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2 EINLEITUNG

2  Einleitung

2.1 Aktueller Bezug

Durch die Tagespresse wurde die Offentlichkeit in den letzten Jahren regelmiBig mit
Nachrichten konfrontiert, die in Zusammenhang mit Vergiftungen durch Nervenkampfstofte
standen: Im syrischen Biirgerkrieg kamen im Jahr 2013 mehr als tausend Zivilisten durch das
Giftgas Sarin ums Leben [1,2]. Der Halbbruder des nordkoreanischen Machthabers Kim
Jong-Un wurde im Februar 2017 am Flughafen von Kuala Lumpur mit dem
Nervenkampfstoff VX angegriffen und starb kurz darauf [3]. Etwa ein Jahr spéter verursachte
der Anschlag mit einer Nowitschok-Substanz auf den Doppelagenten Skripal und seine
Tochter im britischen Salisbury eine diplomatische Krise zwischen Russland und dem Westen
[4]. Im Juli 2018 wurde der Fiihrer der Sekte ,,Aum Shinrikyo“ von der japanischen Justiz
hingerichtet. Diese Sekte brachte 1995 das Giftgas Sarin in der U-Bahn von Tokio aus,

wodurch tausende Menschen verletzt wurden und einige starben [5,6].

In der einschldgigen Fachliteratur wurde kiirzlich berichtet, dass es im Jahr 2012 weltweit
etwa 800.000 Suizide gab. Davon wurden circa 110.000 Selbstttungen mit Pestiziden vertibt.
Hochgiftige Pflanzenschutzmittel sind in armen, ldndlichen Gebieten von beispielsweise

Indien oder China noch immer weit verbreitet und leicht zugénglich [7,8].

Sowohl die genannten Nervenkampfstoffe als auch phosphororganische Pestizide besitzen
eine gemeinsame Grundstruktur, die vor nicht einmal einhundert Jahren erstmals in
Deutschland angegeben wurde (Abb. 1). Urspriinglich waren diese phosphororganischen
Verbindungen (nachfolgend auBlerdem als Organophosphate (OP) bezeichnet) als neue
Pflanzenschutzmittel gedacht [9].
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Abb. 1: Grundstruktur phosphororganischer Verbindungen nach Gerhard Schrader [9].
Ri1 und R; sind zum Beispiel Amino-, Alkoxy- oder Alkylgruppen, X bezeichnet den sogenannten
Acylrest (leicht abspaltbare Gruppe wie etwa Cyanid, Fluorid, Thiol, Phenol).
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Abb. 2: Strukturformeln einiger phosphororganischer Verbindungen [10,11].

Das homizidale Potential sowie die mogliche Nutzung dieser Substanzklasse als chemische
Kampfstoffe wurde erkannt und die militirische Geheimhaltung der Verbindungen Sarin und

Tabun angeordnet (Abb. 2) [10,12].

Heutzutage sind die Nervenkampfstoffe durch das Ubereinkommen iiber das Verbot der
Entwicklung, Herstellung, Lagerung und des Einsatzes chemischer Waffen und {iber die
Vernichtung solcher Waffen geédchtet [13]. Unabhédngig davon ist von einer weiterhin
bestehenden Gefdhrdung der Bevolkerung durch Organophosphate auszugehen und die

Verfiigbarkeit einer wirksamen Therapie ist von fundamentaler Bedeutung.

2.2 Der Mechanismus der Organophosphatvergiftung

Die Hemmung des Enzyms Acetylcholinesterase (AChE, E.C.3.1.1.7) ist der zentrale
Mechanismus einer Vergiftung mit phosphororganischen Verbindungen. Es resultiert eine

cholinerge Ubererregung der entsprechenden Synapsen [14].

Im menschlichen Organismus ist Acetylcholin ein wichtiger Neurotransmitter an
nikotinischen und muskarinischen Rezeptoren des zentralen und peripheren Nervensystems
[15,16]. Das Enzym Acetylcholinesterase beschrinkt die Wirkungsdauer dieses

Ubertriigerstoffes, indem es ihn mit einer sehr hohen Geschwindigkeit von etwa 10.000
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Molekiilen pro Sekunde in Acetat und Cholin hydrolysiert [17]. Das aktive Zentrum der
AChE enthilt als katalytische Triade die Aminosduren Serin, Histidin und Glutamat [18]. Bei
einer Organophosphatvergiftung kommt es durch die kovalente Bindung des Phosphoratoms
an die Serin-Hydroxylgruppe zur Bildung eines OP-AChE-Komplexes und damit zur
Inaktivierung des Enzyms [19]. Prinzipiell kann diese Verbindung spontan hydrolysieren,
wodurch die Enzymfunktion wiederhergestellt wird. Der OP-AChE-Komplex kann aber auch
einer sogenannten Alterung unterliegen. Durch Dealkylierung des gebundenen
Organophosphates wird der Komplex derart stabilisiert, dass eine Abspaltung des OP-Restes
nicht mehr mdglich ist (Abb. 3) [20,21].

