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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Phosphororganische Verbindungen

1.1.1 Chemische Struktur
Die chemische Struktur von phosphororganischen Verbindungen ist sehr heterogen. In
Abbildung 1 sind der allgemeine strukturelle Aufbau, sowie einige wichtige Beispiele
aufgeflihrt. Alle OP-Verbindungen weisen im Grundsatz folgende Gemeinsamkeiten

auf (Black & Harrison, 1996; John et al. 2008):

1. Eine P=0-Gruppe oder eine P=S-Gruppe
2. Eine Abgangsgruppe (X), hydrolyseempfindlich und leicht durch nukleophile
Reaktionspartner austauschbar

3. Zwei organische Substituenten (R; und R;)

Verbindungen mit einer P=0-Gruppe werden Organophosphate oder auch Oxone
genannt, solche mit einer P=S-Gruppe Organophosphothioate oder auch Thione. Die
organischen Gruppen R; und R; sind meist Uber ein Sauerstoff- oder ein Schwefelatom
mit dem Phosphor verbunden (Organophosphate), kdnnen aber auch direkt mit dem

Phosphor verbunden sein (Organophosphonate) (Marrs 1993; John et al. 2008).

Allgemeine

Struktur Sarin vX Paraoxon-ethyl
0o/s 0 o) 0
B R P P I
R, N0 2 e o/\ /\0/ ~0

- \u\ O

Abbildung 1: Abgebildet ist die allgemeine Struktur von phosphororganischen Verbindungen und einige
Beispiele: Als Vertreter der G-Kampfstoffe ist Sarin und aus der Gruppe der V-Kampfstoffe VX gezeigt.
Zusatzlich ist das Pestizid Paraoxon-ethyl abgebildet.
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1.1.2 Allgemeines

Die Urspriinge der phosphororganischen Nervenkampfstoffe und Pestizide reichen
zurlick in das Jahr 1937. Gerhard Schrader, Angestellter der |G Farbenindustrie in
Deutschland, synthetisierte im Rahmen eines Forschungsprojektes zu Insektiziden
mehr als 2000 phosphororganische (OP) Verbindungen, darunter die hoch toxischen G-
Kampfstoffe Tabun und Sarin (Szinicz 2005; Worek et al. 2016). Eine umfassende
Forschung und Produktion von OP-Verbindungen zum Zwecke des Einsatzes als
Nervenkampfstoff und Insektizid fand jedoch erst wahrend und nach dem Il. Weltkrieg
statt. Sie gipfelte in den 1950er-Jahren in der Entdeckung und Produktion von VX als
erstem Vertreter der Gruppe der hoch toxischen V-Kampfstoffe (Tammelin 1957). Im
Laufe des Kalten Krieges wurden weltweit grofle Vorrate an Nervenkampfstoffen
hergestellt (Szinicz 2005; Worek et al. 2016). Zum dokumentierten Einsatz kamen
Nervenkampfstoffe z.B. im Iran-Irak Krieg, als sie von den Truppen Saddam Husseins
gegen die kurdische Zivilbevolkerung eingesetzt wurden (Weimaster et al. 1995; Black
et al. 1994; Van Der Schans et al. 2013; Macilwain 1993; Newmark 2004). Bei
terroristischen Anschlagen in der japanischen Stadt Matsumoto (Morita et al. 1995)
und in der U-Bahn in Tokio durch die Aum-Sekte wurde Sarin eingesetzt (Suzuki et al.
1995). Mit Ende des Kalten Krieges wurde im Rahmen von Abriistungsvereinbarungen
das Chemiewaffenabkommen ausgearbeitet. Dieses trat 1997 in Kraft und bis jetzt
haben 98 % aller Staaten weltweit dieses Abkommen unterzeichnet. Es verbietet die
Entwicklung, Herstellung, Lagerung und den Einsatz von chemischen Kampfstoffen
(United Nations Treaty Collection 1997). Trotz permanenter, andauernder Abristung
und Vernichtung existieren aufgrund groRer Lagermengen jedoch immer noch
Bestdnde. Eine wachsende Gefahr geht in jlingerer Vergangenheit vor allem vom
Einsatz chemischer Kampfstoffe durch Terrororganisationen aus. So sind bereits
Einsdatze von OP-Verbindungen im Zuge des Birgerkrieges in Syrien dokumentiert
(Eisenkraft et al. 2014; Worek & Thiermann 2013).

