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1. Einleitung

Vergiftungen mit toxischen Verbindungen sind insbesondere in Landern mit niedrigem
und mittlerem  Einkommen eine Herausforderung fur die dortigen
Gesundheitssysteme. Die Gruppe der Organophosphate unterteilt sich grundsatzlich
in Pestizide und Nervenkampfstoffe. Organophosphat-Pestizide sind im Rahmen von
akzidentiellen Einnahmen oder auch Suiziden fur weltweit Gber 100.000 Tote pro Jahr
verantwortlich (Mew et al., 2017). Obwohl sehr toxische Organophosphate, wie
Parathion mittlerweile weltweit kaum noch legal verwendet werden durfen, nehmen die
schweren Vergiftungen mit Organophosphaten insgesamt nur langsam ab (Mew et al.,
2017). Organophosphat-Pestizide werden seit vielen Dekaden eingesetzt. Dennoch
sind Teile der Pathophysiologie der Intoxikation weiterhin unverstanden. Exemplarisch
seinen hier die hepatotoxischen Auswirkungen nach Exposition gegenuber den
Modellsubstanzen Parathion und Paraoxon genannt (Horn et al., 2024a).

Weiterhin stellen Nervenkampfstoffe aus der Gruppe der Organophosphate trotz
Achtung durch das Chemiewaffeniibereinkommen (CWU) ein hohes Risiko fir die
Zivilbevolkerung dar. Nicht erst der Einsatz von Sarin im Jahr 2013 und 2017 in Syrien,
sondern auch das Attentat auf Kim Jong-Nam im Jahr 2017 in Malaysia, die
Vergiftungen von Sergei Skripal im Jahr 2018 in GroRbritannien und Alexei Navalny
im Jahr 2020 in Russland zeigen, dass Vergiftungen durch Nervenkampfstoffe von
aktueller Relevanz sind (Berlinger J., 2017; John et al., 2018; Vale et al., 2018; Amend
et al., 2020b; Steindl et al., 2021). Nach Exposition gegenuber Organophosphaten,
seien es Pestizide oder Nervenkampfstoffe, wird das lebenswichtige Enzym
Acetylcholinesterase (AChE) Uber eine kovalente Bindung an das Serin im aktiven
Zentrum gehemmt (Holmstedt, 1959; Marrs, 2007). Dies fuhrt zu einer Akkumulation
des Neurotransmitters Acetylcholin (ACh) in cholinergen Synapsen (Abb. 1).



A\

/Qn
\d|0)
Mitochondrium

y.
S B
-
@ Enzyme A a
e \ch /

Acetyichaline
% . &
choline |-
@ Acetylcholinesterase
AChe

ST

Abb. 1: Darstellung der Physiologie (links) und Pathophysiologie (rechts) im synaptischen Spalt in
Hinblick auf die ungehemmte (links) bzw. gehemmte (rechts) Acetylcholinesterase. Created with
BioRender.com.
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Daraus kann sich wiederum eine cholinerge Krise entwickeln, die muskarinerge und
nikotinerge Symptome aufweist. Zu den muskarinergen Symptomen gehoren
Salivation, Lakrimation, Urin- und Stuhlabgange und Erbrechen. Die nikotinerge
Uberstimulation kann u.a. zu Muskelschwéche, oder Muskellahmung fiihren. Ist die
Atemmuskulatur betroffen, kann dies mit einer sehr hohen Letalitat einhergehen
(Amend et al., 2020a). Die Beeintrachtigungen des zentralen Nervensystems (ZNS)
z.B. in Form von epileptischen Anfallen, ist sowohl durch muskarinerge, als auch durch
nikotinerge Uberstimulation bedingt (Kwong, 2002). Im Verlauf der Vergiftung kann
gehemmte AChE spontan oder gezielt Uber die Gabe eines Oxims reaktiviert werden,
oder einem Alterungsprozess durch Abspaltung einer Alkylgruppe unterliegen, der das
Enzym dann permanent inaktiviert (Kwong, 2002; Sirin et al., 2012). Gegenwartig
kénnen die muskarinergen Symptome durch Verabreichung eines Antagonisten (z.B.
Atropin) am muskarinergen Acetylcholinrezeptor (AChR) adressiert werden. Die
nikotinergen Symptome konnen nur indirekt Uber ein Oxim behandelt werden: Das
jeweilige Oxim reaktiviert gehemmte AChE und stellt somit deren Funktion wieder her.
Hierbei existieren zahlreiche Herausforderungen, da nicht alle Nervenkampfstoffe (z.B.
Tabun) durch die aktuell zugelassenen Oxime reaktiviert werden konnen (Worek et al.,
2016). Weiterhin ist die Penetration in das ZNS bei den zugelassenen Oximen
aufgrund der permanenten kationischen Ladung oftmals nicht gegeben. Hiermit wird
deutlich, dass weitere Anstrengungen zur Entwicklung geeigneter Oxime und v.a. von

Substanzen, die direkt am nikotinergen AChR wirken, notwendig sind.



Weitere hochtoxische Verbindungen, die im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen,
sind Glykoside. Es handelt sich um pflanzliche Verbindungen, die aufgrund der hohen
Toxizitat bei gleichzeitig bestehender einfacher Verfugbarkeit, eine erhebliche
Gefahrdung vulnerabler Gruppen (z.B. von Kindern) darstellen. Exemplarisch sei hier
auf die Glykoside aus Nerium oleander und Thevetia peruviana hingewiesen, die eine
sehr hohe Toxizitat aufweisen (Amend et al., 2021). Obwohl sich mit diesen toxischen
Verbindungen jedes Jahr zahlreiche Personen vergiften, ist die Pathophysiologie der
Vergiftung nicht zur Ganze geklart. Die kardiotoxischen Auswirkungen insbesondere
des Oleandrins, einem der Hauptvertreter der Glykoside aus N. Oleander, bedarf
weiterer Forschung. Dies stellt die Entwicklung von Antidoten vor erhebliche

Herausforderungen.

Schlief3lich stellen Opioide eine weitere Gruppe toxischer Stoffe dar, die im Rahmen
der Arbeit untersucht werden. Mit der ,Opioidkrise” in den Vereinigten Staaten von
Amerika ist nun auch ein Land mit hohem Einkommen durch Vergiftungen mit
hochtoxischen Substanzen bedroht. Obwohl die physiologischen Wirkungen der
Opioide seit Jahrzehnten erforscht werden, konnen Modelloptimierungen das
Verstandnis, insbesondere der Pathophysiologie der Vergiftung mit hochpotenten

Opioiden, weiter erganzen.

Grundlegend wird die aktuelle Arbeit zur Aufklarung von Pathomechanismen toxischer
Verbindungen zunachst verschiedene ex vivo Modelle unter dem Gesichtspunkt der
Modellentwicklung betrachten. Im zweiten Teil werden in vitro Modelle bis hin zu
komplexen Organ-on-a-Chip Systemen verwendet, um weitere mechanistische
Einblicke in Schadigungsmechanismen v.a. von Organophosphaten zu erlangen. Der
dritte Teil der Arbeit stellt den translationalen Ansatz der untersuchten Modelle in den
Fokus. Hier gilt es zu zeigen, inwiefern untersuchte in vitro Modelle zu einer
Verbesserung der klinischen Versorgung vergifteter Patienten beitragen konnen. Das
tiefgreifende Verstandnis der Pathophysiologie der Vergiftung mit hochtoxischen

Verbindungen stellt den Fokus der wissenschaftlichen Betrachtungen dar.



2. Entwicklung und Charakterisierung von ex vivo Modellen

2.1. Die Nutzung von precision-cut kidney slices (PCKS) zur Charakterisierung der
Pathophysiologie der Nierenschadigung durch Organophosphate (Hoeffner et al.,
2024b; Hoeffner et al., 2024a).

Precision-cut tissue slices (PCTS) werden seit vielen Jahrzehnten in der Forschung
verwendet, um als Brucke zwischen in vivo und in vitro Modellsystemen zu dienen.
Dabei kdnnen PCTS Aussagen zur Pharmakologie und Toxikologie verschiedener
Modellsubstanzen erlauben. Im Sinne des 3R Prinzips von Russel und Burch (Russell
and Burch, 1959) (Tierversuche zu ersetzen, die Zahl der Versuchstiere zu reduzieren
und die Versuche fur die Tiere so wenig belastend wie moglich zu gestalten), konnen
Versuchstierzahlen deutlich reduziert werden und ggf. in vivo Versuche zumindest

anteilig ersetzt werden.

