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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Weltweit werden heute ca. 100 Verbindungen aus der chemischen
Substanzgruppe der Phosphorsaureester, kurz Organophosphate genannt,
as Pflanzenschutzmittel eingesetzt. E605 mit seinem aktiven
Metaboliten Paraoxon-ethyl ist wohl das bekannteste aus dieser Klasse.
Gegentiber den frilher eingesetzten Organochlor-Verbindungen, wie z.B.
DDT, haben die Insektizide auf Organophosphatbasis den Vorteil, dai3
sie rasch abgebaut werden und sich nicht in der Nahrungskette
anreichern. Sie sind gegen ein breites Spektrum an Schadlingen
wirksam, beinhalten alerdings auch fir den Menschen ein erheblich
akut-toxisches Risiko. Die Zahl der Vergiftungsfdle weltweit ist
erschreckend hoch; die WHO hat die Vergiftungen durch
Organophosphatpestizide 1990 weltweit auf 3 Millionen pro Jahr
geschétzt, die Zahl der Todesopfer wird mit insgesamt 200.000 beziffert.
Zum einen handdlt es sich hierbei um Suizidkasuistiken, deren Antell mit
z.B. 80% in Sri Lanka einen hohen Stellenwert einnimmt (Sri Lankan
Ministry of Health 2001). Andererseits wird von deutlich mehr
accidentellen  Vergiftungen oder chronischer Exposition mit
entsprechend leichter verlaufender Symptomatik berichtet (Brown et al.
1989, Innes et a. 1990). Noch sehr viel toxischer als die Insektizide auf
Organophosphatbasis sind die Nervenkampfstoffe wie Tabun, Sarin oder
Soman, deren Einsatz im Iran-lrak-Konflikt oder bei den Anschlagen auf
die Tokyoter U-Bahn (Suzuki et al. 1995, Nozaki et al. 1995, Nagao et
a. 1997) ds Bespiee fUr terroristische Aktivitdten aus jlngster
Vergangenheit stehen.

Die Wirkformen der insektiziden Pflanzenschutzmittel und Nerven-
kampfstoffe basieren in ihrem chemischen Bauplan auf der von G.
Schrader 1937 aufgestellten "Schraderschen Acyl-Forme" (Abb. 1-1).
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Be den Insektiziden handelt es sich um Ester oder Amide der
Phosphorsaure, wéhrend die Nervenkampfstoffe Derivate der

Phosphonsaure darstellen.

R1 und R2 = Alkyl-, Alkoxy-, Alkylthio- oder Amino-Gruppen

X= Acylrest = leicht abspaltbare Halogen-, Cyano-, Phenoxy- oder Thiol-Gruppe

Abb. 1-1 Schradersche Acyl-Formel

Die wohl wichtigste Reaktion bel Vergiftungen mit Organophosphaten
ist die Hemmung der Acetylcholinesterase (AChE). Infolgedessen kann
der Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) nicht mehr abgebaut werden
und es kommt zu einer zentral und peripher ausgeprégten, cholinergen
Uberreaktion mit |ebensbedrohlichen Vergiftungssymptomen wie
Bronchorrhoe, Bronchokonstriktion, Bradykardie, Muskel-
faszikulationen, Benommenheit bis hin zur zentralen KrampfauslGsung
und Atemldhmung; Miosis, Kopf- und Augenschmerz, Salivation,
Rhinorrhoe und Schwitzen stellen in diesem Zusammenhang die weniger

geféahrlichen Symptome dar.

Der Mechanismus der Inhibierung besteht in einer irreversiblen
Phosphylierung (als Oberbegriff fir Phosphorylierung, Phosphony-
lierung oder Phosphinylierung) der Serin-Hydroxylgruppe im aktiven
Zentrum der AChE. Die Therapie besteht zum einen in der Gabe des
kompetitiven Muscarin-Rezeptor-Antagonisten Atropin, der allerdings
an den ACh-Rezeptoren vom Nicotin-Typ im Gehirn, den sympathischen

Ganglien und der neuromuskuldren Endplatte versagt. Fir diesen
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Angriffsort stehen die kausal wirkenden Oxime als zweites Standbein in
der Therapie zur Verfligung.

Oxime sind in der Lage, die phosphylierte AChE nucleophil anzugreifen,
die Phosphylbindung zu spalten und damit das Enzym zu reaktivieren.
Sie imitieren und beschleunigen dadurch den Vorgang der Spontan-
reaktivierung, bel der es sich um die spontane hydrolytische Abspaltung
des Phosphatrestes von der Serin-Hydroxylgruppe handelt. Die Spontan-
reaktivierungsrate hangt sehr von der Art des eingesetzten Organo-
phosphats ab; ist kein UberschuR an freiem Gift vorhanden, liegt die
Halbwertszeit fir diethylphosphorylierte AChE, wie sie z.B. nach
Exposition gegentiber Paraoxon-ethyl vorliegt, bei pH 7,4 und 37 °C bel
rund 30 Stunden (Worek et a. 1997), wéhrend fir dimethyl-
phosphorylierte AChE, z.B. nach Metasystox-Ingestion, bereits nach
0,7 Stunden die Héalfte des Enzyms wieder frei vorliegt (Worek et al.
1999a). Keinerlei Spontanreaktivierung findet vermutlich bel der
Vergiftung mit einem N-Alkylphosphoramidat wie Isofenphos statt
(Johnson et a. 2000).

Allerdings wird der positive Effekt der schnellen Spontanreaktivierung
bei Dimethylphosphoryl-AChE von einer hohen Alterungsrate
(Halbwertszeit 4 Stunden) Uberdeckt. Hierunter versteht man den Prozef3
der stufenwelse ablaufenden Dealkylierung der phosphylierten AChE, in
dessen Folge das Enzym unter keinen Umstanden mehr reaktiviert
werden kann, gealtert ist und erst wieder neu generiert werden muf3.

Die Rekonvaleszenz eines akut vergifteten Patienten wird demnach stark
von der Art und Menge des vorliegenden Giftes beeinflusst. Besonders
schwierig gestaltet sich die Behandlung von Nervenkampfstoff-
exponierten Patienten, fur die u.a aufgrund tellweise sehr rascher
Alterung (z.B. Halbwertszeit bel Soman 3 Minuten) ein Antidot schnell

verfugbar sein mul3. Je friher daher die Therapie mit dem richtigen



Einleitung 4

Oxim begonnen wird, desto effektiver kann eine Reaktivierung erreicht
und die Alterung verhindert werden.

Bel dem Reaktivierungs-Vorgang durch Oxime (OX) bilden sich, wie
aus Schema 1-1 ersichtlich, zum einen aus dem Organophosphat-
gehemmten Enzym (EP) das wieder aktive Enzym (E), zum anderen
Phosphyloxime (POX) in aguimolarer Konzentration (Phosphyloxim als
Oberbegriff fir Phosphoryl- bzw. Phosphonyl- und Phosphinyloxime in
Abhangigkeit des jeweils eingesetzten Organophosphats). (Wilson &
Ginsburg 1955, Eyer 1996).

Schema 1-1
(EP) + (OX) ¢ (E) + (POX)

Phosphyloxime selbst sind jedoch als hochpotente Cholinesterase-
Hemmstoffe anzusehen, deren Toxizitdt sogar um 1 bis 2 Grolen-
ordnungen hoher eingestuft wird als die der zugehtrigen Organo-
phosphate. (Hackley et a. 1959, Harvey et al. 1986, de Jong & Ceulen
1978, Lamb et al. 1964, Nenner 1974, Schoene 1973).

Eine Identifizierung von POX gelang bisher groltenteils auf
synthetischem Wege (Becker et al. 1997, Green & Saville 1956, Hackley
et a. 1959, Leader et al. 1999, Portmann et al. 1991). Allerdings
bestétigen zahlreiche Daten, dal3 POX auch in Reaktivierungsansatzen
entsteht (Luo et a. 1999).

In-vitro-Experimente, mit denen die Wirksamkeit von Oximen
untersucht wird, werden normalerwei se mit geringen Konzentrationen an
Organophosphat-inhibierter Acetylcholinesterase durchgefuhrt (0,01-
0,1 nM). Wie aus Schema 1-1 ersichtlich, verlauft die Rickreaktion

nach einer Reaktion 2. Ordnung mit dguimolaren Mengen an stabilem
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Phosphyloxim und reaktiviertem Enzym, die Geschwindigkeit ist daher
dem Quadrat der freilen Enzymkonzentration proportional; das
Gleichgewicht liegt im Falle von geringer Konzentration an inhibierter
AChE auf der rechten Seite, da nur sehr geringe Konzentrationen an
reaktiviertem Enzym und &quimolaren POX gebildet werden. Eine
Reinhibierung durch Phosphyloxim tritt daher mit steigender
Vedinnung in den Hintergrund. Geht man alerdings von
physiologischen Enzymkonzentrationen aus, wie sie an der cholinergen
Synapse (1 nM) oder im Blut (3 nM) (Lockridge & Masson 2000)
vorliegen, fdlt die Rlckreaktion starker ins Gewicht, ein geringerer
Reaktivierungseffekt ist zu erwarten. Um so Uberraschender war die
Beobachtung, dal3 bel Patienten mit einer Insektizidvergiftung die
Erythrozyten-A cetylcholinesterase (EryAChE), durch Obidoxim in vivo
sehr gut reaktiviert werden konnte (Thiermann et al. 1997). Da die
EryAChE enen sehr guten Surrogatparameter fur die Funktion der
Endplatten-Acetylcholinesterase und der neuromuskul&ren Transmission
darstellt (Eyer et a. 2000), dem eigentlich wichtigen Kriterium im
Verlauf einer Organophosphatintoxikation, nehmen diese Befunde einen
hohen Stellenwert fur die Beurteilung des Therapieerfolges ein.

Was steckt hinter diesen voneinander abweichenden Beobachtungen?
MuR man hier die Ubertragbarkeit von Erkenntnissen, die aus In-vitro-
Experimenten gewonnen wurden, auf die In-vivo-Situation in Frage
stellen? Oder hat sich hier die Natur etwas einfallen lassen, von dessen
Notwendigkeit sie eigentlich nichts gewul3t haben konnte? Schliefdlich ist
der Kontakt mit Phosphyloximen bzw. prima mit insektiziden
Organophosphaten oder gar Nervenkampfstoffen sicherlich nicht in der

Evolution vorgesehen gewesen.
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Die vorgelegte Arbeit soll einen Einblick in die vielféltigen Ablaufe
gewdhren, die bei der Beurteilung von AChE-Reaktivierungsvorgangen

zu berticksichtigen sind.
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2 MATERIAL und METHODEN

2.1 Materialien

Von der Firma Sigma (Deisenhofen, Deutschland) wurden bezogen:
Acetylthiocholin lodid (ASCh), S-Butyrylthiocholin lodid (BSCh), 5,5 -
Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure) (DTNB), Acetylcholinesterase vom
Zitteraal (I6sliche AChE, wal¥rige Ldsung, Typ I11; 950 units/mg Protein
EC 3.1.1.7), humane und equine Butyrylcholinesterase (BChE, EC
3.1.1.8), Phenylacetat, Albumin human rein (99%), Albumin human
(Cohn Fr.V), Rinderalbumin (Cohn Fr.V), Diisopropylfluorophosphat
(DFP), Triton X-100, 3-[Morpholino]propansulfonsdure (M OPS),
2-[N-Morpholino]ethansulfonsaure (MES), N-Bromsuccinimid (NBYS),
N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), 1-Ethyl-3-(3-Dimethylamino-
propyl)carbodiimidhydrochlorid  (EDC), Cibacron Blue 3GA
Typ 3000, Ethopropazinhydrochlorid, Pyridin-4-adoxim (4-PAO),
1,1 -Trimethylenbis-(4-(hydroxyiminomethyl) pyridinium-dibromid
(TMB-4), Isonicotinséure (INS).

Von der FirmaMerck (Darmstadt, Deutschland) stammiten:

KH,PO, p.a., NaCl p.a, Na,HPO4x 2 H,0 p.a, NaH,PO4 x H,0 p.a,
NaOH p.a., Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), CaCl, x 2 H,0,
Ca(NOj), x 4 H,0, NiSO4 ZnSO, MgCl,, BaCl, MnCl, SCl,
TbCl;, KCN, NaCN, Kaliumhexacyanoferrat(lll), Barbita-Na
(Veronal), Gelatine, NHHCO;, HCI, K3PO,, HsPO,,
Natriumdesoxycholat, @ Chloramin T, Ammoniak (25%),
Ameisensaure, Trichloressigsaure (TCA), Titriplex* 11l (EDTA),
Acetonitril  (CH3CN) und Methanol (MeOH) fir die HPLC
(LiChrosolv?).
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Paraoxon-ethyl und Paraoxon-methyl kamen von Dr. Ehrenstorfer
GmbH (Augsburg, Deutschland).

Gereinigte humane Paraoxonase (hPON) vom Typ AA war €en
Geschenk von Prof. P. Masson (La Tronche, Frankreich), Obidoxim-
dichlorid stammte von Duphar (Amsterdam, Holland), HI-6-dichlorid
Monohydrat war ein Geschenk von Dr. J. Clement, Defense Research
Establishment Suffield (DRES), (Ralston, Alberta, Canada), HLO 7-
dimethansulfonat wurde von Dr. J Braxmeier (DOpshofen,
Deutschland) synthetisiert.

Soman (Pinacolylmethylphosphonylfluorid) wurde dankenswerterweise
von der Sanitdtsakademie der Bundeswehr zur Verfigung gestellt, bel
der auch die Vorbehandlung der Plasmen vorgenommen wurde.
Meerschweinchen- und Rattenplasma wurde von Charles River
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen, Cynomolguss und Rhesus
Affenplasma vom Deutschen Primatenzentrum (Gottingen, Deutsch-
land), Pavian- und Kaninchenplasma wurde von Dr. H.-P. Scheuber
(Chirurgische Klinik und Poliklinik der LMU Minchen, Abteilung fur
Klinische Chemie und Klinische Biochemie) zur Verfligung gestellt,

Schweineplasma vom lokalen Schlachthof.

auf3erdem wurden verwendet:

Glutathion, reduziert von Boehringer (Mannheim, Deutschland),
Heparin Natrium aus Schweinedarmmucosa (25.000 |.E./5ml) von
B.Braun (Melsungen, Deutschland), Aktivkohle Norit A und
p-Hydroxymercuribenzoesdure-Na-Salz~ (p-OHMB) von  Serva
(Heidelberg, Deutschland), lonenpaarreagenzien PIC B7¢ (0,2 M
1-Heptansulfonsaures Natrium-Reagenz) und PIC A% low UV (0,25 M
Tetrabutylammonium-Phosphat-Reagenz) von Waters (Milford, USA),
BCA-Protein-Reagenz von Pierce (Rockford, Ill., U.S.A), Essigsdure
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99% von Riedel de Haen (Seelze, Deutschland), Chelex 100 Na-Form
von BioRad (Hercules, California, U.S.A.), Baker Bond Phase C18 for
flash von Baker (Deventer, Holland), Phenylquecksilberacetat (PMA)
von BDH (England), Barbitursaure von EGA-Chemie (Steinheim,
Deutschland); das verwendete Wasser war demineralisiert und wurde
anschlief3end doppelt quarzdestilliert (Ag. bidest.).

2.2 Haufig verwendete Gerate, Labormaterialien und

MelRanlagen

2.2.1 Gerate und Labormaterialien

Reaktionsgefalie (Eppendorfcups): 0,5-2,0 ml (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland); Luftpolsterpipetten und Direktverdranger pipetten
verschiedenen Volumens (Gilson Medical Electronics S. A., Villiers-le-
Bel, Frankreich); pH-Mel3gerat, Knick Digital-pH-Meter, Typ 647
(Uber Bachofer, Reutlingen, Deutschland); pH-Elektrode, Mettler
Toledo Inlab 423 (Mettler Toledo, Deutschland); Kalibrierung mit Puffer
pH 4,00 und Puffer pH 7,00 (Merck, Darmstadt, Deutschland);
Zentrifugen: Hettich Zentrifuge Typ 2020, 15000 U/min (Uber
Bachofer, Reutlingen, Deutschland); Eppendorf Zentrifuge Typ 3200
(Eppendorf-Geratebau, Hamburg, Deutschland); Reagenzglaszentrifuge
UJO (Heraeus Christ, Osterode, Deutschland); Savant " Speed Vac" Typ
SC110 (Uber Bachofer, Reutlingen, Deutschland); Membranfilter: MF-
Millipore Typ HA 0,45 pm und Fluoropore Membranfilter Typ HF
0,5uM (Millipore SAA., Molshem, Frankreich); Dialyseschlauche:
Visking® dialysis tubing 20/32, 16 mm und 8/32, 6 mm (Serva,
Heidelberg, Deutschland); Fernbachflaschchen, Gasvolumen 10 cm®

(Bender & Hobein, Minchen); Polystyroleinmalkiivetten, makro
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(Sarstedt, Numbrecht, Deutschland); Quarz-Kuvetten, mikro oder
halbmikro (Hellma, Freiburg i. Br., Deutschland); OMEGA
Ultrafiltrationsmembranen (Stamford, Conn., U.S.A)

HPL C-Saulen von E. Merck (Darmstadt, Deutschland):

LiChroCart 125-4 LiChrospher® 60 RP-select B (125 mm x 4 mm ID;
5 um);

LiChroCart 250-4 LiChrospher® 60 RP-select B (250 mm x 4 mm ID;
5 um);

LiChroCart 125-3 Superspher® 60 RP-select B (125 mm x 3 mm ID;
4 pm)

2.2.2 UV/VIS-Photometrie

Spektrophotometer, Shimadzu UV 265 und UV 2401 PC (Shimadzu
Deutschland GmbH, Duisburg). Zweiwellenlangenphotometer ZFP 22
(Sigma, Berlin). Flachbettschreiber Servogor 120 (BBC, Goerz,
Metrawatt, Nirnberg, Deutschland)

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

DAD-System, 1 1/2 Kopf-Pumpe mit Niederdruckgradientenformer,
Merck Hitachi L-6200 intell. Pump (Merck, Darmstadt, Deutschland).
Injektorventil Rheodyne 7125 mit 200 pl Probenschleife (Rheodyne,
Cotati, USA); UV-VIS Diodenarray-Detektor Shimadzu SPD-MG6A,
Shimadzu-Detektorzelle, 10 mm, 8 pl (Shimadzu, Deutschland GmbH),
gekoppelt mit einem Personal Computer Compaq ProLinea 4/66, und
einem Laser-Drucker 4MP von Hewlett Packard, USA. Software
Shimadzu Class LC-10 1992.

Die Identifizierung der Produkte erfolgte durch Retentionszeiten- und

UV -Spektren-Vergleich authentischer Standards; die Quantifizierung der
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Produkte Uber Peakintegrale nach Detektion mittels Diodenarray-
Detektor.

2.2.3 Massenspektrometrie

Massenspektren wurden durch Positive Electrospray lonisation (ESI-
MS) an dem Quadrupole ion trap tandem Massenspektirometer LCQ
DUO, ThermoQuest von Finnigan erhalten. Die Proben wurden Gber
eine Spritzenpumpe mit einem FulR von 25 pl/min aufgegeben,
Kapillartemperatur betrug 170 bzw. 200 °C, Tragergasfluz war 20
(willkrliche Einheit). Obidoxim-Mononitril wurde Gber LC-MS durch
Elution mit 20 mM NHformiat/50% MeOH pH 6,0 analysiert. lon trap
collision-induced dissociation diente der Generierung der MS/IMS-
Spektren.

2.3 Pufferlésungen, Reagenzien, Enzympraparate

2.3.1 Pufferlésungen

0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4 (0,1 M PP)

Stammlésung |: NasHPO4*2H,0; MG: 177,9 (17,79 g in 1000 ml Aq.
bidest.); Stammlosung 11: K;HPO,, MG: 136,1 (13,6 g in 1000 ml Ag.
bidest.). Zur Einstellung des Na-Phosphatpuffers auf pH 7,4, wurde eine
entsprechende Menge (ca. 200 ml) Losung 2 mit 1 Liter der Losung 1

gemischt.

0,1 M MOPS/1 mM Ca* pH 7,4
20,9 g MOPS und 147 mg CaCl,*2 H,O in 1000 ml Aqua dest. |6sen
und pH bei Raumtemperatur mit 1 N NaOH einstellen.
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25 mM TRISHCI/1 mM Ca*/0,15 M NaCl/0,1 % Triton X-100,
pH 8,0

3,02 g TRIS, 146 mg CaCl,* 2H,0, 8,76 g NaCl und 1 g Triton X-100in
1000 ml Aqua bidest. [6sen und mit HCl konz. bel RT auf pH 8,0

einstellen.

Die einzelnen TRIS-Puffer wurden mit den verschiedenen Sauren auf
den gewlnschten pH-Wert bei der jeweiligen Temperatur eingestellt; die
angegebene Molaritét bezieht sich dabel auf die TRIS-Konzentration.

2.3.2 Reagenzien

Acetylthiocholin lodid (ASCh); MG: 289,2; fur eine 28,4 mM wél¥ige
L6sung 41,12 mg ASCh in 5,0 ml H,O |6sen.

S-Butyrylthiocholin lodid (BSCh); MG: 317,2; fir eine 63,2 mM
waldrige Losung 200,47 mg BSCh in 10,0 ml H,O |6sen.

5,5 -Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB); MG: 396,4; fir eine
10 mM L6sung wurden 39,6 mg DTNB in 10 ml 0,1 M Phosphatpuffer,
pH 7,4, gelost und bei -20 °C aufbewahrt.

Paraoxon-ethyl O,0-Diethyl-O-4-nitrophenylphosphat; MG: 275,2;
Stammldsungen (in Isopropanol) bzw. waldrige Losung nach Reinigung:
(als Substrat fur Paraoxonase-Aktivitatsbestimmung): Zur Entfernung
des hohen Anteils an p-Nitrophenol in Paraoxon-ethyl wurden 14,6 ml
einr 5mM wal¥igen Suspension von Paraoxon-ethyl mit 19,5 mg
Aktivkohle und 14 pl konz. HCl versetzt, gertihrt, geschittelt und
anschliefend bei 3000 U/min zentrifugiert. Uberstand wurde durch
Faltenfilter filtriert, pH-Wert des Filtrats mit 1 M Tris auf pH 5 ein-
gestellt und Konzentration photometrisch bestimmt (&74nm In HO =



Material und Methoden 13

8,9*10° M'cm™; Merck-Index, 1989). Gereinigte Lésung wurde
portionsweise bei -20 °C aufbewahrt.

Paraoxon-methyl  O,0-Dimethyl-O-4-nitrophenyl-phosphat; MG:
247,1; fur eine 20 mM waél¥rige Stamml6sung wurden 9,88 pl Paraoxon-
methyl in 2,0 ml H,O geldst.

DFP Diisopropylfluorophosphat; MG: 184,1; fir eine 20 mM waél¥ige
Stammldsung wurden 7,36 mg DFP in 2,0 ml H,O geldst.

Phenylacetat; MG: 136,2; fir ene 8,1 mM Zubereitung wurden 50 pl
Phenylacetat in 48,75 ml H,O suspendiert.