Hemmung: Q Q
" -O\ /O-Enzym "
Enzym-OH + /P-..,,”’ S /T\R T H —- /P . + HX
R,O l R,O ¥ 2 R,0 l O-Enzym
R, R,
. O
Spontanreaktivierung: "
@]
P. + Enzym-OH
" y /I ""’,OH ’
- P, R0
'y,
R,0 | ™o-Enzym Re
R, o
H,0 "
AlterungI /P-."’ + Rl_OH + H*
o I ” O-Enzym
R

Abb. 3: Hemmung der Serin-Hydrolasen (AChE) durch phosphororganische Verbindungen. Aus der
Reaktion von Enzym-OH (entspricht aktiver AChE) und OP geht der sogenannte Michaelis-Komplex
hervor, durch Verlust der Abgangsgruppe (X) entsteht der OP-AChE-Komplex. Spontanreaktivierung
und Alterung sind postinhibitorische Reaktionen des OP-AChE-Komplexes [22].

Die genannten sekunddren Reaktionen der Organophosphat-gehemmten AChE werden durch
die Struktur der phosphororganischen Verbindung wesentlich beeinflusst [22]. Beispielsweise
beobachtet man bei einer Vergiftung mit dem Nervenkampfstoff Soman eine besonders rasche

Alterungsreaktion mit einer Halbwertszeit von ~2 min [23,24].
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2.3 Die Klinik der Organophosphatvergiftung

Die Symptome einer Vergiftung mit phosphororganischen Verbindungen resultieren aus der
Akkumulation von Acetylcholin, die initial eine cholinerge Krise hervorruft (Tabelle 1)
[25,26].

Im zentralen Nervensystem kommt es -vermittelt iiber muskarinische und nikotinische
Rezeptoren- zu epileptiformen Krampfen, Verwirrtheitszustinden, Koma und zentraler
Atemlihmung. Die Uberstimulierung der neuromuskuliren Endplatten fiihrt zu
Muskelkrampfen und -fibrillationen, die letztendlich resultierende Ladhmung der
Atemmuskulatur ist vital bedrohlich. Auswirkungen im vegetativen Nervensystem sind
Bronchokonstriktion und Miosis durch Kontraktion glatter Muskelzellen, Hyperhidrose durch
Uberstimulation der SchweiBdriisen sowie Hypersekretion aus Speichel-, Trinen- und
Bronchialdriisen. Kardial &ufert sich die Vergiftung in Rhythmusstérungen bis hin zur
Reanimationspflichtigkeit. Nach einer initialen tachykarden Phase wird der Herzrhythmus
durch das Uberwiegen des vagalen Tonus bradykard. Beginn und AusmaB der Symptome
sowie ihr zeitlicher Verlauf sind abhéngig von der Dosis, der Lipophilie und dem
Applikationsweg (Inhalation, Ingestion, perkutan) des Organophosphates [11,26-30].
Komplikationen der Vergiftung sind Multiorganversagen oder Sepsis. Hat eine Aspiration von
lipophilen Organophosphaten stattgefunden, ist die Entwicklung einer Lungenentziindung und
eines ARDS (acute respiratory distress syndrome) moglich [27].

Wird die cholinerge Krise iiberstanden, kann sich bei Vergiftungen durch insektizide
Organophosphate typischerweise 24 bis 96 Stunden nach Giftaufnahme ein sogenanntes
Intermediate Syndrome (IMS) entwickeln, das sich dem behandelnden Arzt als Schwiche der
proximalen Muskulatur mit eingeschréankter Schulterabduktion und Hiiftbeugung prisentiert.
Die Myasthenie betrifft auBerdem die nuchalen Muskeln, das Diaphragma und die von
motorischen Hirnnerven innervierte Muskulatur. Die genaue Pathogenese des IMS ist bisher
nicht ganz geklart, von vermehrtem Auftreten bei verminderter Aktivitit der Cholinesterase,
erhohten Muskelenzymen, inaddquater Therapie und hoher Organophosphatbelastung des
Organismus wird in diesem Zusammenhang berichtet [26,31-33].