PCKS werden seit vielen Jahren fur ein tiefergreifendes Verstandnis toxischer
Nierenschadigungen verwendet. Bei der Vergiftung mit Organophosphaten hatte
bislang die Nierenschadigung nur einen untergeordneten Stellenwert. Dies mag daran
gelegen haben, dass bei der akuten Vergiftung insbesondere akut lebensbedrohliche
Folgen, wie z.B. die respiratorische Insuffizienz, oder auch epileptische Anfalle im
Fokus standen. Fur ein tiefgreifendes Verstandnis der Pathophysiologie der Vergiftung
mit Organophosphaten scheint es aber angezeigt zu sein, auch die im klinischen
Setting auftretende Nierenschadigung aufzuklaren (Abend et al., 1994; Cavari et al.,
2013). Dies konnte perspektivisch auch fur chronische Nierenschadigungen relevant

sein, z.B. nach einer Uberlebten akuten Intoxikation.

PCKS wurden uber viele Jahrzehnte unter ganz unterschiedlichen Bedingungen
inkubiert. Die durchgefuhrten Experimente zielten auf die Evaluierung des
geeignetsten Zellkulturmediums in Hinblick auf die Nephrotoxizitat ab (Hoeffner et al.,
2024b). Insbesondere das verwendete Antibiotikum selbst kdnnte erhebliche toxische
Effekte auf die PCKS haben. Um die Inkubationsbedingungen der PCKS (im
Rattenmodell) zu vereinheitlichen und um eine moglichst lange Kulturzeit von bis zu
10 Tagen zu garantieren, wurden verschiedene in der Vergangenheit publizierte
Inkubationsmedien verglichen. Tabelle 1 zeigt die untersuchten Kombinationen aus

Zellkulturmedien und Antibiotika.



Zusammensetzung der Zellkulturmedien

WG

500 mL Williams medium E, w/o L-Glutamine, w/o Phenol red
+ 1.375 g D-glucose monohydrate (Merck)

+ 5 mL GlutaMAX (Life Tech Limited)

+ 500 pL gentamicin

RG

500 mL Renal Epithelial Cell Basal Medium 2
+ 2.5 mL SupplementMix (PromoCell)
+ 525 pL gentamicin

DG

500 mL Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham
+ 500 pL gentamicin

WPS

500 mL Williams medium E, w/o L-Glutamine, w/o Phenol red
+ 1.375 g D-glucose monohydrate

+ 5 mL GlutaMAX

+ 5.05 mL pen/strep

RPS

500 mL Renal Epithelial Cell Basal Medium 2
+ 2.5 mL SupplementMix
+ 5.25 mL pen/strep

DPS

500 mL Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham

+5 mL pen/strep

WC

500 mL Williams medium E, w/o L-Glutamine, w/o Phenol red
+ 1.375 g D-glucose monohydrate
+ 5 mL GlutaMAX

+ 5.05 mg ciprofloxacin

RC

500 mL Renal Epithelial Cell Basal Medium 2
+ 2.5 mL SupplementMix

+ 5.25 mg ciprofloxacin

DC

500 mL Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham

+ 5 mg ciprofloxacin

Tab. 1: Zusammenstellung der untersuchten Zellkulturmedien und der verwendeten Antibiotika. W =
Williams medium E, w/o L-Glutamine, w/o Phenol red plus GlutaMAX, R = Renal Epithelial Cell Basal
Medium 2 plus SupplementMix, D = Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham,
G = gentamicin, PS = pen/strep, C = ciprofloxacin. Modifiziert nach (Hoeffner et al., 2024b).

Bei der Langzeitinkubation der PCKS von 10 Tagen zeigte sich, dass die Kombination
von DMEM/F-12 und Gentamicin die hochste Viabilitat im alamarBlue Cell Viability
Assay bot. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass optimierte Zellkulturbedingungen
Langzeitinkubationen von bis zu 10 Tagen ermoglichen. Damit wurde die Grundlage
fur weitergehende Untersuchungen der Nephrotoxizitat der Organophosphate
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geschaffen. Unter Nutzung der optimierten Zellkulturbedingungen wurden Ratten-
PCKS gegenliber den Organophospaten Malaoxon, Malathion, Paraoxon und
Parathion exponiert und fur bis zu 10 Tagen nachbeobachtet. Bei einer Konzentration
von 500 pyM Organophosphat traten die Unterschiede zwischen den einzelnen
Verbindungen am deutlichsten hervor (Abb. 2).
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Abb. 2: Es wird die Viabilitdt der PCKS uber einen
Zeitraum von 10 Tagen dargestellt. Die Exposition fand mit 10 yM — 2000 uM OP und ACN als Kontrolle
statt. Die Daten werden als Mittelwert und Standardabweichung angezeigt (n = 3) und wurden mittels
alamarBlue Cell Viability Assay erhoben. Modifiziert nach (Hoeffner et al., 2024a).

Es zeigte sich, dass insbesondere Parathion und Paraoxon bei einer Konzentration
von 500 uM einen ausgepragten Einfluss auf die Viabilitdt haben. Hinsichtlich

mechanistischer Ursachen konnte gezeigt werden, dass es nach Exposition zu keinem
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signifikanten LDH Austritt kam. Dies deutet darauf hin, dass die Zellmembran intakt
bliebt und eine Nekrose damit unwahrscheinlich erscheint. In vorhergehenden Studien
wurde in Nierengewebe (Ratte) das Vorhandensein einer AChE bewiesen (Muhoz-
Delgado et al., 2010). Bislang gelang kein uberzeugender Nachweis der Funktion
dieses Enzyms in Nierengewebe. Es wurde aber z.B. eine erhohte Aktivitat der
Cholinesterasen in Tumorgewebe gefunden, was auf eine Rolle im Zellwachstum
hindeuten kénnte (Mufoz-Delgado et al., 2010). Um festzustellen, ob die Hemmung
der AChE in den PCKS mit der Reduktion der Viabilitdt und damit der Nephrotoxizitat
korreliert, wurden die AChE Aktivitat bestimmt. Es zeigte sich eine AChE Aktivitat von
14,4 £ 0,7 [mU/mg], die nach Exposition gegentber 3 yM Paraoxon um mehr als die
Halfte reduziert wurde. Der Umstand, dass es nach Exposition der PCKS gegenuber
10 uM der vier getesteten Organophosphate zu keiner Reduktion der Viabilitat kam,
lasst den Schluss naheliegen, dass die Nephrotoxizitat nicht durch eine Hemmung der
AChE bedingt ist. Damit konnte die Nephrotoxizitat der Organophosphate in PCKS
nachgewiesen werden, die Klarung des genauen Mechanismus muss in zukinftigen

Studien weiter ergrundet werden.

2.2. Die Verwendung eines ex vivo Rattenmodells fur die Untersuchung von
Bispyridiniumverbindungen zur Wiederherstellung der neuromuskularen Transmission
nach Nervenkampfstoffvergiftung (Amend et al., 2024c, 2024b)

Nach einer Vergiftung durch Organophosphate, seien es Pestizide oder
Nervenkampfstoffe kénnen, wie eingangs beschrieben, die Effekte der Uberstimulation
der nikotinergen Acetylcholinrezeptoren nur indirekt adressiert werden. Die
desensitisierten AChR kénnen eine Ateminsuffizienz beguinstigen und damit fir einen
letalen Ausgang der Vergiftung mit Organophosphaten verantwortlich sein. Die
Bispyridinium Verbindung MB327 stellte einen ersten Schritt zur Nutzung neuartiger
Verbindungen zur Resensitisierung des nikotinergen AChR dar. Obwohl dieser
therapeutische Ansatz im Tiermodell erfolgreich war, verhinderte eine ausgepragte
Toxizitat die Zulassung (Timperley et al., 2012). In einem Ratten-Hemidiaphragma-
Modell wurden 4-tert-butyl Dbispyridinium Verbindungen und entsprechende
Verbindungen ohne Substituenten hinsichtlich der Resensitisierung des nikotinergen

AChR nach erfolgter Vergiftung mit Soman untersucht. Dieses ex vivo Modell nutzt
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Ratten-Hemidiaphragmen, die in vertikalen Glaskammern an Kraftaufnehmern
montiert werden und dann durch den Nervenkampfstoff Soman vergiftet werden. Der
vergiftete Muskel erfahrt eine komplexe elektrischer Stimulation und die
entsprechende Kraft wird aufgezeichnet. Verbindungen, die eine resensitisierende
Wirkung auf den nikotinergen AChR aufweisen, fuhren zu einer (partiellen)
Wiederherstellung der Muskelkraft. Das Screening einer Reihe von 4-tert-butyl
bispyridinium Verbindungen und entsprechende Verbindungen ohne Substituenten
zeigte eine Korrelation der Lange der entsprechenden Linker und der Fahigkeit zur
Reaktivierung (Abb. 3).