Neben dem medienwirksamen, militdrisch-terroristischen Einsatz stellen OP-
Pestizidvergiftungen bei gleichem Wirkmechanismus, aber geringerer Toxizitdt ein

globales Gesundheitsrisiko dar. Insbesondere im ldndlichen Raum Asiens ist zumeist
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lediglich eine rudimentdre medizinische Versorgung vorhanden und der Zugang zu
Pestiziden aufgrund fehlender Sicherheitsvorschriften vergleichsweise einfach. Somit
ist die Einnahme von Pestiziden mit etwa 260.000 todlich verlaufenden Vergiftungen
pro Jahr eine der weltweit haufigsten Suizidmethoden, hinzu kommen Falle von
unbeabsichtigter Pestizidintoxikation (Gunnell et al. 2007; Eddleston & Phillips 2004;
Eddleston et al. 2005). Zwei Drittel aller Pestizidvergiftungsfalle sind dabei auf
phosphororganische Pestizide zurlickzufihren (Eddleston 2000). Schatzungen der
World Health Organisation (WHO) gehen von bis zu 25 Millionen Landarbeitern in
Entwicklungslandern aus, die jahrlich Episoden einer Pestizidintoxikation aufzeigen
(Jeyaratnam 1990).

Unter dem Aspekt der wachsenden Gefahr terroristischer Anschlage durch
Nervenkampfstoffe und der groflen Anzahl weltweiter Vergiftungen mit OP-Pestiziden
ist die Erforschung und Etablierung effektiver medizinischer GegenmaRnahmen

essentiell.

1.1.3 Toxikologie, Pharmakokinetik und -dynamik

Phosphororganische Verbindungen kénnen durch Inhalation, Verschlucken oder
Resorption liber die Haut in den Korper gelangen (Kwong 2002). Die Absorption hangt
dabei von der Kontaktzeit des Agens, dessen Lipophilie, sowie der eventuellen
Anwesenheit eines Losemittels ab. Nach Verteilung kann es zu einer Akkumulation in
Niere, Leber und Fettgewebe kommen. Die stark lipophilen OP-Verbindungen kdnnen
dabei ein Depot im Fettgewebe ausbilden, wodurch es Uber einen langeren Zeitraum
zur Freisetzung der Substanzen und einer erneuten Symptomatik kommen kann (Vale
1998).

Die Toxizitat der OP-Verbindungen liegt in der Hemmung der Acetylcholinesterase
(AChE) begriindet. Durch einen nukleophilen Angriff der Hydroxyfunktion des
Serin-203 in der katalytischen Triade des aktiven Zentrums der AChE am Phosphylrest
des OPs wird dieser kovalent an die AChE gebunden. Untersuchungen zu Struktur-
Wirkungsbeziehungen zeigen, dass die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
am Oxyanion-Loch der AChE (Gly121, Gly122 und Ala 204) essentiell fiir die Bindung

von OP-Substanzen an AChE ist. Bei aromatischen Abgangsgruppen am OP-Molekdl ist
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die AChE-Inhibition durch m-m-Wechselwirkungen mit Trp86 starker (Lee & Barron
2016). Die Bindung von OP-Substanzen an AChE fiihrt zu einer irreversiblen Hemmung
des Enzyms. Dadurch kann der Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) nicht mehr
abgebaut werden und kumuliert im synaptischen Spalt von nikotinischen und
muskarinischen ACh-Neuronen, was zu einer neuronalen Uberstimulation fithrt (Marrs
1993; Aldridge et al. 1972; Taylor et al. 1995). Im Zuge dessen kommt es zu einer
Vergiftungssymptomatik, die nach volatiler Aufnahme (iber die Schleimhaute relativ
schnell und nach perkutaner Resorption mit einer Verzégerung von mehreren Stunden
auftreten kann (Lee 2003). Zu den typischen muskarinischen Symptomen zdhlen u.a.
Miosis, Durchfall und Erbrechen, Bradykardie sowie bronchiale Sekretion und
Bronchokonstriktion. Nikotinische Symptome sind muskulare Faszikulationen,
Muskelkrampfe und -lahmung. Hinzu kommen zentralnervose Symptome wie Ataxie,
Psychosen, Tremor, Unruhe und Atemdepression. Ohne Behandlung koénnen
Muskelldhmung, Bronchokonstriktion und Atemdepression zum Tod durch
Atemstillstand fiihren (Grob 1956; Kwong 2002; Lee 2003; Marrs 1993).