Carbodiimide: EDC, MG: 191,7; fir eine 500 mM walrige
Stamml 6sung wurden 70,85 mg EDC in 740 ul H,O gelost; DCC, MG:
206,3; fur eine 50 mM Stammlésung wurden 51,6 mg DCC in 5,0 ml
Ethanol gelost.

N-Bromsuccinimid (NBS); MG: 178,0; fur eine 2 mM waél¥ige
Stamml 6sung wurden 7,1 mg NBSin 20 ml H,O gel6st.
Stammldsungen (1-2 mM) der Hg-Verbindungen PMA und
p-OHM B zunéachst in NaOH suspendieren, anschlief3end mit 5 M MOPS
auf pH 7,4 einstellen.

OximlGsungen

Von dlen Oximen wurden wéal¥ige Stammldsungen hergestellt, wobel
die unterschiedlichen Reinheiten unberticksichtigt blieben.

Obidoxim Dichlorid Monohydrat: 99%, 1,1 -Oxybis(methylen)big4-
(hydroxyimino)methyl]pyridinium-dichlorid-monohydrat; MG: 377,2
HI1-6 Dichlorid Monohydrat (HI-6): 99,6% 1-(2-Hydroximinomethyl-
1-pyridinium)-3-(4-carbamoyl-1-pyridinium)-2-oxapropan-dichlorid-
monohydrat; MG: 377,2

TMB-4 Dibromid: 97%, 1,1 -Trimethylenbis-[4-(hydroxyimino)-
methyl]pyridinium-dibromid]; MG: 446,15
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HLO67 Dimethansulfonat (HLO7): 95%, 1-[[[4-(Aminocarbonyl)-
pyridinio]-methoxy]-methyl]-2,4-bi g (hydroxyimino)methyl] pyridinium-
dimethansulfonat; MG: 521,0

Transformationslésung: 200 mg Kaiumferricyanid (Ks[Fe(CN)g],
MG: 329,2), 50 mg Kaliumcyanid (KCN, MG: 65,1), und 1000 mg
Natriumbicarbonat (NaHCO;, MG: 84,0) in 1000 ml Aqua dest. 16sen,
0,5ml Triton X-100 zugeben und gut durchmischen. In einer braunen

Schraubflasche gut verschlossen bel Raumtemperatur aufbewahren.

2.3.3 Enzympraparate

Acetylcholinester ase aus Human-Erythrozyten (EryAChE)

Frisches Venenblut wurde heparinisiert, 10 min bei 3000 U/min und
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, das Uberstehende Plasma ab-
pipettiert und die Erythrozyten 4 mal mit dem doppelten Volumen
Verdunnungsmedium gewaschen (3000 U/min; 10 min). Nach dem
Waschen wurde die Erythrozytensuspension mit Verdinnungsmedium

auf den gewlinschten Hamoglobingehalt eingestellt.

Spender-Erythr ozytenlysat

Hierbei handelte es sich um hamolysierte Human-Erythrozyten eines
Spenders mit Blutgruppe O, die mit 0,1 M PP, pH 7,4, auf einen
Hamogl obingehalt von 3 g Hb/dL eingestellt wurden.

Organophosphat-inhibiertes Erythrozytenlysat

Frische, gewaschene Human-Erythrozyten (ca. 15 g Hb/dL) wurden
unter Zusatz des jeweiligen Organophosphats bei 37 °C inkubiert
(200 nM Paraoxon-ethyl oder 10 uM DFP fur 35 min, 1 uM Paraoxon-
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methyl fir 15 min). Anschlief3end wurden die Erythrozyten mit dem
dreifachen Volumen an 0,1 M PP, pH 7,4, 5 mal bel +6 °C gewaschen,
bevor mit Verdiinnungsmedium auf den gewiinschten Hamogl obingehalt
(15 g Hb/dL) eingestellt wurde. Hamolyse erfolgte durch Einfrieren bel
-20 °C und anschlief3endes Auftauen auf Eis.
Im Falle von Paraoxon-methyl-inhibierten Enzymquellen war es,
bedingt durch hohe Alterungs- und Spontanreaktivierungsraten,
unbedingt erforderlich, moglichst kurze Wasch-, Hamolyse- und

I nkubationszeiten einzuhalten.

Zitteraal-AChE-Gebrauchs 6sung
Kéaufliche Zitterad-AChE wurde in 0,1 M MOPS/0,02% Gelatine,
pH 7,4, 1:10 verdinnt.

Paraoxon-ethyl-inhibierte Zitteraal-AChE-Gebrauchd dsung

Die Inkubation der Zitteraal-AChE-Gebrauchslésung mit 200 nM
Paraoxon-ethyl erfolgte bel 37 °C fur 40 min. Zur Adsorption des
Uberschusses an Paraoxon-ethyl wurde jeweils 1 ml der Enzymlésung
mit 50 mg MeOH-konditioniertem Baker Bond C18 ausgeschittelt,
bevor dieses schliefdlich durch Zentrifugieren (Eppendorf-Zentrifuge,
1 min) abgetrennt und der Uberstand portioniert bei -20 °C aufbewahrt

wurde.

Soman-behandeltes, dialysiertes Plasma

Heparin-Plasma wurde mit 10 uM Soman versetzt, bel 37 °C fur 30 min
inkubiert und die vollstdndige Inaktivierung der Plasma-BChE
(Bestimmung der BChE-Aktivitdt nach modifizierter Ellman-Methode)
Uberpruft. Zur Giftentfernung erfolgte anschlief3end 2 malige Dialyse fir
12 Stunden bei +6 °C gegen Verdinnungsmedium. Die Vollstéandigkeit
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der Giftelimination wurde mit Hilfe eines indirekten Giftnachweises
Uberpruft. Hierfir kamen 30 pl Soman-gehemmies, dialysiertes Plasma
mit 100 pl ungehemmtem Spender-Erythrozytenlysat wahrend 45 min
bei 37°C zur Resktion; daran schlo3 sich die Bestimmung der
EryAChE-Aktivité im Vergleich zu Kontrollansatz (mit Plasma ohne
Soman-Behandlung) an.

Reinigung der POX-Hydrolase aus Soman-gehemmtem, dialysierten
Plasma an Cibacron Blue 3GA

Ausgehend von einer Affinitétschromatographie nach Gan et al. (1991)
wurde der Paraoxonase-HDL-Komplex im  Soman-gehemmiten,
diaysierten Plasma (Proband DK) an Cibacron Blue 3GA (Type 3000)
gebunden, wohingegen Albumin und andere Proteine durch Elution mit
50 mM TRIS-HCI/1 mM CaCl,/5 uM EDTA/3 M NaCl, pH 8,0, entfernt
wurden. Anschlief3end erfolgte die Elution des Paraoxonase-HDL-
Komplexes mit 50 MM TRIS-HCI/1 mM CaCl,/5 uM EDTA/0,1% Na-
Desoxycholat, pH 8,0, bei +6 °C wéhrend 7 h. Die Hohe der
Arylesterase und POX-Hydrolase in den einzelnen Fraktionen wurde
ermittelt, wobei fir die Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitéat die
Reaktivierung von Paraoxon-ethyl-gehemmter EryAChE in 10 mM
PP/1 mM Ca™/0,9% NaCl, pH 7,4, mit 10 uM Obidoxim bei 10 °C
wahrend 20 min erfolgte, bevor die AChE-Aktivitét in 0,1 M PP, pH 7,4,
bei 37 °C bestimmt wurde. Die vereinigten, aktivitétshaltigen Fraktionen
wurden bei +6 °C gegen 1 mM PP/l mM C&*, pH 7,4, diaysiert
(Diadyse 1). Nach Lyophilisieren, Resuspendieren in Aqua bidest. und
erneutem Dialysieren bei +6 °C gegen 10 mM PP/1 mM Ca™/0,9%
NaCl, pH 7,4, (Dialyse 2) lag das Praparat ausreichend konzentriert und

stabilisiert fir den Einsatz in weiteren Experimenten vor.
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Tabelle 2-1: Verlauf
Chromatographie an Cibacron Blue 3GA

der Reinigung der Paraoxonase/Arylesterase durch

Material Volu- | Protein | Protein | Aryl- Aryl- Aryl- Para- Par a-
men mg/ml | gesamt | esterase | esterase | esterase | oxonase | oxonase
mg U/ml gesamt spezi- (+1M spezi-
U fische NaCl) fische
Aktivitéat | mU/ml | Aktivitat
U/mg muU/mg
Soman-
gehemmtes
diclysiertes 10mi 58 580 204 2040 3,52 736,1 12,7
Plasma
nach
Cibacron,
vor
Diayse 36m 0,25 9,0 17,3 622,8 69,2
vor
Lyophili-
sation
nach
Cibacron
nach
Didyse 33ml 0,23 7,6 17,6 580,8 76,5 52,8 229,6
vor
Lyophili-
sation
nach
Lyophili-
<tion und 1,2ml 3,3 3,96 284,8 341,8 86,3 986 298,8
Diayse 1
nach
Didlyse? 1ml 2,15 2,15 287,5 287,5 133,7 763,9 355,3
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2.4 Methoden

Ergaben sich im Laufe der Experimente neue Aspekte, z.B. dal3
einzelne Zusidtze den Verzicht auf bestimmte Komponenten
erforderlich machten (zB. Verzicht von PP bel Experimenten mit
Tb*), so wurden die im folgenden beschriebenen Methoden
abgewandelt. Die aktuelle Zusammensetzung der Ansdtze ist bei

den einzelnen Experimenten angefuihrt.
2.4.1 Enzymatische Bestimmungen

Kolorimetrische Bestimmung der Cholinesteraseaktivitdt nach

Ellman

Die Aktivitdten der Acetylcholinesterase (AChE) und der Plasma-
Butyrylcholinesterase (BChE) wurden kolorimetrisch nach einer modi-
fizierten Ellman-Methode (Ellman et al. 1961; Worek et al. 1999b) im
Photometer bel 436 nm, pH 7,4 und 37 °C bestimmt. Substrat fur die
AChE war Acetylthiocholin (ASCh, 450 uM), wéhrend der BChE
Butyrylthiocholin (BSCh, 1 mM) angeboten wurde. Die Cholinesterasen
gpalten die Substrate in Thiocholin und die entsprechende Séure.
Thiocholin reagiert mit dem Ellman-Reagenz (DTNB) unter Bildung
eines gelben, mesomeriestabilisierten Anions, das TNB". Gemessen
wurde die Initialgeschwindigkeit der Spaltung von DTNB (0,3 mM) zu
TNB' in Polystyroleinmalkivetten (T abelle 2-2).

Handelte es sich bei der Cholinesterase-Enzymquelle um EryAChE bzw.
Plasma-BChE, so wurde zur Abreaktion der erythrozytaren bzw. Protein-
SH-Gruppen die Enzymsuspension in der Kivette vor Substratzugabe
mit 0,3 mM DTNB 10 min bel 37 °C inkubiert. Dieser Schritt konnte bel
Experimenten mit Zitteraa-AChE entfallen. Sollte die AChE-Aktivitat
in Anwesenheit von BChE ermittelt werden, die selbst auch ASCh
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hydrolysiert, wurde dieser Einflul3 durch den Zusatiz von 20 uM
Ethopropazin-HCI, enem reversiblen Cholinesterase-Hemmstoff,
unterdrtickt (Worek et al. 1999b).

Tabelle 2-2. Meffansatz mit Indikatorreaktion, 37 °C.

Reagenz bzw. Probe Konzentration ml in Klvette  Ansatzbehandlung
Phosphatpuffer, pH 7,4 01M ad 3,160

DTNB 10 mM 0,100

Erythrozyten 15 g Hb/dL 0,01

Plasma 0,01

Ethopropazin* 6 mM 0,01 10 min inkubieren
ASCh 284 mM 0,05 Reaktionsstart
BSCh 63,2 mM 0,05 Reaktionsstart

* Ethopropazin-Zusatz entfallt bei fehlender BChE-Aktivitét
Plasma und BSCh bel BChE-Bestimmung

Bei Experimenten mit verdinnten Enzymzubereitungen wurde
entsprechend mehr Probenvolumen eingesetzt. Die Mef3werte wurden
um die spontane ASCh- bzw. BSCh-Hydrolyse korrigiert und die AChE-
Aktivitédt auf den Hamoglobingehalt (Eisenaguivalente, bestimmt als
Cyanmethamoglobin) bezogen.

Bestimmung der Reaktivierungskinetiken

Die Organophosphat-gehemmten, temperierten Enzymquellen wurden
unmittelbar vor dem Ellman-Test mit dem entsprechenden Oxim
inkubiert, bevor nach verschiedenen Zeiten Aliquote in die vorgewarmte
Testklvette Uberfihrt und die Reaktion mit Substrat gestartet wurde.
(Tabellen 2-3 und 2-4),
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Tabelle 2-3. Reaktivierungsansatz , 37 °C

Reagenz bzw. Probe Konzentration Ansatzbehandlung
Erythrozytensuspension in 7,5 g Hb/dL Temperieren
Verdinnungsmedium pH 7,4 +/- Soman-

Plasma

Reaktivatorlosung bzw. Aquabidest. als (10 pM im Ansatz) Inkubieren
Kontrolle

Tabelle 2-4. MefRansatz mit Indikatorreaktion, 37 °C.

Reagenz bzw. Probe Konzentration ml in Kivette Ansatzbehandlung
Reaktivierungsansatz 7,5 g Hb/dL 0,015

Phosphatpuffer, pH 7,4 01M ad 3,160

DTNB 10 mM 0,100

Ethopropazin 6 mM 0,010 10 min inkubieren
ASCh 28,4 mM 0,050 Reaktionsstart

Sowohl die Geschwindigkeit der Reaktivierung als auch die Héhe
an AChE-Aktivitat variierten stark in Abhangigkeit von der Art des
Inkubationsmediums, so dal3 fir jedes Puffermedium unter-

schiedliche Referenzwerte ber Uicksichtigt wurden.

Bestimmung der Reaktivierung Paraoxon-methyl-gehemmter AChE
Dimethylphosphoryl-AChE zeigt bel 37 °C in 0,1 M PP, pH 7,4, eine
schnelle Spontanreaktivierung (t ¥2 = 0,7 h) und Alterung (t %2 = 3,7 h;
Worek et a. 19994). Beide Halbwertszeiten lief3en sich durch Absenken

der Reaktionstemperatur deutlich erhéhen. Fir die Beurteilung nur

schwach ausgeprégter Reaktivierungsunterschiede schien es daher
sinnvoll, die Reaktivierung durch Obidoxim bel 10 °C durchzufhren,
wahrend die AChE-Aktivitdt bei 37 °C ermittelt wurde. Reaktiviert
wurde Paraoxon-methyl-gehemmte EryAChE (in 10 mM PP/1 mM
CaCl,/0,9% NaCl, pH 7,4) mit 100 uM Obidoxim bei 10 °C. Der
Ellman-Test erfolgte in 0,1 M PP, pH 7,4, be 37 °C, wobei die Probe
sowohl in Mef3- as auch in Referenzkivette pipettiert wurde. Dadurch
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wurde die Reaktion von DTNB mit Matrix-SH-Gruppen kompensiert,
die Prankubation entbehrlich und die Spontanreaktivierungsrate

minimiert.

Bestimmung der maximalen Reaktivierbarket und der Halbwerts-

zeiten

Dieser Test erfolgte bei Paraoxon-ethyl-, Paraoxon-methyl- und
Diisopropylfluorophosphat (DFP)-gehemmtem Enzym durch Inkubation
einer 1:100 verdiunnten Erythrozytensuspension (0,15 g Hb/dL) mit
100 uM Obidoxim (oder anderes Oxim) bel 37 °C Uber 30 min (45 min
bei DFP). Durch die Verdinnung der Enzymquellen lie3 sich die Re-
Inhibierung durch gebildetes Phosphoryloxim nahezu vollstandig
zurtickdréangen.

Die Abschédtzung der Halbwertszeiten der Reaktivierung berechnet sich

aus der Formel

kobs= kr X [OX] / (KD + [OX])

wobel fir Paraoxon-ethyl: Kp = 70 uM, k, = 1,3 mi n* und firr Paraoxon-
methyl: Kp = 163 UM, k, = 4,24 min™ (Worek et a. 1997/1999a) gilt.
Die Halbwertszeiten liegen unter diesen Bedingungen bei weniger as
1 min, so dal? die Reaktivierung nach 30 min vollstandig abgeschlossen
war.

Eine parallel durchgefihrte Inkubation ohne Enzymquelle erlaubte die
Korrektur der Oxim-katalysierten Substrathydrolyse. Die durch die
vergleichsweise hohe Oximkonzentration mef3bare Hemmung der AChE

im Enzymtest wurde ebenfalls berticksichtigt.
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Alternativ erfolgte die Berechnung der Reaktivierungshalbwertszeit
durch Anpassung einer Exponentialfunktion an die mit der Zeit

abnehmende Enzymhemmung mit

Ei = E100% - Ea wobel E; fir das gehemmte Enzym,

E1o0s fUr das reaktivierbare und E, fir

das aktive Enzym steht.
Ferner gilt:
E,, = Ejox e wobei E;; fir das gehemmte Enzym zum
Zeitpunkt t und Ejp flr das gehemmte
Enzym zum Zeitpunkt O steht.
Schliefdich errechnet sich die Halbwertszeit aus der Funktion
t %2=1In 2/k.

Die Kurven wurden durch nichtlineare Regressionsanalyse an die
Datenpunkte angepasst (GraphPad Prism 3.0, GraphPad, San Diego,
USA).

Bestimmung der Alterung und _ Spontanreaktivierung _bel
Paraoxon-methyl- und DEP-inhibierter EryAChE

Die Alterungsrate wurde bestimmt durch Abnahme der Reaktivierbarkeit
einer 1:100 verdinnten EryAChE-Probe (0,075 g Hb/dL) durch 20 uM
Obidoxim wahrend 30 min (Paraoxon-methyl) bzw. 100 uM Obidoxim
wahrend 45 min (DFP) bei 37 °C (in Kivette in Anwesenheit von
0,3 mM DTNB).

Die Ermittlung der Spontanreaktivierungsrate erfolgte durch Inkubation

des konzentrierten Enzymansatzes, Verdinnen (1:100) nach
verschiedenen Inkubationszeiten und anschlieffender Bestimmung der
AChE-Aktivitét, wobe die Probenzugabe sowohl in Mef3- as auch in
Referenzklivette mit DTNB erfolgte.
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Bestimmung der Arylesterase-Aktivitat

Die Aktivitéat der Arylesterase wurde modifiziert nach Junge und Klees
(1984) in 50 mM TRIS-acetat/0,3 mM Ca’* bei pH 7,4 und 37 °C
bestimmt. Als Substrat diente 4 mM Phenylacetat, verfolgt wurde die

durch Enzym freigesetzte Menge an Phenol bel 270 nm (&7 nm=
1,45x 10° M ecm™, Hesse et a. 1987), korrigiert um den Wert der
spontanen Substrathydrolyse.

Bestimmung der Par aoxonase-Aktivitat

Die Aktivitéat der Paraoxonase wurde bei 37 °C sowohl in 0,1 M TRIS
HCl/1 mM C&, pH 8,5, als auch in 0,1 M TRIS-HCI/1 mM C&*/1 M
NaCl, pH 8,5, Uber die Freisetzung von p-Nitrophenol aus 2 mM

Paraoxon-ethyl bel 405 nm spektroskopisch bestimmt (€405 nm= 16 X 10°
M™ em™), korrigiert um den Betrag der spontanen Substrathydrolyse.
Die Quotientenbildung der beiden Paraoxonase-Aktivitdten diente der
Festlegung des NaCl-Faktors als Parameter fur die Phenotypisierung der

Paraoxonase (Eckerson et al. 1983a).

Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitat in Soman-behandeltem
Plasma (M ethode durch AChE-Reaktivier ung)
Organophosphat-inhibierte, gewaschene Human-Erythrozyten (15 g

Hb/dL) wurden mit Soman-gehemmtem, dialysierten Plasma und/oder
Puffermedium verdinnt, mit dem jeweiligen Oxim bei der gewlinschten
Temperatur inkubiert und die AChE-Aktivitdét nach verschiedenen
Zeitpunkten (37 °C 10 min bzw. 10 °C 20 min) aus einem Aliquot
bestimmt (Temperatur und Puffermedium variierten in Abhéngigkeit des
zugrunde liegenden Organophosphates).
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Fir die Berechnung gilt:

% POX-Hydrolase-Aktivitat = 100 x (A+- A)/ (Ao-A)

wobel A_ und A, flr die AChE-Aktivitét von inhibierten Erythrozyten
(7,5 g Hb/dL) steht, die mit Oxim in Ab- bzw. Anwesenheit von Soman-
behandeltem Plasma inkubiert waren. Ay bezieht sich auf die durch
1:100-Verdinnung der Erythrozytensuspension und Inkubation mit
Oxim nach entsprechender Inkubationsdauer ohne Plasmazusatz
maximal erreichbare AChE-Aktivitéat (I8t sich bei Kenntnis der
kinetischen Parameter Kp und k, berechnen oder wird experimentell
bestimmt).

Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitat in Soman-behandeltem

Plasma (Methode durch Quantifizierung des entstandenen
Obidoxim)

DEP-Obidoxim wurde durch Inkubation mit Soman-behandeltem Plasma
(didlysiert gegen 25 mM TRIS-HCI/1 mM C&*/0,15 M NaCl/0,1%
Triton X-100, pH 8,0) bel 37 °C und pH 7,4 enzymatisch hydrolysiert.
Die daraus entstandene Menge an Obidoxim wurde per HPLC nach
Methode C quantifiziert (s. dort) und als Mal3 fir die POX-Hydrolase-

Aktivitéat herangezogen.

Bestimmung der Enzymaktivitaten in Anwesenheit von Th

Bei Experimenten zur Beurteilung eines Th*-EinfluRes mufite auf die
Vewendung von phosphat- und tryptophanhaltigen Reagenzien
verzichtet werden, durch die andernfalls die Verfligbarkeit von freien

Tb*-lonen zu stark gemindert worden wére. Speziell fir die
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Beantwortung der Frage eines Th**-Einflusses auf die POX-Hydrolase
wurde der urspringlich verwendete Assay, charakterisiert durch die
Reaktivierung von Paraoxon-gehemmtem Erythrozytenlysat mit
Obidoxim in Anwesenheit von Soman-gehemmtem, dialysierten Plasma,
umgestaltet. Gelatine-stabilisierte  Zitteraal-AChE  anstelle  von
Erythrozytenlysat erwies sich hierfir als geeignete AChE-Quelle,
nachdem sich herausgestellt hatte, daR Tb* sowohl von
Erythrozytenlysat bzw. Hamoglobin, als auch von Albumin (aufgrund
des hohen Anteils an Tryptophan; Belitz 1987) adsorbiert wurde.
Zitteraal-AChE blieb bel Zusatz von Gelatine (0,02%) als Schutzkolloid
Uber enen langen Zeitraum stabil, das Ausmald der Alterung und
Spontanreaktivierung von Paraoxon-ethyl-gehemmter Zitteraal-AChE
war bei 25 °C Uber 24 Stunden zu vernachlassigen. Reaktionsmedium
war 0,1 M MOPS1 mM Ca&, pH 7,4, reaktiviert wurde mit 1 pM
Obidoxim bei 10 °C wéahrend 15 min. Bei der POX-Hydrolase- und der
Parapxonase/Arylesterase-Quelle handelte es sich um das Cibacron-
gereinigte Enzym, das gegen 0,1 M MOPS/1 mM C&*, pH 7,4, dialysiert

und insbesondere isoliert von Albumin vorlag.