4-tert-butyl bispyridinium Verbindungen Bispyridinium Verbindungenohne
Substituenten
FBU_~x 217 o~ -tBU S I
@’Hﬂrﬂ‘ ‘ @'H@
n Substanz Diaphragma n Substanz Diaphragma
(Linker Ldnge) Wiederher- (Linker Linge) Wiederher-
stellung stellung
1 MB780 _ 1 MB775
2 MB583 Ja 2 MB520
3 MB327 Ja 3 MB408
4 MB781 Ja 4 MB444 Ja
5 MB782 5 MB442 Ja
6 MB783 6 MB776
7 MB784 7 MB777
8 MB785 8 MB505
9 MB582 9 MB778
10 MB786 10 MB779

Abb. 3: Wiederherstellung der Muskelkraft von Nervenkampfstoff gehemmten Ratten-Hemidiaphragmen
durch 4-tert-butyl bispyridinium Verbindungen und entsprechende Verbindungen ohne Substituenten.
Die entsprechende Lange der Linker Kkorreliert mit der Fahigkeit zur Wiederherstellung der
Muskelfunktion. ,Ja“ bedeutet, dass die entsprechenden Verbindungen signifikant die Muskelfunktion
wiederherstellen kénnen (p < 0.05, n = 4). Modifiziert nach (Amend et al., 2024b).

Die 4-tert-butyl bispyridinium Verbindungen mit einer Linker Lange von n=3 und die
entsprechenden bispyridinium Verbindungen ohne Substituenten mit n=5 zeigten die
hochste Effizienz in der Wiederherstellung der Muskelkraft. 300 yM MB327 zeigte die
hochste Wiederherstellungsrate flr die Gruppe der 4-tert-butyl bispyridinium
Verbindungen von 31,2 £ 13,6% bei 20 Hz gegenuber der Kontrolle und 10,2 + 10,9%
bei 50 Hz. Fur die Gruppe der bispyridinium Verbindungen ohne Substituenten zeigten

300 uM MB442 die groflite Wiederherstellung der Muskelfunktion von 24,8 £ 10,7% der
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Kontrolle bei 20 Hz, and 13,1 + 7,3% bei 50 Hz. Die Unterschiede der
Stimulationsfrequenz spiegeln eine unterschiedliche ACh Konzentration im
synaptischen Spalt wider. Allgemein wird davon ausgegangen, dass bereits eine
Widerherstellung der Kraft von =2 10% fur einen klinischen Benefit hinsichtlich der
Atmung ausreichen. Da bispyridinium Verbindungen selbst in einer unterschiedlichen
Auspragung die AChE inhibieren und damit gegensatzliche Wirkungen auf die AChE
ausuben konnen, wurde die Hemmwirkung selbiger Verbindungen aus Spender-AChE
untersucht (Tab. 2).

Verbindung ICs0 Verbindung ICs0
(4-tert-ButyI bispyridinium (umoI/L) (bispyridinium \{erbindungen (umoI/L)

Verbindungen) ohne Substituenten)
MB780 974 £ 0,0 MB775 1218 £ 0,0
MB583 555 + 240 MB520 6981+ 0,0
MB327 404 +176 MB408 3700+ 0,0
MB781 35 + 26 MB444 1420 + 40
MB782 4+0,8 MB442 711+ 239
MB783 0,6+£0,2 MB776 84 +4
MB784 0,6+£0,2 MB777 16+2
MB785 0,3£0,0 MB505 1,4+0,7
MB582 0,2 + 0,05 MB778 0,3 +0,04
MB786 0,1+0,03 MB779 0,2 +0,02

Tab. 2: Hemmung humaner AChE durch 4-tert-butyl bispyridinium Verbindungen und entsprechende
Verbindungen ohne Substituenten. Es werden ICso Werte nach entsprechender Léange der Linker
dargestellt. Die Daten werden als Mittelwert £ Standardabweichung abgebildet. Modifiziert nach (Amend
et al., 2024b).

Es zeigten sich insgesamt moderate inhibitorische Wirkungen der Substanzen auf
humane AChE. Damit ist mit den im Hemidiaphragma-Modell untersuchten effektiven
therapeutischen Dosen von 300 uM mit nur maRigen Effekten auf die AChE und damit

diesbezlgliche unerwlinschte Arzneimittelwirkungen zu rechnen.

Eine weitere Gruppe von bispyridinium Verbindungen wurde im Rahmen von
Strukturoptimierungen bzw. Struktur-Wirkungsbeziehungen untersucht. Es handelte
sich um bispyridinium Analoga mit einem trimethylen oder 2,2'-diethyloxy Linker.
Methyl- und ethyl-substituierte  bispyridinium Analoga sorgten fur eine
Wiederherstellung der neuromuskularen Funktion von bis zu 37 + 17% (MB419, ein 3-

methyl Analogon) bei einer Stimulationsfrequenz von 20 Hz (Abb. 4).
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Abb 4: Wiederherstellung der Muskelkraft von Ratten-Hemidiaphragmen nach Somanexposition (3 uM)
durch bispyridinium Analoga mit einem trimethylen Linker (A-F; 1-300 puM). A-C zeigen methyl-
substituierte und D-F ethyl-substituierte bispyridinium Analoga. Alle Verbindungen sind nach der
entsprechenden Position der methyl/ethyl Gruppe aufgelistet. Die Hemidiaphragmen wurden mit 20 Hz
bzw. 50 Hz stimuliert. Die Daten werden als % der Kontrolle gezeigt. Modifiziert nach (Amend et al.,
2024c).

Es zeigte sich, dass bispyridinium Analoga mit einer 2- oder 3-methyl Gruppe, oder
einer 2- oder 3-ethyl Gruppe effektiver in der Wiederherstellung der neuromuskularen
Funktion waren, als solche mit einer 4-methyl oder 4-ethyl Gruppe. In

Zusammenschau mit den Daten zu den 4-tert-butyl bispyridinium Verbindungen und
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den entsprechenden Verbindungen ohne Substituenten wurden also Struktur-
Wirkungsbeziehungen der bispyridinium Verbindungen gewonnen. Diese Grundlagen
kénnen z.B. fur molekulares Modelling zur Weiterentwicklung der am nikotinergen

AChR aktiven Verbindungen, weitere Verwendung finden.

2.3. Ein ex vivo Dunndarmmodell und in vitro rezeptorpharmakologische
Untersuchungen zur Charakterisierung hochpotenter Opioidrezeptor Agonisten und
Antagonisten (Amend et al., 2023b; Endt et al., 2025)

Das hochpotente Opioid Carfentanil stellt, wie initial erlautert, ein relevantes
Gesundheitsrisiko dar. Es wirkt Uber Gi/o-gekoppelte p-Opioidrezeptoren und weist
eine hohe Toxizitat auf. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Pharmakodynamik
von Carfentanil und dessen Letalitat konnte bisher jedoch nicht eindeutig
nachgewiesen werden. Zur Untersuchung der Wirkmechanismen wurde eine HEK-
293-Zelllinie etabliert, die stabil yJOR exprimiert. In dieser Zelllinie bestimmten wir die
Liganden-Bindungsaffinitat (Ki) und die Potenz (ECso) von Carfentanil im Vergleich zu
Remifentanil, Fentanyl, Morphin sowie dem endogenen Liganden Endomorphin-1
anhand der cAMP-Akkumulation. Die Ergebnisse zeigen, dass Carfentanil eine etwa
zehnfach hohere Affinitat zum pOR besitzt als Remifentanil oder Fentanyl und rund
70-mal starker bindet als Morphin. Die Hemmung der cAMP-Produktion durch
Carfentanil war etwa 85-mal potenter als bei Fentanyl und sogar rund 620-mal starker
als bei Morphin. Neben diesen grundlegenden Betrachtungen zur Potenz und Affinitat
auf Rezeptorebene galt es ein funktionales ex vivo Modell zur Charakterisierung von
Agonisten und Antagonisten am p-Opioidrezeptor zu etablieren.