Die OP-gehemmte AChE kann eine Reihe an Reaktionen eingehen (Abbildung 2).
Neben der Reaktivierung der AChE durch Oxime (s. Abschnitt 1.1.4) kann es zu einer
Reaktivierung durch spontane Hydrolyse oder zu einer sogenannten ,Alterung”
kommen. Bei Letzterer wird, in Abhangigkeit von der Struktur der Phosphylgruppe,
nach wenigen Minuten bis einigen Tagen spontan ein Alkylrest durch Hydrolyse
abgespalten (Worek et al. 2004; Gupta 2015).

Aufgrund der geringen Halbwertszeit der OP-Substanzen im Koérper ist ein direkter
Nachweis der Substanzen nur in einem kurzen Zeitfenster moglich. (Black & Read
2013). Daher existiert eine Reihe an Biomonitoring-Methoden, um OP-Vergiftungen
nachzuweisen. Als Schnelltest hat sich die Messung der Cholinesteraseaktivitat
bewihrt (Worek et al. 1999). Uber Addukte von OP-Substanzen mit Proteinen wie
Albumin und Buturylcholinesterase ist ein Nachweis aus Blutplasma zuverldssig auch
noch einige Tage bis Wochen nach Exposition moglich. Ein Nachweis der

Albuminaddukte ist auch nach einer Oximtherapie realisierbar (Black & Read 2013).
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Abbildung 2: Reaktion von phosphororganischen Substanzen mit dem Serinrest im aktiven Zentrum der
AChE und kinetische Zusammenhange (Abbildung Gibernommen aus (Wille 2015)). Die Hemmung wird
beschrieben durch die Hemmkonstante k. Der Quotient aus der Reaktivierungskonstante k, und der
Dissoziationskonstante K, ergibt die Reaktivierungskonstante k,,, welche die Reaktivierungs-
geschwindigkeit durch das Oxim beschreibt. Die Geschwindigkeit der Spontanhydrolyse wird durch die
Konstante k, und die der Alterung durch die Konstante k, ausgedriickt (Worek et al. 2004).

Als OP-Pestizide kommen haufig Thionverbindungen zum Einsatz, welche im Vergleich
zu Oxonen isoliert eine niedrige Toxizitat aufweisen. Jedoch wirken Thionverbindungen
als Prodrug und werden durch CYP P450-Enzyme in der Leber zu den
korrespondierenden toxischen Oxonen biotransformiert (Buratti et al. 2003; Sams et
al. 2000). Die Geschwindigkeit und Intensitdt der hepatischen Biotransformation ist
aufgrund genetischer Polymorphismen interindividuell verschieden, sodass ein Verlauf
der Symptomatik schwer einzuschatzen ist (Eyer et al. 2009). Phosphororganische
Verbindungen konnen durch das im Blutplasma enthaltene Enzym Paraoxonase 1
(PON1) hydrolytisch abgebaut werden. Die Aktivitdit von PON1 weist dabei ebenfalls
grofle interindividuelle Unterschiede auf und ihre Aktivitat ist von der Struktur der OP-

Verbindung abhéangig. (Rochu et al. 2007).
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1.1.4 Standardtherapie bei Vergiftungen mit OP-Substanzen
Die kausale Standardtherapie einer Vergiftung mit phosphororganischen Substanzen

umfasst zwei grundlegende Medikamente (Abbildung 3).

\
N
OH
CI- CI-
| |
o) . H N N\/O\/N = 0O

Atropin Obidoxim

Abbildung 3: Standardtherapie bei Vergiftungen mit phosphororganischen Substanzen. Atropin wirkt als
Antagonist an muskarinischen Rezeptoren. Oxime, wie das dargestellte Obidoxim, werden eingesetzt,
um die gehemmte AChE zu reaktivieren.