Die OPIDN (Organosphosphate induced delayed neuropathy) ist eine sensomotorische
Neuropathie und gilt als weitere Folge der Vergiftung mit phosphororganischen
Verbindungen. Sie kann nach etwa zwei Wochen eintreten und ist charakterisiert durch

schmerzhafte Wadenkrampfe, Pardsthesien an Hédnden und Fiilen, Gleichgewichtsstorungen
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und Reflexabschwichung. Das Enzym Acetylcholinesterase scheint bei der Entstehung der
OPIDN keine Rolle zu spielen. Als mogliche Ursachen werden Storungen in der
Phosphatidylcholin-Homdoostase, Signaltransduktion und Kalziumkanalfunktion diskutiert,
die aus der Hemmung der Neuropathy target esterase (NTE), eines an die Axonmembran
gebundenen Enzyms, resultieren [27,31,34,35].

Neuropsychopathologische Komplikationen kommen vor allem nach schweren Vergiftungen
oder bei chronischer Exposition gegeniiber phosphororganischen Verbindungen vor und
duBern sich unter anderem in Personlichkeitsverdnderungen, kognitiven Defiziten, Demenz
sowie Sprach- und Motorikstdrungen. Diese Symptome treten erst mit einer gewissen

Verzégerung auf, konnen Jahre persistieren und zeigen einen Schaden des zentralen

Nervensystems an [11,26,31].

Zentralnervensystem:

Atmung:

Cheyne-Stokes-Atmung, zentrale Atemlahmung

Kreislauf:

Zentrale Kreislaufdepression, Hypotonie

Psychopathologische
Symptome:

Vigilanzminderung, Koma, Konzentrationsstérungen, Stérungen

der Affektivitat (Angst, emotionale Labilitét, innerliche Unruhe)

Schlafstorungen:

Parasomnie (Albtrdume), Insomnie

Weitere Symptome: Tremor, Ataxie, tonisch-klonische Anfélle
Peripher muskarinisch:
Auge: Miosis, konjunktivale Hyperamie, Hypersekretion der
Trénendriisen
Haut: Hyperhidrose
Atemwege: Bronchokonstriktion, Broncho- und Rhinorrhoe
Herz: Rhythmusstérungen, Bradykardie

Gastrointestinaltrakt:

Abdominelle Krampfe, Diarrhoe, Stuhlinkontinenz

Harnblase:

Inkontinenz

Glandulae salivariae:

Hypersekretion

Peripher nikotinisch:

Quergestreifte

Muskulatur:

Muskelfaszikulationen, Muskelkrampfe, generalisierte Schwéche,

periphere Atemlahmung (Dyspnoe, Zyanose)

Sympathische Ganglien:

Tachykardie, passagere Hypertonie

Tabelle 1: Einige klinische Symptome der Vergiftung mit phosphororganischen Verbindungen [25,26].
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2.4 Die Therapie der Organophosphatvergiftung

Die Behandlung einer Organophosphatvergiftung beinhaltet zunidchst die Dekontamination,
die Sicherung der Atemwegspassage, Oxygenierung sowie die Stabilisierung
kardiorespiratorischer Parameter. Zur Therapie zerebraler Krampfanfille und zur Sedierung
werden Benzodiazepine appliziert. Bei bestehenden cholinergen Symptomen soll durch eine
sofortige intravendse Atropinisierung des Patienten die Bronchosekretion und die
Hyperhidrose beendet und eine Herzfrequenz im Bereich von etwa 80 Schldgen pro Minute
erreicht werden. Atropin wirkt durch die Antagonisierung des Acetylcholins an
muskarinischen Rezeptoren und wird bei Organophosphatvergiftungen therapeutisch schon
seit den 50iger Jahren des letzten Jahrhunderts als symptomatisches Antidot eingesetzt. In der
Literatur gibt es teils voneinander abweichende Dosierungsempfehlungen, eine
Uberatropinisierung birgt aber die Gefahr anticholinerger Symptome wie etwa Darmparalyse,

verschlechtert die Prognose und sollte vermieden werden [8,26,27,36].