FUr Untersuchungen zur Potenz von Opioidrezeptor Agonisten und Antagonisten
werden seit vielen Jahren glattmuskulare ex vivo Modelle genutzt. Meist werden
Ratten- oder Meerschweinchendarm durch Elektrostimulation kontrahiert und eine
Abnahme der Kraft durch die Inhibition der Darmmotilitdt durch die Opioide
quantifiziert. Die Wirkung entsprechender Antagonisten kann Uber eine
Wiederherstellung der Kontraktionskraft ebenfalls quantifiziert werden. Bisherige
Modelle zeigten, dass eine Vergleichbarkeit und Ubertragbarkeit zwischen
verschiedenen Laboren aufgrund unterschiedlicher Stimulation, Spezies und

Versuchsaufbauten schwierig sein kann (Gray et al., 2005; Hussain et al., 2016). Daher
13



wurde ein pharmakologisch stimuliertes ex vivo Rattendarm-Modell etabliert. Zur
Induktion einer stabilen isometrischen Kontraktion wurde der Darm gegenuber 2 uM
Carbachol, ein stabiles Analogon des Acetylcholins, exponiert. Nach Applikation
entsprechender Opioide bzw. der Antagonisten Naloxon, Nalmefen und Naltrexon
konnten ICso Werte berechnet werden (Abb. 5).
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Abb. 5: Abnahme der Muskelkraft durch die hochpotenten Opioide U-48800 (A), Remifentanil (B) und
Carfentanil (C) und Darstellung der entsprechenden Effekte der Antagonisten am Opioidrezeptor
(Naloxon, Naltrexon und Nalmefen. Die Daten werden als Muskelkraft dargestellt (% der Kontrolle)
(Mittelwert £ SEM) nach Vorbehandlung mit 2 ymol/L Carbachol. Modifiziert nach (Amend et al., 2023b).
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Das gegenwartige Modell scheint eine geeignete Methode zu sein, Opioidrezeptor
Agonist/Antagonist Beziehungen zu untersuchen und perspektivisch eine
Vergleichbarkeit der Untersuchungen zwischen verschiedenen Institutionen zu

ermoglichen.

24. Die Verwendung eines ex vivo Hautmodells zur Untersuchung von
Dekontaminationslosungen (Schwab et al., 2025)

Nach einer perkutanen Nervenkampfstoffexposition ist eine effektive Dekontamination
essentiell (Thors et al., 2017). Dies kann die Aufnahme des Giftes in die systemische
Zirkulation verringern. Insbesondere bei sesshaften Kampfstoffen, wie z.B. VX, kann
die Entwicklung systemischer Vergiftungsanzeichen unter Umstanden einige Stunden
dauern (Mikler et al., 2011). Die oberste Schicht der Epidermis (Stratum corneum),
deren Dicke je nach anatomischer Lage und Alter des Patienten variiert, dient als
teilweise wirksame Barriere gegen potenziell toxische Chemikalien. Dennoch ist die
einfachste Methode der Dekontamination die physische Entfernung von Schadstoffen:
Dies kann durch ein Entfernen kontaminierter Kleidung erreicht werden. Wenn der
sesshafte Nervenkampfstoff VX die Haut kontaminiert, kommt es zu einer langsamen
Penetration des Kampfstoffs. Bei fruhzeitigem Beginn der Dekontamination mittels
Dekontaminationslosungen kann dieser Prozess unterbrochen werden. Aktuelle
Modelle zur Untersuchung der Hautpenetration von Nervenkampfstoffen und der
entsprechenden Dekontamination basieren auf teuren, arbeitsintensiven und nicht
leicht verfugbaren Methoden, wie z.B. GC-MS-MS und LC-MS-MS. Daher
verwendeten wir einen photometrischen Acetylcholinesterase (AChE) Inhibitionsassay
in einem Franz-Zell-Modell (Abb. 6) zur Quantifizierung von Nervenkampfstoffen,

wobei VX als Modellsubstanz diente.
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Abb. 6: Exemplarische Darstellung des verwendeten Franz-Zell-Modells zur Quantifizierung von
Penetrationsvorgangen des Nervenkampfstoffs VX. Created with BioRender.com.

Das Franz-Zell-Modell besteht aus einer Spender- und einer Empfangerkammer, die
durch Haut voneinander getrennt sind. Im gegenwartigen Modell wurde frische
Rattenhaut verwendet, die weder gelagert noch eingefroren wurde, um mittels
modifiziertem AChE-Inhibitionsassay die Penetration von VX zu quantifizieren. In Abb.

7 zeigen sich die Ergebnisse der Dekontamination.
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Abb. 7: Konzentrations-Zeit-Kurve fiir VX ug/5 mL in der Empfangerkammer des Franz-Zell-Modells
Uber 300 Minuten und Anwendung der Dekontaminationslotionen RSDL, AHAK, NaOCI 2%, NaOCI 10%
und H20 nach 5 (A) und 30 Minuten (B) nach VX-Exposition (10 % VX-Lésung in IPA). Die VX-
Konzentrationen werden durch den modifizierten AChE-Inhibitionsassay gemessen. Die Werte sind als
Mittelwert £ Standardabweichung dargestellt (n = 3). Modifiziert nach (Schwab et al., 2025).

Im Franz-Zell-Modell wurden 5 verschiedene Dekontaminationsprodukte (RSDL,
NaOCI 2% und NaOCI 10%, AHAK und Wasser) getestet, um die unterschiedlichen
Wirksamkeiten und die Robustheit des modifizierten AChE-Inhibitionsassays zu

zeigen. In Abb. 8 wird schematisch der verwendete Ellman Assay dargestellt.
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Abb. 8: Hauptreaktionen des Ellman Assays zur Bestimmung der AChE Aktivitdt. Das Substrat
Acetylthiocholin wird von der AChE hydrolysiert, und das erzeugte Thiocholin reagiert mit dem
Chromogen DTNB unter Bildung von TNB-, das bei 412 nm spektralphotometrisch gemessen wird.
Dabei ist die Bildung von TNB- direkt proportional zur Hydrolyse von Acetylthiocholin. Modifiziert nach
(Worek et al., 2012).

Nach der VX-Exposition (10% v/v Lésung in IPA) der Rattenhaut wurde die
Dekontamination entweder 5 oder 30 Minuten spater begonnen, und die VX-
Konzentrationen wurden uber einen Zeitraum von 300 Minuten zeitabhangig
gemessen. Es zeigte sich eine hohe Effizienz der Dekontamination fur RSDL und
AHAK. NaOCIl und Wasser waren weder nach 5, noch nach 30 Minuten effektive

Dekontaminationslosungen.

Das aktuelle Franz-Zell-Modell zeigt, dass der AChE-Inhibitionsassay fur eine
Quantifizierung der Penetration des Nervenkampfstoffs VX durch die Haut geeignet
ist. Diese Methodik kann perspektivisch fur verschiedene AChE-Inhibitoren
angewendet werden und ist kostengunstiger sowie weniger zeitaufwendig als
aufwendige GC- oder LC-MS-MS-Verfahren.
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3. Entwicklung und Charakterisierung von in vitro Modellen

3.1. Microelectrode array Systeme als in vitro Modelle zur Untersuchung der
Kardiotoxizitat hochtoxischer Verbindungen (Amend et al., 2019; Amend et al., 2021)

Im Rahmen der Zulassung von Arzneimitteln stellt die Kardiotoxizitat einen haufigen
Grund far den Widerruf selbiger bzw. flr Marktricknahmen von Arzneimitteln im
Allgemeinen dar (Valentin, 2010). Seit vielen Jahren werden Human induced
pluripotent stem cells derived cardiomyocytes (hiPSC-CM) in der Elektrophysiologie
zur Untersuchung der Kardiotoxizitat von ausgewahlten Wirkstoffen verwendet. Diese
zeigen in Mikroelectrode array Systemen nach Exposition charakteristische
elektrophysiologische Parameter, die auf entsprechende Kardiotoxizitat schliel3en
lassen. Eine der haufigsten Ursachen fur das arrhythmogene Potential von Wirkstoffen
stellen Veranderungen an schnellen ,Delayed Rectifier* Kaliumkanalen (IKr) dar.
Bereits kleine Veranderungen in der Repolarisation kdnnen hierbei zu relevanten
Veranderungen in der Weiterleitung der Impulse fUhren und damit Reentry-
Arrhythmien bedingen. Weiterhin kann eine verspatete Repolarisation (frihe
Nachdepolarisation) zu abnormer Impulsbildung fuhren und damit ebenfalls
Arrhythmien bedingen.