Bestimmung der Enzymaktivitaten in Anwesenheit von N-Brom-
succinimid (NBS)

Vorversuche zur Verwendung von NBS im Zusammenhang mit der

Bestimmung der Paraoxonase/Arylesterase- und POX-Hydrolase-
Aktivitdt machten deutlich, dal3 NBS sowohl Zitteraal-AChE als auch
Arylesterase zu inhibieren vermochte. Reagenzien wie DTNB und
Gelatine verringerten hierbel die NBS-bedingte Hemmung der Zitteraal -
AChE. Auf den Einsatz von Halogeniden sollte verzichtet werden, da
diese durch NBS oxidiert werden kdnnen und somit Proteine modi-
fizieren (Lundblad 1991), CaCl, wurde deshalb durch Ca(NOs), ersetzt.
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Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitat in Anwesenheit von

Carbodiimiden

Fir die Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitat wurde das Cibacron-
gereinigte  Soman-Plasma nach Inkubation mit dem jewelligen
Carbodiimid (1 mM EDC bzw. 2mM DCC bei 37 °C) gegen 1 mM
PPIAmM C&, pH 7,4, diaysiert und lyophilisiert, bevor es
anschlief3end mit Paraoxon-ethyl-gehemmter Zitteraal-AChE (0,1 M
MOPS/0,02% Gelatine pH 7,4) und 1 pM Obidoxim bei 10 °C fir
20 min zur Reaktion gebracht wurde.

Bestimmung der Enzymaktivitdten in Anwesenheit von Phenyl-

mer curiacetat (PM A) und p-Hydr oxymer curibenzoat (p-OHM B)

Inkubierte man Cibacron-gereinigtes Soman-Plasma, das gegen
0,1M MOPS1 mM Ca*, pH 7,4, dialysiert vorlag, mit 50 pM
PMA oder 100 uM p-OHMB bei 37 °C und entnahm ein Aliquot zur
Messung der Arylesterase-Aktivitat, so erreichte man nach 35 min
eine komplette Enzyminaktivierung. Wurde dem durch PMA- baw.
p-OHMB-gehemmten Enzym anschlieffend  Glutathion im
Uberschul? zugesetzt, war eine Reaktivierung der Arylesterase zu
beobachten, die Inaktivierung der Arylesterase durch PMA baw.
p-OHMB war somit reversibel.

Zur Klarung der Frage, inwieweit PMA oder p-OHMB die
Zitteraal-AChE-Aktivitat beeinflussen, durfte im Ellman-Test keine
nennenswerte Konzentration an Hg® -lonen vorliegen, die mit TNB
hatten reagieren kOnnen. Es war daher nur moglich, ene
konzentrierte Enzymlésung mit Quecksilberverbindungen zu
inkubieren und aus aliquoten Mengen die AChE-Aktivitat zu
bestimmen. Mit diesem Verfahren liel3 sich ene irreversible
Hemmung der Zitteraal-AChE durch p-OHMB ausschlief3en. Auch



Material und Methoden 27

wurde kein Einflu® von p-OHMB auf Geschwindigkeit und Ausmal3
der Reaktivierung von Paraoxon-gehemmter Zitteraal-AChE durch
Obidoxim festgestellt. Eine Entscheidung dartber, ob Quecksilber-
Verbindungen die AChE auf reversible Weise zu inhibieren
vermogen, konnte allerdings mit den hier angewandten Mef%
systemen nicht gefallt werden. Eine reversible Hemmung ist
allerdings auch nicht zu erwarten, da im aktiven Zentrum der AChE
keine SH-Gruppen-tragenden Aminosduren verankert sind
(Sussman et al. 1991).
Die Hemmung der Arylesterase durch p-OHMB bzw. PMA war
reversibel, daher durfte fir die Bestimmung der POX-Hydrolase der
UberschuR der Quecksilber-Verbindung nicht entfernt werden. Deshalb
wurde der Versuchsansatz fir die Bestimmung der POX-Hydrolase-
Aktivitdt wie folgt gewdéhlt: Cibacron-gereinigtes Soman-Plasma
(dialysiert gegen 0,1 M MOPS/1 mM C&*, pH 7,4) wurde bei 37 °C mit
100 uM p-OHMB bzw. 50 uM PMA bis zur vollstandigen Inaktivierung
der Arylesterase inkubiert (nach ca. 30 min). Anschlief3end wurde ein
Aliquot dieser Probe gemeinsam mit Paraoxon-ethyl-gehemmter
Zitteraal-AChE und 1pM Obidoxim wéhrend 20 min bei 10 °C

inkubiert.

Kinetik der Hemmung humaner EryAChE durch Paraoxon-ethyl
und DEP-Obidoxim

Bei diesen Experimenten erfolgte die Reaktion von DTNB mit den
erythrozytéaren SH-Gruppen bereits durch Vorinkubation (Tabelle 2-5),

um den Zerfal von DEP-Obidoxim bel pH 7,4 zu minimieren. Die
AChE-Aktivitét wurde dadurch nicht beeinflusst.
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Tabelle 2-5. Vorinkubationsansatz, 37 °C

Reagenz bzw. Probe Konzentration ml in Eppendorff-Cup Ansatzbehandlung
Spendererythrozyten 3 gHb/dL 0,5
DTNB 10 mM 0,1
Phosphatpuffer, pH 7,4 01M 04 10 min inkubieren

Ebenfalls aus Stabilitatsgrinden von DEP-Obidoxim wurde die
Hemmkinetik nicht bei 37 °C, sondern bei 10 °C verfolgt (Tabelle 2-6),
wahrend die AChE-Aktivitét bel 37 °C bestimmt wurde (T abelle 2-7).

Tabelle 2-6. Hemmansatz, 10 °C

Reagenz bzw. Probe Konzentration plin Ansatzbehandlung
Eppendorff-Cup
Vorinkubat 1,5gHb/dL 900 bei 10 °C_ 10 min
temperieren
isol. DEP-Obidoxim oder 250 nM oder 7,3
Paraoxon-ethyl (in 10 mM 25 uM 7,3 inkubieren

NH acetat/20% MeOH, pH 4,5)

Tabelle 2-7. MefRansatz mit Indikatorreaktion, 37 °C

Reagenz bzw. Probe Konzentration ml in Klvette  Ansatzbehandlung
Inkubations- bzw. Hemmansatz 1,5 gHb/dL 0,100

Phosphatpuffer, pH 7,4 01M 2,910

DTNB 10 mM 0,090

ASCh 28,4 mM 0,050 sofort

Reaktionsstart
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2.4.2 Generierung und Isolierung von Diethyl-
phosphoryl-Obidoxim (DEP-Obidoxim) und seinen
Abbauprodukten

DEP-Obidoxim

Obidoximdichlorid wurde in 10 mM Verona (Barbital-Na), pH 7,5,
gelost (50 mM, pH 6,38) und mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt.
Paraoxon-ethyl wurde in 10 mM Veronal, pH 7,5, suspendiert (15 mM).
Die Inkubation von 10 mM Obidoxim und 10 mM Paraoxon-ethyl in
10mM Verona, pH 7,5, erfolgte Uber Nacht (16 h) auf Eis.
Anschlief3end wurden jeweils 100 pl des Ansatzes an LiChroCart 125-3,
Superspher 60, RP-sddectB  4pum nach (HPLC-)Methode A
chromatographiert und DEP-Obidoxim aufgefangen (Rt 19 min).

Obidoxim-Mononitril

Zur Gewinnung des Obidoxim-Mononitrils wurde zunéchst isoliertes
DEP-Obidoxim (in mobiler Phase) mit NH,HCO; be pH 6,9 wéahrend
8,5 h bei 0 °C, anschlief3end fir 7 min bei 37 °C inkubiert (am Ende der
Inkubation pH 8,3); zur Vermeidung des weiteren Nitril-Zerfalls wurde
der pH mit 1 N HCI auf 5,2 eingestellt, die Probe lyophilisiert und nach
Resolubilisieren in wenig H,O Uber HPLC nach Methode B daraus das

Mononitril isoliert (Rt 6,5 min).

Obidoxim-M onopyridon

| soliertes DEP-Obidoxim (in mobiler Phase) wurde mit NH3 bei pH 7,4
far 16 h auf Eisund 4,5 h bei 37 °C inkubiert, bevor anschlief3end das
Volumen eingeengt (Speed Vac) und gebildetes Monopyridon Uber
HPL C nach Methode B (Rt 13,4 min) isoliert wurde.
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2.4.3 Quantifizierung von DEP-Obidoxim und seinen

Abbauprodukten

Bei Verwendung einer HPL C-Methode mit lonenpaarreagenzien musste
bereits der Probe 5% (v/v) PIC B7 zugesetzt werden, um ein Aufspalten

der Peaks zu verhindern.

DEP-Obidoxim

Die Konzentration von DEP-Obidoxim wurde, basierend auf der

Annahme ener kompletten enzymatischen Hydrolyse, Uber die
Konzentration an Obidoxim bestimmt, die sich bei der Inkubation von
isoliertem DEP-Obidoxim mit unverdinntem, Soman-gehemmten,
dialysierten Plasma (mit POX-Hydrolase-Aktivitét) bei 37 °C und
pH 7,4 gebildet hatte. Die Obidoxim-Bestimmung erfolgte per HPLC
nach Methode C. Unter Zugrundelegung dieser Konzentration wurde
anschlieffend die HPLC-Peskfldche fir intaktes DEP-Obidoxim
standardisiert und ein Extinktionskoeffizient fur UV-spektrometrische
Bestimmungen abgeschétzt.

Obidoxim

Fir die ldentifizierung und Quantifizierung von Obidoxim aus
Inkubationsanséatzen in Anwesenheit von Proteinen, wurde zuerst Protein
mit 1 M TCA gefallt, bevor der Uberstand mit PIC B7/NH5 neutralisiert
wurde (Tabelle 2-8). Den Referenzwert stellte eine wal¥ige, UV-
spektrometrisch eingestellte Obidoxim-Standardlésung nach identischer
Aufarbeitung dar.
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Tabelle 2-8 Probenbehandlung fir Obidoxim-Quantifizierung

Reagenz bzw. Probe Volumen Ansatzbehandlung
Inkubat 150 pl
IMTCA 45 ul vortexen, 2 min
Hettich-Zentrifuge
Uberstand 100 pl
PIC B7/NH3-Reagenz * 50 ul Mischen
50 pl HPLC Methode C

* 1000pl PIC B7 + 120 pl NH3 (25%)

Obidoxim-M onopyridon und Obidoxim-M ononitril
Unter der Annahme, dald bel diesen ,, Obidoxim-Derivaten“ durch die

verbliebene Oximgruppe des einen Pyridiniumrings die UV-Absorption
im Alkalischen halb so stark ist wie die des Obidoxims, wurde die Hohe
der Absorption im langwelligen UV bel pH 11 mit &gy = 23,4 X 10°
M em™ angenommen und fur die Standardisierung der HPLC-Flachen

nach M ethode D herangezogen.

Cyanid
Die Bestimmung wurde modifiziert nach Mikrodiffusion und Reaktion
nach Nagashima (1978) durchgefihrt (Eyer et a. 1987). Die zu
analysierende Probe wurde im Graben eines Fernbachflaschchens
(Gasvolumen 10 cm®) bei pH 7,4 inkubiert, wobei HCN in separat im
Brunnen enes Fernbachflaschchens vorgelegte 0,1 N NaOH
diffundierte. Nach vollstéandiger Diffusion wurde der CN-Gehalt aus
300 pl Brunneninhalt mit Chloramin-T und Isonicotinat-Barbiturat-
Reagenz bei 600 nm im Photometer vermessen (€som = 11,5 x 10°
M em™). Kalibriert wurde gegen frische NaCN-Verdiinnungen in 0,1 N
NaOH.

Wenn nicht anders angegeben, kamen 300 pl des Brunneninhalts

mit 1000 pl Phosphatpuffer pH 5,22, 20 yul Chloramin-T 1% und
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500 pl des Isonicotinat/Barbiturat-Reagenzes (200 mg Na-
| sonicotinat, 200 mg Na-Barbiturat in 20 ml H,O) wahrend 30 min
unter Lichtausschlul® bei Raumtemperatur und leichtem Schiitteln in

elnem dicht ver schlossenen Gefald zur Reaktion.

2.4.4 HPLC-Methoden

Methode A: zur DEP-Obidoxim-1solierung und Quantifizierung

Eluent A bestand aus einer waldrigen L6sung aus 10 mM NH,acetat, pH
4,5. Eluent B enthielt gleichviel NH acetat wie A bel 50% (v/v) MeOH.
Pumpenprogramm: 0,6 mi/min, t: 0-20 min/B: 0-40%, t: 20-30 min/B:
40%, t: 30-40 min/B: 40-100%, t: 40-50 min/B: 100%, t: 50-55 min/B:
100-0%, t: 55-65 min/B: 0%. Laufzeit: 65 min. Saule: LiChroCart
Superspher 60, RP-select B 125 mm/3 mm/4 um: Merck, Darmstadit,
Deutschland. Detektorwellenldnge: 260 nm und 300 nm, Diodenarray-
Detektor.

Methode B: zur Isolierung von Obidoxim-Mononitril und Obidoxim-

Monopyridon fur MS-Analyse
Eluent A bestand aus einer wal¥rigen Lésung aus 10 mM NH,acetat, pH
4,5. Eluent B enthielt gleichviel NH acetat wie A bei 50% (v/v) MeOH.
Pumpenprogramm: 0,6 mi/min, t: 0-20 min/B: 0-40%, t: 20-30 min/B:
40%, t: 30-40 min/B: 40-100%, t: 40-50 min/B: 100%, t: 50-55 min/B:
100-0%, t: 55-65 min/B: 0%. Laufzeit: 65 min. Saule: LiChroCart
LiChrospher 60, RP-select B 250 mm/4 mm/5 pm: Merck, Darmstadt,
Deutschland. Detektorwellenldnge: 260 nm und 300 nm, Diodenarray-
Detektor.



Material und Methoden 33

Methode C: zur Verifizierung und Quantifizierung von Obidoxim
Isokratischer Eluent, mit lonenpaareagenz: 4%iger (v/v) Zusatz an
Acetonitril zu einer wéaldrigen L6sung aus 4% (v/v) Waters PIC B7 und
0,5% bzw. 0,35% (v/v) Waters PIC A low UV. FuR: 1,2 ml/min.
Laufzeit: 20 min. Saule: LiChroCart LiChrospher 60, RP-select B
125 mm/4 mm/5 um:  Merck, Darmstadt, Deutschland. Detektor-
wellenlange: 285 nm, Diodenarray-Detektor.

Methode D: zur Detektion und Quantifizierung von DEP-Obidoxim,

Obidoxim-Mononitril und Obidoxim-Monopyridon
Eluent A bestand aus einer wéldrigen Losung aus 4% (v/v) Waters PIC
B7 und 0,35% (v/v) Waters PIC A low UV. Eluent B enthielt gleichviel
an lonenpaarreagenzien wie Eluent A, zusdtzlich war 20% (v/v)
Acetonitril zugesetzt. Pumpenprogramm: 1,2 mi/min, t: 0-20 min/B: 10-
60%, t: 20-25 min/B: 60%, t: 25-30 min/B: 60-80%, t: 30-35 min/B: 80-
10 %. Laufzeit: 40 min. Saule: LiChroCart LiChrospher 60, RP-select B
125 mm/4 mm/5 pm: Merck, Darmstadt, Deutschland. Detektor-
wellenlange: 260 nm und 300 nm, Diodenarray-Detektor.

2.4.5 \Weitere Methoden

Hamoglobinbestimmung

Gesamthamoglobin  wurde as Cyanmethdmoglobin  bestimmt.
Erythrozyten-Lysat (1:100) wurde dazu bei Raumtemperatur 1:1 mit
Transformationsldsung versetzt, nach 10 min erfolgte die Messung der
Hamoglobinabsorption gegen Transformationsdsung bei 546 nm
(&s46nm= 10,8 x 10° M'em™) (Worek et al. 1999b).
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Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mit dem BCA-Protein-Reagenz nach

Vorschrift der Fa. Pierce bestimmt.

Ultr afiltration

Ultrafiltrationsexperimente wurden mit Macrosep ™ Centrifugal Con-
centrators (Filtron, Northborough, USA) durchgefihrt. Hierfir wurde
Nativ-Plasma bei 4 °C 30 min lang bel 5000 x g Uber OMEGA Ultra-

filtrationsmembranen zentrifugiert.

Ca*"-Entfernung durch Chelex-100

Eine 1000 ul Eppendorf-Spitze wurde mit Watte abgedichtet, so dai3
noch sehr leichtes Abtropfen von Flissigkeit moglich war. Gesplilt
wurde zunachst mit 200 mM EDTA, pH 7,4, um etwaige Reste an Ca’*

oder anderen Kationen zu komplexieren. Anschlief3end wurde intensiv
mit Aqua bidest. gespllt, bevor mit einer Suspension von Chelex-100-
Resin in 0,1 M MOPS, pH 7,4, 6 cm hoch beschickt wurde. Dann
solange mit 0,1 M MOPS pH 7,4 spillen, bis Eluat pH 7,4 aufweist;
anschliefiend 2 ml Soman-gehemmtes, dialysiertes Plasma (oder andere
Probe) aufgeben und bei +6 °C wahrend ca. 30 min mit 0,1 M MOPS,
pH 7,4, eluieren. Fraktionen wurden zur Minimierung der Kontamination
in Eppendorfcups aufgefangen. Die weltere Probenaufbereitung erfolgte
be +6°C, da die Stabilitit der Ca’*-armen Enzympréparate stark
temperaturabhangig ist. Im tbrigen musste peinlich auf die Abwesenheit
von Glasbestandteilen geachtet werden, um jegliches erneutes Ein-

bringen von Ca®* zu vermeiden.
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3 ERGEBNISSE

In der vorgelegten Arbeit wurden Untersuchungen zur Hemmung und
Reaktivierung der Serin-Hydrolasen AChE und BChE bel pH 7,4 durch-
gefuhrt. Als Enzymquellen dienten Erythrozyten-Acetylcholinesterase
(EryAChE) und Zitteraal-AChE sowie die Pseudocholinesterase (BChE)
im Plasma. Die Enzymaktivitdten wurden anhand der Spaltung von
Acetylthiocholin (ASCh) bzw. Butyrylthiocholin (BSCh) kolorimetrisch
modifiziert nach Ellman et al. (1961) bestimmt.

Die Reaktivierung von Paraoxon-ethyl-gehemmter AChE aus
menschlichem Vollblut (1:4 in 0,1 M PP verdiunnt; 3,75 g Hb/dL) mit
10 uM Obidoxim bei pH 7,4 und 37 °C verlief deutlich effektiver im
Vergleich zur Reaktivierung von konzentriertem humanen, Paraoxon-
ethyl-gehemmten Erythrozyten-Lysat (7,59 Hb/dL). Uberdies wurde
nicht die Reaktivierungsleistung erbracht, die man auf Grund von In-
vivo-Beobachtungen erwartet hétte (Erdmann & v. Clarmann 1963,
Worek et a. 1997, Thiermann et al. 1997). Auffalend war auch die
Zunahme der Reaktivierungsleistung von Obidoxim mit steigendem
Verdinnungsgrad der Enzymquelle, obwohl die Oxim-Konzentration in
dlen Ansidzen um 3 GrofRenordnungen Uber der Konzentration der

Enzymquelle lag.
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ADbb. 3-1 Reaktivierung von Diethylphosphoryl-AChE durch Obidoxim; Paraoxon-
ethyl-gehemmte, humane EryAChE (Endkonzentration 7,5 g Hb/dL) wurde in
Abwesenheit (1€) und in Anwesenheit (0) von Human-Plasma (50%, v/v) mit 10 uM
Obidoxim in 0,1 M PP, pH 7,4, bei 37 °C inkubiert. Die gestrichelte Linie ergab sich
mit 1:100 verdinnter EryAChE ohne Plasma-Zusatz (Einzelmesspunkte nicht
gezeigt). AChE-Aktivitdt wurde nach dem modifizierten Ellman-Test in
Anwesenheit von 20 UM Ethopropazin zur Inaktivierung der BChE bestimmt. Die
Werte sind als % AChE-Aktivitéat angegeben und stellen die Mittelwerte aus drei
Bestimmungen dar.

Abb. 3-1 vergleicht den Obidoxim-bedingten Reaktivierungsverlauf von
konzentrierter und verdinnter, humaner Erythrozyten-Suspension, deren
AChE durch Paraoxon-ethyl irreversibel blockiert vorlag. Der wichtige
Befund hierbel war, dal3 die Reaktivierung der verdiinnten Enzymaquelle
einer Kinetik 1. Ordnung gehorchte, wahrend sich bei der Verwendung
des konzentrierten Enzymansatzes ein biphasischer Verlauf abzeichnete.

Dieses Verhdten diente als Hinwes fir die Anhaufung von
Diethylphosphoryl-Obidoxim (DEP-Obidoxim), die bel Verwendung
von hohen Enzymkonzentrationen auftritt (Ashani et al. 1998).

Erfolgte alerdings die Reaktivierung von konzentrierter Erythrozyten-
Suspension (Endkonzentration 7,5 g Hb/dL) in Anwesenheit von

Human-Plasma, so verlief die Reaktion nicht mehr biphasisch sondern
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monophasisch. In &hnlicher Weise gehorchte auch die Reaktivierung von
humanem, heparinisierten Paraoxon-ethyl-gehemmten Vollblut mit
10 M Obidoxim einer Kinetik 1. Ordnung.

Diese Experimente erweckten den Verdacht, dal3 im Human-Plasma ein
Bestandteil fur die Spaltung bzw. Inaktivierung des vermutlich
gebildeten DEP-Obidoxim vorhanden ist.