Ein weiterer Bestandteil der Standardtherapie sind Oxime, die iiber eine Reaktivierung
Organophosphat-gehemmter Acetylcholinesterase kausal wirken (Abb. 4) [37]. Durch einen
nukleophilen Angriff des Oxims auf den OP-AChE-Komplex kommt es zunéchst zur Bildung
einer Ubergangsverbindung und letztendlich zur Spaltung der Bindung zwischen der
Serinseitenkette im aktiven Zentrum der AChE und der phosphororganischen Verbindung.
Aus dieser Reaktion gehen regeneriertes Enzym und phosphyliertes Oxim (POX)
(Phosphylierung als  Oberbegriff  flir  Phosphorylierung, Phosphonylierung  oder
Phosphinylierung) hervor [20,37,38].

il) il)
O_ 0 O-Enzym
P., + \N +H =— \P< +H* —* P. + Enzym-OH
/ l ""'O-Enzym " Rl/ | R, / I "IIIO
Rl O Rl \N/R
R, R N=R R,

Abb. 4: Reaktivierung Organophosphat-gehemmter Acetylcholinesterase durch ein nukleophiles
Oximat (R=N-0) [20,22]. Enzym-OH steht fur reaktivierte AChE.

In verschiedenen Staaten kommen momentan die vier Oxime HI-6, Obidoxim, Pralidoxim
und TMB-4 klinisch zum Einsatz (Abb. 5) [26]. Seit der erstmaligen Anwendung des

Monopyridiniumoxims Pralidoxim bei Organophosphatvergiftungen vor iiber 60 Jahren,
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wurden bisher einige tausend Oximverbindungen synthetisiert [39]. Griinde fiir die intensive
Forschung sind Bemiihungen, ein Breitspektrumoxim zu identifizieren und einige
Einschrankungen der Therapie mit Oximen zu iiberwinden. Bisher ist zum Beispiel die
Reaktivierung Tabun-gehemmter Acetylcholinesterase durch Oxime unzureichend [40,41].
Einige Oxime oder die erst aus der Reaktivierungsreaktion hervorgehenden POX besitzen
selbst eine hohe intrinsische inhibitorische Aktivitdt gegeniiber nativer AChE [39,42].
Aufgrund der Hydrophilie der Pyridiniumoxime ist die Penetration der Blut-Hirn-Schranke
und die therapeutische Wirksamkeit im Zentralnervensystem limitiert [43]. Da die
Behandlung mit Oximen nur vor Alterung des OP-AChE-Komplexes effektiv ist, ergibt sich
bei einigen Organophosphaten ein zu kurzes Zeitfenster fiir den Therapiebeginn. Wie
eingangs bereits erwdhnt, betrdgt die Halbwertszeit der Dealkylierungsreaktion im Falle von

Soman nur etwa zwei Minuten [11,22].

HI1-6 TMB-4
0
A 2Cr o NH, NZ A 2CI z N
(EN*/‘)\/N*\ LV Nt
\N/OH
Pralidoxim Obidoxim
CIr NF AN 2Cr =z N
N Y H(I) | /N+\/O\/N+\ | (I)H

Abb. 5: Strukturformeln von HI-6, TMB-4, Pralidoxim und Obidoxim [38].

Eine friihzeitige, addquate Therapie mit Atropin und Oximen scheint dem Intermediate
Syndrom  vorzubeugen oder zumindest dessen  Verlauf abzumildern. Eine
Atmungsunterstiitzung fiir etwa ein bis drei Wochen kann erforderlich sein, um die Gefahr des
Atemstillstandes abzuwenden [27,31]. Die OPIDN wird rein symptomatisch behandelt; eine
Besserung ist eher bei den sensorischen Nerven zu erwarten als bei den motorischen

Neuronen [31].
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2.5 Strategien zur Verbesserung der Therapie

2.5.1 Die Ausweitung der supportiven Therapie

Aufgrund der unter Kapitel 2.4 angegebenen Probleme der Oximtherapie ist die Forschung
bestrebt, die Standardtherapie zu verbessern. So wurden in klinischen Studien bei
Organophosphatvergiftungen zusitzlich zur etablierten Therapie aus Atropin, Oxim und
Benzodiazepin verschiedene symptomatische MaBnahmen gepriift, wie die Gabe von
Kalziumkanalblockern, Magnesiumsulfat oder die Alkalisierung des Blutes mit
Natriumbikarbonat. Wegen unzureichender Datenlage ist eine Empfehlung der Anwendung
dieser Medikamente bei Organophosphatvergiftungen derzeit nicht gegeben [8,26,44].
Weitere supportive Therapien werden in Erwidgung gezogen, wie etwa die Gabe von

Acetylcystein, Lipidemulsionen, Beta-2-Sympathomimetika oder Parasympatholytika [8,45].