In einer ersten Untersuchung wurden fur die Gruppe der Organophosphate
Modellverbindungen hinsichtlich der Kardiotoxizitat im Mikroelectrode array System
betrachtet (Amend et al., 2019). Bei der Vergiftung durch Organophosphate, seien es
Nervenkampfstoffe oder Pestizide, kdnnen Patienten Arrhythmien erleiden. Diese
arrhythmogenen Ereignisse konnen sich wu.a. allgemein als ventrikulare
Tachyarrhythmien &ufern, oder im Speziellen als sog. Torsade-de-Pointes-
Tachykardien. Letztere kdnnen z.B. aus frihen Nachdepolarisierungen resultieren,
welche wiederum durch Veranderungen am IK: bedingt sein kdnnen. Eine

exemplarische Darstellung von Feldpotentialveranderungen findet sich in Abb. 9.
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Abb. 9: Exemplarische Darstellung der Feldpotentialverlangerung durch cholinerge Stimulation (100
nmol/L Carbachol). A) stellt exemplarisch Feldpotentiale in Ruhe dar und B) die Verlangerung nach der
Applikation von Carbachol. Die X-Achse zeigt die Feldpotentialdauer in Sekunden, die y-Achse die
Amplitude in yV. Modifiziert nach (Amend et al., 2019).

Es zeigte sich bei den Untersuchungen, dass Acetylcholin, Carbachol und der
irreversible Hemmer der AChE, der Nervenkampfstoff Cyclosarin, dosisabhangig
Feldpotentialverlangerungen auslosen koénnen. Die frequenzkorrigierte
Feldpotentialverlangerung betragt 9,7 + 0,6% fur Carbachol, 9,7 + 1,2% fur
Acetylcholin und 9,4 + 0,5% fur Cyclosarin. Diese Veranderungen, die wie eingangs
geschildert mit einem erhohten Risiko fur maligne Arrhythmien einhergehen, zeigten
sich unter der Gabe von Atropin reversibel. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass
Atropin nicht nur symptomatisch die Auswirkungen einer cholinergen Krise an den
muskarinischen Acetylcholinrezeptoren behandelt (z.B. Bronchorrhd), sondern auch
die kardiotoxischen Auswirkungen einer Vergiftung mit Inhibitoren der AChE

adressiert.

Ein weiteres Forschungsprojekt, welches die Pathomechanismen toxischer
Substanzen mittels Microelectrode array System untersuchte, stellt die Untersuchung
von Herzglykosiden aus Nerium oleander und Thevetia peruviana dar. Insbesondere
im sudostasiatischen Raum sind Vergiftungen mit diesen Verbindungen haufig. Hierbei
kommen sowohl akzidentielle als auch suizidale Einnahmen in Betracht. Die breite

Verflugbarkeit der Pflanzen und die Moglichkeit einer einfachen Extraktion der
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Glykoside sorgen fur zahlreiche Todesfalle. Hierbei wirken die Glykoside uber eine
Hemmung der Na+/K+-ATPase und kdénnen dadurch schwerwiegende Arrhythmien
und konsekutiv einen Herzstillstand verursachen. Im Microelectrode array System
zeigten sich deutliche Feldpotentialverkirzungen der untersuchten Verbindungen
(Abb. 10).
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Abb. 10: Die Effekte von Herzglykosiden aus N. oleander und T. peruviana auf die frequenzkorrigierte
Feldpotentialdauer (FPDc) im Microelectrode array System. Die Feldpotentialdauer wird als Mittelwert
+ SEM der FPDc (% der Kontrolle) angegeben; * bedeutet Signifikanz vs. initialer FPDc; p < 0.05.
Modifiziert nach (Amend et al., 2021).

Neben dieser Zunahme der arrhythmogenen Potentials, manifestierte sich die hohe
Toxizitat der Glykoside durch Erregungsstillstdande der Kardiomyozyten im Modell.
Interessanter Weise zeigte Neriifolin bereits bei 300 nmol/L einen vollstandigen
Stillstand der Erregung in 5/5 Chips. Das Oleandrin selbst war weniger toxisch
(Erregungsstillstand bei 600 nmol/L). Fur eine Einordnung der Toxizitdt wurde das
Herzglykosid Digoxin als Vergleichssubstanz mit bekannter kardiotoxischer Wirkung
verwendet. Dieses zeigte einen vollstandigen Stillstand der Erregung erst bei
Konzentrationen > 1000 nmol/L. Eine Auflistung der untersuchten Glykoside aus N.
oleander und T. peruviana findet sich in Abb. 11.
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Abb. 11: Zunahme der Erregungsstillstande nach Verabreichung von Herzglykosiden des
Cardenolidtyps in menschlichen, induzierten pluripotenten Stammzellen-abgeleiteten Kardiomyozyten
(hiPSC-CM) in einem Mikroelektroden Array System (MEA). Jedes Herzglykosid wird nach der
Konzentration eingestuft, die den Erregungsstillstand verursacht. Zudem wurden die korrigierte
Feldpotentialdauer (FPDc) und die Schlagfrequenz (BR) berechnet und als Mittelwert + SEM der FPDc
(% des Kontrollwerts) oder BR (% des Kontrollwerts) dargestellt; alle Ergebnisse wurden in n = 5 Wells
erzielt. Modifiziert nach (Amend et al., 2021).

Bei den Untersuchungen zur Kardiotoxizitat der Glykoside aus N. oleander und T.
peruviana zeigten sich also hinsichtlich kausaler Pathomechanismen unterschiedliche
Mechanismen. Zum einen besteht ein erhohtes arrhythmogenes Potential. Dies wird

ersichtlich durch die Verklrzung der Feldpotentialdauer. Weiterhin kommt es davon
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unabhangig, je nach Verbindung, zu einem vollstandigen Erregungsstillstand der
Kardiomyozyten im Modell. Insbesondere der bislang nicht erklarbare direkte Stillstand
der Erregung sollte in zuklnftigen Projekten mittels Patch-Clamp-Technik an

Einzelzellen untersucht werden.

3.2. In vitro Untersuchungen zur Hepatotoxizitat von Organophosphaten (Horn et al.,
2024a; Horn et al., 2024b)

Die Gruppe der Organophosphate, seien es Pestizide oder auch Nervenkampfstoffe,
haben ausgepragte toxische Effekte auf eine Vielzahl von physiologischen Vorgangen
im menschlichen Korper (Amend et al., 2020b). In zwei Studien wurde die Einflisse
der Organophosphate auf die Cytochrom P450 (CYP) Enzyme in der Leber untersucht.
In einer ersten Studie wurden die Einflisse der Pestizide Parathion und Paraoxon auf
CYP und assoziierte Oxygenasen betrachtet. Zahlreiche Pestizide aus der Gruppe der
Organophosphate sind Organothiophosphatverbindungen und damit schwache AChE-
Inhibitoren, die eine Thiophosphorylgruppe (P=S) enthalten. Sie unterliegen einer
metabolischen Aktivierung durch das CYP System zu ihren entsprechenden Oxon-
Analoga (P=0), die starke AChE Inhibitoren sind.

Unter Verwendung einer metabolisch kompetenten Zelllinie (HepaRG-Zellen) wurde
die hemmende Wirkung beider Pestizide auf CYP 3A4, ein zentrales Enzym im
Metabolismus von Xenobiotika untersucht. Es zeigte sich, dass nach einer 24-
stindigen Exposition eine ausgepragte Hemmung der CYP 3A4 Enzymaktivitat
beobachtet wird. Es ergaben sich effektive Konzentration (ECso) von 1,2 mmol/L

(Parathion) bzw. 2,1 mmol/L (Paraoxon).

Veranderungen auf Transkriptionsebene von 92 mit Oxygenasen assoziierten Genen,
einschlieBlich der Gene fur wichtige CYP Enzyme, wurden auRerdem evaluiert. Es
zeigte sich eine signifikante Hochregulierung von Genen, die mit dem Parathion-
Metabolismus in Verbindung stehen, wie CYP1A1, 1A2, 2B6, 2C19 und 3A4. Dies
konnte nach der Erholung von einer lebensbedrohlichen Vergiftung mit
Organophosphaten von Bedeutung sein, insbesondere flr gleichzeitig verabreichte

Medikamente, die von den beteiligten CYP-Enzymen metabolisiert werden.
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Die Forschungen zu den Wechselwirkungen zwischen OP und CYP konzentrierten
sich bislang auf Organothiophosphat-Pestizide, die eine CYP-vermittelte
Bioaktivierung zu ihren aktiven Oxon-Metaboliten erfordern, um als Hemmer der
Acetylcholinesterase (AChE) zu wirken. Da bisher nur wenige Daten zum Einfluss von
Nervenkampfstoffen auf CYP vorliegen, fuhrten wir eine Studie mit Cyclosarin (GF)
und O-ethyl-S-[2-(diisopropylamino)-ethyl]-methylphosphonothioat (VX) durch, wobei
erneut das metabolisch kompetente in vitro Lebermodell (HepaRG-Zellen) verwendet
wurde. Der hemmende Effekt der Nervenkampfstoffe GF und VX auf CYP3A4 wurde
untersucht und zeigte nur eine geringe Hemmwirkung (Abb. 12).
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Abb. 12: CYP3A4 Aktivitdt in HepaRG-Zellen nach Exposition gegenlber Nervenkampfstoffen.
HepaRG-Zellen wurden 5 Stunden (A) oder 24 Stunden (B) gegenuber Cyclosarin (GF) (rote Quadrate)
und O-ethyl-S-[2-(diisopropylamino)-ethyl]-methylphosphonothioat (VX) (griine Dreiecke) exponiert. Die
CYP3A4 Aktivitat wurde auf die entsprechenden Lésungsmittel-Kontrollen normiert. Die Daten sind
einschlieRlich des Mittelwerts und der 99%-Konfidenzintervalle (in der jeweiligen Farbe hervorgehoben)
dargestellt und wurden in Duplikaten aus drei unabhangigen Experimenten bestimmt. Die horizontale
gestrichelte Linie zeigt eine CYP3A4-Aktivitat von 50% an. Modifiziert nach (Horn et al., 2024b).