3.1 EinfluR des Plasmas auf die Reaktivierbarkeit

humaner Paraoxon-ethyl-gehemmter EryAChE

3.1.1 Welche Rolle spielt BChE bei der Reaktivierung?

Zuerst wurde vermutet, dal? die Plasma-BChE hierbei ihre Hande im
Spiel hatte, zumal sie in ca. 10-fachem molaren UberschuR im Vergleich
zur EryAChE vorliegt. In der Literatur wird auch von einer Scavenger-
Funktion der BChE fur Organophosphate berichtet (Ashani et a. 1998,
Raveh et al. 1993).
Tatsachlich  wurde die Reaktivierungdeistung durch Obidoxim
gegentber  konzentrierter ~ Paraoxon-ethyl-gehemmter  EryAChE
(Endkonz. 15 g Hb/dL) in Anwesenheit von gereinigter BChE (2130 U)
gesteigert. War identische Konzentration an aktiver BChE, human oder
equin, im Reaktivierungsansatz, so war EryAChE auch in gleichem
Ausmall reaktiviert worden.
Verfolgte man die BChE-Aktivitat in den Reaktivierungsansatzen,
so zeichnete sich nach 10 mindtiger Inkubation ein Aktivitatsverlust
ab. Diese Beobachtung liel3 sich zwanglos mit der Scavenger-
Funktion der BChE erkléaren, deren Resultat eine Hemmung der
BChE durch DEP-Obidoxim darstellte.
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Allerdings konnte ein Einflu® durch BChE nicht fir die Interpretation
der Versuche mit Paraoxon-ethyl-gehemmtem Vollblut herangezogen
werden. Denn hierbei lagen sowohl die EryAChE as auch die BChE
irreversibel blockiert vor, und im Gegensatz zu Paraoxon-ethyl-
gehemmter EryAChE |&3t sich Paraoxon-ethyl-inhibierte BChE nur
schlecht durch Obidoxim reaktivieren. Um jedoch jegliche
Reaktivierung der BChE mit daraus resultierender Scavenger-Funktion
auszuschlief3en, wurde das Human-Plasma mit Soman versetzt, einem
Nervenkampfstoff, der die PlasmaBChE schnell und irreversibel
hemmt, ein rasch aterndes Enzym nach sich zieht und keine
Reaktivierung durch Obidoxim erlaubt (Masson & Goasdoue 1986;
experimentell bestétigt).

Interessanterweise war aber selbst Soman-gehemmtes, diaysiertes
Plasma noch in der Lage, den hemmenden Einflul3 von DEP-Obidoxim
aufzuheben. Wurde Paraoxon-ethyl-gehemmte, konzentrierte EryAChE
mit steigenden Konzentrationen an Soman-behandeltem Plasma versetzt
und durch Obidoxim reaktiviert, zeigte sich mit zunehmendem Plasma-
Anteil auch elne bessere Reaktivierung.

Im Gegensatz zu Plasma verlor isolierte, gereinigte humane BChE ihre
DEP-Obidoxim inaktivierende Wirkung durch Soman-Behandlung
vollstandig. Auch der reversible Hemmstoff Ethopropazin (20 puM)
besaitigte die DEP-Obidoxim inaktivierende Wirkung von gereinigter
BChE, jedoch nicht die des Plasmas. Es muf3te demnach im Plasma
neben der BChE als Scavenger noch ein weiteres System vorliegen, das
DEP-Obidoxim inaktivierte, aber selbst nicht durch Paraoxon-ethyl,

Soman oder Ethopropazin gehemmt wurde.
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3.1.2 EinflufR von Albumin auf die Reaktivierbarkeit

Reines Human-Albumin als moéglicher Plasma-Kandidat trug in einer
fast physiologischen Konzentration von 2mg/100ul nicht  zur
Verbesserung der Reaktivierungseistung von Obidoxim bei Paraoxon-
ethyl-gehemmter EryAChE bei; Human-Albumin der Cohn-Fraktion V
hingegen bewirkte eine erhohte Reaktivierung; dieser Effekt war
moglicherweise auf den Antell an aktiver BChE in der Cohn-Fraktion V

zuruckzufuhren.

3.1.3 Charakterisierung des Plasma-Bestandteils mit

DEP-Obidoxim-inaktivierender Fahigkeit

Erhitzen des Human-Plasmas auf 95 °C fir 5 min fuhrte zum Verlust der
Eigenschaft, DEP-Obidoxim zu inaktivieren, wahrend das Lyophilisieren
diese Aktivitédt nicht minderte. Es wurde daher vermutet, dal3 es sich
hierbei um ein Soman-insensitives Protein handeln muf3te, dessen
Molekulargewicht mittels Ultrafiltrationsexperimenten auf  grofder
100 kD festgel egt werden konnte.

Als nun in vitro die Kinetik der Hemmung der EryAChE aus humanem
Vollblut durch Paraoxon-ethyl (0,1 uM) in An- und Abwesenheit von
EDTA (10 mM) gleich verlief, die Reaktivierung durch Obidoxim
(10 uM) in Anwesenheit von EDTA jedoch schlechter ausfiel, stellten
sich die Weichen fir die Formulierung einer Arbeitshypothese. Es wurde
postuliert, dal3 es sich bel dem gesuchten Bestandtell um ein Soman-
insensitives und der Organophosphat-Hydrolase verwandtes Enzym-
system handeln muf3te, das entsprechend POX-Hydrolase getauft wurde.

Diese Art von Enzymen benétigt Ublicherweise Ca*-lonen fir ihre
katalytische Aktivitét (Erdos et al. 1960).
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Um kiinftig Experimente bei konstanter Ca'-Konzentration
durchfihren zu kdnnen, erfolgte die Reaktivierung Paraoxon-ethyl-
gehemmter EryAChE mit Obidoximin 10 mM PP/1 mM Ca**/0,9%
NaCl, pH 7,4, wobei die Kinetik der Reaktivierung mit dem Ansatz
in0,1 M PP, pH 7,4, vergleichbar war.

Zur besseren Unterscheidung zwischen spontaner und Plasma
verursachter DEP-Obidoxim-Inaktivierung wurde die Reaktivierungs-
temperatur auf 10 °C abgesenkt. Wie der Abb. 3-2 zu entnehmen ist, war
bel dieser Temperatur der biphasische Verlauf der Reaktivierung von
konzentrierter  Enzymquelle noch  stérker  ausgeprégt.  Die
Reaktivierungshalbwertszeit erhdhte sich von 4,3 min bei 37 °C auf
19 min bei 10 °C. Steigende Mengen an Soman-behandeltem Plasma
beschleunigten auch hier die Reaktivierung und erzielten schlief3lich den
Verlauf, den man be Verwendung von verdinnter Erythrozyten-

suspension beobachtete.
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Abb. 3-2: Reaktivierung von Diethylphosphoryl-AChE durch Obidoxim in
Anwesenheit von Plasma. Paraoxon-ethyl-gehemmte humane EryAChE
(Endkonzentration 7,5 g Hb/dL) wurde in 10 mM PP/1 mM CaCl,/0,9% NaCl,
pH 7,4, mit 10 pM Obidoxim in Anwesenheit von unterschiedlichen
Konzentrationen an Soman-behandeltem Humanplasma bel 10 °C inkubiert. Die
Plasmakonzentrationen betrugen (%, v/v): 50 (n), 25 (s), 10 (), 5 (u) und O ().
Die durchbrochene Linie zeigte sich mit verdinntem EryAChE-Ansatz (1:100) ohne
Plasma (Einzelwerte sind nicht gezeigt).

Sehr eindrucksvoll gestaltete sich der Verlauf der Reaktivierung
von unterschiedlich stark verdinnter Paraoxon-ethyl gehemmter
Zitteraal-AChE durch 1 pM Obidoxim bei 10 °C und pH 7,4 in
0,1 M MOPS0,02% Gelatine. Abb. 3-3 hebt den Einflul von DEP-
Obidoxim hervor, das hier aufgrund der deutlich gréi3eren Zahl an
aktiven Zentren im Vergleich zu EryAChE in sehr hoher
Konzentration gebildet wird.
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Abb. 3-3 Reaktivierung von Diethylphosphoryl-AChE durch Obidoxim;
Paraoxon-ethyl-gehemmte Zitteraal-AChE wurde konzentriert (n), 1:10 (s)
bzw. 1:100 verdinnt (&) mit 1 uM Obidoximin 0,1 M MOPS/0,02% Gelatine,
pH 7,4, bei 10 °C inkubiert. Die AChE-Aktivitdt wurde nach dem
modifizierten Ellman-Test in 0,1 M MOPS/0,02% Gelatine, pH 7,4, bestimmt.

An dem 10 °C-Modell wurde der Einflul? von EDTA auf die Plasma-
Aktivitat untersucht. Abb. 3-4 zeigt die Konzentrations-Wirkungs-
Kurven von Soman-behandeltem Plasma in An- und Abwesenheit von
5mM EDTA. Die Inhibierung war reversibel, ein Uberschul an Ca™*-
lonen (7 mM) lief3 die POX-Hydrolase wieder aktiv werden. In dhnlicher
Weise gewann auch Soman-behandeltes Plasma durch den Zusatz von
2,5 mM Ca”™* seine Aktivitdt wieder, nachdem es in Anwesenheit von 1
bzw. 2 mM EDTA gegen 10 mM PP/0,9% NaCl, pH 7,4, und 4 °C
dialysiert vorlag. Ca&®* konnte nicht durch 2,5 mM ZnSO, oder MgCl,

ersetzt werden.
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Abb. 3-4: EinfluR von Plasma auf die Reaktivierung von Diethylphosphoryl-AChE
durch Obidoxim und die Auswirkung durch EDTA. Paraoxon-ethyl-gehemmte
humane EryAChE (Endkonzentration 7,5 g Hb/dL) wurde in 10 mM PP/1 mM
CaCl,/0,9% NaCl, pH 7,4, mit 10 pM Obidoxim in Abwesenheit (n) und in
Anwesenheit (0) von 5 mM EDTA in Gegenwart von unterschiedlichen
Konzentrationen an Soman-behandeltem Humanplasma bei 10 °C wahrend 20 min
inkubiert. Die Daten stellen Mittelwerte aus 2-3 Versuchsansdtzen dar. Die
Berechnung der POX-Hydrolase findet sich im Material- und Methodenteil (Methode
durch AChE-Reaktivierung).

An dieser Stelle fiel der Gedanke auf die Paraoxonase/Arylesterase, die

sich durch eine vergleichbare lonensensitivitat auszeichnet (Erdos &

Boggs 1961).
In der Literatur (Eckerson et al. 1983a/b, Geldmacher-von
Mallinckrodt & Diepgen 1988, Haas & Geldmacher-von
Mallinckrodt 1990, La Du 1992) herrscht bisher keine Einigkeit
dartber, ob es sich bei der Paraoxonase und der Arylesterase um
das gleiche Enzym mit breitem Substratspektrum handelt, oder ob
hier verschiedene Proteine vorliegen. Entsprechend wird im
folgenden bel der Freisetzung von Phenol aus Phenylacetat von der

Arylesterase gesprochen, wahrend fir die Hydrolyse von Paraoxon-
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ethyl von Paraoxonase-Aktivitdt gesprochen wird, ungeachtet
dessen, ob vielleicht das identische Enzym die Hydrolyse der beiden
Substrate bewerkstelligt.

3.2 Isolierung der POX-Hydrolase

Bei der Paraoxonase/Arylesterase handelt sich um ein HDL -assoziiertes
Glycolipoprotein, das ausgehend von einer Affinitétschromatographie an
Cibacron Blue 3GA aus Plasma isoliert erhalten werden kann (Gan et al.
1991). Der Paraoxonase-HDL-Komplex wird hierbel an Cibacron Blue
3GA gebunden und nach Entfernen von Albumin und anderen Proteinen
schliefdlich mit Na-Desoxycholat desorbiert. In der vorgelegten Arbeit
wurde die Affinitdtschromatographie an Cibacron Blue 3GA eingesetzt,
um Soman-behandeltes Plasma aufzureinigen. In den enzelnen
Fraktionen mit Paraoxonase/Arylesterase-Aktivitdt fand sich tatséchlich
auch die gesamte POX-Hydrolase Aktivitét wieder.

Der Versuch, Cibacron-gereinigte Paraoxonase/Arylesterase mit
Hilfe einer Chromatographie an DEAE inkl. Lyophilisation und
Dialyse von HDL zu isolieren, erbrachte nur sehr geringe Ausbeute
an Paraoxonase/Arylesterase. Uberdies war es aus Stabilitats-
grunden erforderlich, dem isolierten Enzympraparat Detergenzien
wie z.B. Emulgen zuzusetzen. Derartige Bestandteile beenfluldten
jedoch die Aktivitdt der AChE, die Basis fur die Bestimmung der
POX-Hydrolase-Aktivitat. Daher wurde fur weitere Experimente
auf diesen Renigungsschritt Gdber DEAE-Chromatographie

verzichtet.
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3.3 Auswirkung modifizierender Reagenzien auf die

Enzymaktivitaten

Das Ergebnis der gemeinsamen Elution von Paraoxonase/Arylesterase
und POX-Hydrolase warf die Frage auf, ob diese Enzymaktivitéten auf
ein und dasselbe Enzym zurtickzuftihren sind.

Angelennt an  bisher  beschriebene  Strukturmerkmale  der
Paraoxonase/Arylesterase (Erdos et al. 1960, Josse et al. 1999a/b),
wurden daher an dem Cibacron-gereinigten Préparat die Einfllsse
verschiedener gruppenspezifischer Reagenzien auf die Aktivitdt der

Paraoxonase/Arylesterase und der POX-Hydrolase untersucht.

Fur die Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitdt wurde das
isolierte und anschlief3end entsprechend vorbehandelte Enzym-
praparat mit Paraoxon-ethyl-gehemmter AChE inkubiert. Zu
diesem Zweck war es bei allen Experimenten wichtig abzukléren,
inwieweit das jeweilige Agens die AChE-Aktivitdt modifiziert. Im
Falle einer Beeinflussung der AChE-Aktivitat durch das Reagenz
oder auch nur seines Losungsvermittlers muléte eine Methode zur
Eliminierung dieser Substanzen aus dem Cibacron-gereinigten,
dialysierten Plasma angewandt werden, die gleichzeitig keinen
Effekt auf die POX-Hydrolase und die Paraoxonase/Arylesterase
haben durfte. Andernfalls war keine Aussage hinsichtlich der
Auswirkung des jeweiligen Agens auf die POX-Hydrolase mdglich.

Vor diesem Hintergrund waren die Reaktionsbedingungen bei den
einzelnen Versuchsprotokollen nicht einheitlich, sondern variierten

in Abhangigkeit von der Charakteristik des jeweiligen Reagenzes.
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3.3.1 Auswirkung von EDTA und verschiedener Kationen

Es ist bekannt, dal? Ca®*-lonen zum einen firr die katalytische Aktivitét
der Arylester-Spaltung entscheidend sind, zum anderen aber auch zur
Stabilitdt des Enzyms beitragen (Kuo & La Du 1998). Wird die
Arylesterase langere Zeit Ca®*-frei gehalten, z.B. in Gegenwart von
Chelatoren, kann ein nachtréglicher Ca®*-UberschuR die Enzymaktivitét
nicht mehr herstellen. Die duale Rolle von Ca®*-lonen wird von anderen
zweiwertigen lonen unterschiedlich imitiert bzw. antagonisiert. Es lag
daher nahe, dieses Verhalten bei der POX-Hydrolase und der
Arylesterase vergleichend zu prifen. Je nach Fragestellung muldten die
Randbedingungen (Pufferzusammensetzung, Temperatur, Herkunft der
diethylphosphorylierten AChE) variiert werden; sie waren aber fur die
vergleichenden Untersuchungen identisch.

Wiein Abb. 3-5 zu sehen ist, bewirkte EDTA (2 mM) eine progressive
Hemmung der Arylesterase und der POX-Hydrolase. Dabel hat es den
Anschein, as verliefe die Inaktivierung bei Ca*-Entzug nach einer

biphasi schen Exponential funktion.
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Abb. 3-5: Lyophilisiertes, gegen 10 mM PP/1 mM C&*/ 0,9% NaCl, pH 7,4,
diaysiertes Cibacron-Soman-Plasma wurde mit 2 mM EDTA bel 37 °C inkubiert,
anschlief3end fur die Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitét (n) ein Aliquot 1:2
mit Paraoxon-ethyl-gehemmter EryAChE (10mM PP/1 mM Ca**/ 0,9% NaCl,
pH 7,4) verdinnt, mit 1 mM Ca®* und 10 uM Obidoxim bei 10 °C wahrend 20 min
inkubiert, bevor mittels Ellman-Test in 0,1 M PP, pH 7,4, die AChE-Aktivitét
bestimmt wurde. Ein zweites Aliquot wurde 1:2 mit 10 mM PP/1 mM
Ca™*/0,9% NaCl, pH 7,4, verdinnt und vor der Bestimmung der Arylesterase-
Aktivitét (s) mit 1 mM Ca®* bei 10 °C wahrend 20 min inkubiert.

Um die Anfangsphase besser anaysieren zu konnen, wurde die
Inaktivierung bei 25 °C engmaschig verfolgt und dabei die Paraoxon-
ethyl-Spaltung verfolgt. Wie Abb. 3-6 zeigt, folgt auch die Hemmung
der Hydrolyse nach Ca®*-Entzug einer biphasischen Kinetik.
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Abb. 3-6: Hemmung der Paraoxonase (1 mM Paraoxon-ethyl, ohne NaCl) eines

Humanplasmas (diaysiert gegen 0,1 M TRIS-HCI/1 mM C&*, pH 7,4) durch 10 mM
EDTA bei pH 7,4 und 25 °C.

Zur Frage der Kationen-Sensitivitét wurde Soman-behandeltes Plasma
oder Cibacron-gereinigtes Protein gegen 0,1 M MOPS1 mM C&,
pH 7,4, dialysiert und anschlief3end Uber eine Chelex 100-Saule mit
Ca”*-frelem MOPS-Puffer eluiert, bevor es mit verschiedenen Kationen
(1 mM) bet 37 °C 1 h lang inkubiert wurde. Im Mef3ansatz der
Phenylacetat-Spaltung wurde 0,3 mM Ca" zugesetzt, dem POX-
HydrolaseTest 2 mM Ca**, wobei die Konzentration der anderen
Kationen im Arylesterase-Test bei 1,5 uM, im POX-Hydrolase-Test bel
400 uM gehalten wurde.

Tabelle 3-1 zeigt, dal Arylesterase und POX-Hydrolase-Aktivitét im
wesentlichen gleichartig beeinflult werden: Sr** stabilisierte beide
Enzymaktivitdten, Ba® und Mn*" stabilisierten die Arylesterase, nicht
jedoch die POX-Hydrolase. Mg®™ und Ni* hemmten geringfiigig in
beiden Enzymtests, die Aktivitét blieb aber Uber die Zeit (1 h) stabil.
Zn* hemmte deutlich, was durch EDTA (unter Bedingungen:
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[Zn*]<[EDTA]<[C&"]) aufgehoben werden konnte. Die deutliche

Hemmung der Enzymaktivitat durch Zn*" scheint demnach reversibel zu

sein. Offensichtlich hat Zn?* eine héhere Affinitét zum Enzym als Ca®.

Tabelle 3-1 Einflul verschiedener Kationen (1 mM) auf Arylesterase und POX-

Hydrolase
CaCl, | MnCl, | SrCl, | BaCl, | MgCl, NiSO, ZnS0,
gering- gering-
Aryl- . . : . . .
stabil | stabil | stabil | stabil flgig fugig | gehemmt
esterase
gehemmt | gehemmt
ering- ering-
POX.- g .g g .g
stabil | inaktiv | stabil | inaktiv | flgig figig | gehemmt
Hydrolase
gehemmt | gehemmt

3.3.2 Auswirkungen von Tb**

Josse et a. postulieren 1999 (b) die Betelligung eines Tryptophan-Restes
am Aufbau des aktiven Zentrums der Paraoxonase/Arylesterase. Das
Lanthanid und Ca**-Analogon Th* eignete sich aufgrund seiner
Affinitat, mit Tryptophan zu komplexieren, fir vergleichende
Messungen an Paraoxonase/Arylesterase und POX-Hydrolase.

Die Paraoxonase/Arylesterase wurde durch Tb* (100 uM) reversibel
gehemmt, selbst bei Vorliegen eines Ca**-UberschulRes (1 mM). Fir
diese Bestimmung war es erforderlich, nicht nur das konzentrierte
Enzympréparat mit Th** und C&" zu inkubieren, sondern diese
lonenmischung auch direkt dem Arylesterase-Mef3ansatz zuzusetzen.

Die durch Tb** verursachte Hemmung konnte durch EDTA aufgehoben
werden, solange C&* gegeniiber EDTA im UberschuR vorlag (z.B.
100uM Tb*, 1 mM Ca&, 500 pM EDTA). War alerdings

Paraoxonase/Arylesterase mit Tb** und C&* vorinkubiert und kam
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EDTA as Komplexbildner erst nach bereits erfolgter Substratspaltung in
den Reaktionsansatz, so wurde die Ausgangsaktivitdt nicht wieder
komplett erreicht. Th** schien zudem eine sehr viel hthere Affinitdt zum
Enzym und zu EDTA zu besitzen d's Ca™".
Auch der Effekt der erheblich schnelleren Reaktivierung von
Paraoxon-ethyl-gehemmter Zitteraal-AChE in Anwesenheit der
POX-Hydrolase wurde durch 100 pM Tb*" praktisch aufgehoben.
Howells und Coult (1971) beschreiben zwar eine schlechtere
Reaktivierung von Sarin-gehemmter AChE (bovine Erythrozyten)
mit Pyridin-2-aldoxim durch den Zusatz von Yttrium und Marquis
(1984) beschreibt Tb** als AChE-Inhibitor, der vermutlich die
Sruktur des aktiven Zentrums der AChE veréndert, wodurch der
Zugang des Reaktivators erschwert wird. Doch selbst unter Ber tick-
sichtigung der experimentell beobachteten  schwacheren
Reaktivierungsleistung von Obidoxim fur Paraoxon-ethyl-gehemmte
Zitteraal-AChE in Anwesenheit von 100 pM Tb** Uibertraf die Tb**-
verursachte Hemmung der POX-Hydrolase deutlich die Tb*-
bedingt herabgesetzte Reaktivierung.

3.3.3 Einflul3 von N-Bromsuccinimid (NBS)

Spande und Witkop (1967) beschreiben eine Anderung des Tryptophan-
Spektrums durch N-Bromsuccinimid (NBS) und Josse et a. (1999a)
setzen NBS ds spezifisches Reagenz fUr Tryptophan ein, um eine
Hemmung der Paraoxonase/Arylesterase zu erzielen.

Cibacron-gereinigtes Enzymin 0,1 M MES/0,1 mM Ca&™*, pH 6,5, wurde
mit 0,2 mM NBS fir 15 min bel 37 °C inkubiert, dann mit 0,2 mM
Tryptophan zum Abfangen von freilem NBS versetzt, bevor es in den
Arylesterase- oder POX-Hydrolase-Test engesetzt wurde. Die
Arylesterase-Aktivitdt war auf 7% gefallen, die POX-Hydrolase auf
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11%. Zusatz von nativem Enzym erhodhte die Arylesterase-Aktivitat auf
57%, die der POX-Hydrolase auf 62% der erwarteten Aktivitdt. Somit
wurden beide Enzymaktivitdten in gleichem Ausmald durch das

Tryptophan-Reagenz gehemmt.

3.3.4 Einfluld von Carbodiimiden

Carbodiimide wie Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 1-Ethyl-3-(3-
Dimethylaminopropyl)carbodiimid-HCI (EDC) gelten as spezifische
Reagenzien fir die Modifizierung von peptidisch gebundener Asparagin-
saure und Glutaminsdure (Lundblad 1991). Von den Carbodiimiden war
daher erwartet worden, dal3 sie eine Hemmung der Arylesterase hervor-
rufen (Josse et a. 1999a). Diese Inaktivierung bestétigte sich in den
Versuchsansétzen mit 500 uM DCC bzw. 1 mM EDC, in denen die
Arylesterase-Aktivitét des dialysierten, Cibacron-gereinigten Soman-
Plasmas verfolgt wurde. Hierbei wirkte sich die Art des Inkubations-
mediums auf das Ausmal® des Hemmeffektes aus. So liefd sich die
Arylesterase durch DCC in 0,1 M MES/100 pM C&*, pH 6,5, am
starksten inaktivieren. Josse et a. (2001) beschreiben, dal3 ene
Modifizierung von Asparaginsdure/Glutaminsaure nur bei pH 6,0 und
nicht bei pH 7,0 erfolgt.