Atropin wird verabreicht, um als kompetitiver Antagonist an muskarinischen
Rezeptoren die Wirkung des im synaptischen Spalt akkumulierten ACh abzuschwachen.
Oxime werden in der Therapie eingesetzt, um den Phosphylrest von der gehemmten
AChE abzuspalten und diese dadurch zu reaktivieren. Im europdischen Raum kommt
v.a. das klinisch verfligbare und zugelassene Obidoxim zur Anwendung, wahrend u.a.
in GroBbritannien, den USA und asiatischen Landern insbesondere Pralidoxim
eingesetzt wird (Elsinghorst et al. 2013). Die Strategie der Oximtherapie ist jedoch
umstritten, da sie einige, nachfolgend erlduterte Einschrankungen mit sich bringt. Bis
heute konnte noch kein universell wirksames Breitbandoxim gefunden werden, die
Wirksamkeit ist vielmehr abhadngig von der inkorporierten OP-Verbindung (Worek &
Thiermann 2013). So zeigte Pralidoxim bei Vergiftungen mit OP-Pestiziden im
Gegensatz zu Obidoxim unzureichende Reaktivierungseigenschaften (Worek et al.
2004; Thiermann et al. 2009; Buckley et al. 2011). Durch Paraoxon, Sarin und VX
inhibierte AChE kann durch Obidoxim im therapeutischen Rahmen ausreichend
reaktiviert werden. Die Wirksamkeit von Obidoxim ist jedoch beispielsweise bei einer
Cyclosarin- oder VR-Vergiftung nicht ausreichend (Worek et al. 2004). Das im
Zulassungsprozess befindliche Oxim HI-6 stellt fiir letztgenannte Vergiftungen eine

sinnvolle Therapieerganzung zum Obidoxim dar (Worek et al. 1998, Eyer & Worek
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2007). Gealterte AChE (Abbildung 2) kann nicht mehr durch Oxime reaktiviert werden.
Eine Oximtherapie sollte daher méglichst schnell nach Exposition eingeleitet werden,
um eine Alterung der AChE zu verhindern. Dies ist insbesondere bei einer
Somanvergiftung problematisch, bei der eine Alterung innerhalb weniger Minuten
eintritt (Worek et al. 2004; Eyer & Worek 2007). Bei einer zu geringen
Oximkonzentration kann die Re-Inhibition der AChE durch das Gift schneller verlaufen
als die Reaktivierung. Dies ist speziell bei suizidalen Vergiftungen mit hohen Dosen von
OP-Pestiziden problematisch (Eyer 2003). Die beschriebenen Aspekte zeigen auf, dass
die bestehende Standardtherapie bei OP-Vergiftungen, bestehend aus Atropin und

einem Oxim, bis dato groRRen Limitierungen bei der Wirksamkeit unterworfen ist.

1.2 Ziel der Arbeit und untersuchte Therapeutika

Die beschriebenen Einschrankungen der Standardtherapie von OP-Intoxikationen
zeigen den Bedarf fir alternative Therapieansatze. Eine Weiterentwicklung stellen
stochiometrische und katalytische Bioscavenger (z.B. Enzyme) dar, welche einen
Abbau der OP-Substanzen ermdglichen, bevor diese ins Zielgewebe gelangen und dort
die AChE hemmen. Fir den therapeutischen Einsatz von Scavengern muss eine Reihe
an Voraussetzungen erfiillt sein. |dealerweise weisen sie eine hohe Aktivitat und ein
breites Wirkspektrum auf. Aulerdem muss eine ausreichende Lagerstabilitdt ohne
Verlust an Enzymaktivitat erreicht werden. Ein Problem stellt auch die haufig geringe
Immuntoleranz gegeniber parenteral verabreichten Enzymen bakterieller Herkunft
dar. Die genannten Aspekte machen aufwendige Enzymmodifikationen nétig, trotz
derer eine kostengiinstige Herstellung unter GMP-Bedingungen (Good Manufactoring
Practice) noch moglich sein muss. Eine Marktreife der Scavenger liegt bisher nicht vor
(Masson & Rochu 2009a; Masson & Rochu 2009b; Nachon et al. 2013).