Anderungen auf der Transkriptionsebene von CYP und assoziierten Oxygenasen
wurden mittels quantitativer reverser Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-
PCR) unter Verwendung der beiden Nervenkampfstoffkonzentrationen von 250 nmol/L
und 250 pmol/L untersucht. Nach der Exposition gegenuber 250 yM GF wurden
verschiedene Gene signifikant hochreguliert. Dabei zeigte sich die hochste
Hochregulierung bei den Genen, die mit CYP1A1 und CYP2B6 assoziiert sind.
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Andererseits wurden nach der Exposition gegenuber 250 nM GF keine signifikanten

Anderungen festgestellt.

Nach der Exposition gegenuber 250 yM VX wurden vier Gene signifikant hochreguliert.
Dabei zeigte sich die hochste Hochregulierung bei den Genen, die mit CYP3A4 und
CYP2B6 assoziiert sind, im Vergleich zu CYP3A5 und CYP3A7. Mehrere Gene
wurden nach der Exposition gegenuber 250 uM VX signifikant herunterreguliert, zum
Beispiel CYP7A1, FMO5, CYP4B1, CYP4A11, CYP4A22 oder CYP1A2. Zudem
wurden nach der Exposition gegenuber 250 nM VX die Gene, die mit CYP3A4 und
CYP3A7 assoziiert sind, signifikant herunterreguliert. Insgesamt wurde bei den
Untersuchungen deutlich, dass v.a. hohere Nervenkampfstoffkonzentrationen

relevante Einflusse auf das CYP System haben.

Informationen Uber Veranderungen in CYP koénnten fir die Verabreichung von
Antidoten bei OP-Vergiftungen von Bedeutung sein, wie zum Beispiel
Benzodiazepinen oder anderen klinisch verwendeten Medikamenten, die von den
betroffenen CYP-Enzymen metabolisiert werden. Darlber hinaus kdnnten
therapeutische Mallnahmen im Verlauf einer Nervenkampfstoffvergiftung durch
vorherige Behandlungen mit CYP-induzierenden oder -hemmenden Substanzen

beeinflusst werden.

3.3. Organ-on-a-Chip — Chancen und Limitationen flr die Untersuchung von
Organophosphaten (Amend et al., 2023a; Amend et al., 2024a)

Organ-on-a-chip-Systeme werden als disruptive Technologie in der Toxikologie
betrachtet, die die Lucke zwischen in vivo und in-vitro Modellen Uberbricken kann. Im
Jahr 2022 entschied die U.S. Food and Drug Administration (FDA), dass neue
Medikamente nicht mehr an Tieren getestet werden missen, um die FDA-Zulassung
zu erhalten (Wadman, 2023). Diese Entscheidung koénnte die Organ-on-a-Chip (OoC)
Technologie in den kommenden Jahren vorantreiben und perspektivisch Tierversuche
endgultig ersetzen. Daruber hinaus konnte diese Technologie auch ein
vielversprechender Ansatz sein, um neue Therapien hinsichtlich Wirksamkeit,

klinischer Umsetzbarkeit und Nebenwirkungsprofil zu Gberprufen.
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In einer ersten Studie erfolgte die toxikokinetische Charakterisierung des
Nervenkampfstoffs VX und des Organophosphat-Pestizids Parathion in einem Co-
Kulturmodell, bestehend aus Leber- und neuronalen Spharoiden. Das verwendete
Modell (HUMIMIC von TissUse) nutzt Organchips, die auf dem Polymer
Polydimethylsiloxan (PDMS) basieren. Hierbei werden 2zwei Kompartimente
miteinander verbunden. Das Modell besteht aus humanen hepatischen und
neuronalen 3D-Spharoiden (jeweils 108 Zellen). Die Zellen wurden mit 1 mmol/L oder
100 pmol/L VX exponieren. Entsprechende Proben von 10 yL wurden nach 0, 2, 8, 24,
48 und 72 Stunden entnommen.

Nach 8 Stunden wurden im Chip mit 1000 ymol/L VX 557 £ 62 umol/L VX
nachgewiesen, bzw. 51 £ 1 ymol/L VX im Chip mit 100 ymol/L. Der Rickgang von VX
in den mit Spharoiden geflllten Chips schien in den ersten 8 Stunden schneller zu
erfolgen als in den zellfreien Kontrollchips, war jedoch nur im Chip mit 100 ymol/L VX
signifikant. Die Endkonzentration von VX nach 72 Stunden betrug 168 + 19 umol/L VX
im Chip mit 1000 pymol/L und 13 £ 1 ymol/L VX im Chip mit 100 ymol/L. Die Ergebnisse
in beiden Organ-Chips zu diesem Zeitpunkt unterschieden sich nicht signifikant von

der Kontrolle.

Nach 2 Stunden wurden im Chip mit 1000 ymol/L Parathion, 87 pmol/L £ 4 umol/L und
im Chip mit 100 pymol/L Parathion 7 ymol/L + 1 pymol/L gefunden. Diese Ergebnisse
unterschieden sich nicht signifikant von der Kontrolle. Nach 72 Stunden konnte im Chip
mit 1000 uymol/L Parathion, 2 ymol/L £ 1 pmol/L nachgewiesen werden. Im Chip mit
der niedrigen Parathionkonzentration (100 umol/L) konnte Uberhaupt kein Parathion
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse unterschieden sich nicht signifikant von der
Kontrolle. In Abb. 13 wird exemplarisch die Toxikokinetik von VX und Parathion in

zellhaltigen und zellfreien Chips dargestellt.
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Abb. 13: Die toxikokinetischen Eigenschaften des Nervenkampfstoffs VX und des Organophosphat-
Pestizids Parathion in einem Zwei-Kompartiment-Organ-on-a-Chip System, das Leber- und neuronale
Sphéroiden umfasst, mit insgesamt 1 x 108 Zellen pro Kompartiment. A) und B) zeigen die Toxikokinetik
von VX in einer Konzentration von 1000 pymol/L bzw. 100 umol/L. Kontrollwerte wurden aus zellfreien
Chips gewonnen. C) und D) veranschaulichen die jeweiligen Konzentrationen der Enantiomere von VX.
E) und F) zeigen die Toxikokinetik von Parathion (1000 umol/L bzw. 100 umol/L). Alle Ergebnisse sind
als Mittelwerte + SD dargestellt und wurden in drei Chips ermittelt. Die jeweiligen Konzentrationen zu t
=0 h waren 1000 pymol/L bzw. 100 ymol/L VX. Modifiziert nach (Amend et al., 2023a).

Mit dem Nachweis einer sehr starken bzw. vollstdndigen Bindung der
Organophosphate VX und Parathion an PDMS wurde somit deutlich, dass Organchips
fur toxikokinetische Untersuchungen ungeeignet sein konnten. Um die
Polymer/Organophosphat Interaktionen weiter zu ergrinden, wurden in einem
Folgeprojekt alternative Chips, basierend auf dem Polymer cyclic olefin copolymers
(CoC) verwendet. Weiterhin wurden Beschichtungen fur beide Polymere mit dem
biokompatiblen Polymer Polyethyleneimin (PEI) betrachtet. Bei der Studie wurden
1000 umol/L VX in zellfreien Organchips hinsichtlich der Toxikokinetik und der

Degradationsprodukte untersucht.