Auch die AChE wird durch den Zusatz von Carbodiimiden in ihrer
Aktivitat gehemmt (Volkova & Kochetova 1981). Aus diesem Grund
muRte ein UberschulR an Carbodiimid wahrend der Reaktivierung von
Paraoxon-ethyl-gehemmter AChE bel der Bestimmung der POX-
Hydrolase-Aktivitét vermieden werden. Nach Inkubation mit dem
jewelligen Carbodiimid (1 mM EDC bzw. 2 mM DCC bel 37 °C) wurde
daher das Cibacron-gereinigte Soman-Plasma gegen 1 mM PP/1 mM
ca”, pH 7,4, dialysiert und lyophilisiert, bevor es anschlieRend in den
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Arylesterase- bzw. POX-Hydrolase-Test eingesetzt wurde. Die Aktivitét
des Erwartungswertes lag jeweils bei 30% (T abelle 3-2).

3.3.5 EiInfluB von Phenylmercuriacetat (PMA) und
p-Hydroxymercuribenzoat (p-OHMB)

Ziel der Experimente mit den angefihrten Quecksilberverbindungen war
es, SH-Gruppen-tragende Aminoséuren zu blockieren und somit die
Parapxonase/Arylesterase in ihrer Aktivitdt zu beeinflussen. Als
Ergebnis war festzuhaten, da3 in den Ansdtzen, in denen die
Arylesterase durch Behandlung mit p-OHMB bzw. PMA komplett
blockiert vorlag, auch die POX-Hydrolase nicht mehr aktiv war.
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Tabelle 3-2 fasst die Ergebnisse mit den einzelnen modifizierenden

Reagenzien zusammen.

Tabelle 3-2: Einflu3 verschiedener Reagenzien auf die Paraoxonase/Arylesterase

und die POX-Hydrolase

Reagenz % % Reaktion mit
Par aoxonase/ POX-
Arylesterase Hydrolase
EDTA Keine Aktivitdt Keine Aktivitét ca”*
Tb** Keine Aktivitst Keine Aktivitdt  Tryptophan
N-Bromsuccinimid (NBS) 7% 11% Tryptophan
Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) Asparaginsaure
30% 30%

1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-

propyl)carbodiimid (EDC)

Glutaminsiure

Phenylmercuriacetat (PMA)
p-Hydroxymercuribenzoat

(p-OHMB)

Keine Aktivitdt Keine Aktivitét  SH-Gruppen
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3.4 ldentitat der Paraoxonase/Arylesterase und der
POX-Hydrolase?

Die bisherigen Ergebnisse bestétigten die Vermutung, da3 die
Paraoxonase/Arylesterase- und die POX-Hydrolase-Aktivitdt einem

gemeinsamen Protein entspringen.

Die humane Paraoxonase/Arylesterase existiert in zwel genetisch
determinierten, polymorphen und unterschiedlich aktiven Formen (mit
entsprechender Anzahl an Phenotypen) (La Du 1992). Diese Eigenschaft
war en Ansatzpunkt, um der Frage nach der Identitdt der
Parapxonase/Arylesterase und der POX-Hydrolase ndher auf den Grund
zu gehen. Um zu beurteilen, ob der Reaktivierungseffekt mit den
Parapxonase/Arylesterase-Aktivitdten bel  einzelnen  Probanden
korreliert, sind in Abb. 3-7 die Paraoxonase- und die POX-Hydrolase-
Aktivitdt von sieben gesunden Probanden bederlel Geschlechts
aufgezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dal3 die Vertellung der POX-
Hydrolase und der Paraoxonase miteinander nicht korrelieren. So zeigen
die Probanden GH und PE gegentiber RK und FW inverse Aktivitats-

verhaltnisse.
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Abb. 3-7: Verteilung der Paraoxonase und der POX-Hydrolase-Aktivitat bel
7gesunden Probanden. Schwarze Balken, Paraoxonase; Weille Balken
Diethylphosphoryl-Obidoxim-Hydrolase; Schraffierte Balken, Diethylphosphoryl-
TMB-4-Hydrolase. Fur die Quantifizierung der POX-Hydrolase-Aktivitdt wurde
Diethylphosphoryl-AChE (Endkonzentration 7,5 g Hb/dL) mit 10 uM Obidoxim
oder TMB-4 in Anwesenheit von 25% (v/v) Soman-behandeltem Plasma in 0,1 M
TRIS-HCI/1 mM CaCl,, pH 7,4, bei 37 °C wahrend 10 min inkubiert, bevor direkt
im Anschlufd die AChE-Aktivitét bestimmt wurde. Die AChE-Aktivita wurde mit
der Aktivitéat verglichen, die durch die Reaktivierung einer 1:100 verdinnten
EryAChE-Zubereitung zu erzielen war (=100%-Wert; die Berechnung findet sich im
Material- und Methodenteil; Methode durch AChE-Reaktivierung). Die
Paraoxonase-Aktivitat bezieht sich auf den Proteingehalt des Soman-behandelten
und dialysierten Plasmas und wird als mU/mg Protein ausgedriickt (umol/min pro g).

An dieser Stelle entstanden grofde Zweifel an der Identitét der beiden
Enzyme. Auch in Soman-behandeltem Kaninchenplasma mit aus-
gesprochen hoher Paraoxonase-Aktivitat (Aldridge 1953a; 31,3 mU/mg
Protein in eingesetzter Probe) konnte nur vergleichsweise wenig POX-
Hydrolase-Aktivitét nachgewiesen werden (31% fir die Spaltung von
DEP-Obidoxim, in Abb. 3-7 nicht gezeigt).
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3.5 Substratspezifitdt der POX-Hydrolase

Bei den bisher erwahnten Experimenten war Obidoxim der Reaktivator,
ein Pyridinium-4-adoxim. Zur gleichen Substanzgruppe mit aus-

gezeichneten Reaktivierungsei genschaften zahlt auch TMB-4.

HO- NE%H HE%N—OH

HC G—CH . .
Obidoxim
HO- NE%H HE%N—OH
HC ﬁ CH
2 TMB-4

Wurden die Reaktivierungsversuche anstelle von Obidoxim mit TMB-4
in identischer Konzentration (10 uM) durchgefiihrt, so war auch dann
ein vergleichbarer biphasischer Verlauf zu beobachten, wenn die Enzym-
konzentration hoch gewahlt war. Zusatz von Humanplasma ermoglichte
auch hier eine erheblich bessere Reaktivierung (Abb. 3-8).
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Abb. 3-8: Reaktivierung von Diethylphosphoryl-AChE durch TMB-4. Paraoxon-
ethyl-inhibierte humane EryAChE (Endkonzentration 7,5 g Hb/dL) wurde in
Abwesenheit (€) und in Anwesenheit (0) von Humanplasma (50%, v/v) mit 10 pM
TMB-4in 0,1 M PP, pH 7,4, bei 37 °C inkubiert. AChE-Aktivitdt wurde nach einer
modifizierten Ellman-Methode in Anwesenheit von 20 pM Ethopropazin zur
Inhibierung der BChE-Aktivitat bestimmt.

Dies war wieder ein Zeichen flr das sich bildende Phosphoryloxim. In
Abb. 3-7 ist zusdtzlich die POX-Hydrolase-Aktivitéat aufgetragen, die
aus Soman-behandeltem Plasma fur die Spaltung des DEP-TMB-4
ermittelt wurde. Die POX-Hydrolase zeigte sich demnach gleich aktiv
hinsichtlich der Spaltung der beiden Substrate DEP-Obidoxim und DEP-
TMB-4.

Ein ganz anderes Bild prasentierte sich bei der Reaktivierung von DEP-
AChE mit HI-6, einem Pyridinium-2-aldoxim.
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Bereits die Reaktivierung von konzentrierter Enzymquelle mit 536 uM
HI-6 gehorchte streng einer Kinetik 1. Ordnung, dementsprechend
bewirkte auch der Zusatz von Soman-behandeltem Plasma keine

Anderung im Reaktivierungsverl auf.

HLO 7 stellt mit 2 Oximfunktionen an einem Ring, in 2- und 4-Position,
eine Kombination aus bisher eingesetzten Pyridiniumaldoximen dar.

7
HO-N_H C-NH,

|
J'\/\% Ej
+ + 2 -

| |
Hyco
H,C—O—CH, HLG 7

Die Reaktivierung mit 31,6 uM HLO 7 verlief in Abwesenheit von
Plasma biphasisch und wandelte sich unter Plasma-Zusatz hin zum
monophasischen Verlauf. Der Grad an biphasischen Verlauf war jedoch
deutlich geringer als bel den Versuchen mit den reinen Pyridinium-4-

aldoximen (Abb. 3-9).
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ADbb. 3-9: Reaktivierung von Diethylphosphoryl-AChE durch verschiedene Oxime.
Paraoxon-ethyl-inhibierte humane EryAChE (Endkonzentration 7,5 g Hb/dL ) wurde
in Abwesenheit (schwarze Symbole) und in Anwesenheit (weil’e Symbole) von
Humanplasma (50%, v/v) mit 10 uM Obidoxim (n o), 10 uM TMB-4 (s &), bzw.
31,6 pM HL6 7 (I m) in 0,1 M PP, pH 7,4, bei 37 °C inkubiert. AChE-Aktivitat
wurde nach einer modifizierten Ellman-Methode in Anwesenheit von 20 uM
Ethopropazin zur Inhibierung der BChE-Aktivitét bestimmit.

Variationen in der Substratbeschaffenheit bestehen auch hinsichtlich des
Phosphoryl-Restes. Bisher wurde von Versuchen berichtet, in denen die
AChE durch Paraoxon-ethyl, einem Diethyl-Organophosphat, gehemmt
vorlag. Einige Insektizide (z.B. M etasystox) bilden hingegen dimethyl-
phosphorylierte AChE, wahrend die Exposition gegentiber Diisopropyl-
fluor ophosphat (DFP) diisopropylphosphorylierte AChE als Komplex
nach sich zieht.

Entstehen auch bei diesen Organophosphaten bel der Reaktivierung
entsprechend stabile Phosphoryloxime und kann die POX-Hydrolase
ihren Einflul® bei der Reaktivierung durch Oxime geltend machen?
Zundchst wurde der ChE-Inhibitor Paraoxon-ethyl durch Paraoxon-
methyl ersetzt. Aus AChE entsteht hierbei das dimethylphosphorylierte
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Enzym (DMP-AChE), das sich durch eine hohe Spontanreaktivierungs-
und Alterungsrate auszeichnet. Aufgrund der ausgesprochen schnellen
Spontanreaktivierung von Dimethylphosphoryl-AChE (t Y2 = 0,7 h;
Worek et a. 1999a), erschien die Beobachtung des Reaktivierungs-
verlaufs mit Soman-Plasma bei 37 °C mit ohnehin schwach ausgepragter
POX-Wirkung wenig aussagekréftig. Um dennoch die Frage nach einem
POX-Hydrolase-Effekt befriedigend beantworten zu kénnen, wurde die
Reaktivierung mit 100 uM Obidoxim bel 10 °C durchgefihrt. Unter
diesen Bedingungen waren Spontanreaktivierung und Alterung
vergleichsweise langsam, so dal3 eine POX-Inaktivierung durch Soman-
behandeltes Plasma eindeutig von der Spontanreaktivierung abgegrenzt
werden konnte. Dieser Befund deutete darauf hin, dal3 das vermutlich
gebildete Dimethylphosphoryl (DMP)-Obidoxim auch ein Substrat fir
die POX-Hydrolase darstellt (Abb. 3-10).
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Abb. 3-10: Reaktivierung von Dimethylphosphoryl-AChE durch Obidoxim.
Paraoxon-methyl-inhibierte humane EryAChE (Endkonzentration 7,5 g Hb/dL)
wurde mit 100 pM Obidoxim in Abwesenheit (s &) und in Anwesenheit (n 1)
(2 Experimente) von Soman-behandeltem Humanplasma (50% v/v) in
10 mM PP/1 mM CaCl,/0,9% NaCl, pH 7,4, bei 10 °C reaktiviert. Die Spontan-
reaktivierung (m) wurde ohne Obidoxim in Anwesenheit von Plasma bestimmt. Die
durchbrochene Linie (1) zeigt die Werte fUr Paraoxon-methyl-inhibierte humane
EryAChE, 1:10 verdunnt (7,5 g Hb/dL) in Anwesenheit von 50% Plasma.

Reaktivierte man (unter Bedingungen fir eine Reaktion pseudo
1. Ordnung) einen 1:10 verdinnten Paraoxon-methyl-gehemmten
Enzymansatz (0,75 g Hb/dL) in 10 mM PP/1 mM CaCl,/0,9% NaCl,
pH 7,4, mit 100 uM Obidoxim bei 10 °C, erfolgte dies mit ener
Halbwertszeit von ca. 2 min. Die Berechnung der erwarteten
Halbwertszeit fUr diese Reaktivierung ergab enen Wert von
1,9 min. Hierfir bediente man sich zum einen k, = 4,24 min und
Kp = 163 uM bel 37 °C (Worek et al. 1999ain 0,1 M PP, pH 7,4),
zum anderen eines experimentell ermittelten Faktors von 4,5, der
fur die Reaktivierung von Paraoxon-ethyl-gehemmter EryAChE mit
10 pM Obidoxim bei pH 7,4 und 10 °C (19 min) im Vergleich zu
37 °C (4,3 min) bestimmt wurde.
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Soman-behandeltes Plasma mit geringer POX-Hydrolase-Aktivitat
gegeniiber DEP-Obidoxim (PE in Abb. 3-7) zeigte auch nur schwache
Hydrolyseaktivitdét gegeniber DMP-Obidoxim. Allerdings ist der
"Entgiftungs'-Effekt auch in Plasma mit ausgeprégter Hydrolyse-
Aktivitédt gegentber DEP-Obidoxim deutlich geringer als fur DEP-
Obidoxim; DMP-Obidoxim stellt vermutlich nur ein schlechtes Substrat
fur die POX-Hydrolase dar.

Uber die Existenz und Stabilitdt von Phosphoryloximen, die sich
wahrend der Inkubation von DFP-gehemmter AChE mit Oximen bilden
konnten, ist wenig bekannt. Zunachst wurde daher die Reaktivierungs-
kinetik von DFP-gehemmter humaner EryA ChE (Endkonzentration 7,5 g
Hb/dL) in 10 mM PP/1 mM CaCl,/0,9% NaCl, pH 7,4, und 37 °C mit
100 uM Obidoxim mit und ohne Zusatz von Soman-behandeltem Plasma
(50%, v/v) verfolgt. Zum einen beobachtete man einen nur gering
ausgebildeten POX-Effekt, andererseits arbeitete die POX-Hydrolase
sowohl bei 10 °C als auch bei 37 °C nur z6gerlich, so dal3 man davon
ausgehen kann, dal3 das vermutliche Diisopropylphosphoryl (DIP)-
Obidoxim nur ein schwaches Substrat fir die POX-Hydrolase des
Human-Plasmas darstellt (Abb. 3-11).
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Abb. 3-11: Reaktivierung von Diisopropylphosphoryl-AChE durch Obidoxim.
Diisopropylphosphoryl  (DIP)-inhibierte  humane EryAChE (Endkonzentration
7,5 g Hb/dL) wurde mit 100 uM Obidoxim in Abwesenheit (n) und in Anwesenheit
(s) von Soman-behandeltem Humanplasma (50%, v/v) in 10mM PP /1 mM
CaCl,/0,9% NaCl, pH 7,4, be 37 °C reaktiviert. Nur die Reaktivierung des
verdinnten AChE-Praparats (0,75 g Hb/dL; 1) durch Obidoxim gehorchte einer
Kinetik 1. Ordnung.

Die Halbwertszeit der Reaktivierung eines 1:100 verdinnten, DFP-
gehemmten EryAChE-Praparats (0,075 g Hb/dL) in

10 mM PP/1mM CaCl,/0,9% NaCl, pH 7,4, lag fur 100 uM
Obidoxim bei 10 min, fir 10 uM Obidoxim bel 35 min. (Reaktion
pseudo 1. Ordnung). Aus Kqps = ki/(1+Kp/OXx) berechnete sich Kp zu
37,4 uM und k; zu 0,0948 min'™.
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3.6 Systeme, bei denen Bildung von DEP-Obidoxim

beobachtet wurde

Die Reaktivierung von Paraoxon-ethyl-gehemmter BChE durch
Obidoxim verlauft nur sehr zogerlich und bedarf hoherer
Konzentrationen an Obidoxim im Vergleich zu AChE (Aldridge &
Reiner 1972, Hahn & Henschler 1969, Thiermann et al. 1997). Dal
hierfr ein Einflul3 durch DEP-Obidoxim mitverantwortlich ist,
bestatigte sich in Experimenten, in denen der Zusatz an POX-Hydrolase,
in Form von diaysiertem Soman-Plasma, die Reaktivierung von
Paraoxon-ethyl-gehemmter BChE effizienter ausfalen liel3. Die
Reaktivierungshalbwertszeit flr humane Paraoxon-ethyl-gehemmte
BChE mit 100 uM Obidoxim bei 37 °C in 10 mM PP/1 mM CaCl,/0,9%
NaCl, pH 7,4, lag bei 42,5 min, wenn eine 1:10 verd. Plasmaprobe eines
Probanden mit nur sehr geringer POX-Hydrolase-Aktivitét (PE) unter
Zusatz von Somanplasma mit ausgepragter POX-Hydrolase-Aktivitét
reaktiviert wurde und somit die Bedingungen fir eine Reaktion
pseudo 1. Ordnung erflllt waren. Die Reaktivierung ohne Soman-
Plasmazusatz verlief hingegen biphasisch, wobei die 2. Phase eine
Halbwertszeit von 176 min aufzeigte.

Anzumerken ist hierbel, daf® die schlechte Reaktivierung von

Paraoxon-ethyl-BChE sicherlich nicht nur auf den Einflul3 von

DEP-Obidoxim zurtckzufiihren ist, sondern wohl im Aufbau des

aktiven Zentrums der BChE begriindet liegt.

Basierend auf der Kenntnis, dal3 BChE eine Scavenger-Funktion u.a. fir
Organophosphate besitzt, wurde gepriift, inwieweit der EryAChE eine
ahnliche Funktion zugesprochen werden kann. Zu diesem Zweck wurde

Paraoxon-ethyl gehemmtes Plasma (1:10 verd.) eines Probanden mit nur
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sehr geringer POX-Hydrolase-Aktivitéat (PE) mit ungehemmiten, nicht
hamolysierten Erythrozyten (Endkonz. 15 g Hb/dL) und 130 puM
Obidoxim bei 37 °C inkubiert (in 10 mM PP/1 mM CaCl,/0,9% NaCl,
pH 7,4). Im Falle hoher Affinitdét der EryAChE zu DEP-Obidoxim
konnte man bei diesem Versuchsansatz erwarten, dald3 Paraoxon-ethyl-
gehemmte BChE schneller reaktivieren wiirde und dabel gebildetes
DEP-Obidoxim von ungehemmter EryAChE abgefangen wird. In den
Experimenten zeigte sich in Anwesenheit der EryAChE tatsachlich eine
gesteigerte Reaktivierung der Paraoxon-ethyl-gehemmten BChE. Eine
Inaktivierung der EryAChE hingegen war dabel nicht zu erkennen.
Zieht man in Betracht, daR bei den Ansitzen 60 x 10° M DEP-
BChE (Josse et al. 2001) und 3 x 10° M (Lockridge & Masson
2000) aktive AChE vorlagen, so war es vermutlich der hohen
Reaktivierungsleistung von 1,3 x 10* M Obidoxim zu verdanken,
dal’ entstandenes DEP-Obidoxim keinen sichtbaren Hemmeinfluf3
auf EryAChE nahm und somit kein Widerspruch gegen die
Scavenger-Funktion der EryAChE besteht.

3.7 Optimierung der Bildung von DEP-Obidoxim

Bei den bisher durchgefiihrten Experimenten wurde das Phosphoryloxim
ausschliefdlich in-situ generiert. Ziel der folgenden Versuche war es jetzt,
isoliertes DEP-Obidoxim in ausreichender Konzentration und Stabilitét
ZuU gewinnen.

Nachdem bei der Reaktion von Obidoxim mit Diethylphosphorylchlorid
kein POX entstanden war und das reaktivere Diethylphosphorylfluorid
nicht bezogen werden konnte, wurde versucht, DEP-Obidoxim in einer
Direktreaktion zwischen Obidoxim und Paraoxon-ethyl zu gewinnen
(Becker et a. 1997). Dabe sollte mdglichst kein Bis
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(Diethylphosphoryl)-Obidoxim gebildet werden. Abweichend von
Becker et al. wurde daher Paraoxon-ethyl nicht im Uberschul zugesetzt.
Da zu erwarten war, dal3 konzentrierte Puffer, insbesondere Phosphat-
puffer, die Ausbeute mindern (Becker et al. 1997; Leader et al. 1999;
Steinberg & Solomon 1966), wurde der Ansatz nur geringgradig
gepuffert. Beste Ausbeuten an DEP-Obidoxim wurden bei Reaktion
aguimolarer Mengen von Obidoxim und Paraoxon-ethyl (je 10 mM) in
10 mM Na-Barbital bei pH 7,5 erhalten. Niedrigere pH-Werte verlang-
samten die Reaktion und erhdhten gleichzeitig die Menge an Neben-
produkten. Alkalischere Bedingungen beschleunigten zwar die Reaktion
durch Erhohung des Oximat-Anteils, liefden das Produkt aber auch sehr
viel schneller zerfalen (Verona pH 8,25). Da sich DEP-Obidoxim bei
niedriger Temperatur wesentlich stabiler zeigte als bei Raumtemperatur
wurde die Inkubation bei 0 °C Uber Nacht durchgeftihrt. Anschlief3end
wurde der Ansatz in 0,1 ml Portionen per HPLC nach Methode A auf-
getrennt. Abb. 3-12 zeigt ein Chromatogramm, in dem man neben den
Ausgangssubstanzen das gewilinschte Produkt (Rt 18 min) zusammen mit
4-PAO, p-Nitrophenol und Verona erkennt. Die Ausbeute an DEP-
Obidoxim betrug ca. 1%; es war bei —70 °C und pH 4,5 Uber Wochen
stabil.
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ADbb. 3-12: HPLC-Chromatogramm eines Reaktionsansatzes von Obidoxim und
Paraoxon-ethyl zur Isolierung von DEP-Obidoxim nach Methode A, Mef3-
wellenlange 260 nm.