2.5.2 Scavenger als alternative Herangehensweisen

Gegenstand der Forschung sind sogenannte Scavenger, die bei Organophosphatvergiftungen
bereits im Blut die phosphororganische Verbindung entgiften und die Hemmung der
Acetylcholinesterase verhindern sollen [46].

Als stochiometrischer Bioscavenger kommt die humane Butyrylcholinesterase (BChE,
E.C.3.1.1.8) in Frage. Die im Plasma vorhandene B-Esterase ist ebenfalls Angriffspunkt der
Organophosphate, ihre Hemmung verlduft -im Gegensatz zur Hemmung der AChE- jedoch
klinisch inapparent [47—49]. Eine ausreichende Detoxifikation von Nervenkampfstoffen im
Blut benétigt hohe Mengen an Butyrylcholinesterase und geht mit groBBem

produktionstechnischem Aufwand und hohen Kosten einher [46,50].

Um eine gewisse Enzymmenge einzusparen, gibt es Ansidtze, aus einer Kombination von
BChE und Oxim einen sogenannten pseudo-katalytischen Scavenger zu generieren. Das Oxim
dient hierbei als Reaktivator der durch die phosphororganische Verbindung gehemmten
Butyrylcholinesterase, so dass mehrmals Reaktionen zwischen Enzym und Organophosphat
stattfinden konnen. Bislang ist flir Organophosphat-gehemmte humane BChE kein Oxim mit
breitem Wirkspektrum verfiigbar [51-53]. Die Erzeugung eines Acetylcholinesterase-

basierten Scavengers wird ebenfalls erforscht: Rekombinante AChE wird gezielt durch das
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Einfligen von Polyethylenglykol (PEG) und durch Mutationen funktionell wichtiger
Aminosduren chemisch modifiziert, um ihre Stabilitit und Verweildauer im Blut zu
optimieren, die Alterung des OP-AChE-Komplexes abzumildern oder Reaktivierbarkeit durch

Oxime zu verbessern [54—57].

Katalytische Scavenger sind Enzyme, die Organophosphate hydrolysieren und damit
inaktivieren. Bisher basieren sie etwa auf Phosphotriesterasen (PTE, E.C.3.1.8), Acetyl- oder
Butyrylcholinesterase [46,50,58]. Probleme bei der Entwicklung der katalytischen Scavenger
sind zu geringe Hydrolyseraten oder nicht ausreichende Stabilitdt im Organismus. Des

Weiteren decken sie nicht das breite Spektrum der Organophosphate ab [59].

2.5.3 Die Identifizierung neuartiger Reaktivatoren Organophosphat-gehemmter

Acetylcholinesterase

Die Pharmakophor-basierte Wirkstoffsuche wird zunehmend verwendet, um neue
Verbindungen zu identifizieren, die als Reaktivatoren Organophosphat-gehemmter AChE
dienen. Dabei werden sogenannte Substanzbibliotheken einem Hochdurchsatz-Screening
unterzogen [60—-62].

Auf diese Weise wurden einige neuartige Verbindungen ohne Oximgruppe ermittelt, die bei
In-vitro-Versuchen Diisopropylfluorophosphat (DFP) -gehemmte AChE reaktivierten [62].
Spéter wurden zwolf weitere Nicht-Oxim-Reaktivatoren entdeckt; die Verbindung 4-Chlor-N-
(4-nitrophenyl)-benzensulfonamid war dem Pralidoxim ebenbiirtig bei der Therapie
zentralnervoser Symptome, die in vivo bei Meerschweinchen durch das Organophosphat DFP
induziert wurden (Abb. 6A) [61].

In den Jahren 2015 bis 2018 wurden mehrere ungeladene Verbindungen angegeben, die
beispielsweise  2-((Diethylamino)methyl)phenol-  [63], Imidazol-, Pyridin- oder
Piperazingruppen  [64]  enthielten. Die  2-((Diethylamino)methyl)phenol-basierten
Verbindungen waren in vitro bei der Reaktivierung Paraoxon-gehemmter AChE wirksam
[63]. Bisher wurden aus dieser Gruppe das Antimalariamittel Amodiaquin und 4-Amino-2-

((diethylamino)methyl)phenol (ADOC) ndher untersucht (Abb. 6B und 6C) [65,66]:

10
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Abb. 6: Strukturformeln der Nicht-Oxim-Reaktivatoren 4-Chlor-N-(4-nitrophenyl)-benzensulfonamid
(A) [61], 4-Amino-2-((diethylamino)methyl)phenol (ADOC) (B) und Amodiaquin (C) [63].