Die auf PDMS basierenden Chips zeigten eine VX-Konzentration von 168 £ 19 ymol/L
VX. Die neuartigen, auf CoC basierenden Chips fuhrten zu einer entsprechenden
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Konzentration von 360 + 1 uymol/L VX. Eine zusatzliche Beschichtung mit 0,5% PEI
ergab eine Konzentration von 442 + 54 upmol/L VX. Darlber hinaus waren die
Abbauprodukte von VX ebenfalls stark abhangig vom jeweiligen Polymer: Das toxische
Metabolit von VX, EA-2192, zeigte eine Konzentration von 203 + 7 ymol/L VX in einem
unbeschichteten, auf PDMS basierenden OoC, wahrend der CoC-Chip mit einer
Beschichtung von 0,5% PEI zu einem Rickgang der EA-2192-Konzentration auf 121
+ 5 ymol/L flhrte (Abb. 14).
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Abb. 14: Die Toxikokinetik des Nervenkampfstoffs VX (1000 pmol/L) und seiner jeweiligen
Abbauprodukte EMPA und EA-2192 in einem Zwei-Kompartiment-Organ-on-a-Chip Modell. A-C
veranschaulichen die Toxikokinetik von PDMS-basierten Organ-Chips mit verschiedenen
Oberflachenmodifikationen. D-E heben die jeweilige Toxikokinetik eines auf CoC basierenden Chips
hervor. Die Oberflachenmodifikation wurde durch Beschichtung mit Polyethylenimin (PEI) in einer
Konzentration von 0,5% bzw. 0,1% durchgefihrt. Alle Ergebnisse werden als Mittelwerte £ SD
dargestellt, und alle Ergebnisse wurden in drei Chips ermittelt. Modifiziert nach (Amend et al., 2024a).
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Die aktuelle Studie zeigte, dass die Toxikokinetik des Organophosphats VX in einem
OoC-Modell stark vom jeweiligen Polymer und der OoC-Oberflachenbeschichtung
abhangt. Matrixeffekte  kdnnen nicht nur zu einer stark variablen
Verbindungsabsorption fuhren, sondern auch zu variablen Konzentrationen biologisch
aktiver Abbauprodukte, in diesem Fall des toxischen VX-Metaboliten EA-2192. Daher
koénnte die Optimierung von Organ-on-a-Chip Systemen eine bessere Vergleichbarkeit
unterschiedlicher Studien und Ergebnisse ermoglichen. SchlieBlich gilt es zukunftig,
vor der Verwendung entsprechender Organchips fur pharmako- oder toxikokinetischen
Studien, die verwendeten Polymere hinsichtlich der Bindung/Degradation des

Wirkstoffs zu charakterisieren.
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4. Entwicklung und Charakterisierung translationaler Modelle (Marquart et al.,
2019; Amend et al., 2020b; Amend et al., 2020a)

Die Diagnose und Behandlung von Organophosphat- oder Carbamat-Vergiftungen
basiert traditionell auf dem klinischen Erscheinungsbild des typischen cholinergen
Toxidroms, wie z. B. Miosis, Salivation, Bradykardie und epileptischen Anfallen.
Klinische Anzeichen kénnen jedoch unklar oder sogar irrefihrend sein (Vale et al.,
2018). So hat sich in der Vergangenheit gezeigt, dass bei nur maRig vorhandener
Salivation, die Miosis durchaus als Hinweis auf eine Vergiftung mit Opioiden
fehlinterpretiert werden kann (Ciottone, 2018). Verfligbare enzymatische Assays
kénnen schnell Informationen zu der Art der Vergiftung und zu moglichen
Behandlungsoptionen in der cholinergen Krise liefern und die klinische
Entscheidungsfindung unterstutzen. Daruber hinaus scheint es wichtig, zwischen
Organophosphat- und Carbamat-Vergiftungen zu unterscheiden, da eine
Oximtherapie bei Carbamat-Vergiftungen wahrscheinlich keinen Nutzen bringt und —
wie jedes pharmazeutische Produkt — auch unerwinschte Nebenwirkungen
verursachen kann (Wille et al., 2013). Die fruhzeitige Identifikation der Substanzklasse
einer cholinergen Krise und der aufgenommenen Menge im Korper ist entscheidend

fur die Planung des therapeutischen Vorgehens.

Zur weiterfUhrenden Diagnostik im Rahmen einer Vergiftung mit Organophosphaten
oder auch Carbamaten steht der ,Cholinesterase Status® zur Verfigung. Das

grundsatzliche Prinzip dieses diagnostischen Tools wird in Abb. 15 deutlich.
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Abb. 15: Das Konzept des Cholinesterase-Status: Der Cholinesterase-Status umfasst vier unabhangige
Analysen, die wichtige klinische Entscheidungen unterstiitzen und eine umfassende Uberwachung des
Vergiftungskurses des Patienten sowie die Notwendigkeit einer Oximtherapie ermdglichen. Modifiziert
nach (Amend et al., 2020a).

Der ,Cholinesterase Status“ besteht aus vier verschiedenen Assays, die bei der
klinischen Entscheidungsfindung wertvolle Hinweise im Hinblick auf Therapie und
schwere des zu erwartenden Verlaufes liefern kdnnen. Es wird zunachst die AChE-
Aktivitat in einer verdinnten Blutprobe des Patienten bestimmt (1). Eine signifikante
Hemmung beweist eine stattgehabte Exposition gegentber Organophosphaten oder
Carbamaten. Im Weiteren wird die BChE-Aktivitat in Plasma-Proben des Patienten
beurteilt (2). Die BChE wird in vielen Kliniken als Leberfunktionsparameter erhoben
und ist nach Exposition mit Organophosphaten oder Carbamaten ebenfalls gehemmt.
Damit werden Vergleiche mit den Laborergebnisse der Klinik ermoglicht. Fur die
therapeutischen Entscheidungen dient aber nur die AChE als Surrogat, die BChE
unterliegt grofRen interindividuellen Schwankungen und korreliert insbesondere was
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die Reaktivierbarkeit betrifft nicht mit den in vivo Bedingungen (Worek et al., 1999).
Weiterhin wird die Reaktivierbarkeit der durch OP inhibierten AChE in einer verdinnten
Blutprobe des Patienten nach Inkubation mit einer supratherapeutischen
Konzentration eines Oxims (3) bestimmt. So ist es moglich, Aussagen uber die
Erfolgsaussichten einer Oximtherapie zu treffen. Das in vielen Landern verwendete
Obidoxim ist z.B. bei einer Vergiftung mit dem Organophosphat Pestizid Parathion eine
vielversprechende Therapieoption. Wenn allerdings die Vergiftung vor dem
Therapiebeginn mehrere Tage (beim Parathion) zuruckliegt, kommt es zu einer
L2Alterung“ des Organophosphat-Enzym-Komplexes. Nachdem das OP-Molekul an
AChE gebunden hat, beginnt es, mit dem Enzym zu reagieren. Zunachst ist die
Bindung zwischen OP und AChE reversibel, das heil3t, das OP-Molekul kann
theoretisch durch ein Oxidationsmittel (wie z.B. ein Oxim) entfernt und die Aktivitat des
Enzyms wiederhergestellt werden. Bei der "Alterung" wird eine zusatzliche chemische
Reaktion ausgeldst, bei der das OP-Moleklil starker mit der AChE verbunden wird und
die Bindung stabiler und irreversibler wird. Diese Reaktion fuhrt dazu, dass die AChE-
Aktivitat dauerhaft verloren geht. SchlieRlich wird beim ,Cholinesterase Status® die
hemmende Aktivitat des Patientenplasmas gegenuber der nicht inhibierten Kontroll-
AChE bestimmt (4). Dieser Parameter gibt Hinweise, wie hoch die tatsachlich
aufgenommene Giftmenge war. Bei einer hohen inhibitorischen Aktivitat muss dann
die Oximtherapie ebenfalls fortgesetzt werden. Dies dient dazu, dass neu
synthetisierte AChE, die direkt wieder gehemmt wird, erneut und unmittelbar reaktiviert

wird und nicht dem Prozess der Alterung unterzogen wird (Amend et al., 2020a).
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Abb. 16: Der exemplarische ChE-Status eines Patienten, der Obidoxim erhalt. Die AChE in-vivo Aktivitat
(AChE) und die maximal mdgliche AChE-Aktivitat nach Inkubation mit 100 uM Obidoxim ex vivo sind an
verschiedenen Tagen nach der Aufnahme in mU/umol Hb angegeben (Reac, A). Die hemmende
Aktivitdt wird in % Hemmung von lyophilisiertem Erythrozyten AChE im Test (Inhib) und die BChE-
Aktivitat in U/l (B) angegeben. Modifiziert nach (Amend et al., 2020a).