3.8 Welchem Schicksal unterliegt DEP-Obidoxim?

Inkubierte man das isolierte DEP-Obidoxim mit Human-Plasma bei
pH 7,4, verschwand der Hemmstoff vollstandig, und neben Diethyl-
phosphorsaure war Obidoxim als Reaktionsprodukt entstanden. Die
enzymatische Inaktivierung des Phosphoryloxims basierte demnach auf
einer hydrolytischen Spaltung. Dieser Mechanismus rechtfertigte die
bisher verwendete Bezeichnung POX-Hydrolase fir das DEP-Obidoxim-
inaktivierende Enzym.

Anders verhielt es sich mit DEP-Obidoxim, das ohne Plasma-Zusatz bel
pH 7,4 inkubiert wurde. Auch hier wurde Phosphoryloxim komplett ab-

gebaut, aber diesmal war kein Obidoxim entstanden.
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3.9 Charakterisierung von DEP-Obidoxim und seiner

Zerfallsprodukte

Das UV-Spektrum von isolietem DEP-Obidoxim in 10 mM
NHjacetat/20% MeOH, pH 4,8, zeigte ein Maximum bei 273 nm
(Obidoxim 285 nm), das bel pH 9,2 eine bathochrome V erschiebung mit
Maximum bei 354 nm erfuhr (Abb. 3-13). Erneutes Ansauern fihrte zu

einem neuen UV-Spektrum mit Maximum bei 267 nm.
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Abb. 3-13: UV -Spektren von DEP-Obidoxim (9 uM) in
10 mM NHacetat/20% MeOH, pH 4,8 und pH 9,2; d=1cm.

Das im Alkalischen beobachtete bathochrome Maximum bel 354 nm
findet sich allerdings auch bei Obidoxim; es ist charakteristisch fir 2-
und 4-Pyridiniumaldoxime und ist bedingt durch die Nitrosotautomerie,
die be N-substituierten Pyridinium-Oximen nach Betainisierung
(Bernasconi 1965) moglich ist. So konnte angenommen werden, dal3 die
Verbindung eine freie Oximgruppe aufweist, was fur das Vorliegen von

M ono(Diethyl phosphoryl)-Obidoxim sprach.
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Die HPLC-Analyse (Methode D) ergab, dal3 die Verbindung im
Alkalischen zu einem hydrophilen Produkt zerfallen war, bei dem es sich
nicht um Obidoxim handelte (Abb. 3-14).
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Abb. 3-14: HPLC-Chromatogramme des DEP-Obidoxim-Abbauprodukts nach

Alkalisierung auf pH 11 und authentischem Obidoxim-Standard. HPLC-Methode D,
Detektion bel 285 nm.

Wurde DEP-Obidoxim bei neutralem pH (pH 7,4) in Eis inkubiert, dann
nahm es langsam zugunsten eines weiteren, noch hydrophileren
Produktes ab. Dabei entstand zunéchst kein Cyanid, so dal’ die Bildung
eines intermedidren Mononitrils vermutet wurde. Dieses Produkt wies
bei pH 4,75 ein Maximum bel 282 nm auf, absorbierte aso geringfligig
kirzerwellig als Obidoxim (285 nm). Bei pH 11 trat das Oximat-
maximum von 354 nm auf (Abb. 3-15), wobei der komplette Zerfall des
vermuteten Mononitrils per HPL C bestétigt wurde.
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Abb. 3-15. UV-Spektren von Obidoxim-Mononitril (89 uM) in
10 mM NHacetat/20% MeOH, pH 4,75 und pH 11; d =1 cm.

Wurde das Mononitril bei neutralem pH bei 37 °C inkubiert, zerfiel es
rasch unter Bildung eines ebenfalls hydrophilen Produkts. Dabei
entstand Cyanid, was auf die Bildung eines Monopyridons schlief3en
lief3. Das vermutete Monopyridon zeigte bel pH 4,5 ein Maximum bel
267 nm mit Schulter bel 285 nm, letztere dirfte auf eine Oximgruppe
zurlckzuftihren sein. Bel pH 10,5 zeigte sich die Oximatabsorption bei
354 nm (Abb. 3-16). Erneutes Ansauern ergab wieder das Ausgangs-
spektrum. Dieses Verhaten sprach fir ein Monopyridonderivat des

Obidoxims.
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Abb. 3-16: UV-Spektren von Obidoxim-Monopyridon (6,9 uM) in
10 mM NHjacetat/20% MeOH, pH 4,5 und pH 10,5; d = 1 cm.

Dieses Produkt zeigte dariber hinaus im UV-Spektrum und in der
HPLC-Analyse die gleiche Charakteristik wie das DEP-Obidoxim-
Abbauprodukt nach raschem Anheben des pH-Wertes auf pH 11

(s.0.).

Es waren nun die Bedingungen bekannt, um DEP-Obidoxim, das
Obidoxim-Mononitril und das Obidoxim-Monopyridon zu generieren,
per HPLC zu isolieren (Methode A fir DEP-Obidoxim, Methode B
fir Obidoxim-Mononitril und Obidoxim-Monopyridon), und das
jewellige Produkt anschliefend durch Massenspektrometrie zu

charakterisieren (Anhang).
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Schema 2 faldt die Beobachtungen zusammen: bei der Inkubation von
DEP-Obidoxim bei pH 7,4 bildete sich zundchst Uber enen
Eliminationsmechanismus ein Mononitril, das weiter in Cyanid und das
zugehorige Monopyridon zerfiel. Demgegentiber wurde DEP-Obidoxim
durch Soman-Plasma unter physiologischen Bedingungen hydrolysiert.

Schema 2
CH:O- P O-N
& 5 m/z 212
HC Oo— CH
DEP-Obidoxim
enzymatische Hydrolyse nicht-enzymatischer Abbau
/ (H)
HO-N__H H._N-OH CZHS*O*E’*O_ Noo HoN—
CH; Ry
m/z 155 'T' l\\l
H C (%CH H,C—O—-CH,
m/z 144 m/z 135
Obidoxim Obidoxim-M ononitril
o H-N"
o+ N
NN
H,C—O-CH,
m/z 260

Obidoxim-Monopyridon
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3.9.1 Quantifizierung von DEP-Obidoxim und seinen

Abbauprodukten

Zur Konzentrationsbestimmung der einzelnen Produkte wurde isoliertes
DEP-Obidoxim mit Soman-Plasma bel pH 7,4 und 37 °C bis zur voll-
standigen Hydrolyse inkubiert und die enstandene Konzentration an
Obidoxim bestimmt. Unter der Annahme der vollstandigen Hydrolyse
wurde die gebildete Menge an Obidoxim mit der eingesetzten Menge an
DEP-Obidoxim gleichgesetzt. Alternativ dazu erlaubte die UV-
spektroskopische Analyse des bei pH 11 zerfallenen DEP-Obidoxim
seine Quantifizierung as Obidoxim-Monopyridon. Die Hohe des
Extinktionskoeffizienten von Obidoxim bel pH 11 und 354 nm wird
durch die Absorption der beiden Pyridinium-4-aldoximat-Strukturen
bestimmt. War hingegen, wie im Falle des Obidoxim-Monopyridons, nur
noch eine Pyridinium-4-aldoximat-Funktion vorhanden, so ging man
davon aus, dal3 die dadurch hervorgerufene Absorption auch nur halb so
hoch ist. Demzufolge wurden die Extinktionskoeffizienten der DEP-
Obidoxim-Abbauprodukte, deren Strukturen sich durch massen-
spektrometrische Analyse als Molekile mit einer Pyridinium-4-
aldoximfunktion bestétigten, fur pH 11 und 354 nm mit 23,4 x 10°
M™em™ angesetzt. Basierend auf den so berechneten Konzentrationen
wurden die Extinktionskoeffizienten der einzelnen Molekile fur den
sauren pH-Bereich ermittelt. Die Konzentrationsberechnung von DEP-
Obidoxim as Obidoxim nach Inkubation mit Plasma bzw. tber UV-

Absorption ergab Uberei nstimmende Ergebnisse.
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Tabelle 3-4 zeigt spektroskopische Daten fir die dargestellten Produkte

Tabelle 3-4: Zusammenfassung der spektroskopischen Daten von Obidoxim,
Mono(Diethylphosphoryl)-Obidoxim,  Obidoxim-Mononitril  und  Obidoxim-
Monopyridon

Obidoxim* Mono(Diethyl- Obidoxim- Obidoxim-
phosphoryl)- Mononitril Monopyridon
Obidoxim
| max [NM]

(log e [M™em™])

pH 4-5 285 273 282 267; 285 (S)
(4,54) (4,50) (4,35) (4,39)
pH 9-11 354 _ _ Zerfall in 354
Zerfall in Pyridon )
(4,67) Pyridon (4,37)
(S) = Schulter

* aus. Spohrer 1994

3.9.2 Einflusse auf das Zerfallsmuster von DEP-
Obidoxim

Bei vollsténdigem Zerfall von DEP-Obidoxim in 0,1 M MOPS, pH 7,4,
und 1 mM CaCl, wurden bel 37 °C 49% Cyanid und 80% des Mono-
pyridon-Derivates von Obidoxim gefunden. Eine Hydrolyse von DEP-
Obidoxim unter Ruckbildung von Obidoxim fand praktisch nicht statt.
Wurde DEP-Obidoxim im gleichen Puffer bei 0 °C inkubiert, entstand
zundchst nahezu vollstandig (94,8%) das Mononitrilderivat des
Obidoxims, das bei weiterer Inkubation bel 37 °C in 66,8% Mono-
pyridon (n = 4; SD = 5,8) und 51,8% Cyanid (n = 4; SD = 6,8) zerfidl.
Ferner bildete sich ein zweites hydrophiles Produkt mit einer Ausbeute

von 27% (n = 2); (fir seine Quantifizierung wurde der halbe
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Extinktionskoeffizient von Obidoxim bel pH 4,5 zugrundegelegt). Das
UV-Maximum dieses Molekils lag im Sauren bel 282 nm, demnach
konnte es sich hierbel entweder um das Monoisonicotinamid- oder das
M ononicotinsure-Derivat des Obidoxims handeln. Die Bilanz fur diese
Ansétze blieb unvollsténdig, vor alem hinsichtlich der Cyanid-
Ausbeute.

Ein vollig anderes Zerfallsmuster trat zutage, wenn DEP-Obidoxim in
obigem Puffer mit dialysiertem Plasma, dessen BChE irreversibel
blockiert war, bei 37 °C versetzt wurde. Jetzt entstand praktisch
quantitativ  Obidoxim, wahrend Cyanid nur in Spuren (1-2%)
nachweisbar war. Unter diesen Bedingungen wurde DEP-Obidoxim

hydrolysiert bevor esin sehr geringem Mal3e Uber das Mononitril zerfiel.

Verfolgte man die Kinetik, mit der der Abbau von DEP-Obidoxim bzw.
die Bildung von Mononitril erfolgte, so ergaben sich fir beide Vorgange
Ubereinstimmende Halbwertszeiten (3,6 min in Abb. 3-17), deren Hohe

jedoch stark abhangig vom verwendeten Inkubationsmedium war.
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Abb. 3-17: Zerfal von DEP-Obidoxim (n) und Entstehung von Obidoxim-
Mononitril (s) in 40 mM MOPS/0,4 mM CaCl,, pH 7,4, bel 37 °C. Quantifizierung
nach HPLC-Anayse Methode D, Detektion bei 285nm.

3.9.3 Wirkungen von DEP-Obidoxim und seiner Zerfalls-

produkte

Von DEP-Obidoxim war zu erwarten, dal3 es die AChE hemmt (De Jong
& Ceulen 1978). Um zu verhindern, dal3 DEP-Obidoxim rasch zerfdlt,
wurde es bel 10 °C mit humaner EryAChE (1,5 g Hb/dL, ca. 0,3 nM
AChE) in 0,1 M PP, pH 7,4, inkubiert. Anschlief3end wurde die AChE-
Aktivitdt bei 37 °C gemessen. Zum Vergleich efolgte die AChE-
Hemmung be verschiedenen Paraoxon-ethyl-Konzentrationen. Bel
diesen Versuchen wurden die Erythrozyten mit DTNB vorinkubiert, um
die Matrix-SH-Gruppen zu maskieren. Dadurch konnte die Initial-
geschwindigkeit der AChE-Reaktion erfal3t werden. Durch Verdinnen
des Inkubats bel der Enzymreaktion (1:32) wurde versucht, eine Nach-

hemmung in der Klvette deutlich zu verlangsamen (Faktor 1000).
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Wie Abb. 3-18 zeigt, verlauft die Hemmung der AChE durch 2 nM
DEP-Obidoxim schneller als durch 200 nM Paraoxon-ethyl.
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Abb. 3-18: Hemmung von humaner EryAChE (Endkonzentration 1,5 g Hb/dL)
durch 200 nM Paraoxon-ethyl (s) und 2 nM DEP-Obidoxim (&) in 0,1 M PP,
pH 7,4, bei 10 °C. Erythrozyten-Suspensionen wurden mit DTNB vorinkubiert,
anschlieffend Gift zugesetzt und bei 10 °C inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten
wurde ein Aliquot entnommen und die AChE-Aktivitdt bei 37 °C nach der
modifizierten Ellman-M ethode bestimmt.

An die Melidaten |a sich gut eine Exponentiafunktion anpassen,
woraus sich Geschwindigkeitskonstanten von 1,2 x 10° M™ min™ fur
DEP-Obidoxim und 3,5 x 10° M™* min™* fir die Hemmung durch
Paraoxon-ethyl errechnen. (Fur diese Berechnung ist Voraussetzung, daf’
die Anhaufung eines Michaeliskomplexes vernachlassigt werden kann
(Aldridge & Reiner 1972)). Der Unterschied von einem Faktor 350
entspricht den Angaben von De Jong und Ceulen, die das Phosphoryl-
oxim aus Paraoxon-ethyl oder Diethylfluorophosphat und Obidoxim in
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Situ generierten und an Rindererythrozyten-AChE testeten (De Jong &
Ceulen 1978).

Schliefdlich war interessant zu prufen, ob die Zerfallsprodukte von
DEP-Obidoxim, das Mononitril- und das Monopyridon-Derivat des
Obidoxims, durch den verbleibenden Pyridinium-4-aldoxim-Anteil noch
gute Reaktivatoreigenschaften haben. Diese Untersuchungen wurden an
Paraoxon-ethyl-gehemmiter Zitteraal-AChE in 0,1 M MOPS, pH 7,4, bel
37 °C durchgefihrt und mit der Wirkung aquimolarer Obidoxim-
Konzentrationen verglichen. Abb. 3-19 zeigt, da3 fur eine gleiche
Reaktivierung das Mononitril-Derivat 2,5 bis 3 mal langer einwirken
muf3 als Obidoxim. Demgegeniber ist die Reaktivierungsleistung des
Monopyridon-Derivats noch etwas schlechter, hiermit wird im Vergleich
zu Obidoxim etwa die 4fache Zeit bendtigt (Abb. 3-20).
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Abb. 3-19: Reaktivatoreigenschaften von Obidoxim-Mononitril. Paraoxon-ethyl-
gehemmte Zitteraal-AChE wurde mit verschiedenen Konzentrationen Obidoxim-
Mononitril (schwarze Symbole) bzw. mit 1 uM Obidoxim (weil3e Symbole) in 0,1 M
MOPS/0,02% Gelatine, pH 7,4, bei 37 °C inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten
wurde die AChE-Aktivité in 0,1 M MOPS/0,02% Gelatine, pH 7,4, bel 37 °C
bestimmt. Obidoxim-Mononitril 2 min (n), 6 min (s), 10 min (), 15 min (u);
Obidoxim 2 min (m), 6 min (p), 10 min(&), 15 min (W).
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Abb. 3-20: Reaktivatoreigenschaften von Obidoxim-Monopyridon. Paraoxon-ethyl-
gehemmte Zitteraa-AChE wurde mit verschiedenen Konzentrationen Obidoxim-
Monopyridon (schwarze Symbole) bzw. mit 1 uM Obidoxim (weil’e Symbole) in
0,1 M MOPS/0,02% Gelatine, pH 7,4, bei 37 °C inkubiert. Nach verschiedenen
Zeiten wurde die AChE-Aktivitét in 0,1 M MOPS/0,02% Gelatine, pH 7,4, bei 37 °C
bestimmt. Obidoxim-Monopyridon 2 min (n), 6 min (s), 10 min (), 15 min (u);
Obidoxim 2 min (m), 6 min (p), 10 min(&), 15 min (W).

3.10 Versuche mit gereinigter humaner Paraoxonase
(hPON), Typ AA

Die Errungenschaft, isoliertes DEP-Obidoxim stabil in Handen zu
halten, ermdglichte es jetzt, humane isolierte und phenotypisierte
Paraoxonase (hPON) vom Typ AA auf ihre Fahigkeit hin zu analysieren,
DEP-Obidoxim abzubauen. Zu diesem Zweck wurde isoliertes DEP-
Obidoxim mit dem hPON-Prégparat (in 25 mM TRIS-HCI/ImM
CaCl,/0,1% Triton X-100/0,15 M NaCl, pH 8,0) bzw. mit ungereinigtem
Soman-gehemmten, dialysierten Plasma bei 37 °C fur 60 Sekunden

inkubiert, wobei sich ein pH-Wert von 7,4 einstellte. Hierbei kamen

identische Konzentrationen an Arylesterase-Aktivitét in den Ansatz. Die



Ergebnisse 81

gebildeten Abbauprodukte wurden per HPLC nach Methode D
analysiert. In Tabelle 3-5 finden sich die Enzymaktivitdten der zu
vergleichenden Préparate, wahrend Tabelle 3-6 die Produktmengen
anfhrt, die sich durch die DEP-Obidoxim-Inkubation bei 37 °C gebildet
hatten. Hieraus 183t sich ein Mal3 fur die POX-Hydrolase-Aktivitét
ableiten.

Es ist bekannt, dal? sich die verschiedenen humanen PON1-Phenotypen
durch den Zusatz von NaCl unterschiedlich stark stimulieren lassen,
Paraoxon-ethyl zu hydrolysieren (Eckerson et al. 1983a/b). Hierbei 18X
sich der Typ BB am besten durch NaCl stimulieren, Typ AA hingegen
am geringsten. Die Ermittlung des sogenannten NaCl-Faktors dient
daher der Eingruppierung des Probanden in den entsprechenden
Phenotyp. In diesem Zusammenhang wurden die Aktivitéten der
Préparate, Paraoxon-ethyl zu hydrolysieren, in An- und Abwesenheit
von 1 M NaCl bestimmt.

Tabelle 3-5: Arylesterase und Paraoxonase Aktivitéten

Aryl- Paraoxonase Paraoxonase Paraoxonase Paraoxonase NaCl -
Proband  gerase  (mU/mI) (mU/ml) (mit (ohneNaCl)/  Faktor

(U/ml) (ohne NaCl) (mit 1M NaCl)/  Arylesterase

1M NaCl)  Arylesterase *1000
*1000

PE 2135 502,5 1256 5,88 2,35 25
GH 118,5 241 615,6 5,19 2,03 2,55
DK 198 253 570,3 2,88 1,28 2,25
hPON

210,4 149,7 290,5 1,38 0,71 19
AA
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Tabelle 3-6: Abbauprodukte von 8,2 uM DEP-Obidoxim nach Inkubation mit
Probandenplasmen bel pH 7,4 und 37 °C fur 60 Sekunden

DEP-
Proband Obidoxim Obidoxim-Nitril S
Obidoxim
PE1.JO0 e e 7,1uM 7,1uM
PE conc. 3y e 6,1uM 7,4uM
GH conc. o4uM - 6,8uM 7,2uM
DK 1:10 3y e 6,3uM 7,6uM
DK conc. 7,6uM e e 7,6uM
hPON AA 1:10 2,3uM e 5,2uM 7,5uM
hPON AA conc. 56uyM e 1,5uM 7,1uM
Verdinnungs
------- 0,9uM 8,1uM 9uM
Medium

Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen aus den Versuchen zur
Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitét im in-situ-Mef3system (POX-
Hydrolase-Aktivitét mit Methode nach AChE-Reaktivierung bestimmt,
Abb. 3-7), so ist der Einflul3 der Probandenplasmen PE und GH auf
DEP-Obidoxim vergleichbar einzustufen, im Gegensatz zu DK und
hPON. Es bestétigte sich auch bei dieser Art der Bestimmung der POX-
Hydrolase-Aktivitét, dad  Probanden mit relativ hohen
Paraoxonase/Arylesterase-Aktivitétsquotienten wenig POX-Hydrolase-
Aktivitat aufweisen, wohingegen DK und hPON nur vergleichsweise
niedrige Paraoxonase/Arylesterase-Aktivitatsquotienten, jedoch
ausgepragte POX-Hydrolase-Aktivitét besitzen. Desweiteren drangt sich
der Eindruck auf, dal3 die Probanden PE und GH dem gleichen
Enzymtyp angehdren, DK und hPON sollten hingegen jeweils
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voneinander unterschiedlichen Phenotypen zugeordnet werden. Den
Beweis fir diese Hypothese kann allerdings nur eine Sequenzanalyse des

jeweiligen Plasmapraparates liefern.

3.11 POX-Hydrolase in verschiedenen Spezies

Der lberwiegende Tell der Untersuchungen zur Wirksamkeit von
Oximen wird am Tiermodell durchgefuhrt. Aufgrund unterschiedlich
exprimierter Enzymsysteme in verschiedenen Spezies, sind durchaus
voneinander abweichende Kernaussagen zu erwarten. In diesem
Zusammenhang wurden daher exemplarisch die Enzymaktivitdten der
Paraoxonase, Arylesterase und POX-Hydrolase (Abb. 3-21 und
ADbb. 3-22) in Soman-behandelten Plasmen verschiedener Tierspezies
bestimmt, um so einen Vergleich zu Humanwerten ziehen zu kdnnen.
Die Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitdt erfolgte durch
Inkubation von isoliertem DEP-Obidoxim mit jewells identischer Menge
an Arylesterase-Aktivitét aus den einzelnen dialysierten Soman-Plasmen.
Fir die Quantifizierung wurde die Abnahme von DEP-Obidoxim
(6,4 uM) herangezogen, das bei 37 °C fur 3 min mit 13,9 U/ml
Arylesterase-Aktivitat inkubiert wurde, wobei sich ein pH-Wert von 7,4
einstellte.
Die Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitdt in Soman-
behandeltem Rattenplasma war nur durch Verwendung von
"titriertem” Soman-Plasma (4 uM Soman) moglich, da andernfalls
Restgift Soman weder durch mehrmalige Dialyse noch durch Baker
Bond C18-Behandlung zu entfernen war. Diese Beobachtung
erinnerte an das Phanomen des Soman-Depots, das Wolthuis et al.
1981 fur Ratten beschrieben hatten und dessen Existenz durch

einen Soman-Smulator (Som-Sm) verifiziert wurde.



