using the alamarBlue Cell Viability Assay, we observed stable
levels of viability over a 4-day incubation period. PCKS were incubated on a shaker
[95 RPM] in a Cytoperm 2 COz2 Incubator (Thermo Scientific) [37 °C, 80 % Oz2,5 % COz,
90 % humidity] and only handled under a laminar air flow workbench to prevent
contamination. We were able to prolong incubation of PCKS to a total of 10 days
without significant loss of viability. However, we repeatedly found a temporary low in
metabolic activity after 72 hours, as well as a significant decrease in total protein
content during incubation. Both effects might be caused by remodeling and adaptation
processes to the slicing procedure and incubation as other authors found similar
phenomena in past studies (Poosti et al. 2015; Stribos et al. 2016; Bigaeva et al. 2020).
To be able to evaluate viability independently of the decrease in total protein, we chose
the alamarBlue Cell Viability Assay, which is well established in other PCTS (Granhall
et al. 2002; Axelsson et al. 2003; Carranza-Torres et al. 2015; Ning et al. 2015; Hansen
et al. 2016; Tigges et al. 2021). In our study we established a calcein
acetoxymethyl/ethidium homodimer-1 based live/dead staining as a qualitative way of
assessing viability. Z-Stacks of representative PCKS were generated using a Leica
DMi-8 confocal microscope with a x10 objective. Incubation caused little to no changes
in the microscopic architecture of the kidney tissue over the course of 72 hours.
Further, we explored analysis of both intra- and extracellular activity of LDH as a
parameter for cell membrane damage and cytotoxicity. Although limited by the
enzyme’s half-life, incubation for 24 hours did not lead to significant LSH leakage (Zur
2005).

After optimization of incubation and establishing different methods, our second

publication focused on possible nephrotoxic effects of different organophosphorus
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compounds (malaoxon, malathion, paraoxon, parathion). Although the primary
mechanism of toxicity of these compounds is based on the inhibition of AChE, effects
were only observed in concentrations exceeding those that were needed to achieve
significant AChE inhibition in rat kidney tissue. In line with past studies, AChE activity
in rat kidney tissue appeared to be relatively low when compared to other tissues
(Munoz-Delgado et al. 2010; Rienda et al. 2021). Utilizing the previously established
alamarBlue Cell Viability Assay and BCA-Assay, we observed a dose-dependent loss
of viability and a reduction of protein content over the course of 10 days. Remarkably,
differences found in this study were mainly between parathion and its related
phosphate ester paraoxon versus malathion and malaoxon. Taking the higher AChE
inhibiting potency of oxons into account, this further suggests a mechanism for cell
damage independent of AChE inhibition. Histological observation using the life/dead
staining showed PCKS exposed to paraoxon or parathion suffered a greater loss of
viability than those treated with malathion and malaoxon. Regardless of the compound,
organophosphate-exposure led to the formation of a microscopical honeycomb like
structure and spindle like cell remnants. Similar parathion-induced microscopical
changes were described in human kidneys in the past (Adebahr 1960). However,
exposed PCKS did not show signs of LDH leakage and in turn necrosis. Using human
erythrocyte ghosts and an AChE inhibition assay based on an adapted Ellman assay
we monitored paraoxon and malaoxon content over time (Ellman et al. 1961; Worek et
al. 2012). In general, we observed a remarkable decline in oxon concentration.
Additionally, we found further reduced enzyme-inhibiting properties in the presence of

PCKS. This suggests interactions between OP compound and kidney tissue.
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