In Abb. 16 werden die Vorzige des ,Cholinesterase Status“ nach Vergiftung mit
Organophosphaten deutlich. Initial zeigte sich bei Tag 9 eine deutlich gehemmt AChE
im Patientenblut (Abb. 16 A). Die Bestimmung der Reaktivierbarkeit (Abb. 16 A) der
gehemmten AChE zeigt ein deutliches therapeutisches Potential einer Therapie mit
Oximen. Nach Therapiebeginn gleichen sich die Kurven der AChE Aktivitat und der
Reaktivierbarkeit an. Dies bedeutet, dass die reaktivierbare AChE auf das maximal
mogliche Level angehoben wird. In Abb. 16 B wird deutlich, dass zunachst an Tag 9
eine erhebliche inhibitorische Aktivitat vorhanden ist, welche bis Tag 14 kontinuierlich
abnimmt. Damit ist also eine therapeutische Gabe von Oximen notwendig, um sowohl
eine maximale Reaktivierung des gehemmten Enzyms zu erreichen, als auch die neu
synthetisierte AChE vor erneuter Hemmung und Alterung zu schitzen. Im
gegenwartigen Beispiel kann also spatestens ab Tag 17 auf eine WeiterfuUhrung einer

Therapie mit Oximen verzichtet werden.

Die hier dargestellte direkte Nutzung von in vitro generierten Erkenntnissen und
Testverfahren zur Optimierung einer Therapie einer Vergiftung mit Organophosphaten
zeigt, dass translationale Ansatze nicht nur akademisch relevante neue Erkenntnisse
liefern, sondern dass hier die Therapie optimiert werden kann. Die Steuerung der
Medikation mit Oximen und die Abschatzung des Erfolgs etwaiger
Extubationsversuche der Patienten kdnnen hiermit erfolgen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Der erste Teil der Arbeit zielt im Rahmen der Entwicklung von ex vivo Modellen auf die
Nutzung und Etablierung standardisierter Modelle in Hinblick auf eine Vergiftung mit

Organophosphaten ab.

Vergiftungen mit hochtoxischen Verbindungen sind eine relevante gesellschaftliche
Herausforderung. In Landern mit niedrigem Einkommen sind v.a. Pestizide aus der
Gruppe der Organophosphate oder auch Carbamate relevant. In diesem Bereich der
Toxikologie hat es in den letzten 60 Jahren wenig nennenswerte Fortschritte
hinsichtlich einer Optimierung der gegenwartig verfligbaren und zugelassenen
Therapien gegeben (Worek et al., 2016; Amend et al., 2020b). Ursachlich hierfur
konnte sein, dass diese Thematik fur gro3e pharmazeutische Unternehmen wenig
lukrativ ist. Vermutlich spielen aber auch weitere Faktoren eine relevante Rolle. Bei
der Entwicklung von Oximen zeigte sich, dass viele Ergebnisse aus unterschiedlichen
Laboren oftmals nicht vergleichbar sind (Worek et al., 2016). Unterschiede im
Versuchsaufbau, in der verwendeten Spezies und in der Modelletablierung verhindern

oft eine Vergleichbarkeit der Erkenntnisse.

Die hier dargestellten ex vivo Modelle zur Nephrotoxizitat zielen auf eine
standardisierte Untersuchung selbiger ab und vereinheitlichen Modell- und
Zellkulturbedingungen. Ein besonderer Vorteil der dargestellten
Experimentalbedingung im Vergleich z.B. zur Verwendung von induzierten
pluripotenten Stammzellen ist eine einfache Reproduzierbarkeit. Wesentliche
Variablen, wie die Art des verwendeten Mediums in den PCKS und den Zusatz
potentiell nephrotoxischer Antibiotika wurde untersucht und die optimalen

Bedingungen identifiziert.

In einem weiteren ex vivo Modell wurden Bispyridiniumverbindungen zur
Wiederherstellung der neuromuskularen Transmission nach
Nervenkampfstoffvergiftung untersucht. Dieses Modell nutze Ratten-
Hemidiaphragmen. Mogliche kausaltherapeutische Optionen der nikotinergen Effekte
einer Vergiftung mit Organophosphaten standen hier im Fokus. Dieses Modell bietet
fur die moderne Wirkstoffentwicklung einen  zukunftstrachtigen Ansatz:
Wirkstoffkandidaten, die im molekularen Modelling identifiziert wurden, kénnen direkt

in diesem biologischen System hinsichtlich der Wirksamkeit getestet werden. Der
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Umstand, dass eine Gleichwertigkeit dieses Ratten-Hemidiaphragma-Modells zu
humanen neuromuskularen Endplatte in der Vergangenheit gezeigt wurde, ermdéglicht
eine direkte Translation der Ergebnisse zur tatsachlichen in vivo Situation.
Perspektivisch sind hier Modelle, die auf induzierten pluripotenten Stammzellen
basieren eine interessante Option. Allerdings mussen bereits verfugbare Modelle (Urzi

et al., 2023) hierfur standardisiert werden.

In einem ex vivo Hautmodell wurde eine generisch nutzbare analytische Methode
(Ellman  Assay) zur Quantifizierung von  Penetrationsvorgangen  von
Organophosphaten etabliert. Dies ermdglicht die Bewertung von
Dekontaminationslésungen ohne auf kostspielige und arbeitsintensive Analytik, wie
z.B. GC-MS-MS und LC-MS-MS, zuruckgreifen zu mussen. Um hier ebenfalls das
genutzte Modell weiter zu optimieren und zu standardisieren, werden perspektivisch
Vollhautmodelle genutzt werden. Diese ahmen die physiologischen Prozesse der

menschlichen Haut nach und werden standardisiert hergestellt.

Neben der Nutzung von ex vivo Modellen zur Charakterisierung von
Pathomechanismen toxischer Verbindungen bieten auch in vitro Modelle
umfangreiche Optionen. Grundsatzliche Fragestellungen zur Kardiotoxizitat
hochtoxischer Verbindungen wurden mittels induzierten pluripotenten Stammzellen-
abgeleiteten Kardiomyozyten (hiPSC-CM) in einem Mikroelektroden Array System
(MEA) untersucht. Dieses System wird als Screening Tool in der Pharmaindustrie seit
vielen Jahren verwendet und konnte mit einigen Modifikationen zur Aufklarung
arrhythmogener Eigenschaften von Nervenkampfstoffen und Glykosiden aus N.
oleander und T. peruviana verwendet werden. Es erwies sich hier als vorteilhaft, dass
das Modell zunachst mit bereits bekannten Substanzen, wie beispielsweise Digoxin
charakterisiert werden konnte und so eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auch in

anderen Laboren denkbar ist.

Im Sinne eines translationalen Ansatzes wurde ein weiteres in vitro Modell, der sog.
Cholinesterase Status verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass hier nicht nur eine
gezielte Therapiesteuerung der Vergiftung durch Organophosphate mdoglich war,
sondern auch Aussagen hinsichtlich Schweregrad der Vergiftung und prognostizierten

Verlauf moglich war.

SchlieB3lich lag ein weiterer Fokus der gegenwartigen Arbeit auf der Organ-on-a-Chip

Technologie. Dieser innovative Ansatz in der Pharmakologie und Toxikologie soll
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perspektivisch aufgrund eines postulierten besseren translationalen Potentials
Tierversuche ersetzen kdnnen. Hier zeigten sich aber deutliche Limitationen in Bezug
auf niedermolekulare Substanzen. Modellverbindungen aus der Gruppe der
Organophosphate wiesen eine erhebliche, teilweise sogar vollstandige Absorption
oder Degradation in Organchips auf. Diesem Aspekt war in der Vergangenheit kaum
Aufmerksamkeit gewidmet wurden. Da die unterschiedlichen Polymere der
Organchips auRerdem auch in erheblichem Malde unterschiedliche Konzentrationen
bioaktiver Degradationsprodukte erzeugten, kdnnen je nach Art des Polymers eine
erhebliche Variabilitat hinsichtlich biologischer Effekte erwartet werden. Somit gilt es
vermutlich in der Zukunft zunachst die verwendeten Polymere in Bezug auf
Interaktionen mit niedermolekularen Substanzen zu charakterisieren und erst danach
ggf. Uber einen maoglichen Ersatz fur etablierte Tierversuche nachzudenken. Neben
dem in der Pharmakologie und Toxikologie etablierten Prinzip der
Lésungsmittelkontrolle und ggf. der unbehandelten Kontrolle kdnnte man analog dazu

Uber die Etablierung von Polymer-Kontrollen diskutieren.
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