Ergebnisse 84

50- 15.0
N
A 12,5
= 40-
E 2
g 1100 =
30- &
@ &
2 75 B
g @D
8 20+ c
5 50 3
o
10
NN
N mN
O—. NI N = - mN N 0.0
< . . & oS
J J & 6\ 9 c‘f\
Q}(O 6 {b, (\0 9 6
®@ ‘js‘ Cﬁ @@ @Q/
50- -15.0
N
B 12,5
o 40-
£ 3
g 1100 &
30- P
@ 8
s 75 B
§<) D
% 20+ c
5 50 3
o
101 I I § § 25
\ N\
\ \
O-I N N N § § 0.0
< QO Q 9 QO ) 2 N
f&-{'\ Q;\(\ $ \ 6{\@ @6\5 r§\@ o\q\} QQ/ @‘L‘
,\ge’(\ @(\’(\ ,&\\Q & Q S 66’(\ &
& € & ¥ ¢

Abb. 3-21: Verteilung der Paraoxonase- und der Arylesterase-Aktivitdt bel
verschiedenen Spezies in Soman-behandelten, dialysierten (gegen 25 mM TRIS
HCl/1 mM C&a?*/0,15 M NaCl/0,1% Triton X-100, pH 8,0) Plasmen; Schwarze
Balken: Paraoxonase A mit 1M NaCl/ B ohne NaCl-Zusatz; Schraffierte Balken:
Arylesterase; die Aktivitdten beziehen sich auf den Proteingehalt des Soman-
behandelten und dialysierten Plasmas und wird als mU/mg Protein ausgedriickt
(umol/min pro g).
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Abb. 3-22: Verteilung der POX-Hydrolase-Aktivitét bei verschiedenen Spezies in
Soman-behandelten, dialysierten (gegen 25 mM TRIS-HCI/1 mM Ca*/0,15 M
NaCl/0,1% Triton X-100, pH 8,0) Plasmen; Fir die Quantifizierung wurde die
Abnahme von DEP-Obidoxim (6,4 uM) herangezogen, das bei 37 °C fir 3 min mit
13,9 U/ml Arylesterase-Aktivitéat inkubiert wurde, wobel sich ein pH-Wert von 7,4
einstellte.
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4 DISKUSSION

Die unterschiedlichen Reaktivierungskinetiken von konzentrierter
Paraoxon-ethyl-gehemmter EryAChE durch Obidoxim im Vergleich zu
zunehmend verdinnten Enzymprdparaten standen am Anfang der
Beobachtungen der vorgelegten Arbeit. Dieses Verhalten diente als
Hinwels fur die Anhaufung von Phosphyloxim, die bei Verwendung
hoher Enzymkonzentrationen auftritt (Ashani et a. 1998). Phosphyl-
oxime selbst, hier zundchst mit dem Vertreter des DEP-Obidoxim, gelten
als hochpotente Cholinesterase-Hemmstoffe. Das Schllissel experiment
war schliefdlich die Reaktivierung von konzentrierter EryAChE unter
Zusatz von Human-Plasma, das den erwarteten nachteiligen Effekt durch
DEP-Obidoxim ganz offensichtlich ausschaltete.

Um den Mechanismus der DEP-Obidoxim-Inaktivierung néher zu

charakterisieren, wurde die Isolierung dieses labilen Produkts angestrebt.

Generierung von DEP-Obidoxim und seinen Abbauprodukten
Mono(diethylphosphoryl)-Obidoxim (Pyridinium,1-[[[[4-(diethoxy-
phosphoryloxy)imino] methyl ] pyridinio] methoxy] methyl-4-[ (hydroxy-
imino)methyl)]-diacetat) ist unserer Kenntnis nach bisher noch nicht in
Substanz isoliert und charakterisiert worden. Dennoch wurde seine
intermedidre Existenz mehrfach postuliert (de Jong & Ceulen 1978;
Kiderlen et a. 2000; Leader et a. 1999; Schoene 1972), da die
Reaktivierung von diethylphosphorylierter AChE in Gegenwart von Obi-
doxim biphasisch verlief, wenn die Enzymquelle stérker konzentriert
war. Eine analoge Verbindung, Diethylphosphoryl-4-PAM, wurde
dagegen isoliert und per 'H, *C und *P-NMR, sowie durch SIMS
(liquid single ion mass spectroscopy) charakterisiert. Diese Verbindung
war in Wasser bel pH 4,5 relativ stabil, zerfid jedoch in 10 mM TRIS
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Puffer, pH 7,8, rasch in das Nitril. Ferner war bekannt, dal3 das POX-
Derivat von 4-PAM in akalischer Losung in das Pyridon- und
| sonicotinamid-Derivat zerfiel (Leader et al. 1999).

Inzwischen wurde auch Ethoxymethyl phosphonyl-Obidoxim in Substanz
dargestellt, per HPLC gereinigt und mittels *P-NMR charakterisiert
(Luo et al. 1999). Auch in diesem Fall war das UV-Maximum von 286
nach 276 nm hypsochrom verschoben, was der Beobachtung von Waser
et a. (1992) entsprach, die bel Reaktion von Uberschiissigem Sarin mit
Obidoxim eine hypsochrome Verschiebung der Obidoxim-Absorption
von 284 nach 278 nm beobachteten (Waser et a. 1992).
Interessanterweise miflang Luo et al. die Darstellung von DEP-
Obidoxim, so dal? sie vermuteten, die Verbindung sel zu instabil, um sie
isolieren zu kénnen.

Dald in der vorliegenden Arbeit die Isolierung von DEP-Obidoxim und
seinem ebenfalls labilen Mononitril-Derivat gelang, ist dem Umstand zu
verdanken, dal3 diese Verbindungen in der Kalte unerwartet stabil sind,
bzw. der Zerfall eine hohe Aktivierungsenergie benétigt. Die Ergebnisse
aus Massenspektrometrie, der Quantifizierung von Cyanid bzw.
Obidoxim und die charakteristische Oximatabsorption im Alkalischen
werden als Bestétigung daflr gesehen, dal3 sich in den Versuchen das
"Mono(Diethylphosphoryl)-Obidoxim"  und nicht das doppelt
phosphorylierte Obidoxim-Derivat gebildet hatte.

Die vermutete hohe Giftigkeit von DEP-Obidoxim veranlaldte uns,
jewells nur geringe Mengen herzustellen, die keiner besonderen
Sicherheitsvorkehrungen bedurften (ca. 2 mg Paraoxon eingesetzt, ca.
20 pg POX gebildet). HPLC-gereinigtes DEP-Obidoxim lief3 sich ohne
Zerfdl einfrieren und fir die geplanten Versuche nach Bedarf

verwenden.
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Der spontane Zerfal von DEP-Obidoxim erfolgte bei neutralem pH
nahezu auschliedlich Uber das Mononitril. Die (bereinstimmenden
Halbwertszeiten fur die Abnahme an DEP-Obidoxim und im Gegenzug
die Zunahme an Mononitril untermauern diese Aussage. Diese Reaktion
erfolgt entweder Basen-katalysiert a's Eliminationsreaktion (Steinberg &
Solomon 1966) oder nach einem synchron ablaufenden cyclischen
Mechanismus (Hagedorn et al. 1969). Das Nitril seinerseits hydrolysiert
zum Pyridon unter Cyanidfreisetzung oder bildet das Carboxamid-
Derivat (Steinberg & Solomon 1966).

Direkte Untersuchungen zum Hydrolyseverhalten von 1-Methyl-4-
cyanopyridinium lonen ergaben, da} der cyanogene Zerfal unter
Pyridon-Bildung mit steigendem pH zunahm. Aquimolare Mengen an
Pyridon und Carboxamid wurden dabel erst bei pH 11,7 erreicht
(Kosower & Patton 1966). Bis(4-cyano-1-pyridiniomethyl)ether-
dichlorid hydrolysierte schon bei pH 5-6 tiberwiegend zum Carboxamid-
und bel pH 7 zum Pyridon-Derivat; diese Untersuchungen wurden aber
zum Tell bel deutlich hoheren Temperaturen (85 °C) durchgefihrt
(Christenson 1968). Im Fall von DEP-Obidoxim oder dem isolierten
Mononitril-Derivat wurde der cyanogene Weg schon be pH 7,4
beschritten, bei dem ca. 50% Cyanid zusammen mit einer geringfligig
hoheren Menge an Monopyridon gebildet wurden. Das Carboxamid-
Derivat ist bisher noch nicht isoliert worden, es entspricht dem HI 2, das
im Freiburger Arbeitskreis synthetisiert wurde (Stark 1968; Stark 1971).

Der Enzym-katalysierte Zerfal von DEP-Obidoxim durch die POX-
Hydrolase aus menschlichem Plasma (Kiderlen et a. 2000) verlief
hingegen nach einem anderen Mechanismus. Hier erfolgt offensichtlich
ein nucleophiler Angriff am Phosphoratom mit der Folge eines

hydrolytischen Zerfals, wie auch fur die Hydrolyse von O-(O,0O-
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Diethylphosphoryl)-1-methyl-4-pyridiniumaldoxim  durch  Phospho-
triesterase aus Pseudomonas sp. beschrieben wurde (Leader et al. 1999).
Dabei entsteht bei ausreichender Enzymaktivitét quantitativ Obidoxim.
Auf den Nachweis von Diethylphosphat wurde in diesem Zusammen-
hang verzichtet. Das Vorkommen von POX-Hydrolase in menschlichem
Plasma ist fir eine optimale Reaktivierung von Diethylphosphoryl-
AChE durch Obidoxim wichtig, da andernfalls gebildetes DEP-
Obidoxim zu einer sehr schnellen Wiedervergiftung des reaktivierten
Enzyms fuhren kdnnte und somit die Reaktivierung verzogert (vgl. Abb.
3-1).

Hemmaktivitat von DEP-Obidoxim

Die gemessene Geschwindigkeitskonstante der Hemmung menschlicher
EryAChE durch DEP-Obidoxim lag bei pH 7,4 und 10 °C bei 1,2 x 10°
M™ min™ und Ubertraf damit Paraoxon-ethyl um den Faktor 350. Geht
man davon aus, dal3 die Temperaturabhangigkeit der Hemmung durch
DEP-Obidoxim und Paraoxon-ethyl vergleichbar ist, so errechnet sich
fir 37 °C eine Hemmkonstante fir DEP-Obidoxim von 7,5 x 10° M™
min™.

Dieser Wert entspricht der Konstanten, die fir die Hemmung von
rekombinanter Maus-AChE durch 7-(O,0-Diethylphosphinyloxy)-1-
methylchinolinium-methylsulfat gefunden wurde (29 °C, 10 mM TRIS,
pH 7,8) (Ashani et al. 1998). Eine gleich grol3e Konstante wurde fir die
Hemmung humaner EryAChE (pH 7,4, 37 °C) durch Cyclosarin
bestimmt (Worek et al. 1998). Nachdem DEP-Obidoxim und reaktivierte
AChE in aguimolarer Konzentration gebildet werden, &% sich die
Halbwertszeit der Wiederhemmung errechnen, sie betragt fir 1 x 10° M
AChE (ca 30% de Gesamt-AChE-Konzentration) etwa 1,3 min

(tyo = /A, X ko). Bel einer Reaktivierungshalbwertszeit von etwa 4 min
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bei therapeutischer Obidoximkonzentration (10 pM) waren nach
Einstellen eines topochemischen Gleichgewichtes nur 1/3 der AChE
reaktivierbar, was auch experimentell gefunden wurde (Kiderlen et al.
2000). Erst die Anwesenheit ausreichender Mengen von POX-Hydrolase
bringt die Reaktivierungsleistung von Obidoxim voll zur Geltung.

Reaktivierungspotential der DEP-Obidoxim-Zerfallsprodukte
Schliefdlich interessierte, ob die DEP-Obidoxim-Zerfallsprodukte des
nichtenzymatischen Abbaus noch reaktivieren konnen. Tatsachlich
storen weder die Nitrilgruppe, noch die Pyridonstruktur die
Reaktivierung durch die verblelbende 4-Aldoxim-Funktion. Die
Effizienz ist dlerdings etwas geringer als der verbleibenden Oximgruppe
entspricht. Ahnliches wurde auch fur HI 2, das 4-Aldoxim-Anal ogon von
HI-6 gefunden, seine Potenz bel Paraoxon-vergifteten Mausen war um
den Faktor 2,5 - 2,8 geringer als die des Obidoxims (Oldiges & Schoene
1970).

Charakterisierung der POX-Hydrolase

Der Plasmabestandteil mit der Eigenschaft, DEP-Obidoxim zu
inaktivieren, entpuppte sich als Enzymprotein mit einem Molekular-
gewicht von > 100 kDa. Es wurde nicht durch Soman oder Paraoxon-
ethyl inaktiviert, wodurch es sich in die Klasse der A-Esterasen
einordnen liel3 (Aldridge 1953 a/b) und als POX-Hydrolase bezeichnet
wurde. Fiir die enzymatische Aktivitét bendtigte es Ca**-lonen, die nicht
durch Zn** oder Mg** ersetzt werden konnten und erinnerte damit an die

humane Paraoxonase (hPON1).

Nach Isolierung der POX-Hydrolase Uber die Chromatographie an

Cibacron Blue 3GA, einer Methode, mit der sich auch die gesamte
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Paraoxonase/Arylesterase in identischen Fraktionen wiederfand, wurde
eine Charakterisierung des Plasmaprotei ns vorgenommen.

Im Vordergrund stand hierbei der Einflu® verschiedener gruppen-
spezifischer Reagenzien auf die POX-Hydrolase, die v.a. bel Josse et al.
(1999a/lb) zur Strukturcharakterisierung des aktiven Zentrums der
Paraoxonase (PON1) eingesetzt wurden. Am Aufbau des aktiven
Zentrums der PON1 ist zumindest ein Tryptophanrest beteiligt. So
hemmte Tb** (0,1 mM), das mit Tryptophan einen Komplex eingeht, die
Ca’**-abhangige (1 mM) PON1-Aktivitét vollstandig. Gleiches widerfuhr
auch der POX-Hydrolase.

Erfolgte eine Modifizierung von Tryptophan durch N-Bromsuccinimid
(NBS), zeigte sich ene vergleichbare Empfindlichkeit der
Paraoxonase/Arylesterase und der POX-Hydrolase.

|dentisches Verhalten der POX-Hydrolase und der Arylesterase erwies
sich auch bel den Versuchen mit Carbodiimiden as Reagenzien zur
spezifischen Modifizierung der Carboxylgruppen von peptidisch
gebundener Asparaginsdure und Glutaminsaure sowie bel  den
Quecksiberverbindungen PMA und p-OHMB as Reagenzien zur
Blockierung von SH-Gruppen. Beide Enzymaktivitdten waren in
gleichem Mal3e herabgesetzt oder vollstandig ausgeschaltet.

Aufgrund der durchweg ahnlichen Empfindlichkeit der POX-Hydrolase
und der Paraoxonase/Arylesterase gegeniber den eingesetzten
Reagenzien lassen sich Tryptophan, Asparaginsaure/Glutaminsaure, und
SH-Gruppen-tragende Aminosduren im aktiven Zentrum der POX-

Hydrolase vermuten.
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Substratspezifitat der POX-Hydrolase

Die Reaktivierung mit TMB-4 (10 uM), einem anderen Bis-Pyridinium-
4-aldoxim mit guten Reaktivierungseigenschaften (Schoene & Strake
1971) as Alternative zu Obidoxim, zeigte die gleiche biphasische
Kinetik fir DEP-AChE wie mit Obidoxim, wenn die Enzym-
konzentration hoch gewahlt war. Dies diente wieder als Hinwels fir die
Entstehung von POX, in diesem Fall von DEP-TMB-4, dessen Wirkung
ebenfalls durch ausreichende Mengen an POX-Hydrolase aufgehoben
wurde.

Eine Aussage hinsichtlich der Spaltung von DEP-HI-6 durch POX-
Hydrolase lief3 sich nicht treffen. DEP-HI-6 wurde entweder nicht
gebildet oder war derart instabil, dal3 eine Enzymhemmung nicht eintrat.
Man geht davon aus, dal3 Phosphyloxime, die sich aus enem
Organophosphat und einem Pyridinium-2-aldoxim wie Pralidoxim und
HI-6 bilden, und nicht aus einem Pyridinium-4-aldoxim, wegen der
acideren Methinprotonen deutlich instabiler sind (Hackley et al. 19509,
Hagedorn et al. 1969, de Jong & Ceulen 1978, Leader et al. 1999). lhre
potentiell inhibierende Wirkung kommt somit nicht zum Ausdruck.
Worek et a. (2000) kamen in diesem Zusammenhang zu dem Ergebnis,
dal® bel der Reaktivierung Sarin-gehemmter Erythrozyten-AChE mit
HI-6 keine wirksame Phosphyloximanhaufung stattfindet. Davon
abweichend zeigte sich das Phosphonyloxim, das wahrend der
Reaktivierung von Sarin-gehemmter EryAChE und BChE durch 2-PAM
entstand, stabiler.

HL67 as gemischtes Bis-Pyridinium-2,4-dialdoxim nahm bei der
Reaktivierung von DEP-AChE eine Zwischenstellung ein: in Ab-
wesenheit von Plasma war ein, wenn auch weniger stark ausgepragter,
biphasischer Verlauf zu beobachten, der durch Plasma-Zusatz in eine
Kinetik 1. Ordnung uUberging. Die Entstehung von DEP-HLG 7 ist
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wahrscheinlich, der geringere Hemmeffekt 183 sich im Falle einer
Phosphorylierung der  Pyridinium-2-aldoxim-Funktion mit dessen
hoherer Instabilitét erklaren. Dieses Verhalten stand nur scheinbar im
Widerspruch zu der Aussage von Worek et a. (2000), die keinerlei
Phosphonyloximanhaufung mit HLO 7 feststellten. So ist denkbar, dai3
phosphonylierte AChE bevorzugt von der 2-Pyridiniumaldoximgruppe
reaktiviert wird. Das wurde vor alem bei Cyclosarin-gehemmter AChE
deutlich (Worek et a. 2002). Diese Beobachtung konnte ihre Erklarung
alerdings auch im Aufbau des aktiven Zentrums oder der katalytischen
Triade der AChE finden, die auf dem Grund einer tiefen Schlucht
angeordnet sind und somit nicht allen Oximen, die sich in ihrer
sterischen Anordnung und Molekilwinkeln voneinander unterscheiden,
gleich guten Zugang zu dieser Einheit erlauben (Taylor et al. 1999,
Wong et al. 2000).

Die POX-Hydrolase zeigte sich gegenlber verschiedenen Substraten
relativ spezifisch hinsichtlich des Organophosphatrests. Als klinisch
relevante Substrate wurden die Phosphoryloxime in-situ generiert und
der POX-Hydrolase angeboten, die bei der Reaktivierung von insektizid-
vergifteter AChE durch das in Deutschland als einziges zur Therapie
zugelassene  Oxim  Obidoxim (Toxogonin®) entstehen: Diethyl-
phosphoryl-Obidoxim, Dimethylphosphoryl-Obidoxim und Diisopropyl-
phosphoryl-Obidoxim. Tats&chlich wurde auch die Reaktivierung
dimethylphosphorylierter und diisopropylphosphorylierter AChE durch
Obidoxim in Anwesenheit von POX-Hydrolase verbessert, wobe der
Effekt  be dimethylphosphorylierter  schwécher  as  bel
diethylphosphorylierter AChE war und fir diisopropylphosphorylierte
AChE nur sehr gering ausfiel.

Von den POX-Verbindungen mit Obidoxim stellt Diethylphosphoryl-
Obidoxim daher das beste der hier untersuchten Substrate fur die POX-
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Hydrolase dar, gefolgt von Dimethylphosphoryl-Obidoxim und dem
schlechten Substrat Diisopropyl phosphoryl-Obidoxim.

Anzufuhren ist noch, dal3 die POX-Hydrolase offensichtlich nicht in der
Lage ist, Phosphonyloxime zu spalten, die sich bel der Reaktivierung
von Nervenkampfstoff-inhibierter AChE bilden (Worek et al. 2000).

Identitat der POX-Hydrolase und der humanen PON1?

Die humane PON1 (hPON1) existiert in zwei genetisch determinierten,
unterschiedlich aktiven Formen. Sie unterscheiden sich in ihrer Aktivitét
aufgrund eines Polymorphismus an Position 192, der auf dem
Aminosauren-Austausch von Arginin gegen Glutamin beruht. Diese
Aminosauren sollten sich daher direkt im aktiven Zentrum befinden oder
SO positioniert sein, dal3 sie maf3geblich den Substratumsatz regulieren.
Man kann anhand der verschiedenen Ergebnisse geneigt sein, die hPON1
und die POX-Hydrolase als identisches Enzym zu betrachten, wére da
nicht die sehr stark voneinander abweichende Vertellung der beiden
Enzymaktivitdten in enzelnen Individuen. Als Erklarung fir die
unterschiedlichen Substratumsatzraten kann folgende Uberlegung
dienen: beim hochaktiven hPON1-Typ BB liegt mit Arginin as der am
stéarksten basischen Aminosaure bei physiologischem pH-Wert die
protonierte Form vor; bel diesem Typ ist ein schlechterer Zutritt fr
positiv geladene Substrate wie das DEP-Obidoxim zum aktiven Zentrum
denkbar. Im Falle des niedrig aktiven hPON1-Typ AA liegt hingegen
unter physiologischen Bedingungen das neutrale Glutamin vor und stort
vidlleicht weniger den Zutritt von geladenen Molekilen. Mit dieser
Vorstellung lief3e sich die fehlende POX-Hydrolase-Aktivitét bei den
Probanden PE und GH mit hoher PON1-Aktivitét erklaren, die,
vorbehaltlich einer bestdtigenden Sequenzanalyse, den hochaktiven
hPON1-Typ BB représentieren sollten. Bel den anderen Individuen
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hingegen sollten eher die hPON1-Mischformen AB vorliegen mit
unterschiedlich hohem Anteil der beiden Allele. Dal3 sich der Substrat-
umsatz durch die polymorphen humanen PON1-Typen hinsichtlich
verschiedener Organophosphate unterscheidet, ist bekannt. So spaltet der
hPON1-Typ BB am effektivsten Paraoxon-ethyl, wohingegen die
Spaltung von Diazoxon, Soman und Sarin deutlich schwécher ausfalt as
beim hPON1-Typ AA (Davies et a. 1996). Das bi- bzw. trimodae
Verteilungsmuster der humanen PONZ1-Aktivitdt &3t sich alerdings
nicht auf alle Substrate tGbertragen. So findet man in humanem Serum fiir
die A-Esterase-Aktivité hinsichtlich der Substrate Chlorpyrifos-oxon
und Malaoxon (Sams & Mason 1999) eine unimodale Verteilung, wie sie
auch fur Phenylacetat zutrifft. Der Inhomogenitdt nicht genug, findet
sich das bi- bzw. trimodale Verteilungsmuster fur EDTA-sensitive PON1
nur bei Humanserum, und selbst da nicht bel allen ethnischen
Bevolkerungsgruppen (Geldmacher-von Mallinckrodt & Diepgen 1988).
In anderen Tierspezies gestaltet sich die Verteilung der PON1-Aktivitét
unimodal (Zech & Zircher 1974), wobei die Hohe der PON1-Aktivitat
stark schwankt; so zeigt die Maus kaum Aktivitéat, um Paraoxon-ethyl zu
gpalten (Furlong et al. 2000), wéahrend die PON1 des Kaninchensin ihrer
Aktivitét von keiner anderen Spezies Uberboten wird (Aldridge 1953b;
Zech & Zircher 1974).