Die vorliegende Arbeit befasst sich vor diesem Hintergrund mit in-vitro-
Untersuchungen zu neuen Therapieansdtzen, die auf klinisch bereits verfiigbaren
Therapeutika basieren. Diese haben im Vergleich zu den beschriebenen
Therapiemoglichkeiten den Vorteil, dass sie im Falle einer Wirksamkeit bei OP-

Vergiftungen zeitnah in der Therapie eingesetzt werden koénnen. Fiir bereits
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zugelassene Therapeutika wurde eine Unbedenklichkeit im Rahmen von klinischen
Studien bereits gezeigt, sodass lediglich eine Indikationserweiterung erwirkt werden
musste. Es kommt zusatzlich der Einsatz im Rahmen des Off-Label-Use in Betracht.
Untersucht wurden Therapeutika, fir die in der Literatur eine Wirksamkeit bei OP-
Intoxikationen diskutiert wird. Ziel war es, eine Datenbasis fiur diese Substanzen zu
generieren, um einen moglichen therapeutischen Einsatz zu bewerten. Die Auswahl
der Substanzen wird im Folgenden kurz erlautert.

Publikationen weisen darauf hin, dass in der Klinik eingesetzte Lipidemulsionen
lipophile Arzneistoffe durch Absorption von ihrem Wirkort entfernen und dadurch eine
Detoxifizierung erwirken. In einigen Studien konnten bei Psychopharmaka und
Lokalanasthetika vielversprechende Ergebnisse erzielt werden (Jamaty et al. 2010;
Ozcan & Weinberg 2012; Turner-Lawrence & Kerns 2008). In zwei Publikationen mit
OP-Pestiziden wurden jedoch widerspriichliche Ergebnisse gezeigt (Bania et al. 2005;
Dunn et al. 2012), weshalb hier unter definierten Bedingungen eine in-vitro-
Untersuchung der Lipidemulsionen durchgefihrt wurde.

Eine Inaktivierung von OP-Substanzen durch Glucosederivate, insbesondere
Cyclodextrine, konnte in einigen Studien bereits gezeigt werden (Wille et al. 2009;
Elsinghorst et al. 2013). Die zum damaligen Beginn der Studie im klinischen Alltag als
Plasmaexpander verfligbaren Glucosederivate Hydroxyethylstdrke und Dextran
wurden daher hier auf eine mogliche OP-Entgiftung getestet.

Bei gefrorenem Frischplasma (fresh frozen plasma, FFP) handelt es sich um ein klinisch
verfligbares Blutprodukt mit vielfdltigen Komponenten, das mutmaRlich als
stoichiometrischer und katalytischer Scavenger bei OP-Vergiftungen wirksam ist und
bereits vielversprechende in-vitro-Ergebnisse bei G-Kampfstoffen gezeigt hat (Wille et
al. 2014). In Bezug auf OP-Pestizide sind jedoch widerspriichliche in-vivo-Studien
publiziert worden (Given et al. 2004; Yilmaz et al. 2013; Pazooki et al. 2011;
Pichamuthu et al. 2010). Daher wurde im Rahmen dieser Dissertation eine in-vitro-
Untersuchung zur Detoxifizierung von OP-Pestiziden durch FFP durchgefiihrt.
AbschlieBend wurde eine mogliche Detoxifizierung durch den parallelen Einsatz von

AChE bzw. Butyrylcholinesterase (BChE) aus Blutprodukten und Oximen untersucht.
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Dabei binden die stéchiometrischen Scavenger AChE bzw. BChE ein OP-Molekil und
werden durch das zugesetzte Oxim reaktiviert. Dadurch stehen die AChE und BChE
wieder fir eine erneute Bindung eines OP-Molekiils zur Verfliigung. Dieser Zyklus aus
Bindung und damit Inaktivierung eines OP-Molekiils mit anschlieRender Reaktivierung
von AChE und BChE durch Oxime wird als pseudokatalytisches Scavenging bezeichnet.
Die Verabreichung nativer AChE und BChE aus Blutprodukten in Kombination mit
bereits klinisch verfiigbaren Oximen konnte daher eine vielversprechende

Therapieerganzung sein und wurde hier untersucht.
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2 Zusammenfassung

Die Standardtherapie bei einer Vergiftung mit phosphororganischen (OP) Substanzen
unter Anwendung von Oximen zur Reaktivierung der Acetylcholinesterase (AChE) weist
erhebliche Einschrankungen auf. Ein universell einsetzbares Breitbandoxim ist bis dato
trotz erheblichen Forschungsbemiihungen nicht identifiziert worden. Ziel dieser Arbeit
war es daher, neue Therapieansatze unter Anwendung klinisch bereits verfligbarer
Therapeutika auf eine mogliche detoxifizierende Wirkung bei OP-Vergiftungen zu
untersuchen. Dazu wurde eine photometrische in-vitro-Methode in Form eines
modifizierten Ellman-Assays eingesetzt.