Amodiaquin erwies sich als potenter reversibler Inhibitor humaner AChE und war in vitro bei
der Reaktivierung Sarin-, Cyclosarin- und VX-gehemmter Acetyl- und Butyrylcholinesterase
dem Bispyridiniumoxim HI-6 unterlegen. Tabun-gehemmte AChE war durch Amodiaquin
nicht reaktivierbar [66].

Die Substanz ADOC zeigte eine hohe intrinsische inhibitorische Aktivitit gegeniiber humaner
rekombinanter AChE. Es wurden die Reaktivierungskinetiken von ADOC mit Sarin-,
Cyclosarin-, VX- und VR-gehemmter AChE ermittelt. Dabei ergab sich eine im Vergleich mit
Pralidoxim geringere Affinitdt, aber hohere Reaktivitit. Um herauszufinden, welche
funktionellen Gruppen die inhibitorische Aktivitdt, die Reaktivitit und Affinitdt maB3geblich
beeinflussten, wurden strukturelle Analoga von ADOC synthetisiert. Die Modifizierungen der
Leitstruktur brachten jedoch keine Verbindung hervor, die der Substanz ADOC bei der
Reaktivierung Nervenkampfstoff-gehemmter AChE {iberlegen war [65].

2.6 Ziele der Arbeit

Vor dem Hintergrund der beschriebenen Studien [63,65] wurden iiber ein Dutzend ADOC-
Abkommlinge synthetisiert. Hierbei wurden am Stickstoff, der sich an der Methylengruppe in
ortho-Position zur phenolischen Hydroxylgruppe befindet, verschiedene Substituenten
eingefiihrt.

Es wurde zunédchst durch Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentrationen (ICso)
ermittelt, ob die Hemmung der nativen humanen AChE durch die Nicht-Oxime bei den
eingesetzten Konzentrationen relevant ist. AnschlieBend wurde in einem ersten Screening

getestet, ob die Substanzen prinzipiell zur Reaktivierung OP-gehemmter AChE geeignet sind.
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Im Falle der Identifizierung vielversprechender Verbindungen im Screening, sollte deren
Wirksamkeit mit weiteren Verfahren genauer charakterisiert werden. Unter standardisierten
Bedingungen wurden mittels einer modifizierten Ellman-Methode [67] in vitro die
Reaktivierungskinetiken der relevanten Nicht-Oxime mit OP-gehemmter humaner AChE
bestimmt. Als Inhibitoren kamen die strukturell unterschiedlichen phosphororganischen
Verbindungen Sarin, Cyclosarin, Paraoxon und VX zum Einsatz. Die Ermittlung der
kinetischen Konstanten ermdglichte die Erkundung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen und
die Durchfiihrung eines Vergleiches der neuartigen Substanzen mit Oximverbindungen.

In Hinblick auf kinftige In-vivo-Studien wurden Untersuchungen mit tierischer AChE
(Meerschweinchen) durchgefiihrt. In  vitro wurden die ICso-Werte der relevanten
Verbindungen mit nativer tierischer AChE bestimmt sowie die Reaktivierbarkeit der tierischen
OP-gehemmten AChE durch Nicht-Oxime getestet.

Aullerdem sollten in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen geklart werden:

Welche Art der Enzymhemmung rufen die Nicht-Oxim-Verbindungen bei humaner
AChE hervor [68]?

e Hat der pH-Wert Einfluss auf die Reaktivierung OP-gehemmter AChE durch die

neuartigen Verbindungen?

e st ein synergistischer Effekt bei der Reaktivierung OP-gehemmter AChE feststellbar,

wenn eine Kombination aus Nicht-Oxim und HI-6 verwendet wird?

e Carbamate wie Pyridostigmin sind reversible Hemmstoffe der AChE. Durch die
Abschirmung des aktiven Zentrums der AChE kodnnen sie die Hemmung durch
Organophosphate verhindern [11,23,46]. Kann auch in Gegenwart einer Nicht-Oxim-
Verbindung die Hemmung der nativen AChE durch Organophosphate abgemildert
werden [23]?

e Ergibt sich eine Abschwéchung der Hemmung humaner AChE, wenn ein Nicht-Oxim
mit Cyclosarin inkubiert wird, beziehungsweise ist das Nicht-Oxim in der Lage,

Cyclosarin zu detoxifizieren?

12
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2.7 Eigenanteil an den Originalarbeiten

Der Eigenanteil an der im Jahr 2018 im European Journal of Medicinal Chemistry in Ko-
Autorenschaft erschienenen Publikation war die Planung, Durchfihrung und Auswertung der
In-vitro-Experimente, die Ergebnisdiskussion sowie die Mitwirkung bei der Erstellung und

Uberarbeitung des Manuskriptes.