Die NaCl-Stimulation der humanen PONL findet sich bei der Paraoxon-
ethyl-Hydrolyse, aber nicht bel allen anderen Substraten. Dies fiihrte zur
Einstufung von Paraoxon-ethyl als "discriminating substrate” im
Vergleich zu Phenylacetat (Eckerson et a. 1983b). Dies trifft aber nur
auf Humanplasma und nicht auf Plasmen anderer Spezies zu (Beltowski
et a. 2002).

In dieser Arbeit wurde nur exemplarisch die Ausstattung des Plasmas

einzelner Spezies mit Paraoxonase- bzw. Arylesterase-Aktivitét
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bestimmt. Hier bestehen vermutlich deutliche Unterschiede in der
Exprimierung der POX-Hydrolase in den verschiedenen Spezies. So
scheinen die Nager, das Schwein und das Kaninchen nahezu keine POX-
Hydrolase-Aktivitét zu besitzen, wenn man die Arylesterase-Aktivitét als
BezugsgrofRe heranzieht. Die Primaten hingegen lassen sich eher mit der
POX-Hydrolase aus Humanplasma vom vermeintlichen PON1-Typ AB
(DK) auf eine Stufe stellen.

Zusammenfassend &3t sich anhand der bisherigen Befunde postulieren,
dal? hPON1-Typ AA nennenswerte POX-Hydrolase-Aktivitat aufwelst,
wahrend hPON1-Typ BB nur sehr niedrige Aktivitédt besitzt. Gleiches
gilt fur Ratte, Meerschwein, Schwein und Kaninchen und wahrscheinlich

auch fur Primaten, da sie nur geringe PON1-Aktivitdt aufwei sen.

EinfluR der POX-Hydrolase-Aktivitat auf die Wirksamkeit von
Obidoxim bei Organophosphat-Vergiftungen

Ubertragt man die Befunde auf Vergiftungssituationen, in denen
Patienten ein Oxim erhalten, bleiben viele Fragen weiterhin offen: bildet
sich anticholinerges POX "nur" bel der Reaktivierung gehemmter AChE
mit Oximen, oder entsteht es auch durch direkte Reaktion des Oxons mit
Oxim? Hierfir muften beide Reaktionspartner am identischen Ort
vorliegen. Wird dieses POX sehr schnell von verschiedenen Scavengern
unwirksam gemacht oder ist es unter physiologischen Bedingungen sehr
instabil? Welche Phosphyloxime stellen Substrate der POX-Hydrolase
dar? In welchen Geweben befindet sich die POX-Hydrolase, befindet sie
sich nur im Plasma oder auch in der Umgebung der cholinergen
Synapsen, dem eigentlich wichtigen Angriffspunkt der Oxime? Wie und
wo ist die POX-Hydrolase in verschiedenen Spezies exprimiert, v.a. bei
den Arten, mit denen Untersuchungen zur Wirksamkeit von Oximen

durchgeftihrt werden? Wie wirkt sich dieser Faktor auf die seit langem
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bekannten Speziesunterschiede hinsichtlich der Wirksamkeit von
Oximen aus?

Ubertragt man diese Aspekte auf den Therapieerfolg mit Obidoxim bei
Diethyl- oder Dimethylphosphat-vergifteten Patienten, so sollten die
Patienten mit hoher POX-Hydrolase-Aktivitdét auch mehr von der
Behandlung mit Obidoxim profitieren. Hinweise darauf, daf3 dies auch in
vivo wirklich eine Rolle spi€lt, gibt es aus Humandaten, die im Rahmen
einer Studie mit Insektizid-vergifteten Patienten erhoben worden sind.
Bei dieser Studie wurden Untersuchungen an Patienten mit einer
Insektizid-Vergiftung durchgefihrt, die mit Atropin und Obidoxim als
Dauerinfusion therapiert wurden. Der Verlauf der EryAChE-Aktivitét
invivo und die maxima erreichbare Reaktivierbarkeit in vitro wurde
verfolgt (Mast 1997), aul3erdem wurde die Obidoxim-Konzentration
(Spohrer et a. 1994, Spohrer et a. 1995) und as weiteres wichtiges
Kriterium die Paraoxon-Konzentration (Eyer F. 2000) im Plasma der
Patienten bestimmt. Anhand der kinetischen Parameter Kp, k. und k;
(Mast 1997) und mit Hilfe der gemessenen Konzentrationen an freiem
Enzym, gehemmtem Enzym und Obidoxim lief3 sich Uberdies die
theoretisch zu erwartende Giftkonzentration berechnen (Eyer F. 2000).
Abb. 4-1 zeigt den Verlauf der Parameter bei dem Parathion-Patienten
SG25; dieser Patient wies nur niedrige POX-Hydrolase-Aktivitat auf
(37,2%, Methode durch AChE-Reaktivierung). Betrachtet man hier die
berechneten mit den gemessenen Paraoxonkonzentrationen, so liegt die
berechnete Paraoxonkonzentration héher a's die gemessene. Dies kdnnte
ein Hinwes auf das Vorliegen eines potenteren Giftes sein, wie bel
Phosphoryloximanhaufung erwartet. Ein anderes Bild présentierte sich
bei dem Parathion-Patienten LR31 (Abb. 4-2). Hier lag nun die
berechnete Paraoxonkonzentration niedriger als die gemessene und die
Bestimmung der POX-Hydrolase-Aktivitét ergab fur diesen Patienten
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einen ausgesprochen hohen Wert (88,8%, Methode durch AChE-
Reaktivierung). (Eine um ca. 50% niedrigere berechnete Paraoxon-
konzentration war bel kompletter POX-Inaktivierung zu erwarten, da
Paraoxon zu ca. 50% an Blutproteine gebunden vorliegt (Eyer F. 2000).
Bei der Bestimmung wird dieser Anteill wegen der Etherextraktion

dagegen miterfalit.)
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Parathion Vergiftung SG 25
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ADbb. 4-1: Patient SG25: Aktivitéat in vivo und Reaktivierbarkeit der EryAChE in
vitro Uber die Behandlungszeit (oben); Plasmakonzentrationen von Obidoxim (Mitte)
und Paraoxon (unten).
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Parathion Vergiftung LR 31
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Abb. 4-2: Patient LR31: Aktivitét in vivo und Reaktivierbarkeit der EryAChE in
vitro Uber die Behandlungszeit (oben); Plasmakonzentrationen von Obidoxim (Mitte)
und Paraoxon (unten).
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Diese beiden Beispiele zeigen, dal3 die POX-Hydrolase-Aktivitét
tats&chlich einige Bedeutung fur die Wirksamkeit der Oximtherapie
beim Menschen haben kann. So scheint der Polymorphismus von PON1
ein weiterer Faktor zu sein, der den individuellen Verlauf einer
Organophosphat-V ergiftung und der Therapie beeinflussen kann.

Uber die physiologische Bedeutung dieses Enzyms (Konzentration im
Serum immerhin ca. 1 pM (Jakubowski 2001)) ist viel spekuliert
worden. So wurde PON1 mit dem Metabolismus von oxidierten Lipiden
in Zusammenhang gebracht (La Du et al. 1999, Mackness et al. 1991)
und eine Bedeutung fir den Homocystein-Stoffwechsel vermutet
(Jakubowski 2000). Die unphysiologische Wirkung als Paraoxonase oder
POX-Hydrolase ist demgegeniber ein Nebenbefund.

Es hat bereits nicht an Versuchen gefehlt, POX auch mit anderen
Hydrolasen zu inaktivieren. Hierzu wurden bakterielle Enzyme
verwendet (Leader et a. 1999), wie ene Phosphotriesterase aus
Pseudomonas diminuta und eine Organophosphat-Hydrolase aus
Alteromonas (Josse et a. 2001). Diese Enzyme spalten Paraoxon-ethyl
und DFP um 3 GroRenordnungen schneller als PON1 und inaktivieren
wohl auch Phosphoryloxime. Die Anwendung von Enzymzubereitungen
bakteriellen Ursprungs am Menschen ist alerdings aufgrund von
Antikorperbildung und ener nicht abzuschétzenden toxischen
Gefahrdung mit einigen Risiken verbunden. Es wére aber reizvall,
hochaktive humane POX-Hydrolase herzustellen, und zu prifen, ob die
Therapie durch Obidoxim bel Patienten mit niedriger POX-Hydrolase-

Aktivitét tatsichlich deutlich verbessert werden kann.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die bereits vor langer Zeit gemachte Beobachtung, dal3 die
Reaktivierung von Organophosphat-gehemmter Acetylcholinesterase
(AChE) in vitro durch die hochpotenten Pyridinium-4-aldoxime nach
einer schnellen Anfangsphase sehr rasch zum Erliegen kommt, wird auf
die Anhdufung von Reaktionsprodukten zurtickgefthrt, die noch
toxischer sind al's die Organophosphate sel bst.

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde ein derartiges Produkt, das
Diethylphosphoryl-Obidoxim (DEP-Obidoxim) generiert, isoliert und
durch massenspektrometrische  Analyse identifiziert. Die
Geschwindigkeit der Hemmung der EryAChE durch DEP-Obidoxim lag
mit einem Faktor von 350 Uber dem Wert fur Paraoxon-ethyl und
unterstreicht somit die Uberaus hohe Giftigkeit. DEP-Obidoxim weist
eine hohe Instabilitdét auf und zerfdlt unter physiologischen
Bedingungen bel einem pH von 7,4 und 37 °C mit einer Halbwertszeit
von Minuten zunéchst in das ebenfalls instabile Mononitril-Derivat des
Obidoxims, das schliefdich unter Freisetzung von Cyanid das
Monopyridon-Derivat des Obidoxims bildet. Diese Zerfallsprodukte
wurden isoliert und durch massenspektrometrische Analyse identifiziert.

Die Reaktivierung von Organophosphat-gehemmter, humaner EryAChE
durch Pyridinium-4-aldoxime verlief nur dann biphasisch und zdgerlich,
wenn die Enzymquelle isoliert von Humanplasma vorlag. Wurde
hingegen die EryA ChE aus humanem Vollblut reaktiviert, so zeigte sich
ein monophasischer Verlauf, den man auch aus In-vivo-Beobachtungen
erwarten konnte. Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit haben ergeben,
dal? im humanen Plasma ein Enzym existiert, das in der Lage ist, die
Reaktivierungsleistung der hochaktiven Pyridinium-4-aldoxime zu

steigern, wenn es sich um eine Vergiftung der AChE mit insektiziden



Zusammenfassung 103

Phosphorsdureestern handelt. Dieses Enzym trégt hierzu durch
Hydrolyse der sich bildenden, hochtoxischen Phosphoryloxime bei,
wodurch das Oxim zurtickgewonnen und das entsprechende, inaktive
Phosphorsaurederivat gebildet wird. Die einzelnen Phosphoryloxime, die
sich sowohl in ihrer Organophosphat- als auch in ihrer Oximkomponente
voneinander unterscheiden kdnnen, stellen sich nicht als einheitlich gute
Substrate fur dieses Enzym, die POX-Hydrolase, dar. Die
unterschiedliche Ausstattung einzelner Individuen mit der POX-
Hydrolase ist ein kritisches Kriterium fir den Behandlungserfolg von
insektizidvergifteten Patienten. Digjenigen Patienten, die gut mit POX-
Hydrolase-Aktivitédt ausgestattet waren, profitierten mehr von der
Therapie mit Obidoxim als die mit geringerer POX-Hydrolase-Aktivitét.
Offensichtlich fand hier der Abbau des invivo entstandenen
Phosphoryloxims in groferem Ausmald stait. Inwiewet die POX-
Hydrolase bei Vergiftungen mit Nervenkampfstoffen positiven Einfluld
nimmt, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht eindeutig beurteilt werden.

Aufgrund des Verhaltens gegeniiber Ca**-lonen und EDTA entstand die
Frage nach der ldentitdt der POX-Hydrolase und der Paraoxonase
(hPON1) as polymorph exprimiertes Enzym. Die beiden Enzym-
aktivitdten verhielten sich wéhrend der Aufreinigung und gegentiber
verschiedenen Protein-modifizierenden Reagenzien &hnlich, so dal3
vermutlich am Aufbau der aktiven Zentren gleiche Aminosauren
beteiligt sind. Gereinigte hPON1 Typ AA zeigte sehr hohe POX-
Hydrolase-Aktivitét, aber nur geringe Aktivitdt, Paraoxon-ethyl zu
hydrolysieren. Das hPON1 A-Allel kann demnach fir das Allel mit
hoher POX-Hydrolase-Aktivité verantwortlich gemacht werden. Denkt
man an die mannigfachen Variationsmoglichkeiten hinsichtlich der

Ausstattung einzelner Individuen mit den beiden Allelen, 183t sich das
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unterschiedliche Vertellungsmuster der beiden Enzymaktivitéten
erkléaren, dasim Plasma verschiedener Probanden gefunden wurde.

Interessanterweise wies das Plasma von Ratte, Meerschwein, Schwein,
Kaninchen, Cynomolgus, Pavian und Rhesusaffe wesentlich geringere
POX-Hydrolase-Aktivitéat auf as das Plasma des Menschen mit dem
A-Allel. Das weist einma mehr darauf hin, dal3 Ergebnisse, die am
Tiermodell gewonnen wurden, durch Vergleich mit Humandaten
abgesichert werden missen, bevor sie flr den Menschen verallgemeinert

werden.
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7 Anhang

7.1  Massenspektrometrische Analyse im ESI™ - Modus

Die Anayse von DEP-Obidoxim und seinen Abbauprodukten im
ESI*-Modus mit Obidoxim-dichlorid as Standard wurde jeweils in der
HPL C-Fliefl3mittelmatrix durchgefihrt, was zu Massenpeaks bei m/z 149,1,
194,6, 2445, 272,55, 282,4 und 288,5 fihrte, die durch den Eluenten
bedingt waren. Diese Massenpeaks blieben bei der Auswertung

unbertcksichtigt woraus sich folgende Resultate ergaben:

Abb. 7-1 zeigt zunéchst das Massenspektrum von Obidoxim-dichlorid.
Neben dem Molekllpeak von m/z 144 finden sich Signale bel m/z 123,
135, 136, 201, 257, 287 und 323, die den in Abb. 7-2 gezeigten
Molekllstrukturen entsprechen (D Agostino et al. 1996, Kunkel et al.
1995).
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Abb. 7-1: Massenspektrum von Obidoxim-dichlorid in 10 mM NHjacetat/20% MeOH,
pH 4,5, im ESI* - Modus.
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Abb. 7-2: Molekillstrukturen des Massenpeaks und der Fragmente von Obidoxim-
dichlorid nach MS- bzw. MSMS-Analyse.

Im Vergleich dazu weist DEP-Obidoxim (Abb. 7-3) einen Molekuilpeak
m/z von 212 auf, und die Massenpeaks von m/z 135 und 155, die den

Fragmenten des Mononitrils und der Diethylphosphorsdure zugeordnet

werden konnen. Die moglichen Zerfallswvege mit den Massen ihrer
Produkte zeigt Abb. 7-4.
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Abb. 7-3: Massenspektrum von DEP-Obidoxim in 10 mM NHjacetat/20% MeOH,
pH 4,5, im ESI* - Modus.
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Abb. 7-4: Molekiilstrukturen des Massenpeaks und der Fragmente von DEP-Obidoxim
nach MS- bzw. MSMS-Analyse.
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Die MSM S-Analyse ergab folgende Fragmente (T abelle 7-1):

Tabelle 7-1: MSM S von DEP-Obidoxim

Fullscan 1000ms MSMS
M assenpeak m/z (%) |Energie(%) Fragmente: m/z (%)
[Dikation]?* 211.8 (62) 12.00  |135(100); 154,5 (30); 211,9 (94)
170°C 200 °C
[Nitril-Dikation]** 135 (100) 12.00 135 (100) 200 °C
170 °C 20.00  |135(100); 105,1 (11)
[Diethylphosphor- | 154,9 (49) 10.00 154,8 (100) 220 °C
saure + H'* 170°C 20.00 154,9 (33); 126,9 (100); 99,1 (5)
30.00 [126,9 (100); 99 (8)
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Das Massenspektrum des isolierten Mononitrils findet sich in Abb. 7-5 mit
dem Molekilpeak von m/z 135 und den Fragmenten m/z 119, 135, 136,
239 und 269, die mit den in Abb. 7-6 gezeigten Molekilstrukturen
kompatibel sind und mit den Fragmenten nach MSMS-Anayse (Tabelle 7-

2) Ubereinstimmen.
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Abb. 7-5. Massenspektrum von Obidoxim-Mononitril in 10 mM NHjacetat/20%
MeOH, pH 4,5, im ESI* - Modus.
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Abb. 7-6: Molekllstrukturen des Massenpeaks und der Fragmente von Obidoxim-
Mononitril nach MS- bzw. MSMS-Anayse.

Tabelle 7-2: MSM S von Obidoxim-M ononitril

LC-MS MSMS
Fullscan 1000ms, 200 °C
M assenpeak m/z (%) |Energie(%) Fragmente: m/z (%)
[Dikation]** 135.2 (50) 20.00 136,2 (100)

30.00 |136,3(100); 119 (22); 105,3 (71)

136 30.00 |136,2(100); 119,1 (30); 105,2 (23)
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Das Massenspektrum des Monopyridons (Abb. 7-7) zeigt den Mol ekl peak
von m/z 260 und die Massen der Fragmente m/z 108, 137, 153, und 167,
die den in Abb. 7-8 gezeigten Molekilstrukturen zugeordnet werden

konnen.
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Abb. 7-7: Massenspektrum von Obidoxim-Monopyridon in 10 mM NHjacetat/20%
MeOH pH 4,5im ESI* - Modus.
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Abb. 7-8: Molekilstrukturen des Massenpeaks und der Fragmente von Obidoxim-
Monopyridon nach MS- bzw. MSMS-Analyse.

Tabelle 7-3 faldt die Ergebnisse der MSM S-Analyse zusammen.

Tabelle 7-3: MSM S von Obidoxim-Monopyridon

Fullscan 1000ms, 200 °C MSMS
M assenpeak m/z (%) |Energie(%) Fragmente: m/z (%)
[Monokation] * 259.9 (22) 40.00 |229,9 (100); 108 (24)
s. Abb. 7-8 166.8 (16) 20.00 166,6 (100); 136,8 (82)
s. Abb. 7-8 137.1 (68) 20.00 |137,1(100)
30.00 |136(99); 119 (100)

Somit sind die Massenspektren mit den angenommenen Strukturen von

M ono(Diethyl phosphoryl)-Obidoxim, dem daraus  entstandenen

Mononitril- und dem Monopyridon-Derivat kompatibel. Eine eindeutige

Abgrenzung der einzelnen Produkte voneinander war somit moglich. Die
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Daten aus der Literatur stimmten mit den fir Obidoxim erhaltenen gut

uberein.

7.2 Einfluf® von Licht auf die Stabilitat von DTNB

Die Uberprifung des molaren Extinktionskoeffizienten von TNB™ und der
Linearitd der TNB™-Entwicklung erfolgte durch Reaktion von DTNB mit
steigenden Glutathion-Konzentrationen (Eyer et al. 2003). Hierbei zeigte
sich, dal3 die Absorption der DTNB-haltigen Referenz-Kivette im Laufe
der Zeit zunahm, dieser Effekt war bei 37 °C stérker ausgeprégt als bei
25°C. Da die Inkubation von DTNB im H,O-Bad zu keiner
Extinktionszunahme bei 410 nm filhrte, wurde ein Lichteinflu® auf die
Extinktionszunahme vermutet. Diese Vermutung bestétigte sich, als eine
DTNB-haltige LoOsung, die dem Sonnenlicht ausgesetzt war, ene
ausgepragte Gelbféarbung zeigte. Dieses Phanomen sollte sich allerdings als
noch komplexer erweisen, da hierbel zusdtzlich die Anwesenheit von
Sauerstoff eine entscheidende Rolle spielte. So fuhrte die Lichtexposition
einer 300 uM DTNB-L6sung fur 30 min unter Sauerstoff-Ausschlufld (in
Argon-begastem Puffer) zu einer stark gelb geféarbten Losung. DTNB war
komplett zerfallen, wobel 21 uM TNB™ und hauptsachlich zwei weitere
Produkte entstanden waren, bei denen es sich vermutlich um
Polymerisationsprodukte handelt. Die Lichtexposition einer 300 pM
DTNB-Lo6sung fur 30 min unter Sauerstoff hingegen resultierte in einer
deutlich weniger gelb geféarbten Losung verglichen mit der unter Argon
belichteten Probe. DTNB war nicht mehr nachweisbar, auch TNB™ konnte
nicht detektiert werden. Stattdessen hatte sich hauptsachlich ein im
Vergleich zu DTNB hydrophileres Produkt gebildet und zu einem

geringeren Anteil lipophilere Substanzen.
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Die Beobachtung des vollsténdigen Zerfalls von DTNB-LOsungen unter
Sonnenlichtexposition entsprach den Befunden von Walmsley et al. (1987),
die das Phanomen als homolytische Disulfidspaltung unter Bildung freier
Thiyl-Radikale gedeutet haben. Folgt man diesem Konzept, dann sind
Reaktionen des Thiyl-Radikals mit O, und H-Abstraktionsreaktionen zu
erwarten, die zu Additionsprodukten fiihren kénnen. Es war aber nicht Ziel
dieser Arbeit, die Zerfallsprodukte im einzelnen zu identifizieren.

Die wichtige praktische Konsequenz dieser Beobachtungen ist die strikte
Vermeidung starkerer Lichtexposition von DTNB-L6sungen. Diese kann
auch bei langerer Reaktionszeit im Photometer auftreten, insbesondere bei
Mefdwellenlangen im Bereich der DTNB-Absorption. So ist nicht
auszuschlief3en, dal3 die Spontanhydrolyse von Thiocholinestern im
Ellman-Test der Cholinesterase-Bestimmung zum Teil auch auf einer
Gelbfarbung durch DTNB-Zerfall beruht. Dieser Effekt sollte bel einer
Meldwellenlange von 405 nm stérker ausgepragt sein als be einer
Einstrahlung mit langerwelligem Licht. Schliefdich kann die starke
Hamoglobin-Absorption die Photolyse des DTNB verhindern, so dass die
tatsachliche Blank-Reaktion bei Messung der Cholinesterase-Aktivitét in
Hamoglobin-haltigen Lésungen geringer ist as die in Abwesenheit von
Hamolysat gemessene. Der Effekt wird auch be Verwendung von
Zweistrahlphotometern nicht kompensiert. Diese Problematik féllt bei der
Bestimmung hoher Cholinesterase-Aktivitéaten sicher nicht ins Gewicht,
konnte aber bel geringen Aktivitdten wie z.B. bel Nager-Erythrozyten eine
Fehlerquelle darstellen, die durch variierende Gerédtespezifikationen
unterschiedlich stark ausfallen kann (Intensitdt des eingestrahlten Lichts,
Spaltbreite und durchstrahlte Fl&ache).

Ein wichtiger Befund war auf3erdem, dafi3, im Gegensatz zu den Schluf3-
folgerungen von Wamdley et al. (1987), lichtexponiertes DTNB keinen

Einflu® auf die Aktivitét menschlicher Blutcholinesterase nahm.
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Schliefdich ist noch festzuhalten, dal’d im Gegensatz zu DTNB TNB’ welit

weniger lichtempfindlich war.
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