Ein detoxifizierender Effekt von Lipidemulsionen und den Glucosederivaten
Hydroxyethylstarke und Dextran auf diverse Pestizide und G-Kampfstoffe sowie VX
wurde untersucht. Es wurde gezeigt, dass die untersuchten Substanzen auf alle
getesteten OP-Verbindungen einen stabilisierenden Effekt auslibten und die
Spontanhydrolyse deutlich verzogerten. Ein therapeutischer Einsatz kann daher auf
Basis der in-vitro-Daten nicht empfohlen werden.

Im Zuge vorangegangener Studien wurde gezeigt, dass gefrorenes Frischplasma (FFP)
G-Kampfstoffe in vitro rapide abbauen kann. Daher wurde hier der Abbau von
strukturverwandten OP-Pestiziden untersucht. Der entgiftende Effekt hing dabei
sowohl vom jeweiligen Pestizid, als auch von der verwendeten FFP-Charge ab. Der
Einsatz von FFP ist somit nur bei einer Intoxikation mit bestimmten Pestiziden eine
Therapieoption.

Das pseudokatalytische Scavenging stellt eine Weiterentwicklung etablierter
Therapiemethoden dar. Dabei wird AChE und Butyrylcholinesterase (BChE) aus
Blutprodukten in Kombination mit einem Oxim verabreicht. Die OP-Verbindung bindet
an die AChE und BChE und wird dadurch abgebaut. Das Oxim reaktiviert die
Cholinesterasen, sodass diese erneut fiir den Abbau zur Verfligung stehen. Die
Wirksamkeit von AChE und BChE aus verschiedenen Blutprodukten in Kombination mit
den Oximen HI-6 und Obidoxim bei VX-Vergiftungen wurde hier untersucht. Der
Einsatz von Erythrozytenkonzentrat und FFP (1:1 gemischt) mit dem Oxim HI-6 zeigte

den schnellsten Abbau und stellt méglicherweise eine ergdnzende Therapieoption dar.
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3 Abstract

The therapy of intoxications with organophosphorus (OP) compounds involving the use
of oximes to reactivate acetylcholinesterase (AChE) shows major limitations. An oxime
with a broad spectrum is still missing. Therefore, in this thesis new treatment options
in OP-poisoning involving promising, clinically available therapeutics were investigated
with a modified Ellman-assay in vitro.

Lipid emulsions and the glucose derivatives hydroxyethylstarch and dextran stabilized
various G-type nerve agents and VX compared to spontaneous hydrolysis and can
therefore not be recommended as a therapy option in OP-poisoning.

Previous studies showed a beneficial in vitro effect of fresh frozen plasma (FFP) in
detoxifying G-type nerve agents. Hence, we investigated the impact of FFP on the
degradation of several OP-pesticides, which are structurally related to nerve agents.
The detoxifying effect of FFP depended on the specific pesticide and the FFP batch
used. In conclusion, the use of FFP in therapy of OP-pesticide poisoning should be
further investigated in cases of intoxication with some particular pesticides.
Pseudocatalytic scavenging of VX using AChE and butyrylcholinesterase (BChE) from
blood products in combination with an oxime is an advancement of consisting
methods in therapy. The cholinesterases bind and detoxify OP as a stoichiometric
scavenger. Subsequent reactivation by an oxime enables AChE and BChE to bind
another OP-molecule. In this setting the effect of AChE and BChE from several blood
products in combination with the oximes obidoxime and HI-6 was investigated. Packed
red blood cells and FFP (mixed 1:1) combined with the oxime HI-6 showed the most

rapid degradation of VX and might therefore be an interim solution in OP-poisoning.
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