Die in Erstautorenschaft verfasste Publikation wurde 2018 in der Fachzeitschrift Toxicology
Letters veroffentlicht. Der Arbeitsanteil an dieser Veroffentlichung war die Planung der In-
vitro-Versuche, deren Durchfiihrung, Auswertung und Ergebnisdiskussion sowie die

Manuskripterstellung und -Uberarbeitung.
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3 Zusammenfassung

Die Therapie einer Vergiftung mit phosphororganischen Verbindungen (OP) beinhaltet die
Verabreichung von Atropin, Benzodiazepinen und Oximen, die als Reaktivatoren
Organophosphat-gehemmter Acetylcholinesterase (AChE) wirken. Da die Standardtherapie
mit gewissen Limitationen einhergeht, stellt die Identifizierung von Nicht-Oxim-

Reaktivatoren eine Strategie zur Verbesserung der Behandlung dar.

Einige neuartige Nicht-Oxim-Verbindungen, die auf der Referenzsubstanz ADOC basierten,
wurden in einem Screening mittels modifizierter Ellman-Methode [67] als potenzielle
Reaktivatoren Tabun-, Sarin-, Cyclosarin-, Paraoxon- und VX -gehemmter AChE getestet.
Die Reaktivierung Tabun-gehemmter AChE war mit allen gepriiften Verbindungen nicht
moglich. Die Verbindung 4-Amino-2-((pyrrolidin-1-yl)methyl)phenol (nachfolgend als
Substanz 31 bezeichnet) war der potenteste Reaktivator Sarin-, Cyclosarin-, Paraoxon- und
VX-gehemmter AChE (Abb. 7). Bei der Bestimmung der mittleren inhibitorischen
Konzentrationen (ICso) der Verbindungen mit nativer humaner AChE erwiesen sich ADOC

und 31 als potente Hemmstofte.

OH
O
H,N 4-Amino-2-((pyrrolidin-1-yl)methyl)phenol

Abb. 7: Strukturformel des Nicht-Oxim-Reaktivators 4-Amino-2-((pyrrolidin-1-yl)methyl)phenol
(nachfolgend als Substanz 3l bezeichnet).

Fir 31, ADOC wund zwei weitere strukturelle Abkommlinge wurden die
Reaktivierungskinetiken mit Sarin-, Cyclosarin-, Paraoxon- und VX -gehemmter AChE
bestimmt. Die Substanz 31 war bei einem Vergleich mit dem in der Klinik verwendeten Oxim
HI-6 gleichwertig bei der Reaktivierung VX-gehemmter AChE, iiberlegen bei der
Reaktivierung Paraoxon-gehemmter AChE und unterlegen bei der Reaktivierung Sarin- und
Cyclosarin-gehemmter AChE. Bereits minimale strukturelle Anderungen der Leitstruktur
hatten grof8e Auswirkungen auf die Reaktivitit und Affinitit der Verbindungen gegeniiber OP-
gehemmter AChE. Ein besonders groBer Unterschied in den Affinititen war bei den

Substanzen ADOC und 31 zu erkennen.
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Weitere Interaktionen zwischen Nicht-Oxim-Verbindungen, strukturell verschiedenen OP,
humaner oder tierischer AChE (Meerschweinchen) wurden erforscht. Die Reaktivierung
tierischer OP-gehemmter AChE durch ADOC und 31 war in geringerem Ausmal} moglich als
die Reaktivierung humaner AChE. Potenzielle synergistische Wirkungen bei der
Reaktivierung humaner OP-inhibierter AChE wurden gepriift, indem eine Kombination aus
einem Nicht-Oxim und dem Bispyridiniumoxim HI-6 zum Einsatz kam. Die Reaktivierung
OP-gehemmter AChE wurde vom jeweils potenteren Reaktivator dominiert. Die zusétzlich
anwesende Verbindung hatte keinerlei storenden Einfluss.

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Reaktivierung OP-gehemmter AChE durch das Nicht-

Oxim 31 wurde getestet und es ergab sich ein Maximum der Reaktivierung bei pH 7.5.

Um zu tlberpriifen, ob das Nicht-Oxim 31 durch Maskierung des aktiven Zentrums der AChE
eine Hemmung durch VX, Paraoxon, Sarin und Cyclosarin verhindern kann, wurden die
Hemmbkinetiken humaner AChE in Gegenwart von 31 bestimmt. Es wurde eine
konzentrationsabhingige Abschwédchung der Hemmung beobachtet, die letztendlich
stattfindende vollstindige Hemmung konnte aber nicht abgewendet werden.

Es wurde auBerdem untersucht, ob durch Inkubation der Verbindung 31 mit Cyclosarin die
Hemmung nativer AChE vermindert werden kann. Eine Entgiftung der phosphororganischen

Verbindung durch das Nicht-Oxim war jedoch nicht moglich.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Verbindung 31 der bisher wohl potenteste
Nicht-Oxim-Reaktivator OP-gehemmter AChE ist. Aufgrund der hohen intrinsischen
inhibitorischen Aktivitit gegeniiber nativer AChE und der fehlenden Befdhigung, Tabun-
gehemmte AChE zu reaktivieren, ist die Verbindung derzeit nicht geeignet, etablierte Oxime
wie etwa HI-6 zu ersetzen. Eventuell kann durch weitere Modifikationen der Verbindung ein

breiteres Spektrum dieser Nicht-Oxim Reaktivatoren erreicht werden.
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4  Summary

Therapy of poisoning with organophosphorus compounds (OP) includes administration of
atropine, benzodiazepines and oximes, which act as reactivators of organophosphate-inhibited
acetylcholinesterase (AChE). Standard treatment is associated with certain limitations and

discovery of non-oxime reactivators represents a strategy to improve the therapy.

Several novel non-oximes originating from the lead structure ADOC were tested as potential
reactivators of tabun-, sarin-, cyclosarin-, paraoxon- and VX-inhibited human AChE in the
context of a screening with a modified Ellman assay [67]. Reactivation of tabun-inhibited
AChE was negligible with all tested compounds. 4-amino-2-((pyrrolidine-1-yl)methyl)phenol
(hereinafter referred to as compound 31) was the most efficacious reactivator of sarin-,
cyclosarin-, paraoxon und VX-inhibited AChE (Fig. 8). The 50% inhibitory concentrations
(ICs0) of compounds were determined with native human AChE and ADOC and 31 showed a
high intrinsic inhibitory activity.

OH

[
HoN 4-amino-2-((pyrrolidine-1-yl)methyl)phenol

Fig. 8 Chemical structure of non-oxime reactivator 4-amino-2-((pyrrolidine-1-
yl)methyl)phenol (hereinafter referred to as compound 3I).

Reactivation kinetics of ADOC, 31 and two structural analogues were performed with sarin-,
cyclosarin-, paraoxon and VX-inhibited AChE. Compared to the clinically used oxime HI-6,
compound 31 was an equivalent reactivator of VX-inhibited AChE, a superior reactivator of
paraoxon-inhibited AChE and an inferior reactivator of sarin- and cyclosarin-inhibited AChE.
Already slight changes of the lead structure had a large impact on the reactivity and affinity of
non-oximes towards OP-inhibited AChE. An especially great difference in affinities was

detected with compounds ADOC and 31.
Various interactions between non-oximes, structurally different OP, human or guinea pig

AChE were investigated: Reactivation of guinea pig OP-inhibited AChE with ADOC and 31

was possible, though to a lesser extent than reactivation of human AChE. A potential
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synergistic effect on the reactivation of OP-inhibited AChE was examined with a combination
of the bispyridinium oxime HI-6 and a non-oxime. The superior reactivator of the respective
OP-AChE combination dominated the reactivation process and was not disturbed by the
competing agent.

The pH dependence of reactivation OP-inhibited AChE by non-oxime 31 was tested and a

maximum of reactivation was recorded at pH 7.5.

In order to investigate the ability of non-oxime 31 to prevent inhibition by VX, paraoxon, sarin
and cyclosarin by shielding the active site of AChE, inhibition kinetics of human AChE were
determined in the presence of 31. The inhibition was weakened in a concentration-dependent
matter, the final complete inhibition could not be avoided. It was further examined whether a
reduction of inhibition of native AChE could be achieved by incubation of compound 31 with
cyclosarin. However, detoxification of the organophosphorus compound by the non-oxime

was not possible.

In summary, compound 31 is at this time probably the most potent non-oxime reactivator of
OP-inhibited AChE. Due to its high intrinsic inhibitory activity towards native AChE and its
failure to reactivate tabun-inhibited AChE, 31 actually does not seem to be a suitable
candidate to replace well-established oximes like HI-6. Possibly further structural

modifications of compound 31 may create a broader spectrum of these non-oxime reactivators.
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